Aus dem Institut fur Pharmakologie
(Prof. Dr. med. W.-H. Zimmermann)
im Zentrum Pharmakologie und Toxikologie

der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Wirkung der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-113
auf die CREB-abhangige Gentranskription und das Zelluberleben
in Abhangigkeit von der Dual-Leucine-Zipper-Bearing Kinase in

einer Betazelllinie

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat der

Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Svenja Borchers

aus Bremen

Gottingen 2014



Dekan: Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer
I. Berichterstatterin:  Prof. Dr. med. E. Oetjen

Il. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med. M. Oppermann

lll. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med. dent. R. Mausberg
Tag der muindlichen Prufung: 30.06.2014



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ADBKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ... \
Abbildungs- und TabellenverzeiChnis. ... IX
1. EiNleitung oo
1.1 Diabetes Mellitus.......ccceeeeeiiiiiiiiiir e —————- 1
LI Y o T o1 o= - 4
1.3 Das cAMP-Responsive-Element (CRE)-bindende Protein CREB.............. 7
1.4 Entstehen eines Posttransplantationsdiabetes durch Cyclosporin A und
die Dual-Leucine-Zipper-Bearing Kinase (DLK).........ccmriimmmcccciiiierseee e, 9
1.5 Wirkung der DLK und der c-Jun-N-terminalen Kinase JNK.................... 10
1.6 Interleukin-1Beta (IL-1) und Diabetes mellitus...........ccccceiiiiiiiiiiiniinnnnnes 14
1.7 Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (TNF-a) und Diabetes mellitus................ 15
1.8 Fragestellung.........cceiiiiiieiiiiirccr s rr s rr s s e e e s e e e e nnnn 17
2. Material und Methoden............ . e 18
2.1 Biologische und chemische Materialien ..............cccriremccciiiiiireneeeeennn, 18
2.1.1 ChemMIKANIEN ..o e 18
2.1.2 Medienbestandteile UNd SEren...........ccccvrriiiiini e 19
2.1.3 ANLDIOKAL ....vcvvviccrces e 19
2.1.4 ENZYIME ..ottt 19
2.1.5 Molekulargewichtsmarker und Puffer fir Restriktionsenzyme...........ccccceveeeenerernnnn. 19
2.1.6  ANTKOIPEL ..t 19
217 ZYHOKINE ...t 20
2.2 Verbrauchsmaterialien, Gerate und Zubehor............cccorrmirreiiiiecciieees 20
2.2.1 VerbrauChSMALEIAIEN .......cevvviiiiieiriss s 20
2.2.2 GErate UNA ZUDBNOI .......oviii et 21
2.3 Plasmide und siRNA ....... .o e e e 22
2.3.1 Reportergen-Plasmite ...........ccccceeerenneeeeeeeee s 22
2.3.2 EXPreSSIONSVEKIOIEN ......c.vvvviiiisisieteiete st 23
2.3.3 LEEIVEKIOTEN ...ttt 24
2.3.4 SIRNA .. ..o 24
2.4 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA ... 26
2.4.1 Sterilisation Und StANAAIAS ........cceerreiniee s 27
2.4.2 NANMDOUEN ..ottt 27
2.4.3 BaKEErENSIAMIM ...ttt 28
2.4.4 Transformation Kompetenter E.COli.........courrriiiiiiiiiii e 28



Inhaltsverzeichnis

2.4.5 Herstellung von Vorkulturen und Langzeitaufbewahrung transformierter Bakterien...... 28
2.4.6 DNA-GroRaufbereitung mittels CsCI-Dichtegradientenzentrifugation.............ccccceeenen. 29
2.4.7 Photometrische Konzentrations- und Reinheitshestimmung von DNA............ccccceeunee. 30
2.4.8 ReStKHONSENZYMVEIUAU ........cocveverercicieieieeeeeeeee s 31
2.4.9 Horizontale Agarosegelelektrophorese ... 31
2.5 Standardtechniken fiir das Arbeiten mit Zellkulturen ..............cccceeeeee. 33
2.5.1 ZelliNie HIT-TL5 .ot 33
2.5.2 Puffer und NERIMEIEN ......vviviiiee e 33
2.5.3 Standardbedingungen und ZellKUIIVIEIUNG .....c.cvveiriiieriieieieeeceee s 34
2.5.4 Splitten der HIT-T15-ZEIEN .....cceeeeieeeieceeeee s 35
2.5.5 MEIUMWECHSEL .....cviiii s 35
2.5.6 Langzeitaufbewahrung, Gefrierkonservierung und Revitalisierung von HIT-T15-Zellen 36
2.5.7 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen fiir das jeweilige Experiment...........ccccoevevvnennennn. 36
2.5.7.1 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen flir den MTT-Vitalitatstest ................... 37
2.5.7.2 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen fiir den Luciferase-Assay.........cccocuueee... 37
2.5.7.3 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen fiir den siRNA-Luciferase-Assay........... 38
2.5.7.4 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen fiir den Immunfluoreszenz-Assay ........ 38
2.5.8 Transfektion von Plasmid-DNA Dzw. SIRNA .........ccccuriineess e, 38
2.5.8.1 Transfektion nach der METAFECTENE™-Methode...........cc.oevurrrreererennn. 39
2.5.8.2 Transfektion nach der DEAE-Dextran-Methode.......cccccccevvieiriieiniieennneen. 40
2.5.9 Behandlung der HIT-T15-Zellen mit REAJENZIEN .......vvvvvvvereieieieeieeeeeiee e 42
2.6 MTT-Vitalitatstest .........ccccceiiiii i 45
2.7 Luciferase-Reportergen-Assay .........ccccceiiiiiimiiis 46
2.8 ImMMUNflUOreSZeNZ-ASSAY .......ceeuuuiiiiiiiiiiirreesss e 49
2.9 StatistiK ......ccooveiiiiii i ———————— 53
3. ErgebnisSse ... 54
3.1 Nachweis endogener DLK in HIT-T15-Zellen .......cccceeeeccciiiiiirnsneeennnnnnnn, 54
3.2 Der Effekt von TNF-a und IL-1p auf die CRE- und CREB-abhangige
Gentranskription im Luciferase-Reportergen-Assay .......cccccceeemcceiiieiereeeeenns 55
3.2.1 Beeinflussung der stimulierten CRE-abh&ngigen Gentranskription durch TNF-a......... 56
3.2.2 Beeinflussung der stimulierten CREB-abhéngigen Gentranskription durch TNF-c....... 57
3.2.3 Vergleich des Effekts von DLK-Wildtyp und DLK-Mutante auf die Wirkung von TNF-o.
auf die KCl-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription.............ccovvrrrnnssssseseeeenns 59
3.2.4 Die Wirkung von TNF-a auf die KCl-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription in
Anwesenheit von DLK-Mutante oder BIUESCIHIPEDNA ..o 61
3.2.5 Beeinflussung der stimulierten CREB-abhéngigen Gentranskription durch IL-1B......... 62
3.2.6 Die Wirkung von TNF-a und IL-1p auf die unstimulierte CREB-abhéngige
GNETANSKITILION ...ttt 65



Inhaltsverzeichnis

3.3 Der Effekt von siRNA gegen DLK auf die Wirkung von TNF-a und IL-18
auf die CRE-abhangige Gentranskription im Luciferase-Reportergen-Assay

............................................................................................................................. 67
3.3.1 Die Wirkung der Verminderung endogener DLK durch siRNA auf die stimulierte CRE-
abhangige Gentranskription in Anwesenheit VON TNF-0L ... 68
3.3.2 Die Wirkung der Verminderung endogener DLK durch siRNA auf die stimulierte CRE-
abhangige Gentranskription in Anwesenheit VON IL-1B.......cccovrinnnnnissssee s 71

3.4 Der Effekt der proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-1B auf das

Uberleben der Betazelllinie HIT-T15 im MTT-Vitalitatstest..............cccccuuunueeeee 73
3.4.1 Die Wirkung von TNF-a auf das Betazelliberleben.............ccccovvevvcccncncscccnenn, 73
3.4.2 Die Wirkung von IL-1p3 auf das Betazelliberleben ..., 75

3.5 Die Wirkung von Cyclosporin A (CsA), TNF-a und IL-18 auf die
Apoptoseinduktion der pankreatischen Betazelllinie HIT-T15 in An- und
Abwesenheit von Uuberexprimierter DLK, untersucht im Immunfluoreszenz-

T3 77
3.5.1 Konzentrationsabhangiger Effekt von Cyclosporin A auf die Betazellapoptose in
Anwesenheit VON DLK-WIITEYD ..o 79
3.5.2 Wirkung von DLK-Wildtyp und der Kinase-toten DLK-Mutante K185A in An- und
Abwesenheit von TNF-o. auf das Betazellliberlehen.........coooveiinnniiie, 80
3.5.3 Konzentrationsabhéngiger Effekt von TNF-o. auf die Betazellapoptose in An- und
Abwesenheit VON DLK-WIlOLYP ........c.cvoviieicciccce e 81
3.5.4 Zeitabhé&ngiger Effekt von TNF-o. auf die Betazellapoptose in An- und Abwesenheit von
DK bbbttt 83
3.5.5 Wirkung von DLK-Wildtyp und der Kinase-toten DLK-Mutante K185A in An- und
Abwesenheit von IL-1p auf das Betazelliberleben ..., 85
3.5.6 Konzentrationsabhéngiger Effekt von IL-1f in An- und Abwesenheit von DLK-Wildtyp
auf die BetazellapOptOSe .......cvviiiiies s 87
3.5.7 Zeitabhéngiger Effekt von IL-13 in An- und Abwesenheit von DLK-Wildtyp auf die
BetazellapOPLOSE. ... ... 89

4. DiSKUSSION.....cccceeiiiiirieeiiirrrne s s s s s s nmmn s 91

4.1 HIT-T15-Zellen sind ein geeignetes Modellsystem...........ccccceeemenicciiiinnnns 92

4.2 Hemmung der CRE-/CREB-abhédngigen Gentranskription durch TNF-a

UNA ILP e s 94

4.3 Verstarkung der TNF-a-vermittelten Hemmung der CRE-abhangigen

Gentranskription durch Uberexpression von DLK............cccveeeiciiiiiiinnnnnennnens 97

4.4 Beteiligung der DLK an der TNF-a- und IL-1p-vermittelten Hemmung der

CRE-abhangigen Gentranskription.............ccciimiieeccciiniisssssssssssssss e e e eeeennes 99

4.5 TNF-a- und IL-1B-induzierter Betazelltod .............ccocmmrriiiiiiiiiiinnnnnennnnn. 101

4.6 Wirkung der DLK auf die Cyclosporin A-vermittelte

BetazellapoptoSe.... ... 102

4.7 Wirkung von TNF-a und IL-1p in Abhangigkeit von der DLK auf die

BetazellapoptoSe..... ..ot e e e e 103



Inhaltsverzeichnis

4.7.1 Effekt von einzeln eingesetzem TNF-a , IL-13 sowie tiberexprimierter DLK auf die

BetazZEellaPOPLOSE. ......vvveeceieie et 103

4.7.2 Die unterschiedliche Vermittlung der TNF-a- und IL-1B-induzierten Betazellapoptose in

ADBhANGIGKEIt VON AEI DLK......c.viiiiieieisic et 105
4.8 Schlussfolgerung und AusbIicCK........cccceeeemiciiiiiiiiirrre e 108
5. Zusammenfassung ... 115
6. ANNANG ..o 116
7. Literaturverzeichnis.........ce. e e 117



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ADA American Diabetes Association

Amp Ampicillin

Apaf-1 Apoptotic Protease-Activating-Factor-1
Aqua bidest. doppelt destilliertes Wasser

AS Aminosaure

Asp Aspartat

ATP Adenosin-5-Triphosphat

Bcl-2 B-Cell Leukaemia/ Lymphoma-2

BID BH3-interacting domain-death agonist
bp Basenpaare

BS Bluescript

BSA Rinderserum-Albumin

B-Zellen B-Lymphozyten

°C Grad Celsius

CAD Caspase-aktivierte DNase
Cam-Kinase Calcium-Calmodulin-abhangige Kinase
cAMP zyklisches Adenosin-3’, 5-Monophosphat
CBP CREB-bindendes-Protein

cDNA komplementare DNA

c-Jun Jun Oncogene

cm Zentimeter

CMV Zytomegalievirus

CRE cAMP-responsives Element

CREB cAMP-responsives Element bindendes Protein
CRTC CREB-regulierender transkriptioneller Koaktivator
CsA Cyclosporin A

C-terminal Carboxy-terminal

CytC Cytochrom C

d Durchmesser

DAPI 4’ 6-Diamidino-2-phenylindol

DD Death domain = Todesdomane

DEAE Diethylaminoethyl

DISC Death-Inducing-Signaling-Complex
DLK Dual-Leucine-Zipper-Bearing Kinase

DLK K185A DLK-Mutante, bei der an Position 185 die Aminosaure Lysin
durch Alanin ersetzt wurde, hat keine Kinase-Aktivitat

\%



Abkurzungsverzeichnis

DM Typ 1 Diabetes mellitus Typ 1

DM Typ 2 Diabetes mellitus Typ 2

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

ds Doppelstrang

DTT 1,4-Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli

ECs halbmaximale Effektkonzentration

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N'-tetraessigsaure
Ethanol abs. Ethanol absolutus (99%iger Alkohol)

FADD Fas-assoziiertes-Todesdomanen-Protein

Fas F7-assoziiertes-Oberflachen-Protein, Funktion eines Todesre-

zeptors, wird auch CD95 genannt

FasL Fas-Ligand

fl full length

FSK Forskolin

G Gauge

g Gramm, auch: Erdbeschleunigung
G(S)P reich an Glycin, (Serin) und Prolin
GFPtpz grin fluoreszierendes Protein Topaz Gold
GLP-1 Glucagon-like Peptide-1

h Stunde

HIT Hamster-Insulinom-Tumor

hv emittiertes Licht

ICso halbmaximale Hemmkonzentration
IFN-y Interferon-Gamma

lgG Immunglobulin G

IL Interleukin

IL-1R1 Interleukin-1-Rezeptor-1

IL-1B Interleukin-1Beta

iINOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Syntase
IRAK-1 Interleukin-1-Rezeptor-assoziiierte-Kinase-1
IRS-1 und 2 Insulin-Rezeptor-Substrat 1 und 2

IxB NF-kB hemmendes Protein

JIP JNK-interacting-Protein

JNK c-Jun-N-terminale Kinase

KCI Kaliumchlorid

kDa kilo Dalton

KHK koronare Herzkrankheit

VI



Abkurzungsverzeichnis

LB
LBamp
Luc
LZK
m

M

(2¢)

I

MAP2K
MAP3K
MAPK(inase)
min.

MKK

MLK

mM
mRNA
MTT(Reagenz)
mut

n

NFAT
NF-xB

ng

nm

NO
N-terminal
oD

p

pAVK
PBS

PEG

pH

PKA
POSH
PP;
PP-R&éhrchen
RFU

RISC
RNA
RPMI

Liter

Luria Bertani

LB mit Ampicillin-Zusatz

Luciferase

Leucin-Zipper-Bearing Kinase

Meter

Molar

Mikrogramm

Mikroliter

Mitogen-aktiverte Proteinkinase Kinase
Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase Kinase
Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Minute

als Synonym des Begriffs MAPK verwendet
Mixed-Lineage Kinase

Millimolar

messenger RNA

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid

Mutante
Anzahl der Proben
nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen

nuklearer Faktor ‘kappa-light-chain-enhancer’ aktivierter B-Zellen

Nanogramm
Nanometer
Stickstoffmonoxid
Amino-terminal
optische Dichte
Plasmid, auch: p-Wert (Statistik), auch: Phosphat
periphere arterielle Verschlusskrankheit
Phosphat-gepufferte Salzlésung
Polyethylenglykol

pH-Wert, potentia Hydrogenii
Proteinkinase A

Plenty of SH;

Pyrophosphat

Polypropylen-Réhrchen

Relative Fluoreszenzeinheiten
RNA-Induced silencing Complex
Ribonukleinsaure

Roswell Park Memorial Institute

VIl



Abkurzungsverzeichnis

RT

S.
SAPK
SDS
sec.
SEM
SH;
siRNA
STE
Tab.
TAE
TE
Thr
TNE
TNF

TNF-R1 und 2

TNF-a
TORC

TRADD
TRAF2, 6
Tris
Tween 80
T-Zellen
U

UpM
UV-Licht
Vv

viv

w/v

WHO

wit

ZAK

ZPK

Raumtemperatur

siehe

Stress-aktivierte Proteinkinase
Natrium (sodium)-Dodecylsulfat
Sekunde

Standardabweichung des Mittelwertes
Src-Homology 3
Small-Interferenz-Ribonukleinsaure
Saccarose-Tris-EDTA

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Tris-EDTA

Threonin

Tris-NaCI-EDTA
Tumor-Nekrose-Faktor
TNF-Rezeptor 1 und 2
Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha
transducer of regulated CREB (weiterer Name fir TORC ist
CRTC)
TNF-Rezeptor-assoziiertes-Todesdomanen-Protein
TNF-Rezeptor-assoziierter-Faktor 2 bzw. 6
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylen-Sorbit-Monooleat
T-Lymphozyten

Unit(s)

Umdrehungen pro Minute
ultraviolettes Licht

Volt

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

World Health Organization

Wildtyp

Zipper Sterile-a-Motif Kinase
Leucine-Zipper Proteinkinase

VIl



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungsnr.

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

3.1

3.2A

3.2B

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7A

3.7B

3.8A

Titel
Modell der Entstehung von Diabetes mellitus Typ 1

Modell der Entstehung von Diabetes mellitus Typ 2
Modell der Apoptoseinduktion

Transaktivierung der CRE-/CREB-vermittelten Gentranskripti-
on in der Betazelle

Primarstruktur der DLK
Modell der MAP-Kinasen-Kaskade

Ubersicht Gber die Wirkung von TNF-a. und IL-1p im Diabetes
mellitus Typ 1 und 2

Nachweis endogener DLK in HIT-T15-Zellen

Schematische Darstellung des Reportergen-Plasmids
p4xSomCRET81Luc

Schematische Darstellung des Expressionsvektors pGal4-
CREBfl und des Reportergen-Plasmids p5xGal4E1BLuc

Konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a auf die stimu-
lierte CRE-abhangige Gentranskription

Wirkung ansteigender Konzentrationen von TNF-a auf die sti-
mulierte CREB-abhangige Gentranskription

Die Wirkung von TNF-a auf die durch Membrandepolarisation
stimulierte CRE-abhangige Gentranskription in Anwesenheit
von Wildtyp-DLK, DLK-Mutante oder Bluescript

Konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a auf die durch
Membrandepolarisation stimulierte CRE-abhangige
Gentranskription in Anwesenheit von DLKmut oder BS

Konzentrationsabhangiger Effekt von IL-1f3 auf die durch
Membrandepolarisation stimulierte CREB-abhangige
Gentranskription

Konzentrationsabhangiger Effekt von IL-13 auf die durch
Forskolin-stimulierte CREB-abhangige Gentranskription

Wirkung von TNF-a auf die unstimulierte CREB-abhangige
Gentranskription

Seite

11
12

16

54

55

55

57

58

60

62

63

64

66



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungsnr.
3.8B

39A

398B

3.10A

3.10B

3.11 Aund B

3.172 Aund B

3.13

3.14

3.15

3.16 A

3.16 B

317 A

3.17B

3.18

3.19A

3.19B

Titel

Wirkung von IL-1p auf die unstimulierte CREB-abhangige
Gentranskription

Wirkung von verminderter endogener DLK durch siRNA auf die
durch KCl-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription bei
Inkubation mit TNF-a

Wirkung von verminderter endogener DLK durch siRNA auf die
durch Forskolin-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription
bei Inkubation mit TNF-a

Wirkung von verminderter endogener DLK durch siRNA auf die
durch KCl-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription bei
Inkubation mit IL-1p3

Wirkung von verminderter endogener DLK durch siRNA auf die
durch Forskolin-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription
bei Inkubation mit IL-1

Zeit- und konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a auf
das Betazelluberleben

Zeit- und konzentrationsabhangige Wirkung von IL-1p auf das
Betazelluberleben

Mikroskopische Bilder von HIT-T15-Zellen im Fluoreszenzlicht
und im Durchlicht

Konzentrationsabhangige Wirkung von Cyclosporin A auf die
Betazellapoptose in Anwesenheit von DLK-Wildtyp

Wirkung von DLK-Wildtyp und DLK-Mutante K185A in An- und
Abwesenheit von TNF-o auf die Betazellapoptose

Konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a auf die Betazell-
apoptose

Konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a, auf die Betazell-
apoptose in Anwesenheit von DLK-Wildtyp

Zeitabhangige Wirkung von TNF-o auf die Betazellapoptose

Zeitabhangige Wirkung von TNF-o auf die Betazellapoptose in
Anwesenheit von DLK-Wildtyp

Wirkung von DLK-Wildtyp und DLK-Mutante K185A in An- und
Abwesenheit von IL-1p auf die Betazellapoptose

Konzentrationsabhangige Wirkung von IL-1p auf die Betazell-
apoptose

Konzentrationsabhangige Wirkung von IL-1p auf die Betazell-
apoptose in Anwesenheit von DLK-Wildtyp

X

Seite

69

70

71

72

74

79

81

82

83

84

85

86

87

88



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungsnr.
3.20 A

3.20B

41

4.2

4.3

Tabellennr.
2.1

2.2
2.3
24

3.1

3.2

Titel
Zeitabhangige Wirkung von IL-1p auf die Betazellapoptose

Zeitabhangige Wirkung von IL-1p auf die Betazellapoptose in
Anwesenheit von DLK-Wildtyp

Modell eines sich selbst verstarkenden Regelkreises der Akti-

vierung von DLK und JNK, ausgeldst durch die proinflammato-
rischen Zytokine TNF-o und IL-1p

Modellvorschlag, wie TNF-a Gber Induktion einer Dysfunktion
und Apoptose von Betazellen zur Entstehung von Diabetes
mellitus beitragt

Modellvorschlag, wie IL-1f tber Induktion einer Dysfunktion

und Apoptose von Betazellen zur Entstehung von Diabetes
mellitus beitragt

Titel

Ubersicht tiber eingesetzte Nucleinséuren in den Assays
Darstellung aller verwendeten Zellkulturschalen

Ubersicht tiber den Einsatz von Reagenzien in den Assays
Liste der eingesetzten Antikorper

Beeinflussung der CRE-abhangigen Gentranskription durch
DLKwt oder DLKmut

Ubersicht tiber die eingesetzten Antikérper und die dargestellte
Fluoreszenz

Xl

107

109

111

Seite
25

37
44
50

59

78



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist zu einer weltweit stark zunehmenden Erkrankung geworden. Im Jahr
2000 waren geschatzt 171 Millionen Menschen an Diabetes erkrankt, insgesamt geht man
von weltweit 366 Millionen Diabetikern im Jahr 2030 und einer Verdopplung der Todesfal-
le durch Diabetes zwischen 2005 und 2030 aus (Wild et al. 2004, Kahn et al. 2006). Neu-
ere Gesundheitsstudien zeigen, dass die Hochrechnung fiir das Jahr 2030 schon aktuell
durch die Realitat Ubertroffen wird, denn im Jahr 2008 wurde die Anzahl der Diabetiker
weltweit auf 347 Millionen geschatzt (Danaei et al. 2011).

Obwohl 80 % der Todesfalle durch Diabetes in Landern mit niedrigem bis mittlerem Ein-
kommen auftreten, steht Diabetes auch in Deutschland mit ca. 14.300 Toten im Jahr 2008
auf Platz 13 der Todesursachenstatistik (Statistisches Bundesamt und Robert Koch-
Institut 2008). Die Pravalenz von Diabetes steigt mit zunehmendem Alter deutlich an, auf
Uber 20 % der Uber 70jahrigen. Zusatzlich treten bei langjahrigem Diabetes die Komplika-
tionen der Makro- und Mikroangiopathie auf, wie die koronare Herzkrankheit (KHK), die
periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK), die arterielle Verschluss-krankheit von
Hirnarterien und der ischamische Hirninfarkt, die diabetische Nephropathie, die diabeti-
sche Retinopathie und die diabetische Neuropathie. Diese Komplikationen tragen stark
zur erhohten Mortalitat bei (Herold et al. 2009, Rathman et al. 2013). Diabetes mellitus ist
eine chronische Stoffwechselerkrankung, beruhend auf einem absoluten oder relativen
Mangel an Insulin. Es werden mehrere Formen von Diabetes unterschieden, die haufigs-
ten Formen sind Diabetes mellitus Typ 2 mit 90 - 95 % und Diabetes mellitus Typ 1 mit
etwas weniger als 10 % (Stumvoll et al. 2005, American Diabetes Association 2008, WHO
2009).

Diabetes mellitus Typ 1 ist die haufigste Stoffwechselerkrankung im Kindes- und Jugend-
alter. In Deutschland sind geschatzt 30.000 der unter 19-jdhrigen Kinder und Jugendli-
chen an Diabetes mellitus Typ 1 erkrankt, die Inzidenz ist deutlich ansteigend (Rathman
et al. 2013). Bei Diabetes mellitus Typ 1 werden die Insulin-produzierenden pankreati-
schen Betazellen zerstort, daraus folgt ein absoluter Insulinmangel, der durch Insulinsub-
stitution ausgeglichen werden muss. Sehr selten ist diese Betazellzerstérung idiopathisch
bedingt. Am haufigsten werden die Betazellen durch eine autoimmune Reaktion zerstort.
Eine polygenetische Pradisposition zusammen mit Umwelt-Triggern sorgt fur die Entste-
hung von Autoantikdrpern unter anderem gegen Insulin und Inselzellen. Es kommt zu

einer Infiltration der Langerhans’schen Inseln mit T-Zellen und Makrophagen, Insulitis
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genannt. Die Zerstorung der Betazellen erfolgt durch die Apoptose, den programmierten
Zelltod. Dabei wird vermutet, dass proinflammatorische Zytokine wie IL-1pB (Interleukin-
1Beta), TNF-a. (Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha) und IFN-y (Interferon-Gamma) zur Indukti-
on einer Betazellapoptose beitragen konnen (Atkinson und Eisenbarth 2001, Donath et al.
2003, Mandrup-Poulsen 2003).

Autoimmuninsulitis

sInfiltration mit mono-
nuklearen Zellen
*Lokale Zytokinerhéhung
(IL-1B, TNF-a.)

v

*Betazellapoptose

)
0 ol - - i B v

Typ 1 Diabetes

Abb. 1.1: Modell der Entstehung von Diabetes mellitus Typ 1 (Modifiziert nach Donath
et al. 2003, Mandrup-Poulsen 2003, Rhodes 2005). VergroRRert abgebildet ist eine Lan-
gerhans’sche Insel des endokrinen Pankreas. Eine autoimmune Infiltration mit mono-
nuklearen Zellen wie T-Lymphozyten und Makrophagen entsteht. Zytokine, aber auch
T-Zellen induzieren eine Betazellapoptose, ein absoluter Insulinmangel entsteht, es
kommt zum offenen Diabetes mellitus Typ 1.

Uber 90 % der Patienten haben jedoch Diabetes mellitus Typ 2, bei dieser Form liegt ein
relativer Insulinmangel vor und sie wird zu einem grofien Teil erst im Erwachsenenalter
manifest (Stumvoll et al. 2005, WHO 2009). Die Pravalenz von Diabetes mellitus Typ 2 ist
aber auch im Kindesalter ansteigend, im Jahr 2013 waren in Deutschland geschatzt 5000
Kinder betroffen (Rathman et al. 2013). Typ 2-Diabetes ist mit dem metabolischen Syn-
drom assoziiert, zu dessen Ursachen die Adipositas zahlt (Mokdad et al. 2003). Mit der
steigenden Uberernahrung und Adipositas steigt auch die Zahl der Typ 2-Diabetiker. Circa
ein Drittel der Adipésen entwickelt einen Typ 2-Diabetes, was auf ein Zusammenspiel aus
polygenetisch vererbter Pradisposition und dem Erwerb von Risikofaktoren zurlickzufiih-
ren ist (Rhodes 2005). Adipositas ist mit einer Resistenz der peripheren Gewebe (Ske-
lettmuskulatur, Fettgewebe und Leber) fir Insulin assoziiert. Durch die Insulinresistenz
kommt es zu einer verminderten Aufnahme von Glukose in Muskeln und Fettgewebe,
Anstieg der Lipolyse im Fettgewebe und erhdhter Glukoseproduktion in der Leber, als
Folge entsteht eine Hyperglykdmie und eine Erhéhung freier Fettsauren (Saltiel und Kahn
2001).
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Abb. 1.2: Modell der Entstehung von Diabetes mellitus Typ 2 (Modifiziert nach Rho-
des 2005). Vergroliert abgebildet ist eine Langerhans’sche Insel des endokrinen Pankre-
as. Durch Ubererndhrung und Aktivitadtsmangel entsteht Adipositas. Dies fihrt zur Insulin-
resistenz peripherer Gewebe. Gegenregulatorisch wird die Betazellfunktion und -masse
erhdht, es entsteht eine Hyperinsulindmie. SchlieRlich kommt es zur Dekompensation mit
Betazelldysfunktion und Apoptose, was zur Abnahme der Betazellmasse fihrt. Typ 2-
Diabetes mit einem relativen Insulinmangel entsteht.

Der pradiabetische Zustand mit Insulinresistenz und verminderter Glukosetoleranz kann
durch die Plastizitat der Insulin-produzierenden Betazellen ausgeglichen werden. Der
Korper reagiert mit einer Zunahme der Betazellfunktion und der Betazellmasse. Die Insu-
linsekretion wird auf das 4- bis 5-Fache gesteigert, die Betazellmasse nimmt um bis zu
50 % zu (Rhodes 2005, Kahn et al. 2006). Es entsteht eine Hypertrophie und Hyperplasie
der Betazellen mit einer Hyperinsulinamie. Schlie3lich kommt es zu einer Dekompensati-
on der Betazellen mit einer Verminderung der Betazellfunktion und -masse, die zur Ent-
stehung des Typ 2-Diabetes fiihrt. Die progressive Zerstorung der Betazellen geschieht
durch Induktion des programmierten Zelltodes, der Apoptose (Butler et al. 2003, Mandrup-
Poulsen 2003, Rhodes 2005).
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1.2 Apoptose

Sowohl bei Diabetes mellitus Typ 1 als auch bei Typ 2 wird der Tod der Betazellen durch
den Mechanismus der Apoptose vermittelt (Atkinson und Eisenbarth 2001, Mandrup-
Poulsen 2001, Butler et al. 2003).

Zu den verschiedenen Arten von Zelltod gehéren die Nekrose und die Apoptose. Bei dem
Lungeplanten® Zelltod, der Nekrose, kommt es zu einem Anschwellen der Zellen, was zu
einer Zerstérung der Plasmamembran und zur Freisetzung des Zellinhalts fiihrt. Die so
freigesetzten zellularen Enzyme fiihren zu einer Entziindungsreaktion mit Gewebeschadi-
gungen (Krammer 2000).

Viele physiologische Prozesse bendtigen einen besser kontrollierbaren Zelltod, der mit
weniger Gewebeschadigung einhergeht. Bei der Teilung von Finger- und Zehenstrahlen,
fur die Regulierung der Zellteilung und um eine konstante Zellmasse zu erhalten, ist eine
Zellapoptose notwendig. Des Weiteren wird im Immunsystem die Apoptose zur Entfer-
nung autoreaktiver T-Zellen oder nicht funktionsfahiger B-Zellen eingesetzt (Saikumar et
al. 1999, Krammer 2000). Kerr et al. pragten 1972 den Begriff Apoptose, er stammt aus
dem Griechischen und bedeutet ,Herabfallen der Blitenblatter von Blumen oder der Blat-
ter von Baumen®. Die Apoptose ist ein hochgradig konservierter Mechanismus in der Evo-
lution (Birge und Ucker 2008). Es kommt zu typischen morphologischen Veranderungen,
die apoptotischen Zellen schrumpfen, Zellorganellen und Chromatin werden kondensiert.
Die DNA wird durch Endonukleasen in charakteristischer Weise gespalten. Anschlief3end
bilden sich Zellausstilpungen und membranumschlossene Sackchen werden abgetrennt.
Diese apoptotischen Kdrperchen werden phagozytiert. Damit kommt es zum selektiven,
programmierten Untergang einer Zelle ohne umliegende Entziindungsreaktion (Kerr et al.
1972, Saikumar et al. 1999, Krammer 2000).

Die Apoptose wird in den Zellen durch eine Signalkaskade, bestehend aus speziellen Pro-
teasen, den Caspasen, vermittelt. Der Name Caspase entstand dadurch, dass Caspasen
Cystein-abhangig nach einem Aspartat ihr Substrat als Protease zerschneiden. Caspasen
liegen als inaktive Zymogene (Procaspasen) im Zytoplasma vor und werden durch ihre
Spaltung in eine kleine und eine groRe Untereinheit aktiviert. Dabei spalten libergeordnete
Initiatorcaspasen (z.B. Caspase-8, -9, -10) untergeordnete Effektorcaspasen (z.B. Caspa-
se-3). Aktiviert bilden Caspasen aus zwei grof3en (o) und zwei kleinen () Untereinheiten
ein Tetramer mit der Symmetrie afppa. Aktivierte Caspase-3 aktiviert wiederum Apoptose-
Effektoren und besiegelt damit die Apoptose der Zelle (Enari et al. 1998, Hui et al. 2004,
Pop und Salvesen 2009).

Die Apoptoseinduktion kann Uber zwei verschiedene Signalkaskaden vermittelt werden,
die beide in der Aktivierung von Caspasen minden. Je nachdem welche Signalkaskade

Uberwiegt, teilt man die Zellen in Typ-1- und Typ-2-Zellen ein. Typische Typ-1-Zellen sind
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z.B. periphere T-Lymphozyten, ein typisches Typ-2-Gewebe ist die Leber (Scaffidi et al.
1998). In beiden Zelltypen wird die Apoptose durch extra- oder intrazellulare Stimuli akti-
viert. Extrazellular kbnnen Liganden an sog. Todesrezeptoren auf der Zelloberflache bin-
den. T-Zellen kénnen Uber FasL (FasLigand) den Todesrezeptor Fas (auch CD95 ge-
nannt) aktivieren, TNF-a kann den Todesrezeptor TNF-R1 aktivieren. Uber die intrazellu-
lare Todesdomane der Rezeptoren werden die Adapter TRADD (an TNF-R1) und FADD
(an Fas) gebunden. TRADD kann wiederum mit FADD interagieren. Der Komplex aus
Adapter FADD und Rezeptor Fas wird DISC (Death-Inducing-Signaling-Complex) ge-
nannt. DISC Uberflihrt die Procaspasen-8 und -10 in die aktiven Caspasen-8 und -10. Die
Menge aktiver Caspase-8 hat eine Weichenstellung inne: Wird viel Caspase-8 aktiviert,
lauft eine Reaktion der Typ-1-Zellen ab, wird wenig Caspase-8 aktiviert, lauft eine Typ-2-
Zellen-Reaktion ab (Scaffidi et al. 1998). In Typ-1-Zellen aktiviert Caspase-8 die Effektor-
caspase-3, die die Apoptose auslost.

In Typ-2-Zellen, in denen wenig Caspase-8 aktiviert wird, ist ein Verstarkungsmechanis-
mus durch ,Aktivierung” von Mitochondrien notwendig. Dies geschieht durch Spaltung des
Proteins BID durch Caspase-8. BID aktiviert die Mitochondrien. An der auf3eren Mito-
chondrienmembran liegt das antiapoptotische Protein Bcl-2, das Cytochrom C (Cyt C) an
der inneren Mitochondrienmembran gebunden halt. BID erhdht die Permeabilitat der Mito-
chondrienmembran, 6ffnet mitochondriale Poren und setzt Cytochrom C ins Zytoplasma
frei. Dort bildet Cytochrom C durch Bindung an das Protein Apaf-1 das sogenannte Apop-
tosom und aktiviert Caspase-9. Caspase-9 kann wie Caspase-8 die Caspase-3 aktivieren.
Caspase-3 aktiviert verschiedene Apoptose-Effektoren: Aktin und Fodrin fihren zur
Schrumpfung und Kondensation der Zelle sowie zu Membranausstilpungen. Zusatzlich
aktiviert Caspase-3 die Endonuklease CAD (Caspase-Aktivierte-DNAse), die die DNA in
Fragmente zerteilt und dadurch abbaut. Damit markiert die Caspase-3 einen nicht mehr
umzukehrenden Punkt in der Apoptoseinduktion (Enari et al. 1998, Scaffidi et al. 1998,
Saikumar et al. 1999, Krammer 2000, Mandrup-Poulsen 2001, Mathis et al. 2001).
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Abb. 1.3: Modell der Apoptoseinduktion (Modifiziert nach Scaffidi et al. 1998, Saikumar
et al. 1999, Krammer 2000, Mandrup-Poulsen 2001, Hui et al. 2004). Extra- und intrazellu-
lare proapoptotische Signale kénnen die Todesrezeptoren aktivieren. Dabei bindet TNF-a
an den TNF-R1, der TRADD bindet. FasL bindet an den Fas-Rezeptor, der FADD bindet.
Das Protein TRADD kann mit FADD interagieren. Der Fas-Rezeptor und FADD bilden den
Death-Inducing-Signaling-Complex (DISC) und aktivieren die Caspasen-8 und -10. Diese
konnen direkt Caspase-3 aktivieren, die die Apoptose ausldst. Wenn zu geringe Mengen
Caspase-8 aktiviert werden, werden Uber Spaltung des Proteins BID die Mitochondrien
aktiviert. Dort vermittelt normalerweise das antiapoptotische Protein Bcl-2, dass Cytoch-
rom C (Cyt C) an der Mitochondrienmembran verbleibt. Nach Aktivierung des mitochondi-
ralen Weges der Apoptose wird Cytochrom C ins Zytoplasma freigesetzt und bindet Apaf-
1, zusammen koénnen sie Caspase-9 aktivieren. Caspase-9 kann wie Caspase-8 die
Caspase-3 aktivieren. Caspase-3 vermittelt Uber Apoptose-Effektoren wie Aktin und
Fodrin ein Schrumpfen der Zelle und Membranabschnirung, tber die Caspase-Aktivierte-
DNAse (CAD) wird die DNA degradiert. Damit stirbt die Zelle durch Apoptose ab.

Fehlgesteuerte, d.h. UberschieRende oder verminderte Apoptose hat Bedeutung in der
Entstehung verschiedener Erkrankungen, z.B. Autoimmunerkrankungen, dem ungesteu-
erten Wachstum von Tumoren, lymphoproliferativen Erkrankungen, Neurodegeneration
aber auch in Form gesteigerter Lymphozytenapoptose bei der Immunschwachekrankheit
AIDS (Saikumar et al. 1999, Krammer 2000).

Es konnte gezeigt werden, dass die Apoptose pankreatischer Betazellen, die zu einer
Reduktion der funktionsfahigen Betazellmasse flhrt, sowohl im autoimmun vermittelten
Typ 1-Diabetes als auch im Typ 2-Diabetes eine wichtige Rolle spielt (Mandrup-Poulsen
2001, Mathis et al. 2001, Hui et al. 2004). Zu den die Apoptose aktivierenden Mechanis-
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men in Betazellen gehdren neben zytotoxischen T-Zellen, Lipotoxizitdt durch erhdhte freie
Fettsauren und Glukosetoxizitat auch die proinflammatorischen Zytokine IL-1B, TNF-a
und IFN-y (Hui et al. 2004, Jambal et al. 2003). Die Signaltransduktion der Zytokine erfolgt
Uber Bindung an spezifische Rezeptoren und Aktivierung einer intrazellularen Signalkas-
kade, die unter anderem Mitogen- und Stress-aktivierte Proteinkinasen umfassen konnte
(Hui et al. 2004). Die Zytokine IL-1p und TNF-o kbénnen die MAP-Kinase JNK aktivieren
und kénnten zu einer Apoptose fuhren (Ammendrup et al. 2000, Donath et al. 2003, Ab-

delli et al. 2007). Der genaue molekulare Mechanismus bleibt weiter zu untersuchen.

1.3 Das cAMP-Responsive-Element (CRE)-bindende Protein
CREB

CREB ist ein ubiquitéar exprimierter Transkriptionsfaktor, der wichtig fiir das Uberleben von
Betazellen ist (Jhala et al. 2003).

