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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2

Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 sind in den letzten Jahren zu einem zentralen
Thema unseres Gesundheitssystems geworden. So berichtete die MONICA Studie
[1], dass zwischen 1983 und 1986 in Europa im Durchschnitt 15 % aller Manner und
22 % aller Frauen adip0s waren mit einem BMI > 30. Mehr als die Halfte der
Erwachsenen zwischen 35 und 65 Jahren waren demzufolge Ubergewichtig oder
adip6s. Neue Daten zeigten, dass zwischen 1988 und 1994 in den USA 20 % aller
Manner und 25 % aller Frauen fettleibig waren [2]. Es wird eine deutliche Steigerung
der Pravalenz in den nachsten Jahren weltweit erwartet.

Insbesondere konnte eine Steigerung der Adipositas im Kindesalter beobachtet
werden [3]. In Deutschland ist inzwischen jedes flinfte Kind Ubergewichtig.

Dabei sind die Sekundarerkrankungen der Adipositas bedeutend flr die Prognose
der Patienten. Zahlreiche Studien beschreiben den Zusammenhang zwischen
Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2, Schlaganfall, arterieller Hypertonie,
koronarer Herzkrankheit, thrombotischen Komplikationen, Schlafapnoesyndrom,
Cholelithiasis, Arthrosen und Tumorerkrankungen (z.B. Kolon-, Rektum-,
Endometrium-, Mamma- und Prostata-Karzinom) [4]. Dieser Zusammenhang wird
insbesondere im Rahmen des metabolischen Syndroms deutlich [5-7]. Die Nurses
Health Study berichtete 1995, dass das Risiko fur den Diabetes mellitus Typ 2 bei
einem BMI von 30 achtundzwanzigfach erhéht ist [8]. Man geht davon aus, dass die
Kosten, welche aufgrund der steigenden Pravalenz des Ubergewichtes entstanden,
im Jahr 2000 etwa 2-7 % des Gesundheitsetats ausmachten [9-11].

Die Pravalenz des Diabetes mellitus Typ 2 nahm ebenfalls in den letzten Jahren zu.
Im Jahr 2000 gab es weltweit etwa 171 Millionen Patienten mit einem Diabetes
mellitus Typ 2. Dabei betrug das Lebenszeit-Risiko fur die Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 2 in den USA im Jahr 2000 fur Frauen 32,8 % und fur Manner
38,5 % [12, 13].

Der Zusammenhang zwischen Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 soll im

Folgenden naher betrachtet werden.
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Allgemein geht man davon aus, dass bei der Entwicklung der Adipositas eine
vermehrte Bildung freier Fettsauren zu einer gesteigerten Glukoneogenese der Leber
und zu einer Dyslipoproteinamie fuhren. Dies fuhrt zu einer Hyperinsulinamie, welche
durch die Entwicklung einer Insulinresistenz an den peripheren Organen unterstitzt
wird. Zunachst ist die Beta-Zelle des endokrinen Pankreas in der Lage, durch eine
vermehrte Insulinproduktion die metabolische Storung zu kompensieren. Im Verlauf
kommt es zum Versagen der Funktion der Beta-Zelle und zur Entwicklung des
Diabetes mellitus Typ 2 [14-16] (Abb. 1).
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Abbildung 1: Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 im Zusammenhang mit Adipositas [17].

Inzwischen geht man jedoch von einer multikausalen Atiologie des Diabetes mellitus

Typ 2 aus.
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1.2 Kandidatengene fur Diabetes mellitus Typ 2 und Adipositas

Genetische Studien haben kurzlich eine Reihe von Genen identifiziert, die als
Kandidatengene flr die Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 2 bzw. fir die
Entstehung von Adipositas eine Rolle spielen [18-21].

Besonders im Rahmen des Humanen-Genom-Projektes (HUGO) und Studien an
ethnischen Gruppen, die zu Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 neigen, wie
Pima-Indianer, Kaukasier, Maori u.a. wurde deutlich, dass es sich bei beiden

Erkrankungen um polygene Mechanismen handelt [22, 23].

Zum einen gibt es vererbte Formen des Diabetes mellitus Typ 2, deren Haufigkeit mit
0.1-1 % beziffert wird. Dazu gehort beispielsweise das MELAS-Syndrom
(mitochondriale Enzephalopathie, Laktatazidose, Muskelschwache, Hemiparese) und
das Wolfram-Syndrom (Diabetes insipidus, Diabetes mellitus Typ 2, Taubheit,
Optikusatrophie). Diese Formen sind u.a. durch Mutationen im mitochondrialen
Genom verursacht. Dabei ist besonders eine Mutation in der tRNA fur Leuzin haufig

beobachtet worden [19].

Des Weiteren gibt es autosomal dominant vererbte Diabetes-Formen, die als MODY
(,maturity-onset diabetes of the young“) bezeichnet werden.

Bei MODY kommt es aufgrund einer Mutation zu einer Stérung der Insulinsekretion
und dadurch zu der Entwicklung eines Diabetes.

Es handelt sich um monogenetische Mutationen in Genen fur Transkriptionsfaktoren,

die in der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas exprimiert werden (Tab 1) [24].

Gen MODY-Typ
HNF-4a MODY 1
Glukokinase MODY 2
HNF-1a MODY 3
Insulin Promotor Faktor 1 MODY 4
HNF-18 MODY 5
NeuroD1/BETA2 MODY 6

Tabelle 1: Mutationen in Genen der Beta-Zelle, die zur MODY Ausbildung fihren.
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Fur die Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 2 wurde in Untersuchungen der Anteil
eines genetischen Hintergrundes mit 26-58 % errechnet. Sind beide Eltern betroffen,
so liegt die Wahrscheinlichkeit fur die Kinder bei 70 %, ebenfalls an einem Diabetes

mellitus Typ 2 zu erkranken [12, 13, 19].

Genomweite Linkage-Studien identifizierten Loci auf den Chromosomen 1q, 5q, 8p,
10q, 12q und 20q als Orte potentieller Kandidatengene fur die Entwicklung des
Diabetes mellitus Typ 2 (Abb.2), wie z.B. die Gene fur Leptin und den Leptin
Rezeptor [18, 19].

Polymorphismen im Gen NIDDM1 auf Chromosom 2q37 fur Calpain 10 sind in
unterschiedlichen Populationen mit der Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 2

assoziiert. Dabei ist die Funktion von Calpain 10 noch ungeklart [25, 26].

Des Weiteren wurden Mutationen im Gen PPAR-y beschrieben, die zu der
Ausbildung eines Diabetes mellitus Typ 2, Bluthochdruck und Lipodystrophien
fUhrten [27].

Ebenfalls sind Mutationen im Gen fir PP-1G (PPP1R3), eine regulatorische
Untereinheit der Protein Phosphatase 1 (PP-1), mit Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert
[19, 28, 29].

Schlielich wurde eine Assoziation von den Varianten Pro12Ala des Gens fir PPARy
und Glu23Lys des Gens Kir6.2, eines ATP abhangigen Kaliumkanals, in
verschiedenen Populationen mit der Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2

nachgewiesen [29-31].

Insgesamt geht man nach bisherigen Erkenntnissen davon aus, dass die
Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 2 aus einer Wechselwirkung zwischen einem
polygenen Hintergrund mit einem pro-diabetogenen Metabolismus und einem

unterstitzenden Lebensstil verursacht wird.



Einleitung

s L=ptin  Reosptor

nd romes
» b
| 1q21-24
Lamin A/ i
*Meurolrl
MIDYE) » PPAR
E: (L= = 3q27 )
3

b
-

Calpain 10
1 2 4
K (MODYZ H'ﬁ 3 Adrenergic I Lipoatrophic
Receptor diabetes looue 1 km: .2
| ‘D:'al = Fratadn “Sulfonylurea 112915
Tq Receptor
1 25

- Leptin o | 11q22-23 12924
7 & a 1o "I"1'rl':'
s
%ml e 15ats = u||r 16 (MODY
= Eq Fad

RS2 = - = sGucageon

Receptor
13 14 15 16 17
|+ Irisudins Recmpibor 120p12 E
-

E. GIP Recaptor <|20912.13 E E B

¢+ Glycogen .
= Gyrthase ag HMNF4 21 [-r) |— R

(MODY 1 -
X. Kitochondnial DA

Abbildung 2: Potentielle Kandidatengene fir die Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 2 [21].

Far die Entwicklung der Adipositas zeigt sich ein ahnliches heterogenes Bild.
Zwillingsstudien wiesen nach, dass das Gewicht sowie das individuelle Risiko fur
Adipositas zu 40 — 70 % vererbt bzw. von einem familidren genetischen Hintergrund
beeinflusst wird [32, 33].

Adipositas tritt im Rahmen von Syndromen auf, wie beispielsweise beim Prader-Willi
[34], Cohen- [35], Alstrom- [36], Bardet-BiedI- [37] oder Borjeson-Forssman-
Lehmann-Syndrom [38].

Des Weiteren sind beim Menschen Mutationen in Genen beschrieben worden, die zu
einer Entwicklung einer frihmanifesten Adipositas fuhren. Dabei handelt es sich zu
einem grof3en Teil um Gene des Melanokortin-Signalweges, der besonders fur die

zentrale Regulation des Korpergewichtes im Hypothalamus Bedeutung hat [39].

Bei etwa 4-6 % der Patienten mit massiver Adipositas wurde eine Mutation im MC-4
Rezeptorgen nachgewiesen. Hierbei besteht eine Hyperphagie mit der Ausbildung
einer frihmanifestern Adipositas, Hyperinsulinamie bereits vor dem Auftreten des

Ubergewichtes und vermehrtes Kérperwachstum [40, 41].



Einleitung

Dartber hinaus wurden Mutationen beim Menschen in den Genen fir TRKB [42],
PC1 [43] und POMC [44-46] beschrieben, die zu einer Ausbildung von Adipositas
fuhren.

Menschen mit einer Mutation im POMC Gen entwickeln rétliche Haare, blasse Haut,
ACTH-Mangel, Akzeleration des Knochenalters und eine frihmanifeste Adipositas
[44].

Abgesehen von diesen genetischen Ursachen beim Menschen, wurden in
Tiermodellen weitere Gene identifiziert, die zu einer Ausbildung von Adipositas
fuhren.

A’-knock-out Mause, einem Gen des Melanokortin Antagonisten Agouti-related
Peptide, entwickelten Ubergewicht, gesteigertes Wachstum und gelbe Haarfarbe [47-
49]. Mc4r- und POMC- knock-out Mause sind adipds und entwickeln metabolische
Stoérungen [50, 51].

Knock-out Modelle fur das tubby Protein [52], ein potentieller Transkriptionsfaktor im
Hypothalamus, und das fat-Gen [53], welches fur die Carboxypeptidase E kodiert,

bilden ebenfalls eine massive Adipositas aus.

Aufgrund dieser Untersuchungen geht man bisher von einer polygenen Ursache fur

die Entwicklung einer Adipositas aus.

1.3 Leptin und die Regulation des Korpergewichts

Eine autosomal rezessive Mutation im ob-Gen wurde 1950 zum ersten Mal bei der
ob/ob-Maus beschrieben [54, 55]. Dieses Mausmodell entwickelte eine Adipositas,
Hyperinsulinamie, Hyperglykamie und einen Diabetes mellitus Typ 2.

Friedmann identifizierte 1996 das Hormon Leptin als Produkt des ob-Gens durch
positionelle Klonierung (positional cloning) [56].

Der Name Leptin leitet sich dabei vom griechischen Wort fur ,dunn® leptos ab. Nach
Injektion von rekombinantem Leptin in Leptin defiziente ob/ob-Mause (Abb.3),
reduziert sich das Gewicht und die Hyperphagie deutlich, und der Energieverbrauch
steigt an [57-59].
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Abbildung 3: ob/ob-Mause als Tiermodell fir die Entwicklung von Adipositas und Diabetes mellitus
Typ 2 [60].

Das 16 kDa grof3e Protein Leptin wird hauptsachlich im Fettgewebe [56] produziert
und sezerniert, wobei es auch zu einem geringeren Anteil im Magenepithel [61],
Plazenta [62], Muskel [63] und ZNS [64, 65] exprimiert wird.
Leptinplasmakonzentrationen beim Menschen sind direkt proportional zur Fettmasse.
Sie liegen bei Normalgewichtigen zwischen 7,5 — 9,3 ng/ml und bei Ubergewichtigen
zwischen 24,1 — 31,3 ng/ml. Die Leptinsekretion ist in der Nacht gesteigert und bei

Nahrungskarenz vermindert [66-69].

Des Weiteren wirkt Leptin auf die Kontrollzentren der Gewichtsregulation und der
Nahrungsaufnahme in den Kerngebieten des Hypothalamus tuber den Melanokortin-
Signalweg. Leptin aktiviert im Nucleus arcuatus POMC und hemmt die Expression
von NPY. Dies fuhrt zu einer vermehrten Produktion von a-MSH und B-MSH, welche
im Nucleus ventromedialis den MC-4 Rezeptor aktivieren. Daraus resultiert eine
Reduktion der Nahrungsaufnahme und eine Steigerung des Energieverbrauchs [39,
70].

Mutationen im Leptingen sind bereits beim Menschen beschrieben worden. Diese
Patienten zeigen das Bild einer massiven Adipositas, Hyperphagie, vermehrte
Infektanfalligkeit und einen Hypogonadotropen Hypogonadismus. Gabe von
rekombinantem Leptin an diese Patienten flhrt zu einer Reduktion der Hyperphagie
und des Kdrpergewichtes [71-73].

Abgesehen von der Leptinwirkung an den Zentren der Gewichtsregulation im

Hypothalamus, beeinflusst Leptin die Angiogenese [74], die Hamatopoese [75], den

7
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Knochenmetabolismus [76] und das endokrine Pankreas. Daruber hinaus fuhrt Leptin
durch eine Aktivierung des Immunsystems zu einer Proliferation von T-Zellen und
reguliert das Reproduktionssystem [77, 78]. In einer Studie wurde beschrieben, dass
bei Frauen mit hypothalamischer Ammenorhoe durch Leptingabe die LH/FSH-

Sekretion stimuliert wurde [79].

1.4 Die adiposinsulare Achse

Insulin, produziert in den Beta-Zellen des endokrinen Pankreas, stimuliert die
Leptinsekretion und Genexpression im Fettgewebe [80, 81].

Dieser Zusammenhang wurde in Untersuchungen an Maus- und Rattentiermodellen
und beim Menschen bestatigt. Bei Patienten mit einem Insulinom sind die
Leptinspiegel deutlich erhéht und normalisieren sich nach Entfernung des
insulinproduzierenden Tumors [82, 83]. In Tiermodellen mit einem durch
Streptozotocin induziertem Insulindefizit ist der Leptinplasmaspiegel und die Leptin-
MRNA-Expression vermindert. Nach Insulingabe normalisieren sich in diesen
Tiermodellen die Leptinspiegel und die Leptingenexpression in den Adipozyten [84-
86].

Die Wirkung von Leptin auf die Insulinsekretion der Beta-Zelle wurde in kontroversen
Studien untersucht.

In Leptin defizienten ob/ob-Mausen fand man eine Hyperinsulindmie noch bevor sich
die Adipositas ausbildete [54, 87, 88]. Wurden ob/ob-Mause mit Leptin behandelt, so

reduzierte sich die Plasmainsulinkonzentration um 75 % nach 24 Stunden [89].

. Pancreas
Insulin ™

Leptin

Abbildung 4: Die adipoinsulare Achse [90].
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Studien an isolierten Pankeasinseln bzw. Studien an perfundiertem Pankreas von
ob/ob-Mausen konnten eine verminderte Insulinsekretion nach Behandlung mit 6,25-
100 nM/I Leptin Uber 1-2 Stunden zwischen 13 und 80 % nachweisen [91, 92]. Diese
Wirkung wurde bei erhdhten Glukosekonzentrationen und der Zugabe von GLP-1
reduziert [92, 93].

Daruber hinaus verminderte Leptin die durch den Proteinkinase C (PKC) Aktivator
Azetylcholin stimulierte Insulinsekretion in Pankreasinseln von ob/ob-Mausen [93].
Untersuchungen an verschiedenen Beta-Zelllinien zeigten unterschiedliche
Ergebnisse hinsichtlich der Leptinwirkung auf die Insulinsekretion.

Eine Stimulation mit physiologischen Leptinkonzentrationen zwischen 1-20 nM/I
fuhrte zu einer Hemmung der Insulinsekretion. Bestatigt wurden diese
Beobachtungen durch Studien an menschlichen Pankreasinseln und in-vivo
Versuchen an Ratten [94-97]. In humanen Pankreasinseln wurde die Insulinsekretion

bereits bei einer Leptinkonzentration von 0,01 nM/I inhibiert [98-100].

Die Praproinsulin-mRNA-Expression wurde ebenfalls durch Leptin gehemmt. Dies
konnte an Ratteninselzellen [95, 101], Maus BTC6 Zellen [101], ob/ob-
Mausinselzellen [94], Ratten INS-1 Beta-Zellen [89] und an humanen
Pankreasinselzellen [94] nachgewiesen werden.

Injizierte man 1 pg pro g Korpergewicht Leptin intraperitoneal in ob/ob-Mause, so
reduzierte sich die Praproinsulin mRNA-Expression um 40 % nach 24 Stunden [89].
In humanen Inselzellen wurde die Proinsulin mRNA-Expression duch Leptin (6,25
nM/l) bei einer Konzentration von 11,1 mM/l Glukose aber nicht bei 5,6 mM/I Glukose
uber 24 Stunden um 25 % inhibiert [94]. Daruber hinaus hemmte Leptin (6,25 nM/I)
die GLP-1 stimulierte Praproinsulin mRNA-Expression bei 11,1 mM/l und 5,6 mM/I
Glukose in humanen Inselzellen nach 16 Stunden um 80 % [89].

In Ratten INS-1 Beta-Zellen inhibierte Leptin (0,625 nM/I bzw. 6,5 nM/l) nach

16 Stunden die Praproinsulin mRNA-Expression bei einer Glukosekonzentration von
25 mM/I [89]. Bei niedrigeren Glukosekonzentrationen von 5,6 mM/l und 11,1 mM/I
wurde keine Wirkung von Leptin auf die Praproinsulin mRNA-Expression beobachtet
[89].

