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Zusammenfassung

Zehn lbergewichtigen Patienten wurde subkutanes Fetigewebe
entnommen. Fetizellen wurden isoliert und mit B-Lipotropin
aus Schweinehypophysen inkubiert, ohne daf} eine Stimulation
der Lipolyse gezeigt werden konnte. Um die lipolysehemmende
Anhdufung von freien Fettsauren und Adenosin sowie der Pro-
teasen moglichst zu vermeiden, ist in einer 2. Mef3reihe mittels
eines Perifusionssystems durch Lipolyse entstehendes Glyzerin
kontinuierlich bestimmt worden. Diese Testbedingungen simulie-
ren physiologische Verhiltnisse eher und ergaben: S-Lipotropin
zeigt auch an menschlichen Fettzellen lipolytische Aktivitat.

Summary

Regulation of Lipolysis — Biochemistry Investigations with
Human Adipocytes.

Subcutaneous adipose tissue was obtained from ten obese pa-
tients. Isolated fat cells were incubated with porcine g-lipotro-
pin but no stimulation of lipolysis was obtained. To avoid accu-
mulation of lipolysis inhibiting substances, such as free fatty
acids and adenosin, as well as protease activity, perifusion of
isolated fat cells was carried out. Under these test conditions,
which allow continuous determination of released glycerol, li-
polytic activity could be shown for the peptide hormone g-lipo-
tropin in human adipocytes.

Schliisselworter

Lipolyse — menschliche Fettzellen — Fettzellperifusion —
beta-Lipotropin

Key words

Lipolysis — human adipocytes — fat cell perifusion —
f-lipotropin

Die Kldarung biochemischer Vorginge an Fettzellen ist sowohl
fir die Beurteilung mechanischer Einwirkungen auf das Fettge-
webe als auch fiir mogliche systemische oder lokale Beeinflussun-
gen der Lipolyse, d. h. des Abbaues gespeicherter Triglyzeride,
von Bedeutung.

Eingang des Manuskriptes: 11. 6. 1985 Angenommen: 29. 8. 1985

Die Lipolyse an menschlichen Fettzellen wird durch Kate-
cholamine stimuliert (Fredholm 1978). Nach Reaktion mit ei-
nem Rezeptor werden iiber eine Stimulation der Adenylatcycla-
se die hormonsensitive Lipase aktiviert und die Triglyzeride zu
Glyzerin sowie freien Fettsdauren abgebaut. Glyzerin diffundiert
frei durch die Zellwand, der Transport freier Fettsauren aber er-
fordert aktive Prozesse. Freie Fettsduren konnen auch rever-
estert werden. Bei dem Kaninchen konnte fiir eine Reihe von
Peptidhormonen, wie dem adrenokortikotropen Hormon
(ACTH) oder dem beta-Lipotropin, lipolytische Aktivitat nach-
gewiesen werden (Richter und Schwandt 1985). Bisher konnte
beim Menschen fiir Peptide keine sichere lipolytische Aktivitat
nachgewiesen werden. Ziel der Untersuchung war es, mit einem
physiologischen Bedingungen nahekommenden in-vitro-Test-
system zu kldren, ob Peptidhormone an menschlichen Fettzel-
len lipolytische Aktivitat besitzen (Abb. 1).

Stimulation der Lipolyse an menschlichen
Fettzellen

‘Katecholamine

\\
Hormonsens. Lipase

Adenylatcyclase
[

Peptide?
z.B. ACTH, g-LPH
Triglyzeride

FFS Glyzerin

Abb. 1. Regulation der Lipolyse an der menschlichen Fettzelle.

Untersuchungsmethode

Die Untersuchungen wurden mit S-Lipotropin aus Schweinehy-
pophysen durchgefiihrt (Schwandt und Richter 1980). S-Lipo-
tropin konnte erstmals 1964 aus Schafshypophysen isoliert wer-
den. Es hat ein Molekulargewicht von etwa 10000 und setzt sich
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GLYCEROL Abb.2. Glyzerinfreisetzung durch
umol/l Noradrenalin (NOREPI) und fi-Lipo-
tropin an 1000000 perifundierter
Humanfettzellen (Patient 69 Jahre,
mannlich).
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aus 91 Aminosduren zusammen (Li 1964). Es beinhaltet die
Aminosiurensequenzen von -MSH (8-LPH 41 —58) und 8-
Endorphin (6-LPH 61 —91). Zusammen mit ACTH wird es in
einem gemeinsamen Vorldauferhormon gebildet, dem Propio-
melanokortikotropin (Mains und Mitarb. 1977). Fiir unsere
Untersuchungen wurde subkutanes Fettgewebe von 10 iiberge-
wichtigen Patienten (Broca-Index grofler 20%) verwendet. Pa-
tienten mit Stoffwechselerkrankungen oder malignen Tumoren
wurden ausgeschlossen. Fettzellen wurden nach der Methode
von Rodbell (1964) mit Hilfe von Kollagenase CLS I (Worthing-
ton, Seromed, Miinchen) isoliert. Die Testung der lipolytischen
Aktivitat erfolgte zunichst in herkommlicher Weise: Etwa 70 000
isolierte Fettzellen wurden mit -Lipotropin (10-7 — 10-9 mol/1)