CREB reguliert die Transkription vieler Gene, die eine CRE-Sequenz enthalten (Rudolph
et al. 1998). Fur die CREB-vermittelte Gentranskription sind verschiedene Voraussetzun-
gen notwendig. Durch die Leucin-Zipper-Domane kann CREB als Dimer an Gene mit dem
cAMP-Responsiven-Element CRE binden. In Betazellen fihrt Glukose Uber das Schlieen
von Kaliumkanalen zu einer Membrandepolarisation, die zu Calciumeinstrom durch die
spannungsabhangigen L-Typ-Calciumkanale und Erhéhung der intrazelluldren Calcium-
konzentration fihrt, wodurch die Freisetzung von Insulin aus Speichervesikeln stimuliert
wird. Der intrazellulare Calciumanstieg fuhrt zusatzlich zur Aktivierung von Calcium-
Calmodulin-abhangigen Kinasen (Cam-Kinasen), die CREB am Serin 119 (in CREB-327,
bzw. an Serin 133 in CREB full length) phosphorylieren. Diese Membrandepolarisation
kann experimentell durch Erhéhung von extrazellularem Kaliumchlorid (KCI) simuliert
werden. Zusatzlich fihrt die intrazellulare Erhéhung von cAMP zur Aktivierung der Prote-
inkinase A (PKA), die ebenfalls CREB am Serin 119 phosphoryliert. Dies kann in Experi-
menten durch einen Aktivator der Adenylatcyclase (Forskolin) simuliert werden (Oetjen et
al. 1994, Rudolph et al. 1998, Jhala et al. 2003, Oetjen et al. 2003b). An phosphoryliertes
CREB kann der CREB-Koaktivator CBP (CREB-bindendes Protein) rekrutiert werden.
CBP kann die CREB-abhangige Gentranskription stimulieren (Oetjen et al. 2005). TORC
(transducer of regulated CREB, auch CRTC = CREB regulierender transkriptioneller Ko-
aktivator genannt) ist ein weiterer Koaktivator von CREB. Vier Molekile von TORC inter-
agieren zusammen und unabhangig von der CREB-Phosphorylierung mit DNA-
gebundenem CREB und kdénnen ebenfalls die Gentranskription stimulieren (Phu et al.
2011).
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Abb. 1.4: Transaktivierung der CRE-/CREB-vermittelten Gentranskription in der Be-
tazelle (Modifiziert nach Oetjen et al. 2003a, b, Phu et al. 2011). CREB bindet als Dimer
Uber einen Leucin-Zipper an das CRE-Element in Genen. Erhéhung intrazellularer
cAMP-Level flhrt zu Aktivierung von Proteinkinase A (PKA), diese phosphoryliert CREB
an Serin 119. Membrandepolarisation flihrt zu intrazellularer Calciumerhéhung, dadurch
werden Calcium-Calmodulin (Cam)-abhangige Kinasen aktiviert, die ebenfalls CREB an
Serin 119 phosphorylieren. An phosphoryliertes CREB kann der Koaktivator CREB-
bindendes Protein (CBP) binden und die CRE-abhangige Gentranskription stimulieren.
Als weitere Koaktivatoren kénnen vier Proteine TORC unabhangig von der Phosphorylie-
rung mit CREB interagieren.

Es konnte gezeigt werden, dass CREB eine zentrale Rolle in Funktionen wie Gedachtnis
und Lernen, T-Zell-Entwicklung und Aktivierung spielt. CREB-knock-out-Mause verster-
ben kurz nach der Geburt (Rudolph et al. 1998). CREB ist wichtig flir das von Wachs-
tumsfaktoren abhangige Zelliberleben (Mayr und Montminy 2001). Auch in pankreati-
schen Betazellen ist CREB wichtig fur das Zelliberleben: Mause mit einer dominant-
negativen CREB-Mutante in Betazellen haben bis zu 70 % Verlust an Betazellmasse, die
Apoptose wird induziert (Jhala et al. 2003). Auch bei Diabetes mellitus liegt eine Betazel-
lapoptose vor, daher konnte die CREB-abhangige Gentranskription einen wichtigen beta-
zellprotektiven Signalweg darstellen. Mause mit einer dominant negativen Mutante von
CREB entwickeln eine Glukoseintoleranz und werden diabetisch (Jhala et al. 2003). Es
konnte gezeigt werden, dass CREB an die Erkennungsregion im Ratten-Insulin-I-Gen und
an den humanen Insulingenpromotor bindet und die transkriptionelle Aktivitat stimuliert.
Das humane Insulingen enthalt vier Kopien der CRE-Sequenz und die Insulin-
gentranskription wird durch CREB reguliert. Die Produktion und Sekretion von Insulin ist

eine der wichtigsten Funktionen der Betazellen. CREB ist also wichtig fur Funktion und
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Uberleben der pankreatischen Betazellen. Unter der Arbeitshypothese, dass CREB-
hemmende Signale zu einer Betazelldysfunktion und zum Entstehen von Diabetes beitra-
gen koénnten, soll die Regulation der CRE- und CREB-vermittelten Gentranskription in

dieser Arbeit genauer untersucht werden.

1.4 Entstehen eines Posttransplantationsdiabetes durch Cyc-

losporin A und die Dual-Leucine-Zipper-Bearing Kinase (DLK)

Das Medikament Cyclosporin A (CsA) stammt aus dem Pilz Tolypocladium inflatum und
ist ein lipophiles zyklisches Polypeptid. Seit 1976 die immunsuppressive Wirkung von
Cyclosporin A entdeckt wurde (Borel et al. 1976), wird es weit verbreitet zur Behandlung
von Abstoflungsreaktionen nach Organ- und Knochenmarktransplantationen sowie in der
Therapie von Autoimmunerkrankungen eingesetzt. CsA wirkt immunsuppressiv, indem es
die Aktivierung von T-Zellen hemmt. CsA bindet an seinen spezifischen intrazellularen
Rezeptor Cyclophilin. Der Komplex aus CsA und Cyclophilin hemmt die Calcium-
Calmodulin-abhangige Phosphatase Calcineurin. Dadurch bleibt die Aktivierung der
T-Zellen aus (Schreiber und Crabtree 1992, Matsuda und Koyasu 2000).

Trotz der guten immunsuppressiven Wirkung von CsA gibt es zahlreiche Nebenwirkun-
gen. Dazu gehdéren Nephrotoxizitat, Neurotoxizitat, arterieller Hypertonus und Hepatotoxi-
zitat. CsA kann weiterhin zu einer Stérung der Glukosetoleranz und zum Entstehen eines
Posttransplantationsdiabetes mellitus fuhren (U.S. Multicenter FK506 Liver Study Group
1994, Chadban 2008). In klinischen Studien fuhrt die Behandlung organtransplantierter
Patienten mit CsA in 26 % zum Entstehen eines Posttransplantationsdiabetes innerhalb
der ersten 6 Monate (Vincenti et al. 2007). CsA wirkt diabetogen, indem es zu verminder-
ter Insulinfreisetzung aus pankreatischen Betazellen, zu verminderten Seruminsulinspie-
geln und zu entsprechend erhéhten Blutglukosespiegeln fihrt. In den Betazellen mit CsA
behandelter Ratten konnten auch morphologische Veranderungen wie Zellhydrops, zy-
toplasmatische Vakuolisierungen, Degranulation und Kernpyknose bis hin zum Betazell-
tod festgestellt werden (Helmchen et al. 1984, Penfornis und Kury-Paulin 2006).

Auf molekularer Ebene kénnte CsA Uber die Beeinflussung der CREB-abhangigen
Gentranskription seine diabetogene Wirkung entfalten. CREB schlitzt Betazellen vor einer
Apoptose, ist an der Regulation der Transkription des humanen Insulingens beteiligt und
ist daher fiir Funktion und Uberleben von Betazellen wichtig (Jhala et al. 2003, Oetjen et
al. 2003a, b). Fur die CREB-abhangige Gentranskription ist auch der Koaktivator CPB
notwendig. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Phosphatase Calcineurin die

transkriptionelle Aktivitdt von CBP verstarkt wird. CsA wirkt als Calcineurin-Inhibitor und
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hemmt die Aktivitdt der CREB-abhangigen Gentranskription auf dem Level des Koaktiva-
tors CBP (Oetjen et al. 2005). Inkubation mit CsA fiihrt zu einem verminderten Uberleben
von Betazellen, genauer einer Betazellapoptose. Daflir spielt die Dual-Leucine-Zipper-
Bearing Kinase DLK eine wichtige Rolle: Uberexpression von DLK fiihrt zu einer Betazel-
lapoptose und verstarkt die durch CsA induzierte Apoptose (Plaumann et al. 2008). Die
Regulation der DLK durch CsA lasst vermuten, dass die DLK Calcineurin-abhangig ist.
Die Phosphatase Calcineurin kann die DLK dephosphorylieren und damit inaktivieren.
Hemmung von Calcineurin, wie z.B. durch CsA, vermindert die Dephosphorylierung der
DLK in Neuronen und verstarkt den Anteil aktiver DLK (Mata et al. 1996, Plaumann et al.
2008). Auch in pankreatischen Betazellen konnte gezeigt werden, dass die DLK Calcineu-
rin-sensitiv ist (Oetjen et al. 2006, Plaumann et al. 2008). Weiterhin konnte gezeigt wer-
den, dass die DLK die stimulierte CREB-abhangige Gentranskription hemmt (Oetjen et al.
2006).

Das Immunsuppressivum CsA konnte mittels Hemmung von Calcineurin zu einer ver-
starkten Aktivitat der DLK fuhren, die DLK kénnte Uber Hemmung der CREB-abhangigen
Gentranskription zu einer Funktionsschadigung und Apoptose von Betazellen fuhren. So
kénnte Behandlung mit CsA zu einem Posttransplantationsdiabetes fuhren.

Auch im klassischen Diabetes mellitus werden die Betazellen durch Apoptose zerstort,
daher kénnte die Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription durch die DLK auch

fur das Entstehen von Diabetes mellitus Typ 1 und 2 eine wichtige Rolle spielen.

1.5 Wirkung der DLK und der c-Jun-N-terminalen Kinase JNK

Holzman et al. konnten 1994 erstmalig die DLK (Dual-Leucine-Zipper-Bearing Kinase)
beschreiben. In embryonalen Mausenieren konnten verschiedene Proteinkinasen identifi-
ziert werden, darunter stellt das Protein DLK ein neues Genprodukt dar. Die DLK kann in
Geweben von Gehirn, Nieren, Lunge, Herz, Haut, Darm und Pankreas nachgewiesen
werden. DLK ist ein Polypeptid aus 888 Aminosauren mit einer apparenten molekularen
Masse von 130 kDa. Sie gehort zur Gruppe der Mixed Lineage-Kinasen (MLK). MLKs sind
fir die Signaltransduktion in Nervenzellen, im Immunsystem aber auch fir Uberleben und
Reifung von dendritischen Zellen wichtig (Mata et al. 1996, Handley et al. 2007). Es gibt
acht in Saugetieren vorkommende MLKs, die drei Subgruppen zugeordnet werden kon-
nen: 1.) die MLK 1 - 4, 2.) die DLK und die LZK (Leucin-Zipper-Bearing Kinase) und 3.)
die ZAKs (Zipper Sterile-a-Motif Kinases) (Leung und Lassam 1998, Handley et al. 2007).
Der Name Mixed Lineage-Kinasen beruht darauf, dass alle Proteinkinasen dieser Klasse

die Primarstruktur sowohl von Serin/Threonin-Kinasen als auch von Tyrosin-Kinasen ent-
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halten. Des Weiteren besitzen alle MLK-Proteinkinasen C-terminal der katalytischen Do-
mane ein oder zwei Leucin-Zipper-Motive, die durch ein kurzes Zwischensegment ge-
trennt sind (Holzman et al. 1994, Fan et al. 1996). Entsprechend der DLK existiert ein
humanes Homolog, die LZK (Leucin-Zipper-Bearing Kinase). Die katalytische Domane
und die Leucin-Zipper-Doméanen der DLK und der LZK sind zu mehr als 90 % identisch
(Nihalani et al. 2000). Die katalytische Domane der DLK ist funktionell eine Se-
rin/Threonin-Kinase, C-terminal besitzt sie zwei Leucin-Zipper, die durch ein 25 Amino-
sauren langes Zwischensegment getrennt sind. Am C-Terminus des Proteins folgt ein
Glycin-, Serin- und Prolin-reicher Bereich und am N-Terminus liegt ein Glycin- und Prolin-

reicher Bereich (Holzman et al. 1994).
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Abb. 1.5: Primarstruktur der DLK (modifiziert nach Holzman et al. 1994). Die DLK (Du-
al-Leucine-Zipper-Bearing Kinase) besteht aus 888 Aminosauren. Sie gehort zur Familie
der Mixed Lineage-Kinasen (MLK). C-Terminal liegt eine Glycin- und Prolin-reiche (GP)
Region, dann folgt die katalytische Domane, die sowohl die Primarstruktur von Se-
rin/Threonin- als auch von Tyrosin-Kinasen enthalt, aber funktionell eine Serin/Threonin-
Kinase ist. AnschlieRend folgen zwei durch ein kurzes Zwischensegment getrennte Leu-
cin-Zipper, die charakteristisch fur die DLK sind. N-Terminal liegt eine Glycin-, Serin- und
Prolin-(GSP)reiche Region.

Die MLKs, so auch die DLK, sind mitogen-aktivierte Proteinkinasen Kinasen Kinasen
(MAP3K). Es gibt drei Subfamilien von Saugetier-MAP-Kinasen: ERK (Extracellular-
Signal-Regulated Kinases), JNK (c-Jun-N-terminal Kinases, sie entsprechen den SAPK =
Stress-Activated-Protein-Kinases) und p38-Kinasen (Merritt et al. 1999, Handley et al.
2007). Die Kinasen vom JNK-Typ kdnnen durch Zellstress-induzierende Signale wie
UV-Strahlung, Hitzeschock, Hyperosmolaritat, Ischamie, Axonschadigung in Neuronen
und proinflammatorische Zytokine aktiviert werden (Nihalani et al. 2003). Uber
MAP-Kinasen wie JNK werden viele extrazelluldre Signale weitergeleitet, sie spielen eine
Rolle bei der Regulation von Proliferation, Differenzierung und Apoptose (Xu et al. 2001).
Die Signalkaskade der MAP-Kinasen besteht mindestens aus drei einander untergeordne-
ten Kinasen: Eine MAP3K phosphoryliert eine untergeordnete MAP2K (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase Kinase, wird auch als MKK bezeichnet) und diese aktiviert eine
MAP-Kinase (MAPK), deren Substrate z.B. Transkriptionsfaktoren sind (Nihalani et al.
2003). Die DLK konnte die MAP2K, MKK7 und MKK4 aktivieren, MKK7 und MKK4 wie-
derum fUhren zur Aktivierung der MAPK JNK (Merritt et al. 1999, Handley et al. 2007).
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Abb. 1.6: Modell der MAP-Kinasen-Kaskade (Modifiziert nach Merritt et al. 1999, Am-
mendrup et al. 2000, Nihalani et al. 2003, Abdelli et al. 2007, Handley et al. 2007). Extra-
zellulare Signale wie Zellstress, Zytokine oder Mitogene konnten MAP3K (Mitogen-
aktivierte Proteinkinase Kinase Kinase) wie die DLK aktivieren. Diese aktivieren die unter-
geordneten MAP2K, MKK4 und MKK 7, die wiederum die MAPK JNK aktivieren. JNK
phosphoryliert dann Substrate wie Transkriptionsfaktoren, tber die Prozesse wie Wachs-
tum/Differenzierung, Apoptose oder Entziindung ausgeldst werden.

Die DLK kann in Neuronen in einer zytoplasmatischen und einer an der Plasmamembran
assoziierten Form sowie in einer nuklearen Form dargestellt werden (Mata et al. 1996,
Merritt et al. 1999). Die DLK wird auch in pankreatischen Betazellen und primaren Inseln
der Maus exprimiert (Oetjen et al. 2006). Unter basalen Bedingungen kénnte DLK als in-
aktives Monomer vorliegen. Eine Protein-Protein-Interaktion scheint notwendig fir die
Entfaltung der DLK-Wirkung zu sein. Die DLK kann mit weiteren DLK-Molekilen Gber die
Leucin-Zipper Homodimere bilden. Die Homodimerisierung scheint notwendig fiir die fol-
gende Autophosphorylierung und Aktivierung der DLK sowie fiir die Aktivierung von JNK
durch die DLK zu sein (Leung und Lassam 1998, Nihalani et al. 2000). Fir die katalyti-
sche Aktivitat der DLK ist das Lysin an Position 185 in der ATP-Bindungsstelle entschei-
dend. Wird es mit einer Punktmutation durch Alanin ersetzt, kann ATP nicht stabil gebun-
den werden und es entsteht die inaktive DLK-Mutante K185A. Die Bildung von Homodi-
meren ist nicht von der katalytischen Aktivitat abhéangig, da auch die Kinase-tote Mutante
K185A Dimere bilden kann (Mata et. al 1996).

In dem Mechanismus der Aktivierung von DLK und JNK spielen neben der Phosphorylie-
rung sogenannte Adapter-Proteine eine entscheidende Rolle. Unter basalen Bedingungen
wird die DLK durch Bindung an das Adapter-Protein JIP (JNK-Interacting-Protein) in ihrer
monomeren, unphosphorylierten und damit inaktiven Form gehalten. JIP kann sowohl die
DLK als auch JNK binden, doch nicht beide gleichzeitig. Durch Aktivierung von JNK, z.B.
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durch Zytokine, phosphoryliert JNK JIP am Thr-103 und wird an JIP gebunden wobei die
DLK abdissoziiert. Freie DLK kann Homodimere bilden, phosphoryliert werden und kann
in ihrer Eigenschaft als MAP3K eine Signalkaskade auslésen. Aktivierte DLK kann wie-
derum JNK indirekt phosphorylieren und damit aktivieren, was zu einem sich selbst ver-
starkenden Regelkreis fiihren kdnnte, der eine Apoptose auslésen und weiter verstarken
koénnte (Nihalani et al. 2000, 2001, 2003, Xu et al. 2001, 2003, 2005). Auch die unterge-
ordnete MAPK JNK selbst scheint eine Rolle in der Betazellschadigung zu spielen. Bei
adipésen Mausen ist JNK erhoht (Hirosumi et al. 2002). JNK vermittelt eine durch oxidati-
ven Stress induzierte Unterdriickung der Insulingenexpression in Betazellen (Kaneto et al.
2002).

Uber die Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription in Betazellen scheint die DLK
bei Behandlung mit CsA zum Entstehen eines Posttransplantationsdiabetes fiihren. Es
gibt Erkenntnisse, die darauf hindeuten, dass die DLK auch fur Schadigung und Apoptose
von Betazellen, die zur Entstehung von Diabetes mellitus Typ 1 und 2 fuhrt, wichtig ist.
Die DLK fuhrt Gber die JNK-Signalkaskade in Neuronen zur Apoptose, wahrend eine do-
minant-negative DLK-Mutante die Neuronen vor dem Zelltod schitzen konnte (Xu et al.
2001). In Betazellen flhrt eine Uberexpression der DLK zu einer Apoptose (Plaumann et
al. 2008). Auch die Betazellfunktion, wie die Insulingentranskription, wird von der DLK
beeinflusst. Die DLK kann die durch Membrandepolarisation stimulierte CREB-abhangige
Gentranskription und auch die durch den CREB-Koaktivator CBP vermittelte
Gentranskription hemmen (Oetjen et al. 2006). Uber die Hemmung von CREB sowie die
Induktion einer Betazellapoptose kdnnte die DLK eine wichtige Rolle in der Entstehung
des Diabetes mellitus spielen.

Viele Mechanismen konnen die Verminderung der Betazellfunktion und die Betazellzer-
stérung durch Apoptose verstarken, dazu gehoéren die chronische Hyperglykamie, die
chronische Hyperlipiddmie und die erhdhte Freisetzung bestimmter Zytokine (Rhodes
2005). Durch Adipositas, chronische Hyperglykdmie und Hyperlipidamie wird ein
niedriggradiger Entziindungszustand im menschlichen Kérper ausgeldst, der z.B. tber die
erhohte Freisetzung der proinflammatorische Zytokine TNF-a und IL-13 vermittelt wird.
Bei fehlender Gegenregulation kann ein klinisch apparenter Diabetes entstehen (Kolb und
Mandrup-Poulsen 2010). Obwohl Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 &tiologisch unter-
schiedliche Krankheiten darstellen, gibt es Hinweise, dass auf der Zellebene &hnliche
oder gleiche Signaltransduktionswege die Schadigung der Betazellen vermitteln
(Mandrup-Poulsen 2003). Dabei kdnnte die DLK einen zentralen Angriffspunkt fur beta-
zelltoxische Substanzen wie die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-13 darstel-

len.
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1.6 Interleukin-1Beta (IL-18) und Diabetes mellitus

Interleukin-1Beta ist ein proinflammatorisches Zytokin. Auf der Suche nach einem endo-
genen Fieber produzierenden Protein ndherte man sich der heute bekannten Klasse von
Interleukinen (IL1-35) immer mehr an. IL-1p dient der Regulation inflammatorischer Pro-
zesse. Die Blockade der IL-1B-Signale durch IL-1B-Antagonisten wird bei autoimmunen
Erkrankungen erfolgreich eingesetzt (z.B. rheumatoide Arthritis). Der inaktive IL-1p-
Vorlaufer wird erst durch Caspase-1 (innerhalb der Zelle) oder andere Proteasen (auller-
halb der Zelle) in das aktive IL-1p gespalten und dann freigesetzt (Dinarello 2010). IL-18
bindet an seinen Rezeptor (IL-1R1), der auch auf pankreatischen Betazellen exprimiert
wird (Mandrup-Poulsen 2003). Uber Bindung der Kinase IRAK-1 (IL-1-Rezeptor-
assoziierte-Kinase) wird TRAF6 (Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierter-Faktor 6)
phosphoryliert. Dartuber kann IL-1 den NF«xB-Signalweg oder den MAPK-Signalweg akti-
vieren (Mandrup-Poulsen 2003, Dinarello 2010). Die Signaltransduktion von IL-13 kann
Uber MAPK wie JNK erfolgen.

Im durch autoimmune Insulitis vermittelten Typ 1-Diabetes wird IL-13 von Makrophagen,
die die Langerhans’schen Inseln infiltrieren, produziert und kénnte zur Betazellzerstérung
durch Apoptose beitragen (Donath et al. 2003, Mandrup-Poulsen 2003). Aber auch im mit
Adipositas vergesellschafteten Typ 2-Diabetes spielt IL-1p eine Rolle. Chronisch erhdhte
Blutglukosespiegel schadigen die Betazelle im Sinne einer Glukosetoxizitat und fiihren zur
Apoptose der Zelle. Es konnte gezeigt werden, dass IL-1p dabei eine wichtige Rolle spielt,
denn unter hyperglykdmischen Bedingungen wird IL-1p von den Betazellen humaner In-
seln produziert (Maedler et al. 2002). Dies kénnte zu einer Aktivierung von MAPK wie JNK
fihren und darlber eine Betazellapoptose vermitteln. Auch die Betazellfunktion wird ver-
mindert, denn Glukose-induzierte IL-1p-Produktion fuhrt zu einem verminderten Insulin-
gehalt der Betazellen (Maedler et al. 2002). IL-183 reduziert weiterhin die stimulierte Insu-
lingentranskription in der Betazelllinie HIT-T15 und in isolierten murinen Inseln (Oetjen et
al. 2007). IL-1B konnte die Betazellen schadigen und dariber zum Entstehen von Diabe-

tes mellitus Typ 1 und 2 beitragen.
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1.7 Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (TNF-a) und Diabetes mellitus

Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (TNF-a) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das bei Ent-
ziindungen sezerniert wird und die Genexpression sowie die Apoptose von Zellen induzie-
ren kann. 1984 konnte das Zytokin der TNF-Liganden-Familie zugeordnet werden. TNF-a
spielt eine wichtige Rolle in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie rheumatoi-
der Arthritis oder Morbus Crohn, in deren Therapie auch TNF-a-Inhibitoren eingesetzt
werden (O’Neill 2006). TNF-o kann an die TNF-Rezeptoren TNF-R1 und TNF-R2 binden.
TNF-R1 wird im Gegensatz zu TNF-R2 konstitutiv in den meisten Geweben exprimiert
und scheint der wichtigere Rezeptor fir die Transduktion von TNF-a-vermittelten Effekten
zu sein (Wajant et al. 2003). Der intrazellulare Anteil des TNF-R1 enthalt eine sogenannte
Todesdomane (DD = Death Domain), die bei Aktivierung des Rezeptors durch TNF-a das
TNF-Rezeptor-assoziierte-Todesdomanen-Protein TRADD bindet. Daraufhin wird das
Protein FADD (Fas-assoziiertes-Todesdomanen-Protein) und dann der Faktor TRAF2
(TNF-Rezeptor-assoziierter-Faktor 2) gebunden. Nun kénnen die Signalwege tber NFxB
oder Uber MAPK wie JNK aktiviert werden. Dies kdonnte moglicherweise eine Betazell-
apoptose auslésen (Wajant et al. 2003, Donath et al. 2003). Bei Diabetes Typ 1 werden
TNF-o und IL-1B von in die Langerhans’schen Inseln eingewanderten Makrophagen pro-
duziert und kdnnten zur Autoimmuninsulitis und in der Folge zur Apoptose der Betazellen
beitragen (Donath et al. 2003, Mandrup-Poulsen 2003). Auch in der Pathogenese von
Diabetes Typ 2 spielt TNF-a eine Rolle. In adipésen Mausmodellen wird im Fettgewebe
signifikant mehr TNF-a produziert und auch die zirkulierenden TNF-o Werte waren deut-
lich erhoht im Vergleich zu schlanken Kontrolltieren (Hotamisligil et al. 1993). In adipésen
Menschen wird deutlich mehr TNF-a von Adipozyten produziert und die TNF-a Werte im
Fettgewebe sowie systemisch waren signifikant erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe.
TNF-a vermittelt in adipdsen Patienten und Diabetes-Patienten eine Insulinresistenz (Ho-
tamisligil et al. 1995, Plomgaard et al. 2007). Uber Aktivierung von JNK wird durch TNF-a.
das Insulin-Rezeptor-Substrat 1 (IRS-1) inhibitorisch phosphoryliert, dies kann zu einer
Insulinresistenz flihren (Hirosumi et al. 2002). Durch TNF-a kann zusatzlich Uber JNK das
Insulin-Rezeptor-Substrat 2 (IRS-2) hemmend phosphoryliert werden, das in aktiver Form
wichtig fir das Betazelliberleben ist (Hirosumi et al. 2002, Rhodes 2005). In der Betazell-
linie MING induziert TNF-a eine Betazellapoptose (Ishizuka et al. 1999). In der Betazellli-
nie MING konnte eine Mischung aus den Zytokinen IL-1f3, TNF-o und IFN-y die phospho-
rylierte Form des betazellprotektiven Transkriptionsfaktors CREB deutlich vermindern und
eine Apoptose ausldsen. Eine Uberexpression von Wildtyp-CREB schiitzt vor dem Zyto-
kineinfluss, wahrend Uberexpression einer dominant-negativen CREB-Mutante zu einer

erhdhten Betazellapoptose flhrt (Jambal et al. 2003). Des Weiteren kdénnen sowohl
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TNF-a als auch IL-1p JNK aktivieren und dartiber eine Apoptose in Betazellen auslésen
(Ammendrup et al. 2000, Donath et al. 2003, Abdelli et al. 2007). TNF-a kénnte also so-
wohl die Funktion der Betazellen negativ beeinflussen als auch eine Apoptose induzieren
und wie IL-1p eine wichtige Rolle einnehmen in den molekularen Mechanismen, die zur
Entstehung von Diabetes mellitus fuhren konnten. Daher soll in dieser Arbeit auch die

Wirkung von TNF-a auf die Betazellen genauer untersucht werden.

Diabetes Typ 1 Diabetes Typ 2

Makrophagen _ Makrophagen
7~ >

Muskel-,
I Leber- und
¥ Fettzellen

Betazellen

Abb. 1.7: Ubersicht iiber die Wirkung von TNF-o. und IL-18 im Diabetes mellitus Typ
1 und 2 (Zusammengefasst aus Hirosumi et al. 2002, Donath et al. 2003, Mandrup-
Poulsen 2003, Oetjen et al. 2007). Bei Diabetes Typ1 werden TNF-a und IL-1 von
Makrophagen in den Autoimmuninsulitis-Lasionen freigesetzt. Bei Diabetes Typ 2 produ-
zieren Adipozyten und Makrophagen TNF-o, erhéhte Blutglukosespiegel induzieren die
Sekretion von IL-1p aus Betazellen. TNF-a wirkt Uber den TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1) und
kann JNK aktivieren. In peripheren Geweben kann TNF-a Uber JNK das Insulin-Rezeptor-
Substrat 1 (IRS-1) inhibitorisch phosphorylieren und eine Insulinresistenz vermitteln. IL-1
wirkt Uber den IL-1-Rezeptor 1 (IL-1R1) und kann ebenfalls JNK aktivieren. Moglicherwei-
se kdonnten TNF-a und IL-1p die Betazellen schadigen, was in dieser Arbeit genauer un-
tersucht werden soll.
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1.8 Fragestellung

Bei Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 bestehen trotz unterschiedlicher Atiologie Gemein-
samkeiten in der Pathogenese. Ein Verlust an Funktion und Masse der Betazellen flihrt
zur klinischen Apparenz der Krankheit, der Betazelltod wird durch die Apoptose vermittelt.
Auch die die Schadigung der Betazellen vermittelnden Signaltransduktionswege kdnnten
ahnlich sein (Butler et al. 2003, Mandrup-Poulsen 2003, Rhodes 2005, Kahn et al. 2006).
CREB ist ein ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor, der betazellprotektiv wirkt. CREB
reguliert die Transkription des humanen Insulingens (Oetjen et al. 2003b). In Mausen mit
einer dominant-negativen CREB-Mutante kommt es zu Diabetes mellitus und zu einem
Betazelltod durch Apoptose (Jhala et al. 2003). Der Einsatz des Immunsuppressivums
Cyclosporin A kann zur unerwiinschten Wirkung eines Posttransplantationsdiabetes flih-
ren (Penfornis und Kury-Paulin 2006). CsA scheint Gber Hemmung von Calcineurin zu
einer vermehrten Aktivitdt der MAP3K DLK zu fuhren (Mata et al. 1996, Oetjen et al. 2006,
Plaumann et al. 2008). Es konnte gezeigt werden, dass DLK die stimulierte CREB-
abhangige Gentranskription und den CREB-Koaktivator CBP hemmen kann (Oetjen et al.
2006, Phu et al. 2011). Die DLK induziert in Neuronen und in Betazellen eine Apoptose
(Xu et al. 2001, Plaumann et al. 2008). Die Schadigung der Betazellen durch die DLK
kdénnte auch fur die Entstehung von Diabetes mellitus Typ 1 und 2 wichtig sein. Die DLK
kdnnte einen zentralen Regulierungspunkt flr betazelltoxische Substanzen wie die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1 darstellen. Bei Diabetes mellitus Typ 1
und Typ 2 werden vermehrt die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-138 produ-
ziert (Donath et al. 2003, Mandrup-Poulsen 2003, Rhodes 2005). Eine Zytokinmischung
fuhrt in der Betazelllinie MIN6 zu einer Verminderung der aktiven Form von CREB, wah-
rend eine Uberexpression von CREB vor einer Zytokin-vermittelten Betazellapoptose
schitzen kann (Jambal et al. 2003). Durch TNF-a kann eine periphere Insulinresistenz
vermittelt werden, Uber TNF-o und IL-13 konnte eine Betazellapotose ausgelost werden,
dabei ist der genaue Mechanismus noch nicht vollstandig geklart (Ishizuka et al. 1999,
Hirosumi et al. 2002, Mandrup-Poulsen 2003).

In dieser Arbeit soll untersucht werden, welche Wirkung die proinflammatorischen Zytoki-
ne TNF-a und IL-1p auf die betazellprotektive CREB-abhangige Gentranskription und auf
das Uberleben pankreatischer Betazellen haben und ob diese Effekte DLK-abhangig sind.
Um diese Frage zu beantworten, wurden Untersuchungen mit Luciferase-
Reportergen-Assays, Einsatz von siRNA gegen DLK, MTT-Vitalitatstests und Immunfluo-

reszenz-Assays in der Betazelllinie HIT-T15 durchgefuhrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Biologische und chemische Materialien

2.1.1 Chemikalien

Agarose ultrapur
ATP
Bromphenolblau
Calciumchlorid
Césiumchlorid
DAPI (4’,6-Diaminidino-2-Phenylindol)
DEAE-Dextran
DMSO

DTT

EDTA

EGTA

Eisessig

Ethanol abs.
Ethidiumbromid
Forskolin

Glycerin (87 %)
Glycylglycin

HCI
Isoamylalkohol
Isopropanol 70 %
K;HPO,

KCI

KH,PO,

Luciferin
METAFECTENE™
Methanol (100 %)
MgSO,

MTT = 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-Tetrazolium-Bromid (Nr.2128)
Na;HPO,

NaCl

NaHCO;

NaOH

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Biontex, Minchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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Natriumborhydrid

PEG 6.000

Saccharose

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Tris ultrapur

Triton X-100

Xylen Cyanol FF

2.1.2 Medienbestandteile und Seren

Fetales Kalberserum
Pferdeserum
Rinderserum-Albumin (BSA)
RPMI 1640 Pulver

Select Agar

Select Hefeextrakt

Select Pepton

2.1.3 Antibiotika

Ampicillin

Chloramphenicol

Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin
(10.000 pg/ml)-Lésung

21.4 Enzyme

Lysozym (aus Hihnereiweil})
Restriktionsendonukleasen
Trypsin/EDTA-L6sung

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.1.5 Molekulargewichtsmarker und Puffer fiir Restriktionsenzyme

DNA-Leiter, 1kb,“Gene Ruler™-
Y+/Tango-Puffer

2.1.6 Antikorper

Alexa Fluor 488 labeled Goat Anti-Rabbit
IgG-Antibody
Anti-DLK-Polyclonal-Rabbit-Antibody

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Molecular Probes, Eugene, OR, USA

freundlicherweise zur Verfigung gestellt
von Professor Lawrence B. Holzman, Uni-
versity of Michigan, Internal Medicine/
Nephrology, Ann Arbor, MI, USA
(Holzman et al. 1994)
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Anti-FLAG®-M2-Monoclonal-Mouse-
Antibody
Cleaved-Caspase-3(Asp175)-Rabbit-
Antibody

Tetramethylrhodamine labelled Goat Anti-
Mouse-IgG-Antibody

2.1.7 Zytokine
Interleukin-1-beta (IL-1B), Maus

Tumor-Nekrose-Faktor Alpha (TNF-a.),
Maus

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA
Molecular Probes, Eugene, OR, USA

Strathmann Biotec, Hannover, Deutschland

Biomol, Hamburg, Deutschland

2.2 Verbrauchsmaterialien, Gerate und Zubehor

2.2.1 Verbrauchsmaterialien

Cell Culture Coverslip (25mm d)

DAPI Mounting Medium (Einbettungsmedi-
um)

Dialyseschlauch, “4-Diameter
Einfrierréhrchen (1,8 ml)

Einwegspritzen (5 ml)
Eppendorf-Reaktionsgefafie (0,5 ml; 1,5 ml
und 2,0 ml)

Filter, steril:

fur RPMI-Medium

(Porengrolie 0,45 + 0,2 um)

Kandilen (20 G)

Kunststoffkivetten, 1 cm breit
Luminometer-Rdhrchen

Pasteurpipetten

Petrischalen (10 cm Durchmesser)
Pipettenspitzen (20 ul-1000 pl)
PP-R&hrchen (15 ml und 50 ml)
Roti-Histokitt (Einbettungsmedium)
Ultrazentrifugenréhrchen (Quick-Seal, 10
ml)

Zellkulturplatten:

6-well-plate (siRNA-Luciferase-Assay)

Nunc, Wiesbaden, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Greiner Bio-one, Solingen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Greiner Bio-one, Solingen, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Beckmann, Minchen, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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6-well-plate (Immunfluoreszenz-Assay)
96-well-plate (GFP-Messung)
96-well-plate (MTT-Vitalitatstest)
Zellkulturschalen (Falcon 15 cm, 10 cm, 6
cm)

2.2.2 Gerate und Zubehor

Analysenwaage

Autoklav (Bioclav)
Elektrophoresekammer
Fluoreszenzmikroskop

(Zeiss Axiovert 200)

Openlab 3.1 Imaging Software
Fluorometer (Fusion, Universal Microplate
Analyser)

Steuerungssoftware (Plate Reader Software
Version 3.0)

Gelkammer (fiir Agarosegele)
Inkubationsschrank (Stericult 200)
Kunststoffkamm ( 1,5 mm)
Luminometer (Auto-Lumat LB 953f)
Mikroskop (invers, TMS)
Mikrowelle (Whirlpool)

pH-Meter

Pipettierhilfen:

Pipetus akku

Pipetman P

Plattenphotometer

(UVmax kinetic microplate reader)
Sofware (SOFTmax)
Quarzkivetten, 1 cm breit
Schuittelinkubator (Ceromat HK)
Schittelinkubator (Innova 4.300)

Spektralphotometer (UV-160)

Sterile Werkbank (Lamin Air HB 2448)
Tischzentrifugen:

Centrifuge 5417R

Megafuge 1.0

Transilluminator

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Greiner Bio-one, Solingen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Sartorius, Goéttingen, Deutschland
Schutt, Gottingen, Deutschland

IBI, New Haven, USA

Carl Zeiss Micro Imaging GmbH, Géttin-
gen, Deutschland

Improvision, Tubingen, Deutschland
Packard, Dreieich, Deutschland

Packard, Dreieich, Deutschland

IBI, New Haven, USA

Labotect, Géttingen, Deutschland

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB
Berthold, Bad Wildbad, Deutschland
Nikon, Disseldorf, Deutschland
Philips, Hamburg, Deutschland
Schiutt, Géttingen, Deutschland

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Gilson, Bad Camberg, Deutschland
Molecular Devices, Menlo Park, USA

Molecular Devices, Menlo Park, USA
Hellma, Minchen, Deutschland

Krannich, Géttingen, Deutschland

New Brunswick Scientific, Nurtingen,
Deutschland

Shimadzu, Duisburg, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Vetter, Wiesloch, Deutschland
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(UV-Kontaktlampe CHROMA 42)
Trockenschrank

Trockensterilisator

Ultrazentrifuge

(Beckmann Ultrazentrifuge L5-65)
Ultrazentrifugenrotor (70,1 Ti-Rotor)
Verschweillapparat

(Beckman tube sealer)

Videokamera mit Videoprinter
(Geldokumentationsanlage E.A.S.Y.)
Vortexer Titramax 100

Wasserbader

Zellschaber (gummiert)

Zentrifuge (Beckman Centrifuge J2-21)
Zentrifugengefalie, 50 u. 250 ml
Zentrifugenrotor (Beckman JA-14 Rotor)
Zentrifugenrotor(Beckmann JA-20 Rotor)

Kindermann, Ochsenfurt/Main, Deutsch-
land

Memmert, Schwabach, Deutschland
Beckmann, Miinchen, Deutschland

Beckmann, Minchen, Deutschland
Beckmann, Munchen, Deutschland

Herolab, Wiesloch, Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Kéttermann, Hanigsen, Deutschland
Greiner, Bio-one, Solingen, Deutschland
Beckmann, Minchen, Deutschland
Beckmann, Munchen, Deutschland
Beckmann, Miinchen, Deutschland
Beckmann, Miinchen, Deutschland

2.3 Plasmide und siRNA

Alle verwendeten Plasmide enthielten ein fir das Enzym B-Lactamase kodierendes Ampi-
cillin-Resistenzgen, durch das nur die mit diesem Plasmid transfizierten Zellen auf Ampi-

cillin enthaltendem Agar wuchsen und somit selektiert wurden.

2.3.1 Reportergen-Plasmide

Reportergen-Plasmide enthalten die genetische Information flr einen Reporter unter der
Kontrolle von Promotor- und Enhancerelementen. Durch den Reporter kann die Expressi-
on des eingesetzten Plasmids, also die erreichte Transkriptionsrate, quantitativ bestimmt
werden. Die folgenden zwei Reporter wurden verwendet:

Luciferase, ein Enzym, das durch Umsetzung der Substrate Luciferin, ATP und Sauer-
stoff mit hohem Wirkungsgrad Licht erzeugt und urspriinglich aus dem Glihwirmchen
Photinus pyralis stammt. Es diente der Untersuchung der Promotoraktivierung im Lucife-
rase-Assay (s. 2.7) (De Wet et al. 1987).

Die durch funf Punktmutationen entstandene Mutante GFP Topaz gold des GFP (green
fluorescent protein) aus der Qualle Aequorea victoria fluoresziert bei Anregung mit Licht

bestimmter Wellenlange grin. Die Mutante besitzt verbesserte Stabilitat und Fluores-
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zenzeigenschaften. Die Fluoreszenz kann im Fluorometer quantifiziert werden und hat
den Vorteil, dass keine Substratumsetzung zum Nachweis des Gens notwendig ist. GFP
Topaz gold wurde zur Kontrolle der Transfektionseffizienz im Luciferase-Assay (s. 2.7)
eingesetzt (Chalfie et al. 1994).

Folgende Reportergen-Plasmide wurden verwendet:

Das Luciferase-Reportergen-Plasmid p4xSomCRET81Luc (pSomCRE) enthalt vier Ko-
pien der CRE-Sequenz aus dem Somatostatingen-Promotor der Ratte, gekoppelt an den
minimalen Promotor der Thymidin-Kinase des Herpes-Simplex-Virus. Somit kénnen en-
dogene CRE-bindende Proteine an das CRE-Motiv in der Promotorregion binden und die
Luciferase-Expression der mit diesem Plasmid transfizierten Zellen stimulieren (Oetjen et
al. 1994).

Im Plasmid p5xGal4dE1BLuc (pG5E1B) wird die Transkription des Luciferase-
Reportergens von fiinf Kopien der DNA-Bindungsstelle fir den Hefetranskriptionsfaktor
Gal4 vor einem minimalen Promotor des Adenovirus E1B kontrolliert. Ein Fusionsprotein
aus der DNA-Bindedomane dieses Hefetranskriptionsfaktors Gal4 und CREB-327fl (s.
2.3.2) erlaubt so die spezifische Untersuchung der Funktion von CREB ohne Beeinflus-
sung durch endogene CRE-bindende Proteine.

pGFPtpz-cmv (pGFP) (Packard, Cyto-Gem™, Dreieich) enthalt die genetische Informati-
on fur GFP Topaz gold unter Kontrolle eines konstitutiv aktiven Promotors des Cytomega-
lievirus. Dieses Plasmid wurde zur Kontrolle der Transfektionseffizienz im Luciferase-

Assay (s. 2.7) kotransfiziert.

