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Einleitung 

1. Einleitung 
 
 
1.1. Diabetes mellitus 
 
Diabetes mellitus ist eine erbliche, chronische Stoffwechselerkrankung, die 

durch Störungen der Insulinsekretion und/oder der Insulinwirkung 

charakterisiert ist, was in einer Dysregulation des Glukosestoffwechsels 

resultiert. Hauptsymptom dieser Dysregulation ist die Hyperglykämie. Folgen 

der chronischen Hyperglykämie sind -meist erst nach längerer Krankheitsdauer- 

Dysfunktion und Versagen verschiedener Organe, insbesondere der Augen, der 

Niere, des Nervensystems, des Herzens  und der Blutgefäße, was die 

Lebensqualität und Lebenserwartung deutlich einschränkt. 

1997 wurden von der American Diabetes Association (ADA) neue Kriterien zur 

Klassifikation des Diabetes mellitus Typ 2 erarbeitet. Diese wurden von der 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) offiziell anerkannt und von der Deutschen 

Diabetes Gesellschaft (DDG) übernommen. Unterschieden wird der Diabetes 

mellitus Typ 1, der durch eine meist autoimmune Zerstörung der β-Zellen 

charakterisiert ist, so dass Insulin nicht mehr produziert und sezerniert werden 

kann und folglich ein absoluter Insulinmangel besteht (3). Weitere Gruppen sind 

der Diabetes mellitus Typ 2, der Gestationsdiabetes sowie spezifische 

Diabetes-Typen, zu denen unter anderem genetische Defekte der β-Zell-

Funktion (z.B. MODY, mitochondrialer Diabetes), Erkrankungen des exokrinen 

Pankreas (z.B. zystische Fibrose, Pankreas-Tumoren, Pankreatitis), 

Endokrinopathien (z.B. Akromegalie, Cushing-Syndrom) und Medikamenten- 

oder Chemikalien induzierte Formen zählen (4). 

 

 

1.2. Diabetes mellitus Typ 2 
 

Diabetes mellitus Typ 2 ist sowohl durch β-Zell-Dysfunktion mit gestörter 

Insulinsekretion als auch durch Insulinresistenz der peripheren Zielgewebe wie 

Skelettmuskel, Leber, Fettgewebe gekennzeichnet (5, 6). Man geht heute von 
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einem multifaktoriellen Geschehen bei der Entstehung eines klinisch manifesten 

Diabetes mellitus Typ 2 aus. Das gleichzeitige Vorliegen einer peripheren 

Insulinresistenz und gestörten Insulinsekretion, in Wechselwirkung mit 

Umweltfaktoren wie Bewegungsmangel und vor allem Adipositas, sowie ein 

genetischer Hintergrund (6-11) tragen dazu bei. In unserer heutigen 

Gesellschaft mit zunehmendem Übergewicht der Bevölkerung und 

Bewegungsmangel spielt der Diabetes mellitus Typ 2, als so genannte 

Zivilisationskrankheit, eine immer wichtiger werdende Rolle. Üblicherweise 

manifestiert er sich im mittleren oder höheren Lebensalter und ist in allen 

Populationen häufiger vertreten als der Diabetes mellitus Typ 1. Ca. 90% aller 

Diabetiker in Deutschland sind an Diabetes mellitus Typ 2 erkrankt (12). Die 

Prävalenz hat in den letzten Jahrzehnten in Deutschland, wie in allen 

Industrienationen deutlich zugenommen und beträgt zurzeit ca. 5-8% (13, 14). 

Diese erhöhte Prävalenz ist streng mit dem vermehrten Auftreten einer 

Adipositas assoziiert. Adipöse Menschen zeigen in einem hohen Prozentsatz 

eine Insulinresistenz und Hyperinsulinämie, welche prädisponierende Faktoren 

für die Manifestation einer gestörten Glukosetoleranz und in der Folge eines 

Diabetes mellitus Typ 2 darstellen. Welche entscheidende Rolle die Adipositas 

bei der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 spielt, wird dadurch deutlich, 

dass zwischen 40 und 60% aller Diabetiker adipös sind und Gewichtszunahme, 

bzw. ein erhöhter BMI (ab einem BMI über 24,9 kg/m2) (15) das Diabetesrisiko 

signifikant erhöhen. Gemäß der Nurses´Health Studie ist ab einem BMI > 30 

kg/m2 das Risiko für einen Diabetes mellitus 30-fach erhöht im Vergleich zu 

schlanken Frauen (15, 16). Da erhöhte Körperfettmasse bzw. Adipositas ein 

zentraler Risikofaktor für die Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 ist (17), ist 

zu vermuten, dass es Wechselwirkungen bzw. Vermittler zwischen dem 

Fettgewebe, den Insulinzielgeweben und dem Pankreas gibt. Als Mediatoren 

kommen hierfür die vom Fettgewebe gebildeten Hormone wie Leptin und 

Resistin, TNF-α und freie Fettsäuren in Frage.  
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1.2. Das Fettgewebshormon Leptin 
 

Leptin ist ein 16-kDa großes Peptidhormon, das nahezu ausschließlich vom 

weißen Fettgewebe produziert und sezerniert wird (18). Die Serumspiegel von 

Leptin korrelieren positiv mit der Masse des Fettgewebes (19). Über spezielle 

Regionen des Hypothalamus reguliert Leptin die Nahrungsaufnahme und den 

Energieverbrauch (18, 20-23). Die Nahrungsaufnahme wird gehemmt und der 

Energieverbrauch gesteigert. Bei adipösen Menschen mit erhöhten 

Leptinserumspiegeln scheint dieser Mechanismus jedoch nicht wirksam zu sein, 

was auf eine Leptinresistenz bzw. einen Postrezeptordefekt hinweist (19, 24), 

da Adipositas-assoziierte Mutationen im Leptingen bzw. Leptinrezeptor sehr 

selten sind (25, 26).  

Neben seinen Wirkungen am zentralen Nervensystem werden für Leptin eine 

Wirkung bei der Reproduktion (27), der Angiogenese (28), der Hämatopoese 

(29), dem Knochenstoffwechsel (30) und an den β-Zellen des endokrinen 

Pankreas beschrieben (31). Eine Verbindung zwischen Leptin und dem 

Glukosestoffwechsel konnte durch Untersuchungen an dem Tiermodell der 

ob/ob Maus, die eine Mutation im Leptingen aufweist, und der db/db Maus, die 

eine Mutation im Leptinrezeptor aufweist, hergestellt werden. Beide 

Mausmodelle weisen einen Diabetes mellitus Typ 2 Phänotyp auf und sind 

durch Adipositas, Hyperphagie, Hyperinsulinämie und Diabetes mellitus Typ 2 

charakterisiert. Wird der ob/ob-Maus intraperitoneal Leptin zugeführt, so verliert 

sie ihren Diabetes mellitus Typ 2 Phänotyp (23, 32, 33). Diese Beobachtungen 

ließen vermuten, dass Leptin direkte Effekte an Insulin produzierenden β-Zellen 

des endokrinen Pankreas ausübt. In der Tat konnte in β-Zellen des endokrinen 

Pankreas gezeigt werden, dass Leptinrezeptoren exprimiert werden und dass 

Leptin sowohl die Proinsulingen-Expression als auch die Insulinsekretion 

hemmt (34-36). Umgekehrt stimuliert Insulin, als adipogenes Hormon, die 

Produktion von Leptin durch die Adipozyten (37-40), so dass eine hormonelle 

Signalvermittlung zwischen endokrinem Pankreas und dem Fettgewebe 

besteht. Diese Beobachtungen etablierten die Existenz einer “Adipoinsulären 

Achse“ (1, 41, 42). 
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Abb.: 1.1.: Modell der Adiposinsulären Achse: Insulin stimuliert die Leptinsynthese und  
–sekretion durch das Fettgewebe. Leptin hemmt, im Sinne eines negetiven “feed-back“ die 
Insulinbiosynthese und –sekretion in β-Zellen des endokrinen Pankreas. Diese Signalübertragung 
integriert die Koppelung von Glukosehomöostase und Fettgewebsstatus in den Regelkreis der 
Steuerung des Energiehaushaltes durch Leptin. Leptin hemmt im Hypothalamus die 
Nahrungsaufnahme und stimuliert den Energieverbrauch. Modifiziert nach Seufert (2). 

 

Dysregulation dieser “Adipoinsulären Achse“ mit Hyperleptinämie und daraus 

resultierender Leptinresistenz in β-Zellen des endokrinen Pankreas führt zu 

einer chronischen Hyperinsulinämie, die bekanntermaßen zu vermehrter 

Adipogenese und Insulinresistenz führt und somit zu einem weiteren Anstieg 

der Plasmaleptinspiegel. Somit entsteht ein circulus vitiosus zwischen 

Fettgewebe und endokrinem Pankreas, der schließlich in einer β-Zell-

Dysfunktion und damit in einem Diabetes mellitus Typ 2 mündet. 
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Abb.: 1.2.: Modell der Dysregulation der Adiposinsulären Achse: Fehlende Leptinwirkung 
an der β-Zelle führt zu Hyperinsulinämie, die durch Induktion von Adipogenese zur Vermehrung 
des Fettgewebes und zur Entwicklung einer Insulinresistenz führt. Vermehrung des 
Fettgewebes führt umgekehrt zur Hyperleptinämie, die zu einer Desensitisierung der Leptin-
Signalübertragung führt. Am Ende dieses circulus vitiosus steht die β-Zell-Dysfunktion mit 
gestörter Insulinproduktion und konsekutivem Auftreten eines Diabetes mellitus. Modifiziert nach 
Seufert (2). 

 

1.3. Signalübertragung von Leptin über den JAK-STAT-
Signalübertragungsweg 

 

Strukturell gehört Leptin zu den Zytokinen (43). Seine Signalübertragung erfolgt 

über den Leptinrezeptor, der zu der Klasse 1 Rezeptoren der Zytokinfamilie 

zählt (44). Es konnten bislang fünf Leptinrezeptoren identifiziert werden (45), 

jedoch nur die lange Form (OB-R) des Leptinrezeptors ist funktionell aktiv. Über 

sie erfolgt die Signalübertragung von Leptin (46-50). Sie ist, wie für 

Zytokinrezeptoren der Klasse 1 üblich, an den JAK-STAT-

Signalübertragungsweg gekoppelt (51). Die Expression der langen Form wurde 
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für β-Zellen der Ratte, humane β-Zellen sowie INS-1 Zellen gezeigt (34, 41, 52). 

Typisch für Zytokinrezeptoren der Klasse 1 ist, dass sie mit einer der drei 

bekannten Tyrosin-Kinasen, den Janus-Kinasen (JAK), assoziiert sind. An den 

Leptinrezeptor ist die Janus-Kinase 2 (JAK2) assoziiert. Durch Bindung von 

Leptin an seinen Rezeptor wird die Rezeptor assoziierte Janus-Kinase 2 an 

ihren Tyrosinresten transphosphoryliert und dadurch aktiviert. Die aktivierte 

JAK2 phosphoryliert im nächsten Schritt Tyrosinreste des cytoplasmatischen 

Anteils des Leptinrezeptors. Transkriptionsfaktoren aus der Familie der signal 

transducer and activator of transcription (STAT) können nun mit ihrer SH2-

Domäne an den Rezeptor binden, um anschließend  durch die Janus-Kinase 2 

ebenfalls an Tyrosinresten phosphoryliert zu werden. Die SH2-Domäne (SRC 

homology 2 domain) ist eine hochkonservierte Domäne, die allen 7 bislang 

bekannten STATs (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6) 

gemeinsam ist. Sie wird benötigt für die Rekrutierung der STATs and den 

Rezeptor, für die Interaktion mit der Rezeptor assoziierten Janus-Kinase, die 

Dimerisierung der STATs sowie Bindung an spezifische DNA-Sequenzen. Nach 

Phosphorylierung der STATs dimerisieren diese und sind so in der Lage in den 

Zellkern zu wandern, um dort über DNA Bindung an spezifische DNA-Elemente 

die Expression verschiedener Gene zu regulieren (53-55).   

Eine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren aus der Familie der signal 

transducers and activators of transcription durch Leptin bzw. deren Beteiligung 

an der Leptinsignalübertragung konnte in mehreren Geweben, unter anderem 

auch im Hypothalamus, hier insbesondere für STAT1, STAT3, STAT5b und 

STAT6 (47-51, 54) gezeigt werden. In der Regel werden STATs als Aktivatoren 

der Genexpression (53, 55) beschrieben. In einer früheren Arbeit konnte jedoch 

gezeigt werden, dass Leptin, als Hemmer der Insulinbiosynthese, eine 

verstärkte Bindung von STAT5b an STAT responsive Elemente im Ratten 

Insulinpromotor 1 bewirkt (34), so dass angenommen werden konnte, dass die 

Leptin bedingte Hemmung der Insulinbiosynthese durch STATs vermittelt wird. 

Da diese  Aussagen zunächst im Gegensatz zueinander standen, war ein Ziel, 

dies auf molekularer Ebene näher zu charakterisieren. 

 

6  



Einleitung 

 

Leptin 
Leptin Leptin 

 

 

 

Abb.: 1.3.: JAK-STAT-Signalübertragungsweg: Nach Bindung des Liganden (Leptin) an 
seinen Rezeptor (1) wird dieser und die Rezeptor assoziierten JAKs phosphoryliert (2). STATs 
können nun an den Rezeptor binden und ebenfalls phosphoryliert werden (3). Sie sind so in der 
Lage zu dimerisieren (4), in den Kern zu translozieren um dort die Expression verschiedener 
Gene zu regulieren (5). Modifiziert nach www.mpibpc.gwdg.de/.../ jahrg9/1.03/scta.html . 

 

 
1.4. Suppressors of cytokine signalling (SOCS) 
 

Suppressors of cytokine signalling, abgekürzt auch SOCS genannt, gehören zu 

einer Familie von Molekülen, die die Signalübertragung von Zytokinen über den 

JAK-STAT-Signalübertragungsweg hemmen (56). Diese Inhibitoren der JAK-

STAT-Signalübertragung wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen kloniert, 

weshalb unterschiedliche Namen existieren. Synonyme für SOCS sind SSI 

(STAT-induced STAT-inhibitors) (57) und CIS (cytokine-inducible SH2 

containing protein) (58, 59). Bisher besteht diese Familie aus 8 Proteinen, CIS 

und SOCS1-7 (60-62). Strukturell enthalten sie alle am C-terminalen Ende eine 

hochkonservierte, ca. 40 Aminosäuren lange SOCS Box, die Degradation der 
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SOCS Proteine zu verhindern scheint (63) und eine zentrale SH2 Domäne. 

Über ihre zentrale SH2 Domäne sind sie in der Lage, an phosphorylierte 

Tyrosinreste der Janus-Kinasen zu binden (59, 63) und diese dadurch zu 

inaktivieren (64). Am N-terminalen Ende haben sie eine unterschiedliche  Länge 

und Aminosäurensequenz (60).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.4.: Struktur der Suppressors of cytokine signalling: Am N-terminalen Ende weisen 
sie eine variable Länge und Aminosäurensequenz auf. Zentral liegt die SH2 Domäne, die für 
die Bindung an und Inaktivierung der Janus-Kinasen nötig ist. Am C-terminalen Ende liegt die 
hochkonservierte, ca. 40 Aminosäuren lange SOCS-Box. 

N C SH2 SOCS-BoxVariables Ende 

 

Die Expression der SOCS Proteine wird gewebsspezifisch durch verschiedene 

Zytokine induziert, wie z.B. Interleukin-6, Interferon-γ, Erythropoietin, 

Wachstumshormon und auch Leptin (56, 57, 60, 65, 66). Ihre Expression wird 

über den JAK-STAT-Signalübertragungsweg reguliert (64, 67). Werden sie 

exprimiert, hemmen sie als negativer “Feed-back“ Mechanismus die 

Signalübertragung der Zytokine über den JAK-STAT Signalübertragungsweg. 

Für die Signalübertragung von Leptin konnte dies bereits im Hypothalamus 

gezeigt werden (24, 54, 68) . Zusammenfassend sind SOCS Proteine durch 

Zytokine, zu denen Leptin zählt, induzierbare Inhibitoren der 

Zytokinsignalübertragung über den JAK-STAT-Signalübertragungsweg. 

Im Hypothalamus konnte, in Regionen, in denen die lange, also funktionell 

aktive Form des Leptinrezeptors vorhanden ist, eine vermehrte Expression von 

SOCS3 nach peripherer Gabe von Leptin nachgewiesen werden (24, 68). 

Überdies konnte in der Agouti Maus, einem Mausmodel, das unter anderem 

durch Hyperleptinämie und Leptinresistenz gekennzeichnet ist, gezeigt werden, 

dass im Hypothalamus die SOCS3 mRNA Expression gesteigert ist, im 

Vergleich zu normalen Mäusen (68). Diese vermehrte Expression von SOCS3  

wird transkriptionell über STATs vermittelt, im Hypothalamus insbesondere über 
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STAT3 (24). In Mäusen, die mittels einer fetthaltigen Diät adipös wurden, 

beschränkt sich die gesteigerte Expression von SOCS3 auf die Region des 

Nucleus Arcuatus (69). Weiterhin wird vermutet, dass die STAT3 vermittelte 

Expression von SOCS3, die Leptin vermittelte JAK2 Phosphorylierung und 

somit die periphere Leptinwirkung sowohl im Hypothalamus als auch in 

transfizierten Chinese hamster ovary (CHO) Zellen  hemmt (70). Erst vor 

kurzem konnte die SOCS3 vermittelte Hemmung der Leptin Signalübertragung 

im Hypothalamus in Sibirischen Hamstern als ein molekularer Mechanismus der 

periodischen, lichtabhänigen zentralen Leptinresistenz identifiziert werden (71). 

Interessanterweise deuten kürzlich publizierte in vivo Daten von neuralen, zell-

spezifischen SOCS3 knock-out Mäusen, sowie von SOCS3 haploinsuffizienten 

Mäusen darauf hin, dass SOCS3 vermutlich ein Regulator sowohl  der 

Leptinresistenz, als auch der Insulinresistenz zu sein scheint (72, 73).   

Zusammenfassend nimmt SOCS3 im Hypothalamus eine wichtige Rolle als 

Mediator der Leptinwirkungen, insbesondere im Hinblick auf Leptinresistenz, 

ein.  

 

 

1.5. Das Homeo Domain Protein PDX-1  
 

Auf der Suche nach Transkriptionsfaktoren, die zellspezifische Expression von 

Genen der Inselzellen des endokrinen Pankreas vermitteln, wurde 1993 

erstmals der Insulin Promotor Factor 1 (IPF-1) aus einer Maus cDNA-Bibliothek 

kloniert (74). IDX-1 (insulin duodenum box 1) ist das Korrelat in der Ratte (75). 

STF-1 (somatostatin transactivating factor 1) (76) und PDX-1 (pancreas 

duodenal homeobox-1) sind identisch zu IDX-1. PDX-1 ist ein 

Transkriptionsfaktor, der zu den Homeo Domain Proteinen zählt. Homeo-Box-

Proteine sind in der Evolution hoch konserviert, weisen starke Homologien 

zwischen den verschiedenen Spezies auf und spielen während der 

Embryonalentwicklung und Gewebsdifferenzierung eine wesentliche Rolle. Sie 

enthalten eine in der Regel 61 Aminosäuren große Homeo-Box und bestehen 
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aus 3 α-Helices. Die Homeo-Box ist für die Bindung an spezifische DNA-

Sequenzen essentiell. 

PDX-1 wird lediglich in den β-Zellen des endokrinen Pankreas, Somatostatin 

exprimierenden Zellen, einzelnen verstreut liegenden endokrinen Zellen im 

Duodenum sowie während der Entwicklung des Gehirns exprimiert (77, 78). Es 

besteht aus 283 Aminosäuren und ist 31 kDa groß. Die transkriptionelle 

Aktivierungsdomäne ist im N-terminalen Bereich von Aminosäure 1 – 38 

lokalisiert. Die Homeo-Box, die für die Bindung von PDX-1 an spezifische DNA-

Sequenzen benötigt wird, liegt an Position 146 – 206. Innerhalb dieser Homeo-

Box liegt auch die Nukleäre Lokalisationssequenz (79, 80).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.1.5.: Struktur des Homeo Domain Transkriptionsfaktors PDX-1. TAD: 
Transaktivierunsdomäne. Deletion reduziert die Aktivitiät auf 20% im Vergleich zu Kontrollen. 
ΔCmt: Deletion des Cytosins (C) an Kodon 63 wurde in Familien mit MODY4 gefunden. Die 
Deletion bewirkt eine Beendigung der Translation an Kodon 122 (*). HD: Homeo-Box, die für die 
Bindung von PDX-1 an spezifische DNA-Sequenzen benötigt wird. NLS: Nukleäre 
Lokalisationssequenz. Beendigung der Translation an Posititon 122 verhindert die Bildung der 
DNA-Bindungsstelle und bewirkt somit die Inaktivierung von PDX-1. 

DNA-Bindung

NLS 

*
ΔC 
mt 

N C 

1             38            63                  122           146              206                            283 

Transaktivation 

TAD H D

 

PDX-1 ist der zentrale Regulator der Pankreasentwicklung. So weist z.B. die  

PDX-1 knock-out Maus eine Pankreasagenesie auf (81). Nach Verletzungen 

des Pankreas oder spezifischer Schädigung der β-Zellen des endokrinen 

Pankreas mit Streptozotocin ist eine vermehrte Expression von PDX-1 sowie 

eine β-Zell Neogenese zu beobachten (80, 82, 83). Eine β-Zell spezifische 

Inaktivierung des PDX-1 Genes nach Abschluss der Pankreasentwicklung, 

resultiert in einem Verlust des β-Zell Phänotyps, was letztendlich zu einer 
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gestörten Glukosetoleranz mit Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 führt 

(84). PDX-1 ist demnach nach Abschluss der Pankreasentwicklung in β-Zellen 

des endokrinen Pankreas ein wichtiger Regulator der Insulinproduktion.  

Im Ratten-Insulingenpromotor 1 bindet PDX-1 an die A-Elemente (siehe 1.7.). 

PDX-1 vermittelt die Anpassung der Insulingen Expression an die extrazelluläre 

Glukosekonzentration und wird als Glukose sensitiver Faktor beschrieben (85). 

PDX-1 transloziert glukoseabhängig in den Zellkern und wird glukoseabhängig 

phosphoryliert, wodurch die DNA-Bindungsaffinität und damit das 

Transaktivierungspotential verstärkt werden. Umgekehrt bewirken anhaltend 

erhöhte Glukosespiegel eine Inhibition der Insulingen Expression sowie des 

PDX-1 Gens (86, 87). Darüber hinaus reguliert PDX-1 die Expression einer 

Reihe von Genen, die für die β-Zell Identität und Funktion unabdingbar sind. 

