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ZUSAMMENFASSUNG

Die kardialen Hormone Atriales (ANP) und B-Typ (BNP) Natriuretisches Peptid Giben bekannte renale
und kardiovaskuladre Effekte aus, welche durch ihren gemeinsamen, cGMP-bildenden Guanylatzyklase-
Rezeptor A (GC-A) vermittelt werden. Diese Effekte sind entscheidend an der physiologischen
Aufrechterhaltung des arteriellen Blutdrucks sowie des intravaskuldaren Blutvolumens beteiligt. Darliber
hinaus zeigen aktuelle Studien, dass NPs die Mobilisierung von Fettsdauren aus dem Fettgewebe und
deren Oxidation durch die Skelettmuskulatur steigern sowie die Thermogenese in braunem und weillem
Fettgewebe aktivieren koénnen. Dadurch konnen NPs den Energieverbrauch erhohen und die
Insulinsensitivitit verbessern. Desweiteren ist Ubergewicht mit einer gestérten NP/GC-A/cGMP-
Signallibertragung verbunden, die moglicherweise zur Entwicklung von Diabetes Typ 2 und dessen
kardio-metabolischen Folgeerkrankungen beitragt. In vitro stimuliert synthetisches ANP (iber GC-A die
Glukose-stimulierte Insulinsekretion aus kultivierten pankreatischen Inseln und die B-Zellproliferation.
Die Bedeutung fiir die systemische Insulin/Glukosehomdostase in vivo ist jedoch unklar. Um zu
untersuchen, ob die endogenen Herzhormone die sekretorische Funktion und/oder die Proliferation
von B-Zellen unter (patho)physiologischen Bedingungen in vivo modulieren, haben wir ein neues
genetisches Mausmodell mit selektiver Deletion des GC-A-Rezeptors in B-Zellen (8 GC-A KO) generiert.
In kultivierten Inseln von B GC-A KO-Mausen waren die insulinotropen und proliferativen Effekte von
ANP aufgehoben. Ubereinstimmend damit fiihrte die Infusion von BNP bei Kontroll-Tieren in vivo zu
leicht erhohten basalen Plasma-Insulinspiegeln und verbesserter Glukose-induzierter Insulinsekretion.
Dieser Effekt von exogenem BNP konnte bei B GC-A KO-Mausen nicht beobachtet werden, was die
effiziente Deletion des GC-A-Rezeptors in B-Zellen bestétigt.

Interessanterweise hatte die Ablation des GC-A-Rezeptors auf R-Zellen unter basalen Bedingungen
keinen Einfluss auf physiologische und metabolische Parameter in vivo. Sowohl mannliche als auch
weibliche B GC-A KO-Tiere zeigten keine Unterschiede in der basalen Insulin- und Glukosehomdostase,
da sie dhnliche Nichtern-Blutzucker- und Insulinspiegel (nach Fasten (iber Nacht) aufwiesen wie die
Kontroll-Mause. Allerdings zeigten die mit HFD gefiitterten B GC-A KO-Tiere friihzeitiger Glukose-
Intoleranz sowie eine verminderte adaptive [-Zellproliferation. Abgesehen davon war das
konsistenteste Ergebnis der in vivo-Studien der geschlechtsabhadngige Unterschied in der Auswirkung
der B-Zellspezifischen GC-A-Deletion auf die Glukose-stimulierte Insulinsekretion. Weibliche, aber nicht
mannliche § GC-A KO-Mause zeigten erhéhte Niichtern-Insulinspiegel und eine signifikant erhéhte
Glukose-stimulierte Insulinsekretion, was zu einer deutlich verbesserten Glukosetoleranz fiihrte. Der
postulierte und untersuchte Mechanismus beinhaltet eine Interaktion von Ostrogenen und NPs, welche

die Expression des mitochondrialen Uncoupling Protein 2 beeinflussen.



ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit erweitert das derzeitige Wissen Uber die metabolischen Effekte des NP/GC-A-Systems.
Insbesondere zeigen die Ergebnisse, dass Natriuretische Peptide zu einer gesteigerten R-Zellfunktion
und Vitalitat in friihen Stadien eines erhohten Insulinbedarfs, d.h. bei Diabetes Typ 2, beitragen. Da die
Studien eine wesentliche Rolle dieser kardialen Hormone im endokrinen Pankreas aufdecken, ist es
umso wichtiger die pleiotropen Eigenschaften von NPs und ihre moglichen therapeutischen

Anwendungen bei kardio-metabolischen Erkrankungen weiter zu untersuchen.



SUMMARY

The cardiac hormones atrial (ANP) and B-type (BNP) natriuretic peptide exert well-known renal and
cardiovascular actions which are mediated by their shared cGMP-forming guanylyl cyclase A receptor
(GC-A). These actions are critically involved in the physiological maintenance of arterial blood pressure
and intravascular volume homeostasis. In addition, recent studies indicate that NPs can increase fatty
acid mobilization from adipose tissue and their oxidation by skeletal muscles and activate a thermogenic
program in brown and white fat. Thereby NPs increase energy expenditure and improve insulin
sensitivity. Moreover, obesity is associated with impaired NP/GC-A/cGMP signaling, which possibly
contributes to the development of type 2 diabetes and its cardiometabolic complications. In vitro,
synthetic ANP, via GC-A, stimulates glucose-dependent insulin release from cultured pancreatic islets
and B-cell proliferation. However, the relevance for systemic insulin/glucose homeostasis in vivo is not
known. To dissect whether the endogenous cardiac hormones modulate the secretory function and/or
proliferation of B-cells under (patho)physiological conditions in vivo, here we generated a novel genetic
mouse model with selective disruption of the GC-A receptor in B-cells ( GC-A KO).

In vitro, the insulinotropic and proliferative actions of ANP were abolished in islets isolated from B GC-
A KO mice. Concordantly, in vivo, infusion of BNP mildly enhanced baseline plasma insulin levels and
glucose-induced insulin secretion in control mice. This effect of exogenous BNP was abolished in B GC-
A KO mice, corroborating the efficient inactivation of the GC-A receptor in B-cells. Interestingly, the
ablation of the GC-A receptor under basal conditions had no effect on physiological and metabolic
parameters in vivo. Both male and female 8 GC-A KO animals showed no differences in basal insulin and
glucose homeostasis, as they have similar fasting blood glucose and insulin levels (after overnight
fasting) as the control mice. However, HFD-fed B GC-A KO animals had accelerated glucose intolerance
and diminished adaptative B-cell proliferation. Apart from that, the most consistent result of the in vivo
studies was the gender dependent difference in the impact of R-cell GC-A deletion on glucose-
stimulated insulin secretion. Female, but not male, § GC-A KO mice showed enhanced fasted insulin
levels and a markedly enhanced glucose-stimulated insulin secretion resulting in a distinctly improved
glucose tolerance. The postulated and investigated mechanism involves an interaction of estrogens and
NPs affecting expression levels of mitochondrial uncoupling protein 2.

This thesis extends the current knowledge of the metabolic actions of the NP/GC-A system. Specifically
the results indicate that natriuretic peptides contribute to enhanced R-cell function and vitality during
early stages of increased insulin demand, i.e. in type 2 diabetes. Since the studies show an essential role
of these cardiac hormones in the endocrine pancreas, it becomes even more important to further
investigate the pleiotropic actions of NPs and their potential therapeutic applications in cardio-

metabolic diseases.



1 EINLEITUNG

1.1 Atriales und B-Typ Natriuretisches Peptid als endokrine Blutdruckregulatoren

Die endokrinen Eigenschaften des Herzens wurden 1981 erstmals von Adolfo J. de Bold beschrieben.
Dessen Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die intravendse Infusion eines Extraktes des atrialen
Myokards bei Ratten einen starken natriuretischen und diuretischen Effekt hervorruft (DE BoLD et al.
1981). Bereits ein Vierteljahrhundert zuvor hatte Kisch an elektronenmikroskopischen Aufnahmen
driisendhnliche Granula in atrialen Myozyten entdeckt (KiscH 1956), bevor deren Relevanz fiir eine
endokrine Achse zwischen dem Herzen und den Nieren von de Bold herausgestellt wurde. 1984 wurde
die Struktur des zugrundeliegenden Peptids bestimmt und dieses als , Atriales Natriuretisches Peptid”
(ANP) bezeichnet (KANGAWA et al. 1984). Wenig spater wurde aus dem Gehirn von Schweinen ein Peptid
mit ebenfalls natriuretischen, diuretischen sowie blutdrucksenkenden Eigenschaften isoliert, dessen
Aminosauresequenz derer von ANP sehr dhnlich war und deshalb ,,B-Typ Natriuretisches Peptid“ (BNP)
genannt wurde (SUDOH et al. 1988). Ebenfalls im Gehirn von Schweinen wurde das ,,C-Typ Natriuretische
Peptid” (CNP) entdeckt (SUDOH et al. 1990). Dessen Expression ist im Menschen, neben dem zentralen
Nervensystem, am hochsten in Endothelzellen und Chondrozyten (LUMSDEN et al. 2010). CNP, auf
welches im Folgenden nicht ndher eingegangen wird, dhnelt ANP und BNP in seinem Aufbau, ist jedoch
mehr an Knochenaufbau und -wachstum beteiligt als an der Natriurese (NAKAO et al. 2015). Alle
Familienmitglieder der Natriuretischen Peptide (NP) besitzen eine (ber eine Disulfidbriicke
geschlossene Ringstruktur aus 17 Aminosauren (siehe Abb. 1), welche fir ihre biologische Wirkung

essentiell ist (MIsONO et al. 1984).

ANP

BNP

Abbildung 1: Struktur der humanen Natriuretischen Peptide ANP und BNP, wobei homologe Aminosaurereste rot

markiert sind (modifiziert nach Goetze 2012).

Unter physiologischen Bedingungen werden ANP und BNP hauptsachlich in Granula atrialer
Kardiomyozyten gespeichert und freigesetzt, wobei die Konzentration an ANP etwa 40-fach hoher ist.
(GARDNER et al. 2007). Bei chronisch himodynamischer Uberlast, Entziindung oder Hypoxie kommt es
zudem zu einer schnellen, anhaltenden Expression von ANP und/oder BNP in den Ventrikeln (THIBAULT
et al. 1999). Zunichst werden beide Hormone als inaktive Pro-Peptide synthetisiert, welche

anschlieBend durch die kardiomyozytenspezifische, membranstindige Serinprotease Corin in ein
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inaktives N-terminales Peptid sowie ein biologisch aktives C-Terminales Peptid gespalten werden (ZHou
AND WU 2014). Unter basalen Bedingungen werden standig geringe Mengen an ANP und BNP aus den
Atria freigesetzt (DE BOLD et al. 2001). Die Plasmaspiegel von gesunden Personen, welche sich in Ruhe
befinden, liegen bei 3 - 20 pM an ANP und 1,4 - 12 pM an BNP (RADEMAKER AND RICHARDS 2005). Bei
Herzinsuffizienz beispielsweise kénnen die Konzentrationen bis auf das 30-fache erhoht sein (Copy et
al. 1986; MUKOYAMA et al. 1990). Die Halbwertszeit von zirkulierendem ANP liegt bei etwa 2 Minuten
(NAKAO et al. 1986), die von BNP bei etwa 20 Minuten (MUKOYAMA et al. 1991). Der bedeutendste Impuls
flir eine erhdhte Freisetzung ist die Zunahme der atrialen Wandspannung (EDWARDS et al. 1988). Aber
auch Faktoren wie Glucocorticoide (SHIELDS et al. 1988), Catecholamine, Angiotensin |l, Endothelin,
Vasopressin (RUSKOAHO 1992) und Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1) (Kim et al. 2013) spielen eine Rolle.
Die BNP-Synthese und -Freisetzung wird auRerdem auch durch proinflammatorische Zytokine (WEINFELD
et al. 1999) und Hypoxie (WEIDEMANN et al. 2008) induziert, weshalb es zu einer selektiven Zunahme an
BNP kommen kann, wenn entziindliche Prozesse an der Entstehung einer Krankheit beteiligt sind
(OGAWA AND DE BoLD 2012). Zudem wurden bei der kardialen Sekretion der NPs Unterschiede zwischen
den Geschlechtern festgestellt, wobei Ostrogene die Freisetzung verstiarken und Androgene diese
hemmen (CLERICO et al. 2009; CLERICO et al. 2011). Dies kdnnte die generell héheren Plasmaspiegel bei
Frauen erkldaren (HAMADA et al. 2017). AuRerhalb des Herzens werden ANP und/oder BNP in geringen
Mengen auch in Aorta, Lunge, Gehirn, Niere und Nebenniere, Darm, Thymusdriise, Aderhaut und
Ziliarkorper gebildet (RUSKOAHO 1992). Neueste Studien belegen, dass ANP ebenfalls in den Azinuszellen
des exokrinen Pankreas synthetisiert wird (NAJENSON et al. 2019). Die Freisetzung aus diesen Geweben
beeinflusst allerdings kaum die Plasmaspiegel, weshalb hier von auto- bzw. parakrinen Effekten der
beiden Peptide ausgegangen wird (VOLLMAR 1990). Abgebaut werden ANP und BNP enzymatisch Gber
die Neutrale Endopeptidase (Neprilysin, NEP). Diese wird Uberwiegend im Endothel der Lunge, den
Nieren sowie den Neutrophilen Granulozyten gebildet (STEPHENSON AND KENNY 1987; MATSUMURA et al.
1996; PANKOW et al. 2007) und baut verstarkt ANP vor BNP ab (KENNY et al. 1993). Desweiteren werden
beide Natriuretischen Peptide durch zelluldre Internalisierung Uber den NPR-C-Rezeptor, auch
Clearance Rezeptor genannt, aus dem Blutkreislauf entfernt (MAAck et al. 1987).

Uber ihren gemeinsamen Guanylatzyklase-Rezeptor A (GC-A), auch bekannt als Natriuretischer Peptid-
Rezeptor A (NPR-A), vermitteln ANP und BNP unter anderem Effekte im zentralen Nervensystem, dem
GefalRsystem sowie in den Nieren und Nebennieren (Abb. 2). Dadurch spielen sie eine wichtige Rolle bei
der Regulation des Blutdrucks und des Blutvolumens. Uber zentralnervise Effekte senken die beiden
Peptide die Sympathikusaktivitdat, vermindern das Trinkverhalten und hemmen den Salz-Appetit
(ANTUNES-RODRIGUES et al. 1985; ITOH et al. 1986; SCHULTZ et al. 1988). In den glatten GefakRmuskelzellen
stimulieren die beiden Peptide liber den GC-A-Rezeptor gefaRerweiternde Effekte und kénnen dadurch
akut den Blutdruck senken (HoLTwick et al. 2002). Ebenfalls blutdrucksenkend ist die Steigerung der

endothelialen Permeabilitdt, wodurch es zu einem vermehrten Fliissigkeitstransport aus den GefalRen
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ins Interstitium kommt (SCHREIER et al. 2008; CURRY et al. 2010). Zudem konnte nachgewiesen werden,
dass ANP die Regeneration und die Barrierefunktion des Endothels bei Schadigung durch
inflammatorische Prozessen férdern kann (KUHN 2012). In den Nieren ist das NP/GC-A-System der
groRte Gegenspieler des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), da es die Freisetzung von Renin
aus den juxtaglomeruldaren Zellen und die Aldosteronproduktion in den Glomerulosazellen der
Nebenniere hemmt (Kubo AND BAIRD 1984; KURTZ et al. 1986). AuBerdem erhoht ANP (ber GC-A den
renalen Blutfluss, die glomerulare Filtrationsrate und die Ausscheidung von Natrium (GAMBARYAN et al.
1996; KISHIMOTO et al. 1996; MAAck 1996). Neben den natriuretischen und diuretischen Effekten in der
Niere zeigen ANP und BNP zudem protektive Eigenschaften bei Verletzungen, Entziindungen und
Fibrose (THEILIG AND WU 2015). Aber auch im Herzen konnten lokale Effekte der beiden Peptidhormone
festgestellt werden. Bei andauernder, himodynamischer Uberlastung kommt es im Herzen zu einer
Hypertrophie der Kardiomyozyten, zur Entwicklung kollagensezernierender Myofibroblasten, zur
Anhaufung extrazellularer Matrixproteine, zu interstitieller sowie perivaskuldrer Fibrose und zum
Zelltod (HEIN et al. 2003). Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Expression von ANP und BNP in
dieser Situation ansteigt und diese der Entstehung von Herzhypertrophie und -fibrose entgegenwirken
(KERKELA et al. 2015). Da die Plasmaspiegel der beiden Hormone mit dem Grad der linksventrikularen
Dysfunktion korrelieren, werden ANP und vor allem BNP in der Klinik als Marker fiir akutes und

chronisches Herzversagen eingesetzt (BENEDICT et al. 1994; Fu et al. 2018).

Sympathikus-Inhibition

J, Trinkverhalten, Salz-
Appetit

Atriales
ANP/BNP

Ventrikuldres

ANP/BNP
\) anti-fibrotisch

Vasodilatation anti-hypertroph

Endothel-Barriere
und -Regeneration
Schutz der Lungengefifie

Aldosteron-Inhibition
Matriurese, Diurese
Renin-Inhibition

Abbildung 2: Ubersicht tber die pleiotropen, kardiovaskuliren Effekte von ANP und BNP bei der Regulation von

Blutdruck und -volumen sowie Herzhypertrophie und -fibrose (modifiziert nach KuHN 2016).
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1.2 Gemeinsamer GC-A-Rezeptor und cGMP-modulierte dritte Signaltrager

Bislang sind drei Rezeptoren bekannt, an welche ANP, BNP und CNP binden kénnen: GC-A, GC-B und
NPR-C (Abb. 3). GC-A und GC-B sind zwei von insgesamt sieben in Saugetieren identifizierten,
membranstandigen Guanylatzyklase-Rezeptoren: GC-A bis GC-G (KUHN 2016). Allen gemeinsam ist ihr
Aufbau als Homodimere mit einer extrazelluldren Liganden-Bindungsdomdane, einer kurzen,
hydrophoben Transmembranregion sowie einem intrazellularen Bereich mit einer Proteinkinase-
homologen Domane, einer Region zur Dimerisierung und einer zyklischen Guanosinmonophosphat
(cGMP)-bildenden Zyklase-Doméadne am COOH-terminalen Ende (KUHN 2003) (Abb. 3). Der GC-A Rezeptor
vermittelt die physiologischen Effekte von ANP und BNP und ist hauptsachlich exprimiert im
kardiovaskularen System (glatte GefaBmuskulatur und Endothelzellen), der Milz, der Niere und
Nebenniere, sowie verschiedenen metabolischen Organen wie Fettgewebe, Skelettmuskulatur, Leber,
Gehirn, Darm und Pankreas (POTTER et al. 2006). Die Transkription des GC-A-Gens (NPR1) wird
hauptsachlich reguliert durch den Transkriptionsfaktor SP-1 (GARDNER et al. 2007). Die Promotoraktivitat
kann, zumindest in vitro, durch verschiedene Hormone wie Vitamin D, Angiotensin I, Endothelin und
Stickstoffmonoxid (NO) sowie durch intrazelluldre Signalwege Uber die p38-mitogenaktivierte
Proteinkinase (p38 MAPK) oder die Serum/Glukokortikoid-regulierte Kinase 1 (SGK1) stimuliert werden
(CHEN et al. 2004; GARDNER et al. 2007). ANP selbst hingegen hemmt den Promotor und damit die
Genexpression von GC-A Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors GREBP (cGMP-response
element-binding protein) (MARTEL et al. 2010). Kurz soll hier auch auf die weiteren Guanylatzyklase-
Rezeptoren eingegangen werden: GC-B und sein Ligand CNP werden grofStenteils zusammen in
BlutgefaRen, Gehirn, Knochen, Lunge, Herz, Niere, Uterus, Ovarien und Hoden exprimiert (SCHULZ et al.
1989). GC-C vermittelt parakrine Effekte von Guanylin und Uroguanylin im Darmepithel (HAMRA et al.
1993). GC-E und GC-F kommen in den Photorezeptoren der Retina vor, werden durch intrazelluldre
Calcium-regulierte Proteine aktiviert und sind beteiligt am Sehvorgang (KocH et al. 2002). GC-D und GC-
G sind im olfaktorischen System von Nagetieren exprimiert und werden aktiviert durch niedrige CO,-
Konzentrationen, Geruchsstoffe und Kalte (ZUFALL AND MUNGER 2010). Die extrazelluldre Doméane des
Clearance-Rezeptors NPR-C ist denen der beiden anderen Rezeptoren fiir ANP und BNP zu etwa 30 - 35
% identisch (Abb. 3) (FULLER et al. 1988; VAN DEN AKKER 2001). Die intrazelluldre Domane besitzt keine
Kinase- und Guanylatzyklase-Aktivitat, dafiir jedoch eine G-Protein-aktivierende Aminosauresequenz
(MURTHY AND MAKHLOUF 1999). Studien mit NPR-C-Knockout-Mausen haben bestatigt, dass dieser
Rezeptor die NPs internalisiert und damit deren physiologische Wirkung lokal reguliert (MATSUKAWA et
al. 1999). Neuere Studien deuten auch auf eine Signalfunktion des NPR-C hin, da die Bindung von NPs
G-Protein-gekoppelte Prozesse wie die Inhibierung von Adenylatzyklasen oder die Aktivierung von

Phospholipase C auslésen kann (MURTHY et al. 2000). Hauptsachlich exprimiert ist der NPR-C in der
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Niere, der Lunge, dem GefalRsystem sowie dem Fettgewebe; in geringerem AusmaR aber auch in allen

anderen Organen (MAACK et al. 1987; MAACK 1992; SARZANI et al. 1996).

ANF, BMP, CNP ANF, BNP CNP Liganden

Liganden-Bindungsdomane

NPRE (GC-8|
NPRE (GC-B)

Membran
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Kinase-homologe Domane

Guanylzyklase-Domane

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Natriuretischen Peptid-bindenden Rezeptoren GC-A, GC-B und NPR-C

sowie intrazellulare Signal- und Abbauprozesse (modifiziert nach VoLpE et al. 2016).

Die extrazelluldren Bindungsdomanen der NP-Rezeptoren besitzen unterschiedliche Affinitaten fir die
einzelnen Peptide. Der NPR-C Rezeptor bindet alle drei NPs in der bevorzugten Affinitat von ANP > CNP
> BNP (BENNETT et al. 1991). An den GC-A-Rezeptor binden die Peptide mit einer Praferenz von ANP 2
BNP > CNP (SUGA et al. 1992). GC-B hingegen hat eine hohe Bindungsaffinitat flir CNP und nur eine
geringe fiir ANP und BNP (KOLLER et al. 1991). Kristallographische Studien lassen vermuten, dass bei der
Bindung der entsprechenden Liganden an die beiden Rezeptoren GC-A und GC-B eine
Konformationsdanderung stattfindet, wodurch die Inhibierung der Guanylatzyklase durch die Kinase-
homologe Domane aufgehoben wird und es zur Bildung des sekunddren Botenstoffes cGMP aus
Guanosintriphosphat (GTP) kommt (Abb. 3 und 4) (POTTER 2011). Der Anstieg der intrazellularen cGMP-
Konzentration aktiviert wiederum verschiedene Signalwege. Zu den cGMP-bindenden Proteinen zahlen
cGMP-gesteuerte lonenkandle (CNG), cGMP-regulierte Phosphodiesterasen (PDE) sowie cGMP-
abhéangige Proteinkinasen (cGK oder PKG) (Abb. 4).
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Abbildung 4: cGMP-modulierte, intrazelluldre Signaltrager von GC-A: cGMP-abhdngige Phosphodiesterasen
(PDE2/3/5) und cGMP-abhéngige Proteinkinasen (cGKI/1l) (modifiziert nach KUHN 2016).

Die Aktivierung von cGMP-gesteuerten lonenkanadlen beruht auf der Bindung von cGMP an das
Kanalprotein, wodurch es zu einem Einstrom von Calcium- und Natrium-lonen kommt (BIEL 2009). CNG-
Kanale werden jedoch hauptsachlich in der Retina exprimiert (in Stabchen und Zapfen) und spielen
dadurch eine wichtige Rolle bei der Phototransduktion (KuHN 2016) (GC-D und G sind Pseudogene im
humanen System). Weitere Effektoren von cGMP sind die cGMP-modulierten Phosphodiesterasen,
welche die Hydrolyse der zyklischen Nukleotide cAMP und/oder cGMP katalysieren und dadurch die
Dauer, die Amplitude sowie die rdumliche Verteilung der cGMP/cAMP-Signale innerhalb der Zelle
steuern. Insgesamt werden 11 verschiedene PDE-Familien je nach ihrer Substratspezifitat und
Regulierung unterschieden (MAURICE et al. 2014). Einerseits stimuliert cGMP die Aktivitdt der PDE2 und
damit den Abbau von cAMP, andererseits hemmt cGMP die Aktivitdt der PDE3 und vermindert dadurch
den cAMP-Abbau (BEAvOo 1995). Diese cGMP/cAMP-Regulierungen finden beispielsweise in Oozyten,
Kardiomyozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und Darmepithelzellen statt (KUHN 2016). Uber den GC-
A-Rezeptor auf adrenalen Glomerulosazellen vermittelt ANP durch die PDE2 inhibitorische Effekte auf
die Aldosteronproduktion (BENDER AND BEAVO 2006). In Kardiomyozyten hemmt ANP die Aktivitat der
cAMP-abbauenden PDE3, stabilisiert dadurch den cAMP-Gehalt und verbessert die Kontraktilitat der
Zellen (KuHN 2015). Die cGMP-abhdngige PDES hingegen vermittelt in fast allen Zelltypen den cGMP-
Abbau (CONTI AND BEAVO 2007). Weitere Signallbertrager von cGMP sind die cGMP-abhangigen
Proteinkinasen, wovon in Saugetieren zwei Formen vorkommen: cGKI und cGKIl. Die cGKI-Isoformen
sind hauptsachlich im Zytosol lokalisiert und werden in Kardiomyozyten, Adipozyten, glatten
Muskelzellen, Thrombozyten sowie in peripheren Neuronen und im zentralen Nervensystem exprimiert

(HOFMANN AND WEGENER 2013). Uber GC-A/cGMP aktiviert ANP die cGKI in der Niere und erhéht den
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renalen Blutfluss sowie die glomerulare Filtrationsrate (THEILIG AND WU 2015). Ebenfalls tUber die cGKI
vermittelt das NP/GC-A/cGMP-System zahlreiche metabolische Effekte wie die Lipolyse in weiRem
Fettgewebe (SENGENES et al. 2003) oder die erhdhte oxidative Kapazitdt im Skelettmuskel (MIYASHITA et
al. 2009) (s. Abschnitt 1.3). Die Gberwiegend membranassoziierte cGKIl vermittelt spezifischere Effekte
im Darmepithel, Gehirn, Knochen und den Nieren. In Letzteren hemmt das ANP/GC-A-System Uber die
cGKIl die Reninsekretion (KURTZ et al. 1986; GAMBARYAN et al. 1998) sowie die Aldosteronfreisetzung

(SPIESSBERGER et al. 2009).

1.3 Bedeutung des NP/GC-A-Systems fiir Metabolismus und Energieverbrauch

Aus zahlreichen Studien der letzten Jahre ist hervorgegangen, dass ANP und BNP, neben ihrer
bedeutenden Rolle bei der Blutdruck- und Volumenregulation, am Energieverbrauch und Metabolismus
regulierend beteiligt sind. Durch die kardialen NPs stellt das Herz eine endokrine Verbindung zum
Fettgewebe, Skelettmuskel und der Leber her (Abb. 5). Uber den GC-A-Rezeptor im Fettgewebe iiben
die beiden Peptide einen starken lipolytischen Effekt aus, indem sie durch Aktivierung der cGKI die
Hormon-sensitive Lipase (HSL) und Perilipin phosphorylieren und damit die Lipolyse initiieren (GALITzKY
et al. 2001; SENGENES et al. 2003; MORoO et al. 2004). In Adipozyten von Nagetieren ist dieser Effekt
abgeschwacht aufgrund der hohen Expression des NPR-C-Rezeptors (SENGENES et al. 2002; BORDICCHIA et
al. 2012). Weiterhin stimulieren ANP und BNP die Sekretion von Adiponektin aus Fettzellen - einem
Hormon, welches die Insulinsensitivitit von Leber und Skelettmuskel beeinflusst und anti-
inflammatorische Eigenschaften besitzt (BIRKENFELD et al. 2012). Die Freisetzung des Adipokins Leptin
und der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor a (TNFa) im
weillen Fettgewebe werden durch ANP gehemmt (MORO et al. 2007). Auch in der Leber reduziert ANP
Uber cGMP die Freisetzung von entziindungsforderndem TNFa (KIEMER et al. 2002). Diese anti-
inflammatorischen Effekte von ANP konnten die Insulinsensitivitdit der Leber aufrechterhalten
(VERBOVEN et al. 2017). Zudem zeigte Lutz et al. 2009, dass die genetische Ablation der cGKI unter
anderem ursachlich ist fir die Entstehung von Entziindungen der Leber, Hyperglykdmie und
Glukoseintoleranz. Ebenfalls Gber die cGKI erhéhen ANP und BNP den Energieverbrauch in braunem
Fettgewebe und induzieren das sogenannte ,Browning” von Adipozyten in weilRem Fettgewebe.
Vermittelt wird dieser Effekt tGber die p38 MAPK, welche die Transkription des Uncoupling Protein 1
(Ucpl) anregt (BORDICCHIA et al. 2012; KIMURA et al. 2017). Bordicchia et al. zeigten 2012, dass
Kalteexposition die Plasmakonzentration von BNP erhoht und gleichzeitig die Expression des NPR-C in
weillem Fettgewebe vermindert, was die Thermogenese begilinstigt. Im Skelettmuskel induziert das
NP/GC-A/cGKI-System die oxidative Kapazitit und die Lipidoxidation Uber die Aktivierung von
Peroxisom-Proliferator-aktiviertem Rezeptor y Koaktivator 1 a (PGC-1a) und Peroxisom-Proliferator-

aktiviertem Rezeptor & (PPARS), beides wichtige Signalmolekiile in der mitochondrialen Biogenese
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(MIYASHITA et al. 2009; ENGELI et al. 2012). Neuere Studien zeigen auch einen Zusammenhang zwischen
einer hohen Konzentration an BNP und reduzierter Magenentleerung sowie verringerter
Nahrstoffabsorption (AbpIsU et al. 2011). Die Infusion von BNP bei gesunden Probanden vermindert
auBerdem die Konzentration des Hormons Ghrelin, steigert damit das Sattigungsgefiihl und senkt das

Hungergefihl (ViLa et al. 2012).
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Abbildung 5: Bekannte metabolische Effekte von ANP und BNP im zentralen Nervensystem, Fettgewebe, Magen-

Darm-Trakt, Skelettmuskel und Leber modifiziert nach (VERBOVEN et al. 2017).

