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1 Einleitung 

1.1 Definition und Epidemiologie des Diabetes mellitus 

Nach Berichten der World Health Organization (WHO) sind mittlerweile weltweit 347 

Millionen Menschen an einer Form des Diabetes mellitus erkrankt. Allein 2004 starben 

circa 3,4 Millionen Menschen an den Folgen eines zu hohen Blutzuckers (WHO 2012). 

Die Inzidenz der Erkrankung ist steigend und die Bedeutung der zum Tode führenden 

Komplikationen rückt immer mehr in den Vordergrund. Hierbei scheinen vor allem die 

Makroangiopathien eine entscheidenden Rolle zu spielen. Auch spätmanifeste 

Organschäden wie die Retinopathie, die Nephropathie und das diabetische Fußsyndrom 

treten bei betroffenen Patienten immer häufiger auf (Johnson und Taylor 1990). Die 

reduzierte Lebensqualität und dadurch die psychische Belastung für Betroffene und 

Angehörige ist enorm. Die Kosten für das Gesundheitssystem werden durch diese 

gravierenden Folgen immer mehr in die Höhe getrieben, was die Dringlichkeit, neue 

Therapieoptionen zu entwickeln, in den Vordergrund drängt. 

Bei Diabetes mellitus (übersetzt aus dem Griechischen: „honigsüßer Durchfluss“) handelt 

es sich um eine weltweit sehr verbreitete, komplikationsreiche heterogene 

Stoffwechselerkrankung, die nach ihrer Ätiologie in mehrere unterschiedliche Typen 

eingeteilt werden kann. Das Hauptmerkmal aller Subtypen ist die chronische 

Hyperglykämie im Blutplasma und die daraus resultierende gestörte Glukosetoleranz. 

Die Bauchspeicheldrüse des menschlichen Körpers kann in einen exokrinen und einen 

endokrinen Teil eingeteilt werden. Der exokrine Anteil schüttet Verdauungsenzyme aus 

und spielt somit eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von Nährstoffen. Das endokrine 

Pankreas schüttet unter anderem das Peptidhormon Insulin aus, welches für einen 

regulierten Glukosestoffwechsel von Bedeutung ist. Bei gesunden Menschen wird Insulin 

in den Betazellen der Langerhans-Inseln produziert und wird durch hormonelle und 

metabolische Signale gesteuert. Insulin gelangt über verschiedene Transporter in die 

Zelle. Einige transportieren den Zucker insulinabhängig in die Zelle (GLUT4). Der 

Zucker wird mittels Insulin in die Zelle transportiert und phosphoryliert. 

Hauptaufnahmeorte sind Muskel- und Fettzellen. Außerdem findet in der Leber unter 

Gewinnung von ATP die Glykolyse statt und die Glukoneogenese wird gehemmt (Efrat et 

al. 1994; German 1993; MacDonald et al. 2005). Andere hingegen arbeiten 

insulinunabhängig (GLUT2). Dieser hormonunabhängige Transporter wird vor allem in 

der Leber, der ß-Zelle im Pankreas und der Niere gebildet. 

Die amerikanische Diabetes Gesellschaft (American Diabetes Association) veröffentlichte 

2009 die neueste Klassifikation des Diabetes mellitus (Association 2009). Die beiden 

häufigsten Typen sind ein absoluter Insulinmangel durch eine autoimmune Zerstörung 

von Betazellen (Typ1) und eine relative Insulinresistenz (Typ2). Bei dem 

autoimmunvermittelten Typ 1, der circa 5% ausmacht, können sowohl verschiedene 
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Autoantikörper vorliegen als auch eine enge Verknüpfung zu spezifischen Humanen 

Leukozyten Antigenen (HLA) bestehen. Normalerweise wird bei diesem Subtyp die 

Erstdiagnose im Kindes- oder Jugendalter gestellt, jedoch kann die Krankheit in allen 

Altersgruppen auftreten. In manchen Fällen kann dieser Typ des Diabetes mellitus auch 

idiopathisch vorkommen. Der zu 90% vorkommende „Altersdiabetes“, Typ 2, beruht auf 

einem relativen Insulinmangel und einer verminderten Insulinempfindlichkeit der 

Zielgewebe. Die Gründe sind vielschichtig, jedoch scheinen Fettleibigkeit, hohes Alter, 

verminderte sportliche Aktivität, Entzündungskomponenten und eine genetische 

Disposition eine entscheidende Rolle in der Entstehung zu sein (Stumvoll et al. 2005). 

Zusätzlich ist Typ 3 zu nennen, der durch genetische Defekte, Entzündungen oder 

Infektionen zu Stande kommen kann und der Gestationsdiabetes (Typ 4), der in der 

Schwangerschaft auftreten kann (Association 2009).  

1.2 Metabolisches Syndrom und Adipositas 

1.2.1 Definition und Epidemiologie 

Früher wurde der Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2) und dessen Komplikationen von 

anderen metabolischen Erkrankungen abgegrenzt. Heute weiß man, dass er nur ein 

Symptom einer weitaus größeren Stoffwechselerkrankung ist, die sich schon Jahre vor der 

Erstdiagnose Diabetes mellitus manifestieren kann. Das kardiovaskuläre Risiko, an einem 

Herzinfarkt oder Schlaganfall zu erkranken, steigt beispielsweise schon 15 Jahre vor 

Diagnosestellung (Hu et al. 2002). Dieses metabolische Zusammenspiel mehrerer 

Komponenten ist ein wichtiger Faktor in der Entstehung von Arteriosklerose und wird als 

Metabolisches Syndrom (MS) bezeichnet. 1988 wurde das MS erstmals als „Syndrom X“ 

beschrieben und umfasste die Komponenten Diabetes mellitus Typ 2, arterieller 

Bluthochdruck und Hypertriglyceridämie (Reaven 1988). Bald schon wurde das klinische 

Bild erweitert und mittlerweile bestehen mehrere Definitionen des Syndroms. 2005 

publizierten einige Verbände (International Diabetes Federation (IDF), European group of 

the study of insulin resistance) eine mögliche Definition: Dazu gehören ein 

Nüchternblutglukosewert > 100 mg/dl, Insulinresistenz, Dyslipoproteinämie, arterielle 

Hypertonie und stammbetonte Adipositas mit einem Taillenumfang von > 94 cm bei 

Männern und > 80 cm bei Frauen, wobei man nicht außer Acht lassen darf, dass die 

diagnostischen Kriterien nach wie vor umstritten sind. 

Die Prävalenz dieses jetzt schon sehr verbreiteten Syndroms ist in westlichen Ländern 

immer mehr steigend, was wahrscheinlich auf die zunehmende Tendenz zur Fettleibigkeit 

der westlichen erwachsenen Bevölkerung zurückzuführen ist (Kassi et al. 2011). Auch im 

Kindes- und Jugendalter ist die Fettleibigkeit ein zunehmendes medizinisches Problem. 

Veröffentlichungen zeigen, dass Adipositas bei Kindern im direkten Zusammenhang mit 

dem MS steht (Sorof und Daniels 2002). Die aktuelle Definition für das MS im Kindes- 

und Jugendalter wurde 2007 von der IDF erstmals veröffentlicht. Diese berücksichtigt die 

Problematik der wechselnden Parameterwerte in der Pubertät und umfasst die Kriterien 

des Metabolischen Syndroms im Erwachsenenalter ausgenommen den Taillenumfang 
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(Zimmet et al. 2007). Aus diesem Grund ist es wichtig die Zusammenhänge zwischen 

MS, Fettleibigkeit und Diabetes mellitus besser zu verstehen. 

1.2.2 Ätiologie 

Pathophysiologisch setzt sich das Metabolische Syndrom aus einem Zusammenspiel von 

fetalen sowie molekulargenetischen Faktoren und Umwelteinflüssen zusammen. Es 

stehen hierbei vor allem die Insulin-Resistenz und Adipositas im Vordergrund, jedoch 

ergeben alle Einflüsse gemeinsam das klinische Bild mit den daraus folgenden 

Komplikationen (Kassi et al. 2011) Die Abb. 1.1 zeigt eine Übersicht über die 

verschiedenen Faktoren, die zu einem MS und folgedessen zu einem kardiovaskulären 

Risiko führen können.  

 

Abb. 1.1: Einflüsse auf das Metabolische Syndrom und dessen Komplikationen 

 TNFα: Tumor-Nekrose-Faktor α (Modifiziert nach (Kassi et al. 2011), S.5). 

 

Die Entstehung des MS wird durch viele verschiedene Faktoren und Einflüsse begünstigt. 

Im Folgenden sind die wichtigsten Ansätze der molekulargenetischen Abläufe im 

Zusammenhang mit den dazu beitragenden Umweltfaktoren beschrieben und erläutert: 

Im Organismus ist das viszerale vom Unterhautfettgewebe abzugrenzen. Das viszerale 

Fettgewebe ist im Gegensatz zu dem subkutanen Fettgewebe nicht direkt sichtbar, 

sondern macht sich erst nach einiger Zeit in einer Umfangsvergrößerung bemerkbar. Bei 

der Entstehung des DM spielt vor allem das Gewebefett eine entscheidende Rolle: dieses 

produziert ein Adipozytokin, Adiponektin, welches den Organismus vor DMT2, 

arterieller Hypertension, Arteriosklerose und anderen Entzündungen schützen soll, wird 

durch viszerale Fettakkumulation vermindert gebildet und kann somit die Entstehung des 

MS fördern (Okamoto et al. 2006). Diese Daten zeigen, dass das Erkrankungsrisiko für 
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MS in enger Beziehung zur Fettsucht steht. Durch Adipositaschirurgie konnte nach 

neuesten Studien das kardiovaskuläre Risiko bei DMT2-Patienten um 65% gesenkt 

werden (Johnson et al. 2013). Außerdem wurde gezeigt, dass Adipozyten das Zytokin 

TNFα (tumor necrosis factor α) ausschütten und die Konzentration dieses Zytokins bei 

Adipositas erhöht ist (Coppack 2001). Entzündungsmediatoren wie TNFα und Leptin sind 

Zeichen von Entzündungsreaktionen und können zu Veränderungen des 

immunologischen Milieus beitragen (Kassi et al. 2011; Matsuzawa 2008). Des Weiteren 

trägt Stress, beispielsweise durch Umwelteinflüsse oder auch Entzündungen im 

Organismus, zu der Entstehung des klinischen Bildes bei. Die chronische Hypersekretion 

von Stressmediatoren wie Cortisol kann zur Stammfettsucht führen, was wiederum in 

einer verminderten Ausschüttung von Adiponektin enden kann (Kassi et al. 2011).  

Ein weiterer Faktor ist die individuelle Disposition durch Einflüsse auf den Fetus im 

Mutterleib. Es wurde gezeigt, dass der Ernährungszustand des Feten im Mutterleib sowie 

auch die hormonellen und metabolischen Einflüsse auf das ungeborene Kind eine spätere 

Entstehung des MS begünstigen können (Fernandez-Twinn und Ozanne 2010; Xita und 

Tsatsoulis 2010).  

1.3 Endotheliale Dysfunktion und Gefäßerkrankungen bei Diabetes 

mellitus 

Eine der häufigsten und wichtigsten Komplikationen bei Diabetes mellitus sind die 

Makro- und Mikroangiopathien. Bei diesen Krankheitsbildern handelt es sich um 

Gefäßschädigungen oder Gefäßveränderungen von kleinen oder großen Blutgefäßen, die 

zu zahlreichen Folgeerkrankungen führen können (s. 1.2). Die großen Gefäße haben im 

Gesunden vor allem die Aufgabe, das Blut zu den Organen zu transportieren und diese 

mit genug Sauerstoff zu versorgen. Die kleinen Gefäße haben zusätzlich noch weitere 

spezifischere Aufgaben wie die Blutdruckregulation und die Nährstoffversorgung. Eine 

Veränderung der Gefäße kann gravierende Auswirkungen nach sich ziehen. Eine 

entscheidende Rolle in der Pathologie dieser Gefäßveränderungen spielt die Endotheliale 

Dysfunktion (Stehouwer et al. 1997).  

Das Endothel kleidet die Gefäßwand mit Endothelzellen aus. Es bildet somit eine 

natürliche Barriere zwischen dem zirkulierenden Blut im Lumen und der Gefäßwand. 

Dadurch ist es entscheidend an der vaskulären Homöostase beteiligt. Es reguliert den 

Gefäßtonus und ist somit ein aktiver Bestandteil des Gerinnungssystems, insbesondere 

der Fibrinolyse und Thrombosebildung. Zusätzlich kann das Endothel andere Zellarten in 

ihrer Funktion beeinflussen und damit bei Reparaturprozessen einen entscheidenden 

Beitrag leisten (van den Oever et al. 2010). 

Vor allem ein Ungleichgewicht zwischen Schädigung der Gefäße und deren Reparatur 

von Seiten des Organismus steht bei der Endothelialen Dysfunktion im Vordergrund. 

Hierbei können unterschiedliche Zellarten betroffen sein: Bei den Makroangiopathien 

sind vor allem die endothelialen Zellen (EC) und glatten Gefäßmuskelzellen, vascular 

smoth muscle cells, (VSMCs) beteiligt. Bei den Mikroangiopathien spielen die ECs, die 
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Perizyten (Retinopathie) und die Podozyten (Nephropathie) eine entscheidende Rolle 

(Orasanu und Plutzky 2009). Schwerwiegende Folgen dieser Veränderungen können eine 

herabgesetzte Dehnbarkeit und ein proinflammatorisches Stadium der Gefäße sein, was in 

einer erhöhten Verschlussgefahr der Gefäße endet. Mechanismen, die hierzu beitragen, 

sind unter anderem eine verminderte Stickstofffreisetzung und –empfindlichkeit, 

oxidativer Stress und die Produktion von advanced glycation end-products (AGEs). 

Letztere entstehen während Phasen einer Hyperglykämie bei Diabetes mellitus durch 

Akkumulation verschiedener Proteine im Plasma und in den Gefäßen (Endemann und 

Schiffrin 2004; Vlassara 1992; Zhang et al. 2003) (s. 1.2.2). Die Proteinkomplexe 

aktivieren durch Bindung an einen spezifischen Rezeptor auf der endothelialen 

Oberfläche den Transkriptionsfaktor Nuclear factor kappa B (NF-kB). Diese Aktivierung 

führt zur Entstehung von freien Radikalen und Erhöhung von TNFα (Wright et al. 2006). 

Neovaskularisation ist ebenso ein wichtiger Bestandteil, welcher in versorgenden 

Gefäßen eine Entstehung von Arteriosklerose fördern kann. Als schützende Zellen in 

diesem Zusammenhang wurden Endogene Progenitor Zellen (EPC) identifiziert, die zur 

Regeneration des Endotheliums beitragen. Dieser Zusammenhang könnte ein wichtiger 

Bestandteil in der Pathophysiology der Endothelialen Dysfunktion sein. Im Rahmen des 

DMT2 wurden EPCs vermindert nachgewiesen (Cubbon et al. 2007; Endemann und 

Schiffrin 2004). 

1.4 Apoptose und die Rolle von TNFα 

Die Auswirkung von Diabetes auf die Gefäßentwicklung und auf intravasale 

Umbauprozesse im klinischen Alltag ist enorm (S. 1.3). Hohe Glukosekonzentrationen 

fördern die Apoptose in Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) in vitro und 

können zu vaskulären Schäden führen (Baumgartner-Parzer et al. 1995). Vascular 

endothelial growth factor (VEGF) hingegen ist ein schützender Faktor vor Apoptose in 

HUVECs und wird bei hohen Glukosekonzentrationen vermindert gebildet. Dies 

bedeutet, dass niedrige Konzentrationen von VEGF die Entstehung der Endothelialen 

Dysfunktion bei Diabetes begünstigen und VEGF in hohen Konzentrationen einen 

protektiven Faktor für die Gefäße darstellt (Yang et al. 2008). 

Apoptose, oder auch programmierter Zelltod genannt, ist ein kontrollierter 

physiologischer Vorgang des Organismus um überflüssige Zellen zu eliminieren. Dies ist 

unter anderem dann notwendig, wenn alte Zellen ihre Funktion nicht mehr gewährleisten 

können oder der Körper eine Zelle als „krank“ oder „mutiert“ erkennt. Bei der Apoptose 

wird die Zelle aus ihrem ursprünglichen Gewebe ausgestoßen und abgeschnürt. Sie 

schrumpft und kondensiert bis der Rest der Zelle schließlich von Makrophagen 

phagozytiert wird. Es handelt sich hierbei nicht um eine Entzündung oder einen 

unkontrollierten Prozess wie er bei der Nekrose vorliegen würde (Raff 1998), sondern ist 

ein kontrollierter Vorgang der Körpers. 

Apoptose ist ein wichtiger Bestandteil der embryonalen Entwicklung und des adulten 

Alters. Im gesunden Zustand stehen Apoptose und Proliferation neuer Zellen im 
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Gleichgewicht. Bei Krankheiten (z.B. Krebs) kann diese Balance gestört sein und 

mutierte Zellen proliferieren (van den Oever et al. 2010). 

Die Apoptose kann durch unterschiedliche Wege eingeleitet werden. Über extrinsische 

Signale binden Liganden an spezifischen Rezeptoren. Dies führt zu einer Aktivierung 

zytotoxischer T-Lymphozyten wie es bei Viruserkrankungen der Fall sein kann. Über den 

intrinsischen Weg kann Apoptose durch zellulären Stress induziert werden, der 

beispielsweise durch freie Radikale oder eine verminderte Konzentrationen an VEGF zu 

Stande kommt.  

Einer der wichtigsten Stimuli der Apoptose ist TNFα. TNFα ist ein pleiotropes Zytokin, 

welches von vielen Zelltypen im Körper hergestellt werden kann. Es kann beispielsweise 

über eine Bindung an seinen Rezeptor eine Kaskade aktivieren, die innerhalb von 

kürzester Zeit zum programmierten Zelltod führt. Eine andere Wirkung des Zytokins ist 

eine verminderte Insulin-vermittelte Glukose-Aufnahme in die Zelle durch Effekte auf 

den Glukose-Transporter (Coppack 2001). Dies sind nur wenige Gründe warum TNFα 

heutzutage mit vielen Erkrankungen wie z.B. Diabetes mellitus, Rheumatoide Arthritis, 

Morbus Crohn assoziiert wird und als der wichtigste Entzündungsmediator angesehen 

wird (Parameswaran und Patial 2010). Auch die Entstehung von Arteriosklerose wird mit 

TNFα in Verbindung gebracht, da eine vermehrte Produktion des Zytokins bei diesem 

Umbauprozess der Arterien nachgewiesen wurde (Tipping und Hancock 1993). 

Zusätzlich zeigte eine Studie von Michlewska und Kollegen, dass TNFα ebenso eine 

wichtige Rolle bei der Efferozytose (das Eliminieren toter Zellen von Phagozyten) spielt, 

indem es neutrophile Zellen hemmt und somit eine Entzündungslösung behindert 

(Michlewska et al. 2009).  

1.5 Signaltransduktion und der Einfluss der Jun-amino-terminal-

Kinase (JNK) auf die DLK 

1.5.1 Der Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Weg 

Der Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Weg (MAPK-Weg) ist ein wichtiger Bestandteil 

der Zellkommunikation bei Säugetieren und stellt eine komplexe Signalkaskade dar. Er 

existiert in allen eukaryonten Organismen und regelt verschiedenste zelluläre Abläufe. 

Ohne ihn könnten Vorgänge wie Mitose und Zellproliferation, Apoptose oder der 

metabolische Stoffwechsel nicht stattfinden (Gallo und Johnson 2002).  

Der Signalweg besteht aus einem Drei-Modul-Modell, das von extrazellulären Reizen wie 

Strahlung oder Zytokinen angeregt werden kann (Chang und Karin 2001). Die Kaskade 

beinhaltet drei hintereinander geschaltete Kinasen, die sich nacheinander phosphorylieren 

und somit in einen aktivierten Zustand gelangen. Durch die genannten Einflüsse wird 

zunächst die MAPKK-Kinase (MAP3-Kinase) phosphoryliert, welche die MAPK-Kinase 

(MAP2-Kinase) aktiviert. Diese phosphoryliert im Anschluss die MAP-Kinase (MAP-

Kinase) (Chang und Karin 2001; Robinson und Cobb 1997). 
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Die MAP-Kinasen-Signaltransduktion beinhaltet verschiedene Subtypen. Die drei 

wichtigsten und bekanntesten Untergruppen sind die ERK-Gruppe (extracellular signal-

related kinases group), die Übertragung über den JNK-Signalweg (c-Jun amino-terminal 

kinase) und den Pfad über die p38-Proteine.  