2.3.2 Expressionsvektoren

Expressionsvektoren enthalten unter Kontrolle eines starken und konstitutiv aktiven vira-
len Promotors die cDNA fir ein bestimmtes Protein, welches in den mit diesem Vektor
transfizierten Zellen zusatzlich oder verstarkt exprimiert werden soll.

Der Expressionsvektor pFLAG-DLK wt (pDLKwt) enthalt die genetische Information der
Dual-Leucine-Zipper-Bearing Kinase (DLK) unter Kontrolle eines CMV-Promotors. Dazu
wurde die 3401 bp lange cDNA der DLK in den eukaryotischen Vektor pcDNA3 (Invitro-
gen) kloniert und um die Nucleotidsequenz fir ein N-terminales FLAG-Epitop erganzt. Die
DLK wurde so in den transfizierten Zellen Uberexprimiert und konnte durch anti-FLAG-
Antikorper detektiert werden (s. 2.8) (Holzman et al. 1994).

pPFLAG-DLK K185A (pDLKmut) wurde durch Einfligen einer Punktmutation in das
pDLKwt-Plasmid hergestellt. Dadurch kodiert das Plasmid im Bereich der katalytischen
Doméane der DLK an Position 185 (AS) fir Alanin statt fir Lysin. Das exprimierte Enzym
kann ATP nicht mehr stabil binden und verliert somit seine katalytische Aktivitat (Mata et
al. 1996).
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pGAL4-CREBfl (pCRG) kodiert fir ein Fusionsprotein aus CREB-327 in voller Lange (full
length=fl) verbunden mit der DNA-Bindedoméane des Hefetranskriptionsfaktors Gal4 (AS
1-147) (Oetjen et al. 2006). Das cDNA-Fragment fur CREB-327 wurde ausgehend von
dem Plasmid pRSV-CREB (Walton et al. 1992) per PCR amplifiziert und tber Schnittstel-
len fur BamHI und Sac | in das unter Kontrolle eines SV-40-Promotors stehende Plasmid
pSG424 kloniert (Sadowski und Ptashne 1989).

2.3.3 Leervektoren

Zum Ausgleich der transfizierten DNA-Menge wurde der Leervektor pBluescript (pBS)
(Stratagene, La Jolla, USA) eingesetzt. Dieser kodiert flr keine relevanten genetischen
Informationen und wurde sowohl im Luciferase-Assay als auch in den immunzytochemi-

schen Experimenten verwendet.

2.3.4 siRNA

RNA-Interferenz bezeichnet einen Mechanismus eukaryotischer Zellen, die Genexpressi-
on bestimmter Gene zu beeinflussen. Wird in eine Zelle durch eine virale Infektion fremde
dsDNA eingebracht, kann sie durch die endogene RNAse Dicer in kleine doppelstrangige
RNA-Stlcke (siRNA) zerschnitten werden. Zellfremde RNA kann so abgebaut werden.
Small interference-RNA (siRNA) kann auch kinstlich hergestellt werden. Sie besteht aus
ca. 21-23 bp doppelstrangiger RNA, deren Basen-Sequenz homolog zu einem Abschnitt
eines bestimmten Gens ist. Wird siRNA in eine Zelle eingebracht, wird sie ebenfalls von
der Endonuclease Dicer erkannt und in zwei Einzelstrange geteilt. Der Antisense-siRNA-
Strang zum Ziel-Gen lagert sich an einen Protein-Komplex an. Dieser Komplex heif3t
RNA-induced silencing complex (RISC) und kann an die zum Antisense-siRNA-Strang
homologe Sequenz in der mMRNA des Zielgens binden und diese degradieren.

So kann die Translation eines bestimmten Genprodukts verhindert werden und dadurch
dessen Funktion untersucht werden.

Es wurde die siRNA Nr.23 gegen die Dual-Leucine-Zipper-Bearing Kinase (DLK, Se-
quenz: 5-GACUCAGACUGUGACAGCACUGAAU-3) (Invitrogen, Darmstadt, Deutsch-
land) und als Negativkontrolle eine unspezifische, nichtkodierende siRNA (non-siRNA,
GC-Medium enthaltend) (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Sie wurden im

Luciferase-Assay (s. 2.7) eingesetzt.



Material und Methoden

25

Reportergen- Assay eingesetzte Transfektionssubstanz

Plasmid Menge

pSomCRE Luciferase-Assay | 2ug/6-cm-Schale | DEAE-Dextran
siRNA-Luciferase- | 1ug/6-well-plate je | METAFECTENE™
Assay Mulde

pG5E1BLuc Luciferase-Assay | 2ug/6-cm-Schale | DEAE-Dextran

pGFPtpz-cmv

Luciferase-Assay

0,75ug/6-cm-
Schale

DEAE-Dextran

siRNA-Luciferase-
Assay

0,5ug/6-well-plate
je Mulde

METAFECTENE™

Expressionsvektor

pDLKwt

Luciferase-Assay

2ug/6-cm-Schale

DEAE-Dextran

Immunfluoreszenz- | 2ug/6-well-plate je | METAFECTENE™
Assay Mulde

pDLKmut(K185A) Luciferase-Assay | 2ug/6-cm-Schale | DEAE-Dextran
Immunfluoreszenz- | 2ug/6-well-plate je | METAFECTENE™
Assay Mulde

pCRG Luciferase-Assay | 2ug/6-cm-Schale | DEAE-Dextran

Leervektor

pBS Luciferase-Assay | 2ug/6-cm-Schale | DEAE-Dextran
Immunfluoreszenz- | 2ug/6-well-plate je | METAFECTENE ™
Assay Mulde

Reportergen- Assay eingesetzte Transfektionssubstanz

Plasmid Menge

siRNA

siRNA Nr.23 gegen | siRNA-Luciferase- | 60nM/6-well-plate | METAFECTENE™

DLK Assay je Mulde

non-siRNA siRNA-Luciferase- | 60nM/6-well-plate | METAFECTENE™

Assay

je Mulde

Tab.2.1 Ubersicht iiber eingesetzte Nukleinsiduren in den Assays
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2.4 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA

Verwendete Losungen und Reagenzien:
E.coli: vom Stamm DH5a

Calciumchlorid-L6sung

CaCl, 50mM

geldst in Aqua bidest., eiskalt
LB-Medium

Select Pepton 10¢

Select Hefeextrakt 59

NaCl 1049

Aqua bidest. ad 1000 ml autoklaviert
Ampicillin-Stamml&sung

Ampicillin 50 mg

Aqua bidest. 1ml sterilfiltriert
LBave-Medium

LB-Medium 1000 ml

Ampicillin-Stammlsg. 1ml

Chloramphenicol-Losung

Chloramphenicol 40 mg
Ethanol abs. 1ml

eiskalt gelost, direkt vor Gebrauch angesetzt, 5 ml je Konstrukt

STE-Lésung
Saccharose 25 % (w/v)
Tris/HCI-Puffer (pH8,0) 50 mM
EDTA (pH 8,0) 1mM

geldst in Aqua bidest., 50 ml je Konstrukt

Lysozym-Losung

Lysozym 60 mg
STE-Lésung 1ml
3 ml je Konstrukt

Triton-Mix
Triton X-100 0,1 % (v/v)
Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) 50 mM
EDTA (pH 8,0) 60 mM

gelost in Aqua bidest., 30 ml je Konstrukt



Material und Methoden

27

PEG-30 %-Losung

PEG 6.000 30 % (w/v)

NaCl 1,5M

geldst in Aqua bidest., 40 ml je Konstrukt
TNE-Puffer

Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) 10 mM

NaCl 10 mM

EDTA (pH 8,0) 1 mM

geldst in Aqua bidest., 10 ml je Konstrukt
TE-Puffer

Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) 10 mM

EDTA (pH 8,0) 1 mM

gel6st in Aqua bidest., titriert auf pH 8,0, 2 x 1Liter je Konstrukt

Prinzip:

Die Maxi-Praparation (modifiziert nach Sambrook et al. 1989) wird zur Herstellung groRer
Mengen sehr reiner DNA gebraucht. Dazu werden E.coli-Bakterien transformiert und an-
schlielend vervielfaltigt. Im Folgenden kann die so hergestellte Plasmid-DNA durch en-
zymatische Lyse aus den Bakterien extrahiert und mit Hilfe eines Casiumchlorid-

Dichtegradienten isoliert werden.

2.4.1 Sterilisation und Standards

Alle hitzestabilen Losungen wurden vor Gebrauch bei 120°C und 1 Bar fur 20 min. au-
toklaviert und hitzeempfindliche Lésungen gegebenenfalls sterilfiltriert, um Mikroorganis-
men, Proteasen und Nukleasen zu inaktivieren. Bei der Arbeit an Bakterien benutzte
Glaspipetten wurden abgeflammt und alle dabei gebrauchten Arbeitsflachen und Pipet-
tierhilfen vor und nach Benutzung mit 70-prozentigem Isopropanol gereinigt. Biologischer

und chemischer Abfall wurde in geeigneter Weise entsorgt.

2.4.2 Nahrboden

Um LB-Agarplatten als Nahrboden fur die transformierten Bakterien herzustellen, wurde
dem LB-Medium vor dem Autoklavieren Select Agar in einer Konzentration von 1,5 %
(w/v) zugefiigt. Wenn das noch flissige Gemisch auf ca. 55°C abgekihlt war, konnte es in
30-ml-Portionen auf 10-cm-Petrischalen (Greiner Bio-one, Solingen) verteilt werden. Bei
Bedarf wurde vor dem Gief3en Ampicillin in einer Endkonzentration von 50 pug/ml zugeflgt,
um spater darauf Ampicillin-resistente Bakterienklone zu selektieren. Nachdem sie erstarrt
waren, wurden die Platten durch Inkubation fir 4 h bei 37°C mit leicht gedéffnetem Deckel

getrocknet. Bei einer Lagerung bei 4°C waren die Platten flir zwei bis drei Monate haltbar.
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2.4.3 Bakterienstamm

Zur Vermehrung der Plasmid-DNA wurde der apathogene, keine natirliche Ampicillin-
Resistenz enthaltende E.coli-Stamm DH5a verwendet. Wahrend der logarithmischen
Wachstumsphase wurden die Bakterien mit eiskalter Calciumchlorid-Lésung behandelt.
Dadurch waren sie transformationskompetent, also in der Lage, spontan Fremd-DNA auf-
zunehmen (Dagert und Ehrlich 1979). Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Bakterien in

mit 15 % (v/v) Glycerin versetzter CaCl,-Losung bei -80°C gelagert.

2.4.4 Transformation kompetenter E.coli

Je Ansatz zu transformierender DNA wurden 50 ul des transformationskompetenten Am-
picillin-sensiblen E.coli-Stamms DH5a (s. 2.4.3) in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefalien
auf Eis aufgetaut. Zu jedem Ansatz wurden mindestens 100 ng der gewilinschten DNA
(meist 1 pl DNA-L&sung) hinzu pipettiert. Die DNA-Bakterien-Suspension wurde vorsichtig
durchmischt und fur 30 min. auf Eis inkubiert. Zur Induktion der DNA-Aufnahme in die
Bakterien folgte ein Hitzeschock flir maximal 2 min. bei 42°C im Wasserbad mit anschlie-
Render Abkuhlung fir 2-3 min. auf Eis. Nun wurde 1 ml LB-Medium je Ansatz steril hinzu-
gegeben. Es folgte eine Inkubation flir 60 min. bei 37°C im Wasserbad, damit sich die
Bakterien erholen und wieder in die Wachstumsphase Ubergehen konnten. Wenn danach
die Tribung des Ansatzes auf ausreichendes Bakterienwachstum schlieRen lie}, wurden
je 100 pl mit einer abgeflammten Pasteurpipette auf einer vorgewarmten LBavp-Agarplatte
ausgestrichen. Es folgte eine Inkubation bei 37°C Gber Nacht.

Dabei konnten nur diejenigen Bakterien zu Kolonien heranwachsen, die das Plasmid, und
damit die darauf enthaltene genetische Information fiir p-Lactamase aufgenommen hatten
und somit Ampicillin-resistent geworden waren. Das im Nahrboden enthaltene Ampicillin

diente somit als adaquates Mittel zur Selektion erfolgreich transformierter Bakterien.

2.4.5 Herstellung von Vorkulturen und Langzeitaufbewahrung transformier-

ter Bakterien

Von einer bewachsenen LBayp-Agarplatte wurde mit einer abgeflammten und zur Ose
gebogenen Pasteurpipette eine méglichst satellitenfreie Einzelkolonie gepickt. Diese wur-
de anschlieRend in 15 ml LB-Medium inokuliert und als Vorkultur tber Nacht bei 37°C und
200 UpM im Schiittelinkubator (Innova 4.300, New Brunswick Scientific, Nurtingen) inku-
biert. Eine Tribung des Mediums zeigte, dass die Ampicillin-resistenten, also Plasmid-
tragenden Bakterien angewachsen waren.

Um jederzeit wieder auf diese Vorkultur zuriickgreifen zu kénnen, wurden 850 ul dieser
Bakterienkultur mit 150 ul Glycerin versetzt und nach Einfrieren in flissigem Stickstoff bei
-80°C aufbewahrt.
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2.4.6 DNA-GroBRaufbereitung mittels CsCl-Dichtegradientenzentrifugation

Alle Arbeitsschritte erfolgten, soweit nicht anders angegeben, auf Eis bzw. bei 4°C. Zu-
nachst wurde je eine Vorkultur (15 ml, s. 2.4.5) zu 1000 ml LBave-Medium gegeben und
im Schittelinkubator bei 37°C und 200 UpM inkubiert. Um das Bakterienwachstum zu
kontrollieren, wurde regelmafiig die Extinktion in 1 cm breiten Kunststoffkivetten (Sar-
stedt, Nimbrecht, Deutschland) bei 600 nm Wellenlange im Spektralphotometer (UV-160,
Shimadzu, Duisburg) gemessen. Bei einer optischen Dichte (OD600) von 0,8-0,9 wurde
das Bakterienwachstum durch Zugabe von 5 ml Chloramphenicol-Lésung (Endkonzentra-
tion 200 mg/l) gestoppt und Uber Nacht wieder im Schiittler (37°C, 200 UpM) inkubiert.
Chlor-amphenicol hemmt durch Bindung an die 50S-Untereinheit der Ribosomen die bak-
terielle Proteinbiosynthese und damit die Zellteilung, beeintrachtigt aber die DNA-
Replikation nicht, so dass die DNA weiterhin angereichert wird.

Am nachsten Tag wurde jede Bakterienkultur (1000 ml) auf vier 250-ml-Zentrifugengefale
(Beckman, Miinchen) verteilt und in einer auf 4°C vorgekuhlten Zentrifuge (Beckman
Centrifuge J2-21 mit Beckman JA-14 Rotor, Mlnchen) fir 15 min. bei 4000 UpM zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen. Die vier Pellets je Konstrukt wurden in 11,25 ml
eiskalter, hyperosmolarer STE-LOosung resuspendiert und paarweise in 50-mi-
ZentrifugengefalRen (Beckman, Minchen) vereinigt, so dass zwei davon je Konstrukt Gbrig
blieben. Zu den 22,5 ml Bakteriensuspension wurden 1,5 ml Lysozym-L6sung hinzugege-
ben, gut gemischt und fur 20 min. auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von je 1,8 ml 0,5 M
EDTA-LG6sung (pH 8,0) folgten wiederum 5 min. auf Eis. Nun wurde die Bakterienlyse
durch Zuftgen von 14,4 ml Triton-Mix vervollstandigt. Es folgte eine Lagerung fur 30 min.
auf Eis, wahrend der die Zentrifugengefale alle 5 min. kraftig geschwenkt wurden. An-
schliefend wurden die Zelltrimmer fir 1 h bei 16.000 UpM und 4°C abzentrifugiert
(Beckman JA-20 Rotor). Die DNA-haltigen Uberstdnde zusammengehériger Ansatze wur-
den in einem 250-ml-Zentrifugengefald pro Konstrukt vereinigt, in dem schon 40 ml PEG-
30 %-L6sung vorgelegt waren. Durch einstlindige Inkubation auf Eis kam es zur Ausfal-
lung von nukleinsaurehaltigen Prazipitaten. Nach 10 min. Zentrifugation bei 10.000 UpM
und 4°C (Beckman JA-14 Rotor) wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet getrock-
net, bevor es sorgfaltig in 10 ml TNE-Puffer resuspendiert wurde. Nun wurden, jeweils so
genau wie moglich, 10,9 g Casiumchlorid (CsCl) und 150 ul Ethidiumbromid-Lésung zu-
gegeben und anschlieend der Inhalt jedes Zentrifugengefalies vollstandig und luftbla-
senfrei in ein 10-ml-Ultrazentrifugenrohrchen (Quick-Seal, Beckman, Munchen) tberfuhrt.
Die Ultrazentrifugenrohrchen wurden auf der Analysenwaage auf 0,05 g genau austariert,
verschweil3t (Beckman tube sealer, Miinchen) und fir 20 h bei 60.000 UpM und 20°C zur
Bildung eines CsClI-Dichtegradienten zentrifugiert (Beckman Ultrazentrifuge L5-65 mit
70,1 Ti-Rotor, Beckman, Minchen).
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Durch die Ultrazentrifugation bildet sich ein CsCl-Dichtegradient, in dem die zirkulare, mit
Ethidiumbromid gefarbte DNA je nach ihrer Dichte eine charakteristische, gut abgrenzba-
re Bande bildet. Diese DNA-Bande wurde mit Hilfe einer 20-G-Kanile und einer 5-ml-
Einwegspritze aus dem Ultrazentrifugenréhrchen abgezogen und in ein 15-ml-PP-
Roéhrchen Uberfuhrt. Zur Reinigung der DNA von dem interkalierenden Farbstoff Ethidi-
umbromid wurde die viskdse DNA-Losung wiederholt mit aquivalenten Volumina Iso-
amylalkohol versetzt, vermischt und anschlieRend zentrifugiert (bis 3.000 UpM bei RT,
Heraeus Megafuge 1.0). Die jeweils obere Phase, die nun das rétliche Ethidiumbromid in
dem organischen Ldsungsmittel Isoamylalkohol enthielt, wurde abgesaugt, durch neuen
Isoamylalkohol ersetzt, gut gemischt und wieder zentrifugiert, bis beide Phasen farblos
waren. Die DNA-haltige untere Phase wurde in einen mit Aqua bidest. vorgespilten
Ya-Diameter-Dialyseschlauch (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) tberfiihrt und zur Ent-
fernung des CsCl bei 4°C zweimal 12 h lang gegen 1L TE-Puffer pro Konstrukt dialysiert.
Die so gewonnene Plasmid-DNA-L6sung wurde in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefallen
bei 4°C aufbewahrt. Vor der Verwendung in Transfektionsversuchen wurde die Plasmid-
DNA durch Restriktionsenzymverdau (s. 2.4.8) und Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.4.9)
validiert und die Konzentration und Reinheit der DNA im Spektralphotometer (s. 2.4.7)

ermittelt.

2.4.7 Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Um die Konzentration der hergestellten DNA zu bestimmen, wurde diese in geringer
Menge im Verhaltnis 1:50, 1:100 und 1:200 in Aqua bidest. verdiinnt (20, 10 und 5 pl ad
1 ml). Die Extinktion dieser Verdinnungen wurde in 1 cm breiten Quarzkivetten bei
260 nm Wellenldange (ODyg0), dem Absorptionsmaximum flr Nukleinsduren, im Spektral-
photometer (UV-160, Shimadzu, Duisburg) gegen Aqua bidest. gemessen.

Mit dem Lambert-Beer'schen Gesetz lasst sich aus der gemessenen Extinktion die DNA-
Konzentration wie folgt berechnen: Die Konzentration (c) eines gelésten Stoffes ist pro-
portional der Extinktion (E) dieser Lésung in Abhangigkeit von der Wellenlange (1), dem
Extinktionskoeffizienten (K;) und der Schichtdicke (d) der benutzten Kiivette (c = E * K, *
d"). Es wurde empirisch ermittelt, dass eine Extinktion von 1,0 bei 260 nm Wellenlange
und einer 1 cm breiten Klvette bei doppelstrangiger DNA einer DNA-Konzentration von
50 pg/ml entspricht (Sambrook et al. 1989). So kann also die DNA-Konzentration abhan-
gig vom Verdunnungsfaktor (V) wie folgt aus der gemessenen Extinktion berechnet wer-
den:

€ = 0Dy * 0,056 *V [ug/ul]

Idealerweise ergaben die Messungen aller drei Verdinnungen dasselbe Ergebnis.
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Mégliche Verunreinigungen der DNA durch Proteine lieRen sich durch Messen der Extink-
tion bei 280 nm Wellenlange (OD.gs), dem Absorptionsmaximum fiir Proteine, Uberprifen.
Der Quotient aus OD4g/OD2g9 gab die Reinheit der DNA an und sollte zwischen 1,8 und
2,0 liegen (Sambrook et al. 1989).

2.4.8 Restriktionsenzymverdau

Stopp-Mix (6-Fach konzentriert)

Glycerin 30 % (v/v)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylen Cyanol FF 0,25 % (w/v)

gel6st in Aqua bidest.

Ein Restriktionsenzymverdau dient der Charakterisierung und Uberpriifung von Plasmid-
DNA. Doppelstrangige DNA wird durch Restriktionsendonukleasen an meist palindro-
misch aufgebauten Erkennungssequenzen gespalten und dadurch linearisiert. Die Ge-
samtgroBe des Plasmids kann in einer anschlieRenden horizontalen Agarosegele-
lektrophorese bestimmt werden. Bei mindestens zwei geschickt ausgesuchten Schnittstel-
len entstehen so flir das jeweilige Plasmid typische Bruchstlicke. Der Restriktionsenzym-
verdau gibt auch einen Hinweis auf die Gite der DNA, da die Effizienz der Restriktions-
endonukleasen unter anderem von der Reinheit der DNA abhéangig ist (Sambrook et al.
1989).

Beim Restriktionsenzymverdau wurde 1 ug DNA mit je 2 Einheiten eines oder zweier Re-
striktionsenzyme in den vom Hersteller empfohlenen Pufferldsungen vermischt. Das Ge-
samtvolumen eines Ansatzes ergab 10 pl, dabei durfte das Volumen der Enzymlésungen
nicht mehr als 10 % davon betragen. Die Ansatze wurden fur 2 h im 37°C-Wasserbad
inkubiert. Anschlielend wurden 2 pl des 6-Fach konzentrierten Stopp-Mixes (1/6 des
Endvolumens) zum Inaktivieren der Restriktionsenzyme sowie Farbstoffe hinzugegeben.
In der folgenden Agarosegelelektrophorese wurden die Fragmente der neu hergestellten
DNA mit denen des Ausgangsplasmids und einer Negativ-Kontrolle mit Hilfe des GroRRen-

standards eines Molekulargewichtmarkers, verglichen.

2.49 Horizontale Agarosegelelektrophorese

50x TAE-Puffer
Tris/HCI (pH 8,0) 2M
Eisessig 1™
EDTA (pH 8,0) 50 mM
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In horizontalen Agarosegelen lassen sich DNA-Molekule von 100 bis 50.000 bp GroRe
auftrennen, denn die negativ geladenen Nukleinsduren wandern durch Anlegen eines
elektrischen Feldes von der Kathode zur Anode. Ihre Wanderungsgeschwindigkeit hangt
dabei von der Gesamtzahl der Basenpaare und der Sekundarstruktur ab. Durch den
Farbstoff Ethidiumbromid, der mit doppelstrangiger DNA interkalierende Komplexe bildet
und bei Anregung mit kurzwelligem UV-Licht leuchtet, kdbnnen die verschieden grof3en
DNA-Fragmente in dem Gel sichtbar gemacht werden (Sambrook et al. 1989).

Es wurde ein Gel mit 1 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer passend zur Grofie der erwarteten
DNA-Fragente eingesetzt. Dazu wurde TAE-Stammldsung 1:50 verdinnt, im Erlenmeyer-
kolben mit 1 % Agarose ultrapur versetzt und in der Mikrowelle kurz aufgekocht. Nach
Abklhlung auf ca. 50°C kam eine entsprechende Menge Ethidiumbromid-Lésung (End-
konzentration 0,5 pg/ml) hinzu und das noch flissige Gel wurde in eine Gelkammer mit
einem Kunststoffkamm (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB) zur Erzeugung der ge-
wulnschten Geltaschen gegossen. Nach AbkuUhlung und Polymerisation des Gels wurde
der Kamm vorsichtig gezogen, das Gel aus der Kammer geldst und in eine mit 1x TAE-
Puffer gefullte Elektrophoresekammer gelegt.

Nun wurden die mit dem Stopp-Mix versetzten Restriktionsenzymverdau-Ansatze (s.
2.4 .8) vollstandig in die Geltaschen pipettiert. Als DNA-Grofienmarker wurde eine 1 kb
DNA-Leiter (MBI Fermentas, St. Leon-Rot), die in der Elektrophorese 14 Banden von 250
bis 10.000 bp Lange anzeigt, in eine weitere Tasche geflllt. Die Gelelektrophorese erfolg-
te anfangs bei einer Spannung von 40 V und spater 100 V, bis die farbige Lauffront das
gegeniberliegende Gel-Ende fast erreicht hatte.

Die so aufgetrennten DNA-Fragmente konnten mit einem Transilluminator (Vetter, Wies-
loch) bei 254 nm Wellenlange als fluoreszierende Banden sichtbar gemacht und mit einer
Videokamera samt angeschlossenem Videoprinter (Herolab, Wiesloch) dokumentiert wer-

den.
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2.5 Standardtechniken fuir das Arbeiten mit Zellkulturen

2.5.1 Zelllinie HIT-T15

Die Untersuchungen wurden in der permanenten Zelllinie HIT-T15 durchgefihrt. Sie ent-
stand, indem pankreatische Betazellen des Syrischen Goldhamsters (Mesocricetus aura-
tus) mit dem Simian-Virus 40 transformiert wurden. HIT-T15-Zellen besitzen wichtige Ei-
genschafen ihres Ursprungsgewebes: Phanotypisch neigen HIT-T15-Zellen in Kultur da-
zu, aneinanderhaftende, inselahnliche Multilayer zu bilden. Sie kdénnen Proinsulin und
Insulin produzieren und besitzen sekretorische Granula (Santerre et al. 1981).
HIT-T15-Zellen sind wie Neuronen elektrisch erregbar, so dass eine Depolarisation zur
Offnung spannungsabhéangiger, Dihydropyridin-sensitiver L-Typ-Calciumkanéle fiihrt.
Hierdurch steigt die intrazelluléare Calciumkonzentration an und Insulin wird freigesetzt
(Keahey et al.1989).

Aulerdem ist die Aktivierbarkeit dieser Zellen durch den second messenger cAMP aus-
fuhrlich beschrieben (Schwaninger et al 1993a, b, ¢, 1995a, b, Oetjen et al. 1994, 2003Db,
2005, 2006).

2.5.2 Puffer und Nahrmedien
RPMI 1640-Medium

RPMI 1640-Pulver 10g
NaHCO; 24
Aqua bidest. ad 1000 ml

Komplett-Medium (Kulturmedium)

Fetales Kalberserum 10 % (v/iv)
Pferdeserum 5 % (vIv)
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
in RPMI-Medium.

10 x PBS (Phosphate-Buffered Saline)-Puffer

NaCl 8049
KCI 29
Na;HPO4 14,49
KH,PO4 2449

Aqua bidest. ad 1000 ml
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Der PBS-Puffer wurde mit NaOH auf einen pH von 7,4 titriert und anschlielend autokla-
viert. FUr die Benutzung in der Zellkultur wurde dieser Puffer 1:10 in Aqua bidest. ver-
dinnt (1 x PBS). Beide Puffer wurden bei Raumtemperatur gelagert.

Das RPMI-Medium wurde nach der Herstellung sterilfiltriert. Die Seren und Antibiotika

wurden unter sterilen Bedingungen hinzugefligt und alle Medien bei 4°C aufbewahrt.

2.5.3 Standardbedingungen und Zellkultivierung

Der Umgang mit den HIT-T15-Zellen erfolgte unter sterilen Arbeitsbedingungen. Alle ver-
wendeten Losungen wurden autoklaviert oder, wenn sie hitzeempfindlich waren, sterilfilt-
riert. Alle Arbeitsschritte mit der Zellkultur waren bei Laminarluft unter einer sterilen Werk-
bank (Labotect, Géttingen) durchzufiihren. Vor dem Arbeiten unter der sterilen Werkbank
wurde eine hygienische Handedesinfektion durchgeflhrt und alle auch auflerhalb der
Werkbank benutzten oder gelagerten Gerate und Materialien wurden von auflen mit
70-prozentigem Isopropanol abgewischt. Glaspipetten und -flaschen waren vor Gebrauch
unter der Sterilbank zusatzlich abzuflammen.

Medien und Puffer wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Mit den Zell-
kulturen in BerGhrung gekommene Lésungen und Materialien wurden gesondert entsorgt.
Die HIT-T15-Zellkultivierung erfolgte im Inkubationsschrank (Stericult 200, Labotect, Got-
tingen) bei 37°C in 95 % Luftfeuchtigkeit unter 5 % CO,-Begasung.

Fur die Kultivierung und Passagierung der Zellen wurden Zellkulturschalen mit 15 cm
Durchmesser (Becton Dickinson, Heidelberg) verwendet (s. Tab.2.2). Gesunde HIT-T15-
Zellen wuchsen darauf adharent erst in Mono- und am 5. bis 6. Tag auch in Multilayern.
Wachstum und Phéanotyp der Zellen waren regelmaRig unter einem inversen Mikroskop
(Nikon TMS, Dusseldorf) zu beurteilen. Als HIT-T15-Kulturmedium wurden je 15-cm-
Schale 30 ml Komplett-Medium (s. 2.5.2) verwendet. Am 3. oder 4. Tag des Zellwachs-
tums erfolgte damit ein Mediumwechsel (s. 2.5.5).

Bedingt durch Wachstumsgeschwindigkeit und Aufteilungsverhaltnis waren die HIT-T15-
Zellen auf 15-cm-Schalen nach ca. einer Woche mit einer Zellzahl von etwa 3x10” kon-
fluent bewachsen. Diese Zellen wurden entweder im Verhaltnis 1:4 gesplittet (s. 2.5.4),
also zur Kultur auf neue 15-cm-Schalen ausplattiert, oder fiir das jeweilige Experiment auf
verschiedene andere Zellkulturschalen ausplattiert (s. 2.5.7 und s. Tab.2.2). Nach einer
Veranderung der Umweltbedingungen durch Mediumwechsel oder Splitten der Zellen war
fur mindestens 24 Stunden jede weitere Manipulation zu vermeiden. Die flir die jeweiligen
Experimente ausplattierten Zellen konnten jedoch nach der METAFECTENE ™-Methode
oder der DEAE-Dextran-Methode transfiziert (s. 2.5.8) bzw. mit Reagenzien behandelt
werden (s. 2.5.9).



Material und Methoden

2.5.4 Splitten der HIT-T15-Zellen

Die nach ca. einer Woche konfluent bewachsenen 15-cm-Schalen wurden im Verhaltnis
1:4 gesplittet, d.h. die Zellen einer 15-cm-Schale wurden gleichmaRig auf vier neue
15-cm-Schalen aufgeteilt. Die Gesamtanzahl der Splitvorgdnge bestimmte dabei die Pas-
sagezahl, sozusagen das ,Alter” der Zellen. Es wurden Zellen der Passagen 35 - 70 ein-
gesetzt, was einer relativen friihen Passagezahl entspricht.

Zuerst wurde das alte Kulturmedium vorsichtig vom Rand der Schale her abgesaugt.
Dann wurden die adharenten, also gesunden Zellen durch Zugabe von 10 ml PBS-Puffer,
der durch leichtes Schwenken verteilt und dann wieder abgesaugt wurde, von abgestor-
benen Zellen und Mediumresten befreit. Um die Zellen von der Schale abzulésen wurden
3 ml Trypsin/EDTA-L6sung gleichmafig auf den Zellen verteilt, diese fir 5 Minuten bei
37°C in den Inkubationsschrank gestellt und anschliefend die Schale vorsichtig manuell
beklopft. Zugabe von 10 ml Kulturmedium stoppte die Trypsinwirkung ab. Durch mehrma-
liges Spillen mit einer Glaspipette konnten die noch an der Schale anhaftenden Zellen
vom Kulturschalenboden abgel6st werden. Die so entstandene Zellsuspension wurde in
ein 50-ml-PP-Rdéhrchen (Greiner Bio-one, Solingen) Uberfihrt und bei 1300 UpM und RT
fur zwei Minuten zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0). Der Uberstand wurde abgesaugt,
das Zellpellet erneut in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und die Zellsuspension zentri-
fugiert (1300 UpM, RT, 2 min.). Der Uberstand wurde wiederum abgesaugt, um verblie-
benes Trypsin/EDTA herauszuwaschen.

Nun konnten die Zellen entweder gesplittet oder fiir das jeweilige Experiment ausplattiert
werden.

Um die Zellen im Verhaltnis von 1:4 zu splitten, wurde das Zellpellet in 20 ml Kulturmedi-
um aufgenommen. Je ein Viertel dieser Zellsuspension (also 5 ml) wurden gleichmaRig
auf eine neue 15-cm-Schale mit schon 25 ml vorgelegtem Kulturmedium verteilt. Dabei
musste die Zellsuspension vor jedem Pipettierschritt gut resuspendiert werden, um
gleichmaBige Zellmengen in jedem Aliquot zu gewahrleisten. Die Aufbewahrung erfolgte

im Inkubationsschrank.

2.5.5 Mediumwechsel

Das Kulturmedium auf jeder 15-cm-Schale musste am 3. oder 4. Tag des Zellwachstums
gewechselt werden. Dazu wurde das verbrauchte Medium vorsichtig vom Rand der Kul-

turschale abgesaugt und durch 30 ml frisches, vorgewarmtes Kulturmedium ersetzt.
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2.5.6 Langzeitaufbewahrung, Gefrierkonservierung und Revitalisierung von
HIT-T15-Zellen

Um sicherzustellen, dass immer ein Vorrat gesunder HIT-T15-Zellen mit ahnlicher Passa-
gezahl wie die fur die Experimente verwendeten Zellen zur Verfiigung stand, erfolgte die
Langzeitaufbewahrung von einem Teil dieser Zellen in mit 10 % (v/v) DMSO versetztem
Komplettmedium in einem Tank mit flissigem Stickstoff bei -196°C.

Zur Langzeitaufbewahrung lieRen sich aus den Zellen einer vollstandig bewachsenen
15-cm-Schale 2 - 3 Einfrierréhrchen (Nunc, Wiesbaden) mit je 1,5 ml Zellsuspension her-
stellen. Dazu wurden die Zellen einer konfluent bewachsenen 15-cm-Schale entspre-
chend der Vorgehensweise beim Splitten (s. 2.5.4) erst einmal mit PBS gewaschen, dann
mit 3 ml Trypsin/EDTA-L6sung abgeldst, in ein 50-mI-PP-Rdhrchen Uberfihrt und ein- bis
zweimal mit 10 ml Komplett-Medium gewaschen.

Die Zellen wurden in 1,35 ml Komplettmedium und 150 yl DMSO pro Einfrierréhrchen
aufgenommen und vorsichtig resuspendiert, so dass DMSO 10 % des Volumens aus-
machte. Dies war notwendig, weil DMSO die Zellen vor der Ausbildung von Eiskristallen
beim Einfrieren und damit vor Zerstérung schutzt. Je 1,5 ml dieser Zellsuspension wurde
in jedes Einfrierrdhrchen gegeben. Zum kontrollierten Einfrieren wurden die Zellen sofort
fur 1-2 h auf Eis und anschlief3end fur zwei bis vier Wochen bei -80°C gelagert. Erst dann
konnten die Zellen zur Langzeitaufbewahrung in den Stickstofftank tUberfuhrt werden.

Die HIT-T15-Zellen konnten nun nach Bedarf zur erneuten Verwendung revitalisiert wer-
den. Weil DMSO bei Erwarmung Uber 10°C toxisch wirkt, mussten die Zellen zlgig im
37°C-Wasserbad aufgetaut werden, bis nur noch ein kleiner Eiskern zu sehen war. An-
schlielend wurde die Zellsuspension sofort in ein mit 15 ml vorgewarmtem Komplett-
Medium gefllltes 50-ml-PP-Rdéhrchen Gberfihrt. Nach 2 min. Zentrifugation mit 1300 UpM
bei RT wurden DMSO-Reste durch Waschen mit 15 ml Komplett-Medium und erneute
Zentrifugation entfernt. Dann wurde das Zellpellet in 10 ml Komplett-Medium aufgenom-
men und auf einer Zellkulturschale ausplattiert. Die HIT-T15-Zellen konnten nun wie ge-
wohnt kultiviert (s. 2.5.3) und gesplittet (s. 2.5.4) und nach 2 - 3 Wochen auch transfiziert
(s. 2.5.8) werden. Ein Teil dieser HIT-T15-Zellen wurde nach kurzer Passagezeit wie oben

beschrieben wieder zur Langzeitaufbewahrung gefrierkonserviert.

2.5.7 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen fir das jeweilige Experiment

Im Folgenden ist das Ausplattieren, also die Verteilung der HIT-T15-Zellen auf die jeweili-

gen Zellkulturschalen fir die verwendeten Methoden, einzeln aufgefihrt.
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Zellkulturschale | Menge an Kul- Zellanzahl Verwendungszweck
turmedium
15-cm-Schale 30 ml ca. 3-5x10’ Kultivierung und Splitten
6-cm-Schale 5 ml ca. 2-5x10° Luciferase-Assay mit
DEAE-
DextranTransfektion
6-well-plate mit 2 ml/Mulde ca. 1x10°/Mulde Immunfluoreszenz-Assay
Cell-Culture mit METAFECTENE™-
Coverslip Transfektion
6-well-plate mit 2 ml/Mulde ca. 0,5x10%/Mulde | siRNA-Luciferase-Assay
adharentem mit METAFECTENE™-
Zellwachstum Transfektion
96-well-plate 100 pl/Mulde ca. 1x10%/Mulde MTT-Vitalitatstest

Tab.2.2: Darstellung aller verwendeten Zellkulturschalen

2.5.7.1 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen fiir den MTT-Vitalitatstest
Fur den MTT-Vitalitatstest mussten die HIT-T15-Zellen auf eine 96-well-Platte (Sarstedt,

Numbrecht) ausplattiert werden. Dazu erfolgten alle Arbeitsschritte wie beim Splitten (s.
2.5.4). Zum Schluss wurde ein Teil der Zellsuspension in Komplett-Medium (s. 2.5.2) so
verdiinnt, dass eine Konzentration von 1x10* Zellen/100 pl vorlag. Unter wiederholtem
Resuspendieren, um eine gleichmaRige Verteilung der Zellen zu gewahrleisten, wurden je
100 pl dieser Zellsuspension auf je eine Mulde der 96-well-Platte gegeben. Dabei wurden
die jeweils am Rand gelegenen Mulden nur mit Komplett-Medium befillt, weil dort eine
grolere Verdunstungsgefahr bestand als in den weiter innen liegenden Mulden. Diese nur
mit Komplett-Medium befiillten Kavitaten dienten gleichzeitig als Leerwert. Nach 48 h In-
kubation bei 37°C sollten ungefahr 2-4x10* Zellen in jeder Mulde vorhanden sein. Wéh-
rend dieser Zeitspanne, friihestens jedoch nach 2 h, konnten die Zellen nach Bedarf mit
Reagenzien behandelt werden (s. 2.5.9). Anschliefiend wurden sie geerntet (s. 2.6 MTT-
Test).

2.5.7.2 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen fiir den Luciferase-Assay

Fur den Luciferase-Assay wurden die verwendeten Plasmide durch Transfektion mit
DEAE-Dextran in die HIT-T15-Zellen eingebracht. Die DEAE-Dextran-Transfektion erfolg-
te im selben Arbeitsschritt wie das Ausplattieren, deshalb werden beide Vorgange ge-

meinsam unter Punkt 2.5.8.2 beschrieben.



Material und Methoden

2.5.7.3 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen fiir den siRNA-Luciferase-Assay

Fir den siRNA-Luciferase-Assay wurden 6-well-Platten (Nunc, Wiesbaden) ohne Deck-
glaschen benutzt, so dass die HIT-T15-Zellen direkt adharent anwuchsen. Es wurde aus
einer konfluent bewachsenen 15-cm-Platte wie beim Splitten (s. 2.5.4) eine Zellsuspensi-
on hergestellt. Diese wurde in soviel Komplettmedium aufgenommen, dass eine Zelldichte
von 0,5x10%/2 ml/Mulde resultierte. Die Aufbewahrung erfolgte im 37°C-Inkubator. Die
Zellen konnten nun mit Hilfe von METAFECTENE™ mit siRNA und Plasmiden transfiziert
(s. 2.5.8.1) und mit Reagenzien behandelt werden (s. 2.5.9). Das weitere Vorgehen siehe

Luciferase-Assay mit siRNA (s. 2.7).

2.5.7.4 Ausplattieren der HIT-T15-Zellen fiir den Immunfluoreszenz-Assay

Fir den Immunfluoreszenz-Assay wurden 6-well-Platten, in die speziell flr die Zellkultur
beschichtete runde Deckglaschen (Nunc, Wiesbaden) gelegt wurden, benutzt. Diese
Deckglaschen konnten spater auf Objekttragern fixiert und mikroskopisch ausgewertet
werden.