Diese Ergebnisse verdeutlichen insgesamt eine Abhangigkeit der Leptin induzierten
Hemmung der Praproinsulin-mRNA-Expression von der Glukosekonzentration und

der Dauer der Leptinstimulation [90, 102].
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Untersuchungen mit Luziferase-Reportergenassays mit einem Konstrukt von 450
Basenpaaren des Ratteninsulinpromotors in INS-1-Ratten-Beta-Zellen, konnten eine
Hemmung der Insulinpromotoraktivitat um 50 % bei 25 mM/I Glukose durch Leptin
(6,25 nM/l) nachweisen. Bei niedrigeren Glukosekonzentrationen (5,6 nM/l) wurde

die Promotoraktivitat durch Leptin nicht gehemmt [89].

Nach einer Stimulation mit GLP-1 (10 nM/I) hemmte Leptin (6,25 nM/I) die
Insulinpromotoraktivitat in INS-1 Beta-Zellen bei 11,1 mM/I Glukose [89].
Insgesamt beobachtete man primar eine Leptin induzierte Hemmung der
Insulinpromotoraktivitat in INS-1 Beta-Zellen nach einer Stimulation mit hohen
Glukosekonzentrationen (25 mM/l) oder GLP-1 [89].

Die Beobachtungen, dass Insulin die Leptinsekretion stimuliert und Leptin auf der
anderen Seite die Insulinsekretion, die Praproinsulin-mRNA-Expression sowie die
Ratteninsulinpromotoraktivitat hemmt, fiUhrten zu der Hypothese einer adipoinsularen
Achse zwischen dem Fettgewebe und dem endokrinen Pankreas [90].

Es wurde postuliert, dass aufgrund dieses Regelkreises eine Regulation und
Anpassung der Insulinsekretion an den Metabolismus des Fettgewebes stattfinde
[90].

1.5 Leptin-Signaliibertragung

Die Wirkung von Leptin wird Uber den Leptinrezeptor vermittelt. Dieser wurde
erstmals aus dem Plexus choroideus der Maus isoliert und Uber positionelle
Klonierung (positional cloning) identifiziert [103]. Es gibt funf alternative
Splicevarianten der mRNA, die fur fuUnf verschiedene Isoformen des Leptinrezeptors
(ObRa — ObRf) kodieren. Der Uberwiegende Teil der Leptinwirkung wird dabei Gber
die so genannte lange Form des Leptinrezeptors ObRb vermittelt, der vor Allem im
Hypothalamus und in der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas exprimiert wird [104].
db/db-Mause, mit einer Mutation im Gen fur die lange Form des Leptinrezeptors
(ObRb), entwickeln Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 [54, 88, 104, 105].

Auch beim Menschen sind Mutationen im Leptinrezeptorgen bekannt. Diese fuhren

zu der Entwicklung von Adipositas und Hyperphagie [71, 72].

10
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Leptin bindet an den zur Zytokinfamilie Klasse 1 gehérenden Leptinrezeptor und
aktiviert auf diese Weise die Janus-Kinase 2 (JAK 2) [106]. Diese ist in der Lage den
Leptinrezeptor ObRb zu phosphorylieren. Dadurch werden STAT Proteine (Signal
transducer and activator of transcription) aktiviert, welche sich von ihrer Bindung am
Leptinrezeptor |[6sen und dimerisieren.

Diese Dimere gelangen in den Nukleus und kdnnen dort spezifische responsive DNA
Sequenzen auf Promotoren verschiedener Zielgene beeinflussen und so die
Genexpression regulieren. Dieser JAK/STAT-Signalweg fur Leptin wurde im
Hypothalamus beschrieben [107, 108].

In der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas aktiviert Leptin ebenfalls den JAK/STAT
Signalweg [109].

Uber die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges wird dariber hinaus SOCS3
(suppressor of cytokine signalling) reguliert. Dieses Protein enthalt eine SH 2
Domane (src homolgy region 2 domain), mit der sie direkt an JAK2 am
Leptinrezeptor bindet und auf diese Weise die JAK/STAT Signalkaskade hemmt
(Abb. 5) [110, 111].

Leptin
Leptinrezeptor T
- [r— Zellmembran
JAK2 JAK2 JAK2 JAK2
P P
ST
P
STAT
STAT
=)
- SH2 | SOCS3
P
STAT Zellkern
STAT
P FlemeiEy » Genexpression

Abbildung 5: Jak/STAT Signalkaskade
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Die Insulinsekretion in Beta-Zellen des endokrinen Pankreas wird durch
verschiedene Signalwege reguliert.

Dabei fuhrt ein Stimulus der Insulinsekretion wie beispielsweise Glukose zu einer
Inaktivierung von Kaliumkanalen und zu einer Depolarisation der Beta-Zelle und
einer Aktivierung von spannungsabhangigen Kalziumkanalen. Es kommt zu einem
Kalziumeinstrom in die Zelle und zur Insulinsekretion [112-114].

Zusatzlich fuhrt ein Stimulus Uber eine Aktivierung von cAMP und Proteinkinase A
(PKA) [115], sowie Phospholipase C und Proteinkinase C (PKC) zu einer Induktion

der Insulinsekretion [116].

Die hemmende Wirkung von Leptin auf die Insulinsekretion wird durch Regulation
unterschiedlicher Signalwege vermittelt.

Leptin aktiviert Uber eine Stimulation der Phosphoinositol-3-Kinase eine
Phosphodiesterase 3B (PDE3B). Diese reduziert die cAMP Konzentration der Beta-
Zelle und hemmt die Insulinsekretion der Beta-Zelle.

Diese Regulation wurde nachgewiesen durch Untersuchungen an HIT-T15 Zellen.
Hier aktivierte Leptin (2 nM) die PI-3 Kinase um das Dreifache [117]. Des Weiteren
inhibierte Leptin die GLP-1 induzierte Stimulation der cAMP-Konzentration. Diese
Wirkung wurde durch Zugabe von Wortmannin, einem PI 3-Kinase Inhibitor,
aufgehoben [117].

Abgesehen von der cAMP-Konzentration werden auch Kaliumkanale der Beta-Zelle
durch Leptin (1-10 nM/I) reguliert. In elektrophysiologischen Patch-clamp
Untersuchungen an Beta-Zellen von Wildtyp und ob-ob Mausen wurden ATP
sensitive Kaliumkanale durch Leptin gedffnet [92]. Dies fuhrte zu einer Reduktion des
Kalziumeinstroms und dadurch zu einer verminderten Insulinsekretion der Beta-Zelle.
In CRI-G1 Zellen war diese Offnung der Kaliumkanale durch Leptin nach Zugabe von

Insulin reversibel [118, 119].
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K-ATP Kanal

Kalzium Kanal

Insulinsekretion

Genexpressmn
PI3 Kinase
\ \JAK ISTAT

Leptinrezeptor

Beta-Zelle

Abbildung 6: Leptin vermittelte Signalwege in der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas.

Zusatzlich aktivierte Leptin in MING Zellen die Mitogen-aktivierte Proteinkinase
(MAPK). Diese Wirkung konnte allerdings in Untersuchungen an Pankreasinselzellen
der Ratte nicht bestatigt werden [109, 114, 120].

Insgesamt reguliert Leptin, nach der Bindung an den Leptinrezeptor, zahlreiche
Proteine, die zum einen die Insulingenexpression und zum anderen direkt die
Insulinsekretion beeinflussen (Abb.6) [90, 111].
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Leptin, sezerniert vom Fettgewebe, reduziert die Nahrungsaufnahme und den
Energieverbrauch in den Kerngebieten des Hypothalamus. Mutationen im Gen fur
Leptin und den Leptin-Rezeptor fuhren bei Mausen und Menschen zu der
Entwicklung einer massiven Adipositas und der Entwicklung eines Diabetes mellitus
Typ 2 [32].

Daruber hinaus hemmt Leptin die Insulinsekretion der Beta-Zelle des endokrinen
Pankreas. Umgekehrt fordert Insulin die Leptinsekretion der Adipozyten. Auf diese
Weise entsteht eine adipoinsulare Achse zwischen dem Fettgewebe und dem

endokrinen Pankreas.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Gene in der Beta-Zelle des endokrinen
Pankreas zu identifizieren und zu charakterisieren, durch deren Regulation die
hemmende Wirkung von Leptin auf die Insulinsekretion vermittelt wird.

Auf diese Weise sollten neue Einblicke im Bezug auf die Beta-Zell Regulation durch

Leptin ermoglicht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Gerat

Absaugpumpe
Agarose-Gel-Elektrophorese-Kammer
Autoklav

R-Counter

Biofuge 28 RS

Brutschrank

Digital-Kamera

DNA-Sequenzierer

Falcon tubes

Filmentwickler Optimax
Fluoreszenzmikroskop; Axioskop 20
Geldokumentationsanlage
Heizblock

Heizofen

Hybridisierungsofen 7601

Kryo vials (21,8 ml)
Kunststoffkuvetten
Laminar-Flow-Arbeitsbank
Magnetfish
MIKROTITER®-Platten-Photometer
pH-Meter digital

Photometer

Pipetten
Protein-Gel-Elektrophorese-Kammer,
Sequenzierer (Abi 310)

System Luminometer 400
Thermo-cycler

(GeneAmp PCR System 9700)

Thermomixer

Firma

Hartenstein, Wurzburg
Bio-Rad-System, Hercules CA
Melag, Berlin

Beckmann, Osterode

Heraeus, Sepatech, GmbH, Osterode
Heraeus, Sepatech, GmbH, Osterode
Kodak, Stuttgart

ABI 310; Perkin Elmer, Shelton CT
Becton Dickinson, Franclin Lakes NJ
Protec, Oberstenfeld

Carl Zeiss, Gottingen

Serva, Heidelberg

Eppendorf, Engelsdorf

Heraeus Sepatech GmbH, Osterode
GFL, Burgwedel

Greiner, Longwood FL

Hartenstein, Wurzburg

Hereaus Sepatech GmbH Osterode
Hartenstein, Wuirzburg

Dynatech, Jefferson, NY

WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

BioRad, Hercules CA

Perkin Elmer, Shelton CT

Dynatech, Jefferson, NY

Perkin Elmer, Shelton CT

Eppendorf, Hamburg
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Gerite

Ultrazentrifuge L7-55

Vortex genie 2

Zentrifuge ROTANDA/RFC
Zentrifuge Beckmann (CH ANJ25)

2.2 Chemikalien

Artikel

Azeton

Agarose, ultra select
Ampicillin
Amoniumperoxidisulfat
ATP

[0*?P] a-ATP
Bacto-Agar
Benzamidin
R-Glycerolphosphat
BigDye™ Mix
Borsaure
Bromphenolblau

BSA

DNA Ladder READY LOAD® 100 bp
DNA Ladder READY LOAD® 1Kb
dNTP (10 mM)
DTTO0,1M

EDTA

Ethanol (100 %)
Ethidiumbromid

Firma

Beckmann, Osterode

Scientific Industries, Bohemia, NY
Hettich, Tuttlingen

Beckmann, Osterode

Firma

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Mlnchen

Hartmannn Analytics, Braunschweig
Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

AppliChem, Darmstadt

Perkin Elmer, Wellesley, MA
Sigma, Midnchen

Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
Sigma, Minchen

Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
TaKaRa, Shiga Japan

Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen
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Artikel

G50 fine Sephadex®
Glycogen

First strand buffer 5x
Formaldehyd (mind. 35 %)
Formamid

Fura 2/AM

Glukagon

Glycerol

H.O

Imidazol

Insulin

KCI

Koffein

MgCl,

MOPS

NaCl

NaOH (12,5 N)

Leptin

Oligo (dT)12-18 (0,5 png/ul)
Phenol/Chloroform (3:1)
Phosphorylase b
Phosphorylase Kinase
Pluronic F-127

Pp-1a antibody
2-Propanol

SDS

Secretogranin Il anibody rabbit
Trizol

Temed

Firma

Sigma, Mlnchen

Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
Amershan Pharmacia, Uppsala S
Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
Molecular Probes, Inc., Eugene OR
Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz
Sigma, Minchen
Delta-Pharma,Pfullingen

Roth, Karlsruhe

Delta Pharma, Pfullingen

Merck, Darmstadt

Sigma, Minchen

Sigma, Mlnchen

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

R&D systems, Inc Minneapolis MN
Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Sigma, Mlnchen

Molecular Probes, Inc., Eugene OR
Exalpha Biologicals, Boston MA
Sigma, Minchen

Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
QuedBioscience, San Diego CA
Invitrogen, Life Technolgies, Paisley

Sigma, Minchen
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2.3 Enzyme

Enzym

SUPER SCRIPT™]|
TaKaRa Ex Tag™

Pfu Polymerase

DNAse | (10 U/ul)
RNAse Inhibitor (40 U/pl)

2.4 Kits

Kit

AutoSeq™G50

ECL Western Blotting Detection Kit
QIAquick-Gel-Extraktion-Kit (RPM) ™
Rapid-Pure-Miniprep-Kit (RPM) ™

Rapid-Pure-Mini-Monsterprep (RPM4G) ™

TOPO™ TA Cloning Kit
Advantage™-HF PCR Kit
Advantage™-HF 2 PCR Kit

Advantage ™-GC PCR Kit
Advantage™-KlenTaq Polymerase Mix
PCR-Select ™-cDNA Subtraction Kit

Firma

Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
Takara, Shiga, Japan

Promega, Madison WI

Invitrogen, Life Technolgies, Paisley

Invitrogen, Life Technolgies, Paisley

Firma

Amersham Pharmacia Biotec, Uppsala
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Life Technolgies, Paisley
Clontech, Palo Alto, CA

Clontech, Palo Alto, CA

Clontech, Palo Alto, CA

Clontech, Palo Alto, CA

Clontech, Palo Alto, CA
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2.5 DNA Oligonukleotide
Die DNA Oligonukleotide wurden von der Firma Amersham Phamacia Biotech

(Uppsala, S) hergestellt.

STAT-1 (210 Bp) rattus norvegicus (AF205604)
sense 5"-TGAACTCCATCGAGCTCACTCAGAACACT-3’
antisense  5-AGAGGACGAAGGTGCGATCGGATAAC-3’
STAT-2 (108 Bp) rattus norvegicus (NM_001011905)
sense 5"-GAAGGGGGCATTACTTGTTCTTGGGTGGAG-3’
antisense  5-GCGGATGATCTCTGCCAGTGGGAGTGAC-3’
STAT-3 (520 Bp) rattus norvegicus (NM_012747)
sense 5-TGGAAGAGGCGGCAGCAGATAGC-3’
antisense 5-GCACGGCCCCCATTCCCACAT-3’
STAT-4 (1500 Bp) rattus norvegicus (AF055291)
sense 5-AAACTATGGCAATTCTCCTTCAAAAC-3’
antisense  5-AAACTATGGCAACAATTCTCCTTCAAAAC-3’
STAT-5a (1150 Bp) rattus norvegicus (NM_017064)
sense 5"-GCAACATTTCCCCATCGAGGTCCGGCACTACC-3’
antisense 5-GTGGCCTGGCCTCGGTCCTGGGGATTG-3"
STAT-5b (200 Bp) rattus norvegicus (NM_022380)
sense 5-GCCAGCATTTCCCCATCGAGGTGCGACATTATTTA-3’
antisense 5-GTCATACGTGTTCTGGAGCTGCGTGGCATAGTGC-3’
STAT-6 (332 Bp) rattus norvegicus (AF055292)
sense 5-CCAGCCGGGGACTGCTACCAGAACACTTC-3’
antisense  5-CCGGATGACATGGGCAATGGTGATGC-3’
SOCS-3 (751 Bp) rattus norvegicus (AF075383.1)
sense 5’-GCCGCCGCCTCGTCTCG-3°
antisense  5-CGGCGGCGGGAACTTGCTGTG-3’
Neuro D1 (580 Bp) rattus norvegicus (NM_019218)
sense 5"-AAGAGACGGGGCCCCAAAAAGAAAAAGATGACC-3’
antisense 5-GGCACCCGAGGAGAAGATT-3’
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Pan-1 (432 Bp) mus musculus (AF352579)
sense 5-GCAGCGCTTACCCCTCCCCCTTCTAC-3’

antisense  5-ACCTCCTCGTCCTCTTTCTCCTCCCGCTTGAT-3"

IDX-1 (337 Bp) rattus norvegicus (NM_022852.3)
sense 5"-TGCTAATCCCCCTGCGTGCCTGTA-3’
antisense  5-CTCCTCCGGTTCTGCTGCGTATGC-3"
ISL-1 (534 Bp) rattus norvegicus (NM_017339)
sense 5-ATGGGCGATCCACCAAAAAAAAA-3’
antisense  5-CATCTGAATGAATGTTCCTCATGCCTCTA-3’
INS (620 Bp) rattus norvegicus (NM_019129)
sense 5-CCTGCCCAGGCTTTTGTCA-3’
antisense  5-GGTGCAGCACTGATCCACAATG-3’
GPR 56 mus musculus (NM_018882)
Cyt28-1 5"-AGACAGCGTGATCCCGGCCTCCCAC-3’
Cyt28-1.1 5-GGCCAGCGGAACCAGACCCAACAGAGCAC-3’
Cyt28-1.2 5-CTTCCCCGGGCCGTATTCCAGCAGACC-3’
Cyt28-1.3 5-ACTCTGGTGGCGTTGGTGGATGTGAATAA-3’
Cyt28-1.4 5-GAAGACCCGGCATCAAGCAGCACAG-3’
Cyt28-1.5 5-GCCCCGCTGATCGCCACCTC-3’
Cyt28-1.6 5 -GTGGTACTGGTCCAGAGGTTC-3’

Cyt28-a 5-TTGTGCTGCTTTGCCATGGCATTAGATAACAG-3”

Cyt28-a1 5-TTGCGGGGGTGGGGGTGAGGAG-3’

Cyt28-a2 5-CTGCCGGAGCTGATGGGGAGTTTG-3"

Cyt28-a3  5-CTGCACGACAATACCCAAGACCT-3’

Cyt28-a4  5-GAGTCCCGGATCCAGCACATAGAG-3’
L1cam (657 bp) rattus norvegicus (AB083352)

sense 5-CCTTTCGGGTCACTGCCATTA-3’

antisense 5-GCCCCAAGCCCCGCCCATTA-3’
Secretogranin Il (780 bp) rattus norvegicus (NM_022669)

sense 5-TTGAGAAGGTTAGTGAATGCTGTGG-3’

antisense  5-GATGTTCCCTTCCCTGCTCTGCCTGTT-3"
PP-1a (600 bp) rattus norvegicus (NM_031527)

sense 5 -ATGATGAATGCAAGAGACGATACAACA-3’

antisense  5-TGGGGCAGAGGGCAGCACA-3’
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2.6 Zelllinien

2.6.1 INS-1-Zellen

INS-1 Zellen sind insulinproduzierende, glukoseresponsive Beta-Zellen der Ratte, die
aus einem mit Rontgenstrahlen induzierten Insulinom gewonnen wurden. Etabliert
wurde diese Zelllinie von Claes Wollheim [121, 122]. Die Verdopplungszeit dieser

adharend wachsenden Zellliene betragt 100 Stunden.