Hierzu zählen neben dem Insulingen (74), die Gene des Glukosetransporters  2 

(GLUT2) (88), der Glukokinase (89) und des islet amyloid polypeptide (90).  

Mutationen im PDX-1 Gen konnten als Ursache eines “maturity-onset diabetes 

of the young“ (MODY), einem nicht-insulinabhängigen Diabetes mellitus, der 

autosomal-dominant vererbt wird und sich meist vor dem 30. Lebensjahr 

manifestiert, identifiziert werden. Beim MODY4 liegt eine inaktivierende 

Mutation des PDX-1 Gens vor (91).  

Zusammenfassend zeigen diese Ausführungen, dass PDX-1 ein zentraler 

Regulator der β-Zell Entwicklung und Funktion ist und unentbehrlich für einen 

normale Glukosemetabolismus ist. PDX-1 spielt somit eine wichtige Rolle bei 

der Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2. 

 

 

1.6. Die transkriptionellen Kofaktoren CBP und p300 
 

Auf der Suche nach Proteinen, die in der Lage sind, den durch Proteinkinase A 

(PKA) phosphorylierten Transkriptionsfaktor CREB, daher der Name CBP 

(CREB Binding Protein),  zu binden wurde 1993 CBP erstmals kloniert (92). 

P300 wurde 1994 als Protein, das das adenovirale Protein E1A binden kann, 
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kloniert (93). CBP und p300 unterscheiden sich kaum in ihrer 

Aminosäurensequenz. 

CBP und p300 sind Histon-Acetyltransferasen, die ubiquitär in Säugerzellen 

vorkommen und nicht zu den eigentlichen Transkriptionsfaktoren zählen, da sie 

nicht direkt an DNA-Sequenzen binden. CBP/p300 fungieren vielmehr als 

Kofaktoren, die die Interaktion zwischen zahlreichen Transkriptionsfaktoren bei 

der Genaktivierung vermitteln. Sie modulieren die Aktivität einer Reihe von 

Hauptaktivatoren der entsprechenden Gene, vor allem derer, die an der 

Regulierung der Zelldifferenzierung und Zellproliferation beteiligt sind (94).  

Bisher ist CBP/p300 meist als Koaktivator und nicht als Inhibitor beschrieben. 

E1A, das direkt an CBP/p300 bindet, kann durch seine Bindung verhindern, 

dass CBP/p300 als Koaktivator der verschiedenen Transkriptionsfaktoren 

fungiert (95). So wird z.B. durch E1A die Aktivität des Insulinpromotors 

gehemmt (96). CBP/p300 interagieren als Kofaktoren mit einer Reihe von 

Transkriptionsfaktoren aus verschiedenen Gruppen. Dazu zählen unter 

anderem nukleäre Rezeptoren (92), Leuzin Zipper Proteine (bZIP) wie Jun, Fos 

und CREB (92, 95, 97, 98) und Helix-Loop-Helix Proteine wie z.B. MyoD (99) 

und NeuroD1/BETA2 (100, 101). Für STAT1, STAT2, STAT3, STAT5b und 

STAT6 konnte ebenfalls eine Interaktion mit CBP/p300 gezeigt werden (102-

105). Auch für PDX-1 konnte bislang mehrfach eine Interaktion mit CBP/p300 

nachgewiesen werden (106-108), durch welche das Transaktivierungspotential 

von PDX-1 erhöht wird (106). Darüber hinaus wird postuliert, dass eine 

Interaktion von PDX-1 und CPB/p300 sogar nötig ist, damit PDX-1 seine 

Zielgene, insbesondere Insulin, aktivieren kann (106, 108).  

Zusammenfassend sind die Koaktivatoren CBP/p300 wichtige Integratoren 

verschiedener Signalübertragungswege, unter anderem auch derer, die die 

Expression des Insulingens betreffen. 
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1.7. Regulation des Ratten-Insulingenpromotors 1  
 

Das Insulingen wird ausschließlich in β-Zellen des endokrinen Pankreas 

exprimiert. In den meisten Spezies existiert ein einziges Gen für Präproinsulin. 

Maus und Ratte besitzen je zwei Gene. In dieser Arbeit wurde auf den Ratten-

Insulingenpromotor 1 fokussiert.  

Die Regulation der Insulingen Transkription ist von einem komplexen 

Zusammenspiel verschiedener, spezifischer DNA-Sequenzen des 

Insulinpromotors mit einer Reihe ubiquitär vorkommender und auch 

Pankreasinsel spezifischer Transkriptionsfaktoren abhängig. Diese, für β-Zellen 

des endokrinen Pankreas spezifische und einzigartige Interaktion der 

Transkriptionsfaktoren, ist entscheidend für die Aktivierung bzw. Hemmung der 

Insulingen Expression, sowie deren Anpassung an verschiedene 

physiologische Stimuli. Abbildung 1.6. zeigt ausgewählte cis-agierende DNA-

Bindungselemente des Ratten-Insulingenpromotors 1, sowie die daran 

bindenden Transkriptionsfaktoren.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.1.6.: Organisation des Ratten-Insulingenpromotors 1. Unten ist der Ratten-
Insulingenpromotor 1 mit ausgewählten cis-agierenden Regulatorelementen aufgezeichnet. Die 
an die entsprechenden Elemente bindenden Transkriptionsfaktoren, ebenfalls nur 
auszugsweise, in der Reihe darüber. CBP/p300 und Bridge-1 interagieren als Kofaktoren mit 
mehreren der aufgezeichneten Transkriptionsfaktoren. Rot geschrieben sind die Faktoren, auf 
welche in dieser Arbeit fokussiert wurde.  

Start 
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PDX-1  
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Es ist eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren sowie Interaktionen, die bei der 

Regulation der Insulingen Expression eine Rolle spielen, bekannt. Im 

Folgenden sind ausgewählte, wichtige sowie für diese Arbeit interessante 

Regulatorelemente des Ratten-Insulingenpromotors 1, deren Bindungspartner 

und Interaktionen kurz beschrieben. 

Die beiden E-Elemente (E1 und E2) im Ratten-Insulingenpromotor 1 enthalten 

eine übereinstimmende Sequenz mit der Basenfolge CANNTG. Es konnte in 

einer transfizierten Hamster Insulinomzelllinie gezeigt werden, dass Mutation 

einer der beiden Elemente in einer Reduktion der Promotoraktivität von 90% 

resultiert. An diese so genannten E-Box-Elemente binden als Heterodimere 

Transkriptionsfaktoren aus der Familie der basic Helix-Loop-Helix (bHLH) 

Proteine, die starke Aktivatoren gewebsspezifischer Gene sind. Hierzu zählen 

E47/E12, Splicevarianten des E2A Genes, und HEB. Sie kommen ubiquitär vor, 

sind nicht gewebsspezifisch exprimiert und werden Klasse A bHLH Proteine 

genannt. E47/E12 interagiert mit dem Pankreasinsel spezifischen Klasse B 

bHLH Protein Beta-2, auch NeuroD genannt (siehe Übersichtsartikel 109, 110). 

Beta2/NeuroD1 werden lediglich im Gehirn (111) und den β- und α-Zellen des 

endokrinen Pankreas (112, 113) exprimiert. Sie regulieren sowohl die 

Insulingen Expression (114) als auch Pankreasentwicklung (113).  Homozygot 

negative Mäuse für BETA2/NeuroD können keine normale Morphologie der β-

Zellen entwickeln, ihre Insulingen Expression ist stark herabgesetzt, was in 

einen Diabetes mellitus Typ 2 mündet (113).  

Die A-Elemente (A3/4 und A1) sind AT reiche Sequenzen im Ratten-

Insulingenpromotor 1, deren Kernsequenz aus TAAT besteht. Mutation des 

A3/A4 Elementes resultiert in einer Reduktion der Promotoraktivität um 75%, 

während Mutation des A1 Elementes lediglich eine geringe Reduktion der 

Promotoraktivität bewirkt. An diese so genannten A-Elemente binden Homeo-

Box-Proteine, zu denen PDX-1, ein zentraler Regulator der Insulingen 

Expression (siehe Abschnitt 1.5.) zählt (siehe Übersichtsartikel 109, 110). An 

die A-Elemente können noch weitere Homeodomain Proteine binden, so z.B. 

Lmx1.1, ebenfalls ein Aktivator des Insulingenpromotors, der zu den LIM 

Homeo-Box-Proteinen gehört. Isl-1 ist ebenfalls ein LIM Homeo-Box-Protein, 
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das an das A3 Element bindet, allerdings mit einer deutlich geringeren Affinität 

als LMX1.1 und die Insulingen Transkription aktiviert. 

Am distalen 5´Ende ist eine Bindungsstelle für Transkriptionsfaktoren aus der 

Familie der Signal Transducers and Activators of Transcription, kurz STATs, 

bekannt. Diese Bindungsstelle wurde ursprünglich als Wachstumshormon 

responsives STAT5 Bindungselement im Ratten-Insulingenpromotor 1 

identifiziert. Durch Bindung von STAT5b an dieses Element wird der Ratten-

Insulingenpromotor 1 nach Stimulation mit Wachstumshormon aktiviert (115). 

Eine vermehrte Bindung von STAT5b an dieses STAT-Bindungselement ist 

dagegen mit der Leptin vermittelten Hemmung der Insulingen Expression 

verbunden (34). 

Wie bereits oben erwähnt, erfolgt die β-Zellspezifische Expression des 

Insulingens durch eine komplexe Interaktion verschiedenster 

Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren. Hauptregulatoren, welche die basale 

und Glukose sensitive Insulingen Expression regulieren sind PDX-1, welches 

an das A3/A4-Element bindet, auch Far Element genannt, und 

Transkriptionsfaktoren aus der basic Helix-Loop-Helix (bHLH) Familie, die an 

das E2-Element, auch Flat Element genannt, binden. Das A3/A4- und E2-

Element oder auch Far-Flat Region bilden einen so genannten Minienhancer. 

PDX-1 und E47 aktivieren hierüber den Ratten-Insulinpromotor synergistisch 

(116-118). Darüber hinaus bildet PDX-1 mit E47, BETA2/NeuroD und HMGI (Y) 

(high mobilibty group protein I) einen Komplex, der den Far-Flat Minienhancer 

ebenfalls aktiviert. HMGI (Y) bindet dabei direkt an das A3/A4 Element und 

verstärkt somit den transkriptionellen Synergismus von PDX-1 und E47 (107). 

Auch das Hoeodomain-Protein Lmx1.1 aktiviert synergistisch mit E47 den 

Ratten-Insulingenpromotor 1 (119). Die genauen Mechanismen, wie diese 

synergistische Aktivierung erfolgt, sind nicht vollständig geklärt. So wird 

postuliert, dass PDX-1, E47 und BETA2/NeuroD nicht nur über direkte Protein-

Protein-Bindung interagieren, sondern auch über indirekte unter Beteiligung von 

Kofaktoren, wie Bridge-1 oder CBP/p300. Bridge-1 wird in β-Zellen des 

endokrinen Pankreas exprimiert und fungiert als Koaktivator, indem es die E12- 

und E47 vermittelte Aktivierung des Ratten-Insulinpromotors 1 verstärkt. Eine 
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Inaktivierung von Bridge-1 senkt die Aktivität des Ratten-Insulinpromotors 1 

(120). Ein weiterer wichtiger Kofaktor ist CBP/p300 (siehe 1.6.). Für CBP/p300 

sind Interaktionen mit BETA2/NeuroD beschrieben, die wesentlich für die 

Aktivierung der E-Elemente durch BETA2/NeuroD sind (101, 121). Weiterhin 

bildet CBP/p300 mit E12/47, Beta2 und PDX-1 einen transkriptionellen 

Komplex, der bei der Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors 1 ebenfalls 

eine wesentlich Rolle spielt (80, 106, 108). Über synergistische Aktivierung des 

Ratten-Insulingenpromotors 1 unter Einbezug von STATs ist bisher nichts 

beschrieben. Die molekularen Mechanismen und komplexen Interaktionen, die 

für die Aktivierung des Insulingens nötig sind, sind bisher bei weitem nicht 

vollständig verstanden und bedürfen weiterer Untersuchungen. 
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1.8.   Fragestellung 

 
Leptin hemmt in den β-Zellen des endokrinen Pankreas sowohl die 

Insulinbiosynthese als auch –sekretion (35, 36, 46). Intrazellulär ist die 

Signalübertragung von Leptin an den JAK-STAT-Signalübertragungsweg 

gekoppelt (51). STATs sind in der Regel als Aktivatoren und nicht Inhibitoren 

der Genexpression beschrieben (53, 55). In vorangehenden Arbeiten konnte 

jedoch gezeigt werden, dass die Leptin bedingte Hemmung der 

Insulinbiosynthese mit einer Bindung des Transkriptionsfaktors STAT5b an ein 

STAT responsives DNA-Element des Ratten-Insulinpromtors 1 verbunden ist 

(34), was zunächst im Gegensatz zu vorangehender Aussage steht. Der JAK-

STAT-Signalübertragungsweg kann jedoch durch SOCS gehemmt werden (56). 

Im Hypothalamus konnte insbesondere für SOCS3 gezeigt werden, dass es bei 

der Signalübertragung von Leptin beteiligt ist und eine wichtige Rolle im 

Rahmen der Leptinresistenz spielt (24). 

Die Regulation der Insulingen Expression ist von einem komplexen 

Zusammenspiel verschiedener Transkriptionsfaktoren abhängig (109, 110). Die 

Funktion der STATs ist hierbei noch nicht vollständig geklärt.  

In diesem Zusammenhang ergaben sich folgende Fragestellungen: 

 

1. Welchen Einfluss haben Transkriptionsfaktoren aus der Familie der Signal 

Transducers and Activators of Transkription auf den Ratten-

Insulingenpromotor 1, bzw. erfolgt die Hemmung des Ratten-

Insulingenpromotors 1 durch Leptin direkt über STATs? 

2. Gibt es Interaktionen zwischen STATs und anderen 

Transkriptionsfaktoren, insbesondere PDX-1, dem zentralen Regulator der 

Insulingen Expression, und Kofaktoren wie CBP/p300, die für die 

Regulation der Insulingen Expression wichtig sind? 

3. Spielen SOCS-Moleküle bei der Signalübertragung im endokrinen 

Pankreas eine ähnlich Rolle wie im Hypothalamus?  
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2.   Material und Methoden 

 
2.1.   Verbrauchsmaterialien und Geräte 

 

Sämtliche Glas- und Plastikwaren wurden von den Firmen Eppendorf, Falcon, 

Greiner, Marienfeld, Sarsted, Becton Dickinson und Hartenstein bezogen. 

 

Es wurden handelsübliche Geräte der Firmen Beckmann, Bio Rad, Eppendorf, 

Haereus, Hettich, Höfer, Hartenstein, Amersham Pharmacia Biotech oder 

Perkin Elmer benutzt. Spezielle Geräte sind im Folgenden aufgelistet: 

 

 Carl-Zeiss, Göttingen, BRD: Fluoreszenzmikroskop Axioskop20  
 Dynatech, Denkendorf, BRD: Mikrotiter®-Platten-Photometer  
 Kodak, Stuttgart, BRD: Digitale Kamera 
 Liebisch, Bielefeld, BRD: Heizblock 
 Melag, Berlin, BRD: Autoklav 
 Nichols Institute Diagnostics, Bad Vilbel, BRD: System Luminometer 400 

 

 

2.2.   Chemikalien und weitere Reagenzien 
 

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von 

folgenden Firmen bezogen: 

 

AMERSHAM       Buckinghamshire, UK  

BECTON DICKINSON     Heidelberg, BRD 

GIBCO™ INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES Karlsruhe, BRD 

J.T. BAKER       Deventer, Holland 

MERCK       Darmstadt, BRD 

PHARMACIA UPJOHN     Erlangen, BRD 

ROTH        Karlsruhe, BRD 

SIGMA       St. Louis, USA 

18  



Material und Methoden 

2.3.   Enzyme 
 

Die Restriktionsendonukleasen mit entsprechenden Puffern wurden von den 

Firmen NEB (New England Biolabs, Frankfurt a. Main, BRD) und Promega 

(Mannheim, BRD) bezogen. Spezielle Enzyme sind unten aufgeführt. 

 

 Calf intestine alkalische Phosphatase (CIAP) (Promega, Mannheim, 

Germany) 

 DNase1 (Promega, Mannheim, BRD) 

 Ex Taq™-Polymerase (Takara, Shiga, Japan) 

 RNase-Inhibitor (Promega, Mannheim, BRD) 

 SUPER SCRIPT™II (Gibco, Karlsruhe, BRD) 

 T4-Ligase (Promega, Mannheim, BRD) 

 

 

2.4. Reagenziensätze (Kits) 
 
 Big-Dye-Mix (PE Applied Biosystems/ABI PRISM, Forster City, USA) 

 ECL Western Blotting Detection Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Little 

Chalfont, UK) 

 QIAquick-Gel-Extraktion-Kit (Qiagen, Valencia, USA) 

 QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Kirkland, USA) 

 TOPO™TA Cloning Kit (Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe, BRD) 

 Rapid-Pure-Miniprep-Kit (RPM)™ und Rapid-Pure-Mini-Monsterprep (RPM 

4G)™ (BIO101, Spicewood, USA) 

 TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega, Mannheim, BRD) 
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2.5.  Antikörper 
 

2.5.1  Primärantikörper 
 

STAT1 (M-22): Rabbit polyclonal IgG; cat# sc-592 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, USA) 

 

STAT3 (H-190): Rabbit polyclonal IgG; cat# sc-7179 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, USA)  

 

STAT5b (C-17): Rabbit polyclonal IgG; cat# sc-835X (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, USA) 

 

JAK2 (C-20): Rabbit polyclonal IgG; cat# sc-294 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, USA) 

 

Anti-Phosphotyrosine, clone 4G10: mouse monoclonal IgG; cat# 05-321 

(Upstate biotechnology, Lake Placid, 

USA) 

 

2.5.2. Sekundärantikörper 
 

Donkey anti-Rabbit Cy3: für Färbungen, Verdünnung 1:800; cat# 

111-165-152 (Jackson immuno 

Research laboratories, Inc., 

Cambridgeshire, UK) 

 

Donkey anti-Rabbit HRP: für Western Blot, Verdünnung 1:10000; 

cat# NA 934 (Amersham 

Buckinghamshire, UK) 
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2.6.  DNA und Protein Größenstandards (Gibco) 
 
100 bp DNA-Marker (0,1 µg/µl):   Fragmentgröße von 100 bp–2072 bp 

1   kbp DNA-Marker (0,1 µg/µl):  Fragmentgröße von 201 bp–12216 bp 

Low-range-Proteinmaker (1mg/ml):  Fragmentgröße von 14,3 kDa–200 kDa 

 

 

2.7.   Oligonukleotid-Primer 
 

Diese wurden von Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK bezogen. 

 

Primer für Mutation der STAT-Bindungsstelle (fett gedruckt) im Ratten-

Insulingenpromotor 1: 

 mINSTAT-2 (sense): 

 5´--343CAACTGCAACTTCAGTTTAAATGAGGTGG-315-3´ 

 mINSTAT-B (antisense): 

 5´--343CCACCTCATTTAAACTGAAGTTGCAGTTG-315-3´ 

 

Primer zur Herstellung der –410rINS-1pGL3 Deletionskonstrukte (GenBank 

Accession Number J00747): 

 rINSp-1 (für –359rINS-1pGL3): 

 5´--359GATACCAGGTCCCCAACAACTGC-337-3´ 

 rINSp-2 (für –230rINS-1pGL3): 

 5´--230GCCCCTTGTTAATAATCTAATTACCC-204-3´ 

 rINSp-3 (für –190rINS-1pGL3): 

 5´--190GTTGTTGACGTCCAATGAGCGCTTTC-165-3´ 

 rINSp-4 (für –119rINS-1pGL3): 

 5´--119CCCTCTCGCCATCTGCCTACCTACCC-93-3´ 

 rINSp-5 (für –90rINS-1pGL3): 

 5´--90CTAGAGCCCTTAATGGGCCAAAC-68-3´ 

 pGl2A.S (entspricht Glprimer2 im pGL3-Basic Vector): 

 5´-CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCC-3´ 
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Primer zum Nachweis von STATs in INS-1 Zellen: 

 STAT1 (PCR-Produkt: 264 bp; GenBank Accession Number AF053767): 

 sense 5´-TGAACTCCATCGAGCTCACTCAGAACAT-3´ 

 antisense 5-AGAGGACGAAGGTGCGATCGGATAAC-3´ 

 STAT2 (PCR-Produkt: 140 bp; GenBank Accession Number BC064827): 

 sense 5´-GAAGGGGGCATTACTTGTTCTTGGGTGGA-3´ 

 antisense 5´- GCGGATGATCTCTGCCAGTGGGAGTGAC-3´ 

 STAT3 (PCR-Produkt: 545 bp; GenBank Accession Number X91819): 

 sense 5´-TGGAAGAGGCGGCAGCAGATAGC-3´ 

 antisense 5´-GCACGGCCCCCATTCCCACAT-3´ 

 STAT4 (PCR-Produkt: 208 bp; GenBank Accession Number AF055291): 

 sense 5´-AAACTATGGCAACAATTCTCCTTCAAAAC-3´ 

 antisense 5´GCCGCAGCCAGTATTCTCCTCT-3´ 

 STAT5a (PCR-Produkt: 105 bp; GenBank Accession Number U24175): 

 sense 5´-GCAACATTTCCCCATCGAGGTCCGGCACTACC-3´ 

 antisense 5´-GTGGCCTGGCCTCGGTCCTGGGGATTG-3´ 

 STAT5b (PCR-Produkt: 230 bp; GenBank Accession Number X97541): 

 sense 5´-GCCAGCATTTCCCCATCGAGGTGCGACATTATTTA-3´ 

 antisense 5´-GTCATACGTGTTCTGGAGCTGCGTGGCATAGTGC-3´ 

 STAT6 (PCR-Produkt: 341 bp; GenBank Accession Number AF055292): 

 sense 5´-CCAGCCGGGGACTGCTACCAGAACACTTC-3´ 

 antisense 5´-CCGGATGACATGGGCAATGGTGATGC-3´ 

 

 

Primer zum Nachweis von SOCS-3 in INS-1 Zellen und zur Klonierung von 

rSOCS3pcDNA3.1+ (entspricht coding sequence; PCR-Produkt 699 bp; 

GenBank Accession Number AJ249240): 

 rSOCS3-2 (sense): 

 5´-GCTCCGTGCGCCATGGTCACCCACAG-3´ 

 rSOCS3-B (antisense): 

 5´CTTTGCTCTTTAAAGTGGAGCATCATACTG-3´ 

 

22  



Material und Methoden 

Primer zur Klonierung des –1054rSOCS3pGL3 Promotors (PCR-Produkt 1276 

bp, GenBank Accession Number AJ249240): 

 rSOCS3-3 (sense): 

 5´-TCTCTTCTGGATTCCCCACTCCTGTTCTTGAA-3´ 

 rSOCS3-C (antisense): 

 5´-CCGTGCGCCCAGATGTTGGCAGCCGTGAAGTCTA-3´ 

 

Primer für Gelshiftanalysen enthalten bekannte STAT-Bindungsstellen (fett 

gedruckt) im SOCS-3 Promotor (GenBank Accesson Number AJ249240): 

 A-STAT: 

5´--363AGAAACCAGCCTTCTTAGAAGGGAGGGGGTGG-332-3´ 

 B-STAT: 

5´--107AGTGACTAAACATTACAAGAAGACCGGCCGCGC-75-3´ 

 C-STAT: 

5´--83CGGCCGCGCAGTTCCAGGAATCGGGGGGGCGG-52-3´ 

 

Primer zur Klonierung von rSTAT3pcDNA3.1- (PCR-Produkt 2313 bp, GenBank 

Accession Number NM012747): 

 rSTAT3-2 (sense): 

 5´-ATGGCTCAGTGGAACCAGCTCCAGCAG-3´ 

 rSTAT3-B (antisense): 

 5´-CTGTAGCTTTGCCTTTCAGCTCCTCACATCGGG-3´ 

 

Primer für Sequenzierung (aus pCR®2.1-TOPO Vektor): 

 M13 (reverse Primer): 

 5´- CAGGAAACAGCTATGAC-3´ 

 T7 (forward Primer) 

 5´CCCTATAGTGAGTCGTATTA-3´ 
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2.8.   Plasmide 
 

 pCR®2.1-TOPO® (3.9 kbp) (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, BRD): 

Dieser Vektor wurde für direkte PCR-Klonierungen mittels TOPO TA 

Cloning® verwendet und mit dem Kit geliefert. Die Multiple cloning site ist im 

LacZα Fragment enthalten. Kanr und Ampr.  