Eine konfluent mit HIT-T15-Zellen bewachsene 15-cm-Zellkulturschale (Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) wurde analog dem Vorgehen beim Splitten (s. 2.5.4) verarbei-
tet. Die Zellen wurden so in Komplett-Medium verdiinnt, dass eine Zelldichte von 1x10°
Zellen/2 ml resultierte. Von dieser Verdinnung wurden dann je 2 ml pro Mulde vorsichtig
auf die Deckglaschen getropft.

Die 6-well-Platten wurden anschlieend im 37°C-Inkubator aufbewahrt und konnten fur
den Immunfluoreszenz-Assay mit METAFECTENE™ transfiziert (s. 2.5.8.1) und mit Rea-
genzien behandelt werden (s. 2.5.9). Nun konnten die Zellen mit Antikérpern gefarbt und

unter dem Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden (s. 2.8).

2.5.8 Transfektion von Plasmid-DNA bzw. siRNA

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryote Zellen.
Man unterscheidet zwischen transienter Transfektion, bei der die Plasmid-DNA nicht in
das Wirts-Genom eingebaut und daher nach wenigen Tagen wieder degradiert wird und
stabiler Transfektion, bei der die DNA dauerhaft ins Genom der Wirtszelle integriert wird.
Es wurden die Transfektion nach der METAFECTENE™-Methode und nach der DEAE-
Dextran-Methode durchgefiihrt, beides sind transiente Transfektionen.

Es konnten die oben (s. 2.3) beschriebenen Plasmide und Expressionsvektoren transfi-
ziert werden. Zusatzlich wurde in einigen Experimenten auch siRNA (s. 2.3.4) mit Hilfe der
METAFECTENE ™-Methode transfiziert.
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2.5.8.1 Transfektion nach der METAFECTENE ™-Methode

Losungen und Reagenzien:

Plasmid-DNA: pDLKwt, pDLKmut, pBS, pGFP, pSomCRE (s. 2.3)
Interferenz-RNA: siRNA Nr.23, non-siRNA (s. 2.3.4)
Transfektionsreagenz: METAFECTENE™ (Biontex, Miinchen)

RPMI 1640-Medium (s. 2.5.2): Serum- und Antibiotika-frei

Prinzip:

Die METAFECTENE ™-Methode (modifiziert nach Angaben des Herstellers) ist eine tran-
siente Transfektion. METAFECTENE ™ ist ein polykationisches Transfektionsreagenz, das
in Form von positiv geladenen Liposomen die negativ geladene DNA oder RNA als Kom-
plex (sog. Lipoplexe) bindet. Die Aufnahme dieses Komplexes in die Zelle erfolgt durch
Endozytose. Durch Ruptur der endosomalen Membran auf Grund eines relativ hohen os-
motischen Gradienten wird das genetische Material in der Zelle freigesetzt und kann bei
der nachsten Mitose, wenn die Kernmembran aufgeldst wird, in den Zellkern gelangen.

In HIT-T15-Zellen liel3 sich mit dieser Methode eine Transfektionseffizienz von ca. 15 %
erreichen.

Durchfiihrung:

METAFECTENE™ wurde als Transfektionsreagenz im Immunfluoreszenz-Assay und im
siRNA-Luciferase-Assay eingesetzt.

Fir den Immunfluoreszenz-Assay wurden die HIT-Zellen mit einer Zelldichte von 1x10°
Zellen/Mulde ausplattiert (s. 2.5.7.4). Die Transfektion hatte innerhalb der ersten Stunde
nach dem Ausplattieren zu erfolgen. So lange wurden die Zellen bei 37°C inkubiert. Der
Transfektionskomplex aus DNA und METAFECTENE™ wurde in einem sterilen 2-ml-
Eppendorf-Reaktionsgefal® angesetzt. Dazu wurden von der zu transfizierenden Plasmid-
DNA (je nach Experiment pDLKwt, pDLKmut, pBS) 2 pg/Mulde vorgelegt, mit Serum- und
Antibiotika-freiem RPMI1640-Medium auf 100 pl/Mulde aufgefillt und sorgféaltig durch-
mischt. Die RPMI 1640-Lésung wurde immer zuerst in die Gefal’e gegeben, um die Ad-
hasion der eingesetzten Reagenzien an die Plastikwand zu minimieren. In ein zweites
2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefa wurden 2 yl METAFECTENE™/ug DNA gegeben und
ebenfalls mit RPMI 1640-Medium auf ein Gesamtvolumen von 100 pl/Ansatz aufgefillt
und durchmischt. Dies entspricht einem Verhaltnis von DNA (ug) zu METAFECTENE™
(M) von 1 : 2. Beide Ansatze wurden vereinigt, wieder durch Auf- und Abpipettieren
durchmischt und anschlieRend 15 min. bei 37°C inkubiert. Nun konnten jeweils 200 ul des
fertigen Transfektionskomplexes pro Mulde auf die ausplattierten Zellen gegeben werden.
Fir den siRNA-Luciferase-Assay wurden die HIT-T15-Zellen mit einer Zellzahl von
0,5x10° Zellen/Mulde in 6-well-Platten ausplattiert (s. 2.5.7.3). Wie oben beschrieben er-
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folgte innerhalb von einer Stunde danach das Ansetzen und Auftragen des Transfekti-
onskomplexes. Fur den Nukleinsduren-Ansatz wurde an Plasmid-DNA 1 pg/Mulde
pSomCRE und 0,5 pg/Mulde pGFP sowie 60 nM siRNA Nr.23 (bzw. 60 nM non-siRNA)
eingesetzt, mit RPMI1640-Medium auf 100 ul/Ansatz aufgeflllt und durchmischt. Fir den
Transfektionsreagenz-Ansatz wurden fiir die DNA 3 pyl METAFECTENE™ und fiir die
siRNA 3,9 yl METAFECTENE™ eingesetzt, mit RPMI1640-Medium auf 100 pl/Ansatz
aufgefillt und durchmischt. Das entspricht einem Verhdlinis von DNA zu
METAFECTENE™ von 1 : 2 und einem Verhéltnis von siRNA zu METAFECTENE™ von
1: 0,65. Wie oben beschrieben wurden beide Ansatze vereinigt, fir 15 min. bei 37°C in-
kubiert und je 200 pl/Mulde auf die Zellen aufgetragen.

Eine Behandlung mit Reagenzien (s. 2.5.9) erfolgte friihestens 2 h nach der Transfektion.
Die Zellen wurden je nach Versuch bis zu 72 h, in der Regel fiir 48 h im Inkubator belas-

sen und somit der Transfektionsldsung ausgesetzt.

2.5.8.2 Transfektion nach der DEAE-Dextran-Methode

Lésungen und Reagenzien:

Plasmid-DNA: pSomCRE, pCRG, pG5E1B, pGFP, pDLKmut, pBS
Inkomplettes Medium

Penicillin 100 U/ml

Streptomycin 100 pg/ml

in RPMI 1640-Medium (s. 2.5.2)
TD-Puffer

Tris/HCI (pH7,4) 25 mM

NaCl 140 mM

KCI 5 mM

K;HPO, 0,7 mM

geldst in Aqua bidest. und autoklaviert
DEAE-Dextran-Lésung

DEAE-Dextran 60 mg

Aqua bidest. 1T ml

sterilfiltriert, bei 4°C aufbewahrt
Komplett-Medium (s.2.5.2)

1x PBS (s. 2.5.2)
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Prinzip:

Die Transfektion mit DEAE-Dextran (Diethylaminoethyl-Dextran) ist ebenfalls eine tran-
siente Transfektion. Sie ist die alteste Transfektion mittels kationischer Polymere. DEAE-
Dextran ist ein kationisches Kohlenhydratpolymer, das auf Grund seiner positiven Ladung
mit der negativ geladenen DNA einen Komplex bilden kann. Dadurch ist die DNA vor Nuc-
leasen geschitzt. Der DNA-Dextran-Komplex kann sich an die Zellmembran anlagern,
wird héchstwahrscheinlich per Endozytose in die Zelle aufgenommen und in den Zellkern
transportiert.

Ungefahr 4-6 % der eingesetzten HIT-T15-Zellen nahmen die Plasmid-DNA auf. Die
Dextran-Methode eignet sich allerdings nur fiir transiente Transfektionen (Sambrook et al.
1989).

Durchfiihrung:

DEAE-Dextran wurde als Transfektionsreagenz fur den Grofteil der Reportergen-Assays
eingesetzt. Dabei erfolgten das Ausplattieren und die Transfektion im selben Arbeitsab-
lauf.

Die zu transfizierende DNA und das Transfektionsreagenz wurden in je einem sterilen 50-
ml-PP-Rdéhrchen vorgelegt. Das erste 50-ml-PP-Réhrchen enthielt 5 pl/6-cm-Schale
DEAE-Dextran-Lésung fur die gesamte Transfektion mit 0,75 pg/Schale des Plasmids
pGFP als Kontrolle der Transfektionseffizienz. In weiteren 50-mI-PP-Rdéhrchen wurden je
2 ug/6-cm-Schale der gewilnschten Plasmid-DNA getrennt nach Transfektionsgruppen (je
nach Fragestellung pSomCRE, pCRG, pG5E1B, pDLKmut oder pBS) vorgelegt.

Nun konnten die HIT-T15-Zellen vorbereitet werden. Aus einer konfluent mit HIT-T15-
Zellen bewachsenen 15-cm-Zellkulturschale lieRen sich ca. 12 6-cm-Schalen fir den Luci-
ferase-Assay ausplattieren. Aus diesem Verhaltnis resultierte eine Zelldichte von ca.
2-5x10° Zellen je 6-cm-Schale (s. Tab.2.2).

Wie beim Splitten (s. 2.5.4) wurde von der 15-cm-Schale zunachst das verbrauchte Medi-
um abgesaugt und Mediumreste und abgestorbene Zellen durch Waschen mit 10 ml
1xPBS entfernt. Durch Zugabe von 3 ml Trypsin/EDTA-L6sung und flinfmindtiger Inkuba-
tion bei 37°C wurden die vitalen Zellen enzymatisch und durch anschlielendes Beklopfen
der Schale zusatzlich auch mechanisch von der Schale gelost. Abweichend vom Protokoll
beim Splitten konnten noch anhaftende Zellen nun durch wiederholtes Spilen mit 20 ml
inkomplettem Medium geldst und in ein 50-mlI-PP-R&hrchen Uberfiihrt werden. Es folgte
eine zweiminltige Zentrifugation bei 1300 UpM und Raumtemperatur. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet zur Entfernung der Trypsin/EDTA-LOsung in 15 ml
TD-Puffer resuspendiert, unter gleichen Bedingungen wieder zentrifugiert und abgesaugt.

Das Zellpellet konnte nun in das gewiinschte Volumen TD-Puffer aufgenommen werden,
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wobei je 1 ml pro eingesetzter 6-cm-Schale gerechnet und diesem Volumen noch 1 ml
als Reserve zugesetzt wurde.

Die in TD-Puffer resuspendierten Zellen wurden in das erste 50-mI-PP-Réhrchen, welches
das vorgelegte DEAE-Dextran und pGFP enthielt, Gberfihrt und vorsichtig durchmischt.
AnschlielRend wurde diese Zellsuspension auf die getrennt nach Transfektionsgruppen in
50-mI-PP-Réhrchen vorgelegte Plasmid-DNA aufgeteilt. Dabei wurde 1 ml pro 6-cm-
Schale gerechnet. Jedes Rohrchen wurde vorsichtig geschwenkt, um die Komplexe aus
DNA und DEAE-Dextran gleichmafig auf die HIT-T15-Zellsuspension zu verteilen. Es
folgte eine 15-minitige Inkubation bei Raumtemperatur.

Durch Zugabe von so viel ml Komplett-Medium, wie der jeweilige Transfektionsansatz an
Volumen bereits enthielt, wurde die Transfektion abgestoppt. Jeder Transfektionsansatz
wurde zentrifugiert (2 min./1300 UpM/RT), jedes Zellpellet einzeln durch Absaugen vom
Uberstand befreit und mit 10 ml Komplett-Medium resuspendiert. Dieser Waschvorgang
wurde ein zweites Mal wiederholt. Zum Schluss wurde jedes Zellpellet in das zum Aus-
plattieren gewtlinschte Volumen Komplett-Medium aufgenommen (1,5 ml/6-cm-Schale).
Auf jede 6-cm-Schale wurden 3,5 ml vorgewarmtes Komplett-Medium vorgelegt. Dann
wurden 1,5 ml der Zellsuspension pro Schale vorsichtig aufgetraufelt. Die so ausplattier-
ten Zellen wurden fir 48 h bei 37°C inkubiert. Gegebenenfalls konnten die Zellen zu den

entsprechenden Zeitpunkten mit Reagenzien behandelt werden (s. 2.5.9).

2.5.9 Behandlung der HIT-T15-Zellen mit Reagenzien

Lésungen und Reagenzien:
CsA-Stammldsung (830 uM)

CsA 1 mg
Ethanol 0,1 mil
Tween 80 20 ml
RPMI 1640-Medium ad 1 ml

sterilfiltriert und aufbewahrt bei -20°C
TNFE-a-Stammlésung (0,1 pg/ul)

TNF-a 10 ug

Aqua bidest. 100 pl

aliquotiert und aufbewahrt bei -20°C

IL-1p-Stammldsung (0,1 pg/ul)
IL-1B 10 g
Aqua bidest. 100 pl
aliquotiert und aufbewahrt bei -20°C
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KCI-Lésung (2M)
KCI 4979
Aqua bidest. ad 40 ml
sterilfiltriert und aufbewahrt bei 4°C

Forskolin-Losung

Forskolin 1mg
DMSO 243,6
aufbewahrt bei -20°C

Prinzip:

Je nach Fragestellung des Experiments wurden die HIT-T15-Zellen gegebenenfalls mit
Reagenzien zu den gewinschten Zeitpunkten vor der Ernte behandelt. Dabei wurden
Phanotyp und Zelldichte regelmaRig unter dem inversen Mikroskop beurteilt.

Es wurde Aqua bidest. als Losungsmittel eingesetzt. Nur das Reagenz Forskolin wurde in
DMSO gel6st. Dabei durfte das DMSO-Volumen nicht mehr als 0,1 % des Gesamtvolu-
mens betragen. Um einen eventuellen Fehler durch das Lésungsmittel DMSO auszuglei-
chen, wurden alle Zellen, die nicht das in DMSO geldste Reagenz erhielten, mit dem glei-
chen Volumen reinen DMSOs zum selben Zeitpunkt behandelt.

Es wurden folgende Reagenzien eingesetzt:

Cyclosporin A (CsA):

CsA ist ein Immunsuppressivum, dessen wichtigstes Einsatzgebiet die Verhinderung von

AbstoRungsreaktionen in der Transplantationsmedizin ist. Eine Nebenwirkung von CsA ist
das Entstehen eines Posttransplantationsdiabetes mellitus (Matsuda und Koyasu 2000,
Chadban 2008).

Interleukin-1Beta (IL-1B):

IL-1p ist ein proinflammatorisches Zytokin, das pankreatische Betazellen schadigen kann.
Es wird bei erhdhten Blutglukosespiegeln vermehrt in Betazellen produziert (Maedler et al.
2002).

Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (TNF-a.):

TNF-a ist ebenfalls ein proinflammatorisches Zytokin. Es wird bei Ubergewicht und Hyper-
insulinamie vermehrt im Fettgewebe produziert und ist eng mit dem Entstehen von Insu-
linresistenz assoziiert (Hotamisligil et al. 1995). Im MTT-Vitalitatstest, im Luciferase-
Assay mit und ohne siRNA von DLK und in der Immunfluoreszenz wurden HIT-T15-Zellen
mit TNF-o und IL-1p stimuliert (s. Tab.2.3).

Kaliumchlorid (KCI):

Durch eine Erhdhung der extrazelluldren KCI-Konzentration von 5 mM auf 45 mM kommt

es zu einer Membrandepolarisation. Diese fiihrt zur Offnung spannungsabhangiger L-Typ-

Calciumkanale, so dass die intrazelluldare Calciumkonzentration fir einige Minuten auf das
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Zwei- bis Dreifache ansteigt. Dies konnte auch an den elektrisch erregbaren HIT-T15-

Zellen, die spannungsabhéangige L-Typ-Calciumkanale besitzen, gezeigt werden (Thomas
und Pek 1992, Schwaninger et al. 1993c).

Forskolin (FSK):

Forskolin aktiviert die Adenylatcyclase, so dass es zu einem Anstieg des second messen-

gers cAMP in der Zelle kommt (Seamon et al. 1981). KCI und Forskolin wurden im Repor-

tergen-Assay mit und ohne siRNA gegen DLK eingesetzt. Dabei wurden die HIT-T15-

Zellen 6 h vor der Ernte mit beiden Reagenzien stimuliert.

Assay verwendete | eingesetzte Konzentratio- | Inkubationszeiten
Reagenzien | nen
MTT-Vitalitatstest TNF-a 30 ng/ml 0;6;12;24;48 h
0; 3; 30; 300; 3000 ng/ml 48 h
IL-1B 10 ng/ml 0;6;12;24;48 h
0; 0,3; 3; 30; 300 ng/ml 48 h
Luciferase-Assay TNF-a 30 ng/ml 24 h
0; 1; 10; 100; 300; 1000 24 h
ng/ml
IL-1B 0; 1; 3; 10; 30; 100 ng/ml 24 h
KCI 40 mM 6h
Forskolin 10 uM 6 h
Immunfluoreszenz- CsA 30, 300 nM 48 h
Assay
TNF-a 30 ng/ml 0;6;12;24;48 h
0; 1; 10; 100; 300; 1000 48 h
ng/ml
Assay verwendete | eingesetzte Konzentratio- | Inkubationszeiten
Reagenzien | nen
IL-1B 10 ng/ml 0;6;12;24;48 h
0;0,1;0,3; 1; 3; 10; 30; 100; |48 h
300 ng/ml
siRNA-Luciferase- TNF-a 10 ng/ml 24 h
Assay
IL-1B 10 ng/ml 24 h
KCI 40 mM 6h
Forskolin 10 uM 6h

Tab. 2.3: Ubersicht iiber den Einsatz von Reagenzien in den Assays
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2.6 MTT-Vitalitatstest

Losungen und Reagenzien:

MTT-Reagenz
MTT 5mg
1xPBS 1 ml
sterilfiltriert, aliquotiert aufbewahrt bei -20°C

SDS-Ldsung (20 %SDS in 0,02 N HCI)

SDS 20 g
= Natriumdodecylsulfat

HCI 1N 2ml
Aqua bidest. 98 ml

aufbewahrt bei Raumtemperatur
Prinzip:
Der MTT-Test bestimmt die Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen als Mal} fur die
Vitalitdt von Zellen. Das 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazolium-Bromid
(MTT) besitzt eine gelbe Farbe. Es kann nur von lebenden Zellen umgesetzt werden,
denn es dringt in die Zellen ein und wird durch die Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien
gespalten. Dabei entsteht das dunkelblaue, alkohollésliche Formazan. Durch das Deter-
genz SDS werden die Zellen lysiert und das Formazan freigesetzt. Je dunkler das Blau,
desto mehr vitale Zellen waren vorhanden. Die Intensitdt des dunkelblauen Formazans
kann bei 550 nm photometrisch bestimmt werden (Mosmann 1983, Berridge und Tan
1993).
Durchfiihrung:
Die HIT-T15-Zellen wurden so in eine 96-well-Platte ausplattiert, dass eine Zelldichte von
1x10*/Mulde resultierte (s. 2.5.7.1). Nach 2 h konnten die Zellen mit Reagenzien behan-
delt werden. Es wurden Konzentrationswirkungskurven und Zeitwirkungskurven mit IL-1
und TNF-o durchgefihrt (s. 2.5.9). Nach 48 h konnten die Zellen geerntet werden. Dazu
wurden in jede Mulde zu den 100 pl Medium 10 pl MTT-Reagenz unter sterilen Bedingun-
gen hinzu pipettiert, was eine Endkonzentration von 0,45 ug/ul ergab. Es folgte eine zwei-
stiindige Inkubation bei 37°C. Wahrend dieser Zeit wurde das gelbe MTT durch die mito-
chondrialen Dehydrogenasen in blaues Formazan gespalten. Die folgenden Arbeitsschrit-
te erfolgten unter nicht sterilen Bedingungen. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt.
Es wurden 100 uyl SDS-Ldsung in jede Mulde pipettiert und die 96-well-Platte fir 15 min.
bei RT geschittelt (Schiittelinkubator Ceromat HK, Krannich, Géttingen). Dadurch wurden
die Zellen lysiert und das blaue Formazan geldst. Anschlielend konnte die Extinktion im
Plattenphotometer (UVmax kinetic microplate reader, Molecular Devices, Menlo Park, CA,

USA) bei 550 nm und ein Referenzwert bei 650 nm gemessen werden. Die auflderen, nur
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mit Medium befullten Kavitdten dienten als Leerwert. Der Mittelwert der Leerwerte wurde
von den einzelnen Extinktionen abgezogen. Um verschiedene Experimente miteinander
zu vergleichen, wurde der Kontrollwert gleich 100 % gesetzt und die tbrigen Werte darauf

bezogen.

2.7 Luciferase-Reportergen-Assay

Losungen und Reagenzien:
1xPBS (s. 2.5.2)

Kratzpuffer

NaCl 150 mM
EDTA (pH 8,0) 1 mM
Tris (pH 7,5) 40 mM

gel6st in Aqua bidest., titriert auf pH 7,6
Kaliumphosphat-Puffer (100 mM)

K;HPO, 100 mM

KH,PO, 100 mM

K;HPO, (basisch) wurde mit KH,PO, (sauer) auf einen pH von 7,8 titriert.
DTT (gelagert bei -20°C) 1M
Glycylglycin-Puffer

Glycylglycin (pH 7,8) 25 mM

MgSO, 15 mM

EGTA (pH 8,0) 4 mM

geldst in Aqua bidest., titriert auf pH 7,8, gelagert bei 4°C
Assay-Mix (fur 24 Messproben)

Glycylglycin-Puffer 7,5 ml
Kaliumphosphat-Puffer 1,5 ml
ATP(200 mM) 100 pl
DTT (1 M) 10

Bis zur Verwendung auf Eis (4°C) gelagert.

Luciferin-Mix  (fir 24 Messproben)

Glycylglycin-Puffer 5,6 ml
Luciferin (1 mM) 1,5 ml
DTT (1 M) 56 pl

Bis zur Verwendung lichtgeschitzt auf Eis (4°C) gelagert.
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Prinzip:
Im Luciferase-Assay wurden zwei Reportergen-Plasmide eingesetzt, um die Promotorak-
tivierung zu messen: pSomCRE oder pG5E1B (s. 2.3.1). Beide Plasmide enthalten als
Reporter das Gen fiir Luciferase. Mit dem Luciferase-Assay kann die Aktivitat der produ-
zierten Luciferase nachgewiesen und quantifiziert werden. Das Enzym Luciferase kataly-
siert in Anwesenheit von Magnesium und ATP die oxidative Decarboxylierung des Sub-
strats Luciferin zu Oxyluciferin.

Mg**
Luciferase + Luciferin + ATP — Luciferase-Luciferyl-AMP + PP,

Luciferase-Luciferyl-AMP + O, — Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO, + hv

Dabei wird Licht der Wellenlange 560 nm emittiert, welches im Luminometer (Berthold,
Bad Wildbad, Deutschland) gemessen werden kann und das bei Substratiiberschuss pro-
portional zur Luciferasemenge ist (De Wet et al. 1987).

Zusatzlich wurde das Reportergen-Plasmid pGFP (s. 2.3.1) kotransfiziert. Das exprimierte
Green-Fluorescent-Protein emittiert grine Fluoreszenz bei Anregung mit Licht, die im Flu-
orometer quantitativ gemessen werden kann und ein Mal3 fir die GFP-Menge der Probe
ist. Es wird angenommen, dass intakte Zellen bei der Transfektion alle Plasmide mit der-
gleichen Wahrscheinlichkeit aufnehmen und exprimieren. Deshalb kann durch Messen
des in den Proben vorhandenen GFPs die Transfektionseffizienz und Vitalitat der Zellen

bei Transfektion bestimmt werden (Reid und Flynn 1997).

Durchfiihrung:

Fir den normalen Luciferase-Assay wurden die HIT-T15-Zellen in einer Zelldichte von
2-5x10°/6-cm-Schale ausplattiert und je nach Fragestellung mit Hilfe der DEAE-Dextran
Methode mit Plasmiden (pSomCRE, pGFP, pG5E1B, pCRG, pDLKwt, pDLKmut, pBS)
transfiziert (s. 2.5.8.1). AnschlieRend konnten sie bei Bedarf mit Reagenzien behandelt
werden (s. 2.5.9).

Fir den siRNA-Luciferase-Assay wurden die HIT-T15-Zellen auf 6-well-Platten in einer
Zelldichte von 0,5x10°%/Mulde ausplattiert (s. 2.5.7.3). Die Nukleinsduren (pSomCRE,
pGFP, siRNA Nr.23 gegen DLK, non-siRNA) wurden anschliefend mit der
METAFECTENE™ Methode transfiziert (s. 2.5.8.1). Eine Behandlung mit Reagenzien
erfolgte je nach Experiment (s. 2.5.9).
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Zellernte und Herstellung der Zellextrakte:

Die Zellernte erfolgte 48 h nach der Transfektion. Die Arbeitsschritte fanden unter nicht-
sterilen Bedingungen auf Eis statt und waren flr beide Assays gleich. Sie unterschieden
sich nur in den Volumina der eingesetzten Puffer auf Grund der unterschiedlich grof3en
Zellzahl.

Das Komplett-Medium wurde von allen Schalen abgesaugt. Die Zellen wurden mit je 2 ml
PBS gewaschen und dieses wieder abgesaugt. Dann wurde je 1 ml Kratzpuffer auf die
Zellen gegeben, die adharenten Zellen mit einem gummiertem Zellschaber (Greiner, Bio-
one, Solingen, Deutschland) mechanisch vom Boden der Zellkulturschale geldst und jede
Probe einzeln in ein auf Eis vorgekulhltes 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefall Gberflihrt. Da-
mit moglichst alle Zellen in das Eppendorf-Reaktionsgefall gelangten, wurde jede Schale
mit 0,5 ml Kratzpuffer gesplilt. Die Zellsuspension wurde fiir 3 min. bei 4°C mit 7.000 UpM
zentrifugiert und der Uberstand wurde abgesaugt. Dem kalten Kaliumphosphat-Puffer
wurde DTT als Reduktionsmittel frisch zugesetzt, so dass eine Endkonzentration von
1mM DTT entstand. In diesem Kaliumphosphat-DTT-Puffer wurde jedes Zellpellet re-
suspendiert, fir den Luciferase-Assay in je 150 ul und fir den siRNA-Luciferase-Assay in
je 100 pl. Die Zellen wurden lysiert, indem sie drei Mal in flussigem Stickstoff schockgefro-
ren, in einem 37°C-Wasserbad wieder aufgetaut und kraftig gevortext wurden. Die Zellen
konnten nun entweder eingefroren werden oder fur die Messung verarbeitet werden.

Die Zellextrakte wurden 3 min. bei 4°C mit 17.000 UpM zentrifugiert. Der so von den Zell-
trimmern befreite Uberstand enthielt die zytosolischen Proteine und wurde fir die Mes-

sung der Luciferase-Aktivitat und der GFP-Reportergen-Aktivitat eingesetzt.

Messung der Luciferase-Aktivitat:

Der Assay-Mix und der Luciferin-Mix mussten immer direkt vor jeder Messung neu ange-
setzt und bis zur Verwendung auf Eis gelagert werden. Von jeder Probe wurden beim
Luciferase-Assay 50 pl und beim siRNA-Luciferase-Assay 45 ul Zellextrakt mit je einer
neuen Spitze in ein Luminometer-Réhrchen (Sarstedt, NUmbrecht) pipettiert. Es wurden je
368 pl Assay-Mix hinzugegeben und beides durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
durchmischt. Das Luminometer (Berthold, Bad Wildbad) konnte mit den Luminometer-
Roéhrchen und einer fir alle Proben ausreichenden Menge Luciferin-Mix beschickt wer-
den. Die Lichtmessung erfolgte automatisch nach einem festen Programm bei 560 nm
Wellenlange. Pro Probe erfolgte vor der eigentlichen Messung fiir 6 sec. eine sog. Nullef-
fekt-Vormessung zur Bestimmung des Hintergrundes. Dann wurden automatisch nach-
einander in jedes Luminometer-Réhrchen 200 pl Luciferin-Mix hinzugegeben, was die
oben beschriebene Reaktion startete und fur 20 sec. die Lichtemission gemessen. Die

Angabe der gemessenen Werte erfolgte in relativen Lichteinheiten (RLU), dabei waren die
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RLU-Absolutwerte innerhalb eines Versuchs direkt miteinander vergleichbar. Sie galten

als indirektes Mal} fir die transkriptionelle Aktivitat des jeweiligen Genpromotors.

Messung der GFP-Reportergen-Aktivitat:

Pro Probe wurden je 50 ul des Luciferase-Assay-Zellextrakts und je 45 pl des siRNA-
Luciferase-Assay-Zellextrakts in die Mulden einer 96-well-Platte pipettiert. Dabei wurde
jede zweite Mulde frei gelassen. Als Leerwert dienten 50 pl Kaliumphosphat-DTT-Puffer.
Zur Messung der Fluoreszenz wurde GFP in einem computergesteuerten Fluorometer
(Packard, Dreieich) mit Licht der Wellenlange 485 nm angeregt. Das emittierte Licht wur-
de bei 530 nm Wellenlange gemessen. Mit Hilfe einer Steuerungssoftware wurde dieses
Signal mit 1100 Volt fir eine Sekunde verstarkt. Die Intensitat der Fluoreszenz wurde in
relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) angegeben, nachdem der Mittelwert der Leerwerte
abgezogen wurde. RFU-Absolutwerte konnten innerhalb eines Versuchs miteinander ver-
glichen werden. Waren die RFU-Werte in etwa gleich hoch, lie sich daraus auf eine in

allen Proben vergleichbare Transfektionseffizienz und Vitalitat der Zellen schliel3en.

2.8 Immunfluoreszenz-Assay

Lésungen und Reagenzien:

Natriumborhydrid-Losung 0,1 %

Natriumborhydrid 0,05¢
1xPBS-Puffer 50 ml
PBS-Puffer

s. Zellkultur 2.5.2
Rinderserum Albumin (BSA) 1 %

BSA 0,015 ¢

1xPBS-Puffer 1500 pl
Block-Puffer

Pferdeserum 10 %

BSA 1% in PBS

Methanol 100 %
aufbewahrt bei -20°C
Einbettungsmedium
Roti-Histokitt
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DAPI (4’,6-Diaminidino-2-Phenylindol) Mounting Medium
DAPI 1,5 pug/ml
Exzitationswellenlange: 360 nm
Emissionswellenlange: 460 nm
Antikorper Bezeichnung Verdiinnung Anwendung
Primar Cleaved-Caspase-3(Asp175)- 1:50 Einzelfarbung
Rabbit-Antibody 1:25 Doppelfarbung
Priméar Anti-FLAG™-M2-Monoclonal- 1:2000 Doppelfarbung
Mouse-Antibody
Primar Anti-DLK-Polyclonal-Rabbit- 1:50 endogene DLK-
Antibody Farbung
Sekundar Alexa Fluor™-488-labeled Goat- | 1:50 Einzelfarbung
Anti-Rabbit-lgG-Antibody Doppelfarbung
Exzitationswellenlange: 495 nm endogene DLK-
Emissionswellenlange: 519 nm Farbung
Antikorper Bezeichnung Verdiinnung Anwendung
Sekundar Tetramethylrhodamine-labeled 1:200 Doppelfarbung
Goat-Anti-Mouse-lgG-Antibody
Exzitationswellenlange: 555 nm
Emissionswellenlange: 580 nm

Tab. 2.4: Liste der eingesetzten Antikorper. Alle Antikdrper-Verdinnungen wurden in

1 % BSA in PBS angesetzt.

Prinzip:

Im Immunfuoreszenz-Assay wurden bestimmte Proteine in HIT-T15-Zellen immunzyto-
chemisch dargestellt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops untersucht.

In der Immunzytochemie werden zur Darstellung der Expression und zellularen Lokalisa-
tion verschiedener Proteine in intakten, fixierten Zellen Antikérper und daran gekoppelte
Farbstoffe verwendet. Fir alle durchgefuhrten Farbungen wurde die indirekte Immunzyto-
chemie angewandt. Dabei wird zuerst ein primarer Antikbrper, der an das zu untersu-
chende Antigen bindet, eingesetzt. AnschlieBend kann ein sekundarer Antikorper, der
gegen das Fc-Fragment des primaren Antikdrpers gerichtet ist, aufgebracht werden. Der
sekundare Antikorper ist mit einem Fluorochrom konjugiert, das bei Anregung mit Licht
einer bestimmten Wellenlange (Exzitationswellenlange) selbst Licht einer bestimmten
Wellenlange emittiert (Emissionswellenlange). Diese Fluoreszenz entsteht, da das Fluo-
rochrom durch die Anregung mit Licht Photonen absorbiert und diese aufgenommene
Energie durch Emission von anderen Photonen wieder abgibt, um in seinen energeti-

schen Grundzustand zurlickkehren. Dabei unterscheiden sich die Wellenlangen von ab-
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sorbiertem und emittiertem Licht, so dass sie durch optische Filter getrennt werden und
unter dem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200, Carl Zeiss Micro Imaging GmbH,

Gottingen) auf das zu untersuchende Antigen Gberprift werden kénnen.

Eingesetzte Antikorper:

Fur die jeweiligen Immunzytochemieversuche wurden entsprechend der Fragestellung
verschiedene primare und sekundare Antikérper verwendet.

Um apoptotische Zellen nachzuweisen, wurde der Cleaved-Caspase-3(Asp175)-
Antikorper eingesetzt. Caspase-3 bildet die Endstrecke der Apoptose-Induktion. Sie liegt
als Procaspase-3 inaktiv in der Zelle vor und wird erst durch lbergeordnete Caspasen
mittels limitierter Proteolyse aktiviert. Der Cleaved-Caspase-3(Asp175)-Antikorper detek-
tiert das grofte Fragment aktivierter Caspase, welches durch Spaltung nach dem Aspartat
175 entsteht, erkennt aber nicht die inaktive Procaspase-3. Der Cleaved-Caspase-3-
Antikoérper wurde fur die Einzelfarbung im Verhaltnis 1:50 eingesetzt und fir die Doppel-
farbung in der Verdiinnung 1:25 zusammen mit dem 1:2000 verdiinnten Anti-FLAG™-M2-
Monoclonal-Antibody genutzt. Der Anti-FLAG™-M2-Monoclonal-Antibody bindet an FLAG-
Fusionsproteine, hier an mit einem FLAG-Epitop markierte DLK. So konnten Zellen, die
positiv fur transfizierte DLK sind, nachgewiesen werden. Um dagegen endogene, also in
den Zellen schon vorhandene DLK, zu detektieren wurde der Anti-DLK-Polyclonal-Rabbit-
Antibody eingesetzt, welcher gegen die 223 C-terminal gelegenen Aminosauren der DLK
gerichtet ist.

Die sekundaren fluoreszenz-markierten Antikorper konnten bei Bedarf in Kombination mit
unterschiedlichen primaren Antikdrpern eingesetzt werden.

Der eine griine Fluoreszenz emittierende Alexa-Fluor™-488-markierte Anti-Rabbit-
Antikoérper diente als sekundarer Antikorper sowohl gegen den Cleaved-Caspase-3-
Antikorper in Einzel- und Doppelfarbung als auch gegen den Anti-DLK-Antikorper in der
Verdiinnung 1:50. Als sekundarer Antikérper gegen den Anti-FLAG-Antikérper wurde ein
mit Tetramethylrhodamine markierter Anti-Mouse-Antikérper verwendet, der rote Fluores-

zenz emittierte.

Durchfiihrung:

Unter sterilen Bedingungen wurden 6-well-Platten mit runden Deckglaschen, auf denen
die Zellen anwachsen sollten, bestlickt. Dann wurden die HIT-T15-Zellen wie in 2.5.7.4
beschrieben so ausplattiert, dass eine Zelldichte von 1x10%2 ml/Mulde resultierte. An-
schlieRend konnten die Zellen bei Bedarf mit Hilfe der METAFECTENE™ Methode trans-

fiziert werden. Dabei wurden je nach Versuchsprotokoll die Plasmide pDLKwt, pDLKmut
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oder pBluescript eingesetzt (s. 2.5.8.1). Eine Behandlung der Zellen mit Reagenzien
(IL-1B, TNF-a) erfolgte friihestens zwei Stunden spater (s. 2.5.9).

Die Zellen wurden anschlief3end fiir 48 h oder 72 h inkubiert. Nun konnten die Antikorper
aufgetragen werden. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten unter nicht sterilen Bedingun-
gen. Zuerst wurde der Uberstand abgesaugt und die mit den HIT-T15-Zellen bewachse-
nen Deckglaschen in neue 6-well-Platten Uberfihrt. Die Zellen wurden einmal mit PBS-
Puffer bei RT fiir 5 min. gewaschen und der Uberstand wieder abgesaugt. AnschlieRend
wurden sie mit je 4 ml -20°C kalten Methanol pro Mulde fiir 10 min. fixiert. Nun wurden die
Zellen drei Mal fir 5 min. bei RT mit je 4 ml PBS gespiilt. Um unspezifische Proteinbin-
dungen und damit unerwlinschte Hintergrundsignale zu unterdriicken, wurden die HIT-
T15-Zellen mit jeweils 4 ml 0,1-%igem Natriumborhydrid Uber 5 min. inkubiert. Nach Ent-
fernung des Natriumborhydrids wurden sie wieder drei Mal fur 5 min. mit PBS gewaschen.
Durch 45 min. Inkubation bei RT mit 3 ml Block-Puffer pro Mulde konnten noch Ubrige
unspezifische Bindungsstellen abgesattigt werden. Der Block-Puffer wurde abgesaugt und
die Zellen durch einmaliges Waschen mit PBS von Pufferresten befreit. Nun konnten die
primaren Antikérper wie gewinscht in 1 % BSA in PBS verdinnt und auf die Zellen aufge-
tragen werden. Es folgte eine Inkubation mit den primaren Antikérpern bei 4°C Uber
Nacht.

Am nachsten Tag wurden die Zellen von ungebundenem primarem Antikdrper durch
dreimaliges Waschen mit PBS fir je 5 min. befreit. Danach wurden die Zellen mit den
ebenfalls in 1 % BSA in PBS verdinnten sekundaren Antikérpern fir 30 min. lichtge-
schitzt inkubiert. AnschlieBend folgte dreimaliges lichtgeschitztes Waschen mit PBS.
Nun wurden die Deckglaschen mit Hilfe des Einbettungsmediums Roti Histokitt auf Ob-
jekttragern (Knittel Glaser, Glasbearbeitungs-GmbH Braunschweig) fixiert. Um Zellkerne
darzustellen, wurde stattdessen das DAPI-(4’,6-Diaminidino-2-Phenylindol)-Mounting-
Medium benutzt. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an die kleine Furche der DNA bin-
det und bei spezifischen Wellenldngen blau fluoresziert.

Die Zellen wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200, Openlab Imaging
Software) bei den fir die sekundaren Antikdrper entsprechenden Wellenldngen
(s. Tab.2.4) untersucht. Fiir den Alexa Fluor™-488-markierten Anti-Rabbit-Antikérper wur-
de die Exzitationswellenlange von 495 nm und die Emissionswellenlange von 519 nm
benutzt. Er emittierte eine grine Fluoreszenz, mit der entweder der Cleaved-Caspase-3
Rabbit-Antikérper als Apoptosemarker oder der Anti-DLK-Rabbit-Antikdrper als Marker flr
endogene DLK dargestellt werden konnte. Fir den Tetramethylrhodamine-markierten
Anti-Mouse-Antikérper wurde die Exzitationswellenlange von 555 nm und die Emissions-

wellenlange von 580 nm benutzt. Er emittierte eine rote Fluoreszenz, mit der der Anti-
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FLAG™-M2-Mouse-Antikdrper zum Nachweis von FLAG-Epitop markierter, transfizierter
DLK dargestellt werden konnte.

Fir jede Probe, also jedes auf einem Objekttrager fixierte mit HIT-T15-Zellen bewachsene
Deckglaschen, wurden 10 zuféllig ausgewahlte Bildausschnitte mit insgesamt ca. 300 -
400 Zellen fotografiert. Bei Doppel-Immunfluoreszenz-Versuchen wurden je Bildausschnitt
vier Bilder gemacht: ein Bild im Durchlicht, um die Gesamtanzahl Zellen zu bestimmen,
ein Bild in der Emissionswellenlange des ersten sekundaren Antikorpers, ein Bild in der
Emissionswellenlange des zweiten sekundaren Antikdrpers und ein Bild in dem die mit
beiden Antikdrpern dargestellten Zellen ibereinander gelegt wurden (Merge). Bei Einfach-
Immunfluoreszenz-Versuchen wurden entsprechend zwei Bilder je Bildausschnitt ge-
macht. Die Zellen wurden manuell auf Ausdrucken ausgezahlt. Dabei wurden die Ge-
samtzahl der Zellen (Bildausschnitt Durchlicht) und je nach Fragestellung Zellen mit fol-
genden Eigenschaften ausgezahlt: Caspase-3-positive-Zellen, transfizierte FLAG-
markierte DLK-positive-Zellen und Zellen, die fir beides positiv waren. Pro Experiment in
Einfachbestimmung entsprach dies einer Gesamtzahl von 1.800 - 2.400 ausgezahlten
Zellen. Jedes Experiment wurde drei Mal in Doppelbestimmung durchgefihrt (n = 6).