2.6.2 Hep-G2 Zellen

Die Hep-G2 Zellen, eine humane Leberzelllinie, entstanden aus einem
hepatozellularem Karzinom. Es handelt sich um adharend wachsende Zellen mit

einer Verdopplungszeit vom 50-60 h [123].

2.6.3 Zellkulturmedien

INS-1 Medium:
500 ml RPMI 1640 Gibco™ (Kat.Nr. 32404-014, mit 11.1 mM Glukose)
50 ml FBS (hitzedenaturiert)
5.6 ml Natrium Pyruvat (1mM)
5.6 ml Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml, 10 mg/ml) 1%
5 ml L-Glutamin (2 mM) 1%
0.560 ml 3-Mercaptoethanol (50 mM)

Es wurde diskutiert, ob BSA die Leptinwirkung beeinflusst. Aus diesem Grunde

wurde wahrend der Leptinstimulation serumfreies Medium verwendet [121].

Serumfreies INS-1 Medium fur Stimulationsversuche:
500 ml RPMI 1640 Gibco™ (Kat.Nr. 32404-014, mit 11.1 mM Glukose)
5.6 ml Natrium Pyruvat (1 mM)
5.6 ml Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml, 10 mg/ml) 1%
5 ml L-Glutamin (2 mM) 1%
0.16 ml 3-Mercaptoethanol (50 mM)
1 % BSA
1% Trasylol
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Hep-G2 Medium:
500 ml DMEM/F12 Medium Gibco™ (Kat.-Nr. 21041-025, mit L-Glutamin
2 mM, 4 mg/l Pyridoxin-HCI)
50 ml FBS (hitzedenaturiert)
5,6 ml HEPES buffer (10 mM) 1%
5 ml Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml, 10 mg/ml) 1%

Serumfreies Medium fur Stimulationsversuche:
500 ml DMEM/F12 Medium Gibco™ (Kat.-Nr. 21041-025, mit 2 mM
L-Glutamin, 4 mg/l Pyridoxin-HCI)
560 ul HEPES buffer (10 mM) 1%
500 pl Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml, 10 mg/ml) 1%
500 pl Trasylol 1%
0,05 g BSA (in 500 pl Medium geldst)

2.6.4 Zellzéhlung

Zur Zellzahlung wurden in INS-1 Medium resuspendierte Zellen in einem
Eppendorfcap® im Verhaltnis 1:1 mit 0,5 % Trypanblau versetzt. Auf diese Weise
farbten sich die abgestorbenen Zellen mit blauem Farbstoff an und konnten von den
intakten Zellen differenziert werden.

In einer Neubauer—Zahlkammer wurde die Gesamtzahl der Zellen nach folgender

Formel berechnet: Zellzahl x 10* x Verdiinnungsfaktor = Zellzahl/ml Medium.

2.6.5 Passagieren von Zellen

Bei Konfluenz der Zellen wurde das Medium entfernt und 4 ml Trypsin EDTA
zugegeben, um die Zellen zu l6sen.

6 ml RPMI Medium wurde hinzugegeben und die Zellen abgesplilt. Sie wurden in ein
50 ml Falcon-tube® tiberfiihrt und bei 2000 g fiir 2 min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen anschlieRend erneut in RPMI Medium

aufgeldst und auf Kulturschalen gleichmalig verteilt.

2.6.6 Zellstimulation

Fir die Stimulationsversuche mit Leptin wurden die Zellen gleichmafig in 10 cm

Schalen ausgesat und 24 h in serumfreiem Medium gehalten. In definierten

Zeitabstanden wurden die Zellen mit 100 mM Leptin, welches in HCL (15 mM) und
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NaOH (7,5 mM) im Verhaltnis 1:0,6 geldst war, stimuliert. Als Kontrolle wurden
gleichzeitig Zellen mit einem Vehikel, bestehend aus HCI und NaOH, behandelt.
Nach 24 h wurden bei allen Zellen Medium und Leptin bzw. Vehikel erneuert.

Nach Ablauf der vorgegebenen Stimulationszeit wurden die Zellen weiter verarbeitet.
2.7 RNA-Isolation und cDNA Synthese

2.7.1 RNA Isolierung

Das Medium wurde von den Zellen entfernt, und die Zellen wurden mit eiskaltem
PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml Trizol® homogenisiert und
entsprechend dem Protokoll des Herstellers aufgearbeitet.

Nach Auftrennen des Zelllysats mit Chloroform in RNA-, DNA- und Proteinphase,
wurde die RNA mit Isopropanol und Ethanol gefallt und in 30 ul H,O geldst.

Die extrahierte RNA Konzentration wurde fotometrisch bestimmt.

2.7.2 Poly-A" Isolierung (mRNA)

Die mRNA wurde mit dem Micro-FastTrack™ 2.0 Kit (Invitrogen, Paisley) isoliert.

Die meisten Zellen beinhalten etwa 10" g RNA, bestehend aus 80-85 % rRNA,
15-20 % tRNA und 1-5 % mRNA.

Die mRNA besteht aus 1800 bis 5000 Basen und ist einzelstrangig. Charakteristisch
ist ein so genannter ,Poly A Schwanz” am 3" Ende der Sequenz, d.h. hier besteht
das Ende zum Uberwiegenden Teil aus Adenosinresten.

Bei der mRNA Extraktion wurde eine oligo(dT) Zellulosemembran als eine stationare
Phase verwendet. An diese konnte der Poly A Schwanz der mRNA binden.

Pro mg Zellulose wurde ~1 ung mRNA gebunden.

Zu Beginn der Extraktion erfolgte das Auflosen der Zellen in einem Lysepuffer (s.u.)
mit gleichzeitigem Verdau von Proteinen und Ribonukleasen.

Dieses Lysat wurde auf die Zellulosemembran gegeben.

Nach einer Inkubation von 20 min zur Bindung der RNA an die stationare Phase und
anschlielfendem Pelletieren, wurde die rRNA in 3 Waschschritten entfernt, bis nur die
MRNA an die Membran gebunden blieb.

In einem abschlieRenden Eluierungsschritt wurde diese mRNA mit Hilfe eines

speziellen Waschpuffers (s.u.) von der Membran gelost.
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Das Eluat wurde mit 10 ul ,glycogen carrier” (3 mg/ml), 30 ul Natriumazetat (2 M) und
600 ul Ethanol (100 %) gefallt und in 10 ul H,O aufgeldst.

Lysis buffer: 200 mM NaCl Binding buffer: 500 mM NaCl
200 mM Tris CI (pH 7,5) 10 mM Tris CI (pH 7,5)
1,5 mM MgCl, gelost in DEPC-H,0
2 % SDS
Protein/Rnase Degrader

Wash buffer: 250 mM NaCl Elution buffer: 10 mM Tris CI (pH 7,5)
10 mM Tris Cl (pH 7,5) gelost in DEPC-H,0

geldst in DEPC-H,0O

2.7.3 DNAse Verdau von Gesamt- und Poly(A)"RNA

Um die extrahierte RNA von DNA-Kontaminationen zu befreien, wurde ein DNase
Verdau durchgeflhrt.

50 ug RNA wurden 0,25 pl RNAse Inhibitor (40 U/ul), 1 ul DNAse | (10 U/ul), 1 wl

0,1 MDTT und je 5 ul von 0,1 M Tris-Chlorid (pH 8,3), 0,5 M KCI und 15 mM MgCl,
zugeflihrt. Der Ansatz wurde mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 76 ul aufgefullt.
Nach einer Inkubation bei 37 °C Uber 30 min und Zugabe von 224 ul H,O und 200 pl
Phenol/Chloroform (3:1), wurde der Ansatz, um die DNA zu extrahieren, bei hdchster
Geschwindigkeit flr 3 min zentrifugiert. Die entstandene obere Phase wurde
entnommen und mit 3 M Natriumacetat und Ethanol (100 %) tber 30 min bei —80°C
gefallt.

Nach 15 minatiger Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit, wurde der
Uberstand entfernt und erneut mit 500 ul Ethanol (75 %) gewaschen.

Das Produkt wurde 5 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, der Uberstand
wurde entfernt und das RNA-Pellet getrocknet.

Ethanolreste wurden entfernt und die RNA in 20 ul H20 aufgeldst. Die extrahierte

Menge wurde fotometrisch bestimmt und die Probe bei —80 °C gelagert.
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2.7.4 Reverse Transkription

Die RNA wurde mit der reversen Transkription in die komplementare cDNA
umgeschrieben.

Ein Ansatz, bestehend aus verdauter RNA und 1 ul Oligo (dT)12-18 (500ug/ml),
wurde auf ein Gesamtvolumen von 12 ul mit H,O aufgeflllt. Nach 10 minttigem
Erhitzen auf 70 °C im Thermo cycler® wurden 4 pl 5X First Strand Buffer, 2 ul 0,1 M
DTT und 1 ul 10 mM dNTP zugegeben. Es folgte eine Inkubation fir 2 min bei

40 °C.

Schlielich wurde 1 ul des Enzyms Reverse Transkriptase, hier SuperScript 1®,
hinzugeflgt, und es erfolgte eine Inkubation bei 42 °C flr 50 min und eine
anschlie3ende Inaktivierung bei 70 °C fur 15 min. Die entstandene cDNA wurde bei
— 20 °C gelagert.

2.8 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung und
Nachweis von Nukleinsauren und wurde 1987 von Mullis [124] entwickelt.
Spezifische DNA-Sequenzen konnten so in vitro exponentiell amplifiziert werden.
Das Reaktionsprinzip ist aus der DNA-Replikation abgeleitet. Als Primer dienen DNA-
Oligonukleotide, deren Sequenz aus den flankierenden Bereichen des zu
amplifizierenden DNA Produktes rekrutiert wurden.

Durchgefuhrt wurde die DNA-Amplifikation mit einer hitzestabilen DNA Polymerase.
Diese wurde aus dem Bakterium Thermus aquaticus gewonnen. Das
Molekulargewicht dieser Polymerase betrug 94.000 Da, das pH Optimum lag
zwischen pH 7-8, das Temperaturoptimum bei 75-80 °C. Die Halbwertszeit betrug
130 min bei 92,5 °C. Das Enzym hatte eine Polymerisationsgeschwindigkeit von 150
Nukleotiden pro Sekunde. Diese Taq Polymerase hatte eine Fehlerrate von 180

Basen auf 10.000 Basenpaaren.

Die gesamte PCR-Reaktion verlief in 3 Teilschritten. Zunachst erfolgte die
Denaturierung, anschliel3end die Hybridisierung- oder Annealing der Primer und
schlieBlich die Extension.

Die Hybridisierungstemperatur wurde jeweils an die verwendeten Primer angepasst.
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PCR-Zyklus Parameter:

94 °C 1 min
25 — 36 Zyklen
94 °C 0,30 min
55 °C 0,30 min
72 °C 0,45 min
72 °C 2 min
4°C o0

PCR Ansatz:
5 ul 10x Ex-Tag-Puffer
4 ul dNTP (2,5 mM)
1 ul sense Primer (10 pg/ul)
1 wl antisense Primer (10 ug/ul)
1 ug DNA-Template
1 wl Tag-Polymerase (5 U/pul)

Mit H,O wurde die Probe auf eine Gesamtvolumen von 50 ul aufgefulit.

Es wurde des Weiteren eine Advantage high fidelity Polymerase verwendet. Es
handelte sich dabei um eine Kombination aus KlenTaq und einer ,proofreading
Polymerase®. Dazu enthielt diese ,hot start” Polymerase einen monoklonalen
Antikdrper, der sich von der Polymerase ab einer Temperatur von 60 °C 16st und erst
dann zu einer Aktivierung der Polymerase fuhrte. Auf diese Weise wurde

unspezifisches Ablesen bei niedrigeren Temperaturen vermieden, (,Hot Start®).
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Advantage HF PCR Advantage HF2 PCR Advantage GC PCR
5 pl 10x HF PCR buffer 5 ul 10x HF2 PCR buffer 5 uyl 10x HF PCR buffer

5 ul HF dNTP Mix 5 pl HF dNTP Mix 5 pl HF dNTP Mix
1 upl Primer 1 ul Primer 1 ul Primer

1 ug DNA Probe 1 ug DNA Probe 1 ug DNA Probe
1 ul 50x Adv. HF 1 ul 50x Adv. HF2 1 ul 50x Adv. GC
Polymerase Polymerase Polymerase

38 ul H,O 38 pl H,O 38 pl HO

PCR-Zyklus Parameter:

94 °C 15 sec

25-36 Zyklen
94 °C 15 sec
68 °C 4 min
68 °C 8 min

4°C o0

Daruber hinaus wurde eine Pfu Polymerase verwendet. Sie hat etwa eine Grof3e von
92 kDa und wurde isoliert aus dem Bakterium Pyrococcus furiosus. Diese
Polymerase hatte eine ,proofreading“ Aktivitat bei einer optimalen Temperatur von
75°C zur DNA Replikation.

2.9 Subtraktions-PCR

Die Subtraktions-PCR ist eine Mdglichkeit, zwei unterschiedliche Populationen
MRNA zu vergleichen und differenziell exprimierte Gene zu erkennen.

Hierfur wurden glukoseresponsive Ratten-INS-1 Beta-Zellen mit 100 nM Leptin bzw.
mit einem Kontrollvehikel Giber 24 h behandelt. Die poly A* RNA wurde extrahiert,
gepoolt und die cDNA synthetisiert.

Aus Ubersichtsgriinden wurde die unstimulierte cDNA ,driver* und die stimulierte
cDNA, welche die unterschiedlich exprimierten Transkripte enthielt, ,tester” genannt.
Beide Gruppen von cDNA wurden mit dem Restriktionsenzym Rsa / verdaut.

Dadurch wurde das Binden von Adaptern zu einem spateren Zeitpunkt vereinfacht.
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Die ,tester cDNA wurde zunachst in zwei Probenansatze geteilt.

Ein Ansatz wurde an Adapter 1 und der andere Ansatz wurde an den Adapter 2R
ligiert. Da diese Adapter keine Phosphatgruppen an ihrem Ende besal3en, lagerten
sie sich jeweils nur am 5°-Ende der cDNA an. Auf diesen Adaptern lagen bekannte
Sequenzen, um Primerbindung in den abschliefenden PCR Ampifikationen zu

ermoglichen.

Zunachst fanden zwei Hybridisierungsschritte statt.

Separat wurden beide ,tester‘- Gruppen mit einem Uberschuss an ,driver‘ cDNA
versetzt. Auf diese Weise banden gleiche Sequenzen aneinander und bildeten
Doppelstrang DNA, wahrend die unterschiedlich regulierten Transkripte als
Einzelstrange bestehen blieben.

In einem zweiten Hybridisierungsschritt, ohne vorausgehender Denaturierung,
wurden nun beide ,tester® Gruppen zusammengefuhrt und zusatzlich mit einem
Uberschuss an ,driver‘ cDNA versetzt.

Das fuhrte dazu, dass nur die einzelstrangige DNA hybridisieren und cDNA
Doppelstrange, mit zwei unterschiedlichen Adaptern, bilden konnten.

Zwei abschlieende PCR Amplifikationen dienten zur Hintergrundreduktion und
Produktvermehrung. Dabei handelte es sich um eine Suppressions-PCR, d.h. konnte
kein Primer an einen Adapter binden, bildete der Primer eine ,pan like structure® und
es erhohte sich die Spezifitat der gesamten PCR.

Als Polymerasen wurde eine Taq Polymerase und eine hotstart KlenTaq
Polymerase® eingesetzt.

Diese Subtraktion-PCR wurde zusatzlich zur Beta-Zell-DNA auch mit einer Kontrolle
aus Sklettmuskulatur DNA durchgefuhrt. Die abschlielfende PCR wurden ebenfalls
mit der jeweiligen unsubtrahierten ,Tester DNA vollzogen.

Die Proben wurden mit Hilfe eines Agarosegels analysiert. Die entstandenen Banden
wurden eluiert, subkloniert und sequenziert. Diese Sequenz wurde mit der

NCBI-Datenbank verglichen und aufgrund ihrer Homologien identifiziert (Abb. 6).
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Abbildung 6 : Schematische Darstellung der Subtraktions-PCR

2.10 Gelelekrophorese

2.10.1 Agarose Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA und zur Kontrolle von PCR Produkten, wurde eine
Gelelektrophorese durchgeflnhrt.
Das Prinzip besteht darin, dal3 eine elektrische Kraft auf ein lon wirkt. Dieser wirkt
eine Reibungskraft entgegen, die abhangig ist von longréfRe, sowie der Viskositat der
Lésung. In einem konstanten elektrischen Feld gleichen sich die Krafte aus und das
lon hat eine charakteristische Wanderungsgeschwindigkeit und Auftrennungsbild.
Agarose wurde in TAE aufgel6dst und aufgekocht. Die Konzentration der Agarose
hing dabei von der Grdlie des zu erwartenden Produktes ab. Fur eine Produktgrofie
von weniger als 1000 bp wurde ein 1,5 — 2 prozentiges Gel, fir Produkte tber
1000 bp ein 1,2 prozentiges Gel erstellt. Nach Abkuhlen dieser Losung auf etwa
60 °C wurden 5 pl Ethidiumbromid hinzugefugt. Dann wurde die Agarose in eine
horizontale Gelkammer mit Kamm etwa zu 0,5 — 1 cm gefullt. Nach Polymerisierung
des Gels wurde der Kamm entfernt, und es entstanden Taschen, in die je 10 pl der
Probe, welche zuvor mit 1 ul loading buffer versetzt worden war, gefullt wurden. Als
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Laufpuffer wurde TAE (Tris-Azetat-EDTA) verwendet. Zur Bestimmung der
Produktgrofie wurde ein DNA Molekulargewichtsstandard aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V. Die Probe wanderte von der Kathode zur
Anode. Mit einer Digitalkamera unter UV-Licht wurde die Gelelektrophorese
dokumentiert.
50 x TAE (Tris-Azetat-EDTA): 242 g Tris Base

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

mit H,O auf 1000 ml auffallen

2.10.2 Formaldehyd Gel

Zur Auftrennung von RNA wurde ein Formaldehyd Gel verwendet. Zum einen diente
es zur Kontrolle der RNA Qualitat, zum anderen ist es eine Vorlage zum Transfer der
RNA auf eine Membran (Blotting).