1.4 Systemischer Mangel an Natriuretischen Peptiden bei Ubergewicht, Insulinresistenz und

Diabetes Mellitus Typ 2

Aufgrund ihrer Bedeutung fir den Metabolismus kann eine Abschwichung der Effekte der
Natriuretischen Peptide sowohl zu Herz-Kreislauf- als auch zu Stoffwechselerkrankungen fiihren.
Tatsachlich treten Bluthochdruck, Insulinresistenz oder auch Diabetes mellitus Typ 2 (T2D) haufig
zusammen auf (JORDAN et al. 2018). Herzversagen ist ebenso oft assoziiert mit einer gestérten oxidativen
Funktion der Skelettmuskulatur (DREXLER 1992) und Insulinresistenz (KEMPPAINEN et al. 2003). Mehrere
epidemiologische Studien belegen eine inverse Korrelation zwischen den systemischen Plasmaspiegeln
an ANP und BNP und dem Body Mass Index (BMI), der MaRzahl fir die Beurteilung des Kérpergewichts
in Relation zur KorpergrofRe (WANG et al. 2004; DAS et al. 2005; OLSEN et al. 2005; SUGISAWA et al. 2010;
KHAN et al. 2011; BUGLIONI et al. 2015). Diesen Zusammenhang zwischen einer gestérten Regulation des

NP/GC-A-Systems und Ubergewicht bezeichnet man als sogenanntes ,Natriuretisches Handicap* (COUE
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AND MORO 2016; VERBOVEN et al. 2017). Die niedrigen Plasmaspiegel an ANP und BNP bei
Ubergewichtigen Patienten werden einer erhohten Aktivitat der Peptidase Neprilysin sowie einer
vermehrten Expression des NPR-C-Rezeptors im Fettgewebe und der Skelettmuskulatur zugeschrieben,
was zu einem gesteigerten Abbau der Peptide fiihrt (McCORD et al. 2004; WANG et al. 2004; STANDEVEN
et al. 2011; CoUE et al. 2015; RAMOS et al. 2015). Auch eine reduzierte Gen- und Proteinexpression von
GC-A im subkutanen Fettgewebe von libergewichtigen Patienten mit und ohne T2D (KovAcovA et al.
2016; RYDEN et al. 2016; VERBOVEN et al. 2016) sowie im Skelettmuskel (COUE et al. 2015) wurde bereits
beschrieben. Zudem fiihren chronisch erhéhte ANP- und BNP-Plasmakonzentrationen zu einer
homologen Desensitisierung des GC-A-Rezeptors (KUHN 2003; KUHN 2009). Verminderte Spiegel der NPs
koénnten, als Folge einer beeintrachtigten RAAS-Hemmung (Kubo AND BAIRD 1984; KURTz et al. 1986),
auch einhergehen mit erhohten Aldosteron-Konzentrationen, welche letzten Endes zu einer
Ubergewicht-assoziierten Hypertonie fithren (DESSI-FULGHERI et al. 1997; BUGLIONI et al. 2015). Obwohl
die genauen Mechanismen hierbei nicht geklart sind, kdnnte das NP/GC-A-System zumindest teilweise
Ubergewicht und das metabolische Syndrom mit Bluthochduck in Verbindung bringen (JORDAN AND
BIRKENFELD 2016). Auch ein Zusammenhang zwischen dem Mangel an NPs, Ubergewicht und der
Entstehung von T2D scheint plausibel (GRUDEN et al. 2014). Zum einen stellt die ,Malmé Diet and
Cancer” Studie dar, dass niedrige ANP-Plasmakonzentrationen das Neuauftreten von T2D beglinstigen
konnen (MAGNUSSON et al. 2012). Zum anderen zeigte die ,, Atherosclerosis Risk in Communities” Studie,
dass niedrige NT-Pro-BNP-Plasmakonzentrationen die Entstehung von T2D beginstigen (LAzO et al.
2013). Prospektive Daten aus der ,Women’s Health Study“ wiederum verbinden NT-Pro-BNP-
Plasmakonzentrationen nahe der oberen Grenze des normalen Bereiches mit einem geringeren Risiko
fiir T2D (EVERETT et al. 2013). Weiterhin wurde eine Variante des ANP-Gens (rs5068) mit hoheren ANP-
Plasmaspiegeln und reduziertem Blutdruck, BMI, Taillenumfang sowie geringerem Risiko fir das
Metabolische Syndrom und T2D in Verbindung gebracht (CANNONE et al. 2011; Julic et al. 2014). Ahnlich
ist ein genetischer Polymorphismus in der Promotorregion des BNP-Gens assoziiert mit hoheren BNP-
Plasmakonzentrationen und einer geringeren Gefahr an T2D zu erkranken (MEIRHAEGHE et al. 2007).

Gerade im Zusammenhang mit der Pravention von kardiovaskularen und metabolischen Erkrankungen
werden haufig Gewichtsverlust und korperliche Betatigung empfohlen. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass Sport die ANP-Konzentrationen bei Gesunden (BARLETTA et al. 1998) sowie Patienten mit
Herzversagen (KJAER et al. 2004) oder Ubergewicht (HAUFE et al. 2015) erhdht. Auch die GC-A-Expression
im Skelettmuskel wird durch aerobes Training von (ibergewichtigen Probanden hochreguliert (ENGELI et
al. 2012). AuRerdem ist bekannt, dass bereits ein maRiger Gewichtsverlust die NPR-C mRNA-Expression
im Fettgewebe reduziert (HAUFE et al. 2015; BRACHS et al. 2016). Dessi-Fulgheri et al. zeigten 1999 zudem,
dass eine Gewichtsabnahme durch Kalorienreduzierung den natriuretischen Effekt von ANP bei
Ubergewichtigen Patienten mit Bluthochdruck verbessert. Bariatrische Eingriffe zur Gewichtsreduktion

wie Magenverkleinerung oder Magenband-Operationen rufen sogar einen noch gréoReren Anstieg an
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NT-Pro-BNP-Plasmakonzentrationen hervor als Anderungen des Lebensstils allein (ABRAHAMSSON et al.
2013). Auch pharmakologische Ansatze zur Manipulation des NP/GC-A-Systems werden bereits verfolgt.
Das rekombinante Peptid Caperitide (ANP) wird eingesetzt fiir die intravenése Behandlung von akut
dekompensierter Herzinsuffizienz (MORITA et al. 2012; VAN DEURSEN et al. 2014) und therapieresistenter
arterieller Hypertonie (CATALIOTTI et al. 2012). Aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit ist der Einsatz
jedoch beschrankt und es wurden neuere synthetische NPs mit verbesserter Wirksamkeit, Spezifitat und
Resistenz gegen enzymatischen Abbau entwickelt (MEEMS AND BURNETT 2016). Ein weiterer Ansatz ist es,
die Clearance der Peptide abzuschwachen. Der Neprilysin Inhibitor LCZ696 (Entresto®) erhoht die
endogenen Plasmaspiegel der Natriuretischen Peptide und verringert Morbiditat und Mortalitdt bei
Herz-Kreislauf-Erkrankungen (MCMURRAY et al. 2014). Eine klinische Studie zeigte, dass LCZ696 bei
Ubergewichtigen Patienten mit Bluthochdruck die Insulinsensitivitdt verbessert (JORDAN et al. 2017). Die
Inhibition von PDE5, welche den Abbau von cGMP in Fett-, Leber- und Skelettmuskelzellen verhindert,
verbessert in diabetischen Mausen die Insulinsensitivitdt, die glykdmische Kontrolle und den
Fettstoffwechsel (Fu et al. 2015). AuRerdem zeigte die Behandlung mit dem PDES Inhibitor Sildenafil bei
Patienten mit T2D einen positiven Effekt auf den Glukosemetabolismus (MANDOSI et al. 2015). Abbildung
6 stellt zusammenfassend die Verbindung von systemischem Mangel an NPs mit Ubergewicht-
assoziierter Hypertonie sowie T2D dar und zeigt allgemeine und pharmakologische MaBnahmen zur
Verbesserung von Bluthochdruck und der Glukose-/Insulinhoméostase durch Einwirkung auf das

NP/GC-A/cGMP-System.

- . korperliche Betititgung GC-A Aktivierung
Ubergewicht Neprilysin Inhibierung
Kalorienreduzierung PDESa Inhibierung
¥ Plasma NP M Plasma NP N cGMP
¥ GC-AINPR-C T GC-AINPR-C
Vv cGMP A cGMP Signalwege
Hypertonie ¥ Blutdruck ¥ Blutdruck
T 2 Diabet M Blutzuckerkontrolle 1 Blutzuckerkontrolle
ypP abetes M Insulinsensitivitat M Insulinsensitivitat

Abbildung 6: Verkniipfung von systemischem Natriuretischen Peptid-Mangel mit Ubergewicht-assoziierter
Hypertonie und Typ 2 Diabetes sowie allgemeine und pharmakologische MaRnahmen zur Verbesserung von
Bluthochdruck und der Glukose-/Insulinhomdostase durch Einwirkung auf das NP/GC-A/cGMP-System

(modifiziert nach JORDAN et al. 2018).
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1.5 Bisher bekannte Effekte von Natriuretischen Peptiden auf pankreatische B-Zellen

Die physiologischen Effekte von ANP und BNP als endokrine Blutdruck- und Volumen-Regulatoren sind
lange bekannt und sehr gut belegt. In den letzten zwei Jahrzehnten haben zahlreiche Studien zudem
eine protektive Rolle dieser Herzhormone bei metabolischen Erkrankungen aufgezeigt. Wie in den
Abschnitten 1.3 und 1.4 dargestellt, scheinen ANP und BNP den Grundumsatz und die Insulinsensitivitat
durch Effekte auf das Fettgewebe, die Skelettmuskulatur, die Leber, den Magen-Darm-Trakt und das
zentrale Nervensystem zu verbessern. AuRerdem wurden bereits direkte und indirekte Effekte auf das
endokrine Pankreas beschrieben. Konkret als Ziel fir die Natriuretischen Peptide in Betracht gezogen
werden daher auch die insulinproduzierenden R-Zellen des endokrinen Pankreas (GRUDEN et al. 2014).
Der gemeinsame GC-A-Rezeptor fir ANP und BNP wird exprimiert auf insulinproduzierenden RINm5F-
und INS-1-Zelllinien sowie pankreatischen -Zellen von Ratten, wo er intrazelluldre cGMP-Anstiege als
Reaktion auf die Stimulation mit synthetischem ANP vermittelt (VERSPOHL et al. 1988; VERSPOHL AND
AMMON 1989). Auch cGMP-modulierte dritte Signaltrager sind in pankreatischen Inseln und R-Zellen
exprimiert: die cGMP-abhéangige Proteinkinase | (cGKI oder PKG) (Kuo 1974; ROPERO et al. 1999) sowie
die Phosphodiesterasen PDE2A (ROSMAN et al. 1997; STEPHENSON et al. 2009) und PDE3B (ZHAO et al.
1997; HEIMANN et al. 2010). Ergebnisse der AG Kuhn aus einer Studie in Kooperation mit einer spanischen
Arbeitsgruppe zeigten, dass ANP Uber das GC-A/cGMP/cGKI-System die Effekte von Glukose auf die
Insulinsekretion von kultivierten B-Zellen und Langerhans-Inseln verbessert (ROPERO et al. 2010). Zudem
wurde nachgewiesen, dass die Behandlung isolierter Langerhans-Inseln mit synthetischem ANP zu einer
erhdhten Proliferation von B-Zellen fiihrt (You AND LAYCHOCK 2009). Wenige pharmakologische Studien
lieferten kontroverse Ergebnisse zur Bedeutung der Natriuretischen Peptide fiir die B-Zellfunktion in
vivo. Die Infusion von hohen Dosen an exogenem ANP fiihrte bei Gesunden zu erhéhten Insulin- und
gleichzeitig verringerten Glukosespiegeln (UEHLINGER et al. 1986). Am isoliert perfundierten Pankreas
von Ratten wurde ebenfalls eine insulinotrope Wirkung von ANP beobachtet (FEHMANN et al. 1990). In
anderen Studien hingegen hatte die Infusion von niedrigeren ANP-Dosen bei humanen Probanden
entweder keine Auswirkungen auf die Plasma-Insulinspiegel (FERRARI et al. 1992) oder |6ste nur kurze,
postprandiale Anstiege der Insulin-/Glukosespiegel aus (BIRKENFELD et al. 2008). Auch hemmende Effekte
von exogenem ANP auf die Glukose-stimulierte Insulinsekretion von Mausen und Ratten wurden bereits
beschrieben (AHREN 1988). Desweiteren lieferten Untersuchungen an einem genetischen Mausmodell
die Ergebnisse, dass der globale Knockout des GC-A-Rezeptors den Insulingehalt von B-Zellen, die GroRe
von Langerhans-Inseln und die Masse an B-Zellen vermindert (ROPERO et al. 2010). Keine dieser
genannten Studien gibt jedoch bisher Aufschluss dartiber, inwiefern die endogenen NPs die Funktion
und das Wachstum von B-Zellen in vivo beeinflussen. Lange bekannt sind beispielsweise Probleme bei
der Kultivierung von insulinproduzierenden Zelllinien, welche aufgrund begrenzter Verfligbarkeit von

primaren R-Zellen haufig in der Diabetes-Forschung zum Einsatz kommen (SKELIN et al. 2010). Die
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physiologischen Eigenschaften der RINm5F-Zellinie unterscheiden sich stark von denen der Primarzellen
und zeigen Beeintrachtigungen im Glukosetransport sowie in der Empfindlichkeit gegeniber Glukose
(HALBAN et al. 1983). INS-1-Zellen hingegen weisen zwar viele Charakteristika von nativen R-Zellen auf,
besitzen allerdings nur einen sehr geringen Insulingehalt und bendtigen den Einsatz von toxischem
Mercaptoethanol im Kulturmedium (AsFARI et al. 1992). Ebenso stellen die erwahnten Applikationen
hoher ANP/BNP Konzentrationen in vitro oder in vivo nicht die Bedeutung der endogenen, weitaus
niedrigeren Plasma-Spiegel dar. Aufgrund der eingangs erwahnten Eigenschaften ruft die systemische
Gabe von ANP/BNP immer multiple kardiovaskuldre (Blutdruckabfall) und metabolische Effekte
(erhohte Insulinsensitivitat, Lipolyse) hervor. Solche Veranderungen wiederum kénnen, sei es direkt
oder indirekt, durch deren Einwirkung auf den Sympathikus, auch Einfluss auf die pankreatischen R-
Zellen ausiiben. Und auch die genannte Studie von Ropero et al. an Mausen mit globaler Deletion des
GC-A-Rezeptors konnte nicht spezifisch die Auswirkungen auf die 3-Zellen abbilden. Diese Tiere weisen
viele systemische Veranderungen wie Bluthochdruck, Herzhypertrophie und erhéhten
Sympathikustonus auf, welche ebenso indirekt die Insulin-Homoostase beeinflussen kénnten (KUHN et
al. 2009). Letzten Endes lasst bisher demnach keine dieser Studien das Fazit zu, dass die endogenen

Natriuretischen Peptide das Wachstum und/oder die Funktion von pankreatischen R-Zellen modulieren.

1.6 Fragestellung

Die in Kapitel 1.4 und 1.5 erwahnten epidemiologischen, pharmakologischen sowie in vitro-Studien
lieRen erstmals vermuten, dass ANP und BNP eine regulierende Rolle im endokrinen Pankreas - speziell
fir die insulinproduzierenden R-Zellen - spielen (UEHLINGER et al. 1986; ROPERO et al. 2010; GRUDEN et al.
2014; SCHLUETER et al. 2014). Anhand dieser Studien entstand das Konzept, dass das sogenannte
»Natriuretische Handicap” bei Ubergewichtigen nicht nur zu einer gestoérten Insulinsensitivitat fihrt,
sondern vermutlich auch zu einer unzureichenden Insulinsekretion der R-Zellen (Coue AND MORO 2016;
VERBOVEN et al. 2017). AuRerdem lieferten in vitro-Versuche (YOU AND LAYCHOCK 2009) und Daten von
Mé&usen mit globaler Deletion des GC-A-Rezeptors (ROPERO et al. 2010) erste Hinweise, dass das NP/GC-
A-System auch an der Proliferation der B-Zellen beteiligt sein konnte. Aufgrund der kontroversen
Ergebnisse und der aufgezeigten Limitationen wurde die regulatorische Bedeutung der NPs fiir die
Insulinsekretion sowie das -Zellwachstum in vivo allerdings in keiner dieser Studien eindeutig gezeigt.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es deshalb anhand eines neuen genetischen Mausmodells mit B-
zellspezifischer Deletion des GC-A-Rezeptors zu untersuchen, ob das endogene NP/GC-A-System die
Funktion und/oder die Proliferation von R-Zellen unter physiologischen oder pathologischen

Bedingungen in vivo moduliert und ob es darin geschlechtsspezifische Unterschiede gibt.
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Folgende Fragestellungen wurden im Rahmen der Dissertation bearbeitet:

Beeinflusst der endogene NP/GC-A-Signalweg in pankreatischen B-Zellen die Insulin/Glukose-
Homoostase unter normalen, physiologischen Bedingungen?

Verbessert ein Anstieg der NP-Plasmaspiegel durch pharmakologische Applikation die Glukose-
stimulierte Insulinsekretion von pankreatischen 3-Zellen?

Welche Bedeutung hat das endogene NP/GC-A-System fiir die Insulin/Glukose-Homdostase
unter pathologischen Bedingungen einer Ubergewicht-induzierten Insulinresistenz?
Stimulieren ANP und BNP die adaptive Proliferation der B-Zellen, um die Insulinresistenz zu

kompensieren?

Unerwartet war, dass die GC-A-Deletion in B-Zellen verschiedene, sogar gegensatzliche Effekte auf die

Insulin/Glukose-Hom®oostase in mannlichen gegeniiber weiblichen Mausen hervorrief. Deshalb wurden

die Fragestellungen um eine weitere erganzt:

Welche Mechanismen sind beteiligt an den geschlechtsabhangigen Unterschieden im Einfluss

der R-zellspezifischen GC-A-Deletion auf die Glukose-stimulierte Insulinsekretion?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Generierung und Haltung eines neuen genetischen Mausmodells mit B-zellspezifischer

Deletion des GC-A-Rezeptors

2.1.1 Maus-Zucht

Um die Bedeutung des ANP/GC-A-Systems bei der Regulation der Insulinsekretion sowie fir die Vitaliat
der R-Zellen der Langerhans-Inseln in vivo zu untersuchen, wurde ein Mausmodell mit einer
konditionellen, zellspezifischen Deletion des GC-A-Rezeptors in pankreatischen B-Zellen genutzt (8 GC-
A KO). Generiert wurde dieses transgene Modell mittels des Cre/LoxP-Rekombinationssystems. Dabei
ermoglicht das Enzym Cre-Rekombinase, welches urspriinglich aus dem Bakteriophagen P1 stammt,
eine beliebige DNA-Sequenz zell- oder gewebespezifisch zu deletieren. Als Erkennungssequenz fiir die
Rekombinase dienen zwei sogenannte loxP-Basenfolgen (locus of X-over P1), welche mittels homologer
Rekombination gleichgerichtet vor und hinter die Sequenz insertiert werden. Erkennt die Cre-
Rekombinase eine ,gefloxte” DNA-Sequenz, katalysiert sie deren Ausschneiden aus dem Genom.

Fiir die Generierung einer zellspezifischen Knockout-Maus werden zwei transgene Mauslinien benoétigt.
Bei der Erzeugung der gefloxten Mauslinie wird entweder das gesamte Zielgen oder ein bestimmter
Abschnitt davon durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen mit loxP-Sequenzen
flankiert und anschlieRend in die Keimbahn eingebracht. Phanotypisch unterscheidet sich das transgene
Tier nicht vom Wildtyp, da die 34 bp langen loxP-Sequenzen Ublicherweise in Exon-umfassenden Introns
liegen und das Zielgen dennoch funktionsfahig exprimiert wird. Wird in einer zweiten Mauslinie das Cre-
Transgen unter Kontrolle eines gewebespezifischen Promotors integriert, so werden durch Verpaarung
der beiden Linien doppelt transgene Nachkommen erzeugt. In diesen wird die Cre-Rekombinase
zelltypspezifisch exprimiert und deletiert das gefloxte Exon, was den gewiinschten Knockout des
Zielgens zur Folge hat.

Verpaart wurden fiir die vorliegende Arbeit homozygot gefloxte GC-A Mause (GC-Af/fX) "etabliert in
der AG Kuhn (HoLTwick et al. 2002), mit rat insulin 2 promotor-Cre (RIPCre') Mausen von Prof. Dr. Pedro
L. Herrera (Medizinische Fakultat, Abteilung fur genetische Medizin und Entwicklung, Universitat Genf,
Schweiz), in welchen die Cre-Rekombinase nur in den pankreatischen B-Zellen exprimiert wird (HERRERA

2000). Beide Mausstdmme haben einen gemischten 129/SVxC57BI6 Hintergrund.

2.1.2 Versuchstierhaltung

Die Mause wurden in vollklimatisierten, fensterlosen Raumen des Tierstalles des Physiologischen

Institutes der Universitat Wiirzburg mit einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 h (Lichtphase von 6:00 Uhr
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bis 18:00 Uhr) bei einer Temperatur von 21 - 23 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 %
gehalten. Die Unterbringung erfolgte in Makrolon-Kéfigen (Typ 2) mit freiem Zugang zu Wasser und
Futter. Nachkommen wurden nach 19 - 21 Tagen von der Mutter getrennt. Die Tierversuche wurden

durch die Regierung von Unterfranken genehmigt (Aktenzeichen 55.2-2531.01-32/11).

2.1.3 Verwendete Diaten

Nach dem Absetzen der Jungtiere von der Mutter ab der 3. Lebenswoche hatten die Tiere
uneingeschrankten Zugang zur Standardhaltungsdiat der Firma ssniff (Alleinfuttermittel Maus-Haltung,
ssniff-Spezialdidten GmbH, Soest, 9 % kcal aus Fett). Fir Studien eines experimentellen Diabetes
Mellitus Typ 2 wurden Tiere ab der 5. Lebenswoche bis Versuchsende mit Experimentaldidten der Firma
Research Diets Inc. (New Brunswick, USA) gefiittert. Dabei handelte es sich jeweils um die Hochfettdiat
(HFD) mit 60 % kcal aus Fett und die entsprechende Kontrolldidt (ND) mit 10 % kcal aus Fett. AulSer in
den Fastenzeitradumen von 4 h vor den Insulintoleranz-Tests (ITT) bzw. 16 h vor den oralen

Glukosetoleranz-Tests (0GTT) stand den Tieren das Futter ad libitum zur Verfligung.

2.1.4 Euthanasie und Organentnahme

Die Tiere wurden vor einer Organentnahme oder der Insel-Isolation zundchst mit dem
Inhalationsanasthetikum Isofluran (Abbott GmbH & Co. KG, Ludwigshafen, 4 %) betdubt und mittels
zervikaler Dislokation geopfert. Die entnommenen Gewebe wurden auf einer Feinwaage (TE214S,
Sartorius, Gottingen) gewogen, sofort nach Entnahme in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Das Pankreasgewebe wurde fir die Insel-Isolation vor der
weiteren Organentnahme perfundiert oder fiir die Histologie in Einbettkassetten (Medite, Burgdorf) fir

24 h in 4 % Formaldehyd-Losung fixiert.

2.2 Charakterisierung physiologischer und metabolischer Parameter der Versuchstiere

2.2.1 Blutdruckmessungen

Die Messungen des arteriellen Blutdrucks erfolgten nicht-invasiv mittels Plethysmographie an der
Schwanzarterie der Mause und wurden dankenswerterweise von den Technischen Angestellten Frau
Katharina Volker und Frau Lisa Krebes (beide Institut flr Physiologie |, Universitdit Wirzburg)

durchgefiihrt. Die Tiere wurden dazu in einer Stofftasche fixiert und diese in eine Kunststoffrohre mit
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zugehoriger Warmevorrichtung gesetzt. Nach einer Gewdhnungsphase von 10 Minuten wurde die
Blutdruckmanschette in der Mitte des Schwanzes angebracht. An fiinf aufeinanderfolgenden Tagen
wurde immer zur gleichen Uhrzeit Gber 15 Minuten lang minitlich der Blutdruck der Tiere
aufgezeichnet. Die Versuchsdurchfiihrung und die Dokumentation erfolgte mit dem , Softron Indirect
Blood Pressure Meter BP-98A“ (Softron Co. Ltd., Tokyo, Japan). Aufgezeichnet wurden der systolische

und diastolische Blutdruck.

2.2.2 Bestimmung des Kérpergewichtes und der Futteraufnahme

Zur Beobachtung des Gesundheitszustandes und zur Feststellung etwaiger Genotyp-abhangiger
Unterschiede erfolgten liber den Zeitraum der didtetischen Interventionen hinweg eine wochentliche
Dokumentation des Korpergewichtes (KGW) sowie der aufgenommenen Futtermenge. Dies geschah mit
Hilfe einer elektronischen Waage (Mettler-Toledo GmbH, GielRen) morgens zwischen 8:00 Uhr und 9:00
Uhr. AuRerdem wurde das KGW im Rahmen der oGTTs und ITTs fiir die Berechnung der jeweiligen

Glukose- bzw. Insulin-Dosis am Vorabend des Versuchstages bestimmt.

2.2.3 Oraler Glukosetoleranz-Test

Vor Messung des basalen Blutzuckerspiegels sowie dem oGTT wurde den Tieren - wenn nicht anders
angegeben - ab dem Vorabend des Versuches 16 h lang das Futter entzogen und sie wurden in einen
frischen Kafig gesetzt. Die Versuche fanden am nachsten Morgen ab 8:00 Uhr statt und wurden
zusammen mit der Technischen Angestellten Katharina Volker durchgefiihrt. Die Tiere wurden mit der
Hand fixiert und die Schwanzvene der Tiere mit einem Skalpell vorsichtig angeritzt. Der dabei
austretende Blutstropfen wurde auf den Teststreifen eines Blutzuckermessgerates (AccuChek Mobile,
Roche, Mannheim) aufgetragen. Der Gehalt der Glukose im Kapillarblut wird dabei
reflexionsphotometrisch bestimmt und in mmol/l im Display des Gerates angezeigt. Sollte weiterhin im
Rahmen eines oGTTs die Blutzucker-Regulations-Fahigkeit des Korpers ermittelt werden, bekamen die
Tiere nach der basalen Blutzuckermessung oral eine Glukose-Menge von 2 mg pro g KGW mittels einer
Kanule zugefihrt. Dazu wurde vor Versuchsbeginn eine 20%ige Glukose-Losung (w/v) in destilliertem
Wasser hergestellt. Im weiteren Verlauf des Tests wurden nach der basalen Blutzuckermessung (0 min)
die Blutzuckerwerte 15 min, 30 min, 60 min, 90 min und 120 min nach Glukosegabe gemessen. Der
schnelle Blutzuckeranstieg stimuliert die Bauchspeicheldriise zur Ausschittung von Insulin aus den R3-
Zellen, welches wiederum blutzuckersenkende Reaktionen in Muskel-, Leber- und Fett-Zellen

hervorruft. Im oGTT geben der Nichternwert der Glukosekonzentration im Blut, der Anstieg, der
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Maximalwert und der anschlieBende Abfall Aufschluss Gber Insulinresistenzen oder verminderter

Insulinsekretionsfahigkeit der Bauchspeicheldriise und damit einen moéglichen Typ 2 Diabetes.

2.2.4 Insulintoleranz-Test

Vor Versuchsbeginn wurde den Tieren ab 7:00 Uhr morgens fiir 4 h das Futter entzogen und zunachst
analog zu den oGTTs die basale Blutzuckerkonzentration mit dem Blutzuckermessgerat bestimmt.
AnschlieBend wurde den Tieren Insulin (1 1U/g KGW; Actrapid Penfill Insulin human, Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Danemark) intraperitoneal (i.p.) injiziert und die Blutzuckerwerte zu den Zeitpunkten 15 min,
30 min und 60 min gemessen. Die Insulintoleranz-Tests wurden zusammen mit Frau Katharina Volker
durchgefiihrt. Dieser Test dient zur Analyse der Insulinsensitivitdt sowie der Feststellung etwaiger
Insulinresistenzen in Muskel-, Leber- und Fett-Zellen. Die applizierte Dosis senkt den Blutzuckerspiegel
und der zeitliche Verlauf dessen gibt Aufschluss dariber, ob und wie schnell der Kérper auf das Insulin

reagiert.

2.2.5 Glukose-stimulierte Insulinsekretion

Im Rahmen der oGTTs wurde neben der Messung der Blutzuckerwerte zu den Zeitpunkten 0 min, 15
min und 30 min das Blut aus der Schwanzvene gesammelt und aus dem daraus gewonnenen Blutplasma
(siehe 2.2.6.1) die jeweiligen Insulinkonzentrationen mittels eines Insulin-ELISA bestimmt (siehe
2.2.6.2). Dieser Versuch diente dazu, die physiologische Insulinsekretionskapazitat der B-Zellen als

Reaktion auf die oral verabreichte Glukose in vivo zu untersuchen.

2.2.6 Untersuchung von Plasmaparametern

2.2.6.1 Blutentnahme zur Plasmagewinnung

Zur Blutabnahme fiir die Gewinnung von Blutplasma wurde die Schwanzvene der Tiere mit einem
Skalpell vorsichtig angeritzt und das austretende Blut mittels einer heparinisierten Hamatokrit-Kapillare
(A. Hartenstein GmbH, Wirzburg) aufgenommen und in eisgekiihlten Réhrchen aufbewahrt. Alternativ
erfolgte die Blutabnahme vor der Organentnahme oder der Insel-Isolation unter leichter Betdubung am
Auge durch Punktion des retrobulbdren Venenplexus mit Hilfe von EDTA-beschichteten 100 ul
Microvetten (Microvette® 100 K3E, Sarstedt, Nimbrecht). AnschlieBend wurden die Proben fiir

13.000 rpm x 2 min, bei 4 °C zentrifugiert (Heraeus® Fresco® 21 Microzentrifuge, Thermo Fisher
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Scientific, Dreieich). Das Plasma wurde abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

weggefroren.

2.2.6.2 Bestimmungen der Plasmakonzentrationen von Insulin, C-Peptid und BNP mittels

spezifischer ELISAs

Die Konzentration an Insulin oder C-Peptid in je 5 pl Blutplasma wurde mit den Ultra Sensitive Mouse
Insulin (Cat. #90080) oder C-Peptide (Cat. #90050) ELISA Kits von Crystal Chem (Downers Grove, lllinois,
USA) anhand von Doppelwerten bestimmt. Es wurde genau nach Herstellerangaben gearbeitet. Das
Prinzip der Messung beruht dabei auf der Bindung der Peptide an einen in einer 96-Lochplatte
immobilisierten anti-Peptid-Antikorper sowie anschlieBender Bindung eines zweiten Enzym-
konjugierten anti-Peptid-Antikérpers (Sandwich-ELISA). Durch Zugabe eines Substrates entsteht ein
blaues Reaktionsprodukt. Dessen Menge ist direkt proportional zur Konzentration des Peptids. Die
Messwerte wurden an einem Plattenlesegerit (Wallac VICTOR? 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer,
Waltham, Massachusetts, USA) bei 450 nm und einer Referenzwellenlange von 650 nm gemessen und
mithilfe einer Standardreihe die Konzentration in ng/ml berechnet. Die Plasmakonzentrationen von BNP
wurden von Frau Dr. Franziska Werner mit dem Mouse BNP ELISA Kit (Cat. #MBS2510603) von

MyBiosource Inc. (SanDiego, Kalifornien, USA) nach Angaben des Herstellers bestimmt.