Fur Experimente, in denen keine DNA transfiziert wurde und fir die Proben, die nur mit
pBluescript transfiziert wurden, wurde die Zahl der Caspase-3-positiven-Zellen in Prozent
der Gesamtzahl gezahlter Zellen berechnet und grafisch dargestellt. FUr Experimente, in
denen pDLKwt oder pDLKmut transfiziert wurden, wurden die Caspase-3-positiven-Zellen
als Prozent der Anzahl DLK-positiver-Zellen berechnet und dargestellt. Die Zahl der DLK-
positiven-Zellen als Prozent aller gezahlten Zellen ergab die jeweilige Transfektionseffi-

zienz.

2.9 Statistik

Fur die in Kapitel 3 dargestellten Ergebnisse wurde aus der Anzahl der Messergebnisse

identisch behandelter Proben (meist n = 6) jeweils der Mittelwert und die Standardabwei-

chung des Mittelwerts (SEM = SD/\/H) berechnet. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05

festgelegt. Um die Signifikanz zu Gberprifen, wurde der ungepaarte Student’s-t-Test an-
gewandt. Alle Rechnungen erfolgten mit Hilfe von Excel. Die Abbildungen wurden mit Hil-

fe von Sigma-Plot, Version 8.0 erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis endogener DLK in HIT-T15-Zellen

Die Fragestellung nach der Wirkung der proinflammatorischen Zytokine TNF-o. und IL-1p3
war auch im Hinblick auf einen moglichen Wirkmechanismus mit der Dual-Leucine-Zipper-
Bearing Kinase (DLK) zu untersuchen. Daher sollte zuerst die endogene DLK in der
pankreatischen Betazelllinie HIT-T15 nachgewiesen werden. Immunzytochemisch wurden
die Zellen mit einem primaren Antikorper (Anti-DLK-Polyclonal-Rabbit-Antibody), der ge-
gen die 223 C-terminal gelegenen Aminosauren der DLK gerichtet war (Holzman et al.
1994) und einem griin fluoreszierenden sekundéren Antikorper (Alexa-Fluor™-488 Anti-
Rabbit) gefarbt (s. 2.8.2). Der Zellkern wurde mit dem an der kleinen Furche der DNA-
Helix bindenden Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol) angefarbt.
DAPI und damit die Zellkerne fluoreszierten blau. In Abb. 3.1 ist die Farbung der endoge-

nen DLK und der Zellkerne in fluoreszenzmikroskopischen Bildern dargestellt.

Durchlicht Endogene DLK

Kernfarbung Uberlagerung

Abb. 3.1: Nachweis endogener DLK in HIT-T15-Zellen

Fluoreszenzmikroskopische Bilder von HIT-T15-Zellen. Endogene DLK fluoreszierte grin,
die Zellkerne fluoreszierten blau. Die Pfeile zeigen auf eine besonders gut zu erkennende
Zelle. In jeder Zelle war endogene DLK vorhanden. Ohne Behandlung schien die endoge-
ne DLK perinukledr im Zytosol lokalisiert zu sein.
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Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde in einem Bildausschnitt zuerst die Anzahl der
Zellen im Durchlicht dargestellt. Fir denselben Bildausschnitt wurden die grune Fluores-
zenz der endogenen DLK und die blau fluoreszierenden Zellkerne eingestellt. Es konnte
endogene DLK in allen untersuchten HIT-T15-Zellen nachgewiesen werden. Durch Uber-
lagerung der Bilder konnte festgestellt werden, dass die endogene DLK im Zustand ohne

Zytokin-Behandlung perinuklear im Zytosol lokalisiert zu sein scheint.

3.2 Der Effekt von TNF-a und IL-1§3 auf die CRE- und CREB-

abhangige Gentranskription im Luciferase-Reportergen-Assay

Die Wirkung der proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-13 auf die CRE- und
CREB-abhéangige Gentranskription sollte untersucht werden. Dazu wurden Luciferase-
Reportergen-Assays durchgeflihrt und die Aktivitat der exprimierten Luciferase im Lumi-
nometer quantifiziert (s. 2.7.2).
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Abb. 3.2 A: Schematische Darstellung des Reportergen-Plasmids
p4xSomCRET81Luc (modifiziert nach Oetjen et al. 2006)

Um die Transkription CRE-abhangiger Gene zu untersuchen, wurde das Luciferase-
Reportergen-Plasmid p4xSomCRET81Luc (pSomCRE) eingesetzt (Oetjen et al. 1994).
Endogene CRE-bindende Proteine konnten an die vier Kopien der CRE-Sequenz, die an
den minimalen Promotor der Thymidin-Kinase des Herpes-Simplex-Virus gekoppelt sind,
binden und die Luciferase-Expression stimulieren (s. 2.3.1).
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Abb. 3.2 B: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pGAL4-CREBfl und
des Reportergen-Plasmids p5xGal4E1BLuc (modifiziert nach Oetjen et al. 2006)

Um die Transkription CREB-abhangiger Gene zu untersuchen, wurden das Luciferase-
Reportergen-Plasmid p5xGal4E1BLuc (pG5E1B) und der Expressionsvektor pGAL4-
CREBfl (pCRG), der fir ein Fusionsprotein kodierte, eingesetzt (Oetjen et al. 2006). Das
Fusionsprotein bestand aus der DNA-Bindedoméane des Hefetranskriptionsfaktors Gal4
und CREB-327 in voller Léange. Es konnte an die funf Kopien der DNA-Bindungsstelle fur

Gal4, die von dem minimalen Promotor des Adenovirus E1B kontrolliert wurden, binden
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und die Luciferase-Expression stimulieren (s. 2.3.1). So konnte spezifisch die Funktion
von CREB ohne Beeinflussung durch endogene CRE-bindende Proteine untersucht wer-
den. Zusatzlich wurde jeweils zur Kontrolle der Transfektionseffizienz das Reportergen-
Plasmid pGFP kotransfiziert (s. 2.7.2).

Die HIT-T15-Zellen wurden mit Hilfe von DEAE-Dextran mit den Plasmiden transfiziert
und fir 48 h inkubiert. In den 24 h vor der Ernte wurden die Zellen mit TNF-o oder IL-13
behandelt und ggf. 6 h vor der Ernte mit Kaliumchlorid (KCI) oder Forskolin (FSK) stimu-
liert. Kaliumchlorid fihrte zu einer Membrandepolarisation, wodurch die spannungsab-
hangigen Calciumkanale vom L-Typ getffnet wurden und es zu einem intrazelluldren Cal-
ciumanstieg kam. Forskolin fihrte zur Aktivierung der Adenylatcyclase, wodurch es zu

einem Anstieg des zweiten Botenstoffs CAMP in der Zelle kam.

3.2.1 Beeinflussung der stimulierten CRE-abhangigen Gentranskription
durch TNF-a

In Abb. 3.3 ist die Wirkung ansteigender Konzentrationen TNF-a auf die mit KCI oder
Forskolin stimulierte CRE-abhangige Gentranskription dargestellt. Die HIT-T15-Zellen
wurden transient mit pSomCRE und pGFP transfiziert. Die Behandlung erfolgte mit
1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml und 1000ng/ml TNF-a fir 24 h und mit 10uM Forskolin oder
40mM KCI fur 6 h. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Das Experiment wurde drei
Mal in Doppelbestimmung durchgeflihrt.

Die Behandlung der Zellen nur mit Forskolin oder nur mit KCI erhdhte die CRE-abhangige
Gentranskription um das 28,6-Fache bzw. um das 2,8-Fache. Die Mittelwerte dieser Kon-
trolle mit Forskolin oder KCI ohne TNF-a entsprachen 100 %, alle Gbrigen Werte wurden
darauf bezogen.

Im Vergleich zur durch Forskolin stimulierten CRE-abhangigen Gentranskription wurde die
KCl-stimulierte Gentranskription signifikant durch steigende Konzentrationen von TNF-a
gehemmt. Die Inkubation mit 1 ng/ml bzw. 10 ng/ml TNF-a fihrten zur Abnahme der KCI-
stimulierten relativen Luciferase-Aktivitat auf 72,06 £ 12,99 % bzw. 38,96 + 10,63 %
(p=0,0003). Durch Behandlung mit 100 ng/ml TNF-o. wurde die KCI-stimulierte CRE-
abhangige Gentranskription um insgesamt 83,44 % auf ein Minimum von 16,56 + 9,78 %
(p=0,00001) reduziert. Einsatz von 1000 ng/ml TNF-a fuhrte zu 19,21 £4,99 % KCI-
stimulierter relativer Luciferase-Aktivitat (p=0,00000008).

Die Forskolin-stimulierte relative Luciferase-Aktivitdt wurde durch 1 ng/ml bzw. 10 ng/mi
TNF-o im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant verandert (97,64 + 6,88 % bzw.
100,76 + 3,9 %). Behandlung mit 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml fuhrte zu einer Reduktion auf
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77,44 £ 16,32 % bzw. 79,71 £ 15,56 %, die im Vergleich zur Kontrolle ohne TNF-a eben-

falls nicht signifikant war.
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Abb. 3.3: Konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a auf die stimulierte CRE-
abhidngige Gentranskription. Konzentrationswirkungskurve, gemessen im Luciferase-
Assay. Die HIT-T15-Zellen wurden mit 1 yg pSomCRE und 0,5 pg pGFP je Mulde mittels
DEAE-Dextran transient transfiziert. AnschlieRend wurden sie fir 24 h mit ansteigenden
Konzentrationen TNF-a (1, 10, 100, 1000 ng/ml) und ggf. 6 h mit 10 uM Forskolin oder 40
mM KCI behandelt. Die Mittelwerte der nicht mit TNF-a, aber mit Forskolin oder KCI be-
handelten Zellen entsprachen 100 %, alle anderen Werte wurden dazu prozentual ausge-
drickt. Angegeben wurden die Mittelwerte £+ SEM aus drei in Doppelbestimmung durch-
gefuhrten Experimenten. Vergleich der Werte ansteigender TNF-o. Konzentrationen mit
dem unstimulierten Kontrollwert innerhalb der Stimulations-Gruppe im ungepaarten Stu-
dent’s t-Test (*p<0.05).

3.2.2 Beeinflussung der stimulierten CREB-abhangigen Gentranskription
durch TNF-a

In Abb. 3.4 ist der Effekt ansteigender Konzentrationen TNF-o auf die mit KCI oder
Forskolin stimulierte CREB-abhangige Gentranskription dargestellt. HIT-T15-Zellen wur-
den transient mit pG5E1B und pCRG transfiziert, die Zellen wurden mit 1 ng/ml, 10 ng/ml,
100 ng/ml und 300 ng/ml TNF-a fir 24 h inkubiert und mit 10 uM Forskolin oder 40 mM
KCI fur 6 h behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Das Experiment wurde
drei Mal in Doppelbestimmung durchgefihrt.

Die Behandlung der Zellen nur mit Forskolin oder nur mit KCI erhéhte die CREB-

abhangige Gentranskription um das 28,2-Fache bzw. um das 2,7-Fache. Die Mittelwerte



Ergebnisse

dieser Kontrolle mit Forskolin oder KCI ohne TNF-o wurden als 100 % definiert, alle bri-
gen Werte wurden darauf bezogen.

TNF-o. flihrte konzentrationsabhangig zu einer signifikanten Hemmung der KCI-
stimulierten CREB-abhangigen Gentranskription im Vergleich zur Forskolin-stimulierten
Gentranskription. Eine Behandlung mit 1 ng/ml bzw. mit 10 ng/ml TNF-a fuhrte zur Ab-
nahme der KClI-stimulierten relativen Luciferase-Aktivitat auf 89,32 + 11,23 % bzw. auf
67,89 £ 9,1 % (p=0,04). Inkubation mit 100 ng/ml und 300 ng/ml TNF-a. reduzierte die
KCl-stimulierte CREB-abhangige Gentranskription weiter auf 50,41 + 5,84 % (p=0,002)
bzw. 38,76 + 4,32 % (p=0,0004). Die Forskolin-stimulierte CREB-abhangige Gentranskrip-
tion wurde durch 1 ng/ml bzw. 10 ng/ml TNF-a auf 111,75+ 3.04 (p=0,007) bzw.
106,92 + 6,9 im Vergleich zur Kontrolle gesteigert. Behandlung mit 100 ng/ml und
300 ng/ml TNF-a fihrte zu einer Reduktion der Forskolin-stimulierten relativen Luciferase-
Aktivitat auf 86,2 + 7,25 % bzw. 82,71 + 7,38 % (p=0,04).
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Abb. 3.4: Wirkung ansteigender Konzentrationen von TNF-o auf die stimulierte
CREB-abhangige Gentranskription. Konzentrationswirkungskurve, gemessen im Lucife-
rase-Assay. HIT-T15-Zellen wurden mit 2 ug pCRG, 2 pyg pG5E1B und 0,75 ug pGFP je
Mulde mittels DEAE-Dextran transient transfiziert. AnschlieRend wurden sie fur 24 h mit
ansteigenden Konzentrationen TNF-a (1, 10, 100, 300 ng/ml) und ggf. 6 h mit 10 yM
Forskolin oder 40 mM KCI behandelt. Die Mittelwerte der nicht mit TNF-a, aber mit
Forskolin oder KCI behandelten Zellen entsprachen 100 %, alle anderen Werte wurden
dazu prozentual ausgedruckt. Angegeben wurden die Mittelwerte + SEM aus drei in Dop-
pelbestimmung durchgefihrten Experimenten. Vergleich der Werte ansteigender TNF-a
Konzentrationen mit dem unstimulierten Kontrollwert innerhalb der Stimulations-Gruppe
im ungepaarten Student’s t-Test (*p<0.05).
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3.2.3 Vergleich des Effekts von DLK-Wildtyp und DLK-Mutante auf die Wir-
kung von TNF-a auf die KCl-stimulierte CRE-abhédngige Gentranskription

Es sollte die Wirkung von TNF-a auf die KCl-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription
in Anwesenheit von DLK-Wildtyp (DLKwt), DLK-Mutante K185A (DLKmut) oder Bluescript
(BS) verglichen werden. Dazu wurden HIT-T15-Zellen mit 2 yg pSomCRE, 0,75 ug pGFP
und zusatzlich mit je 2 ug DLKwt, DLKmut oder BS pro Mulde transfiziert. Durch DLKwt
wurde die Wildtyp-DLK in den Zellen Gberexprimiert, um ihre Wirkung besser untersuchen
zu kénnen. Durch Transfektion von DLKmut wurde die Kinase-tote DLK-Mutante K185A
Uberexprimiert, sie besitzt keine Kinase-Aktivitat, da in der ATP-Bindungsdomane das
Lysin 185 gegen Alanin durch eine Punktmutation ausgetauscht wurde (Holzman et al.
1994). Da DLK im aktiven Zustand Dimere aus zwei DLK-Molekilen bildete, konnte durch
Uberexpression der Kinase-toten DLK-Mutante auch ein Teil der endogenen DLK-
Wirkung aufgehoben werden. Zur Kontrolle wurde mit Bluescript ein Leervektor ohne rele-
vante genetische Information transfiziert. Fiir jede DNA-Gruppe (BS, DLKwt und DLKmut)
gab es vier Behandlungen: Die Zellen wurden nicht behandelt (Kontrolle), nur mit 40 mM
KCI fur 6 h, nur mit 30 ng/ml TNF-a fur 24 h oder mit KCI und TNF-a behandelt. Es wur-
den Mittelwerte £ SEM aus drei in Doppelbestimmung durchgefihrten Experimenten dar-
gestellt. Die Wirkung von DLKwt und DLKmut im Vergleich zu Bluescript auf die unstimu-
lierte CRE-abhangige Gentranskription mit und ohne TNF-a-Behandlung ist in Tabelle 3.1
dargestellt. In An- und Abwesenheit von TNF-a verminderte Uberexpression von DLKwt
die unstimulierte CRE-abhéngige Gentranskription, Uberexpression der Kinase-toten
DLK-Mutante erhdhte sie.

Ohne KCI-Stimulation BS (SEM) DLKwt (SEM) DLKmut (SEM)

Nur

) 1(x0,01) 0,93 (x 0,12) 1,8 (£ 0,31)
Basalaktivitat

Behandlung mit

1(x0,02) 0,77 (£ 0,12) 1,37 (£ 0,31)
30 ng/ml TNF-a

Tab. 3.1: Beeinflussung der CRE-abhdngigen Gentranskription durch DLKwt oder
DLKmut. HIT-T15-Zellen wurden mit 2 uyg pSomCRE, 0,75 ug pGFP und je 2ug BS,
DLKwt oder DLKmut transfiziert. AnschlieRend wurden sie je in Anwesenheit von BS,
DLKwt und DLKmut nicht behandelt (Kontrolle), mit 40 mM KCI fiir 6h, mit 30 ng/ml TNF-a
fur 24 h oder mit KCI + TNF-a behandelt. Dargestellt ist die Wirkung der transfizierten
DNA (DLKwt oder DLKmut) im Vergleich zum Leervektor Bluescript in An- und Abwesen-
heit von TNF-a (Werte aus drei unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung *
SEM).




Ergebnisse

60

In Abb. 3.5 ist die Wirkung von TNF-a auf die KCI-stimulierte CRE-abhangige

Gentranskription dargestellt.
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Abb. 3.5: Die Wirkung von TNF-a auf die durch Membrandepolarisation stimulierte
CRE-abhdngige Gentranskription in Anwesenheit von Wildtyp-DLK, DLK-Mutante
oder Bluescript. Im Luciferase-Reportergen-Assay wurde die Luciferase-Aktivitat be-
stimmt. HIT-T15-Zellen wurden mit 2 uyg pSomCRE, 0,75 pg pGFP und je 2ug BS, DLKwt
oder DLKmut transfiziert. Anschlieffiend wurden sie je in Anwesenheit von BS, DLKwt und
DLKmut nicht behandelt (Kontrolle), mit 40 mM KCI fur 6h, mit 30 ng/ml TNF-a fur 24 h
oder mit KCI + TNF-a behandelt. Die Mittelwerte unbehandelter Zellen je Gruppe entspra-
chen 100 %. Dargestellt ist die Differenz aus KCI und dem Kontrollwert bzw. KCI + TNF-a
und dem TNF-a-Wert. Angegeben wurden die Mittelwerte £+ SEM aus drei in Doppelbe-
stimmung durchgefihrten Experimenten. *p<0.05, ungepaarter Student’s t-Test.

Fir jede DNA-Gruppe wurde die unbehandelte Kontrolle als 100 % definiert (nicht abge-
bildet) und die Ubrigen Werte dazu prozentual ausgedriickt. Die Behandlung nur mit KCI
steigerte die CRE-abhangige Gentranskription in Anwesenheit von Bluescript auf
388,63 + 60,52 %, in Anwesenheit von DLKwt auf 231,86 + 21,75 % und in Anwesenheit
von DLKmut auf 320,36 + 56,44 % (nicht abgebildet). Es wurden fir BS, DLKwt und
DLKmut jeweils Differenzen abgebildet. Um den Effekt allein durch KCI zu verdeutlichen,
wurde der unbehandelte Kontrollwert vom mit KCI behandelten Wert subtrahiert. Um den
Effekt von TNF-a auf die KClI-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription zu verdeutli-
chen, wurde der nur mit TNF-a behandelte Wert vom mit TNF-a + KCI behandelten Wert
subtrahiert. Die Differenz der KCl-induzierten Steigerung der CRE-abhangigen



Ergebnisse

Gentranskription in Anwesenheit von BS betrug 288,63 £ 60,52 %. In Anwesenheit von
DLKwt bzw. DLKmut betrug die Differenz der KCl-stimulierten CRE-abhangigen
Gentranskription 131,86 £ 21,75 % bzw. 220,36 + 54,44 %. Durch den Einsatz von
30 ng/ml TNF-a wurde die KCl-stimulierte Gentranskription in Anwesenheit von allen drei
eingesetzten DNAs gesenkt. Die Differenz der Wirkung von TNF-a zeigte eine Verminde-
rung der KCl-stimulierten Gentranskription durch TNF-o. in Anwesenheit von BS auf
112,65 + 12.07 % (p=0,02), in Anwesenheit von DLKwt auf 53,94 + 9,19 % (p=0,008) und
in Anwesenheit von DLKmut auf 56,16 + 33 % (p=0,03).

3.2.4 Die Wirkung von TNF-a auf die KCl-stimulierte CRE-abhangige

Gentranskription in Anwesenheit von DLK-Mutante oder Bluescript-DNA

In Abb. 3.6 ist die Wirkung von ansteigenden Konzentrationen TNF-o auf die KCI-
stimulierte CRE-abhangige Gentranskription in Anwesenheit von der Kinase-toten DLK-
Mutante K185A oder dem Leervektor Bluescript dargestellt. HIT-T15-Zellen wurden mit
2 ug pSomCRE, 0,75 ug pGFP und entweder mit 2 uyg DLKmut oder 2 ug BS transient
transfiziert. AnschlieRend wurden sie fir 24 h mit ansteigenden Konzentrationen TNF-a
(1, 10, und 100 ng/ml) und fir 6 h mit 40 mM KCI behandelt. Als Kontrolle dienten unbe-
handelte Zellen. Das Experiment wurde drei Mal in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Im
Vergleich mit unstimulierten Zellen erhdhte die Behandlung der Zellen mit KCI die CRE-
abhangige Gentranskription der mit Bluescript transfizierten Zellen um das
49+ 1,3-Fache und die der mit der DLK-Mutante transfizierten Zellen um das
4 + 1,3-Fache. Pro Gruppe entsprachen die Mittelwerte dieser nur mit KCI stimulierten
Zellen 100 %, alle Ubrigen Werte wurden darauf bezogen.

In Anwesenheit des Leervektors Bluescript wurde die KCl-stimulierte Gentranskription
durch 1 ng/ml und 10 ng/ml TNF-a auf 93,5 + 15,12 bzw. 51,6 + 8,88 % (p=0,001) ver-
mindert. Inkubation mit 100 ng/ml TNF-o senkte die stimulierte relative Luciferase-Aktivitat
auf ein Minimum von 25 + 5,61 % (p=0,000003). In Anwesenheit der DLK-Mutante flihrte
die Inkubation mit 1 ng/ml bzw. 10 ng/ml TNF-a. zu einer Reduktion der KCI-stimulierten
relativen Luciferase-Aktivitat auf 79,5 + 20,33 % bzw. 39,9 + 13,29 % (p=0,002). Behand-
lung mit 100 ng/ml TNF-a senkte die KCI-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription auf
ein Minimum von 29,9 + 5,73 % (p=0,000003).

Insgesamt unterschied sich die konzentrationsabhangige Reduktion der KCI-stimulierten
Gentranskription durch TNF-a in Anwesenheit der Kinase-toten DLK-Mutante oder dem

Leervektor voneinander nicht signifikant.
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Abb. 3.6: Konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a auf die durch Membran-
depolarisation stimulierte CRE-abhidngige Gentranskription in Anwesenheit von
DLKmut oder BS. Konzentrationswirkungskurve, gemessen im Luciferase-Assay. HIT-
T15-Zellen wurden mit 2 yg pSomCRE, 0,75 ug pGFP und entweder 2 uyg DLKmut oder
2 ug BS transient transfiziert. Daraufhin wurden sie Uber 24 h mit ansteigenden Konzent-
rationen TNF-a (1, 10, 100 ng/ml) und 6 h mit 40 mM KCI behandelt. Die Mittelwerte der
nicht mit TNF-o, aber mit KCI behandelten Zellen entsprachen 100 %, alle anderen Werte
wurden dazu prozentual ausgedrickt. Angegeben wurden die Mittelwerte + SEM aus drei
in Doppelbestimmung durchgefiihrten Experimenten. *p<0.05 bezeichnet den Vergleich
der Kontrolle (BS-Transkription) in Abwesenheit von TNF-a gegenuber ansteigenden
Konzentrationen von TNF-a, *p<0.05 steht flr denselben Vergleich in Anwesenheit von
DLKmut, ungepaarter Student’s t-Test.

3.2.5 Beeinflussung der stimulierten CREB-abhangigen Gentranskription
durch IL-1p

Es sollte der Effekt ansteigender Konzentrationen von IL-1p auf die mit KCI oder Forskolin
stimulierte CREB-abhangige Gentranskription untersucht werden. Die HIT-T15-Zellen
wurden transient mit pG5E1B und pCRG transfiziert, mit ansteigenden Konzentrationen
IL-1B (1, 3, 10, 30 und 100 ng/ml) fir 24 h inkubiert und mit 40 mM KCI oder mit 10 uM
Forskolin fur 6 h behandelt. Als Kontrolle dienten Zellen, die nicht mit KCIl oder Forskolin
behandelt wurden, alle Kontrollwerte wurden als Prozent vom Kontrollwert ohne IL-1B
Behandlung, der 100 % entsprach, ausgedruckt. Die Behandlung der Zellen nur mit KCI
oder Forskolin erhdhte die CREB-abhangige Gentranskription um das 4,3 + 0,2-Fache
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bzw. das 33,6 + 1,4-Fache, dieser Mittelwert entsprach 100 %, alle KCI- bzw. Forskolin-

stimulierten Werte wurden darauf bezogen.
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Abb. 3.7 A: Konzentrationsabhdngiger Effekt von IL-13 auf die durch Membran-
depolarisation stimulierte CREB-abhdngige Gentranskription. Konzentrationswir-
kungskurve, gemessen im Luciferase-Assay. HIT-T15-Zellen wurden mit 2 ug pCRG, 2 ug
pG5E1B und 0,75 ug pGFP transient transfiziert. Anschlieliend wurden sie Gber 24 h mit
ansteigenden Konzentrationen IL-18 (1, 3, 10, 30, 100 ng/ml) und ggf. 6 h mit 40 mM KCI
behandelt. Fur die Kontrolle (ohne KCI) und die mit KCI behandelten Werte wurden je-
weils die nicht mit IL-13 behandelten Werte als 100 % definiert, die anderen Werte wur-
den dazu prozentual ausgedriickt. Angegeben wurden die Mittelwerte + SEM aus drei in
Doppelbestimmung durchgefiihrten Experimenten. *p<0.05 bezeichnet den Vergleich der
Kontrolle (keine KCI-Behandlung) in Abwesenheit von IL-13 gegenlber ansteigenden
Konzentrationen von IL-1B3, *p<0.05 steht fur denselben Vergleich in Anwesenheit von
KCI-Behandlung, ungepaarter Student’s t-Test.

Abb. 3.7 A: Die KCl-stimulierte CREB-abhangige Gentranskription wurde durch Inkubation
mit 1 und 3 ng/ml IL-1pB erst gesteigert auf 121,46 + 7,57 % (p=0,02) und dann vermindert
auf 77,86 + 11,18 %. Behandlung mit 10, 30 und 100 ng/ml IL-1p fihrte zu einer weiteren
Reduktion der KCl-stimulierten CREB-abhangigen Gentranskription auf 57,17 + 7,97 %
(p=0,0005), 47,56 £ 7,59 % (p=0,00007) und 42,22 + 3,59 % (p=0,0000002). Behandlung
der unstimulierten Kontrolle mit 1 und 3 ng/ml IL-1p fUhrte zu einer Steigerung der relati-
ven Luciferase-Aktivitat auf 192,38 + 13,77 % (p=0,00006) bzw. 179,55+ 9,32 %
(p=0,00001). Inkubation der Kontrolle mit 10, 30 und 100 ng/ml IL-1p fGhrte zu einer ver-
minderten Steigerung der CREB-abhangigen Gentranskription auf 138,39+ 13,1 %
(p=0,02), 123,99 + 10,91 % (p=0,02) und 121,27 £ 9,11 %. IL-1p fuhrte konzentrationsab-
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hangig zu einer im Vergleich zur Kontrolle signifikanten Hemmung der KCl-stimulierten

CREB-abhangigen Gentranskription.
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Abb. 3.7 B: Konzentrationsabhédngiger Effekt von IL-18 auf die durch Forskolin sti-
mulierte CREB-abhangige Gentranskription. Konzentrationswirkungskurve, gemessen
im Luciferase-Assay. HIT-T15-Zellen wurden mit 2 ug pCRG, 2 uyg pG5E1B und 0,75 ug
pGFP transient transfiziert. Anschlielend wurden sie lber 24 h mit ansteigenden Kon-
zentrationen IL-18 (1, 3, 10, 30, 100 ng/ml) und ggf. 6 h vor der Ernte mit 10 mM Forsko-
lin behandelt. Fir die Kontrolle (ohne Forskolin) und die mit Forskolin behandelten Werte
wurden jeweils die nicht mit IL-1p behandelten Werte als 100 % definiert, die anderen
Werte wurden dazu prozentual ausgedriickt. Angegeben wurden die Mittelwerte £+ SEM
aus drei in Doppelbestimmung durchgefilhrten Experimenten. *p<0.05 bezeichnet den
Vergleich der Kontrolle (keine Forskolin-Behandlung) in Abwesenheit von IL-13 gegen-
Uber ansteigenden Konzentrationen von IL-1B, *p<0.05 steht fir denselben Vergleich in
Anwesenheit von Forskolin-Behandlung, ungepaarter Student’s t-Test.

Abb. 3.7 B: Die Forskolin-stimulierte CREB-abhangige Gentranskription wurde durch In-
kubation mit 1 und 3ng/ml IL-13 kaum gesteigert auf 105,72+5,11 % bzw.
106,75 % 3,84 %. Behandlung mit 10, 30 und 100 ng/ml IL-1B flhrte zu einer Reduktion
der Forskolin-stimulierten CREB-abhangigen Gentranskription auf 45,26 + 2,88 %
(p=0,00000002), 32,81 £ 2,76 % (p=0,000000002) und 35,36 * 3,65 % (p=0,00000002).
Inkubation der unstimulierten Kontrolle mit 1 und 3 ng/ml IL-1p fuhrte zu einer Steigerung
der relativen Luciferase-Aktivitat auf 178,65 + 10,01 % (p=0,00002) bzw. 194,94 + 14,28
% (p=0,00006). Behandlung der Kontrolle mit 10, 30 und 100 ng/ml IL-1p fUhrte zu einer
verminderten Steigerung der CREB-abhangigen Gentranskription auf 150,67 + 18,84 %
(p=0,02), 118,57 + 4,27 % (p=0,002) und 116,9 + 10,77 %. Im Vergleich zur Kontrolle
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fuhrte IL-1B konzentrationsabhangig zu einer signifikanten Hemmung der Forskolin-

stimulierten CREB-abhangigen Gentranskription.

3.2.6 Die Wirkung von TNF-o und IL-1p auf die unstimulierte CREB-
abhangige Gentranskription

Im Luciferase-Reportergen-Assay sollte untersucht werden, welche Wirkung die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1B auf die unstimulierte CREB-abhangige
Gentranskription haben. Die HIT-T15-Zellen wurden mit dem Luciferase-Reportergen-
Plasmid p5xGal4E1BLuc (pG5E1B) und dem Expressionsvektor pGAL4-CREBfl (pCRG)
transfiziert (s. 3.2). Da keine DLK-Plasmide transfiziert wurden, enthielten die Zellen nur
endogene DLK. Die Zellen wurden fir 48 h inkubiert und wahrend der letzten 24 h mit
TNF-a oder IL-1 behandelt.

Abb. 3.8 A zeigt die konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a auf die unstimulierte
CREB-abhangige Gentranskription. Dargestellt wurden die Mittelwerte + SEM aus drei in
Doppelbestimmung durchgefihrten Experimenten. Die HIT-T15-Zellen wurden fir 24 h
mit 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml und 300 ng/ml TNF-a behandelt, als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen. Die Mittelwerte der nicht mit TNF-a behandelten Zellen wurden als
100 % definiert und alle Werte dazu prozentual ausgedrickt. Inkubation mit 1 ng/ml
TNF-a reduzierte die unstimulierte CREB-abhangige Gentranskription um 31,79 % auf ein
Minimum von 68,21 £ 6,01 % (p=0,005). Vereinbar mit einem biphasischen Verlauf fuhrte
die Behandlung mit 10 ng/ml und 100 ng/ml TNF-a zu einer Steigerung der unstimulierten
relativen Luciferase-Aktivitat auf 90,82 + 7,14 % bzw. 121,67 + 9,37 %. Einsatz von
300 ng/ml TNF-a. flhrte mit 117,89 + 15,11 % zu keiner weiteren Erhéhung der CREB-

abhangigen Gentranskription.
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Abb. 3.8 A: Wirkung von TNF-a auf die unstimulierte CREB-abhangige
Gentranskription. Konzentrationswirkungskurve, gemessen im Luciferase-Assay. HIT-
T15-Zellen wurden mit 2 yg pCRG und 2 pg pSomCRE pro Mulde transfiziert. Anschlie-
Rend wurden sie fur 24 h mit ansteigenden Konzentrationen TNF-o (1, 10, 100,
300 ng/ml) behandelt. Die Mittelwerte der nicht mit TNF-a behandelten Zellen entspra-
chen 100 %, alle Werte wurden dazu prozentual ausgedrickt. Angegeben wurden die
Mittelwerte £+ SEM aus drei in Doppelbestimmung durchgefihrten Experimenten. *p<0.05
bezeichnet den Vergleich der Kontrolle (keine TNF-a-Behandlung) gegeniliber ansteigen-
den Konzentrationen von TNF-a, ungepaarter Student’s t-Test.

In Abb. 3.8 B ist der konzentrationsabhangige Effekt von IL-1 auf die unstimulierte
CREB-abhéangige Gentranskription dargestellt. Die Mittelwerte + SEM aus sechs in Dop-
pelbestimmung durchgefiihrten Experimenten wurden abgebildet, unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Die Mittelwerte der nicht mit IL-1 behandelten Zellen wurden als
100 % definiert und alle Werte dazu prozentual ausgedruckt. Behandlung mit 1 ng/ml und
3 ng/ml IL-1B erhdhte die unstimulierte relative Luciferase-Aktivitat auf 185,51 £ 8,37
(p=0,000000001) bzw. 187,25 + 8,45 % (p=0,000000001). Die Inkubation mit 10 ng/ml
IL-1B verminderte die unstimulierte CREB-abhangige Gentranskription auf 144,53 +
11,1 % (p=0,0007). Der Einsatz von 30 ng/ml IL-1 senkte die relative Luciferase-Aktivitat
auf 121,28 + 5,64 % (p=0,002), Inkubation mit 100 ng/ml IL-1p fihrte mit 119,09 + 6,76 %
(p=0,01) zu keiner weiteren signifikanten verminderten Stimulation. Insgesamt ist ein

biphasischer Verlauf zu erkennen.
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Abb. 3.8 B: Wirkung von IL-1p auf die unstimulierte CREB-abhangige Gentranskrip-
tion. Konzentrationswirkungskurve, gemessen im Luciferase-Assay. HIT-T15-Zellen wur-
den mit 2 uyg pCRG und 2 ug pSomCRE pro Mulde transfiziert. Anschliellend wurden sie
fur 24 h mit ansteigenden Konzentrationen IL-1B (1, 3, 10, 30, 100 ng/ml) behandelt. Die
Mittelwerte der nicht mit IL-1p behandelten Zellen entsprachen 100 %, alle Werte wurden
dazu prozentual ausgedrickt. Angegeben wurden die Mittelwerte £ SEM aus drei in Dop-
pelbestimmung durchgeflhrten Experimenten. *p<0.05 bezeichnet den Vergleich der Kon-
trolle (keine IL-1B-Behandlung) gegenlber ansteigenden Konzentrationen von IL-1p, un-
gepaarter Student’s t-Test.

3.3 Der Effekt von siRNA gegen DLK auf die Wirkung von
TNF-a und IL-1p auf die CRE-abhangige Gentranskription im Luci-

ferase-Reportergen-Assay

Es sollte untersucht werden, welchen Effekt die DLK auf die Wirkung von TNF-a. und
IL-1B hat. Dazu wurde siRNA gegen Wildtyp-DLK eingesetzt. Gegen ein spezifisches Pro-
tein, hier gegen die DLK, gerichtete small interference-RNA (siRNA) flihrte zu einer De-
gradation der mRNA dieses Zielgens in der Zelle (s. 2.3.4). Durch den Einsatz von siRNA
gegen Wildtyp-DLK konnte ein Teil der Translation von DLK verhindert werden. Wie in
vorausgehenden Experimenten der Arbeitsgruppe gezeigt wurde, fihrte siRNA gegen
DLKwt zu einer Verminderung der endogenen DLK um ca. 50 %. Somit konnte die Wir-
kung der DLK in Zellen mit vermindertem DLK-Gehalt im Vergleich zu Zellen mit norma-

lem DLK-Gehalt untersucht werden.
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Es wurden Luciferase-Reportergen-Assays durchgefiihrt und die Aktivitat der exprimierten
Luciferase im Luminometer quantifiziert (s. 2.7.2). Die HIT-T15-Zellen wurden entweder
mit siRNA Nr. 23 gegen DLK (Dual-Leucine-Zipper-Bearing Kinase) oder als Negativkon-
trolle mit unspezifischer siRNA mit der METAFECTENE ™-Methode transfiziert (s. 2.3.4).
Alle  Zellen wurden zusatzlich mit dem Luciferase-Reportergen-Plasmid
p4xSomCRET81Luc (pSomCRE) (s. 3.2) und zur Kontrolle der Transfektionseffizienz mit
dem Reportergen-Plasmid pGFP kotransfiziert. Anschlieliend wurden die Zellen fiir 48 h
inkubiert, wahrend der 24 h vor der Ernte mit 10 ng/ml TNF-a. oder 10 ng/ml IL-13 behan-
delt und ggf. 6 h vor der Ernte mit 40 mM KCI oder 10 yM Forskolin stimuliert. In jeder
Abbildung wurden die Mittelwerte + SEM aus zwei in Doppelbestimmung durchgefiihrten
Experimenten dargestellt. Die relative Luciferase-Aktivitdt von KCI- oder Forskolin-
stimulierten Zellen ohne TNF-a- oder IL-1B-Inkubation entsprach jeweils 100 %, alle ande-
ren Werte wurden dazu prozentual ausgedrickt.

So konnte im siRNA-Luciferase-Assay der Effekt der Verminderung von endogener DLK
auf die Wirkung von TNF-a oder IL-1p auf die stimulierte CRE-abhangige Gentranskripti-

on untersucht werden.

3.3.1 Die Wirkung der Verminderung endogener DLK durch siRNA auf die

stimulierte CRE-abhéngige Gentranskription in Anwesenheit von TNF-a

In Abb. 3.9 A wurde die Wirkung von TNF-a in Anwesenheit von unspezifischer siRNA
oder siRNA gegen DLK auf die KCl-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription vergli-
chen. Die KCl-stimulierte relative Luciferase-Aktivitat ohne TNF-a-Inkubation betrug das
4 5-Fache der unstimulierten relativen Luciferase-Aktivitidt. Diese KCI-stimulierte CRE-
abhangige Gentranskription ohne TNF-a-Inkubation entsprach 100 %. Inkubation mit
10 ng/ml TNF-a in Anwesenheit von unspezifischer siRNA, die die endogene DLK nicht
verminderte, filhrte zu einer Reduktion der Gentranskription um 40,75 % auf
59,25+ 7,8 %.
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Abb. 3.9 A: Wirkung von verminderter endogener DLK durch siRNA auf die KCI-
stimulierte CRE-abhdngige Gentranskription bei Inkubation mit TNF-a. Luciferase-
Assay. HIT-T15-Zellen wurden mit 60 nM siRNA gegen DLK oder 60 nM unspezifischer
siRNA und zusatzlich mit 1 yg pSomCRE und 0,5 ug pGFP transfiziert. Anschlieend
wurden sie ggf. fir 24 h mit TNF-a (10 ng/ml) und fir 6 h mit 40 mM KCI behandelt. Die
Mittelwerte der Zellen mit unspezifischer siRNA-Transfektion, mit KCI-Stimulation ohne
TNF-a-Behandlung entsprachen 100 %, alle Werte wurden dazu prozentual ausgedrickt.
Angegeben wurden die Mittelwerte £ SEM aus zwei in Doppelbestimmung durchgefiihrten
Experimenten. *p<0.05, gepaarter Student’s t-Test.

In Anwesenheit von siRNA gegen DLK, die den Gehalt endogener DLK in den Zellen re-
duzierte, fuhrte Behandlung mit 10 ng/ml TNF-o zu einer relativen Luciferase-Aktivitat von
74,67 £ 6,81 %. Im Vergleich zum Einsatz unspezifischer siRNA konnte Anwesenheit von
siRNA gegen DLK die Reduktion der CRE-abhangigen Gentranskription um 15,42 % sig-
nifikant vermindern (p=0,001).