 

Abb. 1.2 MAPK-Signalweg 

DLK wird durch noch nicht im Einzelnen bekannte Stimuli phosphoryliert und beeinflusst dadurch MKK7 

und MKK4, welche eine Aktivierung von JNK induzieren. JNK hat im Nachfolgenden entscheidenden 

Einfluss auf Zelldifferenzierung, Apoptose und Entzündung. DLK: Dual-Leucine-Zipper-Kinase, MKK: 

MAPK-Kinase , MEK: MAPK/ERK- Kinase, MEKK:MEK-Kinase, PAK:p21-activated protein-Kinase, 

ERK: extracellular signal regulated protein kinase, JNK: c-jun amino-terminal-Kinase, p38: p38-

mitogenaktivierte Proteinkinase. (Modifiziert nach Garrington und Johnson 1999, S. 212).  

Das Schema lässt erkennen wie komplex die Verschaltung der Kinasen ist. Die Gruppe 

der MAP3-Kinasen reagiert auf diverse Einflüsse wie Wachstumsfaktoren, Stress und 

Zelldifferenzierung. Eine Autophosphorylierung der DLK führt zur Aktivierung dieser 

Kinase und reguliert somit die Signalkaskade (Nihalani et al. 2000). Die MAP3-Kinasen, 

zu der auch die DLK zählt, aktivieren ihre untergeordneten MAP2-Kinasen. Meist sind 

diese sehr spezifisch für ihre dazugehörige MAP-Kinase, jedoch sind Quervernetzungen 

möglich. Durch ihre übergeordneten Kinasen werden dann schließlich indirekt die MAP-

Kinasen ERK, JNK und p38 aktiviert, die ihrerseits verschiedene Einflüsse auf die Zelle 

haben (Garrington und Johnson 1999). 

Der JNK-Signalweg spielt in der Entwicklung des Diabetes mellitus eine bedeutende 

Rolle. Er kann durch eine prädiabetische Stoffwechsellage mit deren 

proinflammatorischen Zytokinen wie TNFα aktiviert werden und endet über Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors NF-kB in Apoptose und somit in einer reduzierten 

Insulinausschüttung (Hotamisligil 2005). Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass 
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TNFα DLK direkt aktiviert, was die Bedeutung der DLK betont (Klimpel 2010). 

Zusätzlich ist die JNK-Aktivität bei Adipositas erhöht, was unter diesen Umständen bei 

Patienten in einer Insulinresistenz enden kann (Hirosumi et al. 2002). Untersuchungen 

weisen hin, dass durch eine zielgerichtete Hemmung von JNK die Apoptose von ß-Zellen 

verhindert und dadurch die Insulinwirkung verbessert werden kann. Dies könnte ein 

Grundbaustein möglicher Therapieoptionen sein (Ammendrup et al. 2000; Kaneto et al. 

2004). 

Dass JNK durch Zytokine und mechanischen Stress in ß-Zellen aktiviert werden kann und 

daher mit einer IL-1ß-induzierten Apoptose endet, wurde schon mehrfach beschrieben 

(Abdelli et al. 2007). Gilt dies jedoch auch für endotheliale Zellen? Studien zeigen, dass 

das Endothelium an einer akuten Doppelstrang-DNA-induzierten Entzündungsreaktion 

beteiligt ist. Diese immunologische Reaktion ist JNK-abhängig und fördert die Sekretion 

von TNFα (Patel et al. 2011). Des Weiteren wurde gezeigt, dass JNK in kultivierten 

cerebralen endothelialen Zellen exprimiert wird und maßgeblich an der Entstehung von 

Schlaganfällen beteiligt ist (Wallace et al. 2012). Tatsächlich bestehen Hinweise darauf, 

dass JNK eine wichtige Rolle bei der Apoptoseinduktion in endothelialen Zellen 

übernimmt (Karahashi et al. 2009). In HUVECs ist JNK sowohl in der Entstehung von 

Arteriosklerose als auch im Apoptosevorgang beteiligt (Wang et al. 2011). JNK spielt 

ebenfalls in der diabetischen Retinopathie und somit in der Neovaskularisation eine 

entscheidende Rolle. Die Inhibition von JNK bewirkt eine verminderte VEGF-Expression 

und somit eine Verbesserung der Retinopathie (Guma et al. 2009). Umso wichtiger ist es 

zu verstehen, welchen Einfluss der JNK-Signalweg auf die endothelialen Zellen bei 

Diabetes mellitus ausübt und ob er eventuell eine regulierende Funktion auf die DLK 

besitzt, die als MAP3-Kinase die JNK-Signaltransduktion aktiviert.  
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Abb. 1.3 Schematische Darstellung des Einflusses von JNK auf DLK 

DLK: Dual-Leucine-Zipper-Kinase, MKK: MAPK-Kinase, JNK: c-Jun-amino-terminal-Kinase. 

1.6 DLK und der Einfluss von JNK auf ihre Aktivität 

1.6.1 DLK 

Die DLK gehört zu der Familie der MAP3-Kinasen und ist somit in den komplexen 

MAPKinase-Weg involviert. 1994 wurde die DLK entdeckt und kloniert. Holzmann et al. 

fanden ein aus 888 Aminosäuren (AS) bestehendes Protein mit einer apparenten Masse 

von 130 kDa (rechnerisch 96 kDa), welches aus Mäusenieren isoliert werden konnte. Die 

DLK gehört zu den Serin-Threonin-Kinasen. Sie besitzt ihre katalytische Domäne 

zwischen den Aminosäuren (AS) 156 und 404. Ihre zwei Leucine-Zipper, die zwischen 

den AS 421 und 501 liegen und durch ein kurzes Zwischenstück voneinander getrennt 

sind, ermöglichen es, Homodimere zu bilden und dadurch zu autophosphorylieren. 

Sowohl das N-terminale als auch das C-terminale Ende besitzen Glycin- und Prolin-

reiche Sequenzen (Holzman et al. 1994). Die ATP-Bindungsstelle ist an AS 185 (Lysin) 

lokalisiert. Somit ist Lysin an dieser Stelle für die katalytische Aktivität verantwortlich. 

Manuel Wallbach, ein Mitglied unserer Arbeitsgruppe, hat herausgefunden, dass die DLK 

eine zweigeteilte Kernerkennungssequenz besitzt. Diese liegt zwischen den AS 186 und 

200 (Wallbach 2010). 



1  Einleitung 10 

 

 

 

Abb. 1.4 Schematische Darstellung der Primärstruktur der DLK 

GP steht für Glycin-Prolin-reiche Domäne innerhalb der DLK. Die Zahlen repräsentieren die jeweiligen 

Aminosäurestellen (modifiziert nach Holzman et al. 1994, S. 30813). 

 

Nach der Entdeckung der DLK von Holzman et al. wurde in verschiedenen Studien die 

Expression der DLK in zahlreichen menschlichen Geweben bestätigt. Es wurde gezeigt, 

dass DLK in Nervenzellen exprimiert wird und dort im Nucleus und in den synaptischen 

Enden wichtige, vielseitige Funktionen übernimmt (Mata et al. 1996). Es wurde einerseits 

gezeigt, dass die DLK eine entscheidende Rolle für die Axonregeneration darstellt (Shin 

et al. 2012), andererseits spielt sie beim Nervenuntergang via JNK-Aktivierung eine 

Schlüsselrolle (Ghosh et al. 2011). Die Spezifität hängt unter anderem von der Interaktion 

mit dem Gerüstprotein JIP-3 ab (s. 1.6.2, S.11).  

Die Besonderheit der DLK ist, dass sie durch ihre Leucine-zipper-Domäne eine 

Dimerisierung hervorruft. Dieser Dimerisierung folgt eine Autophosphorylierung, was 

bedeutet, dass DLK eine autokatalytische Aktivität besitzt (Gallo und Johnson 2002). 

Studien belegen, dass sie in vivo autophosphoryliert und unter reduzierten Bedingungen 

bei 130 kDa in einer SDS-PAGE migriert (Mata et al. 1996). Außerdem wurde gezeigt, 

dass eine Punktmutation von Lysin in Alanin an der Aminosäurestelle 185 (Mutante 

K185A) eine Verhinderung der ATP-Bindung nach sich zieht und somit die Kinase 

inaktiviert wird (Mata et al. 1996).  

Es wurde gezeigt, dass DLK in der Betazelllinie HIT-T15 und in primären Maus-Inseln 

exprimiert wird (Jhala et al. 2003; Oetjen et al. 2006). Dort inhibiert sie die Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors cyclic AMP response element-binding protein (CREB), welcher 

die ß-Zellen vor Apoptose schützt (Oetjen et al. 2006). Unveröffentlichte Studien unserer 

Arbeitsgruppe zeigen, dass die DLK in primären Maus-Inseln sowohl im Nukleus als 

auch im Zytoplasma vorliegt. Infolgedessen könnte die DLK für die Betazellregulation 

von Bedeutung sein, die Betazellapoptose induzieren (Oetjen et al. 2006; Plaumann et al. 

2008) und in der Entstehung des Diabetes mellitus eine Schlüsselrolle spielen. 

1.6.2 Der Einfluss von JNK auf DLK 

DLK induziert die Aktivierung von JNK. Ein Knockdown der DLK führt zu einer 

verminderten Aktivierung von JNK (Eto et al. 2010). Die Phosphorylierung von JNK und 
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deren Substraten fördert durch eine positive Rückwärtsschleife die Aktivierung von DLK 

(Hirai et al. 2006; Xu et al. 2005). 

Im inaktiven Zustand ist DLK an das Gerüstprotein JIP1 (JNK-interacting protein) 

gebunden. Diese Bindung geschieht unabhängig von der katalytischen Aktivität der 

Kinase (Nihalani et al. 2000). Die Assoziation von JNK an JIP, und somit die 

Phosphorylierung von JIP an Threonin-103, bewirkt eine verminderte Affinität von JIP zu 

DLK. Das Ablösen von DLK von JIP führt zur Dimerisierung, Autophosphorylierung und 

Aktivierung der DLK. JNK fördert dadurch die Aktivierung von DLK. (Nihalani et al. 

2000; Nihalani et al. 2001; Nihalani et al. 2003).  

Ob das Gerüstprotein JIP in endothelialen Zellen exprimiert wird und dieser 

Mechanismus auch in Gefäßzellen stattfindet, ist bisher noch unklar.  

1.7 Zielsetzung 

All diese Daten erläutern die Wichtigkeit und Dringlichkeit neue Therapieoptionen für 

Diabetes mellitus und dessen vaskulären Folgen zu entwickeln und zu testen. Trotz der 

schwerwiegenden Folgen der Zuckerkrankheit ist noch nicht vollkommen geklärt wie es 

im Rahmen des DM zu Gefäßschädigungen kommt. In der vorliegenden Arbeit sollte die 

Rolle der DLK in endothelialen Zellen und die Wirkung einer prädiabetischen 

Stoffwechsellage auf die Angiogenese in einem Mausmodell untersucht werden. 

Die Untersuchungen sollten in drei Teile gegliedert: 

1.) Untersuchung der Expression und Regulation der DLK in endothelialen Zellen 

2.) Herstellung der Adenoviren Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A, die in der 

Arbeitsgruppe für zukünftige Untersuchungen verwendet werden 

3.) Untersuchung der Angioneogenese bei heterozygoten DLK-Mäusen unter Diät-

induzierter Adipositas 

Die Methoden der Untersuchungen umfassen die Kultivierung von primären HUVEC-

Zellen umfassen, die Herstellung zweier rekombinanter Adenoviren und die 

Durchführung von Immunoblotanalysen. Zusätzlich sollten in einem Tierversuch an 

Gefrierschnitten histologische Analysen durchgeführt werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

2.1.1.1 Geräte 

Analysewaage Sartorius Göttingen 

Autoclav Systec Vx150  Systec, Wettenberg 

AxioCam MRm Carl Zeiss AG, Deutschland 

AxioImager.Z1 Carl Zeiss AG, Deutschland 

Bakterieninkubator 37°C Heraeus, Langenselbold 

Beckman J2HS Zentrifuge Beckman, München 

Beckmann L8-70M Ultrazentrifuge Beckman, München 

Bioclav Schütt, Göttingen 

Biofuge pico Heraeus Sepatech,  

 Langenselbold 

Blot-Kammer Amersham Bioscience,  

  Freiburg 

Biometra® Standard Power Pack P25 Biometra, Göttingen 

Certomat®HK Temperaturregulierer Sartorius, Göttingen 

Certomat®R Schüttelplattform Sartorius, Göttingen 

CO2-Inkubator STERI CULT 200 Forma Scientific Inc., San  

  Bruno, USA 

Electrophorese Kammer SE 600 Hoefer Scientific Instruments,  

  San Francisco, USA 

Eppendorf Zentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg 

Feinwaage Sartorius, Göttingen 

GelDoc™ XR Molecular Imager Bio-Rad, München 

Glukose-Messgerät Bayer, Leverkusen 

HbA1c-Messgerät Bayer, Leverkusen 

Innova™4300 Incubator New Brunswick Scientific  

  GmbH, Nürtingen 

Inverses Mikroskop TMS-F Nikon, Tokio, Japan 
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Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech,  

  Langenselbold 

MicroPulser™ Bio-Rad, München 

Mighty Small™ Dual gel caster SE 245 Hoefer Scientific Instruments,  

  San Francisco, USA 

Nano Drop™ peqlab, Erlangen 

pH-Meter inoLab, Weilheim 

Pipetten (10 μl / 20 μl / 200 μl / 1 000 μl) Eppendorf AG, Hamburg 

Pipetus®-akku Hischmann Laborgeräte,  

  Eberstadt 

Rocking platform Biometra, Göttingen 

Schüttelgerät Jahnke & Kunkel, IKA® 

  Labortechnik, Staufen 

Sigma 3K30 Kühlzentrifuge Sigma, Osterode am Harz 

Spektralphotometer UV-160 Shimadzu GmbH, Duisburg 

SteriGard Zellkulturbank The Baker Company Inc.,  

  Stanford, USA 

Thermomixer compact  Eppendorf AG, Hamburg 

Transilluminator Biometra Ti1 Biometra, Göttingen 

VersaDoc™ Molecular Imager  Bio-Rad, München 

Wasserbad  Köttermann Labortechnik, 

   Hänigsen 

Zeiss Axiovert 200 Mikroskop  Carl Zeiss AG, Oberkochen 

2.1.1.2 Verbrauchsmaterialien 

10 cm-Agar-Platten Greiner Bio One, Solingen 

6-well-Platte Sarstedt, Nümbrecht 

96-well-Platte  Nunc, Roskilde, Dänemark 

BD Falcon
TM

-Röhrchen (15 ml / 50 ml) Schuett24 GmbH, Göttingen 

BD Falcon
TM

-Zellkulturschalen (6 cm / 10 cm / 15 cm) Schuett24 GmbH, Götingen 

Dialysierschlauch Invitrogen, Karlsruhe 

Deckgläschen Thermo Scientific,  

 Braunschweig                                         

Einfrierröhrchen Nunc, Roskilde, Dänemark 

Elektroporationsküvette (1 mm/ 2 mm) peq Lab, Erlangen 
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Eppendorf-Reaktions-Gefäße (200 µl / 1,5 ml / 2 ml) Sarstedt, Nümbrecht 

Filter Minisart (200 µm)  Sartorius, Göttingen 

Glukose-Sticks Bayer, Leverkusen  

Handschuhe Paul Hartmann AG,  

 Heidenheim  

Kanülen (20 G / 27 G) Braun, Melsungen 

Keto-Diabur-Sticks Roche, Deutschland 

Kunststoffküvetten (1 cm) Sarstedt, Nümbrecht 

Labortücher Kimberly-Clark, Reigate, UK 

Mikrowelle MWS 2820 Bauknecht, Stuttgart 

Nitrozellulosemembran (Hybond ECL
TM

) GE Healthcare,  

 Buckinghamshire, UK 

Objektträger Thermo Scientific,  

 Braunschweig 

Parafilm
®
 M Brand GmbH & Co KG,  

 Wertheim  

Pasteurpipetten Brand, Wertheim 

Pipettespitzen (10 µl) Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettenspitzen (200 µl, 1 ml) Sarstedt, Nümbrecht 

Serologische Pipetten (5 ml / 10 ml / 25 ml) Sarstedt, Nümbrecht 

Spritzen (5 ml) Braun, Melsungen 

Ulrazentrifugenröhrchen Beckman, München 

Whatmanpapier Schleicher und Schüll,  

 Dassel 

Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht 

2.1.2 Biologische und chemische Materialien 

2.1.2.1 Chemikalien 

AB-Diluent DAKO GmbH, Hamburg 

Acrylamid AppliChem, Darmstadt 

Aceton AppliChem, Darmstadt 

Agarose Invitrogen, Karlsruhe 

Amoniumpersulfat (APS) AppliChem, Darmstadt 

Borsäure AppliChem, Darmstadt 

Bovine Serum Albumine (BSA,Albumin Fraktion V) AppliChem, Darmstadt 
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Cäsiumchlorid (CsCl) AppliChem, Darmstadt 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) AppliChem, Darmstadt 

Eisessig AppliChem, Darmstadt 

Ethanol AppliChem, Darmstadt 

Ethidiumbromid AppliChem, Darmstadt 

Forene 100 % Abbott, Wiesbaden 

Gelatine Sigma-Aldrich, Steinheim 

Glucose AppliChem, Darmstadt 

Glycerin (87 %) AppliChem, Darmstadt 

Glycin  AppliChem, Darmstadt 

Salzsäure (HCl) AppliChem, Darmstadt 

H2O, steril Braun, Melsungen 

Hepes AppliChem, Darmstadt 

Hefeextrakt AppliChem, Darmstadt 

Isofluran Baxter, Unterschleißheim 

Isopentan Sigma-Aldrich, Steinheim 

Isopropanol AppliChem, Darmstadt 

Kaliumchlorid (KCl) AppliChem, Darmstadt 

Kaliumacetat (C2H3KO2) Merck, Darmstadt 

K2HPO4 AppliChem, Darmstadt 

KH2PO4 AppliChem, Darmstadt 

Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt 

Matrigel BD Biosciences, Heidelberg 

METAFECTENE
®

EASY Biontex Laboratories GmbH,  

 Martinsried 

Methanol  AppliChem, Darmstadt 

MgCl2 AppliChem, Darmstadt 

MgSO4 AppliChem, Darmstadt 

Na2HPO4*H2O AppliChem, Darmstadt 

NaCl AppliChem, Darmstadt 

NaOH AppliChem, Darmstadt 

NP-40 AppliChem, Darmstadt 

PEG 6 000 AppliChem, Darmstadt 

Pepton AppliChem, Darmstadt 

Phenol Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Select-Agar AppliChem, Darmstadt 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) AppliChem, Darmstadt 

β-Mercaptoethanol AppliChem, Darmstadt 

TEMED AppliChem, Darmstadt 

OCT ™ Compound TissueTek Sakura, Staufen 

Tris AppliChem, Darmstadt 

Triton-X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tween 20 AppliChem, Darmstadt 

VectaShield – with DAPI LINARIS Biologische  

 Produkte GmbH, Wertheim 

2.1.2.2 Enzyme 

Trypsin/EDTA-Lösung  GIBCO BRL, Karlsruhe 

RNAse A (10 mg / ml) Quiagen, Hilden 

 

Restriktionendonuklease: 

Pac  (10 U / µl)  NEB, Frankfurt a. M. 

Pac  wurde bei -20°C gelagert und in Kombination mit dem empfohlenen Puffer (10 x) 

und BSA (10 x) entsprechend dem Herstellerhinweis verwendet. 

2.1.2.3 Puffer und Stammlösungen 

Acrylamid 30 % 29,2 g Acrylamid und 0,8 g Bisacrylamid wurden 

abgewogen 

 und in 100 ml H2O gelöst. Lagerung bei 4°C. 

Ampicillin 5 % 500 mg Ampicillin wurden in 10 ml H2O gelöst, aliquotiert 

und bei -20°C eingefroren. 

Ammoniumpersulfat 10 % 1 g Ammoniumpersulfat wurden in 10 ml H2O gelöst. 

Lagerung bei -20°C. 

