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1 Einfihrung

Fett wird im Tierkdrper in unterschiedlichen Anteilen als Energiereserve gespeichert. Der
grofdte Teil wird in Form von Triglyceriden in Adipozyten in verschiedenen Fettdepots
eingelagert. Die grofdten Depots werden vom subkutanen und viszeralen Fettgewebe
gebildet. Abhangig von variierenden Stoffwechselbedingungen und genetischen
Voraussetzungen kann Fett aber auch in anderen Organen akkumulieren. Adipozyten sind
u.a. in der Nachbarschaft von Skelettmuskeln entweder zwischen verschiedenen Muskeln
als intermuskulares Fett oder innerhalb eines Muskels zwischen Muskelfaserbindeln als
intramuskulares Fett (IMF) zu finden. Innerhalb der Muskelfasern gespeicherte Lipide
werden als intramyozellulares Fett bezeichnet (Ubersicht in Komolka et al. 2014a). Dariiber
hinaus sind Lipide am Aufbau von Membranen aller Zellen beteiligt und werden von vielen
Zellen abhangig von variierenden Stoffwechselbedingungen in Lipidtropfchen gespeichert.
Das sichtbare IMF ist ein wichtiges Qualitdtsmerkmal fur Rindfleisch und hat einen gunstigen
Einfluss auf dessen Zartheit (Platter et al. 2005, Dodson et al. 2010a). Es korreliert jedoch
positiv mit einer erhéhten Menge der viszeralen und subkutanen Fettdepots, welche weder
beim Produzenten noch Konsumenten erwinscht sind (Albrecht et al. 2006). Um den
Verbraucheranspriichen gerecht zu werden, hat die Ziichtung Rinderrassen hervorgebracht,
die extreme Unterschiede im IMF-Gehalt aufweisen, sogar unter gleichen Futterungs- und
Haltungsbedingungen. Dies spricht flr eine rassenspezifische Fahigkeit flr
Lipideinlagerungen im Skelettmuskel (Albrecht et al. 2011a). Die Mechanismen, die diese
differierende Fettverteilung an den unterschiedlichen Korperstellen veranlassen und
regulieren, sind groRtenteils unbekannt (Hausman et al. 2009, Dodson et al. 2010b).

Beim Menschen ist die Fettdeposition im Muskel héchst relevant fur Adipositas-assoziierte
metabolische Erkrankungen. Die Fettmenge im Skelettmuskel korreliert nachweislich mit
Stoffwechselstérungen wie Insulinresistenz und einer eingeschrankten metabolischen
Anpassungsfahigkeit bei inaktiven Probanden (Samuel et al. 2010, Corpeleijn et al. 2009).
Regelmafige Bewegung hat einen wichtigen funktionellen Effekt auf den Korperfettigehalt
und die —verteilung. Durch eine erhdhte koérperliche Aktivitat wird bei Ubergewichtigen
Personen die Menge an viszeralem Fett reduziert und damit gleichzeitig die Insulinsensitivitat
gesteigert (Boulé et al. 2005, Stefan et al. 2007). Auflerdem koénnen intermuskulare
Adipozyten in einer vergleichbaren Masse wie viszerales Fettgewebe vorhanden sein und
das Risiko fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen steigern (Yim et al. 2007). Altere Daten geben
zusatzlich Hinweise darauf, dass das IMF bei Ubergewichtigen Personen erhoht ist
(Gallagher et al. 2005). Ein hoher intramyozellularer Fettgehalt wird ebenso mit negativen
Folgen fur den Glukosestoffwechsel in Verbindung gebracht (Schrauwen-Hinderling et al.
2007). Paradoxerweise haben trainierte Ausdauerathleten viel Fett im Muskel eingelagert

und sind trotzdem sehr insulinsensitiv (Goodpaster et al. 2001). Kurzlich hat sich



herausgestellt, dass die Lipide, die im Muskel von Sportlern und inaktiven Individuen
vorkommen, qualitativ weniger voneinander abweichen, als erwartet (Amati et al. 2011). Aus
diesem Grund koénnten insbesondere die zelluldaren Signalkaskaden wahrend der
Fettspeicherung und -—mobilisierung flr metabolische Fehlsteuerungen bei adipdsen
Menschen verantwortlich sein.

Viele Studien haben gezeigt, dass sich Muskel- und Fettgewebe gegenseitig beeinflussen
und auf zellularer Ebene interagieren (zusammengefasst in Komolka et al. 2014a,
Indrakusuma et al. 2015). Auf molekularer Basis kdnnen Fett- und Muskelzellen Gber die
Sekretion von hormonellen Faktoren kommunizieren, die eine auto-, para- und endokrine
Wirkung haben kénnen. Es ist bereits gut etabliert, dass Fettzellen als sekretorische Zellen
agieren (Kim & Moustaid-Moussa 2000). In zahlreichen vergangenen Studien konnten viele
Proteine, die von humanen und murinen Fettzellen freigesetzt werden, sogenannte
Adipokine, identifiziert und teilweise auch naher beschrieben werden (Molina et al. 2009,
Lehr et al. 2012a). Beim Rind gibt es diesbeziiglich deutlich weniger Erkenntnisse.

Die Skelettmuskulatur nimmt im Korper klassischerweise Halte-, Stitz- und
Bewegungsfunktionen ein. Seit einiger Zeit ist bekannt, dass Muskelzellen dartber hinaus
eine Vielzahl an bioaktiven Stoffen (Myokine) ausschitten, die auch Effekte auf andere
Organe und Gewebe, wie das Fettgewebe, ausiben konnten (Trayhurn et al. 2011). Als
groBter induktiver Reiz fur die Freisetzung von Myokinen gilt die Muskelkontraktion wahrend
korperlicher Betatigung (Pedersen et al. 2007). Das Wissen um die Einflusse dieser
hormondhnlichen Substanzen aus Fett- und Muskelgewebe auf physiologische
Stoffwechselprozesse, die Gesundheit und die Entwicklung von Mensch und Tier ist jedoch
noch immer sehr unvollstdndig. Obwohl es Unterschiede in der metabolischen Kontrolle
zwischen Monogastriern und Wiederkauern gibt, existieren auf zellularer und molekularer
Ebene generelle Regulationsprinzipien. Doch besonders die Fettdepot-spezifische
Regulation des Lipidmetabolismus und der Adipogenese kann in Gewebe- und Zellkulturen
nur begrenzt studiert werden. Daher sind groRe Versuchstiere wie Rinder geeignet, um
grundlegende Prozesse des Stoffwechsels zu erforschen (Clarke 2008, Dodson et al.
2010b). Tiere, die fir die Erzeugung von Fleisch gehalten werden, sind zudem einzigartig als
Modelltiere, weil sie einen direkten 6konomischen Wert fiir die Tierproduktion haben. Die
bovine Skelettmuskulatur mit einem unterschiedlichen IMF-Gehalt stellt ein nutzliches Modell
dar, um die Wechselwirkungen zwischen Adipozyten und Myozyten zu untersuchen.

Das Ziel der eigenen Untersuchungen war die ldentifizierung und Charakterisierung von
Adipokinen und Myokinen mit Bedeutung fiir die Kérperzusammensetzung beim Rind. Dabei

stand besonders ihr Beitrag zur Auspragung der intramuskularen Fetteinlagerung im Fokus.



2 Literaturibersicht

2.1 Fettgewebe als endokrines Organ

Das Fettgewebe ist eines der grof3ten endokrinen Organe. Bei normalgewichtigen Menschen
(Body-Mass-Index (BMI) 22-23) nimmt es nahezu 20 % des Kdrpergewichts ein, wohingegen
es bei fettleibigen Personen (BMI 30) sogar einen Anteil von Uber 50 % umfassen kann
(Hassan et al. 2012). Morphologisch sowie funktionell werden vorrangig zwei Arten des
Fettgewebes unterschieden: das ,weille” und das ,braune” Fettgewebe. Den kleineren Teil
macht das braune Fettgewebe aus. Es ist hauptsachlich fiir die Thermogenese zustandig
und nutzt dafiir die chemische Energie aus Lipiden und Glukose, um Warme Uber die
Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette zu erzeugen (Lidell & Enerback 2010).
Ursprunglich wurde angenommen, dass braunes Fettgewebe nur bei Nagern und Sauglingen
vorkommt, um sie vor Kalte zu schitzen. Vor einigen Jahren wurden braune Fettzellen
jedoch auch im adulten Menschen entdeckt (Cannon & Nedergaard 2004) und kurze Zeit
spater ihre physiologische Bedeutung beschrieben (Cypess et al. 2009). Seitdem wird das
Potenzial des braunen Fettgewebes bei der Behandlung von Ubergewicht intensiv erforscht
und diskutiert (Granneman 2015).

In den folgenden Ausfuhrungen liegt der Fokus ausschlieBlich auf dem dominierenden
weillen Fettgewebe. Es wird bei landwirtschaftlichen Nutztieren, genau wie beim Menschen,
noch einmal in verschiedene Fettdepots unterteilt. Diese werden entsprechend ihres
Vorkommens im Koérper unterschieden. Die Fettschicht, die sich direkt unter der Haut
befindet, wird vom subkutanen Fett gebildet. Das viszerale Fett wird auch als ,Organfett"
bezeichnet und ist hauptsachlich in der Bauchhoéhle lokalisiert. Urspriinglich wurde das
weille Fettgewebe vorwiegend als passives Speicherorgan fir Uberschissige Energie in
Form von Triglyceriden betrachtet. Zudem dient es als guter Isolator gegen Warmeverlust
und schitzt die Organe vor mechanischen Einflissen (Trayhurn & Beattie 2001). Heute
findet das Fettgewebe zunehmend Beachtung als ein komplexes, essentielles, metabolisch
aktives und endokrines Organ (Ahima & Flier 2000, Frihbeck et al. 2001). Neben den
vorherrschenden lipid-gefullten Fettzellen, den sogenannten Adipozyten, enthalt es
Bindegewebe, Nervenzellen, stroma-vaskulare Zellen und Immunzellen (Kershaw & Flier
2004). All diese heterogenen Zelltypen ergeben zusammen eine funktionierende Einheit
(Frayn et al. 2003). Deren Kommunikation findet nicht nur untereinander, sondern auch mit
anderen Geweben statt. Die Zellen agieren lokal auf autokrine und parakrine Art und Weise,
sind aber auch systemisch aktiv. Dadurch beeinflussen sie viele Organe, die kritisch fur die
Energiechomdostase sind (Deng & Scherer 2010). Von entscheidender Bedeutung bei
landwirtschaftlichen Nutztieren ist neben dem subkutanen Fett, aus dem vom Schwein der

Speck gewonnen wird, das muskulare Fett (Bonnet et al. 2010), das sich aus inter- und



intramuskuldrem Fett zusammensetzt. Das IMF, welches innerhalb der Muskelfaserbiindel
lokalisiert ist, wird auf zelluldrer Ebene durch die Adipogenese, den Prozess der Proliferation
und Differenzierung von Praadipozyten, gebildet. Ontogenetisch spater folgt dann die
Lipogenese, welche die sukzessive Ansammlung von Lipiden beinhaltet (Hausman et al.
2009). Bei Rindern macht das Fettgewebe 5-35 % der Kdrpergesamtmasse aus. Der Anteil
schwankt in Abhangigkeit von Alter, Genotyp und Futterung. Die chronologische Entwicklung
der Fettgewebe hangt von der Spezies und von der anatomischen Lokalisation ab. Die
Deposition der Fettgewebe geschieht bei Rindern in folgender Reihenfolge: viszeral,
intermuskular, subkutan und intramuskular (Vernon 1986, Pethick et al. 2005). Wahrend das
intermuskulare Fett bereits pranatal ausgebildet wird, ist das IMF erst nach der Geburt
sichtbar (Vernon 1986). Anlagen zur Bildung intramuskularer Fettzellen sind jedoch auch
schon vor der Geburt zu erkennen (Albrecht et al. 2015). Das IMF ist ein wichtiges
Fleischqualitatsmerkmal, das den Geschmack, die Saftigkeit, die Zartheit und damit auch die
Verbraucherakzeptanz von Rindfleisch positiv beeinflusst (Platter et al. 2005). Da die
Fetteinlagerung im Muskel bzw. Fleisch optisch der Struktur des Marmors ahnelt, wird das
mit bloBem Auge sichtbare IMF auch als Marmorierung bezeichnet. Die traditionelle
Selektion landwirtschaftlicher Nutztiere war lange Zeit bestrebt, den Korperfetigehalt zu
minimieren und die Muskelmasse zu erhdhen. Das beim Verbraucher unbeliebte subkutane
Fett konnte zwar deutlich reduziert werden, jedoch nahm gleichzeitig auch der Fettgehalt im
Skelettmuskel ab, was zu einer verminderten Schmackhaftigkeit des Fleisches flhrte
(Morlein et al. 2007). Folglich ist es ein Ziel der modernen Tierzucht, eine ausreichende
Marmorierung zu erreichen und gleichzeitig die unerwinschten und wirtschaftlich
nachteiligen Fettdepots zu begrenzen. Je nach regionalen Praferenzen variieren die
Anforderungen der Konsumenten, was den bevorzugten IMF-Gehalt von Rindfleisch betrifft
(Dodson et al. 2010a). Aus diesem Grund arbeitet die Nutztierwissenschaft daran, adipogene
Mechanismen fiir die Manipulation des IMF aufzuklaren. Sowohl die Zusammensetzung als
auch die Verteilung und die Menge des IMF sind Gegenstand der Forschung, weil diese
Parameter die Fleischqualitat beeinflussen (Albrecht et al. 2006). Aulierdem spielt das IMF
mit seiner Fettsdurezusammensetzung eine wichtige Rolle fiir die Beschaffenheit und den
Nahrstoffgehalt von Fleisch (Moloney et al. 2001). Eine hdhere Ablagerung von Lipiden im
Skelettmuskel geht mit einem héheren Gehalt an Olséure einher (Bure$ et al. 2006, Hoehne
et al. 2012). Rinderrassen mit einem hohen IMF-Gehalt haben sogar insgesamt mehr einfach
ungesattigte Fettsauren und weniger gesattigte Fettsauren als Rassen mit einem niedrigen
IMF-Gehalt bei gleichen Haltungs- und Fitterungsbedingungen (Shirouchi et al. 2014). Die
Entwicklung der Marmorierung ist nicht unabhangig von anderen Koérperfettdepots. Der IMF-
Gehalt korreliert positiv mit dem subkutanen Fett (McPhee et al. 2006). Dariber hinaus

variiert die Fettverteilung zwischen verschiedenen Fettdepots im Schlachtkérper abhangig



von Alter, Rasse, Geschlecht und Erndhrung (Pethick et al. 2004, Robelin 1986). Es gibt
sehr magere Rassen, wie z.B. die doppellendigen Weil3blauen Belgier. Sie haben nur einen
IMF-Gehalt von ~1 % (Albrecht et al. 2006). Eine Rasse mit der Fahigkeit, extrem viel Fett
innerhalb des Muskels einzulagern, sind die japanischen Wagyu-Rinder mit IMF-Gehalten
von mehr als 20 % (Gotoh et al. 2009). Um gut marmoriertes Fleisch zu erzeugen, ist ein
energiereiches Futter fur Kalber notwendig. Je langer Rinder mit Getreide geflttert werden,
desto mehr IMF wird akkumuliert und desto mehr einfach ungesattigte Fettsauren sind im
Fettgewebe enthalten (Smith et al. 2009). Albrecht et al. (2011a) haben aullerdem
festgestellt, dass die intramuskulare Fetteinlagerung bei verschiedenen Rinderrassen unter
gleichen Futterungsbedingungen sehr unterschiedlich erfolgt. In alteren Studien wurde
gezeigt, dass das IMF sich in den einzelnen Rassen zwar kontinuierlich mit dem Wachstum
entwickelt, jedoch mit einer variierenden Intensitdt, was zu unterschiedlichen
Marmorierungsgraden bei der Schlachtung fiihrt (Albrecht et al. 2006, Bruns et al. 2004).
Wahrend die Marmorierung einen Einfluss auf Zartheitskomponenten haben soll, variiert
deren Regulation enorm zwischen, aber auch innerhalb von Rinderrassen (Albrecht et al.
2006). Sie wird durch eine groRe Bandbreite von Faktoren determiniert; wie Genetik,
Haltungsbedingungen und saisonale Temperaturschwankungen. Es wurde bereits gezeigt,
dass die Marmorierung von Fleisch in positiver oder negativer Art und Weise beeinflusst
werden kann. In einigen Landern werden sogar Substanzen, wie Hormone oder (3-Agonisten
eingesetzt, um die Wachstumsrate und die Futterumsatzeffizienz der Rinder zu férdern
(Macken et al. 2003, Sillence 2004). Obwohl das Potenzial und Strategien vorhanden sind,
um die Marmorierung zu steigern, ist aktuell wenig zu den zugrunde liegenden Mechanismen
der Fettablagerung und —verteilung bekannt (Dodson et al. 2010a). Da Rinderrassen unter
gleichen Fitterungs- und Haltungsbedingungen ganz unterschiedliche Fettverteilung im
Tierkorper aufweisen (Albrecht et al. 2011a), sind sie gut geeignet, um grundlegende
Prinzipien der Fetteinlagerung aufzuklaren. Die Ergebnisse einer Studie von Kern et al.
(2014) indizieren, dass der Anstieg von Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARG) am Ende der Futterungsphase den IMF-Gehalt steigert. Der Transkriptionsfaktor
soll zusatzliche Zellen rekrutieren, die proliferieren und letztendlich zu reifen Adipozyten
differenzieren. Eine aktuelle Arbeit beschreibt die ginstigen Effekte einer diatetischen
Supplementation mit konjugierter Linolsdure auf die Einlagerung von IMF hauptsachlich
durch die Aufregulation lipogener Gene und parallel dazu die Reduktion von subkutanem
Fett durch die Aufregulation lipolytischer Gene in einer bovinen Kreuzungspopulation (Zhang
et al. 2016). Es bestimmen jedoch viele externe und intrinsische Faktoren die Regulation des
IMF-Gehalts und die Schlachtkérperqualitat. Die im  Folgenden erlauterten

stoffwechselaktiven Adipokine, Myokine und Adipo-Myokine kénnten ausschlaggebende



Aufgaben in den ablaufenden physiologischen Prozessen bei der Entwicklung der

Marmorierung Ubernehmen.

2.2  Skelettmuskelgewebe als endokrines Organ

Die Skelettmuskulatur ist neben der glatten Muskulatur und der Herzmuskulatur einer der
drei Hauptmuskeltypen im Organismus. Ihr Anteil betragt durchschnittlich zwischen 30-40 %
des humanen Gesamtkorpergewichts (Janssen et al. 2000). Bei Nutztieren nimmt die
Skelettmuskelmasse in der Regel mehr als die Halfte des Gewichts ein (Bonnet et al. 2010).
Damit stellt der Skelettmuskel das gréfite Organ von Saugern dar. Es handelt sich dabei um
quergestreiftes Muskelgewebe, das der willkirlichen Kontrolle des somatischen
Nervensystems unterliegt. Skelettmuskeln bestehen aus Muskelfaserblindeln, die von
mehreren Muskelfasern gebildet werden. Muskelfasern an sich entstehen durch die
Verschmelzung einzelner Myoblasten im Prozess der Myogenese und besitzen
dementsprechend mehrere Zellkerne (Hick & Hartmann 2006). Die Anzahl und Grofie der
Muskelfasern sind wichtige Determinanten der Muskelmasse (Bonnet et al. 2010). Jede
Muskelfaser ist aus Myofibrillen aufgebaut, die sich wiederum aus Aktin und Myosin-
Filamenten zusammensetzen. Die Anordnung dieser Myofilamente erfolgt in Sarkomeren,
welche die grundlegenden Funktionseinheiten der Muskelfasern bilden. Diese Sarkomer-
Strukturen sind auch fiir das Aussehen der quergestreiften Muskulatur verantwortlich (Hick &
Hartmann 2006). Funktionell zeichnen sich die Skelettmuskeln in erster Linie durch ihre
mechanische Aktivitdt aus. Diese ist u.a. fur Korperhaltung, Bewegung und Atmung
notwendig. Nur durch die Kontraktionsfahigkeit der Muskelfasern kann der Skelettmuskel
seine klassischen Aufgaben erfullen. Die Muskelfasern kéonnen in ,rote® und ,weille”
Fasertypen unterteilt werden. Fir die langsamen ausdauernden Bewegungen sind eher die
roten, oxidativen Muskelfasern zustandig. Der weil3e, glykolytische Fasertyp kann kurzfristig
starkere Bewegungen ausflihren, ermidet aber schnell. Aullerdem gibt es einen
Intermediartyp, der in seinen Eigenschaften zwischen roter und weiller Muskulatur
angesiedelt ist (Appell & Stang-Voss 2013). Der Skelettmuskel ist allerdings nicht nur ein
wichtiger Bestandteil des Bewegungsapparates. Bei Nutztieren, die zur Fleischgewinnung
verwendet werden, ist er eng mit Variablen der Fleischquantitdt und —qualitat verknlpft
(Gotoh 2003). Seine Energieproduktion und sein Energieverbrauch sind ebenso essentiell flir
das metabolische Gleichgewicht, wie die hormonahnlichen Molekile, die vom Skelettmuskel
produziert und sezerniert werden. Diese sogenannten Myokine werden in einem

gesonderten Abschnitt ausfihrlich beschrieben.



2.3 Wechselwirkungen zwischen Skelettmuskel- und Fettgewebe

Die biologische Interaktion zwischen zwei Organen kann entweder direkt auf parakrine Art
und Weise oder Uber das Blut auf endokrinem Weg erfolgen. Das Skelettmuskelgewebe und
das weilte Fettgewebe zahlen zu den gréfdten Organen von Menschen oder tierischen
Lebewesen. Als endokrine Organe exprimieren beide Gewebe eine vielfaltige Auswahl an
Proteinen und anderen bioaktiven Molekilen und setzen diese in die Zirkulation frei. Sie
tragen so zum multidirektionalen Austausch bei. Die Faktoren des Fettgewebes werden als
Adipokine, die des Skelettmuskelgewebes werden entsprechend als Myokine bezeichnet.
Deren Sekretion spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation bestimmter Prozesse der
Energiechombostase vieler Organe oder Gewebe (Trayhurn et al. 2011). Die
Wechselwirkungen zwischen Fett- und Skelettmuskelgewebe haben vor allem an Beachtung
gewonnen, seit sie beim Menschen in einen Zusammenhang mit der Pathogenese der
Insulinresistenz gebracht werden konnten (Eckardt et al. 2008).

Bei Rindern ist die adaquate Entwicklung von Muskel- und Fettgewebe eine wichtige
ZielgroRe in der Fleischerzeugung. Nur mit Hilfe einer optimalen Nahrstoffanpassung kdnnen
tierische Produkte effizient hergestellt werden. Das Muskel-Fett-Verhaltnis bezeichnet die
relative Relation von Fett- und Muskelmasse und ist Resultat des dynamischen
Gleichgewichts von Zellanzahl und -grofe. Es stellt ein wichtiges Kriterium fur den
Schlachtkorperertrag und die Qualitat von Rindfleisch dar. Es gibt Hinweise, dass Muskel-
und Fettgewebe ontogenetische und funktionelle Gemeinsamkeiten besitzen (Du et al.
2013). Muskelzellen und braune Fettzellen haben ihren Ursprung in derselben multipotenten
mesenchymalen Stammzelllinie (Zuk et al. 2002, Hassan et al. 2012). Die Anlagen fur
Muskel- und Fettgewebe von Rindern werden hauptsachlich in der fétalen Phase durch die
Rekrutierung und Vermehrung der entsprechenden Zelltypen (Hyperplasie) gebildet.
Wahrend die Gesamtanzahl an Muskelfasern und deren morphologische und funktionelle
Eigenschaften noch vor der Geburt festgelegt werden, ist die Anzahl der Adipozyten nicht
limitiert (Picard et al. 2002). Postnatal soll die steigende Nahrstoffspeicherung in
ausdifferenzierten Muskelfasern und Fettzellen der Hauptgrund fir die Zunahme von Muskel-
bzw. Fettgewebsmasse sein. Dabei kommt es zur GrélRenzunahme der Zellen
(Hypertrophie). Es besteht vermutlich ein Wettbewerb bezlglich der Nahrstoffaufnahme
zwischen beiden Geweben, der Uber zellulare Signalwege und sezernierte Proteine
ausgetragen wird. Das Muskel-Fett-Verhaltnis variiert u.a. abhangig von Rasse und
Geschlecht. Im fotalen Zustand scheint es sogar durch die Futterung der Mutterkuh
beeinflusst zu werden. Muskelhypertrophie begleitet von Fettatrophie in den doppellendigen
WeilRblauen Belgiern hat ein extrem hohes Muskel-Fett-Verhaltnis zur Folge (Bellinge et al.
2005). Das umgekehrte Verhaltnis ist bei der Rasse Japanese Black (Wagyu) der Fall
(Zembayashi 1994). Auch der Einfluss der Fitterung auf das Muskel-Fett-Verhaltnis ist



bereits bekannt. Der Energiegehalt und die Zusammensetzung einer Diat spielen dabei eine
wichtige Rolle hinsichtlich der Wachstumsraten von Muskel- und Fettgewebe (Greenwood &
Cafe 2007). Bei einer restriktiven Diat von Rindern geht ein gutes Muskelwachstum mit einer
verzogerten Vermehrung des Fettgewebes einher. Das Wachstum von Fettgewebe ist
bevorzugt in wachsenden Tieren festzustellen, die nach einer fétalen oder postnatalen
Versorgungseinschrankung eine Hochkonzentrat-Diat verabreicht bekommen (Bonnet et al.
2010). Die Abweichungen im Muskel-Fett-Verhaltnis sind demnach eher auf GroRe und
Anzahl der Adipozyten und weniger auf die Muskelfasergrofie zurlickzufiihren. Das gibt
Anlass zur Annahme, dass Anpassungsstrategien im Energiestoffwechsel zu Gunsten des
Muskelwachstums ablaufen. Beide Gewebearten unterliegen wahrend ihres Wachstums
spezifischen Differenzierungsprozessen. Zusatzlich zu ihrer gewebespezifischen
metabolischen und endokrinen Regulation fiihrt die Interaktion zwischen Fett- und
Muskelzellen auch zur gegenseitigen Regulation der Zelldifferenzierung. Dies wurde durch
einige in-vitro Studien belegt. Cassar-Malek et al. (2006) konnten beobachten, dass die
Myogenese unter Verwendung von praadipozyten-konditioniertem Proliferationsmedium
gehemmt wird. In einem anderen Zellkulturexperiment konnte die Differenzierung von fétalen
Praadipozyten in Ko-Kultur mit primaren bovinen Myoblasten gesteigert werden (Bonnet et
al. 2008). Taube et al. (2012) demonstrierten die Funktion der Adipokine bei der Vermittlung
von lipotoxischen Effekten von Palmitinsaure auf Muskelzellen. Geringe Dosen Palmitisdure
wirkten toxisch, wenn Muskelzellen mit konditioniertem Medium inkubiert wurden, das von
kultivierten subkutanen Adipozyten stammte. Die Autoren vermuteten, dass das
konditionierte Kulturmedium das gesamte Adipokinom darstellen kdnnte. Koreanische
Wissenschaftler konstatierten, dass eine Ko-Kultur aus bovinen Adipozyten und muskularen
Satellitenzellen die adipogene Genexpression in den Myoblasten anregt (Choi et al. 2013).
Parakrine Signale und/oder physikalische Prozesse kénnten dafiir verantwortlich sein. Eine
aktuelle Publikation erwahnt erstmals auch intrazellulare Organellen, wie das Inflammasom,
als regulierende Groflen der Organkommunikation, wenngleich auf indirektem und
unbekanntem Weg (Indrakusuma et al. 2015). Das Inflammasom ist ein spezialisierter
Proteinkomplex in Immunzellen, der Gefahrensignale erkennt und eine entsprechende
Abwehr- und Entziindungsreaktion einleitet. Damit reprasentiert das Inflammasom einen
wichtigen Teil des angeborenen Immunsystems. Ein weiteres Element des
Gewebeaustauschs scheint die Autophagozytose darzustellen. Der Prozess bezeichnet den
Abbau und die Verwertung eigener Zellbestandteile wie z.B. fehlgefalteter Proteine
(Indrakusuma et al. 2015). Wahrend das Inflammasom vor allem im Fettgewebe wirksam
sein soll, scheint die Autophagie die Wechselbeziehungen in Muskel- und Fettgewebe zu
beeinflussen. Schlielllich sollen auch zirkulierende microRNAs als eine Klasse kleiner, nicht-

kodierender RNAs die vielschichtigen Mdglichkeiten der zellularen Interaktion der Organe



erganzen. Sie kdénnen erstens die Genexpressionsprofile in entfernten Organen andern,
zweitens die Expression anderer beteiligter Molekile regulieren oder drittens selbst von
anderen Proteinen gesteuert werden (Indrakusuma et al. 2015). All diese Ergebnisse
unterstreichen die Komplexitat der Signalvermittlung zwischen Muskel- und Fettgewebe, da
sowohl sezernierte Faktoren, Zell-Zell-Kontakte, als auch intrazellulare Organellen und

Vorgange daran beteiligt sein kdnnen.

2.3.1 Adipokine

Das Fettgewebe reagiert nicht nur auf eingehende Signale des Hormon- und
Nervensystems, es exprimiert und sezerniert auch hormonahnliche Faktoren mit wichtigen
endokrinen Aufgaben. Zu ihnen gehdéren z.B. Leptin (LEP), Adiponectin (ADIPOQ), Tumor
necrosis factor alpha (TNFA), Interleukin-6 (IL6), C-C motif chemokine-2 (CCL2), Serpin
peptidase inhibitor, clade F, member 1 (SERPINF1), Complement factor D (CFD), Proteine
des Renin-Angiotensin-Systems und Resistin (RETN) (Kershaw & Flier 2004). Mit der
Entdeckung von Adipsin (CFD) wurde das Fettgewebe im Jahr 1987 erstmalig als Quelle von
sezernierten Signalmolekilen beschrieben (Cook et al. 1987, Flier et al. 1987). Das grofdte
sekretorische Potenzial hat der weille Adipozyt selbst. Reife Adipozyten sind unilokulare
Zellen, die einen einzigen groRen Lipidtropfen enthalten, der den Zellkern an den Rand der
Plasmamembran driickt. Sie erreichen durchschnittlich eine Grél3e von 25-200 ym (Hassan
et al. 2012). Solche bioaktiven Molekile, die direkt von den Adipozyten produziert und
freigesetzt werden, werden als Adipokine definiert. Viele sezernierte Proteine entstammen
allerdings der nicht-adipozytaren Fraktion des Fettgewebes (Fain et al. 2004). Diese sind im
eigentlichen Sinne keine Adipokine, werden jedoch trotzdem oft als solche bezeichnet
(Trayhurn et al. 2011). Das Fettgewebe ist demzufolge kein homogenes endokrines Organ,
sondern eine Gruppe von Geweben mit bestimmten Gemeinsamkeiten und einzigartigen
Eigenschaften entsprechend der anatomischen Herkunft (Kershaw & Flier 2004, Yamamoto
et al. 2010). Jedes Fettdepot hat sein individuelles Adipokinprofil, welches je nach zellularer
Zusammensetzung und Ernahrungszustand variiert (Ouchi et al. 2011). Eine Fehlsteuerung
der Produktion von Adipokinen und freien Fettsduren leistet einen entscheidenden Beitrag
zur Entstehung von Stoffwechselerkrankungen, wie Typ-2-Diabetes. Die Veranderungen
jedes einzelnen Adipokins sind das Ergebnis eines koordinierten Ablaufs von spezifischen
transkriptionellen Programmen, die ganze Gruppen von adipozytaren Genprodukten steuern.
Ebenso verantwortlich sind posttranslationale Mechanismen, die die Ausschittung von
speziellen Proteinen unterschiedlich beeinflussen (Deng & Scherer 2010). Das Fettgewebe
ist damit ein Schlisselorgan zur Regulation des Energieausgleichs und der
Erndhrungshomdostase. Das verdeutlichen die beiden klassischen Vertreter Adiponectin und

Leptin. Das Adipokin Leptin wurde 1994 identifiziert und charakterisiert und wird proportional



zur totalen Fettgewebsmasse in die Zirkulation abgegeben (Zhang et al. 1994, Considine et
al. 1996). Es moduliert die Nahrungsaufnahme Uber das zentrale Nervensystem, indem es
hungerauslésende Proteine supprimiert und appetithemmende Faktoren hochreguliert. Ein
Leptinmangel oder eine -resistenz verursachen Hyperphagie, Adipositas, Diabetes,
neuroendokrine Stérungen und eine Dysfunktion des Immunsystems (Friedman & Halaas
1998). Adiponectin ist eines der wirksamsten Molekule hinsichtlich seiner Aktivitat bei der
Insulinsensibilisierung. Es hat eine ginstige Wirkung auf den gesamten Metabolismus und
tiefgreifende protektive Effekte gegen viele metabolische und kardiovaskulare Erkrankungen.
Die Adiponectinspiegel in der Blutzirkulation zeigen eine inverse Korrelation mit dem BMI
(zusammengefasst in Esfahani et al. 2015). Menschen mit einem geringen Level an
Adiponectin neigen also vermehrt dazu, am metabolischen Syndrom zu erkranken (Kondo et
al. 2002). Die groRe Bedeutung der endokrinen Funktion des Fettgewebes wird zudem durch
die gesundheitsgefahrdenden metabolischen Konsequenzen von Fettsucht und Fettmangel
deutlich. Ubergewicht, speziell im viszeralen Bereich, hat ein Ungleichgewicht des
Adipokinprofils zur Folge und wird deshalb mit Insulinresistenz, Hyperglykamie,
Dyslipidamie, Bluthochdruck und weiteren entzlindlichen Zustanden in Verbindung gebracht
(Kershaw & Flier 2004, Deng & Scherer 2010). Die Pravalenz von Fettleibigkeit und den
eben genannten Begleitkrankheiten, die das metabolische Syndrom kennzeichnen, hat
bereits epidemische Ausmalie angenommen (O'Neill & O'Driscoll 2015). Interessanterweise
wird der Mangel an Fettgewebe bei Menschen und Nagern, wie er bei Lipodystrophie- bzw.
Lipoatrophie-Syndromen auftritt, gleichermalden mit Insulinresistenz und
Hypertriglyceridamie assoziiert (Arioglu et al. 2000). Ein tieferer Einblick in das gesamte
Proteom und Sekretom wiirde demnach zum besseren Verstandnis der endokrinen Funktion
des Fettgewebes filhren und neue Ansatze fir die Therapie von zahlreichen
Stoffwechselkrankheiten bieten. Die Charakterisierung des Fettgewebssekretoms gestaltet
sich jedoch als groRe Herausforderung. Die oft geringen Konzentrationen der Adipokine
(ng/ml) und die Kontamination mit Fremdproteinen wahrend der Probennahme und Zellkultur
beeintrachtigen die Qualitat der Probe und machen eine zuverlassige Analyse sehr schwer
(Alvarez-Llamas et al. 2007). Die Anzahl der neu entdeckten Adipokine steigt trotzdem stetig
an. Bisher wurden tber 600 Adipokine beschrieben, die u.a. in die physiologische Kontrolle
der Nahrungsaufnahme, Energiehomobostase, Reproduktion, Inflammation und des
Zellwachstums involviert sind (Lehr et al. 2012b, Ouchi et al. 2011). Trotz der weitreichenden
physiologischen Effekte der Adipokine findet bisher nur Leptin Anwendung als
Therapeutikum (Quarta et al. 2016). Das liegt einerseits daran, dass viele dieser Faktoren
erst kirzlich entdeckt worden sind und reflektiert anderseits ihre lberwiegend komplexe

Wirkungsweise.



Adipokine modulieren auch bei Nutztieren zahlreiche biologische Funktionen wie den
Energiestoffwechsel und die Immunantwort (Baik et al. 2014, Kang et al. 2015). Bei
Wiederkauern ist Leptin das am besten untersuchte Adipokin. Die Leptinplasmaspiegel
werden kurz-, mittel- und langfristig von Futteraufnahme, Nahrstoffen, Hormonen,
Energiebalance und Umweltfaktoren reguliert. Auch die frihere Nahrstoffversorgung scheint
sich auf den gegenwartigen Zustand der Leptinantwort auszuwirken. Der Korperfettanteil als
Schlusselfaktor spiegelt demnach die nutritive Vergangenheit wider (Chilliard et al. 2005).
Das Gesamtfettgewebe von Rindern scheint positiv mit der Leptinkonzentration im Plasma
zu korrelieren. Es existieren dartiber hinaus Hinweise, dass die Leptinregulation von Insulin
und insulinahnlichen Wachstumsfaktoren beeinflusst wird, aber die direkten molekularen
Wirkungsmechanismen bleiben weiterhin unklar (Roh et al. 2016). Mit dem Agouti-signaling
protein (ASIP) wurde 2012 ein weiteres Protein als putatives Adipokin in Rindern postuliert,
welches urspringlich vorwiegend mit der Pigmentierung von Haut und Haaren in
Zusammenhang gebracht wurde (Albrecht et al. 2012). Die mRNA-Expressionsunterschiede
im IMF verschiedener Rinderrassen konnten in der eigenen Arbeitsgruppe auf das
Vorhandensein eines spezifischen Transkripts zurlickgefiihrt werden. Weiterhin konnte die
Proteinsekretion und die zellulare Lokalisation von ASIP in bovinen Fettdepots gezeigt
werden. Es wurde allerdings kein klarer Zusammenhang zwischen Genexpression und
Proteinmenge von ASIP festgestellt. Uber die Wirkung des Proteins in der Peripherie sind
momentan noch keine Aussagen moglich. Dass das Wissen Uber die Wirkung von
Adipokinen in Wiederk&auern allgemein sehr limitiert ist, zeigt eine aktuelle Ubersichtsarbeit
von Roh et al. 2016. Sie fuhrt fr das Rind lediglich vier ndher charakterisierte Adipokine auf
(Roh et al. 2016).

2.3.2 Myokine

Zahlreiche publizierte Arbeiten der letzten 15 Jahre weisen darauf hin, dass es sich beim
Skelettmuskel auch um ein sekretorisches Organ handelt. Myostatin (MSTN), ein Mitglied
der Transforming growth factor beta (TGFB) -Familie, welches das Muskelwachstum hemmt,
war das erste beschriebene Myokin in einer murinen Studie (McPherron et al. 1997). In
Rindern existieren genetische Varianten von MSTN, die Kérperzusammensetzung und
Fleischqualitat stark beeinflussen (McPherron & Lee 1997, Grobet et al. 1998). Mutationen in
der kodierenden Sequenz des Gens filhren im Skelettmuskel zur Doppellendigkeit bei
Weiliblauen Belgiern und Piemontesern (McPherron & Lee 1997).

Im Jahr 2000 entdeckten Steensberg et al. erstmalig, dass die menschliche
Skelettmuskulatur signifikante Mengen an IL6 sezerniert. Nach Muskelkontraktion wird IL6 in
die Zirkulation abgegeben, wobei die Menge von Trainingsintensitat und -dauer abhangig ist.

Aulerdem stellen der Energiestatus des Muskels und der Ausgangsglykogengehalt



entscheidende Determinanten dar (Steensberg et al. 2001). Seitdem gilt IL6 als Myokin-
Prototyp. Es ist das meist untersuchte Myokin, wird wahrend einer akuten Trainingsphase
extrem hochreguliert und soll eine Schlisselrolle in der anti-entzindlichen Wirkung von
akuter Belastung spielen (Pedersen & Febbraio 2012). Zytokine und andere Peptide, die von
Skelettmuskelfasern exprimiert und freigesetzt werden und entweder auto-, para- oder
endokrine Wirkungen entfalten, werden als ,Myokine® klassifiziert (Pedersen et al. 2007). Der
Terminus wird allerdings ausschlieBlich fir die Proteine benutzt, die von Skelettmuskelzellen
ausgeschittet werden. Hormonelle Faktoren, die von anderen Zelltypen des
Skelettmuskelgewebes sezerniert werden oder nur auf mRNA-Ebene beschrieben sind,
werden nicht als Myokine bezeichnet (Trayhurn et al. 2011). Vor allem Bewegungsreize
sollen deren Produktion induzieren und bemerkenswerte Einflisse auf das Immunsystem
haben (Pedersen & Hoffmann-Goetz 2000, Pedersen et al. 2001). Das gesamte
Skelettmuskelsekretom besteht aus einigen Hundert von solchen sezernierten Peptiden, die
als Teil eines komplexen Kommunikationsnetzwerkes im Organismus gelten. Diese
Erkenntnisse bieten eine Basis und ein ganz neues Paradigma flir das Verstandnis des
Informationsaustauschs von Muskeln mit anderen Organen, wie z.B. mit dem Fettgewebe,
Gehirn und der Leber. Hormonelle Veranderungen durch Myokine kdnnen metabolische
Auswirkungen auf andere Gewebe haben. Es gibt jedoch auch Myokine, die nur lokale
Effekte innerhalb des Muskels ausuben. Viele Muskelproteine werden kontraktionsabhangig
ausgeschuttet und zumindest teilweise fur die positive Wirkung von physischer Aktivitat
verantwortlich gemacht (Eckardt et al. 2014). Es wurden bereits humane
Muskelzellkulturmodelle entwickelt, in denen mit elektrischen Impulsen die Kontraktion
anregt wird (Lambernd et al. 2012, Nikolic et al. 2012). Diese Modelle sind exzellent dazu
geeignet, kontraktionsinduzierte Myokine zu erforschen. Sie sollen vor chronisch-
entziindlichen Krankheiten wie z.B. Typ-2-Diabetes, Insulinresistenz und dem metabolischen
Syndrom schitzen. IL6 und IL8 werden beispielsweise durch konzentrische
Muskelkontraktionen auf mRNA- und Proteinebene reguliert (Febbraio & Pedersen 2002,
Chan et al. 2004). Nielsen et al. (2007) konnten zeigen, dass auch die Genexpression von
IL15 durch Krafttraining beeinflusst wird. Es waren aber keine Veranderungen im
Proteingehalt des Skelettmuskels oder im Plasma festzustellen. AuRerdem sind
Trainingsdauer, Intensitat, Trainingszustand und Gesundheitsstatus limitierende Faktoren
der Genexpression dieses Myokins (Gérgens et al. 2015). Schon ein Bewegungszyklus kann
zum Auftreten von Interleukinen in der Zirkulation fliihren (Febbraio & Pedersen 2002,
Petersen & Pedersen 2005). Die Freisetzung von z.B. TNFA stieg jedoch erst nach
intensivem Training an, wahrscheinlich in Folge von Muskelzerstérung (Pedersen et al.
2007). Diese initiale Entzindungsreaktion ist erforderlich fir den Regenerations- und

Reparationsprozess des Muskels, um einen positiven Effekt auf die Muskelentwicklung zu



erzielen (Paulsen et al. 2012). Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, dass Myokine einen
Beitrag zu der Vermittlung der gesundheitsférdernden Wirkung von Bewegung leisten. Die
Identifizierung des Skelettmuskels als Zytokin-produzierendes Organ fuhrte zu der Annahme,
dass Faktoren, die vom Muskel stammen, nicht nur bewegungsassoziierte Anderungen der
Immunantwort hervorrufen, sondern auch eine Rolle als Mediatoren dieser Immunreaktion
einnehmen (Pedersen et al. 2007). Wenn der Skelettmuskel nicht durch Kontraktionen
beansprucht wird, hat das eine eingeschrénkte Funktion anderer Organe zur Folge
(Pedersen & Febbraio 2008). Pedersen und Febbraio (2012) postulieren, dass die
protektiven Effekte von korperlicher Bewegung durch die Sekretion von Myokinen vermittelt
werden, die den gefahrlichen Effekten der proinflammatorischen Adipokine entgegenwirken.
Obwohl mehrere Hundert Myokine schon in Proteomstudien beschrieben wurden, bleibt der
Wissensstand Uber deren Regulation oder spezifische biologische Funktion gegenwartig
noch limitiert.