Abb. 3.9 B zeigt die durch Forskolin stimulierte CRE-abhangige Gentranskription. Die
Wirkung von TNF-a auf die Gentranskription in Zellen, die mit unspezifischer siRNA oder

siRNA gegen DLK transfiziert worden waren, wurde verglichen.
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Abb. 3.9 B: Wirkung von verminderter endogener DLK durch siRNA auf die durch
Forskolin stimulierte CRE-abhangige Gentranskription bei Inkubation mit TNF-a.
Luciferase-Assay. HIT-T15-Zellen wurden mit 60 nM siRNA gegen DLK oder 60 nM un-
spezifischer siRNA und zusatzlich mit 1 yg pSomCRE und 0,5 pg pGFP transfiziert. An-
schlieflend wurden sie ggf. fir 24 h mit TNF-a (10 ng/ml) und fiir 6 h mit 10 uM Forskolin
behandelt. Die Mittelwerte der Zellen mit unspezifischer siRNA-Transfektion, mit Forsko-
lin-Stimulation ohne TNF-a-Behandlung entsprachen 100 %, alle Werte wurden dazu pro-
zentual ausgedruckt. Angegeben wurden die Mittelwerte £ SEM aus zwei in Doppelbe-
stimmung durchgefiihrten Experimenten. *p<0.05, ungepaarter Student’s t-Test.

Die durch Forskolin stimulierte relative Luciferase-Aktivitdt ohne TNF-a-Inkubation betrug
das 57,4-Fache der unstimulierten relativen Luciferase-Aktivitat. Diese Forskolin-
stimulierte CRE-abhangige Gentranskription ohne TNF-a-Inkubation entsprach 100 %.
Behandlung mit 10 ng/ml TNF-a in Anwesenheit von unspezifischer siRNA reduzierte die
Forskolin-stimulierte Gentranskription um 44,56 % auf 55,44 + 0,76 % (p=0,02). Behand-
lung mit TNF-oo und Forskolin in Anwesenheit von siRNA gegen DLK fihrte zu

86,55 * 8,25 % relativer Luciferase-Aktivitat, das entsprach mit 31,11 % signifikant weni-
ger Reduktion (p=0,002).
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3.3.2 Die Wirkung der Verminderung endogener DLK durch siRNA auf die

stimulierte CRE-abhangige Gentranskription in Anwesenheit von IL-1

In Abb. 3.10 A ist die Wirkung von IL-1f auf die KCI-stimulierte CRE-abhangige
Gentranskription in Anwesenheit von unspezifischer siRNA oder siRNA gegen DLK dar-
gestellt. Die durch KCI stimulierte relative Luciferase-Aktivitdt ohne IL-1p-Inkubation be-
trug das 4,5-Fache der unstimulierten relativen Luciferase-Aktivitat. Diese KClI-stimulierte
CRE-abhangige Gentranskription ohne IL-1B-Inkubation entsprach 100 %. In Anwesenheit
von unspezifischer siRNA verminderte Inkubation mit 10 ng/ml IL-1B die Calcium-
stimulierte CRE-abhangige Gentranskription um 40,75 % auf 59,25 £ 11,19 %. Verminde-
rung der endogenen DLK durch siRNA fuhrte bei Behandlung mit 10 ng/ml IL-13 und
40mM KCI zu einer Reduktion der Gentranskription auf 78,91 + 10,47 %. Das entspricht

19,66 % weniger Verminderung als bei normalem endogenen DLK-Gehalt.
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Abb. 3.10 A: Wirkung von verminderter endogener DLK durch siRNA auf die durch
KCl-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription bei Inkubation mit IL-1p3. Lucifera-
se-Assay. HIT-T15-Zellen wurden mit 60 nM siRNA gegen DLK oder 60 nM unspezifi-
scher siRNA und zusatzlich mit 1 uyg pSomCRE und 0,5 ug pGFP transfiziert. Anschlie-
Rend wurden sie ggf. fur 24 h mit IL-13 (10 ng/ml) und fir 6 h mit 40 mM KCI behandelt.
Die Mittelwerte der Zellen mit unspezifischer siRNA-Transfektion, mit KCI-Stimulation oh-
ne IL-1B-Behandlung entsprachen 100 %, alle Werte wurden dazu prozentual ausge-
drickt. Angegeben wurden die Mittelwerte £ SEM aus zwei in Doppelbestimmung durch-
geflihrten Experimenten.
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Abb. 3.10 B zeigt die Wirkung von IL-13 auf die Forskolin-stimulierte CRE-abhangige
Gentranskription in Anwesenheit von siRNA gegen DLK oder unspezifischer siRNA. Die
durch Forskolin stimulierte relative Luciferase-Aktivitdt onne TNF-a-Inkubation betrug das
57.,4-Fache der unstimulierten relativen Luciferase-Aktivitat. Diese Forskolin-stimulierte
CRE-abhangige Gentranskription ohne TNF-a-Inkubation entsprach 100 %. Inkubation mit
10 ng/ml IL-1p und 10 uM Forskolin in Anwesenheit von unspezifischer siRNA reduzierte
die Gentranskription um 48,21 % auf 51,79 + 5,16 % (p=0,002). Bei Einsatz von siRNA
gegen DLK konnte die Reduktion der Gentranskription durch IL-18 und Forskolin um
37,6 % auf 89,39 £ 2,21 % vermindert werden (p=0,004).
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Abb. 3.10 B: Wirkung von verminderter endogener DLK durch siRNA auf die durch
Forskolin stimulierte CRE-abhdngige Gentranskription bei Inkubation mit IL-1p.
Luciferase-Assay. HIT-T15-Zellen wurden mit 60 nM siRNA gegen DLK oder 60 nM un-
spezifischer siRNA und zusatzlich mit 1 yg pSomCRE und 0,5 pg pGFP transfiziert. An-
schlielend wurden sie ggf. flr 24 h mit IL-13 (10 ng/ml) und fir 6 h mit 10 yM Forskolin
behandelt. Die Mittelwerte der Zellen mit unspezifischer siRNA-Transfektion, mit Forsko-
lin-Stimulation ohne IL-1B-Behandlung entsprachen 100 %, alle Werte wurden dazu pro-
zentual ausgedruckt. Angegeben wurden die Mittelwerte £ SEM aus zwei in Doppelbe-
stimmung durchgefiihrten Experimenten. *p<0.05, ungepaarter Student’s t-Test.



Ergebnisse

3.4 Der Effekt der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und
IL-1B auf das Uberleben der Betazelllinie HIT-T15 im
MTT-Vitalitatstest

Es sollte untersucht werden, welchen Effekt diese proinflammatorischen Zytokine auf das
Uberleben der Betazellen haben. Dazu wurden MTT-Vitalitétstests durchgefiihrt. Dabei
wurde gelbes MTT durch aktive mitochondriale Dehydrogenasen in blaues Formazan um-
gesetzt. Die Intensitat der Blaufarbung als MalR fir die Zellvitalitdt wurde photometrisch
gemessen (s. 2.6.3). Ausplattierte HIT-T15-Zellen wurden fir 48 h inkubiert und wahrend
dieser Zeit mit den Zytokinen stimuliert. Erst danach wurde das MTT-Reagenz hinzuge-
fugt, so dass es nur durch die zu diesem Zeitpunkt noch lebenden Zellen umgesetzt wer-
den konnte. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen, deren Messwerte 100 % Uberle-
benden Zellen entsprachen. Die ubrigen Messwerte wurden darauf bezogen. In nur mit
Kultur-Medium befillten Mulden wurde die Hintergrundintensitat bestimmt, die von den

Messwerten subtrahiert wurde.

3.4.1 Die Wirkung von TNF-a auf das Betazelluberleben

Die Abb. 3.11 A zeigt eine Zeitwirkungskurve, wobei die Zellen mit je 30 ng/ml TNF-a Uber
unterschiedlich lange Inkubationszeiten (6, 12, 24 und 48 h) behandelt wurden. Mit zu-
nehmender Inkubationsdauer fiihrte TNF-o. zu einer Abnahme der Uberlebensrate der
Zellen. Eine Behandlung Uber 6 h fihrte zu einer Verringerung der Zellvitalitdt um ca. 8 %
auf 92,06 + 1,93 % (p=0,008). Inkubation tber 12 h und 24 h fihrte zu 94,06 + 0,86 %
(p=0,007) bzw. 92,09 + 1,83 % (p=0,006) Uberlebenden Zellen. Eine 48-stiindige Inkuba-
tion resultierte in ca. 9 % (p=0,0004) Abnahme der Uberlebenden Zellen auf ein Minimum
von 90,92 + 1,02 %.

Abb. 3.11 B zeigt eine Konzentrationswirkungskurve, die Behandlung erfolgte mit 3, 30,
300 und 3000 ng/ml TNF-a Uber 48 h. Die Behandlung mit ansteigenden Konzentrationen
TNF-a flhrte zu einer verminderten Uberlebensrate der Zellen. Eine Inkubation mit
3 ng/ml TNF-a verringerte die Zellvitalitdt um ca. 6 % auf 93,91 + 0,95 % (p=0,009), In-
kubation mit 30 ng/ml fuhrte zu keiner weiteren Verminderung. Behandlung mit 300 ng/ml
bzw. 3000 ng/ml fihrte zu einer Verringerung der Zellvitalitat auf 92,1 + 1,97 % (p=0,01)
bzw. um 13 % auf ein Minimum von 86,62 + 2,04 % (p=0,0004).
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Abb. 3.11 A und B: Zeit- und konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-o. auf das
Betazelliiberleben. Abb. 3.11 A: Zeitwirkungskurve im MTT-Vitalitats-Test. HIT-T15-
Zellen wurden je mit 30 ng/ml TNF-a fur 6 h, 12 h, 24 h und 48 h behandelt.
Abb. 3.11 B: Konzentrationswirkungskurve im MTT-Vitalitats-Test. HIT-T15-Zellen wur-
den uber 48 h mit ansteigenden Konzentrationen TNF-a (3, 30, 300, 3000 ng/ml) behan-
delt. Die Vitalitat der Zellen wurde im MTT-Test gemessen. Fur jede Abbildung wurde ein
Experiment in 6-Fach-Bestimmung durchgefihrt, davon sind Mittelwerte + SEM angege-
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ben. Fir beide Abb. entsprachen die Messwerte der unbehandelten Kontrollgruppe 100 %
Uberlebenden Zellen, alle anderen Werte wurden dazu prozentual ausgedriickt. *p<0.05,
ungepaarter Student’s t-Test.

3.4.2 Die Wirkung von IL-13 auf das Betazelliiberleben

Die Abb. 3.12 A zeigt eine Zeitwirkungskurve. Die Zellen wurden mit je 10 ng/ml IL-1p
Uber unterschiedlich lange Inkubationszeiten (6, 12, 24 und 48 h) behandelt. Die Inkubati-
on der HIT-T15-Zellen mit 10 ng/ml IL-1p resultierte in einer Abnahme der Zahl Uberle-
bender Zellen mit zunehmender Inkubationsdauer. 6 h bzw. 12 h lange Inkubation fihrten
zu keiner signifikanten Veranderung der Zellvitalitdt. Eine 24-stiindige Inkubation verrin-
gerte die Uberlebensrate der Zellen um ca. 4 % auf 95,72 + 0,89 %, eine 48-stiindige In-
kubation um ca. 24 % auf ein Minimum von 75,88 + 0,95 % (p=0,00004).

Abb. 3.12 B zeigt eine Konzentrationswirkungskurve. Die Behandlung erfolgte mit
0,3 ng/ml, 3 ng/ml, 30ng/ml und 300ng/ml IL-1p Uber 48 h. Auch die Behandlung der Zel-
len mit ansteigenden Konzentrationen an IL-13 Uber 48 h flhrte zu einer Abnahme der
Zahl Uberlebender Zellen. Eine Inkubation mit 0,3 ng/ml IL-1B verringerte die Zellvitalitat
um ca. 5 % (p=0,048). Die Stimulation mit 3 ng/ml fihrte zu keiner signifikanten Verande-
rung, doch die Behandlung der Zellen mit 30 ng/ml und 300 ng/ml fuhrte zu einer Ver-
minderung der Zellvitalitdt um ca. 28 % auf 71,84 £ 1,43 % (p=0,0000001) bzw. um 38 %
auf 62,29 + 0,57 % (p=0,000000001) auf ein Minimum von 62,29 + 0,57 %.
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Abb. 3.12 A und B: Zeit- und konzentrationsabhangige Wirkung von IL-1p auf das
Betazelliiberleben. Abb. 3.12 A: Zeitwirkungskurve im MTT-Vitalitats-Test. HIT-T15-
Zellen wurden je mit 10 ng/ml IL-1p fur 6 h, 12 h, 24 h und 48 h behandelt.
Abb. 3.12 B: Konzentrationswirkungskurve im MTT-Vitalitats-Test. HIT-T15-Zellen wur-
den uber 48 h mit ansteigenden Konzentrationen IL-18 (0,3, 3, 30, 300 ng/ml) behandelt.
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Die Vitalitat der Zellen wurde im MTT-Test gemessen. Fur jede Abbildung wurde ein Ex-
periment in 6-Fach-Bestimmung durchgefiihrt, davon sind Mittelwerte + SEM angegeben.
Fir beide Abb. entsprachen die Messwerte der unbehandelten Kontrollgruppe 100 %
Uberlebenden Zellen, alle anderen Werte wurden dazu prozentual ausgedrickt. *p<0.05,
ungepaarter Student’s t-Test.

3.5 Die Wirkung von Cyclosporin A (CsA), TNF-a und IL-1 auf
die Apoptoseinduktion der pankreatischen Betazelllinie HIT-T15
in An- und Abwesenheit von uberexprimierter DLK, untersucht im

Immunfluoreszenz-Assay

Das haufig in der Transplantationschirurgie eingesetzte Immunsuppresivum Cyclosporin A
(CsA) hat zahlreiche Nebenwirkungen. Dazu gehért das Entstehen einer Insulinresistenz
bis hin zur Manifestation eines Posttransplantationsdiabetes mellitus (Chadban 2008).
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und
IL-1B zu einem Zelltod pankreatischer Betazellen fiihrten (s. 3.4). Die Betazellmasse ist in
Menschen mit Diabetes mellitus Typ 2 signifikant vermindert, dabei ist die Rate der Beta-
zellapoptose signifikant erhéht (Butler et al. 2003). Deshalb sollte die Induktion des Beta-
zelltodes durch CsA, TNF-a und IL-1B genauer untersucht werden. Es wurden zwei Arten
des Zelltodes unterschieden: Der programmierte Zelltod oder Apoptose und die Nekrose.
Um zu untersuchen, ob ein apoptotisches Geschehen vorlag, wurde das Vorhandensein
der fragmentierten Caspase-3 als Kennzeichen einer Apoptose untersucht. Dies wurde
mit Hilfe eines Doppel-Immunfluoreszenz-Assays durchgefuhrt. Um die Apoptose von
Betazellen zu untersuchen, wurde ein primarer Antikdrper gegen das grof3e Fragment
aktivierter Caspase-3 und als sekundarer Antikérper der grin fluoreszierende Alexa-
Fluor™-488 Anti-Rabbit-Antikdrper eingesetzt. Die Caspase-3 bildete die Endstrecke der
Apoptose-Induktion und war nur fragmentiert aktiv (Pop und Salvesen 2009). Der Antikor-
per erkannte nicht die inaktive Procaspase-3. Um zusatzlich zu untersuchen, welchen
Effekt die Kinase-aktive Form der DLK im Vergleich zur Kinase-toten DLK-Mutante K185A
allein und in Anwesenheit der Zytokine hatte, wurden ggf. DLK-Wildtyp (DLKwt), die Kina-
se-tote DLK-Mutante K185A (DLKmut) oder der Leervektor Bluescript (BS) transfiziert.
Die Uiberexprimierte DLK war mit einem FLAG-Epitop markiert, an das der Anti-FLAG™-
M2-Monoclonal-Antikorper binden konnte. So konnten Zellen, die positiv flr die transfizier-
te DLK waren, nachgewiesen werden. Als sekundarer Antikérper wurde der rot fluoreszie-
rende Tetramethylrhodamine Anti-Mouse-Antikdrper verwendet. In Abb. 3.13 wurden vier

typische Bildausschnitte aus einem der unten geschilderten Versuche dargestellt.
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primarer sekundarer
Fluoreszenz
Antikorper Antikorper
. fragmentierte
apoptische Zellen grin Alexa-Fluor 488
Caspase-3
DLK-positive
rot anti-FLAG Tetramethylrhodamine
Zellen

Tab. 3.2: Ubersicht iiber die eingesetzten Antikdrper und die dargestellte Fluores-

zenz

Uberexprimierte DLK Apoptotische Zellen

Uberlagerung Durchlicht

Abb. 3.13: Mikroskopische Bilder von HIT-T15-Zellen im Fluoreszenzlicht und im
Durchlicht. Doppel-Immunfluoreszenz-Assay. Beispielhafte Bilder aus einem der unten
geschilderten Versuche. HIT-T15-Zellen wurden mittels METAFECTENE™ mit 2 ug
DLKwt oder 2 uyg BS je Mulde einer 6-well-Platte transfiziert. Links oben: Betazellen, die
Uberexprimierte DLK enthielten, wurden in roter Fluoreszenz dargestellt. Rechts
oben: Apoptotische Betazellen wurden mit Hilfe fragmentierter Caspase-3 in griiner Fluo-
reszenz dargestellt. Links unten: Durch Uberlagerung beider Bilder konnte festgestellt
werden, ob es sich, wie hier, um dieselben Zellen handelt. Rechts unten: Derselbe Bild-
ausschnitt im Durchlicht.




Ergebnisse

3.5.1 Konzentrationsabhangiger Effekt von Cyclosporin A auf die Betazel-
lapoptose in Anwesenheit von DLK-Wildtyp

Es sollte die Wirkung des Immunsuppressivums Cyclosporin A (CsA) auf die Induktion
einer Betazellapoptose in Abhangigkeit von DLK-Wildtyp untersucht werden. HIT-T15-
Zellen wurden mit 2 pyg DLK-Wildtyp oder Bluescript transfiziert. Wahrend der
48-stiindigen Inkubation wurden die Zellen mit 30 nM oder 300 nM CsA behandelt. Als
Kontrolle dienten unbehandelte und nur mit Bluescript transfizierte Zellen. Die Caspase-3-
positiven Zellen wurden prozentual zur Gesamtzahl DLK-positiver Zellen dargestellt. Ab-

gebildet wurden Mittelwerte + SEM aus einem Experiment in Doppelbestimmung.
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Abb. 3.14: Konzentrationsabhangige Wirkung von Cyclosporin A auf die Betazell-
apoptose in Anwesenheit von DLK-Wildtyp. Immunfluoreszenz-Assay. Die HIT-T15-
Zellen wurden mit 2 uyg DLK-Wildtyp transfiziert und mit ansteigenden Konzentrationen
CsA fir die Dauer von 48 h behandelt (0, 30, 300 mM). Zur Kontrolle der basalen Apopto-
serate dienten nur mit Bluescript behandelte Zellen, siehe schraffierte Flache. Die Anzahl
der fur fragmentierte Caspase-3 positiven Zellen wurde prozentual zur Gesamtzahl der
DLK-positiven Zellen dargestellt. Abgebildet wurden Mittelwerte + SEM aus einem Expe-
riment in Doppelbestimmung, pro Messpunkt wurden ca. 4.200 Zellen ausgezahlt.
#*p<0,05: Vergleich der BS- mit der DLKwt-Transfektion ohne CsA-Behandlung, *p<0.05:
Vergleich der Werte ohne CsA-Behandlung mit den Werten, die mit ansteigenden Kon-
zentrationen CsA behandelt wurden (in Anwesenheit von DLKwt), ungepaarter Student’s
t-Test.

Wie in Abb. 3.14 gezeigt, lag die basale Apoptoserate nach Transfektion von Bluescript
bei 3,77 + 0,6 % (siehe schraffierte Flache). Die Transfektion von DLK-Wildtyp erhdhte die
Rate Caspase-3-positiver Zellen auf 23,72 £ 2,1 % (p=0,01). Behandlung mit 30 nM und
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300 nM CsA in Anwesenheit von DLKwt steigerte die Apoptoserate weiter auf
39,24 + 4,09 % bzw. 43,62 + 0,38 % (p=0,01).

3.5.2 Wirkung von DLK-Wildtyp und der Kinase-toten DLK-Mutante K185A

in An- und Abwesenheit von TNF-o auf das Betazelliiberleben

Es sollte die Wirkung von DLK-Wildtyp und der Kinase-toten DLK-Mutante K185A in An-
und Abwesenheit von TNF-a auf die Betazellapoptose verglichen werden. Die Anzahl
apoptotischer Zellen wurde ausgewertet. Die HIT-T15-Zellen wurden mit Bluescript,
DLKwt oder DLKmut transfiziert. Je transfizierter Gruppe wurden die Zellen mit 30 ng/mi
TNF-a flr 48 h behandelt oder nicht mit TNF-o. behandelt. Die Zellen wurden mit den
oben genannten Antikérpern angefarbt und immunfluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.
Es wurden die fir DLKwt oder DLKmut positiven Zellen, die zusatzlich fir fragmentierte
Caspase-3 positiv waren, ausgezahlt und als Prozent aller DLK-positiven Zellen ausge-
drickt, um die Wirkung der DLK auf die Betazellapoptose zu untersuchen. Bei den mit
Bluescript transfizierten Zellen wurden die Caspase-3-positiven Zellen als Prozent von
allen Zellen ausgedrickt, um die basale Apoptoserate zu bestimmen.

Abb. 3.15: Die basale Apoptoserate betrug 1,68 + 0,13 %. Behandlung mit 30 ng/ml
TNF-a steigerte die Apoptoserate signifikant auf 7,04 + 0,25 % (p=0,000000003). Durch
Uberexpression von DLK-Wildtyp wurde die Anzahl Caspase-3-positiver Zellen um das
28,71-Fache auf 48,24 £ 4,17 % im Vergleich zu nur mit Bluescript transfizierten Zellen
erhdht. Uberexpression von DLKwt zusammen mit TNF-o-Behandlung fiihrte zu
61,83 + 3,54 % apoptotischer Zellen (p=0,03). Uberexpression der DLK-Mutante K185A
dagegen flhrte nur zu einer Erhéhung der Anzahl apoptotischer Zellen um das 2,61-
Fache auf 4,38 + 1,23 %. Diese Apoptoserate konnte durch Behandlung mit TNF-a in
Anwesenheit von DLKmut nicht gesteigert werden (4,93 + 1,26 %).

Insgesamt fuihrte die Anwesenheit von DLK-Wildtyp und TNF-a in Betazellen zu einer um
6,55% Uberadditiven Erhdhung der Anzahl apoptotischer Zellen im Vergleich zu nur mit

DLKwt transfizierten oder nur mit TNF-o stimulierten Zellen.
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Abb. 3.15: Wirkung von DLK-Wildtyp und DLK-Mutante K185A in An- und Abwesen-
heit von TNF-a auf die Betazellapoptose. Immunfluoreszenz-Assay. Mit 2 ug/Mulde BS,
DLKwt oder DLKmut transient transfizierte Zellen wurden wie angegeben mit 30 ng/ml
TNF-a behandelt. Die Anzahl der fir die fragmentierte Caspase-3 positiven Zellen wurde
innerhalb der DLK-positiven Zellen bzw. zur Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen darge-
stellt (s. 2.8.4). Abgebildet wurden Mittelwerte + SEM aus drei Experimenten in Doppelbe-
stimmung, pro Messpunkt wurden ca. 12.600 Zellen ausgezahlt. *p<0.05, *p<0.05 Ver-

gleich zwischen BS- und DLKwt-Transfektion, $p<0.05 Vergleich zwischen DLKwt- und
DLKmut-Transfektion, ungepaarter Student’s t-Test.

Fragmentierte Caspase-3 positive Zellen [%)]
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3.5.3 Konzentrationsabhangiger Effekt von TNF-a auf die Betazellapoptose
in An- und Abwesenheit von DLK-Wildtyp

Abb. 3.16 A stellt die konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a auf die Apoptose-
Induktion in pankreatischen Betazellen dar. Die HIT-T15-Zellen wurden mit 10 ng/ml,
100 ng/ml oder 1000 ng/ml TNF-o fur 48 h inkubiert. Unbehandelte Zellen dienten als
Kontrolle. Die Caspase-3-positiven Zellen wurden prozentual zur Gesamtzahl ausgezahl-
ter Zellen dargestellt. Abgebildet wurden Mittelwerte £+ SEM aus drei Experimenten. In
Abwesenheit von TNF-a betrug die basale Apoptoserate 2,62 + 0,2 %. Bei Inkubation mit
10 ng/ml und 100 ng/ml TNF-a stieg die Anzahl der flir fragmentierte Caspase-3 positiven
Zellen auf 4,67 £ 0,28 % (p=0,0001) bzw. 7,35+ 0,32 % (p=0,00008). Behandlung mit
1000 ng/ml TNF-a fuhrte zu einer linearen Erhdhung der apoptotischen Zellen auf maxi-
mal 10 £ 0,71 % (p=0,006).
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Abb. 3.16 A: Konzentrationsabhdngige Wirkung von TNF-o. auf die Betazellapopto-
se. Immunfluoreszenz-Assay. Die HIT-T15-Zellen wurden mit ansteigenden Konzentratio-
nen TNF-a fUr die Dauer von 48 h behandelt (0, 10, 100, 1000 ng/ml). Die Anzahl der flir
fragmentierte Caspase-3 positiven Zellen wurde in Prozent der Gesamtzahl der ausge-
zahlten Zellen dargestellt. Abgebildet wurden Mittelwerte + SEM aus drei Experimenten in
Doppelbestimmung, pro Messpunkt wurden ca. 12.600 ausgezahlt. Vergleich der Werte
ohne TNF-a-Behandlung mit den Werten, die mit ansteigenden Konzentrationen TNF-a
behandelt wurden im ungepaarten Student’s t-Test (*p<0.05).

Abb. 3.16 B stellt die konzentrationsabhangige Wirkung von TNF-a in Anwesenheit von
DLK-Wildtyp auf die Betazellapoptose dar. HIT-T15-Zellen wurden mit 2 uyg DLKwt oder
Bluescript transfiziert und mit 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml oder 300 ng/ml TNF-o. flr 48 h
inkubiert. Nur mit Bluescript transfizierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Caspase-3-
positiven Zellen wurden prozentual zur Gesamtzahl DLK-positiver Zellen dargestellt. Ab-
gebildet wurden Mittelwerte £ SEM aus drei Experimenten. Die basale Rate apoptotischer
Zellen in mit BS transfizierten Zellen betrug 2,09 + 0,12 %. Uberexpression von DLKwt
fUhrte zu einer Steigerung der Apoptoserate auf 32,68 + 1,87 % (p=0,00000002). Inkuba-
tion mit 1 ng/ml und 10 ng/ml TNF-a zusatzlich zur Anwesenheit von DLKwt erhéhte die
Anzahl apoptotischer Zellen auf 46,22 + 1,48 % (p=0,0002) bzw. 54,23 +1,23 %
(p=0,000002). In Anwesenheit von 100 ng/ml TNF-o. wurde die Apoptoserate in DLKwt-
positiven Zellen nicht weiter gesteigert. Behandlung mit 300 ng/ml TNF-a in Anwesenheit

von DLKwt fuhrte mit 39,43 + 2,6 % sogar zu weniger apoptotischen Betazellen.
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Abb. 3.16 B: Konzentrationsabhdngige Wirkung von TNF-a auf die Betazellapoptose
in Anwesenheit von DLK-Wildtyp. Immunfluoreszenz-Assay. Die HIT-T15-Zellen wur-
den mit 2 ug DLK-Wildtyp transfiziert und mit ansteigenden Konzentrationen TNF-a fiir die
Dauer von 48 h behandelt (0, 1, 10, 100, 300 ng/ml). Zur Kontrolle der basalen Apoptose-
rate dienten nur mit Bluescript behandelte Zellen, siehe schraffierte Flache. Die Anzahl
der fur fragmentierte Caspase-3 positiven Zellen wurde prozentual zur Gesamtzahl der
DLK-positiven Zellen dargestellt. Abgebildet wurden Mittelwerte + SEM aus drei Experi-
menten in Doppelbestimmung, pro Messpunkt wurden ca. 12.600 Zellen ausgezahlt.
*p<0.05: Vergleich der Werte ohne TNF-a-Behandlung mit den Werten, die mit anstei-
genden Konzentrationen TNF-a behandelt wurden (in Anwesenheit von DLKwt), *p<0,05:
Vergleich der BS- und mit DLKwt-Transfektion, ungepaarter Student’s t-Test.

3.5.4 Zeitabhangiger Effekt von TNF-a auf die Betazellapoptose in An- und
Abwesenheit von DLK

Abb. 3.17 A stellt die zeitabhangige Wirkung von TNF-a auf die Apoptose-Induktion in
HIT-T15-Zellen dar. In einer Zeitwirkungskurve wurden die Zellen flr 6 h, 12 h, 24 h oder
48 h mit 30 ng/ml TNF-a inkubiert. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Caspa-
se-3-positiven Zellen wurden als Prozent der Gesamtzahl ausgezahlter Zellen dargestellt.
Abgebildet wurden Mittelwerte + SEM aus drei Experimenten. Unbehandelt lag die Rate
Caspase-3-positiver Zellen bei 1,72 + 0,1 %. Durch Inkubation fir 6 h und 12 h stieg die
Anzahl der apoptotischen Zellen auf 3,40 + 0,15 % (p=0,000003) bzw. 5,19+ 0,18 %
(p=0,00000001). Auch die Behandlung Uber 24 h und 48 h mit TNF-a erhdhte die Apopto-
serate weiter auf 7,1+0,14 % (p=0,0000000001) bzw. maximal 8,1+ 0,29 %
(p=0,000000001).
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Abb. 3.17 B zeigt die zeitabhangige Wirkung von DLK-Wildtyp und TNF-a. Die mit DLKwt
transfizierten Zellen wurden flr ansteigende Inkubationszeiten (6, 12, 24, und 48 h) mit
30 ng/ml TNF-a behandelt. Zellen, die nicht mit TNF-a behandelt wurden, dienten als
Kontrolle. Die apoptotischen Zellen wurden in Prozent der Gesamtzahl DLK-transfizierter
Zellen als Mittelwerte £ SEM aus drei unabhangigen Experimenten abgebildet. Zur Be-
stimmung der basalen Apoptoserate wurden Zellen nur mit dem Leervektor Bluescript
transfiziert (siehe die schraffierte Flache in der Abbildung). Die basale Apoptoserate be-
trug 2,37 £ 0,19 %. Allein durch die Uberexpression von DLKwt erhohte sich die Anzahl
Caspase-3-positiver Zellen auf 43,69 + 2,45 % (p=0,0000000001). Inkubation mit TNF-a
Uber 6 h und 12 h steigerte die Anzahl apoptotischer Zellen auf 55,84 +2,14 %
(p=0,00007) bzw. 59,8 + 1,48 % (p=0,000002). Auch eine Stimulation mit TNF-a Uber
24h und 48 h erhdohte die Apoptoserate auf 69,3+22 (p=0,00000009) bzw.
76,99 £ 3,4 % (p=0,00000008).

S ¥
c
28t -
N *
(]
2
)

6 L -
S *
@
[<}]
[72]
S
adr % I
(&)
[}]
=
0
€2} -
Q
£
()]
©
L.

0 [l [l [l [l [l

0 6 12 24 48
Zeit [h]

Abb. 3.17 A: Zeitabhdangige Wirkung von TNF-a auf die Betazellapoptose. Immunfluo-
reszenz-Assay. Die HIT-T15-Zellen wurden Uber ansteigende Inkubationszeiten (6, 12,
24, 48 h) mit 30 ng/ml TNF-a behandelt. Die Anzahl der fir fragmentierte Caspase-3 posi-
tiven Zellen wurde in Prozent der Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen dargestellt. Abge-
bildet wurden Mittelwerte £+ SEM aus drei Experimenten in Doppelbestimmung, pro Mess-
punkt wurden ca. 12.600 Zellen ausgezahlt. Vergleich der Werte ohne TNF-a-Behandlung
mit den Werten, die Uber ansteigende Inkubationszeiten mit TNF-o behandelt wurden, im
ungepaarten Student’s t-Test (*p<0.05).
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Abb. 3.17 B: Zeitabhangige Wirkung von TNF-o. auf die Betazellapoptose in Anwe-
senheit von DLK-Wildtyp. Immunfluoreszenz-Assay. Die HIT-T15-Zellen wurden mit
2 ug DLKwt oder Bluescript transfiziert und tber ansteigende Inkubationszeiten (6, 12, 24,
48 h) mit 30 ng/ml TNF-a behandelt. Die Anzahl der fir fragmentierte Caspase-3 positiven
Zellen wurde in Prozent der Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen als Mittelwerte £+ SEM
aus drei Experimenten in Doppelbestimmung dargestellt. Pro Messpunkt wurden ca.
12.600 Zellen ausgezahlt. *p<0.05: Vergleich der Werte ohne TNF-a-Behandlung mit den
Werten, die Uber ansteigende Inkubationszeiten mit TNF-o. behandelt wurden (in Anwe-
senheit von DLKwt), *p<0,05: Vergleich der BS- und mit DLKwt-Transfektion, ungepaarter
Student’s t-Test.

3.5.5 Wirkung von DLK-Wildtyp und der Kinase-toten DLK-Mutante K185A

in An- und Abwesenheit von IL-1p auf das Betazelliiberleben

Die Wirkung von DLK-Wildtyp und der Kinase-toten DLK-Mutante K185A in An- und Ab-
wesenheit von IL-1B sollte verglichen werden. Im Immunfluoreszenz-Assay wurde die
Anzahl apoptotischer Zellen unter unterschiedlichen Bedingungen bestimmt. Die
HIT-T15-Zellen wurden mit DLKwt, DLKmut oder mit dem Leervektor Bluescript transfi-
ziert. Je Gruppe wurden die Zellen einer Mulde mit 10 ng/ml IL-1p flr 48 h behandelt, un-
behandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die apoptotischen Zellen wurden mit einem Anti-
korper gegen fragmentierte Caspase-3 und transfizierte DLK enthaltende Zellen mit einem
Antikoérper gegen das FLAG-Epitop der DLK dargestellt. Caspase-3-positive Zellen wur-
den als Prozent der Gesamtzahl DLK transfizierter Zellen bzw. als Prozent der Gesamt-
zahl ausgezahliter Zellen abgebildet. Wie in Abb. 3.18 dargestellt, erhdhte DLK-Wildtyp die
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Anzahl Caspase-3-positiver Zellen um das 13,31-Fache auf 20,63 + 2,04 % im Vergleich
zu nur mit BS behandelten Zellen. Die Kinase-tote DLK-Mutante K185A dagegen flihrte
nur zu einer Erhdhung der Anzahl apoptotischer Zellen um das 2,24-Fache auf
3,47 £ 0,86 %. Inkubation mit 10 ng/ml IL-1B in Anwesenheit von BS und DLKmut fiihrte
zu einer Zunahme Caspase-3-positiver Zellen um das 3,1-Fache auf 4,81 £ 0,32 %
(p=0,000002) bzw. um das 3,2-Fache auf 11,06 £ 0,45 % (p=0,00001). Die Anwesenheit
von DLK-Wildtyp und IL-1B in Betazellen flhrte zu einer deutlich Gberadditiven Erhdhung
der Anzahl apoptotischer Zellen im Vergleich zu nur mit DLKwt transfizierten oder nur mit

IL-1B stimulierten Zellen um 22,47 % auf 48,18 + 2,77 % (p=0,00001).

(=2
o

"3 Kontrolle b
B LB

A
o
T

'
o
]

20

10 |

Fragmentierte Caspase-3 positive Zellen [%)]
w
o

o

*
1

—Ill

BS DLKwt "DLKmut
Abb. 3.18: Wirkung von DLK-Wildtyp und DLK-Mutante K185A in An- und Abwesen-
heit von IL-1p auf die Betazellapoptose. Immunfluoreszenz-Assay. Mit 2 ug/Mulde BS,
DLKwt oder DLKmut transfizierte Zellen wurden wie angegeben mit 10 ng/ml IL-1 be-
handelt. Die Anzahl der fir fragmentierte Caspase-3 positiven Zellen ist in Relation zur
Gesamtzahl der DLK-positiven Zellen bzw. zur Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen dar-
gestellt. Abgebildet wurden Mittelwerte + SEM aus drei Experimenten in Doppelbestim-
mung, pro Messpunkt wurden ca. 12.600 Zellen ausgezahlt. *p<0.05, *p<0.05 Vergleich

zwischen BS- und DLKwt-Transfektion, $p<0.05 Vergleich zwischen DLKwt- und DLKmut-
Transfektion, ungepaarter Student’s t-Test.
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3.5.6 Konzentrationsabhangiger Effekt von IL-1p in An- und Abwesenheit
von DLK-Wildtyp auf die Betazellapoptose

Abb. 3.19 A zeigt die konzentrationsabhangige Wirkung von IL-1p auf die Betazellapopto-
se. HIT-T15-Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen IL-18 flr 48 h behandelt (1,
3, 10, 30, 100 und 300 ng/ml). Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Caspase-3-
positiven Zellen wurden prozentual zur Gesamtzahl ausgezahlter Zellen als Mittelwer-
te £ SEM aus drei Experimenten dargestellt.