2.3 Studien mit exogen zugefiihrten, synthetischen Natriuretischen Peptiden

2.3.1 Akute, intraperitoneale Injektion von ANP

Um zu untersuchen, ob eine akute Gabe von ANP die Insulinsekretion der 3-Zellen in vivo beeinflusst,
wurde Kontroll- und B GC-A KO-Tieren 15 min vor der Durchfiihrung eines oGTTs mit begleitender
Blutabnahme fiir die Bestimmung der GSIS einmalig ANP (ChinaPeptides Co Ltd, Shanghai, China) i.p.
injiziert. In Anlehnung an Brunner und Wélkart (2001) wurde eine Dosis von 1,5 pg/g KGW verabreicht.
Das ANP wurde vor dem Versuch in 0,9%iger steriler NaCl-Losung unter der Sterilbank geldst. Am Ablauf

des oGTTs sowie der Blutabnahme fiir die Plasmagewinnung wurde nichts verandert.
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2.3.2 Chronische Infusion von BNP mittels subkutan implantierten osmotischen Mini-

Pumpen

Fiir eine stressfreie Verabreichung des zu testenden BNP Uber einen Zeitraum von 7 Tagen wurden den
Tieren osmotische Mini-Pumpen (Typ 1107D, ALZET® Osmotische Pumpen, Kalifornien, USA) subkutan
implantiert. Dieser Pumpentyp hat ein Flllvolumen von 100 pl und eine kontinuierliche Abgaberate von
0,5 pl/h. In Anlehnung an Bordicchia et al. (2012) wurde eine Dosis von 2 ng/g KGW/h BNP gewahlt. Die
Pumpen wurden nach Herstellerangaben von Frau Katharina Volker mit der erforderlichen Menge an
BNP (BNP-45 (mouse) trifluoroacetate salt, Bachem, Bubendorf, Schweiz) bzw. 0,9%iger, steriler NaCl-

Losung (= Vehikel) befillt und implantiert (KiLic et al. 2007; KLAIBER et al. 2010).

2.4 Studien an isolierten und kultivierten Langerhans-Inseln

2.4.1 Praparation von Langerhans-Inseln

Die Tiere wurden zundchst mit dem Inhalationsandsthetikum Isofluran (2 %) betdubt und mittels
zervikaler Dislokation getotet. Der Bauchbereich wurde mit 70 % Ethanol bespriiht und die Maus fixiert.
Mit einer Schere und einer Hakenpinzette wurde das Fell vom Abdomen gel6st und mit einem
Langsschnitt die Bauchdecke gedffnet. Ohne die Leber zu verletzen wurden die Leberlappen nach oben
geklappt, um den Gallengang (Ductus choledochus) freizulegen. Dieser wurde mit einer Arterienklemme
nahe bei seiner Miindung in die Leber abgeklemmt. AuBerdem wurde das Duodenum links und rechts
nahe der Papilla duodeni, der Miindung des Gallenganges in den Zwolffingerdarm, abgeklemmt. Die
weiteren Schritte erfolgten bei etwa 20facher VergréBerung unter einem Stereomikroskop (Stemi 2000,
Zeiss, Jena) mit Kaltlichtquelle (KL 1500 LCD, Schott, Mainz). Mittels einer 30 G Kanlile (Sterican®, G 30
x1/2" /9 0,30 x 12 mm, gelb, B. Braun AG, Melsungen) wurden 2 ml einer eisgekihlten Collagenase P-
Lésung (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) mit einer Konzentration von 2 mg/ml in A + AB-Losung
(135 mM Nacl, 5,6 mM KCl, 1,2 mM MgCI2 wasserfrei, 1,28 mM CaCl2, 3 mM Glucose, 10 mM Hepes,
0,1 % BSA, 1 % (v/v) Pen/Strep (final: 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin), pH 7,4 ) durch den
Ductus pancreaticus langsam in das Pankreas injiziert. Das so perfundierte Pankreasgewebe wurde
vorsichtig von Darm, Magen und Milz entfernt und in ein vorgekiihltes 15 ml Rohrchen Uberfiihrt.
AnschlieBend erfolgte der Verdau des Pankreas durch 6-miniitige Inkubation in einem 37 °C warmen
Wasserbad. Zwischendurch wurde das Réhrchen alle zwei Minuten kurz gevortext. Durch Zugabe von
etwa 10 ml eiskalter A + AB-Losung wurde die Aktivitat der Collagenase gestoppt. Die Suspension wurde
kraftig geschittelt und durch zweimaliges Zentrifugieren (30 g x 2 min bei RT, Heraeus® Multifuge 1 S-
R, Thermo Fisher Scientific, Dreieich), Abnahme des Uberstandes sowie Zugabe frischer L&sung
gewaschen. Fir die weiteren Schritte wurde die Mischung aus Inseln und Anteilen aus exokrinen

22



MATERIAL UND METHODEN

Pankreas in ein 100 ml Becherglas auf Eis tGberfiihrt und mit A + AB-Losung auf etwa 50 ml aufgefillt. Je
5 ml der Zellsuspension wurden mit einer 5 ml Spritze in eine sterile Glaspetrischale unter dem
Stereomikroskop gegeben und die enthaltenen Inseln (zwischen 80 - 300 Stiick pro Maus) mittels einer
100 pul Pipette in eine zweite Petrischale mit frischer A + AB-Losung Uberfiihrt. Sollte aus den Inseln im
Folgenden RNA isoliert werden, wurden diese zum Schutz vor RNAse-Abbau in den weiteren Schritten
in RNALater® (Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich) Gberfihrt und vor dem Wegfrieren Gber Nacht
bei 4 °C gelagert. Die Inseln mussten 2 - 3 mal in neue Glaspetrischalen passagiert werden, um sie so
von den restlichen Gewebeteilchen zu befreien. Die gewonnen Inseln wurden anschlieBend entweder
fir Inkubationsexperimente in Kultur ggnommen, fiir RNA-Extraktion oder Bestimmung des zelluldren
cGMP-Gehalts wie im Folgenden beschrieben lysiert oder zu spateren Verwendung bei -80 °C

weggefroren.

2.4.2 Kultivierung von Langerhans-Inseln

Zur Kultivierung endokriner Inseln wurden, wenn nicht anders angegeben, je 50 der frisch isolierten
Inseln in 1,5 ml Rohrchen pipettiert und fiir 2.000 g x 2 min bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde unter
der Sterilbank in je 500 pl vorgewdarmtem RPMI-1640 Glutamaxx Supplement Medium (11 mM Glukose;
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich) inklusive 10 % (v/v) FCS (hitzeinaktiviert) und 1 % (v/v)
Pen/Strep (final: 100 U/ml Penicillin, 100pg/ml Streptomycin) resuspendiert und in Zellkulturschalen
mit vorgelegtem Medium ausplattiert. Flir ein besseres Anhaften der Inseln wurden die Boden der
Schalen 1 him Brutschrank mit dem kollagenahnlichen Glykoprotein Laminin (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) beschichtet. Die Kultur erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2 in einer wasserdampfgesattigten
Atmosphare im Brutschrank (HeraCell 150, Heraeus, Hanau). Nach 2 - 3 Stunden waren die Inseln soweit
adhariert, dass weiteres Medium zugegeben werden konnte. Zur Regeneration der vom
Isolationsvorgang gestressten Inseln wurden diese vor weiteren Experimenten (iber Nacht kultiviert

oder sie konnten bis zu vier Tage bei regelmalligem Mediumwechsel in Kultur gehalten werden.

2.4.3 Bestimmungen des intrazelluliren cGMP-Gehalts in frisch isolierten oder inkubierten

Langerhans-Inseln

Um die Expression und die Funktion des GC-A-Rezeptors zu untersuchen, wurde der zelluldare cGMP-
Gehalt mit einem spezifischen Radioimmunassay (RIA) (CHEN et al. 2013) in frisch isolierten Inseln oder
mit ANP (ChinaPeptides Co Ltd, Shanghai, China) bzw. 17R-Ostradiol (E2; Sigma-Aldrich GmbH,

Steinheim) behandelten Inseln bestimmt. Fiir die Inkubation wurden je 35 Inseln wie in Abschnitt 2.4.2
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beschrieben auf 24-Loch-Platten in Kultur ggnommen. Nach der Regenerationsphase tiber Nacht wurde
das Medium abgenommen und die Inseln in RPMI-1640 Glutamaxx Supplement Medium mit 1 % (v/v)
FCS und 1 % (v/v) Pen/Strep (final: 100 U/ml Penicillin, 100ug/ml Streptomycin) Giber 3 h im Brutschrank
aquilibriert. AnschlieBend wurden die Inseln 30 min lang bei RT mit dem unspezifischen
Phosphodiesterase-Hemmer 3-lsobutyl-1-Methylxanthin (IBMX, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim) in
einer finalen Konzentration von 0,5 mM vorbehandelt. Die Stimulation der Zellen erfolgte durch 15-
min(tige Inkubation ohne oder mit verschiedenen Konzentrationen von ANP oder E2 im Brutschrank.
Die Reaktion wurde abgestoppt durch Zugabe von eiskaltem Ethanol (finale Konzentration 75 %, v/v)
und die Platte liber Nacht bei -80 °C weggefroren. Fir die Bestimmung des cGMP-Gehaltes in frisch
isolierten Inseln wurden je 35 wie in Abschnitt 2.4.1 préparierte Inseln mit eiskaltem Ethanol 75 % v/v
lysiert und ebenfalls Gber Nacht bei -80 °C weggefroren. Am nachsten Tag wurde der Ethanol bei 56 °C
im Wasserbad abgedampft. Das erhaltene Pellet wurde in 70 pl Natriumacetat-Puffer (50 mM, pH 6,0)
aufgenommen. Die cGMP-Messung mittels RIA wurde dankenswerterweise von Frau Birgit GaRner oder
Frau Lisa Krebes (beide Institut fir Physiologie I, Universitat Wirzburg) Gbernommen. In diesem
kompetitiven Assay konkurrieren Antigene aus der Probe (cGMP) mit einer bestimmten Menge
radioaktiv markierter Antigene (***lod-cGMP) um die Bindungsstelle an einem ¢cGMP-Antikoérper. Der
ausgebildete Antigen-Antikorper-Komplex wird gefallt und die Radioaktivitdt des Prazipitats gemessen.
Je hoher die cGMP-Konzentration in der Probe ist, desto niedriger ist die gemessene
Strahlungsintensitat. Anhand von Standardkurven wird der Gehalt an cGMP in den einzelnen Proben

gemessen und auf den Proteingehalt normiert (BROOKER et al. 1979).

2.4.4 Inkubation der kultivierten Langerhans-Inseln fiir Genexpressionsanalysen

Fiir Genexpressionsanalysen an kultivierten, endokrinen Inseln wurden diese wie in 2.4.2 beschrieben
auf 24-Loch-Platten in Kultur genommen. Allerdings wurde hierbei Medium mit 5,5 mM Glukose
eingesetzt, da bereits beschrieben wurde, dass hohere Glukose-Konzentrationen die Genexpression
beeinflussen konnen (GILL et al. 2011). Um diese Konzentration zu erreichen, wurde RPMI-1640
Glutamaxx Supplement Medium (11 mM Glukose) mit RPMI-1640 Medium ohne Glukose (beide Thermo
Fisher Scientific GmbH, Dreieich) 1:1 gemischt und mit 10 % (v/v) FCS (HI) und 1 % (v/v) Pen/Strep (final:
100 U/ml Penicillin, 100pg/ml Streptomycin) versetzt. Nach Regeneration von circa 12 h wurde den
Inseln Uber 24 h Medium mit nur 1 % (v/v) FCS (HI) zugegeben. Am nachsten Tag wurde das Medium
gewechselt und es folgte die Inkubation mit ANP, E2 oder beidem Uber 24 h in verschiedenen
Konzentrationen. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Hormone in den Konzentrationen 0,1 nM,
1 nM, 10 nM und 100 nM eingesetzt. Im Anschluss an die Inkubation wurde das Medium abgenommen

und die Inseln wie in 2.5.2.1 beschrieben mit Trizol lysiert sowie die RNA isoliert.
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Genotypisierung der Versuchstiere anhand von DNA aus Schwanzspitzenbiopsien und

Gewebe

Alle Tiere wurden im Alter von 3 Wochen mittels genomischer DNA aus Schwanzspitzenbiopsien und
Gewebe sowie nachfolgender PCR genotypisiert. Wie bereits erwahnt, finden sich unter den
Nachkommen GC-Af*/flox R GC-A KO- sowie Tiere mit ektopischer GC-A-Deletion (im nachfolgenden als
,KO” bezeichnet). Fiir die Genotypisierungs-PCR wurden spezifische Primer fiir den Nachweis des Cre-
Transgens eingesetzt (Primer Cre800/Crel200) (HoLtwick et al. 2002) auBerdem Primer fur den
Nachweis des gefloxten GC-A-Allels (MK115/MK116) und solche, welche nur ein Produkt (,deletiertes
GC-A-Allel”) amplifizieren, wenn das gefloxte GC-A-Gen zwischen den loxP-Sequenzen deletiert wurde

(Primer MK116/MK117) (SKRYABIN et al. 2004).

2.5.1.1 Isolation von genomischer DNA aus Gewebe

Die DNA-Isolation aus den Schwanzspitzenbiopsien der Mause erfolgte mit der Phenol/Chloroform-
Extraktionsmethode. AuBerdem wurde von Frau Dr. Franziska Werner und Frau Lisa Krebes genomische
DNA aus weiBem Fettgewebe, Skelettmuskel, isolierten Inseln und Herzen isoliert. Die Gewebeproben
wurden dazu zunadchst mit 500 ul Verdau-Puffer (100 mM Tris, 5 mM EDTA, 200 mM NacCl, 0,2 % (w/v)
SDS, PCR-H,0) unter Zugabe von 5 pl Proteinase K (final 20 mg/ml) im Thermomixer 4 h lang bei 55 °C
verdaut. Zu dem Verdau wurden 700 ul Phenol pipettiert und die Ansatze bei 13.000 x g, 5 min, RT
zentrifugiert. Zu der oberen Phase mit der genomischen DNA wurden 700 pl Chloroform gegeben und
wiederum bei 13.000 x g,5 min, RT zentrifugiert. Zur Fillung der DNA wurde der Uberstand zu 500 pl
Isopropanol pipettiert, gemischt und fiir 13.000 g x 5 min, bei RT zentrifugiert. Der Isopropanol wurde
vollstandig abgenommen und das Pellet tGiber Nacht getrocknet. Am nachsten Tag wurde die DNA in 50
pl PCR-Wasser geldst, die Konzentration am SimpliNano-Spektralphotometer (siehe 2.5.1.2) bestimmt

und die Proben bei 4 °C gelagert.

2.5.1.2 Bestimmung der DNA/RNA-Konzentration am SimpliNano

Fiir die Genotypisierung der Mause sollten einheitlich 200 ng genomische DNA in der jeweiligen PCR-
Reaktion eingesetzt werden. Zudem sollte fiir Analysen mittels qRT-PCR eine einheitliche Menge RNA in
cDNA umgeschrieben werden. Dafiir wurde die Konzentration sowie die Reinheit der aus den Inseln

oder Gewebe isolierten RNA bestimmt. Die Konzentrationsmessung erfolgte mittels Photometrie an
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einem Spektralphotometer (SimpliNano, Biochrom, Cambridge, UK) durch Auswahl des entsprechenden
Programmes fiir DNA bzw. RNA. Je 2 pl Probe wurden auf den Detektor pipettiert und die Messung bei
einer Wellenlange von 260 nm durchgefiihrt. AulRerdem ermittelt das Photometer eine mogliche
Verunreinigung mit Proteinen durch eine zusatzliche Messung bei 280 nm. Der Quotient der optischen
Dichte 0OD260/0D280 sollte zwischen 1,6 und 2,2 liegen, um eine Verunreinigung mit Proteinen

moglichst auszuschlielen.

2.5.1.3 PCR und DNA-Gelelektrophorese

Fiir die PCR-Analysen wurde je ein 25 pl Reaktions-Ansatz mit 200 ng genomischer DNA sowie den
spezifischen Primern (1,2 uM final) hergestellt und mit dem entsprechenden PCR-Programm im
ThermoCycler (T1 Thermocycler, Biometra, Gottingen) amplifizert. Die PCR-Analysen zum Nachweis von
RIPCre (Cre-PCR), dem deletierten GC-A-Allel (KO-PCR) und dem gefloxten GC-A-Allel (Flox-PCR) mittels
der genomischen DNA aus weilem Fettgewebe, Skelettmuskel, Inseln und Herzen wurden
dankenswerterweise von Frau Dr. Franziska Werner und Frau Lisa Krebes Gbernommen. Zusatzlich

wurde hier mit der Kontroll-PCR die Integritat der DNA Uberprift.

Reaktionsansatz:

Komponente Volumen
H,0, PCR-Qualitat 9,16 ul
RedMastermix (2X) Taq 12,5 ul

PCR Mastermix (Genaxxon
Bioscience GmbH, Ulm)

Primer FW (30 uM) 0,67 pl
Primer RV (30 uM) 0,67 ul
DNA (200 ng) 2 ul
Gesamtvolumen 25 ul
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Tab. 1: Verwendete Primer fiir die Genotypisierung

Bezeichnung Primer Sequenz (5°-3°) Fragmentldnge

Cre800 (FW) | gctgccacgaccaagtgacagcaatg
Cre-PCR ca. 400 bp

Crel200 (RV) | gtagttattcggatcatcagctacac

MK116 (FW) atcagagaataaccagccagag

KO-PCR ca. 700 bp
MK117 (RV) gcatgtagtttgtagtctcatac

MK115 (FW) tcctgtcteccgtgaccttec

Flox-PCR 343 bp

MK116 (RV) atcagagaataaccagccagag

TRPA D (FW) | gaccaccaggaagtccctttttatg

Kontroll-PCR 210 bp

TRPA_R (RV) | aataagctgcccaaaggtcaggac
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PCR-Programme:

Cre-PCR / Kontroll-PCR

Zyklen | Temp. Zeit Programmschritt
1 94 °C 2 min Denaturierung
94 °C 30s Denaturierung
35 63 °C 30s Annealing
72 °C 1 min Elongation
1 72 °C 3 min | Finale Elongation
1 4°C Pause
KO-PCR
Zyklen | Temp. Zeit Programmschritt
1 94 °C 3 min Denaturierung
94 °C 15s Denaturierung
40 56 °C 15s Annealing
72 °C 45 s Elongation
1 72 °C 7 min | Finale Elongation
1 4°C Pause
Flox-PCR
Zyklen | Temp. Zeit Programmschritt
1 94 °C 2 min Denaturierung
94 °C 30s Denaturierung
35 56 °C 30s Annealing
72 °C 1 min Elongation
1 72 °C 3 min | Finale Elongation
1 4°C Pause
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Die erhaltenen PCR-Produkte sowie Positiv- und Negativ-Kontrollen wurden in einem 2 %-Agarose-Gel
(w/v, in 1x TAE-Puffer: 2 M Tris, 0,25 M Natriumacetat, 50 mM EDTA, pH 8,0) bei einer Spannung von
80 V Uber 45 min in 1x TAE-Puffer aufgetrennt. Als GroBenmarker diente der GeneRuler 100 bp DNA-
Ladder (Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich). Um die Produkt-Banden im Gel unter UV-Licht
sichtbar zu machen und zu dokumentieren (KODAK® Gel-Logic-100, Rochester, New York, USA), wurde
der Agarose-Gel-Ansatz vor dem Aufkochen mit dem dsDNA-bindenden Fluoreszenz-Farbstoff Nancy-
520 (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim) versetzt. Anhand der entstandenen PCR-Produkte aus der

genomischen DNA der Schwanzspitzenbiopsien wurden die Tiere wie folgt genotypisiert:

Deletiertes Gefloxtes
RIPCre Genotyp
GC-A-Allel GC-A-Allel

- - + G C_Aflox/flox
+ - + B GC-AKO
-[+ + -/+ KO

29



MATERIAL UND METHODEN

2.5.2 Untersuchung der Genexpression durch quantitative real-time PCR

2.5.2.1 Isolation von RNA aus Langerhans-Inseln oder Gewebe mit Trizol®

Die im Nachfolgenden beschriebene Isolation von RNA erfolgte aus jeweils 50 frisch gewonnenen oder
kultivierten Inseln aus Inkubationsversuchen oder aus tiefgefrorenem Gewebe. Frisch isolierte Inseln
wurden in moglichst wenig A+AB-Losung oder in RNALater® (Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich),
welches den Abbau von RNA durch RNasen verhindert, in 1,5 ml Réhrchen tberfiihrt, fiir 2.000 g x 2 min
bei RT pelletiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und je 500 pl Trizol® (Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich) fir 5 min bei RT zugegeben. Handelte es sich um kultivierte Inseln, wurde das Medium
vorsichtig mit der Pipette abgesaugt, 500 pl Trizol® flir 5 min bei RT in die Kulturschalen pipettiert und
die Inseln anschlielend mit einem sterilen Zellschaber abgeldst und in 1,5 ml R6hrchen lberfihrt. Sollte
RNA aus Gewebe isoliert werden, wurde dieses zunachst auf Eis aufgetaut und ebenfalls 5 min lang bei
RT in 500 ul Trizol® inkubiert. Die Lysate wurden danach entweder bei -80 °C in Trizol® gelagert oder es
erfolgte direkt die weitere RNA Isolation. Als erstes wurden die Inseln bzw. das Gewebe mit einem Ultra-
Turrax®-Dispergiergerat (T10 basic, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen) zerkleinert und 5 min bei RT
stehen gelassen. Es wurden je 100 pl Chloroform in die Réhrchen pipettiert, gemischt und weitere 5 min
bei RT inkubiert. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt fiir 13.000 rpm x 5min bei 4 °C. Die oberste
der dabei entstandenen drei Phasen (etwa 200 pl) wurde abgenommen und in neue 1,5 ml Réhrchen
gegeben. Zur Fallung der RNA wurden 140 ul Isopropanol in jedes Rohrchen pipettiert und diese leicht
geschwenkt, wobei Schlieren zu sehen sein sollten. Bei der Isolation aus Inseln empfahl es sich, die Tubes
anschlieBend mehrere Stunden oder iber Nacht bei 4 °C stehen zu lassen, um die Ausbeute an RNA zu
erhdhen. Im Anschluss daran folgten zwei Waschschritte mit 75 % Ethanol in RNAse-freiem Wasser.
Dazu wurden die Réhrchen zunéchst fiir 13.000 rpm x 10 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Es wurden dann je 800 pl Ethanol 75 % zugegeben und fir 13.000 rpm x 5 min bei 4 °C
zentrifugiert sowie der Uberstand abpipettiert. Nach dem zweiten Waschen wurden die Réhrchen fiir
15 - 20 min offen stehen gelassen, damit der Ethanol abdampfen und das Sediment trocknen konnte.
Die RNA wurde zuletzt in 20 pl RNAse-freiem H;0 geldst und fiir 10 min bei 56 °C gehalten. Fiir die
Konzentrationsmessung wurden je 2 pl abgenommen, die restliche RNA in Aliquots in fllssigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.5.2.2 cDNA-Synthese aus RNA fiir qRT-PCR

Fiir Untersuchungen der Genexpression mittels gRT-PCR musste die RNA aus Inseln oder Gewebe in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Es wurde mit dem Transcriptor First Strand cDNA

Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) gearbeitet, wobei Oligo-(dT)is-Primer fir die selektive
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Umschreibung von mRNA in ,full-length” cDNA eingesetzt wurden. Da die Ausbeute an RNA aus Inseln

sehr gering war, wurden hier jeweils 100 ng RNA, aus Gewebe dagegen jeweils 1 ug RNA umgewandelt.

cDNA-Synthese:

Finale Mengen
Komponente Volumen bzw.
Konzentrationen
RNA X ul 100 ng bzw. 1 pg
L . zusammen mit RNA
H,O, PCR-Qualitat variabel
max. 12 ul
Oligo-(dT)1s Primer, 50 pmol/ul 1yl 2,5 uM
Transcriptor Reverse Transkriptase
) 4 ul 1x (8 mM MgCly)
Reaktionspuffer, 5x conc.
Protector RNAse Inhibitor, 40 U/pl 0,5 ul 20U
dNTP Mix, 10 mM 2 ul 1mM
Transcriptor Reverse Transkriptase,
0,5 ul 10U
20 U/ul
Gesamtvolumen 20 ul
ThermoCycler-Programm:
Zyklen | Temp. Zeit Programmschritt
1 55°C | 30 min Reverse Transkription
1 85 °C 5 min | Inaktivierung der Reversen Transkriptase
1 4°C Pause

Die cDNAs wurden danach auf Eis gestellt, je nach Zielgen entsprechend verdiinnt sowie aliquotiert und

bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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2.5.2.3 Quantitative real-time RT-PCR

Die quantitative (q) ,real-time“ RT-PCR dient der Bestimmung der mRNA-Menge eines zu
untersuchenden Ziel-Gens. Durch die Detektion DNA-bindender Fluoreszenzfarbstoffe oder
Fluoreszenz-markierter Sonden kann Uber die Zunahme des Fluoreszenzsignals nach jeder
Amplifikationsrunde die Menge des PCR-Produktes in Echtzeit beobachtet werden. Der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | interkaliert sequenzunspezifisch in doppelstrangige DNA und die
zunehmende Menge an Ziel-DNA korreliert mit dem Anstieg der Fluoreszenz nach jedem PCR-Zyklus.
Aufgrund der geringen Spezifitat dieses Verfahrens wird am Ende der gRT-PCR mittels einer
Schmelzkurvenanalyse die Spezifitat der PCR-Produkte sowie das Auftreten von Primerdimeren und von
DNA-Kontaminationen untersucht. Eine weitere, spezifischere Methode ist der Einsatz
fluoreszenzmarkierter Sonden. Dabei handelt es sich um 5°-Nuklease Assays, in welchen einzelne, am
3’-Ende nicht verldngerbare Sonden wahrend der PCR-Amplifikation aufgespalten werden, um den
Anstieg einer spezifischen Ziel-DNA-Sequenz zu detektieren. Jede einzelne Sonde enthdlt zwei
Fluoreszenz-Markierungen, einen Reporter und einen Quencher, welche nahe beieinander liegen. Ist
die Sonde intakt und der Quencher-Farbstoff somit in rdumlicher Nahe zu dem Reportermolekdl, wird
das Fluoreszenzsignal des Reporters durch FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) unterdriickt. Wird
im Verlauf der PCR durch die 5°-Nuklease-Aktivitdt der Polymerase die Sonde abgebaut, wird das
Reporter-Fluoreszenzsignal nicht mehr ldanger unterdriickt und kann gemessen werden. Das
Fluoreszenzsignal steigt mit zunehmender Menge des PCR-Produktes. Wird die Intensitdt des Signals
gegen die PCR-Zyklenzahl aufgetragen, erhdlt man einen typischen Kurvenverlauf mit einer
Anfangsphase, einer exponentiellen Wachstumsphase (Log-Phase) sowie einer Plateauphase. In der
Log-Phase dient der sogenannte Cr-Wert (cycle threshold) zur Bestimmung der Produktmenge. Dies ist
die Zykluszahl, an welcher das Fluoreszenzsignal einen spezifischen Schwellenwert lberschreitet und
signifikant aus dem Hintergrundrauschen heraustritt. Der Cr-Wert ist indirekt proportional zur
Expression des Zielgens, das bedeutet, je grofler die Ausgangsmenge von dessen cDNA in der Probe ist,
desto friher wird der Schwellenwert (berschritten. Fir jede Probe errechnet das jeweilige
Gerateprogramm (iber verschiedene Rechenalgorithmen einen von der Menge an enthaltener cDNA
abhangigen Cr-Wert. Zur Ermittlung der cDNA-Konzentration eines bestimmten Cr-Wertes wurden
Standardkurven aus Proben mit jeweils definierter DNA-Konzentration eingesetzt. Mit deren Hilfe
wurden die ermittelten Cr-Werte in arbitrare Werte umgerechnet und mit unterschiedlicher Effizienz
ablaufende Reaktionen miteinander verglichen. Zur relativen Quantifizierung wurden konstant

exprimierte, nicht regulierte Referenzgene mitgemessen.