 

 

 

Abb. 2.1.: pCR®2.1-TOPO®. Dieser Vektor wurde für PCR-Klonierungen verwendet.  
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 pGL3-Basic Vector (4818 bp) (Promega, Mannheim, BRD): Dieser Vektor 

enthält die kodierende Sequenz für die modifizierte firefly Luciferase (luc+). 

Er wurde zur Klonierung sämtlicher Vektoren, die später in Luciferase-

Reportergen-Versuchen eingesetzt wurden, verwendet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2.2.: pGL3-Basic Vektor. Dieser Vektor enthält die kodierende Sequenz für die 
modifizierte firefly Luciferase (luc +).  

 

 

 
 

Abb. 2.3.:pGl3-Basic Vektor-Multiple Cloning Site.  Darstellung der Basensequenz, sowie der 
verschiedenen Enzymschnittstellen und Lokalisation der Sequenzierungsprimer GLprimer2, 
RVprimer3 und RVprimer4 im pGl3-Basic-Vektor. 
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 -410rINS1pGL3 (5.3 kb), -307rINS1pGL3 (5.2 kb), -160rINS1pGL3 (5.1 kb). 

Diese Vektoren wurden von Seufert et al. 1997 (34) kloniert. Sie enthalten 

die kodierende Sequenz für die modifizierte firefly Luciferase (luc+) unter der 

Kontrolle des 410 bp, 301 bp bzw. 160 bp langen Ratten-

Insulingenpromotors 1. Ampr. 

 

 

- 410
- 307
- 160

  5´

+ 2

  3´

rat IN
SU

LIN
 I gene

- 410rINS1pGL3 (5.3 kb)
- 307rINS1pGL3 (5.2 kb)
- 160rINS1pGL3 (5.1 kb)

Abb. 2.4.: -410rINS1pGL3, -307rINS1pGL3, -160rINS1pGL3. Diese Vektoren enthalten  
den 410, 307 bzw. den 160 bp langen Ratten-Insulingenpromotor 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 -410rINS1mutSTATpGL3 (5.3 kb). Dieser Vektor wurde in dieser Arbeit 

kloniert. Er enthält die kodierende Sequenz für die modifizierte firefly 

Luciferase (luc+) unter der Kontrolle des 410 bp langen Ratten-

Insulingnpromotors 1 mit einer mutierten STAT-Bindungsstelle. Ampr. Siehe 

2.15.2. 

 

 -359rINS1pGL3, -230rINS1pGL3, -190rINS1pGL3 und –90rINS1pGL3 sind 

Deletionskonstrukte des Plasmides –401rINS1pGL3. Ampr. Siehe 2.15.3. 
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 -1054rSOCS3pGL3 (6.0 kb). Dieser Vektor enthält die kodierende Sequenz 

für die modifizierte firefly Luciferase (luc+) unter der Kontrolle des 1054 bp 

langen SOCS3 Promotors der Ratte. Er wurde in dieser Arbeit kloniert. 

Ampr. Siehe 2.15.4. 

 

 pcDNA3.1 (+/-) (5428/5427 bp) (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, 

BRD). Eukaryotische Expressionsvektoren, die als Ausgangsvektoren für die  

Expressionsplasmide rSTAT3pcDNA3.1-, rSTAT5bpcDNA3.1- und 

rSOCS3pcDNA3.1+ verwendet wurden. Ampr, Neor. 

 

 

 

Abb. 2.5.: pcDNA3.1-. Eukaryotische Expressionsplasmide, die als Ausgangsplasmide für 
rSTAT3pcDNA3.1-, rSTAT5bpcDNA3.1- und rSOCS3pcDNA3.1- dienten. 
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 rSTAT5bpcDNA3.1- (9 kb). Eukaryotischer Expressionsvektor für die 

Expression von STAT5b der Ratte. Er war eine freundliche Gabe von Yu-

Lee, Baylor College, Texas, USA. Ampr, Neor. 

 

 

rSTAT5bpcDNA3,1-
            (9 kb)

EcoR I
    5´

EcoR I
       3´

rat STAT5b cds ( 3,6 kb )

Abb. 2.6.: rSTAT5bpcDNA3.1-. Eukaryotisches Expressionsplasmid für die Expression von 
STAT5b der Ratte.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 rSTAT3pcDNA3.1- (7.7 kb). Eukaryotisches Expressionsplasmid für die 

Expression von STAT3 der Ratte. Es wurde in dieser Arbeit hergestellt. 

Ampr, Neor. Siehe 2.15.1. 

 

 rSOCS3pcDNA3.1+ (6.1 kb). Eukaryotisches Expressionsplasmid für die 

Expression von SOCS3 der Ratte. Es wurde in dieser Arbeit hergestellt. 

Ampr, Neor. Siehe 2.15.5. 

 

 p300 und E1A. Eukaryotische Expressionsplasmide für die Expression von 

p300 und E1A. Sie waren eine freundliche Gabe von Pfitzner et al. (93, 

104). Über die genaue Plasmidstruktur ist nichts bekannt. 
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 rPDX-1pcDNA3 (6.8 kb). Eukaryotisches Expressionsplasmid, für die 

Expression von PDX-1 der Ratte. Es wurde von M. Hussain in Boston 

kloniert. Ampr, Neor. 

 
rat PDX-1 cds (1.4 kb)5´ 3´

          rPDX-1 pcDNA3
                ( 6.8 kb )

Abb. 2.7.: rPDX-1pcDNA3. Eukaryotisches Expressionsplasmid für die Expression von  
PDX-1 der Ratte.  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.9.   Zelllinien und Zellkultur 
 
2.9.1  Die Zelllinie INS-1 
 

Insulinproduzierende Ratteninsulinom-Zelllinie als Modell für β-Zellen des 

endokrinen Pankreas. Sie wurde von Claes B. Wollheim und seiner 

Arbeitsgruppe aus Zellen eines durch Röntgenstrahlen induzierten 

Ratteninsulinoms entwickelt (122). Morphologisch ist sie nativen β-Zellen sehr 

ähnlich und produziert, speichert und sezerniert glukoseabhängig Insulin, aber 

keines der anderen drei Hormone des endokrinen Pankreas. Diese Ziellinie 

wächst adhärent als Monolayerkultur. Ihre Verdopplungszeit beträgt 100 h. 

Unter Zusatz von β-Mercapthoethenol zur Erhaltung des 

Differenzierungsgrades, bleiben die strukturellen und funktionellen 
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Eigenschaften der INS-1 Zellen bis ca. 80 Passagen unverändert. Die Zellen 

wurden im Gewebebrutschrank bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 

Die INS-1 Zellen wurden direkt von Claes B. Wollheim (Abteilung für Klinische 

Biochemie und experimentelle Diabetologie, Universität Genf, Schweiz) 

bezogen. 

 

Zellkulturmedium: 

RPMI®1640 (ohne Glutamin, mit 11.1 mM Glukose), 10% hitzeinaktiviertes 

fetales Rinderserum (FBS), 1% HEPES (10 mM), 1% L-Glutamin (2 mM), 1% 

Penicillin/Streptomycin (100 U/ml), 1% Natrium Pyruvat (1 mM) und 0,1% β-

Mercaptoethanol (50 µM). 

 

Einfriermedium:

Kulturmedium mit zusätzlich 10% FBS und 5% DMSO.  

 

 
2.9.2.  Die Zelllinie COS-7 

 

Bei der COS-7 Zelllinie handelt es sich um Nierentumorzellen der afrikanischen 

Affenart Cercopithecus aethiops. Es sind Fibroblasten ähnliche Zellen, die mit 

dem SV40-Virus T-Antigen stabil transformiert wurden. Diese Zelllinie wächst 

ebenfalls adhärent als Monolayerkultur. Die Zellen wurden im 

Gewebebrutschrank bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 

Bezogen wurden sie über ATCC, Manassas, USA (Cat. No. CRL-1651).  

 

Zellkulturmedium: 

Dulbecco`s modified Eagle`s medium (DMEM®), 10% hitzeinaktiviertes, fetales 

Rinderserum, 1% Penicillin/Streptomycin (100 U/ml). 

 

Einfriermedium:

Kulturmedium mit 10% FBS und 5% DMSO. 
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2.9.3.  Stimulation der Zelllinien mit Leptin 
 

Eine konfluente 10 cm Zellkulturschale INS-1 Zellen wurde im Verhältnis 1:2 auf 

10 cm Zellkulturschalen gesplittet. Nach 12 h wurden die Zellen mit 

Stimulationsmedium einmalig gewaschen. Nach 12 - 15 h Wachstum mit 

Stimulationsmedium wurden die Zellen mit 6,25 nM (100 ng/ml) Leptin (R&D 

Systems, Wiesbaden, BRD) für verschiedene Zeitperioden stimuliert. Nach 24 h 

erfolgte ein Mediumwechsel mit neuem Stimulationsmedium und Hormon, da es 

sich bei Leptin und Wachstumshormon um Peptidhormone handelt, die nach 

einer gewissen Zeit abgebaut werden. In den Kontrollansätzen wurden die 

Zellen mit Vehikel statt Hormon stimuliert. Für Leptin war die Kontrolle dessen 

Lösungsmittel, bestehend aus 15 mM HCl und 7,5 mM NaCl. 

 

Stimulationsmedium:  

Zellkulturmedium ohne FBS und Antibiotika. Statt dessen 0,1% BSA und 1% 

Trasylol (Proteinaseinhibitor; Bayer, Leverkusen, BRD). 

 

 

2.9.4.  Fluoreszenzimmunzytochemie 
 

Sialinisieren von Glasobjektträgern 

Damit sich die INS-1 Zellen auf normalen Glasobjektträgern anheften konnten, 

mussten diese zunächst sialinisiert werden. Die Objektträger wurden hierzu bei 

Raumtemperatur zunächst 5 min in Aceton gewaschen und anschließend 5 min 

in 2% Triethoxysilylpropylamin, das in Aceton gelöst war, inkubiert. Danach 

wurden sie zweimal in steriles Wasser eingetaucht und über Nacht staubfrei 

getrocknet. Vor Gebrauch wurden sie 20 min in 70% Ethanol gestellt, um 

Sterilität zu erreichen.  
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Immunfluoreszenz 

Konfluente INS-1 Zellen einer 10 cm Zellkulturschale wurden im Verhältnis 1:12 

auf sialinisierte Objektträger gesplittet und wie oben beschrieben mit 6,25 nM 

(100 ng/ml) Leptin bzw. entsprechendem Vehikel stimuliert. Zur 

immuncytochemischen Anfärbung intrazellulärer Proteine wurden die Zellen bei 

Stimulationsende mit 4% Paraformaldehyd in PBS für 5 min auf den 

Objektträgern fixiert. Nach dreimaligem Waschen für 5 min mit PBS erfolgte die 

Permeabilisierung durch Inkubation mit –20°C kaltem Methanol für 5 min. Nach 

nochmaligem Waschgang wurden die Zellen für 15 min mit 3% Eselserum, 

verdünnt in PBS, bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische 

Antikörperbindung an Zellproteine zu blockieren. Anschließend wurden die 

Zellen mit dem spezifischen Primärantikörper (siehe 2.5.1.) in gewünschter 

Konzentration (Verdünnung STAT3 1:1000; Verdünnung STAT5b 1:100) 

verdünnt in PBS, 1 bis 2 h bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer 

inkubiert. Nach Wiederholen des Waschschrittes wurden die Zellen 15 min mit 

3% Ziegenserum, verdünnt in PBS, inkubiert, um unspezifische 

Antikörperbindungen zu blockieren. Anschließend wurden die Zellen mit dem 

sekundären Antikörper für 30 min im Dunkeln und bei Raumtemperatur 

inkubiert. Bei dem sekundären Antikörper handelt es sich um einen 

fluoreszenzmarkierten Antikörper, der mit Cy3 (Indocarbocyanid) gekoppelt ist 

und spezifisch das Fc-Epitop des spezifischen Antikörpers erkennt. 

Abschließend wurde nochmals mit PBS gewaschen, die Objektträger mit einem 

Tropfen Immersionsöl (Immun Mount, Shandon, Pittsburgh, USA) benetzt und 

mit einem Deckglas abgedeckt. Die gefärbten Zellen wurden unter einem 

Epifluoreszenzmikroskop, das an eine Optronics TEC-470 CCD-Kamera 

gekoppelt war, analysiert. Verarbeitet wurden die Bild-Daten mittels spezifischer 

Software (IP-Lab Spectrum, Signal Analytics Co.) an einem Macintosh 

Computer. 
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2.9.5.  Transiente Transfektion mit LipofektamineTM Reagent 
 
Für Transfektionsexperimente wurden Zellen einer konfluenten 10 cm 

Zellkulturschale im Verhältnis 1:8 (INS-1 Zellen) bzw. 1:12 (COS-7 Zellen) auf 6 

cm Zellkulturschalen gesplittet. Bei einer Konfluenz von 50-70 %, die nach 18-

24 h erreicht war, wurden die Zellen transfiziert. Pro Ansatz wurden 3-6 µg 

DNA, 8 µl Lipofektamine™ Reagent (Gibco™ Invitrogen life Technologies, 

Karlsruhe, BRD) und 600 µl Tx-Medium gemäß Herstellerprotokoll gemischt. 

Die Ansätze wurden 30-45 min bei Raumtemperatur inkubiert, um der DNA das 

Eindringen in die Liposomen zu ermöglichen. Zwischenzeitlich wurden die 

Zellen einmalig mit Tx-Medium gewaschen, um Serum- und 

Antibiotikarückstände zu beseitigen, welche die Transfektionseffizienz 

erniedrigen könnten. Nach dem Waschen wurde pro Platte 2,4 ml Tx-Medium 

vorgelegt und anschließend das Transfektionsgemisch dazugegeben. Nach 8-

12 h erhielten die Zellen 3 ml normales Zellkulturmedium und wurden 48 bis 

max. 72 h kultiviert. 

 

Tx-Medium: 

Entsprechendes Zellkulturmedium ohne FBS und Antibiotika. 

 

 

2.9.6.  Luciferase-Reportergen Versuche 

 

Die meisten der bekannten DNA-Bindeproteine gehören zu den 

Transkriptionsfaktoren. Durch Bindung der Transkriptionsfaktoren an 

Regulatorregionen (Promotor- und Enhancer-Elemente) eines Gens können sie 

sowohl zu einer Repression als auch zu einer Aktivierung des entsprechenden 

Zielgens führen. Die funktionelle Analyse eines Transkriptionsfaktors in vivo 

wird in Gentransfer-Experimenten, so genannten Transfektions-Experimenten 

durchgeführt. Der zu untersuchende Promotor oder DNA-Abschnitt wird in einen 

Vektor vor ein Reportergen inseriert, dessen Expression leicht zu detektieren 

ist. Der Einfluss des Transkriptionsfaktors auf den Promotor kann somit über die 
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Expression des im Vektor, direkt hinter dem Promotor, liegende Reportergens 

gemessen werden. Durch gerichtete Mutationen bzw. Deletionen von DNA-

Bindestellen im Promotor kann die Funktion des DNA-Bindeproteins 

(Transkriptionsfaktors) auf das Zielgen ermittelt werden. In dieser Arbeit wurde 

Luciferase (123) als Reportergen verwendet. Substrat der Luciferase ist 

Luciferin. Durch enzymatische Reaktion kommt es zu einer Lichtemission, die 

im Luminometer gemessen werden kann. 

Im Anschluss an die Transfektion der Zellen (siehe 2.9.5) wurde nach 48 bis 

max. 72 h ein Zellextrakt gewonnen. Die Zellen wurden zuerst mit eiskaltem 1x 

PBS gewaschen, dann in 350 µl Extraktionspuffer von den Kulturplatten 

(Durchmesser 6 cm) mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein Eppendorfcap 

überführt. Nach Zentrifugation bei Raumtemperatur und maximaler 

Geschwindigkeit für 5 min wurde der Überstand in ein neues Eppendorfcap 

transferiert. Die Proben konnten nach diesem Schritt bei –80°C bis zur 

Weiterverarbeitung gelagert werden. Für die Messung im Luminometer wurden 

50 µl Zellextrakt mit 185 µl Assay Mix in einem speziellen Reagiergefäß 

gemischt und automatisch im Luminometer gemessen. Für jeden Zellextrakt 

wurden Doppelbestimmungen durchgeführt, aus denen dann ein Mittelwert 

gebildet wurde. Die Messergebnisse wurden auf den Proteingehalt (siehe 

2.15.3.) des jeweiligen Zellextrakts normiert. 

 

 

Glycylglycin (Gly-Gly)-Puffer: 25 mM Gly-Gly pH 7, 8    

       15 mM MgSO4    

       4   mM EGTA pH 7,8    

 

1 mM Luciferin :    5 mg Luciferin 

(Lagerung bei –20°C, dunkel)    15,7 ml Gly-Gly-Puffer 

    31 µl DTT 1M 
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Extraktions-Puffer Assay-Mix Luciferin-Mix 

Gly-Gly-Puffer 

1% v/v Triton X-100 

1 mM DTT 

 

 

350 µl pro 6 cm Platte 

150 µl Gly-Gly-Puffer 

30 µl KCl  100 mM 

3 µl DTT 100 mM 

2 µl ATP 200 mM 

 

185 µl pro Probe 

Gly-Gly-Puffer 

10% Luciferin 

 

 

 

300 µl Probe 

 
 
2.10.  RNA-Isolation, Reverse Transkription, Polymerase-Kettenreaktion 

und Auftrennung von DNA-Fragmenten 
 

2.10.1.  RNA-Isolation mit TRIzolTM Reagent 
 

Die Isolierung der Gesamt-RNA (mRNA, tRNA und rRNA) aus Zellen erfolgte 

nach der optimierten Guanidinisothiocyanat/Phenol-Extraktionsmethode (124) 

mittels TRIzolTM Reagent gemäß Herstellerprotokoll. Vor Lyse der Zellen mittels 

TRIzolTM Reagent wurden diese einmalig mit eiskaltem 1 X PBS gewaschen. 

Die isolierte RNA wurde bei -80°C gelagert. 

Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde durch photometrische Messung 

der optischen Dichte bei 260 und 280 nm Wellenlänge bestimmt. Bei einem A 

OD260/OD280 – Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 ist die RNA weitestgehend frei 

von Verunreinigungen durch Proteine. (Siehe 2.13.2.) 

 

 

2.10.2.  DNase I (Desoxyribonuclease I)-Verdau der Ribonukleinsäure 
 

Extrahierte RNA ist mit genomischer DNA kontaminiert, was im Weiteren zu 

falsch positiven Ergebnissen führen kann. Aus diesem Grund wurde direkt nach 

der RNA-Extraktion die vorhandene DNA mittels DNase I (Desoxyribonuclease 

I) enzymatisch degradiert. 
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DNase I-Verdau: 

 50 µg RNA 

 10 µl  human placental RNase Inhibitor (Promega) (1 U/µl) 

   1 µl  RNase freie DNase I (Promega) (10 U/µl) 

   5 µl  Hepes-Chlorid (0,1 M) 

   5 µl  KCl (0,5 M) 

   5 µl  MgCl2 (15 mM) 

 H2O zu einem Endvolumen von 76 µl 

 

Der Ansatz wurde bei 37°C für 30 min inkubiert. Anschließend wurden 50 µl 

Phenol/Chloroform im Verhältnis 3:1 hinzugefügt, gemischt und bei maximaler 

Geschwindigkeit zentrifugiert. Durch die Zentrifugation erfolgt die 

Phasentrennung. Die obere Phase enthält die RNA, die in ein neues 

Eppendorfcap transferiert wurde und mittels 5 µl Natriumacetat (3 M) und 200 µl 

100% Ethanol bei –80°C für 30 min gefällt wurde. Nach Zentrifugation mit 

maximaler Geschwindigkeit bei 4°C für 10 min und Waschen des RNA-Pellets 

mit 70% Ethanol, wurde das Pellet in 20 µl mit DEPC behandeltem H2O gelöst 

und die RNA-Konzentration bestimmt. 

 
 
2.10.3.  Reverse Transkription  

 

Mittels reverser Transkription wurde aus der gesamten RNA der Zellen selektiv 

die Messenger-RNA, die an ihrem 3´Ende einen Poly-A-Schwanz besitzt, in 

komplementäre DNA (cDNA) synthetisiert. Diese Reaktion wird durch RNA-

abhängige DNA-Polymerasen (reverse Transkriptasen) katalysiert und muss, 

wie bei Polymerasen üblich, durch sequenzspezifische Oligonukleotide (Primer) 

initiiert werden. Weiterhin werden für diese Reaktion 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP`s) im Überschuss benötigt. 