Ohne IL-1B-Inkubation betrug die basale Apoptoserate 1,44 + 0,09 %. Bei Behandlung mit
1 ng/ml und 3 ng/ml IL-18 stieg die Anzahl der fur fragmentierte Caspase-3 positiven Zel-
len auf 2,72 +0,0,2 % (p=0,000006) bzw. 3,54 + 0,29 % (p=0,0000002). Auch die Be-
handlung mit 10 ng/ml oder 30 ng/ml IL-1p fuhrte zu einer weiteren Steigerung auf
5,47 + 0,3 % (p=0,0000000001) bzw. 7,42 + 0,63 % (p=0,0000000005). Inkubation mit
héheren Konzentrationen an IL-1p (100 ng/ml und 300 ng/ml) konnten keine weitere Er-
hoéhung der Anzahl apoptotischer Zellen hervorrufen.
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Abb. 3.19 A: Konzentrationsabhdngige Wirkung von IL-1p auf die Betazellapoptose.
Immunfluoreszenz-Assay. Die HIT-T15-Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen
IL-1pB flr 48 h behandelt (1, 3, 10, 30, 100, 300 ng/ml). Die Anzahl der fur fragmentierte
Caspase-3 positiven Zellen wurde in Prozent der Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen als
Mittelwerte £+ SEM aus drei Experimenten in Doppelbestimmung abgebildet, pro Mess-
punkt wurden ca. 12.600 Zellen ausgezahlt. Vergleich der Werte ohne IL-1p3-Behandlung
mit den Werten, die mit ansteigenden Konzentrationen IL-1p3 behandelt wurden im unge-
paarten Student’s t-Test (*p<0.05).
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Abb. 3.19 B stellt die konzentrationsabhangige Wirkung von IL-1B in Anwesenheit von
DLK-Wildtyp auf die Betazellapoptose dar. Mit 2 uyg DLKwt oder Bluescript transfizierte
Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen IL-1p fir 48 h behandelt (0,3, 3, 10 und
30 ng/ml). Nur mit Bluescript transfizierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Caspase-3-
positiven Zellen wurden in Relation zur Gesamtzahl DLK-positiver Zellen als Mittelwer-
te £ SEM aus drei Experimenten dargestellt. Die basale Rate apoptotischer Zellen in mit
Bluescript transfizierten Zellen betrug 1,65 + 0,14 %. Uberexpression von DLKwt fiihrte zu
einer Steigerung der Apoptoserate auf 36,37 £ 2,2 % (p=0,00000002). Inkubation mit
0,3 ng/ml und 3 ng/ml IL-1B zusatzlich zur Anwesenheit von DLKwt erhéhte die Anzahl
apoptotischer Zellen auf 43,46 + 2,73 % bzw. 49,72 + 5,94 % (p=0,00001). Auch die Be-
handlung mit 10 ng/ml und 30 ng/ml IL-13 in DLKwt-positiven Zellen konnte die Rate
fragmentierter Caspase-3-positiver Zellen mit 53,65+ 2,65 % (0,000000003) und
64,18 + 4,39 % (p=0,00000006) noch weiterhin steigern.
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Abb. 3.19 B: Konzentrationsabhdngige Wirkung von IL-1p auf die Betazellapoptose
in Anwesenheit von DLK-Wildtyp. Immunfluoreszenz-Assay. Die HIT-T15-Zellen wur-
den mit 2 uyg DLK-Wildtyp transfiziert und mit ansteigenden Konzentrationen IL-1 flr die
Dauer von 48 h behandelt (0,3, 3, 10 und 30 ng/ml). Zur Kontrolle der basalen Apoptose-
rate dienten nur mit Bluescript behandelte Zellen, siehe schraffierte Flache. Die Anzahl
der fur fragmentierte Caspase-3 positiven Zellen wurde prozentual zur Gesamtzahl der
DLK-positiven Zellen dargestellt. Abgebildet wurden Mittelwerte + SEM aus drei Experi-
menten in Doppelbestimmung, pro Messpunkt wurden ca. 12.600 Zellen ausgezahlt.
*p<0.05: Vergleich der Werte ohne IL-13-Behandlung mit den Werten, die mit ansteigen-
den Konzentrationen IL-1B behandelt wurden (in Anwesenheit von DLKwt), #p<0,05: Ver-
gleich der BS- und mit DLKwt-Transfektion, ungepaarter Student’s t-Test.
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3.5.7 Zeitabhangiger Effekt von IL-1p in An- und Abwesenheit von
DLK-Wildtyp auf die Betazellapoptose

Abb. 3.20 A zeigt die zeitabhdngige Wirkung von IL-13 auf die Betazellapoptose. In einer
Zeitwirkungskurve wurden die Zellen fur 12 h, 24 h, 48 h oder 72 h mit 10 ng/ml IL-1p in-
kubiert. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Caspase-3-positiven Zellen wur-
den prozentual zur Gesamtzahl ausgezahlter Zellen als Mittelwerte + SEM aus drei Expe-
rimenten dargestellt. Unbehandelt lag die Rate apoptotischer Zellen bei 1,47 + 0,19 %.
Durch Inkubation Uber 12 h und 24 h stieg die Anzahl Caspase-3-positiver Zellen auf
3,16 £ 0,53 % (p=0,02) bzw. 5,36 + 0,45 % (p=0,00004). Auch die Behandlung Uber 48 h
mit IL-1p erhdhte die Apoptoserate weiter auf 7,83 + 1,05 % (p=0,0004). Bei einer Inkuba-

tionszeit von 72h sank die Anzahl apoptotischer Zellen leicht auf 5,74 £+ 0,91 %
(p=0,002).
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Abb. 3.20 A: Zeitabhangige Wirkung von IL-1p auf die Betazellapoptose.
Immunfluoreszenz-Assay. Die HIT-T15-Zellen wurden Uber ansteigende Inkubationszeiten
(12, 24, 48, 72 h) mit 10 ng/ml IL-1p behandelt. Die Anzahl der fir fragmentierte Caspa-
se-3 positiven Zellen wurden in Prozent der Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen als Mit-
telwerte £ SEM aus drei Experimenten in Doppelbestimmung dargestellt, pro Messpunkt
wurden ca.12.600 Zellen ausgezahlt. Vergleich der Werte ohne IL-13-Behandlung mit den
Werten, die Uber ansteigende Inkubationszeiten mit IL-1p behandelt wurden, im unge-
paarten Student’s t-Test (*p<0.05).
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In Abb. 3.20 B ist die zeitabhangige Wirkung von DLK-Wildtyp und IL-1B dargestellt. Die
mit DLKwt transfizierten Zellen wurden fir ansteigende Inkubationszeiten (6, 12, 24, und
48 h) mit 10 ng/ml IL-1B behandelt. Zellen, die nicht mit IL-13 behandelt wurden, dienten
als Kontrolle. Die apoptotischen Zellen sind als Relation zur Gesamtzahl
DLK-transfizierter Zellen als Mittelwerte £ SEM aus drei unabhangigen Experimenten ab-
gebildet. Zur Bestimmung der basalen Apoptoserate wurden Zellen nur mit dem Leervek-
tor Bluescript transfiziert (siehe die schraffierte Flache in der Abbildung). Die basale Apop-
toserate betrug 1,41+ 0,12 %. Uberexpression von DLKwt allein erhdhte die Anzahl
Caspase-3-positiver Zellen auf 28,64 + 2,18% (p=0,0000002). Inkubation mit IL-13 Uber
6 h und 12 h steigerte die Anzahl apoptotischer Zellen auf 34,61 + 1,28 % (p=0,04) bzw.
47,12 + 3,32 % (p=0,0009). Auch eine Stimulation mit IL-13 Gber 24 h und 48 h erhdhte
die Apoptoserate auf 53,92 £ 5,95 (p=0,002) bzw. 61,38 + 2,13 % (p=0,0000008).
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Abb. 3.20 B: Zeitabhangige Wirkung von IL-1 auf die Betazellapoptose in Anwe-
senheit von DLK-Wildtyp. Immunfluoreszenz-Assay. Die HIT-T15-Zellen wurden mit
2 ug DLKwt oder Bluescript transient transfiziert und Uber ansteigende Inkubationszeiten
(6, 12, 24, 48 h) mit 10 ng/ml IL-1p behandelt. Die Anzahl der fur fragmentierte Caspase-3
positiven Zellen ist in Prozent der Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen als Mittelwer-
te + SEM aus drei Experimenten in Doppelbestimmung dargestellt, pro Messpunkt wurden
ca. 12.600 Zellen ausgezahlt. *p<0.05: Vergleich der Werte ohne IL-1B-Behandlung mit
den Werten, die Uber ansteigende Inkubationszeiten mit IL-13 behandelt wurden (in An-
wesenheit von DLKwt), *p<0,05: Vergleich der BS- und mit DLKwt-Transfektion, unge-
paarter Student’s t-Test.
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4. Diskussion

Die Inzidenz von Adipositas und Diabetes mellitus ist stark zunehmend (Stumvoll et al.
2005, Rathman et al. 2013). Zunehmende Adipositas fiihrt zu einer Insulinresistenz peri-
pherer Gewebe mit chronischer Hyperglykamie. Kompensatorisch entsteht eine Hypertro-
phie der pankreatischen Betazellen mit folgender Hyperinsulinamie. Eine entsprechende
genetische Pradisposition, kombiniert mit anhaltenden negativen Umweltfaktoren, kann
schlieBlich zu einer Dekompensation der Betazellen flihren. Es entsteht ein manifester
Diabetes mellitus (Rhodes 2005). Diabetes Typ 1 und 2 gemeinsam ist ein Verlust an
Funktion, vor allem der Insulinsekretion und Masse der Insulin-produzierenden Betazel-
len, der zum Ausbruch der Krankheit fiihrt. Trotz der unterschiedlichen Atiologie beider
Diabetesformen scheinen auf molekularer Ebene &ahnliche Signaltransduktionswege zu
einer Betazellschadigung zu fihren (Mandrup-Poulsen 2003).

Sowohl bei Typ 1- als auch bei Typ 2-Diabetes wird die funktionsfahige Betazellmasse
durch den Mechanismus der Apoptose reduziert. Ein vielversprechender Gegenspieler
dieser Apoptose ist der ubiquitar exprimierte betazellprotektive Transkriptionsfaktor
CREB. CREB reguliert die wichtigste Funktion der Betazellen, die Insulingentranskription,
und kann Betazellen vor einer Apoptoseinduktion schitzen (Jambal et al. 2003, Jhala et
al. 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der CREB-abhangigen
Gentranskription durch das Immunsuppressivum Cyclosporin A zum Entstehen eines
Posttransplantationsdiabetes beitragt (Oetjen et al. 2005, Plaumann et al. 2008). Die Re-
gulierung der transkriptionellen Aktivitat von CREB konnte ein wesentlicher Punkt im Ent-
stehen von Diabetes mellitus sein, CREB-hemmende Stimuli kénnten das Gleichgewicht
pro- und antiapoptotischer Signale verschieben. Die MAP3K DLK kann die CREB-
abhangige Gentranskription hemmen und zur Schadigung der Betazellen beitragen (Oet-
jen et al. 2006, Phu et al. 2011). Als MAP3K ist die DLK eine Ubergeordnete Kinase, die
unter anderem die MAPK JNK aktiviert. JNK reguliert die Zellproliferation, Zelldifferenzie-
rung und Apoptose von Zellen. Durch eine Signalvermittlung uber DLK und JNK kann in
Neuronen und auch in Betazellen eine Apoptose induziert werden (Xu et al. 2001, Oetjen
et al. 2006, Plaumann et al. 2008).

Bei beiden Diabetesformen zahlt die vermehrte Produktion proinflammatorischer Zytokine
wie TNF-o und IL-1B zu den betazellschadigenden Mechanismen. Durch eine Infiltration
der Langerhans’schen Inseln mit Makrophagen werden im Diabetes mellitus Typ 1 TNF-a
und IL-1B produziert. Bei Diabetes mellitus Typ 2 wird IL-13 bei Hyperglykdmie von Beta-
zellen und TNF-o bei Adipositas von Adipozyten sowie von Makrophagen vermehrt frei-
gesetzt (Hotamisligil et al. 1993, Maedler et al. 2002, Donath et al. 2003, Mandrup-
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Poulsen 2003). Uber Aktivierung von JNK kénnten TNF-o und IL-1B auch auf die DLK und
damit die CREB-abhangige Gentranskription einwirken (Ammendrup et al. 2000, Donath
et al. 2003, Abdelli et al. 2007).

In dieser Arbeit wurde daher die Wirkung von TNF-a und IL-1p auf die CREB-abhangige
Gentranskription und das Betazellliberleben untersucht und zudem, ob diese Wirkung
DLK-abhangig ist.

4.1 HIT-T15-Zellen sind ein geeignetes Modellsystem

Zur Untersuchung der Wirkung von TNF-a und IL-1p in Zusammenhang mit der DLK auf
das Betazelliiberleben wurde die Zelllinie HIT-T-15 fiir alle Experimente der vorliegenden
Arbeit verwendet. Um in diesem In vitro-System Funktion und Uberleben pankreatischer
Betazellen untersuchen zu kdnnen, ist es wichtig, dass die HIT-T15-Zellen in ihren Eigen-
schaften Betazellen aus primaren humanen Langerhans'schen Inseln stark ahneln.

Santerre et al. beschrieben 1981 erstmals die von ihnen entwickelte klonale pankreati-
sche Betazelllinie HIT-T15. Durch Transformation von pankreatischen Inselzellen des
Syrischen Goldhamsters mit dem Simian-Virus 40 entstand eine Insulin-produzierende
permanente Betazelllinie. HIT-T15-Zellen formen in Kultur aneinanderhaftende Multilayer,
womit sie Langerhans'schen Inseln morphologisch ahneln. Des Weiteren besitzen sie
membrangebundene sekretorische Granula und produzieren Proinsulin und Insulin. Insu-
lin aus HIT-T15-Zellen hat einen identisch Blutglukose senkenden Effekt wie ein Insulin-
Standard aus dem Schwein. Obwohl das in den HIT-T15-Zellen produzierte Insulin funkti-
onell mit Schweineinsulin identisch ist, wird insgesamt in der permanenten Zelllinie weni-
ger Insulin als im Ursprungsgewebe produziert. Zusatzlich variiert der Insulingehalt zwi-
schen verschiedenen Passagen und wird mit zunehmendem Passagealter weniger (San-
terre et al. 1981, Ashcroft et al. 1986). Daher wurden in allen Experimenten Zellen ahnli-
cher und relativ friiher Passagen (35 - 70) verwendet, um reproduzierbare Ergebnisse zu
erhalten. HIT-T15-Zellen sind wie Neuronen elektrisch erregbar und besitzen gut charak-
terisierte spannungsabhangige L-Typ-Calciumkanale (Keahey et al. 1989, Cook et al.
1991, Thomas und Pek 1992). Glukose ist der wichtigste physiologische Regulator der
Insulingentranskription und -sekretion. Glukose wird in die Betazellen aufgenommen und
metabolisiert, dabei entstent ATP, es kommt zu einer SchlieBung ATP-sensitiver
K*-Kanéle. Die daraus folgende Membrandepolarisation fihrt zum Calciumeinstrom Uber
spannungsabhangige L-Typ-Calciumkanale und Insulin wird per Exozytose aus Spei-
chergranula sezerniert (Cook et al. 1991). Dieser Mechanismus der Insulinsekretion ist
auch in HIT-T15-Zellen nachweisbar. Die Insulinsekretion kann wie in humanen Betazel-

len durch Glukose stimuliert und durch Somatostatin und Dexamethason gehemmt wer-
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den (Santerre et al. 1981). Zusatzlich ist die Insulinsekretion wie bei humanen Betazellen
abhangig von der extrazelluldren Calciumkonzentration (Ashcroft et al. 1986).

Aus pankreatischen Alpha-Zellen stammendes Glukagon sowie das intestinale Glucagon-
Like Peptide-1 (GLP-1) aus den L-Zellen des Dunndarms verstarken die Insulinsekretion
zusatzlich, dies wurde bisher nicht in HIT-T15-Zellen nachgewiesen (Holz und Habe-
ner 1992).

Eine etablierte Methode, den Mechanismus der Insulingentranskription und -sekretion
experimentell zu stimulieren, stellt die Behandlung der HIT-T15-Zellen mit Kaliumchlorid
(KCI) und Forskolin dar (Oetjen et al. 1994, 2003a, 2006, Schwaninger et al. 1995a, b).
Eine Erhéhung der extrazellularen KCI-Konzentration bewirkt Gber Membrandepolarisati-
on eine intrazellulare Calciumerhoéhung Uber die L-Typ-Calciumkanale (Thomas und Pek
1992). Forskolin fuhrt Uber Aktivierung der Adenylatcyclase zu vermehrter
cAMP-Produktion (Seamon et al. 1981).

Das humane Insulingen enthalt vier Kopien der CRE-Sequenz, und CREB kann an den
humanen Insulingenpromotor binden. Auch in HIT-T15-Zellen ist die Insulingentranskripti-
on abhangig von dem Transkriptionsfaktor CREB. Diese CRE-/CREB-abhangige
Gentranskription kann durch den zweiten Botenstoff cAMP sowie durch Membrandepola-
risation stimuliert werden und ist ausfihrlich charakterisiert. Die hemmende Wirkung von
CsA auf die stimulierte CREB-abhangige Gentranskription ist ebenfalls beschrieben
(Schwaninger et al. 1993a, b, ¢, 1995a, b, Eggers et al. 1998, Oetjen et al. 1994, 2003b,
2005, 2006). Des Weiteren konnte in HIT-T15-Zellen gezeigt werden, dass die Dual-
Leucine-Zipper-Bearing Kinase DLK Calcineurin-sensitiv ist und die durch Membrandepo-
larisation stimulierte CREB-abhangige Gentranskription hemmen kann (Oetjen et al. 2006,
Plaumann et al. 2008). Zusatzlich kann eine reproduzierbare Apoptoseinduktion in HIT-
T15-Zellen durch spezifische Calcineurin-Inhibitoren festgestellt werden. Dabei wird die
Apoptose durch Aktivierung der Caspase-Kaskade ausgeldst, es kann unter anderem
eine erhohte Aktivitat von Caspase-3 nachgewiesen werden. (Krautheim et al. 2000,
Plaumann et al. 2008).

Weiterhin sind in HIT-T15-Zellen Untersuchungen mit proinflammatorischen Zytokinen
durchgefiihrt worden. Durch TNF-a kann die basale und Glukose-stimulierte Insulinsekre-
tion und die Gentranskription von Proinsulin gehemmt werden (Tsiotra et al. 2001). IL-1p
kann Uber Induktion der Nitritoxidsynthase die Produktion von NO in HIT-T15-Zellen erho-
hen, was zu einer Schadigung der DNA fiihrt (Delaney et al. 1993, Chen et al. 2004). Ent-
sprechende Rezeptoren fir die Zytokine, der IL-1R1 und der TNF-R1, werden auf
pankreatischen Betazellen exprimiert (Mandrup-Poulsen 2003, Wajant et al. 2003).
Zusammengefasst besitzen HIT-T15-Zellen wichtige Eigenschaften humaner pankreati-

scher Betazellen. Sie produzieren Insulin, das Uber den physiologischen Mechanismus



Diskussion

der Membrandepolarisation freigesetzt wird. Die Insulinsekretion und Gentranskription
sind durch physiologische Stimuli regulierbar und ebenso wie die Signaltransduktion gut
charakterisiert. Auch der in dieser Arbeit untersuchte und fur das Betazelliberleben wich-
tige Transkriptionsfaktor CREB und die CREB-hemmende DLK wurden in HIT-T15-Zellen
untersucht. Weitere Vorteile in der Wahl dieser Zelllinie liegen darin begrindet, dass sich
die Zellen leicht kultivieren und transfizieren lassen. HIT-T15-Zellen weichen aber als Tu-
morzellen in ihren Eigenschaften betreffend Proliferation, Differenzierung und Apoptose-
regulation von normalen Betazellen ab. Zwar besteht auch physiologisch eine Plastizitat
der Betazellmasse mit Apoptoseinduktion und Umwandlung von bestimmten pankreati-
schen Gangepithelien zu Betazellen, dies ist aber von dem Mechanismus der Teilung in
einer transformierten Zelllinie zu differenzieren (Rhodes 2005). Des Weiteren stammt die
Zelllinie HIT-T15 von Betazellen eines Goldhamsters und nicht von humanen Zellen ab,
so dass sich die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse nur mit Vorsicht Ubertragen las-
sen.

Insgesamt stellt die pankreatische Betazelllinie HIT-T15 ein geeignetes Modellsystem zur
Untersuchung der Wirkung von TNF-a und IL-1p in Zusammenhang mit der DLK auf das

Betazelliberleben dar.

4.2 Hemmung der CRE-/CREB-abhangigen Gentranskription
durch TNF-a und IL-1p

Es konnte gezeigt werden, dass durch Inkubation mit TNF-a oder IL-13 die stimulierte
CRE-/CREB-abhangige Gentranskription gehemmt wird.

Der Transkriptionsfaktor cAMP-responsives-Element (CRE)-bindendes Protein (CREB) ist
fir Funktion und Uberleben von Betazellen wichtig. Die bedarfsgerechte Sekretion von
Insulin ist eine Hauptfunktion der Betazellen. CREB aktiviert die stimulierte Insulin-
gentranskription in Betazellen (Oetjen et al. 1994, 2003b). CREB-knockout-Mause werden
diabetisch und zeigen einen Betazellverlust durch Apoptose (Jhala et al. 2003). Uberex-
pression von CREB in MING-Zellen schitzt diese vor einer Zytokin-induzierten Apoptose
(Jambal et al. 2003). Die CREB-abhangige Gentranskription beeinflusst also sowohl die
Funktion als auch das Uberleben von Betazellen. CREB wird iber Membrandepolarisati-
on, intrazellulare Calciumerhéhung und Calcium-Calmodulin-abhangige Kinasen sowie
Uber Erhéhung des second Messengers cAMP und die Proteinkinase A phosphoryliert.
Nach der Phosphorylierung rekrutiert CREB als Homodimer die Koaktivatoren CBP und
TORC. Der CREB/CBP/TORC-Komplex kann an CRE-Motive in Genen binden und die
entsprechende Gentranskription vermitteln (Schwaninger et al. 1993a, ¢, Oetjen et al.
1994, 2003b).
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Die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1f werden bei Typ 1- und Typ 2-
Diabetes vermehrt produziert (Hotamisligil et al. 1995, Maedler et al. 2002, Donath et al.
2003, Mandrup-Poulsen 2003). Beide Zytokine tragen zur Verschlechterung von Funktion
und Uberleben der Betazellen und damit zur Entstehung von Diabetes mellitus bei.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Wirkung von TNF-a und IL-1p auf die CRE-
und CREB-abhangige Gentranskription im Luciferase-Reportergen-Assay untersucht.
Zuerst wurde der Effekt von TNF-a auf die stimulierte CRE-abhangige Gentranskription in
Betazellen untersucht. Als Stimuli der CRE-abhangigen Gentranskription dienen KCI zur
Imitation der Membrandepolarisation durch Glukose sowie Forskolin als Aquivalent einer
cAMP-Erhéhung durch GLP-1.

Wie Abbildung 3.3 zeigt, hemmt TNF-a signifikant die KCI-stimulierte CRE-abhangige
Gentranskription um maximal 83 % bei einer Konzentration von 100 ng/ml. Die Hemmung
ist konzentrationsabhangig und ab einer Konzentration von 10 ng/ml TNF-a signifikant. In
gleicher Konzentration zeigt TNF-o keinen signifikant hemmenden Effekt auf die durch
Forskolin stimulierte CRE-abhangige Gentranskription. AnschlieBend wurde der Effekt
von TNF-a auf die stimulierte CREB-abhangige Gentranskription untersucht (s. 3.2.2). Es
wurde die Funktion von transfiziertem CREB ohne Beeinflussung durch endogene CRE-
bindende Proteine untersucht. Die TNF-a. Wirkung ist ahnlich, ab einer Konzentration von
10 ng/ml zeigt TNF-a eine signifikante Hemmung der KCl-stimulierten CREB-abhangigen
Gentranskription um maximal 61%. Auch die CREB-abhangige und durch Forskolin stimu-
lierte Gentranskription wird durch TNF-a nicht signifikant gehemmt, nur die Hochstkon-
zentration von 300 ng/ml TNF-a zeigt eine leichte signifikante Hemmung (s. Abb. 3.4).
Durch TNF-a kann also die KClI-stimulierte CRE- und CREB-abhangige Gentranskription
in Betazellen signifikant gehemmt werden, nicht aber die Forskolin-stimulierte
Gentranskription.

Die im pradiabetischen Zustand vorliegende Hyperglykamie (Saltiel und Kahn 2001) kénn-
te zu einer vermehrten Aktivierung der CREB-abhangigen Gentranskription, auch der In-
sulingentranskription, fuhren (Oetjen et al. 2003a, b). Vermehrt produziertes und in Spei-
chervesikeln vorliegendes Insulin konnte die Glukosehomdostase (ber einen gewissen
Zeitraum stabilisieren. Durch die hier gezeigte TNF-o-vermittelte Hemmung der CREB-
abhangigen Gentranskription konnte dieses Gleichgewicht zu Gunsten einer weiteren
Dysregulation und Diabetesmanifestation verschoben werden.

Es wurde weiterhin der Effekt von IL-1p auf die stimuliete CREB-abhangige
Gentranskription untersucht (s. Abb. 3.7 A, B). Durch IL-1B8 konnte die KCI-stimulierte
CREB-abhangige Gentranskription in Konzentrationen ab 10 ng/ml IL-1B signifikant ge-

hemmt werden. Die durch Forskolin stimulierte CREB-abhangige Gentranskription konnte
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durch IL-1B ebenfalls ab einer Konzentration von 1 ng/ml signifikant gehemmt werden.
IL-1B kann also sowohl die KCI- als auch die Forskolin-stimulierte CREB-abhangige
Gentranskription hemmen, wahrend TNF-a nur die KCl-stimulierte Gentranskription hem-
men kann. Dies lasst folgern, dass beide Zytokine zu einer Funktionsschadigung der Be-
tazellen Uber Hemmung der CREB-abhangigen, betazellprotektiven Gentranskription fuh-
ren. IL-1B kann aber auch die Forskolin-stimulierte, also Uber erhéhtes cAMP und aktivier-
te Proteinkinase A vermittelte Gentranskription hemmen und daher mdoglicherweise noch
Uber andere Mechanismen zu einer Hemmung der transkriptionellen Aktivitdt von CREB
und damit einer Betazellschadigung fihren als TNF-a..

In der Untersuchung der unstimulierten CREB-abhangigen Gentranskription zeigen TNF-a.
und IL-1B ebenfalls eine unterschiedliche Wirkung. Unter unstimulierten Bedingungen
hemmt TNF-a in niedrigen Konzentrationen (1 ng/ml) signifikant die CREB-abhangige
Gentranskription um ca. 32 % und steigert sie dann in einem biphasisch wirkenden Ver-
lauf ab einer Konzentration von 10 ng/ml (s. Abb. 3.8 A). Durch IL-1p wird in niedrigen
Konzentrationen (1, 3 ng/ml) die unstimulierte CREB-abhangige Gentranskription stark
gesteigert um ca. 86 %, in hdheren Konzentrationen ab 10 ng/ml dann deutlich geringer
gesteigert (s. Abb. 3.8 B).

Der Vergleich des Effekts von TNF-a und IL-1p auf die unstimulierte und die stimulierte
CREB-abhangige Gentranskription zeigt folgendes: Trotz biphasischem Verlauf mit Hem-
mung und dann Steigerung der unstimulierten CREB-abhangigen Gentranskription
(s. Abb. 3.8 A) fihrt TNF-a zu einer kontinuierlich konzentrationsabhangig steigerbaren
Hemmung der KCl-stimulieten CREB-abhangigen Gentranskription (s. Abb. 3.4). Auch
IL-13 kann die unstimulierte CREB-abhangige Gentranskription deutlich steigern
(s. Abb. 3.8 B), in Zusammenhang mit Stimulation durch KCI oder Forskolin fuhrt IL-13
aber zu einer Hemmung (s. Abb. 3.7 A, B).

Der Transkriptionsfaktor CREB ist in pankreatischen Betazellen wichtig fir das Uberleben
und die Funktion, da es z.B. die Transkription des humanen Insulingens reguliert (Jhala et
al. 2003, Oetjen et al. 2003b). Die Inkubation mit TNF-o. und IL-18 hemmt die stimulierte
CREB-abhangige Gentranskription und wirkt so schadigend auf die Betazellen. Mogli-
cherweise konnen die Zytokine in geringen Konzentrationen Uber Steigerung der sonst
unstimulierten CREB-abhangigen Gentranskription eine protektive Gegenregulation in den
Betazellen vermitteln. Unter Annahme dieser Theorie kdnnte die Steigerung der unstimu-
lierten Gentranskription nicht ausreichend sein, den hemmenden Effekt héherer Konzent-
rationen von TNF-a und IL-1 auf die mit KCI bzw. Forskolin stimulierte Gentranskription

auszugleichen.
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4.3 Verstarkung der TNF-a-vermittelten Hemmung der CRE-

abhingigen Gentranskription durch Uberexpression von DLK

Die TNF-a-induzierte Hemmung der KClI-stimulierten, CRE-abhangigen Gentranskription
wird durch Uberexpression von Wildtyp-DLK verstarkt.

Wie oben beschrieben, kann TNF-a die KCl-stimulierte CRE- und CREB-abhangige
Gentranskription hemmen. Oetjen et al. zeigten 2006, dass die MAP3-Kinase DLK eben-
falls die KCl-stimulierte CREB-abhangige Gentranskription hemmt. Als MAP3K kann die
DLK untergeordnete MAP2K, z.B. MKK 4 und 7 und MAPK, z.B. JNK aktivieren, deren
Substrate Transkriptionsfaktoren sind (Nihalani et al. 2003). Sowohl TNF-a als auch IL-13
kénnen die untergeordnete MAPK JNK aktivieren (Donath et al. 2003). Moglicherweise
koénnte die Wirkung von TNF-a und IL-1B auf die CREB-abhangige Gentranskription der
Betazellen Uber die DLK als Signalweg vermittelt werden. So kénnten Uber die DLK wich-
tige Signale fiir die Funktion und das Uberleben von Betazellen vermittelt werden.

In dieser Arbeit wurde daher im Luciferase-Assay untersucht, welchen Effekt die DLK auf
die Wirkung von TNF-o auf die KClI-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription hat
(s. 3.2.5). Dazu wurden in die HIT-T15-Zellen Plasmide transfiziert, die zu einer Uberex-
pression von aktiver Wildtyp DLK (DLKwt), Kinase-toter DLK-Mutante K185A (DLKmut)
und als Kontrolle dem Leervektor Bluescript (BS) fuhren.

Zunachst wurde die Wirkung der transfizierten Plasmide auf die unstimulierte
Gentranskription verglichen (s. Tabelle 3.1). Durch Uberexpression von DLKwt kann die
unstimulierte CRE-abhangige Gentranskription gehemmt werden. Dagegen wird durch
Uberexpression der katalytisch inaktiven DLK-Mutante eine Steigerung der unstimulierten
Gentranskription ausgeldst. Diese Steigerung kénnte dadurch bedingt sein, dass durch
Bildung von Homodimeren mit der Kinase-toten DLK-Mutante auch ein Teil der endoge-
nen DLK nicht aktiviert werden kann. Die hemmende Wirkung der endogenen DLK auf die
CRE-abhangige Gentranskription wiirde so durch Uberexpression von DLKmut gehemmt.
Es wurde weiterhin der Effekt von DLKwt und der Kinase-toten DLK-Mutante auf die KCI-
stimulierte CRE-abhangige Gentranskription in Zusammenhang mit 30 ng/ml TNF-a, ver-
glichen (s. Abb. 3.5). Die KClI-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription liegt bei 388 %.
Sowohl durch die Uberexpression von DLKwt, als auch durch die Inkubation mit TNF-o.
ohne DLKwt-Uberexpression wird die CRE-abhangige Gentranskription auf 131 % bzw.
112 % signifikant gehemmt. Durch Einsatz von TNF-a und DLKwt zusammen wird die
Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription weiter signifikant verstarkt auf 53 %.
Sowohl TNF-a als auch die DLK koénnen allein die transkriptionelle Aktivitat von

CRE/CREB hemmen, und scheinen sich gegenseitig in dieser Hemmung zu verstarken.
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Die Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription durch TNF-a kénnte also Uber die
DLK vermittelt werden.

Trotz Uberexpression der inaktiven Mutante DLKmut wird durch TNF-o. eine Hemmung
der stimulierten CRE-abhangigen Gentranskription von 220 % auf 56 % vermittelt. Unter
der Vorstellung, dass die Wirkung von TNF-o Uber die DLK vermittelt wird, kénnte man
erwarten, dass TNF-a in Anwesenheit der Kinase-toten DLKmut zu einer weniger starken
Hemmung filhren wirde. Dies trifft aber bei Uberexpression der Kinase-toten Mutante
DLKmut nicht zu. In einem weiteren Luciferase-Assay wurde daher die Wirkung von
TNF-a auf die KCl-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription in Anwesenheit von
Bluescript oder der Kinase-toten DLK-Mutante verglichen (s. Abb. 3.6). TNF-a kann so-
wohl in Anwesenheit von Bluescript als auch DLKmut konzentrationsabhangig die KCI-
stimulierte CRE-abhangige Gentranskription hemmen. Eine moégliche Erklarung, warum
die Wirkung von TNF-a so gering durch die transfizierten Plasmide beeinflusst wird, ist,
dass die Transfektion mittels der DEAE-Dextran Methode durchgeflhrt wurde. In Experi-
menten der Arbeitsgruppe konnte eine Transfektionseffizienz von 5 % der behandelten
Zellen erreicht werden. In den Ubrigen Zellen kdnnte noch genug endogene DLK vorhan-
den sein, um die durch TNF-a induzierte Hemmung der transkriptionellen Aktivitat von
CREB zu vermitteln. Wahrscheinlich erscheint, dass die Wirkung von TNF-a auf die CRE-
abhangige Gentranskription durch die in den Betazellen verbleibende endogene DLK zu-
satzlich zu der durch Transfektion Uberexprimierten DLKwt vermittelt werden kann. Wei-
terhin konnte die DLK-Mutante bei geringer Transfektionseffizienz auch als Protein nicht
ausreichend exprimiert worden sein. Dazu passt, dass einerseits die Wirkung von TNF-o
in Kombination mit Uberexprimierter Wildtyp-DLK stérker ist, als die Wirkung von TNF-a
und DLKwt allein, und andererseits die Wirkung durch TNF-o trotz Uberexpression von
DLKmut nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zur Uberexpression des Leervektors
Bluescript ist.

Die Uberexpression von aktiver DLKwt und inaktiver DLKmut kann daher nur darauf hin-
weisen, aber nicht klaren, ob die TNF-a-induzierte Hemmung der transkriptionellen Aktivi-
tat von CREB Uber die DLK, oder Uber einen zum Teil von der DLK unabhangigen Me-
chanismus vermittelt wird. Um zu dies weiter zu klaren, wurde in den Betazellen zuséatz-

lich die endogene DLK mittels siRNA verringert.
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4.4 Beteiligung der DLK an der TNF-a- und IL-1B-vermittelten

Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription

Durch den Einsatz von siRNA gegen die DLK konnte die endogene DLK der HIT-T15-
Zellen vermindert werden. Durch Verringerung der endogenen DLK kann die Hemmung
der CRE-abhangigen Gentranskription durch TNF-a signifikant und durch IL-1p teilweise
signifikant aufgehoben werden.

Es sollte untersucht werden, ob die Wirkung der Zytokine auf die transkriptionelle Aktivitat
von CREB uber die MAP3K DLK vermittelt wird.

Es konnte gezeigt werden, dass endogene DLK in HIT-T15-Zellen vorhanden ist. Vorheri-
ge Untersuchungen zeigten die Existenz von DLK in HIT-T15-Zellen mittels Immunblot-
Analyse und Reverse-Transkriptase-PCR. Zusatzlich konnte die DLK mittels Immunfluo-
reszenz in primaren Inseln der Maus nachgewiesen werden (Oetjen et al. 2006, Plau-
mann et al. 2008).

In der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die DLK in unstimulierten Zellen peri-
nuklear im Zytosol lokalisiert zu sein scheint. Durch die Zytokine TNF-o und IL-1p kdnnte
eine vermehrte Translokation der DLK in den Nucleus vermittelt werden (Wallbach 2010).
Als Transkriptionsfaktor entfaltet CREB seine Wirkung ebenfalls im Zellkern. Da durch die
DLK die stimulierte CREB-abhangige Gentranskription gehemmt werden kann (Oetjen et
al. 2006), koénnte die Wirkung der Zytokine auf die CREB-abhangige Gentranskription
Uber die DLK vermittelt werden.

Wie oben beschrieben, kann durch TNF-o und IL-1p die CREB-abhangige Gentranskripti-
on gehemmt werden. Dabei scheint die Uberexpression von aktiver DLK die Wirkung von
TNF-o zu verstarken. Bei Uberexpression einer katalytisch inaktiven Mutante konnte aber
keine signifikante Reduktion der durch TNF-a ausgelésten Hemmung auf CREB gezeigt
werden.

Ursachlich dafur scheint die geringe Transfektionseffizienz mittels DEAE-Dextran von 5 %
zu sein, so dass die TNF-o Wirkung uber die verbleibende Menge an endogener DLK
vermittelt werden konnte. In Ermangelung eines gewebespezifischen DLK-Inhibitors wur-
de der Gehalt an endogener DLK durch den Einsatz von siRNA in den HIT-T15-Zellen
starker reduziert. Wie in vorausgehenden Experimenten der Arbeitsgruppe gezeigt wer-
den konnte, flhrt der Einsatz von siRNA gegen Wildtyp-DLK zu einer Reduktion der en-
dogenen DLK um ca. 50 %. Doppelstrangige RNA, die Gber RNA-Interferenz die endoge-
ne homologe mRNA vermindert, wurde erstmals 1998 von Fire et al. beschrieben. Kinst-
lich hergestellte Small interference RNA (siRNA) besteht aus 21-23 Basenpaaren dop-
pelstrangiger RNA, deren Basen-Sequenz homolog zu einem Abschnitt der ausgewahlten

mRNA ist. In eine Zelle transfizierte doppelstrangige siRNA kann an den Antisense-
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siRNA-Strang der homologen Sequenz der mRNA des Zielgens binden und diese degra-
dieren. Durch Verminderung der mRNA werden auch die Proteinbiosynthese und damit
die Menge des in der Zelle vorliegenden Proteins vermindert. Uber den Einsatz von
siRNA ist also mittels verminderter Synthese die spezifische Hemmung eines Proteins
maoglich (Tuschl und Borkhardt 2002, Ozpolat et al. 2010).

Es wurde eine siRNA gegen die Wildtyp-DLK und als Negativkontrolle eine unspezifische
nichtkodierende siRNA (non-siRNA) im Luciferase-Assay eingesetzt. Zusatzlich wurde
das Luciferase-Reportergen-Plasmid p4xSomCRET81Luc (pSomCRE) transfiziert, an das
endogene CRE-bindende Proteine binden kénnen, um zu untersuchen, welche Wirkung
die Verminderung endogener DLK auf die Wirkung von TNF-a oder IL-18 auf die stimulier-
te CRE-abhangige Gentranskription hat.

Zunachst wurde der Effekt der DLK auf die TNF-a-vermittelte Wirkung untersucht. In An-
wesenheit von unspezifischer siRNA kann durch Inkubation mit 10 ng/ml TNF-o die KCI-
stimulierte CRE-abhangige Gentranskription um 41 % gehemmt werden (s. Abb. 3.9 A).
Die Reduktion der endogenen DLK durch siRNA gegen DLK flhrt zu einer signifikanten
Verminderung um 15 % der TNF-a-vermittelten Hemmung der KCl-stimulierten CRE-
abhangigen Gentranskription.

Weiterhin wurde untersucht, ob die DLK an der TNF-a-induzierten Wirkung auf die
Forskolin-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription beteiligt ist (s. Abb. 3.9 B). Durch
TNF-o wird auch die Forskolin-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription gehemmt.
Einsatz von siRNA gegen DLK fihrt zu einer um 31 % signifikant reduzierten Hemmung
der Forskolin-stimulierten CRE-abhangigen Gentranskription durch TNF-a.

Das heif’t, durch eine Verminderung der endogenen DLK in Betazellen mittels siRNA
kann ein signifikanter Teil der TNF-a-vermittelten Hemmung sowohl der durch KCI als
auch der durch Forskolin stimulierten CRE-abhangigen Gentranskription aufgehoben
werden. Die durch das Zytokin TNF-o induzierte Hemmung der CRE-abhangigen
Gentranskription scheint zu einem signifikanten Teil Uber die DLK vermittelt zu werden.
Auch der Effekt der DLK auf die Wirkung von IL-13 wurde untersucht (s. Abb. 3.10 A, B).
In Anwesenheit von unspezifischer siRNA fuhren 10 ng/ml IL-1 zu einer signifikanten
Hemmung der durch KCI und Forskolin stimulierten CRE-abhangigen Gentranskription um
41 % bzw. 48 %. Eine Reduktion der endogenen DLK durch siRNA hat folgenden Effekt:
Die durch IL-1B vermittelte Hemmung der KCI-stimulierten CRE-abhangigen Gen-
transkription wird um 20 % vermindert, ist aber nicht signifikant. Die IL-1B-induzierte
Hemmung der Forskolin-stimulierten CRE-abhangigen Gentranskription wird signifikant
um 37 % vermindert. Durch die Reduktion der endogenen DLK mittels siRNA wird auch

die IL-1p-vermittelte Hemmung der KCI- und Forskolin-stimulierten CRE-abhangigen
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Gentranskription zum Teil aufgehoben, dies ist aber nur bei Forskolin signifikant, bei Sti-
mulation der CRE-abhangigen Gentranskription durch KCI nur ein Trend.

Die TNF-a- und IL-1B-vermittelte Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription kann
durch Verminderung des DLK-Gehalts der Betazellen zu einem signifikanten Teil aufge-
hoben werden. Dies spricht dafuir, dass die Wirkung von TNF-a und IL-1p auf die Betazel-
len von der DLK abhangig sein kdnnte. Dabei ist der Effekt der verminderten DLK auf die
durch TNF-a induzierte CREB-Hemmung sowohl nach Stimulation mit KCI als auch mit
Forskolin signifikant, auf die durch IL-1p induzierte CREB-Hemmung nur nach Stimulation
mit Forskolin signifikant.

Die durch TNF-a vermittelte CREB-Hemmung scheint also zu einem grof3eren Anteil Gber
die DLK vermittelt zu sein als die IL-1B-vermittelte CREB-Hemmung. Da CREB fir das
Betazelllberleben wichtig ist, kdnnte nicht nur die Wirkung der Zytokine auf die CREB-
abhangige Gentranskription, sondern auch die Wirkung auf den Betazelltod Gber die DLK
vermittelt sein. Interessant ist, in wie weit ein unterschiedlicher Effekt der DLK in der Ver-

mittlung der Wirkung von TNF-o und IL-1p vorliegt.

4.5 TNF-a-und IL-1B-induzierter Betazelltod

Bisher wurden die Ergebnisse betreffend der Wirkung der Zytokine TNF-o und IL-18 auf
die Hemmung der CRE-/CREB-abhangigen Gentranskription und damit auf die Betazell-
funktion diskutiert. Ob die Krankheit Diabetes mellitus manifest wird, hangt nicht nur von
der Funktion, sondern auch von der verbleibenden Betazellmasse ab (Maedler und Do-
nath 2004). Im Folgenden sollen daher die Untersuchungen dieser Arbeit zum Effekt von
TNF-a und IL-1p auf das Uberleben bzw. den Tod der Betazellen dargestellt werden.

Mit Hilfe des MTT-Tests konnte der Einfluss von TNF-a und IL-1$ auf die generelle Zellvi-
talitat dargestellt werden. Es konnte gezeigt werden, dass Behandlung mit TNF-o Uber
ansteigende Inkubationszeiten und in ansteigenden Konzentrationen zu einer signifikan-
ten Reduktion der Betazellmasse flhrt (s. Abb. 3.11 A, B). Auch durch IL-1 kann zeit-
und konzentrationsabhangig eine signifikante Verminderung der Uberlebenden Betazellen
ausgeldst werden (s. Abb. 3.12 A, B).

Sowohl TNF-a als auch IL-1p kénnen zeit- und konzentrationsabhangig einen signifikan-
ten Betazelltod induzieren. Dabei fuhrt IL-1B zu einer starkeren Reduktion der Betazell-
masse als TNF-a. Durch TNF-a wird die Zellvitalitdt dagegen schon fruher signifikant
vermindert als durch IL-1B. IL-1p reduziert die Betazellmasse also starker, zeigt diesen

Effekt aber erst nach langerer Inkubation als TNF-a. Dies kdnnte daraufhin deuten, dass
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TNF-a und IL-1pB unterschiedlich stark oder zum Teil Uber unterschiedliche Mechanismen

auf die Betazellen wirken konnten.

4.6 Wirkung der DLK auf die Cyclosporin A-vermittelte

Betazellapoptose

Uber die DLK wird eine Betazellapoptose induziert, die durch Cyclosporin A verstarkt
werden kann. Die DLK kénnte daher flr unterschiedliche Stimuli, z.B. auch flr proinflam-
matorische Zytokine, eine zentrale Rolle in der Apoptoseinduktion von Betazellen ein-
nehmen.

Bei Einsatz des Immunsuppressivums Cyclosporin A (CsA) nach Organtransplantationen
kann als Nebenwirkung ein Posttransplantationsdiabetes auftreten. Dieser beruht auf ei-
ner verminderten Insulinsekretion und Apoptose von Betazellen (Penfornis und Kury-
Paulin 2006, Vincenti et al. 2007). Es gibt Anzeichen, dass die CsA-induzierte Betazell-
schadigung DLK-abhangig ist (Plaumann et al. 2008).

In der dieser Dissertation vorausgehenden Arbeit in der Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass CsA die enzymatische Aktivitat der DLK stimuliert und CsA bei Anwesenheit
der DLK eine erhdhte Apoptose von Betazellen ausldst (Plaumann 2007, Plaumann et al.
2008). Zur Vervollstandigung der Ergebnisse wurde in dieser Arbeit die Wirkung verschie-
dener Konzentrationen CsA bei Uberexpression der DLK auf die Apoptose von Betazellen
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die durch Uberexpression von DLK erhéh-
te Betazellapoptoserate durch CsA konzentrationsabhangig signifikant erhéht wird
(s. Abb. 3.14).