Die Genexpressionsanalysen in der vorliegenden Arbeit wurden mit einem LightCycler®96 (Roche

Diagnostics, Mannheim) in 20 pl-Reaktionsansatzen auf 96-Well-Platten (LightCycler® 480 Multiwell
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Plates 96, Roche Diagnostics, Mannheim) durchgefiihrt und die mit dem Gerateprogramm erhobenen
Daten weiter in Microsoft® Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) ausgewertet. Alle
Proben, Standardkurven sowie Negativ-Kontrollen wurden in Doppelbestimmungen gemessen. Fiir die
Erstellung der Standardkurven wurde fiir jedes Ziel-Gen cDNA mit hoher Ausgangskonzentration Uber
mindestens vier bis sechs 10er-Potenzen verdiinnt und amplifiziert. Die Standardreihen wurden in
jedem Versuch flr die Effizienz-korrigierte relative Quantifizierung durch die Geratesoftware
mitgefiihrt. Als Referenzgene dienten je nach Gewebe oder Versuchsansatz die zuvor ausgetesteten
Gene R2-Mikroglobulin, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder Ribosomales
Protein S12 (S12). Von den cDNA Proben wurden je 5 ul unverdiinnt oder verdiinnt eingesetzt. Die
Verdinnung wurde fir jedes Ziel-Gen in Vorversuchen ermittelt und ist in Tabelle 1 angegeben. Fiir die
Standardkurven wurden je 5 ul cDNA unverdiinnt eingesetzt. Die Genexpression von GC-A mit cDNA von
isolierten Inseln sowie die Expression von ANP und BNP mit cDNA-Proben aus linken Herzventrikeln
wurde mittels gRT-PCR untersucht, was dankenswerterweise von Frau Dr. Franziska Werner
Ubernommen wurde. Die Expression der anderen Zielgene wurde in cDNA-Proben aus frisch isolierten
oder kultivierten Langerhans-Inseln untersucht. Mithilfe der Universal Probe Library (UPL)
(www.universalprobelibrary.com, Version 2.52) von Roche wurden Primer und Sonden fir die
spezifische Amplifizierung ausgewahlt. Hier stehen 165 Hydrolyse-Sonden aus 8 - 9 Nukleotiden zur
Auswahl, welche am 5°-Ende mit FAM und am 3'-Ende mit einem Quencher-Molekul markiert sind. Fir
einige Targets standen gebrauchsfertige, validierte Assays (RealTime Ready Assays) zur Verfligung,
welche Sequenz-spezifische Primer und die entsprechende UPL-Sonde beinhalten. Fiir GAPDH kam der
Mouse GAPD Gene Assay zum Einsatz, bei welchem die UPL-Sonde am 5°-Ende mit
LightCycler®Yellow555 markiert ist. Alternativ zu Sonden wurde bei den Targets ANP, BNP und S12 mit
SYBR Green | als Fluoreszenz-Farbstoff gearbeitet. Alle Angaben zu Primern, Sonden und Farbstoffen
sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Sofern nicht anders angegeben, wurden alle fiir die qRT-PCR verwendeten

Reagenzien von Roche (Roche Diagnostics, Mannheim) bezogen.
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gRT-PCR mit UPL-Sonden (FAM):

Komponente Volumen
cDNA 5ul
Sonde 0,4 ul
Primer forward 0,2 ul
Primer reverse 0,2 ul
FastStart Essential DNA 10 pl
Probes Master, 2x
H,O, PCR-Qualitat 4,2 ul
Gesamtvolumen 20 ul

gRT-PCR mit RealTime Ready Assay (FAM):

Komponente Volumen
cDNA 5ul
Realtime Ready Assay, 1l
20x
FastStart Essential DNA 10ul
Probes Master, 2x
H,O, PCR-Qualitat 4 ul
Gesamtvolumen 20 ul

gRT-PCR mit SYBR Green I:

Komponente Volumen
cDNA 5ul
Primer forward 0,2 ul
Primer reverse 0,2 ul
FastStart Essential DNA 10 ul
Green Master, 2x
H,0, PCR-Qualitat 4,6 pl
Gesamtvolumen 20
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gRT-PCR mit Yellow555 (GAPD Gene Assay):

Komponente Volumen
cDNA 5 ul
Sonde GAPDH 0,4 ul
Primermix GAPDH 0,4 ul
FastStart Essential DNA 10 ul
Green Master, 2x
H,O, PCR-Qualitat 4,2 ul
Gesamtvolumen 20 ul
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LightCycler-Programme:

gqRT-PCR mit FAM bzw. Yellow555

Zyklen | Temp. Zeit Programmschritt
1 95°C | 10 min Pra-Inkubation
95 °C 10s Denaturierung
65 60 °C 30s Annealing
72 °C 1s Elongation
1 40 °C 30s Kihlung
1 4°C Pause
gRT-PCR mit Sybr Green |
Zyklen | Temp. Zeit Programmschritt
1 95°C | 10 min | Pra-Inkubation
95 °C 10s Denaturierung
55 60 °C 10s
Annealing
(45 bei (53°C) | (305)
ANP) ™72°c | 10s
Elongation
(30s)
95 °C 10s
1 65 °C 1 min Schmelzkurve
97 °C 1s
1 40 °C 30s Kihlung
1 4°C Pause
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Tab. 2: Verwendete Primer bzw. Sonden fiir gRT-PCR

Primersequenz (5°-3")

Gen Name Sonde | cDNA (Verd.) Farbstoff
oder Assay ID
2
B2m . . Assay ID 301298 - 5 ul(1:5) FAM
Mikroglobulin
FW: gctgtgcatttacaccgaca
Ccnd2 CyclinD2 #45 5ul(1:2) FAM
RV: acactaccagttcccactcca
Glycerinaldehyd
GAPDH -3-phosphat- Assay ID 05046211001 - 5 ul (1:10) Yellow555
Dehydrogenase
Glykogensyntha
Gsk3b | - YKOBENSY Assay ID 300746 - 5 ul (1) FAM
se-Kinase 3 beta
FW: agggtaactcgtggaaccaa
MKI67 Ki-67 #88 5ul(1:2) FAM
RV: ttaacttcttggtgcatacaatgtc
FW: gtacagtgcggtgtccaaca
NPPA ANP - 5ul (1:10) SYBR Green
RV: gctcaagcagaatcgactgce
FW: aagctgctggagctgataga
NPPB BNP - 5 ul (1:10) SYBR Green
RV: gttacagccaaacgactgac
NPR1 GC-A Assay ID 315333 - 5 ul(1:10) FAM
Pancreatic and
Pdx1 Duodenal Assay ID 314873 - 5ul(1:2) FAM
Homeobox 1
Ribosomales FW: gaagctgccaaggcecttaga
S12 i - 5 ul (1:10) SYBR Green
Protein 512 RV: aactgcaaccaaccaccttc
Uncoupling
Ucp2 ) Assay ID 310488 - 5ul (1) FAM
Protein 2
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2.5.3 Genexpressionsanalyse mit dem RT? Profiler® PCR Array Mouse Diabetes

2.5.3.1 Isolation von RNA aus Langerhans-Inseln mit dem RNeasy® Micro Kit

Fir nachfolgende Expressionsanalysen von 84 Genen mit dem RT? Profiler® PCR Array Mouse Diabetes
Cat. Nr. PAMM-023Z, Qiagen, Hilden) erfolgte die RNA-Isolation aus Langerhans-Inseln mit dem
RNeasy® Micro Kit von Qiagen (Cat. Nr. 74004). Dazu wurden die R6hrchen mit je 50 Inseln in RNALater®
auf Eis aufgetaut und diese mit dem etwa 1,5-fachen Volumen an PBS versetzt, da RNALater® sehr viskos
ist. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fir 8.000 rpm x 2 min bei 4 °C und das Verwerfen des
Uberstandes. Das Pellet wurde in je 350 pl Lysepuffer resuspendiert. Die nachfolgenden Schritte Fillung,
Reinigung und Wiederaufnahme der RNA in RNAse-freiem H,0 erfolgten genau nach Anweisungen des
Herstellers. AuRerdem wurde ein DNAse-Verdau der Proben nach Herstellerangaben durchgefiihrt, um
eine Verunreinigung der RNA mit genomischer DNA auszuschlieBen. Die Ausbeute betrug 12 pul RNA mit
einer durchschnittlichen Konzentration von 24,4 ng/ul und einer Reinheit zwischen 1,77 und 2,01. Bis

zur Umschreibung in cDNA wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

2.5.3.2 cDNA-Synthese aus RNA fiir RT? Profiler® PCR Array

Fir die Genexpressionsanalyse mit dem RT? Profiler® PCR Array Mouse Diabetes wurde die mit dem
RNeasy® Micro Kit isolierte RNA, wie vom Hersteller empfohlen, mit dem RT? PreAMP cDNA Synthesis
Kit (Cat. Nr. 330451, Qiagen) umgeschrieben und diese durch den RT? PreAMP Pathway Primer Mix
Mouse Diabetes (Cat. Nr. PBM-023Z, Qiagen) genspezifisch fir den Array praamplifiziert. Es wurde

genau nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet und je Probe 100 ng RNA umgeschrieben.

1) cDNA Synthese:

- Eliminierung genomischer DNA

Komponente Volumen
RNA 100 ng
H,O, RNase-frei variabel
Puffer ,GE“ 2 ul
Gesamtvolumen 10 pl
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ThermoCycler-Programm:

Zyklen Temp. Zeit Programmschritt
1 42 °C 5 min Eliminierung genomischer DNA
1 4°C Pause

- Reverse Transkription

Je 10 ul Reverse Transkriptions-Mix zu den 10 pl Eliminations-Mix pipettieren.

ThermoCycler-Programm:

Zyklen Temp. Zeit Programmschritt
1 2°C 30 min Reverse Transkription
1 95 °C 5 min Inaktivierung der Reversen Transkriptase
1 4°C Pause

2) Praamplifizierung:

Komponente

Volumen (fiir 1 Ansatz)

RT2 PreAMP PCR Mastermix

12,5 ul

RT2PreAMP Pathway Primer Mix

7,5 ul

Gesamtvolumen

20 ul

Je 20 ul Praamplifikations-Mix zu je 5 pul cDNA in einem 0,2 ml Tube pipettieren.

ThermoCycler-Programm:

Zyklen Temp. Zeit Programmschritt
1 95 °C 10 min Aktivierung HotStart DNA Taq Polymerase
95 °C 15s Denaturierung
12
60 °C 2 min Primer-Anlagerung und Elongation
1 4°C Pause

2 ul Side Reaction Reducer zu jeder Probe pipettieren.
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ThermoCycler-Programm:

Zyklen Temp. Zeit Programmschritt
1 37°C 15 min Inkubation
1 95 °C 5 min Inaktivierung der Reaktion
1 4°C Pause

Sofort 84 pl RNase-freies H,0 in jede Probe pipettieren, auf Eis stellen.

Entweder wurde anschlieBRend mit der RT-PCR fortgefahren oder die Proben lber Nacht bei -20 °C

gelagert.

2.5.3.3 RT? Profiler® PCR Array

Die 96-Well-Platten dieses Array sind mit spezifischen, SYBR-Green-optimierten Primer-Assays fir 84
Diabetes-Gene sowie fiinf Housekeeping Gene beschichtet. Desweiteren sind Kontrollen fir
Verunreinigung mit genomischer DNA, die reverse Transkription sowie die positive PCR enthalten. Es
wurde genau nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet und dabei das Format F fiir den Roche®

LightCycler® 480 (96-well block) angewendet.

gRT-PCR:

Komponente Volumen
2x RT% SYBR Green Mastermix 1275 ul
Praamplifizierte cDNA 102 pl
H,0, RNAse-frei 1173 ul
Gesamtvolumen 2550 ul

Je 25 pl des PCR-Ansatzes in jedes Well des Arrays pipettieren und die Platte mit Folie abdecken.

40



MATERIAL UND METHODEN

LightCycler-Programm:

Zyklen | Temp. Zeit Programmschritt

1 95 °C 10 min | Aktivierung HotStart DNA Taq Polymerase
95 °C 15s Denaturierung

45
60 °C 1 min Primer-Anlagerung und Elongation
60 °C 15s

1 Schmelzkurve
95 °C ls

Mittels der im Internet zur Verfligung gestellten Software RT? Profiler PCR Array Data Analysis Version
3.5 von Qiagen (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) wurden die

erhobenen Daten mit der AAC-Methode ausgewertet.

2.6 Western Blot

2.6.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Gewebe

Fiir die Untersuchung der Translokation des Glukosetransporter Typ 4 (GLUT-4) im Skelettmuskel,
speziell im Zwillingswadenmuskel (Musculus Gastrocnemius), wurde bei der Lyse der Gewebe die
Plasmamembran-Fraktion (PM) von der Post-Plasmamembran-Fraktion (PPM, enthdlt Membranen
intrazelluldarer Organellen) nach der Methode von Nishiumi und Ashida (2007) getrennt. Das
tiefgefrorene Gewebe wurde zunadchst unter Zugabe von 50 pl Puffer A (50 mM Tris pH 8, 0,5 mM
Dithiothreitol (DTT), 0,1 % (v/v) Nonidet-P40 (NP-40), 50x Protease-Inhibitoren, 10x Phosphatase-
Inhibitoren, ddH,0) im Mikro-Dismembrator (Sartorius, Gottingen) bei 1.800 rpm pulverisiert, das
Pulver in ein 1,5 ml R6hrchen lbertragen und bis zur weiteren Lyse in fllssigen Stickstoff aufbewahrt.
Die dabei verwendeten Teflon-GefaRe und Metallkugeln wurden vor Verwendung in fliissigem Stickstoff
gekiihlt. Zu dem Pulver wurde je nach Menge 50 - 100 ul Puffer zugegeben und gut gemischt. Das Lysat
wurde anschlieRend fiir 1.000 g x 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5
ml Rohrchen pipettiert und auf Eis aufbewahrt. Das Pellet wurde in Puffer A resuspendiert und 10 min
unter Schiitteln auf Eis inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 1.000 g x 10 min bei 4
°C. Das Pellet wurde in Puffer A, versetzt mit 1 % (v/v) Nonidet-P40, resuspendiert und 1 h unter
Schiitteln auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat fir 16.000 g x 20 min bei 4 °C zentrifugiert,

der Uberstand, welcher die Plasmamembran-Fraktion darstellt, wurde abgenommen und aliquotiert bei
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-80 °C weggefroren. Die Uberstidnde aus den ersten beiden Zentrifugationsschritten wurden gesammelt
und alles bei 16.000 x g, 20 min, 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand enthilt die Post-Plasmamembran-

Fraktion, welche ebenfalls aliquotiert bei -80 °C weggefroren wurde.

2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentration der Gewebelysate wurde mit dem Bicinchoninsdure-Assay (BCA) bestimmt
(SMITH et al. 1985). Dieses Verfahren beruht auf der Reduktion von Cu?* zu Cu* durch die Proteine im
alkalischen Milieu (Biuretreaktion). Die einwertigen Kupfer-lonen bilden mit der Bicinchoninsadure einen
violetten Farbstoff, dessen Absorption bei einer Wellenldange von 562 nM am Photometer gemessen
wird. Alle Proben und Standards wurden in Doppelbestimmungen durch Einsatz von kommerziellem
BCA Reagenz A und 4%iger Kupersulfat-Lésung im Verhaltnis 50:1 gemessen. Aus geldstem bovinem
Serumalbumin (BSA) bekannter Konzentration wurde fiir jede Messung eine Standardreihe eingesetzt.
Als Leerwert diente der jeweils verwendete Lysepuffer. Nach 30-minitiger Inkubation bei 37 °C im
Wirmeschrank erfolgte die Messung am Plattenlesegerat (Wallac VICTOR? 1420 Multilabel Counter,

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA).

2.6.3 Western Blot-Analyse

2.6.3.1 Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels SDS-PAGE wurden die Proteine in den Gewebelysaten nach ihrem Molekulargewicht in einem
Polyacrylamid-Gel durch Anlegen eines elektrischen Feldes aufgetrennt. Die Proben wurden mit ddH,0
zur entsprechenden Auftragungsmenge verdiinnt und mit 3x Laemmli-Probenpuffer (200 mM Tris-HCI
(pH 6,8), 6 % (w/v) SDS, 15 % (v/v) Glycerol, 10 % (v/v) R-Mercaptoethanol, 0,01 % (w/v)
Bromphenolblau, pH 6,7) im Verhaltnis 1:3 versetzt. Flr eine optimale Auftrennung der Proben wurde
ein diskontinuierliches Gelsystem aus einem Sammel- und einem Trenngel zwischen zwei Glasplatten
eines Elektrophorese-Systems (PerfectBlue® Doppel-Gelsystem Twin L, Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen) gegossen. Als erstes wurde ein 10%iges Trenngel (7,9 ml ddH20, 6,7 ml Acrylamid (30 %), 5,0
ml Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8), 200 ul SDS (10 %), 200 pl Ammoniumpersulfat (APS, 10 %), 8 ul TEMED)
eingeflllt und dieses mit Isopropanol Uberschichtet. Nach 30-minitiger Polymerisation wurde der
Isopropanol entfernt und ein 4%iges Sammelgel (6,8 ml ddH20, 1,7 ml Acrylamid (30 %), 1,25 ml Tris-
HCI (1,5 M, pH 8,8), 100 pl SDS (10 %), 100 pul APS (10 %), 10 ul TEMED) darauf gegossen. In dieses wurde
zur Herstellung von Probentaschen ein Kamm gesteckt. Nach vollstandiger Polymerisation wurden die

Gele in die Elektrophorese-Kammer eingebaut und diese mit Lauf-Puffer (25 mM Tris, 200 mM Glycin,
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0,1 % (w/v) SDS) befillt. AnschlieBend wurde der Kamm gezogen und die Taschen mit den Proben und
einem GroRenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 - 170 kDa, Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich) beladen. Von jeder Fraktion wurden jeweils 20 pg Protein aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte flir eine optimale Trennscharfe zu Beginn 20 min lang bei 100 V und

anschlieBend fiir 90 min bei 150 V.

2.6.3.2 Semi-Dry-Transfer auf Nitrocellulose-Membran

Die im Trenngel aufgetrennten Proteine wurden im Semi-Dry-Verfahren fiir 1 h bei 15 V (2 mA/cm?) in
einer Blotting-Kammer (Biometra GmbH, Goéttingen) auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Der
Aufbau hierfiir bestand aus zwei Whatman-Papieren, der Membran, dem Gel und wiederum zwei
Whatman-Papieren. Alles wurde zuvor kurz in Transfer-Puffer befeuchtet und in die Blotting-Apparatur
gelegt. Der Transfer der Proteine wurde durch Ponceau S-Farbung Uberprift und die Membran
anschlieRend mit TBS-T-Puffer (19,8 mM Tris, 94,6 mM NaCl, pH 7,4, 0,1 % (v/v) Tween®20) wieder

entfarbt.

2.6.3.3 Immunchemischer Nachweis mit peroxidasevermittelter Chemilumineszenz

Im Anschluss an den Transfer wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran durch 1 h
Inkubation mit 5 % (m/V) Milchpulver/TBS-T bei RT geblockt. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T fur
jeweils 5 min wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schitteln mit dem

Primarantikorper in der in Tabelle 3 aufgefiihrten Verdinnung in 5 % Milchpulver/TBS-T inkubiert.

Tab. 3: Verwendete Primar- und Sekundarantikérper in der Western Blot-Analyse

Antigen Bezeichnung Firma Cat. Nr. | Wirtsspezies | Verdiinnung
Anti-Glucose .
GLUT-4 Transporter CamAbbr?jr: UK Ab654 Ke:)?'?j:s:{ 1:2.000
GLUT4 g POty
Anti-Sodium Abcam, .
s . . Kaninchen,
Na*/K*-ATPase | Potassium ATPase | Cambridge, UK Ab76020 monoklonal 1:50.000
[EP1845Y]
Ziege IgG anti- . .
Kaninchen-1gG Kaninchen 1gG Dla::\rfbir:le' 11140435 ozlliglsémal 1:10.000
(H+L)-HRPO g POy

Am nachsten Tag wurde die Membran erneut dreimal je 5 min mit TBS-T gewaschen und mit dem
Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorper, verdinnt in 5 % Milchpulver/TBS-T, 1 h lang bei RT unter

leichtem Schiitteln behandelt. Nach einem erneuten dreiteiligen Waschschritt wurden die Zielproteine
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mit ECL-Losung (Pierce® ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific Fisher GmbH, Dreieich)
sichtbar gemacht. Die Meerrettich-Peroxidase des Sekundarantikorpers katalysiert hierbei die Oxidation
des Luminols in der ECL-L6sung. Die dabei entstehende Chemilumineszenz wurde mithilfe einer CCD-
Kamera in Verbindung mit einer dunklen Kammer (FluorChem SP Chemilumineszenz Detektionssystem,
Alpha Innotech, Santa Clara, USA) aufgenommen und mit der zugehdrigen Software visualisiert sowie
ausgewertet. Na*/K*-ATPase diente als Ladekontrolle fiir die Plasma-Membran sowie zur Uberpriifung
der Zellfraktionierung. In Abbildung 7 ist der Western Blot-Nachweis von GLUT-4 und Na*/K*-ATPase in
Plasma- und Post-Plasmamembran-Fraktionen aus Skelettmuskeln von GC-Af¥flo-M3usen zur
Etablierung der Methode dargestellt. Die Tatsache, dass in der PPM-Fraktion Na*/K*-ATPase nicht
detektiert werden konnte, zeigt, dass die Trennung von Plasma- und Post-Plasmamembranen nach der
Methode von Nishiumi und Ashida (2007) erfolgreich war und diese fiir nachfolgende Versuche

eingesetzt werden konnte.
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Abbildung 7: Western Blot-Nachweis von GLUT-4 und Na*/K*-ATPase in Plasma- und Post-Plasmamembran-
Fraktionen aus Skelettmuskeln von GC-Afl¥/floxMiusen zur Uberpriifung der Zellfraktionierung (MW=

Molekulargewicht; kDa=Kilo-Dalton; (P)PM=(Post-) Plasmamembran).

2.7 Histologie und Immunhistochemie

2.7.1 Gewebeaufbereitung

Die bei der Nekropsie entnommenen Pankreata wurden in Einbettkassetten Gber Nacht bei 4 °Cin 4 %
Formaldehyd-L6sung fixiert und anschlieRend fiir die Paraffineinbettung zur Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Hideo A. Baba, Institut fiir Pathologie Universitatsklinikum Essen, geschickt. Die Einbettung sowie das
Herstellen der Paraffinschnitte Gbernahm dort dankenswerterweise Frau Dorothe Mdllmann. Die

Schnittebene verlief horizontal von Kopf nach Ful8 des Gewebes und die Schnittdicke betrug 8 um.
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2.7.2 Immunhistochemie

Vor der Farbung wurden die Paraffinschnitte in Glasklivetten in den im Folgenden aufgefiihrten

Losungen rehydriert und entparaffiniert:

Lésung Inkubationszeit
Xylol 10 min
Ethanol, 100 % 10 min
Ethanol, 90 % 5 min
Ethanol, 70 % 5 min
Ethanol, 50 % 5 min
VE Wasser 5 min

Im Anschluss daran wurde das Wasser von den Objekttragern durch Abklopfen auf Whatman-Papier
entfernt und die Schnitte mit einem hydrophoben Stift (Dako Pen, Agilent, Waldbronn) umrandet. Die
Schnitte wurden je nach GréoRe mit 500 - 800 ul 0,3 % Triton-X/PBS-L6sung 30 min bei RT inkubiert und
danach dreimal 5 min lang mit PBS gewaschen. Zum Blocken unspezifischer Antikérper-Bindungsstellen
wurden die Schnitte 1 h lang bei RT mit 5 % Normal Goat Serum (NGS) / PBS-Losung behandelt. In der
Zwischenzeit wurde eine Kammer mit feuchten Tlchern vorbereitet, damit die Praparate bei einer
Inkubation Uber Nacht nicht austrocknen. Nach Abklopfen der Blockierungs-Losung wurden die
Objekttrager in die Kammer gelegt. Auf die Schnitte wurde der Primare Insulin-Antikorper, wie in Tabelle
3 angegeben, pipettiert und diese liber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Paraffinschnitte dreimal 5 min lang mit PBS gewaschen und in der feuchten Kammer abgedunkelt 1 h
lang bei RT mit dem Sekundar-Antikorper versetzt. Alle weiteren Inkubationsschritte erfolgten im
Dunkeln, um ein Ausbleichen der Fluoreszenz-Farbstoffe zu verhindern. Nach erneutem Waschen folgte
ein weiterer Blockierungsschritt mit 5 % NGS/PBS fur 1 h bei RT. Wiederum wurden die Schnitte
gewaschen und anschlieBend lber Nacht bei 4 °C mit dem Primaren Glukagon-Antikorper bzw. dem
Primaren GC-A-Antikorper in der Feuchtkammer gelagert. Die Schritte von Tag 2 wurden wiederholt und
nach dem Abwaschen des zweiten spezifischen Sekundar-Antikérpers wurden die Schnitte einmal fur
5 min mit destilliertem Wasser gewaschen. Zur Anfarbung der Zellkerne wurde auf die Schnitte jeweils
30 ul DAPI-Eindeckmedium (Immunoselect Antifading Mounting Medium DAPI, Dianova GmbH,

Hamburg) pipettiert, diese mit einem Deckglas (24 x 60 mm) bedeckt und bis zur weiteren Verwendung
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bei 4 °Cim Dunklen gelagert. Bei der Immunhistochemie der Paraffinschnitte der Weibchen (s. Abschnitt
3.5.2) entfiel der Nachweis von Glukagon. Diese Schnitte wurden nur flr Insulin angefarbt und direkt

nach dem Abwaschen des ersten spezifischen Sekundar-Antikérpers mit dem DAPI-Medium eingedeckt.

Tab. 4: Verwendete Primar- und Sekundarantikérper in der Immunhistochemie

Antigen Bezeichnung Quelle Cat. Nr. Wirtsspezies Verdinnung
. Polyclonal Guinea Dako, Santa Meerschwein, 1:1000 in
Insulin . . . #A0564
Pig Anti-Insulin Clara, CA, US polyklonal 1,5 % NGS/PBS
AG Kuhn . .
. Kaninchen, 1:1000 in
GC-A Anti-GC-A (SCHROTER et al. -
polyklonal 1,5 % NGS/PBS
2010)
Glucagon Sigma, )
Maus, 1:2000 in
Glukagon monoclonal Darmstadt #G2654
. monoklonal 1,5 % NGS/PBS
antibody
Jackson
Cy3-AffiniPure Immuno . )
. . . #111-165- Ziege, 1:200 in
Kaninchen-1gG Goat Anti-Rabbit Research,
003 polyklonal 1,5 % NGS/PBS
1gG (H+L) West Grove, PA,
us
Jackson
Alexa Fluor® 488
. o Immuno .
Meerschwein- AffiniPure Goat #106-545- Ziege, )
o ) Research, 1:200 in PBS
IgG Anti-Guinea Pig IgG 003 polyklonal
West Grove, PA,
(H+L)
us
Jackson
o Immuno
Cy™3 AffiniPure .
. Research, #115-165- Ziege, .
Maus-lgG Goat Anti-Mouse 1:200 in PBS
West Grove, PA, 003 polyklonal
IgG (H+L) us

2.7.4 Mikroskopische und morphometrische Auswertung von Farbungen

Die Mikroskopie der gefarbten Pankreasschnitte erfolgte an dem Axiovert 200M Mikroskop von Zeiss
(Carl Zeiss, Jena). Jede Langerhans-Insel wurde in 20-facher VergréBerung mit der CCD-Kamera des
Mikroskops in jeder der Fluoreszenz-Farbungen fotografiert und mit der computergestiitzten
Analysesoftware (Olympus Europe, Hamburg) dokumentiert. Von jeder Maus wurden, sofern nicht
anders angegeben, drei Schnitte mikroskopiert. Die morphometrische Auswertung erfolgte mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Imagel (Version 1.48, Wayne Rasband, National Institute of Health, USA,
http://imagej.nih.gov/ij) oder mit dem Programm Islet Morphometry (programmiert von Dr. Soren

Doose, Lehrstuhl fir Biotechnologie und Biophysik, Universitat Wirzburg, Version 3.4, Mathematica
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Version 10.4.0, Computable Document Format (CDF) fiir Wolfram Player Pro (Wolfram Research Inc.,
Champaign, USA)). Bestimmt wurden in der HFD-Studie die ganze Flache der Langerhans-Inseln, die
Flache der B-Zellen und die Anzahl der R-Zellen pro Insel. An den Pankreasschnitten der Weibchen
wurden nur die Flache der RB-Zellen und die Anzahl der B-Zellen pro Inseln bestimmt. In Microsoft® Excel
2013 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) wurde fiir jeden Parameter zunachst ein Mittelwert aus
den ausgewerteten Schnitten berechnet und anschlieBend (iber alle Tiere jeder Gruppe gemittelt, sowie

die Standardabweichung und der Standardfehler berechnet.

2.8 Datenanalyse und Statistik

Die Daten wurden mit Microsoft® Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) bzw. dem
Statistikprogramm GraphPad Prism Version 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) ausgewertet und
grafisch dargestellt. Die Bearbeitung der Grafiken erfolgte mit Microsoft® PowerPoint 2013. Sofern nicht
anders angegeben, werden in den Grafiken die Mittelwerte * Standardfehler (SEM) abgebildet.

Zusatzlich zu den Kurvenverldufen der oGTTs und ITTs wurde die jeweilige Flache unter den Kurven, die

Area under the curve (AUC), nach der Linearen Trapezregel berechnet: AUCp-tn = % Z?;ll(tm - t)(Ci +

Ci+1). Zur statistischen Auswertung der Daten bei Vergleich von zwei unabhangigen Gruppen wurde der
ungepaarte t-Test verwendet. Bei Messungen derselben Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten bzw.
vor und nach Behandlung wurde der gepaarte t-Test fiir die statistische Auswertung eingesetzt. Bei der
Analyse von mehr als zwei Datensdtzen wurde eine , Two-Way Analysis of Variance” (ANOVA) mit
anschlieRendem Bonferroni post-hoc Test durchgefiihrt. Fir alle Tests wurde ein p-Wert von kleiner

0,05 als statistisch signifikant erachtet.
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3.1 Effiziente Deletion des GC-A-Rezeptors in pankreatischen B-Zellen
3.1.1 Etablierung der GC-Aflox/flox.R|pCrets-Mauslinie

Um den Einfluss des endogenen NP/GC-A-Systems auf den Glukosehaushalt, die Insulinsekretion sowie
die Vitalitat pankreatischer B-Zellen unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen in
vivo zu untersuchen, wurde ein neues genetisches Mausmodell mit einer B-zellspezifischen Deletion des
GC-A-Rezeptors generiert und charakterisiert. Hierflir wurden homozygot gefloxte GC-A-Mause (GC-
Aflox/flox) (HoLTwiICK et al. 2002) mit rat insulin 2 promotor-Cre (RIPCre'®) Mausen verpaart. Die RIPCre'-
Tiere exprimieren die Cre-Rekombinase nur in den pankreatischen B-Zellen und wurden von Prof. Dr.
Pedro L. Herrera (Medizinische Fakultat, Abteilung fir genetische Medizin und Entwicklung, Universitat
Genf, Schweiz) zur Verfligung gestellt (HERRERA 2000). Die Nachkommen wurden im Alter von drei
Wochen mittels DNA aus Schwanzspitzenbiopsien und nachfolgender PCR genotypisiert. Fiir die
Genotypisierungs-PCR wurden spezifische Primer fiir den Nachweis des Cre-Transgens eingesetzt
(RIPCre, ca. 400 bp) (HoLTwIcK et al. 2002). Zudem wurden Primer fiir das gefloxte GC-A-Allel (343 bp)
verwendet und solche, welche nur ein Produkt bilden, wenn das gefloxte GC-A-Gen zwischen den loxP-
Sequenzen deletiert wurde (deletiertes GC-A-Allel, ca. 800 bp) (SKRYABIN et al. 2004).

Abbildung 8 zeigt beispielhaft einen PCR-Nachweis zur Genotypisierung von sechs Tieren anhand
genomischer DNA aus Schwanzspitzengewebe. Mause mit [-zellspezifischer Deletion des GC-A-
Rezeptors wurden anhand der Cre-Bande identifiziert. Bei wenigen Tieren wurde ausschlief3lich, oder
auch zusatzlich zur Cre-Bande und dem gefloxten GC-A-Allel, ein Produkt des deletierten GC-A-Allels
beobachtet, welches aufgrund der RB-zellspezifischen Aktivitdit der RIPCre-Rekombinase nicht im
Schwanzspitzengewebe auftreten dirfte. Dieses Ergebnis lie vermuten, dass die Cre-Rekombinase bei
einzelnen Mausen nicht ausschlieRlich in den R-Zellen exprimiert wird, sondern auch in anderen Zellen.
Dieses Phdanomen wurde bereits beschrieben und tritt vermutlich durch spontane ektopische
Rekombinations-Aktivitdt der Cre-Rekombinase auf (ECKARDT et al. 2004; SKRYABIN et al. 2004). Ist die
Bande des deletierten GC-A-Allels in Abwesenheit des Cre-Transgens zu beobachten, handelt es sich
vermutlich um eine Deletion in den Keimzellen der Tiere. Sind sowohl die Cre-Bande als auch die Bande
des deletierten GC-A-Allels zu erkennen, scheint die Rekombinase auch in Zellen des
Schwanzspitzengewebes aktiv zu sein. Diese Tiere (bezeichnet mit ,KO“) waren fiir die Zucht sowie die

Versuche nicht geeignet und wurden nach der Genotypisierung geopfert.
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&= R|PCre

== deletiertes GC-A-Allel

Abbildung 8: Reprasentative Darstellung eines PCR-Nachweises von RIPCre, dem deletierten GC-A-Allel sowie dem
gefloxten GC-A-Allel zur Genotypisierung von sechs Mausen anhand genomischer DNA aus

Schwanzspitzenbiopsien. (M: GroRBenstandard; N: Negativ-Kontrolle; P: Positiv-Kontrolle).

Die PCR-Analyse von genomischer DNA aus weilRem Fettgewebe, Skelettmuskel, pankreatischen
endokrinen Inseln und Herzen von GC-Aflo/flox ynd GC-Aflov/flox:RIPCre'® Mausen bewies auBerdem, dass
in Tieren ohne KO-Bande in der PCR mit Schwanzspitzen-DNA die Cre-vermittelte Deletion des gefloxten
GC-A-Allels nur in den Inseln stattgefunden hat, da nur in diesen das PCR-Produkt fiir das deletierte GC-
A-Allel nachzuweisen war (Abb. 9). In Folge bezeichneten wir diese Tiere als B GC-A KO- Mause. Das

Produkt der internen Kontrolle zeigte, dass alle DNA-Proben intakt waren.

1 2 1 2 1
Cenem

| RIPCre

" interne Kontrolle
. — deletiertes GC-A-Allel
- ]

% % %, %
& R % < >
& 0 % %
® v &
3 e
S %
ol %
o %

Abbildung 9: PCR zum Nachweis von RIPCre, dem deletierten GC-A-Allel, dem gefloxten GC-A-Allel sowie als
interne Kontrolle anhand genomischer DNA aus weiBem Fettgewebe, Skelettmuskeln, Inseln sowie Herzen von

GC-Aflox/flox_ (1) und B GC-A KO-Ma&usen (2). (M: GréRenstandard).

Die Genotypisierung alleine gab jedoch nur einen Hinweis auf die Deletion des GC-A-Rezeptors in R-

Zellen. SchlieB3lich zeigte sie lediglich an, ob das Cre-Transgen in den Inseln vorhanden und aktiv ist, nicht
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in welchen Zelltypen die Rekombinase aktiv ist. Um die Zellspezifitat, die Effizienz und die Auswirkungen
der GC-A-Deletion naher zu analysieren, wurden ex vivo-Untersuchungen an isolierten Langerhans-

Inseln und Pankreasschnitten sowie in vivo-Versuche kombiniert.