Erst kidrzlich haben neue Myokine, wie z.B. Irisin, von dem angenommen wird, dass es
weille Fettzellen in braune Fettzellen umwandeln kann und somit zum Gewichtsverlust
beitragt, bemerkenswertes Interesse als potentielle therapeutische Faktoren erlangt. Im
Skelettmuskel eines transgenen Mausmodells haben Bostrom et al. (2012) eine erhdhte
mRNA-Menge des transmembranen Vorlauferproteins Fibronectin type Il domain containing
5 (Fndc5) beobachtet. Daraufhin stellten sie die These auf, dass der extrazellulare Teil des
Proteins proteolytisch abgespalten wird, um als zirkulierendes Peptid mit dem Namen Irisin
freigesetzt und biologisch aktiv zu werden. Unterstitzend dazu wurden Western Blot
Analysen dargestellt, die hohe Mengen an zirkulierendem Irisin in Menschen und Mausen
nach koérperlicher Belastung zeigten. Diese Ergebnisse |16sten eine kontroverse Debatte Uber
die Relevanz von Irisin im Fettstoffwechsel und die Spezifitat der verfiUgbaren enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) aus. Die ersten Zweifel an der Richtigkeit der These
aulerten Timmons et al. (2012), die keinen Anstieg der humanen mRNA-Expression von
FNDC5 nach verschiedenen Trainingseinheiten feststellen konnten. Weiterhin besitzt das
humane FNDC5 ein mutiertes Start-Codon und der Antikérper, der in der Ausgangsstudie
genutzt wurde, ist gar nicht geeignet, um Irisin zu detektieren, weil er an den nicht-
sezernierten Part von FNDC5 bindet (Raschke et al. 2013a, Erickson 2013). Zudem stitzte
sich der Beweis flir im Blut zirkulierendes Irisin in den zahlreich publizierten Arbeiten
groltenteils auf kommerziell angebotene ELISA Kits, deren Antikérper stark unspezifische
Bindungen im Western Blot zeigten (zusammengefasst in Albrecht et al. 2015). Ob Irisin also
tatsachlich therapeutisches Potenzial flir den Menschen hat, ist weiterhin nicht eindeutig
geklart.

Das Verstandnis der physiologischen Regulationskaskaden von Hormonen, die von

endokrinen Organen freigesetzt werden, ist entscheidend fur die Optimierung der



Tiergesundheit und -produktion. Die Futteraufnahme und die Nahrstoffverwertung werden
wahrscheinlich stark von einigen Zytokingruppen kontrolliert (Roh et al. 2016). Wahrend der
Forschungen rund um Irisin wurde auch die Muskelmasse als Hauptpradiktor fir die Menge
des zirkulierenden Molekuls genannt (Huh et al. 2012, Stengel et al. 2013). Dieses Ergebnis
hat FNDC5 und sein vermeintliches Spaltprodukt Irisin fir Untersuchungen in
fleischproduzierenden landwirtschaftlichen Nutztieren pradestiniert. Es konnten allerdings
keine Zusammenhange zwischen der FNDC5-Expression und des Muskelansatzes in
Rindern gefunden werden, obwohl auch hier mehrere Transkriptvarianten des Gens
existieren. Weder FNDC5 noch Irisin konnten im bovinen Plasma nachgewiesen werden
(Komolka et al. 2014b). Lediglich im Muskel und Plasma von Mausen wurde lIrisin erfolgreich
detektiert (Brenmoehl et al. 2014).

Die positiven Effekte der Myokine auf die Aufrechterhaltung der Homdostase von Nagern
und Menschen sind gut belegt. In der Nutztierforschung gibt es kaum Studien Uber deren
physiologische = Wirkung, daher besteht hier weiterer Forschungsbedarf. Der
Energiemetabolismus von Wiederkduern hat einen erheblichen Einfluss auf ékonomische
Eigenschaften sowie den Fleischansatz in Fleischrindern. In einer aktuellen Ubersichtsarbeit
von Roh et al. 2016 wird deutlich, dass die Kenntnisse zu Myokinen - von Myostatin
abgesehen - bisher nur aus der Grundlagenforschung an Mausen und aus der

Humanmedizin stammen.

2.3.3 Adipo-Myokine

Es existieren auch Faktoren, die von beiden Geweben produziert und sezerniert werden
(Raschke & Eckel 2013). Solche Adipo-Myokine kdénnen andere Organe ebenfalls auf
parakrine oder autokrine Weise beeinflussen. Sie haben auRerdem endokrine Effekte und
stellen Mediatoren der bidirektionalen Gewebekommunikation dar. Die Genexpression der
Adipo-Myokine andert sich bei Ubergewicht oder nach kérperlicher Anstrengung, was sich
wiederum auf zirkulierende Mengen und die Wechselbeziehung zwischen Fett- und
Muskelgewebe auswirkt. Die Produktion vieler Adipo-Myokine wird durch Training induziert
und beeinflusst. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass sie einen Beitrag zur Vermittlung der
gesundheitsférdernden Effekte von sportlicher Betatigung leisten. Physische Inaktivitat
hingegen flhrt zu einem veranderten Adipo-Myokin-Profil, welches einen moglichen Ansatz
fir den Zusammenhang von sitzenden Tatigkeiten und vielen chronischen Krankheiten
bieten kénnte (Raschke & Eckel 2013). Bisher sind nur wenige Informationen Uber die
direkten physiologischen Effekte der Adipo-Myokine verflgbar.

IL6 ist ein gutes Beispiel fir ein Adipo-Myokin, welches von Skelettmuskel- und Fettgewebe
ausgeschuttet wird und somit einen potentiellen Effekt auf beide Organe hat. Es agiert in

auto- bzw. parakriner Art und Weise innerhalb des Skelettmuskels und endokrin in



hormonahnlicher Art, um metabolische und anti-inflammatorische Effekte zu vermitteln
(Pedersen 2013). Der Spiegel an zirkulierendem IL6 steigt nach einmaliger physischer
Anstrengung exponentiell an (Steensberg et al. 2000, Nieman et al. 1998, Starkie et al.
2001) und sinkt in der Zeit danach wieder (Steensberg et al. 2001). Eigentlich korreliert die
quantitative Freisetzung von IL6 aus dem Fettgewebe positiv mit einem erhdhten
Kdrperfettgehalt. Das spiegelt sich in einer systemischen Steigerung der IL6-Plasmalevel
wider (Vozarova et al. 2001). Das Zytokin ist in humanen Fettzellen von insulinresistenten
Probanden Uberexprimiert (Rotter et al. 2003) und mit Typ-2-Diabetes assoziiert (Vozarova
et al. 2001, Bastard et al. 2002). Daher scheint es paradox, dass IL6 auch nach kérperlicher
Betatigung ansteigen soll, obwohl angenommen wird, dass physisches Training die
Insulinsensitivitdt steigert. Die Regulation der intrazelluldren Signalwege, die die IL6-
Expression in kontrahierenden Muskelzellen vermitteln, soll von den Kklassischen
proinflammatorischen Signalwegen abweichen (Whitham et al. 2012). Diese Ergebnisse
unterstlitzen die Hypothese, dass das Myokin IL6 wichtig flir den Metabolismus des
Skelettmuskels wahrend der Kontraktion ist, wohingegen die chronische Erhdéhung des
Adipokins IL6 die muskulare Insulinresistenz induzieren kénnte. Darlber hinaus weisen
Weigert et al. (2005) darauf hin, dass die IL6-Wirkung vom Zielgewebe abhangt. In
energieliefernden Geweben, wie dem Fettgewebe und der Leber, ist die Insulinantwort
abgeschwacht, in energieverbrauchenden Geweben hingegen verbessert. Das Ausmalf’ des
IL6-Anstiegs hangt zudem von Sportart, Trainingsdauer, Intensitdt und den beanspruchten
Muskeln ab, wird jedoch nicht von Muskelschadigung beeinflusst.

Neben den gut charakterisierten Adipo-Myokinen IL6 und IL15 wurden in den letzten Jahren
einige neue Faktoren identifiziert, wie Folllistatin-related protein 1 (FSTL1), Plasminogen
activator inhibitor 1 (PAI1), Apelin (APLN) und Fibroblast growth factor 21 (FGF21) (Raschke
& Eckel 2013). Sogar Myostatin gilt heute als Adipo-Myokin. Schon seit 2002 wird es als
wichtiges Verbindungsmoleklll zwischen Skelettmuskel- und Fettgewebe betrachtet, well
festgestellt wurde, dass Tiere mit einem Myostatinmangel neben einem vermehrten
Muskelwachstum auch eine verminderte Korperfettansammlung aufwiesen (McPherron &
Lee 2002). Es kdnnten dementsprechend viel mehr solcher hormoneller Faktoren eine bisher
unterschatzte Funktion in der Kommunikation beider Gewebe einnehmen. Adipo-Myokine
sollen zudem eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des Skelettmuskel-Fett-

Verhaltnisses einnehmen.



2.4  Zielsetzung

Sowohl Fett- als auch Skelettmuskelgewebe werden seit einiger Zeit als wichtige endokrine
Organe betrachtet. Die von ihren Zellen gebildeten und sezernierten Proteine, die
sogenannten Adipo- bzw. Myokine, kdnnen auto-, para- und endokrine Wirkungen entfalten.
Mehrere Hundert solcher hormoneller Faktoren konnten bereits in zahlreichen Experimenten
mit humanen und murinen Zellkulturen identifiziert werden. lhre physiologische Funktion ist
allerdings nur in sehr wenigen Fallen bekannt. Erkenntnisse beim Rind sind diesbeziiglich
kaum vorhanden. Die vorliegende Arbeit verfolgte daher das Ziel, neue genetische Faktoren
zu identifizieren, die den Muskel- und Fettstoffwechsel von Mensch, Modelltieren und
Rindern beeinflussen. Dazu wurde eine speziesiibergreifende Datenanalyse vorgenommen.
Dabei wurde die zentrale Hypothese aufgestellt, dass Uber eine umfassende Auswertung
von Transkriptom- und Sekretomdaten neue potentielle Adipokin- und Myokinkandidaten
identifiziert werden koénnen. Ausgewahlte Kandidatengene, die fiur die Produktqualitat und
Tiergesundheit beim Rind von Bedeutung sein kdnnten, sollten initial charakterisiert werden.
Durch die Etablierung von Zellkulturmodellen sollten zusatzlich methodische
Voraussetzungen geschaffen werden, um den Einfluss ausgewahlter Zytokine auf das
Wachstums- und Differenzierungsverhalten in bovinen Primarzellen zu untersuchen. Die
Arbeit leistet somit einen Beitrag zur Aufklarung der Ursachen der Variabilitat der bovinen
Schlachtkdrperzusammensetzung. Auflerdem tragt sie dazu bei, neue Biomarker fir die
zlichterische Selektion zu entwickeln, um die Fleischqualitdt von Nutztieren weiter zu

optimieren.



3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial
3.1.1 Rinder aus einer experimentellen F,-Kreuzung

Fur die Untersuchungen standen Proben und Daten von 248 Bullen der Fo-Generation einer
Kreuzung aus der Fleischrindrasse Charolais (CH) und der Milchrindrasse Deutsche Holstein
(HS) zur Verfigung (Kihn et al. 2002). Sie entstammen einer Rinderpopulation aus einem
Langzeitexperiment zur Erforschung der Merkmalsausprdgung in segregierenden
Familienstrukturen (SEGFAM). Diese F,-Nachkommen zeichnen sich durch eine hohe
Variabilitat im IMF-Gehalt und einen gut definierten genetischen Hintergrund aus. Die Tiere
wurden unter standardisierten Bedingungen gehalten, im Alter von 18 Monaten geschlachtet
und umfangreich phanotypisiert (Pfuhl et al. 2007, Hoehne et al. 2012). Von je zehn Tieren
mit erhdhtem IMF-Gehalt (6,8+2,4 %) oder niedrigem IMF-Gehalt (1,7+0,4 %) wurden
vergleichende Expressionsprofile der isolierten RNA des Skelettmuskels mit dem
GeneChip® Bovine Genome Array (Affymetrix, Santa Clara, USA) erstellt (Komolka et al.

2015). Die Expressionshdhe der Transkripte wurde fur weitere Analysen herangezogen.

3.1.2 Rinderrassen mit differenter IMF-Akkumulation

Um die Fahigkeit verschiedener Rinderrassen zur Fetteinlagerung im Skelettmuskel
vergleichen zu konnen, wurden je sechs Ochsen der Rassen Japanese Black (JB, Wagyu),
HS sowie CH ab dem Alter von zehn Monaten mit einer hochenergetischen Diat gefiittert.
Die Tiere wurden nach 26 Monaten unter gleichen Haltungsbedingungen geschlachtet
(Albrecht et al. 2011a). Gewebeproben aus dem Musculus longissimus dorsi (MLD),
subkutanen Fett (SCF) und intramuskularen Fett (IMF) wurden entnommen, sofort
schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung in flissigem Stickstoff gelagert (Albrecht et
al. 2011a). Die Erstellung vergleichender Expressionsprofile der isolierten RNA des MLD und
des SCF erfolgte von je drei Tieren (Albrecht et al. 2015). Um das Transkriptom des IMF zu
untersuchen, wurde die RNA von sechs JB-Ochsen und drei HS-Ochsen isoliert und mit dem
GeneChip® Bovine Genome Array (Affymetrix) hybridisiert. Diese Daten flossen ebenfalls in

die eigenen Analysen ein.

3.1.3 Gewebe fir molekularbiologische und proteinbiochemische Analysen

Von allen 248 Bullen der F,-Generation des SEGFAM-Experiments wurden MLD-, SCF- und
Leberproben gewonnen, schockgefroren und bis zum weiteren Gebrauch in Flissigstickstoff
verwahrt. Fur die eigenen Untersuchungen wurden hauptsachlich die Gewebeproben der
Bullen mit hohem und niedrigem IMF-Gehalt genutzt, deren RNA auch fir die Erstellung des

Arrays verwendet wurde.



3.1.4 Zelllinie

Fir die Untersuchungen zur adipogenen Differenzierung wurde die murine Praadipozyten-
Zelllinie 3T3-L1 von ATCC (LGC Standards, Wesel, Deutschland) verwendet.

3.1.5 Primare bovine Zellen
3.1.5.1 Isolierung von stromavaskularen Zellen

Bei regular durchgefiihrten Schlachtungen im Versuchsschlachthaus des FBN Dummerstorf
wurde SCF aus der MLD-Region von Rindern entnommen und in raumwarmem
Entnahmemedium ins Zelllabor transportiert. Alle nachfolgenden Arbeiten zur Zellisolierung
und —kultivierung erfolgten unter streng sterilen Bedingungen. Zunachst wurde das
Fettgewebe mit PBS-D+10 % Penicillin/Streptomycin (1000 IU/ml Penicillin, 1 mg/ml
Streptomycin) gewaschen und von sichtbarem Fremdgewebe befreit. Mittels Scheren
und/oder Skalpell wurde das SCF in kleine Stucke geschnitten und in 50 ml
Zentrifugenrohrchen Uberfihrt. Um die stromavaskuléren Zellen aus dem Gewebeverband
herauszulésen, erfolgte ein enzymatischer Verdau mit einer Collagenase I-Losung in
Verdauungsmedium (siehe Anhang B) fir 1 h bei 37 °C im Wasserbad unter standigem
Schitteln. Es wurden 2 ml Verdauungsmedium je g Gewebe eingesetzt, wobei 1 ml Medium
2 mg Collagenase | enthielt. Nach Abschluss des Gewebeverdaus wurde die Suspension in
einen Erlenmeyerkolben dberfihrt und mit dem flinffachen Volumen an Post-
Verdauungsmedium (siehe Anhang B) verdinnt. Danach erfolgte die Filtration der
Suspension durch einen 180 um Nylon-Netzfilter. Das gewonnene Filtrat wurde dann bei
300xg fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand, bestehend aus reifen Adipozyten,
wurde verworfen. Das Pellet, welches die stromavaskularen Zellen enthalt, wurde mit
Kulturmedium (siehe Anhang B) versetzt und darin resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
nun durch einen Nylon-Netzfilter mit einer Maschenweite von 30 ym gefiltert. Es folgte eine
erneute Zentrifugation bei 300xg fir 10 min bei 4 °C. Nachdem das Pellet wieder in
Kulturmedium aufgenommen wurde, erfolgte die Einsaat der Zellen mit einer Dichte von ca.
1x10° Zellen/cm? in Kulturmedium auf unbeschichteten 10 mm-Zellkulturschalen. Die Zellen
wurden unter Standardbedingungen kultiviert (37 °C, 6 % CO,, 90 % Luftfeuchte). Nach 24 h
wurden die adharenten Zellen mit PBS-D+10 % Penicillin/Streptomycin (1000 1U/ml
Penicillin, 1 mg/ml Streptomycin) gewaschen und mit frischem Kulturmedium versorgt. Nach
einer Inkubationszeit von 48 oder 72 h erfolgte das Passagieren der Zellen mit Hilfe einer
Trypsin/EDTA-L6sung (0,05 %/ 0,02 %) in PBS. Die passagierten Zellen proliferierten dann
in Kulturmedium bis zu einer Konfluenz von 60-80 % und wurden anschlief3end wieder unter
Verwendung der Trypsin/EDTA-LOsung geerntet. Die Zellzahl und der Anteil der vitalen
Zellen wurden mittels Invitrogen™ Countess™ automated cell counter bestimmt. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die Zellen in Aliquots (1 ml) mit einer Zellzahl von 0,5-1,0x10°



Zellen/ml in Einfriermedium bestehend aus Kulturmedium mit 30 % fotalem Kalberserum
(FKS) und 20 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

3.1.5.2 Isolierung von bovinen Satellitenzellen

Die Isolierung der bovinen Satellitenzellen erfolgte aus dem Skelettmuskelgewebe des linken
Vorderbeins eines Fotus der Rasse HS im Alter von 135 Tagen. Aufgrund der kleinen
Gewebemenge (9,74 g) wurde kein spezieller Muskel fiir die Zellisolierung enthommen. Das
Gewebe wurde zunachst in PBS gegeben und dort mit Scheren zerkleinert. Im Anschluss
wurden die Zellen unter Verwendung von 0,3 % Trypsin in PBS fur 1 h bei 37 °C im
Schuittelwasserbad enzymatisch aufgeschlossen. Der Verdau wurde mit 20 % FKS gestoppt.
Danach wurde die Zellsuspension in drei Durchgangen durch sterile Nylonsiebe gefiltert
(2%x60 um, 120 ym Maschenweite), 1:1 mit PBS verdiinnt und bei 250xg fiir 10 min bei 4 °C
zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in PBS resuspendiert und die Zellzahl wurde mit
dem Invitrogen™ Countess™ automated cell counter nach Trypanblau-Farbung bestimmit.
Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt wurden die Zellen wiederholt resuspendiert und
mit einer Dichte von 1x10° Zellen/cm? auf 100-mm Primaria Zellkulturschalen mit Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) erganzt mit 4 mmol/l Glutamin, 100 IU/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin und 10 % FKS eingesét. Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter
Standardbedingungen (37 °C, 6 % CO,, 90 % Luftfeuchte). Nach 24 h wurden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und neues Medium hinzugegeben. Nach einer Inkubation von
48 h wurden die Zellen mit einer Trypsin/EDTA-L&sung (0,05 %/0,02 %) in PBS geerntet. Bis
zur weiteren Verwendung wurden die Zellen nach der Zellzahlbestimmung mit dem
Invitrogen™ Countess™ automated cell counter in Aliquots (2,0 ml) mit 1,08x10° Zellen/ml in
Einfriermedium aus Kulturmedium, 20 % FKS und 10 % DMSO in flissigem Stickstoff
gelagert.

3.1.5.3 Gewinnung von Fettgewebe fiir Explant-Kulturen

Die bovinen Fettexplants wurden aus dem SCF eines Ochsen der Rasse JB im Alter von 37
Monaten gewonnen. Wahrend der Schlachtung im Versuchsschlachthaus des FBN
Dummerstorf wurde dafir zunachst Fettgewebe aus der MLD-Region enthommen und in
Entnahmemedium ins Zellkulturlabor transportiert. Das Gewebe wurde dann grindlich mit
PBS-D+1000 1U/ml Penicillin+1000 ug/ml Streptomycin gewaschen. Anschliellend wurde das
SCF manuell mit der Schere und/oder Skalpell zu kleinsten Fettstlickchen (Explants) mit
einer GroRe von ca. 1-2 mm? zerkleinert. Die Fettexplant-Kulturen wurden fiir maximal 48 h
inkubiert (siehe Abschnitt 3.2.4.4) und deren RNA zu verschiedenen Zeitpunkten isoliert
(siehe Abschnitt 3.2.3.1).



3.1.6 Chemikalien, Puffer, Verbrauchsmaterialien, Software und Gerate

Die in den Versuchen verwendeten Gerate und Software sowie eingesetzte Chemikalien und
Verbrauchsmaterialien sind im Anhang A (Tab. S1 und S2) aufgelistet. Hergestellte
Lésungen, Medien, Zusatze und Testsubstanzen sind im Anhang B aufgefiihrt. Die
genutzten Antikérper und Reinigungs- bzw. Detektions-Kits hingegen werden zum besseren
Verstandnis bereits im Methodenteil tabellarisch bzw. im Text unter Angabe des Herstellers

und der eingesetzten Verdiinnung genannt und erscheinen nicht im Anhang.

3.2 Methoden
3.2.1 Datenanalyse

Um speziesubergreifend neue Adipokine und Myokine zu identifizieren, wurde eine
Auswertungsmatrix entworfen, in die die Expressionsdaten von unterschiedlichen murinen
und bovinen Experimenten integriert wurden. Dieser Ansatz bietet die Moglichkeit, Daten zu
kombinieren, die unter verschiedenen experimentellen Rahmenbedingungen generiert
wurden (Schering et al. 2015). Damit diese heterogenen Daten vereint werden konnten,
wurden die einzelnen Datensatze zunachst separat analysiert und vorerst unabhangig vom
P-Wert nach different exprimierten Genen gefiltert. Ein Array enthalt haufig ,probe sets®, die
verschiedene Transkripte und Varianten eines Gens reprasentieren. Allen sogenannten
probe sets wurde ein gemeinsamer ldentifikator zugeordnet. Details zum Algorithmus und
den verwendeten Identifikatoren sind Schering et al. (2015) zu entnehmen. Infolgedessen
wurden probe sets ohne eindeutigen Identifikator von weiteren Analysen ausgeschlossen.
Um den spezieslibergreifenden Vergleich der Expressionsprofile zu gewahrleisten, wurden
den verbleibenden probe sets HomoloGene IDs (HID; HomoloGene database NCBI)
zugewiesen. Dadurch wurden erneut diejenigen probe sets ohne HID nicht fir die weitere
Datenverarbeitung verwendet. Bevor die nun vergleichbar gemachten Daten in eine
gemeinsame Matrix einbezogen werden konnten, wurden die individuellen Datensatze nach
signifikanten Expressionsunterschieden (P<0,05) mit Hilfe des t-Tests gefiltert. Nicht-
signifikante Datensatze wurden aus der Matrix entfernt. Jedes Array-Experiment mit
signifikant unterschiedlicher Expression eines Gens erhielt einen Score von 1. Entsprechend
der Anzahl der einbezogenen Experimente war der hochstmdgliche Score fur die Myokine 9
und fur die Adipokine 8. Die humanen Daten wurden erst auf der Ebene der Proteinsekretion
integriert. Daten von primaren humanen Adipozyten und Skelettmuskelzellen wurden in die
Matrix einbezogen, um sezernierte Faktoren zu identifizieren. Am Ende enthielt die
generierte Matrix flr beide Gewebe sowohl die Expressionsprofile von Mausen und Rindern
aus verschiedenen Versuchsanordnungen als auch das Sekretom von humanen

Primarzellen entsprechend den Abbildungen A1 und A2 (Anhang A).



Mit einigen aus der Datenanalyse hervorgegangenen Kandidatengenen wurden
weiterfuhrend vergleichende Genexpressionsanalysen in den Skelettmuskel- und
Fettgewebsproben der IMF-differenzierten Bullen mittels Echtzeit-PCR (RT-gPCR) (siehe
Abschnitt 3.2.3.9) durchgefiihrt. Diese Kandidaten wurden aus unterschiedlichen Griinden
ausgewahlt, die im Ergebnisteil (Abschnitt 4.2) kurz genannt und in der Diskussion (Abschnitt
5.2) erlautert werden.

Zielgene mit einem Score 25 wurden in einer Liste zusammengefasst und einer

bioinformatischen Funktionsanalyse mittels Ingenuity Pathway Analyse (IPA) unterzogen.

3.2.2 Lasermikrodissektion

Um die zelltypspezifische Genexpression zu analysieren, wurden Muskelfasern und
Fettzellen durch Lasermikrodissektion (laser capture microdissection, LCM) aus ungefarbten,
dehydrierten Gewebeschnitten des MLD isoliert (Albrecht et al. 2011b). Hierfur wurden
zunachst 12 ym dicke Serienschnitte von den Skelettmuskelproben am Kryostatmikrotom
angefertigt. Ein Schnitt wurde als Kontrollschnitt genutzt, direkt in Lysepuffer tberfuhrt und
eingefroren.  Mehrere  Serienschnitte  wurden  gleichzeitig auf einen PALM
Membranobjekttrager aufgetragen und kurz (10 s) angetrocknet. Die Objekttrager wurden
dann nacheinander je 30 s in 95 % Ethanol (=20 °C) und zweimal in frisches 100 % Ethanol
(RT) getaucht. Am Ende des Dehydrierungsprozesses wurden die Objekttrager in ein Gefaly
mit Xylol gesetzt, vorsichtig auf und ab bewegt und dann fur 5 min in ein zweites Gefaly mit
Xylol gestellt. AbschlieRend wurden die Objekttrager unter dem Abzug 5 min luftgetrocknet.
Sie konnten nun fur die LCM verwendet werden. Die Flachen aus Fettzellen und
Muskelfasern wurden markiert und getrennt voneinander ausgeschnitten (Abb. 1). Fir jede
Probe wurden 100-300 Zellen in einem speziellen adhasiven Deckel eines Reaktionsgefalies
gesammelt und in RLT-Puffer (RNeasy Micro Kit, Qiagen, Deutschland) gel6st, der
entsprechend Herstellerangaben 20 ng Trager-RNA enthielt. Das Lysat wurde 30 s auf dem
Vortex homogenisiert, in flissigem Stickstoff schockgefrostet und bis zum nachsten

Verarbeitungsschritt bei —-80 °C gelagert.

Abbildung 1. Markierte Flachen von Fettzellen (a) und Muskelfasern (c) fir die LCM
und die dazugehdrigen gesammelten Ausschnitte (b, d)



3.2.3 Molekularbiologische Analysen
3.2.3.1 RNA-Isolierung

Um ein RNase-freies Arbeiten zu gewahrleisten, wurden autoklavierte Verbrauchsmaterialien
und Diethylpyrocarbonat versetztes Reinstwasser (DEPC-Wasser) verwendet. Aullerdem
wurden Pipetten und Pipettenspitzen benutzt, die ausschliellich flr das Arbeiten mit RNA
bestimmt sind.

Die Gesamt-RNA aus dem MLD wurde mittels QIAzol®-Lysereagenz und einer Chloroform-
Isopropanol-Prazipitation nach Herstellerangaben isoliert. Dafir wurde das Probenmaterial
im ersten Schritt eingewogen und mit dem Dispomix homogenisiert. Die extrahierte RNA
jeder MLD-Probe wurde mit Hilfe des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up-Kits (Macherey-
Nagel, Duren, Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt.

Die RNA aus dem SCF, den primaren bovinen Adipozyten, den Fettexplants und den 3T3-
L1-Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy® Lipid Tissue Mini Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland)
nach Empfehlungen des Herstellers gewonnen und aufgereinigt. Fiir den Zellaufschluss des
SCF wurde ein Polytron PT 1200 E verwendet. Die Isolierung und Aufreinigung von Leber-
RNA erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) wie vom Hersteller
beschrieben. Im Fall der LCM-Proben wurden der RNeasy® Micro Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) und das RNase-Free DNase Set (Qiagen, Hilden, Deutschland) laut Richtlinien
des Herstellers fiir die Extraktion und Aufreinigung der RNA benutzt. Bis zum nachsten

Verarbeitungsschritt wurden die RNA-Proben bei —80 °C gelagert.

3.2.3.2 Konzentrationsmessung der RNA

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten und aufgereinigten RNA erfolgte am NanoDrop
ND-1000 Spektralphotometer. Die Reinheit der RNA wird dabei durch den Quotienten der
Extinktionen bei 260 nm und 280 nm angezeigt und soll idealerweise bei 2,0 liegen. Die
Integritat der RNA wurde mit Hilfe des Experion™ Automated Electrophoresis Systems und
dem dazugehdrigen RNA StdSens Analyskit (Bio-Rad, Munchen, Deutschland) bestimmt.
RNA-Qualitatsindikator (RQI) Werte von >7 dokumentierten eine ausreichend gute RNA-
Qualitat.

3.2.3.3 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA aus der Leber wurde nach Standardprotokoll mit einer Proteinase K-
Behandlung und anschlieender Phenol-Chloroform-Extraktion gewonnen. Daflr wurden
zuerst 700 ul Tris-Puffer in ein 2 ml Reaktionsgefall vorgelegt. Dann wurden je Probe 30 mg
Lebergewebe abgewogen und ebenfalls in das Gefalt gegeben. Zu den eingewogenen
Gewebeproben wurden 20 ul Proteinase K (20 mg/ml) pipettiert. Die Proben wurden Gber

Nacht bei 55 °C und 750 rpm schiittelnd im Tmix Thermalmixer inkubiert. Am nachsten Tag



wurden sie mit 700 yl Phenol versetzt, 3 min Gber Kopf geschuttelt und 3 min bei 4 °C und
14000 rpm (20817xg) zentrifugiert. Die oberste Schicht wurde in ein neues 2 ml
Reaktionsgefald mit 700 pyl eines Phenol-Chloroform-lsoamyalkohol-Gemisches (25:24:1,
PCI) Uberfuhrt, kopfiiber 2 min lang geschuttelt und 3 min bei 4 °C bei 12000 rpm (15294xq)
zentrifugiert. Erneut wurde die oberste wassrige Phase in ein neues 2 ml Reaktionsgefald mit
700 pl PCI gegeben und 2 min schiittelnd bewegt. Wahrend einer 3-minitige Zentrifugation
bei 4 °C und 12000 rpm (15294%g) wurden 1000 ul 100 % Ethanol und 100 pl Natrium-
Acetat (3 M, pH=6,0) in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal} vorgelegt. Die oberste wassrige
Phase wurde dort hineingegeben und vorsichtig gemischt bis sich ein weiller Faden gebildet
hatte. Dieser Faden wurde mittels Pipettenspitze in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal® mit
1 ml 70 % Ethanol Gberfuhrt und gut geschuttelt. Nun wurde der Faden wieder abgenommen
und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal’ gegeben und getrocknet. Nach Hinzufligen von 100-
200 pl Tris-EDTA-Puffer wurden die Proben mehrere Tage in den Kihlschrank gestellt, damit
sich die DNA I6sen konnte. Die DNA-Konzentration wurde mittels NanoDrop ND-1000

Spektralphotometer gemessen.

3.2.3.4 Proteinisolierung

Das Gesamtprotein wurde unter Verwendung des CelLytic MT Lysereagenz mit Protease-
Inhibitor laut Herstellerangaben extrahiert. Im Verlauf der Arbeitsschritte wurden die bovinen
Gewebeproben auf Eis gelagert. Zunadchst mussten die Gewebeproben eingewogen und
homogenisiert werden. Im Fall des Skelettmuskelgewebes und der Leber wurde dafur der
Dispomix genutzt, das SCF wurde mit dem Polytron PT 1200 E =zerkleinert. Die
Gewebehomogenisate wurden anschliefiend bei 4 °C und 14000 rpm (20817xg) fur 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann jeweils in ein neues gekiihltes ReaktionsgefaR
Uberfiihrt. Der Proteingehalt wurde mit dem Nanodrop ND-1000 Spektralphotometer gegen
bovines Serumalbumin (BSA) gemessen. Das isolierte Gewebeprotein wurde bei —-80 °C

eingefroren.

3.2.3.5 Proteinfraktionierung

Die Zellfraktionierung wurde mit Hilfe des Nuclear/Cytosol Fractionation Kit (Promokine,
Heidelberg, Deutschland) durchgeflihrt. Das Probenmaterial wurde daflr zuerst eingewogen
und mit 1 ml eiskaltem PBS und Protease Inhibitor Cocktail versetzt. Der Zellaufschluss
erfolgte auch hier entweder mit dem Dispomix oder mittels Polytron PT 1200 E. Alle weiteren
Arbeitsschritte entsprachen den Richtlinien des Herstellers. Im Ergebnis wurden nukleare
und zytosolische Fraktionen der Proteine eines Gewebes gewonnen. Die
Proteinkonzentrationen der Zellfraktionen wurden mit dem Nanodrop ND-1000
Spektralphotometer ermittelt. Die Extrakte wurden bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C

aufbewabhrt.



3.2.3.6 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Um amplifiziert werden zu kénnen, muss die mRNA der zu untersuchenden Gene zuerst in
cDNA (complementary DNA) umgeschrieben werden. Hierzu wird unter Verwendung von
Oligo-dT-Primern und dNTPs aus einzelstrangiger RNA ein RNA-DNA-Hybridstrang mittels
des Enzyms reverse Transkriptase synthetisiert.

Im ersten Schritt erfolgte die Einstellung der RNA-Konzentration auf 10 ng/ul durch Zugabe
von RNase-freiem Wasser. Das ermittelte Volumen des RNase-freien Wassers wurde in ein
1,5 ml Reaktionsgefal vorgelegt und mit 1 yl RNA-LOsung versetzt. AnschlieRend wurden
die Komponenten des iScript™ cDNA Synthese-Kits (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) fiir
den Mastermix entsprechend Tabelle 1 pipettiert. Jeweils 10 pyl davon wurden zu ebenfalls
10 ul RNA der bovinen Gewebeproben, primaren bovinen Adipozyten und murinen Zelllinie
in ein 0,2 ml Reaktionsgefal® gegeben. Insgesamt wurden also 100 ng RNA jeder Probe in
cDNA umgeschrieben. Bezlglich der isolierten Zelltypen wurde die Gesamtmenge der RNA
revers zu cDNA transkribiert, dementsprechend wurde weniger Nuklease-freies Wasser
eingesetzt. Im Fall der Fettexplants war die gewonnene RNA-Menge so gering, dass
komplett auf das Nuklease-freie Wasser verzichtet wurde und insgesamt nur 50 ng RNA fur
die cDNA-Synthese eingesetzt wurden.

Tabelle 1. Ansatz fur den Mastermix zur cDNA-Synthese

Komponente Volumen in pl
Nuklease-freies Wasser 5
5x iScript Reaktionsmix’ 4
iScript™ Reverse Transkriptase' 1

"Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Die reverse Transkription wurde in einem Thermocycler unter folgenden Bedingungen
durchgeflhrt:

5 min 25°C

30 min 42 °C

5 min 85 °C

Nach Beendigung des Programms wurden die cDNA-Proben bei —20 °C gelagert.

3.2.3.7 Primerdesign

Die aufgelisteten Primer fur die Quantifizierung der Genexpression in den Tabellen 2 und 3
wurden aus Hiller et al. 2013, Komolka et al. 2014b und Brenmoehl et al. 2014 ausgewahlt
oder neu mit der Software Primer 3web (Version 4.0.0, http://primer3.ut.ee/) (Untergasser et
al. 2012) abgeleitet und von Sigma-Aldrich (Munchen, Deutschland) synthetisiert. Da die

Exon-Intron-Struktur der Gene bekannt war, wurden die Primerpaare exonlberspannend



abgeleitet. Vor dem Einsatz in der RT-gPCR wurden die Primer mittels qualitativer PCR auf

ihre Spezifitat getestet.

Tabelle 2. Primersequenzen fir die RT-gPCR mit boviner cDNA

Sequenz (5'2>3‘) vorwarts ProduktgréiRe
Gen GenBank acc. no.
Sequenz (5'2>3') rickwarts (bp)
A AATGTTCTTTGCT
ANXA1 GCCAGCC GTTCTTTGC NM_175784.3 168
CCAGGATGGCTTGACAGAGA
CAGCTGCTGCAAGGATGG
B2M NM_173893 184
ATTTCAATCTGGGGTGGATG N
CCGTATTCATGGTCCTCCAC
CIDEC NM_001076031.1 186
TGCCATAGAGAGTTGCCTTC -
GCGTTCTCTGTCGTCTTTCC
FABP3 NM_174313 154
CTTGGTCATATTGCCCACCT -
ATGGAAAATCAACCACCA
FABP4 CGATGG CAACCACC NM_174314.2 174
TGGACAACGTATCCAGCAGA
ACGCTACGAAGATCTGCTGA
GDF15 NM_001206298.1 167
GCCCCTCAGTTAAGTTGACC -
GCGGATCATTCAGAACCTAGAC
HSL NM_001080220.1 245
GGTCATAGGAGATGAGCCTGAC -
CAGTTGCCCCGTCCTAAGTA
MID1IP1 NM_001076383.1 157
GATAGAGGTGCCACAGGACA -
CATCACACACATCTCTGCGG
MLXIPL NM_001205408.1 241
GCACAGGTTAATGGCAGCAT
AAAGCGTCAGGGTTCCACTAT
PPARG NM_181024 242
ATCTCCGCTAACAGCTTCTCC
GCTGATCGGCGAGTATGGGCT
RPS9 NM_001101152 152
GCCGCCGCAACAGGGCATTA -
ATGAGTGTCGAAA A
THBS4 GATGAGTGTCG CGGAGC NM_001034728.1 157
TGCAAGGGTTCAGTTCTGGA
GAGATGGAAGAGGCTGAGGA
THRSP NM_001040533 108
CAGGGTAAGATGGGTGAGGA
AAGAAAACAGCACCGAAAGG
TOP2B XM_002698750 174
GAGGTCTGAGGGGAAGAGGT -
TCATGGCGACGCCCCCTAAAC
UXT NM_001037471 70
AAAGCCTCGTAGCGCAGCACT N
TCACCACGATGCATGAAT
WIF1 GCTCACCACGATGCATG NM_001075996.1 185

TGTTTCACACTGCTCTCCCT




Tabelle 3. Primersequenzen fir die RT-gPCR mit muriner cDNA

Sequenz (5'2>3‘) vorwarts ProduktgréiRe

Gen GenBank acc. no.
Sequenz (5'23) rickwarts (bp)
CCTGGTCTTTCTGGTGCTTG

B2M  rrccceTToTTCAGCATTT  NM_009735 175
TGCGGGGTTGTTGATGTTIT

CebPb o GcTcoAMCGGAAAAGGTT  NM_001287739.1 156
AGTATGGATTCTGCGAGGCT

Pkl scaasccceaacaTeTaTTT  NR033813.1 179
TTTCCTTCAAACTGGGCGTG

Fabpd  aTTccAcCACCAGCTTGTC  NM_024406.2 166

o TCCTCCTCAGACCGCTTTT e N
CCTGGTTCATCATCGCTAATC -

Tmsp  TACCAGGARRTGACAGEGCA — ~ -
TGCAACCAAGTCCACAGATG = :

3.2.3.8 PCR und Agarosegelelektrophorese fur Primertests

Fur die Durchfihrung der PCR wurden die Primer zuerst in einer Arbeitskonzentration von
10 uM aliquotiert. Aus einigen zufallig ausgewahlten cDNA-Proben wurde ein cDNA-Mix
hergestellt. FUr jedes zu testende Primerpaar wurde 1 pl cDNA-Mix in ein 0,2 ml PCR-
Reaktionsgefal® pipettiert und im Anschluss mit 9 yl Mastermix entsprechend Tabelle 4
versetzt. Zusatzlich wurde ein Ansatz mit RNase-freiem Wasser als Negativkontrolle

hergestellt.