1 g Agarose wurde in 10 ml MOPS buffer (0,4 M) und 85 ml H,0 aufgekocht und
gelost. Nach Abkuhlen auf etwa 60 °C, wurden 5,6 ml 25 % Formaldehydlosung
hinzugegeben. Die Lésung wurde anschlie3end in eine vorbereitete Kammer
gegossen.

Als Laufpuffer wurde 1 x MOPS buffer verwendet.

2 pul RNA Probe wurden mit 10 pl ,formaldehyd loading buffer” vermischt und 2 min
bei 98 °C kurz aufgekocht, bevor sie auf das Gel geladen wurden. Zur Bestimmung

der GrolRe, wurde ein RNA Ladder Marker auf das Gel aufgetragen.

Formaldehyd loading buffer:

80 ul 10 x MOPS buffer (0,4 M)

360 pl Formamide (48 %)

130 pl Formaldehyd (37 %)

50 ul Ethidiumbromid (10 mg/pul)

40 ul gesattigtes Bromphenolblau in H,O
50 pl H,0
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10 x MOPS Buffer

83,7 g MOPS in 800 ml H,O
33,3 ml NaAc (3 M)

20 ml EDTA (0,5 M)
einstellen auf pH 7,0

auf 1 | mit H,O auffillen

Dokumentiert wurde das Formaldehyd Gel mit einer Digital Kamera unter UV-Licht.

2.10.3 Gel Extraktion

Fur die DNA-Extraktion aus einem Agarosegel wurde der ,QlAquick Gel Extraction
Kit* (Qiagen, Hilden) verwendet. Dazu wurde das zu eluierende Fragment zunachst
aus dem Gel geschnitten und in einem speziellen Puffer geldst. Mit Hilfe einer
Membran wurde die DNA mit einigen Wasch- und Zentrifugationsschritten extrahiert

und konnte weiter verarbeitet werden.

2.11 Klonierung und Plasmide

2.11.1 Klonierung

Mit einer Klonierung kdnnen PCR Produkte in einen Plasmid Vektor Ubertragen und

anschlie3end mit E.coli Bakterien spezifisch vervielfaltigt werden.

Alle Klonierungen in dieser Arbeit wurden mit dem Topo TA cloning Kit© von
Invitrogen Life Technologies® (Paisley, UK) durchgefiihrt.

Die Aufnahme des PCR Produktes in den Vektor wurde in diesem Protokoll durch
eine Topoisomerase | aus einem Vaccinia Virus vollzogen. Diese konnte an
5°-CCCTT-3" Sequenzen binden und markierte den Anfang und das Ende des
Fragmentes. Das Plasmid enthielt neben einem Ampicillinresistenzgen einen lac
Promoter fur die Genexpression und ein Gen fur die Beta-Galaktosidase (lacZ),
welches in der multiple cloning site (MCS) liegt.

Zur Hitzeschock Transformation wurden PCR Produkt, Salzlésung und TOPO®
Vektor in einem Gesamtansatzvolumen von 6 ul vermischt. Nach 5 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurden 2 ul zu chemisch kompetenten E. coli Bakterien

hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 bis 30 min auf Eis, wurden sie fur
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30 sec hitzeschocktransformiert bei 42 °C. 250 ul SOC Medium wurden hinzugefugt
und die Probe 1 h bei 37 °C geschttelt.

LB Agar Platten mit Ampicillin wurden mit x-Gal, d.h. 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-3-D-
Galaktosid, behandelt und angewarmt. Das Plasmid enthielt das Gen flr das Enzym
Beta-Galaktosidase (lacZ). Dieses Enzym spaltete Beta-D-Galaktoside in Galaktose
und dem entsprechenden Alkohol. X-Gal war das entsprechende Substrat zu diesem
Enzym. Da das Gen LacZ in der multiple cloning site (MCS) liegt, wurde es bei
Aufnahme des PCR Produktes in das Plasmid zerstort - bliebt es jedoch erhalten,
d.h. fand keine Aufnahme statt, so wurde eine lacZ Genexpression moglich, und es
entstand als Spaltprodukt von X-Gal durch die Beta Galaktosidase ein Idigofarbstoff,
der die Kolonien blau farbte. Auf diese Weise konnten die Kolonien ausgewahit
werden, welche das PCR Produkt aufgenommen hatten.

10 bis 50 ul des Transformationsansatzes wurden auf der Platte ausgestrichen und
bei 37 °C flr 24 h inkubiert.

Die gewachsenen weilden Kolonien wurden gepickt und in Ampicillin behandeltem,

flussigem LB Kulturmedium vermehrt.

LB Medium SOC Medium

10 g Bacto tryptone 20 g bacto tryptone

5 g Bacto Hefeextrakt 5 g Bacto Hefeextrakt
10 g NaCl 0,5 g NaCl

auffullen auf 1 | mit H,O 10 ml KCI (250 mM)
einstellen auf pH 7,0 einstellen auf pH 7,0

autoklavieren

Mittels MINI-, MIDI- oder MAXI-Prep (Qiagen, Hilden) konnten nun die Plasmide aus

den Bakterien extrahiert werden.

2.11.2 Glycerol stock

Um die Bakterien mit dem entsprechendem Plasmid im Flissigmedium Uber lange
Zeit stabil bei —80°C zu lagern, wurde dem Medium im Verhalnis 1:1 Glycerol
zugegeben und der Ansatz in einem Kryorohrchen bei entsprechender Temperatur

aufbewahrt.
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2.11.3 Plasmidpraparation

Um die Plasmid DNA zu extrahieren wurden kommerziell erhaltliche Reaktionskits
verwendet.

Abhangig von der Menge der eingesetzten Bakterien und der bendtigten DNA, wurde
entsprechend ein MINI-, MIDI-, oder MAXI-Prep durchgefuhrt. Aus einem MINI Kit
erhielt man bis zu 20 ng Plasmid-DNA, aus einem MIDI Kit 200 pg Plasmid-DNA und
aus einem MAXI Kit bis zu 10 mg Plasmid-DNA.

Dabei wurden die Bakterienkulturen zunachst mit NaOH und SDS denaturiert. Auf
diese Weise wurden die zellularen Proteine und die bakterielle DNA zerstort. RNAse
A wurde hinzugegeben, um die bakterielle RNA zu Oligonukleotiden zu degradieren.

Neutralisiert wurde die Losung durch die Zugabe von Kaliumazetat.

Bei MINI und MAXI Prep wurde Glasmilch verwendet, um die Plasmid DNA zu
binden. Anschliel3end erfolgte eine Eluierung.

Bei dem QIAGEN MIDI Prep Filter wurde zur DNA Bindung ein
Anionenaustauschharz verwendet. Es fand eine Interaktion zwischen dem negativ
geladenen Phosphat der DNA und den positiv geladenen DEAE
(Diethylaminoethanol)-Gruppen statt. Salzkonzentration und pH Wert bestimmten
dabei die Bindungsstarke. So wurde die Plasmid DNA bei niedriger
Salzkonzentration fest an das Harz gebunden, wahrend eine hohe Salzkonzentration
eine Eluierung zuliel}.

Das Produkt wurde anschlieend jeweils mit Isopropanol gefallt.

Die Konzentration der DNA wurde fotometrisch bestimmt.

2.11.4 Restriktionsverdau

Durch einen Restriktionsverdau konnte der klonierte Vektor geschnitten werden.
Man bediente sich hierbei Restriktionsenzymen, Endonukleasen, die spezifisch eine
Basensequenz im DNA-Doppelstrang erkennen und beide Strange der Doppelhelix
schneiden konnten. Die Erkennnungssequenzen der meisten Restriktionsenzyme
besallen eine zweizahlige Rotationssymmetrie. Diese Sequenzen bezeichnete man
als Palindrome. Die Enzyme konnten versetzt zum Zentrum schneiden, wie
beispielsweise das hier verwendete Eco Rl Enzym, so dass man Uberhangende, so

genannte kohasive Enden (,sticky ends®) erhielt.

33



Material und Methoden

Es wurden des Weiteren Enzyme verwendet, die mit der Symmetrieachse schnitten.
In diesem Fall erhielt man jeweils Enden ohne Uberhang (,blunt ends*).

2 ug Plasmid DNA wurden verdaut. Das Enzym hatte eine Aktivitat von 5 U, das
bedeutete, dass das Enzym 5 ug DNA pro Stunde bei 37 °C verdaute. Zugesetzt
wurde dem Ansatz, je nach Enzym, ein zehntel BSA und Puffer. Aufgefullt wurde das
Volumen mit H,O.

Die Kontrolle des Produktes erfolgte durch ein Agarose Gel.
2.12 Northern Blotting

2.12.1 Gel-Membran Transfer

Um Gréle und Expressionsmuster von RNA zu analysieren, verwendet man u.a.
Northern Blot-Analysen.

Beim Northern Blot wird RNA von einem Formaldehyd Gel auf eine Nylonmembran
(Zeta-Probe-Membran®) iibertragen und immobilisiert. AnschlieBend kénnen
radioaktiv markierte RNA- oder DNA-Sonden auf dieser Membran binden. Auf diese
Weise konnten bestimmte RNA Sequenzen identifiziert und analysiert werden.
Zunachst wurde RNA auf ein Formaldehydgel geladen. Anschlie3end sollten die
RNA-Proben mittels Kapillarkraft in eine Nylonmembran transferiert werden. Als
Puffer wurde 20 x SSC verwendet. Das vorher von Formaldehyd befreite Gel und die
Membran wurden in ein ,transfer sandwich® aus ,whatman®“ Papier und saugfahigen
Tlchern eingebettet. Auf diese Weise wurde, aufgrund der kapillaren Sogwirkung,
die RNA nach oben in die daruberliegende Membran uberfuhrt.

Die Membran wurde anschliel3end zur RNA-Fixation fur 1h bei 80 °C im Ofen
gebacken. Eine andere Moglichkeit der Fixation bestand darin, die Membran fir

3-5 min UV-Licht der Wellenlange 254 nm auszusetzen.

Nun konnte die Membran in Klarsichtfolie eingeschweil3t und bei Raumtemperatur

gelagert werden.

2.12.2 Markierung der DNA-Sonden

DNA- oder RNA-Sonden konnten auf dieser Membran binden. Auf diese Weise

konnten bestimmte RNA Abschnitte eines Gens identifiziert werden.
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Die verwendeten DNA-Sonden hatten eine Lange von etwa 600 bp. 25 ng DNA
wurden als Ausgangsprodukt fir die Sonde verwendet. Die DNA-Probe wurde durch
Subklonierung eines PCR Fragmentes und anschlieendem Verdau generiert.

Die Sonden wurden mit dem ,random-primed-labeling“ Prinzip nach Feinberg und
Vogelstein markiert. Dabei wurde die DNA zunachst 10 min bei 100 °C denaturiert.
Anschlielend wurde der komplementare Strang durch eine Klenow Polymerase
synthetisiert, wobei ,random Primer®, d.h. Oligonukleotide mit zufalliger
Basensequenz, verwendet wurden. Hinzugegeben wurden dATP, dGTP, dTTP und
P32-markiertes a-dCTP. So setzte die Polymerase an jeder Stelle, an der sie ein
Cytosin einbaute, gleichzeitig das radioaktive Phosphat ein und markierte so die
Probe.

Nach 1 h bei 37°C wurde die Reaktion mit 2 ul EDTA (0,2 M) pH 8,0 beendet.

Die markierte Sonde wurde mit Hilfe einer G50 Saule gereinigt.

AnschlieRend wurde die Radioaktivitat der eluierten Proben gemessen.

2.12.3 Hybridisierung

In einem ersten Schritt wurde die Membran in einem Ofen bei 70 °C in 6 ml
Hybridisierungspuffer fur eine Zeit zwischen 15 min und 4 h prahybridisiert.

Die markierten Proben wurden vorbereitet, indem sie unmittelbar vor der
Hybridisierung tUber 5 Minuten bei 98 °C denaturiert und anschliel3end auf Eis
inkubiert wurden.

Dann wurde der Hybridisierungspuffer aus dem Prahybridisierungsschritt entfernt und
die Probe mit 6 ml vorgewarmtem Hybridisierungspuffer hinzugegeben.

Die Hybridisierungstemperatur fir 24 Stunden war abhangig von der Grole der
Probe und betrug zwischen 72 °C und 74 °C.

2.12.4 Waschschritt

Ungebundene Radioaktivitat wurde von der Membran gewaschen.
Folgende Waschschritte erfolgten:
2x20min 2xSSC +0,1% SDS bei Raumtemperatur
2x15min  1xSSC +0,1% SDS bei 65 °C

AnschlieRend wurde die Membran in eine Klarsichtfolie Uberfihrt und ein Film in
einer Kassette mit Intensivierungsscreen bei —80 °C belichtet. Die durchschnittliche
Belichtungsdauer betrug 12 bis 24 h.
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20 x SSC 175,3 g NaCl
88,2 g Na-Zitrat
auffullen auf 1 | mit H,O
einstellen auf pH 7,0

autoklavieren

2.12.5 Membran stripping

Um die hybridisierte Probe von der Membran zu entfernen und anschlieRend eine
neue Probe auf der Membran zu hybridisieren, wurde die Membran bei
70 °C fur einige Stunden mit 2 x SSC gewaschen. Der Waschschritt wurde solange

wiederholt, bis keine Radioaktivitat mehr detektiert werden konnte.
2.13 Western Blot

2.13.1 Whole cell extract

FUr die Zellextraktion wurden Zellen in einer Zellkulturschale zunacht mit eiskaltem
PBS abgewaschen. AnschlieRend wurde 800 pl RIPA-Puffer, 1 mM DTT und 1 mM
PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) auf die Zellen gegeben. Auf diese Weise wurde
die Zellemembran zerstort. Nach kurzer Einwirkzeit wurden die Zellen aus der
Zellkulturschale entfernt, aufgeldst und in ein Eppendorf Cap® tiberfiihrt.

Nach 5 min Inkubation auf Eis, wurde die Probe 15 min bei 4 °C mit maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Proteintberstand wurde entnommen, in ein neues
Eppendorf Cap® iiberfiihrt und bei — 80 °C gelagert.

RIPA-Puffer 150 mM NaCl
20 mM Tris (pH 7,5)
1 mM EDTA
1 % NP-40
1% DOC
0,1 % SDS
5 mM NaF
1 Tablette Proteinaseinhibitor (Boehringer®)
auffullen mit H,O auf 100 ml
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2.13.2 BRADFORD Assay
Ein BRADFORD Assay diente der Proteinkonzentrationsbestimmung.

Auf eine 96-well-Platte wurden zunachst Proteinstandards aufgetragen. Diese
wurden fotometrisch bei 595 nm gemessen. Zur Proteinmengenbestimmung wurde
anschlieBend 1 ul Standard zu 1 pl Probenpuffer, 38 H,O und 160 ul BRADFORD
Reagenz gegeben. Die Proteinmenge wurde fotometrisch im Verhaltnis zu den

Standardkonzentrationen bestimmt.

2.13.3 SDS-PAGE

Mit einem Western Blot war es moglich, die Proteinmenge und Proteinexpression zu
bestimmen.
Die Auftrennung der denaturierten Proteine erfolgte Gber eine SDS-
polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page). Die Proteine durchliefen dabei
zunachst ein Sammelgel und anschlief3end das eigentliche Trenngel. Die beiden
Gele unterschieden sich sowohl im pH-Wert als auch in Ihrer
Polyacrylamidkonzentration.
Trenngel (12 %)

4 x separating buffer 2,5ml

Polyacrylamid, PAA (30 %) 4 ml

Ammoniumpersulfat, APS (14 %) 15 pul

TEMED 6 ul

H.O 3,5ml
Sammelgel

4x stacking buffer 1,25 ml

Polyacrylamid, PAA (30 %) 750 pl
Ammoniumpersulfat, APS (40 %)7,5 ul
TEMED 3l
H,O 2,98 ml

Die Proben wurden vorbereitet, indem 10 pl Probe mit 10 ul loading buffer (20 ml
SDS 4 %, 100 mM Tris-Cl (pH 6,8), 5 ml 20 % Glycerol, 10 ml 8 M Urea, 24 g
Bromphenolblau) 3 min bei 99 °C aufgekocht wurden und anschliefend 0,5 ul DTT

zugegeben wurde.
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Neben den Proben wurden 10 pl weight marker mit 10 ul loading buffer vermischt,
aufgekocht und als Grolenstandard geladen.

In der Gelkammer diente eine Losung aus 100 ml 10x Tris-Glycine-Buffer, 10 ml
10 % SDS und 890 ml H,O als Tank Buffer.

2.13.4 Proteintransfer

Nachdem die Proben sich in dem Gel verteilt hatten, muf3ten die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran Uberfuhrt werden.

Dazu wurde eine Blotting-Vorrichtung aufgebaut, bestehend aus 2 Filterpapieren
getrankt in A1 Buffer, 1 Filterpapier getrankt in A2 Buffer und der Membran, die zuvor
15 sec mit Methanol, 2 min H,O und 5 min A1 Buffer behandelt worden war.
AnschlieRend folgten das Gel, wobei das Sammelgel vorher abgetrennt worden war,
und drei Filterpapiere, behandelt mit CAPS Buffer.

Zum Proteintransfer wurde, abhangig von der Gelgrofe, eine Stromstarke von

38 mA pro Blot gewahlt.

Anodenpuffer 1(A1) Anodenpuffer 2(A2) CAPS Puffer

0,1 M Tris-Base 25 mM Tris-Base 70 mM CAPS
20 % Methanol 20 % Methanol 20 % Methanol
H,O ad 11 H,O ad 11 H,Oad 11

Nach einer Blotzeit von 2 h, wurden die Proteine, um unspezifische
Antikdrperbindung zu vermeiden, auf der Membran geblockt. Zu diesem Zwecke
wurde 4 g Magermilchpulver in 40 ml 0,04 % PBS-T (4 ml Tween und 996 ml 1x

PBS) geldst. Darin wurde die Membran Ubernacht bei +4°C aufbewahrt.