Für die reverse Transkription wurde nach dem Protokoll von Gibco, Life 

Technologies, Karlsruhe, BRD (SuperScriptTM II Reverse Transkriptase) 

vorgegangen. Von jeder RNA-Probe wurde je ein Ansatz mit reverser 
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Transkriptase (RT+) durchgeführt. Pro Ansatz wurde eine Negativkontrolle ohne 

reverse Transkriptase (RT-) mitgeführt, um zu überprüfen, ob im DNase I 

Verdau die komplette DNA verdaut wurde. Die erhaltene cDNA wurde entweder 

direkt in der PCR eingesetzt oder bei –20° C gelagert. 

 

 
2.10.4.  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  
 

Mittels einer Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) wird 

ein spezifisches DNA-Fragment zwischen zwei sequenzspezifischen 

Oligonukleotiden (sense und antisense Primer) durch eine extrem hitzestabile, 

DNA-abhängige DNA-Polymerase amplifiziert. Um die DNA zu denaturieren, 

wird der PCR-Ansatz zunächst für 2 min auf 94°C erhitzt, anschließend erfolgt 

eine zyklische Änderung von drei unterschiedlichen Temperaturen. Diese 

zyklische Änderung der Temperaturen bewirkt als erstes die Denaturierung der 

DNA-Matrize, im Folgenden das Anlagern der spezifischen Oligonukleotide 

(Primer) an homologe Sequenzen der Einzelstrang-DNA (Annealing) und 

zuletzt die Neusynthese eines komplementären DNA-Stranges an den 3`-OH-

Enden der Primer (Extension) durch die Polymerase, die bei 72°C ihr 

Temperaturoptimum hat. Dieser Temperaturzyklus wird ca. 30 x wiederholt, so 

dass es zu einer exponentiellen Vermehrung des spezifischen DNA-Fragments 

kommt. Nach Abschluss der Temperaturzyklen wird der Reaktionsansatz zur 

Beendigung aller begonnenen Polymerisationen nochmals für 2 min auf 72°C 

erhitzt. Die Inkubationsschritte der PCR werden in einem programmierbaren 

Heizblock (Thermalcycler) durchgeführt. 
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Schritte einer PCR (Schritte 2 bis 4 werden ca. 30x wiederholt): 
Schritt Vorgang Temp.  Zeitdauer 

    1     Denaturierung der DNA 94°C        2 min 

    2     Denaturierung der DNA 94°C        0,5-1 min, je nach Fragmentlänge 

    3     Annealing der Primer Tm           0,5-1 min, je nach Fragmentlänge 

    4     Elongation der DNA 72°C  30 sec pro 500 bp 

    5     Elongation de DNA 72°C  2  min 

 

Die Tm (Schmelztemperatur des Primers) berechnet sich aus der Länge und 

dem GC-Gehalt des Oligonukleotides nach folgender Formel und wird 

normalerweise vom Hersteller angegeben: 

 

Tm = 69,3 + 0,4 x (% GC-Gehalt) – 650/Länge des Primers in bp 

 

PCR mit der Taq-DNA-Polymerase (TaKaRa Ex TaqTM): 

 5 µl 10x Ex-Taq™-Puffer 

 4 µl dNTP Mix (je 2,5 mM)  

 2 µl DNA-Template 

 1 µl „sense“-Primer 

 1 µl „antisense“-Primer 

 1 µl Ex Taq™-Polymerase (5 U/µl)  

 H2O zu einem Endvolumen von 50 µl 

 

 

2.10.5. Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen  
 

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Größe erfolgte durch ein 

Agarosegel, da niedermolekulare DNA schneller von der Kathode zur Anode 

wandert. Je nach Größe der Fragmente wurden 1,2 – 2,0%-ige Gele verwendet. 

Zur Auftrennung niedermolekularer Fragmente wurden Gele mit höherer 

Agarosekonzentration benötigt und umgekehrt.  
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Für 1,2%-ige Gele wird 1,2 g Agarose mit 100 ml 1 x TAE-Puffer in der 

Mikrowelle aufgekocht und nach Abkühlen der Lösung auf 50°C mit 3 µl 

Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt. Nach Polymerisation des Agarosegels 

wurde der Gelschlitten in eine mit 1 x TAE-Puffer (als Laufpuffer) gefüllte 

Elektrophoresekammer gelegt, die DNA-Proben (0,5-1,0 µg pro Bahn) wurden 

mit 1 X DNA-Loading Buffer versetzt und in die Taschen pipettiert. Anhand 

eines zusätzlich geladenen DNA-Größenstandardmarkers konnten die  

Fragmentgrößen der aufgetrennten DNA abgeschätzt werden. Die 

Elektrophorese erfolgte bei 100 Volt für 1 h. Das Gel wurde unter UV-Licht 

betrachtet, photographiert und digitalisiert. 

 

 

50 x TAE-Puffer: 242 g Tris-Cl   

  57,1 ml Eisessig   

  100 ml EDTA 0,5M pH 8,0    

  ad 1 Liter H2O     

    

Loading Buffer für DNA-Agarose-Gele: 30% Glycerol 

0,1M EDTA pH 8, 0 

1% SDS 

0, 25% Bromphenolblau 

0,25% Xylencyanol 

H2O 

 

 

2.10.6. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

 

Die entsprechenden DNA-Banden wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell 

aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein Eppendorfcap überführt. Die in 

den Gelstücken enthaltene DNA wurde mit Hilfe des QIAquick Gel-Extraktion-

Kit laut Herstellerprotokoll eluiert, anschließend in 15 µl sterilem H2O 

aufgenommen und bei –20°C aufbewahrt. 
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2.11. DNA-Sequenzierung 
 
2.11.1.  Sequenzierungs-PCR 
 
Bei einer Sequenzierungs-PCR werden neben den normalen auch 

fluoreszierende Nukleotide in die DNA-Ketten eingebaut. Jedes der vier 

verschiedenen fluoreszierenden Nukleotide emittiert Licht mit charakteristischer 

Wellenlänge. Nach Einbau der 3`-floureszenzmarkierten ddNTP`s kommt es zu 

einem Strangabbruch. Die Verteilung der fluoreszenzmarkierten Nukleotide 

geschieht zufällig, sodass am Ende DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge 

vorliegen, die elektrophoretisch aufgetrennt werden. 

 

 

Sequenzierungs-PCR:  

 200-500 ng DNA  

 1 µl Primer (c=3,3 pmol) 

 4 µl Big Dye Mix  

 H2O bis zu einem Gesamtvolumen von 20 µl.  

 

Im Big Dye Mix sind die Desoxyribonukleotide (dNTP`s), die fluoreszierenden 

Nukleotide (ddNTP`s) sowie Polymerase und Puffer enthalten. 

 

 

Zyklusbedingungen der Sequenzierungs-PCR (Schritte 2-4 wurden 25 x 
wiederholt): 
 Schritt Vorgang Temperatur Zeitdauer 

     1     Denaturierung der DNA 94°C 5 min 

     2     Denaturierung der DNA 94°C 30 sec 

     3     Annealing der Primer 50°C 15 sec 

     4     Elongation der DNA 60°C 5 min 
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2.11.2.  Aufreinigung und Fällung der Proben 
 

Die PCR-Proben wurden anschließend gemäß dem Protokoll AutoSeqTM G-50 

aufgereinigt. Durch die Harzsäulchen wurde der Überschuss an 

fluoreszenzmarkierten Dideoxynukleotiden (ddNTP`s), die nicht in die DNA-

Ketten eingebaut waren, herausgefiltert. Nach der Aufreinigung wurde die DNA 

mit Isopropanol gefällt. Das erhaltene Pelett wurde in 25 µl TSR resuspendiert 

und in die speziellen 0,5 ml Röhrchen überführt. Vor der Sequenzierung wurden 

die Proben 2 min bei 94°C aufgekocht und dann auf Eis gestellt. 

 

 

2.11.3.  Sequenzierung 
 

Die Sequenzierung wurde am automatischen Sequenzierer ABI310 (Perkin 

Elmer) durchgeführt. Es erfolgt eine elektrophoretische Auftrennung der 

unterschiedlichen DNA-Fragmente nach ihrer Größe. Beim Durchtritt des sich 

am Ende des DNA-Stranges befindenden fluoreszierenden Nukleotids durch die 

Kapillare wird es mit einem Laser bestrahlt und kann anhand seiner 

charakteristischen Fluoreszenz der entsprechenden Base zugeordnet werden. 

Es können mit dieser Methode Sequenzanalysen bis zu 450 bp durchgeführt 

werden. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem Programm 

DNASTAR. 

 

 

2.12. Bakterien 
 
2.12.1. Herstellung ultrakompetenter Bakterien 
 

Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurden die Escherichia coli Stämme JM109 

und DH5α verwendet. Die Bakterien wurden nach dem Protokoll von Inoue 

(125) mit einem Calciumchlorid enthaltenden Puffer (TB-Puffer) ultrakompetent 

gemacht, d.h. sie wurden dazu gebracht, Plasmid-DNA aus dem umgebenden 
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Medium aufzunehmen und zu amplifizieren. 250 ml SOB-Medium wurde mit 

einer JM109 bzw. DH5α Übernachtkultur beimpft und bei 37°C bis zu einer 

OD600 von 0.6 in einem Rotationsschüttler inkubiert (ca. 3-4 h). Die Kultur wurde 

10 min auf Eis abgekühlt und anschließend 10 min bei 2500 x g und 4°C 

abzentrifugiert.  Das Pellet wurde in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, 

10 min auf Eis inkubiert und anschließend wieder 10 min bei 2500 x g und 4°C 

abzentrifugiert. Die Bakterien wurden in 20 ml eiskaltem TB-Puffer 

aufgenommen und unter leichtem Schwenken wurde DMSO bis zu einer 

Endkonzentration von 7% (1,4 ml) zugegeben, 10 min auf Eis inkubiert, 

aliquotiert und bei –80°C bis zur Verwendung gelagert. 

 

 

TB (Transformations-Puffer): 10 mM Pipes   

  55 mM MnCl2   

  15 mM CaCl2   

  250 mM KCl   

  pH 6,7 –7,0  

    

SOB-Medium:   2% (w/v) Bacto tryptone 

    0,5% (w/v) Yeast extract 

    10 mM NaCl 

    2,5 mM KCl 

    10 mM MgCl2
    10 mM MgSO4  

    pH 6,7 (5N KOH oder MnCl2) 

 

 

2.12.2. Transformation mittels Hitzeschock 
 
100 µl ultrakompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 2 µl (ca. 50 

µg) Ligationsansatz auf Eis gemischt. Der Reaktionsansatz wurde 30 min auf 

Eis inkubiert und anschließend exakt auf 42°C für 90 sec erhitzt. Dieser Ansatz 
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wurde danach nochmals 2 min auf Eis gestellt, mit 500 µl SOC-Medium versetzt 

und für 30 min bei 37°C horizontal geschüttelt. Durch Inkubation mit SOC-

Medium, das keine Antibiotikazusätze enthält, können die Bakterien die auf 

dem Plasmid enthaltenen Antibiotikaresistenz entwickeln. Anschließend wurden 

250 µl des Ansatzes auf Selektions-LB-Agarplatten je nach Antibiotikaresistenz 

(die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide enthielten ausschließlich ein 

Ampicillin-Resistenzgen) ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am 

nächsten Morgen  wurde eine Kolonie der transformierten Bakterien gepickt und 

10 ml antibiotikahaltiges (Ampicillin) LB-Medium beimpft. Durch Inkubation bei 

37°C über Nacht in einem Schüttler vermehrten sich die Bakterien exponentiell 

und mittels DNA-Präparation (siehe 2.12.) konnten die Plasmide aus den 

Bakterien isoliert werden. 

 

 

SOC-Medium: Zusammensetzung wie SOB-Medium, 

zusätzlich 50 mM Glucose 

 

LB-Medium: 1% (w/v) Bacto tryptone 

  0,5% (w/v) Yeast extract 

  200 mM NaCl 

 

LB-Agarplatten: LB-Medium 

  0,7% (w/v) Agarose 

 

Ampicillin-Stammlösung: 100 mg/ml in H2O gelöst 

  Endkonzentration im Medium 100 µg/ml 

 

 

2.12.3.  Gylceroldauerkulturen 
 
Um transformierte Bakterien über längere Zeit aufzubewahren, wurden sie in 

gylcerolhaltigem Medium bei –80°C gelagert. 800 µl einer frischen 
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Bakterienübernachtkultur und 800 µl Gylcerol wurden durch vortexen gemischt 

und in Cryo Vials bei –80°C gelagert. 

 

 

2.13. DNA-Isolierung 
 
2.13.1  Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli 

 

Zur Isolierung der Plasmid-DNA aus den Bakterien wurde der RPM-Mini-Prep 

der Firma BIO 101 und für größere Plasmidmengen der Rapid-Pure-Mini-

Monsterprep (RPM 4G) der Firma BIO 101 verwendet. Hierbei wird zunächst 

eine alkalische Lyse der Bakterien und anschließend eine Glasmilch 

Aufreinigung durchgeführt. Aus einer Bakterienübernachtkultur wurde die 

Plasmid-DNA gemäß Herstellerprotokoll isoliert. Das am Schluss erhaltene 

Pellet wurde in 50 µl bzw. 200-500 µl sterilem H2O aufgenommen und bei –

20°C aufbewahrt. 

 

 

2.13.2.  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäureproben 
 
Die Konzentrationsbestimmung der DNA und auch der RNA erfolgte durch 

photometrische Bestimmung der optischen Dichte in einem Spektralphotometer 

mit einer Xenonlampe als Lichtquelle. Die optische Dichte der Probe wurde bei 

einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm bestimmt. Als Referenz- bzw. 

Leerwert diente H2O bzw. das jeweilige Lösungsmittel. 

Der Quotient OD260/OD280 wird als Ratio bezeichnet und erlaubt eine Aussage 

über die Reinheit der Nukleinsäureprobe. Für DNA sollte die Ratio zwischen 1,6 

und 2,0 liegen. Bei Verunreinigungen durch Protein oder organische 

Lösungsmittel ist die Ratio erniedrigt. 

Über die Messung der OD260 kann die Konzentration der Nukleinsäure in der 

Probe berechnet werden. Eine optische Dichte bei 260 nm von 1 entspricht bei 
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doppelsträngiger DNA einer Konzentration von 50 µg/ml, bei einzelsträngiger 

DNA und RNA 40 µg/ml und bei einzelsträngigen Oligonukleotiden 20 µg/ml.  

Die Berechrechnung der Konzentration erfolgt nach folgender Formel: 

 

 C mg/µl = (OD260 x 50dsDNA/40ssDNA,RNA/20ssOligo) x Verdünnungsfaktor 

 

 

2.14.  Methoden zur Herstellung von Expressionsplasmiden und 
Vektoren 

 
2.14.1.  DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen 
 
Doppelsträngige Desoxyribonukleinsäure kann durch Restriktionsenzyme 

spezifisch gespalten werden, so dass linearisierte DNA entsteht. Die 

Restriktionsenzyme erkennen bestimmte, für sie spezifische DNA-Sequenzen 

und schneiden die DNA an dieser Stelle. Für einen Restriktionsverdau wurden 

5-10 µl DNA (1-5 µg), 2 µl BSA (1 mg/ml), 2 µl enzymspezifischer Puffer (10 X), 

1 µl Restriktionsenzym (10 U/µl), und H2O bis zu einem Gesamtvolumen von 20 

µl angesetzt. Der Ansatz wurde je nach spezifischer Inkubationstemperatur und 

–zeit des Enzyms inkubiert. Die Vollständigkeit des Verdau wurde mittels 

elektrophoretischer Auftrennung durch eine Agarosegelelektrophorese 

überprüft. 

 

 

2.14.2.  Ligation mit der Gibco-T4-DNA-Ligase 
 
Linearisierte „Insert“-DNA und linearisierte „Vektor“-DNA wurde durch das 

Enzym T4-DNA-Ligase verbunden. In dieser Arbeit war es immer leicht möglich, 

da sowohl Insert als auch Vektor mit demselben Enzym geschnitten wurden. 

Das Verhältnis Vektor zu Insert trägt wesentlich zum Erfolg der Ligation bei. 

Optimal wäre ein Verhältnis 1:1. Für einen 10 µl Ansatz wurde ein Verhältnis 

von 1 µl „Vektor“-DNA zu 2-6 µl „insert“-DNA gewählt. Als Negativkontrolle 
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diente ein Ansatz ohne Insert-DNA. Jedem Ansatz wurde noch 1 µl T4-DNA-

Ligasepuffer sowie 2 µl T4-DNA-Ligase und H2O bis zu einem Volumen von 10 

µl zugegeben. Er wurde über Nacht bei 16° C inkubiert und am nächsten 

Morgen nochmals für 4 Stunden bei 25°C. Die erhaltene Plasmid-DNA wurde 

anschließend direkt in der Transformation eingesetzt. 

 

 

2.14.3. Ligation mit dem TOPOTMTA Cloning Kit 
 
Zur direkten Klonierung der durch Taq-DNA-Polymerase generierten PCR-

Fragmente in Plasmidvektoren wurde der TOPOTMTA Cloning Kit der Firma 

Invitrogen verwendet. Die Taq-DNA-Polymerase besitzt eine 

Transferaseaktivität, die an das 3´-Ende der PCR-Produkte einen 

Deoxyadenosinrest (A) bindet. Der in dem Kit enthaltene linearisierte Vektor 

(pCR®2.1-TOPO) besitzt am 3´-Ende einen Deoxythymidinrest (T). Somit kann 

das „PCR-Insert“ sehr gut mit dem Vektor ligiert werden. Katalysiert wird diese 

Ligation durch das Enzym Topoisomerse I, das an den im Kit enthaltenen 

Vektor kovalent gebunden ist.  

Laut Anleitung wurde 1 µl Vektor-DNA (pCR®2.1-TOPO) mit 0.5-4 µl PCR-

Produkt und H2O bis zu einem Volumen von 5 µl versetzt und 5 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die erhaltene Plasmid-DNA konnte direkt in der 

Hitzeschocktransformation eingesetzt werden. Hierfür wurden die mit dem Kit 

gelieferten kompetenten Bakterien (TOP10 One ShotTM cells) verwendet.  

 

 

2.14.4.  QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit 
 
Mit Hilfe des auf PCR basierenden QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis 

Kits von Stratagene können gezielt Punktmutationen, Deletionen oder 

zusätzliche Basen in eine bekannte DNA-Sequenz eines Plasmids eingefügt 

werden.  
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In dieser Arbeit wurde diese Methode verwendet, um die bekannte STAT-

Bindungsstelle des –410 bp langen Ratten-Insulingenpromotors 1 zu mutieren, 

also um Punktmutationen einzubringen. Hierfür wurden spezifische Primer 

generiert (mINSTAT-2 und mINSTAT-B, siehe Abschnitt 2.7). Die gewünschte 

Mutation lag in der Mitte der Primer. Anfang und Ende der Primer stimmten bis 

zu 15 Basenpaaren mit der „Elternsequenz“ überein. In der PCR wurde mit der 

PfuTurboTM DNA Polymerase das komplette Plasmid amplifiziert und die 

Mutation eingebracht. Durch die DpnI Endonuklease, die spezifisch für 

methylierte und hemimethylierte DNA ist, wurde die „Eltern“-DNA verdaut, da 

fast jede von E.coli isolierte DNA methyliert ist. Somit war die neu synthetisierte 

DNA selektioniert. Die erhaltene Plasmid-DNA wurde anschließend direkt für 

die Transformation eingesetzt. 

Die Durchführung erfolgte gemäß dem Herstellerprotokoll.  

 

 

2.15.  Herstellung spezifischer Expressionsplasmide und Vektoren 
 
2.15.1.  Herstellung des Expressionsplasmides rSTAT3pcDNA3.1- 
 

Aus cDNA von INS-1 Zellen wurde zunächst mittels spezifischer PCR mit Taq-

DNA-Polymerase (siehe 2.10.4.; Primer siehe 2.7.; Annealing Temperatur 68°C; 

30 Zyklen) die STAT3 „coding sequence“ amplifiziert, auf ein Agarosegel 

aufgetragen und aus dem Gel eluiert. Das erhaltene ca. 2300 bp lange PCR-

Fragment wurde mit Hilfe des TOPO™TA Cloning Kit direkt in den pCR®2.1-

TOPO Vektor kloniert. Der Erfolg der Klonierung wurde durch Sequenzierung 

überprüft. Das neu erhaltene Plasmid erhielt den Namen rSTAT3pCR®2.1-

TOPO.  

Da der pCR®2.1-TOPO Vektor für die Überexpression in Zellen ungeeignet war, 

wurde die STAT3 cds (coding sequence) mit BamHI und XhoI ausgeschnitten. 

Das endgültige Plasmid pcDNA3.1- wurde ebenfalls mit BamHI und XhoI 

linearisiert. Insert (STAT3 cds) und linearisiertes Plasmid (pcDNA3.1-) wurden 

durch das Enzym T4-DNA-Ligase wieder verbunden, anschließend mittels 
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Hitzeschock in Bakterien transformiert und mit Mini- und Mini-Monsterprep 

vermehrt. Die Richtigkeit des Plasmids wurde durch einen differentiellen Verdau 

mit BamHI und NaeI sowie durch Sequenzierung überprüft. Seine Fähigkeit zur 

Überexpression wurde in Western Blot Analysen überprüft, nachdem es in 

COS-7 Zellen, die selbst kein STAT3 exprimieren, transient transfiziert wurde.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

rSTAT3pcDNA3,1-
         (7.7 kb)

Xho I
    5´

BamH I
    3´

rat STAT3 cds ( 2.3 kb )

Abb. 2.8.: rSTAT3pcDNA3.1-. Eukaryotisches Expressionsplasmid zur Expression von 
STAT3 der Ratte.  