Tabelle 4. Ansatz fir den Mastermix zur PCR

Komponente Volumen in pl
RNase-freies Wasser 3,6
Primer F (10 uM) 0,2
Primer R (10 uM) 0,2
PCR Master Mix (2X)' 5

"Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland

Die Proben wurden im Thermocycler platziert und die PCR unter Ablauf des Programms in

Tabelle 5 ausgefuhrt.



Tabelle 5. Programm fiur die PCR

Zyklusanzahl Reaktion Temperatur Dauer
1 Initiale Denaturierung 94 °C 4 min
Denaturierung 94 °C 30s

40 Annealing 60 °C 45s
Elongation 72 °C 45s

1 Terminale Denaturierung 94 °C 7 min

Nach Beendigung der PCR wurde mit der Agarosegelelektrophorese Uberpriift, ob das
gewulnschte Genprodukt entstanden ist. Dafir wurden zunachst 3 g Agarose mit 100 ml
1xTAE-Puffer gemischt und aufgekocht. Nach dem Abkuhlen auf ca. 65 °C wurden 5 ul des
Fluoreszenzfarbstoffes Roti®-GelStain, welcher an die Nukleinsauren bindet, zugegeben. Die
Gellésung wurde dann in eine vorher ausgerichtete Gelschiene gegossen. Das 3 %
Agarosegel wurde ca. 30 min an der Luft getrocknet und dann in die Elektrophoresekammer
gelegt. Diese wurde anschlieBend mit 1xTAE-Puffer aufgefillt. Die DNA-Proben bzw. die
Negativkontrollen wurden mit 2 yl Bromphenolblau-Ladepuffer versetzt. Von jeder Probe
wurden im nachsten Schritt 10 yl auf das Gel aufgetragen. Zur Ermittlung des
Molekulargewichts wurden 4 pl eines GroRenstandards (FastRuler) im Gel mitgefuhrt.
SchlieRlich erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Doppelstrange fir ca.
45 min bei 100 V und 250 mA. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde ein Bild des Gels
unter UV-Licht mit dem Geldokumentationssystem Quantum Modell 1199 ,Super-Bright’

aufgenommen.

3.2.3.9 Quantitative Echtzeit-PCR (RT-gPCR)

Fir jedes zu untersuchende Gen wurde zuerst 1 yl der cDNA mit einer Konzentration von
10 ng/ul in ein Well einer 96-Well-Platte vorgelegt. AnschlieRend wurden 9 ul Mastermix
(siehe Tab. 6) hinzugefligt. Dabei wurde von jeder Probe eine Doppelbestimmung mit einem
Gesamtvolumen von je 10 ul durchgefihrt. Ein Ansatz pro Gen wurde ohne cDNA mitgefiihrt
und diente als Negativkontrolle (no template control, NTC), um Kontaminationen
auszuschlieBen. Hier wurde anstelle der cDNA 1 yl RNase-freies Wasser pipettiert. Im Fall
der LCM-Proben wurden 2 pyl cDNA und nur 8 yl Mastermix verwendet. Fir den Mastermix

wurde dementsprechend weniger RNase-freies Wasser genommen.



Tabelle 6. Ansatz fir den Mastermix zur RT-gPCR

Komponente Volumen in pl
RNase-freies Wasser 3,6
Primer F (10 uM) 0,2
Primer R (10 uM) 0,2
iQ™ SYBR® Green Supermix’ 5

"Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Die RT-gPCR wurde mit Hilfe des MyiQ™2 Two Color Real-Time PCR Detection Systems
durchgefihrt (Programm siehe Tab. 7).

Tabelle 7. Programm fiur die RT-qPCR

Zyklus Reaktion Temperatur Dauer Wiederholungen
1 Initiale Denaturierung 94 °C 3 min 1
) Annealing 60 °C 30s ]

Elongation 70 °C 45 s
Denaturierung 94 °C 10s
3 Annealing 60 °C 30s 45
Elongation 70 °C 45 s
Denaturierung 94 °C 10s
4 Annealing 60 °C 30s 1
Elongation 70 °C 7 min
5 Terminale Denaturierung 95 °C 1 min 1
6 Schmelzkurve 60-94 °C 10 s/°C 35

Zur Auswertung der erhaltenen Daten wurde die iQ™5 Optical System Software genutzt. Der
Schwellenwert wurde dabei automatisch von der Software festgelegt und daraufhin wurden
die Cr-Werte (Cr=cycle threshold) jeder Probe ermittelt. Der Ci-Wert beschreibt den
Reaktionszyklus, in dem das genspezifische Fluoreszenzsignal erstmalig signifikant die
Hintergrundfluoreszenz liberschreitet.

Um die Zielgene quantifizieren zu konnen, missen deren Cr-Werte mit denen der
Referenzgene normalisiert werden. Referenzgene sind Gene, deren Produkte fir den
grundsatzlichen Zellerhalt notwendig sind. Sie zeichnen sich durch eine konstante
Genexpression aus, da sie unabhangig von Zelltyp, Entwicklungsstadium und exogenen
Einflissen zur Aufrechterhaltung der Struktur und des Stoff- und Energiewechsels einer Zelle
bendtigt werden (Dundas & Ling 2012). In diesem Fall wurden DNA Topoisomerase 2-beta
(TOP2B) und Beta-2-mikroglobulin (B2M) als Referenzgene fir den MLD verwendet. Fir die



Leber wurden Ubiquitously-expressed transcript protein (UXT) und 40S Ribosomal protein
S9 (RPS9) als Referenzgene ausgewahlt. Die Normalisierung der Expressionswerte aus
dem SCF und den primaren bovinen Adipozyten erfolgte mit UXT und B2M. Die Analyse der
Genexpression in den Primarzellen wurde mit Hilfe der 27°°T Methode fiir normalisierte
individuelle Datenpunkte nach Schmittgen & Livak (2008) durchgefihrt. Fur jede RT-gPCR
der bovinen Gewebe wurde die Amplifizierungseffizienz aus einer Standardkurve berechnet,
die einer seriellen Verdinnungsreihe entstammte. Die Effizienz ergab sich hierbei aus dem
Anstieg der Standardkurve. Mit Hilfe der C+-Werte der Ziel- und Referenzgene wurden
Expressionsunterschiede ermittelt. Die Ergebnisse wurden als ,fold-changes® der Bullen mit
hohem IMF-Gehalt im Vergleich zu der Gruppe mit niedrigem IMF-Gehalt in einem
Konfidenzintervall von 95 % angegeben. Die Berechnung der Signifikanz der
Expressionsunterschiede zwischen beiden Gruppen erfolgte mit der REST 2009 Software
nach Pfaffl et al. (2002).

Unter Verwendung der mittels LCM praparierten bovinen Zelltypen wurde neben THRSP
auch die mRNA-Menge interner Kontrollgene mittels RT-gPCR quantifiziert, um die
Zellspezifitat zu validieren. Die Expression von fatty acid binding protein 3 (FABP3) ist
zelltypisch fir Muskelfasern, FABP4 kommt ausschlieBlich in Fettzellen fiir das Binden von
Fettsauren vor.

In der murinen Zelllinie (3T3-L1) wurde die Expression folgender Gene gemessen: protein
delta homolog (Dlk1), CCAAT/enhancer-binding protein beta (Cebpb), Fabp4 und Thrsp. Die
Normalisierung der Expressionswerte der Zellen wurde mit B2m und Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (Hprt) durchgefuhrt. Die relative Genexpression wurde mittels der
2T Methode fiir normalisierte individuelle Datenpunkte berechnet (Schmittgen & Livak
2008).

In den bovinen Fettexplants aus dem SCF wurden typische Gene gemessen, die wahrend
des Fettstoffwechsels aktiv sind: FABP4, Hormone-sensitive lipase (HSL bzw. LIPE) und
PPARG. Um die Genexpressionswerte zu normalisieren, sollten urspriinglich, genau wie bei
der Analyse der Werte aus dem SCF und den primaren bovinen stromavaskularen Zellen,
die Referenzgene B2M und UXT genutzt werden. Diese erwiesen sich jedoch als nicht
konstant genug, sodass FABP4 fiir die Normalisierung der Expressionswerte verwendet
wurde, dessen Expression Uber den betrachteten Zeitraum stabil blieb. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit der 2°T Methode fiir normalisierte individuelle Datenpunkte nach
Schmittgen & Livak (2008).

3.2.3.10 Strukturelle Analyse des THRSP-Locus

Um potentiell genregulierende Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide

polymorphisms, SNPs) zu finden, wurden Abschnitte des THRSP-Locus amplifiziert und



vergleichend sequenziert, inklusive 700 bp upstream des Transkriptionsstarts und tGber 1000
bp downstream des THRSP-Gens einschlie3lich der vollstandigen 3‘-untranslatierten Region
(3*-UTR) (siehe Abb. 14). Die Amplifikation der genomischen DNA-Regionen erfolgte mit
einer Standard-PCR und spezifischen Primern (Tab. 8). Nach der Aufreinigung mit dem High
Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) wurden die
PCR-Produkte mit dem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer sequenziert. Fur die Amplifizierung
und die DNA-Sequenzierung wurden dieselben Primer fir den jeweiligen Abschnitt
eingesetzt (siehe Tab. 8). Die Genregion zwischen THRSP_F1_Ex1 und THRSP_R3_Ex1
wurde von allen 248 F,-Bullen sequenziert (Abb. 14), wogegen alle anderen Genbereiche bei
sechs ausgewahlten Tieren innerhalb der F,-Population verglichen wurden. Die Analyse der
Gensequenzen wurde mit dem Programm CLC Main Workbench 7.0.3 durchgefiihrt.

Tabelle 8. Primersequenzen fir die Amplifizierung und Sequenzierung von
Abschnitten des THRSP-Locus

. Sequenz (5'>3‘) vorwarts Produktgrof3e
Primerpaar

Sequenz (5'2>3') rickwarts (bp)
THRSP_F1_Ex1 ATCCTGTCAAACTGCTGTGC
THRSP_R1_Ex1 ATCATCACCACCTGCTCCAT 195
THRSP_F2_Ex1 GTGGTGATGATCCCCAGTCT
THRSP_R2_Ex1 TTCCTGGGTTGTGGTCTCAA 009
THRSP_F1_Ex1 ATCCTGTCAAACTGCTGTGC
THRSP_R3_Ex1 CTTCAGTCTCAGCTCCCTCG 383
THRSP_F3_vEx1 AGTGGGCAGCTTGGTCTTAG
THRSP_R1_Ex1 ATCATCACCACCTGCTCCAT 47
THRSP_F4_vEx1 ACTGGAGGTGAGAGAGAGGT
THRSP_R4_vEx1 CTAAGACCAAGCTGCCCACT 287
THRSP_F5_Ex2 TTTTGCAGCTCTGACAACCA
THRSP_R5_Ex2 GACGAGGAAATTTAGGCCACA °%0
THRSP_F6_Ex2 AACAGTAAGTCAAAAGCATCTGG 491

THRSP_R6_Ex2  AAGATCCCACACAACTAGAATGA

3.2.4 Zellkultur
3.2.4.1 Kultivierung und Differenzierung von 3T3-L1-Zellen

Die murinen Praadipozyten wurden in 6-Well-Kulturplatten mit einer Dichte von 1x10° Zellen
pro Well eingesat und bei 37 °C, 6% CO, und 90 % Luftfeuchte in 2ml eines
Proliferationsmediums (siehe Anhang B) kultiviert. Ein Mediumwechsel fand alle 48 h statt.
Nach sechs Tagen waren die Zellen zu 100 % konfluent. Der Tag der kompletten Konfluenz

wurde als Tag 0 der Differenzierung betrachtet. Die Zelldifferenzierung zu reifen Adipozyten



wurde mit Hilfe von Differenzierungsmedium (siehe Anhang B) induziert. Das Medium wurde
alle zwei Tage erneuert. Die Zellen wurden insgesamt maximal 19 Tage lang zu reifen
Adipozyten differenziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit Olrot angefarbt, fur die

RNA-Extraktion oder fur immunhistochemische Farbungen genutzt.

3.2.4.2 Kultivierung und Differenzierung von primaren bovinen Praadipozyten

Die stromavaskularen Zellen wurden aufgetaut, auf Kulturplatten bzw. -schalen in
variierenden Zelldichten ausgesat und unter Standardbedingungen in Wachstumsmedium
kultiviert (Tab. S3, Anhang A). Das Medium wurde alle 48 h gewechselt. Sobald die Zellen
ihre vollstandige Konfluenz erreicht hatten, wurden verschiedene Induktions- bzw.
Differenzierungszusatze eingesetzt, um die Einlagerung von Lipiden zu induzieren. Es
wurden zahlreiche Medien und Bedingungen getestet. Die detaillierten Zusammensetzungen
der Medien und sonstige Parameter kénnen in Tabelle S3, Anhang A nachverfolgt werden.
Die Kultivierung in den unterschiedlichen Differenzierungsmedien erfolgte zwischen 8-24
Tagen. Bei einigen Versuchen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten RNA isoliert. Am
Schluss der Experimente wurde das Medium entfernt und die Zellen mit Olrot angeférbt.
Exemplarisch wurden fir die Ergebnisdarstellung der Olrot-Aufnahmen (siehe Abb. 26-28)
reife Adipozyten der Protokolle 13-20 (siehe Tab. S3, Anhang A) ausgewahlt. In den
Ergebnissen (siehe Abb. 22) ist beispielhaft der Mittelwert der relativen Genexpressionen
von differenzierten Zellen nach den Protokollen 27 b, 31 b und 34 b (siehe Tab. S3, Anhang
A) ausgewertet und abgebildet.

3.2.4.3 Olrot-Farbung

Olrot ist ein fettloslicher Azofarbstoff, der sich in die Lipidtropfchen der Zellen einlagert und
sie so sichtbar macht. An den Tagen 0 (Differenzierungsstart), 2, 7, 14 und 19 des
Differenzierungsprozesses wurden die 3T3-L1-Zellen mit Olrot angefarbt. Mit den priméaren
bovinen Adipozyten wurde jeweils am Versuchsende eine Olrot-Farbung durchgefiihrt. Fir
die Herstellung der Olrot-Stammlésung wurden zunéchst 0,5 % Olrot in Isopropanol gegeben
und Uber Nacht geriihrt. Die frische Olrot-Arbeitslésung wurde direkt vor Gebrauch
angesetzt. Dafiir wurden sechs Teile Olrot-Stammlésung mit vier Teilen destilliertem Wasser
gemischt, 10 min inkubiert und anschlief3end filtriert. Die Zellen wurden zuerst zweimal mit
vorgewarmtem PBS gewaschen und 30 min bei RT mit 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert.
Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Nun wurde 60 % Isopropanol fir
3 min auf die Zellen gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen 5 min mit der frischen Olrot-
Arbeitslésung inkubiert. Die Wells bzw. Kulturschalen wurden dann einige Male mit
destilliertem Wasser gespult, um die Uberschissige Farbelésung auszuwaschen. Am Ende

wurden die Zellen mit Gelatine und Deckglas abgedeckt und am inversen



Phasenkontrastmikroskop mit Hilfe einer CC12 Kamera und der Bildanalysesoftware Cell*F

analysiert.

3.2.4 .4 Fettexplantkultur aus SCF

Von den gewonnenen Fettexplants (siehe Abschnitt 3.1.5.3) wurden flnf bis acht Stiick in je
eins von sechs Wells einer 12-Well-Kulturplatte gegeben, mit 400 pl Kulturmedium versetzt
und bei 37 °C, 6 % CO, und 90 % Luftfeuchte im Brutschrank inkubiert. Es wurden drei
unterschiedliche  Kulturmedien hergestellt. Kulturmedium (@) bestand aus
DMEM/F12+4 mmol/l  Glutamin+100 U/ml  Penicillin+100 pg/ml  Streptomycin+2,5 pg/mi
Amphotericin B+50 nM rekombinantem humanem THBS4 (rhTHBS4) (2390-TH-050, R&D
Systems, Minneapolis, USA). Kulturmedium (b) war ebenso zusammengesetzt, enthielt aber
als unbehandeltes Kontrollmedium anstatt des rekombinanten Proteins das Placebo PBS-D.
Kulturmedium (c) entsprach (b), wurde zusatzlich mit 10 % FKS angereichert und ebenfalls
als Kontrolle genutzt. Fir jede Behandlung wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.
Insgesamt wurden vier Kulturplatten fir den Versuch belegt, um die RNA-Entnahme zu vier
verschiedenen Zeitpunkten zu gewahrleisten. Je eine Kulturplatte wurde nach 1 h, 2 h, 24 h
und 48 h zur RNA-Isolierung aus dem Inkubator entnommen. Auf3erdem wurde zu Beginn

des Versuchs RNA aus zwei Wells mit Fettexplants zum Startzeitpunkt 0 extrahiert.

3.2.4.5 Kultivierung und Differenzierung von bovinen Satellitenzellen

Die Zellen wurden aufgetaut, auf mit extrazellularer Matrix (ECM)-Gel (Sigma-Aldrich,
Minchen, Deutschland) beschichteten 24-Well-Kulturplatten mit einer Dichte von 5%x10°
Zellen/Well ausgesat und in Wachstumsmedium 1 (WM1; DMEM/F12) angereichert mit
4 mmol/l Glutamin, 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 10 % FKS fir finf Tage
kultiviert. Das Medium wurde nach 48 h erstmalig und danach jeden Tag erneuert. Sobald
die Zellen eine vollstandige Konfluenz erreicht hatten, wurden verschiedene
Differenzierungsmedien eingesetzt, um die Myotubenbildung zu induzieren: (1) serumfreies
Differenzierungsmedium (SFDM) erganzt entsprechend Doumit et al. (1996); (2) serumfreies
Medium bestehend aus DMEM/F12, 1 uM Dexamethason, 1 ug/ml Linolsaure und 0,1 uM
Insulin (DLI Medium) adaptiert nach einem Protokoll von Allen et al. (1985); und (3)
DMEM/F12 inklusive 2 % FKS, 1 puM Insulin und 1 pM Cytosinarabinosid (DM). Die
detaillierten Medienzusammensetzungen kénnen Abbildung 2 enthommen werden. Bei der
Verwendung vom SFDM wurden die Zellen lediglich fir vier Tage mit WM1 inkubiert, gefolgt
von einer 24-stindigen Behandlung mit Wachstumsmedium 2 (WM2; DMEM/F12+10 %
FKS+1 uM Insulin), um die Zellen fiir die Differenzierung vorzubereiten. Die Kultivierung in
den unterschiedlichen Differenzierungsmedien erfolgte fir 48, 72 oder 96 h. Um den
Differenzierungsgrad zu bestimmen, wurden die differenzierten Zellen fur Desmin und DNA

angefarbt in Anlehnung an das beschriebene Protokoll fur porcine Muskelzellen von Mau et



al. (2008), welches selbst eine Modifikation der Anleitung von Yablonka-Reuveni et al. (1999)
darstellt. Am Ende der Experimente wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen wurden
einmal mit vorgewarmtem PBS gewaschen bevor sie mit 100 % Methanol fir 10 min bei
—20 °C fixiert und bis zur Farbung bei 4 °C in PBS gelagert wurden.

Proliferation Differenzierung
Tag der Kultivierung 0 4 5 8
Protokoll 1 M1  WM2 SEDM
DMEM/F12 | DMEM/F12 DMEM/F12
10 % FKS 10 % FKS 0,5 mg/mi BSA
1 uM Insulin 0,1 nM Dexamethason

100 pg/ml Transferrin
0,5 pg/ml Linolsaure

1 uM Insulin

1 uM Cytosinarabinosid

Protokoll 2

2
<

DLI
DMEM/F12
1 uM Dexamethason

1 ug/ml Linolsdure
0,1 uM Insulin

Protokoll 3

=
<

DM

DMEM/F12

2 % FKS

1 uM Insulin

1 uM Cytosinarabinosid

Abbildung 2. Medienzusammensetzungen und Design der Experimente fur die
Differenzierung der primaren bovinen Myoblasten

Abkurzungen: WM1/WM2 - Wachstumsmedium 1/Wachstumsmedium 2, SFDM - serumfreies
Differenzierungsmedium, DLI - Differenzierungsmedium mit Dexamethason, Linolsdure und Insulin,
DM - Differenzierungsmedium, FKS - fotales Kélberserum; BSA - bovines Serumalbumin. (modifiziert
nach Will et al. 2015)

3.2.5 Proteinbiochemische Methoden
3.2.5.1 Immunhistochemie
3.2.5.1.1 3T3-L1-Zellen

Mit Hilfe der Immunhistochemie kénnen Proteine in Geweben identifiziert und lokalisiert
werden, indem ein markierter Antikorper spezifisch an ein Epitop des vorhandenen Antigens
bindet. An den Tagen 0 (Differenzierungsstart), 2, 7, 14 und 19 der Zelldifferenzierung



wurden an den 3T3-L1-Prdadipozyten immunzytochemische Farbungen durchgefihrt. Zur
Vorbereitung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, 15 min bei RT mit 4 %
Paraformaldehyd in PBS fixiert und Uber Nacht in PBS im Kihlschrank aufbewahrt. Am
darauffolgenden Tag wurden die Zellen erneut 5 min mit frischem PBS gewaschen und
anschliefend mit PBS-TritonX-100 (PBS-T) fur 10 min permeabilisiert. Im Fall von FABP4
bzw. Adipocyte lipid-binding protein (ALBP) wurde kein TritonX-100 verwendet. Um
unspezifische Bindungsstellen des Antikdrpers zu blockieren, wurden die Zellen 15 min mit
10 % Ziegenserum in PBS-T bzw. PBS behandelt. Im n&chsten Schritt erfolgte die Inkubation
mit dem Primarantikérper fir 2 h bei RT. Eine Liste der verwendeten Antikérper befindet sich
in Tabelle 9. Bei der Negativkontrolle wurde kein Primarantikorper eingesetzt. Nach drei
zehnminltigen Waschschritten mit PBS-T bzw. PBS wurden die Zellen dunkel fir 45 min mit
dem Sekundarantikérper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG (1:500 in PBS-T, MoBiTec,
Gottingen, Deutschland) inkubiert. Der verwendete Sekundarantikérper ist mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt und sehr empfindlich gegen UV-Strahlen. Aus diesem Grund
wurden die Kulturplatten flr alle Folgeschritte lichtgeschiitzt verpackt. Nach der Inkubation
wurden die Zellen 10 min mit PBS-T bzw. PBS und dann zweimal je 5 min mit PBS
gewaschen. Damit auch die Zellkerne sichtbar gemacht werden, wurden die einzelnen Wells
5 min mit Hoechst 33258 (1:10000 in PBS-T) gefarbt. Danach wurden die Zellen noch
zweimal 5 min mit PBS und einmal 5 min mit destilliertem Wasser gesplt. Abschlielend
wurden die Wells mit ProLong® Diamond Antifade Mountant eingedeckt. Nach 24 h erfolgte
die mikroskopische Auswertung mittels der Software Cell*F am Nikon Microphot SA
Fluoreszenzmikroskop.

Tabelle 9. Verwendete Primarantikérper fur die Immunhistochemie der 3T3-L1-Zellen
mit entsprechender Konzentration

Primarantikorper Verdlinnung Hersteller
Kaninchen anti-DLK (ab21682) 1:200 Abcam
Kaninchen anti-THRSP8733 1:500 Life Technologies
Kaninchen anti-THRSP8816 1:200 Life Technologies
Kaninchen anti-CEBPB C-19 (sc-150) 1:200 Santa Cruz
Kaninchen anti-ALBP (ab23693) 1:100 Abcam

3.2.5.1.2 Gewebeschnitte der bovinen Leber, des Skelettmuskels und des
subkutanen Fettgewebes
Mit dem Kryostatmikrotom wurden Gefrierschnitte mit einer Schichtdicke von 10 um (Leber),
12 um (MLD) und 25 pm (SCF) angefertigt und auf Polysine®-Objekttrager Ubertragen.
Danach wurden sie entweder 15 min bei RT mit 4 % Paraformaldehyd in PBS (THRSP) oder

10 min mit eiskaltem Aceton (THBS4) fixiert. Anschliellend wurden die Objekttrager 5 min in



PBS getaucht und die Gewebeschnitte auf diese Art gewaschen. Die Serienschnitte der
Leber wurden nun 30 min mit filtriertem Sudanschwarz (0,1 % in 70 % Ethanol) inkubiert und
erneut 2x10 min mit PBS gewaschen. Aus den Gewebeschnitten des subkutanen
Fettgewebes wurde mittels Chloroform das Fett extrahiert. Dazu wurden die Objekttrager
5 min leicht auf dem Schittler bewegt. Danach erfolgte flir 10 min die Permeabilisierung aller
Gewebeschnitte mit PBS-T. Um auch hier das Blockieren von unspezifischen
Bindungsstellen des Antikorpers zu gewahrleisten, wurden sie im nachsten Schritt 15 min mit
10 % Ziegenserum in PBS-T behandelt. Damit die dinnen Gewebeschnitte nicht
austrocknen, wurden die Objekttrager wahrend der Behandlungszeiten in einer feuchten
Kammer aufbewahrt. Dann erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikérper fur 1 h (THBS4)
bzw. 2 h (THRSP) bei RT. Fur die Detektion von THRSP wurde der rinderspezifische
polyklonale Antikérper Kaninchen anti-THRSP8816 (1:300, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland) und im Fall von THBS4 der humanspezifische polyklonale Kaninchen anti-
THBS4 Antikérper-c-terminal (ab 156258, 1:200, Abcam, Cambridge, England) verwendet.
Nach drei zehnminltigen Waschschritten mit PBS-T wurden die Serienschnitte dunkel fir
45 min mit dem Sekundarantikorper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG (1:1000 in PBS-T,
MoBiTec, Goéttingen, Deutschland) inkubiert. Nun wurden die Objekttrager 10 min mit PBS-T
bzw. PBS und dann zweimal je 5 min mit PBS gewaschen. Zur Farbung der Zellkerne
wurden die Gewebeschnitte 5 min mit Hoechst 33258 (1:10000 in PBS-T) inkubiert. Danach
wurden die Objekttrager noch zweimal 5 min in PBS und einmal 5 min in destilliertem
Wasser gewaschen. Schliefllich wurden sie mit ProLong® Diamond Antifade Mountant
eingedeckt. Nach 24 h wurden die Ergebnisse der Immunfarbung mit Hilfe der Software

Cell*F am Nikon Microphot SA Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

3.2.5.1.3 Kapillarfarbung vom bovinen Muskelquerschnitt

Mit Hilfe des Kryostatmikrotoms wurden zundchst Gefrierschnitte des bovinen
Skelettmuskels mit einer Starke von 10 ym angefertigt, auf Objekttrager Uberfuhrt und 5 min
liegen gelassen. Im nachsten Schritt wurden die Gewebeschnitte 5 min mit Formol-Calcium
fixiert und danach 2-3 min mit destilliertem Wasser gesplilt. Nun erfolgte fir 90 min bei 37 °C
die Inkubation mit einem speziellen Gemisch fiir den Nachweis der alkalischen Phosphatase
und einem pH=9,4 (Tab. 10). Die Objekttrager wurden dann kurz in destilliertes Wasser
getaucht und 5min in 2 %ige Kobaltchlorid-Losung gestellt. Nach einem erneuten
grundlichen Waschschritt wurden die Gewebeschnitte 3 min mit 1 %iger Ammoniumsulfid-
Lésung behandelt. AnschlieRend wurden sie wieder mit destilliertem Wasser gespllt und fiir
weitere immunhistochemische Farbungen genutzt. Schliellich wurden die Schnitte mit
ProLong® Diamond Antifade Mountant eingedeckt. Die mikroskopische Auswertung wurde

mit dem Nikon Microphot SA Fluoreszenzmikroskop und der Software Cell*F vorgenommen.



Tabelle 10. Inkubationsldsung fir den Nachweis der alkalischen Phosphatase (pH=9,4)

Komponente Volumen in ml
3 % Natrium-B-Glycerophosphat 10
2 % Veronal-Natrium 10
Destilliertes Wasser 5
2 % Calciumchlorid 20
Magnesiumsulfat 1

3.2.5.1.4 Primare bovine Muskelzellen

Die Zellen wurden zunachst 1 h mit sterilem TBS-Ziegenserum inkubiert, damit unspezifische
Bindungen des Sekundarantikérpers vermieden werden. Danach wurden die Zellen zweimal
mit TBS-Tween-20 (TBS-Tw20) gewaschen bevor sie tiber Nacht bei 4 °C mit dem primaren
Antikérper beprobt wurden. Der monoklonale Maus-Antikérper gegen Desmin (mAb DE-U-
10, Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) war 1:100 mit TBS-Ziegenserum verdinnt. Eine
Negativkontrolle wurde von Zellen reprasentiert, die nicht mit dem Primarantikorper
behandelt wurden. Am nachsten Tag wurden die Zellen viermal mit TBS-Tw20 gewaschen
und nun 1 h mit dem Sekundarantikorper Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (1:500 in
TBS-Ziegenserum, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. Dann wurden die Zellen
erneut viermal mit TBS-Tw20 gewaschen, gefolgt von einer Kernfarbung mit Hoechst 33258
in PBS (1 pg/ml) fur 5 min bei RT. Nach einem letzten Waschschritt mit TBS-Tw20 wurden
die Zellkulturplatten bis zur mikroskopischen Evaluierung mit PBS im Kuhilschrank gelagert.
Die Muskelzellen wurden unter Verwendung der blauen bzw. UV-Anregung und den
entsprechenden grinen und blauen Emissionsfiltern des Leica DM 24000
Fluoreszenzmikroskops analysiert. In 5-8 visuellen Feldern (0,84 mm?) wurden die Anzahl
der Myotuben, die Menge der Kerne innerhalb der Myotuben und die Gesamtanzahl der
Kerne pro Well mit Hilfe der QWin Software gezahlt. Das Ausmal} der Differenzierung
(Fusionsgrad) wurde als Verhaltnis zwischen Anzahl der Myotubenzellkerne und

Gesamtanzahl der Zellkerne angegeben.

3.2.5.2 Western Blot

Beim Western Blot werden Proteine auf eine Tragermembran Ubertragen, um sie fiir weitere
Reaktionen zuganglich zu machen. Dazu wurden im ersten Schritt 10-50 ug des
Gewebeproteins bzw. 100, 50, 10, 5 und 1 ng des rekombinanten murinen Proteins Thrsp
(Cusabio, CSB-EP726789MO, Wuhan, China) und 50 ng des rekombinanten humanen
Proteins THBS4 (2390-TH-050, R&D Systems) in SDS-Probenpuffer mit -Mercaptoethanol
geldst, bei 95 °C fiir 5 min denaturiert und mit Hilfe von 12 % Criterion™ TGX Stain-Free™

Fertig-Gelen der Gré3e nach elektrophoretisch aufgetrennt. Um das Molekulargewicht der



Proteinbanden bestimmen zu koénnen, wurde gleichzeitig ein Molekulargewichtsmarker
(PageRuler) mitgefihrt. Die Proteine wurden unter Verwendung eines Semi-Dry-Blotters auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Um die Spezifitat der
Antikérperbindung zu Uberprifen, wurden 12-15 % SDS-PAGE 10x10 cm Minigele genutzt
und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die gleichmafRige Beladung der Gelspuren und der
Transfer der Proteine auf die Membran wurden im Anschluss mittels Coomassie-Farbung
nach Standardprotokoll verifiziert. Die Membranen wurden, abhangig vom Antikorper, fur 1 h
entweder mit 5% entfettetem Milchpulver in TBS oder mit Roti®-Block blockiert. Die
Membranen wurden anschlieend mit dem primaren Antikérper Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die Spezifitdt der Antikdrperbindung wurde in Parallelblots getestet, die mit dem Antikorper
inkubiert wurden, dessen spezifische Bindungsstellen vorher mit dem entsprechenden
Antigenpeptid blockiert worden waren. Dadurch konnten unspezifische Bindungen des
Antikorpers ermittelt werden. Nach dem Waschen wurden die Membranen mit dem
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper (Kaninchen IgG TrueBlot, 1:25000;
18-8816, eBioscience, Frankfurt, Deutschland) inkubiert. Die Proteinbanden wurden mit
Chemilumineszenz-Substrat und einem Chemocam HR-16 Imager detektiert. Zur
Quantifizierung der Intensitat der spezifischen Proteinbanden wurde die Lablmage 1D
Software verwendet. Bei der relativen Quantifizierung wurde zum Ausgleich der
Unterschiede in der Beladung der einzelnen Spuren und beim Transfer der Proteine auf die
Membran eine Korrektur des Bandenvolumens durchgefihrt. Der Korrekturfaktor wurde aus
dem Quotienten der Intensitat der Coomassie-Farbung einer Spur und dem Mittelwert aller
Spuren eines Blots berechnet. Die Normalisierung zur Vergleichbarkeit wiederholter
Messungen erfolgte dann durch Bezug der Einzelwerte auf den Mittelwert der Gruppe mit
niedrigem IMF-Gehalt, die damit als Vergleichsgruppe diente. Nach der Exposition wurde der
Antikérper mit Hilfe eines Stripping-Puffers fir 20 min bei RT von der Membran
abgewaschen, um den Blot flr weitere Antikérperbehandlungen zu nutzen.

Fir die Detektion von THBS4 wurde der humanspezifische polyklonale Kaninchen anti-
THBS4 Antikorper c-terminal (ab 156258, 1:10000, Abcam) verwendet. Um bovines THRSP
mit Hilfe des Western Blots nachweisen zu konnen, wurden zunachst verschiedene
Antikorper validiert. Obwohl die Homologie zwischen dem bovinen und murinen THRSP-
Protein bei nur 73 % liegt, wurden zunachst zwei kommerziell verfligbare Antikbrper gegen
murines Thrsp auf ihre Kreuzreaktivitat mit dem bovinen Protein und somit ihre Eignung flr
bovine Gewebeproben getestet. Es wurden ein monoklonaler Antikérper (H00007069-M01,
Abnova, Heidelberg, Deutschland) und ein polyklonaler Antikérper (PAB5939, Abnova,
Heidelberg, Deutschland) Gberprift. Der monoklonale Antikbrper markierte nur unspezifische
Banden. Unter Verwendung des mausspezifischen polyklonalen Antikdrpers war eine klare

Bande auf der erwarteten Hohe von 17 kDa im subkutanen Fett der Maus sichtbar und



diente als Positivkontrolle. Auch im Rindermuskel waren schwache Proteinbanden zu
erkennen, jedoch auf Hohe des Molekulargewichts von 23-25 kDa (Abb. 3). Es handelte sich
also hier vermutlich um ein unspezifisches Signal. Die Antikdrper wurden somit als
ungeeignet bewertet und nicht weiter verwendet. Im folgenden Schritt wurde die Firma
Pierce Custom Antibody Service (Thermo Scientific, Rockford, USA) beauftragt, einen
polyklonalen, rinderspezifischen Antikdrper zu entwickeln und zu produzieren. Daraufhin
wurden zwei Kaninchen mit dem synthetischen Peptid KAEEVTRRYQEKMGQA, das den
Aminosauren 134-149 entspricht, immunisiert und polyklonale Antikérper hergestellt:
Kaninchen anti-THRSP8733 (Antikdrper A) und Kaninchen anti-THRSP8816 (Antikorper B).
Antiseren der beiden Kaninchen wurden in drei unterschiedlichen Stadien der Immunisierung
zum Testen zur Verfigung gestellt: Tag 0 (Beginn der Immunisierung), Tag 35 und Tag 58.
In dem Blot, der mit beiden Antikdrpern am Tag 0 angefertigt wurde, kdnnen die
unspezifischen Banden ausgemacht werden, die von korpereigenen Antikérpern der
Kaninchen ohne spezifische Immunisierung erkannt werden. Diese Banden sind fir die
spatere Unterscheidung von spezifischen und unspezifischen Bindungen ausschlaggebend.
Abbildung 4 verdeutlicht, dass das Antiserum A zu diesem Zeitpunkt keine deutlichen
Proteinbanden markiert. Der Blot mit Antiserum B hingegen zeigt eine Vielzahl an
unspezifischen Markierungen. In beiden Kaninchen fand bis zum 58 Tag eine Immunreaktion
statt, die zur Markierung von deutlichen Banden auf dem Blot fuhrte. Da in beiden Fallen
unterschiedliche Proteinbanden auftraten und die Spezifitdt nicht eindeutig geklart werden
konnte, wurden beide Antiseren nach 58 Tagen der Immunisierung zur weiteren Verwendung
Affinitats-aufgereinigt. Mit den aufgereinigten Antikdrpern wurden dann weitere Tests mit
Western Blots durchgefiihrt. Die Abbildungen 5 und 6 zeigen die Blots unter direkter
Verwendung des Antikdrpers (links) oder nach Blockierung durch Inkubation mit ihrem
synthetischen THRSP-Immunisierungspeptid (rechts). In beiden Fallen verlief die
Blockierung erfolgreich, denn die vermeintlich spezifischen Proteinbanden waren nicht mehr
sichtbar. Nach 58 Tagen der Immunisierung ohne Blockierung liel3 sich mit Antikbéper A ein
scheinbar spezifisches Signal im subkutanen Fett der Maus und des Rinds detektieren,
dieses lag jedoch unter der erwarteten Proteingrofie (~10 vs. 17 kDa) (Abb. 5). Im Blot mit
Antikérper B wurde im bovinen SCF eine spezifische Bande bei einem hoheren
Molekulargewicht, als erwartet, detektiert (~38 kDa vs. 17 kDa) (Abb. 6). Da sie sich aber
fast genau auf doppelter Hohe befand, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei der
markierten Bande um ein Dimer von THRSP handeln konnte. Aus der Literatur ist bekannt,
dass THRSP zur Dimerisierung neigt (Cunningham et al. 1997, Colbert et al. 2010).
Hinweise auf andere Proteinmodifikationen von THRSP mit Auswirkung auf das
Molekulargewicht gibt es bisher nicht. Zusatzlich erschien aber auch eine klare Proteinbande

bei ca. 17 kDa im SCF der Maus (Abb. 6). Eine Fraktionierung des Gesamtproteins in



zytoplasmatische und nukleare Proteine zeigte widerspriichliche Ergebnisse flr den
Antikérper A, sodass er nicht weiter verwendet wurde. Der Antikdrper B war in der Lage,
rekombinantes murines Thrsp zu erkennen und in den bovinen Proteinfraktionen eine
Kernlokalisation von THRSP zu bestatigen. Er wurde daher flr die Proteinanalysen in

bovinen Geweben eingesetzt. Die Resultate sind im Ergebnisteil dargestellit.
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Abbildung 3. Detektion von THRSP im Western Blot mit Hilfe eines mausspezifischen
polyklonalen Antikdrpers

Der Antikorper wurde in einer Konzentration von 1:2000 verwendet.

Abkurzungen: bSCF25 - 25 ug Protein von bovinem subkutanem Fetigewebe, bSCF50 - 50 ug Protein
von bovinem subkutanem Fettgewebe, kSCF25 - 25 ug Protein von subkutanem Fett eines Kalbes,
kSCF50 - 50 ug Protein von subkutanem Fett eines Kalbes, bSCF40 - 40 ug Protein von bovinem
subkutanem Fettgewebe, bIMAT25 - 25 ug Protein von bovinem intermuskularem Fett, bIMATS50 - 50
Mg Protein von bovinem intermuskuldarem Fett, mSCF25 - 25 pg von murinem subkutanem
Fettgewebe, mSCF50 - 50 ug von murinem subkutanem Fettgewebe, bfMLD25 - 25 pug Protein des
bovinen fetten M. longissimus dorsi, bfMLD50 - 50 ug Protein des bovinen fetten M. longissimus dorsi,
bmMLD25 - 25 pg Protein des bovinen mageren M. longissimus dorsi, bmMLDS50 - 50 ug Protein des
bovinen mageren M. longissimus dorsi

Antikdrper A Antikorper B

Abbildung 4. Western Blot verschiedener Gewebe vom Rind und dem subkutanem Fett
der Maus. Detektion unspezifischer Bindungen der korpereigenen Antikorper der
Kaninchen vor der Immunisierung

Die Antiseren wurden 1:1000 verdunnt.



Abkilrzungen: bMLD - boviner M. longissimus dorsi, bSCF - bovines subkutanes Fettgewebe, mSCF -
murines subkutanes Fettgewebe, bLe - bovine Leber, bPI - bovines Plasma

ohne Blockierung mit Blockierung

Abbildung 5. Western Blot verschiedener boviner Gewebe und des murinen
subkutanen Fettgewebes. Markierung spezifischer und unspezifischer Proteinbanden
mit dem rinderspezifischen polyklonalen Antikérper A zur Detektion von THRSP durch
Blockierung der Bindungsstelle mit dem Immunisierungspeptid

Die Verdunnung des Antikérpers betrug 1:1000. Die gelben Rechtecke umrahmen die
scheinbar spezifischen THRSP-Proteinbanden vor und nach der Blockierung mit dem
Immunisierungspeptid.

Abkurzungen: bMLD - boviner M. longissimus dorsi, bSCF - bovines subkutanes Fettgewebe, mSCF -
murines subkutanes Fettgewebe, bLe - bovine Leber, bPI - bovines Plasma

ohne Blockierung mit Blockierung

Abbildung 6. Western Blot verschiedener Gewebe vom Rind und des subkutanen
Fettgewebes der Maus. Unspezifische und spezifische Signale des rinderspezifischen
polyklonalen Antikorpers B zur Detektion von THRSP durch Blockierung der
Bindungsstellen mit dem Immunisierungspeptid

Der Antikérper wurde 1:1000 verdinnt eingesetzt.