2.13.5 Immundetektion und Chemolumineszenz

Zur Immundetektion wurde die Membran mit PBS-T von der Magermilchpulverlésung

befreit und anschlieend 1 h in dem verdlnnten ersten Antikdrper schittelnd

inkubiert. Anschliellend wurde die Membran 2 x 15 min in PBS-T gewaschen.

Dann folgte das zweite Antiserum in einer Verdinnung von 1:10000 fur 40 min,

welches an den ersten Antikorper binden konnte.

Nach drei Waschschritten von 10 min konnte das gewiunscht Protein detektiert

werden. Dazu wurde auf die Membran ein ECL-Mix gegeben. Hierbei wurde Uber

eine Meerettich-Peroxidase (HRP), die an das zweite Antiserum gekoppelt war, die
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Oxidation des Farbstoffes Luminol in Gegenwart von Wasserstoffperoxid katalysiert.
Luminol wurde auf diese Weise in einen angeregten Zustand versetzt und ging durch
Lichtemission in seinen Grundzustand zurtck. Die Lichtemission konnte mit einem

Rontgenfilm detektiert werden.

2.14 Densitometrische Auswertung

Die densitometrische Auswertung aus den Experimenten mit RT-PCR, Northern- und
Western Blot Analysen erfolgte durch die Auswertungssoftware Scion Image Beta
4.02 Frederick, USA anhand der Bandenstarke.

2.15 Immunzytochemie

Um die Lokalisationen und Expressionen verschiedener Proteine in Zellen oder
Gewebeschnitten zu detektieren, wurden die Praparate mit einem Antiserum
immunzytochemisch gefarbt.

Zunachst wurden Zellen in niedriger Konzentration auf einem Objekttrager ausgesat.
Nach etwa 24 h wurde das Medium entfernt und der Objekttrager mit 1 x PBS bei
Raumtemperatur gespult.

Um die Zellen auf dem Objekttrager zu fixieren, wurden sie fur 15 min bei
Raumtemperatur in 2,5 — 4 % Paraformaldehyd (PFA) inkubiert.

Es folgte ein Inkubationsschritt zur Zellmembranpermeabilisierung mit Triton (0,1 %),
welches in PBS geldst war, fir 5 bis 10 min.

Anschliel3end folgten drei Waschschritte uber je 10 min mit PBS, wobei man hier
jeweils etwas BSA zusetzte.

Um unspezifische Antikdrperbildung zu verhindern, wurden die Zellen mit 2 % BSA
und 4 % NDS dber 30 min geblockt.

Das erste Antiserum, mit einem Gesamtvolumen von 200 nl, wurde auf den
Objekttrager gegeben und entweder bei 4 °C Ubernacht oder fur 1 bis 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde der Objekttrager 3 mal 5 min in PBS

gewaschen.
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Nach einer 30 minutigen Behandlung mit 3 % NDS, wurde das zweite Antiserum zur
Detektion in einer Verdunung von 1:1000 oder 1:1500 fr 30 bis 60 min
hinzugegeben.

Zur Kernfarbung gab man fur die letzten 5 min 200 ul 1:6000 verdinntes DAPI (4-6-
Diamino-2-phenylindol) hinzu.

Unter einem Immunfluoreszenzmikroskop erfolgte die Analyse der

immunzytochemisch gefarbten Praparate.

2.16 Insulin—ELISA

Die Insulinsekretion von Beta-Zellen wurde mit einem Insulin-ELISA (Mercodia,
Uppsala, Schweden) durchgefuhrt. Bei diesem Sandwich-ELISA wurde das zu
detektierende Antigen, in diesem Fall Insulin, durch ein immobilisiertes Antiserum am
Boden einer 96 well Platte gebunden. Durch ein zweites Antiserum, das ein
unabhangiges Epitop des Antigenes band, wurde eine enzymatische
Nachweisreaktion vermittelt. Eine Peroxidase, welche mit dem zweiten Antiserum
verknlpft war, katalysierte eine chemische Reaktion, die zu einer Lichtemission
fuhrte, welche fotometrisch bestimmt werden konnte.

Zunachst wurde der ELISA mittels Standardproben geeicht. Auf diese Standartwerte
wurde der MeRwert der Probe bezogen.

Zu der Probe in einer 96 well Platte mit dem ersten Antiserum wurde eine
Konjugatlésung mit dem zweiten Antiserum gegeben und fiir 2 h bei Raumtemperatur
schuittelnd inkubiert.

Nach 6 Waschschritten mit je 350 ul Waschlésung, wurden 200 ul der Peroxidase
L6sung hinzugefugt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 30 min wurde die
Reaktion durch Zugabe von Schwefelsaure (1 M) gestoppt.

Der Absorptionswert wurde bei einer Lichtwellenlange von 450 nm gemessen und
eine Absorptionskurve erstellt. Anhand dieser Werte wurde die Insulinkonzentration

in der Probe bestimmt.
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2.17 DNA-Sequenzierung

Zunachst wurde eine PCR mit einer AmpliTag® DNA Polymerase durchgefiihrt. Bei
der PCR wurden Nukleotide verwendet, die mit einem fluoreszierenden Agens
markiert waren. Jede der vier Basen zeigt ein anderes Emissionsspektrum.
Nachdem das PCR Produkt gefallt und gereinigt worden war, wurde es automatisiert
in eine Gelkapillare gezogen. Je nach Grdlie und Position wanderten die Basen in
der entsprechenden Reihenfolge und werden mit dem ABI 310®- Sequenzierer
analysiert.

Der PCR-Ansatz enthielt 200 bis 500 ng Doppelstrang DNA, einen Primer mit der
Konzentration von 3,2 pmol/ul und 4 ul Big Dye® Mix. Mit H,O wurde das
Gesamtvolumen auf 20 pl aufgefullt.

Der Big Dye® Mix enthielt eine AmpliTag® DNA Polymerase, Tris-HCI buffer (pH 9,0),
MgCl, (1,5 mM), Deoxynucleosid Triphosphate (dATP, dCTP, dITP, dUTP), A-Dye
Terminator gelabeled mit dichloro [R6G], C-Dye Terminator markiert mit dichloro
[ROX], G-Dye Terminator gelabeled mit dichloro [R110] und T-Dye Terminator
markiert mit dichloro [TAMRA].

PCR Bedingungen:

25 Zyklen:
96 °C 10 sec
50 °C 5 sec
60 °C 4 min

4°C o

Die PCR-Probe wurde mit einer G50 Saule aufgereinigt.

Anschlieflend wurden zur Produktfallung 80 ul Isopropanol (75 %) zugegeben und
bei Raumtemperatur flr 15 min prazipitiert. Danach wurden die Proben bei
maximaler Geschwindigkeit fir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt
und das Pellet in 250 pl Isopropanol (75 %) gelost.

Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt fiir 5 min wurde der Uberstand entfernt,
das Pellet getrocknet und alle Spuren von Isopropanol entfernt.

Das Pellet wurde in 20 ul TSR (Template Supression Reagenz) geldst und fir 2 min

bei 95 °C denaturiert. AnschlieRend erfolgte die Sequenzierung.
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2.18 PP-1 Aktivitatsassay

Mit diesem Assay von Ragolia und Begum [125] war es mdglich, die Aktivitat des
Enzyms Protein Phosphatase 1 (PP-1) zu analysieren. Dieser Assay war im
Zusammenhang mit der Wirkung von Insulin auf Leberzellen bzw. Fettzellen [126]
etabliert worden. Aus diesem Grunde wurden Insulin stimulierte Hep-G2 Zellen als
Kontrolle verwendet.

Das Prinzip bestand darin, dass zunachst die Phosphatase aus Zellen isoliert wurde.
Nach der Extraktion wurde der Probe eine P**-markierte Phosphorylase-B-
Phosphorylase-Kinase Mischung zugegeben. In einer enzymatischen Reaktion
spaltete die isolierte Phosphatase das radioaktiv markierte Phosphat aus dem
Phosphorylase-Phosphorylase-Kinase Mix ab. Das entstehende freie P*? wurde
gemessen. Je mehr freies P32 in der Reaktion entstand, desto mehr Aktivitat besal}
die Phosphatase.

In dieser Arbeit wurden INS-1 Beta-Zellen mit 100 nM Leptin Uber 48 h stimuliert
bzw. mit einem Kontrollvehikel behandelt.

Als Kontrolle des Assays wurden Hep-G2 Zellen flr 30 min mit Insulin stimuliert oder
ebenfalls mit einem Vehikel behandelt.

Alle Zellen sind zuvor fur 24 Stunden in einem serumfreien Medium gehalten worden.

2.17.1 Zellextraktion

Nach der Stimulation wurden die Zellen dreimal mit PBS abgewaschen.

500 ul ,phosphatase extraction buffer wurde hinzugegeben, die Zellen abgeschabt
und im Puffer gelost.

Fir 10 Sekunden wurden die gelosten Zellen bei 20 % mit 0,1 on/off Zyklen im
Sonicator behandelt. Anschliel3end wurden die Proben 5 min bei 2000 g zentrifugiert,
um die groReren Zellbestandteile zu entfernen. Der Uberstand wurde entnommen
und in ein neues Tube Uberfuhrt.

Die Probe wurde auf ein Gesamtvolumen von 5 ml aufgefullt und in einer
Ultrazentrifuge fur 1h 20 min mit 100.000 g bei 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde entfernt.

Das Pellet wurde in 500 pul ,phophatase extraction buffer als zytosolische Fraktion

aufgenommen. Der Proteingehalt wurde mit einem Bradford Assay bestimmt.
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2.17.2 radioaktive Markierung von Glycogen Phosphorylase A
103 pl P* o-ATP (> 3000 Ci/nM) wurden auf ein Gesamtvolumen von 500 pl

aufgefullt und mit 300 ul ,phosphorylation reaction buffer versetzt. Des Weiteren
wurden 100 ul Phosphorylase-B (100mg/ml) mit 1 ul Phosphorylase-Kinase
vermischt und mit der extrahierten Probe fir 1 h bei 30 °C inkubiert.

Beendet wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 ul Ammoniumsulfat (90 %) und
einer Inkubation auf Eis fur 30 min.

AnschlielRend wurde die Probe mit 12.000 g flr 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit 1 ml Ammoniumsulfat (45%) gewaschen
und mit 12.000 g erneut fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde
viermal wiederholt.

Danach wurde das Pellet in 1 ml ,solubilization buffer” aufgeldst und in einen
Konzentrator gegeben. Der Konzentrator wurde mit 5000 g zentrifugiert, solange bis
ein Restvolumen von 400 ul vorhanden war. Das Probengesamtvolumen wurde
danach erneut auf 2 ml aufgefullt, und wie zuvor wurde die Probe durch
Zentrifugation auf ein Volumen von 400 ul konzentriert.

Die Probe wurde in ein 4 ml Tube Uberfuhrt und auf ein Volumen von 3,1 ml
aufgefullt. So entsprach die Konzentration der Probe 3 mg pro ml Phosphorylase-a.
Die markierte Probe wurde bei 4 °C gelagert.

2.17.3 Messung der enzymatischen Aktivitat

Es wurden 5 ug Protein pro Probe eingesetzt. Mit eiskaltem Assay-buffer wurde das
Volumen auf 40 ul aufgefullt. Dabei wurde jeder Probe in einem zweiten Ansatz auch
4 ul Calyculin A (Cal A), ein spezifischer Hemmstoff der Protein Phosphatase 1,
zugegeben. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 20 pl P32 markierter
Phosphorylase-a gestartet. Diese Mischung wurde fur 10 min bei 30 °C inkubiert und
anschliel3end wurde die Reaktion durch Zugabe von 180 pul eiskalter
Trichloressigsaure (20 %) und 10 ul BSA (3 %) gestoppt.

Nach Inkubation fur 10 min auf Eis wurden die Proben mit 12.000 g fir 3 min

zentrifugiert. Anschlie®end wurde in 200 ul Probe die Radioaktivitat gemessen.

Ausgehend von der gemessenen P Aktivitdt konnte die spezifische Substrataktivitét

SPA und die Protein Phosphatase Aktivitat errechnet werden.
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SPA = (totale cpm/reaction tube - cpm blank

Protein Phosphatase Aktivitat =

[NMsP; released/min/mg protein]

cpm (Probe)

)/0,62 nMs phosphatase

- cpm (leer) x 1000
pm (leer) /SPA x 10 min x g Protein/Rxn

Phosphorylation Extraction/Assay buffer:
Imidazol HCI pH 7,2) (20 mM)

EDTA (2 mM)

R-Mercaptoethanol (0,2 %)

Glycogen (2 mg/ml)

Benzamidine (1 mM)

Phenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) (1mM)

Aprotinin
Leukopeptin

Antipain je 10 pg/ul

Lagerung in 5-10 ml Aliquots bei -20°C

Phosphorylation reaction buffer:

Solubilization buffer:

Tris-HCI pH 8,2 (250 mM)

MgCl; (16,7 mM)

ATP (1,67 mM)

CaCl; (0,83 mM)

R-Glycerolphosphat (133 mM)
Lagerung in 300 ul Aliquots bei -20 °C

Tris-HCI pH 7,0 (50 mM)
EDTA (0,1 mM)

Koffein (15 mM)
R-Mercaptoethanol (0,1 %)
Lagerung bei -20 °C
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2.19 Kalzium-Influx Messung mit FURA 2 Methode

Die Ca?*- Messungen wurden mit der FURA-2-Imaging Methode durchgefiihrt [127].
INS-1 Zellen wurden auf Objekttrager ausgesat und in INS-1 Medium kultiviert.

Die INS-1 Zellen wurden in einer FURA-2/AM Losung (5 uM, Molecular Probes, Inc.,
Eugene, OR) 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Objekttrager mit
INS-1 Zellen in eine Messkammer Uberfuhrt. Der verwendete Puffer in der
Messkammer bestand aus 130 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM KH>POy4, 1,2 mM
MgSOy, 1,5 mM CaCl,, 6 mM Glukose, 20 mM HEPES, 2 % BSA und 0,1 Pluronic F-
127 (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR).

Die Messungen erfolgten unter einem Fluoreszentmikroskop (Axiovert IM 135, Carl
Zeiss, Jena).

FURA-2 bildete mit Ca®* einen Komplex, der bei einer Wellenlange von 340 und

380 nm zur Fluoreszenz angeregt wird.

Der Kalzium-Influx wurde in INS-1 Zellen nach einer Stimulation mit Leptin (100 nM)
und Cal A (40 pM) in Medium mit 0,5 mM Glukose bzw. 6 mM Glukose gemessen.
Die Signalmessung erfolgte mit einem Spektrofluorometer (Deltascan 4000, Photon

Technology Instruments, Wedel).

2.20 Statistik

Die Ergebnisse wurden mit dem Student’s unpaired t Test und ANOVA Test
analysiert. Unterschiede mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) < 0,05 wurden
als signifikant fur die Nullhypothese bewertet.

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
dargestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware GraphPad Prism 4
(Version 4.01).
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3 Ergebnisse

3.1 Regulation der mRNA-Expression durch Leptin in INS-1 Beta-Zellen

Mit semiquantitativer RT-PCR wurde die mRNA-Expressionsregulation
ausgewabhlter Gene in INS-1 Beta-Zellen nach einer Stimulation mit 100 nM
Leptin Uber 24 Stunden bzw. nach Behandlung mit einem Kontrollvehikel
untersucht (Abb. 7, Tab.2).

25 r
U Vehikel
2 F W | eptin (100 nM)

05

relative mRNA-Expression

0 Il 'l 'l 'l 'l 'l Il Il 'l

INS Stat1 Stat3 Stat 5b Stat 6 Socs 3 NeuroD1Pan1 IDX1 ISL-1
(n=3) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=3) (n=3) (n=3) (n=4) (n=5)

Abbildung 7: Relative mRNA-Expression nach Stimulation mit 100 nM Leptin Gber 24 h und

Behandlung mit einem Kontrollvehikel in INS-1 Zellen.
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Gen Vehikel Leptin p-Wert
INS 1 0,51+0,14 0.0872
STAT 1 1 0,77 £ 0,17 0.5344
STAT 3 1 0,67 £ 0,21 0.1942
STAT 5b 1 0,89 + 0,39 0.3219
STAT 6 1 1,02 +0,30 0.1614
SOCS 3 1 1,03 £ 0,93 0.7137
Neuro D1 1 0,57 £0,11 0.1741
Pan 1 1 1,12 + 0,56 0.6442
IDX 1 1 0,93 +£0,23 0.5856
ISL-1 1 0,69 + 0,39 0.2906

Tabelle 2: Relative mRNA-Expression in INS-1 Beta-Zellen nach Stimulation mit 100 nM Leptin

im Vergleich zu Kontrollvehikel.

Es konnte eine nicht signifikante Hemmung der mRNA-Expression von
Proinsulin um 49 % £ 0,14 in INS-1 Beta-Zellen nachgewiesen werden. Hiermit
bestatigten sich bereits publizierte Ergebnisse, die ebenfalls eine hemmende

Leptinwirkung auf die Proinsulingenexpression nachweisen konnten.

Des Weiteren wurden Gene des JAK/STAT Signalweges untersucht. In den hier
durchgefiihrten Untersuchungen konnte keine signifikante Anderung der
MRNA-Expression nach einer Stimulation mit 100 nM Leptin Uber

24 Stunden von STAT1, STAT3, STAT5b und STAT6 in INS-1 Zellen
beobachtet werden. Die mRNA-Expression von SOCS 3 wurde ebenfalls in
INS-1 Zellen nicht durch 100 nM Leptin Gber 24 h reguliert.

SchlieRlich wurden zwei Transkriptionsfaktoren, die zu den bHLH Proteinen
gehorten, Pan 1 und Neuro D1, untersucht. Die mRNA-Expression von Pan 1
veranderte sich nach einer Stimulation mit 100 nnM Leptin in INS-1 Zellen nicht.
Dagegen wurde die mRNA-Expression von Neuro D1 in INS-1 Zellen nach
einer Stimulation mit 100 nM Leptin Uber 24 h um 43 % + 0,11 nicht signifikant
gehemmt (Abb. 8).
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Vehikel Leptin
| |

620 Bp <= [NS (Insulin)

i 2

WM Vehikel Leptin

580 Bp == <= NeuroD1

Abbildung 8: RT-PCR fir die Gene INS und Neuro D1 nach Behandlung mit einem
Kontrollvehikel und Stimulation mit 100 nM Leptin in INS-1 Zellen Gber 24 h (WM = weight

marker).