Borsäure 2 M MG = 61,83; 61,83 g Borat wurden in 50 ml H2O gelöst und 

bei RT gelagert. 

EDTA 0,5 M MG = 372,24; 46,53 g EDTA wurden in 250ml H2O gelöst, 

die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf einen pH-Wert von 

8,0 titriert. Die Lagerung erfolgte bei RT. 

Glucose 0,5 M MG = 180,16; 9 g Glucose wurden in 100 ml H2O gelöst. 

Lagerung bei RT. 

Glycin 200 mM MG = 75,07; 7,51 g Glycin wurden in 500 ml H2O gelöst. 

Lagerung bei RT. Der pH-Wert wurde mit HCL auf 2,5 

titriert. 
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HCL 6 N H2O wurde vorgelegt und das gleiche Volumen an 

konzentrierter HCL hinzugefügt. Die Lagerung erfolgte bei 

RT. 

HEPES 0,5 M MG = 238,31; 11,91 g HEPES wurden in 100 ml H2O gelöst 

und mit 10 N NaOH auf den pH-Wert von 7,5 eingestellt. 

Lagerung bei RT. 

Kanamycin 5 % 500 mg Kanamycin wurden in 10 ml H2O gelöst, aliquotiert 

und bei -20°C gelagert. 

K2HPO4 1 M MG = 136,09; 6,81 g  K2HPO4 wurden in 50 ml H2O gelöst. 

Lagerung bei RT. 

MgCl2 1 M MG = 203,3; 20,33 g MgCl2 wurden in 100 ml H2O gelöst. 

Lagerung bei RT. 

MgSO4 1 M  MG = 246,48; 24,648 g MgSO4 wurden in 100 ml H2O 

gelöst. Lagerung bei RT. 

NaCl 5 M  MG = 58,44; 292,2 g NaCl wurden in 1 l H2O gelöst. 

Lagerung bei RT. 

NaOH 2 N  MG = 39,99; 79,994 g wurden vorsichtig in 1 l H2O gelöst. 

Lagerung bei RT. 

Nonidet P-40 10 % 10 ml NP-40 wurden in 100 ml H2O gelöst. Lagerung bei 

RT. 

SDS-Lösung 10 % 1 g SDS wurde in 10 ml H2O gelöst. Lagerung bei RT. 

Tris 1 M MG = 121,14; 60,57 g Tris wurden in 500 ml H2O gelöst, 

die Lösung wurde mit HCl auf verschiedene pH-Werte 

eingestellt (pH 6,8 / pH 7,4 / pH 7,5 / pH 8) Lagerung bei 

RT.  

Triton X-100 10 % 10 ml Triton X-100 wurden mit 90 ml H2O vermischt. 

Lagerung bei RT. 

2.1.2.4 Kits 

Bio-Rad Bradford Protein Assay Bio-Rad, München 

2.1.2.5 Antikörper 

Primäre Antikörper, die für Western Blots genutzt wurden: 
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Name Spezies Klon Hersteller/Referenz  

DLK Kaninchen Polyklonal Holzman et al. 1994  

Phospho-DLK Kaninchen Polyklonal in der Arbeitsgruppe hergestellt  

GAPDH Kaninchen Monoklonal Cell Signaling Inc. Beverly, USA 

JNK Kaninchen Polyklonal Cell Signaling Inc. Beverly, USA 

Phospho-JNK Maus Monoklonal Cell Signaling Inc. Beverly, USA 

PECAM-1  Maus Monoklonal Santa Cruz Biotechnology,  

   Heidelberg, Deutschland 

 

Sekundäre Antikörper, die für Western Blots genutzt wurden: 

Name  Markierung  Herkunft Hersteller  

anti-Maus-IgG-HRP Meerrettich-Peroxidase Schaf GE Healthcare  

    Buckinghamshire, UK 

anti-Kaninchen-IgG-HRP Meerrettich-Peroxidase Esel GE Healthcare  

    Buckinghamshire, UK 

MFP555 goat anti-rat IgG Fluorescein  Ziege MoBiTec, Göttingen,  

    Deutschland 

2.1.2.6 Antibiotika 

Penicillin (10000 U / ml)    GIBCO, BRL, Karlsruhe 

Streptomycin (10000 µg / ml)   GIBCO, BRL, Karlsruhe 

Kanamycin    AppliChem, Darmstadt 

2.1.2.7 Inhibitoren 

Cycloheximid Translationshemmstoff  Sigma-Aldrich, Steinheim 

JNK-Inhibitor SP600125  Calbiochem, San Diego,  

  USA 

2.1.2.8 Signalstoffe 

TNF-alpha, human PromoKine, Heidelberg 

Leptin, human PromoKine, Heidelberg 

VEGF121-Sf9, human PromoKine, Heidelberg 

2.1.2.9 Nachweissystem 

ECL
TM

 Western Blotting Analysis System GE Healthcare  

 Buckinghamshire, UK 
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Immun-Star
TM

WesternC
TM

Chemiluminescent Kit Bio-Rad, München 

2.1.2.10 Molekulargewichtsmarker 

2.1.2.10.1 Protein 

Molekulargewichtsmarker werden verwendet um die Größe von Proteinen abzuschätzen. 

Sie stellen eine Mischung dar aus Proteinen, deren Molekulargewicht und daraus ihr 

Migrationsverhalten bekannt sind. Sie sind farblich markiert, so dass man sie mit den 

jeweiligen zu untersuchenden Proteinen der eigentlichen Probe vergleichen kann. Sie 

ergeben somit einen Anhaltspunkt für ihre Migration und Identifizierung.  

Als Molekulargewichtsmarker für die SDS-Polyacrylamidgele wurde der PageRuler
TM

 

PlusPrestained Protein Ladder (Fermentas, St.Leon-Rot) verwendet. 

2.1.2.10.2 DNA 

Im Falle der Agarosegelelektrophorese bestehen die Größenmarker aus bekannten DNA-

Fragmenten. Hierfür wurde der Größenmarker PageRuler
TM

 1 kb DNA Ladder 

(Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. 

2.1.2.11 Medienbestandteile und Seren 

2.1.2.11.1 Zellkultur 

DMEM Medium GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 

Fötales Kälberserum GIBCO BRL, Karlsruhe 

Endotheliales Zellmedium PromoCell, Heidelberg 

SupplementPack PromoCell, Heidelberg 

2.1.2.11.2 Bakterienkultur 

Select-Agar AppliChem, Darmstadt 

Select Hefeextrakt AppliChem, Darmstadt 

Select Pepton AppliChem, Darmstadt 

2.2 Methoden 

2.2.1 Arbeiten mit Nukleinsäuren 

2.2.1.1 Bestimmung von Konzentration der DNA 

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte spektralphotometrisch durch 

Extinktionsmessung bei 260 nm (OD260). Sie leitet sich vom Lambert-Beerschen Gesetz 
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ab. Eine DNA-Konzentration von 50 µg/ml ergibt sich bei einer Extinktion von 1,0. 

Daraus ergibt sich c = E x K x d
-1

, und es lässt sich folgende Formel ableiten:  

 

 

Abb. 2.1: Konzentrationsbestimmung von DNA 

Nimmt man das Absorptionsmaximum von Proteinen, bei welchem die Extinktion bei 

280nm gemessen wird, dann kann aus dem Verhältnis OD260/ OD280 die Reinheit der 

DNA berechnet werden. Der Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen (Sambrook et al. 

1989). 

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese 

Durch die Agarose-Gelelektrophorese lassen sich DNA in linearisierte DNA-Fragmente 

anhand ihres Molekulargewichts auftrennen. Dazu wird ein elektrisches Feld 

angeschlossen und die einzelnen DNA-Fragmente wandern von der Kathode zur Anode. 

Der prozentuale Anteil der Agarose ist abhängig von der Größe der zu laufenden DNA. 

Um eine Fragmentgröße zwischen 500 und 10000 bp darzustellen, wurde ein 0,8 % Gel 

gewählt. Dazu wurde die Agarose kurz mit TAE-Puffer versetzt und in der Mikrowelle 

aufgekocht. Anschließend wurde die Lösung auf ca. 50°C abgekühlt, mit Ethidiumbromid 

versetzt (0,5 µl / 20 ml) und in einen Gelschlitten mi dem passenden Kamm gegossen. 

Anschließend polymerisierte das Gel bei RT. Das polymerisierte Gel wurde in eine 

Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer gelegt. Dabei war darauf zu achten, dass das Gel 

vollständig mit TAE-Puffer benetzt war. Zu den DNA-Proben wurden 6x-Loadingpuffer 

gegeben und in die Geltaschen pipettiert. 

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei einer Spannung von 80 V. Das in den 

DNA-Fragmenten interkalierte Ethidiumbromid wurde mit UV-Licht einer Wellenlänge 

von 254 oder 366 nm sichtbar gemacht. Das Ergebnis wurde mit Hilf des GelDoc
TM

XR 

Molecular Imagers und der Image Software von Bio Rad (München) dokumentiert. 

 

TAE Puffer 1x 1l  

Tris  40 nM 4, 84 g 

EDTA 1 mM 2 ml von 0,5 M Stammlösung 

Eisessig 20 mM 1,14 ml 

2.2.1.3 Restriktionsenzymatische Spaltung von Nukleinsäuren 

Um zu überprüfen, ob die Bakterien das richtige Plasmid aufgenommen und amplifiziert 

haben, wird die DNA mittels Restriktionsendonukleasen analysiert. Diese sind bakterielle 

Enzyme, die DNA an spezifischen Schnittstellen in Fragmente schneiden, sodass DNA-

Bruchstücke definierter Länge vorliegen. Das Trennen erfolgt durch Spaltung von 
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Phosphodiesterbindungen. Diese Methode kann sowohl zur Sichtbarmachung anderer 

DNA-Fragmente als auch zur Überprüfung der Reinheit der DNA verwendet werden, da 

die Effizienz der Restriktionsenzyme von der Reinheit abhängig ist. Die hier verwendete 

Endonuklease ist Pac  mit einer Konzentration von 10 U/µl. Eine Unit ist die 

Enzymmenge, die bei 37°C 1µg DNA pro Stunde umsetzt. 

 

 Restriktionsverdau  50 µl  

Gewünschtes DNA-Plasmid  5 µl 

Pac    1 µl 

Pac  -Puffer  5 µl 

10 x BSA  5 µl 

H2O bidest.  34 µl 

 

Der Verdau wurde für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach vollständigem Verdau konnten 

die Proben mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert werden. 

2.2.1.4 Herstellung antibiotikahaltiger Agarplatten 

LB-Medium 1l                                       

NaCl 1 %  10 g 

Pepton 1 %  10 g 

Hefeextrakt 0,5 %    5 g 

Select-Agar 1,5 %  15 g 

H2O bidest.   1l 

 

+Antibiotikum 50 mg / ml  1 ml der 5% Stammlösung 

 

Das LB-Medium wurde für 1 Stunde bei 120 °C und 10
5 

Pa autoklaviert und auf 60 °C 

abgekühlt. Das Antibiotikum Kanamycin wurde zur Selektion resistenter Klone in 

gewünschter Konzentration hinzugegeben und das flüssige Medium auf 10cm-Platten 

verteilt. Die Platten wurden bei RT stehen gelassen, sodass das Medium fest werden 

konnte. Die Aufbewahrung der Platten erfolgte bei 4°C. 

2.2.1.5 Transformation (mittels Elektroporation) kompetenter Bakterien 

Als Elektroporation versteht man das Einbringen von DNA in prokaryontische Zellen 

mittels Stromschock. Dazu wird ein elektrisches Feld angelegt um die Zellmembran 

permeabel für verschieden Substanzen zu machen. 

Elektrokompetente E.coli-Bakterienzellen vom Stamm Top 10 wurden bei -80°C gelagert 

und für die Elektroporation auf Eis aufgetaut.  Es wurden 100 ng der Plasmid DNA zu 20 
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– 30 µl Bakterien gegeben und vorsichtig vermischt. Diese Lösung wurde in eine 0,1cm-

Küvette überführt und mittels des Bio Rad Micropulser für 4 Sekunden eine Spannung 

von 1,75kVolt bei 200 Ohm erzeugt. Diese Spannung führt zur Permeabilisierung der 

Membran. Danach wurde zu der Lösung 1 ml-LB-Medium gegeben und die Suspension 

in ein Eppendorf-Cup überführt. Anschließend inkubierte die Suspension für 1 Stunde bei 

37°C.  

In dieser Zeit wurde die LB-Agarplatte vorgewärmt. Nach der Inkubation wurde die 

Bakteriensuspension nochmal kurz vorsichtig vermischt für den Fall, dass sich die 

Bakterien während der Inkubation auf den Grund abgelagert haben. 100 µl dieser 

Suspension wurden mithilfe einer abgeflammten, gebogenen Pasteurpipettenspitze auf der 

Agarplatte ausplattiert und über Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.  

Aufgrund des antibiotikaresistenz-codierenden Genes des elektroporierten DNA-

Plasmids, wuchsen nur Bakterien, die das Plasmid aufgenommen haben. 

Einzelne Kolonien konnten vorsichtig von der Agarplatte gepickt werden. Danach wurde 

eine Minipräparation durchgeführt. 

2.2.1.6 Minipräparation von Plasmid-DNA 

Im Regelfall wird eine Minipräparation durchgeführt um nach einer Klonierung von 

Plasmid-DNA jedes Konstrukt auf seine Korrektheit hin zu überprüfen. In diesem Fall 

wurde die Präparation zu Amplifikation des schon vorhandenen DNA-Plasmids genutzt. 

Nach der Mini-Präparation erhält man etwa 20 µg DNA pro Konstrukt. 

 

Puffer P1  100 ml  

Tris (pH= 8,0) 50 mM 5 ml von 1 M Stammlösung 

EDTA (pH=8,0) 10 mM 2 ml von 0,5 M Stammlösung 

 

frisch dazu gegeben: 

RNAse   100 µl/ ml Puffer P1 

 

Puffer P2  5 ml  

NaOH 0,2 N 1 ml von 1 N Stammlösung 

SDS 1 % 500 µl von 10 % Stammlösung 

 

Puffer P3  20 ml  

C2H3KO2 (pH=5,5) 3 M 5,88 g 

 

Alle Puffer wurden bei RT gelagert. 
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Es wurden 6-8 Einzelkolonien von den Agar-Platten in je 3 ml LB-Antibiotika-Medium 

in einem 15-ml-Falcon angeimpft. Diese Kultur wurde über Nacht bei 37°C in einem 

Schüttler bei 190 rpm inkubiert. 

1,5 ml der Kultur wurden in ein 2-ml-Eppendorf-Cup überführt und für 2 min bei 4°C und 

6000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand konnte verworfen werden und das Sediment mit 

den Bakterientrümmern wurde in 250 µl P1 gelöst. Anschließend wurden rasch 250 µl 

von P2 dazugegeben und vorsichtig vermischt. Hierbei ist darauf zu achten, dass dieser 

Vorgang innerhalb von 5 min erfolgte, da die DNA andernfalls denaturiert. Im Anschluss 

werden 300 µl / Probe von P3 hinzugegeben und ebenfalls sehr vorsichtig geschwenkt. 

Danach konnten die Proben bei 13000 rpm bei 4°C für 5 min zentrifugiert werden. 

Der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Cup überführt und mit 600 µl Isopropanol 

vermischt. Die Suspension wurde für 45 min bei -80°C kalt inkubiert und für 40 min bei 

13000rpm bei 4 °C zentrifugiert. Es folgte eine Ethanol-Praezipitation. 

2.2.1.7 Ethanolpräzipitation 

Bei einer Ethanol-Praezipitation kann DNA oder RNA aus Lösungen gefällt werden. 

Dazu wurde das Sediment zur Salzentfernung in 1 ml eisgekühltem 100%-Ethanol gelöst. 

Danach wurde die Lösung bei 14°C und 13000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde entfernt und das Eppendorf-Cup zum Trocknen gelagert. Anschließend 

wurde das Pellet in jeweils 10 µl H2O bidest. gelöst und bei 4°C gelagert. 

2.2.2 Zellkultur 

2.2.2.1 Zelllinie HUVEC 

HUVECs (Human umbilical vein endothelial cells) sind primäre humane umbilicale 

venöse endotheliale Zellen, die aus der normalen menschlichen Nabelschnurvene 

entnommen und cryokonserviert werden. Unter sterilen Zellkulturbedingungen überleben 

sie die 16. Passage. HUVECs gelten als Modell für Endothelzellen. 

2.2.2.2 Zelllinie HEK-293A 

Die HEK-Zelllinie, human embryonic kidney-cells, werden aus der menschlichen Niere 

gewonnen und sind hypotriploide Epithelzellen. Sie besitzen DNA-Anteile des 

menschlichen Adenovirus 5 (E1A und E1B), weshalb sie zur Herstellung von Adenoviren 

eingesetzt werden können. 

2.2.2.3 Medien und Puffer 

PBS 1x 1l   

NaCl 140 mM 8g 

KCl 2,5 mM 0,2 g 

Na2HPO4 8,1 mM 1,44 g 
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KH2PO4 1,5 mM 0,24 g 

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. 

 

Endothel-Komplettmedium    

Endothelial-Cell-Medium (Promocell)  495 ml 

SupplementPack (Promocell) 

Penicillin/ Streptomycin 1 %  5 ml 

 

DMEM-Komplettmedium 10%  500 ml  

DMEM-Medium  445 ml 

Fötales Kälberserum 10 % 50 ml 

Penicillin/ Streptomycin 1 % 5 ml 

Dieses Medium wurde für die Aufzucht und Kultivierung von HEKs verwendet. 

 

DMEM-Komplettmedium  0,5 %  500 ml  

DMEM-Medium   490 ml 

Fötales Kälberserum 0,5 % 2,5 ml 

BSA 0,5 % 2,5 ml 

Penicillin/ Streptomycin 1 % 5 ml 

Dieses Medium wurde für die Transfektion der HEKs mit dem Plasmid und die weitere 

Aufzucht des Adenovirus verwendet. 

Die Medien wurden bei 4°C gelagert und 15 min vor Benutzung auf 37°C aufgewärmt. 

Der PBS-Puffer wurde bei RT gelagert. 

2.2.2.4 Standardbedingungen und Kultivierung von HUVECs  

Beim Arbeiten mit HUVEC wurde auf sterile Arbeitsbedingungen geachtet. Die 

benötigten Lösungen und Medien wurden steril filtriert oder autoklaviert. Die Arbeit fand 

unter der sterilen Werkbank bei Laminarluft statt. Zu Beginn wurde eine hygienische 

Händedesinfektion durchgeführt und alle Glas- und Kunststoffmaterialien vor Einbringen 

unter die Werkbank mit 70 % Isopropanol abgesprüht und gereinigt. 

Das Medium und die verwendeten Puffer wurden in einem Wasserbad auf 37°C erwärmt. 

Die mit den HUVEC-kontaminierten Materialien und Lösungen wurden nach Gebrauch 

gesondert entsorgt. Die HUVECs wurden bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und unter 5 % 

CO2-Begasung im Inkubator kultiviert. Für die Kultur der Zellen wurden Falcon-

Zellkulturschalen unterschiedlicher Größe verwendet: Für die Kultivierung wurden 

Zellkulturplatten von 15 cm und 10 cm Durchmesser, für die Transfektion 

Zellkulturschalen von 6cm Durchmesser verwendet. Das Wachstum der Zellen wurde 

regelmäßig unter einem inversen Mikroskop kontrolliert. 
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Als HUVEC-Kulturmedium diente Endothelial-Komplett-Medium. Einmal pro Woche 

wurden die HUVECs im Verhältnis 1:3 bis 1:4 gesplittet. Der Mediumwechsel erfolgte 

am Tag 3 oder 4 nach dem Ausplattieren. 

Nach dem Splitten oder Mediumwechsel mussten die HUVECs für die folgenden 48 h in 

diesem Kulturmedium ohne weitere Manipulation bleiben. Für Versuche konnten jedoch 

verschiedene Reagenzien zu den gewünschten Zeitpunkten in das Medium zugegeben 

werden. 

2.2.2.5 Standardbedingungen und Kultivierung von HEKs 

Beim Arbeiten mit HEKs wurde auf sterile Arbeitsbedingungen geachtet. Die benötigten 

Lösungen und Medien wurden steril filtriert oder autoklaviert. Die Arbeit fand unter der 

sterilen Werkbank bei Laminarluft statt. Zu Beginn wurde eine hygienische 

Händedesinfektion durchgeführt und alle Glas- und Kunststoffmaterialien vor Einbringen 

unter die Werkbank mit 70 % Isopropanol abgesprüht und gereinigt. 