Abkilrzungen: bMLD - boviner M. longissimus dorsi, bSCF - bovines subkutanes Fettgewebe, mSCF -
murines subkutanes Fettgewebe, bLe - bovine Leber, bPI - bovines Plasma



4 Ergebnisse

4.1 Vergleichende Analyse von Transkriptom-, Proteom- und Sekretomdaten
der Spezies Rind, Mensch und Maus

4.1.1 Evaluierung different exprimierter Transkripte im Fettgewebe und
Skelettmuskel
Unterschiedlich regulierte und annotierte Transkripte aus verschiedenen murinen und
bovinen Experimenten wurden zu zwei Matrices zusammengefiihrt. Eine Matrix umfasste
neun Datensatze zum Skelettmuskel, die andere enthielt acht Datensatze zum Fettgewebe
(Abb. A1 und A2, Anhang A). Entsprechend konnten 9 bzw. 8 als héchster Score erreicht
werden. In der Matrix fir den Skelettmuskel wurde der hdéchste Score von drei
Kandidatengenen erreicht. Unter ihnen war Chloride intracellular channel 4 (CLIC4), eine
wesentliche Komponente des Signalwegs von TGFB1 (Shukla et al. 2009). Auferdem hatten
25 potentielle Kandidaten einen Score von 7, 218 einen Score von 6 und 828 einen Score
von 5. In der Matrix fir das Fettgewebe wurde der hdchste Score von 8 von zwei
Kandidatengenen erzielt, Protein S100-A11 bzw. Calgizzarin (S100A11) und Annexin A1
(ANXAL) (Akasheh et al. 2013a; Rehman et al. 2004). Ein Score von 7 wurde von einem

Kandidaten erreicht, ein Score von 6 von 94 und 481 Kandidaten hatten einen Score von 5.

4.1.2 Identifizierung von Adipokinen und Myokinen als Teilmenge der
Transkripte mit High-Score
Die Transkripte in den Matrices mit einem Score =5 wurden als Transkripte mit ,High-Score*
definiert (1074 im Muskel und 578 im Fettgewebe). Um putative Adipo- und Myokine zu
identifizieren, wurden die Transkripte aus den High-Score-Listen mit Informationen zu
sezernierten Proteinen abgeglichen. Im Fall des Fettgewebes wurde fiir diesen Abgleich ein
Proteomik-Datensatz genutzt, der die Daten aus acht Studien enthielt, in denen vielfaltige
Analysen an humanen Adipozyten, Praadipozyten, Fettgewebeentnahmen und Zellstammen
durchgefuhrt worden waren (Lehr et al. 2012a,b). Bezuglich des Skelettmuskels wurde ein
Datensatz bestehend aus 13 Einzelstudien zu verschiedenen Nager-Zelllinien und primaren
humanen Myotuben herangezogen (Weigert et al. 2014). Weiterhin wurden gut bekannte
sezernierte Faktoren manuell identifiziert und zu den Listen der Adipo- und Myokine
hinzugefugt, die nicht in den Sekretom-Datensatzen vertreten waren. Dabei wurden sowohl
klassisch sezernierte Proteine mit Signalpeptid als auch nicht-klassisch sezernierte Faktoren
entsprechend SecretomeP bericksichtigt. Insgesamt konnten 119 potentielle Myokine und
79 vermeintliche Adipokine identifiziert werden (Tab. S4 und S5, Anhang A). Von den 79
vorhergesagten Adipokinen besitzen vermutlich 56 ein Signalpeptid und 23 werden
hochstwahrscheinlich  nicht-klassisch freigesetzt. Gleichermallen gehen 58 Myokine

wahrscheinlich aus der klassischen Sekretion hervor und 61 unterliegen der Annahme, in



nicht-klassischer Art und Weise sezerniert zu werden. Einige gut bekannte Adipokine, wie
Apelin (APLN) und LEP, waren in der entwickelten Matrix unter den Genen mit High-Score
vertreten. Fur die Validierung der Ergebnisse wurden die gefundenen Adipokin-Kandidaten
mit verodffentlichten Daten verglichen, die mit Hilfe von verschiedenen etablierten
diabetischen Tiermodellen gewonnen wurden (Tab. 11). Die Bestatigung der Myokin-
Kandidaten mit Hilfe von Literaturdaten war weitaus komplizierter, da bisher signifikant viel
weniger validierte Myokine publiziert sind. Decorin (DCN) dient hier als gutes Beispiel fur ein
Myokin mit High-Score (Kanzleiter et al. 2014).

Tabelle 11. Validierung der Adipokin-Kandidaten aus der Scoring-Matrix mit bekannten
Adipokinen

Bekannte Adipokine wurden aus der Liste der Gene mit High-Score und der beobachteten
Regulation ausgewahlt und mit Literaturdaten verglichen. Die Literaturdaten zeigen eine
vergleichbare Regulation in diat-induzierten Ubergewichtigen Mausen im Vergleich zu
schlanken Kontrolltieren (a), in New Zealand obese (NZO)-Méausen verglichen mit schlanken
Kontrolimausen (b) und in anderen genetischen Modellen von Ubergewicht (wie db/db

Méause und ob/ob Mause) im Vergleich zu normalgewichtigen Kontrollen (c). (modifiziert nach
Schering et al. 2015)

Score DIO vs. Chow NZO vs. B6

Sfrp5 6 Hoéher Hoéher

Lep 5 Hoéher (a) Hoéher (b,c)
Lbp 5 Hoéher (a) Hoéher (c)
Aplin 5 Hoéher (a) Hoéher (c)
Sparc 5 Hoéher (a) Hoéher (c)
Bmp3 5 Hoéher (a) Hoéher
Ccll11 5 Hoéher (a) Hoéher (b,c)

Abkurzungen: Apin - Apelin, B6 - C57BL/6J-Mause, Bmp3 — Bone morphogenic protein 3, Ccll11 - C-C
motif chemokine 11 bzw. Eotaxin, Chow - Standardfutter, DIO - diet-induced obesity (diat-induziertes
Ubergewicht), Lbp - lipopolysaccharide-binding protein, Lep - Leptin, NZO - New Zealand obese, Sfrp5
- Secreted frizzled-related protein 5, Sparc - Secreted protein acidic and rich in cysteine.

4.1.3 Identifizierung von Adipo-Myokinen

Beim Abgleich der zwei Listen mit vermeintlich sezernierten Faktoren wurden 22 neue
potentielle Adipo-Myokine gefunden (Tabelle 12). Darunter waren u.a. LEP, Vascular
endothelial growth factor ¢ (VEGFC), Protein disulfide-isomerase bzw. Prolyl 4-hydroxylase
subunit beta (P4HB) und Integrin beta-1 (ITGB1). All diese Gene sind in den Aufbau der

extrazelluldren Matrix und in die Entwicklung von Fibrose involviert.



Tabelle 12. Liste der 22 Adipo-Myokine und ihre Regulation in den individuellen
Datensétzen von Skelettmuskel und Fettgewebe
(modifiziert nach Schering et al. 2015)

T vs ~ SEGFAM
SED SED SED DIO B6 DIO UCP1Tg  CH Hvs. N
Muskel MS MS MQF  MQF  MOQF MQF MQF+MG MLD  MLD
CALU 1,14 1,30 -1,28 -1,39 2,44
ccL11 1,70 1,26 1,24 -1,31 -1,50 -1,31
CELSR2 1,77 -1,26 2,05 -1,87 1,33
CKAP4 -1,70 -6,66 -7,67 1,29 1,78
cLIc4 1,47 1,59 1,59 -5,97 5,42 2,12 7,09 1,20
DPT 1,17 1,11 141 1,93 1,39 1,17
EIF4B 1,12 118 1,14 1,33 1,39 1,37 0,93
FAM20C 2,25 1,27 -1,54 0,73 1,12
FSTL1 1,06 1,22 1,59 1,55 2,59
GPNMB 1,67 1,79 -1,75 -2,78 1,35
HSPE1 1,86 1,16 1,43 1,45 1,37 1,88
ITGB1 1,08 1,23 -1,29 -1,30 5,24
LEP 1,76 14,29 11,05 1,23 2,16
MXRAS8 -1,56 1,46 3,01 2,11 1,44
P4HB 1,20 1,10 1,36 1,25 1,62 0,79
PRDX4 -1,51 1,33 1,48 1,48 0,76
PRELP 122 141 -1,80 1,76 0,45
PRNP 1,23 1,32 -1,54 1,78 -1,18 5,29
REEP5 1,14 1,03 1,17 1,17 5,49
TMEM132A -1,14 1,10 1,47 1,37 0,71
TMOD3 1,32 1,82 1,64 1,72 6,14
VEGFC 1,76 -1,56 2,63 2,41 4,31
B6 B6 NZO NZO  NzO NZO JB JB
VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS.
DIO DIO B6 B6 DIO DIO HS HS
Fett SCF GFG  SCF GFG  SCF GFG SCF IMF
CALU 269 -195 1,53 143 1,77 1,23
CCL11 2,48  -335 2,46 -1,80 3,20
CELSR2 1,72 2,68 418 248  -2,47 -1,60
CKAP4 164 17,98  -13,09 -19,17  -22,67
cLic4 155 432 432 529 6,32 1,64
DPT 434 221 1,61 1,66  -2,72 -1,55
EIF4B 1,28 1,35 1,32 1,18 1,47
FAM20C  -458  -338 512 4,23 1,61
FSTL1 277 283 1,42 162 1,97 1,48
GPNMB 2,92  -2844 -2,03 -6,02 -18,28
HSPE1 1,41 1,71 1,80 1,47 1,59
ITGB1 74 194 1,26 148 1,39 1,18
LEP 1591 6,10 5,74 4,03  -2,82
MXRAS 412 236 2,98 247 1,38
P4HB 1,67 149 1,29 -1,31 -1,20
PRDX4 1,75 1,95 1,41 1,70 1,68
PRELP 964  -333 3,26 2,46  -2,86
PRNP 210 1,84 143 1,57 2,50
REEP5 326 270 2,01 2,21 -1,64
TMEM132A -2,37  -2,39 1,49 -1,60 -1,49
TMOD3 123 182 163 -1,98 2,08 1,97

VEGFC -1,61 -1,85 2,34 2,34 1,47




Abkurzungen: aEX0 - nach akuter Belastung, aEX3 - 3 Stunden nach akuter Belastung, B6 -
C57BL/6J-Mause, CH - Charolais, cEX - nach chronischer Belastung, DIO - diet-induced obesity (diat-
induziertes Ubergewicht), GFG - gonadales Fettgewebe, H - hoher IMF-Gehalt, HS - Deutsche
Holstein, IMF - intramuskulares Fett, JB - Japanese Black, MG - musculus gastrocnemius, MLD -
musculus longissimus dorsi, MQF - musculus quadriceps femoris, MS - musculus soleus, N - niedriger
IMF-Gehalt, NZO - New Zealand obese, SCF - subkutanes Fettgewebe, SED - sedentary (inaktiv),
SEGFAM - Bullen einer F,-Kreuzung, UCP1Tg - UCP1-Uberexprimierende Mause, CALU - Calumenin,
CCL11 - C-C motif chemokine 11, CELSR2 - Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 2,
CKAP4 - Cytoskeleton-associated protein 4, CLIC4 - Chloride intracellular channel 4, DPT -
Dermatopontin, EIF4B - Eukaryotic translation initiation factor 4B, FAM20C - Extracellular
serine/threonine protein kinase FAM20C, FSTL1 - Follistatin-related protein 1, GPNMB -
Transmembrane glycoprotein NMB; HSPE1l - Heat shock protein 1, ITGB1 - Integrin beta-1
(fibronectin receptor beta), LEP - Leptin, MXRA8 - Matrix-remodeling-associated protein 8, P4HB -
Prolyl 4-hydroxylase subunit beta, PRDX4 - Peroxiredoxin-4, PRELP - Proline-arginine-rich end
leucine-rich repeat protein bzw. Prolargin, PRNP - Major prion protein, REEP5 - Receptor expression-
enhancing protein 5, TMEM132A - Transmembrane protein 132A, TMOD3 - Tropomodulin-3, VEGFC -
Vascular endothelial growth factor c.

4.1.4 Netzwerk-Analyse der Gene mit High-Score

Die Listen der different exprimierten Gene aus 79 potentiellen Adipokinen und 119
vermeintlichen Myokinen wurden zusatzlich einer funktionellen Netzwerkanalyse mit Hilfe
von IPA unterzogen. Eine Ubersicht der Netzwerke mit den hdchsten Scores ist in Tabelle 13
aufgefiihrt. Die zwei Netzwerke mit dem héchsten Score und damit der grof3ten Bedeutung
waren laut Ingenuity-Score ,Zellaufbau und zellulare Organisation, zellulare Funktion und
Aufrechterhaltung, Zellmorphologie* fir Myokine und ,Entwicklung und Funktion des
kardiovaskularen Systems, Zellkommunikation und Interaktion, Gewebeentwicklung® fur die

Adipokine. Diese beiden Netzwerke sind in Abbildung 7 und 8 dargestellt.



Tabelle 13. Liste der wichtigsten Netzwerke fir Adipokine und Myokine inklusive

Score aus der IPA

(modifiziert nach Schering et al. 2015)

Score Krankheiten und Funktionen
Sezernierte Myokine 41 Zellaufbau und zellulare Organisation, zellulare
mit High-Score Funktion und Aufrechterhaltung, Zellmorphologie
28 Zelltod und Uberleben, Entwicklung und Funktion des
kardiovaskularen Systems, Zellmorphologie
28 Verhalten, neurologische Krankheiten, Verletzungen
und Fehlbildungen des Organismus
28 Lipidmetabolismus, Nukleinsauremetabolismus,
Biochemie kleiner Molekiile
26 Entwicklung und Funktion des kardiovaskularen
Systems, Zellbewegung, Embryonalentwicklung
Sezernierte Adipokine 45 Entwicklung und Funktion des kardiovaskularen
mit High-Score Systems, Zellkommunikation und Interaktion,
Gewebeentwicklung
32 Entwicklung und Funktion des Nervensystems,
Organmorphologie, Entwicklung des Organismus
29 Aminosauremetabolismus, molekularer  Transport,
Biochemie kleiner Molekile
24 Zellkommunikation und Interaktion, Entwicklung und
Funktion des hamatologischen Systems,
Uberempfindlichkeitsreaktionen
9 Zellaufbau und zellulare Organisation, Zellzyklus,
Entwicklungsstérungen
Myokine mit 50 Krebs, Entwicklungsstérungen, Erbkrankheiten
High-Score 47 Embryonalentwicklung, Entwicklung des Organismus,
Gewebeentwicklung
42 Entwicklungsstérungen, Erbkrankheiten, metabolische
Krankheiten
39 kardiovaskulare Krankheiten, Erbkrankheiten,
Verletzungen und Fehlbildungen des Organismus
37 Nukleinsauremetabolismus, Biochemie kleiner
Molekiile, Struktur und Entwicklung des
Lymphgewebes
Adipokine mit 37 Zelltod und Uberleben, neurologische Krankheiten,
High-Score Verletzungen und Fehlbildungen des Organismus
37 Entwicklungsstoérung, Erbkrankheiten, metabolische
Krankheiten
35 Kohlenhydratmetabolismus, molekularer Transport,
Biochemie kleiner Molekile
35 Zellmorphologie, Zellverstandigung, Posttranslationale
Modifikation
33 Entwicklungsstdérung,  neurologische  Krankheiten,

molekularer Transport
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Abbildung 7. Netzwerk different exprimierter Gene in der funktionellen Kategorie
»Zellaufbau und zellulare Organisation, zellulare Funktion und Aufrechterhaltung,
Zellmorphologie®

Das Netzwerk besteht aus sezernierten Myokinen mit einem Score =5. Die durchgezogenen
Linien illustrieren die direkte Kommunikation zwischen den Genen, gestrichelte Linien
kennzeichnen indirekte Interaktionen. (modifiziert nach Schering et al. 2015)
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Abbildung 8. Netzwerk unterschiedlich exprimierter Gene in der funktionellen
Kategorie ,Entwicklung und Funktion des kardiovaskularen Systems,
Zellkommunikation und Interaktion, Gewebeentwicklung*
Die Gene sind sezernierte Adipokine mit einem Score =5. Die durchgezogenen Linien stehen
fur direkte Interaktionen zwischen den Genen, gestrichelte Linien weisen auf indirekte
Wechselwirkungen hin. (modifiziert nach Schering et al. 2015)

Integrin ITGB1 spielt eine zentrale Rolle im Netzwerk der sezernierten Adipokine mit dem
héchsten Score (Abb. 8). Neben seiner Funktion als Zelladhdsionsmolekil Ubermittelt es

auch Signale der Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM) wie Kollagene, Integrine
47



und Laminine in die Zelle. Die dominierenden Kollagene im Fettgewebe sind u.a. die
Kollagene Typ VI, die in enger Beziehung zu Biglycan (BGN) und den Kollagenen Typ IV
stehen. Sie sind mit Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 (PLOD3) und
Thrombospondin-1 (THBS1) assoziiert, wobei der letztere Kandidat auch ein Zielgen fir
TGFB reprasentiert und die Kollagene miteinander vernetzt. TGFB wird von Secreted protein
acidic rich in cysteine (SPARC) moduliert. PAHB erscheint hier als Gen mit unklaren
Einflissen auf die Kollagenstruktur.

Interessanterweise befindet sich ITGB1 auch im Zentrum des relevantesten Myokin-
Netzwerks. Wie Abbildung 7 verdeutlicht, existieren enge Verbindungen zu den Kollagenen,
Integrinen und zu Fibrinogen. Collagen alpha-1(1) chain (COL1A1) wird von ITGB1 stimuliert
und stellt wiederum ein Bindeglied zu Proline arginine-rich and leucine-rich repeat (PRELP)
dar. Ein anderer Faktor, der eventuell eine Verknlipfung mit Strukturmolekiilen aufweist, ist
P4HB, ein Protein mit einer direkten Verbindung zum Major prion protein (PRNP). Die
Kollagene stehen in Wechselwirkung mit dem Zytokin TGFB. Seine Isoform TGFB2
interagiert mit DCN, welches selbst hingegen den Tissue inhibitor of metalloproteinase 3
(TIMP3) als vermeintliches Zielgen hat.

Eine Erkenntnis der spezieslbergreifenden Analyse war es, dass einige Adipokine, Myokine
und Adipo-Myokine in fibrotische Prozesse involviert sind. Die malgeblichsten fibrose-
assoziierten Faktoren sind in einem vereinfachten Schema in Abbildung 9 hervorgehoben.
Darin nehmen VEGFA, Insulin-like growth factor binding protein 5 (IGFBP5) und

Bindegewebsfaktoren wie COL1AL1 eine zentrale Bedeutung ein.
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Abbildung 9. Veranschaulichung der wichtigsten identifizierten Faktoren, die bei der
Entstehung von Fibrose involviert sind

Die durchgezogenen Linien deuten auf regulierte Transkripte hin, die in dem kombinierten
Datensatz gefunden wurden. (modifiziert nach Schering et al. 2015)



4.2 Vergleichende Expressionsanalysen von ausgewahlten
Kandidatengenen im Skelettmuskel- und Fettgewebe von Bullen der
SEGFAM-Population

Nach der spezieslbergreifenden Datenanalyse erfolgte eine Auswahl an Genen vor allem
aufgrund ihrer potentiellen Bedeutung und Signifikanz bei Mensch und Maus oder aufgrund
von Hinweisen aus Literaturquellen. Obwohl fir die Erstellung der Auswertungsmatrices die
Daten von zwei bovinen Arrays (Rinder einer F,-Kreuzung , Rinderrassen mit differenter IMF-
Akkumulation) einbezogen wurden, wurden fur die weiteren Analysen hauptsachlich die
Informationen aus der SEGFAM-Population betrachtet, da hierzu umfangreiches
Probenmaterial flr Verifizierungen zur Verfigung stand. In den MLD-Proben der F>-Bullen
mit unterschiedlichem IMF-Gehalt wurde die mRNA-Expression folgender Gene untersucht:
Annexin A1 (ANXALl), Growth differentiation factor 15 (GDF15), WNT inhibitory factor 1
(WIF1), Cell death-inducing DNA-fragmentation-factor like effector ¢ (CIDEC).

ANXA1 war in den Datensatzen zu den Fettgewebsdepots von Rind und Maus stark reguliert
und hatte daher in der Adipokin-Konsensliste den hochstmoéglichen Score von 8 erreicht.
Aulerdem wurde es als interessantes Kandidatengen angesehen, weil Literaturquellen auf
seine Funktion in verschiedenen zellularen Prozessen hinweisen. GDF15 hatte auf der
Konsensliste der Adipokine in der vorliegenden Arbeit einen Score von 3. Obwohl es in der
Matrix der Myokine lediglich einen Score von 1 erreichte, wurde GDF15 als
vielversprechender funktioneller Kandidat weiter betrachtet, weil Literaturdaten auf seine
Bedeutung im humanen Stoffwechsel hinweisen. Beim Nutztier wiederum handelt es sich um
ein gering konserviertes Gen mit vollig unklarer Expression und Bedeutung beim Rind. Laut
Literatur liegt es aber in einer kartierten QTL-Region fir Marmorierung und Fettdicke
(McClure et al. 2010, Imumorin et al. 2011, Nalaila et al. 2012). Mit WIF1 ergab sich nach der
Auswertung der Matrices ein nachstes putatives Kandidatengen. Es hatte einen Myokin-
Score von 5 und einen Adipokin-Score von 4. In beiden Fallen wurde das Gen signifikant in
den murinen Modellen reguliert. Aus der Literatur ist zudem bekannt, das WIF1 im
Rindergenom innerhalb von zwei QTLs zu Fettanteil und Fettdicke liegt (Casas et al. 2003,
Casas et al. 2000), die jedoch durch eine sehr geringe Markerdichte gekennzeichnet sind
(Hansen et al. 2007). Ein weiterer funktioneller Kandidat, der sich nach der Auswertung der
bovinen SEGFAM-Muskel-Array-Daten und der Literatur ergab, war CIDEC. Es wurde zwar
nicht Uber die Konsensliste flr Adipokine herausgefiltert, denn es wies in der Fettgewebe-
Matrix lediglich einen Adipokin-Score von 3 auf. Dieser kam jedoch durch die signifikante
Genregulation in den Mausmodellen mit Diatintervention zu Stande und kénnte somit auch
beim Rind durch Futterung modulierbar sein. Der Myokin-Score hingegen war auf die
Genregulation in Mausen und Rindern zurlckzufihren und betrug 5. Zur Bedeutung von

CIDEC bei Rindern gibt es bislang sehr wenige Erkenntnisse. Es ist lediglich bekannt, dass



es am Rand eines sehr gro3en QTL-Intervalls fir Marmorierung bei Rindern lokalisiert ist
(Gutiérrez-Gil et al. 2008, Gutiérrez-Gil et al. 2009).

In den Array-Daten, die zu den Rindern vorlagen, wies ANXAL signifikante Unterschiede in
der Genexpression im MLD zwischen JB und HS (7,43-fach, P=0,02) und zwischen HS und
CH (5,83-fach, P=0,01) auf. Zudem war das Gen im IMF zwischen JB und HS different
exprimiert (1,78-fach, P=0,03). Mit Hilfe der RT-qPCR waren jedoch keine signifikanten
Genexpressionsunterschiede von ANXA1 in den MLD-Proben der 20 Bullen mit hohem oder
niedrigem IMF-Gehalt festzustellen (1,028-fach, P=0,707). Deshalb wurden keine weiteren
Untersuchungsschritte angeschlossen. Zu den mRNA-Konzentrationen von GDF15 und
WIF1 im MLD der untersuchten Rinder konnte nach Auswertung der bovinen Arrays keine
Aussage getroffen werden, da beide Gene nicht auf dem bovinen Array reprasentiert waren.
Daher sollte deren Genexpression im MLD der beiden Bullen-Gruppen mit unterschiedlichem
IMF-Gehalt Uberprift werden. Dafir wurden zunachst Primer abgleitet und positiv auf ihre
Spezifitat getestet. In den meisten Proben konnte mittels RT-qPCR trotzdem nur wenig oder
gar kein Genprodukt nachgewiesen werden. Es ist daher sehr unwahrscheinlich, dass
GDF15 und WIF1 eine wichtige Rolle im Stoffwechsel des bovinen Skelettmuskels zum
Untersuchungszeitpunkt spielen. Das Gen CIDEC war auf dem Array im MLD der Bullen mit
erhdhtem IMF-Gehalt signifikant hoher exprimiert im Vergleich zu den Bullen mit niedrigem
IMF-Gehalt (3,22-fach, P=0,02). Mit Hilfe der RT-gPCR konnte die signifikant
unterschiedliche Genexpression aus dem Microarray zwischen den Bullen mit hohem oder
niedrigen IMF-Gehalt bestatigt werden (1,8-fach, P=0,03).

4.2.1 Analyse von THBS4 beim Rind

Durch die speziesibergreifende Datenanalyse wurde Thrombospondin-4 (THBS4) als
putatives, belastungsinduziertes und adipositas-assoziiertes Myokin identifiziert, welches mit
der Kdrperzusammensetzung und dem Koérpergewicht im Zusammenhang stehen kdnnte.
Insgesamt hatte es einen Score von 5 und war signifikant im MLD zwischen JB und CH
reguliert. In den Arrays lag allgemein eine relativ starke Expression im bovinen
Skelettmuskel und IMF vor, im SCF wurde THBS4 schwacher exprimiert. Aullerdem konnte
das Gen die Kérperzusammensetzung von Rindern beeinflussen, da es in einer QTL-Region
fir Marmorierung und Fettanteil beim Rind lokalisiert ist (Gutiérrez-Gil et al. 2009, Nalaila et
al. 2012).

Mit Hilfe der RT-gPCR wurde die Expression zweier Fragmente von THBS4 im MLD der 20
SEGFAM-Bullen Uberprift. Eine differentielle Expression des Gens zwischen den Gruppen
konnte jedoch mit beiden Amplicons nicht nachgewiesen werden (Fragment 1: 1,013-fach,
P=0,901; Fragment 2: 1,028-fach, P=0,812).



Da jedoch keinerlei Informationen zu diesem Gen beim Rind vorliegen, sollte mit Hilfe der
LCM und anschlieRender Detektion der mRNA-Menge in den isolierten Zelltypen die
Herkunft von THBS4 ermittelt werden. Dazu wurden drei separate LCM-Experimente
durchgeflhrt, in denen zusatzlich die Expression der Markergene FABP3 fir Muskelfasern
und FABP4 flir Fettzellen gemessen wurde, um die Reinheit der Zelltyppraparate zu
verifizieren. Wahrend die Markergene erwartungsgemafl entweder nur in Adipozyten oder
Myozyten exprimiert wurden, ergab sich fir THBS4 kein reproduzierbares Ergebnis. Somit

keine konkrete Aussage Uber den exprimierenden Zelltyp des Gens mdglich (Tab. 14).

Tabelle 14. C+-Werte von THBS4 und Zelltyp-Markern aus der Analyse der RT-gPCRs

Gewebeschnitt 1 Gewebeschnitt 2 Gewebeschnitt 3

FZ MF FzZ MF FZ MF
FABP3 - 23,6 - 25,1 - 28,5
FABP4 19,7 - 23,7 - 22,8 -
THBS4 25,2 27,7 - 26,7 26,6 -

Abklrzungen: FZ - Fettzellen, MF - Muskelfasern

Um nachzuweisen, dass THBS4 in den mittels LCM ausgeschnittenen Gewebeflachen
vorhanden war, wurden Serienschnitte flir immunhistochemische Farbungen verwendet.
Beim bovinen THBS4 handelt es sich um ein Protein aus 962 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von ca. 106 kDa (UniProtkKB: Q3SWWS8). Da das Protein eine Homologie
von 92 % zum THBS4 des Menschen aufweist, konnte flir die proteinbiochemischen
Methoden auf einen spezifischen humanen Antikérper zuriickgegriffen werden. Abbildung
10 a, b zeigt die markierten Flachen in diesen angefertigten Serienschnitten des bovinen
MLD wahrend der LCM. Die Kernfarbung der Serienschnitte macht alle vorhandenen Nuklei
sichtbar (Abb. 10 ¢, d). Mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers wurde das THBS4-Protein im
Serienschnitt mit Immunfluoreszenz detektiert. Auf diese Weise konnte derselbe Ausschnitt
von einem Gewebe unterschiedlich dargestellt und verglichen werden. In den Adipozyten
des intramuskularen Fetts war kein Signal festzustellen. Diffuse Signale konnten der
extrazellularen Matrix zwischen Fett- und Muskelzellen und der Umgebung der Muskelfasern
zugeordnet werden. Es gab keine eindeutigen Hinweise auf eine Lokalisation im Zellkern
(Abb. 10 €, f).



Abbildung 10. Zellulare Lokalisation von THBS4 in bovinen Serienschnitten des MLD
Das THBS4-Protein wurde mit dem humanspezifischen polyklonalen Kaninchen anti-THBS4
Primarantikérper und dem Sekundarantikbrper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit 1gG
markiert und in der Umgebung von Fettzellen und Muskelfasern gefunden. Abgebildet sind
die isolierten Flachen der Fettzellen und Muskelfasern fir die LCM (a, b). Zur besseren
Vergleichbarkeit sind parallel Aufnahmen der Serienschnitte mit Kernfarbung dargestellt (c,
d). Die gelben Pfeile weisen auf Farbsignale im Bereich der Muskelfasern hin (e, f).

Da THBS4 ein sezernierter Faktor ist, wurde vermutet, dass das Protein im Blut zirkuliert und
daher im Muskel mit BlutgefalRen assoziiert ist. Um herauszufinden, ob das Farbsignal im
Interstitium in BlutgefaRen lokalisiert ist, wurde die Immunfluoreszenz- und Kernfarbung
zusatzlich mit einer Kapillarfarbung des Muskelquerschnitts kombiniert. In Abbildung 11 wird
deutlich, dass der spezifische Antikérper nicht an die Kapillaren bindet. Nur in den
Bindegewebszellen zwischen den Muskelfasern konnte THBS4 detektiert werden. Eine
eindeutige Zuordnung des Signals zu einem bestimmten Zellorganell ist allerdings nicht

maglich.



Abbildung 11. Zellulare Detektion von THBS4 im bovinen Muskelquerschnitt

Das Protein war nicht in den Kapillaren lokalisiert. Ein deutliches Farbsignal ist im
Bindegewebe zwischen den Muskelfasern erkennbar. (a) Kapillarfarbung, (b)
Immunhistochemie, (c) Hoechst 33258 Kernfarbung, (d) Uberlagerung der Bildaufnahmen.

Die Proteinmenge im MLD lag in allen Proben auf3er einer unterhalb des Detektionslimits.
Eine Quantifizierung der THBS4-Menge war daher nicht moglich. Im Blut-Plasma der Rinder
konnte dagegen ein auswertbares Signal gemessen und quantifiziert werden. Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression auf Proteinebene von THBS4 im
Plasma der F>-Bullen mit hohem bzw. niedrigem IMF-Gehalt (Abb. 12).
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Abbildung 12. Detektion von THBS4 im MLD und Plasma von F,-Bullen zum Zeitpunkt
der Schlachtung mit Hilfe des Western Blots

In nur einem der 20 Tiere konnte eine THBS4-Proteinbande im Skelettmuskel detektiert
werden (a). Zirkulierendes THBS4 wurde im Plasma der F,-Bullen mit hohem (n=10) oder
niedrigem (n=10) IMF-Gehalt gefunden (b). Die Menge des zirkulierenden THBS4 war
zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (c).

Abkurzungen: HIS-tag - Polyhistidin-tag, H - hoher IMF-Gehalt, N - niedriger IMF-Gehalt

4.2.2 Analyse von THRSP beim Rind

Fir die Auswahl von Thyroid hormone responsive protein (THRSP) als aussichtsreiches
Kandidatengen sprachen in dem Fall die Muskel-Array-Daten der SEGFAM-Population und
Kenntnisse aus der Literatur. Das Gen liegt nach Angaben von McClure et al. 2010 in einer
kartierten QTL-Region fur Fettdicke. AuRRerdem wird es seit einiger Zeit im Zusammenhang
mit IMF bei Rindern diskutiert (Wang et al. 2009, de Jager et al. 2013, Hudson et al. 2015).
Die eigene Transkriptomanalyse des MLD von den zehn Bullen der F,-Generation einer
Kreuzung aus Charolais x Deutsche Holstein mit hohem IMF im Vergleich zu den zehn
Tieren mit niedrigem IMF zeigte eine sechsfach hohere Expression (Komolka et al. 2014c).

Der Score in der Fettgewebe-Matrix betrug 3 und wurde einzig durch signifikante Effekte auf



die Genexpression in den Mausmodellen mit Futterungsintervention verursacht. In den
bovinen Microarray-Daten des Fettgewebes war THRSP nicht signifikant unterschiedlich
exprimiert. In  der Muskel-Matrix war der Score aufgrund von signifikanten
Expressionsunterschieden bei den Mausen und Rindern ebenfalls 3. Auch wenn THRSP bei
der Suche in den Konsenslisten nicht unter die Gene mit einem Top-Score fiel, wurde es als
funktioneller Kandidat fir die anschlieRenden Validierungsmethoden betrachtet, vor allem,
weil die Transkriptmenge nicht bewegungsinduziert, sondern diatassoziiert reguliert zu sein

schien.

4.2.2.1 mRNA-Expression von THRSP in verschiedenen bovinen Geweben

Die Expressionsunterschiede aus dem Microarray zwischen beiden Gruppen im MLD
konnten mittels RT-qPCR verifiziert werden (1,7-fach, P<0,05). Im Gegensatz dazu war die
Menge der THRSP-mRNA im SCF zwischen beiden Gruppen trotz einer hohen
Grundexpression nicht signifikant unterschiedlich (1,0-fach, P=0,93). Auch in der Leber
waren keine signifikanten Expressionsunterschiede der THRSP-mRNA festzustellen (1,1-
fach, P=0,066, Abb. 13).
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Abbildung 13. mRNA-Expression von THRSP in verschiedenen bovinen Geweben

Die Genexpressionslevel wurden mit Hilfe geeigneter Referenzgene normalisiert. Fir das
SCF wurden die mRNA-Expressionen von UXT und B2M gemessen, fiir die Leber die von
UXT und RPS9 und fur den MLD wurden die mRNA-Konzentrationen von B2M und TOP2B
detektiert. Die Saulen reprasentieren die Gruppenmittelwerte der Duplikate mit
Fehlerindikatoren der REST Software (Pfaffl et al. 2002).

Als mdgliche Ursache fur die differente Expression von THRSP wurde die Aktivitdt des
bekannten Interaktionspartners Mid1-interacting protein 1 (MID1IP1) und des potentiellen
Regulators Carbohydrate-responsive element-binding protein (MLXIPL bzw. ChREBP) in die
Untersuchungen einbezogen. Die mRNA-Konzentrationen beider Gene wurden im MLD
gemessen. Aufgrund einer sehr schwachen Expression von MLXIPL konnte keine
vergleichende Expressionsanalyse vorgenommen werden. Fir den Interaktionspartner

MID1IP1 konnten hier keine Expressionsunterschiede zwischen beiden Gruppen festgestellt



werden (1,0-fach, P=0,98). In Ubereinstimmung mit der THRSP-Expression wies MID1IP1 im
SCF eine hohe Basalexpression auf, war aber zwischen den SEGFAM-Bullen mit einem
differenten IMF-Gehalt nicht signifikant unterschiedlich exprimiert (1,19-fach, P=0,29). Auch
in der Genexpression des moglichen THRSP-Regulators MLXIPL gab es keine signifikanten
Unterschiede (1,15-fach, P=0,21).

4.2.2.2 Analyse und vergleichende Sequenzierung des THRSP-Locus

Um SNPs mit potentiellen Effekten auf die Genregulation als eine mogliche Ursache fiir die
differente Expression zu identifizieren, wurden mit Hilfe der DNA-Sequenzierung Abschnitte
des THRSP-Locus bei jeweils drei Bullen mit hohem und niedrigem IMF-Gehalt verglichen
(Abb. 14).
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Abbildung 14. Untersuchte Regionen des THRSP-Locus
Die Pfeile kennzeichnen die Start- und Endpunkte der verwendeten Primer. Exons sind weil},
Introns sowie intergenische Sequenzen grau dargestellt.

In den analysierten Proben wurden drei SNPs gefunden. Davon waren zwei SNPs, ¢.88G>A
und ¢.194C>T, bereits aus friheren Untersuchungen bekannt. Ein neuer SNP (c.*695T>C)
wurde in der 3*-UTR identifiziert, jedoch segregierte dieser in nur einer Familie innerhalb der
Fo-Population. Keiner der SNPs befand sich in Regionen mit potentiellen Effekten auf die
Genexpression (Promotor oder micro-RNA-Bindungssequenzen in der 3-UTR). Eine
Analyse von vorhandenen micro-RNA-Expressionsdaten in den beiden untersuchten
Gruppen ergab keine differente Expression von micro-RNAs, die THRSP als Zielgen
aufweisen. In silico-Analysen zeigten dariiber hinaus, dass in der Ratte und im Menschen
beschriebene, konservierte upstream-regulatorische Elemente des THRSP-Gens beim Rind

nicht in dieser Form vorhanden sind.

4.2.2.3 Genexpression von THRSP auf mRNA- und Proteinebene in verschiedenen
Zelltypen
Da bislang keine genetische Ursachen flir die beobachteten, signifikanten
Genexpressionsunterschiede im MLD von Bullen beider IMF-Gruppen festgestellt wurden,
sollte geklart werden, ob die erhohte mMRNA-Menge von THRSP im Skelettmuskel von Bullen
mit hdherem IMF durch die gro3ere Anzahl an Adipozyten in der Probe verursacht wurde. In
drei unabhangigen LCM-Experimenten wurde eine exklusive Expression von FABP3 in

Muskelfasern und von FABP4 in Adipozyten gefunden, was die Reinheit der Zelltyppraparate



dokumentiert. Eine THRSP-Expression konnte nur in Fettzellen, jedoch nicht in Muskelfasern
beobachtet werden (Tab. 15).

Tabelle 15. Ct-Werte von THRSP und Zelltyp-Markern aus der Analyse der RT-qPCRs

Gewebeschnitt 1 Gewebeschnitt 2 Gewebeschnitt 3

Fz MF Fz MF Fz MF
FABP3 - 27,6 - 26,2 - 23,6
FABP4 19,9 - 21,6 - 19,7 -
THRSP 26,5 - 27,3 - 26,0 -

Abklrzungen: FZ - Fettzellen, MF - Muskelfasern

Um aufzuzeigen, dass neben der Genexpression von THRSP auf mRNA-Ebene auch eine
Expression auf Proteinlevel im bovinen MLD stattfindet, wurden Serienschnitte angefertigt,
die entweder fir die LCM genutzt wurden, um Areale zu markieren und auszuschneiden
(Abb. 15 a, b) oder fir immunhistochemische Farbungen. Die Kernfarbung der
Serienschnitte zeigt alle vorhandenen Zellkerne (Abb. 15, ¢, d). Unter Verwendung eines
spezifischen bovinen Antikérpers wurde THRSP im Serienschnitt sichtbar gemacht. Auf
diese Weise konnte derselbe Ausschnitt in einem Gewebe verschiedenartig abgebildet und
verglichen werden. Es konnten spezifische Markierungen in den Nuklei von Adipozyten und
fettgewebe-assoziierten Zellen festgestellt werden. In den Muskelzellen selbst wurde kein
THRSP-Protein detektiert (Abb. 15 e, f).
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Abbildung 15. Zellulare Lokalisation von THRSP in bovinen Serienschnitten des MLD
THRSP wurde mit einem spezifischen bovinen Primarantikdorper und dem
Sekundarantikorper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG immunhistochemisch detektiert
und in den Zellkernen von Fettzellen und fettgewebe-assoziierten Zellen gefunden.
Vergleichend sind die markierten Ausschnitte der Fettzellen und Muskelfasern der LCM
dargestellt (a, b). Zur direkten Gegenuberstellung der Aufnahmen sind parallel die
Serienschnitte mit Kernfarbung abgebildet (c, d). Die gelben Pfeile weisen auf besonders
auffallige fluoreszierende Nuklei hin (e, f).

Zusatzlich wurde THRSP in bovinen Gewebeschnitten durch eine Immunfarbung von
subkutanem Fettgewebe, Leber und Skelettmuskelgewebe mit Hilfe eines spezifischen
bovinen Antikorpers lokalisiert. Es wurden deutliche Fluoreszenzsignale in den Zellkernen
von Fettgewebszellen, von Zellen im Interstitium und im Periportalfeld der Leber beobachtet
(Abb. 16 a, c, e). Um gefarbte und ungefarbte Nuklei besser voneinander unterscheiden zu
kénnen, wurde eine Kernfarbung der Querschnitte durchgefihrt (Abb. 16 b, d, f). Die
Ergebnisse unterstitzen die Aussage aus der Expressionsanalyse der Zelltyppraparate und

der immunhistochemischen Farbung der Serienschnitte des MLD, dass THRSP nicht in



Muskelzellen exprimiert wird, jedoch in Fettzellen und assoziierten Zellen des Bindegewebes

nachweisbar ist.

Abbildung 16. Zellulare Lokalisation von THRSP in bovinen Geweben
Immunhistochemische Detektion von THRSP im Querschnitt von subkutanem Fettgewebe
(a), Leber (b) und Skelettmuskelgewebe (c). THRSP wurde mit einem spezifischen bovinen
Antikérper und dem Sekundarantikérper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG detektiert und
in den Zellkernen von Fettgewebe, Interstitium und vom Periportalfeld gefunden. Zum
Vergleich sind parallel die identischen Aufnahmen der einzelnen Gewebe mit Kernfarbung
dargestellt (b, d, f). Die gelben Pfeile und die gelben Kasten deuten auf besonders markante
Stellen im Fettgewebe und Skelettmuskel hin.