3.1.2 Verminderte Expression des GC-A-Rezeptors in Inseln von B GC-A KO-Md&usen

Um die Auswirkungen der Gendeletion zu untersuchen, wurde die GC-A mRNA-Expression in isolierten
Inseln von Kontroll- und 8 GC-A KO-Mausen mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Die Expression war
in den Inseln der B GC-A KO-Tiere signifikant reduziert (Abb. 10). Die mRNA-Expression von GC-A ist in
den Inseln der B GC-A KO-Tiere nicht vollstandig aufgehoben, da das gefloxte GC-A-Gen durch RIPCre
nur in den 3-Zellen ausgeschalten wird, jedoch in anderen Zelltypen innerhalb der Langerhans-Inseln,

wie in Endothelzellen, erhalten bleibt (KUHN et al. 2009).

)
o
-

flox/flox

0'6 i D GC_Arox/rox
Il R GC-AKO

GC-A / B2 Mikroglobulin
(x-fach zu GC-A
*

Abbildung 10: GC-A mRNA-Expression (normalisiert auf 82 Mikroglobulin) in isolierten Inseln von GC-Aflo¥/flox_ ynd
R GC-A KO-Méusen (n=10-11 Méuse pro Genotyp; p<0,05; * vs. GC-Aflox/flox),

AuBerdem wurde die Expression des GC-A-Rezeptors in Inseln mittels Immunhistochemie an
Paraffinschnitten von Pankreata von Kontroll- und § GC-A KO-Tieren untersucht. GC-A-Immunreaktivitat
(rot) wurde in den Inseln der Kontroll-Tiere sowohl in den Insulin-enthaltenden R-Zellen (griin) als auch
in den peripheren a-Zellen nachgewiesen (Abb. 11). In den Inseln der B GC-A KO-Tiere hingegen war die
Immunreaktivitdt von GC-A in den B-Zellen kaum erkennbar. Hinter diesen sehr schwachen Signalen in
den B-Zellen vermuteten wir eine unspezifische Reaktion des GC-A-Antikorpers. In den peripheren
Inselzellen der 8 GC-A KO-Tiere war die GC-A-Immunreaktivitdt wie in den Kontroll-Tieren deutlich
nachweisbar. Aufgrund deren Lokalisation handelt es sich hierbei vermutlich um pankreatische a-Zellen,

welche bei murinen Langerhans-Inseln am dulReren Rand liegen (DOLENSEK et al. 2015).
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Abbildung 11: Reprasentative immunhistochemische Farbung von GC-A, Insulin und der Zellkerne (Dapi) anhand

von Pankreas-Schnitten von GC-Aflo¥/flox. ynd B GC-A KO-M3zusen.

3.1.3 Der stimulierende Effekt von ANP auf den zelluldren cGMP-Gehalt isolierter Inseln ist

an B GC-A KO-Mdusen abgeschwicht

Um die Signalfunktion des GC-A-Rezeptors zu untersuchen, wurde der Effekt von ANP auf den cGMP-
Gehalt von Langerhans-Inseln bestimmt. Dazu wurden kultivierte Inseln aus GC-A¥f_ yund B GC-A KO-
Tieren liber 15 Minuten ohne oder mit 1000 nM ANP inkubiert und der cGMP-Gehalt mittels RIA
gemessen. Wie in Abbildung 12 dargestellt, zeigten die Inseln der Kontroll-Tiere nach ANP-Stimulation
einen etwa siebenfach hoheren cGMP-Gehalt als unter Kontrollbedingungen (Vehikel: 4,3 + 0,45
fmol/Kulturschale; ANP: 30,5 + 1,45 fmol/ Kulturschale). Dieser Effekt war an den Inseln der R GC-A KO-
Mause zwar nicht aufgehoben, aber signifikant vermindert. Der verbleibende, etwa dreifache Anstieg
des cGMP-Gehalts (Vehikel: 5,4 + 0,78 fmol/ Kulturschale; ANP: 14,8 + 3,45 fmol/Kulturschale) ist
dadurch zu erklaren, dass der GC-A-Rezeptor, wie bereits in Abschnitt 3.1.2 erwahnt, in anderen

Zelltypen innerhalb der Langerhans-Inseln erhalten bleibt.
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Abbildung 12: Effekte von 1000 nM ANP auf den cGMP-Gehalt von isolierten Langerhans-Inseln aus GC-Aflox/flox.
und B GC-A KO-Mdusen nach 15 Minuten Inkubation (n=4 Mé&use pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs.
Vehikel; # vs. GC-Aflox/flox)

3.1.4 Die akuten Effekte von ANP auf die Stimulus-Sekretions-Kopplung sind an isolierten

Langerhans-Inseln von B GC-A KO-Tieren aufgehoben

Desweiteren wurde an isolierten Langerhans-Inseln untersucht, inwiefern das ANP/GC-A-System die
Insulinsekretion von pankreatischen 3-Zellen beeinflusst. Da es sich hierbei um einen B-zellspezifischen
Vorgang handelt, dienten diese Versuche als weiterer Nachweis fiir die Effizienz und Zellspezifitat der
GC-A-Deletion. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Gisela Drews (Universitat
Tiibingen) wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Frau Dr. Sabrina Undank (,Modulation der R-
Zellfunktion durch ANP“ (UNDANK et al. 2017a) der Einfluss von ANP auf die Stimulus-Sekretions-
Kopplung untersucht. Bei einer Blutzuckerkonzentration Gber 5 mmol/I gelangen Glukosemolekile Gber
Glukosetransporter in die R-Zellen, wo sie durch Glykolyse verstoffwechselt werden. Das dabei
entstehende ATP fiihrt zum SchlieBen ATP-sensitiver Kaliumkanédle (Karp) und daraus folgt eine
Depolarisation der Zellmembran der R-Zellen. Diese wiederum bewirkt das Offnen
spannungsabhangiger L-Typ-Kalzium Kanile und das Einstrémen von Kalzium-lonen (Ca?*) ins Zellinnere.
Die erhéhte zytosolische Ca*-Konzentration triggert die Verschmelzung insulinhaltiger Vesikel mit der
Zellmembran und die Ausschiittung von Insulin. An isolierten Inseln aus GC-A"/fox. ynd R GC-A KO-
Tieren wurden die Effekte von 10 nM ANP auf die Offenwahrscheinlichkeit der Karp-Kanale, intrazellulare
Ca?*-Ostzillationen und die Glukose-stimulierte Insulinsekretion untersucht. In Inseln von GC-Aflox/flox.
Tieren senkte ANP unter substimulatorischen Glukosekonzentrationen von 0,5 mM die
Offenwahrscheinlichkeit der Karp-Kanale in den R-Zellen signifikant von 100 % auf 29 + 11 %
(reprasentative Darstellung der Karp-Einzelstrommessungen in Abb. 13A). AuRerdem erhéhte ANP unter

Schwellenbedingungen von 6 mM Glukose signifikant die intrazelluldre Ca?'-Konzentration
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(reprasentative Darstellung von Ca*-Oszillationen gemessen mit der Fura-2-Methode in Abb. 13B).
Ebenfalls unter 6 mM Glukose konnte ANP die Glukose-stimulierte Insulinsekretion von -Zellen aus GC-
Aflovflox M3usen signifikant erhdhen (Abb. 13C). Diese akuten Effekte von ANP waren in Inseln von B GC-
A KO-Mausen aufgehoben (Abb. 13A-C). Diese Ergebnisse zeigten zum einen, dass ANP (iber den GC-A-
Rezeptor die Glukose-induzierte Insulinsekretion verbessert, zum anderen bewiesen sie die erfolgreiche

Deletion des GC-A-Rezeptors in B-Zellen.
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flox/flox —— [T
GC-A =
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Glukose 6 mM
Abbildung 13 (UNDANK et al. 2017a): Effekte von 10 nM ANP auf (A) die Offenwahrscheinlichkeit von ATP-
abhéangigen Kalium-Kanalen, (B) intrazelluldre Kalzium-Oszillationen und (C) die Insulin-Sekretion von isolierten
Langerhans-Inseln aus GC-Alo¥/flox. ynd R GC-A KO-Mausen (n=4-6 Mause pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; *

vs. Kontrolle; G= mM Glukose).

3.2 Ablation des NP/GC-A-Signalweges in murinen B-Zellen hat keinen Einfluss auf

physiologische und metabolische Parameter unter basalen Bedingungen in vivo

3.2.1 Normaler arterieller Blutdruck und unverandertes Kérpergewicht bei 8 GC-A KO-Tieren

Mause mit konventioneller, globaler Deletion des GC-A-Rezeptors haben viele systemische
Veranderungen wie Bluthochdruck, Herzhypertrophie und erhéhten Sympathikustonus, welche indirekt
die Insulin-Homoostase alterieren konnten (KUHN et al. 2009). Um die R-zellspezifischen Effekte des
NP/GC-A-Systems in vivo zu beobachten, wurden méannliche und weibliche GC-Af*/fo*_ ynd R GC-A KO-
Tiere im Alter von etwa 2 Monaten untersucht. Anders als globale KO-Tiere zeigten weder die Mannchen
noch die Weibchen genotypabhangige Unterschiede im systolischen oder diastolischen Blutdruck (Abb.
14). Auch im Kérpergewicht wurden keine Differenzen festgestellt (Abb. 15). Diese Daten unterstiitzen

die Zellspezifitat der GC-A-Deletion.
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Abbildung 14: Systolischer (SBD) und diastolischer (DBD) Blutdruck von (A) mannlichen und (B) weiblichen GC-

Aflo/flox_ ynd R GC-A KO-Mausen im Alter von etwa 2 Monaten (n=4-8 Mause pro Genotyp).
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Abbildung 15: Kérpergewicht von (A) mannlichen und (B) weiblichen GC-A"¥flox_ ynd B GC-A KO-Mé&usen im Alter

von etwa 2 Monaten (n=8-10 Mause pro Genotyp).

3.2.2 Die basale Insulin/Glukose-Homadostase ist in B GC-A KO-Tieren nicht beeintrachtigt

Da Ropero et al. (2010) bereits zeigten, dass globale GC-A KO-Mause kleinere Langerhans-Inseln mit
weniger RB-Zellen sowie einen geringeren Insulin-Gehalt haben, wurde vermutet, dass die B[-
zellspezifischen GC-A KO-Tiere Veranderungen in der Glukose- und/oder Insulin-Homdoostase
aufweisen. Die basalen Blutzucker- und Insulinspiegel nach Fasten liber Nacht waren jedoch dhnlich zu
denen von Kontroll-Tieren (Abb. 16 und 17). Weibchen beider Genotype zeigten im Vergleich zu den

Mannchen niedrigere Blutdruckwerte, geringeres Korpergewicht und niedrigere basale
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Blutzuckerspiegel. Diese Ergebnisse zeigen, dass die § GC-A KO-Tiere in diesem Alter unter normalen
physiologischen Bedingungen entweder keine Defekte der Insulin/Glukosehomdostase aufweisen oder

diese erfolgreich kompensieren kénnen.
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Abbildung 16: Basale Blutzuckerspiegel (nach Fasten Uber Nacht) von (A) ménnlichen und (B) weiblichen GC-

Aflo/flox_ ynd R GC-A KO-M&usen im Alter von etwa 2 Monaten (n=8-10 Mause pro Genotyp).
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Abbildung 17: Basale Plasma-Insulinspiegel (nach Fasten Uber Nacht) von (A) mannlichen und (B) weiblichen

GC-Aflox/flox. ynd B GC-A KO-Mé&usen im Alter von etwa 2 Monaten (n=8-10 M&use pro Genotyp).
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3.3 Entgegengesetzte metabolische Effekte von akuter versus chronischer Applikation von

synthetischen Natriuretischen Peptiden in vivo

3.3.1 Die akute Injektion einer hohen ANP-Dosis vermindert die Glukose-stimulierte

Insulinsekretion sowie die Glukosetoleranz in mannlichen Mausen beider Genotype

Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, beobachteten Uehlinger et al. 1986, dass die Infusion von
synthetischem ANP bei gesunden Probanden die Insulinspiegel erhéht und die Blutzuckerwerte
geringfligig senkt. Die in 3.1.4 beschriebene Stimulation der Insulinsekretion isolierter Inseln durch 10
nM ANP unterstitzt die These, dass ANP die Insulinsekretion fordert (siehe Abb. 13, UNDANK et al. 2017).
Um herauszufinden, ob solche akuten Anstiege der ANP-Spiegel die Insulinfreisetzung aus den R-Zellen
auch in vivo beeinflussen, wurden mannliche Kontroll- und B GC-A KO-Mause mit exogenem,
synthetischem ANP behandelt. Dazu erhielten (iber Nacht gefastete Tiere eine intraperitoneale
Injektion von Vehikel (physiologische Kochsalzlosung) oder 1,5 pg/g KGW ANP. 15 min spater wurde ein
oGTT mit begleitender Blutabnahme fiir die Bestimmung der basalen Insulinspiegel sowie der GSIS
durchgefiihrt. Interessanterweise hatte die ANP-Gabe in den Kontroll-Tieren keinen Effekt auf die
basalen Insulinspiegel, verringerte aber deutlich die Glukose-stimulierte Insulinsekretion (Abb. 18A).
Dies ging einher mit einer deutlich verschlechterten Glukosetoleranz (oGTT in Abb. 19A). Ahnliche
Effekte wurden an den 8 GC-A KO-Mausen beobachtet. Die ANP-Gabe hatte auch hier keinen Einfluss
auf die basalen Insulinspiegel; die GSIS sowie die Glukosetoleranz waren leicht verschlechtert (Abb. 18B,
19B). Diese akuten, hemmenden Effekte von exogenem ANP auf die GSIS werden demnach nicht Gber
den GC-A-Rezeptor der B-Zellen vermittelt.
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Abbildung 18: Basale Plasma-Insulinspiegel und Glukose-stimulierte Insulinsekretion von (A) GC-Aflo/flox. ynd
(B) B GC-A KO-Mausen 15 min nach akuter intraperitonealer Vehikel- oder ANP-Injektion (n=7-10 Md&use pro

Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs. basal; # vs. Vehikel).
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Abbildung 19: Orale Glukosetoleranz-Tests und korrespondierende AUCs von ménnlichen (A) GC-Ao¥flex_ ynd (B)
R GC-A KO- Mausen 15 min nach akuter intraperitonealer Vehikel- oder ANP-Injektion (n=14 Mause pro Genotyp
und Bedingung; p<0,05; * vs. Vehikel).

3.3.2 Die chronische Infusion einer niedrigen BNP-Dosis verbessert die Glukose-stimulierte

Insulinsekretion sowie die Glukosetoleranz in Kontroll-, nicht aber in 8 GC-A KO-Tieren

3.3.2.1 Die stimulierenden Effekte von chronisch-infundiertem, synthetischem BNP werden

durch die Aktivierung des GC-A-Rezeptors der B-Zellen vermittelt

Um zu untersuchen, ob und wie langerfristig erhéhte Plasmakonzentrationen der Natriuretischen
Peptide die B-Zellfunktion beeinflussen und ob diese Effekte direkt (iber den GC-A-Rezeptor von R-Zellen
vermittelt werden, wurden Kontroll- und B GC-A KO-Mause (iber 7 Tage mit synthetischem BNP
infundiert. BNP wurde fiir diese Versuche gewahlt, da es stabiler ist als ANP und eine hohere
Halbwertszeit im Plasma aufweist (BORDICCHIA et al. 2012; STAFFEL et al. 2017). Den Tieren wurden
subkutan osmotische Minipumpen implantiert, welche 7 Tage lang BNP mit einer Rate von
2 ng/g KGW/h abgeben. Diese Konzentration flihrt nachgewiesenermaRen zu einer Verdoppelung der
BNP-Plasmaspiegel (BORDICCHIA et al. 2012). Die Versuche wurden an weiblichen GC-A*/f* Tieren im
Alter von etwa 2 Monaten durchgefiihrt. In den Kontroll-Tieren fiihrte die BNP-Infusion im Vergleich zur
Vehikel-Behandlung zu signifikant erhohten basalen Plasma-Insulinspiegeln sowie zu einer signifikant
erhdhten GSIS 15 min nach oraler Glukosegabe (Abb. 20A). Orale Glukosetoleranz-Tests vor und nach
Infusion zeigten, dass die BNP-Behandlung in den Kontroll-Tieren zu einer signifikant verbesserten
Glukosetoleranz fiihrt (im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Pumpenimplantation) (Abb. 21A). Die AUC,

als Veranschaulichung fiir die Glukosetoleranz, war im Vergleich zu vorher um etwa 12 + 4 % signifikant
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verringert. Verglichen mit der Vehikel-Infusion war die AUC tendenziell um etwa 9 + 4 % vermindert.
Die Untersuchungen wurden an weiblichen B GC-A KO-Tieren wiederholt. Hier hatte BNP keine Effekte
auf die basalen Plasma-Insulinspiegel, die GSIS und die Glukosetoleranz (Abb. 20B und 21B). Diese in
vivo-Versuche zeigten, dass die stimulierenden Effekte von chronisch-infundiertem, synthetischem BNP
auf die basalen und Glukose-stimulierten Insulin-Plasmaspiegel lber die Aktivierung des GC-A-

Rezeptors der R-Zellen vermittelt werden.
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Abbildung 20: Basale Plasma-Insulinspiegel und Glukose-stimulierte Insulinsekretion von (A) GC-Afo¥flox. ynd
(B) B GC-A KO- Méausen nach 7-tagiger Vehikel- oder BNP-Infusion (n=5-6 Mause pro Genotyp und Bedingung;
p<0,05; * vs. basal; # vs. Vehikel).
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Abbildung 21: Orale Glukosetoleranz-Tests und korrespondierende AUCs (% zu vor BNP-Gabe) von (A) GC-Aflox/flox.
und (B) B GC-A KO-Mausen vor und nach 7-tagiger BNP-Infusion (n=5-6 Mause pro Genotyp und Bedingung;
p<0,05; * vs. vor BNP-Gabe).
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Bei der Betrachtung der Korpergewichte vor und nach 7 Tagen Pumpenimplantation fiel zudem auf, dass
die BNP-Infusion in den Kontroll-Tieren zu einer signifikanten Reduktion des Kérpergewichts flhrte. Wie

in Abbildung 22 zu erkennen, blieb dieser Effekt in den 8 GC-A KO-Tieren aus.
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Abbildung 22: Kérpergewicht von (A) GC-Afo¥/flox_ ynd (B) B GC-A KO-Mausen vor und nach 7 Tagen BNP-Infusion

(n=5-6 Mduse pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs. vor Pumpe).

3.3.2.2 Die chronische Infusion von BNP erhoht die Translokation von GLUT-4 im

Skelettmuskel von Kontroll-Tieren

Als Parameter fir die Insulinaktivitat wurde die Translokation von GLUT-4 im Skelettmuskel untersucht.
Insulin regt in Skelettmuskelzellen, Herzmuskelzellen und Fettzellen die Translokation von GLUT-4 aus
zytosolischen Vesikeln zur Plasmamembran an und erhéht dadurch die Glukoseaufnahme in die Zelle.
Ist die Insulinwirkung (speziell im Muskel) gestort, spricht man von Insulinresistenz, einem
Charakteristikum des Typ 2 Diabetes. Die Insulinwirkung kann auch mit einem Insulintoleranz-Test
gepruft werden, bei welchem der Effekt von i.p. injiziertem Insulin auf den Blutzuckerspiegel untersucht
wird. Auf diese Untersuchung wurde in dieser Studie bewusst verzichtet, um den Stress fiir die Tiere so
gering wie moglich zu halten. Stattdessen wurden im Anschluss an die Studie (siehe 3.3.2.1) bei der
Nekropsie die Zwillingswadenmuskel (Musculus Gastrocnemius) asserviert und fir Western-Blot
Analysen aufgearbeitet. In Abbildung 23 ist zu erkennen, dass die BNP-Infusion in den GC-A"*/f°* Tieren
zu einer erhohten Translokation von GLUT-4 zur Plasmamembran der Skelettmuskelzellen fihrte und

dass dieser Effekt in den R GC-A KO-Tieren ausblieb.
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Abbildung 23: (A) Western Blot-Nachweis von GLUT-4 in Plasma- und Post-Plasmamembran-Fraktionen aus
Skelettmuskeln von GC-Afo¥/flox_ ynd R GC-A KO-Mausen nach 7-tagiger Vehikel- oder BNP-Infusion sowie (B) das
Verhaltnis von PM zu PPM zur Untersuchung der Translokation von GLUT-4 (n=4-6 Ma&use pro Genotyp und

Bedingung; (P)PM=(Post-) Plasmamembran).

3.4 Natriuretische Peptide modulieren iiber den GC-A-Rezeptor die B-Zell-Funktion und

Vitalitdt unter pathologischen Bedingungen einer Hochfettdiat

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass das endogene NP/GC-A-System unter basalen, physiologischen
Bedingungen die Funktion pankreatischer B-Zellen nicht beeinflusst, da der -zellspezifische Knockout
von GC-A hierauf keine Auswirkung hatte. Deswegen sollte die Bedeutung des GC-A-Rezeptors in B-
Zellen fiir deren Funktion und Vitalitat unter den pathologischen Bedingungen eines experimentellen
Modells fuir T2D untersucht werden. Dazu erhielten mannliche Kontroll- und B GC-A KO-Tiere ab einem
Alter von 5 Wochen entweder eine Normal- (ND) oder eine Hochfettdiat (HFD). Abbildung 24 gibt einen
Uberblick iiber den Studienverlauf von 16 Wochen sowie iiber die Zeitpunkte der Messungen fiir die im

Folgenden beschriebenen Ergebnisse.
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------------- ‘| Futterung: ND (10% kcal aus Fett) vs. HFD (60% kcal aus Fett), ad libitum, beginnend ab einem Alter von 5 Wochen |
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Abbildung 24: Schematischer Uberblick iber die Messzeitpunkte verschiedener Parameter wihrend der bis zu 16-
wochigen Fiitterung von GC-Afle¥/flox_ ynd R GC-A KO-Mé&usen mit einer Normal (ND)- bzw. Hochfettdiat (HFD) ab

einem Alter von 5 Wochen.

3.4.1 Genotypunabhingige, Hochfettdidt-induzierte Zunahme des Korpergewichts und

arteriellen Blutdrucks bei gleichbleibender Futteraufnahme

Die wochentlichen Aufzeichnungen zeigten eine stetige Zunahme des Kérpergewichts sowohl unter ND
als auch unter HFD ohne genotypabhangige Unterschiede (Abb. 25A). Unter der HFD war die Zunahme
des KGWs wie zu erwarten deutlich hoher (Abb. 25B).
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Abbildung 25: (A) Kérpergewichtsverlauf und (B) Gewichtszunahme von GC-A"/flox. ynd B GC-A KO-Miusen

wahrend (A) bzw. nach (B) 8-wdchiger ND bzw. HFD (n=6-9 Méause pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs. ND).
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Ebenso war die Futteraufnahme in g/Maus/Tag bei den GC-A"/flo*. ynd R GC-A KO-Tieren sehr dhnlich
(Abb. 26A), wenngleich durchschnittlich in den Mausen unter HFD signifikant niedriger (Abb. 26B). Die
dennoch héhere Gewichtszunahme lasst sich erklaren, wenn man die Energieaufnahme durch die
jeweilige Diat betrachtet. Diese war durch den héheren Brennwert der HFD mit 5,24 kcal/g im Vergleich

zur ND mit 3,85 kcal/g signifikant héher (Abb. 26C).
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Abbildung 26: (A) Verlauf der Futteraufnahme sowie durchschnittliche (B) Futter- und (C) Energieaufnahme von
GC-Aflox/flox. ynd B GC-A KO-Méusen iiber (A) bzw. nach (B,C) 8 Wochen ND bzw. HFD (n=6-9 Mause pro Genotyp
und Bedingung; p<0,05; * vs. ND).
In beiden Genotypen war das durch die HFD hervorgerufene Ubergewicht gleichermalen assoziiert mit
erhohten systolischen und diastolischen Blutdruckwerten (Abb. 27A,B).
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Abbildung 27: (A) Systolischer und (B) diastolischer Blutdruck von GC-A"/flox. ynd B GC-A KO-Mé&usen nach 14
Wochen ND bzw. HFD (n=4-7 Mause pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs. ND).
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3.4.2 Erhohte BNP mRNA-Expression in linken Herzventrikeln und erniedrigte BNP-

Plasmaspiegel nach Hochfettdiat

Da arterieller Bluthochdruck und Herzbelastung zu erhéhter Genexpression von ANP und BNP in linken
Herzventrikeln flihren kann (SERGEEVA AND CHRISTOFFELS 2013), wurde von Frau Dr. Franziska Werner die
MRNA-Expression von beiden Peptiden in linken Herzventrikeln von Tieren unter ND und HFD
untersucht. Die Expression von ANP war in den Kontroll-Tieren unter HFD nicht signifikant erhéht (Abb.
28A). Die linken Ventrikel der B GC-A KO-Tiere wurden nicht untersucht. Die kardiale Expression von
BNP hingegen war in beiden Genotypen unter HFD signifikant hoher als unter ND, in den 8 GC-KO-Tieren
sogar noch starker (Abb. 28B). AuRerdem wurden, ebenfalls von Frau Dr. Franziska Werner, die BNP-
Plasmaspiegel von den Tieren nach 8 Wochen ND und HFD mittels einem spezifischen ELISA bestimmt.
Diese waren in beiden Genotypen unter HFD verringert (Abb. 28C). Obwohl die BNP-Spiegel in beiden
Genotypen dhnlich waren, war der cGMP-Gehalt in frisch isolierten Inseln von 8 GC-A KO-Tieren nach

HFD deutlich verringert im Vergleich zu dem von Kontrolltieren (Abb. 28D).
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Abbildung 28: (A) ANP und (B) BNP mRNA-Expression (normalisiert auf GAPDH) in linken Herzventrikeln sowie (C)
BNP-Plasmaspiegel und (D) cGMP-Gehalt von isolierten Inseln von GC-Aflex/flox. ynd R GC-A KO-Mé&usen nach 8

Wochen ND bzw. HFD (n=5-7 Mause pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs. ND).
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3.4.3 8 GC-A KO-Mduse zeigen stirkere Glukoseintoleranz nach 8-wochiger Hochfettdiat

Vor der Diatintervention sowie 4, 8 und 16 Wochen nach Beginn wurde die Glukosehomoéostase der
Tiere mittels oraler Glukosetoleranz-Tests analysiert. Abbildung 29A zeigt, dass die Tiere beider
Genotypen vor Didtbeginn im Alter von 5 Wochen (unter Standardfutter) eine anndhernd gleiche
Glukosetoleranz aufweisen. Dies bestatigt, dass die Deletion des GC-A-Rezeptors in den B-Zellen unter
physiologischen Bedingungen keine Auswirkungen auf den Phanotyp hat und die Tiere in diesem Alter
einen normalen Glukosestoffwechsel haben (siehe auch Abschnitt 3.2.2). Auch nach 4 Wochen unter
Normal- oder Hochfettdiat zeigten sich keine genotypabhangigen Unterschiede. Die Glukosetoleranz
hatte sich in den Tieren unter HFD im Vergleich zu den Tieren unter ND und vor Diat nur geringflgig
verschlechtert (Abb. 29B). Veranschaulicht wird dies in Abbildung 29E, welche die AUCs zu den
entsprechenden oGTTs abbildet. Die AUCs zu dem oGTT waren demnach nach 4 Wochen HFD nur leicht
hoher als in den Tieren unter ND und vor Diat. Nach 8-woéchiger HFD waren allerdings bereits die basalen
Blutzuckerwerte gefasteter B GC-A KO-Tiere signifikant erhoht im Vergleich zu ND (8 GC-A KO ND: 3,03
+ 0,14 mmol/l; B GC-A KO HFD: 3,79 + 0,16 mmol/l; p = 0,0015). In den Kontroll-Tieren hingegen war
dieser Unterschied nur tendenziell erkennbar, mit einem Nichtern-Blutzucker von 3,1 + 0,17 mmol/l in
der ND-Gruppe und 3,57 + 0,18 mmol/l unter HFD (p = 0,08). Aber auch hier zeigten sich nur kleine
Abweichungen zwischen den Genotypen. Erst der oGTT zeigte, dass die beiden Genotypen
unterschiedlich auf die HFD reagierten. Zwar war die Glukosetoleranz in beiden Gruppen signifikant
schlechter als unter ND, in den R GC-A KO-Tieren jedoch waren die Blutzuckerwerte zu jedem Zeitpunkt
des Tests tendenziell oder signifikant hdher als in den Kontroll-Tieren (Abb. 29C). Besser veranschaulicht
ist dieses Ergebnis ebenfalls in Abbildung 29E. Die AUC der Glukosetoleranz der B GC-A KO-Tiere war
nach 8 Wochen um etwa 22 + 5 % signifikant hoher als die der GC-A"/f*.Tiere unter HFD. Dieser
genotypabhangige Unterschied verschwand nach 16 Wochen Diat. Die Glukosetoleranz der Kontroll-
Tiere verschlechterte sich nach diesen weiteren 8 Wochen HFD auf ein dhnliches Niveau wie das der 1§
GC-A KO-Mause (Abb. 29D,E). Die Glukosehomoostase in den Tieren unter ND verdanderte sich Gber den

gesamten Zeitraum der Diat nicht.
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Abbildung 29: Orale Glukosetoleranz-Tests von GC-Af/flox. ynd B GC-A KO-M3usen (A) vor Didt und nach (B) 4, (C)
8 und (D) 16 Wochen ND bzw. HFD sowie (E) die korrespondierenden AUCs im Zeitverlauf (n=6-10 Mause pro
Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs. ND; # vs. Genotyp; SF=Standardfutter).
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3.4.4 Die Insulinsensitivitdt ist in Kontroll- und B GC-A KO-Tieren unter Hochfettdidt

unverandert

Mit weiteren Versuchen sollte der nach 8-woéchiger HFD beobachtete Unterschied in der
Glukosetoleranz der beiden Genotypen erklart werden. Mittels eines ITT wurde 12 Wochen nach Beginn
der Futterumstellung untersucht, ob die Tiere Insulinresistenzen aufweisen. Wie in Abbildung 30A zu
erkennen, war die Insulintoleranz der Mause zwischen den Genotypen nicht verschieden. Zudem war
die Insulinsensitivitat in den Tieren nach 12 Wochen HFD im Vergleich zur ND unerwarteterweise nicht
verandert. Dies ist verdeutlicht an den jeweils entsprechenden AUCs in Abb. 30B, welche unter HFD
nicht erhoht waren. Ein Unterschied zeigte sich in den basalen Blutzuckerwerten, welche im Rahmen
des ITT nach 4 h Fasten gemessen wurden. Diese waren in beiden Genotypen unter HFD leicht erhoht

(Abb. 30C).
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Abbildung 30: (A) Insulintoleranz-Test von GC-Afo*/flox_ ynd B GC-A KO-M&usen nach 12 Wochen ND bzw. HFD, (B)
die korrespondierende AUC und (C) die basalen Blutzuckerwerte nach 4 h Fasten (n=9 Mé&use pro Genotyp und

Bedingung).
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3.4.5 Erhohte C-Peptid-Spiegel und unverdnderte Glukose-stimulierte Insulinsekretion in

beiden Genotypen unter Hochfettdiat

Zudem wurden die Auswirkungen der HFD auf die Plasmaspiegel von C-Peptid (Abb. 31A) und Insulin
sowie auf die Glukose-stimulierte Insulinsekretion untersucht (Abb. 31B). C-Peptid wird bei der
Umwandlung von Proinsulin zu Insulin abgespalten und zusammen mit Insulin aus den 3-Zellen ins Blut
sezerniert. Die basalen C-Peptid-Spiegel von ungefasteten Tieren waren in beiden Genotypen nach 8
Wochen HFD signifikant erhoht. Dementsprechend waren auch die basalen Insulinspiegel gefasteter
Mause unter HFD nicht unterschiedlich zwischen den beiden Genotypen (Abb. 31B). Auch die Glukose-
stimulierte Insulinsekretion war ahnlich in den § GC-A KO- und den Kontroll-Tieren nach 8-woéchiger
HFD. Diese Ergebnisse waren unerwartet aufgrund des starker pathologischen oGTTs der B GC-A KO-

Tiere zu diesem Zeitpunkt der Studie (Abb. 29C).
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Abbildung 31: (A) Plasma C-Peptid-Spiegel (von ungefasteten Tieren) nach 8 Wochen ND und HFD sowie (B) basale
und Glukose-stimulierte Insulinsekretion (bei gefasteten Tieren) nach 8 Wochen HFD von GC-Af¥flox_ ynd R GC-A

KO-Mausen. (n=5-7 Mause pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs. ND).