Das Medium und die verwendeten Puffer wurden in einem Wasserbad auf 37°C erwärmt. 

Die mit den HEK-kontaminierten Materialien und Lösungen wurden nach Gebrauch 

gesondert entsorgt. Die HEKs wurden bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und unter 5 % 

CO2-Begasung im Inkubator kultiviert. Für die Kultur der Zellen wurden Falcon-

Zellkulturschalen unterschiedlicher Größe verwendet: Für die Kultivierung wurden 

Zellkulturplatten von 15 cm und 10 cm Durchmesser, für die Transfektion 

Zellkulturschalen von 6cm Durchmesser verwendet. Das Wachstum der Zellen wurde 

regelmäßig unter einem inversen Mikroskop kontrolliert. 

Als HEK-Kulturmedium diente das DMEM-Komplettmedium 10 %. Alle drei Tage 

wurden die HEKs im Verhältnis 1:10 gesplittet.  

2.2.2.6 Splitten der HUVECs 

War eine 15-cm-Zellkulturschale gleichmäßig mit einer einzelnen Schicht von HUVECs 

bewachsen, so wurden die Zellen auf neue Platten ausplattiert. Diesen Vorgang nennt 

man Splitten. Dies war nach etwa einer Woche der Fall. Einige der Platten wurden zur 

Weiterkultivierung im Verhältnis 1:3 oder 1:4 gesplittet, die restlichen Platten wurden für 

die anstehenden Versuche auf 6-cm-Zellkulturschalen ausplattiert und gegebenenfalls 

behandelt. 

Die Anzahl der stattgefundenen Splitvorgänge gibt die Passagezahl und somit das Alter 

der HUVECs an. Es wurden Zellen der Passage 2 - 9 verwendet. 

Auf die neuen Platten wurde vor dem Splitten 10 ml 0,1 %-Gelatine gegeben und 20 – 30 

min gewartet, sodass die Zellkulturschale mit der Gelatine benetzt war. Anschließend 

wurde die Gelatine abgesaugt. 

Von den alten Platten wurde vorsichtig das Komplett-Medium abgesaugt und mit PBS 

gewaschen. Dafür wurde etwa 10 ml PBS an den Rand der Zellkulturschale pipettiert und 

nach vorsichtigem Hin- und Herschwenken wieder abgesaugt. Auf diese Weise sollten 

tote Zellen oder Zellreste entfernt werden. Um eine Kontamination zu vermeiden wurde 



2  Material und Methoden 26 

 

 

sorgfältig darauf geachtet den Deckel der Zellkulturschalen nie ganz zu öffnen. 

Anschließend wurde 3 ml Trypsin/EDTA-Lösung pro Platte für 3 min auf die Zellen 

gegeben und bei 37°C in den Inkubator gestellt. Dies bezweckte das Ablösen der Zellen 

vom Zellkulturschalenboden. Durch leichtes Abklopfen der Ränder der Zellkulturschale 

sollte dieser Vorgang erleichtert werden. Durch die Zugabe von 8-10 ml Komplett-

Mediums wurde die Trypsinwirkung und somit der Verdauvorgang gestoppt. Um noch 

verbliebene adhärente Zellen vom Zellkulturschalenboden zu lösen wurde mehrmals mit 

einer Glaspipette die Zellkulturschale gespült. Um die entstandene Zellsuspension bei 

1300 UpM für 2 min bei RT zu zentrifugieren, wurde die Zelllösung in ein steriles 50-ml-

PP-Röhrchen überführt. Nach dem Zentrifugieren wurde der Überstand bis auf das 

Zellsediment abgesaugt und mit 10 ml Komplett-Medium gewaschen. Dafür wurden die 

Zellen vorsichtig mit einer Glaspipette resuspendiert und erneut zentrifugiert (1300 UpM, 

2 min, RT). Nun wurde der Überstand bis auf das übriggebliebene Sediment abgesaugt 

und in der gewünschten Menge Komplett-medium gelöst. Davor wurden die 

Zellkulturschalen mit 27 ml Komplett-Medium vorbereitet, wozu jeweils vorsichtig 3 ml 

der Zellsuspension gegeben wurde. Um eine gleichmäßige Verteilung der Zellen auf den 

Zellkulturschalen sicher zu stellen, musste vor jedem Pipettierschritt erneut mit einer 

Glaspipette resuspendiert und nach dem Auftragen der Zellen die Schale vorsichtig 

geschwenkt werden. Die frisch ausplattierten Zellen werden bei 37°C inkubiert. 

 

Gelatine   0,1 % 1 l  

Gelatine  100% 1 g 

H2O bidest.   ad 1000ml 

Um die Gelatine löslich zu machen, erwärmt man das Gemisch unter ständigem Rühren. 

Danach wurde die Gelatinelösung steril filtriert. 

2.2.2.7 Splitten der HEKs 

War eine 15-cm-Zellkulturschale gleichmäßig mit einer einzelnen Schicht von HEKs 

bewachsen, so wurden die Zellen auf neue Platten ausplattiert. Dies war nach etwa drei 

Tagen der Fall. Einige der Platten wurden zur Weiterkultivierung im Verhältnis 1:10 

gesplittet, die restlichen Platten wurden für die anstehenden Versuche auf 6-cm-

Zellkulturschalen ausplattiert und gegebenenfalls behandelt. 

Von den alten Platten wurde vorsichtig das Komplett-Medium abgesaugt und mit PBS 

gewaschen. Dafür wurde etwa 10 ml PBS an den Rand der Zellkulturschale pipettiert und 

nach vorsichtigem Hin- und Herschwenken wieder abgesaugt. Auf diese Weise sollten 

tote Zellen oder Zellreste entfernt werden. Um eine Kontamination zu vermeiden wurde 

sorgfältig darauf geachtet den Deckel der Zellkulturschalen nie ganz zu öffnen. 

Anschließend wurde 3 ml Trypsin/EDTA-Lösung pro Platte für 3 min auf die Zellen 

gegeben und bei 37°C in den Inkubator gestellt. Dies bezweckte das Ablösen der Zellen 

vom Zellkulturschalenboden. Durch leichtes Abklopfen der Ränder der Zellkulturschale 

sollte dieser Vorgang erleichtert werden. Durch die Zugabe von 8-10 ml Komplett-
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Mediums wurde die Trypsinwirkung und somit der Verdauvorgang gestoppt. Um noch 

verbliebene adhärente Zellen vom Zellkulturschalenboden zu lösen wurde mehrmals mit 

einer Glaspipette die Zellkulturschale gespült. Um die entstandene Zellsuspension bei 

1300 UpM für 2 min bei RT zu zentrifugieren, wurde die Zelllösung in ein steriles 50-ml-

PP-Röhrchen überführt. Nach dem Zentrifugieren wurde der Überstand bis auf das 

Zellsediment abgesaugt und mit 10 ml Komplett-Medium gewaschen. Dafür wurden die 

Zellen vorsichtig mit einer Glaspipette resuspendiert und erneut zentrifugiert (1300 UpM, 

2 min, RT). Nun wurde der Überstand bis auf das übriggebliebene Sediment abgesaugt 

und in der gewünschten Menge Komplett-medium gelöst. Davor wurden die 

Zellkulturschalen mit 27 ml Komplett-Medium vorbereitet, wozu jeweils vorsichtig 3 ml 

der Zellsuspension gegeben wurde. Um eine gleichmäßige Verteilung der Zellen auf den 

Zellkulturschalen sicher zu stellen, musste vor jedem Pipettierschritt erneut mit einer 

Glaspipette resuspendiert und nach dem Auftragen der Zellen die Schale vorsichtig 

geschwenkt werden. Die frisch ausplattierten Zellen werden bei 37°C inkubiert. 

2.2.2.8 Mediumwechsel 

Der Wechsel des Kulturmediums war abhängig vom Wachstumsverhalten der HUVECs. 

In der Regel wurde 3 - 4 Tage nach dem Splitten das verbrauchte Medium abgesaugt und 

etwa 30 ml frisches Komplett-Medium vorsichtig an den Rand der Zellkulturschale 

pipettiert, sodass die Zellen sich nicht ablösen konnten. 

2.2.2.9 Langzeitaufbewahrung und Rekultivierung 

Da HUVECs nur etwa 16 Passagen lang kultiviert werden können, ist es besonders 

wichtig immer einen Vorrat tiefgekühlter Zellen aufzubewahren. Dazu wurden die Zellen 

von einer konfluent bewachsenen Zellkulturschale mittels Trypsin abgelöst. Dieser 

Vorgang entsprach dem des Splittens. Die Zellen wurden in Kulturmedium gewaschen 

und anschließend in 4,5 ml Kulturmedium resuspendiert. Um die Zellen beim Einfrieren 

vor Eiskristallen zu schützen wurde der Suspension 0,5 ml DMSO zugegeben, sodass das 

DMSO in einer Endkonzentration von 10 % (v/v) vorlag. Eine 15-cm-Zellkulturschale 

ergaben circa 3 Einfrierröhrchen. Die Röhrchen wurden mit jeweils 1,5 ml Zellsuspension 

gefüllt und sofort auf Eis gestellt. Nach 1 - 2 Stunden konnten sie bei -80°C 

zwischengelagert werden. Die Langzeitaufbewahrung erfolgte nach 2 - 4 Wochen bei -

196°C in flüssigem Stickstoff. 

Da DMSO über 10°C toxisch ist, erfolgte das Auftauen der Zellen sehr rasch. Die 

tiefgefrorenen Zellen wurden hierzu in einem 37°C-Wasserbad erwärmt und sofort in ein 

steriles 50-ml-Röhrchen überführt, indem sich schon 10 ml vorgewärmtes Kulturmedium 

befand. Die Suspension wurde für 2 min bei Raumtemperatur und 1300 rpm zentrifugiert. 

Nach dem Waschen wurden die Zellen in 10 ml frischem Komplettmedium aufgenommen 

und auf einer 10-cm-Zellkulturschale ausplattiert. 
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2.2.3 Proteinanalyse 

2.2.3.1 Behandeln von Zellen zur Proteincharakterisierung 

Um die Proteine auf die Expression verschiedener Kinasen und Aktivitätsgrade hin zu 

untersuchen, wurden die Zellen mit verschiedenen Stoffen behandelt, bevor man einen 

Western Blot zur weiteren Darstellung durchführte. Hierfür wurden die Zellen 48 h nach 

dem Ausplattieren und 30 min vor der Ernte mit 5 µl TNFα, VEGF und Leptin in einer 

Endkonzentration von 10 ng/µl behandelt. 

Bei einigen Versuchen wurden die Zellen zu unterschiedlichen Zeiten mit 

unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Diese Angaben sind der Legende der 

jeweiligen Abbildungen zu entnehmen. 

Gegebenenfalls wurden die Zellen mit dem Hemmstoff für JNK SP600125 (kurz: JNK-

Inhibitor) 90 min vor der Zellernte behandelt. Hierfür wurden 5 µl 25 mM SP600125 auf 

die jeweilige ausplattierte 6cm-Zellkulturschale gegeben. Damit in den Ergebnissen eine 

DMSO-toxische Wirkung ausgeschlossen werden konnte, wurde auf die nicht 

behandelten Zellen zum selben Zeitpunkt 5 µl DMSO gegeben. 

 

SP600125 Stammlösung 25 mM  

SP 600125 (MG 220,2) 1 mg 

DMSO 182 µl 

 

Um die Halbwertszeit eines Proteins zu bestimmen, eignet sich eine Behandlung mit 

Cycloheximid. Dies ist ein Antibiotikum, welches die Proteinbiosynthese an Ribosomen 

und somit die Translation hemmt. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten 

mit einer Endkonzentration von 50 µg/ml behandelt. 

 

Cycloheximid Stammlösung (180 mM)   

Cycloheximid (MG 281,35) 50 µg 

Ethanol absolut 1 ml 

2.2.3.2 Zellernte und Herstellung von Zellextrakten 

Lysispuffer  10 ml  

Hepes ( pH = 7,5) 50 mM 1 ml 0,5 M Hepes Stammlösung 

NaCl 150 mM 300 µl 5 M NaCl 

MgCl2 1,5 mM 15 µl 1 MgCl2 

Glycerin 10 % (v/v) 56 µl 180 mM EGTA 

Triton X-100 1 % (v/v) 100 mg 

NP-40 1 % (v/v) 1 ml 10%ig NP-40 Lösung 
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Der Lysispuffer wurde bei 4°C aufbewahrt. Unmittelbar vor Gebrauch wurde Phosphatase 

Inhibitor (7x) und Protease Inhibitor (10x) hinzugegeben. 

24 Stunden nach der Behandlung der HUVECs erfolgte die Zelllyse unter nicht sterilen 

Bedingungen auf Eis. Zuerst wurde das Medium von der 6-cm-Zellkulturschale abgesaugt 

und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Danach wurde rasch 90 µl des Lysispuffer auf 

die Zellen gegeben. Die Zelllösung wurde mit Hilfe eines Zellschabers am Rand der 6-

cm-Zellkulturschale gesammelt und mit einer Pipette in ein Eppendorf-Cup überführt. 

Um die Zellmembran aufzubrechen wurden sie im flüssigen Stickstoff schockgefroren 

und bei 37°C im Wasserbad wieder aufgetaut. Dieser Vorgang wurde noch einmal 

wiederholt und anschließend die Zellen 15 min auf Eis stehen gelassen, bevor sie in einer 

auf 4°C vorgekühlten Zentrifuge für 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert wurden. Hierbei 

wurden die Proteine von den Zelltrümmern separiert. Der Überstand wurde in ein neues 

Eppendorf-Cup überführt. 1µl dieses Lysats wurde für die Proteinbestimmung verwendet. 

2.2.3.3 Bestimmung des Proteingehalts 

Da es beim Western Blot wichtig ist, dass gleiche Proteinmengen vorliegen, muss man zu 

Beginn eine genaue Proteinbestimmung des Zelllysats durchführen. Hierzu führt man mit 

Hilfe eines Bio-Rad-Protein-Assays eine photometrische Messung durch, die so genannte 

Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford 1976). Hierbei wird genutzt, dass der 

Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau-G250 in drei unterschiedlichen Zuständen Licht 

verschiedener Wellenlänge absorbiert. 

 

Abb. 2.2: Reaktionsgleichung für die Proteinbestimmung nach Bradford 

 

Wenn der Farbstoff an ein Protein gebunden wird, wechselt er von seinen kationischen 

Zustand in einen anionischen Zustand, bei dem die Absorption bei einer Wellenlänge von 

595 nm gemessen werden kann. Die Absorptionsänderung ist größtenteils mit der 

Proteinkonzentration proportional. Da verschiedene Proteine unterschiedlich viel an 

Coomassie-Blau binden, wird eine Standardkurve für ein definiertes Protein wie zum 

Beispiel BSA (bovine serum albumin) benötigt. Dazu wurde mit unterschiedlichen 

Konzentrationen von BSA eine Eichgerade erstellt, aus der der Bereich der linearen 

Absorptionsänderungen ablesbar war. 

Für die photometrische Proteinbestimmung der Proben wurde in Doppelbestimmung 1µl 

des Lysats in einer 1cm-Kunststoffküvette mit 800 µl H2O bidest. und 200 µl filtriertes 

Bio-Rad-Reagenz vorsichtig vermischt. Als Leerwert dienten 2 Küvetten 800 µl H2O 
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bidest. mit 200 µl Bio-Rad-Reagenz versetzt. Nach 15 min war der Protein-Farbstoff-

Komplex stabil und die Extinktion wurde bei einer Wellenlänge von λ= 595 nm 

gemessen. Die ermittelten Extinktionen wurden mit der zuvor erstellten Eichgeraden in 

Konzentrationen umgerechnet. 

Gleiche Mengen an Proteinlysat wurden mit dem entsprechenden Volumen an 4x-SDS-

Lämmlipuffer versetzt (s.u.). Zum Volumenausgleich wurde Lysispuffer ohne Inhibitoren 

dazugegeben. Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben für 5 min bei 95°C 

gekocht. Anschließend konnte man sie bei -20°C einfrieren oder gleich für die 

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektroporese (SDS-PAGE) verwenden. 

 

Lämmlipuffer 4x 100ml  

Tris (pH 6,8) 250mM 25 ml von 1M Stammlösung 

Glycerin 40% 45,9 ml 87% Glycerin 

SDS 8% 8 g 

β-Mercaptoethanol 10% 10 ml 

Bromphenolblau 0,04% 40 mg 

 

Lämmlipuffer wurde bei -20°C aufbewahrt. 

2.2.3.4 SDS-PAGE 

Die SDS-PAGE wird verwendet um Proteine im elektrischen Feld aufzutrennen 

(Laemmli 1970). Hierzu benötigt man zwei unterschiedliche Gelanteile: ein Sammelgel 

(pH=6,8) und ein Trenngel (pH=8,8). Das Sammelgel dient der Fokussierung der 

Proteine, das Trenngel trennt die Proteine anhand ihres Molekulargewichtes (in kDa). Die 

Konzentration des Trenngels wird in Abhängigkeit von der zu untersuchenden 

Proteingröße gewählt. 

 Sammelgel 4 %        Trenngel 10 % 

Acrylamidstammlösung 0,67 ml   3,33 ml 

Sammel-/Trenngelpuffer 1,25 ml   2,5 ml 

SDS 10% Stammlösung 50 µl   100 µl 

H2O bidest.   2,98 ml   4,0 ml 

Zugabe kurz vor dem Gießen der Gele: 

APS-Stammlösung  50 µl   100 µl 

TEMED  2,4 µl   6 µl  

 

Trenngelpuffer     200 ml             

Tris (pH 8,8)  1,5 M   36,24 g 
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Sammelgelpuffer     200 ml   

Tris (pH 6,8)  0,5 M   12,14 g 

 

Das anionische Detergenz SDS bindet ausreichend an die zuvor denaturierten Proteine, 

wodurch diese eine negative Ladung erhalten und ihre Tertiär- und Sekundärstruktur 

verlieren. β-Mercaptoethanol wird hinzugefügt um die noch vorhandenen Disulfidbrücken 

zu spalten. Beim Anlegen einer elektrischen Spannung ist die 

Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine proportional zu ihrem Molekulargewicht. Die 

Zugabe von Bromphenolblau ermöglicht eine visuelle Darstellung der Auftrennung.  

Dazu werden die Proben auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen, welches, bei angelegter 

Spannung, eine Migration der negativ geladenen Proteine bewirkt. Kleine Proteine 

wandern dabei schneller als Proteine mit einem höheren Molekulargewicht. 

Gießen der Gele: Um die Polyacrylamidgele zu gießen, wurde eine Gießkammer, eine 

Glasplatte, eine Aluminiumplatte, ein geeigneter Kamm für die Probentaschen und zwei 

Platzhalter benötigt. Alle Materialien wurden zuvor mit 70 % Ethanol gereinigt und in die 

Gießkammer eingespannt. Im Anschluss konnten die flüssigen Lösungen für die Gele in 

die Kammern gegossen werden. Zuerst wurde das Trenngel zu 2/3 in den Platzhalter 

gegossen. Zur Sicherstellung einer geradlinige Trennschicht wurden 200 µl Isopropanol 

auf das Trenngel pipettiert. Nach 15 min war das Trenngel polymerisiert und das 

Isopropanol konnte abgenommen werden. Anschließend wurde das Sammelgel auf das 

Trenngel gegossen und der ausgewählte Kamm vorsichtig in das noch flüssige Gel  

eingesetzt. Nach weiteren 15 min konnte das fertige Gel für die Elektrophorese verwendet 

werden. 

  

Laufpuffer  1 l  

Tris (pH 8,3) 25 mM 3,03 g 

Glycin  192 mM 14,41 g 

SDS  0,1 % 10 ml 10% Stammlösung 

 

Alle Puffer wurden mit HCl auf den gewünschten pH-Wert eingestellt. 