 
2.15.2. Herstellung des Luciferase-Reportergen-Vektors –410rINS-

1mutSTATpGl3 
 

Um den Einfluss der STAT-Transkriptionsfaktoren auf den –410 bp langen 

Ratten-Insulingenpromotor 1 näher zu untersuchen, wurde ein Luciferase-

Reportergen-Vektor hergestellt, in dem die bekannte STAT-Bindungsstelle 

mutiert war. Dies erfolgte mit Hilfe des QuickChange™Site-Directed 

Mutagenesis Kits (2.12.4.). Die Primer (mINSTAT-2 und mINSTAT-B) sind unter 

2.7. angegeben. Der Erfolg der Klonierung wurde durch Sequenzierung 

überprüft. 
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- 410

  5´

+ 2

  3´

rat IN
SU

LIN
 I gene

-410rINS1mutSTATpGL3 
                 (5.3 kb)

WT   MT

  T     C
  C     A
  T     G
  G     T
  G     T
  G     T 

Abb. 2.9.: -410rINS1mutSTATpGL3. Dieser Vektor enthält den 410 bp langen Insulingen-
promotor 1 mit der mutierten STAT-Bindungsstelle. (WT-Wildtyp; MT-mutierter Typ) 

 
 
2.15.3. Herstellung der Deletionskonstrukte des Ratten-Insulingen-   
     promotors1 
 

Im –410 bp langen Ratten-Insulingenpromotor 1 sind außer dem STAT-Element 

noch weitere DNA-Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren bekannt, die für 

die Aktivierung des Promotors eine Rolle spielen. Um dies zu untersuchen 

wurden 5´-Deletionskonstrukte des –410rINS-1 Promotors hergestellt, bei 

denen die bekannten Bindungsstellen systematisch am 5´-Ende deletiert 

wurden. 

Die entsprechenden „sense“-Primer (rINSp 1-5, siehe 2.7. und Tabelle1) 

wurden anhand der Basensequenz des -410rINS-1pGl3 Promotors und der 

bekannten DNA-Bindungselemente für die verschiedenen 

Transkriptionsfaktoren kreiert. Schematisch ist dies in Abbildung 2.10. 

dargestellt. Als „antisense“-Primer diente pGl2A.S.. Es wurde eine PCR mit der 

Taq-DNA-Polymerase durchgeführt (siehe 2.10.4.), die Annealing Temperatur 

lag bei 55°C. Die Zyklen wurden 36 x wiederholt. Die erhaltenen PCR-Produkte 

wurden mit NcoI am 3`-Ende geschnitten, auf ein 2% Agarosegel auf 

aufgetragen und extrahiert. Der Vektor pGl3 wurde mit NcoI und SmaI 
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aufgeschnitten, auf ein 1,2%-iges Gel geladen und ebenfalls extrahiert. Durch 

die  T4-DNA-Ligase wurden Insert und Vector ligiert, in Bakterien transformiert 

und mittels Mini- und Mini-Monsterprep vermehrt. Die Richtigkeit der Plasmide 

wurde durch Sequenzierung überprüft. 

 

 STAT   PDX-1   PDX-1   

-410 rINS-1   LUC 

-359 rINS-1  LUC

-307 rINS-1 LUC

-230 rINS-1 LUC 

-190 rINS-1 LUC 

-160 rINS-1 LUC 

-119 rIINS-1 LUC 

-90 rINS-1 LUC 

E2  A3/4  CRE           E2     A1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tabelle1: Lokalisation der DNA-Bindungselemente im 410bp langen Ratten-Insulingenpromotor 
1, sowie Lokalisation der entsprechend ausgesuchten Primer und daraus resultierenden 
Vektoren. 
 

 DNA-Bindungselement Primer Resultierender 

Vektor 

Krypt. STAT   -365 bis -372 bp rINSp-1    -337 bis -359 bp -359rINS1pGl3 

STAT             -325 bis -332 bp  -307rINS1pGl3 

E2                  -231 bis -241 bp rINSp-2    -204 bis -230 bp -230rINS1pGl3 

A3/A4            -196 bis -227 bp rINSp-3    -165 bis -190 bp -190rINS1pGl3 

CRE              -175 bis -185 bp  -160rINS1pGl3 

E1                 -104 bis -112 bp rINSp-4      -93 bis -119 bp -119rINS1pGl3 

A1                   -64 bis  -85  bp rINSp-5      -68 bis   -90 bp   -90rINS1pGl3 

Abb. 2.10.: -410rINS1pGL3 und Deletionskonstrukte. Dargestellt sind die verschiedenen 
DNA-Bindungselemente sowie die Lage der ausgewählten Primer rINSp-1-5 zur Herstellung der 
5´-Deletionskonstrukte des -410rINS-1pGl3-Vektors. 
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- 359
- 230
- 190
- 119
- 90

  5´

+ 2

  3´
rat IN

SU
LIN

 I gene
- 359rINS1pGL3 (5.2 kb)
- 230rINS1pGL3 (5.2 kb)
- 190rINS1pGL3 (5.1 kb)
- 119rINS1pGL3 (5.0 kb)
-   90rINS1pGL3 (4.9 kb)

 
Abb. 2.11 -359rINS1pGL3, -230rINS1pGL3, -190rINS1pGL3, -119rINS1pGL3,  
-90rINS1pGL3. Sie enthalten den 359, 230, 190, 119 bzw. den 90 bp langen Ratten-

genpromotor 1. Insulin

 
 
2.15.4 Herstellung des Luciferase-Reportergen-Vektors  
 –1054rSOCS3pGl3 

 

Anhand der bekannten Gensequenz für SOCS3 der Ratte wurden Primer 

(rSOCS3-3 und rSOCS3-C, Abschnitt 2.7) zur Vermehrung der rSOCS3 

Promotor-DNA ausgesucht. Das durch PCR mit der Taq-DNA-Polymerase 

(siehe 2.10.4.; Annealing Temperatur 67°C; 35 Zyklen) erhaltene, ca. 1276bp 

lange PCR-Produkt wurde auf ein 1,2%-iges Agarosegel geladen und eluiert. 

Es folgte anschließend die direkte Klonierung in den pCR®2.1-TOPO Vektor 

mittels TOPO™TA Cloning Kit, so dass das Plasmid –1054rSOCS3pCR®2.1-

TOPO entstand. Aus diesem Plasmid wurde mit SacI und XhoI die SOCS3-

Promotor-DNA ausgeschnitten. Der Luciferase-Vektor pGl3basic wurde 

ebenfalls mit SacI und XhoI aufgeschnitten. Beide Proben wurden auf ein 1,2%-

iges Agarosegel geladen, die SOCS3-Promotor-DNA bei ca.1400 bp, der 

linearisierte Vektor pGl3 bei ca.4800 bp ausgeschnitten und aus dem Gel 
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extrahiert. Insert (SOCS3-Promotor-DNA) und Vektor (pGl3) wurden durch die 

T4-DNA-Ligase verbunden, sodass der Luciferase-Reportergen-Vektor 

 –1054rSOCS3pGl3 entstand. Es folgte eine Sequenzierung der 

Insertionsenden zur Überprüfung der Klonierung. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- 1054

  5´

+ 222

  3´

rat SO
C

S3 gene

- 1054rSOCS3pGL3 (6.0 kb)

 

Abb. 2.12–1054rSOCS3pGL3. Dieser Vektor enthält den 1054bp langen SOCS3- 
Promotor der Ratte. 

 
 
2.15.5. Herstellung des Expressionsplasmids rSOCS3pcDNA3.1+ 
 

Die SOCS3 coding sequence (cds) wurde mittels PCR mit Taq-DNA-

Polymerase (siehe 2.10.4.) mit spezifischen Primern (rSOCS3-2 und rSOCS3-

B; Annealing Temperatur 67°C; 35 Zyklen) amplifiziert, auf ein 1,2%-iges 

Agarosegel aufgetragen und extrahiert. Das auf diesem Weg erhaltene 

gelaufgereinigte PCR-Produkt wurde mit Hilfe des TOPO™TA Cloning Kit direkt 

in den pCR®2.1-TOPO Vektor kloniert. Das Plasmid erhielt den Namen rSOCS-

CDS-pCR®2.1TOPO. Die 699 bp lange rSOCS3 coding sequence wurde durch 

einen Verdau mit BamHI und XhoI aus dem pCR®2.1-TOPO geschnitten. Das 

Plasmid pcDNA3.1+ wurde ebenfalls mit BamHI und XhoI aufgeschnitten. Beide 
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Proben wurden auf ein Gel geladen und aus dem Gel extrahiert. Durch Ligation 

mit der T4-DNA-Ligase entstand das Plasmid rSOCS3pcDNA3.1+, welches 

teilsequenziert wurde.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

rSOCS3pcDNA3.1+
           (6.1 kb)

BamHI XhoI
5´ 3´

rat SOCS3cds(699bp)

Abb. 2.12.: rSOCS3pcDNA3.1+. Dieses Plasmid enthält die kodierende Sequenz für 
SOCS3 der Ratte. 

 
2.16. Proteinchemische Methoden 
 
2.16.1. Herstellung von Ganzzellextrakten (Whole Cell Extracts; WCE)  
 
Um Proteine untersuchen zu können, wurde ein Ganzzellextrakt hergestellt. 

Hierbei wurden die Zellen durch einen Lysispuffer aufgebrochen und die 

Proteine von größeren unlöslichen Zellbestandteilen und 

Zellmembranbestandteilen (z.B. Lipide) durch Zentrifugation getrennt.  

Hierfür wurden die Zellen zunächst mit eiskaltem 1 X PBS gewaschen, 

anschließend wurde 800 µl RIPA-Puffer auf die Zellen gegeben, bevor sie mit 

einem Zellschaber von der Kulturschale abgekratzt wurden. Die Zellsuspension 

wurde in Eppendorfcaps überführt und nach einer Inkubationszeit von 5 min auf 

Eis wurde sie für 15 min bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. 
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Der Überstand mit den darin enthaltenen Proteinen wurde in ein neues 

Eppendorfcap transferiert und bei –80°C bis zur Verwendung gelagert. 

 

 

RIPA-Puffer:  150 mM NaCl  

  5 mM NaF  

  20 mM Tris pH 7,5  

  1 mM EDTA pH 8,0  

   1% NP-40  

   1% DOC  

   0,1% SDS  

   H2O zu einem Endvolumen von 100 ml 

 

Kurz vor Gebrauch Proteinaseinhibitor 1 mM DTT und 1 mM PMSF 

supplementieren. Lagerung des Puffers bei 4°C. 

 

 

2.16.2. Herstellung von Kernextrakten (Nuclear Extracts) 
 

Um im Kern exprimierte Proteine untersuchen zu können, wurden Kernextrakte 

(126) hergestellt.  

Die Zellen wurden zuerst mit eiskaltem 1 X PBS gewaschen und dann mit 1 ml 

1 x PBS von den Zellkulturschalen mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein 

Eppendorfcap überführt. Nach Zentrifugation bei 1200 x g für 2 min wurde das 

Pellet in 1 x PBS resuspendiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, bevor das 

Pellet in 400 µl eiskaltem Lysispuffer (Puffer A) resuspendiert und auf Eis 

inkubiert wurde. Diese Inkubationszeit ist für jede Zelllinie verschieden und 

beträgt für die Zelllinie INS-1 ca. 15 min. Es wurde nun 25 ml 1% NP-40 

(IGEPAL) dazugegeben und durch Vortexen gemischt, bis die Zellmembranen 

zerstört und die Zellkerne isoliert waren. Die Zellkerne wurden durch 

Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit für 1 min und 4°C pelletiert, der 

Überstand verworfen, das Pellet in 50 µl eiskaltem Extraktionspuffer (Puffer C) 
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resuspendiert und für 15 min bei 4°C unter ständigem Vortexen inkubiert, so 

dass die Kernproteine extrahiert wurden. Anschließend wurde nochmals bei 

maximaler Geschwindigkeit für 2 min bei 4°C zentrifugiert und der Überstand, 

der die Kernextrakte enthielt, in ein neues Reagiergefäß überführt und bis zur 

weiteren Verwendung bei –80°C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde nach 

Bradford bestimmt. 

 

Puffer A (hypoton)  Puffer C (hyperton) 

 10 mM  HEPES pH 7,9  20 mM  HEPES pH 7,9 

 10 mM  KCl   0,4 M    NaCl 

 0,1 mM EDTA pH 8,0  1 mM    EDTA pH 8,0 

 0,1 mM EGTA pH 8,0  0,1 mM EGTA pH 8,0 

 H2O ad 100 ml   20 % Gylcerol 

    H2O ad 100 ml 

 

1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 Tablette Proteinaseinhibitor pro Lösung dazugeben 

und bei 4°C lagern 

 
 
2.16.3. Bestimmung der Proteinmenge nach Bradford 
 

Die Proteinmenge einer Lösung wurde spektrometrisch mit dem BIO RAD 

Protein Assay, in Anlehnung an die Proteinbestimmung nach Bradford (127) 

gemäß Angaben des Herstellers, bestimmt. Es wurde eine Standardkurve bei 

595 nm mit BSA (in den Konzentrationen: 0,625 µg/µl, 1,25 µg/µl, 2,5 µg/µl, 5 

µg/µl, 10 µg/µl) und dem jeweiligen Lösungspuffer erstellt. Anhand der 

Standard- bzw. Eichkurve wurden die Proteinkonzentrationen berechnet. Die 

Messung erfolgte in einem Mikrotiter®-Platten-Photometer. 
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2.16.4. Immunpräzipitation mittels Protein-A-Sepharose 
 

Um Proteininteraktion bzw. Komplexbildung zwischen zwei oder mehr Proteinen 

nachzuweisen, wurden Immunpräzipitationsexperimente durchgeführt. 100 µg 

Kernextrakt wurde zunächst auf eine Salzkonzentration (NaCl-Konzentration) 

von 200 mM mit ELB ohne Salz verdünnt (Puffer C für Kernextrakte enthält eine 

NaCl-Konzentration von 400 mM), auf ein Volumen von 500 µl mit ELB mit Salz 

aufgefüllt und 20 µl Protein-A-Sepharose dazugegeben. Der Ansatz wurde 15 

min bei 4°C in einem Rotationsschüttler inkubiert und anschließend für 5 min 

bei 1000 rpm und 4° C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 

Eppendorfcap überführt. Das verworfene Pellet enthielt die Sepharose und die 

daran gebundenen unspezifischen Antikörper, die im Kernextrakt enthalten 

waren und die Immunpräzipitation stören würden. Der gegen das zu 

päzipitierende Protein spezifische Antikörper (STAT3-, STAT5b- und JAK2-

Antikörper in einer Verdünnung von 1:500; Anti-Phosphotyrosin-Anitkörper in 

einer Verdünnung von 1:1000), wurde in der gewünschten Konzentration in den 

Überstand gegeben und über Nacht bei 4° C in einem Rotationsschüttler 

inkubiert. Es konnten sich nun Protein-Antikörperkomplexe bilden. Als nächstes 

wurden 100 µl Protein-A-Sepharose dazugegeben, für 1 Stunde bei 4° C 

inkubiert und danach bei 1000 rpm und 4° C für 5 min zentrifugiert. Der Protein-

Antikörperkomplex war nun an die Protein-A-Sepharose gebunden. Der 

Überstand wurde verworfen und Protein-A-Sepharose Kügelchen in 500 µl ELB 

mit Salz resuspendiert, 5 min im Rotationsschüttler bei 4°C inkubiert und wieder 

abzentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde 3 x wiederholt. Am Schluss 

wurden die Protein-A-Sepharose Kügelchen in 20 µl SDS-PAGE-Probenpuffer 

(Laemmli-Proben-Puffer) resuspendiert, das immunpräzipitierte Protein wird 

durch den Proben-Puffer von den Kügelchen abgelöst und liegt somit gelöst im 

Proben-Puffer vor. Bevor die Proben auf das Gel geladen werden konnten, 

mussten sie denaturiert (siehe 2.16.5.) und abzentrifugiert werden.  
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ELB-Puffer: NaCl 100 mM (bei ELB mit NaCl) 

  NP-40 0,1 % 

  EDTA 5 mM 

  HEPES  50 mM 

  PMSF 1 mM 

  DTT 0,5 mM 

  Proteinaseinhibitor 

  H2O ad 100 ml 

 

 

2.16.5. Western Blot 
 

Der Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen. Die in Ganzzell- und 

Kernextrakten enthaltenen Proteine werden durch denaturierende, 

diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ihrer Größe nach 

aufgetrennt, auf PVDF-Membran (Polyvinyldiflourid) übertragen (Blotting) und 

dann mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen. Der Antikörper-Antigen-

Komplex wird durch Zugabe eines sekundären Antikörpers sichtbar gemacht. 

Dieser ist an ein Enzym (HRP, horseradish-peroxidase) gekoppelt, das ein 

Substrat (ECL-Reagenz) zur Lichtemission anregt (Chemilumineszenzreaktion). 

 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE): 

Für die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen mittels 

Vertikalgelelektrophorese in einem SDS-Polyacrylamidgel, wurden Trenngele 

zwischen 5 und 12% Polyacrylamidgehalt und einem pH von 8,8 verwendet. 

Vor Auftrennung im Trenngel wurden die Proteine zur Erhöhung der Auflösung 

in einem 4,5% Sammelgel mit einem pH von 6,8 auf eine schmale Startzone 

konzentriert. Die gewählte Prozentigkeit des Trenngels richtete sich nach der 

Größe des nachzuweisenden Proteins. Je kleiner das Protein war, desto 

höherprozentig wurde das Trenngel gewählt. Trenn- und Sammelgel wurden 

zwischen zwei fettfreie Glasplatten in einen Giesstand einer BIO RAD 

Proteingel-Kammer gegossen.  
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Acrylamidgel: Trenngel (z.B. 12%) Sammelgel (4,5%) 

30% Polyacrylamid 

1,5 M Tris-Cl (pH 8,8) 

0,5 m Tris-Cl (pH 6,8) 

10% SDS 

Temed 

40% Ammoniumpersulfat 

H2O 

4 ml 

2,5 ml 

--- 

100 µl 

6 µl 

15 µl 

ad 10 ml 

750 µl 

--- 

1,25 ml 

50 µl 

3 µl 

7,5 µl 

ad 5 ml 

 

Nach Polymerisation des Trenn- und Sammelgels, wurde das Gel in die Gel-

Elektrophoresekammer (BIO RAD) eingespannt und diese mit Tank-Puffer 

befüllt.  

Die Proteinproben (Kern- bzw. Ganzzellextrakte) wurden in 1 x SDS-PAGE-

Probenpuffer für 3 min bei 97° C hitzedenaturiert und anschließend auf das Gel 

aufgetragen. Zusätzlich wurde noch ein Proteinstandard der Firma Sigma mit 

aufgetragen. 

Die Auftrennung erfolgte bei kleinen Gelen stromkonstant bei 15 mA pro Gel für 

ca. 1 h, bis die Bromphenolblaufront das untere Ende des Gels erreicht hatte, 

wobei die SDS-komplexierten Proteine negativ geladen sind und zur Anode 

wandern. 

 
 
10x Tank-Puffer (Elektrophorese-Puffer): Tris-Base 30 g 

 Glycin 144 g 

 10% SDS 100 ml 

 H2O  ad 1 l  

 

SDS-PAGE-Probenpuffer: 4% SDS 20 ml 

 100 mM Tris-Cl pH 6,8 5 ml 

 20% Glycerol 10 ml 

 8 M Urea 24 g 

 Bromphenolblau nach Wunsch 
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Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran: 

Unmittelbar nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der 

getrennten Proteine aus dem Polyaycrylamidgel auf eine Protein-bindende 

Polyvinyldiflourid-Membran. Der Transfer erfolgte senkrecht zu Trennrichtung, 

damit das Muster der getrennten Proteine auf der Membran dem Trennmuster 

des Gels entspricht. Hierfür wurde ein halbtrockenes Verfahren (Semi-Dry-Blot) 

mit Grafitplatten in der Blotvorrichtung verwendet. Der Semi-Dry-Blot wurde 

luftblasenfrei aufgebaut: Grafitplatte der Anodenseite, 2 mit A1-Puffer getränkte 

Filterpapiere, 1 mit A2-Puffer getränktes Filterpapier, PVDF-Membran (sie 

wurde zunächst in Methanol, dann in H2O und anschließend in A2-Puffer 

geschwenkt), Gel, 3 mit CAPS-Puffer getränkte Filterpapiere, Grafitplatte der 

Kathode. Es wurde eine Spannung angelegt und die Proteine wurden für 2 h 

stromkonstant bei 0,8 mA pro cm2 Gelfläche auf die Nitrozellulose-Membran 

transferiert (geblottet). 

 

 

Anodenpuffer 1 
(A1-Puffer) 

Anodenpuffer 2 
(A2-Puffer) 

Kathodenpuffer 
(CAPS-Puffer) 

25 mM Tris-Base 70 mM CAPS 0,3 M Tris-Base 

20% Methanol 20% Methanol 20% Methanol 

O ad 1 l H O ad 1 l H O ad 1 l H2 2 2

 

 

Immunodetektion der Proteine: 

Die auf die PVDF-Membran fixierten Proteine wurden mit spezifischen 

Antikörpern nachgewiesen und sichtbar gemacht. Um unspezifische Bindungen 

der Antikörper an die PVDF-Membran zu verhindern, wurde die Membran 

zuerst für mindestens 1 h in Blocking-Puffer inkubiert, um überschüssige 

Proteinbindestellen der Membran abzusättigen. Zuvor wurde die Membran 

jedoch getrocknet, um Verluste an geblottetem Protein durch die Blocking-

Reaktion zu reduzieren. Nach der Absättigung wurde die Membran kurz durch 

den Wasch-Puffer gezogen und mit dem ersten Antikörper (STAT3-, STAT5b- 

und JAK2-Antikörper in einer Verdünnung von 1:500; Anti-Phosphotyrosin-
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Anitkörper in einer Verdünnung von 1:1000), verdünnt in der gewünschten 

Konzentration mit Wasch-Puffer, für 1-2 h auf einem Schüttler inkubiert. Danach 

wurde die Membran 2 x 15 min in Waschpuffer gewaschen, bevor mit dem 

sekundären Antikörper (1:10000 in Wasch-Puffer verdünnt) für 40 min inkubiert 

wurde. Der zweite Antikörper stammte aus einer anderen Spezies als der 

Primärantikörper und war an das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP, 

horseradish-peroxidase) gekoppelt, über welches die Bindung visualisiert 

werden konnte. Anschließend wurde, wie oben beschrieben, gewaschen. Am 

Schluss wurde die Membran für 1 min mit ECL (ECL1:ECL2 im Verhältnis 1:1) 

inkubiert, in Frischhaltefolie eingewickelt und in eine Expositionskassette gelegt. 

Zur Dokumentation der Signale wurde ein Röntgenfilm aufgelegt und dieser im 

Filmentwickler entwickelt. 