Zusammenfassend konnte mit semiquantitativer RT-PCR nachgewiesen
werden, dass 100 nM Leptin die mRNA-Expression der Gene fir STAT-1,
STAT-3, STAT-5b, STAT-6, SOCS-3, IDX-1, Pan 1 und ISL-1 in INS Beta-
Zellen nicht reguliert.

Die mRNA-Expression von Proinsulin und Neuro D1 wurde in INS-1 Zellen
durch 100 nM Leptin gehemmt. Allerdings waren diese Unterschiede nicht

signifikant.
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3.2 Subtraktions-PCR

Ein Ziel dieser Arbeit war es, durch eine Subtraktions-PCR neue Leptin

regulierte Gene in der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas zu identifizieren.

Die PCR Amplifikationen dieser Subtraktions PCR wurden mit einer ,Taq
Polymerase® und mit einer ,hotstart Klen-Tag-Polymerase® durchgefuhrt.
Die Proben wurden auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen (Abb. 9). Die
entstandenen Banden wurden extrahiert, subkloniert und sequenziert. Die

Sequenzen wurden anschliefend mit der NCBI-Datenbank verglichen.

WM AB WM A B A B WM
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¥
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= 4

= 5

= 6

= 7

-3

: =10 (
Gel 1 Gel 2 Gel 3

Abbildung 9: Gel 1: A unsubtrahierte cDNA , B subtrahierte cDNA nach Amplifikation mit Tag-
Polymerase; Gel 2: A unsubtrahierte cDNA, B subtrahierte cDNA nach Amplifikation mit hotstart
Klen-Tag-Polymerase; Gel 3: A/B Kontrollen mit DNA der Skelettmuskulatur nach
durchgefiihrter Subtraktion-PCR.
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Gel 1:
Nr.

1

2

3

GroRe

ca. 1000 bp

ca. 900 bp

ca. 800 bp

Ubereinstimmung Sequenzvergleich mit NCBI-

(%)
84 %

81 %

97 %

96 %

89 %

62 %

96 %

85 %

84 %

Datenbank
- SIL, MAP_17, CYP_a, SCL
& CYP_b (Mus musculus)
AJ297131.1
- L1cam (mus musculus)
AF1333093
- PC-12 cells, NGF-treated,
clone RPNAP27 5 similar to
secretogranin 1 (rattus
norvegicus) AA686109
- Chromogranin b, (rattus
norvegicus) NM_012526.1
- Gpr56 Serpentine receptor
(Cyt28) (mus musculus)
NM_018882.1
- Acetyl LDL receptor,
SREC=scavenger receptor
(homo sapiens) NM_003684.1
- mRNA for alpha(1) inhibitor 3
variant 1 (rattus norvegicus)
X52984.1
- TCR beta locus (mus
musculus) AE000663.1
- Mus musculus ATP-binding
cassette 1, sub-family A,
member 1 (Abca1) gene,
AF287263
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Gel 2:
Nr.

OO o OO0 © A N W OODN

RN
o

8

GroRe

ca

ca.

ca.

ca.

ca.

ca.

ca.

ca.

ca.

ca.

ca.

ca

. 800 bp

700 bp
500 bp
600 bp
400 bp
550 bp
400 bp
550 bp
220 bp
500 bp
1400 bp

. 220 bp

Ubereinstimmung
(%)
97 %

94 %
96 %

97 %

95 %

97 %

98 %

98 %

94 %

91 %

99 %

97 %

Sequenzvergleich mit NCBI-
Datenbank

- Secretogranin Il (rattus norvegicus)
NM_022669.1
- Muscle Protein684 AJ250192.1
- Selectin Glg 1(rattus norvegicus),
NM_017211.1
- Insulin (rattus norvegicus)
V01242.1
- Ribosomal protein L7a (rattus
norvegicus) X715013.1
- Ribosomal protein S11 (Rps11)
(rattus norvegicus) NM_031110.1
- Ppp1ca Protein phosphatase1a
catalytic subunit (rattus norvegicus)
NM_031527.1
- PP-1 o (rattus norvegicus),
D00859.1
- Ppp1ca (mus musculus)
NM_031868.1
- Ppp1cc (mus musculus)
NM_01363.1
- Cytochrome b (rattus norvegicus)
AF295545
- ribosomal protein S11 (Rps11)
(rattus norvegicus) NM_0311110.1
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Mit semiquantitativer RT-PCR wurde die differenzielle Expression folgender
Gene untersucht: Cytochrome b

L1cam

GPR 56 Serpentine receptor

Secretogranin Il

PP-1a

Glg1

Rps11

Bis auf die Gene fur Secretogranin Il und PP-1a konnte keine differenzielle

mRNA-Regulation durch 100 nM Leptin Uber 24 Stunden in INS-1 Zellen mit

RT-PCR in diesen Genen beobachtet werden.
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3.3 GPR 56 Serpentine Rezeptor

Der Serpentine Rezeptor GPR 56 gehort zur Gruppe der 7-transmembranaren
G Protein gekoppelten Orphan-Rezeptoren. Bisher wurde kein Ligand fur
diesen Rezeptor identifiziert (Abb 10).

WM A B

650 Bp - <= GPR 56

Abbildung 10: A: Nachweis der mRNA-Expression von GPR-56 in INS-1 Beta-Zellen mit
RT-PCR; B Negativkontrolle.

In der semiquantitiativen RT-PCR wurde keine differenzielle Regulation des
GPR 56 Rezeptors durch 100 nM Leptin in INS-1 Beta-Zellen beobachtet.

In der NCBI-Datenbank war die GPR 56 Rattensequenz nicht verzeichnet. Aus
diesem Grunde wurde die vollstandige Sequenz des Serpentine Rezeptors
GPR 56 der Ratte sequenziert.

Die Maussequenz des GPR 56 Rezeptors (NM_018882.1) diente als Vorlage
fur die Primersequenz, mit denen PCR Fragmente aus Ratten cDNA amplifiziert
wurden. Die PCR Produkte wurden sequenziert und die vollstandige cDNA

Sequenz des GPR 56 Rezeptors der Ratte wurde identifiziert.
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Orginal Datenblatt aus NCBI-Datenbank Nr. AF529886

LOCUS AF529886 2949 bp mMRNA linear ROD 15-AUG-2002
DEFINITION Rattus norvegicus G protein-coupled receptor 56 (Gpr56) mRNA,
complete cds.
ACCESSION AF529886
VERSION AF529886.1 GI:22255985
KEYWORDS .
SOURCE  Rattus norvegicus (Norway rat)
ORGANISM Rattus norvegicus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae;
Rattus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2949)
AUTHORS Kuehnen,P. and Seufert,J.
TITLE Inhibition of rat serpentine receptor mRNA expression by leptin in
insulin producing pancreatic beta-cells
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 2949)
AUTHORS Kuehnen,P. and Seufert,J.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (15-JUL-2002) Metabolism, Endocrinology and
Molecular Medicine, Med. Poliklinik University of Wuerzburg,
Klinikstrasse 6-8, Wuerzburg 97070, Germany
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2949
/organism="Rattus norvegicus"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:10116"

[cell_line="INS-1"
gene 1..2949

/gene="Gpr56"
CDS 290..2353

/gene="Gpr56"

/note="seven transmembrane receptor; secretin family;
serpentine receptor”

/codon_start=1

/product="G protein-coupled receptor 56"
/protein_id="AAM94855.1"

/db_xref="Gl:22255986"
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mRNA Sequenz:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

agacagcgtg
aaagtccacg
ggcacttggce
tgcctagaca
agtaaagcct
ggtgctactg
tggtgccage
caccctccat
cctcacgatce
tagaggactc
ctatggcaag
acaggaggag
gagcccacag
cccacacaag
gttgcttage
catcagtcag
cacactgtct
cgggctggag
ctactccgtg
cgccaagagg
tagccaagtc
cctctecagat
gcagtgtgtg
gggctgtgag
ctttgcagtg
gctectgtece
gtacctgtgce
tctggecegte
ctctgaagca
ctcctggatg
ctatgtccct
ggtcactctg
ccggacteeg
ctatgtcact
caccatggtg
gactttgctg
tgcttetggt
aggcttecctce
tcctctgaag
cagccgcate
atggcgtctg
catactagag
cctagettge
accaagacgg
tcaaatccct
taacatacag
tttaggcatg
cctcagectt
tgatattaaa
aaaaatcag

atccecggect
gaggctgaag
accggaagct
ggctcagact
atctatcaac
cagatggtct
ccccgagaag
tatgatcaaa
cgtgceccat
tatcatttct
aatgattacc
agcctgaaac
aacaccagcc
gtctcccaca
aagttcctge
cagttgcaga
tttgaggaga
gatctgcaaa
ttgctteccec
ctcctggtag
ctgggtgaga
cccgtggtac
ttctgggttg
actgttagca
ctgatggtgt
tacgtgggct
accaggagga
ttcctectgg
gcctgtegea
ggcctggagg
ggctatctgce
gtggcgttgg
gaccatgtca
aacctgggcc
gtgcagatcc
ggcctcagcece
accttccagce
atcttcctgt
aacaattcag
taggccaccg
ctcacattgt
aaggccctgg
cttggcgagt
caccctctgg
gtgggtgtat
tgaggggacc
gggctgagaa
ctagttgggg
gctctttgta

cccacgaagg
accctgtaaa
agacctgtag
aggtgctggg
agaagggcct
acttcctact
acttccgett
cttcagagcce
tcceggeage
gcctctactg
tgcttagtag
agggggctec
tgccgggage
atgcatctgt
agcatcctca
acctggagtc
accgggtcaa
tccactccca
gggccgtatt
tcgacttcag
aggtcttggg
tcaccttcca
aagacccggc
gagacacaca
catccatgga
gtgtcatctc
agtcacgtga
acgtgagctt
ccagtgccat
gctacaatct
tcaagctgag
tggatgtgaa
tctaccecte
tcttcagect
tgcggetteg
tggtcecttgg
ttgtcatcat
ggtactggtc
acagcgccaa
ccacacctcce
ctgtggcctg
tccttgaagg
actgtggata
tgacagtggc
ctgaagatac
cceceeegece
tccaggagga
aggaggatgt
gagagtttgg

cagctcttac
gcttegecag
gcggagectce
cacctggaag
gcctaggett
gactctgctc
ctgtggccag
tcacattttt
cccagacatt
gagccgccac
ccgagectec
actggttgec
tccaagcttce
gaacatgtgt
caaggcctec
aaagctgacc
tgccacagtg
gcaggaggag
ccagcagacc
cagccaagct
tattgtegtg
gcaccagcca
atcaagcagc
gacatcctgce
ggtagaagcc
tgcectaget
ctacaccatc
cctgctcagt
gttcctgeac
ctaccgactg
caccgtgggce
taactatggc
tatgtgctgg
ggtgttcctg
cccacacagc
ccttecectgg
ctaccttttc
catgaggttc
gctccccate
cctecececttt
gtgctgtgece
ggtaggactg
cagcctactt
caagcttgat
tgggcttgec
cccacgaaag
cttcetgeag
tcttttttaa
aaactgtagg

taaccaggga
aaaacctagg
acctgggttg
gaggaggcag
ggaggtataa
tttctggtge
cggaaccaga
gtatggaaca
ccctacttet
actgggaggc
aacctcctet
acctctgtca
atcttctcct
gacctcaaga
aagcggccct
tcecgtgaget
tggaagctge
gagcagagtg
agaggccgtc
ttgttccagg
cagaacacca
cagccaaaga
acagggagct
ctgtgtaacc
actcacaaac
tgtgtcttca
aaagtgcaca
gagccegtgg
ttctecectge
gtggtggagg
tggggttttc
cccatcatce
atccgggact
ttcaacatgg
cagaagtggc
gccttggtet
agcatcatga
caggcccaag
agctccggca
ggggttgggg
cagccttggt
ttgctetggt
ttcaacccag
gctctectga
tgtcgtgaat
ctctcacgaa
gaggcagcgt
agaccagttc
agattgttga

agagatgcca
agtgttcgag
agttcacagc
aggcaccagc
tggctgtcca
aaggtgccca
cccaacagag
cagacgagag
tcceggaacc
tccacctgeg
gctaccggaa
gctcctggcea
tccacaatgce
aggaactgca
ccgcagegtt
tcctgggaga
cacccacagc
aggtccaggc
gccgggatgce
acaagaattc
aagtcactaa
acgtgactct
ggagcagtga
atctgaccta
actacctcac
ccatcgctgce
tgaacctgct
cgctgatggg
ttgcctgect
tcttcggtac
ctgtcttect
tagctgtgcg
ctgtagttag
ctatgctggce
cccacgtget
tcttttecctt
ctteccttcca
gcggtcectce
gcacctctte
gtgcacatgc
tggttagtgg
aggtagatat
cattctgaag
gaagtggtct
tctgtettge
gtcctggagce
ttcatcttga
atttgtcttt
gaagaaaaat
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Der Transkriptionsstart des GPR 56 Genes lag an Position 290 und endete an
Position 2353. Die Gesamtlange betrug 2949 bp.

In 92.9 % stimmte diese Rattensequenz von GPR 56 mit der Maus GPR 56
Serpentine Rezeptor- bzw. in 81.3 % mit der humanen GPR 56 Sequenz
uberein.

Die oben beschriebene Sequenz wurde in der NCBI Datenbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) unter der Nummer AF529886 publiziert.

3.4 Secretogranin Il (Scg Il)

3.4.1 Regulation der mRNA- und Proteinexpression von Scg |l

Die Regulation der mRNA-Expression in INS-1 Zellen durch 100 nM Leptin
wurde mit semiquantitativer RT-PCR untersucht. Die relative mRNA-Expression
wurde im Verhaltnis zu Kontrollvehikel behandelten INS-1 Zellen gesetzt.
Leptin (100 nM) hemmte die Scg || mRNA-Expression um 88,8 % Uber 48 h
(Abb 11).
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Abbildung 11: A: RT-PCR fiir Scg Il nach Behandlung mit Leptin (100 nM) bzw. einem

Scg Il mMRNA
(Relative Expression)

Leptin

Zeit (h) 0 1 3 6 12 24 48

780 bp - — — <4 Scg Il
Vehikel

Zeit(h) 0 1 3 6 12 24 48
T I S — <= Scg Il

14 1
1,2

1
0.8 |
0.6 |
04 |

0.2 1

0.0
Zeit(h) 0 1 3 6 12 24 48

Kontrollvehikel; B: relative mRNA-Expression nach Leptinstimulation von Scg Il in INS-1 Beta-

Zellen im Vergleich zur Vehikelkontrolle (p<0.0003).
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Die Inhibition der mMRNA-Expression von Scg Il durch Leptin in INS-1 Zellen
wurde mit Northern Blot Analysen bestatigt.

100 nM Leptin hemmte die mMRNA-Expression nach 48 Stunden um 70 % im
Vergleich zu einer 18s Kontrolle (Abb. 12).

A Leptin

Zeith) 0 1 3 6 12 24 48

g L i
kp”h .....:u <= Scgll

O - — 2c:

-

D SND SN SND SN St — 135

1,2 1
1,0
0,8 |
0,6 |

04 t

Scg Il mMRNA
(relative Expression)

0,2 |

0.0
Zeit(h) 0 1 3 6 12 24 48

Abbildung 12: A: Northern Blot Analyse fiir Scg Il nach Leptinstimulation und Formaldehydgel

mit 28s und 18s; B: relative mRNA-Expression nach Leptinbehandlung im Verhaltnis zu 18s
Uber 48 h (p=0,3456).
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Insgesamt konnte eine Hemmung der mMRNA-Expression von Secretogranin |l
in der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas der Ratte unter dem Einfluf3 von

100 nM Leptin nachgewiesen werden.

Leptin hemmte dariber hinaus die Proteinexpression in INS-1 Beta-Zellen. In
Western-Blot Analysen mit einem Antiserum gegen Secretogranin Il reduzierte
Leptin (100 nM) die Proteinexpression Uber 72 h im Vergleich zu einer
Vehikelkontrolle (Abb.13).

A Leptin
Zeit(h) 0 12 24 48 72
Scgll =P jmmw v s
L DT
Vehikel

Zeit(h) 0 12 24 48 72

Scgll == [R—————

CREE —b WD 0 60 G a9

04|
03]

02|

01}

Scg Il Protein
(Rel. Expression)

0,0
Zeit(h) 0 12 24 48 72

Abbildung 13: A: Western Blot mit Antiserum gegen Scg |l und CREB; B: relative
Proteinexpression von Scg Il in Western Blot Analysen in INS-1 Zellen nach Leptinstimulation

(100 nM) in Relation zur Vehikelkontrolle (p=1,406).
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3.4.2 Lokalisation von Scg Il in INS-1 Zellen

Die Lokalisation von Secretogranin Il in INS-1 Zellen der Ratte wurde mit
immunzytochemischen Farbungen untersucht.

Secretogranin Il war besonders in den Vesikeln des Zytoplasma in INS-1
Beta-Zellen lokalisiert. Im Kern, der durch DAPI (4,6-Diamino-2-Phenylindol)

zusatzlich angefarbt wurde, wurde keine Expression nachgewiesen (Abb.14).

Abbildung 14 Immunzytochemische Untersuchung an INS-1 Beta-Zellen mit einem Antiserum

gegen Secretogranin Il. Die Zellkernfarbung erfolgte mit DAPI.

60



Ergebnisse

3.5 Protein Phosphatase 1a

3.5.1 Regulation der mRNA-und Proteinexpression

Die Regulation der mRNA- und Protein Expression von PP-1a, einer
katalytischen Untereinheit der Protein Phosphatase 1, wurde mit RT-PCR,
Northern Blot- und Western Blot Analysen untersucht.

Leptin hemmte die mMRNA-Expression in RT-PCR Untersuchungen von PP-1a
um 35 % in INS-1 Zellen im Vergleich zur Vehikelkontrolle (Abb.15-16).

A Leptin Vehikel

Zeit(h)/ 0 20 0 20/l0 20 o 20!