 

Für die SDS-PAGE wird ein Gel in die Elektrophoresekammer eingespannt und mit 

Laufpuffer gefüllt. Danach wurde vorsichtig der Kamm entfernt. Um die Probentaschen 

von Gelresten zu reinigen wurde  mit einer 20-G-Kanüle und einer 5 ml-Spritze die 

Taschen mit Laufpuffer gespült. Anschließend konnte man die Taschen mit den 

vorbereiteten Proben, die alle identisch an Volumen und Proteinkonzentration sind, 

beladen. Es konnten maximal 45 µl eingesetzt werden. Zusätzlich wurde ein Protein-

Molekulargewichtsmarker zur Bestimmung der Proteingröße in die erste Tasche 

pipettiert. Pro Gel wurde zunächst 20 mA Stromstärke angelegt, bis die Proteine das 

Trenngel erreicht hatten. Für die Auftrennung wurden 25 mA pro Gel angelegt. Das Gel 
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wurde solange laufen gelassen bis die Proben am unteren Rand des Gels zu sehen waren. 

Das Gel wurde aus der Kammer herausgenommen und für den späteren Western Blot 

vorbereitet. 

2.2.3.5 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran (Western Blot) 

Puffer A ( Anodenpuffer)   1 l  

Tris ( pH= 11,3) 300 mM 36,6 g 

Methanol 20 % 200 ml 

 

Puffer B (Blotpuffer)   1 l  

Tris ( pH= 10,5)  25 mM 3,05 g 

Methanol   20 % 200 ml 

 

Puffer C (Kathodenpuffer)   1 l  

Tris (pH= 9,0)  25 mM 3,05 g 

Methanol  20 % 200 ml 

 

Der pH-Wert wurde jeweils mit 2 M Borsäure titriert. 

 

Beim Proteintransfer (Western Blot) werden die zuvor aufgetrennten Proteine ihrem 

Molekulargewicht entsprechend aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. 

Dazu wird die Semi-Dry-Methode verwendet. Das Sammelgel wurde vom Trenngel 

abgetrennt und das Trenngel für 20 min in Puffer C geschwenkt. In dieser Zeit wurde die 

Nitrozellulosemembran mit H2O angefeuchtet und für 10 min in Puffer B geschwenkt. 

Pro Gel wurden 8 Whatman-Papiere in Puffer A, B und C geschwenkt. Die Größe von 

Papier, Membran und Gel war gleich. Anschließend wurden das Gel, die Membran und 

die Papiere wie folgt (s. Abb. 2.3) in der Blotkammer angeordnet. Damit der Blotvorgang 

ohne Behinderungen stattfinden konnte, wurde sorgfältig darauf geachtet, dass zwischen 

den verschiedenen Lagen keine Luftblasen entstanden. 
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Abb. 2.3: Aufbau einer Blotkammer 

 

Es wurde eine Stromstärke von 75 mA pro Gel für 60 min angelegt, wobei die Proteine 

von der Kathode zur Anode wanderten und somit von dem Gel auf die Membran 

übertragen wurden. 

2.2.3.6 Immunologischer Nachweis von Proteinen 

TBS-T   1 l  

Tris ( pH= 8,0)   10 mM 

NaCl   150 mM 

Tween 20    0,1 % (v/v) 

 

Blockpuffer   50 ml  

Trockenmilchpulver  5 % 2,5 g 

TBS-T   ad 50 ml 

 

Antikörperlösung   50 ml  

Trockenmilchpulver  1 % 0,5 g  

TBS-T   ad 50 ml  
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Primärantiköper   Verdünnung  

Phospho-DLK-Antikörper (Kaninchen) 1:1000 in 1 % Trockenmilch 

DLK-Antikörper (Kaninchen)  1:1000 in 1 % Trockenmilch 

Pospho-JNK-Antikörper (Maus)  1:500 in 1 % Trockenmilch 

JNK-Antikörper (Kaninchen)  1:1000 in 1 % Trockenmilch 

GAPDH-Antikörper (Kaninchen)   1:2000 in 1 % Trockenmilch 

 

Um die durch das Blotten auf die Membran übertragenen Proteine quantitativ nachweisen 

zu können, wurde die Membran mit verschiedenen Antikörpern inkubiert. Dazu wurden 

in einem ersten Schritt unspezifische Bindungsstellen blockiert, indem die Membran 

zuvor für 1 Stunde bei RT in Blockpuffer auf der Schüttelplattform inkubiert wurde. 

Danach erfolgte die Inkubation der entsprechenden Primärantikörper in Tabelle 

angegebender Verdünnung über Nacht bei 4 °C auf einer Schüttelplattform. Am nächsten 

Tag wurde die Nitrozellulosemembran dreimal für 5 - 10 min in TBS-T gewaschen um 

den nicht-gebundenen Primärantikörper zu entfernen. Anschließend wurde die Membran 

mit dem Sekundärantikörper in einer Verdünnung von 1:10000 für 1 Stunde bei RT 

inkubiert. Der Sekundärantikörper bindet an den Primärantikörper derselben Spezies 

(Kaninchen oder Maus) und ist an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, welche die 

Oxidation von Luminol durch Reduktion von Wasserstoffperoxid bewirkt. Der nicht-

gebundene Sekundärantikörper wurde ebenfalls nach der Inkubation mittels dreimaligem 

Waschen in TBS-T entfernt. Für die Detektion wurde die Membran für 2 min mit einem 

Gemisch aus je 200 μl der Peroxidlösung und der Luminol-Entwicklerlösung des Immun-

Star™ WesternC™ Chemiluminescent Kit (Bio-Rad) inkubiert. Danach wurde die Membran 

luftblasenfrei in Parafilm® eingeschlagen und auf der Versa-Doc™-Plattform platziert. 

Auf diesem Weg konnten die Proteine mittels des VersaDoc
TM 

Imaging Systems sichtbar 

gemacht werden. Abhängig von der Affinität des Primärantikörpers und der Menge des 

Proteins wurden die Membranen zwischen 15 sek und 20 min entwickelt. Mit der 

Software Quantity One 1D Version (Bio Rad) konnten die Proteine densitometrisch 

ausgewertet werden. 

2.2.3.7 Wiederaufbereitung der Nitrocellulosemembran 

Zur Detektion von weiteren Proteinen wurde die Membran von dem 

Antikörperkomplexen freigewaschen. Dazu musste die Membran erst für etwa 10 min in 

TBS-T gewaschen werden, um sie von der Entwicklerlösung zu befreien. Danach wurde 

der alte Antikörper mittels 200 mM Glycin (30 min bei RT) abgelöst. Anschließend 

wurde die Membran nochmals kurz gewaschen, erneut geblockt und konnte für die 

Detektion eines weiteren Proteins erneut eingesetzt werden. 
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2.2.4 Herstellung der Viren Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A 

Für weitere Forschungsarbeiten in unserer Arbeitsgruppe wurden zwei Adenoviren 

hergestellt: 

Der Ad-DLK-wt ist der Adenovirus des DLK-Wildtyps. DLK hat seine katalytische 

Domäne zwischen den Aminosäuren (AS) 156 und 404. Das ATP-Bindungszentrum liegt 

bei AS 185, welches die AS Lysin darstellt. Der Ad-DLK-K185A ist der Adenovirus der 

DLK-Mutante, bei dem das ATP-Bindungszentrum mutiert ist. Hier wurde die AS Lysin 

durch Alanin ersetzt. Somit wird DLK inaktiviert.  

Die Adenoviren sollen der Überexpression dienen und sicherstellen, dass bei weiteren 

Versuchen 90-100 % der Zellen mit DLK oder deren Mutante infiziert werden. 

2.2.4.1 Transfektion von Plasmid-DNA nach der Metafectene
TM

-Easy-Methode 

Bei einer Transfektion wird ein DNA-Plasmid in eine eukaryontische Zelle eingebracht. 

Die DNA wird jedoch nicht dauerhaft in das Genom der Zelle integriert. 

Die Transfektion der Metafectene-Easy-Methode wurde nach Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Metafectene-EASY, sowie der 10x-EASY-Buffer sollten bei -15°C gelagert 

werden, damit vor jeder Anwendung der Freeze-Thaw-Mechanismus durchgeführt 

werden kann. Hierbei wird vor jeder Anwendung der Puffer und Metafectene-EASY 

einmal eingefroren und wieder aufgetaut. Dies dient der optimalen Rekonstitution der 

Größenverteilung der Liposomen. Metafectene-EASY ist ein kationisches Lipid mit 

Kolipiden in Wasser. Es komplexiert die DNA in kompakte Strukturen und fördert die 

Aufnahme in die Zelle. 

Das Vorbereiten der Reagenzien beinhaltet die Herstellung des Metafectene-EASY-

Puffers: 

 

Metafectene-EASY-Puffer 1x 100 µl  

Metafectene-EASY-Puffer 10 x 10 µl 

Steriles H2O  90 µl 

 

Vor dem Gebrauch der Reagenzien wurden der Metafectene-Puffer, die DNA und das 

Metafectene-EASY auf RT erwärmt. 

 

Für eine 6-cm-Zellkulturschale, auf der eine Zellmenge von 0,5 x 10
6 

Zellen wachsen, zu 

transfizieren, benötigt man folgende Mengen: 

 

Zellsuspension 1xEASY-Puffer Metafectene-EASY DNA  

5000 µl  100 µl 5 µl  5 µl 
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Zuerst wurde das Metafectene-EASY in den EASY-Puffer pipettiert und vorsichtig 

vermischt. Danach wurde die DNA dazugegeben und ebenfalls gemischt. Anschließend 

wurde die Lösung für 15 min bei RT inkubiert. 

Danach wurde die Lipoplexlösung zu den 5 ml Zellsuspension gegeben und die 

Suspension vorsichtig ausplattiert. 

Das erste grün fluoreszierende Protein (GFP) -gebundene Signal konnte nach 24 h 

detektiert werden. Dies war ein Zeichen dafür, dass die Zellen mit dem Virus infiziert 

wurden. 

2.2.4.2 Virusernte nach Transfektion des Virus 

Beim Arbeiten mit Viren war darauf zu achten sich streng an die S2-Richtlinien zu halten. 

Es wurde unter einer sterilen Werkbank entsprechenden Virus-Hood gearbeitet und nach 

Benutzung des Arbeitsplatzes für 60 min das UV-Licht angestellt. Der Müll wurde 

gesondert autoklaviert und entsorgt.  

Um zu überprüfen, ob das Virus die ausgewählte DNA eingebaut hat, musste man das 

Virus von der 6-cm-Zellkulturschale ernten. Dafür spülte man die Schale mit dem schon 

vorhandenen Medium und einer Pipette vorsichtig ab, damit sich die Zellen lösen 

konnten. Falls sich die Zellen schlecht von dem Untergrund lösten, konnte man 

gegebenenfalls auch einen Zellschaber zur Hilfe nehmen. Anschließend überführte man 

die Zellsuspension in ein 15-ml-Falcon-Röhrchen. 

Für die Zelllyse wurden die Zellen im flüssigen Stickstoff schockgefroren und bei RT 

oder 37°C im Inkubator/Wasserbad aufgetaut. Das Einfrieren/Auftauen wurde dreimal 

durchgeführt. Im Anschluss konnten die Zellreste bei 2500 rpm für 5 min abzentrifugiert 

werden. Das Virus war nun im Überstand zu finden, den man entweder bei -20°C 

einfrieren oder gleich zum Testen weiterverwenden konnte. 

Um zu untersuchen, ob das richtige Virus hergestellt wurde, wurde das zugehörige 

Protein kontrolliert. Hierzu wurde mit infizierten Zellen ein Western Blot durchgeführt. 

Dafür wurden HUVECs vorbereitet, die in einer 6-Well-Plate ausplattiert wurden. Nach 

dem Ausplattieren wurde 48h gewartet um die Zellen anschließend mit verschiedenen 

Konzentrationen des Virus zu infizieren. Dabei wurde eine Zellkulturschale für die 

Kontrolle unbehandelt gelassen, die nachfolgenden mit 100 µl, 500 µl und 1000 µl 

infiziert. Nach 2-6 h wurde ein Mediumwechsel mit Endothelial-Medium durgeführt. 

Die infizierten Zellen wurden nach 48h geerntet. Das gewünschte Protein wurde 

anschließend mittels des Western Blots detektiert und somit das Virus indirekt 

kontrolliert. 

2.2.4.3 Amplifikation des Virus 

Nach der Kontrolle, konnte das Virus zur weiteren Herstellung amplifiziert werden. 

Hierfür wurden 2 x 15-cm-Zellkulturschalen HEKs angezüchtet um sie mit dem Virus zu 

infizieren. Es wurden regelmäßig unter dem Floureszenz-Mikroskops die gekoppelten 

GFP-Signale beobachtet um zu untersuchen wie sich da Virus in den Zellen verhält. Bei 
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ausreichendem Signal wurde es von den 15-cm-Zellkulturschalen geerntet (s.o.) und 

entweder bei -20°C eingefroren oder weiter amplifiziert. 

Im nächsten Schritt wurden 20 x 15-cm-Schalen infiziert und unter strenger Beobachtung 

der genaue Zeitpunkt der Ernte abgepasst. Es ist wichtig, dass die Zellen ausreichend 

infiziert sind und sich kurz vor dem Ablösen befinden.  

Es wurden 17 ml Medium von den Platten entfernt. Mit dem restlichen Medium wurde 

die jeweilige Zellkulturschale nachgespült und die infizierten Zellen wurden in einem 50-

ml-Falcon-Röhrchen gesammelt.  

Die vier Falcon-Röhrchen wurden bei 1000 rpm für 2 min zentrifugiert. Der Virus-

Überstand wurde in einem 50-ml-Tube gesammelt und in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Bis zur weiteren Aufreinigung wurde das Röhrchen bei -20°C gelagert. 

2.2.4.4 Virusaufreinigung mittels Cäsiumchloridgradienten 

Bevor das Virus weiter auf gereinigt werden konnte, wurden die mit dem Virus infizierten 

Zellen erneut 3 mal aufgetaut und eingefroren und anschließend bei 2500 rpm für 5 min 

abzentrifugiert. 

 

VSB-Puffer 10x 1l  

Tris (basisch)  12,1 g 

NaCl  80 g 

MgCl2 (6x H2O)  2,03 g 

KCl  3,72 g 

H2O bidest.   ad 1000 ml 

Der pH-Wert wird mit 1 M HCl auf 7,4 eingestellt. 

 

CsCl2- Heavy Stock  500 ml  

CsCl2  211 g 

VSB 1x ad 500 g  

Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt. Die Dichte sollte 1,459 g/ml sein. 

 

CsCl2-Light-Stock  500 ml  

CsCl2  112 g 

VSB 1x ad 500 g   

Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt. Die Dichte sollte 1,209 g/ml sein. 
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Einfrierpuffer  10 ml  

Glyzerin 90% 9 ml 

1x VSB 10% 1 ml 

Der Einfrierpuffer und das Virus werden 1:1 gemischt. 

 

Nach Vorbereitung der Puffer und Lösungen wurde der CsCl2-Gradient hergestellt. Dafür 

wurden 5 ml vom Light-Stock in ein 50-ml-Falcon-Röhrchen pipettiert. Danach wurden 5 

ml Lösung vom Heavy-Stock unterpipettiert. Aufgrund der verschiedenen Dichten der 

beiden Lösungen wurde eine klare Trennschicht sichtbar. Anschließend wurde das Virus 

auf die obere CsCl2-Schicht (Light-Stock) gegeben. Um mit der Ultrazentrifuge den Virus 

nachher abzuzentrifugieren müssen zwei Röhrchen von der CsCl2/Virus-Mischung 

vorbereitet werden. Darauf ist zu achten, dass zum Ausgleich der beide Röhrchen exakt 

gleich voll und schwer sind. Dazu werden sie auf die zweite Kommastelle genau 

abgewogen. Um Volumen- und Gewichtsunterschiede auszugleichen kann man PBS 

nachpipettieren. 

Die Röhrchen wurden bei 10 °C, 22000 rpm für mindestens 4 Stunden oder über Nacht 

abzentrifugiert. Die Virionen und alle anderen Partikel trennten sich nach ihrer Dichte im 

CsCl2-Gradienten auf. Das Virus ist zwischen dem Heavy- und Light-Sock als milchige 

Phase deutlich erkennbar. Die Röhrchen wurden mit einer 20 G-Kanüle von unten 

angestochen und der Virus wurde in einer 5 ml-Spritze gesammelt und schließlich in ein 

50-ml-Falcon überführt.  

Im Anschluss wurde die virushaltige Lösung dialysiert. Dafür wurde sie in einen 

Dialysierschlauch mit einem Durchmesser von 7 mm gegeben und der Schlauch an 

beiden Seiten fest verschlossen. Danach verblieb er unter ständigem Rühren bei 4°C für 

24 Stunden in einem mit VSB-gefüllten 1l-Becherglas. Die VSB-Lösung wurde zweimal 

gewechselt. 

Nach der Dialyse konnte das Virus in einem Falcon-Röhrchen gesammelt werden. Um 

ihn später bei -80°C lagern zu können, wurde er mit dem Einfrierpuffer in einem 

Verhältnis 1:1 gemischt.  

2.2.4.5 Titerbestimmung 

Die Titerbestimmung wurde mit Hilfe von HEKs in einer 96-well-Platte durchgeführt. 

Dazu wurden die zuvor angezüchteten Zellen mit Trypsin von der Zellkulturschale 

abgelöst und in einem 50-ml-Falcon-Röhrchen gesammelt. Die Zellsuspension wurde für 

2 min bei 1000 rpm zentrifugiert und das Zellsediment in 0,5%-Medium wieder 

aufgenommen. Pro well der 96er-Platte sollte 100 µl Medium mit je 20000 Zellen 

pipettiert werden. 

Ausgehend von einer 1 µl Virus-Stammlösung wurde eine Verdünnungsreihe von 10
-8

 bis 

10
-12

 hergestellt. Pro Verdünnung wurden 10 µl zu den 100 µl Medium-Zell-Gemisch 



2  Material und Methoden 39 

 

 

gegeben, was nochmal eine Verdünnung von 1:10 entsprach. Die verschiedenen 

Verdünnungen wurden aufsteigend in die Reihen 3 - 8 pipettiert. Die Positiv-Kontrolle, 

die dreimal 1 µl Virus entsprach, wurde in Reihe 1 pipettiert, die Negativ-Kontrolle ohne 

Virus war die Reihe 2. 

Die Auswertung erfolgte nach 4 Tagen. Zur Identifizierung der infizierten Zellen wurden 

die GFP-Signale unter dem Floureszenzmikroskop gezählt. Als infiziert galt, wenn ein 

grünes Signal wahrgenommen wurde. 

Anhand einer halbmaximalen Infektionsrate in einer logarithmischen Verdünnungsreihe 

wurde der Titer bestimmt. 

2.2.5 Untersuchung der Angiogenese bei Diät-induzierter Adipositas und 

Diabetes mellitus 

2.2.5.1 Mäuse 

Die Versuche wurden an männlichen Wildtypmäusen des Stammes C57/Black6 und 

männlichen heterozygoten DLK
+/-

-Mäusen (B6xMUK, ebenfalls Stamm C57/BL6) 

durchgeführt. Homozygote DLK-Mäuse konnten nicht verwendet werden, da diese bereits 

perinatal versterben (Hirai et al. 2006). 

2.2.5.2 Diäten und Messungen 

Als die Mäuse 8 Wochen alt waren, wurden sie anhand ihrer Diät in drei Gruppen 

aufgeteilt: Normaldiät (ND), fettreiche Diät (HFD) und kohlenhydratreiche Diät (CRD). 

Die Tiere wurden über einen Zeitraum von 20 Wochen mit den verschiedenen Diäten 

ernährt. Um die induzierte Fettleibigkeit und die Stoffwechsellage zu verfolgen, wurden 

die Tiere zweiwöchentlich gewogen und die Glucose im Urin mittels Keto-Urinsticks 

(Roche) bestimmt. Um den Blutzuckerspiegel zu bestimmen, wurden den Tieren alle 4 

Wochen retrobulbär Blut entnommen. 