 

 

1 X PBS-Lösung: 8 g NaCl 

(pH 7,4) 0,2 g KCl 

  1,15 g Na HPO2 4 

0,24 g KH PO  2 4

H O ad 1 l 2

 

Wasch-Puffer entspricht PBS-T: 0,4% Tween 20 in 1 X PBS 

(Antikörper wurden mit  PBS-T verdünnt) 

 

Blocking-Puffer: 10% Magermilchpulver in PBS-T 

 
 
Western Stripping:

Zum Ablösen der Antikörper wurde die Membran mit dem Stripping Puffer bei 

50 – 70°C für 30 – 60 min. inkubiert, anschließend wurde sie in PBS-T 15 min 

bei Raumtemperatur gewaschen. Nach dieser Prozedur konnte sie erneut mit 1.  

und 2. Antikörper versetzt werden. 
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Stripping Puffer: 70 mM Tris, pH 6,7 

  100 mM β-Mercaptoethanol 

  2 % SDS 

H O ad 50 ml 2

 

 
2.17. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
 

Zur Identifizierung und Charakterisierung von Protein-DNA-Komplexen in vitro 

wurden EMSAs durchgeführt. Ein radioaktiv markiertes DNA-Fragment wurde 

mit Proteinextrakten, in diesem Fall Kernextrakten, da die meisten DNA 

bindenden Proteine im Kern lokalisiert sind, inkubiert. Die entstandenen 

Protein-DNA-Komplexe wurden in einem nativen Polyacrylamidgel analysiert. 

Die Auswertung des Gels erfolgte nach Geltrocknung mittels Autoradiographie. 

Die Spezifität des Protein-DNA-Komplexes wurde in Kompetitionsexperimenten 

bestimmt. Zu dem radioaktiv markierten DNA-Fragment wurde der 

Inkubationslösung ein Überschuss an nicht markiertem Fragment (Kompetitor) 

zugesetzt. War der Komplex spezifisch, nahm die Signalintensität ab, da der 

Kompetitor das Protein gebunden hatte. 

Um die Identität des spezifischen DNA-Bindeproteins festzustellen, wurden 

Supershift-Experimente durchgeführt. Es wurde der Inkubationslösung ein 

Antikörper gegen ein bekanntes Protein zugegeben. Wurde hierbei entweder 

eine zusätzlich Bande mit verzögertem Laufverhalten („Supershift“) oder eine 

deutliche Abnahme der Signalintensität erhalten, wies dies darauf hin, dass es 

sich bei dem DNA-Bindeprotein um das bekannte Protein handelte, gegen das 

der Antikörper gerichtet war. 

 
 
2.17.1. Radioaktive Markierung der DNA-Fragmente (Oligonukleotide) 
 

Vor der radioaktiven Markierung mit [α32P] ATP mussten die komplementären, 

einzelsträngigen und sequenzspezifischen DNA-Fragmente (Oligonukleotide) 
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durch Hybridisierung doppelsträngig gemacht werden. Die synthetisch 

hergestellten Oligonukleotide wurden so gewählt, dass sie 5´-überstehende 

Enden besaßen (GATC), die direkt von der Klenow-Polymerase mit [α32P] ATP 

und komplementären, unmarkierten Nukleotiden aufgefüllt werden konnten. Die 

Hybridisierung erfolgte durch mischen von 5-50 µl Oligonukleotid-A (1 mg/ml) 

und 5-50 µl Oligonukleotid-B (1 mg/ml) mit 2-20 µl 50 mM Tris-Cl pH 8,0 und 50 

mM MgCl2. Der Hybridisierungsansatz wurde 5 min bei 55°C inkubiert, 

anschließend abgekühlt und konnte so bis zur radioaktiven Markierung bei –

20°C gelagert werden.  

Die doppelsträngigen Oligonukleotide wurden mit [α32P] ATP mittels 3´-

Endmarkierung, einer Auffüllreaktion, durch das Enzym Klenow-Fragment 

markiert. Dazu wurden 1 µl hybridisiertes Oligonukleotid (10 pmol/µl), 2 µl 10 x 

Klenow-Puffer, 1 µl 2 mM dGTP,dCTP,dTTP, 10 µl [α32P] ATP (10 µCi/µ), 1 µl 

Klenow-Fragment und 5 µl H O mischen und für 30 min bei 37°C inkubiert. 2

Direkt im Anschluss erfolgte die Abtrennung überschüssiger, freier radioaktiv 

markierter [α32P] ATP Nukleotide von den markierten Oligonukleotiden durch 

Sephadex G-25 Säulen (Roche, Mannheim, BRD)  gemäß Herstellerprotokoll. 

Der radioaktive Einbau wurde in einem β-Counter bestimmt. 

 

 
2.17.2. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 
®10 µg des zu untersuchenden Proteinextraktes bzw. 5 µl TNT lysat Reaktion  

wurden mit 50 mM KCl, 4 µl 5x EMSA-Puffer, 1 µg poly-dIdC, 40.000 cpm/µl 

[α32P] ATP markiertem Oligonukleotid und H2O bis zu einem Volumen von 20 µl 

versetzt. Je nach Ansatz wurde noch 1 µl 100x spezifischer Kompetitor 

(unmarkiertes Oligonukleotid) oder 2 µl Antikörper für Supershift-Analysen 

hinzugefügt. Der Ansatz wurde für 15 min auf Eis inkubiert und anschließend 

auf ein 5%-iges Polyacrylamidgel geladen. Das Polyacrylamidgel wurde 

zwischen zwei fettfreie Glasplatten in einen Höfer-Giesstand gegossen. Nach 

Polymerisation wurde es in die Höfer-Elektorphoresekammer eingespannt und 

diese mit 0,5 x TBE-Puffer befüllt. Nach einer Vorelektrophorese für 15 min bei 
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100 Volt wurden die Proben und der Marker geladen. Die vertikale 

Gelelektrophorese erfolgte bei 180 Volt, bis der Farbstoff des Markers das 

untere Ende des Gels erreicht hatte (ca. 1-2 h). Im Anschluss an die 

Gelelektrophorese wurde das Gel auf ein Filterpapier (Whatmanpapier, 

Hartenstein Würzburg, BRD) gelegt, mit Frischhaltefolie luftblasenfrei 

abgedeckt und für 1 h bei 80°C in einem Geltrockner unter Vakuum getrocknet. 

Das getrocknete Gel wurde in eine Expositionskassette mit Verstärkerfolien 

gelegt und über Nacht bei –80°C auf einem Autoradiographiefilm exponiert. Am 

nächsten Tag wurde der exponierte Film entwickelt und analysiert. 

 

 

5x EMSA-Puffer:  KPO  pH 7,9 100 mM 4

  EDTA pH 8,0 5mM 

  DTT 5mM 

  Glycerol 20% 

  H O ad 10 ml 2

 

10x TBE-Puffer: Tris-Base 108 g 

  0,5 M EDTA pH 8,0 40 ml 

  Borsäure 55 g 

  H O ad 1 l 2

 

5% Polyacrylamidgel: 10x TBE-Puffer 1,7 ml 

  40% PAA 4,4 ml 

  40% Ammoniumpersulfat 87,5 µl 

  TEMED 35 µl 

  H O ad 35 ml 2
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2.18. In vitro Translation 
 

Die in vitro Translation von gewünschten Poroteinen erfolgte in einem 

gekoppelten System in Retikulozytenlysaten. Es wurde hierfür das TNT® 

gekoppelte Retikulozytenlysatsystem (TNT® Coupled Reticulocyte Lysate 

System) verwendet, mit Hilfe dessen sehr einfach und schnell Proteine in vitro 

translatiert werden. In dieser Arbeit wurde STAT5b in vitro translatiert und 

später in EMSAs (2.17.) eingesetzt. Die Durchführung erfolgte gemäß 

Herstellerprotokoll. Es wurde statt  [35S]-Methionin unmarkiertes Methionin 

eingesetzt, um später im EMSA keine Interferenzen zwischen [α32 35P] und [ S] 

zu erreichen.  
®25 µl TNT Retikulozytenlysat, 2 µl TNT®Reaktionspuffer, 1µl TNT®T7-RNA-

Polymerase, 1 µl Aminosäure-Mischung, 1 µl RNasin Ribonuklease Inhibitor (40 

U/µl) und 1µg STAT5bpcDNA3.1- wurden mit RNase-freiem H2O zu einem 

Endvolumen von 50 µl aufgefüllt und 90 min bei 30°C inkubiert. 5 µl dieses 

Reaktionsansatzes wurden für einen EMSA eingesetzt.  
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3.  Ergebnisse 

 
3.1.  Expression der STAT-Isoformen in INS-1 Zellen 

 

Die Signalübertragung von Leptin erfolgt über den JAK-STAT-

Signaltransduktionsweg (44, 46). Für verschiedene Gewebe, unter anderem 

den Hypothalamus, konnte bereits eine Beteiligung der Transkriptionsfaktoren 

aus der Familie der signal transducers of cytokine signalling (STAT) bei der 

Leptinsignalübertragung gezeigt werden. Insbesondere konnte dies für STAT1, 

STAT3 und STAT5b, und STAT6 nachgewiesen werden (47-49, 51, 54) . 

In dieser Arbeit wurde mRNA von INS-1 Zellen isoliert und spezifische RT-

PCRs für STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6  

(Annealing Temperatur 55°C, 36 Zyklen) angefertigt. Eine Expression konnte 

für die Isoformen STAT1, STAT3, STAT5b und auch STAT6 (Abb.3.1.) 

nachgewiesen werden.  Unter den gleichen Bedingungen konnte für STAT2, 

STAT4 und STAT5a keine mRNA Expression detektiert werden. Diese 

Ergebnisse zeigen, dass Bestandteile des JAK-STAT-

Signalübertragungsweges in INS-1 Zellen exprimiert werden und diese Zelllinie 

für weitere Untersuchungen der Leptinsignalübertragung geeignet erscheint.  

 

 

200bp 

400bp 

600bp 

STAT 5b

STAT 3

STAT 6
STAT 1

STAT      1         2         3         4        5a        5b       6 
  WM  RT- RT+ RT- RT+RT- RT+ RT-RT+ RT- RT+ RT- RT+RT- RT+  WM 

Abb. 3.1.: mRNA-Expression von STAT1, STAT3, STAT5b und STAT6 in INS-1 β-
Zellen. RT-PCR mit mRNA von INS-1 Zellen mit spezifischen Oligonukleotiden für die 
Transkriptionsfaktoren STAT1 bis STAT6. WM, molecular weight marker; RT-, reverse 
Transkription ohne reverse Transkriptase, zur Kontrolle der DNA-Kontamination; bp. 
Basenpaare. 
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3.2.  Zeitabhängige Rekrutierung von STAT3 und STAT5b an die Leptin- 
 rezeptor-assoziierte Janus-Kinase 2 (JAK2) 
 

Zur Klärung der Frage, ob der JAK-STAT-Signalübertragungsweg in INS-1 

Zellen durch Leptin aktiviert wird, wurden INS-1 Zellen, die in serumfreiem 

Medium wuchsen, zu verschiedenen Zeitpunkten (0h, 30 min, 3h, 6h) mit 100 

nM Leptin stimuliert und anschließend Ganzzellextrakte angefertigt. Diese 

Ganzzellextrakte wurden mit einem Antikörper gegen JAK2 immunpräzipitiert 

und im Western Blot mit einem Antiphosphotyrosin Antikörper detektiert. Wie in 

Abbildung 3.2.A. zu sehen ist, bewirkt Stimulation der INS-1 β-Zellen mit Leptin 

eine zeitabhängige Tyrosinphosphorylierung der Leptinrezeptor assoziierten 

Janus-Kinase 2. Die Gesamtmenge an immunpräzipitiertem JAK2 bleibt dabei 

gleich, wie in der unteren Reihe der Abb. 3.2.A. dargestellt. Werden die JAK2 

Immunpräzipitate im Western Blot mit spezifischen Antikörpern gegen STAT3 

(Abb. 3.2.B., obere Reihe) bzw. STAT5b (Abb. 3.2.C., obere Reihe) getestet, so 

erscheint eine Bande, die zeitabhängig (nach 30 min.) an Intensität zunimmt 

und somit die Leptin abhängige Rekrutierung bzw. Assoziation von STAT3 und 

STAT5b an bzw. mit JAK2 zeigt. Nach Rekrutierung von STAT3 und STAT5b 

an JAK2, werden diese beiden Transkriptionsfaktoren zeitabhängig nach 

Leptinstimulation tyrosinphosphoryliert, wie in Abb. 3.2.B. und 3.2.C. jeweils in 

der mittleren Reihe zu sehen ist. Hierfür wurden oben beschriebene 

Ganzzellextrakte mit spezifischen Antikörpern gegen STAT3 bzw. STAT5b 

immunpräzipitiert und im Western Blot mit Antiphosphotyrosin Antikörpern 

detektiert. Wurden die mit STAT3 bzw. STAT5b immunpräzipitierten 

Ganzzellextrakte im Western Blot mit spezifischen STAT3 bzw. STAT5b 

Antikörpern getestet, so bleibt die Gesamtmenge an immunpräzipitiertem 

STAT3 bzw. STAT5b gleich. Es ist keine zeitabhängige Intensitätszunahme 

nach Leptinstimulation zu verzeichnen (Abb. 3.2.B. und 3.2.C. jeweils untere 

Reihe).  Somit coimmunpräzipitieren in INS-1 Zellen STAT3 und STAT5b mit 

JAK2 nach Stimulation mit Leptin. Diese Proteininteraktion wird durch 

Tyrosinphosphorylierung vermittelt.  
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Für STAT1 und STAT6, die ebenfalls in INS-1 Zellen exprimiert werden (Abb. 

3.1.), konnte dies nicht gezeigt werden (Daten nicht gezeigt).  

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in Insulin produzierenden 

INS-1 Zellen Leptin eine Rekrutierung von STAT3 und STAT5b an die 

Leptinrezeptor assoziierte Janus-Kinase 2 bewirkt und diese beiden 

Transkriptionsfaktoren darüber hinaus phosphoyliert, also aktiviert werden.   
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Abb. 3.2.: Leptin induziert die Phosphorylierung von STAT3 und STAT5b über die 
Rezeptorassoziierte Janus Kinase 2 (JAK2) in INS-1 Zellen. Immunpräzipitation und Western 
Blot von INS-1 Ganzzellextrakten. Die INS-1 Zellen wurden zuvor mit 100 nM Leptin zu 
verschiedenen Zeitpunkten stimuliert. A. INS-1 Ganzzellextrakt wurden mit einem JAK2 
spezifischen Antiserum (αJAK2) immunpräzipitiert (IP), anschließend mittels Western Blot mit 
einem Antiphosphotyrosinantikörper (αPY) (obere Reihe) detektiert. Als Kontrolle ein Western 
Blot mit αJAK2 um gleiche Ladung der Lanes zu zeigen (untere Reihe) B. INS-1 
Ganzzellextrakte wurden mit einem JAK2 spezifischen Antiserum (αJAK2) immunpräzipitiert 
(IP), anschließend mittels Western Blot mit einem spezifischen STAT3 Antikörper (αSTAT3) 
(obere Reihe) detektiert. INS-1 Zellextrakten αSTAT3 immunpräzipitiert (IP), anschließend 
mittels Western Blot mit αJAK2 (mittlere Reihe) detektiert. Als Kontrolle STAT3 
Immunpräzipitate und eine Western Blot mit αSTAT3 um gleiche Ladung der Lanes zu zeigen 
(untere Reihe). C. INS-1 Ganzzellextrakte wurden mit einem JAK2 spezifischen Antiserum 
(αJAK2) immunpräzipitiert (IP), anschließend mittels Western Blot mit einem spezifischen 
STAT5b Antikörper (αSTAT5b) (obere Reihe) detektiert. INS-1 Ganzzellextrakte αSTAT5b
immunpräzipitiert (IP), anschließend mittels Western Blot mit αJAK2 (mittlere Reihe) detektiert. 
Als Kontrolle STAT5b Immunpräzipitate und eine Western Blot mit αSTAT5b um gleiche Ladung 
der Lanes zu zeigen (untere Reihe). 
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3.3.  Leptin bewirkt eine Translokation von STAT3 und STAT5b in den 
Zellkern  

 

Nachdem unter dem Einfluss von Leptin in INS-1 Zellen für STAT3 und STAT5b 

eine zeitabhängige Rekrutierung an die Rezeptor assoziierte Janus-Kinase 2 

und Phosphorylierung gezeigt werden konnte, war, gemäß der JAK-STAT-

Signalkaskade, der nächste Schritt, zu untersuchen, ob diese auch 

leptinabhängig in den Zellkern der INS-1 Zellen translozieren, um dort die 

Expression spezifischer Gene zu regulieren. Dieser Nachweis wurde durch 

Fluoreszenzimmuncytochemie erbracht. Hierfür wurden INS-1 Zellen zu 

verschiedenen Zeitpunkten (0 min, 30 min, 1h, 3h, 6h) mit 6,25 nM (100 ng/ml) 

Leptin oder Vehikel inkubiert. Die stimulierten Zellen wurden zuerst mit einem 

STAT3 bzw. STAT5b spezifischen Primärantikörper inkubiert. Die subzelluläre 

Lokalisation wurde nach Inkubation der Zellen mit einem fluoreszierenden Cy-3 

(Indocarbocyanid, rot fluoreszierend) gekoppelten Sekundärantikörper 

detektiert. Wie in Abb. 3.3. ersichtlich, ist STAT3 bzw. STAT5b in den meisten 

Zellen 30 min nach Inkubation mit Leptin im Zellkern nachweisbar, im Vergleich 

zu den unstimulierten Zellen (Inkubation mit Vehikel). Auch nach 3 h waren die 

STAT-Moleküle noch überwiegend im Zellkern zu finden. Erst nach 6 h waren 

sie wieder größtenteils im Zytoplasma darstellbar.  

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Leptin in Insulin 

produzierenden Zellen die nukleäre Translokation von STAT3 und STAT5b, 

nach einer Aktivierung des JAK-STAT-Signalübertragungsweges, bewirkt. 
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 Abb. 3.3.: Nukleäre Translokation von STAT3 und STAT5b nach Stimulation mit 

Leptin in INS-1 Zellen. INS-1 Zellen wurden auf Objektträgern eine Nacht ohne Serum 
und Antibiotika kultiviert und anschließend für verschiedene Zeitperioden mit 6,25 nM 
(100 ng/ml) stimuliert. Die subzelluläre Lokalisation von STAT3 und STAT5b wurde mittels 
Fluoreszensimmunzytochemie mittels eines spezifischen STAT3 bzw. STAT5b 
Primärserums und einem mit Cy-3 (Indocarbocyanid; rot fluoreszierend) 
fluoreszensmarkierten Sekundärantikörper detektiert. Nach 30 min sind STAT3 und 
STAT5b in den Leptin stimulierten INS-1 Zellen im Vergleich zu den Vehikel stimulierten 
Zellen im Kern zu finden, nach 6 h wieder im Zytoplasma. 
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3.4.  Untersuchungen zur Insulingenpromotoraktivität 
 
3.4.1. STAT3 und  STAT5b aktivieren den 410 Basenpaarlangen  Ratten-

Insulingenpromotor 1 (-410rINS-1pGl3) 
 

In dieser Arbeit zeigte sich eine Leptin vermittelte Aktivierung von STAT3 und 

STAT5b über den JAK-STAT-Signalübertragungsweg. Um zu überprüfen, ob 

diese Aktivierung von STAT3 und STAT5b in direktem Zusammenhang mit der 

in früheren Arbeiten gezeigten Hemmung des Ratten-Insulingenpromotors 1 

durch Leptin in INS-1 Zellen (34) steht, wurden Luciferase-Reportergen 

Versuche durchgeführt.  

Es erfolgten transiente Kotransfektionen in INS-1 Zellen mit DNA-Konstrukten, 

die zur Überexpression von STAT3 und STAT5b führen bzw. dem leeren 

Expressionsplasmid pcDNA3.1- und dem Luciferase Reportergen, das unter der 

Kontrolle des vorher liegenden –410 Basenpaar langen Ratten-

Insulingenpromotors 1 (-410rINS-1pGL3) stand. Kotransfektion von STAT3 

bzw. STAT5b zeigen in INS-1 Zellen eine 3- bis 4,5-fach  gesteigerte Aktivität 

des 410 Basenpaar langen Ratten-Insulingenpromotors 1, im Gegensatz zu 

dem leeren Expressionsplasmid pcDNA3.1- (siehe Abb. 3.4.). Diese vermehrte 

Aktivität wurde in gleichen Transfektionsexperimenten, in denen statt -

410rINS1pGl3 der leere Kontrollvektor pGl3basic verwendet wurde,  nicht 

beobachtet.  

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Leptin vermittelte 

Hemmung des Ratten-Insulingenpromotors 1 in Insulin produzierenden Zellen 

nicht direkt über die Aktivierung von STAT3 und STAT5b über den JAK-STAT-

Signalübertragungsweg erfolgt. Sie deuten vielmehr darauf hin, dass bei der 

Hemmung des Ratten-Insulingenpromotors 1 durch Leptin weitere 

Mechanismen eine Rolle spielen, möglicherweise spezifische Inhibitoren dieser 

Signalkaskade.  
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Abb. 3.4.: STAT3 und STAT5b aktivieren den Ratten-Insulingenpromotor 1 (-410rINS-
1pGl3) in INS-1 Zellen. Luciferase-Reportergen Versuch in INS-1 Zellen. Diese wurden mit 
Expressionsplasmiden zur Überexpression von STAT3 bzw. STAT5b (rSTAT3pcDNA3.1-; 
rSTAT5bpcDNA3.1-) (1,5 µg DNA) bzw. dem Kontrollvektor (pcDNA3.1-) (1,5 µg DNA), sowie 
dem Reportergen -410rINS-1pGl3 (1 µg DNA) transient transfiziert. Als Kontrolle wurde der 
leere Reportergen-Vektor pGl3basic mit STAT3, STAT5b bzw. pcDNA3.1- transient transfiziert. 
* p<0,01. 
 

 

 

3.4.2  Die Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotor 1 durch STAT5b 
erfolgt nicht ausschließlich über das STAT responsive Element  

 

Aufgrund der Tatsache, dass STAT3 und STAT5b in INS-1 Zellen den Ratten-

Insulingenpromotor 1 aktivieren, wurde dies näher untersucht, zumal im Ratten-

Insulingenpromotor 1 verschiedene Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, 

unter anderem auch für Transkriptionsfaktoren aus der Familie der signal 

transducer and activator of transcription (STAT) bekannt sind (109, 110, 115). 