3.4.6 Die Translokation von GLUT-4 im Skelettmuskel von B GC-A KO-Tieren unter

Hochfettdiat ist vermindert

Die Diskrepanz zwischen der hoheren Glukoseintoleranz der § GC-A KO-Mause (Abb. 29C) und der
unverdnderten GSIS (Abb. 31B) bei gleicher Insulinsensitivitat (Abb. 30A) beider Genotypen nach 8-
wochiger HFD flihrte zu der Hypothese, dass die 3-Zellen der B GC-A KO-Tiere unter HFD vermehrt
unprozessiertes, biologisch weniger aktives Proinsulin ausschiitten. Um diese These zu testen, wurde

erneut mittels Western Blot die Translokation von GLUT-4 im Zwillingswadenmuskel als Nachweis fiir
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die Aktivitdt von endogenem Insulin untersucht. In Abbildung 31 ist anhand der Na*/K*-ATPase in der
Plasmamembran zu erkennen, dass die Proteinladung der Gele leider etwas ungleichmaRig war. Die
Trennung von Plasma- und Post-Plasmamembran war allerdings sauber, da die Na*/K*-ATPase in der
Post-Plasmamembran-Fraktion nicht nachgewiesen werden konnte. Deshalb wurde bei dieser
Auswertung die Expression von GLUT-4 zundchst auf die Expression der Na*/K*-ATPase in der
Plasmamembran normiert. Da die Translokation der GLUT-4-Molekiile aus zytosolischen Vesikeln in die
Plasmamembran untersucht werden sollte, wurde das Verhaltnis der Plasmamembran-Expression von
GLUT-4-zu-Na*/K*-ATPase anschlieBend, wie auch in Abschnitt 3.3.2.2, auf die Expression von GLUT-4 in
der Post-Plasmamembran normiert. Tatsadchlich war in den B GC-A KO-Tieren sowohl nach 8-wdchiger
ND als auch HFD die Translokation von GLUT-4 in die Plasmamembran signifikant niedriger als in den
Kontroll-Tieren (Abb. 32). Dieses Ergebnis spricht fiir die Annahme, dass von den B-Zellen der B GC-A
KO-Tiere weniger biologisch aktives Insulin ausgeschittet wird, die Translokation von GLUT-4 deswegen

vermindert und die Glukosetoleranz der Tiere unter HFD zu diesem Zeitpunkt der Studie gestort war.
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Abbildung 32: (A) Western Blot-Nachweis von GLUT-4 und Na+/K+-ATPase in PM- und PPM-Fraktionen aus

Skelettmuskeln von GC-AfloX/flox. ynd R GC-A KO-Mausen nach 8-wéchiger ND bzw. HFD sowie (B) das Verhéltnis

von PM GLUT-4 (normiert auf PM Na+/K+-ATPase) zu PPM GLUT-4 zur Untersuchung der Translokation (n=4-5
Mause pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; # vs. Genotyp; (P)PM=(Post-) Plasmamembran).
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3.4.7 Stimulierende Effekte des NP/GC-A-Systems auf die Proliferation pankreatischer R-

Zellen

3.4.7.1 ANP induziert iiber den GC-A-Rezeptor die Cyclin D2 mRNA-Expression in kultivierten

Inseln von Kontroll-Tieren

Als nichstes sollte der Einfluss des NP/GC-A-Systems auf die Proliferation von R-Zellen untersucht
werden. Zuvor wurde bereits von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt, dass ANP in kultivierten Inseln
die DNA-Replikation sowie die mMRNA-Expression des Zellzyklus-Markers Cyclin D2 induziert (You AND
LAYCHOCK 2009). In der vorliegenden Studie wurde dieser Effekt an isolierten, kultivierten Inseln von
Kontroll-Tieren nach 24 h Inkubation mit ANP-Konzentrationen ab 1 nM reproduziert. Diese
Bedingungen fiihrten zu signifikant erhdéhten Cyclin D2 mRNA-Expressionswerten (Abb. 33). Hohere
Konzentrationen hatten keinen zusatzlichen Effekt. Da Inseln auch Endothelzellen enthalten, welche auf
ANP ebenfalls mit erhdhter Proliferation reagieren (KUHN et al. 2009), wurden diese Versuche zusatzlich
an Inseln von B GC-A KO-Mausen durchgefiihrt. Hier hatte ANP keinen Effekt auf die Expression von
Cyclin D2. Dies zeigt, dass ANP die Cyclin D2-Expression, als Index fiir Proliferation, speziell in den R-

Zellen induziert.
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Abbildung 33: Cyclin D2 mRNA-Expression (normalisiert auf $12) in kultivierten Langerhans-Inseln von GC-Aflox/flox.
und B GC-A KO-Mausen nach 24 h Inkubation ohne oder mit ANP (n=8-9 Ansitze & 50 Inseln pro Genotyp und
Bedingung; p<0,05; * vs. Vehikel; # vs. Genotyp).
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3.4.7.2 ANP verbessert die adaptive Proliferation der B-Zellen in Kontroll-Mausen unter

Hochfettdiat

Ob ANP die B-Zellproliferation auch in vivo steigert, wurde anhand des neuen genetischen Mausmodells
analysiert. In der Anfangsphase eines Typ 2 Diabetes kommt es zu einer adaptiven Zunahme der R-
Zellmasse, um periphere Insulinresistenzen, welche mit Ubergewicht einhergehen, zu kompensieren
(RHODES 2005). Bei Mausen fihrt die Futterung mit HFD zur Proliferation von R-Zellen (MOSSER et al.
2015). Um dies nachzuvollziehen, wurden Insulin, Glukagon und die Zellkerne in Pankreasschnitten
immunhistochemisch angefarbt und diese morphometrisch analysiert (Abb. 34A). Diese
Immunhistochemie sowie deren Auswertung wurden von Dr. Hitoshi Nakagawa in der AG M. Kuhn
durchgefihrt. Tatsachlich fiihrte die HFD in den Kontroll-Tieren zu einer signifikanten Zunahme der
Inselflache und einer signifikant grofReren R-Zellflaiche in den Inseln. Ursache fiir diese Zunahme war
eine signifikant erhohte Anzahl an B-Zellen innerhalb der Inseln (Abb. 34B-D). Diese Effekte der HFD
blieben in den B GC-A KO-Mausen aus, was darauf hindeutet, dass die adaptive Proliferation der B-Zellen
durch das NP/GC-A-System verbessert wird.
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Abbildung 34: (A) Reprasentative immunhistochemische Farbung von Insulin, Glukagon und der Zellkerne (DAPI)
sowie die morphometrische Auswertung der (B) Inselflache, der (C) B-Zellflache pro Insel und der (D) Anzahl der
Zellen pro Insel anhand von Pankreas-Schnitten von GC-Aflox/flox. ynd B GC-A KO-Mausen nach 8 Wochen ND bzw.

HFD (n=5 Mause pro Genotyp und Bedingung, 3 Schnitte pro Maus; p<0,05; * vs. ND; # vs. Genotyp).
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3.4.7.3 Die Cyclin D2 mRNA-Expression ist in isolierten Inseln von B GC-A KO-Tieren nach

Hochfettdiat vermindert

Untermauert wurden diese Daten durch das Ergebnis, dass die mRNA-Expression von Cyclin D2 in
isolierten Inseln von GC-A*¥foxTieren nach 8 Wochen HFD erhéht war und dieser Anstieg in den R GC-
A KO-Tieren unter HFD ausblieb (Abb. 35A). Damit wurden die Daten von You und Laychok (2009) nicht
nur in vitro, sondern auch in vivo unter pathologischen Bedingungen reproduziert. Zusatzlich haben wir
in diesen Proben die mRNA-Expression von Ki-67, einem weiteren Marker der Zellproliferation,
untersucht. In den B GC-A KO-Tieren nach 8-wochiger ND sowie HFD und ebenso in den Kontroll-Tieren

unter HFD war die Genexpression von Ki-67 leicht verringert (Abb. 35B).
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Abbildung 35: (A) Cyclin D2 und (B) Ki-67 mRNA-Expression (normalisiert auf B2 Mikroglobulin) in isolierten Inseln
von GC-Aflo/flox_ ynd B GC-A KO-Mausen nach 8 Wochen ND bzw. HFD (n=7-9 M&use pro Genotyp und Bedingung;
p<0,05; # vs. Genotyp).

3.4.8 Effekte von NP/GC-A auf die Expression Diabetes-bezogener Gene nach 8-wochiger
Hochfettdiat

3.4.8.1 Untersuchung der Genexpression mittels Diabetes RT? Profiler PCR Array in isolierten

Langerhans-Inseln

Mithilfe des RT? Profiler PCR Array von Qiagen wurde weiterhin untersucht, welche Diabetes-bezogenen
Gene in den Inseln der Kontroll- und B GC-A KO-Tiere nach den 8-wdéchigen DidtmaRnahmen verandert
waren und ob dahingehend Genotyp-spezifische Unterschiede zu beobachten waren. Zu diesem
Zeitpunkt war die Glukosetoleranz der B GC-A KO-Maéause unter HFD deutlich schlechter als in den
entsprechenden Kontroll-Tieren (Abb. 29C,E). Abbildung 35 stellt ausgewahlte Gene, unterteilt in

funktionelle Gruppen, normiert auf die Kontroll-Tiere unter ND dar.
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Metabolische Enzyme

Betrachtet man die mRNA-Expression der ATP-Citrat-Lyase (Acly) nach 8 Wochen Diat, fallt auf, dass
diese in den Kontroll-Tieren unter HFD nur leicht, in den B GC-A KO-Tieren unter ND bereits auf 0,60 *
0,10 und unter HFD sogar auf 0,29 + 0,06 verringert war (Abb. 36A). Die mRNA-Expression der
Dipeptidylpeptidase 4 (Dpp4) war in beiden Genotypen unter ND sowie in den Kontroll-Tieren unter
HFD nicht verandert, in den B GC-A KO-Tieren nach HFD jedoch stark erhoht (4,21 + 0,56). Die Fructose-
1,6-bisphosphatase (Fbp1) mRNA-Expression war in beiden Genotypen unter HFD deutlich erhoht (Abb.
18C). Auch die R GC-A KO-Tiere unter ND zeigten eine 1,5-fach (+ 0,38) verstarkte Expression. Die mRNA-
Expression von Glykogensynthase-Kinase 3b (Gsk3b) war ahnlich wie bei Dpp4 nur in den 8 GC-A KO-
Tieren unter HFD stark erhoht (4,05 + 0,69). Ebenso war die Expression der Mangan-haltigen
Superoxiddismutase (Sod2) nur in den Inseln der B GC-A KO-Tiere nach HFD erh6ht (2,90 + 0.41).

Zytokine und Wachstumsfaktoren

Die mRNA-Expression von Insulin | (Ins1) war in der vorliegenden Studie sowohl in den R GC-A KO-Tieren
unter ND als auch in beiden Genotypen nach HFD leicht verringert (Abb. 36B). Bei der Betrachtung der
MRNA-Expression des Transforming Growth Factor beta 1 (Tgfb1) fallt auf, dass die Expression in den
Kontroll-Tieren unter HFD und den B GC-A KO-Tieren unter ND um mebhr als die Halfte reduziert war
(Abb. 36B). In den Inseln der Knockouts unter HFD war die Expression hingegen auf das etwa dreifache
erhoht (2,64 +0,15). Die mRNA-Expression des Vascular Endothelial Growth Factor alpha (Vegfa) war in
den Kontroll-Tieren unter HFD unverandert, in den Inseln der B GC-A KO-Tieren unter ND etwa 1,72-

fach (x 0,43) und unter HFD sogar 5,78-fach (+ 0,69) erhoht.

Rezeptoren, Transporter und Kandle

Die Expression von alA-Adrenozeptor mRNA (Adrala) war nach 8 Wochen HFD in den Kontroll-Tieren
geringflgig erniedrigt und in den 8 GC-KO-Tieren erhoht (Abb. 36C). In den B GC-A KO-Md&usen unter
ND war die Expression stark erhoht (2,03 + 0,77), wobei der hohe Standardfehler keine konkrete
Aussage zulasst. Die mRNA-Expression des Ras Proto-Onkogens Rab4a war unter ND in den 8 GC-A KO-
Tieren dhnlich erhoht wie in den Kontroll-Tieren unter HFD. Die HFD-gefiitterten 3 GC-A KO-Tiere
hingegen zeigten eine deutliche Reduktion der Genexpression. Die Genexpression der Synaptosomal-
assoziierten Proteine 23 und 25 (Snap23/25) war in den untersuchten Gruppen dhnlich. Unter ND war
sie in den R GC KO-Tieren annahernd unverandert (Snap23) bzw. geringfiigig erhéht (Snap25). Die HFD
induzierte in den Kontroll-Tieren eine etwas erhdohte Expression mit 1,28 + 0,06 bei Snap23 und 1,37
0,05 bei Snap25, in den B GC-A KO-Tieren war diese unverdandert bzw. leicht erniedrigt. Die Expression
von Vesikel-assoziierten Membranprotein 2 (Vamp2) war in den § GC-A KO-Tieren unter ND leicht (1,27
+ 0,27), in den Kontroll-Tieren unter HFD kaum (1,10 £ 0,01) und in den B GC-A KO-Tieren unter HFD

sogar mehr als 3-fach (3,28 £ 0,25) erhoht. Die Expression der mRNA von Vamp-assoziiertem Protein
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(Vapa) war anndhernd unverdndert in den B GC-A KO-Tieren unter ND sowie den Kontroll-Tieren unter

HFD, jedoch war sie in den B GC-A KO-Tieren unter HFD deutlich reduziert.

Transkriptionsfaktoren

Abbildung 36D veranschaulicht die mRNA-Expression der beiden Transkriptionsfaktoren
CCAAT/Enhancer-bindendes Protein alpha (Cebpa) und Pancreatic-duodenal Homeobox 1 (Pdx1) nach
8-wdchiger Didtintervention in Kontroll- und 8 GC-A KO-Tieren. Die Expression von Cebpa war bei den
R GC-A KO-Tieren unter ND bereits auf etwa die Halfte reduziert (0,49 + 0,10), in den Kontroll-Tieren
unter HFD sogar auf etwa ein Drittel (0,31 £ 0,04) im Vergleich zu den Kontrollen unter ND. Die § GC-A
KO-Tiere unter HFD hingegen wiesen eine deutlich erhéhte Genexpression auf (2,90 + 0,13). Die Pdx1-
Expression war in den 8 GC-A KO-Tieren unter ND sowie den Kontroll-Tieren unter HFD weitestgehend
unverandert. Eine massive Reduktion der Genexpression zeigte sich jedoch in den 8 GC-A KO-Tieren

nach HFD (0,03 + 0,0005).

Kernrezeptoren und andere Diabetes-Gene

In der vorliegenden Untersuchung wurden die beiden Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren
Ppara und Pparg einbezogen (Abb. 36E). Die mRNA-Expression beider Kernrezeptoren war ahnlich in
den einzelnen Gruppen. So wurde in den § GC-A KO-Tieren eine deutlich erhéhte Expression (Ppara:
3,19 + 0,03; Pparg: 2,00 = 0,31) festgestellt, in den Kontroll-Tieren eine etwas weniger erhdhte
Expression (Ppara: 1,82 + 0,18; Pparg: 1,68 + 0,23). In den B GC-A KO-Tieren induzierte die HFD keine
Veranderung der Ppara-Expression; die Expression von Pparg war in dieser Versuchsgruppe sogar stark
reduziert auf 0,33 + 0,02. Die mRNA-Expression von Uncoupling Protein 2 (Ucp2) war in allen Gruppen
im Vergleich zu den Kontroll-Tieren unter ND reduziert. In den B GC-A KO-Tieren war die Genexpression

nach der HFD sogar auf etwa ein Hundertstel verringert (0,01 + 0,0004).

Signaltransduktion

Die mRNA-Expression der Serin/Threonin Kinase Akt2 war in den B GC-A KO-Tieren unter ND auf 1,40
0,19, unter HFD sogar auf 2,78 + 0,20 erhéht. Unverandert war hingegen die Expression in den Kontroll-
Tieren unter HFD. Die mRNA-Expression von Protein Inhibitor of Nuclear Factor kappa-B Kinase Subunit
beta (Ikbkb) war in den B GC-A KO-Tieren unter ND herunterreguliert (0,63 + 0,05), unter HFD hingegen
geringfligig erhoht (1,12 + 0,04). Die HFD induzierte in den Kontroll-Mausen eine um etwa 50 %
reduzierte Genexpression (0,53 + 0). Die B GC-A KO-Tiere zeigten unter HFD eine stark verringerte
Expression von Inositol Polyphosphat Phosphatase Like 1 (Inppl1) (0,18 + 0,01). In den B GC-A-KO-Tieren
unter ND und den Kontroll-Tieren unter ND war die Genexpression hingegen geringfiigig erhoht (Abb.
36F). Die Expression der Mitogen-aktivierten Proteinkinase 14 (Mapk14) war leicht herunterreguliert in
den 8 GC-A KO-Mausen unter ND und den Kontroll-Tieren unter HFD. In den B GC-A KO-Tieren unter

HFD war die Expression sogar um etwa 70 % reduziert (0,29 + 0,01). Die Expression von Mitogen-
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aktivierten Proteinkinase 8 (Mapk8) war ebenfalls in den B GC-A KO-Tieren unter HFD deutlich reduziert

(0,50 + 0,04), in den anderen Gruppen hingegen unverédndert.
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Abbildung 36: mRNA-Expression von 24 ausgewdhlten Genen des Diabetes RT? Profiler PCR Array in isolierten
Langerhans-Inseln von GC-Aflox/flox. ynd R GC-A KO-Miusen nach 8 Wochen ND bzw. HFD (n=2-3 Mé&use pro
Genotyp und Bedingung).
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3.4.8.2 Validierung der Genexpression von Gsk3b, Pdx1 und Ucp2

Einzelne Gene, deren Expressionsmuster bei der Analyse mit dem RT? Profiler PCR Array auffillig
erschien, wurden mittels quantitativer gRT-PCR in allen Inseln der einzelnen Gruppen untersucht, um
die Ergebnisse zu lberprifen und zu validieren. Wie bereits in 3.4.8.1 erwahnt, war die mRNA-
Expression von Glykogensynthase-Kinase 3b (Gsk3b) in den 8 GC-A KO-Tieren unter HFD auf das 4-fache
erhoht, in den anderen Gruppen hingegen kaum verdndert (Abb. 36A). Dieses Ergebnis konnte durch
gRT-PCR Analysen weiterer cDNA-Proben untermauert werden. Wie Abbildung 37A veranschaulicht,
war die Expression in den B GC-A KO-Tieren unter ND im Vergleich zu den Kontroll-Tieren nur geringfiigig
erhoht. Die HFD induzierte in den Kontroll-Mausen einen leichten Anstieg der Expression auf 1,16 £ 0,3.
Die B GC-A KO-Mause zeigten nach der HFD eine um das 1,55-fache (+ 0,16) gesteigerte Expression,
welche damit signifikant héher war als in den Kontroll-Tieren unter ND. Weiterhin wurde die Expression
von Pdx1 naher untersucht. Die Gene Array-Analyse hatte angedeutet, dass die Expression in den 8 GC-
A KO-Tieren unter HFD sehr stark vermindert ist (0,03 + 0,0005), in den anderen Gruppen jedoch
unverandert bleibt. Dieses Ergebnis konnte nur annahernd reproduziert werden. In den B GC-A KO-
Mausen unter ND war die Expression nur geringfligig vermindert auf 0,93 £ 0,19. In den Kontroll-Tieren
hingegen induzierte die HFD einen leichten Anstieg der Expression auf 1,18 £ 0,19, welcher in den B GC-
A KO-Tieren ausblieb. Hier war die Expression leicht verringert auf 0,90 £ 0,14 (Abb. 36B). Zudem wurde
die mRNA-Expression von Ucp2 validiert. In der Gene Array-Analyse war die Expression in allen Gruppen
im Vergleich zu den Kontroll-Tieren um mehr als die Halfte reduziert (Abb. 36E). Bei Einbezug aller cDNA-
Proben zeigte sich allerdings, dass die Expression nur in den £ GC-A KO-Tieren unter ND und HFD
verringert war. In den Kontroll-Tieren war die Expression nach der HFD-Fiitterung sogar 1,31-fach (+

0,22) erhdht und damit anndhernd signifikant hoher als in den B GC-A KO-Mausen unter HFD (Abb. 37C).
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Abbildung 37: qRT-PCR Analysen der Gsk3b, Pdx1 und Ucp2 mRNA-Expression (normalisiert auf 82 Mikroglobulin)
in isolierten Langerhans-Inseln von GC-Ao¥/flox_ynd B GC-A KO-M&usen nach 8 Wochen ND bzw. HFD (n=7-9 Miuse

pro Genotyp und Bedingung).

75



ERGEBNISSE

3.5 Geschlechtsabhidngiger Unterschied im Einfluss der GC-A-Deletion auf die Glukose-

stimulierte Insulinsekretion

Unter basalen Bedingungen hatte die Ablation des GC-A-Rezeptors keinen Einfluss auf physiologische
und metabolische Parameter in vivo. Sowohl mannliche als auch weibliche B GC-A KO-Tiere zeigten im
Vergleich zu Kontroll-Tieren keine Unterschiede im arteriellen Blutdruck und im Koérpergewicht (s.
Kapitel 3.2.1). Ebenfalls unbeeintrachtigt war die basale Insulin- und Glukosehomoostase in den 8 GC-A
KO-Tieren beider Geschlechter, da sie dhnliche Niichtern-Blutzucker- und Insulinspiegel (nach Fasten
Uber Nacht) zeigten wie die Kontroll-Mause (s. Kapitel 3.2.2). Im Verlauf der vorliegenden Arbeit fiel
allerdings bei weiterer getrennter Betrachtung von mannlichen und weiblichen Tieren auf, dass
weibliche 8 GC-A KO-Tiere unter physiologischen Bedingungen eine hohere Glukose-stimulierte
Insulinfreisetzung sowie eine verbesserte Glukosetoleranz hatten. Bei mannlichen Tieren unterschieden
sich diese beiden Parameter hingegen nicht zwischen den Genotypen. Deshalb wurde der These von
einem geschlechtsabhdngigen Unterschied im Einfluss der GC-A-Deletion auf die Glukosetoleranz und

die GSIS im Folgenden genauer nachgegangen.

3.5.1 Verbesserte Glukosetoleranz und Glukose-stimulierte Insulinsekretion in weiblichen

3 GC-A KO-Tieren

Wie in Abbildung 38 zu erkennen waren in etwa 12 Monate alten Médnnchen die Glukosetoleranz (Abb.
38A), die basalen Plasma-Insulinspiegel sowie die Glukose-stimulierte Insulinsekretion (Abb. 38B)
annahernd gleich in beiden Genotypen. Bei gleichaltrigen oder jlingeren Weibchen hingegen war die
Glukosetoleranz der B GC-A KO-Tiere mit einer AUC von 1238,3 + 52,3 signifikant niedriger als bei den
Kontroll-Tieren mit einer AUC von 1649 + 101,2 (Abb. 38C). In den basalen Plasma-Insulinspiegeln
zeigten sich keine genotypabhangigen Unterschiede. Verglichen mit den Mannchen waren diese in den
Weibchen allerdings tendenziell hoher (Abb. 38D). Unerwarteterweise war die Glukose-stimulierte
Insulinsekretion in den B GC-A KO-Weibchen 15 Minuten nach oraler Glukosegabe (1,166 *+ 0,18 ng/ml)
im Vergleich zu den Kontroll-Tieren (0,744 + 0,09 ng/ml) signifikant erhéht. Diese Unterschiede zwischen
Kontroll- und B GC-A KO-Weibchen waren im Alter von 20 Monaten aufgehoben. Hier waren der oGTT,
die basalen Plasma-Insulinspiegel sowie die GSIS nicht mehr unterschiedlich zwischen den Genotypen
(Abb. 38E,F). Da weibliche Mause sich ab einem Alter von 18 Monaten in der Menopause befinden
(MoBBs et al. 1984), vermuteten wir einen Zusammenhang zwischen dem Ostrogenspiegel der Tiere und

dem Genotyp-abhangigen Unterschied der Insulin/Glukose-Homoostase.
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Abbildung 38: Orale Glukosetoleranz-Tests (mit korrespondierenden AUCs), basale Insulinspiegel sowie Glukose-
stimulierte Insulinsekretion von (A,B) mannlichen, (C,D) weiblichen und (E,F) Gber 20 Monate alten, weiblichen
GC-Aflo/flox. ynd R GC-A KO-Méausen (n=6-10 Mause pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs. basal; # vs.

Genotyp).
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3.5.2 Geringere B-Zellfliche und weniger B-Zellen in den Inseln von weiblichen B GC-A KO-

Tieren

Weiterhin wurde die GroBe der Inseln und die Anzahl der R-Zellen in Pankreata von weiblichen Kontroll-
und 8 GC-A KO-Tieren im Alter von 12 Wochen untersucht. Dazu wurden Insulin und die Zellkerne in
Pankreasschnitten von beiden Genotypen immunhistochemisch angefarbt und morphometriert (Abb.
39C). Sowohl die R-Zellflache pro Insel als auch die Anzahl der B-Zellen pro Insel waren in den B GC-A
KO-Mausen leicht verringert (Abb. 39A,B). Im Zusammenhang mit der verbesserten Glukosetoleranz
und der erh6hten Glukose-stimulierten Insulinsekretion bei den B GC-A KO-Weibchen waren auch diese

Ergebnisse unerwartet.
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Abbildung 39: Morphometrische Auswertung der (A) R-Zellflaiche pro Insel und der (B) Anzahl der R Zellen pro
Insel sowie jeweils eine reprdsentative immunhistochemische Farbung von Insulin und der Zellkerne (Dapi) anhand
von Pankreas-Schnitten von weiblichen GC-A¥flx_ ynd B GC-A KO-Mausen (n=5 Mause pro Genotyp, 1 Schnitt

pro Maus).

3.5.3 Ostrogene stimulieren den intrazelluliren cGMP-Gehalt in kultivierten Inseln von

wildtypischen Mausen

Als nichstes wurde der in Abschnitt 3.5.1 vermutete Zusammenhang zwischen dem Ostrogenspiegel
der Tiere und dem Unterschied der beiden Genotypen in der Glukosehomdostase naher untersucht. Um
zu analysieren, ob Ostrogene den GC-A-Rezeptor in kultivierten Inseln direkt aktivieren, wurden isolierte
Inseln von wildtypischen M3usen (GC-A +/+, AG M. Kuhn, Universitdt Wirzburg) und Mausen mit
globaler Deletion des GC-A-Rezeptors (GC-A -/- (LoPEz et al. 1995)) mit ANP oder 17R-Ostradiol (E2)
inkubiert und der intrazellulare cGMP-Gehalt bestimmt. Die ANP-Behandlung induzierte in den Inseln
der GC-A +/+ Tiere eine konzentrationsabhangige Steigerung des cGMP-Gehalts (Abb. 40), welche in

den Inseln der GC-A -/- Tiere ausblieb. Erstaunlicherweise fiihrte auch die Inkubation mit 1 nM E2 zu
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einer signifikanten Zunahme des cGMP-Gehalts der Inseln von GC-A +/+ Tieren. Dieser Effekt war in den
Inseln der GC-A -/- Tiere aufgehoben. Die Effekte von 10 nM E2 waren zwar nicht signifikant, aber
immerhin konnte der cGMP-Gehalt in den GC-A +/+ Inseln durch die Behandlung anndhernd verdoppelt
werden (1,87 + 0,60) und auch hier erfolgte keine cGMP-Antwort in den Inseln der globalen GC-A KO-
Tiere. Zusammengenommen lassen diese Ergebnisse vermuten, dass E2 den GC-A/cGMP-Signalweg

stimuliert.
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Abbildung 40: Effekte von ANP oder E2 auf den cGMP-Gehalt von isolierten Langerhans-Inseln aus GC-A +/+ und

cGMP Gehalt
(x-fach zu Vehikel)

GC-A -/- Mausen nach 15 Minuten Inkubation (n=2-4 Mause pro Genotyp und Bedingung; p<0,05; * vs. Vehikel; #

vs. Genotyp).

3.5.4 ANP und E2 induzieren die Ucp2 mRNA-Expression in kultivierten Inseln von Kontroll-

Tieren

You and Laychock haben 2011 gezeigt, dass die chronische Inkubation isolierter Inseln mit ANP zu einer
erhohten Genexpression des Uncoupling Protein 2 (Ucp2) fiihrt. Ucp2 ist ein mitochondriales
Membranprotein, welches den Protonenfluss durch die innere mitochondriale Membran ohne
Entstehung von ATP vermittelt und somit die Atmungskette entkoppelt (JABUREK et al. 1999). Wahrend
der physiologischen Glukose-stimulierten Insulinsekretion kommt es in R-Zellen durch einen erhéhten
Blutzuckerspiegel zum Abbau von Glukose und zur ATP-Produktion, welche wiederum Uber die
Schliefung von ATP-abhadngigen Kaliumkanalen die Insulinsekretion anregt. Einige Studien haben
bereits nachgewiesen, dass Ucp2 in B-Zellen zu einem verminderten ATP/ADP Verhaltnis und letzten
Endes zu einer stark reduzierten Glukose-stimulierten Insulinsekretion fiihrt (Abb. 41) (CHAN et al. 2001;

ZHANG et al. 2001; AFFOURTIT AND BRAND 2008; GIRALT AND VILLARROYA 2017).
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Abbildung 41: Erhohte mitochondriale Ucp2-Expression fiihrt in pankreatischen R-Zellen zu einem reduzierten
ATP/ADP-Verhiltnis und zu einer Abschwichung der GSIS (Mechanismus basierend auf publizierten Daten (CHAN

etal. 2001)).

Auf Basis der genannten Studien und der Daten von You und Laychock wurde zunachst tGberprift, ob
die ANP-Inkubation isolierter Inseln von Kontroll-Tieren zu einer erhéhten Ucp2 mRNA-Expression fuhrt.
Abbildung 42 stellt dar, dass eine Behandlung liber 24 h mit verschiedenen ANP-Konzentrationen die
Ucp2-Expression etwa 1,5-fach erhohte. In Inseln von 8 GC-A KO-Tieren blieb die Induktion durch ANP

aus, was zeigte, dass diese Uiber den GC-A-Rezeptor vermittelt wird.
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Abbildung 42: Ucp2 mRNA-Expression (normalisiert auf $12) in kultivierten Inseln von GC-Af*¥flx_ ynd R GC-A KO-
Mausen nach 24 h Inkubation ohne oder mit ANP (n=4-10 Ansatze & 50 Inseln pro Genotyp und Bedingung; p<0,05;
# vs. Genotyp).