Normaldiät 100 %     

Proteine 19 % 

Kohlenhydrate 77,7 % 

Fett 3,3 % 

 

Fettreiche Diät 100 %     

Proteine 17 % 

Kohlenhydrate 28 % 

Fett 55 % 
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Kohlenhydratreiche Diät 100 %     

Proteine 19 % 

Kohlenhydrate 76 % 

Fett 5 % 

2.2.5.3 Ligation und Durchtrennung der Arteria femoralis 

Vor dem Eingriff werden die Mäuse gewogen und narkotisiert. Die intraperitoneale 

Injektionsnarkose richtet sich dabei nach dem Gewicht. Die Maus wurde auf den Rücken 

gedreht und unter dem Operationsmikroskop platziert. Die Extremitäten wurden mittels 

Pflaster fixiert. Nachdem die Haut am rechten Oberschenkel mit Ethanol desinfiziert 

wurde, wurde unterhalb des Leistenbandes eine mediane Inzision durchgeführt. Die 

Muskelfaszien konnten vorsichtig getrennt werden. Die rechte Arteria femoralis wurde 

freigelegt und von dem begleitenden Nerv und Vene separiert. Es wurde direkt ober- und 

unterhalb der abgehenden Arteria femoralis profunda mittels zwei Seidenfäden eine 

Ligation durchgeführt und anschließend die Arteria femoralis durchtrennt. Nach 

gelungener Operation wurde eine distale Ischämie verursacht. Die Operation wurde von 

Rohollah Babaeikelishomi durchgeführt. 

2.2.5.4 Perfusionsmessung durch LDI (=Laser Doppler Imaging) 

Mittels des farbcodierten Gefäßlaserdopplers konnte unter Inhalationsnarkose (Isofluran) 

zu verschiedenen Zeitpunkten eine Aussage über die Durchblutung der Hinterläufe der 

Mäuse gemacht werden. Es wurden Messungen präOP, postOP und an den Tagen 7, 14, 

21 und 28 durchgeführt. Die Messungen des rechten operierten Hinterlaufs wurden in 

Relation zum linken nicht operierten Hinterlauf gesetzt. Die Perfusionsmessung wurde 

von Annika Hunold und Diana Kaiser durchgeführt. 

2.2.5.5 Präparation der Hinterlaufmuskeln 

Vier Wochen postOP wurden die Hinterläufe geerntet. Dazu wurden die Tiere mittels 

Inhalationsnarkose narkotisiert und auf den Rücken gedreht. Die Mäuse wurden wie oben 

beschrieben fixiert. Die Tiere wurden mittels zervikaler Dislokation getötet und die 

Muskulatur des rechten und linken Hinterlaufs wurde freipräpariert. Das Muskelgewebe 

konnte entnommen und sofort cryokonserviert werden. 

2.2.5.6 Gefrierkonservierung und Schneiden der Muskeln 

Die Muskeln wurden mittels einer Stecknadel in senkrechte Position auf einen Korken 

gesteckt. Anschließend wurden sie in gekühltem Isopentan gefroren und die Stecknadel 

vorsichtig entfernt. Danach wurde TISSUE TEK O.C.T. um die Muskeln gegeben und 

alles erneut in Isopentan getaucht bis schließlich alles gefroren war. Die Muskeln wurden 

vorsichtig in Aluminiumfolie gewickelt und bei -80°C gelagert. 
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Das Schneiden der Muskeln wurde zeitnah vorgenommen und bei -20°C durchgeführt. 

Mittels eines Kryotoms wurden Schnitte von 10 µm und 5 µm Dicke erzeugt. Es wurden 

10 Objektträger mit jeweils drei Schnitten angefertigt. Zwischen den Objektträgern wurde 

200 µm Muskeldicke Platz gelassen. 

Die Schnitte wurden bei -20°C, zur Langzeitaufbewahrung bei -80°C gelagert. 

2.2.5.7 Färbung 

Um die Angiogenese zu analysieren wurde eine Fluoreszenzfärbung durchgeführt. Ein 

Antikörper gegen PECAM-1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule-1), auch CD31 

genannt, bindet an PECAM. MFP555 goat anti-rat IgG bindet an PECAM-1 und zeigt 

dadurch die Fluoreszenzfärbung. 

Die Muskelschnitte werden bei RT ca. 5 min aufgetaut und anschließend  5 min in PBS 

gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte zur Fixierung mit Aceton beträufelt und 

für 10 min bei -20°C gelagert bis sie im Anschluss bei RT trocknen konnten. Danach 

wurden sie erneut mit PBS für 5 min gewässert und anschließend bei 37°C für 10 min in 

0,05%Triton-X getaucht. Im Anschluss wurden die Schnitte erneut mehrmals mit PBS 

gespült und der erste Antikörper in einer Verdünnung von 1:100 auf die Schnitte gegeben. 

Dieser inkubierte in einer feuchten Kammer bei RT über Nacht. 

Am nächsten Tag wurden die Objektträger für 3 x 5 min in PBS gewaschen und 

anschließend bei RT für 1 h der zweite Antikörper auf die Schnitte gegeben. Es wurden 

50 µl pro Schnitt mit einer Verdünnung von 1:400 verwendet. Danach wurden sie erneut 

3 x 5 min gewaschen und mittels VectaShield (mit DAPI) eingedeckt. 

Die gefärbten, eingedeckten Muskelschnitte wurden bei 4°C gelagert. 

2.2.5.8 Auswertung der Muskelschnitte 

Nach dem Färben wurde mittels einer 10fachen Vergrößerung unter dem 

Fluoreszenzmikroskop die CD31-positivenZellen, die für eine Gefäßneubildung stehen, 

und DAPI-angefärbten Zellen, die den Zellkern anfärben, gesucht. Es wurden 4 typische 

Bilder eines jeden Muskels aufgenommen und die Anzahl der CD31-positiven Zellen in 

Prozent zu den DAPI-positiven Zellen gesetzt. So erhält man den Anteil von den CD31-

positiven Zellen zu allen Zellen um später die beiden Muskeln der einzelnen Maus und 

die verschiedenen Genotypen aller Mäuse untereinander vergleichen zu können. 

2.2.6 Statistik 

2.2.6.1 SEM 

Es wurde jeweils der arithmetische Mittelwert und die dazugehörige Standardabweichung 

(SEM = SD/ ) der jeweils identisch behandelten Proben berechnet und in den Ergebnissen 

dargestellt.  
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2.2.6.2 t-test 

Die Signifikanz wurde mit dem gepaarten zweiseitigen Student’s-t-Test mittels Microsoft® 

Excel 2007 berechnet und überprüft. Es wurde ein Signifikanzniveau von < 0,05 (*) 

festgelegt. 

n bezeichnet die Anzahl der Versuche in Einfachbestimmung. 

2.2.6.3 Abbildungen 

Die Abbildungen wurde mit Hilfe der Programme CorelDRAW X3 (Version 13) und 

SigmaPlot (Version 11.0) erstellt. Die Bilder wurden mit AxioVision Release 4.8.2. 

aufgenommen.  

3 Ergebnisse 

3.1 Expression und Regulation von DLK in HUVECs  

3.1.1 Expression von DLK in HUVECs 

Es ist bekannt, dass die DLK in hohen Konzentrationen im Gehirn sowie auch in 

kleineren Mengen in der Lunge, den Nieren und in ß-Zellen exprimiert wird (Holzman et 

al. 1994; Oetjen et al. 2006). Die Rolle der DLK in Gefäßen wurde bisher noch nicht 

näher untersucht. Im Folgenden sollte analysiert werden, ob die DLK in Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) exprimiert und reguliert wird. Es sollte 

ebenfalls untersucht werden, ob DLK ihre Proteinmenge oder Aktivität unter dem 

Einfluss von verschiedenen prädiabetischen Mediatoren verändert. 

Dazu wurde die Zelllinie HUVEC mit TNFα, VEGF und Leptin für 60 min in 

Doppelbestimmung behandelt. Es wurde zusätzlich eine Kontrolle ohne Behandlung in 

Doppelbestimmung angefertigt. 

Abb. 3.1 A zeigt einen repräsentativen Western Blot. Die repräsentierende DLK–Bande 

migriert bei ca. 130 kDa. Durch das Programm Quantity One konnte die optische Dichte 

der Kinase unter den verschiedenen Behandlungen densitometrisch analysiert werden 

(Abb. 3.1 B). Die Optische Dichte wurde anschliessend mit der Optischen Dichte von 

GAPDH korreliert. Es zeigte sich, dass DLK ohne Behandlung und unter den oben 

genannten Behandlungen in HUVECs exprimiert wird. Im Vergleich zur Kontrolle (100% 

± 14,7) ist bei der Behandlung mit TNFα (96,4 % ± 14,3), VEGF(106 % ± 31,4) und 

Leptin (69,2 % ± 28,2) kein signifikanter Unterschied bei der Expression in HUVECs zu 

sehen. 
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Abb. 3.1: Expression von DLK in HUVECs 

A zeigt einen repräsentativen Western Blot. B Quantitative Auswertung. HUVECs wurden für 60 min mit 

einer Konzentration von 10 ng/ml mit TNFα, VEGF und Leptin behandelt. Es wurde eine zusätzlich eine 

Kontrollgruppe ohne Behandlung angefertigt. Es wurde ein Western Blot durchgeführt und die optische 

Dichte der Banden gemessen. Die Werte wurden mit GAPDH korrigiert und zum Mittelwert der Kontrolle 

in Relation gesetzt. Abgebildet sind Mittelwerte ± SEM aus 5 unabhängigen Versuchen jeweils in 

Doppelbestimmung (n=10).  
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3.1.2 Regulation der DLK 

3.1.2.1 Halbwertszeit von DLK in HUVECs 

Um die Überlebenszeit der DLK in HUVECs zu bestimmen, wurden HUVECs 

ausplattiert und mit dem Translationshemmstoff Cycloheximid für unterschiedlich lange 

Zeiträume inkubiert. Mittels Western Blot Analyse konnte anschließend der Proteingehalt 

der Kinase gemessen und mit GAPDH korreliert werden.  

Abb. 3.2 A zeigt einen repräsentativen Western Blot. In Abb. 3.2 B ist die quantitative 

Auswertung der Bandendichte zu sehen. Die Halbwertszeit der DLK beschreibt den 

Zeitraum, in dem der Gehalt der DLK unter der Behandlung von Cycloheximid um 50 % 

reduziert wird. Demzufolge liegt die Halbwertszeit der DLK in HUVECs bei 1,5 Stunden. 

  



3  Ergebnisse 45 

 

 

 

 A 

 

  

 B 

  

Abb. 3.2: Bestimmung der Halbwertszeit von DLK mittels Cycloheximid 

A zeigt einen repräsentativen Western Blot. B Quantitative Auswertung. HUVECs wurden für 30 min, 1 h, 3 

h, 6 h und 16 h mit Cycloheximid (50µl/ml) behandelt. Es wurde ein Western Blot durchgeführt und die 

Optische Dichte der Banden gemessen. Die Werte wurden mit GAPDH korrigiert und zum Mittelwert des 

Zeitpunktes 0 in Relation gesetzt. Abgebildet sind Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Versuchen 

jeweils in Doppelbestimmung (n=6). *p≤0,05 (t-Test). 

3.1.2.2 Phosphorylierung der DLK durch prädiabetische Stoffe 

Um den Einfluss prädiabetischer Mediatoren wie TNFα und Leptin auf die DLK zu 

untersuchen, wurden die HUVECs mit TNFα und Leptin behandelt. Es wurde zusätzlich 
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mit VEGF behandelt, was als Mediator des endothelialen Gefäßwachstums und somit als 

Positivkontrolle diente. Es wurde zusätzlich Zellen ohne Behandlung inkubiert, die als 

Kontrolle dienten. Anschließend wurde die Optische Dichte der phosphorylierten DLK 

gemessen. Bisher unveröffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe geben Hinweise 

darauf, dass die Phophorylierung einer Aktivierung der DLK entspricht. 

Abb. 3.3 A zeigt einen repräsentativen Western Blot. Die quantitative Auswertung der 

Optischen Dichte der phosphorylierten DLK ist in Abb. 3.3 B zu sehen. Es zeigt sich, 

dass die Behandlungen mit VEGF (132 % ± 14,7) und Leptin (113,7 % ± 21,7) im 

Vergleich zur Kontrolle (100 % ± 12,3) nur geringe Auswirkung auf die 

Phosphorylierung der DLK haben. TNFα hingegen erhöht, verglichen mit der Kontrolle, 

die Phosphorylierung an Serin-302 von DLK (152,2 % ± 14,7).  
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Abb. 3.3: Phosphorylierung der DLK  

A zeigt einen repräsentativen Western Blot. B Quantitative Auswertung. HUVECs wurden für 60 min mit 

einer Konzentration von 10 ng/ml mit TNFα, VEGF oder Leptin behandelt. Es wurde ein Western Blot 

durchgeführt und die Optische Dichte der Banden gemessen. Die Werte wurden mit den Werten für die 

DLK-repräsentierende Bande korrigiert und zum Mittelwert der Kontrolle in Relation gesetzt. Abgebildet 

sind Mittelwerte ± SEM aus 5 unabhängigen Versuchen jeweils in Doppelbestimmung (n=10). *p≤0,05 (t-

Test). 

 

3.1.2.3 Phosphorylierung der DLK-untergeordneten Kinase JNK 

Die Phosphorylierung der DLK am Ser-302 und somit eine Aktivierung führt über die 

zwischengeschalteten Kinasen MKK7 und MKK4 zu einer Phosphorylierung ihrer 

untergeordneten Kinase JNK (Nihalani et al. 2001; Nihalani et al. 2003). Im Folgenden 

wurde die Phosphorylierung von JNK durch TNFα, VEGF und Leptin in HUVECs 

untersucht. Es wurde zusätzlich eine Kontrolle ohne Behandlung angefertigt. 
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Abb. 3.4 A zeigt einen repräsentativen Western Blot. In Abb. 3.4 B ist die quantitative 

Auswertung der Optischen Dichte des phosphorylierten JNK zu sehen. Es ist zu erkennen, 

dass die Behandlung von HUVECs mit TNFα (173,2 % ± 20,5) eine Phosphorylierung 

von JNK an Serin 63 und 73 verglichen mit der Kontrollgruppe (100 % ± 8,7) in 

HUVECs nach sich zieht. Die Behandlungen mit VEGF (110,7 % ± 15,3) und Leptin 

(119,3 % ± 27,7) zeigen in HUVECs keine Aktivierung von JNK. 
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Abb. 3.4: Phosphorylierung der DLK-untergeordneten Kinase JNK 

A zeigt einen repräsentativen Western Blot. B Quantitative Auswertung. HUVECs wurden für 60 min mit 

einer Konzentration von 10 ng/ml mit TNFα, VEGF und Leptin behandelt. Es wurde ein Western Blot 

durchgeführt und die Optische Dichte der Banden gemessen. Die Werte wurden mit den Werten für die 

JNK-repräsentierende Bande korrigiert und zum Mittelwert der Kontrolle in Relation gesetzt. Abgebildet 

sind Mittelwerte ± SEM aus 5 unabhängigen Versuchen jeweils in Doppelbestimmung (n=10). *p≤0,05 (t-

Test). 
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3.1.2.4 Phosphorylierung von DLK und JNK in Gegenwart des JNK-Inhibitors 

SP600125 

Im Folgenden wurde die Wirkung von JNK auf die TNFα-induzierte Aktivierung der 

DLK analysiert. Dazu wurde ein JNK-spezifischer Inhibitor (SP600125) eingesetzt. 

Dieser hemmt die Phosphorylierung und somit die Aktivierung von JNK (Bennett et al. 

2001). Um die Wirkung und Spezifität in HUVECs zu untersuchen wurde der 

Proteingehalt von JNK und phosphoryliertem JNK (P-JNK) gemessen. Außerdem wurde 

der Proteingehalt von DLK und ihrer aktivierten Form, der phosphorylierten DLK (P-

DLK), gemessen. JNK migriert beim Western Blot in zwei verschiedenen Banden (46 und 

54 kDa) (Hibi et al. 1993). Dies ist Folge alternativen Spleissens der mRNA-Transkripte von 

JNK (Gupta et al. 1996). 

Abb. 3.5 A zeigt einen repräsentativen Western Blot. In Abb. 3.5 B ist die quantitative 

Auswertung der Optischen Dichte des phosphorylierten JNKs mit und ohne Behandlung 

des spezifischen JNK-Inhibitors SP600125 zu sehen. Die basale Phosphorylierung von 

JNK (100 % ± 8,7) wurde durch die Behandlung von SP600125 (63,4 % ± 35,9) nicht 

gehemmt. Ebenso zeigt SP600125 bei P-JNK mit der zusätzlichen Behandlung von 

VEGF (85,6 % ± 56,3) im Vergleich mit der VEGF-Gruppe ohne Inhibitor (110,6 % ± 

15,3) sowie Leptin mit (30,5 % ± 11,9) und ohne SP600125 (119,3 % ± 27,7) keine 

Hemmung in den HUVECs. Im Vergleich dazu ist jedoch zu sehen, dass die 

Behandlungen mit TNFα mit (57,9 % ± 27,8) und ohne Inhibitor (173,2 % ± 20,5) in 

HUVECs eine Hemmung des JNK-Inhibitors hervorrufen. Dies bezieht sich auf den 

Mittelwert der Kontrolle. In Abb. 3.5 C ist die quantitative Auswertung der Optischen 

Dichte von P-DLK mit und ohne SP600125 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass die 

Behandlung von HUVECs mit SP600125 in der Kontrolle ohne Inhibitor (100 % ± 13,5) 

verglichen mit der Kontrollgruppe mit Inhibitor (27,5 % ± 10,2) eine Hemmung nach sich 

zieht. Ebenso zeigt SP600125 bei P-DLK in HUVECs mit der zusätzlichen Behandlung 

von TNFα (27,9 % ± 7,1) im Vergleich mit der TNFα-Gruppe ohne Inhibitor (151,3% ± 

17,6) eine Hemmung. Bei Leptin ohne Inhibitor (115,1 % ± 26,7) und mit Inhibitor (15,9 

% ± 3,5), sowie bei VEGF ohne (124,7 % ± 23,7) und mit Inhibitor (16,6 % ± 5,5) zeigt 

sich keine Hemmung durch SP600125 in HUVECs bezogen auf den Mittelwert der 

Kontrolle.  
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Abb. 3.5: Phosphorylierung von DLK und JNK in der Gegenwart des JNK-Inhibitors SP600125 

A zeigt einen repräsentativen Western Blot. B Quantitative Auswertung von phoshoryliertem JNK. 

HUVECs wurden für 90 min mit dem JNK-Inhibitor SP600125(25µM) und für 60 min mit einer 

Konzentration von 10 ng/ml mit TNFα, VEGF und Leptin behandelt. Es wurde ein Western Blot 

durchgeführt und die Optische Dichte der Banden gemessen. Die Werte wurden mit den Werten für die 

JNK-repräsentierende Bande korrigiert und zum Mittelwert der Kontrolle in Relation gesetzt. Abgebildet 

sind Mittelwerte ± SEM aus 3-6 unabhängigen Versuchen jeweils in Doppelbestimmung (n=6-12). *p≤0,05 

(t-Test) Hemmung innerhalb einer Behandlung. #≤0,05 (t-Test) Unterschied zum Mittelwert der Kontrolle. 

C Quantitative Auswertung von phosphorylierter DLK. HUVECs wurden für 90 min mit dem JNK-Inhibitor 

SP600125(25µM) und für 60 min mit einer Konzentration von 10 ng/ml mit TNFα, VEGF und Leptin 

behandelt. Es wurde ein Western Blot durchgeführt und die Optische Dichte der Banden gemessen. Die 

Werte wurden mit den Werten für die DLK-repräsentierende Bande korrigiert und zum Mittelwert der 

Kontrolle in Relation gesetzt.. Abgebildet sind Mittelwerte ± SEM aus 3-6 unabhängigen Versuchen jeweils 

in Doppelbestimmung (n=6-12). *p≤0,05 (t-Test) Hemmung innerhalb einer Behandlung. #p≤0,05 (t-Test) 

Unterschied zum Mittelwert der Kontrolle. 
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Abb. 3.6 A stellt die Hemmung des JNK-Inhibitors auf P-JNK jeweils auf die behandelte 

Gruppe bezogen dar. Hier ist zu erkennen, dass SP600125 die TNFα-induzierte 

Phosphorylierung von JNK in HUVECs hemmt. Die Hemmung beträgt 73,9 %. Bei 

VEGF (7,9 %), Leptin (31,7 %) und die Kontrollgruppe (36,6 %) zeigt sich im Gegensatz 

dazu keine Hemmung des JNK-Inhibitors. 

Abb. 3.6 B stellt die Hemmung des JNK-Inhibitors auf P-DLK jeweils auf die behandelte 

Gruppe bezogen dar. Hier ist zu sehen, dass SP600125 die Kontrollgruppe (72,5 %), die 

TNFα-(79,8 %), VEGF-(86,5 %) und Leptin-induzierte Phosphorylierung (87,7 %) von 

DLK in HUVECs hemmt. 