Die Proteinmenge von THRSP in der Leber und im Muskelproteinextrakt lag im Western Blot
unter der Nachweisgrenze. Da die immunhistochemischen Farbungen eine ausschlieldliche
Lokalisation des THRSP-Proteins in den Zellkernen gezeigt hat, wurde eine fraktionierte
Proteinextraktion durchgefihrt, um Kernproteine und zytoplasmatische Proteine getrennt zu
erhalten. So konnte auch in der Leber und im Muskel eine Bande detektiert werden. Wie
Abbildung 17 verdeutlicht, konnte THRSP hauptsachlich in der Kernfraktion von Leber und



subkutanem Fett nachgewiesen werden. Im Gesamtprotein des subkutanen Fetts war
ebenfalls eine deutliche Proteinbande zu erkennen. Die Zytoplasmafraktion wies in beiden

Geweben kein Signal auf.

LePer Subkutaines Fett

Abbildung 17. Western Blot von Proteinfraktionen der Leber und des subkutanen
Fettgewebes vom Rind

THRSP konnte bei Betrachtung des Gesamtproteins nur im subkutanen Fett gefunden
werden. In der Nuklearfraktion war es sowohl in der Leber als auch im subkutanen Fett
nachweisbar. In beiden Geweben konnte kein Protein in der Zytoplasmafraktion detektiert
\Avsliicjirezﬂlngen: TP - Totalprotein, ZF - Zytoplasmafraktion, NF - Nuklearfraktion, MW - Grofienmarker
Die THRSP-Proteinmenge wurde analysiert, um herauszufinden, ob die unterschiedlichen
Ergebnisse der mRNA-Expression sich auch auf Proteinebene widerspiegeln. Das bovine
THRSP ist ein Protein mit einer GréRe von 150 Aminosduren und einer Masse von ca.
17 kDa (UniProtkB: Q690M9). Auch wenn die Homologie mit dem humanen oder murinen
THRSP nur bei 73 % liegt, wurden zunachst kommerziell verfugbare Antikérper gegen
murines THRSP getestet. Sie stellten sich allerdings als nicht geeignet fur Untersuchungen
an bovinem Gewebe heraus. Die Testergebnisse sind ausfihrlich in Abschnitt 3.2.5.2
erlautert. Da ein spezieller Antikdrper gegen das bovine Protein nicht erhaltlich war, wurde
die Firma Pierce Custom Antibody Service (Thermo Scientific, Rockford, USA) beauftragt,
einen polyklonalen, rinderspezifischen Antikérper zu entwickeln und herzustellen. Die
Reaktivitdt des Antikdrpers wurde im Western Blot getestet und seine Spezifitdt wurde durch
Blockierung mit dem synthetischen Immunisierungspeptid bewiesen. Auch diese
Vorversuche werden in Abschnitt 3.2.5.2 naher beschrieben. Weiterhin konnte auch gezeigt

werden, dass der rinderspezifische Antikdrper gegen THRSP ebenfalls in der Lage ist,



murines rekombinantes THRSP zu detektieren. In Abbildung 18 sind die spezifischen
Proteinbanden des rekombinanten Proteins in einer Verdinnungsreihe dargestellt und die
Signale im bovinen SCF. Obwonhl die Grolke von THRSP eigentlich bei 17 kDa liegt, wurden
die Proteinbanden auf der Hohe von ca. 38 kDa detektiert. Beim rekombinanten Protein ist
die Grofe durch einen sogenannten SUMO-Tag zu erklaren, der zur Stabilisierung an das
Protein gebunden ist. Fir das bovine THRSP liegt die Vermutung nahe, dass es in
dimerisierter Form vorliegt. Bei der Untersuchung des THRSP-Proteins in der Leber, im SCF
und im MLD der 20 Array-Tiere lag das Molekulargewicht der detektierten Bande ebenfalls
bei ca. 38 kDa. Im Fall von Leber und MLD wurde die Nuklearfraktion des Gesamtproteins
ausgewertet, da im Totalprotein keine detektierbare Bande vorhanden war. Die Intensitat der
spezifischen Bande war deutlich starker im SCF als in der Leber oder im Muskel, was den
Beobachtungen aus der Immunhistochemie und der mRNA-Expression entsprach. Im
Ergebnis der relativen Quantifizierung konnten keine signifikanten Unterschiede der
Proteinmenge in den Geweben der F,-Bullen mit hohem oder niedrigem IMF-Gehalt
festgestellt werden (Abb. 19).
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Abbildung 18. Western Blot einer Verdinnungsreihe des murinen rekombinanten
THRSP in Plasma oder PBS sowie von bovinem und murinem subkutanen Fettgewebe
Markierung spezifischer Banden mit dem rinderspezifischen polyklonalen Antikérper B zur
Detektion von THRSP. Der Antikérper wurde 1:500 verdiinnt eingesetzt.

Abkurzungen: rTHRSP - rekombinantes murines THRSP, Pl - Plasma, PBS - phosphatgepufferte
Kochsalzlésung, bSCF - bovines subkutanes Fettgewebe, mSCF - murines subkutanes Fettgewebe
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Abbildung 19. THRSP Protein-Expression in verschiedenen bovinen Geweben der F,-
Bullen

Exemplarisch sind die Proteinbanden des SCF dargestellt. Die Verdinnung des Antikdrpers
B betrug 1:500 (a). In den Proteinmengen der analysierten Gewebeproben wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den F,-Bullen mit hohem (n=10) und niedrigem (n=10)

IMF-Gehalt gefunden (b).
Abkilrzungen: H - hoher IMF-Gehalt, MLD - M. longissimus dorsi, N - niedriger IMF-Gehalt, NF -
Nuklearfraktion, SCF - subkutanes Fettgewebe, TP - Totalprotein

4.2.2.4 mRNA-Expression wahrend der adipogenen Differenzierung

Um herauszufinden, in welchem Zellstadium Thrsp exprimiert wird, wurde dessen mRNA-
Menge im Differenzierungsverlauf von 3T3-L1-Zellen gemessen. Daflr wurde zunéchst die
progressive Fettakkumulation in den 3T3-L1-Zellen mittels der Olrot-Farbung sichtbar
gemacht. Wie Abbildung 20 verdeutlicht, steigt die Anzahl und GréRe der Fetttropfen in den
Zellen von Tag 2 bis zu Tag 19 in Differenzierungsmedium sukzessive an. Die Ergebnisse
zeigen, dass in kultivierten wachsenden Praadipozyten allmahlich eine vermehrte

Lipideinlagerung und damit eine Differenzierung zu reifen Adipozyten stattfindet.

Differenzierung

Tag O (Start) Tag 2 Tag 7

Abbildung 20. Olrot-Farbung von 3T3-L1-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der
Differenzierung zu reifen Adipozyten
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Zusatzlich zur Thrsp-Expression wurde das mRNA-Vorkommen von ausgewahlten
Markergenen analysiert, von denen bekannt ist, dass sie in bestimmten Zellstadien
vorkommen (Abb. 21). Auf diese Art war es mdglich, die verschiedenen Expressionsprofile
miteinander in Beziehung zu setzen. Eine Thrsp-Expression konnte erst mit dem
Vorhandensein von ausdifferenzierten Adipozyten festgestellt werden. An der gesonderten
Skalierung wird jedoch erkennbar, dass die mMRNA-Konzentration von Thrsp viel geringer war
als die der anderen Gene. DIkl ist ein Praadipozytenfaktor, dessen Genexpression
erwartungsgemal wahrend der Differenzierung gesunken ist. Cebpb stellt einen frihen
Marker der Fettzelldifferenzierung dar und wurde im Verlauf des Differenzierungsprozesses
annahernd konstant exprimiert. Die Expression von Fabp4, ein weit verbreitetes Protein flr
das Binden von Fettsauren, steigerte sich deutlich mit der Prasenz von Lipidtropfen in den

Zellen.
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Abbildung 21. Relative mRNA-Expression von verschiedenen Genen in 3T3-L1-Zellen
Die Expressionswerte der Zielgene wurden mit B2m und Hprt normalisiert. Die Analyse und
der Vergleich der relativen Genexpression wurden mit der 272°T Methode fiir normalisierte
individuelle Datenpunkte nach Schmittgen & Livak (2008) durchgeflihrt.

Auch in den primaren bovinen stromavaskularen Zellen wurde die Expression bestimmter
Gene an Tag 0 (Differenzierungsstart), Tag 2 und Tag 12 gemessen (Abb. 22). Der
Expressionsverlauf von THRSP und FABP4 verhielt sich dhnlich wie in der murinen Zelllinie.
THRSP wurde im Vergleich zu den 3T3-L1-Zellen allerdings noch einmal sehr viel geringer
exprimiert. Das mRNA-Vorkommen des Transkriptionsfaktors CEBPB nahm mit

zunehmendem Fortschreiten der Differenzierung deutlich ab.
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Abbildung 22. Relative mRNA-Expression von verschiedenen Genen in priméren
bovinen stromavaskularen Zellen

Die Expressionswerte der Zielgene wurden mit B2M und UXT normalisiert. Die Analyse und
der Vergleich der relativen Genexpression erfolgten mit der 272°" Methode fiir normalisierte
individuelle Datenpunkte nach Schmittgen & Livak (2008).

4 .2.2.5 Proteinlokalisation in der 3T3-L1-Zelllinie

Danach wurde untersucht, ob sich die Ergebnisse der mRNA-Expression auch auf
Proteinebene widerspiegeln. Die Abbildungen 23, 24 und 25 zeigen exemplarisch
Bildaufnahmen von 3T3-L1-Zellen nach zwei Tagen bzw. nach 21 Tagen Differenzierung. Zu
allen Zeitpunkten konnten DLK1-positive Zellen gefunden werden. Sie hatten keine oder erst
wenig Lipide im Zellinneren akkumuliert. Da es sich bei DLK1 um einen Praadipozytenfaktor
handelt, waren nach zwei Tagen der Differenzierung viel mehr Farbsignale zu erkennen als
nach 21 Tagen. Den Erwartungen entsprechend wurde DLK1 im Zytoplasma lokalisiert (Abb.
23 c, f). Der Transkriptionsfaktor CEBPB zeigte eine nukleare Lokalisation und war in
differenzierenden Zellen detektierbar, die schon Lipidtropfen eingelagert hatten (Abb. 24 c, f).
Zusatzlich wurde auch eine immunhistochemische Farbung fir FABP4 bzw. ALBP

durchgefiihrt. Der verfliigbare Antikorper zeigte kein zufriedenstellendes Resultat, da keine



spezifische Reaktion beobachtet werden konnte. Daher wurden die dazugehdrigen
Fluoreszenzaufnahmen hier nicht verwertet. Das THRSP-Protein konnte mit Hilfe der

Immunhistochemie auch nach 21 Differenzierungstagen nicht eindeutig detektiert werden

(Abb. 25 ¢, f).
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Abbildung 23. Zellulare Lokalisation von DLK1 in 3T3-L1-Zellen nach zwei Tagen (a, b,
c) und 21 Tagen (d, e, f) Differenzierung

DLK1 wurde mit einem spezifischen murinen Primarantikérper und dem Sekundarantikdrper
Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG immunhistochemisch detektiert und in der Nahe der
Zellkerne im Zytoplasma gefunden. Die gelben Pfeile weisen auf differenzierende Zellen hin,
die bereits Lipidtropfen eingelagert haben und in denen kein DLK1 mehr nachweisbar ist (c,
f). Zur direkten Lokalisation sind parallel Bilder desselben Ausschnitts mit Hoechst 33258
Kernfarbung (b, e) und Phasenkontrastaufnahmen (a, d) dargestellt.

Abbildung 24. Zellulare Lokalisation von CEBPB in 3T3-L1-Zellen nach 21 Tagen
Differenzierung



In den Fluoreszenzbildern wurde CEBPB mit einem spezifischen murinen Primarantikérper
und dem Sekundarantikérper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG immunhistochemisch
angefarbt und konnte direkt in den Zellkernen nachgewiesen werden. Die gelben Pfeile
kennzeichnen besonders markante Zellen, die bereits Lipidtropfen eingelagert haben und in
denen der Transkriptionsfakior CEBPB unterschiedlich stark nachweisbar ist (c, f). Zur
besseren Vergleichbarkeit sind parallel dieselben Ausschnitte mit Hoechst 33258
Kernfarbung (b, €) und als Phasenkontrastaufnahmen (a, d) abgebildet.

Abbildung 25. Bildaufnahmen von THRSP in 3T3-L1-Zellen nach zwei Tagen (a, b, c)
und 21 Tagen (d, e, f) Differenzierung

Die zellulare Detektion von THRSP erfolgte mit dem bovinen Antikérper B und dem
Sekundarantikorper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit 1IgG. Das Protein konnte aber nicht
eindeutig lokalisiert werden (c, f). Parallel werden Phasenkontrastaufmahmen (a, d) und
Bilder mit Hoechst 33258 Kernfarbung (b, e) zur besseren lllustration gezeigt.

4.3 Etablierung von primaren bovinen Zellkulturmodellen fir funktionelle
Untersuchungen

4.3.1 Kultivierung und adipogene Differenzierung von primaren bovinen
stromavaskuléaren Zellen

Bei dem hier ausgewahlten Vorversuch wurden stromavaskulare Zellen aus dem
intermuskularen Fettgewebe einer Farse und eines ausgewachsenen weiblichen Tieres und
aus dem SCF der adulten Kuh verwendet. Es konnte mit allen Substanzkombinationen bei
den Zellen von beiden Tieren und beiden Fettdepots die adipogene Differenzierung in einem
Zeitraum von 15 Tagen erreicht werden. Auffallig war, dass sich die ausdifferenzierten Zellen
hauptsachlich am Rand eines Wells befanden. Bei den Zellen der Farse zeigte sich die
Differenzierung am starksten in Form von teilweise sehr grof3en einzelnen Lipidtropfen
innerhalb einer Zelle. Das beste Ergebnis wurde, subjektiv betrachtet, mit der Kombination
von Dexamethason, IBMX und ITS (Insulin-Transferrin-Selen-Supplement) erzielt. Die
zuséatzliche Gabe von Olsaure hatte keinen Einfluss auf die adipogene Differenzierung (Abb.
26).



Ergebnisse
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Abbildung 26. Mikroskopische Aufnahmen primarer boviner Adipozyten aus dem
intermuskularen Fett einer Farse nach 15 Tagen Differenzierung

Wahrend der Differenzierungsphase wurden d_ie Zellen mit Dexamethason und ITS (a, b, e, f)
oder Insulin (c, d, g, h) in Kombination mit Olsaure (b, d, f, h) kultiviert. Zusatzlich wurde

IBMX zu einigen Kulturen gegeben (e-h). Die Behandlung mit Dexamethason und IBMX
wurde nur wahrend der ersten 48 h der Differenzierung durchgefihrt.

Auch bei den Zellen aus dem intermuskularen Fettgewebe der adulten Kuh konnte eine
ausgepragte Differenzierung in Form von grof3en Lipidtropfen erzielt werden. Die zusatzliche
Gabe von Olsaure schien einen positiven Einfluss auf das AusmaR der adipogenen
Differenzierung zu haben. Wie Abbildung 27 zeigt, war in dem Fall die Kombination von

Dexamethason, IBMX, Insulin und Olsdure am geeignetsten.

a

c.d
g.h

Abbildung 27. Mikroskopische Aufnahmen primérer boviner Adipozyten aus dem
intermuskularen Fett einer adulten Kuh nach 15 Tagen Differenzierung

Wahrend der Differenzierungsphase wurden die Zellen mit Dexamethason und ITS (a, b, e, f)
oder Insulin (c, d, g, h) in Kombination mit Olsaure (b, d, f, h) kultiviert. Zusétzlich wurde
IBMX zu einigen Kulturen gegeben (e-h). Die Behandlung mit Dexamethason und IBMX
wurde nur wahrend der ersten 48 h der Differenzierung durchgefuhrt.
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Ergebnisse

Bei den Zellen aus dem subkutanen Fettgewebe der ausgewachsenen Kuh war die
adipogene Differenzierung nicht so stark ausgepragt. Es zeigten sich groftenteils mehrere,
aber eher kleine Fetttropfen in den Zellen. Die Differenzierung schien etwas langsamer zu
verlaufen als bei den Zellen aus dem intermuskuldren Fettgewebe. Die Kombination aus
Dexamethason, IBMX, ITS und Ols4ure fihrte hier zu dem besten Ergebnis (Abb. 28). Wie
schon bei den Zellen aus dem intermuskuldren Fettgewebe hatte auch hier die Olséure

einen zusatzlichen positiven Effekt auf die adipogene Differenzierung.

a b c

Abbildung 28. Phasenkontrastaufnahmen primarer boviner Adipozyten aus dem
subkutanen Fett einer ausgewachsen Kuh nach 15 Tagen Differenzierung

Wahrend der Differenzierungsphase wurden die Zellen mit Dexamethason und ITS (a, b, e, f)
oder Insulin (c, d, g, h) in Kombination mit Olsaure (b, d, f, h) kultiviert. Zusétzlich wurde
IBMX zu einigen Kulturen gegeben (e-h). Die Behandlung mit Dexamethason und IBMX
wurde nur wahrend der ersten 48 h der Differenzierung durchgefuhrt.

Unter Bertcksichtigung aller durchgefuhrten Differenzierungsversuche kann kein optimales
Differenzierungsprotokoll vorgeschlagen werden. Das Ergebnis war nicht stabil
reproduzierbar und nicht mit der Differenzierung der murinen Zelllinie zu vergleichen.
Insgesamt wurden mit Hilfe der verwendeten Induktions- und Differenzierungssubstanzen
nur wenige Cluster reifer Adipozyten erzeugt. Zellen ohne Fetttropfchen waren in den

primaren bovinen Fettzellkulturen weiterhin vorherrschend.

4.3.2 Relative mRNA-Expression von Genen in bovinen Fettexplants

Da die Kultivierung der primaren bovinen stromavaskularen Zellen nicht zur optimalen
adipogenen Differenzierung und gewunschten Reproduzierbarkeit fuhrte, wurde mit der
Explantkultur ein alternatives Modell fur funktionelle Untersuchungen an einer bovinen
primdren Adipozytenkultur getestet. Die extrahierte RNA aus den Fettexplantkulturen des
SCF hatte nach 24 h einen RQI-Wert von 9,6 und nach 48 h einen RQI-Wert von 8,5. Die

RNA-Qualitat war mit RQI-Werten von >7 ausreichend, um weitere Analysen durchzuflihren.
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Das Genmaterial wurde verwendet, um die mRNA-Konzentration typischer Gene zu
Uberprifen, die wahrend des Fettstoffwechsels exprimiert werden: FABP4, HSL und PPARG.
Die Genexpressionswerte von FABP4 erwiesen sich Uber die gesamten 48 h als sehr stabil,
was flr ein funktionierendes Modell spricht. Zu allen Zeitpunkten war eine mRNA-Menge von
HSL bei Behandlung mit allen drei Kulturmedien messbar (Abb. 29). Eine PPARG-
Expression konnte bei Behandlung mit rhTHBS4 jedoch erst nach 24 h ermittelt werden,
zuvor konnten keine Signale gemessen werden (Abb. 30). Die Expressionskurven in beiden
Diagrammen deuten darauf hin, dass die Zugabe von rhTHBS4 den Fettstoffwechsel
stimuliert. Nach 48 h ist eine deutliche Aufregulation von HSL und PPARG zu beobachten.
Der Zusatz von Serum scheint keinen ausschlaggebenden Effekt auf die mRNA-

Konzentration der untersuchten Zielgene zu haben.
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Abbildung 29. Relative mRNA-Expression von HSL in bovinen Fettexplants aus dem
SCF zu verschiedenen Zeitpunkten

Die Expressionswerte wurden mit FABP4 normalisiert. Die Analyse wurde mit der
Methode fir normalisierte individuelle Datenpunkte nach Schmittgen & Livak (2008)
durchgefihrt.

Abkurzungen: K - Kontrollprobe zum Startzeitpunkt, rhTHBS4 - Kulturmedium (a) ohne FKS und mit
50 nM rhTHBS4, KM - Kulturmedium (b) ohne FKS, KM+FKS - Kulturmedium (c) mit FKS
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Abbildung 30. Relative mRNA-Expression von PPARG in bovinen Fettexplants aus
dem SCF zu verschiedenen Zeitpunkten

Die Normalisierung der Expressionswerte wurde mit FABP4 vorgenommen. Die Auswertung
erfolgte mit der 27°°™ Methode fiir normalisierte individuelle Datenpunkte nach Schmittgen &
Livak (2008).

Abkurzungen: K - Kontrollprobe zum Startzeitpunkt, rhTHBS4 - Kulturmedium (a) ohne FKS und mit
50 nM rhTHBS4, KM - Kulturmedium (b) ohne FKS, KM+FKS - Kulturmedium (c) mit FKS

4.3.3 Kultivierung von priméaren bovinen Myoblasten

Um herauszufinden 2zu koénnen, wie Adipokine die Entwicklung von bovinen
Skelettmuskelzellen beeinflussen, sollte ein primares Zellkulturmodell etabliert werden. Dazu
wurden verschieden zusammengesetzte Medien ausgetestet (siehe Abschnitt 3.2.4.5). In
Abbildung 31 ist der fortschreitende Differenzierungsprozess von bovinen Myoblasten zu
mehrkernigen Myotuben dargestellt. Alle verwendeten Medien waren geeignet, um eine
Myotubenformation zu induzieren. Der héchste Fusionsgrad von 30,913,4 % wurde nach
72 h Inkubation mit DLI Medium ermittelt (Tab. 16, Abb. 32). Der Differenzierungsgrad von
Rindermyotuben, die in SFDM Kkultiviert wurden, betrug 19,944,4 %. Unter Verwendung von

DM war eine Fusionierung der Myoblasten von 22,4+11,7 % festzustellen.



Ergebnisse
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Abbildung 31. Phasenkontrastaufnahmen von bovinen Myoblasten, die zu vielkernigen
Myotuben differenzieren

Dargestellt sind proliferierende Myoblasten, die in DMEM/F12+10 % FKS kultiviert wurden,
nach zwei Tagen (a) und vier Tagen (b). Nach 24 h in serumfreiem Differenzierungsmedium
sind kurze Myotuben sichtbar (c). Eine fortschreitende Myotubenformation ist am zweiten
Tag der Differenzierung (d), zahlreiche und dickere Myotuben sind nach 72 h erkennbar (e).
(modifiziert nach Will et al. 2015)

Tabelle 16. Anzahl der Zellkerne in den Myotuben, Gesamtanzahl der Zellkerne und
Differenzierungsgrad von bovinen Skelettmuskelzellen nach 72 h Differenzierung

Die Daten sind angegeben als Mittelwert und Standardabweichung von n mikroskopischen
Feldern.

Medium Anzahl der Kerne Gesamtanzahl Differenzierungsindex n
in den Myotuben der Kerne in %

SFDM 39,5+17,2 211,8+106,1 19,90+4,4 5

DLI 51,2145 167,4148,8 30,92+3,4 6

DM 44,9+33,4 189,8+103,1 22,39+11,7 8

Abklrzungen: SFDM - serumfreies Differenzierungsmedium, DLI - Differenzierungsmedium mit
Dexamethason, Linolsaure und Insulin, DM - Differenzierungsmedium mit 2 % FKS, 1 yM Insulin und
1 UM Cytosinarabinosid (modifiziert nach Will et al. 2015)
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Abbildung 32. Fluoreszenzbilder von bovinen Myoblastenkulturen

Die Zellen wurden 72 h in serumfreiem Differenzierungsmedium (SFDM) (a, b), in DLI- (1 upM
Dexamethason, 1 pg/ml Linolsaure, 0,1 uM Insulin) (c, d) oder in Differenzierungsmedium
(DM) mit 2 % FKS, 1 uM Insulin und 1 yM Cytosinarabinosid kultiviert (e, f). Detektion von
Desmin mit einem monoklonalen Primarantikdrper von der Maus gegen Desmin vom
Schweinemagen und dem Sekundarantikérper Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (a, c,
e). Fusionsbilder von Desmin (griin) und der Kernfarbung mit Hoechst 33258 (blau). Die
vielkernigen Myotuben sind desmin-positiv (b, d, f). (modifiziert nach Will et al. 2015)



5 Diskussion

5.1 Speziesubergreifende Genexpressionsdaten-Analyse

Die wachsende Verflgbarkeit von Microarray-Plattformen und RNA-
Sequenzierungsergebnissen erleichtert den Zugang zu und die Bereitstellung von Daten aus
globalen Expressionsanalysen unter unterschiedlichsten Versuchsbedingungen sowie flr
verschiedene Spezies und Gewebe. Die vergleichende Genexpressionsanalyse von
verschiedenen Spezies ist dabei ein sinnvoller Ansatz, um evolutiondr konservierte
Transkripte zu erkennen, stellt aber eine ebenso groRe Herausforderung dar. Eine
gemeinsame Analyse von Datensatzen vergleichbarer Proben, die mit Plattformen
verschiedener  Microarray-Anbieter erzeugt wurden, wird von den meisten
Auswertungsprogrammen jedoch nicht unterstitzt. Daher beschaftigt sich die Bioinformatik
mit der Entwicklung spezieller Software flr solche Problemstellungen (Wrzodek et al. 2013).
Bereits 2009 berichteten Dobrin et al. Uber die Kombination von Expressionsprofilen
unterschiedlicher Gewebe zur Erstellung krankheitsrelevanter Netzwerke. Das
Zusammenflhren von Daten mehrerer Spezies schafft die Mdoglichkeit, Ubertragbare
Einblicke in komplexe Ablaufe zu gewinnen, die nicht erlangt werden kdénnen, wenn der
Fokus auf nur einer Spezies liegt (Lu et al. 2009).

Das Ziel der spezieslbergreifenden Datenanalyse der vorliegenden Arbeit war es,
potentielle, neue Adipokine, Myokine und Adipo-Myokine mit einer gemeinsamen Relevanz
fir Forschungsfelder zu identifizieren, die bisher eher selten in Zusammenhang gebracht
werden. Dazu =z3hlen wu.a. Ubergewicht, Pathogenese (ibergewichtsassoziierter
metabolischer Krankheiten, Trainingsbiologie und die Koérperzusammensetzung und
Fleischqualitat von Nutztieren. Es wurden sowohl zahlreiche interessante Adipokine und
Myokine mit solch einer interdisziplindren Herangehensweise gefunden, als auch 22
relevante Adipo-Myokine identifiziert. Es ist nicht sehr Uberraschend, dass zwei Kandidaten,
jeweils ein Kandidat aus der Liste der Adipokine und der Myokine, bekannte Gene auf den
Gebieten Ubergewicht und Typ-2-Diabetes sind. SERPINF1, auch bekannt als Pigment
epithelium-derived factor (PEDF), wird hauptsachlich von Adipozyten sezerniert (Famulla et
al. 2011), aber auch von Leber (Moreno-Navarrete et al. 2013) und Muskel (Raschke et al.
2013b). Die pro- und anti-entzundlichen Wirkungen von PEDF Uber die Aktivierung von den
inflammatorischen Mediatoren c-Jun N-terminal kinase (JNK) und Extracellular signal-
regulated kinase (ERK) (Crowe et al. 2009) oder Uber seine Fahigkeit, die JINK-Aktivierung
zu supprimieren (Gattu et al. 2014), wurden bereits beschrieben. In adipdésen Probanden mit
eingeschrankter Glukosetoleranz wurden erhdhte Serumlevel von PEDF detektiert, die mit
zunehmendem Gewichtsverlust wieder abnahmen (Sabater et al. 2010). Experimente mit

Mausen unterstitzen die kausale Rolle von Pedf in Fettleibigkeits-induzierter



Insulinresistenz. Eine langere Behandlung mit Pedf (funf Tage) veranlasst ektopische
Fetteinlagerungen in Leber und Muskel, senkt die Insulinsensitivitat im gesamten Koérper und
reduziert die insulin-stimulierte Glukoseaufnahme im Muskel (Crowe et al. 2009). Der
adipése Phanotyp von Pedf-Knock-out (KO)-Mausen suggeriert laut Gattu et al. (2014) auch
eine nutzliche Funktion dieses Adipo-Myokins. Nach ausreichender Versorgung mit Pedf
zeigten die Pedf-KO-Mause eine abgeschwachte Hyperglykamie und eine verbesserte
hepatische Insulin-Signalwirkung. Die Aufklarung dieses detaillierten Mechanismus‘ bedarf
jedoch noch weiterer Forschung.

Auch Fibroblast growth factor 1 (FGF1) wurde in den Kontext von Fettleibigkeit und
Insulinsensitivitdt als neues Adipokin eigeordnet (Mejhert et al. 2010). Bei hochfettdiat-
induziertem Ubergewicht, wurde Fgfl ausschlieBlich in Adipozyten des viszeralen
Fettgewebes erhoht gefunden (Jonker et al. 2012). Ein Fgfl-KO unter einer Hochfettdiat
verursachte einen aggressiven diabetischen Phanotyp verbunden mit einer abnormen
Fettgewebsentwicklung und einer gesteigerten Kollagenablagerung. Demzufolge war das
Fettgewebe stark entziindet. Weiterhin stellt eine Fgfl-Behandlung von hyperglykdmischen
ob/ob (obese) Mausen wieder den normoglykdmischen Zustand mit insulin-sensibilisierender
Wirkung in Muskel und Leber her (Suh et al. 2014). Bisher wurde FGF1 nicht im Rahmen
vom bovinen Fett- und Muskelstoffwechsel untersucht, aber seine potentielle Rolle in der
Ausbreitung von Fettgewebe kdnnte es zu einem interessanten Kandidaten machen.

Eine gemeinsame Besonderheit der Top-Netzwerke mit vermutlichen Myokinen und
Adipokinen (Abb. 7 und 8) ist die Verbindung zu Bestandteilen der EZM wie Kollagenen. Es
kommen neben Regulatoren des EZM-Aufbaus und deren Beschaffenheit auch Moleklle wie
Integrine vor, die die EZM mit zellularen Strukturen verbinden. Beide Gewebe, Fett und
Muskel, sind strukturell sehr flexible Organe. Durch Adipozytenhypertrophie und -
hyperplasie reagiert das Fettgewebe auf ein Uberangebot an Energie. Beide Phanomene
des Gewebewachstums kénnen in Situationen des Energiemangels schnell wieder gestoppt
oder umgekehrt  werden. Regelmaliige  korperliche  Betatigung  fuhrt  zu
Muskelfaserhypertrophie und weiterhin zu mechanischen Adaptationen, die sich sogar in der
intramuskularen EZM bemerkbar machen kénnen bis hin zu den Sehnen, den passiven
Ubersetzungsstrukturen der Muskelkraft. Der Umbau der EZM ist eine essentielle
Grundvoraussetzung fir diese Anpassungsvorgange. Im Muskel steigert die EZM ihre
Kollagenexpression und den -umsatz bei physischem Training (Kjaer 2004). Die EZM dient
jedoch nicht nur als strukturelle Komponente, sondern stellt auch ein dynamisches Depot flir
Zytokine und Hormone dar und vermittelt die interzellulare sowie EZM-Zell-Kommunikation.
Sie beeinflusst direkt die Entwicklung von Satellitenzellen, den Vorlauferzellen, die wahrend
der Hypertrophie mit anderen Muskelfasern fusionieren (Lund & Cornelison 2013), und von

Adipozyten, auch von denen, die im Muskelgewebe liegen (Hausman 2012). Die



physiologischen Adaptations- und Interaktionsprozesse kdnnen jedoch auch ins Gegenteil
abgleiten. Dabei kénnen Faktoren, die im akuten Zustand férderlich sind, wie z.B. TGFB,
chronisch schadlich werden (Kjaer 2004). Das Fettgewebe von fettleibigen Personen zeigt
sowohl einen héheren Entzindungsgrad als auch fibrotische Veranderungen (Henegar et al.
2008). Eine denkbare Erklarung daflr ware, dass die EZM im Rahmen der pathologischen
FettzellvergrofRerung ihre eigene Vermehrung einfordert, die zum Zelltod, zur Inflammation
und letztendlich zur Fibrose fuhrt (Divoux & Clément 2011). Alternativ kdnnte die
vorherrschende Gewebehypoxie, die durch eine unzureichende Vaskularisierung verursacht
wird, die Fibrose und den Entziindungszustand beférdern. Die umfangreiche Literatur tUber
Fettgewebsfibrose und ihre potentiell bedeutsame Rolle im Zusammenhang mit der
Zunahme von Fettgewebe und damit verbundenen metabolischen Erkrankungen wurde
bereits zusammengefasst (Sun et al. 2011). In diesem Kontext ist auch das Adipokin mit
High-Score SPARC ein pro-fibrotisches Protein von Interesse, welches die
Kollagenablagerung und die Wechselwirkungen zwischen Zellen und der EZM vermittelt und
die Adipogenese inhibiert (Divoux & Clément 2011). SPARC ist nicht nur in die Modulation
der Fibrose involviert, es wird auch als wichtiger Faktor fiir Ubergewichts-assoziierte
Komplikationen, wie z.B. Insulinresistenz, angesehen (Kos & Wilding 2010). Ein anderes
Adipokin mit High-Score, THBS1, ist ein profibrotischer Modulator der TGFB-Aktivitat, der
auch als Adipokin mit hohen Expressionsspiegeln in fettleibigen Patienten vorkommt (Varma
et al. 2008). Thbs1 ist mit einem unvorteilhaften Gewebeumbau der EZM bei Ubergewicht
und daher auch mit Fettgewebsfibrose assoziiert (Inoue et al. 2013, Li et al. 2011). Inoue et
al. (2013) postulieren, dass Thbsl aus dem Fettgewebe Insulinresistenz und eine fibrotische
Zerstorung des Gewebes induzieren konnte. Diese Vermutung wird teilweise durch
Ergebnisse aus Versuchen mit Thbs1-KO Mausen gestitzt, die vor einer Entziindung des
Fettgewebes und Insulinresistenz unter einer Hochfett-Diat geschutzt waren (Li et al. 2011).
Ein hohes Ausmall der Fettgewebsfibrose korreliert nicht nur mit Insulinresistenz und
anderen Komorbiditdten von Adipositas, es sagt auch die Bestandigkeit von operations-
induziertem Gewichtsverlust und die Verbesserung des metabolischen Phanotyps vorher
(Abdennour et al. 2014, Divoux et al. 2010). Zusatzlich unterscheiden sich das subkutane
und viszerale Fettdepot in ihrem fibrotischen (Abdennour et al. 2014, Divoux et al. 2010) und
sekretorischen Profil (Pellegrinelli et al. 2015). Fettgewebsfibrose sollte schon friih bei
Fettleibigkeit behandelt werden, jedoch fehlen direkte therapeutische Optionen bisher
komplett oder es werden nur die inflammatorischen Symptome behandelt und nicht die
Ursache, um Fibrose zu verhindern. Die Identifikation von kritischen Zielmolekilen fir die
Fettgewebsfibrose konnte helfen, um diagnostische und therapeutische Hindernisse zu

uberwinden. Demzufolge sind Fibrose-assoziierte Gene, die mit Hilfe der hier angewendeten



analytischen Methode herausgefiltert wurden, eventuell neue wertvolle Kandidaten fur eine
therapeutische Intervention.

Genau wie im Fettgewebe tritt Fibrose auch im geschadigten Skelettmuskel auf. Fibrose ist
ein Kennzeichen von Dystrophien wie z.B. der Duchenne-Muskeldystrophie, bei der Muskel
durch Fett- und Bindegewebe ersetzt wird (Kharraz et al. 2014). In diesem speziellen Fall ist
es sehr wahrscheinlich, dass Adipokine und Myokine in eine unmittelbare Wechselwirkung
miteinander treten. Fibrose ist eine Begleiterscheinung beim Alterungsprozess und bei Typ-
2-Diabetes und kann die Muskelmechanik einschranken (Gillies & Lieber 2011). Die
pathophysiologische Entwicklung von Fibrose im Skelettmuskel ist hingegen viel weniger
verstanden als in anderen Geweben wie Leber, Herz oder Niere. Auf der einen Seite ist die
Ansammlung von EZM notwendig und hilfreich fir den regenerativen Prozess nach
Gewebezerstorung. Auf der anderen Seite wiederum beeintrachtigt die exzessive
Verbreitung von EZM die Muskelfunktion. Die Grinde fir eine Schadigung des
Muskelgewebes sind vielseitig; z.B. Krankheiten, Verletzung, Entziindung, Alterung, schwere
Atrophie oder Hypertrophie (Lieber & Ward 2013). In der vorliegenden Datenanalyse wurden
einige Faktoren gefunden, die im Zusammenhang mit Fibrose genannt werden und im
Muskel sowie Fettgewebe verschiedener Spezies reguliert sind. Eines dieser wichtigen
Molekule ist das profibrotische Zytokin TGFB, welches die Zellmigration beeinflusst und die
Expression von Kollagenen und Fibronektin veranlasst (Ueha et al. 2012). Seine zentrale
Bedeutung im Muskel wird durch den Fakt hervorgehoben, dass TGFB2, einige seiner
Zielgene und zwei seiner Suppressoren, latent transforming growth factor beta binding
protein 2 (LTBP2) und DCN, alle in der hier durchgefihrten speziesibergreifenden
Datenanalyse als Myokine identifiziert wurden (Schering et al. 2015). DCN ist ein gut
bekanntes Myokin, aber seine Regulation im kontrahierenden Skelettmuskel und seine
Reaktion auf koérperliche Bewegung wurden erst kirzlich das erste Mal beschrieben
(Kanzleiter et al. 2014). Es wird different exprimiert und als Antwort auf Elektrostimulation
von Myotuben in der Zellkultur freigesetzt. Die Serum-DCN-Spiegel beim Menschen steigen
nach akutem Krafttraining an. Auch in Nagern ist eine erhdhte Dcn-Expression im
Skelettmuskel nach langanhaltender physischer Belastung zu beobachten (Kanzleiter et al.
2014). Passend zu diesen publizierten Daten wurde in den vorliegenden ausgewerteten
Datensatzen ebenfalls eine Hochregulation von DCN nach chronischer und akuter
Bewegung festgestellt (Tab. S4, Anhang A, Schering et al. 2015). Die Dcn-mRNA war auch
im Muskel von diatinduzierten Ubergewichtigen Mausen im Vergleich zu deren schlanken
Wurfgeschwistern hochreguliert (Tab. S4, Anhang A). Zwei Faktoren, P4HB und ITGB1,
waren in beiden abgebildeten Ingenuity-Netzwerken (Abb. 7 und 8) prasent und wurden als
Adipo-Myokine identifiziert. P4AHB ist ein Enzym, welches zur Kollagenqualitat und —stabilitat

beitragt, indem es posttranskriptionale Modifikationen einleitet (Kjaer 2004). Bei der



Entwicklung und der Regulation von Kollagen in beiden Geweben dominieren verschiedene
Isoformen: Typ | im Muskel und die Typen IV und VI im Fett. Typ IV Kollagen formt die
Basallamina des Epithels, die Kollagene | und VI sind Typen, die oft im Zusammenhang mit
Fibrose genannt werden.

Leptin als ein namhaftes Adipokin kommt in der Liste der Adipokine mit High-Score vor und
wird ebenso mit fibrotischen Depots assoziiert, wie Abb. 9 veranschaulicht. Leptin ist weniger
als Myokin bekannt, aber seine Expression im und Ausschittung vom Skelettmuskel wurden
bereits in der Vergangenheit gezeigt (Wolsk et al. 2012). Tatsachlich soll die basale
Sekretion vom Skelettmuskel nur etwas geringer als die vom Fettgewebe sein. Das deutet
darauf hin, dass der Beitrag des Skelettmuskels zum Serum-Leptin-Gehalt in schlanken
Probanden ausschlaggebend sein kénnte. Angesichts der zentralen Stellung von Leptin in
der Regulation des Fettstoffwechsels konnte dieses Adipo-Myokin zudem eine Rolle in der
physiologischen Antwort auf kdrperliches Training in Form einer spezifischen Interaktion von
Muskel und Fett einnehmen. Eine mdgliche Einschrankung der hier einbezogenen Maus-
Experimente konnte das Vorhandensein von intramuskuldren Adipozyten sein, die zur
Leptin-Expression beigetragen haben konnten. Eine Genregulation findet allerdings im
Skelettmuskel auch als Reaktion auf kurzfristige korperliche Belastungen statt, sodass die
Expression von Adipozyten konstant und damit vernachlassigbar ist.

Ein weiteres gut untersuchtes Adipo-Myokin, das hier identifiziert wurde, ist VEGFC. Dieses
Gen wurde bisher hauptsdchlich in Bezug auf Lymphangiogenese erforscht. Im
Skelettmuskel wird VEGFC durch physische Belastung in gesunden Probanden induziert
(Kivela et al. 2007) und verbessert die Gefalfunktion (Anisimov et al. 2009). Die Regulation
von VEGFC durch Bewegung ist bei Patienten mit Typ-2-Diabetes gestort (Kivela et al.
2007). Im Fettgewebe kdnnte VEGFC von Makrophagen und Praadipozyten stammen (Hu et
al. 2013), obwohl sein Level im fettleibigen Zustand vermindert ist (Tinahones et al. 2012).
Erst kirzlich wurde VEGFC, ahnlich wie auch VEGFA und Leptin, mit der Generierung von
fibrotischem Material in Verbindung gebracht (Zhao et al. 2014). Das gibt Grund zur
Annahme, dass Leptin und VEGFC eine Rolle in der Steuerung der Fibrose im Skelettmuskel
und Fettgewebe als Adipo-Myokine spielen kdnnten.