Da E2 ebenfalls den GC-A/cGMP-Signalweg aktiviert (Abb. 40), untersuchten wir auch dessen Einfluss
auf Ucp2. Eine 24-stiindige Inkubation mit verschiedenen E2-Konzentrationen induzierte eine
konzentrationsabhangige Steigerung der Ucp2 mRNA-Expression (Abb. 43). Die Kombination von 10 nM
E2 und 10 nM ANP verstarkte die Expression sogar auf das anndahernd 10-fache im Vergleich zur Vehikel-
Gruppe. Die Stimulation der Ucp2-Expression durch E2 alleine oder in Verbindung mit ANP wird durch

den GC-A-Rezeptor vermittelt, da die Effekte in den Inseln der B GC-A KO-Tiere aufgehoben waren.
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Abbildung 43: Ucp2 mRNA-Expression (normalisiert auf S12) in kultivierten Langerhans-Inseln von GC-Afo¥/flox_ ynd
R GC-A KO-Mausen nach 24 h Inkubation mit E2 ohne bzw. mit ANP (n=2-3 Ansé&tze a 50 Inseln pro Genotyp und

Bedingung; p<0,05; * vs. Vehikel; # vs. Genotyp).

3.5.5 Verminderte Ucp2 mRNA-Expression in Inseln von weiblichen B GC-A KO-Tieren

Zuletzt wurde untersucht, ob sich die basale Ucp2 Genexpression in Inseln der beiden Genotypen
unterscheidet. In Abbildung 44 ist zu erkennen, dass in den Inseln der B GC-A KO-Mannchen im Vergleich
zu den Kontroll-Tieren die basale Expression von Ucp2 tendenziell erhoht war. Bei den Weibchen
verhielt sich dies anders. Die Inseln der weiblichen B GC-A KO-Tiere hatten eine niedrigere basale Ucp2
Genexpression verglichen mit den Kontroll-Tieren. Diese Daten untermauern die in vitro beobachteten
Effekte von ANP * E2 auf die Ucp2 mRNA-Expression in isolierten Inseln und stellen eine Verbindung her
zu den in vivo in weiblichen Tieren beobachteten Einflissen der GC-A-Deletion auf die Glukose-

stimulierte Insulinsekretion.
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Abbildung 44: Ucp2 mRNA-Expression (normalisiert auf S12) in isolierten Inseln von mannlichen sowie weiblichen

GC-Aflo¥/flox_ ynd B GC-A KO-M3usen (n=6-12 Miuse pro Genotyp und Geschlecht).
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Die Natriuretischen Peptide ANP und BNP werden allgemein als kardiovaskuldr und renal wirksame
Hormone betrachtet (KuHN 2016). Weniger bekannt ist die Tatsache, dass sie den Fett- und
Glukosestoffwechsel stark beeinflussen kénnen. Uber ihren gemeinsamen GC-A-Rezeptor verbessern
sie unter anderem die Insulinsensitivitdt im Fettgewebe, Skelettmuskel und der Leber, wodurch sie eine
Verbindung zwischen dem Herzen und dem Energiestoffwechsel herstellen kénnen (JORDAN et al. 2018).
Zudem lieRen verschiedene epidemiologische, pharmakologische sowie in vitro-Studien vermuten, dass
die kardialen Natriuretischen Peptide eine regulierende Rolle im endokrinen Pankreas, speziell fiir die
insulinproduzierenden R-Zellen, austiben (UEHLINGER et al. 1986; ROPERO et al. 2010; GRUDEN et al. 2014,
SCHLUETER et al. 2014). Anhand dieser Studien entstand das Konzept, dass das sogenannte
,Natriuretische Handicap“ bei Ubergewichtigen nicht nur zu einer gestdrten Insulinsensitivitat fiihrt,
sondern vermutlich auch zu einer unzureichenden Insulinsekretion der B-Zellen (COUE AND MORO 2016;
VERBOVEN et al. 2017). Die regulatorische Bedeutung dieser Herzhormone fiir die Insulinsekretion in vivo
wurde allerdings nie eindeutig gezeigt. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb mittels eines neuen
genetischen Mausmodells mit B-zellspezifischer Deletion des GC-A-Rezeptors untersucht, ob das
endogene NP/GC-A-System die Funktion und/oder die Proliferation von R-Zellen unter physiologischen
oder pathologischen Bedingungen in vivo moduliert und ob es darin geschlechtsspezifische

Unterschiede gibt.

4.1 Beeinflusst der endogene NP/GC-A-Signalweg in pankreatischen R-Zellen die Glukose-

induzierte Insulin-Freisetzung unter physiologischen Bedingungen?

Zunachst lieferten in vitro-Versuche das Ergebnis, dass ANP die Glukose-stimulierte Insulinsekretion aus
R-Zellen in isolierten Inseln von Kontroll-Mausen steigert, was mit publizierten Daten Ubereinstimmt
(ROPERO et al. 2010). Zudem wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Gisela
Drews im Rahmen der Doktorarbeit von Frau Dr. Sabrina Undank ein hemmender Effekt von ANP auf
den Kate-Kanal nachgewiesen (UNDANK et al. 2017b), was ebenfalls die Ergebnisse von Ropero et al.
(2010) untermauert. Diese akuten Effekte von ANP auf die Stimulus-Sekretions-Kopplung sind an
isolierten Inseln von B GC-A KO-Tieren aufgehoben, was belegt, dass die Wirkung des synthetischen,
exogen zugefiihrten Peptids durch die Aktivierung des GC-A-Rezeptors auf B-Zellen vermittelt wird. Die
Expression des GC-A-Rezeptors auf B-Zellen wurde bereits 1988 von Verspohl beschrieben und wurde
in der vorliegenden Dissertationsarbeit mittels quantitativer RT-PCR sowie anhand
immunhistochemischer Farbungen an Pankreas-Schnitten bestatigt. Weiterhin ist die Beteiligung des

intrazellularen sekundaren Botenstoffes cGMP an der ANP-stimulierten Insulinsekretion naheliegend.
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Der steigernde Effekt von ANP auf den cGMP-Gehalt isolierter Inseln, welcher 1989 bereits an Inseln
von Ratten nachgewiesen wurde (VERSPOHL AND AMMON 1989), war an B GC-A KO-Tieren abgeschwaécht.
Ebenso wie die Rezeptor-Expression war auch dieser Effekt in den 8 GC-A KO-Mausen nur vermindert,
da der GC-A-Rezeptor durch die RIPCre-vermittelte Deletion einzig in den R-Zellen ausgeschalten wird.
In anderen Zelltypen innerhalb der Langerhans-Inseln der 8 GC-A KO-Mause, wie Endothelzellen (KUHN
2009) und Glukagon-sezernierenden a-Zellen (s. Abb. 11, Abschnitt 3.1.2) blieb die GC-A-Expression
erhalten. Die Beteiligung cGMP-abhéangiger dritter Signaltrdger, wie cGKI (Kuo 1974; ROPERO et al. 1999),
PDE2A (ROSMAN et al. 1997; STEPHENSON et al. 2009) und PDE3B (ZHAO et al. 1997; HEIMANN et al. 2010),
welche in pankreatischen Inseln und -Zellen exprimiert sind, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.
Ergebnisse der AG Kuhn aus einer Studie in Kooperation mit einer spanischen Arbeitsgruppe, welche
zeigen, dass ANP Uber das GC-A/cGMP/cGKI-System die Effekte von Glukose auf die Insulinsekretion
verbessert (ROPERO et al. 2010), wurden in einer kiirzlichen Publikation bestatigt (UNDANK et al. 2017b).
In vivo hatte die Ablation des GC-A-Rezeptors in B-Zellen allerdings keinen Einfluss auf physiologische
und metabolische Parameter unter basalen Bedingungen. Im Gegensatz zu Mausen mit konventioneller,
globaler GC-A-Deletion, welche diverse systemische Veranderungen wie Bluthochdruck,
Herzhypertrophie und erhéhten Sympathikustonus aufweisen (KUHN 2009), hatten sowohl méannliche
als auch weibliche B GC-A KO-Tiere im Vergleich zu Kontroll-Tieren einen normalen arteriellen Blutdruck
und unverandertes Korpergewicht. Ebenfalls unbeeintrachtigt war die basale Insulin- und
Glukosehomoostase in den 8 GC-A KO-Tieren, da sie dhnliche Niichtern-Blutzucker- und Insulinspiegel
(nach Fasten Uber Nacht) zeigten wie die Kontroll-M&use. Die orale Glukosetoleranz und die GSIS
hingegen waren nur in den mannlichen Mausen unverandert zwischen den Genotypen (Abschnitt 3.5.1).
Auf denin den R GC-A KO-Weibchen beobachteten Phanotyp einer verbesserten oralen Glukosetoleranz
und gesteigerten GSIS wird in Abschnitt 4.4 genauer eingegangen. Die ansonsten niedrigeren
Blutdruckwerte, das geringere Korpergewicht sowie die niedrigeren basalen Blutzuckerspiegel der
Kontroll- sowie § GC-A KO-Weibchen im Vergleich zu mannlichen Geschwistertieren lassen sich
vermutlich auf bekannte geschlechtsspezifische Unterschiede in einigen Mausstammen zurickfiihren
(NISHIKAWA et al. 2007; VENTURA-CLAPIER et al. 2017). Im Rahmen dieser Dissertation wurde zudem die
Glukosetoleranz in vivo mittels eines intraperitonealen Glukosetoleranztests (ipGTT) untersucht, da eine
in vitro-Studie an isolierten Inseln gezeigt hatte, dass ANP den insulinotropen Effekt des
Inkretinhormons Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) verstarkt (UNDANK et al. 2017b). Oral oder
intraperitoneal verabreichte Glukose hatte allerdings ahnliche Auswirkungen auf die Blutzuckerspiegel
beider Genotypen, weshalb wir einen steigernden Effekt von endogenem ANP auf Inkretine in vivo
ausschlieBen (TAUSCHER et al. 2018).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass das endogene NP/GC-A-System in
pankreatischen R-Zellen fir die basale oder postprandiale Insulinsekretion unter physiologischen

Bedingungen in vivo entbehrlich ist bzw. keinen regulierenden Einfluss hat.

83



DISKUSSION

4.2 Verbessert ein Anstieg der NP-Plasmaspiegel die Glukose-stimulierte Insulinsekretion von

pankreatischen B-Zellen?

Eigene Daten und in vitro-Studien anderer zeigten, dass ANP und/oder BNP Uber den GC-A-Rezeptor,
die Stimulus-Sekretions-Kopplung von B-Zellen akut steigern kdonnen. Sie unterstiitzen dadurch das
Konzept einer NP-vermittelten Achse zwischen dem Herzen und dem endokrinen Pankreas, durch
welche die physiologische, postprandiale Insulinsekretion verstarkt wird (GRUDEN et al. 2014; UNDANK et
al. 2017b; VERBOVEN et al. 2017). Allerdings waren die eingesetzten Konzentrationen an synthetischem
ANP mit 10 nM mehr als hundertfach hoher als die normalen, physiologischen ANP-Spiegel. Diese liegen
bei gesunden Menschen zwischen 3 - 20 pM (RADEMAKER AND RICHARDS 2005) und bei Madusen zwischen
100 - 200 pM (LoPez et al. 1997). Nach einer Mahlzeit beispielsweise steigen die Plasmakonzentrationen
an ANP nur leicht um etwa 10 % an (SONNE et al. 2017). Im Gegensatz zu den akuten insulinotropen
Effekten von 10 nM ANP in vitro (an isolierten Inseln oder kultivierten R-Zellen) fuhrte die
intraperitoneale Injektion einer hohen Dosis von synthetischem ANP an Mausen sogar zu einer deutlich
abgeschwachten GSIS. Dieser Effekt war ebenso in den B GC-A KO-Tieren zu beobachten und ist deshalb
nicht auf eine direkte inhibitorische Wirkung von ANP auf die R-Zellen zurickzufihren. Akute
Injektionen von NPs flhren in der Tat zu zahlreichen systemischen Verdnderungen (POLLACK et al. 1997,
BRUNNER AND WOLKART 2001; HoLTWICK et al. 2002). Friihere Versuche aus der Arbeitsgruppe zeigten, dass
i.p. injiziertes ANP in der hier verwendeten Konzentration bei Kontroll-Tieren zu einem sofortigen Abfall
des systolischen und diastolischen Blutdrucks fiihrt (HoLTwick et al. 2002). Dieser akute Blutdruckabfall
bewirkt vermutlich eine Aktivierung des Sympathikus (Izzo AND TAYLOR 1999), welche wiederum die
Insulinfreisetzung aus den R-Zellen hemmt (PORTE AND ROBERTSON 1973). HOhere akute Anstiege der
ANP/BNP-Plasmaspiegel um das 2 - 10-fache sind bei Sport (MoRo et al. 2008) oder Kalteexposition
(BORDICCHIA et al. 2012) zu beobachten. Auch hier kommt es schnell zu einer durch den Sympathikus
koordinierten, verminderten Insulinsekretion, um die Glukosehomoostase wahrend des erhohten
Glukoseverbrauchs im Gewebe aufrecht zu erhalten (MoORo et al. 2008; MORTON et al. 2017).

Im Gegensatz zu der akuten Injektion fiihrte die chronische Applikation einer niedrigen BNP-Dosis bei
den Kontroll-Tieren zu einer verbesserten Insulinsekretion, erhdhten basalen Plasma-Insulinspiegeln,
einer gesteigerten GSIS sowie einer gesteigerten Glukosetoleranz. Zudem induzierte das infundierte
BNP, vermutlich Uber die verstdrkte Insulinfreisetzung, in den Kontroll-M&dusen eine erhdhte
Translokation von GLUT-4 im Skelettmuskel, was zu einer erhohten Glukoseaufnahme in die Zellen
fihren kann. Diese stimulatorischen Effekte von BNP werden (ber die Aktivierung des GC-A-Rezeptors
der B-Zellen vermittelt, da sie in den 8 GC-A KO-Tieren ausblieben.

Auffadllig war weiterhin, dass das Korpergewicht der Kontroll-Tiere nach der BNP-Infusion signifikant
reduziert war. Fur diese Gewichtsreduktion sprechen die bekannten metabolischen Effekte der NPs.

Dazu zahlen eine verbesserte Insulinsensitivitat (BIRKENFELD et al. 2012), gesteigerte Lipolyse (MORO et
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al. 2004), eine erhohte mitochondriale Biogenese sowie Fettoxidation im Skelettmuskel (MIYASHITA et
al. 2009), ein erhohter Energieverbrauch durch Thermogenese im braunen Fettgewebe (BORDICCHIA et
al. 2012) und eine verringerte Nahrstoff- und Nahrungsaufnahme (ADDISU et al. 2011; VILA et al. 2012).
Es wird sogar diskutiert, dass die bei Herzinsuffizienz chronisch erhéhten Plasmaspiegel an BNP
aufgrund der lipolytischen Eigenschaften und der Aktivierung des oxidativen Stoffwechsels zu
Gewichtsverlust und kardialer Kachexie beitragen konnen (CHRISTENSEN et al. 2013; MARTINS et al. 2014;
SCHLUETER et al. 2014). Warum der Effekt von BNP auf das Korpergewicht bei den R GC-A KO-Tieren
ausblieb, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Da der GC-A-Rezeptor in allen anderen
Geweben erhalten ist, hatte das exogene BNP zu einer Gewichtsreduktion durch die genannten Effekte
fihren miussen. Inwiefern die NP/GC-A-vermittelte Stimulation der Insulin-Sekretion durch die
pankreatischen B-Zellen eine direkte Rolle spielt, erfordert weitere Untersuchungen.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser pharmakologischen Versuche in Ubereinstimmung mit
anderen Studien keine direkten Effekte von akuten Anstiegen der NP-Plasmaspiegel auf die Glukose-
und Insulinhomoostase in vivo (HEINISCH et al. 2012; COUE et al. 2015). Solche rapiden Anstiege bringen
immer zahlreiche systemische Veranderungen mit sich, welche, sei es direkt oder durch Aktivierung des
sympathischen Systems, vermutlich jeglichen direkten stimulatorischen Effekt der NPs auf die B-Zellen
kompensieren oder verhindern. Dass hingegen chronisch erhohte NP-Plasmaspiegel die
Glukosetoleranz in vivo verbessern, haben andere pharmakologische (PLANTE et al. 2014; COUE et al.
2015) sowie genetische (MIYASHITA et al. 2009) Studien bereits nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit
wurde zudem gezeigt, dass die stimulierenden Effekte von NPs auf die GSIS direkt tGber den GC-A-
Rezeptor von pankreatischen R-Zellen vermittelt werden. Funktionell relevant konnten diese
Beobachtungen bei (patho)physiologischen Zustanden mit erhohter kardialer Freisetzung von ANP

und/oder BNP sein.

4.3 Welche Bedeutung hat das endogene NP/GC-A-System fiir die Funktion und Vitalitat
pankreatischer B-Zellen unter pathologischen Bedingungen eines experimentell induzierten

Diabetes Mellitus Typ 2?

Wie hier zuvor gezeigt und diskutiert, hat das endogene NP/GC-A-System fir die Funktion von
pankreatischen B-Zellen unter basalen, physiologischen Bedingungen keine kritische Bedeutung.
Friihere Studien an Tieren mit zellspezifischer GC-A-Deletion in Kardiomyozyten, Endothelzellen oder
renalen Podozyten zeigen allerdings, dass der jeweilige Knockout unter pathologischen Zustdnden
durchaus Auswirkung auf den Verlauf des kardialen Remodeling (HoLTwick et al. 2003), der Angiogenese
(KUHN et al. 2009) oder der Regeneration von Podozyten (STAFFEL et al. 2017) hat. Um zu untersuchen,
ob ein gestorter NP/GC-A-Signalweg in R-Zellen deren Anfilligkeit fuir diabetogene Reize erhéht, wurde
R GC-A KO- und Kontroll-Tieren Gber mehrere Wochen eine HFD gefiittert.
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4.3.1 Einfluss der HFD auf physiologische Parameter, NP-Plasmaspiegel und -Genexpression

Es ist bekannt, dass Mause unter den Bedingungen einer HFD Fettleibigkeit (SPEAKMAN et al. 2007),
arteriellen Bluthochdruck (CHAAR et al. 2016) sowie Insulinresistenzen (BARIBAULT 2010) entwickeln.
Auch in der vorliegenden Arbeit fiihrte die HFD bei beiden Genotypen zu einer gleichmaRigen,
deutlichen Gewichtszunahme sowie einem erhohten arteriellen Blutdruck. Ein Zusammenhang
zwischen HFD und der Entstehung von Bluthochdruck wurde bereits beschrieben und wird erklart durch
eine erhohte Aktivitdt des sympathischen Nervensystems (CHAAR et al. 2016). Desweiteren ist in den
hier untersuchten Tieren die kardiale mRNA-Expression von BNP unter HFD deutlich héher als unter ND.
Die erhohte Expression wurde vermutlich hervorgerufen durch den arteriellen Bluthochdruck und die
Herzbelastung (SERGEEVA AND CHRISTOFFELS 2013). Eine erhohte BNP-Expression in Herzen von
Wildtypmé&usen (C57BL/6) unter HFD wurde bereits gezeigt (Lucas et al. 2016). Eine Erklarung dafir,
dass nur die Genexpression von BNP (nicht von ANP) verdndert ist, kbnnte sein, dass es durch das HFD-
induzierte Ubergewicht zur Entstehung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o. kommt (DA COSTA et
al. 2016). Von diesen ist bekannt, dass sie die Synthese und Sekretion von BNP, nicht aber von ANP
stimulieren (KUHN 2016). Trotz der erhohten mRNA-Expression waren die Plasmaspiegel von BNP unter
HFD niedriger als unter ND. Diese Beobachtung stimmt Uberein mit vielen klinischen und
experimentellen Studien, welche gezeigt haben, dass Ubergewichtige und Typ 2 Diabetiker erniedrigte
NP-Plasmaspiegel aufweisen (RAMOS et al. 2015). Wie in der Einleitung erwéahnt, gibt es flr den als
,Natriuretisches Handicap” bezeichneten, systemischen Mangel an NPs bei Ubergewicht,
Insulinresistenz und T2D verschiedene Erklarungsansatze. Eine erhohte Expression des NPR-C-Rezeptors
in Skelettmuskel und Fettgewebe wurde sowohl bei Mausen unter HFD als auch bei genetischen
Mausmodellen fiir T2D nachgewiesen und erscheint hier am wahrscheinlichsten, wurde allerdings nicht
nadher untersucht (MIYASHITA et al. 2009; COUE et al. 2015). Wahrend die systemischen Effekte der HFD
auf den Bluthochdruck, die BNP-Expression und den BNP-Plasmaspiegel in beiden Genotypen dhnlich
waren, zeigten die isolierten Inseln der 8 GC-A KO-Tiere nach HFD einen deutlich reduzierten Gehalt an

cGMP. Begriindet ist dies in der lokalen Deletion des GC-A-Rezeptors auf den R-Zellen der Inseln.

4.3.2 Rolle des endogenen NP/GC-A-Systems fiir die Glukose/Insulin-Homdoostase bei

Ubergewicht-induzierter Insulinresistenz

Dass das endogene NP/GC-A-System eine Bedeutung fir die pankreatischen R-Zellen unter
pathologischen Bedingungen hat, zeigt das Ergebnis, dass die B GC-A KO-Tiere bereits nach 8 Wochen
HFD eine starkere Glukoseintoleranz im oGTT als die Kontroll-Geschwistertiere aufwiesen. Dieser
genotypabhdngige Unterschied verschwand nach 16 Wochen Diat, als sich die Glukosetoleranz der

Kontroll-Tiere weiter auf ein dhnliches Niveau wie das der B GC-A KO-Tiere verschlechterte. Die
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Insulintoleranz der Mause hingegen war wahrend der Diat nicht verschieden zwischen den Genotypen.
Dies war zu erwarten, da die GC-A-Deletion in den R-Zellen keinen Einfluss auf die periphere
Insulinsensitivitat der Tiere haben sollte. Anders als erwartet jedoch zeigten die HFD-geflitterten Tiere
keine Insulinresistenzen in den durchgefiihrten ITTs. Lediglich die basalen Blutzuckerwerte, welche im
Rahmen des ITT nach 4 h Fasten gemessen wurden, waren in den Genotypen unter HFD leicht erhoht,
was auf Insulinresistenzen hinweist. Andere Studien haben gezeigt, dass die Fltterung einer HFD mit
60 % Energiegewinn aus Fett frihzeitiger zu einer deutlichen Auspragung von Insulinresistenzen fihrt
(SPEAKMAN et al. 2007; MOSSER et al. 2015). Dennoch ist zu berlicksichtigen, dass Unterschiede im
genetischen Hintergrund der Tiere oder in der Zusammensetzung des Futters zu Differenzen im Verlauf
und/oder der Manifestation eines (Prd-)Diabetes beitragen kénnen (HEYDEMANN 2016). Fir eine
kompensatorische Hyperinsulindmie, wie sie unter Insulinresistenzen auftritt, sprechen auch die nach 8
Wochen HFD deutlich erhdhten basalen C-Peptid- und Insulinspiegel. Allerdings zeigten sich hier, wie
auch in der GSIS, keine genotypabhangigen Unterschiede unter HFD.

Die Diskrepanz zwischen der erhohten Glukoseintoleranz der B GC-A KO-Tiere und der dhnlichen
Insulinsekretion im Vergleich zu den Kontroll-Tieren fiihrte zu der Annahme, dass die B-Zellen ohne den
GC-A-Rezeptor den erhohten Insulinbedarf unter der starkeren Blutzuckerentgleisung nicht ausreichend
kompensieren konnen. Die zudem deutlich verminderte GLUT-4-Translokation im Skelettmuskel der 1§
GC-A KO-Tiere spricht ebenso fiir einen gestérten Insulinsignalweg. Da die Reaktion auf das exogene
Insulin wahrend des ITTs zwischen den Genotypen nicht verschieden war, vermuten wir, dass die -
Zellen der B GC-A KO-Mause vermehrt unprozessiertes, biologisch weniger aktives Proinsulin
ausschitten. Allerdings konnen kommerzielle ELISA Kits fir murines Insulin nicht zwischen den beiden
Formen unterscheiden. Diese These wird unterstiitzt durch die kiirzliche Beobachtung, dass der Verlust
des Akt/mTORC1-Signalweges, welcher protektive Effekte von NP/GC-A in R-Zellen vermittelt (You AND
LAYCHOCK 2009), nicht nur die R-Zellhomoostase, sondern auch die Prozessierung von Insulin
beeintrachtigt (BLANDINO-ROSANO et al. 2017). In klinischen Studien weisen erhdhte Proinsulinspiegel
wahrend eines oGTTs auf eine fortschreitende B-Zelldysfunktion und die Entstehung von T2D hin
(PFUTZNER et al. 2015). Auch unter ND zeigten die B GC-A KO-Tiere eine tendenziell verminderte
Translokation von GLUT-4 in die Plasmamembran der Skelettmuskel. Da die Tiere unter den
physiologischen Bedingungen der ND, anders als unter HFD, keinen erhohten Insulinbedarf haben,
zeigten sich bei ihnen keine Veranderungen in der Glukosetoleranz. Der beobachtete Zusammenhang
zwischen der GC-A-Deletion in B-Zellen, der Insulinprozessierung sowie der verminderten GLUT-4-

Translokation in peripherem Gewebe benotigt weitere Untersuchungen.
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4.3.3 Effekte des NP/GC-A-Signalweges auf die adaptive B-Zellproliferation unter HFD

Abgesehen von den verschiedenen kardiovaskuldaren und metabolischen Effekten (iben NPs auch Effekte
auf das Wachstum und die Proliferation von Zellen aus. Einerseits hemmen sie die Hypertrophie von
Kardiomyozyten (HoLTwick et al. 2003) und die Zellteilung von Fibroblasten (TAMURA et al. 2000),
andererseits stimulieren sie wiederum die Proliferation von Endothelzellen (KUHN 2012) oder renalen
Podozyten (STAFFEL et al. 2017). Zudem ist bekannt, dass ANP die Proliferation von kultivierten B-Zellen
aus pankreatischen Inseln von Ratten und Insulinom-Zellen (INS-1E) iber die GC-A/cGMP-abhingige
Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI13K) und des Akt/Foxola/Cyclin D2-Signalweges stimulieren
kann (You AND LAYcHOcK 2009). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen erhéhte ANP die mRNA-
Expression von Cyclin D2 in den B-Zellen isolierter, kultivierter Inseln von Kontroll-Tieren, nicht jedoch
von B GC-A KO-Tieren. Unter physiologischen Bedingungen proliferieren B-Zellen aber kaum. Im
Anfangsstadium eines klinischen oder experimentell induzierten T2D, z.B. unter Ubergewicht,
kompensiert der endokrine Pankreas die auftretenden Insulinresistenzen indem er die 3-Zellmasse und
die Insulinsekretion erhoht (LINGOHR et al. 2002; MEzzA et al. 2014). Im weiteren Verlauf kommt es
aufgrund des Versagens der B-Zellen durch einen Zellverlust und verminderter Insulinsekretion der
verbleibenden Zellen zur Manifestation des Diabetes (RHODES 2005). Ob das endogene NP/GC-A-System
in solch einer Situation neben der Insulin-Sekretion ebenfalls die Proliferation der R-Zellen moduliert,
wurde innerhalb der durchgefiihrten Didtinterventionen an Kontroll- und B GC-A KO-Tieren untersucht.
Die Fiitterung einer HFD fiihrt bei M&usen nachgewiesenermaRen neben Ubergewicht, Bluthochdruck
und Insulinresistenzen ebenso zu einer erhohten B-Zellproliferation (AHREN et al. 2010; GOLSON et al.
2010; OLIVEIRA et al. 2015). In den Kontroll-Ma&usen der vorliegenden Arbeit war sowohl die GroRRe der
endokrinen Inseln, die Anzahl der R-Zellen pro Insel als auch die Expression von Cyclin D2 in isolierten
Inseln bereits 2 Monate nach Beginn der HFD erhoht. Die Expression des Zellzyklusmarkers Ki-67 war
allerdings im Vergleich zu den Kontroll-Tieren nach 8-wdchiger ND sowie HFD leicht verringert, was
unerwartet war, da bereits gezeigt werden konnte, dass eine HFD-induzierte R-Zellproliferation mit
erhohter Ki-67 mRNA-Expression einhergeht (STAMATERIS et al. 2013). Eine neuere Studie hat jedoch
hervorgebracht, dass Ki-67 weniger fir die Zellproliferation direkt verantwortlich ist, sondern vielmehr
fir die Organisation von Heterochromatin und der damit verbundenen Transkription Zellzyklus-
relevanter Gene (SOBECKI et al. 2016). Demnach kénnen auch Zellen mit einer verminderten Expression
von Ki-67 effizient proliferieren. Auffallend war, dass die adaptiven morphologischen (Proliferation)
sowie molekularen Verdanderungen (gesteigerte Cyclin D2-Expression) in den 8 GC-A KO-Tieren nicht
auftraten und das zu einem Zeitpunkt, an dem diese Tiere im oGTT bereits eine deutlichere
Glukoseintoleranz als die entsprechenden Kontroll-Tiere aufwiesen. An dieser Stelle sei nochmals auf
die bereits diskutierten, unverdnderten Insulinspiegel zwischen den beiden Genotypen unter HFD

hingewiesen. Frihere Studien haben bereits zeigen kdnnen, dass 3-Zellen mit einer dhnlich gestorten
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Zellproliferation wie in dieser Arbeit, Insulinresistenzen kompensieren kdnnen, indem sie die
Insulinsekretion erhohen (Kim et al. 2007). Welcher Mechanismus konkret im weiteren Verlauf
letztendlich flir die ausgepragtere Glukoseintoleranz in den B GC-A KO-Tieren unter der HFD
ausschlaggebend ist, bedarf, wie bereits erwahnt, weiterer Untersuchungen. Insgesamt gesehen scheint
neben der sekretorischen Funktion ebenso die Vitalitat der BR-Zellen unter den pathologischen
Bedingungen der HFD starker und frihzeitiger beeintréchtigt zu sein wenn das NP/GC-A-System dieser

Zellen fehlt.

4.3.4 Auswirkung des NP/GC-A-Systems auf die Expression Diabetes-bezogener Gene in

pankreatischen Inseln

Zusédtzliche Hinweise auf die Bedeutung des endogenen NP/GC-A-Systems fir die B-Zellen in
Zusammenhang mit einem experimentell induzierten T2D sollte die Validierung von ausgewahlten
Diabetes-bezogenen Genen liefern, deren Expression in einer vorgeschalteten Gene Array-Analyse
besonders auffallig waren. Die erhohte Expression von Gsk3b in den Inseln der HFD-gefiitterten 8 GC-A
KO-Tiere ist ein weiteres Anzeichen dafir, dass das endogene NP/GC-A-System eine Rolle bei der
adaptiven Proliferation der RB-Zellen spielt, da Gsk3b in R-Zellen nachgewiesenermalen anti-
proliferative und pro-apoptotische Eigenschaften besitzt (LIU et al. 2010). Ein direkter Effekt von ANP
auf die Expression von Gsk3b konnte bisher nicht nachgewiesen werden, allerdings wurde bereits ein
Zusammenhang zwischen der Inaktivierung von Gsk3b und Natriuretischen Peptiden gezeigt. In der
kardialen Myoblasten-Zelllinie H9c2 wird Gsk3b durch ANP sowohl tiber den cGMP/PKG- als auch den
PIK3/Akt-Signalweg inaktiviert (HONG et al. 2012). AuBerdem konnten Chaudhary et al. (2009) in
isolierten Mausherzen beobachten, dass BNP Gsk3b liber den GC-A-Rezeptor inhibiert.