A      B  

 

Abb. 3.6 Potentiale Darstellung der Wirkung des JNK-Inhibitors auf die Phosphorylierung von JNK und 

DLK 

A Quantitative Auswertung von P-JNK. HUVECs wurden für 90 min mit dem JNK-Inhibitor 

SP600125(25µM) und für 60 min mit einer Konzentration von 10 ng/ml mit TNFα, VEGF und Leptin 

behandelt. Es wurde ein Western Blot durchgeführt und die Optische Dichte der Banden gemessen. Die 

Werte wurden mit den Werten für die JNK-repräsentierende Bande korrigiert und zum Mittelwert der 

Kontrolle in Relation gesetzt. Abgebildet sind Mittelwerte ± SEM aus 3-6 unabhängigen Versuchen jeweils 

in Doppelbestimmung (n=6-12). *p≤0,05 (t-Test) Hemmung innerhalb einer Behandlung. B Quantitative 

Auswertung von P-DLK. HUVECs wurden für 90 min mit dem JNK-Inhibitor SP600125(25µM) und für 60 

min mit einer Konzentration von 10 ng/ml mit TNFα, VEGF und Leptin behandelt. Es wurde ein Western 

Blot durchgeführt und die Optische Dichte der Banden gemessen. Die Werte wurden mit den Werten für die 

DLK-repräsentierende Bande korrigiert und zum Mittelwert der Kontrolle in Relation gesetzt. Abgebildet 

sind Mittelwerte ± SEM aus 3-6 unabhängigen Versuchen jeweils in Doppelbestimmung (n=6-12). *p≤0,05 

(t-Test) Hemmung innerhalb einer Behandlung. 

3.1.2.5 Konzentrationsabhängige Wirkung von TNFα auf DLK und P-DLK 

Um die optimale Konzentration und somit die effektivste Wirkung von TNFα auf DLK 

und P-DLK in HUVECs zu erzielen, wurde eine TNFα-Wirkungskurve erstellt. Hierfür 

wurden HUVECs zu einem festen Zeitpunkt vor der Ernte mit verschiedenen 

Konzentrationen (s. Beschriftung) von TNFα behandelt. 

Abb. 3.8 A zeigt einen repräsentativen Western Blot. In Abb. 3.8 B ist zu erkennen, dass 

P-DLK mit einer Behandlung von 10 ng/ml TNFα den höchsten Proteingehalt aufweist 
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(227,2 % ± 68,3), mit 30 ng/ml ein langsamer Rückgang einsetzt (174,2 % ± 33,1) und 

mit 100 ng/ml der gemessene Proteinwert unter dem Ausganswert liegt (73,9 % ± 14,7). 

Zu keinem der Zeitpunkte zeigt sich eine Signifikanz zum Ausgangswert. DLK zeigt mit 

zunehmender Konzentration von TNFα einen kontinuierlichen Rückgang des gemessenen 

Proteingehalts. Der gemessene Proteinhöchstwert liegt bei 3 ng/ml TNFα (92,1 % ± 26,0), 

der niedrigste Wert bei 100 ng/ml TNFα (55,2 % ± 14,9). 
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Abb. 3.7 TNFα-Konzentrationswirkungskurve für DLK und die Phosphorylierung von DLK 

A zeigt einen repräsentativen Western Blot. B Quantitative Auswertung von DLK- und P-DLK-

repräsentierender Bande. HUVECs wurden für 30 min mit einer Konzentration von 0, 1, 3, 10, 30 und 100 

ng/ml mit TNFα behandelt. Es wurde ein Western Blot durchgeführt und die Optische Dichte der Banden 

gemessen. Die Werte von DLK wurden mit GAPDH, die von P-DLK mit den Werten der DLK-

präsentierenden Bande korrigiert und zum Mittelwert der Kontrolle in Relation gesetzt. Abgebildet sind 

Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Versuchen (zwei davon in Doppelbestimmung, ein Versuch in 

Einzelbestimmung) (n=5). §p≤0,05 (t-Test) Unterschied zwischen DLK und phosphorylierter DLK 

innerhalb einer Konzentration. 

3.1.2.6 Zeitabhängige Wirkung von TNFα auf DLK und P-DLK 

Um die optimale und effektivste Zeitdauer für die Behandlung mit TNFα in HUVECs zu 

untersuchen, wurden die HUVECs zu unterschiedlichen Zeiten (s. Beschriftungen) vor 
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der Zellernte mit einer festen Konzentration von TNFα behandelt. Im Anschluss wurde 

ein Western Blot durchgeführt und der Proteingehalt von DLK und ihrer aktivierten Form 

P-DLK gemessen.  

Abb. 3.7 A zeigt einen repräsentativen Western Blot. In Abb. 3.7 B ist die quantitative 

Auswertung der Optischen Dichte der DLK und P-DLK zu sehen. Es wurde analysiert, 

dass bei der Behandlung von DLK mit TNFα für 60 min im Vergleich zu den anderen 

Zeiten der größte Proteingehalt gemessen werden kann (232,4 % ± 24,5). Eine 

signifikante Erhöhung des Proteingehalts ist jedoch bei einer Zeit von 120 min (155,3 % 

± 30,8) zu erkennen. Bei P-DLK liegt der größte gemessene Proteingehalt nach einer 

Behandlung von TNFα nach 30 min (197,8 % ±51,7), die Erhöhung liegt hier nach 60 

min (162,9 % ±24,1) vor. 
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Abb. 3.8 Zeitkurve: Wirkung von TNFα auf DLK und die Phosphorylierung von DLK 

A zeigt einen repräsentativen Western Blot. B Quantitative Auswertung von DLK und P-DLK. HUVECs 

wurden für 0,10, 30, 60 und 120 min mit einer Konzentration von 10 ng/ml mit TNFα behandelt. Es wurde 

ein Western Blot durchgeführt und die optische Dichte der Banden gemessen. Die Werte von DLK wurden 

mit GAPDH, die von P-DLK wurden mit den Werten für die DLK-repräsentierende Bande korrigiert und 

zum Mittelwert der Kontrolle in Relation gesetzt. Abgebildet sind Mittelwerte ± SEM aus 2 unabhängigen 

Versuchen jeweils in Doppelbestimmung (n=4). *p≤0,05 (t-Test) Unterschied zum Ausgangswert bei 0 min. 
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3.2 Herstellung eines DLK-überexprimierenden Adenovirus DLK-wt 

und DLK-K185A 

Eines der Ziele dieser Arbeit war es den letzten Arbeitsschritt zur Herstellung zweier 

rekombinanter, replikationsdefizienter Adenoviren, Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A, zu 

leisten. Die zu entwickelnden Adenoviren sind vom Serotyp 5 und exprimieren DLK-wt 

oder ihre Mutante DLK-K185A. Sie sind membranumhüllte Viren und besitzen ein 

doppelsträngiges DNA-Genom von 36 kb.  

Die hergestellten Adenoviren sollen für weitere Untersuchungen zur Wirkung der DLK 

auf die Funktion der HUVECs eingesetzt werden. Das Protokoll von He und Kollegen 

(1998) und Lou und Kollegen (2007) diente als Vorlage für die Herstellung.  

Zuerst wurde die transgene DNA in ein pAd-Track-CMV Vektor als Transfervektor 

kloniert. Der CMV-Vektor besitzt eine Expressionskassette für GFP sowie einen CMV-

Promoter für die Expression der Zielsequenz (DLK). Danach wurde mittels 

Transformation des pAd-Easy-1-Adenovirus-Plasmids und homologe Rekombination 

zwischen dem pAd-Track-CMV Vektor und dem Zielplasmid pAd-Easy-1 das 

adenovirale Plasmid (pad-DLK Plasmid) hergestellt. Diese beiden Schritte wurden in der 

Arbeitsgruppe vorbereitet. 

Nun wurde das pAd-DLK Plasmid in HEK-293A Zellen transfiziert. Diese dienen als 

Verpackungszellen und sind besonders gut dafür geeignet, weil sie die Deletion von E1 

kodierenden Genen, welche das Plasmid nicht besitzt, ausgleichen können, indem sie 

diese Gene selber herstellen können (Luo et al. 2007). Mittels GFP-Detektion bei blauem 

oder ultravioletten Licht (< 450nm Wellenlänge) konnte eine erfolgreiche Virusinfektion 

qualitativ analysiert werden. Nach ca. 14 Tagen konnte der Virus geerntet und mittels 

eines Cäsiumchloridgradienten aufgereinigt werden. 

3.2.1 Transfekion der HEK-Zellen 

Mit Hilfe des Metafectene-Easy-Systems (s. 2.2.4.1) wurde das pAd-DLK Plasmid in die 

HEK-293A-Zellen transfiziert. Durch die GFP-Expressionskassette konnte der Erfolg der 

Transfektion zu unterschiedlichen Zeiten (s. Beschriftungen) unter dem 

Fluoreszenzmikroskop kontrolliert werden. 

Abb. 3.9 zeigt die Transfektion des pad-DLK-K185A-Plasmids nach 48 Stunden und 

nach 6 Tagen sowie die Transfektion des pad-DLK-wt-Plasmids nach 48 Stunden und 10 

Tagen. Qualitativ wird bei der Transfektion des pad-DLK-wt-Plasmids im Vergleich zu 

dem pad-DLK-K185A-Plasmid nach 48 Stunden mehr GFP-Signal detektiert. Da das 

spätere aufgenommene Bild beider Plasmide zu unterschiedlichen Zeiten stattfand, ist es 

nicht miteinander vergleichbar. Jedoch ist zu erkennen, dass bei dem pAd-DLK-wt-

Plasmid nach 10 Tagen ein deutlicheres und stärkeres GFP-Signal detektiert wurde als bei 

dem pad-DLK-K185A-Plasmid nach 6 Tagen. 
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Abb. 3.9 Darstellung von pAd-DLK-Plasmid transfizierten HEK-293A-Zellen 

HEK-293A-Zellen wurden mittels des Metafectene-Easy-Systems mit dem pAd-DLK-wt-Plasmid und dem 

pad-DLK-K185A-Plasmid transfiziert. Das fusionierte GFP-Signal wurde nach 48 Stunden und 10, bzw. 6 

Tagen bei einer Wellenlänge von <450nm detektiert. Die Vergrößerung ist fünffach und der Messbalken 

entspricht 50µm. 

3.2.2 Infektion der HUVECs mit Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A 

Um die Funktion und Richtigkeit der Viren zu überprüfen, wurden HUVECs mit den 

geernteten Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A infiziert. Es wurde die Zelllinie HUVEC 

gewählt, da auch in späteren Versuchen endotheliale Zellen verwendet werden sollen. Die 

HUVECS wurden mit unterschiedlichem Volumen der Virussuspension infiziert und 2 

Tage bei 37°C inkubiert.  

Abb. 3.10 zeigen HUVECs, die mit 100 µl, 500 µl und 1 ml Viruszellsuspension (Abb. 

3.10) infiziert wurden. Die Bilder wurden 24 Stunden nach Infektion und Inkubation bei 

37°C im Inkubator mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen und das GFP-Signal 

detektiert. Man erkennt, dass der Ad-DLK-wt bei der Infektion mit 100 µl Virussupension 

ein stärkeres GFP-Signal liefert, als der Ad-DLK-K185A.  
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Abb. 3.10 Darstellung der Infektion von HUVECs mit dem Ad-DLK-K185A und dem Ad-DLK-wt nach 

24 Stunden  

HUVECs wurden in 6cm-Zellkulturschalen ausplattiert und mit 100 µl, 500 µl und 1 ml der 

Virussuspension von Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A infiziert. Das fusionierte GFP-Signal wurde nach 24 

Stunden unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einer Wellenlänge von <450 nm und fünffacher 

Vergrößerung detektiert. Der Messbalken entspricht 50 µm. 

Danach ließ man die HUVECs weitere 24 Stunden bei 37°C inkubieren und analysierte 

sie unter dem Fuoreszenzmikroskop bevor sie geerntet wurden. 

Abb. 3.11 zeigt HUVECs 48 Stunden nach der Infektion mit Ad-DLK-wt und Ad-DLK-

K185A unter dem Fluoreszenzmikroskop. Qualitativ wird bei der Infektion mit 100 µl 

und 500 µl kaum ein Unterschied zum Vortag wahrgenommen, bei der Infektion mit 1 ml 

Virussuspension hingegen zeigen sich bei beiden Infektionen eine größere Anzahl von 

Zellen.  
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Abb. 3.11 Darstelllung der Infektion von HUVECs mit dem Ad-DLK-K185A und dem Ad-DLK-wt nach 

48 Stunden  

HUVECs wurden in 6cm-Zellkulturschalen ausplattiert und mit 100 µl, 500 µl und 1 ml der 

Virussuspension von Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A infiziert. Das fusionierte GFP-Signal wurde nach 48 

Stunden unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einer Wellenlänge von <450 nm und fünffacher 

Vergrößerung detektiert. Der Messbalken entspricht 50 µm. 

Um eine zusätzliche Kontrolle der Überexpression der DLK zu erhalten, wurden die 

HUVECs nach 48 Stunden geerntet und nach der Proteinbestimmung ein Western Blot 

mit dem DLK-spezifischen und GAPDH-spezifischen Antikörper und durchgeführt. 

Abb. 3.12 zeigt einen repräsentativen Western Blot. Es ist zu erkennen, dass bei dem Ad-

DLK-K185A schon bei der geringsten Menge ein deutliches Signal zu detektieren ist. 

Beim Ad-DLK-wt ist erst bei 500 µl ein vergleichbares Signal zu detektieren. Dies lässt 

schon zu diesem Zeitpunkt vermuten, dass der Ad-DLK-K185A infektiöser ist. 
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Abb. 3.12 Kontrolle der Viren Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A  

HUVECs wurden in 6cm-Zellkulturschalen ausplattiert und mit 100 µl, 500 µl und 1 ml der 

Virussuspension von Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A infiziert. Zusätzlich wurde eine Kontrolle ohne 

Infektion angefertigt. Nach 48 Stunden wurden die HUVECs geerntet und ein Western Blot durchgeführt. 

GAPDH wurde als Kontrolle aufgeführt. 

3.2.3 Bestimmung des Titers von Ad-DLK-wt und Ad-DLK-K185A 

Um die hergestellten Viren in weiteren Experimenten adäquat nutzen zu können, wurde 

bei beiden Viren eine Titerbestimmung durchgeführt. Hierzu wurden HUVECs mit 

verschiedenen Verdünnungen der Virussuspension infiziert. Die weitestgehende 

Verdünnung, bei der noch eine Virusinfektion stattfand, wurde als Titer angegeben. Die 

Rechnung basierte auf dem Protokoll von (Nicklin und Baker 1999). 

Die Titerbestimmung ergab: 

Ad-DLK-wt/µl: 1.258.925.411,79 

Ad-DLK-K185A/µl: 100.000.000.000 

3.3   Untersuchung der Angiogenese bei Diät-induzierter Adipositas 

und Diabetes mellitus 

Um die Bedeutung der DLK für die Angiogenese bei Fettleibigkeit und Diabetes Mellitus 

zu untersuchen, wurden Mäuse im Alter von 8 Wochen für 20 Wochen verschiedenen 

Diäten unterworfen. Hierfür wurden männliche C57/BL6-Mäuse verwendet, die nur ein 

DLK-Allel besitzen sowie auch wildtypt (wt)-Mäuse mit zwei DLK Allelen. Die Diäten 

bestanden aus kohlenhydratreichem (CRD) und fettreichem Futter (HFD). Als 

Kontrollgruppe dienten heterozygote und wt-Mäuse mit Normaldiät (ND). In Abständen 

von zwei Wochen wurden die Mäuse regelmäßig gewogen und alle vier Wochen der 

Blutzucker kontrolliert um den Gewichtsverlauf und die Entwicklung eines Diabetes 

mellitus zu dokumentieren. Nach 20 Wochen Diät wurde bei den Tieren eine Ischämie am 

rechten Hinterlauf verursacht um im späteren Verlauf die Neovaskularisierung zu 

beurteilen. Nach weiteren vier Wochen, in denen regelmäßig eine Perfusionmessung 

beider Hinterläufe stattfand, wurden die Tiere getötet und die Muskeln der Hinterläufe 

entnommen. Die Re-Endothelialisierung wurde mittels CD31-spezifischer Färbung an 

Muskelschnitten untersucht.  
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3.3.1 Gewichtsverlauf der Mäuse mit CRD, HFD und ND 

Die heterozygoten (+/-) und Wildtypmäuse wurden im Alter von 8 Wochen 

verschiedenen Diäten unterworfen. Im regelmäßigen Abstand von 2 Wochen wurden alle 

Mäuse unter gleichen Bedingungen gewogen. 

Abb. 3.13 zeigt den Gewichtsverlauf aller Mäuse. Die Mäuse mit HFD zeigen in der 

Gesamtbetrachtung eine größere Gewichtszunahme als die Mäuse mit CRD und ND.  

 

Abb. 3.13 Gewichtszunahme aller Mäuse 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen einer Normaldiät (ND), kohlenhydratreicher 

(CRD) und fettreicher Diät (HFD) unterworfen und regelmäßig im Abstand von 2 Wochen gewogen. Die 

Gewichtszunhame ist in % angegeben und bezieht sich auf das Ausgangsgewicht zu Beginn der Diäten. 
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Abb. 3.14 zeigt die Gewichtszunahme der Mäuse, die Normaldiät bekamen, 

aufgeschlüsselt in heterozygote und wt-Mäuse. Es ist zu erkennen, dass die heterozygoten 

Mäuse mit nur einem DLK Allel im Durchschnitt eine stärkere Gewichtszunahme zeigen 

als die wt-Mäuse. Nach 20 Wochen beträgt die Gewichtszunahme der heterozygoten 

Mäuse 125,3 % ± 3, die Gewichtszunahme der wt-Mäuse liegt bei 117,5 % ± 3,6. 

 

Abb. 3.14 Gewichtszunahme der Mäuse mit Normaldiät 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen bei Normaldiät (ND) belassen und 

regelmäßig im Abstand von 2 Wochen gewogen. Die Gewichtszunahme ist in % angegeben und bezieht sich 

auf das Ausgangsgewicht zu Beginn der Diäten. Die heterozygoten Mäuse (+/-) sind getrennt von den DLK- 

wt-Mäusen dargestellt. Die Anzahl der Mäuse beträgt n=2-4. 
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Abb. 3.15 zeigt die Gewichtszunahme der Mäuse, die fettreiche Diät bekamen, 

aufgeschlüsselt in heterozygote und wt-Mäuse. Es ist zu erkennen, dass die heterozygoten 

Mäuse mit nur einem DLK Allel im Durchschnitt eine stärkere Gewichtszunahme zeigt 

als die wt-Mäuse. Nach 20 Wochen zeigen die heterozygoten Mäuse eine 

Gewichtszunahme von 150 % ± 7,8, die wt-Mäuse eine Zunahme von 141 % ± 4,5. 

 

Abb. 3.15 Gewichtszunahme der Mäuse mit fettreicher Diät 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen fettreicher Diät (HFD) unterworfen und 

regelmäßig im Abstand von 2 Wochen gewogen. Die Gewichtszunahme ist in % angegeben und bezieht sich 

auf das Ausgangsgewicht zu Beginn der Diäten. Die heterozygoten Mäuse (+/-) sind getrennt von den 

Wildtypmäusen dargestellt. Die Anzahl der Mäuse beträgt n=2 (+/-), n=5 (+/+). 
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Abb. 3.16 zeigt die Gewichtszunahme der Mäuse, die kohlenhydratreiche Diät bekamen, 

aufgeschlüsselt in heterozygote und wt-Mäuse. Da bisher nur zwei wt-Mäuse an der 

Studie eingeschlossen wurden, ist die Gewichtszunahme der einzelnen Mäuse aufgeführt. 

Hier zeigt sich kein Unterschied der verschiedenen Gruppen. 

 

Abb. 3.16 Gewichtszunahme der Mäuse mit kohlenhydratreicher Diät 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen kohlenhydratreiche Diät (CRD) unterworfen 

und regelmäßig im Abstand von 2 Wochen gewogen. Die Gewichtszunahme ist in % angegeben und bezieht 

sich auf das Ausgangsgewicht zu Beginn der Diäten. Die heterozygoten Mäuse (+/-), n=3, sind getrennt von 

den Wildtypmäusen, n=2, dargestellt. 