600 bp e . -_— <4— PP-1aq
400 bp e — e ¢ 18s
B 1,21
_'g 1,0}
< 0
z 38 os}
E
s W o6}
N
a >
& 5 04}
o
AR
0,0 . ,
Zeit(h)L_0 20 | | 0 20 |

Leptin Vehikel

Abbildung 15: A: RT-PCR fir PP-1a und 18s nach Behandlung mit Leptin (100 nM) bzw.
Kontrollvehikel; B: Relative mRNA-Expression von PP-1a nach Leptinstimulation (100 nM) und

Behandlung mit Kontrollvehikel im Verhaltnis zur 18s Kontrolle .
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A Leptin

Zeit(h) 0 1 3 6 122448
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Abbildung 16: A: RT-PCR fur PP-1a nach Stimulation mit 100 nM Leptin bzw. nach
Behandlung mit Kontrollvehikel; B: relative mRNA-Expression von PP-1a mit RT-PCR in INS-1
Zellen nach Leptinstimulation (100 nM) im Vergleich zu einer Behandlung mit einem
Kontrollvehikel (p=0,0006).

Die Ergebnisse der RT-PCR wurden mit Northern Blot Analysen bestatigt.
100 nM Leptin hemmten die mRNA-Expression in INS-1 Zellen von PP-1a um
35 % nach 48 Stunden (Abb.17).
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A Leptin
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Abbildung 17: A: Northern Blot und Formaldehydgel von PP-1a und 18s- bzw. 28s-Kontrolle;
B: relative mRNA-Expression in Northern Blot Analysen nach Leptinstimulation (100 nM) von
INS-1 Beta-Zellen im Vergleich zur 18s Kontrolle auf Formaldehydgel (p=0,0001).

In Western Blot Analysen konnte eine Hemmung der Proteinexpression in
INS-1 Zellen um 35,5 % nach einer Leptinstimulation mit 100 nM Gber 72 h im

Vergleich zu einer Vehikelkontrolle nachgewiesen werden (Abb.18).

63



Ergebnisse
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Abbildung 18: A: Proteinexpression in Western Blot Analysen mit Antikdrper gegen PP-1a im
Verhaltnis zu einer Vehikelkontrolle in INS-1 Beta-Zellen, B: relative Proteinexpression im

Vergleich zu Kontrollvehikelbehandlung (p=0,5496).

Leptin (100 nM) hemmte in INS-1 Zellen sowohl die mMRNA-Expression als auch
die Proteinexpression von PP-1a in RT-PCR, Northern Blot- und Western Blot

Analysen.
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3.5.2 PP-1a Lokalisation in INS-1 Zellen und humanen Pankreasinseln

Die Lokalisation in INS-1 Zellen von PP-1a wurde mit immunzytochemischen
Farbungen untersucht.

Mit einem Antiserum gegen PP-1a wurde in INS-1 als auch in humanen
Pankreasinseln PP-1a im Kern als auch im Zytoplasma identifiziert. Der
Zellkern wurde mit DAPI angefarbt (Abb.19-20).

Abbildung 19: Untersuchung der Lokalisation von PP-1a durch immunzytochemische

Farbungen von INS-1 Beta-Zellen mit einem Antiserum gegen PP-1a und DAPI.
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Insulin

Abbildung 20: Immunzytochemische Farbungen von humanen Pankreasinselzellen mit

Antiseren gegen Insulin und PP-1a und im Overlay als Doppelfarbung.

In humanen Pankreasinselzellen war PP-1a kolokalisiert mit Insulin. Dieses
Ergebnis wurde in humanen Pankreasinselzellen mit einer Doppelfarbung

gegen Insulin und PP-1a nachgewiesen (Abb.20).

3.5.3 Insulinsekretion

Es war beschrieben worden, dass PP-1 von Glukagon reguliert wurde.
Glukagon forderte in Untersuchungen die Insulinsekretion der Beta-Zelle,
wahrend Leptin die Insulinsekretion hemmte [128].

Mit einem Insulin-ELISA wurde die Insulinsekretion von INS-1 Zellen gemessen.
INS-1 Beta-Zellen wurden mit 100 nM Leptin Gber 2 Stunden, 40 pmol
Glukagon uber 1 Stunde und gleichzeitig mit beiden Hormonen Leptin (100 nM)
und Glukagon (40 umol) behandelt.

Leptin hemmte die Insulinsekretion um 38,3 % + 0,03 und Glukagon steigerte
die Insulinsekretion von INS-1 Beta-Zellen um 134 % + 0,17. Des Weiteren
wurde die Glukagon induzierte Insulinsekretion in INS-1 Beta-Zellen durch

Leptin um 84,4 % + 0,09 reduziert (Abb.21).
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Abbildung 21: Insulin ELISA zur Detektion der Insulinsekretion von INS-1 Beta-Zellen nach
Stimulation durch 100 nM Leptin und 40 uM Glukagon.

Calyculin A (Cal A) ist ein spezifischer Inhibitor von PP-1a.

Die Insulinsekretion von INS-1 Zellen wurde nach Stimulation mit

40 nM Calyculin A Uber 1 Stunde um 59 % £ 1,04 bei einer Glukosekozentration
von 11,1 mM gehemmt.

Eine Hemmung der Insulinsekretion wurde auch in humanen Pankreasinseln
nach einer Stimulation mit Cal A Uber 1 Stunde beobachtet. Cal A reduzierte die
Insulinsekretion um 61 % * 0,4 (Abb. 22).
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Abbildung 22: Insulin ELISA zur Messung der Insulinsekretion von INS-1 Zellen (p=0,3906)
und humanen Pankreasinselzellen (p=0,5403) nach Stimulation mit 40 uM Cal A Gber 1 h im

Vergleich zur Vehikelkontrolle.

3.5.4 PP-1 Enzymaktivitat

Um den direkten Einfluss von Leptin auf die Enzymaktivitat der Protein
Phosphatase 1 zu untersuchen, wurde ein spezifischer PP-1 Assay
durchgefuhrt.

In bereits publizierten Arbeiten wurde nachgewiesen, dass Insulin in

Hepatozyten die Enzymaktivitat von PP-1 stimuliert und so zu einer Aktivierung

der Glykogen Synthase und zu einer glukosespeichernden Wirkung fuhrte

[126]. Aus diesem Grunde wurde als Kontrollexperiment die Wirkung von

100 nM Insulin auf die PP-1 Enzymaktivitat in Hep-G2 Leberzellen untersucht.

Nach Behandlung mit Insulin wurde die PP-1 Enzymaktivitat um das vierfache

nach 2 Stunden gesteigert [126] (Abb. 23).
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Abbildung 23: A: PP-1 Enzymassay mit INS-1 Beta-Zellen nach einer Stimulation mit 100 nM
Leptin Gber 1 h mit und ohne Zugabe von 40 uyM Cal A. B: Kontrolle mit Hep-G2 Zellen nach

einer Stimulation mit 100 nM Insulin.

INS-1 Beta-Zellen wurden mit 100 nM Leptin Gber eine Stunde stimuliert bzw.

mit einem Kontrollvehikel behandelt.
Die PP-1 Enzymaktivitat wurde durch Leptin um 64 % £ 58,5 reduziert. Diese

hemmende Wirkung konnte imitiert werden, duch Zugabe von Cal A in den
Vehikel- bzw. in den Leptin stimulierten Ansatz (Abb. 23).

3.5.5 Messung des Kalzium-Influx in INS-1 Zellen

In zahlreichen Untersuchungen wurde die Wirkung von PP-1-Inhibitoren auf

spannungsabhangige Kalziumkanale untersucht. In intestinalen Muskelzellen

wurde eine Stimulation sowie eine Hemmung der Kalzium-Kanalaktivitat nach

einer Behandlung mit Cal A beobachtet.
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Abbildung 24: Kalzium-Influx in INS-1 Beta-Zellen nach Stimulation mit 100 nM Leptin und
40 uM Cal A.

In der vorliegenden Arbeit wurden INS-1 Zellen mit 40 yM Cal A und 100 nM
Leptin Uber 1 h behandelt.

Nach einer Stimulation mit Leptin bzw. Cal A wurde eine Hemmung des
Kalzium-Influxes in INS-1 Zellen um etwa 50 % im Vergleich zu einer
Vehikelbehandlung mit der FURA2 Methode beobachtet. Damit war eine
Hemmung des Kalzium-Influx in INS-1 Beta-Zellen mit einer Inhibition von
PP-1a durch Cal A assoziiert (Abb. 24).
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4 Diskussion

4.1 Regulation der mRNA Expression durch Leptin in INS-1 Beta-Zellen

Leptin, produziert im Fettgewebe, hemmt die Insulinsekretion der Beta-Zelle des
endokrinen Pankreas. Umgekehrt fordert Insulin die Leptinsekretion der Adipozyten.
Dieser Regelkreis fuhrte zu dem Modell der adipoinsularen Achse [90].

Die Wirkung von Leptin wird durch Regulation verschiedener Signalwege vermittelt.

Ziel dieser Arbeit war es daher, weitere Leptin regulierte Gene in der Beta-Zelle des
endokrinen Pankreas zu identifizieren und somit weitere Einblicke in die Leptin

vermittelte Hemmung der Insulinsekretion in der Beta-Zelle zu erhalten.

In publizierten Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass Leptin die
MRNA-Expression von Insulin in der Beta-Zelle hemmt [89, 99, 100, 129].

Dieses Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit mit RT-PCR Analysen in INS-1
Zellen reproduziert werden.

Daruber hinaus wurden weitere Gene, insbesondere des JAK/STAT Signalweges,
mit RT-PCR-Analysen untersucht. Bis auf die mRNA-Expression von NeuroD1,
konnte dabei keine Regulation der mRNA-Expression nach Stimulation mit Leptin in

INS-1 Beta-Zellen nachgewiesen werden.

4.2 NeuroD1

In den Untersuchungen konnte mit semiquantitativer RT-PCR eine Hemmung der
MmRNA-Expression des Gens fir NeuroD1 beobachtet werden.

Bei Neuro D handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor aus der Gruppe der Helix-
loop-Helix Proteine (bHLH), die bei der embryonalen Entwicklung des endokrinen
Pankreas von Bedeutung sind [130]. NeuroD1 reguliert den Insulin- und Pax 4
Promotor im endokrinen Pankreas [131, 132]. Insgesamt ist diese Regulation von
einem DNA bindenden Komplex aus Pdx1, Pan 1 (E47), dem Koaktivator p300 und

weiteren, teilweise noch unbekannten Faktoren, abhangig [132]. Dieser Komplex
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stimuliert den Insulinpromoter in der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas [133].
Knockout Mausmodelle fir das Gen NeuroD1 zeigen eine gestorte
Pankreasentwicklung [134].

Daruber hinaus ist eine Mutation im Gen NeuroD1 mit der Entwicklung des MODY
Typ 6 Diabetes vergesellschaftet [134, 135]. Dies ist eine Diabetesform, die durch
eine eingeschrankte Insulinsekretion der Beta-Zelle gekennzeichnet ist.

In INS-1 Beta-Zellen hemmt Leptin (100 nM) die mMRNA-Expression von NeuroD1
nicht signifikant. Moglicherweise reguliert Leptin die Insulinsekretion durch eine
Hemmung der mRNA-Expression von NeuroD1 und reduziert die stimulierende

Wirkung von NeuroD1 auf den Insulinpromotor.

4.3 GPR 56

Bei dem GPR 56 Serpentine Rezeptor handelt es sich um einen
7-transmembranaren, G-Protein-gekoppelten Orphan-Rezeptor. Er gehort zur
Klasse-B-Sekretin-Familie, zu der auch die Rezeptoren fir GLP-1, Glukagon und
Vasointestinales Peptid (VIP) zahlen, welche als Kandidatengene flr die Entwicklung
des Diabetes mellitus Typ 2 diskutiert wurden [19, 136, 137].

Die GPR 56 Expression wurde besonders in humanem Schilddrisengewebe und im
Hypothalamus und Hypocampus von Ratten lokalisiert [138].

Bisher wurde kein Ligand fur diesen Rezeptor identifiziert [136, 137].

In Expressionsanalysen mit Northern Blot wurde GPR 56 zum grofdten Anteil im
Pankreas, Plazenta, Leber und in der Niere nachgewiesen. In der funktionellen
Charakterisierung fiihrte eine Uberexpression von GPR 56 zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB und PAI-1. Aus diesem Grunde wurde GPR 56 eine
Funktion bei der Bildung des Zytoskelettes und der Zelladhasion zugeschrieben
[138].

Mutationen im Gen fur den GPR 56 Rezeptor wurden beim Menschen im
Zusammenhang mit einer benignen familiaren Polymikrogyrie gefunden [139], eine
Erkrankung mit Entwicklungsverzégerung, zerebellarer Ataxie und neuraler
Migrationsstorung.

In der vorliegenden Arbeit wurde der GPR 56 Rezeptor in INS-1 Zellen
nachgewiesen und die Rattensequenz dieses Rezeptors identifiziert und unter der

Nummer AF529886 in der NCBI-Datenbank publiziert.
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Eine Regulation der mRNA-Expression von GPR 56 durch Leptin konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden.
Die Funktion von GPR 56 in der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas ist bisher

ungeklart.

4.4 Secretogranin Il

Secretogranin Il (Scg IlI) gehort mit Chromogranin A und B zur Gruppe der
Chromogranine. Bei der Ratte ist das Scg Il Gen auf Chromosom 9 und beim
Menschen auf Chromosom 2 lokalisiert.

Erstmals wurde Secretogranin Il von Rosa und Zanini 1981 im
Hypophysenvorderlappen beschrieben [140]. Daruber hinaus zeigte sich eine
Expression von Scg Il in zahlreichen neuroendokrinen Organen, wobei die hochste
Konzentration im Gastrointestinaltrakt und im Hypothalamus nachgewiesen wurde
[141, 142].

Durch proteolytische Prozesse entstehen aus Scg Il drei Proteine:

LA-42 [143], das Pentapeptid AM-5 [144] , wobei fir beide Produkte bisher keine
Funktion gefunden werden konnte, und Secretoneurin [145]. Secretoneurin ist ein
Neuropeptid und vermittelt u.a. die Dopaminsekretion im ZNS. Bisher ist noch kein
Rezeptor fir Secretoneurin identifiziert worden.

Scg Il stimuliert die Gonadotropinsekretion in der Hypophyse, hemmt die Serotonin-
und Melatoninsekretion in Pinealozyten, wirkt chemotaktisch auf Monozyten,
Eosinophile und Fibroblasten, stimuliert die Migration von Endothelzellen und

aktiviert die Adhasion von Neutrophilen [142].

Es wurde eine Regulation von Scg Il durch Ostrogen und Histamin beobachtet.

Die Expression von Scg Il wurde in Untersuchungen durch Ostrogen gehemmt. In
GH4C1 Prolaktinomzellen wurde eine Reduktion der mMRNA-Expression um 30 %
unter dem Einfluss von Ostrogen beobachtet [146].

Nach einer Ovarektomie wurde die mMRNA-Expression von Scg Il in der Hypophyse
um das zwei- bis dreifache gesteigert. Bei anschlieRender Ostrogensubstitution kam
es zu einer Reduktion der mRNA-Expression [147-149].

Eine Reduktion der mMRNA-Expression nach einer Ovarektomie wurde ebenfalls nach

Gabe eines GnRH Agonisten beobachtet [149].
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Histamin reguliert ebenfalls Scg Il. Nach einer Stimulation mit Histamin wurde die
MRNA-Expression in chromaffinen Zellen im ZNS [150] verdoppelt.

In der vorliegenden Arbeit wurde Scg Il in Vesikeln von INS-1 Beta-Zellen mit
immunzytochemischen Farbungen nachgewiesen. Leptin hemmte in INS-1 Zellen die
MRNA-Expression von Scg Il nach 48 Stunden. Diese Regulation wurde mit RT-PCR
und Northern Blot Analysen nachgewiesen.

Des Weiteren wurde eine Hemmung der Scg |l Proteinexpression nach 72 Stunden
beobachtet.

Secretogranin Il ist Teil der Protein-Kinase A und Protein-Kinase C Signalwege und
besitzt eine cAMP Bindungsstelle [142, 151].

In chromaffinen Zellen beim Rind wurde die Scg Il mMRNA-Expression uber eine
Aktivierung des cAMP abhangigen Proteinkinase-Signalweges mit Forskolin um das
3.5 fache gesteigert [152].

Maoglicherweise reguliert Leptin Uber eine Inhibition von Scg Il die

Insulinvesikelbildung und fuhrt so zu einer Reduktion der Insulinsekretion.

In Patienten mit einem Prader-Willi-Syndrom, welches sich durch Hyperphagie,
Adipositas, Hypogonadismus, Kleinwuchs und mentaler Retardierung auszeichnet,
wurde Scg Il als ein unterschiedlich reguliertes und exprimiertes Gen im Vergleich
zur gesunden Population identifiziert [153]. Aufgrund dieser Untersuchung wurde

Scg Il als potentielles Kandidatengen fur die Entwicklung von Adipositas diskutiert.

Abgesehen von Untersuchungen im ZNS und an Prader-Willi-Patienten, wurde in
einer Studie die Genexpression von Ratten-Beta-Zellen nach normaler und niedriger
Proteinzufuhr mit Mikroarray-Analysen verglichen.

In dem cDNA-Mikroarray wurde Scg |l als differenziell exprimiertes Protein und als
bedeutendes Protein fur die Insulinsekretion der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas
beschrieben [154].

Die Scg Il Genexpression wurde in der vorliegenden Arbeit von Leptin in INS-1 Beta-
Zellen reguliert.
Aufgrund dieser Ergebnisse und den bisher publizierten Untersuchungen, kann die

hemmende Wirkung von Leptin auf die Insulinsekretion der Beta-Zelle zum Teil Gber
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eine Regulation von Scg Il vermittelt sein (Abb.25).
Inwieweit beispielsweise im ZNS Leptin die Scg Il Expression reguliert, ist ungeklart.
Eine Fehlregulation der Scg Il Genexpression durch Leptin kann moglicherweise zu

der Entwicklung einer Insulinsekretionsstorung fuhren.
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Abbildung 25: Modell der Leptin vermittelten Hemmung der Insulinsekretion durch Inhibition der

mRNA- und Proteinexpression von Scg Il

4.5 Protein Phosphatase 1 (PP-1)

Die Kontrolle ein Drittel aller Proteine in eukaryontischen Zellen vollzieht sich Uber
eine meist reversible Phosphorylierung spezifischer Serin-, Threonin- oder Tyrosin-
Reste. Inwieweit ein Protein dabei phosphoryliert wird, ist abhangig von einem
Gleichgewicht zwischen Protein-Kinasen und Protein-Phosphatasen. Man geht
davon aus, dass es etwa 100 verschiedene Tyrosin-Kinasen bzw. Tyrosin-
Phosphatasen und etwa 400 Serin/Threonin Kinasen aber nur etwa 25 verschiedene

Serin/Threonin Phosphatasen gibt [155].
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Die Gruppe der Protein Serin/Threonin Phosphatasen wird in drei Gruppen eingeteilt.
Die erste Gruppe der PPM-Familie besteht aus Mg®* abhangigen Enzymen wie z.B.
Protein Phosphatase 2C (PP-2c). Die zweite Gruppe der FCP-Familie ist ebenfalls
Mg2+ abhangig. Die dritte Gruppe der PPP-Familie wird unterteilt in vier Subgruppen
PP-1, PP-2A (mit PP-4 und PP-6), PP-2B und PP-5 [155-158].