Die Expression des [-zellspezifischen Transkriptionsfaktors Pdx1 in den Inseln der Mause nach der
Diatintervention war erstaunlicherweise weitestgehend unverandert. Nachgewiesen ist, dass Pdx1
wichtig ist fiir das Uberleben und die Insulinsekretion von R-Zellen und dass eine reduzierte Expression
einhergeht mit verminderter B-Zellproliferation sowie dem Versagen der B-Zelle bei der Progression
zum Typ 2 Diabetes (SACHDEVA et al. 2009). Der leichte Anstieg der mRNA-Expression in den Kontroll-
Tieren deutet darauf hin, dass die HFD unter Beteiligung des ANP/GC-A-Systems zu diesem Zeitpunkt
der Diat eine verbesserte R-Zellfunktion und/oder eine vermehrte Proliferation induziert. Dass ANP die
Expression von Pdx1l stimuliert, wurde bereits an kultivierten Inseln und der R-Zelllinie INS-1E
beobachtet (You AND LAYcHOCK 2009). Das vorlaufige Ergebnis der Gene Array-Analyse, dass die
Expression in den 8 GC-A KO-Tieren unter HFD sehr stark vermindert ist, konnte jedoch nicht
reproduziert werden.

Auch die Validierung von Ucp2 stimmte nicht vollstandig mit den Daten aus dem Gene Array liberein. In

den Inseln der Kontroll-Tiere unter HFD war die Expression deutlich héher als in denen der 8 GC-A KO-
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Tiere. Ein Zusammenhang zwischen der Expression von Ucp2 und der ANP-induzierten Produktion von
c¢GMP in isolierten Inseln konnte in vitro bereits nachgewiesen werden (YOU AND LAYCHOCK 2011). Die
Expression von Ucp2 ist in R-Zellen unter HFD aufgrund von glukolipotoxischen Bedingungen meist
hochreguliert und ist begleitet von einer gestorten Glukose-stimulierten Insulinsekretion sowie der
Entstehung von T2D (ZHANG et al. 2001; CHAN et al. 2004; AFFOURTIT AND BRAND 2008). Dies stimmt nicht
Uberein mit dem hier beobachteten genotypabhangigen Unterschied unter HFD, da die 8 GC-A KO-Tiere
nach 8 Wochen einen weitaus schlechteren oGTT bei unveranderter GSIS zeigten. Eine neuere Studie
aus dem Jahr 2017 (LI et al.) hat allerdings belegt, dass eine erhéhte Expression von Ucp2 B-Zellen vor
Glukotoxizitat sowie oxidativem Stress schiitzt und dass die Apoptoserate dieser B-Zellen geringer ist.
Mause mit einem RB-zellspezifischen Knockout von Ucp2 zeigen zudem aufgrund einer erhohten
Glukagonsekretion aus pankreatischen alpha-Zellen eine gestérte Glukosetoleranz (ROBSON-DOUCETTE et
al. 2011).

Leider sind die Ergebnisse aus der hier durchgefiihrten Gene Array-Analyse und der nachfolgenden
Validierung der Genexpression in den Inseln nicht immer eindeutig. Es ist bekannt, dass die
verschiedenen Schritte bei der Inselpraparation oder der Kultivierung der Inseln Einfluss auf die
Genexpression haben kdnnen (DREJA et al. 2010; GiLL et al. 2011). Die Reproduktion der Ergebnisse sowie
die Validierung weiterer Gene aus der Array-Analyse mit einer unabhangigen Methode oder sogar
anhand einzelner B-Zellen ware sinnvoll. Nichtsdestotrotz zeigt die vorliegende Arbeit, dass das
endogene NP/GC-A-System pankreatischer R-Zellen vor allem unter pathologischen Bedingungen die

adaptive sekretorische Funktion und Vitalitat dieses Zelltyps verbessert.

4.4 Welche Mechanismen sind beteiligt an den geschlechtsabhdngigen Unterschieden im

Einfluss der B-zellspezifischen GC-A-Deletion auf die Glukose-stimulierte Insulinsekretion?

Schon lange ist bekannt, dass durch die grundlegenden biologischen Unterschiede zwischen den
Geschlechtern nahezu alle Aspekte des Stoffwechsels, einschliefllich der Energiebilanz sowie des
Glukose- und Lipidstoffwechsels, reguliert und die Pathogenese der meisten, wenn nicht gar aller
Krankheiten, einschlieRlich Fettleibigkeit und Diabetes, beeinflusst werden (MAUVAIS-JARVIS 2015). T2D
wird bei Mannern haufiger in jlingeren Jahren und bei niedrigerem BMI diagnostiziert; bei Frauen
hingegen wird hiufiger der bedeutendste Risikofaktor, ndmlich das Ubergewicht, beobachtet (KAUTZKY-
WILLER et al. 2016). Umso wichtiger ist es daher das Geschlecht als biologische Variable bereits in der
praklinischen Forschung mit einzubeziehen und nicht nur, wie bisher meist liblich, mannliche Tiere,
sondern auch weibliche Tiere zu betrachten (ZUCKER AND BEERY 2010; CLAYTON AND COLLINS 2014; MAUVAIS-

JARVIS et al. 2017a).
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4.4.1 Gegensatzliche Effekte der B-zellspezifischen GC-A-Deletion auf die Insulin/Glukose-

Homoostase bei mannlichen und weiblichen Tieren

Das vielleicht auffalligste und konsistenteste Ergebnis der in vivo-Studien in dieser Arbeit ist der
geschlechtsspezifische Unterschied in der Auswirkung der -zellspezifischen GC-A-Deletion auf die GSIS.
Wahrend bei den mannlichen B GC-A KO-Tieren die basalen und die Glukose-stimulierten Insulinspiegel
nicht verandert waren, zeigten die weiblichen B GC-A KO-Tiere tendenziell hohere basale (Nichtern-)
Insulinspiegel sowie eine deutlich verstarkte GSIS. Dementsprechend war die Glukosetoleranz wahrend
den oGTTs der B GC-A KO-Mannchen im Vergleich zu den Kontroll-Tieren unverdandert, bei den
weiblichen B GC-A KO-Tieren hingegen erheblich verbessert. Ebenfalls eine verstarkte GSIS konnten
Ropero et al. bereits 2010 an isolierten Inseln von Weibchen mit globaler GC-A-Deletion nachweisen.
Als Erganzung der hier geschilderten Beobachtungen in vivo ware es sinnvoll diese in vitro-Versuche an
Inseln mit R-zellspezifischer Deletion des GC-A-Rezeptors von Mannchen und Weibchen zu
reproduzieren. Interessanterweise hatten die globalen GC-A KO-Weibchen ebenfalls eine geringere R-
Zellflache und weniger B-Zellen verglichen mit den Kontroll-Tieren, dhnlich zu der vorliegenden Arbeit.
Diese Tatsache ist wiederum erklarbar durch den hier beobachteten Zusammenhang zwischen dem
ANP/GC-A-System und der Proliferation von B-Zellen. In der Studie mit dem Di&t-induzierten Diabetes
wiesen die Inseln der mannlichen B GC-A KO-Tiere unter ND sogar eine tendenziell groRere R-Zellflache
mit geringfligig mehr B-Zellen pro Insel auf. Fir konkretere Aussagen zu diesen morphologischen
Unterschieden ware eine Wiederholung der morphometrischen Analysen mit Pankreata von

gleichaltrigen mannlichen und weiblichen Tieren beider Genotype wichtig.

4.4.2 Einfluss von Ostrogenen auf das endogene NP/GC-A-System von pankreatischen

R-Zellen

Aufgrund der Tatsache, dass die in den weiblichen B GC-A KO-Tieren verstarkte GSIS mit der
einhergehenden, verbesserten Glukosetoleranz in tber 20 Monate alten Weibchen nicht mehr zu
beobachten war, vermuteten wir einen Zusammenhang mit dem Ostrogenspiegel der Tiere. Ab einem
Alter von 18 Monaten tritt bei Mausen die Menopause mit einer zunehmend verringerten
Ostrogenproduktion ein (MoBBs et al. 1984). Dass Ostrogene eine Bedeutung fiir den Glukose- und
Energiestoffwechsel haben, ist lange bekannt (GODSLAND 1996; ROPERO et al. 2008; ALLAN 2014). Sie
vermitteln diese Effekte aber nicht nur Gber periphere Gewebe wie Muskel, Leber und Fettgewebe,
sondern auch Uber direkten Einfluss auf die Proliferation, das Wachstum und die Funktion
pankreatischer B-Zellen (GODSLAND 2005; NADAL et al. 2009; Liu AND MAUVAIS-JARVIS 2010; MAUVAIS-JARVIS

2016), was die in dieser Arbeit erhobenen Daten erklaren konnte. In vitro konnte bereits ein
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Zusammenhang zwischen 17R-Ostradiol (E2), dessen Rezeptor (Ostrogen-Rezeptor B, ERR) und dem GC-
A/cGMP-System auf R-Zellen gezeigt werden (ROPERO et al. 1999; SORIANO et al. 2009). Da diese Effekte
an Inseln von globalen GC-A KO-Mausen aufgehoben waren, wird eine Verbindung zwischen ERR und
dem GC-A/cGMP/PKG-System vermutet (SORIANO et al. 2009). Ubereinstimmend damit konnte
nachgewiesen werden, dass Ostrogene den intrazelluliren Gehalt an cGMP von isolierten Inseln iiber
den GC-A-Rezeptor stimulieren, da die cGMP-Antwort in den Inseln von globalen KO-Tieren ausblieb.
Unsere Daten bestatigen somit aullerdem die Ergebnisse einer Studie aus dem Jahr 2007, in welcher
eine direkte Aktivierung des GC-A-Rezeptors mit nachfolgender cGMP-Antwort durch E2 in glatten
Muskelzellen nachgewiesen wurde (EL-MOWAFY et al.). Desweiteren ist bekannt, dass E2 Gber ERR in
isolierten Inseln den GC-A-Rezeptor stimuliert und so Gber den cGMP/PKG-Signalweg die Glukose-
abhangigen Effekte auf die Aktivitat von Karp-Kandlen, intrazelluldre Ca*-Signale sowie die Insulin-
Sekretion verbessert (SORIANO et al. 2011). Wiirde genau dieser Signalweg in den B GC-A KO-Tieren
wegfallen, ginge dies jedoch mit einer verminderten GSIS einher. Da die GSIS in den weiblichen 8 GC-A
KO-Tieren in der vorliegenden Arbeit allerdings verstarkt war, muss eine alternative Signalkaskade

involviert sein.

4.4.3 Interaktion von Ostrogenen und dem NP/GC-A/cGMP-System bei der Stimulation der

Ucp2-Expression

Eine Studie von You und Laychock hatte 2011 gezeigt, dass die chronische Inkubation isolierter Inseln
mit ANP Uber ein vermindertes ATP/ADP Verhéltnis zu einer stark reduzierten Insulinsekretion fihrt.
Vermittelt wird dieser Effekt Gber eine verstarkte Expression des mitochondrialen Uncoupling Protein 2
(Ucp2), welche bereits haufiger mit einer verminderten Insulinsekretion und der Entstehung von T2D in
Verbindung gebracht wurde (AFFOURTIT AND BRAND 2008; Souza et al. 2011). Eine B-zellspezifische
Deletion von Ucp2 fiihrt zudem zu einer gesteigerten GSIS in vitro (ROBSON-DOUCETTE et al. 2011).
AulRerdem wurde bereits nachgewiesen, dass die Behandlung von Adipozyten mit E2 zu einer
verstarkten Ucp2-Expression fiihrt (KiM et al. 2012). Unsere Ergebnisse, welche zeigen, dass ANP sowie
E2 die Ucp2-Expression in kultivierten Inseln von Kontroll-Tieren induzierten, bestatigen diese Daten.
Die simultane Inkubation mit beiden Substanzen erhéhte die Expression von Ucp2 in den Inseln noch
mehr und zeigt damit, dass es sich um additive oder sogar synergistische Effekte von ANP und
Ostrogenen handeln muss, welche die Funktion der B-Zellen in den weiblichen Tieren modulieren. Da
diese Beobachtungen in den Inseln von 8 GC-A KO-Tieren ausblieben, ist der GC-A-Rezeptor der 3-Zellen
an der Vermittlung dieser Effekte beteiligt. In vivo konnte dieser Zusammenhang bisher nicht gezeigt
werden. Allerdings ist bekannt, dass Ostrogene die mRNA-Expression von Ucp2 in Fettgewebe und

Skelettmuskel von Ratten beeinflussen konnen (PEDERSEN et al. 2001). Unterschiede in der basalen
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MRNA-Expression von Ucp2 zwischen Mannchen und Weibchen wurden bisher jedoch nicht
beschrieben. Einhergehend mit den in vitro gemachten Beobachtungen war die basale Expression von
Ucp2 in den Inseln von mannlichen Tieren leicht erhoht, in den Inseln der weiblichen B GC-A KO-Tiere
hingegen deutlich niedriger als in denen der Kontroll-Tiere. Damit stellen diese Daten eine Verbindung
her zu den in vivo beobachteten unterschiedlichen Einfllissen der GC-A-Deletion auf die GSIS beider
Geschlechter. Letztendlich vermuten wir, dass die Effekte von endogenen Ostrogenen und ANP in den
Inseln von weiblichen B GC-A KO-Tieren aufgehoben oder vermindert sind und dadurch zu einer
reduzierten Expression von Ucp2, einer verbesserten Verfligbarkeit von ATP und letztendlich zu einer
erhohten GSIS fihren. Welche Bedeutung diese hier beobachtete Zusammenarbeit zwischen ANP und
Ostrogenen fiir die Physiologie der R-Zellen hat und inwiefern diese sogar niitzlich sein kann, bleibt
allerdings unklar. Die Expression und Aktivitdt von Ucp2 scheint wichtig zu sein, um die physiologische
Antwort der RB-Zellen auf die schwankende Nahrstoffversorgung zu koordinieren und um
Hypoglykdmien zu vermeiden, wie sie unter einer exzessiven Insulinsekretion entstehen wirden
(AFFOURTIT AND BRAND 2008; SESHADRI et al. 2017). Interessanterweise ist bereits bekannt, dass die Ucp2
Expression in Inseln von gefasteten Mausen ansteigt und so die GSIS drosselt (BORDONE et al. 2006).
AuBerdem ist die Expression von Ucp2 in Inseln von Mausen in geflittertem Zustand erniedrigt und sogar
Uber den Tagesverlauf hinweg variabel, was erforderlich ist fiir eine zeitliche Kontrolle der
Glukosetoleranz in Abhangigkeit von der Nahrstoffverfligbarkeit (SESHADRI et al. 2017). In Einklang mit
diesen und unseren Daten steht aullerdem die Beobachtung, dass nach einer Nahrungsaufnahme
sowohl die ANP- (GOETZE 2013; ARORA et al. 2016) als auch die Ostradiol-Plasmaspiegel (RACZ et al. 2015)
akut absinken. Ebenso induziert Fasten die Protein-Expression von ANP in den Azinuszellen des
exokrinen Pankreas von Ratten (NAJENSON et al. 2019).

Eine weitere Uberlegung ist, dass die generell héheren Ostrogen- und ANP-Plasmaspiegel bei Frauen
(HAMADA et al. 2017) zu einer erhohten Ucp2-Expression in B-Zellen fiihren und die dadurch
abgeschwachte GSIS die B-Zellen schont fiir Zeiten in denen der Kérper einen erhéhten Energiebedarf
hat, wie beispielsweise wahrend einer Schwangerschaft. Interessant ware daher zu untersuchen, ob
weibliche B GC-A KO-Madause trotz einer verbesserten GSIS in der Schwangerschaft friihzeitig eine
Glukoseintoleranz entwickeln, da deren B-Zellen schneller erschopfen. Generell konnte eine
kontinuierliche Herausforderung einer ,hyperaktiven” B-Zelle mit hoher Nahrstoffversorgung, z.B.
durch erhohte Blutzuckerspiegel, zu einem beschleunigten Versagen fiihren. Insgesamt gesehen
bendtigen die Mechanismen und die (patho)physiologische Bedeutung dieser geschlechtsabhangigen
Auswirkung auf den GC-A/cGMP-Signalweg in pankreatischen R-Zellen - ob sie nun vorteilhaft oder

nachteilig sind - weitere eingehende Untersuchungen.

93



DISKUSSION

4.5 Klinische Relevanz

Kardiovaskuldare und metabolische Erkrankungen sind eng miteinander verkniipft, was auf eine
Verbindung zwischen  Herz-Kreislauf- und Stoffwechsel-Organen hindeutet. Zahlreiche
epidemiologische und physiologische Studien unterstiitzen das Konzept, dass sowohl Bluthockdruck
und Herzinsuffizienz als auch Ubergewicht und metabolisches Syndrom gekennzeichnet sind von einem
systemischen Mangel an NPs. Wie bereits in der Einleitung vorgestellt, pradisponiert das sogenannte
»Natriuretische Handicap” fiir arteriellen Bluthochdruck und Insulinresistenzen, welche im weiteren
Verlauf zu T2D flhren konnen. RegelmaRige Bewegung und Gewichtsverlust durch reduzierte
Kalorienaufnahme wurden bereits mit erhéhten NP-Spiegeln und einem verstiarkten NP/GC-A-
Signalweg in Verbindung gebracht, was dazu beitragt, Bluthochdruck zu senken und die
Blutzuckerkontrolle zu verbessern. Ebenso sind pharmakologische Interventionen im Einsatz, welche
den GC-A-Rezeptor durch synthetische NPs aktivieren, den Abbau von NP durch Neprilysin hemmen
oder den Abbau von cGMP durch PDE5 reduzieren. Diese allgemeinen und pharmakologischen
MaRnahmen kdnnen die NP-Plasmaspiegel sowie das NP/GC-A-System verbessern und so das Risiko fuir
das metabolische Syndrom und T2D verringern (s. Abschnitt 1.4 und Abb. 6).

Bisherige Studien beziehen sich allerdings einzig auf einen Einfluss des NP/GC-A/cGMP-Systems auf den
Energiestoffwechsel sowie die Insulinsensitivitdit von peripheren Organen. Im Rahmen dieser
Dissertation konnte erstmals ein direkter Zusammenhang der NPs und ihrem Rezeptor mit
pankreatischen -Zellen hergestellt werden. Unsere vergleichenden Untersuchungen zwischen B GC-A
KO- und Kontroll-Tieren zeigen, dass das endogene NP/GC-A-System pankreatischer B-Zellen fir die
basale Insulin- und Glukosehomdostase zumindest unter physiologischen Bedingungen in vivo
entbehrlich ist. Die akute bzw. chronische pharmakologische Applikation von NPs hingegen rief
entgegengesetzte metabolische Effekte hervor. Wahrend die einmalige Injektion einer hohen Dosis an
ANP die GSIS als auch die Glukosetoleranz in beiden Genotypen verminderte, verstarkte die
langerfristige Gabe einer geringeren Dosis an BNP die GSIS direkt (iber den GC-A-Rezeptor der 3-Zellen
und fihrte zu hoheren Plasma-Insulinspiegeln sowie einer verbesserten Glukosetoleranz. Langzeit-
Infusionen mit synthetischen NPs zur Behandlung von Patienten mit akut dekompensierter
Herzinsuffizienz sind in Japan (ANP/Caperitide) bereits seit 1995 zugelassen (KONISHI et al. 2016). Eine
Normalisierung der systemischen NP-Plasmaspiegel zur Pravention oder Behandlung von
Stoffwechselstérungen bei libergewichtigen Patienten waren demnach ein Ansatz fiir die Entwicklung
von neuen Therapieoptionen. Desweiteren zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass ein
gestorter NP/GC-A-Signalweg in R-Zellen deren Anfilligkeit fur diabetogene Reize erhdht. Neben der
Insulinsekretion moduliert das endogene NP/GC-A-System ebenfalls die adaptive Proliferation der R-
Zellen und kann so in Zeiten eines erhohten Insulinbedarfes, zumindest zunachst, die Entstehung von

Glukoseintoleranz hinauszégern. Die Wiederherstellung der systemischen NP-Plasmaspiegel und/oder
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der NP-Signalisierung ware eine Moglichkeit sowohl die Funktion als auch die Masse der R-Zellen
aufrechtzuerhalten, um der Entstehung eines T2D entgegenzuwirken. Basierend auf bereits publizierten
und unseren Daten vermuten wir, dass Gber das NP/GC-A/cGMP-System die cGKI stimuliert wird und
weiter Uber den PI3K/pAKT die Zellkern-Translokation des Transkriptionsfaktos Foxola verhindert wird,
was wiederum die Transkription von CyclinD2 verstarkt und somit die Proliferation der B-Zellen induziert
(Abb. 45)(You AND LAYCHOCK 2009). Zudem ist in Abbildung 45 der vorgschlagene Einfluss des NP/GC-
A/cGMP-Systems auf die Stimulus-Sekretions-Kopplung und der damit einhergehenden verstarkten

Insulinfreisetzung dargestellt (ROPERO et al. 2010; UNDANK et al. 2017b).

9

Q9 Ca%t
ANP/BNP Membran- - 9
depolarisation

Pankreatische
B-Zelle

Proliferation §

| = CyclinD2

Abbildung 45: Einfluss des NP/GC-A/cGMP-Signalweges auf die Insulinfreisetzung und die Proliferation
pankreatischer B-Zellen. (Vorgeschlagener Mechanismus, basierend auf eigenen und publizierten Daten (You AND

LAYCHOCK 2009; ROPERO et al. 2010); (UNDANK et al. 2017b)).

Ebenfalls bedeutsam ist die Entdeckung des geschlechtsabhdngigen Unterschiedes im Einfluss der GC-A
Deletion auf die GSIS. Wir erweitern damit bisherige Daten um die Erkenntnis, dass es sich um additive
oder sogar synergistische Effekte von ANP und Ostrogenen handeln muss, welche die Funktion von R-
Zellen Uber eine erhéhte Ucp2-Expression in weiblichen Tieren modulieren. Abbildung 46 zeigt den
aufgrund eigener und publizierter Daten vermuteten Mechanismus der Interaktion von E2/ERR mit dem
NP/GC-A/cGMP-System in B-Zellen und der daraus resultierenden verstarkten Expression von Ucp2,
welche wiederum beteiligt ist an einer Hemmung der GSIS (SORIANO et al. 2009; YOU AND LAYCHOCK 2011;

Kim et al. 2012).
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Abbildung 46: Interaktion von E2/ERR mit dem ANP/GC-A/cGMP-System in pankreatischen B-Zellen bei der
Stimulation der Ucp2-Expression und der dadurch hervorgerufenen Hemmung der GSIS. (Vorgeschlagener
Mechanismus, basierend auf eigenen und publizierten Daten (SORIANO et al. 2009; You AND LAYCHOCK 2011; Kim et

al. 2012)).

Zum einen ist bereits nachgewiesen, dass die Therapie mit Ostrogenen in der Menopause die
Plasmaspiegel von ANP und BNP bei Frauen erhéht (MAFFEI et al. 2001). Zum anderen ist bekannt, dass
eine Hormonersatztherapie zu Beginn bzw. wahrend der Menopause einen positiven Effekt auf die
Glukosehomoostase bei Frauen ohne und mit T2D hat (PASCHOU AND PAPANAS 2019). Unsere Daten liefern
somit einen weiteren moglichen Erklarungsansatz fir den zugrundeliegenden Mechanismus und
eréffnen mogliche Therapieoptionen, da Ostrogene aufgrund ihrer zahlreichen Nebenwirkungen nicht
immer zum Einsatz kommen kdnnen (MAUVAIS-JARVIS et al. 2017b).

Insgesamt gesehen bestatigen und ergdnzen die Daten dieser Dissertation den derzeitigen Wissenstand
Uber die metabolischen Effekte des NP/GC-A-Systems und weisen auf eine protektive Funktion der
kardialen Hormone im endokrinen Pankreas hin. Mit der Zulassung von Entresto®, der Kombination aus
Sacubitril, welches durch die Hemmung des Abbaus der NPs deren Plasmaspiegel erhoht, mit dem AT1-
Blocker Valsartan fiir die Behandlung von Patienten mit Herzversagen, ist es umso wichtiger geworden,
die vielfaltigen Auswirkungen der NPs und deren moglichen Einsatz bei kardio-metabolischen
Krankheiten zu verstehen. Aus dieser Perspektive haben die hier vorliegenden Daten nicht nur hohe
pathophysiologische Relevanz, sondern ergeben auch mogliche therapeutische Implikationen, welche

in zukUnftigen experimentellen und/oder klinischen Studien Beachtung finden sollten.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AB
Abb.
ANP
APS
ATP
AUC
BNP
BMI
bp
BSA
bzw.
Ca
cDNA
cGKI
cGMP
Cre
ddNTP
DNA
E2
ERR
FAM
FKS
FRET
g
GC-A
GLUT-2/4
GSIS
GTP

h

HFD

Antibiotikum

Abbildung

Atriales Natriuretisches Peptid
Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

Flache unter der Kurve (area under the curve)
B-Typ Natriuretisches Peptid

Body Mass Index

Basenpaare

bovines Serumalbumin

beziehungsweise

Calcium

komplementare DNA (complementary DNA)
cGMP-abhéangige Proteinkinase |

zyklisches Guanosinmonophosphat

causes recombination / cyclization recombination
Didesoxyribonukleotide
Desoxyribonukleinsadure (desoxyribonucleic acid)
17R-Ostradiol

Ostrogenrezeptor R

6-FAM-phosphoramidit

fotales Kalberserum
Forster-Resonanzenergietransfer

Gramm

Guanylylcyclase A

Glukosetransporter Typ 2 bzw. 4
Glukose-stimulierte Insulinsekretion
Guanosinmonophosphat

Stunde

Hochfettdiat
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HI

i.p.
ITT

KGW
KO

Konz.

loxP
mA
mg
Hg
min
ml

ul
mM
mmol
mRNA
ng
ND
NGS
NP(s)
oD
oGTT
PAGE
PBS
PCR
PDE
Pen/Strep
PI3K

PKG

hitzeinaktiviert
intraperitoneal
Insulintoleranz-Test
internationale Einheit
Kalium

Korpergewicht

Knockout

Konzentration

Liter

locus of X-over P1
Milliampere

Milligramm

Mikrogramm

Minute

Milliliter

Mikroliter

Millimolar

Millimol

messenger RNA
Nanogramm

Normaldiat

Normal Goat Serum
Natriuretische(s) Peptid(e)
optische Dichte

oraler Glukosetoleranz-Test
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate-buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Phosphodiesterase
Penicillin/Streptomycin
Phosphoinositid-3-Kinase

Proteinkinase G
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(P)PM
qRT-PCR
RIA

RIP

rom

RT

SD

SDS
SEM
TEMED
Temp.
T2D
Ucp2

UPL

(Post-) Plasmamembran

guantitative Realtime-PCR
Radioimmunoassay

rat insulin promotor

revolutions per minute

Raumtemperatur

Sekunde

Standardabweichung (standard deviation)
Sodium dodecyl sulfate

Standardfehler (standard error of the mean)
N’,N’,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin
Temperatur

Diabetes Mellitus Typ 2

Uncoupling Protein 2

Universal Probe Library

Volt
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7 ANHANG

7.1 Puffer und Losungen

A+ AB - Losung: 135 mM NacCl
5,6 mM KCl
1,2 mM MgCl,, wasserfrei
1,28 mM CaCl,
3 mM Glucose
10 mM Hepes
0,1 % BSA
1 % (v/v) Pen/Strep
(final: 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin)
pH 7,4

Laemmli-Puffer, 3x: 200 mM Tris-HCl (pH 6,8)
6 % (w/v) SDS
15 % (v/v) Glycerol
10 % (v/v) R-Mercaptoethanol
0,01 % (w/v) Bromphenolblau
pH 6,7

Lauf-Puffer: 25 mM Tris
200 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

PBS, 1x: 137 mM Nacl
2,7 mM KCl
10 mM Na;HPO,
1,8 MM KH;PO4

Ponceau S-Losung: 0,2 % (m/v) Ponceau S

10 % Trichloressigsdure
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Puffer A: 50 mM Tris, pH 8
0,5 mM DTT (Dithiothreitol)
0,1 % (v/v) NP-40 (Nonidet-P40)
50x Protease-Inhibitoren
10x Phosphatase-Inhibitoren
ddH,0

Sammelgel, 4 %: 6,8 ml ddH,0
1,7 ml Acrylamid (30 %)
1,25 ml Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8)
100 pl SDS (10 %)
100 pl APS (10 %)
10 pul TEMED

TAE-Puffer, 50x: 2 M Tris
0,25 M Natriumacetat
50 mM EDTA
pH 8,0

TBS-T-Puffer: 19,8 mM Tris
94,6 mM NacCl
pH 7,4
0,1 % (v/v) Tween®20

Transfer-Puffer: 25 mM Tris
20 % (v/v) Methanol
192 mM Glycin

Trenngel, 10 %: 7,9 ml ddH,0
6,7 ml Acrylamid (30 %)
5,0 ml Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8)
200 pl SDS (10 %)
200 pl APS (10 %)
8 ul TEMED
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Verdau-Puffer:

7.2 Substanzen

Firma:
AppliChem GmbH, Darmstadt

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz
Bio&Sell GmbH, Feucht
Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe

ChinaPeptides Co Ltd, Shanghai, China
Dianova GmbH, Hamburg

GE Healthcare GmbH, Freiburg
Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm
Gerbu Biotechnik GmbH, Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich

100 mM Tris

5 mM EDTA
200 mM Nacl
0,2 % (w/v) SDS
PCR-H,0

Name:
Formaldehyd-L6sung 4 %, Hepes

BNP-45 (mouse) trifluoroacetate salt

Agarose

Acrylamid, Isopropanol, Natriumacetat, Milchpulver,
Phenol

ANP (1-28) (rat)

Immunoselect Antifading Mounting Medium DAPI
Penicillin/Streptomycin 100x, Transfermembran
Amersham Protran 0,2 um

RedMastermix (2X) Tag PCR Mastermix

BSA (TYPE-H1)

Chloroform, Ethanol, Glucose, Glycin, Methanol, MgCl,
(wasserfrei), NaCl, Trichloressigsaure

Collagenase P, cOmplete Protease EASYpack, cOmplete
Phosphatase EASYpack, FastStart Essential DNA Probes
Master, Laminin

APS, -Estradiol, B-Mercaptoethanol, Bromphenolblau,
Cacl,, D-(+)-Glukose, Dithiothreitol, EDTA, Glycerol, KCl,
KH,PO4, Na;HPO4, Nancy-520, Nonidet P-40, PCR-
Wasser, Ponceau S, Proteinase K, REDTaq® PCR
Reaction Mix, SDS, TEMED, Tris, Tween®20

GeneRuler 100bp DNA Ladder,

Gibco® RPMI-1640 Medium Glutamaxx-Supplement,
Gibco® RPMI-1640 no Glucose, Normal Goat Serum 10
%, PageRulerTM Prestained Protein Ladder (10-170
kDa), Pierce® BCA Protein Assay Reagent A, Pierce® ECL

Western Blotting Substrate, RNALater®, Trizol®
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7.3 Standardtierfutter und Experimentaldidten

Produkt

% kcal aus Fett

Hersteller

Bestellnummer

Alleinfuttermittel

ssniff-Spezialdidten

9 V15340
Maus-Haltung GmbH, Soest
DIO Low Fat Control
. 10 Research Diets Inc., D 124508
Diet
New Brunswick, USA
DIO High Fat Diet 60 D 12492
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