Es wurde hierbei vor allem auf STAT5b fokussiert, da in früheren Arbeiten unter 

dem Einfluss von Leptin eine vermehrte Bindung von STAT5b an spezifische 

STAT responsive DNA-Bindungselemente im Ratten-Insulingenpromotor 1 

gezeigt werden konnte (34). Als Erstes wurden Promotorkonstrukte des 410bp 

langen Ratten-Insulingenpromotor (-410rINS-1pGL3) angefertigt, bei denen die 

bekannte STAT-Bindungsstelle 5`deletiert war, also fehlte bzw. mutiert und 

somit funktionsuntüchtig war. Diese Vektoren wurden mit dem 
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Expressionsplasmid (rSTAT5bpcDNA3.1-), das zur Überexpression von 

STAT5b führt, transient kotransfiziert und im Luciferase-Assay getestet. Wie in 

Abbildung 3.5. zu sehen, kam es zu keiner Änderung der transkriptionellen 

Aktivität der verschiedenen Vektoren. Es ist somit davon auszugehen, dass die 

Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors 1 in INS-1 Zellen durch STAT5b 

nicht ausschließlich über das STAT responsive Element erfolgt, da sowohl nach 

Deletion (-307rINS1pGl3) als auch nach Mutation (-410rINS1mutSTATpGl3) die 

Promotoraktivität bei Überexpression von STAT5b erhalten bleibt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.: 3.5.: A. Responsive Elemente im Promotor des Proinsulin-1-Gens der Ratte. Am 
distalen Ende befindet sich ein STAT responsives Element, der Inselzell-spezifische 
Homeodomain-Transkriptionsfaktor PDX-1 bindet an die A-Elemente. Dem Vektor -
307rINS1pGL3 fehlt das STAT responsive Element, bei dem Vektor -410rINS1mutSTATpGl3 
ist das STAT responsive Element mutiert. B. Mutationsanalysen des rINS-1 Promotors in 
INS-1 Zellen. Luciferase-Reportergen Versuche in INS-1 Zellen mit dem mutierten -
410rINS1pGl3 Vektor (je 1 µg DNA). 5´-Deletion und Block-Mutation des STATresponsiven 
Elementes und Kotransfektion mit dem Expressionsplasmid rSTAT5bpcDNA3.1- (1,5 µg 
DNA). Persistenz der 4,5 fachen Aktivierung. * p<0,01. 
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Wie in Abbildung 3.5.A zu sehen ist, sind im Ratten-Insulingenpromotor 1 

neben der STAT-Bindungsstelle noch andere Bindungselemente bekannt, 

nämlich die E-Elemente, das CRE-Element und die A-Elemente. An die A-

Elemente bindet der Homeodomain-Transkriptionsfaktor PDX-1, der ein 

zentraler Regulator der β-Zellfunktion und –differenzierung ist. 

Für weitere Transfektionsexperimente wurden Vektoren des 410bp langen 

Ratten-Insulingenpromotors 1 hergestellt, bei denen die oben genannten 

Elemente systematisch 5´-deletiert wurden. Diese Vektoren wurden wiederum 

mit dem Expressionsplasmid STAT5b (rSTAT5bpcDNA3.1-) transient 

transfiziert und anschließend ein Luciferase-Assay angefertigt. Die 

transkriptionelle Aktivität des Ratten-Insulingenpromotors 1 nahm, wie in 

Abbildung 3.6. zu sehen ist, stufenweise ab. Nach Deletion der STAT-

Bindungsstelle ist eine geringe Abnahme der Aktivität zu sehen. Die stärkste 

und signifikanteste Abnahme ist nach Deletion des A3/4-Elements, der PDX-1 

Bindungsstelle zu beobachten, was auf eine funktionelle Interaktion von 

STAT5b mit PDX-1 bei der Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors 

hindeutet. 
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Abb.: 3.6.: Mutationsanalyse des rINS-1 Promotors in INS-1 Zellen. Luciferase-Reportergen 
Versuche in INS-1 Zellen mit 5´-Deletionen des gesamten Promotors (je 1 µg DNA) und mit 
Kotransfektion mit dem Expressionsplasmid rSTAT5bpcDNA3.1- (1,5 µg DNA). Reduktion der 
Aktivierung nach Deletion des A3 und E1 Elementes. * p<0,01. 
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3.4.3. CBP/p300 vermittelt die funktionelle Interaktion von STAT5b und  
 PDX-1 am Ratten-Insulingenpromotor 1  

 

Mögliche Kandidaten für die Vermittlung der Interaktion von STAT5b und PDX-1 

bei der Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors sind die nukleären 

Adapterproteine CBP und p300. Für diese nahezu homologen Moleküle ist 

bekannt, dass sie Koaktivatoren verschiedener Transkriptionsfaktoren, unter 

anderem auch für STATs und PDX-1 (102-108) sind, sowie an der Aktivierung 

derselben beteiligt sind.  

In INS-1 Zellen erfolgten Kotransfektionen der 5´-Deletionskonstrukte (-

410rINS1pGl3, -307rINS1pGl3, -160rINS1pGl3) des Luciferase-Reportergen 

Vektors –410rINS-1pGL3 mit Expressionsplasmiden für STAT5b 

(rSTAT5bpcDNA3.1-), p300 und E1A. E1A ist ein adenovirales Protein, das an 

CBP/p300 binden und dieses somit spezifisch hemmen kann. Die 

transkriptionelle Aktivität der verschiedenen Promotorkonstrukte wurde 

anschließend im Luciferase-Assay gemessen. 

In Abbildung 3.7. zeigt sich bei Kotransfektion des STAT5b 

Expressionsplasmides mit dem 410 bp bzw. 307 bp langen Ratten-

Insulingenpromotor 1 in INS-1 Zellen eine Verdopplung der Promotoraktivität. 

Bei zusätzlicher Kotransfektion des p300 Expressionsplasmids vervierfacht sich 

die Promotoraktivität im Vergleich zum Basalwert. Im Gegensatz dazu war bei 

Kotransfektion mit einem E1A Expressionsplasmid anstelle oder zusätzlich zum  

p300 Expressionsplasmid keine Aktivierung der Promotorkonstrukte zu 

beobachten.  Das Gegenteil war der Fall. Es zeigte sich eine Hemmung der 

Promotorkonstrukte auf ca. 50% des Basalwerts. Diese synergistischen Effekte 

konnten am 160 bp langen Ratten-Insulingenpromotor 1, dem das A3/4 

Element also eine PDX-1 Bindungsstelle fehlt, nicht gezeigt werden.  

Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass eine funktionelle 

Interaktion von STAT5b und p300 am Ratten-Insulingenpromotor 1 sehr 

wahrscheinlich ist. Diese ist jedoch unabhängig vom STAT-responsiven DNA-

Element. 
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Die signifikanteste Abnahme der Aktivität des Ratten-Insulingenpromotors 1 

nach Überexpression von STAT5b war nach Deletion des A3/4 Elements, der 

PDX-1 Bindungsstelle, zu verzeichnen (Abb. 3.6.).  Weiterhin war die 

synergistische Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors 1 durch STAT5b 

und p300 nach Deletion des A3/4 Elements verschwunden (Abb. 3.7.). In 

Luciferase-Reportergen Versuchen mit dem 410 bp langen Ratten-

Insulingenpromotor 1, sowie dem 410 bp langen Ratten-Insulingenpromotor 1 

Abb.: 3.7.: A. Responsive Elemente im Promotor des Proinsulin-1-Gens der Ratte. Dem 
Vektor -307rINS1pGl3 fehlt die distale STAT-Bindungsstelle. Dem Deletionskonstrukt -
160rINS1pGl3 fehlt weiterhin das E2, das A3/4 sowie das CRE-Element.  B. Die 

tionelle Interaktion von STAT5b und PDX-1 am Ratten-Insulingenpromotor 1 ist 
ngig vom STAT responsiven DNA-Element.  Luciferase-Reportergen Versuche in 

en mit 5´-Deletionskonstrukten (je 1µg DNA) und den Expressionsplasmiden 
pcDNA3.1- (1,5 µg DNA), p300 und E1A (je 1,5 µg DNA). 
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mit mutierter STAT-Bindungsstelle und Kotransfektion mit STAT5b wurden 

diese auf das Doppelte des Ausgangswerts aktiviert. Bei zusätzlicher 

Kotransfektion mit PDX-1 erfolgte eine weitere Steigerung der Promotoraktivität, 

die bei dem 410bp langen Promotorkonstrukt stärker ausgeprägt war, als bei 

dem Konstrukt mit der mutierten STAT-Bindungsstelle. Diese Steigerung der 

Promotoraktivität kann in gleicher Weise nochmals erhöht werden bei 

zusätzlicher Kotransfektion mit p300. Wurden diese Transfektionsexperimente 

zusätzlich mit E1A durchgeführt, blieb die Aktivierung des Promotorkonstrukts 

aus bzw. es erfolgte sogar eine Inhibition dieser.  

Es scheint somit eine funktionelle Interaktion von STAT5b, p300 und PDX-1 zu 

geben, die mit  für die Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors 1 

verantwortlich ist. 
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3.5. Leptin und die Regulation der Insulingen Expression 
 
3.5.1. Leptin induziert die Expression von SOCS3 in INS-1 Zellen  
 

Seit einiger Zeit sind negative Regulatoren der JAK-STAT Signalübertragung 

bekannt, die Familie der Suppressors of Cytokine Signalling (SOCS) (56). 
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Abb.: 3.8.: A. Responsive Elemente im Promotor des Proinsulin-1-Gens der Ratte. Bei 
dem Vektor -410rNS1mutSTATpGl3 ist die STAT-Bindungsstelle mutiert. B. Die 
funktionelle Interaktion von STAT5b und PDX-1 am Ratten-Insulingenpromotor 1 ist 
unabhängig vom STAT responsiven DNA-Element.  Luciferase-Reportergen Versuche in 
INS-1 Zellen mit 5´-Deletionskonstrukten (je 1µg DNA) und den Expressionsplasmiden 
rSTAT5bpcDNA3.1- (1,5 µg DNA), PDX-1pcDNA3 (1,5 µgDNA), p300 und E1A (je 1,5 µg 
DNA). 
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Speziell für die Isoform SOCS3 konnte im Hypothalamus eine verminderte 

Leptin Signalübertragung gezeigt werden. Es wird vermutet, dass SOCS3 im 

Hypothalamus von Nagetieren sowohl in vitro (24, 60, 68) als auch in vivo (71) 

eine Leptinresistenz bewirkt. Aus diesen Gründen stellten wir die Hypothese 

auf, dass SOCS3 ebenso bei der Leptin bedingten Hemmung der Ratten-

Insulingenpromotoraktivität  in INS-1 Zellen,  beteiligt ist.  

Als erstes wurde in INS-1 Zellen nachgewiesen, dass Leptin die rSOCS3 

Expression induziert. INS-1 Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 

30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h) mit 6,25 nM Leptin stimuliert, mRNA isoliert und eine 

spezifische RT-PCR für rSOCS3 (Annealing Temperatur 55°C, 36 Zyklen) 

durchgeführt. In Abbildung 3.9. ist zu sehen, dass durch Leptin in INS-1 Zellen 

eine nahezu gleichmäßige Expression von rSOCS3 induziert wird.  

In vivo Daten mit mRNA aus Pankreasinseln von ob/ob Mäusen, die zu 

verschiedenen Zeitpunkten intraperitoneal mit Leptin stimuliert wurden, zeigen 

einen zeitabhängigen Anstieg der SOCS3 Expression. Nach 6 h Stimulation mit 

Leptin ist ein signifikanter Anstieg der SOCS3 Expression zu verzeichnen. 

Diese Daten wurden von Ni Lam aus der Arbeitsgruppe von Tim Kieffer in 

Canada in einem Kooperationsprojekt angefertigt (Daten sind hier nicht 

gezeigt). 

 

Zeit 

rSOCS3 

 
 

 

 

 

Abb.: 3.9.: Leptin induziert die Expression von SOCS3 in INS-1 Zellen in vitro. Spezifische 
RT-PCR mit mRNA von INS-1 Zellen, die zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 30 min, 1 h, 2 h, 3 
h, 6 h) mit 6,25 nM Leptin stimuliert wurden für SOCS3 der Ratte (rSOCS3). RT- Reverse 
Transkription ohne Reverse Transkriptase als Kontrolle für DNA- Kontamination, WM molecular 
weight marker. 
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3.5.2. Leptin induziert die SOCS3 Expression über STAT vermittelte 
Promotoraktivierung 

 
Die Expression der SOCS-Moleküle wird über den JAK-STAT-

Signalübertragungsweg reguliert (64, 67). Wie oben gezeigt, erfolgt eine 

vermehrte Expression von SOCS3 unter dem Einfluss von Leptin. Es stellte sich 

somit die Frage, ob unter dem Einfluss von Leptin auch eine gesteigerte 

Promotoraktivität zu verzeichnen ist und ob diese eventuell über STATs 

vermittelt ist.  

Nachdem der Ratten SOCS3 Promotor kloniert war, wurden Luciferase- 

Reportergen Versuche in INS-1-Zellen angefertigt. INS-1 Zellen wurden mit 

dem 1054 bp langen Ratten SOCS3 Promotor transient transfiziert und mit 6,25 

nM Leptin stimuliert. Im Vergleich zu den mit Vehikel behandelten Zellen 

aktiviert Leptin signifikant den Ratten SOCS3 Promotor in INS-1 Zellen 

(Abbildung 3.10.A).  Dies deutet darauf hin, dass die Induktion von SOCS3 

durch Leptin  in INS-1 Zellen über transkriptionelle Effekte auf Promotorebene 

vermittelt wird. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass Leptin in 

Insulin produzierenden β-Zellen des endokrinen Pankreas die Expression von 

SOCS3 – einen möglichen Inhibitor der Leptinwirkung (68) - selbst bewirkt. 

Wurde das Luciferase-Reportergen, das unter der Kontrolle des 1054 bp langen 

SOCS3 Promotor der Ratte (-1054rSOCS3pGl3) stand, zusammen mit 

Expressionsplasmiden zur Überexpression von STAT3 (rSTAT3pcDNA3.1-) 

bzw. STAT5b (rSTAT5bpcDNA3.1-) transient in INS-1 Zellen transfiziert, so 

wurde der Ratten SOCS3 Promotor signifikant aktiviert (Abbildung 6B und 6C).  

Diese Ergebnisse stärken die These, dass in β-Zellen des endokrinen Pankreas 

die Expression von SOCS3 unter der transkriptionellen Kontrolle von  STAT3 

und STAT5b steht.  
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Abb.: 3.10.: Leptin, STAT3 und STAT5b aktivieren den SOCS3 Promotor der Ratte in 
INS-1 Zellen. A. STAT responsive Elemente im rSOCS3 Promtor. Luciferase-Reportergen 
Versuche in INS-1 Zellen. B. INS-1 Zellen wurden mit dem -1054rSOCS3pGl3 bzw. 
pGl3basic Vektor (je 1 µg DNA) transfiziert und anschließend mit 6,25 nM Leptin oder 
Vehikel stimuliert. C. Kotransfektion des Leervektors oder des STAT3 
Expressionsplasmides (rSTAT3pcDNA3.1-) (je 1,5 µg DNA) mit -1054pGl3 bzw. pGl3basic 
(je 1 µg DNA). D. Kotransfektion des Leervektors oder des STAT5b Expressionsplasmides 
(rSTAT5bpcDNA3.1-) (je 1,5 µg DNA) mit -1054pGl3 bzw. pGl3basic (je 1 µg DNA). 
 ** p<0.01. *** p<0.001. 
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3.5.3. Leptin induziert die Bindung von STAT3 und STAT5b an 
 spezifische STAT responsive Elemente im SOCS3 Promotor der 
 Ratte in INS-1 Zellen 
 

Im SOCS3 Promotor der Ratte sind drei Bindungsstellen für 

Transkriptionsfaktoren aus der Familie der Signal Transducers of Transkription 

(STATs) bekannt (67). Außerdem ist beschrieben, dass die Induktion der SOCS 

Gene durch Zytokine, zu denen Leptin zählt, aktivierte Transkriptionsfaktoren 

aus der Familie der Signal Transducers of Activation (STATs) benötigen (57). 

Aus diesem Grund wurde mittels Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) 

untersucht, ob Leptin DNA-Bindung von STATs an eine der drei bekannten 

spezifischen STAT responsiven DNA-Sequenzen im –1054rSOCS3 Promotor in 

Insulin produzierenden β-Zellen des endokrinen Pankreas bewirkt.  

Das Oligonukleotid A-STAT, welches das am weitesten distal gelegene STAT 

responsive Element enthält und den Basenpaaren -363 bis -332 der Sequenz 

des rSOCS3 Promotors entspricht, sowie das Oligonukleotid C-STAT, welches 

das am weitesten proximal gelegene STAT responsive Element enthält und den 

Basenpaaren –83 bis -52 der Sequenz des rSOCS3 Promotors entspricht, 

wurden mit in vitro translatiertem STAT5b Protein inkubiert und ein EMSA 

angefertigt.  Wie in Abbildung 3.11.A gezeigt ist sowohl bei A-STAT als auch 

bei C-STAT ein DNA-Bindungskomplex nachzuweisen, der spezifisch ist, da er 

bei 10-fachem Überschuss an unmarkiertem Oligonukleotid verschwindet. 

Dieser Komplex kann als STAT5b identifiziert werden, da die Bande bei Zugabe 

von STAT5b-Antikörper an der ursprünglichen Position verschwindet und an 

einer höheren sichtbar wird (Supershift). In entsprechenden Experimenten mit 

in vitro translatiertem STAT3 konnte weder an A-STAT noch an C-STAT eine 

Proteinbindung nachgewiesen werden, was zeigt, dass diese Promotorregionen 

spezifisch für die verschiedenen STAT Proteine sind (Daten nicht gezeigt). 

Das Oligonukleotid B-STAT,  das der Sequenz von Position –107 bp bis –75 bp 

des rSOCS3 Promotors entspricht und ebenfalls eine bereits zuvor 

beschriebene STAT-DNA-Bindungsstelle enthält, wurde mit Kernextrakten von 

INS-1 Zellen inkubiert und ein EMSA angefertigt. Die Kernextrakte wurden aus 
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INS-1 Zellen gewonnen, die zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 3 h, 6 h, 12 h) 

mit 6,25 nM Leptin inkubiert wurden. Wie in Abbildung 3.11.B. zu sehen ist, 

erscheint bei B-STAT ein DNA-Bindungskomplex, der unter Stimulation mit 

Leptin zeitabhängig an Intensität zunimmt. Ein Maximum ist nach 6 h erreicht. 

Dieser Komplex ist spezifisch, da er bei 10-fachem Überschuss an 

unmarkiertem Oligonukleotid verschwindet. In Supershift-Experimenten mit 

Antikörpern gegen STAT1, 3 und 5b, konnte er als STAT3 identifiziert werden, 

da der Komplex bei Inkubation mit STAT3-Antikörpern verschwindet. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass B-STAT spezifisch STAT3 bindet.  
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-1054 rSOCS3 LUC
A-STAT
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STAT3 
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Abb.: 3.11.: Leptin induziert die Bindung von STAT3 und STAT5b an spezifische STAT 
responsive Elemente im SOCS3 Promotor der Ratte in INS-1 Zellen. Electrophoretic 
mobillity shift assays (EMSA) mit doppelsträngigen Oligonukleotiden für die vorhandenen 
STAT Bindungsstellen im rSOCS3 Promotor (A-STAT, B-STAT, C-STAT) A. In vitro
translatiertes STAT5b (IVT-STAT5b) wurde mit A-STAT und C-STAT inkubiert. Die DNA-
Bindung wurde im EMSA detektiert. Kompetitionsexperimente mit 10-fachem Überschuss 
an unmarkiertem Oligonukleotid (10x A-STAT, 10x C-STAT). Supershift Experimente 
erfolgten mit einem spezifischen Antikörper gegen STAT5b (αSTAT5b). B. Kernextrakte von 
INS-1 Zellen, die zu verschiedenen Zeitpunkten mit Leptin stimuliert wurden mit B-STAT 
inkubiert. Die DNA-Bindung wurde im EMSA detektiert. Kompetitionsexperimente mit 10-
fachem Überschuss an unmarkiertem Oligonukleotid (10x B-STAT), Supershift Exprimente 
mit spezifischem Antikörper für STAT1 (αSTAT1), STAT3 (αSTAT3), STAT5b (αSTAT5b). 
FP, freie Probe. 
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3.5.4. SOCS3 hemmt sowohl die basale als auch die STAT3 und STAT5b 
vermittelte Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors 1 

 

In dieser Arbeit wurde eine Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors 1 (-

410rINS1pGl3) durch STAT3 und STAT5b gezeigt (Abb.3.4.). Dies steht im 

Gegensatz  zu der Tatsache, dass Leptin sowohl die Insulinsekretion als auch 

die Insulingen Expression hemmt (31, 34-36) und diese Hemmung mit einer 

vermehrten Bindung von STAT5b an spezifische STAT responsive DNA-

Bindungselemente im Ratten-Insulingenpromotor 1 verbunden ist (34). Diese 

Leptin vermittelte Hemmung der Aktivität des Ratten-Insulingenpromtors 1 in 

INS-1 Zellen scheint demnach nicht durch direkte Effekte STAT3 und STAT5b 

am Promotor zu erfolgen. SOCS Proteine, deren Expression durch 

verschiedene Zytokine und auch Leptin induziert wird, sind als negative 

Regulatoren des JAK-STAT-Signalübertragungsweges bekannt (56, 64, 65).  

Aus diesem Grund wurde die Hypothese überprüft, ob SOCS3 die Aktivität des 

Ratten-Insulingenpromotors 1 hemmt und somit ein durch Leptin induzierter 

Inhibitor der STAT3 und STAT5b abhängigen Aktivierung des Ratten-

Insulingenpromotors 1 ist.  