Bei landwirtschaftlichen Nutztieren ist das Wissen Uber die EZM und fibrotische Zustande im
Skelettmuskel limitiert. Fibrose im Fettgewebe wurde bis zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht
naher untersucht. Beim Schwein sollen einige Gene, die fiur Komponenten der EZM
kodieren, im Zusammenhang mit dem Tropfsaftverlust stehen. Als Tropfsaftverlust wird der
Flissigkeitsverlust von Frischfleisch ohne duere Einflisse bezeichnet. Er hat ein geringes
Wasserbindungsvermoégen als Ursache (Huff-Lonergan et al. 2010). Das konnte ein Hinweis
auf einen Zusammenhang zwischen Skelettmuskelfibrose und Fleischqualitdtsmerkmalen

sein. Das Integrin ITGB1 konnte eine spezifische Relevanz fur die Fleischqualitat haben, da



seine Degradierung postmortem positiv mit dem Tropfsaftverlust korrelieren soll (Lawson
2004). Straadt et al. (2008) stellen diese Beziehung jedoch in Frage. In einer
Assoziationsstudie von Nonneman et al. (2013) wird ITGB1 erneut als Kandidat fur
Kochverlust genannt. Es ist erwahnenswert, dass die Expression von COL1A1 ebenfalls mit
einen erhdhten Tropfsaftverlust assoziiert wird (Ponsuksili et al. 2008, McBryan et al. 2010).
Bezlglich der Muskelbiologie und des —wachstums ist die Fibrose bisher am besten im
Gefligel untersucht worden. Ein Phdnomen mit dem Namen ,white striping“ hangt
vermeintlich mit Muskelfibrose im Brustfilet und in den Schenkeln von Broilern zusammen
(Kuttappan et al. 2012). Es ist gekennzeichnet durch wei3e Schlieren, die parallel zu den
Muskelfasern verlaufen. Kuttappan et al. (2013a) berichten, dass diese weilen Streifen
wahrscheinlich aus myopathischen Lasionen und der anschliefenden Infiltration von
fremden Zelltypen resultieren. Wahrend ,white striping“ allein keinen signifikanten Effekt auf
Fleischqualitatsmerkmale hat (Kuttappan et al. 2013b), konnte eine Kombination mit der erst
kirzlich beobachteten ,wooden breast” nachteilig sein (Sihvo et al. 2014). Ein schweres
Korpergewicht und eine schnelle Wachstumsrate, und damit Hypertrophie, werden als
verursachende Faktoren fiir diese Myopathie vermutet, deren genaue Atiologie jedoch noch
geklart werden muss (Sihvo et al. 2014). Ob diese myodegenerativen Funktionsstérungen
generell auch eine Bedeutung fur den Fleischansatz und die Fleischqualitat bei Rindern bzw.
den Metabolismus von Wiederkduern und Nagern haben, muss noch determiniert werden.
Eigene Untersuchungen in Rindern weisen eher darauf hin, dass Muskelfasern durch
Adipozyten anstatt durch Fibroblasten ersetzt werden kdnnen (Palin et al. 2002, Albrecht et
al. 2011a). Diese Annahme wird durch Zellkulturstudien von Teboul et al. (1995) und Singh
et al. (2007) unterstitzt.

Zusammenfassend hat die speziestbergreifende Analyse von Expressionsprofilen und
Sekretomdaten von Skelettmuskel und Fettgewebe zahlreiche putative Adipokine, Myokine,
sowie Adipo-Myokine hervorgebracht, die interessante Kandidaten fur weiterfUhrende
Studien mit Menschen, Labornagern und Nutztieren darstellen. Die Komponenten der EZM
und die Mediatoren der Fibrose sind nicht nur in die Pathophysiologie von Fettleibigkeit und
in die Pathogenese von adipositas-assoziierten metabolischen Erkrankungen involviert,
sondern sind auch Modulatoren der Fleischqualitat von Nutztieren. Des Weiteren kénnte die
Reduktion von Fettgewebsfibrose einen Teil der molekularen Hintergriinde ausmachen, die
den gesundheitsfordernden Effekten von korperlicher Bewegung zugrunde liegen (Kawanishi
et al. 2013). Das wirde eine dynamische Wechselbeziehung zwischen Fett- und
Skelettmuskelgewebe illustrieren. Aufgrund der innovativen und globalen Herangehensweise
bei der Datenauswertung wurde eine grole Ressource bislang wenig oder nicht
charakterisierter ~ Faktoren geschaffen, die zur Beantwortung verschiedenster

Fragestellungen genutzt werden kann. Ein bedeutender Vorteil dieser Methode ist, dass in



den Konsenslisten auch potentielle Kandidatengene erfasst werden, die wahrscheinlich bei
der Datenauswertung von nur einer Spezies nicht aufgefallen waren. Auf diese Weise
konnen innerartliche Variationen umgangen werden (Lu et al. 2009, Kristiansson et al. 2013).
Zudem koénnen Signalkaskaden und zellulare Prozesse in den Fokus rlicken, die sonst nicht
das Forschungsinteresse geweckt hatten. Auf dem Gebiet der praventiven Medizin haben
Chaudhuri et al. (2015) erst vor kurzem Uber eine speziesubergreifende Expressionsanalyse
neue Gene identifiziert, die in die Entstehung der Insulinresistenz verwickelt sein kénnten.
Ein Nachteil der Konsenslisten sind die verschiedenen Interventionen. Bei den
Mausmodellen wurden die Expressionsprofile der Gewebe nach unterschiedlicher Fitterung,
korperlicher Belastung und nach Genmodifikation Gberprift. Auf dem Gebiet der
Nutztierforschung, speziell bei Rindern, ist die Untersuchung von belastungs- und
transgenese-induzierten Myokinen wenig relevant. In dem Fall missten alternative
Interventionsmoglichkeiten zu deren Induktion hinterfragt werden, z.B. Hypoxie, Stress oder
Temperaturschwankungen. Der Fokus wird aufgrund der Realisierungsmaoglichkeiten
allerdings weiterhin auf der Fitterungsintervention und der damit verbundenen Evaluierung
von diatinduzierten Zytokinen liegen. Auch die Dominanz der mRNA-Daten und der murinen
Datensatze sind limitierende Faktoren des Scorings bei der hier beschriebenen
speziesiubergreifenden Analyse. Gleiche Mengenanteile der Spezies und der einbezogenen
Datensatze wurden die Diversitdt noch vergroRern und die naturliche innerartliche Streuung
bertcksichtigen. Dartiber hinaus existiert immer noch ein Restrisiko, dass falsch positive
Zytokinkandidaten das Ergebnis beim Scoring verfélscht haben. Serumproteine
beispielsweise koénnen die Erkennung stéren. Es ist eine der Hauptschwierigkeiten,
kontaminierende Proteine zu vermeiden oder zumindest von ,echten® Proteinen zu
unterscheiden. Fir eine aussagekraftige Charakterisierung und Validierung der Relevanz der
identifizierten Proteine, sind qualitativ hochwertige Proben eine Grundvoraussetzung (Lehr et
al. 2012b, Hartwig et al. 2014). Die Sekretomprofile des Skelettmuskel- und Fettgewebes
sind sehr komplex und die Konzentration der Zytokine moglicherweise extrem gering (pg bis
ng/ml) (Lehr et al. 2012b, Hartwig et al. 2014). Bisher existiert noch kein biochemisches
Verfahren, welches alleine in der Lage ist, die Gesamtproteinkomposition von
gewebespezifischen Sekretomen zu detektieren und zu verifizieren. Eine optimierte Lésung
ist es, mehrere verschiedene technische Ansatze miteinander zu verknipfen, um die
Schwachen der Einzelmethoden zu Uberwinden (Yoon et al. 2012, Hartwig et al. 2014,
Weigert et al. 2014). Die hier durchgefiihrte kombinierte Analyse von Transkriptom- und
Sekretomdaten mehrerer Spezies, Gewebe, Interventionen und Array-Plattformen stellt viel
innovatives Ausgangsmaterial zur Verfligung, um putative Adipokine, Myokine sowie Adipo-

Myokine zu identifizieren und initial zu charakterisieren.



5.2 Initiale Charakterisierung ausgewahlter, putativer Adipokine und
Myokine beim Rind

AnschlieRend an die bioinformatische Identifizierung potentieller Zytokine wurde ein breites
Methodenspektrum angewandt, um Informationen zur Expression einiger Kandidaten auf
mRNA- und Proteinebene der F,-Rinderpopulation mit differentem IMF-Gehalt, zur
Zelltypspezifitat ihrer Expression, zur zellularen Lokalisation sowie teilweise zur Expression
in Abhangigkeit vom Zellentwicklungsstadium zu erhalten. Die Auswahl der hier analysierten
Gene basierte nicht nur auf der Rangfolge in den Konsenslisten, sondern wurde nach
verschiedenen Kriterien vorgenommen (siehe auch Abschnitt 4.2). Sowohl Kandidaten mit
vollstandig fehlenden Kenntnissen zur Bedeutung beim Rind (ANXA1l, GDF15, WIF1)
wurden einbezogen als auch diatregulierte Myokine (THBS4), Adipokine mit bereits
vorliegenden Informationen im Zusammenhang mit dem IMF (CIDEC) und Kandidatengene
mit deutlichen Expressionsunterschieden bei Rindern mit unterschiedlichem IMF, aber
unklarer Funktion (THRSP).

Mit ANXA1 wurde zunachst ein Gen mit dem hdchsten Adipokin-Score von 8 untersucht.
ANXA1 gehoért zur Superfamilie der Annexine und bindet Ca?-abhangig an saure
Phospholipide in der Zellmembran. Als Signalmolekil nimmt es eine wesentliche Funktion
bei vielen physiologischen und pathologischen endokrinen Prozessen ein (John et al. 2004).
Es besitzt vor allem anti-inflammatorische Eigenschaften und vermittelt regulatorische
Aufgaben der Glukokortikoide (Perretti & Gavins 2003). Es existieren darliber hinaus einige
wenige und teils kontroverse Hinweise auf eine potentiellen Rolle von ANXALl bei
Ubergewicht und Diabetes. In einer Transkriptomanalyse von humanem Fettgewebe fanden
Henegar et al. (2008) eine erhdhte ANXA1-Expression bei Ubergewicht. Im Gegensatz dazu
korrelierten ANXA1-Plasmaspiegel in einer aktuelleren Arbeit invers mit den typischen
Markern fur Adipositas und Entzindung bei Ubergewichtigen Probanden (Kosicka et al.
2013). In einer Untersuchung an Mausen konnte eine gesteigerte Genexpression in
Ubergewichtigen Mausen im Vergleich zu schlanken Mausen und ein Einfluss auf ihren
Fettstoffwechsel beobachtet werden (Akasheh et al. 2013b). Die Erkenntnisse in
landwirtschaftlichen Nutztieren sind bisher noch sehr beschrankt. Es ist lediglich bekannt,
dass ANXAL von bovinen Adipozyten exprimiert wird (Zhao et al. 2010). Beim Menschen ist
es als sezerniert beschrieben (Lehr et al. 2012a) und soll in Zellwachstum und -
differenzierung involviert sein (Huo und Zhang 2005). Da in den eigenen Untersuchungen
keine signifikanten Unterschiede bei den F,-Bullen gemessen wurden, scheint es eher eine
Rolle bei ektopischer Fetteinlagerung zu spielen und nicht in den regularen Prozess der
intramuskularen Fetteinlagerung einzugreifen. Daher wurden keine vertiefenden

Untersuchungen angeschlossen.



Als weitere putative Kandidaten wurden GDF15 und WIF1 vor allem aufgrund ihrer
Lokalisation in bovinen QTL-Regionen selektiert, die mit der Kérperzusammensetzung beim
Rind assoziiert sind. Zudem ist eine Funktion von GDF15 im humanen und murinen
Energiestoffwechsel beschrieben, sodass eine ahnliche Stellung im bovinen Metabolismus
nahe liegt. GDF15, auch bekannt als Macrophage inhibitory cytokine-1 (MIC-1), ist ein
Zytokinmitglied der TGFB Superfamilie und weist strukturelle Ahnlichkeiten mit verwandten
Proteinen auf (Bootkov et al. 1997). Als Produkt von Makrophagen, Kardiomyozyten und
Endothelzellen wird es infolge von Gewebeverletzung und Sauerstoffmangel ausgeschittet
(Bootkov et al. 1997, Kempf et al. 2006, Jurczyluk et al. 2003). Dank seiner anti-
inflammatorischen, stress-induzierten und pro-apoptotischen Eigenschaften kann GDF15
zudem ein Biomarker fiir kardiovaskulare Dysfunktion und ein Indikator fur das kachektische
Fortschreiten einer Krebserkrankung sein (Vila et al. 2011, Johnen et al. 2007, Lerner et al.
2015). Physiologisch zirkulierende Mengen des Gens werden allerdings eher mit der
Regulation von Appetit und Energiehaushalt assoziiert. Die Uberexpression von Gdf15 in
transgenen Mausen unterdriickt die Futteraufnahme, reduziert das Korpergewicht und
verbessert die Glukosetoleranz im Vergleich zum Wildtyp (Macia et al. 2012). Gdf15-KO
Mause sind entsprechend schwerer und nehmen mehr Futter zu sich (Tsai et al. 2013).
Humanstudien mit adiposen Teilnehmern zeigen hingegen eine deutliche Korrelation
zwischen GDF15-Plasmaspiegeln und Fettleibigkeit einschlieBlich dessen Komorbiditaten
wie Typ-2-Diabetes (Vila et al. 2011, Kempf et al. 2012). Im Jahr 2009 haben Ding et al.
herausgefunden, dass GDF15 auch von Adipozyten exprimiert und freigesetzt wird und zu
erhdhter Adiponectin-Produktion beitragt. Es kénnte somit als neues Adipokin mit
regulatorischen Einflissen auf die Energiehomdéostase betrachtet werden. Die Sekretion aus
humanen Muskelzellen wurde ebenfalls schon berichtet (Weigert et al. 2014). Obwohl seine
Bedeutung im humanen Fettstoffwechsel erwiesen ist, bleibt seine Funktion im bovinen
Organismus vorerst unklar. Da MSTN als anderes Mitglied der Genfamilie bekanntermalen
einen grolken Einfluss auf das Muskelwachstum und die Fleischqualitat hat, sollte die
Expression von GDF15 im Muskel Uberprift werden. Das Gen war auf den verwendeten
bovinen Arrays nicht annotiert, sodass dessen Expression mittels RT-gPCR untersucht
wurde. Es konnte jedoch keine Expression flir GDF15 im Skelettmuskel der F,-Bullen
gemessen werden, daher wurde es als Kandidat fiir die Kérperzusammensetzung beim Rind
wieder verworfen.

WIF1 gehort zur den sezernierten WNT-Antagonisten, die eine direkte hemmende Wirkung
auf WNT-Proteine haben, indem sie an deren Rezeptoren binden. Die WNT-Proteine selbst
beinhalten eine grolle Familie von extrazellularen Signalmolekilen mit entscheidender
Bedeutung fur die Embryogenese und eine Vielzahl an normalen und pathologischen

Entwicklungsprozessen (Wodarz & Nusse 1998). Wifl kommt bei erwachsenen Mausen



vorrangig im Herz, in der Lunge und neuronalen Geweben vor, aber auch im Auge und
Gehirn. Beim Menschen findet eine Expression im Gehirn, im Knorpelgewebe, in der Lunge
und stark in der Retina statt (Hsieh et al. 1999, Hunter et al. 2004). Das Protein enthalt eine
WIF-Doméane und finf Epidermal growth factor (EGF)-like Domanen und soll in die
Segmentation des Mesoderms involviert sein (Hsieh et al. 1999). Es agiert auRerdem als
Tumorsuppressor-Gen und ist in vielen Krebsarten herunter reguliert oder sogar
epigenetisch ,stumm® geschaltet (Wissmann et al. 2003, Lin et al. 2007). In einer in silico
Analyse des humanen Muskelsekretoms wurde es bereits als sezerniert beschrieben
(Bortoluzzi et al. 2006). Bisher sind keine Informationen zur Wirkung von WIF1 in Muskel-
und Fettgewebe verfiigbar, es existieren lediglich Hinweise darauf, dass das Adipokin
Adiponectin einen Einfluss auf die WIF1-Expression hat (Liu et al. 2008). AuRerdem wurde
WIF1 vor kurzem im Zusammenhang mit der intramuskularen Fettablagerung bei Rindern
genannt. Es soll mit peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
(PPARGCI1A), einem Transkriptionsfaktor im Fett- und Muskelstoffwechsel, assoziiert sein
(Ramayo-Caldas et al. 2014). Die eigenen Untersuchungen ergaben jedoch keine messbare
Expression des Gens im bovinen Skelettmuskel, was seine Bedeutung flir die
Kdérperzusammensetzung beim Rind unwahrscheinlich macht.

Auch CIDEC stellte ein aussichtsreiches Gen dar, da es einen Myokin-Score von 5 aufwies
und in einem QTL-Abschnitt liegt, der mit der Marmorierung von Rindfleisch in Verbindung
gebracht wird. CIDEC gehért zur CIDE-Familie und besitzt eine regulatorische N-terminale
und eine katalytische C-terminale Domane, wobei die letztere ausschlaggebend flr dessen
Funktionalitat ist (Li et al. 2009). Das CIDEC Gen, auch bekannt als CIDE3 beim Menschen
oder fat specific protein of 27 kDa (Fsp27) in Nagetieren, tragt zur Steuerung der Apoptose
und der Adipogenese bei (Kim et al. 2008). Es ist ein Modulator der Lipidtropfenformation,
der fUr die optimale Einlagerung von Triglyceriden in Adipozyten notwendig ist (Puri et al.
2007). Von Danesch et al. wurde es schon im Jahr 1992 als fettzellspezifisches Markergen
charakterisiert und aufgrund seines Zusammenspiels mit CEBPs und anderen CEBP-like
Proteinen als Regulator der adipogenen Differenzierung diskutiert. Einige veréffentlichte
Studien zeigten auch die direkte Beeinflussung der CIDEC-Expression durch den
Transkriptionsfaktor PPARG, der als Masterregulator der Differenzierung von Adipozyten gilt
(Kim et al. 2008, Matsusue et al. 2010). Die GroRRe von Lipidtropfen in humanen Zellen
nimmt mit steigendem CIDEC mRNA-Level dank Insulin zu. Folglich lasst die insulin-
induzierte Vergrélerung der Fettvakuolen mit dem Abbau des Gens deutlich nach (lto et al.
2010). Es wird Uberdies vermutet, dass Cidec mit der mitochondrialen Funktion assoziiert ist,
weil Tiere mit ausgeschaltetem Gen einen erhdhten Energieumsatz haben und vor
Ubergewicht und Insulinresistenz geschutzt sind (Nishino et al. 2008). CIDEC ist mit hoher

Wabhrscheinlichkeit auch in den porcinen Lipidstoffwechsel involviert (Li et al. 2009).



Aulerdem lassen aktuelle Arbeiten einen Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen
und Fleischqualitdtsmerkmalen vermuten (Wang et al. 2013, Mei et al. 2015). Trotz der
zahlreich publizierten Bedeutung von CIDEC in der Lipogenese, wurde es nicht Uber die
Konsensliste fir Adipokine herausgefiltert. Daher ist es sehr unwahrscheinlich, dass es
sezerniert wird. Genexpressionsunterschiede im MLD der F,-Bullen mit niedrigem und
hohem IMF-Gehalt lassen CIDEC jedoch weiterhin als aussichtsreichen Kandidaten
erscheinen, sodass vertiefende Untersuchungen erfolgen werden.

Fiar die Auswahl von THBS4 sprachen in dem Fall sein Myokin-Score von 5 und seine
differente Expression im bovinen Skelettmuskel in den Arrays. Dariber hinaus steht das Gen
Uber seinen QTL mit der bovinen Fettverteilung im Zusammenhang. THBS4 ist ein adhasives
Glykoprotein der extrazellularen Matrix, welches hauptsachlich in Sehnen und Muskeln
vorkommt (Hauser et al. 1995), aber auch in neuronalen Geweben (Arber & Caroni 1995).
Als Mitglied der Thrombospondine vermittelt es vorrangig Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen und moduliert die EZM infolge von Gewebezerstorung. Neueste Studien
beschaftigen sich hauptsachlich mit der funktionellen Charakterisierung von Thbs4 (Frolova
et al. 2014). Aufgrund seiner Stressinduzierbarkeit wurde allerdings auch schon seine
Bedeutung als Schutzfaktor vor einem Myokardinfarkt in Betracht gezogen (Brody et al.
2015). Die Lokalisation des Proteins im Skelettmuskel wurde bisher im interstitiellen
Zellbereich, im sogenannten Perimysium, von Ratten nachgewiesen (Arber & Caroni 1995).
THBS4 wurde auch in Endothelzellen, glatten Muskelzellen von GefaRwanden und im
Endomysium gefunden (Stenina et al. 2003, Frolova et al. 2014). Es ist bekannt, dass
THBS4 sezerniert wird (Bortoluzzi et al. 2006), allerdings gibt es bisher keine Beweise fur
dessen Zirkulation im Blut. Die Ergebnisse von Timmons et al. (2005) sprechen fir eine
Belastungsinduktion des Gens. Es konnte eine erhéhte Expression im menschlichen Muskel
nach sechs Wochen Training festgestellt werden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit nimmt Thbs4
einen hohen Stellenwert im Metabolismus ein, denn bei Mausen mit einem Gen-KO traten
eine veranderte Morphologie des Muskels, ein gestorter Stoffwechsel in roten
Skelettmuskelfasern sowie Herzschwache auf (Frovola et al. 2014). Obwohl THBS4 auf dem
Array zwischen den Rinderrassen JB und CH signifikant reguliert war, wurde das Gen im
MLD der SEGFAM-Bullen mit differentem IMF-Gehalt nicht unterschiedlich exprimiert. Da
THBS4 laut Literatur ein Myokin sein konnte (Bortoluzzi et al. 2006), sollte dessen
exprimierender Zelltyp im bovinen MLD identifiziert werden. Mit Hilfe der Ergebnisse, die aus
der Analyse der mRNA aus den LCM-Proben gewonnen wurden, konnte die Genexpression
nicht eindeutig einem spezifischen Zelltyp zugeordnet werden. Ein Grund dafiir kbnnte eine
zu geringe Menge an Zellmaterial sein, die wahrend der LCM gesammelt wurde. Zudem
wurde die Moglichkeit erwogen, dass es sich bei THBS4 um ein Adipo-Myokin handeln

koénnte. Die Lokalisation des THBS4-Proteins durch immunhistochemische Farbungen in den



Serienschnitten des bovinen MLD zeigte allerdings deutlich, dass die Fettzellen per se nicht
THBS4-postiv sind. Ein Fluoreszenzsignal konnte im Bereich der Bindegewebszellen und
zwischen den Muskelzellen abgebildet werden. Da die Markierung sehr diffus um den
Zellkern herum auftrat, war die Zuordnung zu einem bestimmten Zellorganell nicht gegeben.
Das diffuse Signal auf Proteinebene kdnnte die unklaren Resultate der zelltypspezifischen
MRNA-Expression teilweise erklaren. Mit der LCM kann zwar gewahrleistet werden, dass die
gesammelten Muskel- und Fettzellen frei vom jeweiligen anderen Zelltyp sind, jedoch kénnen
in beiden Fraktionen die wesentlich kleineren Zellen aus der EZM enthalten sein. Diese
lassen sich mit der Methode nicht trennen. Besonders Zellen der EZM, in denen das THBS4-
Protein eindeutig detektierbar war, sind oft schwer von Adipozyten zu unterscheiden und
kénnen daher flir eine falsch-positive Genexpression verantwortlich sein. Wenn also die
EZM-Zellen die Expression verursachen, sind die Ergebnisse der Immunhistochemie mit den
Expressionsresultaten der Zelltypen vereinbar. Ob das Protein in den Blutgefalen des
Interstitiums vorkommt, sollte die Kapillarfarbung des bovinen Muskelquerschnitts klaren. Die
Kapillaren konnten als ein Ort der Genexpression von THBS4 auf Proteinebene
ausgeschlossen werden. Das THBS4-Protein konnte daflir im Plasma der 20 untersuchten
Bullen gefunden werden. Im Skelettmuskel zeigte nur ein Tier eine markierte Proteinbande.
Es kann gemutmal3t werden, dass die =zufdlig enthommene Probe des MLD
aullergewodhnlich viel Bindegewebe enthielt, was zu einer verstarkten THBS4-Proteimenge
fuhrte. Daraus kann zusammenfassend geschlussfolgert werden, dass THBS4 sezerniert
wird und in der interstitiellen Umgebung von Fett- und Muskelzellen, jedoch nicht in den
Kapillaren, nachweisbar ist. Fur die metabolische Einordnung von THBS4 sind noch weitere
Untersuchungen notwendig.

Die ausflhrliche Charakterisierung von THRSP liel} sich vorrangig durch die hohen
Expressionsunterschiede im MLD der F,-Bullen begrinden, die dem Array und einer
weiteren Transkriptomanalyse zu entnehmen waren. Zahlreiche Hinweise aus der Literatur
zur differentiellen Expression bei Rindern rechtfertigten seine Auswahl zusatzlich (Wang et
al. 2009, Graugnard et al. 2010, de Jager et al. 2013, Hudson et al. 2015). Thrsp wurde
erstmals 1981 als kleines saures Protein von Seelig et al. entdeckt und als Spot 14 (S14)
bezeichnet. Die Autoren fanden das Protein bei einer 2D-Gelanalyse nach einer in vitro
Translation hepatischer RNA von Ratten, die mit verschiedenen Dosen von Triiodthyronin
(T3) behandelt worden waren. Thrsp wird in der Leber, Brustdrise und im weiRen und
braunen Fettgewebe exprimiert (Seelig et al. 1981, Jump & Oppenheimer 1985) und ist im
Zellkern und Zytosol angesiedelt (Tao & Towle 1986, Kinlaw et al. 1989, Kinlaw et al. 1992).
Es wird vermutet, dass es bei Nagern den zellularen Gehalt an lipogenen Enzymen, wie z.B.
Fettsduresynthase (FAS), in Hepatozyten (Clarke et al. 1990, Kinlaw et al. 1995) und in
Adipozyten (Freake & Moon 2003) steigert. Es gibt auRerdem auch Studien zur THRSP-



Expression beim Menschen. Kirschner und Mariash (1999) beobachteten zwar keine
Korrelation zwischen dem BMI und der basalen THRSP-mRNA, fanden aber starke
Regulationsunterschiede  der mRNA-Menge  zwischen  normalgewichtigen  und
Ubergewichtigen Probanden nach einer Fastenperiode. Eine weitere Untersuchung lasst
vermuten, dass humanes THRSP invers mit Ubergewicht assoziiert ist (Ortega et al. 2010).
Obwohl die Regulation von THRSP im Lipidstoffwechsel und beeinflussende Faktoren
bereits etabliert sind (Kinlaw et al. 1995, Moisa et al. 2014, Vahmani et al. 2014), missen die
ablaufenden Signalwege noch aufgeklart werden. In den letzten Jahren lag der
Forschungsschwerpunkt im Humanbereich jedoch vorrangig im Zusammenhang des Gens
mit Krebs (Kinlaw et al. 2006, Donnelly et al. 2009). Beziiglich der Expression bei Rindern
erlangte das THRSP-Gen im Jahr 2005 erstmalig Aufmerksamkeit aufgrund seiner erhéhten
mMRNA-Menge im MLD der Rasse Japanese Black mit einer verstarktem Marmorierung im
Vergleich zur Milchrindrasse Deutsche Holstein (Wang et al. 2005). Kurz darauf wurde die
Beteiligung von THRSP an der Regulation der Milchfettsynthese im Euter festgestellt und
dessen Expression in Fettgewebe, Leber und Muskel in Abhangigkeit von verschiedenen
Diaten nachgewiesen (Harvatine & Baumann 2006). Einen weiteren Hinweis darauf, dass die
THRSP-mRNA-Spiegel im Skelettmuskel von Rindern durch die Futterungsintervention
beeinflusst werden, lieferten Graugnard et al. (2010). Die Lokalisation von THRSP in einem
grolRen QTL-Intervall, das mit Schlachtkdérperqualitdt assoziiert wird, unterstitzt den
moglichen Zusammenhang des Gens mit der Kérperzusammensetzung beim Rind (McClure
et al. 2010). Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde seine gesteigerte Genexpression immer in
Rinderrassen mit einem héheren IMF-Gehalt gefunden (Wang et al. 2009, de Jager et al.
2013, Hudson et al. 2015). Um neue Biomarker fur die Ablagerung von IMF zu identifizieren,
analysierten Wang et al. (2009) bereits das Muskeltranskriptom von Farsen zweier
Rinderkreuzungen mit extrem abweichendem IMF-Gehalt. Die THRSP-Expression wurde in
Muskelbiopsieproben zu sechs unterschiedlichen Zeitpunkten (3. bis 30. Lebensmonat)
gemessen. Es zeigte sich eine starke Korrelation der mRNA-Menge mit dem IMF-Gehalt zu
den spaten Zeitpunkten der Gewebeentnahme. Daraufhin wurde THRSP als potentielles
Kandidatengen postuliert, um die Marmorierung des Fleisches vorherzusagen (Wang et al.
2009). Um aufzuklaren, ob tatsachlich eine Beziehung zwischen der THRSP-mRNA-
Expression und dem IMF-Gehalt von Rindern besteht, wurde in der vorliegenden Arbeit eine
umfassende Analyse des THRSP-Gens und Proteins vorgenommen. Dazu wurde zunachst
eine vergleichende quantitative Analyse der THRSP-mRNA-Menge in bovinen Geweben
durchgefiihrt. Bereits ermittelte Expressionsunterschiede im MLD (Komolka et al. 2014c)
wurden hier bestatigt und mogliche Ursachen analysiert. Da potentiell genregulierende SNPs
fur die differente Expression verantwortlich sein kénnten, wurde eine ausflhrliche

Sequenzierung der genomischen DNA vorgenommen. Bei der DNA-Sequenzierung wurden



zwei annotierte SNPs, ¢.88G>A und c¢.194C>T, gefunden. Diese befanden sich bei den
Bullen der untersuchten SEGFAM-Population im vollstandigen Kopplungsungleichgewicht.
La et al. (2013) und Oh et al. (2014) konnten im Gegensatz dazu in koreanischen Hanwoo-
Rindern keine Kopplung der SNPs feststellen. Beide SNPs waren nicht mit dem IMF
assoziiert. Das entspricht den Erkenntnissen der publizierten Daten, denn bisher sind
Einflisse der SNPs lediglich auf Milch- und Proteinertrag (Fontanesi et al. 2014), die
Fettmenge der Milch (Mancini et al. 2013, Fontanesi et al. 2014), die
Wasserbindungskapazitat und Zartheit (Zhang et al. 2009) sowie Fettsdureparameter des
Skelettmuskels bekannt (Saatchi et al. 2013, Oh et al. 2014). Auch zwischen dem neu
identifizierten SNP (c.*695T>C) und dem IMF-Gehalt konnte kein Zusammenhang hergestellt
werden. Da keine genomischen Ursachen fir die differente Expression von THRSP
gefunden werden konnten, sollte der Zelltyp identifiziert werden, der fir die Genexpression
im MLD verantwortlich ist. Auf diese Weise sollte geklart werden, ob die erhdhte mRNA-
Menge von THRSP im Skelettmuskel von den Bullen der F,-Population mit héherem IMF auf
eine grolere Anzahl an Adipozyten in der Probe zuriickzufiihren ist. Ein mRNA-Vorkommen
von THRSP konnte ausschlieRlich in Fettzellen, aber nicht in Muskelfasern detektiert
werden. Die Expressionsergebnisse weisen also darauf hin, dass sich die Unterschiede in
der mRNA-Konzentration von THRSP im bovinen Skelettmuskel mit variablem IMF-Gehalt
aus der Anzahl der THRSP-exprimierenden Adipozyten ergeben. Die THRSP-Expression
scheint parallel zur Anzahl der ausdifferenzierten Adipozyten im Skelettmuskelgewebe
anzusteigen. Den Genexpressionsunterschieden aus der Studie von Wang et al. (2009) liegt
also mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Mengeneffekt zugrunde. Anschlielend wurden das
Vorkommen und die zelluldre Lokalisation des THRSP-Proteins in bovinen Geweben
Uberpruft. Bisher konnte das THRSP-Protein nur in der Leber von Labornagern, in Zelllinien
und humanen Adipozyten nachgewiesen werden (Brown et al. 1997, Chou et al. 2007,
Ortega et al. 2010). In den bovinen Serienschnitten des Skelettmuskels, die auch fir die
LCM verwendet wurden, konnte THRSP nur in den Zellkernen von Adipozyten und
interstitiellen Zellen detektiert werden. Auch in den bovinen Gewebequerschnitten des SCF,
der Leber und des MLD konnte das Protein nur in den Nuklei von Fettzellen,
Bindegewebszellen und von Zellen im Periportalfeld, jedoch nicht in Zellkernen von
Muskelfasern und Hepatozyten, nachgewiesen werden. Um die Kernlokalisation des
THRSP-Proteins zu untermauern, wurde zusatzlich eine Fraktionierung der Gewebeproteine
durchgefiihrt. Auch dabei konnte das Protein deutlich der Nuklearfraktion von Leber und
subkutanem Fett zugeordnet werden. Da das Proteinvorkommen sich generell auf die
Zellkerne beschrankte, liegt die Vermutung nahe, dass THRSP nicht sezerniert wird. Diese
Annahme stimmt mit den Angaben der Protein-Datenbank UniProt Uberein, wo THRSP als

vermutlicher Transkriptionsregulator beschrieben ist.



Um zu Uberprifen, ob das Gen nur in reifen Adipozyten vorhanden ist, wurde dessen
Expression im Verlauf der Differenzierung von 3T3-L1-Zellen ausgewertet. Das Ermitteln der
mRNA-Menge der hier mitgefuhrten Markergene diente der Einordnung der Ergebnisse in
den Ablauf der Adipogenese. Die Signale der Markerproteine (DLK1, CEBPB) und des
THRSP-Proteins, die durch immunzytochemische Farbungen in der 3T3-L1-Zelllinie
hervorgerufen wurden, waren weitgehend Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der
relativen mRNA-Expression der dazugehdrigen Gene. DLK1 wurde zu Beginn des
Differenzierungsprozesses am hdéchsten exprimiert, sank dann in der Expression und scheint
letztendlich auf einem gewissen Grundlevel zu stagnieren. Weil auch bis zum Versuchsende
immer noch Praadipozyten in der Zellkultur vorkommen oder auch nicht alle Vorlauferzellen
das Potential zur Reifung besitzen, tritt der Praadipozytenmarker sowohl auf mRNA- als
auch auf Proteinebene durchgangig auf. Abbildung 23 verdeutlicht allerdings, dass Zellen,
die bereits Fett eingelagert haben, oft kein Farbsignal mehr zeigen. Uber komplexe
Signalkaskaden inhibiert DLK1 die Adipogenese und gleichzeitig die Transkription von
CEBPB. Ein supprimierender Transkriptionsfaktor muss erst herunter reguliert werden, damit
die Adipozytendifferenzierung fortschreiten kann (Sul 2009). Obwohl CEBPB wahrend der
adipogenen Differenzierung nur in einem frilhen Stadium aktiv ist, war sein mRNA-
Vorkommen uber den gesamten Differenzierungszeitraum von 19 Tagen recht konstant. In
3T3-L1-Zellen wird CEBPB innerhalb von zwei bis vier Stunden durch die Induktion der
Differenzierung exprimiert und erreicht sein Maximum nach vier Stunden. Zwei Tage nach
der Differenzierungsinitiation beginnt die mRNA-Menge wieder zu sinken (Lane et al. 1999).
Nicht jede Zelle befindet sich jedoch im Verlauf der Differenzierung im gleichen
Entwicklungszustand. Der transiente Anstieg gleicht sich in den verschiedenen vorhandenen
Zellstadien hochstwahrscheinlich aus und der mRNA-Gehalt war daher auf einem
gleichbleibenden Level messbar. In der Genexpression von CEBPB wahrend der
Differenzierung der primaren bovinen stromavaskularen Zellen war dagegen ein markanter
Abfall der mRNA-Menge zu verzeichnen. Auch in den Fluoreszenzaufnahmen der 3T3-L1-
Zelllinie war der Theorie entsprechend eine deutliche Abnahme der CEBPB-positiven
Zellkerne nach 21 Tagen Differenzierung wahrzunehmen. Je gréRRer die Lipidtropfen in den
Zellen, desto schwacher das Farbsignal. Die Genexpressionen von Fabp4 und Thrsp stiegen
in der Zelllinie sowie in der bovinen Primarkultur erst deutlich bei Vorhandensein von reifen
Adipozyten an. Diese Tatsache passt gut zur Prognose, dass beide Gene erst bei
begonnener Fettansammlung messbar sind. Wenngleich Thrsp eine niedrige, aber deutlich
zunehmende mRNA-Konzentration mit dem Auftreten von Lipidtropfen zeigte, konnte das
Thrsp-Protein immunhistochemisch in den 3T3-L1-Zellen nicht eindeutig nachgewiesen
werden. Da schon die mRNA-Konzentration am Detektionslimit gemessen wurde, kénnte die

Proteinmenge folglich noch unter der Nachweisgrenze gelegen haben. Insgesamt sind die



vorliegenden Ergebnisse ein klarer Beleg fur die Expression von THRSP im bovinen
Fettgewebe auf mRNA-und Proteinebene. Uber eine THRSP-mRNA-Expression in diversen
bovinen Organen (u.a. Fettgewebe, Leber, Skelettmuskel) wurde zwar bereits berichtet
(Harvatine & Baumann 2006), aber Daten zum exprimierenden Zelltyp, zur subzelluldren
Lokalisation oder Genexpression auf Proteinebene in Rindern waren bislang nicht verfiigbar.
Hier konnte erstmals gezeigt werden, dass THRSP von ausdifferenzierten Adipozyten,
jedoch nicht von Myozyten, exprimiert wird. THRSP ist somit ein Marker fir die steigende
Anzahl an Fettzellen, nicht aber an der Adipozytenvermehrung selbst beteiligt. Es konnte
daruber hinaus gezeigt werden, dass auch das THRSP-Protein im heterogenen bovinen
Skelettmuskel nur in Adipozyten und Fettgewebs-assoziierten Zellen vorkommt, aber nicht in
Myozyten. Dass THRSP immunhistochemisch hauptsachlich in Zellkernen lokalisiert und
darUber hinaus nur in der nuklearen Fraktion des Proteins quantifiziert werden konnte,
unterstltzt die These, dass es sich bei THRSP um einen Transkriptionsfaktor der
Adipogenese handelt, jedoch nicht um ein sezerniertes Adipokin bzw. Myokin.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die gewahlte Kombination von
Genexpressionsanalysen Uber RT-gPCR und Western Blot mit immunhistochemischen
Verfahren, der Lasermikrodissektion sowie Zellkulturmodellen geeignet ist, potentielle
Adipokine und Myokine als solche zu verifizieren bzw. zu verwerfen. Fur eine funktionelle
Untersuchung solcher Faktoren bieten Zellkultursysteme gute Voraussetzungen.
Kommerziell verfugbare Systeme bestehen jedoch Uberwiegend aus immortalisierten
Tumorzelllinien, die die Verhaltnisse unter physiologischen Bedingungen nur teilweise
widerspiegeln. Weiterhin sind oft gravierende Speziesunterschiede zu verzeichnen, die eine
Untersuchung von Kandidatengenen in Zellen der betrachteten Zielspezies erforderlich

machen. Priméare Zellkulturen sind entsprechend das Mittel der Wahl.