120 60 0
Retentionszeit (min)
Abb. 3. Degradation von g-Lipotropin (10 #g) durch 100 mg Fettge-

webe vom Menschen (A) und Kaninchen (B). Hochdruckfliussigkeits-
chromatographie. A = Extinktion.

iiber eine Stunde bei 37°C in Krebs-Ringer-Bikarbonatpuffer

(pH 7,4) inkubiert. Anschliefend wurden die Fettzellen abzen-

trifugiert und im Unterstand Glyzerin als Maf} der Lipolyse en-

zymatisch bestimmt (Schwandt und Mitarb. 1981).

Dieses Testsystem birgt jedoch 2 Nachteile in sich:

1. Es kommt zur Anhdufung von die Lipolyse hemmenden
Substanzen, wie z. B. den freien Fettsduren und dem Ade-
nosin (Fredholm 1978).

2. Es bleiben Proteasen aus der Kollagenasenpraparation und
aus zerstorten Zellen im Medium wirksam.

Wir fithrten daher die Untersuchungen mit einem Perifu-
sionssystem durch, welches die kontinuierliche Bestimmung des
freigesetzten Glyzerins erlaubt (Schwandt und Mitarb. 1981).
Dabei werden in einer Kammer etwa 1000000 isolierte Fettzel-
len vom Perifusionsmedium (Krebs-Ringer-Bikarbonat-Puffer
pH 7,4) durchstromt (1 ml/min). Dies bewirkt eine Entfernung
der lipolyseinhibierenden Substanzen.

Um abzuklidren, welche Rolle die Proteasen bei der lipolyti-
schen Aktivitat von S-Lipotropin spielen, wurden jeweils 30 ug
S-LPH mit 100 mg Fettgewebe vom Menschen und vom Kanin-
chen iiber 5, 15 und 45 Minuten inkubiert (37°C, Krebs-Ringer-
Bikarbonat-Puffer pH 7,4). Nach anschlieender Entfernung
des Fettgewebes wurde der Unterstand mit Hilfe der Hoch-
druckfliissigkeitschromatographie analysiert.

Ergebnisse

Bei der herkémmlichen Inkubationsmethode konnte in keinem
der 10 Falle durch g-Lipotropin eine Stimulation der Lipolyse er-
reicht werden (Basallipolyse 18,1 = 0,4 nmol, 8-LPH 107 mol/I:
16,0 + 0,5 nmol, g-LPH 108 mol/I: 16,3 + 0,3 nmol und S-
LPH 10 mol/1: 16,3 + 0,1 nmol. Ergebnisse eines reprasenta-
tiven Versuches, Bestimmung im Triplikat, Mittelwerte + SEM,
Angaben pro 10 mg Fettzelltrockengewicht). Dagegen zeigten die
Perifusionsversuche eine Stimulation der Glyzerinfreisetzung bis
zu einer Konzentration von 10-!1 mol/1 g-LPH (Abb. 2).

In der Hochdruckfliissigkeitschromatographie zeigte sich,
daf3 menschliches Fettgewebe im Vergleich zum Kaninchen eine
sehr hohe Proteasenaktivitit besitzt (Abb. 3). Dies bietet eine
mogliche Erklarung fir das unterschiedliche Ansprechen von
menschlichen und tierischen Fettzellen auf die Stimulation mit
Peptidhormonen. Es darf festgehalten werden, daf3 unter Test-
bedingungen, die den physiologischen Verhiltnissen sehr nahe
kommen, auch fiir das Peptidhormon S-Lipotropin lipolytische



Regulation der Lipolyse 117

Aktivitdt in menschlichem Fetigewebe nachgewiesen werden
kann. Die minimal wirksame Konzentration von 10-'' mol/I
licgt dabei in cinem so niedrigen Bereich, dall angenommen
werden darf, f-LPH spiele moglicherweise auch in vivo cine
Rolle bei der Regulation der Stoffwechselvorgange im Fettge-
webe.

Eine Zukunfisperspektive stellt die Stimulation der Lipolyse
durch kleine Peptide dar. Diese konnten moglicherweise auch
oral verabreicht werden. Des weileren wire eine lokale Applika-
tion ein moglicher therapeutischer Ansatz. Uberpriifenswert er-
scheint die Moglichkeit der Beeinflussung der peptidstimulier-

ten Lipolyse durch Proteasehemmer.
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