Die schadigende Wirkung von CsA auf die Betazellen scheint also auch Uber die DLK
vermittelt zu werden. CsA wirkt iber Hemmung der Phosphatase Calcineurin (Schreiber
und Crabtree 1992) und kann die betazellprotektive stimulierte CRE-abhangige
Gentranskription hemmen (Oetjen et al. 2003b). Auch die MAP3-Kinase DLK kann die
CREB-abhangige Gentranskription hemmen (Oetjen et al. 2006). Die DLK ist aktiv in ihrer
Form als phosphoryliertes Homodimer und wird durch Dephosphorylierung inaktiviert.
Durch Calcineurin scheint die DLK dephosphoryliert zu werden (Mata et al. 1996, Oetjen
et al. 2006).

Die in Abb. 3.14 gezeigte Verstarkung der DLK-Wirkung durch CsA koénnte also durch
eine Calcineurin-Hemmung und dadurch verminderte Dephosphorylierung und verminder-
te Inaktivierung der DLK vermittelt sein. So Iage mehr aktive DLK vor, die unter anderem
Uber Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription zu einer Betazellapoptose bei-

tragen kdnnte. Obwohl CsA zu einem Posttransplantationsdiabetes fihren kann, kdénnte
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der Mechanismus der Apoptoseinduktion durch verstarkte DLK-Wirkung als konvergie-
render Signalweg fur verschiedene Mediatoren auch wichtig fur das Entstehen von Diabe-
tes mellitus Typ 1 und 2 sein. Daher wurde unabhangig vom Posttransplantationsdiabetes
die Wirkung der DLK in Zusammenhang mit den bei Diabetes mellitus Typ 1 und 2 erh6h-
ten proinflammatorischen Zytokinen TNF-a und IL-1B auf die Betazellapoptose unter-

sucht.

4.7 Wirkung von TNF-a und IL-1p in Abhangigkeit von der DLK

auf die Betazellapoptose

Durch TNF-a und IL-1B kann jeweils eine signifikante Betazellapoptose ausgeldst werden.
Uberexpression der DLK verstarkt die TNF-a- und IL-1p-vermittelte Betazellapoptose in
Abhangigkeit von der enzymatischen Aktivitdt. Die TNF-a-vermittelte Betazellapoptose
wird dabei zu einem gréReren Teil Uber die DLK vermittelt als die IL-1p-induzierte Apopto-
se.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch TNF-o und IL-1p ein signifikanter Be-
tazelltod ausgeldst werden kann, die Form des Betazelltodes im MTT-Vitalitatstest ist aber
unspezifisch (s. 4.6). Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 sind durch eine spezifische Form
des Zelltodes, die Apoptose, gekennzeichnet. Bei Typ 2-Diabetikern ist die Apoptoserate
der Betazellen um das 3- bis 10-Fache erhdht und auch bei Diabetes Typ 1 scheint die
Apoptose zur Zerstérung der Betazellen zu fiihren (Mandrup-Poulsen 2001, Mathis et al.
2001, Butler et al. 2003). Daher wurde untersucht, ob TNF-a und IL-1B nicht nur einen
unspezifischen Zelltod, sondern auch eine Apoptose von Betazellen auslésen kénnen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der CREB-abhangigen
Gentranskription durch TNF-o und IL-1f3 in Betazellen durch die DLK verstarkt wird und
zum Teil abhangig von der DLK ist.

Vielversprechend erscheint, dass die Wirkung von TNF-a. und IL-13 nicht nur auf die
Funktion, sondern auch auf die Apoptose von Betazellen Gber die DLK als zentrales Mo-

lekdl vermittelt werden kénnte, daher wurde die Betazellapoptose weiter untersucht.

4.7.1 Effekt von einzeln eingesetzem TNF-a , IL-1p sowie liberexprimierter
DLK auf die Betazellapoptose
Die Experimente wurden mittels eines Doppel-Immunfluoreszenz-Assays durchgefiihrt,

d.h. mit primaren Antikérpern, die an die ausgesuchten Strukturen in der Zelle binden

konnten und entsprechenden sekundaren Antikdrpern zur Darstellung Uber griine oder
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rote Fluoreszenz. Zur Untersuchung der Apoptose wurden Antikérper gegen das grolle
Fragment aktivierter Caspase-3 eingesetzt. Caspase-3 wird bei Aktivierung fragmentiert
und bildet in der Endstrecke der Apoptose einen ,Punkt ohne Wiederkehr (Pop und Sal-
vesen 2009). So konnten die apoptotischen Zellen sicher identifiziert werden. Zusétzlich
konnte sowohl die Uberexprimierte Wildtyp-DLK als auch die inaktive DLK-Mutante durch
Antikorper in den Betazellen dargestellt werden. So konnte die Wirkung tberexprimierter
DLK auf die Apoptose in einzelnen Zellen genau untersucht werden.

Es wurde in pankreatischen Betazellen der Effekt der proinflammatorischen Zytokine
TNF-o und IL-1p auf das Betazellliberleben untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass TNF-a und IL-1p jeweils allein eine signifikante Betazellapoptose auslésen. Behand-
lung mit TNF-a fuhrt konzentrations- und zeitabhangig zu einer signifikanten Steigerung
der Apoptose auf maximal 10 % (s. Abb. 3.16 A, 3.17 A). Auch Behandlung mit IL-18 in-
duziert zeit- und konzentrationsabhangig eine signifikante Betazellapoptose von max. 8 %
(s. Abb. 3.19 A, 3.20 A).

Jambal et al. zeigten 2003, dass die Behandlung mit einer Zytokinmischung aus TNF-q,
IL-1B und IFNy eine Apoptose von Betazellen ausldsen kann. In den Experimenten dieser
Arbeit kann schon die Behandlung der Betazellen mit den einzelnen Zytokinen TNF-a
oder IL-1B eine signifikante Apoptose auslésen. Die Konzentration der eingesetzten Zyto-
kine ist in unseren Experimenten hdher als im menschlichen Kérper. Im Immunfluores-
zenz-Assay induziert Behandlung mit TNF-o ab 10 ng/ml eine signifikante Betazellapop-
tose, durch Uberexpression von DLK schon ab 1 ng/ml. TNF-a kann lokal in einer Kon-
zentration von 5,8 pg/Insel in humanen Langerhans’schen Inseln, und 81 pg/mg in huma-
nem Fettgewebe nachgewiesen werden. Systemisch zirkulierendes TNF-a kann in einer
Konzentration von 5,1 pg/ml bei adipdsen Patienten und 86 pg/ml in einem adipdsen
Mausmodell nachgewiesen werden (Hotamisligil et al. 1993, Hotamisligil et al. 1995,
Maedler et al. 2002). Eine eingesetzte Konzentration von 1 ng/ml TNF-a. bedeutet also
das 12-Fache der TNF-a Konzentration im Fettgewebe und das 200-Fache der Konzent-
ration in Langerhans’schen Inseln. Inkubation mit IL-18 kann in Konzentrationen von
1 ng/ml allein und 0,3 ng/ml bei Uberexpression von DLK eine signifikante Betazellapop-
tose auslésen. In humanen Inseln kann eine IL-13 Konzentration von 0,2 pg/Insel bei
normalen Glukosewerten und 0,6 pg/Insel bei Hyperglykdmie gemessen werden (Maed-
ler et al. 2002). Die eingesetzte Konzentration von 0,3 ng/ml IL-1p betragt also mindes-
tens das 500-Fache der in vivo nachgewiesenen Konzentration. Auch andere Arbeits-
gruppen setzen in vitro vergleichbar héhere Zytokinkonzentrationen, z.B. 10 ng/ml TNF-a
bzw. 2 oder 10 ng/ml IL-1B, ein (Jambal et al. 2003, Abdelli et al. 2007). Die Zytokine

TNF-a und IL-1B kénnten daher im menschlichen Kérper mdglicherweise in anderen Kon-
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zentrationen, bzw. nicht allein, sondern synergistisch zusammen wirkend, zu einer Beta-
zellapoptose beitragen. Zusatzlich kénnten die Zytokine auch parakrin direkt auf umge-
bende Zellen wirken, dies kdnnte mdglicherweise die niedrigeren Konzentrationen im
menschlichen Korper erklaren.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch Uberexpression der MAP3-Kinase DLK
auch ohne Zytokin-Behandlung eine signifikante Betazellapoptose ausgeldst wird, wah-
rend die Uberexpression der Kinase-toten Mutante K185A der DLK nicht zu einer signifi-
kant erhohten Betazellapoptose fuhrt (Plaumann et al. 2008). Die Apoptoseinduktion
durch die DLK scheint also abhangig von der enzymatischen Aktivitat zu sein. Eine mdgli-
che Erklarung, wie die alleinige Uberexpression von DLK ohne weitere Stimulation zur
Aktivierung der MAP3K flihren koénnte, liegt in der Aktivierung durch Autophosphorylie-
rung.

Die Kinase-tote Mutante K185A der DLK kann Dimere bilden, kann aber folgend nicht
phosphoryliert werden und ist daher inaktiv (Mata et al. 1996, Nihalani et al. 2000). Die
DLK liegt in Ruhe als inaktives Monomer an das Protein JIP (JNK-Interacting-Protein)
gebunden vor (Nihalani et al. 2001). Durch Uberexpression von DLK kénnten in den Beta-
zellen mehr DLK- als JIP-Molekile vorliegen, so dass ein Teil der Uberexprimierten DLK
ungebunden bleiben und sich Uber Dimerisierung und Autophosphorylierung selbst akti-
vieren konnte. Aktive DLK kénnte Uber Aktivierung der MAPK JNK und Hemmung der
CREB-abhangigen Gentranskription die oben beschriebene Betazellapoptose vermitteln.
Diese Theorie passt zu der Erkenntnis, dass Uberexpression von Wildtyp DLK in
Fibroblasten-Zelllinien zu Autophosphorylierung und in der Folge zur Aktivierung von JNK
fuhrt (Fan et al. 1996, Mata et al. 1996, Nihalani et al. 2000).

4.7.2 Die unterschiedliche Vermittlung der TNF-a- und IL-1B-induzierten
Betazellapoptose in Abhangigkeit von der DLK

Die durch die proinflammatorischen Zytokine TNF-a. und IL-1p induzierte Betazellapopto-
se kann durch die DLK um ein Vielfaches gesteigert werden. Die DLK kénnte einen ge-
meinsamen Signalweg fur die durch TNF-a bzw. IL-1p vermittelten Effekte darstellen. Wie
in Abbildung 3.15 gezeigt, kann die TNF-a-induzierte Betazellapoptose durch Uberex-
pression von DLK auf maximal 62 % gesteigert werden. Das entspricht einer 36-Fachen
Steigerung der basalen Apoptoserate und einer Uberadditiven Steigerung um das 8-Fache
im Vergleich zur Apoptoseinduktion von TNF-a allein. In Anwesenheit der Kinase-toten
Mutante, die auch einen Teil der endogenen DLK durch Bildung von Dimeren inaktivieren
koénnte, kann durch TNF-o keine signifikante Apoptose ausgelost werden. Die TNF-a-

induzierte Betazellapoptose scheint also zu einem grof3en Teil Uiber die DLK vermittelt zu
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werden und abhangig von der enzymatischen Aktivitat der DLK zu sein, denn Uberex-
pression der Kinase-toten Mutante vermindert die TNF-a-induzierte Apoptose signifikant.
Die IL-1B-induzierte Betazellapoptose wird ebenfalls durch Uberexpression der DLK (iber-
additiv auf maximal 48 % gesteigert, das 31-Fache der basalen Apoptoserate und die 10-
Fache Apoptoserate im Vergleich zum IL-1p Effekt allein (s. Abb. 3.18). Im Gegensatz zu
TNF-a flhrt Inkubation mit IL-1p aber auch in Anwesenheit der Kinase-toten DLK-Mutante
zu einer signifikanten Apoptose, die dabei niedriger als in Anwesenheit von Uberexprimier-
ter, enzymatisch aktiver DLK ist. Die IL-1B-induzierte Betazellapoptose scheint, wie bei
TNF-a, Uber die DLK verstarkt zu werden. Durch IL-13 kann aber auch bei Uberexpressi-
on der Kinase-toten DLK-Mutante eine signifikante Apoptose ausgeldst werden. Dies
spricht dafur, dass die Wirkung von IL-1 nur zum Teil Uber die DLK und zusétzlich noch
Uber andere Mechanismen vermittelt werden kdnnte. Dies kdnnte sowohl die Wirkung von
IL-1p auf die CREB-abhangige Gentranskription als auch auf die Induktion einer Betazel-
lapoptose betreffen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass TNF-a und IL-1p eine Betazellapoptose auslésen, die
durch Uberexpression von DLK (iberadditiv gesteigert werden kann. Die DLK kénnte tber
den im Folgenden beschriebenen Signalweg zur Verstarkung der Zytokin-induzierten
Apoptose fuhren. Als MAP3-Kinase aktiviert die DLK Uber die MAP2-Kinasen MKK4 und
MKK7 die MAP-Kinase JNK (Handley et al. 2007). Durch TNF-a und IL-18 kann JNK
ebenfalls aktiviert werden (Abdelli et al. 2007, Hirosumi et al. 2002). Unter basalen Bedin-
gungen ist DLK an das Adapterprotein JIP gebunden. Durch Stimulation von JNK wird JIP
phosphoryliert und die DLK wird freigesetzt und aktiviert. Durch aktivierte DLK kann Gber
den MAPK-Signalweg wieder JNK aktiviert werden (Nihalani et al. 2001, 2003). Die ge-
genseitige Aktivierung der Kinasen DLK und JNK bildet einen sich selbst verstarkenden
Regelkreis (Xu et al. 2005). Die in dieser Arbeit gezeigte Verstarkung der TNF-o- und
IL-1B-induzierten Betazellapoptose durch die DLK konnte Uber diesen Mechanismus ver-
mittelt werden, indem TNF-a und IL-1p JNK stimulieren, JNK die DLK aktiviert, die wie-
derum JNK aktiviert.

Uber die DLK kénnte die in dieser Arbeit gezeigte Zytokin-induzierte Hemmung der
transkriptionellen Aktivitat von CREB auch zur Apoptoseinduktion beitragen. Durch die
DLK kann die stimulierte CREB-abhangige Gentranskription gehemmt werden, vermutlich
Uber Regulierung der CREB-Koaktivatoren CPB und TORC (Oetjen et al. 2006, Phu et al.
2011). Dabei konnte die Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription einerseits die
Transkription des humanen Insulingens als wichtigste Funktion der Betazellen schadigen
(Oetjen et al. 2003b) und andererseits zu einer Betazellapoptose flhren. Die Apoptose

kénnte durch die bei CREB-Hemmung verminderte Genexpression des fiir das Uberleben



Diskussion 107

von Betazellen wichtigen Insulin Rezeptor Substrats 2 (IRS-2) beglinstigt sein (Jhala et al.
2003).

In humanen Langerhans’schen Inseln fihren dominant-negative CREB-Mutanten vor al-
lem in den Betazellen zu einer Aktivierung der Caspasen 9 und 3, dem mitochondrialen
Weg der Apoptose und verstarken die Zytokin-induzierte Apoptose. Eine vermehrte Akti-
vierung von CREB schitzt dagegen vor einer Zytokin-vermittelten Apoptose (Sarkar et al.
2007). Uber die DLK vermittelte CREB-Hemmung kénnten TNF-a und IL-1p also zur Be-
tazelldysfunktion und Apoptose und damit zum Entstehen von Diabetes Typ 1 und 2 bei-

tragen.

s
\\__*

Abb. 4.1: Modell eines sich selbst verstarkenden Regelkreises der Aktivierung von
DLK und JNK, ausgeldst durch die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1
(Modifiziert nach Nihalani et al. 2003, Xu et al. 2005.) Durch Stimuli wie die Zytokine
TNF-a und IL-1p kann die MAP-Kinase JNK aktiviert werden. JNK kann das Adapterpro-
tein JIP (JNK-Interacting-Protein) am Thr-103 phosphorylieren. Die Affinitat von JIP zur
DLK nimmt ab, JIP bindet JNK und die DLK wird freigesetzt. Freie DLK kann homodimeri-
sieren und autophosphorylieren und aktiviert tber MKK 4 und 7 wieder JNK. So entsteht
eine gegenseitige Verstarkung der JNK- und DLK-Aktivierung.
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4.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Ein besseres Verstandnis der molekularen Mechanismen, die zur Entstehung von Diabe-
tes beitragen, kénnte moglicherweise in Zukunft helfen, neue Therapieansatze zu ent-
wickeln, die das Entstehen der Krankheit verzogern bzw. eventuell verhindern. Wichtige
Mediatoren der Betazellschadigung sind die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und
IL-1B, die sowohl bei Typ 1- als auch bei Typ 2-Diabetes vermehrt produziert werden
(Maedler et al. 2002, Donath et al. 2003, Mandrup-Poulsen 2003). Die Zytokinwirkung
konnte Uber die MAP3-Kinase DLK und ihre untergeordnete MAPK JNK vermittelt werden
(Nihalani et al. 2003). Ein wichtiges Ziel ist die anti-apoptotisch wirkende CREB-
abhangige Gentranskription, Uber die mit der Insulingentranskription eine der Hauptfunkti-
onen der Betazellen reguliert wird (Oetjen et al. 1994, Jhala et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der proinflammatorischen Zytokine TNF-a.
und IL-1p auf die CRE-/CREB-abhangige Gentranskription und auf die Betazellapoptose
sowie die Signalvermittlung Gber die MAP3K DLK untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass durch TNF-a und IL-1B die stimulierte CRE- und CREB-abhangige Gentranskription
in Betazellen signifikant gehemmt wird. AuBerdem wird durch Uberexpression der DLK
die TNF-a-vermittelte Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription verstarkt und
durch Reduktion endogener DLK die Uber beide Zytokine, TNF-a und IL-1B, vermittelte
CRE-Hemmung signifikant vermindert. Die Wirkung von TNF-a auf CREB scheint starker
Uber die DLK vermittelt zu werden als die IL-1p Wirkung. Uber die zum Teil DLK-
abhangige Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription kénnten die Zytokine eine
Funktionsschadigung der Betazellen auslésen, die zur Genese des Diabetes beitragt.
Weiterhin wird durch TNF-a und IL-1B eine Betazellapoptose ausgeldst, die durch Uber-
expression der DLK bei beiden Zytokinen Uberadditiv gesteigert wird. Die DLK-vermittelte
Verstarkung der Zytokinwirkung konnte durch den oben beschriebenen Regelkreis der
gegenseitigen Aktivierung von DLK und JNK erklart werden.

Die TNF-a-induzierte Betazellapoptose scheint zu einem grofden Teil DLK-abhangig ver-
mittelt zu werden, da bei Uberexpression der katalytisch inaktiven DLK-Mutante durch
TNF-a. keine signifikante Betazellapoptose ausgelést wird. Dagegen wird die IL-1p-
induzierte Betazellapoptose zwar Uber die DLK verstarkt, scheint aber nicht von ihr ab-
héngig zu sein, da durch IL-1p auch noch bei Uberexpression der inaktiven DLK-Mutante
eine signifikante Betazellapoptose ausgeldst wird. Dazu passen die Ergebnisse einer wei-
teren Arbeit aus der Arbeitsgruppe: Es konnte gezeigt werden, dass durch TNF-a, die en-
zymatische Aktivitdt von DLK und von JNK gesteigert werden konnte. Dagegen konnte
durch IL-1B nur die enzymatische Aktivitat von JNK, nicht aber die Aktivitat der DLK ge-

steigert werden (Klimpel 2010). In einer anderen Arbeit aus der Arbeitsgruppe wurde ge-
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zeigt, dass fur die Hemmung der transkriptionellen Aktivitat von CREB die nukleare Loka-
lisation der DLK notwendig ist. Dabei wurde durch beide Zytokine, TNF-a und IL-1pB, eine
Translokation der DLK in den Nukleus vermittelt (Wallbach 2010). Zusammengefasst
kénnten diese Ergebnisse flir folgendes Modell der Wirkung der Zytokine auf die Betazel-
len sprechen: Durch TNF-a kdnnte die enzymatische Aktivitat der DLK direkt erhdht wer-
den. Aktive DLK und TNF-a kdnnten die MAPK JNK aktiveren, die wiederum zu einer ver-
starkten Aktivierung der DLK fuhren kdnnte. Nach Translokation in den Zellkern kdnnte
die DLK dann durch Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription eine Betazelldys-
funktion und Apoptose vermitteln. Dies wirde die DLK-Abhangigkeit der Wirkung von

TNF-a auf die CREB-abhangige Gentranskription und die Betazellapoptose erklaren.

Dysfunktion
und Apoptose
von Betazellen

V

Diabetes
mellitus

Abb. 4.2: Modellvorschlag, wie TNF-o tiber Induktion einer Dysfunktion und Apop-
tose von Betazellen zur Entstehung von Diabetes mellitus beitragt (Modifiziert nach
Donath et al. 2003, Nihalani et al. 2003, Oetjen et al. 2003b, Sterling et al. 2005, Klimpel
2010, Wallbach 2010). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, kann TNF-a die CRE-
/CREB-abhangige Gentranskription hemmen und eine Apoptose von Betazellen auslosen.
Beide Effekte werden durch die DLK verstarkt und scheinen zu einem grof3en Teil Uber
die DLK vermittelt zu werden. TNF-a konnte Uber die Erhdhung der enzymatischen Aktivi-
tat von DLK und JNK einen sich gegenseitig verstarkenden Regelkreis der Aktivierung
von JNK und DLK anstoRen. Zusatzlich scheint TNF-a zu einer Translokation der DLK in
den Nukleus zu fiihren. Uber nukledre Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription
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kénnte die DLK die Funktion der Betazellen verschlechtern, eine Betazellapoptose auslo-
sen und zur Genese von Diabetes beitragen.

Die Wirkung von IL-1B scheint auf andere Weise vermittelt zu werden. Auch wenn durch
IL-18 die enzymatische Aktivitat der DLK nicht direkt erhdhen kann, fihrt es zu einer
Translokation von DLK in den Zellkern. Moglicherweise kénnte die DLK erst nuklear akti-
viert werden und die transkriptionelle Aktivitat von CREB hemmen. Zusatzlich fuhrt IL-1
direkt zu einer Erh6hung der enzymatischen Aktivitdt von JNK. Einerseits konnte durch
aktiviertes JNK maoglicherweise ein Teil der DLK indirekt aktiviert werden und Uber den
oben beschriebenen Verstarkungskreis die IL-1p-induzierte Wirkung verstarken.

Denkbar ware auch, dass es zu einer Translokation von aktiviertem JNK in den Nukleus
mit moglicherweise erst dort stattfindender Aktivierung von DLK kommen kénnte (Liu et al.
2006).

Ob nicht nur Uber die DLK, sondern auch Uber JNK direkt die CREB-abhangige
Gentranskription beeinflusst werden kénnte, ist bisher unklar. Es kdnnte sinnvoll sein, dies
in weiteren Experimenten zu untersuchen, da es einige Hinweise fir die Beteiligung von
JNK an einer Apoptoseinduktion und Vermittlung einer Zytokinwirkung gibt. JNK kann in
Neuronen eine Apoptose auslésen, da Aktivierung von JNK zu erhéhten Leveln des
Transkriptionsfaktors c-Jun fuhrt. Dagegen schitzen dominant-negative Formen von
c-Jun vor einer Apoptose der Neuronen. Zusatzlich scheint aktiviertes JNK Uber die Frei-
setzung von Cytochrom C und Aktivierung von Caspasen in Neuronen zu einer Apoptose
zu fuhren (Xu et al. 2001). Behandlung mit IL-18 und IFN-y fihrt in Betazellen zu einer
Aktivierung von JNK und Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors c-Jun (Gur-
zov et al. 2009). Uber JNK kann IL-1B eine Apoptose in pankreatischen Inseln von Ratten
induzieren (Abdelli et al. 2007). Hemmung von JNK konnte dagegen in einer Betazelllinie

vor einer |IL-1B-induzierten Apoptose schiitzen (Ammendrup et al. 2000).
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Abb. 4.3: Modellvorschlag, wie IL-1B liber Induktion einer Dysfunktion und Apopto-
se von Betazellen zur Entstehung von Diabetes mellitus beitragt (Modifiziert nach
Donath et al. 2003, Nihalani et al. 2003, Oetjen et al. 2003b, Stgrling et al. 2005, Ortis et
al. 2006, 2010, Klimpel 2010, Wallbach 2010). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konn-
te, kann IL-1p die CRE-/CREB-abhangige Gentranskription hemmen und eine Apoptose
von Betazellen auslosen. Beide Effekte werden durch die DLK verstarkt, kbnnen durch
IL-1B aber zum Teil unabhangig von der DLK vermittelt werden. IL-13 scheint zu einer
Translokation der DLK in den Zellkern zu fuhren und kdnnte die enzymatische Aktivitat
von JNK, aber nicht der DLK erhdhen. Mdglicherweise konnte tUber Aktivierung von JNK
indirekt DLK zum Teil aktiviert werden und eine Verstarkung der IL-1p Wirkung vermitteln.
Mittels Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription kdnnte die DLK die Funktion
der Betazellen verschlechtern, eine Betazellapoptose auslésen und zur Genese von Dia-
betes beitragen. In dieser Arbeit konnte weiter gezeigt werden, dass der betazellschadli-
che Effekt von IL-1B zum Teil DLK-unabhangig ist. IL-1 koénnte Uber Aktivierung von
NF-kB und Produktion von NO ebenfalls zur Betazellapoptose beitragen und mittels NO
die JNK-Aktivierung verstarken. JNK konnte Uber Regulation des Transkriptionsfaktors
c-Jun zusatzlich eine mitochondriale Caspase-Aktivierung vermitteln.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Induktion einer Betazellapoptose durch
IL-18 zum Teil unabhangig von der DLK vermittelt werden kdnnte. Ein moglicher Mecha-
nismus ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Nukledrer Faktor Kappa B)
und dartber die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO). Sowohl NF-kB als auch NO kon-
nen zu einer Zytokin-induzierten Apoptose beitragen (Sterling et al. 2005, Ortis et al.
2006). Durch beide Zytokine, TNF-a und IL-18, kann Uber Degradation des hemmenden
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Proteins 1kB NF-kB freigesetzt und aktiviert werden. Dabei ist die Aktivierung von NF-xB
durch IL-1p friiher und stérker ausgepragt als bei TNF-o. (Ortis et al. 2010). Uber NF-xB
wird die Genexpression der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) in Betazel-
len reguliert (Cnop et al. 2005). TNF-a und IL-1B fUhren Gber vermehrte Expression von
iINOS zu einer verstarkten Produktion von NO in Betazellen (Cetkovic-Cvrlje und Eizirik
1994, Ortis et al. 2006). NO ist fur die Betazellfunktion wichtig. IL-1 und TNF-a regulieren
unterschiedliche proinflammatorische Gene in Betazellen und fast 50 % der durch Zytoki-
ne modulierten Gene sind NO-abhangig (Ortis et al. 2010). Wie bei NF-xB kann IL-13
auch die NO-Produktion starker aktivieren als TNF-a und eine Betazellapoptose Uiber den
mitochondrialen Signalweg ausldésen (Holohan et al. 2008). Zudem kann IL-1p Uber Akti-
vierung von NO zusatzlich zu einer JNK-Aktivierung beitragen. Hemmung von NO reicht
aber nicht aus, um eine Zytokin-induzierte Apoptose humaner Inseln zu verhindern
(Sterling et al. 2005). Die Produktion von NO konnte also zur Verschlechterung von Beta-
zellfunktion- und Uberleben durch die Zytokine beitragen, kénnte aber eventuell nicht al-
lein ausreichen, um eine Apoptose zu vermitteln.

Zusammenfassend konnte die TNF-a-induzierte Betazelldysfunktion und Apoptose vor
allem Uber die DLK und die von ihr regulierte CREB-Hemmung vermittelt werden, dabei
konnten JNK und DLK sich gegenseitig verstarken.

Die IL-1B-induzierte Betazellschadigung konnte Uber Aktivierung von JNK und eher indi-
rekte DLK-Aktivierung vermittelt werden. Zusatzlich kénnte IL-1p Uber Aktivierung von
NF-xB und iNOS Expression zu einer erhéhten NO-Produktion flhren, Gber NO die Akti-
vierung von JNK verstarken und so zusatzlich zum DLK-vermittelten Signalweg zu einer
Betazellapoptose beitragen (Sterling et al. 2005). Die Zytokin-induzierte Dysfunktion und
Apoptose von Betazellen kénnten zum Entstehen von Diabetes mellitus Typ 1 und 2 bei-
tragen.

Um den Beitrag der proinflammatorischen Zytokine zur pradiabetischen Stoffwechsellage
und dem Entstehen von Diabetes mellitus noch besser zu verstehen, konnte es in Zukunft
sinnvoll sein, die Wirkung von TNF-a und IL-1B im Zellverbund humaner Langer-
hans’scher Inseln zu untersuchen. Eine Untersuchung der Interaktion der Gbrigen endo-
krinen Zellen in den Langerhans’schen Inseln kénnte helfen, die Wirkung der Zytokine
noch genauer zu verstehen. Vorstellbar ware, dass Uber parakrine Interaktion die Zytokine
schon in geringerer, physiologisch nachweisbarer Konzentration oder synergistisch zu-
sammenwirkend die Betazellen schadigen kdnnten (Maedler et al. 2002).

Neue Ansatze zur Therapie des Diabetes haben einzelne Moleklle der molekularen Sig-
nalkaskaden zum Ziel. Etanercept ist ein Fusionsprotein aus dem I6slichen TNF-Rezeptor
und dem Fc-Fragment von IgG1, das die TNF-a-Bindung an den Rezeptor blockiert und in

der Therapie der rheumatoiden Arthritis eingesetzt wird (Bernstein et al. 2006). Einige
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Studien berichten, dass Behandlung von Patienten mit dem metabolischen Syndrom oder
Typ 2-Diabetes mit Etanercept nicht zu einer verbesserten Insulinsensitivitat fuhrt (Pa-
quot et al. 2000, Dominguez et al. 2005, Bernstein et al. 2006). Eine langer andauernde
Gabe von Etanercept Uber 6 Monate verbessert bei adipdsen Patienten, die die Kriterien
des metabolischen Syndroms erflillen, die Nichternglukosewerte (Stanley et al. 2011).
Die Gabe eines TNF-a-Antikérpers scheint bei Typ 2-Diabetes-Patienten keinen Effekt auf
die Insulinsensitivitdt zu haben (Ofei et al. 1996). Da die TNF-a-Expression im Fettgewe-
be begrindet ist, kdnnten moglicherweise vor allem deutlich adipdse Patienten von einer
die TNF-a-Signalwege-hemmenden Therapie profitieren.

Behandlung von Typ 2-Diabetes-Patienten mit dem IL-1-Rezeptor-Antagonisten Anakinra
reduziert die HbA1c-Level und verbessert die sekretorische Funktion der Betazellen (Lar-
sen et al. 2007, Larsen et al. 2009). IL-Rezeptor-Antagonisten haben aber eine kurze
Halbwertszeit, missen taglich subcutan injiziert werden und fihren zu Nebenwirkungen
an der Einstichstelle. Deshalb kénnte Gevokizumab, ein Antikérper gegen IL-1p, der ein
Mal pro Monat gegeben wird, besser geeignet sein. Bei Typ 2-Diabetes-Patienten konnte
dieser IL-1B-Antikbrper ebenfalls die HbA1c-Level verringern und die C-Peptid-
Freisetzung als Marker fur die Sekretion der Betazellen erhohen (Cavelti-Weder et al.
2012). Inhibitoren von IL-13 kénnten also vielversprechend in der Diabetestherapie sein.
Weitere mogliche neue therapeutische Ziele kdnnten die Signalwege uUber NF-xB oder
MAP-Kinasen umfassen (O’Neill 2006). Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die
MAP3-Kinase DLK eine zentrale Rolle in der TNF-a- und IL-1B-vermittelten Betazellscha-
digung einnimmt, die zur Entstehung von Diabetes betragt. Daher kdnnte es sinnvoll sein,
die Wirkung der DLK weiter zu untersuchen. In einer ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe
angefertigten Arbeit konnte bestatigt werden, dass die DLK nach Stimulation mit den Zy-
tokinen TNF-a und IL-1p verstarkt im Kern lokalisiert ist. Es konnte eine Kernerkennungs-
sequenz identifiziert werden, nach deren Mutation es zu einer geringeren Translokation
der DLK in den Zellkern und einer geringeren Hemmung der CRE-/CREB-abhangigen
Gentranskription kam. Hemmung der Wirkung der DLK im Zellkern durch Interferenz mit
der Kernerkennungssequenz kdnnte ein mdglicher therapeutischer Ansatz sein (Wallbach
2010).

Ein weiterer therapeutischer Ansatz kdnnte in Zukunft die Hemmung der Proteinkinasen,
z.B. durch Molekiile, die kompetitiv zu ATP an die Kinasen binden, sein. Solche Hemm-
stoffe kdnnten allerdings ein Organsystem positiv und gleichzeitig ein anderes negativ
beeinflussen. Die in Betazellen schadigende Signale vermitteinde DLK ist bei der Gehirn-
entwicklung von Mausen fir die neuronale Migration und das Axonwachstum essenziell
(Hirai et al. 2006). Die Hemmung von vorgeschalteten MAP3-Kinasen durch einen Prote-

inkinase-Inhibitor koénnte spezifischer sein als die Hemmung der in vielen Geweben
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exprimierten MAP-Kinase JNK (Force et al. 2004). Ein mdglicher Inhibitor der DLK misste
also mdglichst gewebespezifisch wirken.

Der Proteinkinase-Inhibitor Tozasertib ist eine niedermolekulare Verbindung (small mole-
cule, entsprechend: ,kleines Molekul“). Er wurde urspringlich als Inhibitor einer Gruppe
von Serin-Threonin-Kinasen, genannt Aurora-Kinasen, fiir die Behandlung von onkologi-
schen Erkrankungen entwickelt, kann aber auch die DLK inhibitorisch binden. In Mausen
tragt die Signalvermittlung Gber die DLK malfigeblich zum Zelltod retinaler Ganglionzellen
bei, der Einsatz von Tozasertib konnte vor einem Zelltod schitzen und konnte so zur The-
rapie des Glaukoms beitragen. Die Wirkung von Tozasertib scheint Gber Hemmung der
DLK vermittelt zu werden und DLK-abhangig zu sein (Welsbie et al. 2013). Mdglicherwei-
se konnte ein DLK-Inhibitor wie Tozasertib auch in der Therapie des Diabetes eingesetzt
werden, dazu koénnten weitere Experimente, z.B. zur Gewebespezifitit und mdglichen
Wirkung in Betazellen bzw. Langerhans’schen Inseln, sinnvoll sein.

Zusammenfassend kann diese Arbeit auf experimenteller Ebene zum genaueren Ver-
sténdnis eines Teils der die Betazellen schadigenden Mechanismen in der Entstehung
von Diabetes mellitus beitragen. Es konnte gezeigt werden, dass die Dysfunktion und
Apoptose von Betazellen, die durch TNF-a induziert ist, zu einem groRen Teil und die
durch IL-1B induzierte Wirkung zu einem geringeren Teil Uber die DLK vermittelt wird.
Daher koénnte die Hemmung der DLK einen zukiinftigen Ansatz in der Therapie des Dia-

betes mellitus darstellen.
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5. Zusammenfassung

Im Jahr 2008 gab es weltweit 347 Millionen Diabetiker bei weiter zunehmender Inzidenz.
Die beiden grofiten Unterformen sind mit 90 % Typ 2- und 10 % Typ 1-Diabetes (Danaei
et al. 2011). Beiden Diabetesformen sind eine Dysfunktion und ein Zelltod der Betazellen
durch Apoptose gemeinsam, die Betazellschadigung wird dabei Uber &hnliche
Signaltransduktionwege vermittelt. Ein wichtiger Gegenspieler der Betazellapoptose ist
der Transkriptionsfaktor CREB, der an der Regulation der Insulingentranskription beteiligt
und wichtig fur das Betazelliberleben ist (Oetjen et al. 1994, Jhala et al. 2003). Durch die
MAP3-Kinase DLK kann die transkriptionelle Aktivitdt von CREB in Betazellen gehemmt
werden (Oetjen et al. 2006). Als Ubergeordnete MAP3K kann DLK die Apoptose-
regulierende MAP-Kinase JNK aktivieren und von ihr wieder aktiviert werden (Handley et
al. 2007). Die bei Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 vermehrt produzierten proinflamma-
torischen Zytokine TNF-a. und IL-1f kdnnen ebenfalls JNK aktivieren (Mandrup-Poulsen
2003). In dieser Arbeit wurde die Wirkung von TNF-a und IL-1p auf die CREB-abhangige
Gentranskription im Luciferase-Reporter-Assay und auf das Absterben und die Apoptose
von Betazellen im MTT-Test und Immunfluoreszenz-Assay in der Betazelllinie HIT-T15
untersucht. Zusatzlich wurde untersucht, ob die Zytokinwirkung DLK-abhangig ist. Es
konnte gezeigt werden, dass TNF-a und IL-1p die stimulierte CRE-/CREB-abhangige
Gentranskription hemmen, Uberexpression von DLK verstarkt diese Wirkung, bei TNF-o.
mehr als bei IL-13. Verminderung der endogenen DLK durch siRNA reduziert die TNF-o-
und IL-1B-induzierte CREB-Hemmung. Beide Zytokine konnten eine Betazellapoptose
auslosen, die ebenfalls durch die DLK verstarkt wird. Bei Uberexpression einer Kinase-
toten DLK-Mutante konnte durch TNF-oa keine Apoptose induziert werden, aber durch
IL-1B, dies spricht dafiir, dass die Wirkung von TNF-a zu einem grofleren Teil abhangig
von der DLK ist als die Wirkung von IL-18, die zum Teil DLK-unabhangig vermittelt wird.

Zusammengefasst konnte TNF-o tiber Aktivierung von DLK und JNK und anschlieend
gegenseitiger Signalamplifikation beider Kinasen zu einer DLK-vermittelten Hemmung der
CREB-abhangigen Gentranskription fihren, eine Betazelldysfunktion und Apoptose ver-
mitteln und zur Entstehung von Diabetes beitragen. Dagegen kdnnte IL-1§ Uber Aktivie-
rung von JNK indirekt die DLK aktivieren und zu einer CREB-Hemmung fuhren. Die DLK
scheint eine zentrale Rolle in der Zytokin-induzierten Betazellschadigung einzunehmen.
Eine gewebespezifische Hemmung der DLK, wie z.B. Uber den Proteinkinaseinhibitor
Tozasertib im Glaukommodell gezeigt (Welsbie et al. 2013), kdnnte daher auch einen

neuen Ansatz in der Therapie des Diabetes mellitus darstellen.
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6. Anhang

Teile dieser Arbeit wurden wie folgt als Artikel einer Fachzeitschrift bzw. im Rahmen von

Posterprasentationen und gedruckten Abstracts auf folgenden Kongressen veréffentlicht:

Plaumann S, Blume R, Boérchers S, Steinfelder HJ, Knepel W, Oetjen E (2008):
Activation of the dual-leucine-zipper-bearing kinase and induction of B-cell apoptosis by

the immunosuppressive drug cyclosporin A. Mol Pharmacol 73, 652-659

51. Symposium der Deutschen Gesellschaft fir Endokrinologie gemeinsam mit der
12. Jahrestagung der Osterreichischen Gesellschaft fiir Endokrinologie und Stoff-
wechsel, Salzburg 07.-10.03.2007: Increase of Interleukin-1beta-induced beta-cell apop-
tosis by the dual-leucine-zipper-bearing kinase. Svenja Borchers, Roland Blume, Willhart
Knepel, Elke Oetjen, Molekulare Pharmakologie, Universitat Gottingen, Robert-Koch-Str.
40, D-37085 Gottingen

German Institute of Human Nutrition (DIfE) Symposium, Potsdam-Rehbriicke 14.02-
15.02.2008: The activation of the dual-leucine-zipper-bearing kinase DLK contributes to
the damaging effects of TNF-a. on pancreatic islet beta-cells. Svenja Borchers, Catarina
Klimpel, Roland Blume, Elke Oetjen, Molekulare Pharmakologie, Universitat Géttingen,
Robert-Koch-Str. 40, D-37085 Goéttingen

43. Jahrestagung der Deutschen Diabetes-Gesellschaft (DDG), Miinchen 30.04.-
03.05.2008: Die Dual-Leucine-Zipper-Bearing Kinase tragt zu dem TNF-oa-induzierten
Verlust der Beta-Zellmasse und -funktion bei. Svenja Boérchers, Catarina Klimpel, Roland
Blume, Elke Oetjen, Molekulare Pharmakologie, Universitat Goéttingen, Robert-Koch-Str.
40, D-37085 Gottingen

50. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir experimentelle und klinische
Pharmakologie und Toxikologie (DGPT), Mainz 10.03.-12.03.2009: Induction of beta-
cell apoptosis by the proinflammatory cytokine IL-1beta not involving the apoptosis-
inducing dual leucine zipper bearing kinase DLK. Catarina Klimpel, Svenja Boérchers, Elke
Oetjen, Molekulare Pharmakologie, Universitat Gottingen, Robert-Koch-Str. 40, D-37085
Gottingen
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