5.3 Etablierung von primaren bovinen Zellkulturmodellen zur funktionellen
Untersuchung von potentiellen Adipokinen und Myokinen

Es ist sehr wenig Uber die selektive Steuerung der Fettablagerung in die gewinschten
Depots, wie das IMF bei Rindern, bekannt. Das Verstandnis der Biologie von Praadipozyten
und Adipozyten ist deshalb unerlasslich, um die Schlachtkérperzusammensetzung zu
beeinflussen. Nur mit Hilfe von primaren in vitro Zellkulturmethoden kénnen Fettzellen unter
kontrollierten Bedingungen studiert werden. Die Differenzierung von bovinen Praadipozyten
zu Adipozyten unterliegt der Beteiligung und dem komplexen Zusammenspiel von
zahlreichen Hormonen und Wachstumsfaktoren. Wahrenddessen verandern sich die
Genexpression und die Morphologie der Zelle (Hausman et al. 2009, Poulos et al. 2010). Die
spezifischen Mediumkomponenten, die fur die Differenzierung bendtigt werden, variieren

zwischen den Spezies (Lengi & Corl 2010). Das Schicksal der Adipozyten-Vorlauferzellen



hangt aber von der Konvergenz multipler Faktoren ab, inklusive der Zelladhasion an die
umliegende EZM oder zu benachbarten Zellen, neuraler Signale und der Verfugbarkeit von
Makro- und Mikronahrstoffen (Hausman et al. 2009, Hausman 2012). Die 3T3-L1-Zelllinie ist
das am besten charakterisierte und verlasslichste Modell fir die Untersuchung der
Praadipozytendifferenzierung. Ein Cocktail aus Serum, das mehrere Hormone und
Wachstumsfaktoren liefert; Insulin, Glukokortikoiden (meist Dexamethason) und
Isobutylmethylxanthin (IBMX); ist ausreichend fiir die Differenzierung von 3T3-L1-Zellen
(Fernyhough et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte ein zufriedenstellendes
Differenzierungsergebnis der murinen Zelllinie sogar nur mit Serum und Insulin erreicht
werden. Damit wurden die Kultivierungsbedingungen so natirlich wie mdglich gestaltet.
Obwohl es einige Studien gibt, die eine erfolgreiche Differenzierung von primaren bovinen
Praadipozyten beschreiben (Wu et al. 2000, Hirai et al. 2007, Lengi & Corl 2010, Tokach et
al. 2015), konnte hier kein ausreichend reproduzierbares Protokoll etabliert werden. Es
wurden zahlreiche Differenzierungsmedien und Zusatze ausgetestet (siehe Anhang B), die
entweder laut Literatur die Einlagerung von Lipidtropfen in Adipozyten fordern sollen oder die
nach eigenen Beobachtungen weiter modifiziert wurden. Haufig wurden dabei kleine
Vakuolen beobachtet, die anfangs irrtiimlich fir Fetttropfen gehalten wurden. Diese konnten
jedoch nicht mit Olrot angefarbt werden. Auch Wei et al. (2013) haben solche leeren
intrazelluldren Vesikel in bovinen Primarzellen gefunden. lhre Untersuchungen weisen
darauf hin, dass diese Vesikel intakt sind und von einer Phospholipidschicht umgeben
werden. Sie dienen eventuell der spateren Speicherung von Lipiden. Das vorldufig beste
Ergebnis wurde mit einem serumfreien Medium; supplementiert mit Dexamethason, IBMX,
ITS und Olsaure; erzielt. In primaren Zellkulturen gibt es groRe Unterschiede beziglich der
Agenzien, die fur die adipogene Induktion von stromavaskularen Zellen bendtigt werden
(Poulos et al. 2010). Bovine Primarzellen sind sehr anspruchsvoll und brauchen in der Regel
mehr stimulierende Zusatze als porcine Zellkulturen (Wei et al. 2013). Obwohl Serum als
unverzichtbar fir den Differenzierungsprozess beschrieben wird (Hausman et al. 2009),
wurden hier vor allem serumfreie Bedingungen getestet. Der Effekt von putativen Myokinen
auf die Entwicklungsstadien der Adipozyten kann nur Uber die externe Zugabe dieser
Faktoren Uberpriift werden. Serum enthalt eine Menge an Komponenten und Signalpeptiden,
die meist in unbekannten Konzentrationen bzw. Wirkbeziehungen auftreten. Da das Risiko
der Wechselwirkung zwischen Serum und biochemischen Botenstoffen besteht (Will et al.
2012, 2013), sollte auf Serum maoglichst verzichtet werden. Dass eine Differenzierung von
stromavaskularen Zellen zu lipidgefiillten Adipozyten auch ohne Serum funktioniert, haben
Hauner et al. (1989) bereits vor Uber 25 Jahren anhand von humanen Primarzellen
bewiesen. Auch Grant et al. (2008) haben zur Differenzierung von bovinen stromavaskularen

Zellen serumfreies Medium eingesetzt. Um die natirliche Variation in Rinderpopulationen zu



reprasentieren, wurden fur die Durchfuhrung der Differenzierungsexperimente isolierte
stromavaskulare Zellen verschiedener Tiere genutzt. Dabei konnte festgestellt werden, dass
es grofde tierindividuelle und depotspezifische Unterschiede gibt, was das Wachstums- und
Differenzierungspotential der Zellen betrifft. Lengi & Corl (2010) machten diesbezlglich
ebenfalls die Beobachtung von starken Tier-zu-Tier-Variationen. Als mogliche Begrindung
gaben sie an, dass viele Faktoren, wie Rasse, Geschlecht, Alter, Reproduktionsstatus und
Kérperzustand, daflir verantwortlich sein koénnten. Dass sich das Ausmall der
stromavaskularen Differenzierung in der Zellkultur in Abhangigkeit vom Fettgewebsdepot
unterscheidet, wurde auch schon an bovinen Zellkulturen gezeigt (Ortiz-Colén et al. 2009).
Der Anteil der differenzierungsfahigen Zellen variiert ebenso zwischen den Spezies
(Fernyhough et al. 2008, Poulos et al. 2010, Hausman et al. 2014). Auch die Einsaatdichte
wird als Stellgrofle der adipogenen Differenzierung diskutiert. In einigen Arbeiten wird
berichtet, dass eine hoéhere Zellzahl bei der Einsaat den Differenzierungsprozess verbessert
(Lengi & Corl 2010, Wei et al. 2013). Durch die kleinere Anzahl an Zellteilungen, die bis zur
Konfluenz nétig sind, soll das Differenzierungsvermoégen noch groRer sein. Aus diesem
Grund wurden in den hier durchgeflihnrten Testprotokollen ebenfalls verschiedene
Einsaatdichten ausprobiert. Es konnten allerdings keine auffalligen Unterschiede
wahrgenommen werden. Daruber hinaus erschwert die begrenzte Ausbeute bei der
Isolierung von Primarzellen die Anzahl der durchfihrbaren Experimente. Ein mehrfaches
Passagieren, was unumganglich ist, um Zellen zu vermehren, setzt das
Differenzierungspotential allerdings noch weiter herab. Dementsprechend schwierig ist es,
einen Versuchsaufbau unter identischen Bedingungen einige Male zu wiederholen und eine
Aussage Uber die Reproduzierbarkeit zu treffen. Mit Hilfe einer Zelllinie, wie den murinen
3T3-L1-Zellen, kann ein ausreichend grolier Zellbestand angelegt werden, auf den
zurlckgegriffen werden kann und der aus nur einem Zelltyp besteht. Wahrend die
Erforschung eines bestimmten Zelltyps den Vorteil hat, dass neue Signalwege und Molekile
entdeckt werden kénnen (Poulos et al. 2010), birgt die Nutzung von immortalisierten bzw.
klonierten Zellen allerdings auch immer die Gefahr einer unerwarteten bzw. unbekannten
Veranderung der interessanten Signalkaskaden (Lengi & Corl 2010). Primarkulturen
bestehen hingegen aus multiplen Zelltypen und haben daher langfristig einen hdheren
pradiktiven Wert fir die Erforschung der in vivo Situation (Poulos et al. 2010). Ein weiterer
Vorteil der stromavaskularen Zellen ist deren unmittelbare Gewinnung aus ihrem nattrlichen
Gewebeumfeld aus verschiedenen Spezies und Fettdepots, aber auch dass der
Entnahmezeitpunkt auf Parameter wie Alter und Reproduktionsstatus abgestimmt werden
kann. Zellen von etablierten Zelllinien fehlt die vorangegangene Exposition mit Botenstoffen
aus dem lebenden Organismus (Poulos et al. 2010). Generell unterscheiden sich die

Transkriptionsprofile der exprimierten Gene wahrend der Adipogenese zwischen in vitro und



in vivo Proben (Soukas et al. 2001). Die Erkenntnisse aus einem Zellkulturmodell sind daher
nur begrenzt und unter Vorbehalt auf den anderen Modelltyp Ubertragbar. CEBPs und
PPARs spielen bekanntlich eine grofle Rolle in der Fettgewebsentwicklung in vivo und der
Adipozytendifferenzierung in vitro (Ailhaud 1999). In einer Studie mit 3T3-L1-Zellen wird die
Differenzierung als Resultat einer fortlaufenden Expression von Transkriptionsfaktoren
beschrieben (Hishida et al. 2009). Sie beginnt zunachst mit dem transienten Anstieg der
CEBPB- und CEBPD-Expression. Darauf folgt die Genexpression von CEBPA und PPARG.
Untersuchungen an primdren Zellen haben stark abweichende Expressionslevel der
genannten Faktoren gezeigt. In bovinen stromavaskularen Zellen, z.B., wurde eine PPARG-
und CEBPA-Expression schon vor der Initiation der Adipogenese beobachtet (Hausman et
al. 2009). Auch reife Adipozyten werden zunehmend als Modellzellen verwendet. Sie sind
zwar nicht mehr adharent und schwimmen im Kulturmedium, konnen aber trotzdem isoliert
werden und wertvolle Informationen hinsichtlich der Adipogenese bereitstellen (Fernyhough
et al. 2004). Ausgereifte Fettzellen geben ihre Lipide ins Medium oder an Tochterzellen ab
(Chen et al. 2009, Fernyhough et al. 2004, 2005) und kehren in vitro in einen proliferativen
Zustand zurtick (Fernyhough et al. 2005; Wei et al. 2012, Wei et al. 2013). Sogenannte
dedifferenzierte Fettzellen bzw. proliferative Tochterzellen haben die Fahigkeit, erneut zu
lipid-assimilierenden Adipozyten zu redifferenzieren (Fernyhough et al. 2008, Wei et al.
2013), adipogene regulatorische Faktoren zu produzieren (Taniguchi et al. 2008) und in
andere Zelltypen zu transdifferenzieren (Sakuma et al. 2009). Ein prinzipieller Ansatz, der
aktuell angewendet wird, um reife Adipozyten zu isolieren, ist die ,ceiling“ Kulturmethode
(Fernyhough et al. 2004, Wei et al. 2013). Diese basiert auf den Auftriebseigenschaften, die
lipid-gefiillte Adipozyten besitzen (Sugihara et al. 1986). Diese Methode bringt jedoch einige
Schwierigkeiten mit sich und ist noch optimierungswurdig, denn zahlreiche Fettzellen gehen
wahrend des Prozesses verloren und es sind noch zu viele Fremdzellen vorhanden (Wei et
al. 2013). Aulerdem ist der Prozess der Dedifferenzierung und der anschlieBenden
Redifferenzierung sehr zeitaufwandig und die Ausbeute im Verhaltnis sehr gering.

Insgesamt bedarf die Etablierung von gut funktionierenden und reproduzierbaren primaren
bovinen Zellkulturmodellen noch weiterer Optimierung. Die Kenntnisse aus der Arbeit mit
Rinderadipozyten koénnten einen doppelten Nutzen haben, sowohl fir die nachhaltige
Fleischproduktion als auch fiir Aspekte der menschlichen Gesundheit (Dodson et al. 2010b).
Auf der Suche nach einem weiteren geeigneten Alternativmodell fiir die bovine primare
Adipozytenkultur, das die in vivo Bedingungen besser widerspiegelt, wurde die Explantkultur,
orientiert an einer Studie mit humanem Fettgewebe von Carswell et al. (2012), entwickelt.
Dazu wurde ausdifferenziertes Gewebe aus dem SCF von adulten Tieren verwendet.
Obwohl es sich auch hier um ein inhomogenes Zellgemisch handelt, sind reife Adipozyten

als Zelltyp vorherrschend und Primarspeicher fir Uberschissige Energie in Form von



Triglyceriden (Azain 2004). Es konnte gezeigt werden, dass intakte Zellen Uber einen
Zeitraum von mindestens 48 h erhalten blieben, da die Qualitat der extrahierbaren RNA nicht
wesentlich schlechter wurde. Damit ist eine wichtige Voraussetzung erfullt, um die Wirkung
von Adipokinen und Myokinen auf die Regulation relevanter Gene in Explantkulturen
untersuchen zu koénnen. Ein erster Versuch zur Wirkung von THBS4 auf adipogenese-
assoziierte Gene lasst jedoch noch keine abschlielenden Aussagen zu, dazu waren
mehrere Durchgange des Versuchs unter standardisierten Bedingungen notwendig. Auf das
Vorhandensein von Serum kann dabei verzichtet werden, denn auch unter Verwendung von
serumfreiem Kulturmedium konnten auswertbare Ergebnisse erzielt werden.

Typischerweise werden Zelllinien von Labornagern, wie Maus (C2C12) und Ratte (L6)
verwendet, um grundlegende molekulare und zellulare Prozesse des Wachstums und der
Differenzierung des Skelettmuskels zu erforschen. Obwohl Primarkulturen, die vom
Skelettmuskel stammen, oft ein Zellgemisch aus Muskelzellen und nicht-myogenen
Populationen wie Adipozyten, Immunzellen oder Fibroblasten darstellen (Baquero-Perez et
al. 2012), sind sie dennoch sehr gut geeignet, um Entwicklungsprozesse in Nutztieren zu
beschreiben, da sie die in vivo Situation besser reprasentieren als immortalisierte Zelllinien.
Einblicke in die Proliferation und Differenzierung von primaren Muskelzellen wurden
umfangreich aus Myoblastenkulturen von Végeln und Mausen gewonnen (Hembree et al.
1991). Was fleischproduzierende Tiere betrifft, existieren einige Protokolle fir die
Kultivierung von myogenen Zellen aus Schafen, Rindern (Dodson et al. 1987, Roe et al.
1989, Johnson et al. 1998) und Schweinen (Mau et al. 2008). Bovine Satellitenzellen wurden
erstmalig 1987 von Dodson et al. isoliert und kultiviert. Bei der Kultivierung von Zellen
kénnen serumhaltige und serumfreie Kultursysteme gewahlt werden. Die Entscheidung flr
eine der beiden Bedingungen ist von der Fragestellung abhangig. Analog zu den
Adipozytenkuturen ist das Vorhandensein von Serum ungunstig, wenn die Effekte hormonell
aktiver Einzelfaktoren untersucht werden sollen. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde in den
meisten Studien, die sich mit bovinen Zellkulturmodellen beschéaftigen, mit serumhaltigem
Medium gearbeitet, um die Differenzierung von Myoblasten zu mehrkernigen Myotuben zu
induzieren (Cassar-Malek et al. 1999, Rgnning et al. 2013, Lee et al. 2014). Unter definierten
serumfreien Bedingungen wurde bisher nur eine Arbeit verdtffentlicht, aus der keine
detaillierten Informationen zur Mediumzusammensetzung zu entnehmen sind (Muroya et al.
2005). Die vorhandenen in vitro Modelle fiir Rinderskelettmuskelzellen sind allgemein schwer
zu vergleichen, weil sie sich in Rasse, Muskeltyp und Alter der Tiere unterscheiden, die fir
die Isolierung der Satellitenzellen genutzt wurden. Eine Aufgabe dieser Arbeit war es, ein gut
definiertes Differenzierungsmedium und optimale Kultivierungsbedingungen fiir eine bovine
primare Myoblastenkultur zu finden. Da bereits bekannt ist, dass eine spezielle Beschichtung

mit einer Kombination aus Glykosaminoglykanen wund Faserproteinen die frihe



Differenzierung von primaren bovinen Skelettmuskelzellen verbessert (Rgnning et al. 2013),
wurden fur die hier durchgefihrten Versuche mit ECM-Gel beschichtete Platten verwendet.
Es erwiesen sich alle getesteten Differenzierungsmedien als geeignet, um die
Myotubenformation von bovinen Skelettmuskelzellen anzuregen. Das beste Ergebnis zeigte
das Protokoll mit DLI (30,92+3,43 %), welches teilweise auf den Angaben fur die Kultivierung
von proliferierenden und differenzierenden Rattenmyoblasten basiert (Allen et al. 1985).
Dieses beschriebene serumfreie Zellkultursystem bietet somit ein gutes in vitro Modell, um
Differenzierungsvorgange von bovinen Skelettmuskelzellen unter Zugabe externer Zusatze
zu erforschen. Auf diese Weise konnen potentielle unspezifische Interaktionen zwischen
zugefuhrten hormonellen Faktoren und Serumbestandteilen ausgeschlossen werden. In
einigen Studien konnte beobachtet werden, dass die Wirkungen von Molekilen auf das
Wachstum von porcinen Skelettmuskelzellen stark von den vorherrschenden
Kulturbedingungen abhangt, da Serumkomponenten mit den getesteten Substanzen
wechselwirken konnen (Will et al. 2012, 2013). Bei Untersuchungen zu den Effekten von
Adipokinen und Myokinen auf Entwicklungsprozesse im Rindermuskel sollte deshalb auf ein
serumfreies Differenzierungsmedium zurlickgegriffen werden. Erfordert das experimentelle

Design keine streng serumfreien Konditionen, kdnnen diese modifiziert werden.

5.4 Fazit

Insgesamt kann geschlussfolgert werden, dass ein globaler und bioinformatischer Ansatz bei
der Auswertung von Genexpressionsdaten verschiedener Gewebe und Spezies dazu
geeignet ist, um putative Zytokinkandidaten herauszustellen und grob in einen biologischen
Kontext einzuordnen. Somit steht eine umfangreiche Datenquelle mit neuen
Kandidatengenen zur Verfigung, die durch molekularbiologische und proteinbiochemische
Methoden verifiziert werden missen und danach unter verschiedensten physiologischen
Gesichtspunkten und experimentellen Voraussetzungen weiter untersucht werden kénnen.
Durch das in der vorliegenden Arbeit angewandte breitgefacherte Methodenspektrum
konnten potentielle Adipokine, Myokine oder Adipo-Myokine als solche beim Rind bestatigt
bzw. ausgeschlossen sowie initial charakterisiert werden. Weil flr die funktionelle
Untersuchung von solchen hormonellen Faktoren Zellkultursysteme notwendig sind, wurden
zusatzlich primare in vitro Modelle etabliert, die im Vergleich zu Zelllinien die in vivo Situation

besser reflektieren.



6 Zusammenfassung

Sowohl das Fett- als auch das Skelettmuskelgewebe werden seit einiger Zeit als wichtige
endokrine Organe betrachtet. Mit Hilfe hormonahnlicher Faktoren kdnnen beide Gewebe
auto-, para- und endokrin aktiv werden und mit inrer Umgebung kommunizieren. Adipozyten
produzieren und sezernieren sogenannte Adipokine. Myozyten setzen spezifische Molekile
frei, die als Myokine bezeichnet werden. Darlber hinaus existieren auch Adipo-Myokine, die
von Fettgewebe und Skelettmuskulatur exprimiert und ausgeschiittet werden. Obwohl in
humanen und murinen Studien bereits zahlreiche solcher Proteine identifiziert und teilweise
charakterisiert werden konnten, ist Uber deren metabolische Wirkung nur wenig bekannt.
Bezulglich ihrer physiologischen Funktionen bei Rindern sind bisher kaum Informationen
vorhanden.

Die vorliegende Arbeit umfasst eine innovative bioinformatische Strategie zur Identifizierung
neuer potentieller Zytokine, die den Muskel- und Fettstoffwechsel von Mensch, Modelltieren
und Rindern beeinflussen kénnen. Uber umfangreiche vergleichende Auswertungsmatrices
aus verschiedenen Transkriptom- und Sekretomdatensatzen von drei Spezies konnten 79
vermeintliche Adipokine, 119 putative Myokine und davon 22 Adipo-Myokine identifiziert
werden. Um die herausgefilterten Faktoren in einen biologischen Kontext einordnen zu
kénnen, wurden sie einer Ingenuity Pathway Analyse unterzogen. Dabei wurde deutlich,
dass viele regulierte Gene mit der Extrazellularmatrix und Fibrose assoziiert sind. Da solche
Prozesse fur die Korperzusammensetzung beim Rind von Bedeutung sein kénnten und
bisher kaum in diesem Zusammenhang betrachtet wurden, wurden sechs Kandidatengene
naher untersucht. Fur drei Gene war entweder keine mMRNA-Expression in
Skelettmuskelproben von Bullen mit differentem IMF-Gehalt messbar oder es gab keine
Expressionsunterschiede, sodass sie als Kandidaten ausgeschlossen wurden. Zwei
Kandidatengene (THBS4 wund THRSP) wurden mit molekularbiologischen und
proteinbiochemischen Methoden naher charakterisiert, um Erkenntnisse zur Expression auf
mRNA- und Proteinebene zu gewinnen. Dabei wurde festgestellt, dass THBS4 als klassisch
sezerniertes Protein zu den Adipo-Myokinen gezahlt werden kann. THRSP hingegen wird
offensichtlich nicht sezerniert, ist also weder Adipokin noch Myokin, und tritt erst in reifen
Adipozyten auf. Die Lokalisation in Zellkernen unterstiitzt die These, dass THRSP als
Transkriptionsfaktor wirken konnte. Aufgrund der globalen Herangehensweise bei der
speziesubergreifenden Datenanalyse wurde eine Ressource mit einer Vielzahl
uncharakterisierter Faktoren bereitgestellt, die zur Beantwortung verschiedenster
Fragestellungen in der Nutztierforschung und im medizinischen Bereich genutzt werden
kann. Durch die Etablierung von primaren bovinen Fettzell- und Skelettmuskelkulturmodellen
wurden  zusatzlich methodische Voraussetzungen geschaffen, um  funktionelle

Untersuchungen mit ausgewahlten Adipokinen und Myokinen durchzufiihren.



7 Summary

For some time adipose tissue and skeletal muscle have been recognized to be important
endocrine organs. Hormone-like factors enable both tissues to exhibit auto-, para- and
endocrine activity and communicate with their local environment. Adipocytes are known to
produce and secrete so-called adipokines. Myocytes release specific proteins termed as
myokines. Furthermore, there are also adipo-myokines which are expressed and secreted by
both adipose tissue and skeletal muscle. Although numerous molecules have been identified
and partly characterized by human and murine studies, there is very less known concerning
their metabolic actions. In cattle, the information existing about such factors and their
physiological function is rather limited.

The present work includes an innovative bioinformatic strategy to identify novel putative
proteins influencing the cross-talk between adipose tissue and skeletal muscle in humans,
laboratory rodents and cattle. To achieve this aim different transcriptome and secretome data
of three species were combined to generate common scoring matrices. In a wide
comparative analysis of differently regulated transcripts 79 potential adipokines, 119
assumed myokines and thereof 22 adipo-myokines could be identified. To classify the filtered
factors into a biological relationship, a network analysis with Ingenuity Pathway Analysis was
done. It was shown that many regulated genes were associated with extracellular matrix and
tissue fibrosis. Since such processes could be relevant for the body composition of cattle and
have poorly been considered in this context, six candidate genes were examined. For three
genes either no mRNA expression in skeletal muscle samples from bulls with different
intramuscular fat content was measurable or there were no siginificant expression
differences, so they were excluded as candidates. Two candidate genes (THBS4 and
THRSP) were further characterized using molecular biological and protein biochemical
methods to gain some knowledge of gene expression on mRNA- and protein level. The
results suggest that THBS4 as classically secreted protein can be termed as adipo-myokine.
By contrast, THRSP was obviously not secreted and is therefore neither an adipokine nor a
myokine and occurs only in mature adipocytes. The localization in the nucleus supports the
thesis that THRSP could act as a transcription factor. Due to the global approach of the
cross-species analysis a great resource consisting of an amount of uncharacterized factors
was provided. This gene pool can be useful for further investigations in different research
areas and species. The establishment of working primary bovine fat cell and muscle cell
culture models additionally created methodical prerequisites to conduct functional studies

with selected adipokines and myokines.
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Tabelle S1. Geréate und Software

Gerat/Software

Firma

Bildanalysesoftware Cell*F

Olympus, Hamburg, Deutschland

Biochem-VacuuCenter BVC 21 NT

Vacuubrand GmbH + Co. KG, Wertheim,
Deutschland

CC12 Kamera

OSIS, Minster, Deutschland

Chemocam HR-16 Imager

INTAS, Gottingen, Deutschland

CLC Main Workbench 7.0.3

CLC bio, Qiagen, Aarhus, Danemark

CO,-Brutschrank Serie CB

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Dispomix

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

DNA/DNA UV-cleaner Box

Armin Baack Bedarf und Technik fir Labor
und Medizin, Schwerin, Deutschland

DNA-Sequenziergerat ABlI PRISM 310
Genetic Analyzer

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Doppel-Gelsystem PerfectBlue™ Twin S

Peglab, VWR, Erlangen, Deutschland

Elektrophoresekammer Criterion'™ Cell

Bio-Rad, Munchen, Deutschland

Experion'" Automated Electrophoresis Station

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop DM 24000

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Nikon Microphot SA

Nikon, Disseldorf, Deutschland

Geldokumentationssystem Quantum Modell
1199 ,Super-Bright'

Peglab, VWR, Erlangen, Deutschland

Gelelektrophoresekammer H2

Biodeal, Handelsvertretung Edelmann
e.K., Markkleeberg, Deutschland

Ingenuity Pathway Analyses (IPA)

Ingenuity Systems, Redwood City, CA,
USA

Invitrogen™ Countess™ automated cell
counter

Thermo Fisher Scientific, Braunschweig,
Deutschland

iQ™5 Optical System Software

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Kryostatmikrotom CM 3050 S

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Kihlzentrifuge Biofuge stratos (Heraeus)

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langensebold, Deutschland

Kihlzentrifuge 5417R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Lablmage 1D Software

Kapelan Bio-Imaging, Leipzig, Deutschland

Laminarbox Hera safe (Heraeus)

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langensebold, Deutschland

Lasermikrodissektion MicroBeam

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen

Magnetrihrwerk mit Heizung RCT S26

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

MyiQ™2 Two Color Real-Time PCR Detection
System

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Minischuttler MR-1

Peqglab, VWR, Erlangen, Deutschland

NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer

Peglab, VWR, Erlangen, Deutschland

Netzgerat E443

Consort, Turnhout, Belgien

Netzgerat Consort EV202

Biodeal, Handelsvertretung Edelmann
e.K., Markkleeberg, Deutschland

pH-Meter HI2212

HANNA Instruments, Vohringen,
Deutschland

Phasenkontrastmikroskop Nikon Diaphot 300

Nikon, Disseldorf, Deutschland

Pipetten

Gilson International, Limburg, Deutschland

Pipettierhilfe Pipetus®

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Polytron PT 1200 E

Kinematica AG, Littau-Luzern, Schweiz




Prazisionswaage M-Pact AX423

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Quantum™ Modell 1100 ‘Super-Bright’

Peglab, VWR, Erlangen, Deutschland

QWin Bildanalysesoftware

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Reinstwasseranlage Astacus

MembraPure GmbH, Bodenheim,
Deutschland

REST 2009 Software

Qiagen, Hilden, Deutschland

Rotilabo®-Mini-Zentrifuge “Uni-Fuge”

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Semi-Dry-Blotter Trans-Blot®

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Thermocycler peqSTAR

Peqglab, VWR, Erlangen, Deutschland

Thermalmixer Tmix

Analytik Jena, Jena, Deutschland

Vortex Genius 3

IKA®-Werke GmbH, Staufen, Deutschland

Wasserbad WBT6

medingLab Temperiertechnik, Freital,
Deutschland




Tabelle S2. Alphabetische Liste der Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Artikel/Chemikalie

Firma/Vertrieb

Artikelnummer

Aceton Carl Roth GmbH, Karlsruhe CP40.2
Acrylamid/Bisacrylamid- Carl Roth GmbH, Karlsruhe A124.2
Stammldsung 30 % (29:1)

Ammoniumperoxydisulfat Carl Roth GmbH, Karlsruhe 9592.2
Ammoniumsulfid Merck KGaA, Darmstadt 5442
Amphotericin B Biochrom, Berlin A2612

Agarose Biodeal, Handelsvertretung CH1001,0500
Edelmann e.K., Markkleeberg

APS Carl Roth GmbH, Karlsruhe 9592.2
Biotin Sigma-Aldrich, Taufkirchen B4639-500MG
Bromphenolblau (Na-Salz) Carl Roth GmbH, Karlsruhe A512.1
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen A1470-25G
Calciumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe CN93.1
CelLytic MT Cell Lysis Reagent | Sigma-Aldrich, Taufkirchen C3228-50ML
Chemilumineszenz-Substrat, Thermo Fisher Scientific, 34095
SuperSignal™ West Femto Darmstadt

Collagenase | Biochrom, Berlin C1-22
Coomassie Brilliant Blau R250 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 3862.1
Countess™ cell counting Thermo Fisher Scientific C10312

chamber slides

(Invitrogen™), Karlsruhe

Cytosinarabinosid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

C1768-100MG

Deckglaser (24x40 mm) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 1870
Dexamethason Sigma-Aldrich, Taufkirchen D8893-1MG
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Carl Roth GmbH, Karlsruhe K028.1
Dimethylsulfoxid (DMSOQ) Carl Roth GmbH, Karlsruhe A994.1
Di-Natriumhydrogen- Carl Roth GmbH, Karlsruhe T877.2
phosphat-Dihydrat

Dispomix Tube M Biolabproducts GmbH, 22-970-083-M

Bebensee
DMEM (Flissigmedium) Biochrom, Berlin F0435
DMEM/F12 (Flussigmedium) PAN-Biotech, Aidenbach P04-41550
DMEM/F12 (Pulver) Sigma-Aldrich, Taufkirchen D8900
ECM Gel Sigma-Aldrich, Taufkirchen E6909
EDTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe 8043.1
Einmalspritzen Injekt® 20 ml B.Braun, Melsungen 4606205V
Eosin-Kalium Waldeck GmbH & Co. KG, 1A-486
Minster

Essigsaure (100 %) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 3738.4
Ethanol (96 %), vergallt Walter-CMP, Kiel WAL10504 9025
Ethanol (99,8 %) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 9065.3
Faltenfilter Rotilabo®, Typ 600P | Carl Roth GmbH, Karlsruhe CA21.1
Fertig-Gele, 12 % Criterion" Bio-Rad, Miinchen 5678043
TGX Stain-Free™

Filter-Pipettenspitzen (10 pl) Sarstedt, NUmbrecht 70.1130.215
Filter-Pipettenspitzen (20 pl) Sarstedt, NUmbrecht 70.760.219
Filter-Pipettenspitzen (100 pl) Sarstedt, NiUmbrecht 70.760.217
Filter-Pipettenspitzen (200 pl) Sarstedt, NUmbrecht 70.760.211
Filter-Pipettenspitzen (1000 pl) | Sarstedt, Nimbrecht 70.762.211
Fotales Kalberserum (FKS) Invitrogen (Gibco), Karlsruhe 10270-106
Glucose, D- Carl Roth GmbH, Karlsruhe 6780.1
Glutamin, L- Serva, Heidelberg 22942




Glutamin, L-, Lsg. Biochrom, Berlin K0283
Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 3783.1
Glyceringelatine Waldeck GmbH & Co. KG, 3G-031
Minster
Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 0079.3
HEPES Carl Roth GmbH, Karlsruhe 9105.3
Hoechst 33258 Sigma-Aldrich, Taufkirchen B-2883-100MG
Hydrocortison (Cortisol) Sigma-Aldrich, Taufkirchen H0888-1G
Isobutylmethylxanthin (IBMX) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 17018-100MG
Insulin (bovin) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 11882-100MG
Isoamylakohol Carl Roth GmbH, Karlsruhe T870.1
Isopropanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 6752.4
ITS Sigma-Aldrich, Taufkirchen 13146-5ML
Kaliumchlorid (KCI) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 6781.3
KH,PO, Carl Roth GmbH, Karlsruhe 3904.2
Kobaldchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen C8661-100G
Kryoréhrchen (1,8 ml) Sarstedt, NUimbrecht 72.379
Linolsdure Sigma-Aldrich, Taufkirchen L1012-100MG
Linolensaure Sigma-Aldrich, Taufkirchen L9530-5ML
Magermilchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe T145.3
Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich, Taufkirchen M7506-500G
Membranfilter Sartolab-P20 Sartorius Stedim Biotech, 18058

Plus

Géttingen

Membranobjekttrager

Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Géttingen

415190-9041-000

Mercaptoethanol, -

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

M6250-100ML

Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 4627.5
Molekulargewichtsmarker Thermo Fisher Scientific, SM1103
FastRuler Low Range DNA Darmstadt

Ladder

Molekulargewichtsmarker Thermo Fisher Scientific, 26616
PageRuler™ Prestained Protein | Darmstadt

Ladder

Natrium-Acetat Carl Roth GmbH, Karlsruhe X891.1
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 39571
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH, Karlsruhe CN30.2

Natrium-f-Glyzerophosphat

Chroma-Gesellschaft,
Kdngen

3G-057 (1996)

Na,HPO, neolLab, Heidelberg 48.101.000
Neugeborenen Kalberserum Biochrom, Berlin S 0125
(NKS)

Nylon-NetZfilter (20 pm) Merck (Millipore), Darmstadt NY2004700
Nylon-NetZfilter (30 pm) Merck (Millipore), Darmstadt NY3004700
Nylon-NetZfilter (60 pm) Merck (Millipore), Darmstadt NY6004700
Nylon-Netzfilter (180 um) Merck (Millipore), Darmstadt NY8H04700
Objekttrager Carl Roth GmbH, Karlsruhe H868
Olrot Waldeck GmbH & Co. KG, 1E-242

Minster

Olsaure-BSA-Komplex Sigma-Aldrich, Taufkirchen 03008-5ML
Pantothensaure Sigma-Aldrich, Taufkirchen P5155-100G
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH, Karlsruhe 0335.2
PCR-Platten (iQ™ 96-Well) Bio-Rad, Miinchen 223-9441
PCR-Verschlussfolien Bio-Rad, Miinchen MSB-1001
Penicillin/Streptomycin Lsg. Biochrom, Berlin A2213




Phenol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 0038.2
Pipettenspitzen (10 pl) Sarstedt, NUmbrecht 70.1130
Pipettenspitzen (200 pl) Sarstedt, NUimbrecht 70.760.012
Pipettenspitzen (1000 ul) Sarstedt, NUmbrecht 70.762.010
Polyvinylidenfluorid (PVDF)- Carl Roth GmbH, Karlsruhe T830.1
Membran
Polysine®-Objekttrager Carl Roth GmbH, Karlsruhe ET10.1
ProLong® Diamond Antifade Thermo Fisher Scientific (Life P36961
Mountant Technologies), Darmstadt
Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich, Taufkirchen P8340-1ML
Proteinase K Carl Roth GmbH, Karlsruhe 7528.3
QIAzol®-Lysereagenz Qiagen, Hilden 79306
Reaktionsgefale (0,2 ml) Sarstedt, NUmbrecht 72.737
Reaktionsgefalle (0,5 ml) Sarstedt, Nimbrecht 72.704.400
Reaktionsgefalte (1,5 ml) Sarstedt, Nimbrecht 72.706.400
Reaktionsgefale (2,0 ml) Sarstedt, NUmbrecht 72.695.400
Reaktionsgefale (0,65 ml) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 7060.1
Reaktionsgefalte (0,65 ml, Carl Roth GmbH, Karlsruhe 7096.1
farbig)
Roti®-Block (10x) Carl Roth GmbH, Karlsruhe A151.4
Roti®-GelStain Carl Roth GmbH, Karlsruhe 3865.1
Roti®-Liquid Barrier Marker Carl Roth GmbH, Karlsruhe AN92.1
Roti®-Phenol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 0038.1
Roti®-Phenol/Chloroform/ Carl Roth GmbH, Karlsruhe A156.1
Isoamylalkohol
Salzséure (HCI) 37 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe 4625.1
Serologische Pipette (2 ml) Sarstedt, NUmbrecht 86.1252.001
Serologische Pipette (5 ml) Sarstedt, Nimbrecht 86.1253.001
Serologische Pipette (10 ml) Sarstedt, NUmbrecht 86.1254.001
Serologische Pipette (25 ml) Sarstedt, NUimbrecht 86.1685.001
Serologische Pipette (50 ml) Sarstedt, NUmbrecht 86.1689.001
Spritzenfilter S 0,2 Sarstedt, NiUmbrecht 83.1826.001
Sudanschwarz Waldeck GmbH & Co. KG, 1A-430
Minster
TEMED Carl Roth GmbH, Karlsruhe 2367.3
Trans-Blot® Turbo™ Midi PVDF | Bio-Rad, Miinchen 1704157

Transfer Packs

Transferrin, Apo- (bovin)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

T1428-100MG

Trichlormethan/Chloroform Carl Roth GmbH, Karlsruhe 33131

Triiodthyronin Sigma-Aldrich, Taufkirchen T6397-100MG

TRIS Carl Roth GmbH, Karlsruhe 4855.2

Triton Sigma-Aldrich, Taufkirchen 93442-100ML

Troglitazon Sigma-Aldrich, Taufkirchen T2573-5MG

Trypanblau (0,4 %) Thermo Fisher Scientific T10282
(Invitrogen™), Karlsruhe

Trypsin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 2193.1

Trypsin/EDTA Lsg. Biochrom, Berlin L2143

Tween-20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 9127.2

Veronal-Natrium VEB Arzneimittelwerk 0020182 (1975)
Dresden

Western Blot Filterpapier Thermo Fisher Scientific, 88620
Darmstadt

Xylol Carl-Roth GmbH, Karlsruhe 4436.2




Zellkulturplatte, 6-well Greiner Bio-One, 657160
Frickenhausen

Zellkulturplatte, 12-well Sarstedt, Nimbrecht 83.3921

Zellkulturplatte, 24-well neolLab, Heidelberg 353847

Zellkulturschalen (35 mm) OMNILAB-Laborzentrum 6339976
GmbH, Bremen

Zellkulturschalen (100 mm) Sarstedt, NUmbrecht 83.1802.003

Zellkulturschalen (100 mm), neolLab, Heidelberg 353803

BD Falcon™ Primaria™

Zentrifugenréhrchen (15 ml) Sarstedt, NUmbrecht 62.554.502

Zentrifugenréhrchen (50 ml) Sarstedt, NUmbrecht 62.547.254




Tabelle S3. Protokolle fur die Kultivierung von primaren bovinen Adipozyten

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

Protokoll 1 2 3 4 5
Tier Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh
Fettdepot IMF IMF IMF IMF IMF
Einsaatdichte 5%10° Z./well 5%10° Z./well 5%10° Z./well 5%10° Z./well 5%10° Z./well
Kulturgefaly 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte
Proliferation (d) 6 6 6 6 6
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12

10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason
ITS (850 nM Insulin)

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason
ITS (850 nM Insulin)

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason
ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1 uM Dexamethason

ITS (850 nM Insulin)

Induktion (d) 2 2 2 2 2
Induktionsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
100 IU/ml Penicillin 5 % FKS 10 % FKS 100 IU/ml Penicillin 5 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1 uM Dexamethason

ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

ITS (850 nM Insulin)

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

ITS (850 nM Insulin)

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

ITS (850 nM Insulin)

Differenzierung (d) 13 13 13 13 13
Differenzierungs- DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
medium 100 IU/ml Penicillin 5 % FKS 10 % FKS 100 IU/ml Penicillin 5 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

ITS (850 nM Insulin)




Protokoll

6

7

8

9

10

Tier Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh
Fettdepot IMF IMF IMF IMF IMF
Einsaatdichte 5x10° Z./well 5%10° Z./well 5%10° Z./well 5%10° Z./well 5x10° Z./well
Kulturgefa® 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte
Proliferation (d) 6 6 6 6 6
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12

10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

Induktion (d) 2 2 2 2 2
Induktionsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
10 % FKS 100 IU/ml Penicillin 5 % FKS 10 % FKS 100 1U/ml Penicillin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1 UM Dexamethason

ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 uM Dexamethason
500 uM IBMX

ITS (850 nM Insulin)

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason
500 uM IBMX

ITS (850 nM Insulin)

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason
500 uM IBMX

ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

1 uM Dexamethason
500 pM IBMX

ITS (850 nM Insulin)

Differenzierung (d) 13 13 13 13 13
Differenzierungs- DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
medium 10 % FKS 100 IU/ml Penicillin 5 % FKS 10 % FKS 100 IU/ml Penicillin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

500 pM IBMX

ITS (850 nM Insulin)

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

500 uM IBMX

ITS (850 nM Insulin)

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

500 uM IBMX

ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

500 pM IBMX

ITS (850 nM Insulin)




Protokoll

11

12

13

14

15

Tier Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Férse bzw. Kuh Féarse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh
Fettdepot IMF IMF IMF, SCF IMF, SCF IMF, SCF
Einsaatdichte 5%10° Z./well 5%10° Z./well 5%10° Z./well 5x10° Z./well 5%10° Z./well
Kulturgefaly 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte
Proliferation (d) 6 6 8 8 8
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12

10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

Induktion (d) 2 2 2 2 2
Induktionsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
5 % FKS 10 % FKS 100 1U/ml Penicillin 100 1U/ml Penicillin 100 1U/ml Penicillin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 uM Dexamethason

1 uM Dexamethason 1 uM Dexamethason ITS (850 nM Insulin) 500 uM IBMX 850 nM Insulin

500 uM IBMX 500 uM IBMX ITS (850 nM Insulin)

ITS (850 nM Insulin) ITS (850 nM Insulin)
Differenzierung (d) 13 13 14 14 14
Differenzierungs- DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
medium 5 % FKS 10 % FKS 100 1U/ml Penicillin 100 1U/ml Penicillin 100 1U/ml Penicillin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

500 uM IBMX

ITS (850 nM Insulin)

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

500 pM IBMX

ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

ITS (850 nM Insulin)

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

850 nM Insulin




Protokoll 16 17 18 19 20
Tier Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh Farse bzw. Kuh
Fettdepot IMF, SCF IMF, SCF IMF, SCF IMF, SCF IMF, SCF
Einsaatdichte 5x10° Z./well 5x10° Z./well 5x10° Z./well a)5%10° Z jwell 5x10° Z./well
b) 2,4x10 Z./Schale
Kulturgefa® 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte a) 24-well Platte 24-well Platte
b) 3,5 cm Kulturschale
Proliferation (d) 8 8 8 8 8
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

Induktion (d)

2

2

2

2

2

Induktionsmedium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

0,25 yM Dexamethason

500 pM IBMX 400 uM Olséure 400 pM Olséure 500 uM IBMX 500 puM IBMX
850 nM Insulin ITS (850 nM Insulin) 850 nM Insulin 400 puM Olsaure 400 uM Olsaure
ITS (850 nM Insulin) 850 nM Insulin
Differenzierung (d) 14 14 14 14 14
Differenzierungs- DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12

medium

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

850 nM Insulin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

400 pM Olséure

ITS (850 nM Insulin)

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

400 uM Olsaure

850 nM Insulin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

400 uM Olsaure

ITS (850 nM Insulin)

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

400 uM Olséaure

850 nM Insulin




Protokoll 21 22 23 24 25
Tier Kuh Kuh Kuh Kuh Kuh
Fettdepot SCF SCF SCF SCF SCF
Einsaatdichte 2x10" Z./well 2x10° Z./well 2x10° Z./well 2x10° Z./well 2x10" Z./well
Kulturgefa® 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte
Proliferation (d) 3 3 3 3 3
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

Induktion (d)

2

2

2

2

2

Induktionsmedium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 pyg/ml Insulin

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 ug/ml Insulin

600 uM Olséure

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 pg/ml Insulin

300 uM Olséure

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 pg/ml Insulin

150 uM Olséure

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

10 pg/ml Insulin

500 pM Linolensaure
0,25 uM Dexamethason

Differenzierung (d)