In transienten Kotransfektionen in INS-1 Zellen mit DNA-Konstrukten, die zur 

Überexpression von SOCS3 (rSOCS3pcDNA3) führen und dem Luciferase 

Reportergen, das unter der Kontrolle des 410 bp langen Ratten-

Insulingenpromotors 1 stand, zeigte sich, dass rSOCS3  die Aktivität von –

410rINS-1pGl3 vermindert (Abbildung 3.12.B). Durch rSOCS3 wird nicht nur die 

basale Aktivität des Ratten-Insulingenpromotors 1 gehemmt, sondern auch die 

STAT3 und STAT5b abhängige Aktivierung des 410 bp langen Ratten-

Insulingenpromotors 1 (Abbildung 3.12.C. und 3.12.D). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass in β-Zellen des endokrinen Pankreas Leptin die 

Expression von SOCS3 über STAT3 und STAT5b abhängige transkriptionelle 

Aktivierung des SOCS3 Promotors induziert. SOCS3 wiederum als negativer 

Regulator vermindert die STAT3 und STAT5b abhängige Aktivierung des 

Ratten-Insulinpromotors 1 in INS-1 Zellen. 
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pcDNA3.1-
STAT5b

pcDNA3.1-
STAT3

pcDNA3
rSOCS3

pcDNA3.1-
STAT5b
pcDNA3.1-
STAT5b
pcDNA3.1-
STAT5b

pcDNA3.1-
STAT3
pcDNA3.1-
STAT3
pcDNA3.1-
STAT3

pcDNA3
rSOCS3
pcDNA3
rSOCS3
pcDNA3
rSOCS3

-410rINS1pGl3    

Abb. 3.12.: SOCS3 hemmt die basale, STAT3 und STAT5b vermittelte Aktivierung des 
Ratten-Insulingenpromtors 1 in INS-1 Zellen.  Luciferase-Reportergen Versuche mit INS-
1 Zellen. A. Responsive Elemente im Promotor des Proinsulin-1-Gens der Ratte. B. 
Kotransfektion des Leervektors (pcDNA3) oder des rSOCS3 (rSOCS3pcDNA3) 
Expressionsvektors mit dem Luciferase-Reportergen -410rINS1pGl3 bzw. pGl3basic. C.
Kotransfektion des Leervektors oder des rSOCS3 Expressionsvektors mit dem Luciferase-
Reportergen -410rINS1pGl3, der durch Kotransfektion mit dem Expressionsplasmid für 
STAT3 (rSTAT3pcDNA3.1-) bzw. seinem Leervektor (pcDNA3.1-) aktiviert wurde. D.
Kotransfektion des Leervektors oder des rSOCS3 Expressionsvektors mit dem Luciferase-
Reportergen -410rINS1pGl3, der durch Kotransfektion mit dem Expressionsplasmid für 
STAT5b (rSTAT5bpcDNA3.1-) bzw. seinem Leervektor (pcDNA3.1-) aktiviert wurde. ** 
p<0.01; *** p<0,001. Jeweils 1,5 µg DNA des entsprechenden Expressionsplasmids und 
1µg DNA des entsprechenden Reportergen-Vektors.  
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Diskussion 

4. Diskussion 
 

4.1. Leptinsignalübertragung in Insulin produzierenden Zellen des  
 endokrinen Pankreas 
 
Leptin hemmt sowohl die Insulinsekretion (31, 35, 36) als auch die 

Insulinbiosynthese (34) in β-Zellen des endokrinen Pankreas, in denen die 

lange Form des Leptinrezeptors exprimiert wird. Insulin dagegen, als 

adipogenes Hormon, fördert die Leptinproduktion durch die Adipozyten (37-40). 

Diese Beobachtungen etablieren die Existenz der „Adipoinsulären Achse“ (Abb. 

1.2.) (1, 41, 42), deren Fehlregulation mit für die Pathogenese des Diabetes 

mellitus Typ 2 verantwortlich ist. Auf Ebene des Hypothalamus fördert Leptin 

über spezifische Rezeptoren den Energieverbrauch und hemmt die 

Nahrungsaufnahme (18, 20-23). Bei adipösen Menschen, die per se erhöhte 

Plasmaspiegel von Leptin aufweisen, scheint dieser Regulationsmechanismus 

jedoch nicht mehr zu funktionieren, sodass eine Leptinresistenz postuliert wird 

(68). Auf Ebene des Hypothalamus bewirkt diese Leptinresistenz eine 

vermehrte Nahrungsaufnahme, Leptin scheint hier nicht in der Lage zu sein, 

diese zu hemmen. Auf Ebene der β-Zellen des endokrinen Pankreas könnte 

eine Leptinresistenz zu übermäßiger Insulinproduktion führen. Sowohl 

vermehrte Nahrungsaufnahme, als auch erhöhte Insulinspiegel können 

letztendlich zur Entwicklung bzw. Progression einer Adipositas und damit 

Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 führen (42, 128). Folglich ist es 

denkbar, dass Dysregulation der “Adipoinsulären Achse“ die Entwicklung einer 

Adipositas unabhängigen Hyperinsulinämie bewirkt (42, 128, 129). Aus diesem 

Grund ist es wichtig, die Leptin Signalübertragung in β-Zellen des endokrinen 

Pankreas näher zu untersuchen.   

Strukturell gehört Leptin zu den Zytokinen (43). Seine Signalübertragung erfolgt 

über den Leptinrezeptor (OB-Rb), der zu der Klasse I der Zytokinrezeptoren 

gehört (44) und intrazellulär an den JAK-STAT-Signalübertragungsweg 

gekoppelt ist (49-51). In der Rattenzelllinie INS-1, einem Modell für β-Zellen des 

endokrinen Pankreas, die die lange Form des Leptinrezeptor (OB-Rb) 
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exprimiert (34), konnte mittels RT-PCR mit mRNA aus INS-1 Zellen und 

spezifischen Oligonukleotiden für die sieben bekannten signal transducer and 

activator of transcription (STAT), eine Expression für STAT1, STAT3, STAT5b 

und STAT6 nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass Bestandteile des JAK-

STAT-Signalübertragungsweges, insbesondere STAT3 und STAT5b für die in 

anderen Geweben bereits eine Beteiligung bei der Leptinsignalübertragung 

gezeigt wurde (51, 54), in INS-1 Zellen vorhanden sind. Die INS-1 Zelllinie ist 

somit prinzipiell für detaillierte Untersuchungen der Leptinsignalübertragung 

geeignet sind. Eine Leptinresponsivität konnte bereits früher gezeigt werden 

(34, 130, 131).  

Durch Immunpräzipitation und Western blot konnte in INS-1 Zellen 

nachgewiesen werden, dass Stimulation mit Leptin zu einer Rekrutierung von 

STAT3 und STAT5b an die Leptinrezeptor assoziierte Janus-Kinase 2 und zu 

einer konsekutiven Phosphorylierung von STAT3 und STAT5b führt (Abb.: 3.2.). 

Darüber hinaus translozieren STAT3 und STAT5b nach Stimulation mit Leptin 

in INS-1 Zellen zeitabhängig in den Kern (Abb.:3.3.). Zusammenfassend 

aktiviert Leptin in Insulin produzierenden Zellen STAT3 und STAT5b durch 

Tyrosinphosphorylierung über den JAK-STAT-Signalübertragungsweg.  

In β-Zellen des endokrinen Pankreas scheinen somit STAT3 und STAT5b die 

Hauptfaktoren zu sein über die die Leptin vermittelte Signalübertragung über 

den JAK-STAT-Signalübertragungsweg erfolgt. STAT3 und STAT5b stellen 

folglich wichtige Transkriptionsfaktoren dar, über die Leptin die Expression 

verschiedener Gene in β-Zellen des endokrinen Pankreas reguliert. Diese 

Aussagen passen sehr gut zu Ergebnisse früherer Arbeiten, die speziell STAT3 

als essentiell für die Regulation des Energiehaushaltes durch Leptin in vivo 

beschreiben (48, 132, 133).   

 
 

4.2. Insulinpromotoraktivität 
 

Leptin hemmt die Insulinbiosynthese über Hemmung der 

Proinsulingentranskription (34, 134). Es wird vermutet, dass hierbei STATs 
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direkt  mit involviert sind und zwar über Bindung an das STAT responsive 

Element im Ratten-Insulingenpromotor 1. So konnte in einer früheren Arbeit von 

Seufert et al. (34) eine vermehrte Bindung von STAT5b an spezifische STAT 

responsive DNA-Bindungselemente im Ratten-Insulingenpromotor 1 (-

410rINS1pGl3) unter dem Einfluss von Leptin gezeigt werden. Auch wenn 

STATs meist als Aktivatoren beschrieben werden (53, 55), gibt es Arbeiten, die 

STAT5b als Hemmer der Transkription beschreiben (135). In dieser Arbeit 

konnte in INS-1 Zellen mittels Luciferase-Reportergen Versuchen eine deutliche 

Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotor 1 durch STAT3 und STAT5b gezeigt 

werden (Abb. 3.4.), während Leptin diesen eindeutig hemmt (34).  Dies weist 

darauf hin, dass die Hemmung der Insulinbiosynthese auf transkriptioneller 

Ebene nicht direkt durch STAT3 und STAT5b erfolgt. Es müssen vielmehr 

weitere Signalmoleküle involviert sein, die entweder über einen eigenständigen, 

unabhängigen Mechanismus agieren, oder aber zusammen mit STAT3 und 

STAT5b.  

Diese Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors 1 durch STAT3 und STAT5b 

erfolgt nicht ausschließlich über das STAT responsive Element, da die 

Promotoraktivität sowohl nach Deletion, als auch nach Mutation der bekannten 

STAT-Bindungsstelle unverändert bleibt . Erst nach Deletion des A3/4-

Elements, der PDX-1 Bindungsstelle, ist eine starke Abnahme des Ratten-

Insulingenpromotors 1 zu verzeichnen. Dies deutet auf eine funktionelle 

Interaktion von STAT5b und PDX-1 bei der Aktivierung des Ratten-

Insulingenpromotors 1 hin. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass diese 

funktionelle Interaktion von STAT5b und PDX-1 durch CBP/p300 verstärkt 

werden kann. Diese synergistische Interaktion bei der Aktivierung des Ratten-

Insulinpromotors 1 ist jedoch unabhängig vom STAT-responsiven DNA-Element 

im Promotor. Sie ist vielmehr abhängig vom A3/4 Element, der PDX-1 

Bindungsstelle, da erst bei Deletion des A3/4 Elementes diese synergistische 

Wirkung auf den Ratten-Insulingenpromotor 1 nicht mehr nachweisbar ist. 

Diese Daten passen in das bisherige Bild der Insulinpromotoraktivierung, die 

besagen, dass der Insulinpromotor nicht durch einen einzigen Proteinkomplex 

aktiviert wird, sondern durch eine Kombination verschiedener 
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Transkriptionsfaktoren (109, 110), wobei PDX-1 eine zentrale Rolle einnimmt. 

Für PDX-1 ist bereits mehrfach eine Interaktion mit dem Koaktivator CBP/p300 

bei der Aktivierung des Insulinpromotors beschrieben (106-108), darüber hinaus 

wird sogar postuliert, dass eine Interaktion von PDX-1 und CBP/p300 nötig ist, 

damit PDX-1 seine Zielgene aktivieren kann (106, 108). Wie wichtig eine 

Interaktion von PDX-1 und CBP/p300 bei der Aktivierung des Insulinpromotors 

ist, wird auch daran deutlich, dass Mutationen in der Transaktivierungsdomäne 

von PDX-1 die Interaktionsfähigkeit von PDX-1 und CBP/p300 herabsetzten, 

was zu einer reduzierten Aktivierung des Insulinpromotors führt (106). Auch für 

STAT-Transkriptionsfaktoren, insbesondere für STAT5b, ist eine Interaktion mit 

CBP/p300 beschrieben (102-105), bisher jedoch nicht bei der Aktivierung des 

Insulinpromotors und auch nicht zusammen mit PDX-1. Zusammenfassend 

kann die Aussage getroffen werden, dass CBP/p300 mit STAT5b und PDX-1 

einen transkriptionellen Komplex bildet, der zu einer synergistischen Aktivierung 

des Ratten-Insulingenpromotors 1 führt und abhängig vom A3/4 Element, der 

PDX-1 Bindungsstelle, ist. Diese Daten zeigen somit insbesondere für STAT5b 

eine neue Interaktionsmöglichkeit bei der Aktivierung des Ratten-

Insulinpromotors 1 auf und tragen zum weiteren Verständnis der Aktivierung 

des Ratten-Insulingenpromotors 1 bei, die durch komplexe Interaktionen 

verschiedener Transkriptionsfaktoren und Kofaktoren erfolgt.  
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Abb.4.1.:  Modell der Interaktion zwischen STAT5b, PDX-1 und CBP/p300 bei der 
Aktivierung des Ratten-Insulingenpromotors 1. PDX-1 bindet an die A-Elemente  und 
bildet zusammen mit STAT5b und CBP/p300 einen transkriptionellen Komplex, durch den der 
Ratten-Insulingenpromotors 1 synergistisch aktiviert wird. CBP/p300 fungiert hierbei als 
Bindeglied zwischen STAT5b und PDX-1. Die Aktivierung ist unabhängig vom STAT 
responsiven Element.  
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4.3. Einfluss von SOCS3 auf die Insulinpromotoraktivität  
 

STAT3 und STAT5b scheinen die Hauptfaktoren zu sein, über die Leptin die 

Expression verschiedenen Gene in pankreatischen β-Zellen reguliert. Wie in 

Abbildung 3.4. gezeigt, aktivieren sie den Ratten-Insulingenpromotor 1 

(Abb.3.4.), während Leptin diesen eindeutig hemmt. Diese Hemmung ist mit 

einer gesteigerten Bindung von STAT5b an STAT responsive Elemente im 410 

bp langen Ratten-Insulinpromotor verbunden (34), was darauf hindeutet, dass 

weitere Signalmoleküle involviert sein müssen über die die Leptin vermittelte 

Hemmung der Insulintranskription erfolgt. Es gibt negative Regulatoren der 

JAK-STAT Signalübertragung, nämlich Moleküle aus der Familie der 

Suppressors of Cytokine Signalling (SOCS). Ihre Expression wird durch 

Zytokine, zu denen Leptin zählt, induziert (56, 57, 59, 65). Im SOCS3 Promotor 

sind drei STAT Bindungsstellen bekannt und die Zytokin induzierte Expression 

der SOCS Proteine erfolgt über STATs (67). Im Hypothalamus konnte bereits 

gezeigt werden, dass die periphere Gabe von Leptin zur Expression von 

SOCS3 in ob/ob Mäusen führt und zwar in Regionen, in denen die lange Form 

des Leptinrezeptors vorhanden ist (24, 68). Ähnliche Ergebnisse konnten in  der 
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Agouti Maus, einem Mausmodel, das durch Hyperleptinämie und 

Leptinresistenz gekennzeichnet ist, generiert werden (68). In 293 Zellen, die mit 

dem Leptinrezeptor transfiziert waren, konnte gezeigt werden, dass Leptin die 

Expression von SOCS3 über STAT3 bewirkt. SOCS3 bindet in Folge an die 

Leptinrezeptor assoziierte Janus-Kinase 2, antagonisiert auf diesem Weg die 

Aktivität von JAK2 und hemmt somit die proximale Leptinsignalübertragung 

über den JAK-STAT-Signalübertragungsweg (70). Zusätzlich konnte in 

neuralen, zell-spezifischen SOCS3 knock-out Mäusen eine verminderte 

Nahrungsaufnahme und verbesserte Leptin- und Insulinresistenz (72) gezeigt 

werden. Ähnlich Ergebnisse konnten ebenfalls in vivo in für SOCS3 

haploinsuffizienten Mäusen gewonnen werden (73). Aus diesen Gründen lag 

die Vermutung nahe, dass SOCS Moleküle auch in pankreatischen β-Zellen 

eine Schlüsselrolle in der Leptin vermittelten Hemmung der 

Insulinpromotoraktivität einnehmen. 

Analog zu den Daten aus dem Hypothalamus, wird auch in β-Zellen des 

endokrinen Pankreas zeitabhängig nach Stimulation mit Leptin SOCS3 mRNA 

exprimiert. Eine Zeitabhängigkeit konnte in INS-1 Zellen zwar nicht gezeigt 

werden (Abb. 3.9.), jedoch wurde in einer kurz vor der Veröffentlichung 

stehenden Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe mittels semiquantitativen RT-PCR 

in Pankreas-Inseln von ob/ob-Mäusen in vivo ein 3-facher Anstieg der SOCS3-

Expression 12 h nach Stimulation mit Leptin nachgewiesen. Dies konnte auf 

transkriptioneller Ebene bestätigt werden. Die Steigerung der transkriptionellen 

Aktivität wird über STAT3 und STAT5b vermittelt, die an spezifische STAT 

responsive Regulatorelemente im SOCS3 Promotor binden (Abb.3.11.).  

Zusammenfassend kann an dieser Stelle der Schluss gezogen werden, dass 

SOCS3 in β-Zellen des endokrinen Pankreas ein durch Leptin induziertes 

Signalmolekül ist, dessen  Expression durch Leptin über Aktivierung von STAT3 

und STAT5b stimuliert wird.  

Die Hypothese, dass SOCS3 als Signalmolekül in den pankreatischen β-Zellen 

eine wichtige Rolle einnimmt wird weiterhin dadurch bestätigt, dass sowohl die 

basale als auch die STAT3 und STAT5b stimulierte Aktivität des 410 bp langen 

Ratten-Insulingenpromotors 1 durch SOCS3 gehemmt wird. Diese Suppression 
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der basalen und STAT vermittelten Insulingen Expression in pankreatischen β-

Zellen erfolgt über Hemmung des JAK-STAT Signalübertragungsweges. Am 

ehesten erfolgt dies über Kompetition von STATs und SOCS3 um die 

Bindungsstelle an der Janus-Kinase 2 des Leptinrezeptors. Folglich ist SOCS3 

auch in β-Zellen des endokrinen Pankreas zum einen ein Leptin induzierter 

negativer Regulator der proximalen Signalübertragung von Leptin, im Sinne 

eines autoregulatorischen Feedbacks. Zum anderen ist SOCS3 ein wichtiger 

Mediator der Leptin abhängigen Signalübertragung über den JAK-STAT 

Signalübertragungsweg.  

 

 
Abb.4.2.:  Modell der Signalübertragung und Genregulation von Leptin in β-Zellen des 
endokrinen Pankreas. Leptin bindet an seinen Rezeptor, anschließend wird die Rezeptor 
assoziierte Janus-Kinase 2 (JAK2) durch Transphosphorylierung aktiviert und phosphoryliert 
Tyrosinreste des zytoplasmatischen Anteils des Leptinrezeptors. STAT3 und STAT5b 
können nun an den Leptinrezeptor rekrutiert werden und ebenfalls über JAK2 phophoryliert 
werden. Die phosphorylierten STATs dimerisieren und translozieren in den Zellkern. STAT3 
und STAT5b aktivieren nun sowohl den SOCS3 als auch den Insulinpromotor. SOCS3 
hemmt als negatives Feedback den JAK-STAT Signalübertragungsweg über Bindung an den 
Tyrosin phosphorylierten Leptinrezeptor und verhindert somit, daß STATs daran binden 
können. Modifiziert nach Seufert (1). 
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Ob SOCS3 im Hypothalamus oder den pankreatischen β-Zellen eine 

zusätzliche Rolle in weiter distalen Bereichen der JAK-STAT-Signalübertragung 

spielt, ist bisher nicht bekannt. Weitere Untersuchungen diesbezüglich werden 

erfolgen müssen, vor allem auch angesichts der Tatsache, dass SOCS3 ein 

essentieller Kandidat im Rahmen der Leptinresistenz ist (24, 68) und SOCS3 

Inhibitoren als Therapeutika zur Behandlung bzw. Verbesserung der 

Leptinresistenz und damit der Adipositas gehandelt werden (72, 73, 136). 

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit ein Molekularer Mechanismus 

beschrieben über den Leptin die Insulingen Expression und konsekutiv die 

Insulinbiosynthese und –sekretion hemmt. SOCS3 nimmt somit in Bezug auf 

die Leptinwirkungen in den β-Zellen des endokrinen Pankreas eine 

Schlüsselposition ein. Diese Ergebnisse tragen zum besseren molekularen 

Verständnis der hemmenden Wirkung von Leptin auf die Insulinproduktion im 

Rahmen der Adipoinsulären Achse bei und liefern neue Einsichten in die 

Entwicklung einer β-Zell Dysfunktion im Verlauf eines Diabetes mellitus Typ 2. 

Abgeschwächte Signalübertragung über den JAK-STAT 

Signalübertragungsweg, bedingt durch SOCS3, führt somit zu 

Hyperinsulinämie, assoziiert mit der Entwicklung eines Metabolischen 

Syndroms und Diabetes mellitus Typ 2.  
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5. Zusammenfassung 

 

Das Fettgewebshormon Leptin hemmt in β-Zellen des endokrinen Pankreas die 

Insulinbiosynthese und –sekretion. Insulin dagegen als adipogenes Hormon 

fördert die Leptinproduktion, so dass ein Regelkreis, die so genannte 

“Adipoinsuläre Achse“ entsteht. Fehlregulationen dieser Achse werden vor 

allem bei übergewichtigen Menschen mit einer Hyperleptinämie im Rahmen der 

Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 diskutiert.  Die genauen molekularen 

Mechanismen über die die transkriptionellen Effekte von Leptin auf die 

Proinsulingen Expression erfolgen sind bis dato nicht ausreichend verstanden. 

Die Signalübertragung von Leptin erfolgt über den JAK-STAT-

Signalübertragungsweg. Dieser Signalübertragungsweg kann durch Moleküle 

aus der Familie der Suppressors of Cytokine Signalling (SOCS) gehemmt 

werden. Ziel dieser Arbeit war die Leptin vermittelte Signaltransduktion in β-

Zellen des endokrinen Pankreas sowie die Insulingen Expression näher zu 

charakterisieren. Stimulation mit Leptin führt zu einer JAK2 abhängigen 

Phosphorylierung und zeitabhängigen nukleären Translokation von STAT3 und 

STAT5b in INS-1 Zellen. Sowohl STAT3 als auch STAT5b aktivieren den 

Proinsulingen Promotor in INS-1 Zellen. Für STAT5b konnte in INS-1 Zellen 

gezeigt werden, dass diese Aktivierung durch Interaktion mit PDX-1, dem 

zentralen Regulator der β-Zelldifferenzierung und –funktion, und Koaktivator 

CBP/p300 erfolgt. Diese synergistische Aktivierung ist abhängig von der PDX-1 

Bindungsstelle, dem A3/A4 Element im Ratten-Insulingenpromotor 1. 

Weiterhin konnte in INS-1 Zellen in vitro gezeigt werden, dass Leptin die mRNA 

Expression von SOCS3 induziert. Eine Aktivierung des Ratten SOCS3 

Promotors konnte sowohl durch Leptin, als auch durch STAT3 und STAT5b 

nachgewiesen werden. Diese Aktivierung erfolgt über spezifische Bindung von 

STAT3 und STAT5b an bekannte STAT-Bindungsstellen im SOCS3 Promotor, 

was durch EMSAs mit Kernextrakten von INS-1 Zellen demonstriert werden 

konnte. SOCS3 wiederum hemmt sowohl die basale  als auch die STAT3 und 

STAT5b vermittelte Aktivierung des Ratten-Insulinpromotors 1 in INS-1 Zellen. 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass SOCS3 ein Leptin 
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induzierter Inhibitor der Proinsulingen Expression in pankreatischen β-Zellen ist, 

im Sinne einer negativen Rückkoppelung. SOCS3 ist somit ein direkter 

Vermittler der Leptin Signalübertragung distal von JAK-STAT in β-Zellen des 

endokrinen Pankreas.  
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