PP-1 hat eine GrofRe von 35-38 kDa und besitzt drei Isoformen PP-1a, PP-1y und
PP-1B/3. PP-1 besteht aus einer katalytischen Untereinheit und ein bzw. zwei
zusatzlichen regulatorischen Untereinheiten. Auf diese Weise entsteht ein Multimer,
welches in der Lage ist, verschiedene Funktionen und verschiedene Zielproteine zu
regulieren (Tab. 3) [155, 159].

AKAls Gip1 Nek2 Proteinkinase R Sds22
AKAP149 Grp78 Neurabins PNUTS Sla1

AKAP220 Hox 11 NeurofilamentL PP-1bp80 SNF5
AKAP450 PP2a inhibitor NKCC1 PSF SNP70

ASPPs Inhibitor 2 NIPP1 Regs Tau

Aurora Kinase Inhibitor 3 Pan1 Rp L5 staufen
DARPP-32 Kip38B PHIs Ripp1 Trithorax

Focal adhesion kinase = Mypts Phosphofruktokinase SARAs TIMAPs
GADD34 N-CoR PRIP-1 Scd5 Vit. D Rezeptor

Tabelle 3: Darstellung der Proteinen, welche mit PP-1 als regulatorische Untereinheiten interagieren
[155].

Regulatorische Untereinheiten binden an unterschiedlicher Position an PP-1.

Der ,RVXF* bindende Kanal, der sich aus zwei zentralen 3-Faltblatt Strukturen
zusammensetzt, ist eine charakterisierte Bindungsstelle.

Die meisten regulatorischen Untereinheiten besitzen ein RVXF-Motiv. Dieses Motiv
hat die Funktion eines Ankers an PP-1, der gleichzeitig eine weitere Bindung
zwischen regulatorischer und katalytischer Untereinheit an PP-1 ermoglicht [158,
160-162].

Die unterschiedlichen regulatorischen Untereinheiten von PP-1 beeinflussen die

Affinitat von PP-1 zu verschiedenen Substraten [155].

Die Funktion von PP-1 wird mit dem Zellzyklus, intrazellularem Transport,

Proteinsynthese und Muskelrelaxation in Verbindung gebracht. Dartber hinaus ist
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PP-1 ein Schlusselenzym in der Insulinsignalkaskade. Eine Aktivierung durch Insulin
fuhrt zu einer Stimulation der Glykogensynthase in Hepatozyten [163-165].
Zusatzlich ist PP-1 in der Lage, unterschiedliche Kanalproteine, wie den Kalzium
Kanal oder den Na-K-Cl-Kotransporter zu regulieren [166]. PP-1 wird direkt oder
indirekt durch Insulin, Glukagon, a- und B-adrenergen Agonisten, Glukokortikoide
und Thyroxin reguliert [155, 167].

Die katalytische Untereinheit PP-1a besteht aus 330 Aminosauren und wird beim
Menschen auf Chromosom 11 kodiert, bei der Ratte auf Chromosom 1 und bei der
Maus auf Chromosom 7 [168]. PP-1a wird besonders im ZNS, im Herzen, Leber,
Niere, Milz, Lunge, Skelettmuskel, Pankreas und Intestinaltrakt exprimiert [169, 170].
PP-1a enthalt ein zentrales B-Faltblatt Element mit zwei Metallbindungsstellen fur
Fe?* und Zn®" [160, 162, 171].

Es wurden bisher zahlreiche PP-1a Inhibitoren identifiziert. Okadaic-Saure (OA),
benannt nach Yaichiro Okada und extrahiert aus der Schwammart Halichondria
okadi, hemmt PP-1, PP-2A und PP-2B [172, 173].

Calyculin A (Cal A), ein weiterer PP-1a Inhibitor, ist ein Produkt der Schwammart
Discodermia Calyx und hemmt PP-1a, indem es eine Phosphatgruppe an die
Metallbindungstelle von PP-1 bindet [171, 174]. Weitere PP-1a Inhibitoren sind

Mykrozystin, Nodularin, Tautomyzin, Ciclosporin, Cypermethrin und Heparin [175].

Die Wirkung von PP-1a Inhibitoren auf die Insulinsekretion der Beta-Zelle wurde in
zahlreichen Studien untersucht. In den durchgefuhrten Untersuchungen wurde
sowohl eine Stimulation als auch eine Hemmung der Insulinsekretion beobachtet
[176-185]. Dabei konnte in unterschiedlichen Untersuchungen gezeigt werden, dass

Cal A bzw. OA die glukoseinduzierte Insulinsekretion hemmen [185].

In der vorliegenden Arbeit wurde in INS-1 Beta-Zellen und in humanen
Pankreasinseln eine Hemmung der Insulinsekretion nach einer Stunde durch eine
Behandlung mit Cal A beobachtet. Des Weiteren hemmte Leptin die mRNA- und
Protein-Expression und die Enzymaktivitat von PP-1a in INS-1 Beta-Zellen. Da diese
Wirkung, durch eine Stimulation mit Cal A imitiert, zu einer Hemmung der

Insulinsekretion flhrte, wurde postuliert, dass die bekannte hemmende Wirkung von
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Leptin auf die Insulinsekretion der Beta-Zelle teilweise durch eine Hemmung der

Expression von PP-1a vermittelt wurde [102].

Es wurde in verschieden Geweben die Wirkung einer PP-1 Hemmung auf den
Kalzium-Influx der Zelle untersucht [166, 167]. In der Beta-Zelle wurde dabei sowohl
eine Hemmung des Kalzium-Influxes als auch eine Steigerung beobachtet [178, 183,
184]. Diese kontroversen Beobachtungen wurden mit der Gewebewahl, den
verwendeten PP-1 Inhibitoren, der untersuchten Kanal-Isoform und der
Beobachtungsdauer begriindet. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass die cAMP- und

Glukosekonzentration fur die Bestimmung des Kalzium-Influxes von Bedeutung ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Hemmung des Kalzium-Influxes in INS-1 Beta-
Zellen nach einer Inhibition von PP-1a durch Cal A beobachtet. Dieses Ergebnis wird
durch weitere Studien bestatigt [181, 183-186].

Eine Hemmung des Kalzium-Influxes, der mit einer Hemmung von PP-1 assoziert ist,

fuhrt moglicherweise zu einer Hemmung der Insulinsekretion der Beta-Zelle.

Leptin hemmt somit die Insulinsekretion der Beta-Zelle u.a. durch eine Reduktion des
Kalzium-Influxes, der zum einen Uber eine Aktivierung von Kalium-Kanalen und zum
anderen vermutlich durch eine Inhibition der PP-1a Expression in INS-1 Beta-Zellen
vermittelt wird (Abb. 26).
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Abbildung 26: Darstellung der Leptin vermittelten Hemmung der Insulinsekretion Uber eine

Regulation der Protein Phosphatase 1 und einen verminderten Ca”" Influx in die Beta-Zelle.

Die Bedeutung von PP-1a flr die Funktion der Beta-Zelle wird unterstitzt durch
Untersuchungen an Tiermodellen fur Diabetes mellitus Typ 2 wie z.B. Goto-Kakizaki
Mause. Diese zeigen eine verminderte Aktivitat von PP-1 [187, 188].

Darlber hinaus fuhrt eine Mutation beim Menschen in der regulatorischen
Untereinheit PPP1R zu der Entwicklung einer Insulinresistenz und der Ausbildung
eines Diabetes mellitus Typ 2 [19, 29].

Bei Pima Indianern, die zu der Ausbildung eines Diabetes mellitus Typ 2 neigen,
wurde eine verminderte PPP1R Aktivitat gemessen [189-191].

Diese Beobachtungen zeigen die Bedeutung einer verminderten Aktivitat von PP-1

fur die Insulinsekretion.
Eine Hemmung durch Leptin oder Cal A fuhrt zu einer Reduktion der Insulinsekretion.

Dabei ist der genaue Mechanismus, durch den Leptin die Expression von PP-1a

hemmt, noch unklar.
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4.6 Die adipoinsuldare Achse und Diabetes mellitus Typ 2

Leptin hemmt im Hypothalamus die Nahrungsaufnahme und den Energieverbrauch
[39]. Abgesehen von dieser zentralen Wirkung, hemmt Leptin die Insulinsekretion der
Beta-Zelle des endokrinen Pankreas. Diese Reduktion wird Uber eine Regulation
verschiedener Gene und Proteine in der Beta-Zelle vermittelt [90, 94, 102].

Dabei wird die Insulinsekretion, abgesehen von der Genexpression, kurzfristig durch
Glukose, Inkretin-Hormone oder andere Stimuli reguliert [192].

Langfristig allerdings reguliert Leptin die Insulinsekretion der Beta-Zelle und passt so
den ,set-point” der Insulinsekretion an die Fettgewebsreserven an. Auf diese Weise
entsteht ein Gleichgewicht zwischen dem Anteil des Fettgewebes und der
Insulinsekretion der Beta-Zelle.

Dieser Regelkreis zwischen dem Fettgewebe und der Beta-Zelle des Pankreas wird

als adipoinsulare Achse bezeichnet [90, 193].

In Ubergewichtigen Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 wurde die Hyperinsulinamie
bisher als Zeichen einer Insulinresistenz erklart [194, 195]. Dagegen wurde in
Untersuchungen an Ratten haufig die Hyperinsulinamie vor dem Auftreten einer
Insulinresistenz beobachtet [55, 87, 196-202].

Eine Fehlregulation der Insulinsekretion der Beta-Zelle und nicht primar eine
Insulinresistenz wird aus diesem Grunde als Ausldser flr die Hyperinsulinamie
diskutiert.

In Tiermodellen fur die Entwicklung von Adipositas sowie beim adipdésen Menschen
wurden, aufgrund der proportional zum Fettgewebe stimulierten Leptinsekretion,
hohe Leptinserumspiegel gemessen.

Dies fuhrt zu einer im Hypothalamus beschriebenen Ausbildung einer
Leptinresistenz. Diese Verminderung der Leptinwirkung wird mit einer Anderung der

Leptin vermittelten Signalkaskade in der Zelle erklart [203].

Eine Leptinresistenz wird ebenfalls an der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas
postuliert [90, 204]. Eine Verminderung der Leptinsensitivitat fihrt zu einer
Dysregulation der adipoinsularen Achse zwischen dem Fettgewebe und der Beta-

Zelle.
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Aufgrund der reduzierten hemmenden Leptinwirkung auf die Beta-Zelle, entsteht eine
gesteigerte Insulinsekretion. Die erhdhten Insulinspiegel unterstitzen die
Entwicklung einer Insulinresistenz und fordern zusatzlich die Leptinsekretion. Auf
diese Weise wird die Leptinresistenz weiter gesteigert. Es entsteht ein circulus
vitiosus, der die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 in Ubergewichtigen

Patienten durch eine Fehlregulation der adipoinsularen Achse bewirkt [90, 204].

In dieser Arbeit wurden die moglichen Kandidatengene Scg Il und PP-1a in der Beta-
Zelle charakterisiert. Leptin hemmt die Genexpression von PP-1a und Scg Il in INS-1
Beta-Zellen. Eine Dysregulation dieser Gene in der Beta-Zelle fuhrt moglicherweise
zu der Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2.

Daruber hinaus konnen diese Gene Ansatzpunkte fur die Entwicklung von

Medikamenten bei der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 sein.
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5 Zusammenfassung

Leptin reguliert die Sattigungszentren in den Kerngebieten des Hypothalamus.
Zusatzlich hemmt es die Insulinsekretion der Beta-Zelle des endokrinen Pankreas.
Umgekehrt fordert Insulin die Leptinsekretion des Fettgewebes. Dieser Regelkreis

wird als adipoinsulare Achse beschrieben.

Fehlregulationen dieses Regelkreises werden bei Ubergewichtigen Patienten mit
Leptinresistenz als Mechanismus bei der Ausbildung eines Diabetes mellitus Typ 2
diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Leptin auf die Beta-Zelle des
endokrinen Pankreas untersucht. Ziel dieser Arbeit war die Identifikation neuer Leptin
regulierter Gene. Dafur wurde unter anderem die Insulinom-Zelllinie INS-1 verwandt.
In den vorliegenden Untersuchungen hemmte Leptin die mMRNA-Expression von

Insulin und dem Transkriptionsfaktor NeuoD1 in INS-1 Zellen.

Daruber hinaus hemmte Leptin die mRNA- und Proteinexpression von
Secretogranin Il (Scg Il) in INS-1 Zellen. Scg Il wurde mit immunzytochemischen

Farbungen in den Vesikeln von INS-1 Zellen nachgewiesen.

Leptin hemmte des Weiteren die mRNA- und Proteinexpression sowie die
Enzymaktivitat der katalytischen Untereinheit der Protein Phosphatase 1 a (PP-1a) in
INS-1 Zellen. In humanen Pankreasinseln wurde eine Kolokalisation von PP-1a und
Insulin nachgewiesen. Eine Hemmung von PP-1a durch Calyculin A (Cal A) flhrte zu
einer Reduktion der Insulinsekretion von INS-1 Zellen und humanen Pankreasinseln,

sowie zu einer Reduktion des Kalzium-Influxes in INS-1 Beta-Zellen.

Anhand dieser Ergebnisse kdnnte die hemmende Wirkung von Leptin auf die
Insulinsekretion durch eine Regulation von PP-1a erklart werden. Dabei flhrt die
Inhibition von PP-1a zu einer Hemmung der Kalzium Kanale, die wiederum eine

Reduktion der Insulinsekretion bewirkt.

In dieser Arbeit wurden neue Leptin regulierte Gene in INS-1 Beta-Zellen identifiziert
und charakterisiert. Diese Ergebnisse zeigen neue Einblicke in die Regulation der
Insulinsekretion. Darlber hinaus ergeben sich fiur die Zukunft mégliche Ansatzpunkte

bei der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2.
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7 Abkilirzungsverzeichnis

Abb
Ak
AKAls
AKAP
APS
ASPP
ATP
BMI
Bp
BSA

Cal A
cAMP
Ci

Cl
cpm
Da
DARPP-32
DEPC
DMSO
DNA
dNTP
EDTA
ELISA

g

g
G

GADDs

Adenin

Abbildung

Antikorper

A-Kinase-activated inhibitors
A-Kinase-anchoring protein
Ammoniumpersulfat

Apoptosis stimulating protein of p53
Adenosintriphosphat

Body Mal} Index

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Kohlenstoff

Celsius

Cytosin

Calyculin A

zyklisches Adenosinmonophosphat
Curie

Chlorid

Zerfalle pro Minute (counts per minute)
Dalton

Dopamine and cAMP-regulated protein of 32 kDa
Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotidtriphosphat
Ethylendiamintetrazetat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Erdbeschleunigung

Gramm

Guanin

Growth arrest and DNA damage inducible proteins
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Gip
GLP-1
GnRH
GPR
Grp78

HEPES
Hox 11
IFN

JAK

Kb
kDa
Kip38B

konz.

mA
MAPK

min
mM
Mypts
N-CoR
Nek 2
ng
NKCC 1
NIPP 1
nM
Pan1
PBS
PCR
PDE-3B

GIc7 interacting protein
Glukagon-like-Peptide 1
Gonadotropin releasing hormon
G-Protein gekoppelter Rezeptor
Glucose-regulated protein of 78 kDa
Stunde

n-2-Hydroxyethylpiperazin-N-Ethansulfonsaure

Homebox 11

Interferon

Interleukin

Janus Kinase

Kalium

Kilobasen

Kilodalton

Kinesin-like protein at 38B
Konzentriert

Liter

Molar

Milliampere

Mitogen activated protein kinase
Magnesium

Minuten

Millimolar

Myosin phosphatase targeting subunit
Nuclear receptor corepressor
NIMA-related protein kinase 2
Nanogramm
Na-K-Cl-Kotransporter 1
Nuclear inhibitor of PP-1
Nanomolar

Poly(A) ribonuclease 1
Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction

Phosphodiesterase 3B
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Pg

pH
PI-3-K
PHI

PK
PKA
PLC
pmol
PP-1
PRIP 1
PNUTS
RIPP 1
RNA
RNase
rom

RT

RT
RT-PCR

SARA
Scd 5
Scg ll
SD
SDS
Sds 22
SH 2
Sla 1
SNF 5
SBP70
SOCS
STAT

Tab.
TBE

Pikogramm

Negativ dekadischer Logarithmus der H*-konzentration
Phosphoinositide-3-Kinase

Phosphatase holoenzyme inhibitor
Proteinkinase

Proteinkinase A

Phospholipase C

Pikomol

Protein Phosphatase 1

Phospholipase C related inactive protein 1
Phosphatase 1 nuclear targeting subunit
Ribosomal inhibitor of PP-1
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Reverse Transkriptase Kettenreaktion
Sekunden

Smad abchor for receptor activation
Suppressor of clathrin heavy-chain deficiency 5
Secretogranin |

Standartabweichung
Natrium-Dodecylsulfat

Suppressor of dis 2 mutant

Src homolgy region 2 domain
Synthetically lethal with ABP1

Sucrose nonfermenting 5

SH3; domain binding protein of 70 kDa
Suppressor of cytokine signalling

Signal transducer and activator of transcription
Thymin

Tabelle

Trisboratsaure-EDTA
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TIMAP
Tris
tRNA
U

uv

\Y

\Y

Mg

i

um
UM
WHO
ZNS

TGF-B-inhibited membrane-associated protein
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Transfer Ribonukleinsaure

Unit

Ultraviolett

Volumen

Volt

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol

World Health Organization

Zenralnervensystem
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