14

14

14

14

14

Differenzierungs-
medium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 pyg/ml Insulin

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 ug/ml Insulin

600 uM Olséaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 pg/ml Insulin

300 uM Olséure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 pg/ml Insulin

150 uM Olséure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 pg/ml Insulin

500 uM Linolensaure




Protokoll 26 27 28 29 30
Tier Kuh Kuh Kuh Kuh Kuh
Fettdepot SCF SCF SCF SCF SCF
Einsaatdichte 210" Z./well a) 2x10: Z.Iwell a)5%10" 2 fwell 2x10° Z.well 210" Z.jwell
b) 5x10 Z./well b) 12,5><140 Z./well
c) 20x10 Z./well
Kulturgefa® 24-well Platte a) 24-well Platte a) 6-well Platte 24-well Platte 24-well Platte
b) 6-well Platte b) 6-well Platte
c) 6-well Platte
Proliferation (d) 3 3 3 3 3
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

Induktion (d)

2

2

2

2

Induktionsmedium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 pg/ml Insulin

250 uM Linolensaure
0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

5 pg/ml Insulin

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

600 uM Olséaure

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 ug/ml Insulin

300 uM Olséaure

0,25 yM Dexamethason

Differenzierung (d)

14

14

14

14

14

Differenzierungs-
medium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

10 pg/ml Insulin

250 uM Linolensaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

600 uM Olsaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

300 uM Olsaure




Protokoll 31 32 33 34 35
Tier Kuh Kuh Kuh Kuh Kuh
Fettdepot SCF SCF SCF SCF SCF
Einsaatdichte a) 2x10: Z/well 2x10° Z./well 2x10° Z./well a) 2x10: Z/well a)5x10° 2 Jwel
b) 5x10 Z./well b) 5x10 Z./well b) 12,5><’L0 Z./well
c) 20x10 Z./well
Kulturgefafy a) 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte a) 24-well Platte a) 6-well Platte
b) 6-well Platte b) 6-well Platte b) 6-well Platte
c) 6-well Platte
Proliferation (d) 3 3 3 3 3
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

Induktion (d)

2

2

2

2

Induktionsmedium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

150 uM Olséure

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

500 uM Linolensaure
0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

250 pM Linolenséaure
0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

0,25 yM Dexamethason

Differenzierung (d)

14

14

14

14

14

Differenzierungs-
medium

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

150 uM Olsaure

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

5 pg/ml Insulin

500 pM Linolensaure

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

5 pg/ml Insulin

250 pM Linolensaure

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin




Protokoll 36 37 38 39 40
Tier Kuh Kuh Kuh Kuh Kuh
Fettdepot SCF SCF SCF SCF SCF
Einsaatdichte 2x10° Z.Iwell 2x10° Z./well 2x10° Z./well 2x10° Z./well 2x10" Z./well
Kulturgefaly 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte
Proliferation (d) 3 3 3 3 3
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

Induktion (d)

2

2

2

2

2

Induktionsmedium

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

600 pM Olséure

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

300 uM Olséure

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

150 uM Olséure

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

500 uM Linolensaure
0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

250 uM Linolensaure
0,25 uM Dexamethason

Differenzierung (d)

14

14

14

14

14

Differenzierungs-
medium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

600 uM Olsaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 ug/ml Insulin

300 uM Olsaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

150 uM Olsaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

500 uM Linolensaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

2,5 pg/ml Insulin

250 pM Linolensaure




Protokoll 41 42 43 44 45
Tier Kuh Kuh Kuh Kuh Kuh
Fettdepot SCF SCF SCF SCF SCF
Einsaatdichte a) 2x1 oj Z.well a)5x10° Z fwell 2x10° Z./well 2x10° Z./well 2x10° Z./well
b) 5x10 Z./well b) 12,5><140 Z./well
c) 20x10 Z./well
Kulturgefaly a) 24-well Platte a) 6-well Platte 24-well Platte 24-well Platte 24-well Platte
b) 6-well Platte b) 6-well Platte
c) 6-well Platte
Proliferation (d) 3 3 3 3 3
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

Induktion (d)

2

2

2

2

Induktionsmedium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

600 uM Olséaure

0,25 uM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

300 uM Olséure

0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

150 uM Olséure

0,25 yM Dexamethason

Differenzierung (d)

14

14

14

14

14

Differenzierungs-
medium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

600 uM Olséaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

300 uM Olséure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

150 uM Olséure




Protokoll 46 47 48 49 50
Tier Kuh Kuh Kuh Kuh Kuh
Fettdepot SCF SCF SCF SCF SCF
Einsaatdichte 2x10" Z.Jwell 2x10° Z.Jwell 1,7%10° Z./well 1,7x10° Z./well 1,7%10° Z./well
Kulturgefaly 24-well Platte 24-well Platte 6-well Platte 6-well Platte 6-well Platte
Proliferation (d) 3 3 4 4 4
Wachstumsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 Pulver DMEM/F12

10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,9 g Glucose

8 mg Biotin

4 mg Pantothensaure

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

Induktion (d)

2

2

3

3

7

Induktionsmedium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

500 pM Linolensaure
0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

250 pM Linolensaure
0,25 yM Dexamethason

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

200 nM Insulin

1nM T3

100 nM Cortisol

10 pg/ml Transferrin

5 uM Troglitazon

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

200 nM Insulin

1nM T3

100 nM Cortisol

10 pg/ml Transferrin

5 uM Troglitazon

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

100 nM Insulin

3 % FKS

1 uM Dexamethason
200 uM IBMX

0,25 uM Troglitazon

Differenzierung (d)

14

14

12

12

8

Differenzierungs-
medium

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

500 uM Linolensaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1,25 pg/ml Insulin

250 uM Linolensaure

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

200 nM Insulin

1M T3

100 nM Cortisol

10 pg/ml Transferrin

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

200 nM Insulin

1nM T3

100 nM Cortisol

10 pg/ml Transferrin

DMEM/F12

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

100 nM Insulin

3 % FKS

1 uM Dexamethason




Protokoll 51 52 53 54 55
Tier Kuh Kuh Kuh Kuh Kuh
Fettdepot SCF SCF SCF SCF SCF

Einsaatdichte

1,7x10° Z.Jwell

1,7x10° Z.Jwell

6,25x10° Z./well

6,25x10" Z./well

6,25x10° Z./well

Kulturgefafy 6-well Platte 6-well Platte 12-well Platte 12-well Platte 12-well Platte

Proliferation (d) 4 4 4 4 4

Wachstumsmedium DMEM/F12 Pulver DMEM/F12 Pulver DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS 10 % FKS

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/I Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,9 g Glucose
8 mg Biotin
4 mg Pantothensaure
Induktion (d) 7 3 2 2 -
Induktionsmedium DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 -
100 IU/ml Penicillin 1% FKS 5 % FKS 5 % FKS

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 nM Insulin

3 % FKS

1 uM Dexamethason
200 uM IBMX

0,25 uM Troglitazon

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

200 nM Insulin

1nM T3

100 nM Cortisol

10 pyg/ml Transferrin

5 uM Troglitazon

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason
500 uM IBMX

1 pg/ml Insulin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

0,25 yM Dexamethason
500 uM IBMX

1 pg/ml Insulin

5 uM Troglitazon

Differenzierung (d) 8 12 22 22 24
Differenzierungs- DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
medium 100 1U/ml Penicillin 1% FKS 5 % FKS 5 % FKS 5 % FKS

100 pg/ml Streptomycin
2,5 yg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

100 nM Insulin

3 % FKS

1 uM Dexamethason

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

200 nM Insulin

1nM T3

100 nM Cortisol

10 pg/ml Transferrin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1 pg/ml Insulin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1 yg/ml Insulin

5 uM Troglitazon

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B
4 mmol/l Glutamin

1 pg/ml Insulin




Tabelle S4. Liste der 119 Myokine und ihre Regulation in den individuellen Datensatzen vom Skelettmuskel

aEX+0

aEX+3

cEX

B6

NZO

NZO

B6

JB

Entrez Maus Refseq Symbol Maus VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS. SHE(\-Z:ANM Score Sekretionstyp
SED SED SED DIO B6 DIO UCP1Tg CH '
MS MS MQF MQF MQF MQF MQF+MG MLD MLD

29876 NM_013885 Clic4 1,466 1,587 1,593 -5,975 -5,416 2,117 7,090 1,204 8 SP-
16195 NM_010560 lI6st 1,472 -1,065 -1,225 -1,723 -2,111 1,217 5,750 7 SP+
16784 NM_001017959 Lamp2 1,150 1,051 1,132 1,157 1,308 1,472 2,000 7 SP-
18295 NM_008760 Ogn 1,147 1,276 -1,578 2,407 1,532 1,321 5,000 7 SP+
27999 NM_138587 Fam3c 1,388 -1,192 1,167 1,398 1,292 -1,166 5,720 7 SP-
57342 NM_020606 Parva 1,167 -1,073 1,159 -1,329 1,449 1,172 2,510 7 SP-
67971 NM_026481 Tppp3 -1,340 -1,408 -1,409 -1,396 -1,420 -1,458 0,420 7 SP-
21859 NM_011595 Timp3 1,265 1,048 1,510 1,806 1,732 -1,415 2,000 7 SP+
13649 NM_207655 Egfr 1,142 1,118 1,346 1,412 1,536 -1,318 6,640 7 SP+
75705 NM_145625 Eif4b -1,120 -1,178 -1,138 -1,333 1,390 1,370 0,931 7 SP-
14085 NM_010176 Fah -1,309 1,144 -1,579 2,774 1,772 1,272 6 SP-
67041 NM_024188 Oxct1 1,160 1,262 1,135 1,402 -1,415 2,490 6 SP+
14164 NM_010197 Fgf1 1,423 1,424 -1,484 -2,052 1,486 1,370 6 manuell identifiziert

104112 NM_134037 Acly 1,168 -1,076 2,265 4,183 4,551 1,584 6 SP-

235606 NM_146226 Apeh 1,401 -1,302 1,088 1,127 1,188 0,370 6 SP-
56429 NM_019759 Dpt 1,165 -1,105 -1,409 1,932 1,387 -1,174 6 manuell identifiziert
22042 NM_011638 Tfrc -1,371 1,645 1,426 -1,523 -1,540 2,310 6 SP-
21808 NM_009367 Tgfb2 -1,234 1,242 1,238 1,393 -1,295 5,350 6 SP+
66905 NM_025836 Plin3 1,086 1,370 1,602 2,160 1,368 0,600 6 SP-
19122 NM_011170 Prnp 1,230 1,322 -1,5645 -1,782 -1,184 5,290 6 SP+
20292 NM_011330 Ccl11 1,705 1,260 -1,241 -1,309 -1,500 -1,306 6 SP+
50773 NM_015807 Nt5c -1,218 -1,878 1,200 1,141 1,368 2,087 6 SP-
99543 NM_133859 OlIfmI3 -1,459 1,470 -1,360 2,225 1,667 2,640 6 SP+

109959 NM_001042711 Amy2a5 1,037 -1,425 -1,372 -1,911 1,544 4,910 6 SP+
15528 NM_008303 Hspe1 -1,859 1,164 1,426 1,454 1,368 1,880 6 SP-
17181 NM_016762 Matn2 1,368 1,206 -1,386 2,027 1,492 2,750 6 SP+
13179 NM_007833 Dcn 1,196 -1,301 1,321 1,336 1,236 5,650 6 SP+
18451 NM_011030 P4ha1 1,156 -1,083 1,366 -1,381 -1,691 4,090 6 SP+
74325 NM_028870 Cltb 1,425 -1,161 -1,447 -1,681 -1,418 0,380 6 SP-



16835
18453
13885
11852
12842
12632
13382

16846
17295
16997
20315

14450
18104
12321
53883
58193
15507
11637
75612
16779
18073
93695
18645
116847
56726
107652
21826
22218

21393
66085
108124
18187
18186
12010
229905

NM_010700
NM_011032
NM_016903
NM_007483
NM_007742
NM_007688
NM_007861

NM_008493
NM_008591
NM_013589

NM_001012477

NM_010256
NM_008706
NM_007594
NM_017392
NM_021388
NM_013560
NM_016895
NM_029364
NM_008483
NM_010917
NM_053110
NM_019410
NM_054077
NM_019989
NM_133806
NM_011581
NM_009460

NM_011540
NM_025344
NM_025898

NM_001077403
NM_008737
NM_009735
NM_173763

Ldir
P4hb
Esd
Rhob
Col1a1
Cfl2
Did
Lep
Met
Ltbp2
Cxcl12
Gart
Ngo1
Calu
Celsr2
Extl2
Hspb1
Ak2
Gns
Lamb2
Nid1
Gpnmb
Pfn2
Prelp
Sh3bgrl
Uap1
Thbs2
Sumo1

Tcap
Eif3f
Napa
Nrp2
Nrp1
B2m
Ccbl2

1,297

1,647
1,276
1,261
1,366

-1,755
1,810

1,247
1,378
1,135

1,196
1,295

1,160

1,390

1,125
1,155

1,564

-1,113
1,511
1,549

1,246
1,200
-1,081

-1,081
1,361
1,249

1,654
1,097
-1,075
1,621

1,553
1,297
1,770
1,042
1,727
-1,345
1,044
-1,200
-1,063
1,671
1,178
-1,223
1,535
1,559
-1,388
-1,094
-1,258
-1,108
-1,648
-1,098
-1,156
1,157

-1,051
1,334

1,634
-1,301

-1,257
-1,176
1,341

1,794
-1,102
1,412
1,229

1,467

1,146
-1,188
-1,172

1,199

1,644
-1,096

1,206

-14,294

1,195

-1,322
-1,277

1,141

-1,755
-1,122
-1,805

-1,970

1,252
1,364
1,294
-1,838
4,722

1,257
11,053
1,310
2,502
1,441
-1,323
1,534

-2,045
-1,395
-1,926

1,139
1,639
2,090

1,109
1,763
1,493

-1,447
2,088
1,113

-1,322

-1,092

-1,452
1,222
1,363
1,617

2,025
1,247
1,318
-2,166
5,243
1,214
1,365

1,438
2,955
1,310
-1,321
-2,010
-1,389
-1,867
-1,270
2,725

1,131

1,323
1,846
-2,783

1,445
-1,398

1,168
-1,277
-1,130
-1,436

1,338

1,328

1,494

1,294

-1,661
1,623
1,277

-1,249
1,701
1,786

-1,235
-1,303

1,312

-1,327
-1,309

1,215
1,185
1,327
-1,354
-1,406

-1,623

1,241

1,206

0,790
2,120
0,640
0,360
3,060
4,020

2,440

0,720
1,800
0,620
2,350

0,450

2,770

2,890

0,560
0,650
3,100
3,530
1,470
2,820

2,156

1,100

0,936

(SN, BN, BN BN BN ) BN ) BRNNNS ) BING ) RIS BENG) BN S, NS RS, RIS IS, RIS, BENG, BENG) BENG BENS) BENS, BENG, BENG, BENNS) BEN S, BN BN, RN, BN o> BiNe>) BN o> NN e > N o) i o))

SP+
SP+
SP-

SP+
SP-
SP-
SP+
SP+
SP+
SP+
SP-
SP-
SP+
manuell identifiziert
SP-
SP-
SP-
SP-
SP+
SP+
manuell identifiziert
SP-
SP+
SP-
SP-
SP+
SP-
SP-
SP-
SP-
SP+
SP+
SP+



223272
15254
22341
68797
53381
12464
67054
94092

67955
216197
14314
104444
27366
16432
20360
66398
50875
67393

54397
68682
74761
105348

12628
14778
11502
20720
14114
16412

11603
14118
20971
216440
21810
56375

NM_145467
NM_008248
NM_009506
NM_026840
NM_016764
NM_009837
NM_025939
NM_053169

NM_026474
NM_175451
NM_008047
NM_024233
NM_178604
NM_008410
NM_011351
NM_025536
NM_016963
NM_133687

NM_019441
NM_152808
NM_024263
NM_027307

NM_009888
NM_008161
NM_007404
NM_009255
NM_010180
NM_010578

NM_021604
NM_007993
NM_011521
NM_177614
NM_009369
NM_019804

Itgbl1
Hint1
Vegfc
Pdgfrl
Prdx4
Cct4
Paics
Trim16
Sugt1
Ckap4
Fstl1
Rexo2
Txnl4a
[tm2b
Sema6e
Commd5
Tmod3
Cxxch5
Ppt2
Slic44a2
Mxra8
Golm1

Cfh
Gpx3
Adam9
Serpine2
Fbin1
ltgb1
Agrn
Fbn1
Sdc4
0Os9
Tgfbi
B4galt4

1,185
1,098

1,219

-1,703

1,125

-1,211
1,318

1,104

1,202
-1,208
-1,683
-1,078

1,478

-1,339
-1,850

-1,528
-1,759
-1,135
-1,507
-1,019
1,116

-1,326

1,061

-1,036
1,109
-1,158

-2,355
1,822

-1,101
1,030
-1,564
-1,192

-1,106
1,149
1,082

-1,205
1,231

-1,205

-1,384
1,499

-1,089

-1,093

1,651

-1,658

1,125

-1,226

-1,222

-1,047

-1,239

-1,338

1,363

1,450

-1,176
-1,331
1,358

1,292

-1,842

-1,719

1,167
1,106

-1,385
-1,460

-1,394

-1,139

2,285
1,112
2,629
3,356
1,328

-1,302
-6,798

-6,660
1,595
1,255

1,441
1,263
1,404
1,643

-1,639
1,254

-1,846
1,280
3,011
1,566

1,723
-1,330
-1,217
-1,247
3,989

1,795
1,824

1,345
1,522
1,424

1,122
2,407
2,015
1,481

-1,181
-5,811
1,118
7,673
1,549
1,199
-1,358
1,128
1,212
2,099
1,724
1,332
-2,089

2,113
1,496
1,648
-1,858

-1,332
3,171

-1,287
2,126
1,701

-1,606
1,183
1,396
-1,369

1,638
1,430
1,483
1,327

-1,226
1,199

1,288

1,224

-1,272

-1,325

1,439
-4,567

2,396

-1,259

-1,300

-1,351
1,504

2,040

4,310

0,760
2,670
3,830

2,740
1,780
2,590
1,540
0,620
1,780
0,380
0,710
6,140
0,650

0,580
0,280

3,970
6,060

5,020
2,400

5,240

3,630

0,480
2,200

1,170

1,182

0,842

1,371

(S, TN, BENG, RIS, BING ) BENG ) BENG ) BENS) BENG ) BENS, BENG, BENG, BENNS) BENS) BN BN, BN BN S) BN BN BN S) BN, NS, BN, BN, BN ) BENNG) BN G ) BNG ) BN, BENG, BNG ) NG, B¢

SP+
SP-
SP+
SP+
SP+
SP-
SP-
SP-
SP-
SP-
SP+

SP-
SP-
SP+
SP-
SP-
SP-

SP+

SP+
SP-
SP+
SP+
SP+
SP+
SP+
SP+
SP+
SP+
SP+
SP+
SP+
SP+



14201
232087
21402
13167
20810
67956
12876
234852
16011

80752
13476
67951
11727
98170
66540
59069
625249
11668
68051
12313
11459

NM_010213
NM_145569
NM_011543
NM_001037999
NM_009272
NM_030241
NM_013494
NM_145606
NM_010518

NM_030565
NM_007874
NM_026473
NM_007447
NM_133804
NM_025626
NM_022314

NM_001037741
NM_013467
NM_026532
NM_009790
NM_009606

FhI3
Mat2a
Skp1a

Dbi

Srm
Setd8

Cpe

Chmp1ia
Igfbp5
Fam20c
Reep5
Tubb6
Ang
Tmem132a
Fam107b
Tpm3
Gpx4
Aldh1a1
Nutf2
Calm1
Actal

1,239
1,382
1,276
1,132

-1,339
1,226

2,250
1,144
1,315

-1,135
1,362

1,203

1,235
1,242
-1,167
-1,855
1,916
1,111
1,156
-1,087
-1,641

1,034
3,098
-1,923
1,102
1,272
1,528
-1,568
1,141

1,414
-1,153
-1,135

-1,280

-1,107

1,820

-1,129

1,681

-1,405

-1,281
-1,114
-1,510

-1,684

-1,430

1,163

-1,534
-1,291
1,332
-1,290

2,075

1,266
1,172

-2,460
1,820
1,638

-1,216

-1,156

1,145

-1,250

-1,399
-1,451
-1,183
-1,182
1,384

1,171
-1,420
-3,846

1,466

1,720

1,783
-1,333
-1,756
-1,288

-1,336

1,588
-2,060
1,577
1,188

-1,541

1,628

1,373

2,079
1,378
-1,405
1,145
-2,061
-1,669

0,700
1,570
1,250
1,750
0,290
2,250

0,710

0,730
5,490
0,610
2,600
0,710

2,400
0,560
3,010
0,730
1,530
1,130

1,122

(S, BNG, BENG, BENG, RIS, NG BENS, NG, BENS) BENG) BNG) RS, BN RIS BN S) BN S) BN BN BING) BN BN G |

SP-
SP-
SP-

SP-
SP+
SP+
SP-
SP+
SP-
SP-

SP+
SP+
SP-
SP-
SP+
SP-

SP-
SP-



Tabelle S5. Liste der 79 Adipokine und ihre Regulation in den individuellen Datensé&tzen vom Fettgewebe

Entrez . Gensymbol B6 B6 NzO NzO NZO NzO JB JB _
Maus efseq Maus Maus VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS. vs. Score Sekretionstyp
DIO DIO B6 B6 DIO DIO HS HS
SCF GFG SCF GFG SCF GFG SCF IMF
56429 NM_019759 Dpt -4,338 -2,209 1,607 1,662 -2,715 -1,548 6 SP+
12321 NM_007594 Calu -2,692 -1,953 1,525 1,431 -1,768 -1,232 6 SP+
16324 NM_008381 Inhbb -3,487 -3,332 1,884 2,048 -1,880 -1,471 6 SP+
14314 NM_008047 Fstl1 -2,767 -2,828 1,423 1,617 -1,968 -1,476 6 SP+
12111 NM_007542 Bgn -2,878 -3,642 1512 2,282 -1915 -1,651 6 SP+
54612 NM_018780 Sfrp5 -45,301 -23,445 5,083 14,471 -9,509 -1,606 6 SP+
76477 NM_029620 Pcolce2 -12,843 -11,024 2,839 4,224 -4620 -2,153 6 SP+
20317 NM_011340 Serpinf1 -4,341  -4895 1,824 3,388 -2,368 -1,482 6 SP+
232680 NM_001024698 Cpa2 -18,439 -14,598 3,694 3,250 -5,163 -4,257 6 SP+
53883 NM_017392 Celsr2 1,715 2,676 -4,184 -2,481 -2,474 -1,597 6 SP+
16412 NM_010578 Itgb1 -1,740 -1,941 1,261 1,480 -1,387 -1,180 6 SP+
235505 NM_153098 Cd109 -6,266 -1,830 -1,520 -5,386 -2,287 5 SP+
18453 NM_011032 P4hb -1,667 -1,488 1,286 -1,306  -1,203 5 SP+
320712 NM_001014423 Abi3bp 2,061 2,106 1,749 1,789 4,286 5 SP+
22341 NM_009506 Vegfc -1,605 -1,846 2,335 2,337 1,467 5 SP+
93695 NM_053110 Gpnmb -2,920 -28,437 -2,026 -6,022 -18,282 5 SP+
26433 NM_011962 Plod3 -2,373 -2,153 1,786 1,890 -1,338 5 SP+
217303 NM_170758 Cd300a -8,978 -1,803 2,332 -2,499 -5597 5 SP+
13805 NM_007932 Eng -2,061 -1,907 1,449 -1,431  -1,343 5 SP+
52685 NM_027987 Cd300Ig -2,505 -2,091 1,491 -1,689 -1,545 5 SP+
83554 NM_031380 Fstl3 -2,117 -2,031 1,623 2,332 -1,317 5 SP+
20692 NM_009242 Sparc -3,545 -2,302 3,023 2,612 1,360 5 SP+
78558 NM_030127 Htra3 -2,807 -1,921 2,014 2,786 1,610 5 SP+
30878 NM_013912 Apln -5,683 -2,986 2,170 2,244 -2,656 5 SP+
12827 NM_009932 Col4a2 -3,408 -2,391 2,263 2,000 -1,507 5 SP+



19038
54196
20306
56401
20657
12834
18822
12064
18830
78558
14601
21825
16803
12834
16846
12833
13033
11658
14102
110075
14563
74761
58809
12258
71738
20292
53381
15439
50766
98170

NM_008908

ENSMUSTO00000116476

NM_013654
NM_019782
NM_011435

ENSMUSTO00000137365

NM_011122
NM_007540
NM_011125

NM_001042615

NM_010285
NM_011580
NM_008489
NM_146007
NM_008493
NM_009933
NM_009983
NM_009655

NM_001146708

NM_173404
U08337
NM_024263
NM_021472
NM_009776
NM_174857
NM_011330
NM_016764
NM_017370
NM_015800
NM_133804

Ppic
Pabpn1
Ccl7
Lepre1
Sod3
Col6a2
Plod1
Bdnf
Pltp
Htra3
Ghrh
Thbs1
Lbp
Col6a2
Lep
Col6a1
Ctsd
Alcam
Fas
Bmp3
Gdf5
Mxra8
Rnase4
Serping1
Mamdc2
Ccl11
Prdx4
Hp
Crim1

Tmem132a

-2,842
1,237

-2,696
-5,238
-2,771
-2,335
-11,227
-5,121
-6,258
-6,031
-2,720
-24,187
-2,060
-15,914
-2,117
-1,624
-2,306
-1,738
-8,279
-2,270
-4,120
-3,266
-1,655
-4,736
-2,476
-1,747
-2,062
-2,036
-2,371

-2,083
2,725
-9,724
-2,491
-4,326
-2,989
-2,971
-6,814
-7,417
-4,365
-12,740
-7,236
-6,045
-5,051
-6,095
-3,673
-3,381
-3,118
-2,288
-9,739

-2,360
-2,116
-1,665
-5,377
-3,3562
-1,948

-2,105
-2,392

1,425
-1,388
-2,814

2,578
1,878

2,028
2,172
3,654

-2,151
2,410
1,478
5,739
1,411
1,569

-1,401
2,499
11,642
2,975
4,892
2,949

1,410

1,489

2,025
-2,126
4,063
1,801

4,401
1,758

4,224
6,220

4,286
4,026
4,048
1,583
1,773

9,602
10,729
2,474
2,690

2,743

1,703
-1,827

-2,011

-2,745
-1,759
-2,053

-1,557
-5,630
-2,391
-1,726
-4,331
-6,198
-10,389
-1,402
-2,816
-1,517

-1,663
-2,498
-3,393
5,197
-1,383

-1,580

-2,463

-2,214

-1,745
-1,602

1,315
-3,023
-1,314
-2,220
1,504
-1,578
-4,674
-4,178

-2,202
-3,549
-2,939

-2,045
-1,596
-2,488

11,039

1,585
-1,462

-1,796

-1,949

-1,620
-1,489

1,911
-2,300
3,196
1,681

2,443
3,253
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116847
80752
16413
20195
16952
11747
22223
20876
50875
16854
28064
12417
67399
20200
18611
12306
11692

109778
63985
20088
11475

216197
13476
19122
15528
75705

NM_054077
NM_030565
NM_008403
NM_016740
NM_010730
NM_009673
NM_011670
NM_013885
NM_016963
NM_010705
NM_145353
NM_007624

NM_001114088

NM_011313
NM_011063
NM_007585
NM_023040
NM_026678
AB001732
AK135247
NM_007392
NM_175451
NM_007874
NM_011170
NM_008303
NM_145625

Prelp
Fam20c
Itgb1bp1
S100a11
Anxa1
Anxab
Uch1
Clic4
Tmod3
Lgals3
Yipf3
Cbx3
Pdlim7
S100a6
Pea15a
Anxa2
Gfer
Blvra
Gmfb
Rps24
Acta?2
Ckap4
Reep5
Prnp
Hspe1
Eif4b

-9,641
-4,581
-1,339
2,722
-5,445
-2,676
-7,865

-2,213
-1,446
1,217
-1,784
-1,615
-2,340
-5,285
-1,315
-1,974
-1,553
1,335
-2,220

-3,257
-2,099
1,411

-3,332
-3,377

-2,318
-4,023
-2,361
-5,795
-1,552
-1,231
-7,238
-1,483
1,226
-2,080
-2,097
-2,767
-3,688
-1,577
-3,008
-1,986
1,903
-2,342
-1,635
-2,699
-1,841

1,280

3,264
5,116
-1,488
1,615
2,535
1,543
2,401

-4,320
-1,819

1,216
-1,365

-1,751
1,626
3,240

1,627
1,391
-1,182
-1,723
-17,976
2,007
1,430

-1,352

2,463
4,230

1,585
2,117
1,309
2,983
-4,321
-1,633
1,563

-1,463
1,446

2,620
2,955
-1,368
2,020
1,756
-1,241

-13,094
2,21
1,567
1,711
-1,322

-2,858

-2,026
-1,685
2,151
1,712
-3,493
-5,285
-1,980
-2,210
1,194

-1,543
-2,692
-1,449
-1,641
-1,723

-3,905
-19,169
-1,639

1,796

1,612
1,692 1,274
1,347 1,496
-1,551
-1,591
-1,628
6,323
2,076
-4,493
-1,288
1,211
1,219
1,478

-2,068
-1,389
-1,182
1,629
-2,595
-22,672

1,466
1,184

2,111
1,781

1,637
1,971

2,502
1,592
1,468
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Abbildung Al. Vorgehensweise bei der speziestbergreifenden Datenanalyse und
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Muskel sezerniert werden

Abkulrzungen: aEXO - nach akuter Belastung, aEX3 - 3 Stunden nach akuter Belastung, cEX - nach
chronischer Belastung, B6 - C57BL/6J-Mause, CH - Charolais, DIO - diet-induced obesity (diat-
induziertes Ubergewicht), JB - Japanese Black, NZO - New Zealand obese, SED - sedentary (inaktiv),
SEGFAM - Bullen einer F,-Kreuzung, UCP1Tg - UCP1-Uberexprimierende Mause
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Anhang B - Medien und Puffer

Medien, Lésungen und Zusétze fur die Zellkultur

Alle verwendeten Medien, Puffer oder Zusatze wurden bereits steril gekauft oder vor
Gebrauch durch Membranfiltration (0,2 um) sterilisiert. Alle Gebrauchslésungen und —medien
wurden im Kihlschrank aufbewahrt.

Medien

Entnahmemedium:

Substanz Endkonzentration
DMEM/F12 (Pulver) 15,6 g/l
NaHCO; 15 mM
Amphotericin B Lsg. 10 % (£ 25 pg/ml)

Penicillin/Streptomycin Lsg. 10 % (£ 1000 IU/ml Penicillin, 1 mg/ml Streptomycin)

pH=7,08

Verdauungsmedium:

Substanz Endkonzentration
DMEM/F12 (Pulver) 15,6 g/l

NaHCO; 15 mM

HEPES 100 mM

BSA 1,5 %
Collagenase Typ | 2 mg/ml

pH=7,08

Post-Verdauungsmedium:

Substanz Endkonzentration
DMEM/F12 (Pulver) 15,6 g/l

NaHCO; 15 mM

HEPES 100 mM

pH=7,08

Kulturmedium fiir primére bovine stromavaskulare Zellen:

Substanz Anteil
DMEM/F12 (flissig) 86 %

FKS 10 %

L-Glutamin Lsg. 2 % (£ 4 mmolll)
Amphotericin B Lsg. 1% (& 2,5 pg/ml)

Penicillin/Streptomycin Lsg. 1 % (£ 100 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin)




Proliferationsmedium fiir 3T3-L1-Zellen:

Substanz Anteil
DMEM 89 %
NKS 10 %

Penicillin/Streptomycin Lsg. 1 % (£ 1000 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin)

Differenzierungsmedium flur 3T3-L1-Zellen:

Substanz Anteil
DMEM 89 %
FKS 10 %

Penicillin/Streptomycin Lsg. 1 % (£ 100 IU/ml Penicillin, 100 pug/ml Streptomycin)
Insulin 1 ug/mi

o

uffe

—

PBS-D Losung:

Substanz Endkonzentration
NaCl 144 mmol/l

KCI 5,4 mmoll/l
Glukose 25 mmol/l

Sukrose 14 mmol/l
Na,HPO,*2H,0 5 mmol/l

Penicillin 50 IU/ml
Streptomycin 50 pg/ml
Phenolrot 1 ug/mi

pH=7,5

Zuséatze und Testsubstanzen

Apo-Transferrin (bovin):

Stammlsg. 10 mg/ml > 100 mg in 10 ml autoklav. H,O l6sen

J

Aliquots: 20 4 0,5 ml (-20 °C)

J

50 pl / 50 ml Medium = Endkonz.: 10 pg/mi

Bovines Serumalbumin (BSA):

Stammlsg. 50 mg/ml > 5 g in 100 ml autokl. Reinstwasser

J

Aliquots: 20 a 1,5 ml; 140 a 0,5 ml (-20 °C)

J

1 ml/ 100 ml Medium = Endkonz.: 0,5 mg/ml



Cytosinarabinosid: DNA-Synthesehemmer

Stammlsg.: 1 mmol/l > 24,32 mg in 100 ml

J

Aliquots: 66 a 1,5 ml (-20 °C)

J

1 ml/ 11 Medium = Endkonz.: 1 uyM

Dexamethason:

Stammlsg. 20 ug/ml = 1 ml abs. Alkohol in Ampulle geben, leicht schwenken

+ 49 ml autoklav. Reinstwasser (alles in Originalampulle)

J

Aliquots: 50 Réhrchen a 1 ml (-20 °C)

J

100 pl / 50 ml Medium = Endkonz.: 100 nM (40 ng/ml)

Stammlsg. 250 mM - 100 mg in 1800 yl DMSO l6sen

J

Aliquots: 90 a 20 pl (-20 °C)

5 uyl /50 ml Medium = Endkonz.: 25 yM

Insulin (bovin):
Stammlsg. 10 mg/ml = 100 mg in 10 ml

autokl. Reinstwasser mit 1 % Eisessig

(0,1 ml Eisessig + 9,9 ml autokl. Reinstwasser)

l

Aliquots: 200 & 50 pl (-20°C)

l

60 pl /100 ml Medium = Endkonz.: 1 yM (5,7 pg/ml)

Stammilsg. 1 mg/ml Insulin (2174000 nM)

J

500 ul/ 100 ml Medium = Endkonz.: 850 nm (5 ug/ml)



Hydrocortison:
Stammlsg. 10 mM - 100 mg in 27,6 ml abs. Alkohol

J

Aliquots: 27 a 1 ml (-20 °C)
0,5 yl / 50 ml Medium = Endkonz.: 100 nM
Linolsaure:
Stammlsg. 1 mg/ml > 100 mg in 100 ml 1 N NaOH |ésen

J

Aliquots: 66 a 1,5 ml (-20 °C)

50 pl/ 100 ml Medium = Endkonz.: 0,5 pg/mi

Luft- und lichtempfindlich!
Linolensaure:

Stammlsg.100 mg/ml (£ 356500 uM)

70,1 ul /50 ml Medium = Endkonz. 500 yM (140 mg/ml)
Olsaure:

Stammlsg. 100 mg/ml (£ 354000 uM)

56,6 pl / 50 ml Medium = Endkonz. 400 pM (113 mg/ml)
Triiodthyronin (Ts):

Stammlsg. 30 uM > 1 mgin 1 ml 1 N NaOH Iésen
Zugabe von 49 ml Medium (DMEM)

l

Aliquots: 50 a 1 ml (-20 °C)

l

100 ul / 100 ml Medium = Endkonz.: 30 nM



Troglitazon:
Stammlsg.: 100 mM - 5 mg in 100 yl DMSO Iésen

l

Aliquots: 20 a 5 ul (-20 °C)

l

5 ul /50 ml Medium = Endkonz.: 10 uM

Losungen fur molekularbiologische Methoden

DNA-Isolierung

Tris-Puffer:

Substanz pro 100 ml
0,5 M EDTA-Lsg. (pH=8,0) 20 mi

1 M Tris-Lsg. (pH=8,0) 5 mi
SDS-Lsg. (10 %) 5 mi
Reinstwasser 70 ml
Tris-EDTA-Puffer:

Substanz pro 100 ml
0,5 M EDTA-Lsg. (pH=8,0) 0,2 ml

1 M Tris-Lsg. (pH=8,0) 1 ml
Reinstwasser 98,8 ml
Agarose-Gelelektrophorese

50xTAE-Puffer:

Substanz pro 1000 ml
Tris 242,3 g
EDTA 18,6 g
Essigsaure ca. 57 ml (zur Einstellung des pH-Wertes)
Reinstwasser 943 ml
pH=8,0

1xTAE-Puffer:

Substanz pro 1000 ml
50x TAE-Puffer 20 mi
Reinstwasser 980 ml
Bromphenolblau-Ladepuffer:

Substanz pro 100 ml
Glycerin 50 mi
Bromphenolblau 0,1g

0,5 M EDTA-Lsg. (pH=8,0) 24 mi

1 M Tris-Lsg. (pH=8,0) 1 ml




Losungen fur die Proteinfraktionierung und fir proteinbiochemische Methoden

PBS:

Substanz pro 1| Reinstwasser
NacCl 8¢

Na,HPO, 1,44 g

KCI 0,29

KH,PO, 0,24 g

pH=7,4

Immunhistochemische und —cytochemische Farbung

PBS-T:

Substanz pro 11 Reinstwasser
NaCl 8¢

Na;HPO, 1,44 g

KCI 0,2g

KH,PO, 0,24 ¢

Triton 1000 pl

TBS:

Substanz pro 1| Reinstwasser
Tris 2,42 ¢

NaCl 89

pH=7.,4

TBS-Tw20 (Waschpuffer):

Substanz pro 200 ml Reinstwasser
Tris 1,2112 g

NacCl 1,7532 g

Tween-20 100 pl

pH=7.,4

TBS-Ziegenserum 1 % (Blockierungsldsung):

Substanz pro 25 ml Reinstwasser
Tris 0,1515¢

NacCl 0,2193 g

Ziegenserum 250 pl

pH=7.,4

Sudanschwarz-Lsq.:

Substanz pro 100 ml
Sudanschwarz 0,19

Ethanol (70 %) 100 ml

- vor Gebrauch filtrieren



Eosin-Lsq.:

Substanz pro 200 ml Reinstwasser
Eosin 0,2¢

Eisessig 2-3 Tropfen
Kobaldchlorid-Lsg.:

Substanz pro 100 ml

Kobaldchlorid 29

Reinstwasser 100 ml

Formol-Calcium-Lsq.:

Substanz pro 100 ml Reinstwasser
Paraformaldehyd 49

CaCl, 19

CaCO, im Uberschuss

- vor Gebrauch filtrieren

Paraformaldehyd-Lsg.:

Substanz pro 100 ml Reinstwasser
Eosin 49

1 M NaOH 2-3 Tropfen
Ammoniumsulfid-Lsq.:

Substanz pro 100 ml
Ammoniumsulfid 19
Reinstwasser 100 ml
Western Blot

Trenngel 12 %:

Substanz 1 Gel
Reinstwasser 1,65 ml
Tris-Lsg. (1,5 M, pH=8,8) 1,25 ml

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 2ml
SDS-Lsg. (10 %) 50 ul
APS-Lsg. (10 %) 50 ul
TEMED 2,5 ul
Sammelgel (5 %):

Substanz 1 Gel
Reinstwasser 1,75 ml
Tris-Lsg. (0,5 M, pH=6,8) 315 pl

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 375 pl
SDS-Lsg. (10 %) 25 ul
APS-Lsg. (10 %) 25 ul

TEMED

2,5 ul




Trenngelpuffer:

Substanz pro 250 ml Reinstwasser
Tris 4541 ¢
pH=8,8

Sammelgelpuffer:

Substanz pro 100 ml Reinstwasser
Tris 6,06 g
pH=6,8

10xTowbin-Puffer:

Substanz pro 11 Reinstwasser
Tris 30,39
Glycin 1441 g
Laufpuffer:

Substanz pro1l
10xTowbin-Puffer 100 ml
SDS-Lsg. (10 %) 10 ml
Reinstwasser 890 ml
Blottingpuffer:

Substanz pro 1l
10xTowbin-Puffer 100 mi
Methanol 200 mi
Reinstwasser 700 ml
SDS-Probenpuffer (2-fach) nach Laemmli:

Substanz pro 10 ml
Reinstwasser 1,75 ml
Tris-Lsg. (1 M, pH=6,8) 1,25 ml
Glycerin 2ml
SDS-Lsg. (10 %) 4 mi

B-Mercaptoethanol
0,5 % Bromphenolblau-Lsg.

1 ml (Zugabe kurz vor Benutzung)
1 ml

pH=6,8

Coomassie-Farbelsq. fur die Gele:

Substanz pro1l
Isopropanol 47,5 ml
Essigsaure (100 %) 9ml
Coomassie Brilliant Blau R250 0,5¢
Reinstwasser 943,5 ml




Coomassie-Farbelsq. fur die PVDF-Membran:

Substanz pro 60 ml
Methanol 30 ml
Essigsaure (100 %) 4,2 ml
Coomassie Brilliant Blau R250 0,1g
Reinstwasser 25,8 ml

Coomassie-Entfarbelsg. 1 flir PVDF-Membran:

Substanz pro 30 ml
Methanol 15 mi
Essigsaure (100 %) 2,1 ml
Reinstwasser 12,9 ml

Coomassie-Entfarbelsqg. 2 fur PVDF-Membran:

Substanz pro 30 ml
Methanol 27 ml
Essigsaure (100 %) 3 ml

Stripping-Puffer:

Substanz pro 1l

Glycin 159

SDS-Lsg. (10 %) 10 ml > pH=2,2
Tween-20 10 ml

Reinstwasser 980 ml
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