3.3.2 Blutzucker der Mäuse unter unterschiedlichen Diäten 

Der Blutzucker gilt als entscheidender Verlaufsparameter eines Diabetes mellitus. Zu 

Beginn der Diäten wurde ein Ausgangswert bestimmt und in regelmäßigem Abstand von 

4 Wochen bei allen Mäusen der Blutzucker gemessen. 

Abb. 3.17 zeigt die Blutzuckerwerte aller Mäuse mit ND. Die Mäuse sind getrennt in 

heterozygote und wt-Mäuse dargestellt. Qualitativ ist im gesamten Verlauf zu erkennen, 

dass alle Werte bis zur Diätwoche 8 leicht steigend sind, danach bis zur Woche 20 

langsam wieder sinken. In Woche 24 sieht man bei allen Mäusen eine Steigerung des 

Blutzuckerwertes. Der Wert der heterozygoten Mäuse ist von 98,2 % ± 5 in Woche 20 auf 

225 % ± 49 in Woche 24 gestiegen. Der Wert der wt-Mäuse ist von 86 % ± 6 in Woche 

20 auf 232 % ± 20,7 in Woche 24 gestiegen. Zu Beginn der Messungen erkennt man, dass 

die wt-Mäuse mit ihrem Blutzucker leicht über den Werten der Heterozygoten liegen. Ab 
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Woche 12 scheint sich die Tendenz umzukehren und die Blutzuckerwerte der 

heterozygoten Mäuse liegen über denen der wt-Mäuse. 

 

Abb. 3.17 Blutzuckerwerte der Mäuse mit Normaldiät 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen bei Normaldiät (ND) belassen und es wurde 

regelmäßig im Abstand von 4 Wochen der Blutzucker gemessen. Die Werte beziehen sich auf den 

Ausgangswert zu Beginn der Diäten. Die heterozygoten Mäuse (+/-) sind getrennt von den Wildtypmäusen 

dargestellt. Die Anzahl der Mäuse beträgt n=2-4. 



3  Ergebnisse 67 

 

 

Abb. 3.18 zeigt die Blutzuckerwerte aller Mäuse mit HFD. Die Mäuse sind getrennt in 

heterozygote und wt-Mäuse dargestellt. Qualitativ ist im gesamten Verlauf keine klare 

Tendenz der Werte zu erkennen. Die Kurven der beiden Gruppen schneiden sich 

mehrmals. Ab Woche 16 zeigt sich, dass die Werte der heterozygoten Mäuse mit 144,6 % 

± 15,2 leicht über den Werten der wt-Mäuse mit 115,6 % ± 23,8 liegen. Auch hier ist ein 

starker Anstieg der Werte von Woche 20 zu Woche 24 sichtbar. 

 

Abb. 3.18 Blutzuckerwerte der Mäuse mit fettreicher Diät 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen fettreicher Diät (HFD) unterworfen und es 

wurde regelmäßig im Abstand von 4 Wochen der Blutzucker gemessen. Die Werte beziehen sich auf den 

Ausgangswert zu Beginn der Diäten. Die heterozygoten Mäuse (+/-) sind getrennt von den Wildtypmäusen 

dargestellt. Die Anzahl der Mäuse beträgt n=2 (+/-), n=5 (+/+). 
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Abb. 3.19 zeigt die Blutzuckerwerte aller Mäuse mit CRD. Die Mäuse sind getrennt in 

heterozygote und wt-Mäuse dargestellt. Qualitativ ist im gesamten Verlauf bis Woche 20 

keine klare Tendenz in den beiden Gruppen zu erkennen. In Woche 24 steigen die Werte 

aller Mäuse stark an. 

 

Abb. 3.19 Blutzuckerwerte der Mäuse mit kohlenhydratreicher Diät 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen kohlenhydratreicher Diät (CRD) 

unterworfen, und es wurde regelmäßig im Abstand von 4 Wochen der Blutzucker gemessen. Die Werte 

beziehen sich auf den Ausgangswert zu Beginn der Diäten. Die Blutzuckerzunahme ist in % angegeben und 

bezieht sich auf den Ausgangswert zu Beginn der Diäten. Die heterozygoten Mäuse (+/-), n=3, sind 

getrennt von den Wildtypmäusen, n=2, dargestellt. 
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In Tabelle 1 sind alle Blutzuckerwerte der einzelnen Mäuse der Diätwoche 20 aufgelistet. 

Ein Unterschied zwischen den Diätformen ist nicht eindeutig zu erkennen. Innerhalb einer 

Diät ist jedoch auffällig, dass die Blutzuckerwerte der wt-Mäuse im Durchschnitt unter 

den Werten der heterozygoten Mäuse liegen. 

 

Tabelle 1: Blutzuckerwerte aller Mäuse in Diätwoche 20 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen verschiedenen Diätformen (ND, HFD, CRD) 

unterworfen, und es wurde regelmäßig im Abstand von 4 Wochen der Blutzucker gemessen. Aufgelistet sind 

die Blutzuckerwerte in Diätwoche 20 aller Mäuse. Die Werte der Mäuse sind eingeteilt in die verschiedenen 

Diäten und Phänotypen. Die Blutzuckerwerte sind in mg/dl angegeben. 

3.3.3 HbA1c-Wertmessung der Mäuse mit ND, HFD und CRD 

Der HbA1c-Wert, auch Glykohämoglobin genannt, ist ein Langzeitblutzuckerwert bei 

dem der rote Blutfarbstoff Hämoglobin an Glukose bindet. Da diese Reaktion ohne 

Mitwirkung von Enzymen stattfindet handelt es sich nicht um eine Glykosylierung. 

Mithilfe des HbA1c-Wert ist es möglich Rückschlüsse auf die mittleren Blutzuckerwerte 

der letzten acht Wochen zu ziehen. Im Alltag wird der HbA1c-Wert als Kontrollwert bei 

Diabetikern verwendet. Der HbA1c-Wert wird im Alltag in % angegeben, jedoch 

standardisierte die IFCC (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory 

Medicine) den HbA1c-Wert auf mmol/mol. Der Normwert bei Menschen sollte zwischen 

29-42 mmol/mol liegen, was 4,8-6 % entspricht. 

Um den durchschnittlichen Langzeitblutzuckerwert der Mäuse zu ermitteln wurde allen 

Mäusen unabhängig von ihrer Diät in der 24. Woche vor ihrer Tötung Blut abgenommen 

und der HbA1c-Wert gemessen. 
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Abb. 3.20 zeigt die HbA1c-Werte aller Mäuse aufgeschlüsselt nach ihrer Diät. Die Diäten 

scheinen keinen Einfluss auf den HBA1c-Wert zu haben. Man sieht in allen Diäten hohe 

und niedrige Werte. Auffallend ist, dass die Werte nicht im humanen Referenzintervall 

liegen sondern niedriger sind. Hier liegen die Werte zwischen 4,1 und 4,9 %, keiner der 

Werte übersteigt 6 %. 

 

Abb. 3.20 HbA1c-Werte aller Mäuse 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen Normaldiät (ND), fettreicher Diät (HFD) 

und kohlenhydratreicher Diät (CRD) unterworfen. In der 24.Woche wurde der HbA1c-Wert gemessen. Die 

Werte sind nach der dazugehörigen Diät der Maus aufgeschlüsselt. Die Anzahl der Mäuse beträgt n=19. 

3.3.4 Perfusion der Hinterläufe nach Ischämie der Mäuse mit ND, HFD und CRD 

Um eine ischämieinduzierte Neovaskularisierung zu untersuchen, wurde den Tieren nach 

der 20. Diätwoche die Arteria femoralis des rechten Hinterlaufs ligiert. In den 

nachfolgenden vier Wochen wurde im regelmäßigen Abstand die Perfusion des rechten 

Hinterlaufs gemessen und mit dem gesunden linken Hinterlauf verglichen. Dies wurde als 

Maß einer Gefäßneubildung gewertet. Während dieser vier Wochen wurden die Tiere 

weiterhin mit ihrer entsprechenden Diätform ernährt. 

Abb. 3.21 zeigt die Perfusion des ligierten rechten Hinterlaufs aller Mäuse mit 

Normaldiät. Die Mäuse sind nach ihrem Genotyp aufgeschlüsselt. Die Perfusion der 

linken Hinterläufe gilt als normale Durchblutung und wir als 100 % gesetzt. Die 

Perfusion der rechten Hinterläufe wird anteilsmäßig verglichen mit dem linken Hinterlauf 

und in % angegeben. Die direkt nach OP-verbleibende Perfusion des rechten Hiterlaufs 

wurde als 1 gesetzt. Alle folgenden Werte werden relativ dazu ausgedrückt. Es ist zu 
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erkennen, dass die Perfusion der heterozygoten Mäuse bei Normaldiät kontinuierlich bis 

zum Tag der Finalisierung zunimmt. Die Perfusion der wt-Mäuse nimmt nach dem 

sechsten Tag etwas ab, nähert sich jedoch nach vier Wochen dem Wert der heterozygoten 

Mäuse an. 

 

Abb. 3.21 Perfusionszunahme in den Hinterläufen nach Ligation der Arteria femoralis der Mäuse mit 

Normaldiät 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen Normaldiät (ND) unterworfen. Nach 20 

Wochen wurden in den rechten Hinterläufen mittels einer Ligation der Arteria femoralis eine Ischämie 

indiziert und die Perfusionszunahme der ligierten Hinterläufe mittels Dopplermessgerät gemessen. Die 

Werte beziehen sich auf den Ausgangswert zu Beginn der Ischämie. Die heterozygoten Mäuse (+/-) sind 

getrennt von den Wildtypmäusen dargestellt. Die Anzahl der Mäuse beträgt n=2-4. *p≤0,05 (t-Test) 

Unterschied zwischen +/- und +/+ am gleichen postOP-Tag. 

Abb. 3.22 zeigt die Perfusion des ligierten rechten Hinterlaufs aller Mäuse mit fettreicher 

Diät. Die Mäuse sind nach ihrem Genotyp aufgeschlüsselt. Die Perfusion der linken 

Hinterläufe gilt als normale Durchblutung und wir als 100 % gesetzt. Die Perfusion der 

rechten Hinterläufe wird anteilsmäßig verglichen mit dem linken Hinterlauf und in % 

angegeben. Die direkt nach OP-verbleibende Perfusion des rechten Hiterlaufs wurde als 1 

gesetzt. Alle folgenden Werte werden relativ dazu ausgedrückt. Es ist zu erkennen, dass 

die Perfusion der wt-Mäuse kontinuierlich bis zum Tag der Finalisierung zunimmt. Die 

Perfusion der heterozygoten Mäuse nimmt nach dem vierzehnten Tag etwas ab, nähert 

sich jedoch nach vier Wochen dem Wert der heterozygoten Mäuse an. 
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Abb. 3.22 Perfusionszunahme in den Hinterläufen nach Ligation der Arteria femoralis der Mäuse mit 

fettreicher Diät 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen fettreicher Diät (HFD) unterworfen. Nach 

20 Wochen wurden in den rechten Hinterläufen mittels einer Ligation der Arteria femoralis eine Ischämie 

indiziert und die Perfusionszunahme der ligierten Hinterläufe mittels Dopplermessgerät gemessen. Die 

Werte beziehen sich auf den Ausgangswert zu Beginn der Ischämie. Die heterozygoten Mäuse (+/-) sind 

getrennt von den Wildtypmäusen dargestellt. Die Anzahl der Mäuse beträgt n=2 (+/-), n=5 (+/+). 

Abb. 3.23 zeigt die Perfusion des ligierten rechten Hinterlaufs aller Mäuse mit 

kohlenhydratreicher Diät. Die Mäuse sind getrennt in heterozygote und wt-Mäuse 

dargestellt. Da bisher nur zwei wt-Mäuse mit Normaldiät in die Studie mit einbezogen 

sind, sind hier die einzelnen Mäuse zu sehen. Der Ausgangswert einer jeden Perfusion ist 

eins. Qualitativ ist eine Tendenz zu erkennen, dass die Perfusion der wt-Mäuse im 

Vergleich zu den heterozygoten Mäusen bis zum Tag der Ernte stärker zunimmt.  



3  Ergebnisse 73 

 

 

 

Abb. 3.23 Perfusionszunahme in den Hinterläufen nach Ligation der Arteria femoralis der Mäuse mit 

kohlenhydratreicher Diät 

Männliche C 57/Bl6-Mäuse wurden im Alter von acht Wochen auf Kohlenhydratreiche Diät (CRD) gesetzt. 

Nach 20 Wochen wurden in den rechten Hinterläufen mittels einer Ligation der Arteria femoralis eine 

Ischämie indiziert und die Perfusionszunahme der ligierten Hinterläufe mittels Dopplermessgerät 

gemessen. Die Werte beziehen sich auf den Ausgangswert zu Beginn der Ischämie. Die heterozygoten 

Mäuse (+/-), n=2-3, sind getrennt von den Wildtypmäusen, n=1-2, dargestellt. 

3.3.5 Untersuchung der Neovaskularisierung und Intimaneubildung bei 

Muskelzellen nach Ischämie 

Um die Re-Endothelialisierung der Muskelzellen auf zellulärer Ebene zu untersuchen, 

wurden die Mäuse vier Wochen nach der ischämieinduzierten Ligation der rechten 

Hinterläufe getötet und sowohl der linke gesunde Hinterlauf, als auch der rechte 

ischämische Hinterlauf entnommen.  

Die Muskeln wurden mittels Cryotoms in 5-10 µm dicke Schnitte geschnitten und 

anschließend mit einem Fluoreszenz markiertem Antikörper angefärbt. Es wurde 

einerseits ein Antikörper gegen PECAM-1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule-1), 

auch CD31 genannt, verwendet, welcher die Gefäßzellen anfärbt. Andererseits wurde ein 

ein DAPI-Antikörper eingesetzt, der die Zellkerne aller Zellen sichtbar macht. Dies 

ermöglicht eine Auszählung der Gefäßzellen und der Zellkerne insgesamt. 
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Abb. 3.24 zeigt ein typisches Bild durch den Querschnitt eines linken Hinterlauf-Muskels, 

bei dem alle Zellkerne angefärbt sind. Die Größe dieser Zellkerne entspricht der normalen 

Größe eines Zellkerns einer Skelettmuskelzelle von etwa 8-10 µm. 

 

 

Abb. 3.24 Fluoreszenzmikroskopisches Bild von DAPI-angefärbten Muskelzellen 

Muskelzellen aus dem linken Musculus gastrocnemius einer Maus mit Normaldiät. Die Zellkerne (hier blau) 

wurden mittels DAPI-Färbung sichtbar gemacht. Skalierung entspricht 50 µm. 
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Abb. 3.25 zeigt die quantitative Auswertung der Zellkerne in allen Muskelschnitten. Man 

erkennt, dass in den rechten Hinterläufen unabhängig von der Diätform und dem Genotyp 

insgesamt mehr Zellkerne zu sehen sind als in den linken Hinterläufen. Insgesamt ist der 

Unterschied der verschiedenen Genotypen zueinander innerhalb einer Diätform nicht 

signifikant. Der geringste Unterschied ist bei den Mäusen mit fettreicher Diät zu sehen, 

der größte Unterschied bei den Mäusen mit Normaldiät. 

 

Abb. 3.25 Quantitative Auswertung der DAPI-positiven Zellen in den Muskelschnitten aller Mäuse 

Muskelschnitte aller Mäuse vier Wochen nach der ischämieinduzierten Ligation des rechten Hinterlaufs. Es 

wurden 4 Schnitte pro Maushinterlauf ausgezählt, n=2-5. 
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Abb.3.26 zeigt ein typisches Bild durch den Querschnitt eines linken Hinterlauf-Muskels, 

bei dem alle Gefäßzellen angefärbt sind. Die Blutgefäße dringen üblicherweise an den 

Areae nervovasculosae in den Muskel ein und bilden ein feines in sich aufzweigendes 

Kapillarnetz um eine einzelne Muskelfaser. 

 

 

Abb. 3.26 Fluoreszenzmikroskopisches Bild von CD31-angefärbten Muskelzellen 

Muskelzellen aus dem linken Musculus gastrocnemius einer Maus mit Normaldiät. Die Endothelzellen (hier 

rot) wurden mittels PECAM-1-Färbung sichtbar gemacht. Die Skalierung entspricht 50 µm. 

 

Abb. 3.27 zeigt die quantitative Auswertung der Endothelzellen in allen Muskelschnitten. 

Man erkennt unabhängig von der Diätform eine Zunahme der Endothelzellen im rechten 

Hinterlauf. Bei der kohlenhydratreichen Diät ist zu sehen, dass der Muskel der 

heterozygoten Maus eine geringere Enothelzellzunahme zeigt als der wt-Muskel. 

Außerdem zeigen die Muskeln der Mäuse mit kohlehydratreicher Diät insgesamt weniger 

Endothelzellen als die der Mäuse mit Normaldiät. Die Muskeln der Mäuse mit fettreicher 

Diät hingegen zeigen mehr Gefäßzellen im gesunden als auch im ischämieinduzierten 

Bein. Im heterozygoten Genotyp ist kaum noch eine Steigerung der Endothelialisierung 

zwischen linkem und rechtem Hinterlauf zu sehen.  
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Abb. 3.27 Quantitative Auswertung der CD31-positiven Zellen in den Muskelschnitten aller Mäuse 

Muskelschnitte aller Mäuse vier Wochen nach der ischämieinduzierten Ligation des rechten Hinterlaufs. Es 

wurden 4 Schnitte pro Maushinterlauf ausgezählt, n=2-5. 

Abb.3.28 zeigt ein typisches Bild durch den Querschnitt eines linken Hinterlauf-Muskels, 

bei dem sowohl die Zellkerne als auch alle CD31-Zellen angefärbt sind. Man kann gut die 

blau angefärbten randständigen Zellkerne eines Muskelfaserquerschnitts erkennen. Die 

rot-angefärbten Endothelzellen liegen ebenfalls am Rand und lassen das Kapillarnetz um 

die einzelne Muskelfaser erahnen und verdeutlichen die Querschnitte eines 

Muskelfaserbündels. Der Durchmesser eines Bauelements beträgt ca. 40-80 µm. 
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Abb. 3.28 Fluoreszenzmikroskopisches Bild von DAPI-und CD31-angefärbten Muskelzellen 

Muskelzellen aus einem rechten Hinterlauf einer Maus mit Normaldiät. Die Endothelzellen (hier rot) 

wurden mittels PECAM-1-Färbung, die Zellkerne wurden mittels DAPI visualisiert. Der Messbalken 

entspricht 50 µm. 

Abb.3.29 zeigt einen typischen rechten und linken Hinterlauf einer Maus mit Normaldiät. 

Es ist zu erkennen, dass der rechte operierte Hinterlauf, bei gleicher Färbung und 

Vergrößerung, eine deutliche Zellvermehrung zeigt und demnach auch die Gefäßzellen 

eine größere Anzahl aufweisen. 

A      B 

        

 Abb. 3.29 Typisches Fluoreszenzmikroskopisches Bild von DAPI-und CD31-angefärbten Muskelzellen 

eines linken und rechten Hinterlaufs 

A Muskelzellen aus einem linken Hinterlauf einer Maus mit Normaldiät. Die Endothelzellen (hier rot) 

wurden mittels PECAM-1-Färbung sichtbar gemacht. Die Endothelzellen (hier rot) wurden mittels 

PECAM-1-Färbung, die Zellkerne wurden mittels DAPI visualisiert. B Muskelzellen aus einem rechten 

Hinterlauf einer Maus mit Normaldiät. Die Endothelzellen (hier rot) wurden mittels PECAM-1-Färbung, 

die Zellkerne wurden mittels DAPI visualisiert. Der Messbalken entspricht 50 µm. 
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4 Diskussion 

Diabetes mellitus ist weltweit eine stark verbreitete Erkrankung. Aufgrund der 

schwerwiegenden Folgen im Gefäßsystem schießen die Kosten für das 

Gesundheitssystem rapide in die Höhe. Nicht selten sind Herzinfarkt oder Schlaganfälle 

mit möglicher Todesfolge Konsequenzen jahrelanger Hyperglykämie. Patienten mit 

langfristig erhöhten Blutglukosespiegeln haben ein doppelt so hohes Risiko an einem 

Schlaganfall zu erkranken wie gesunde Menschen. Und auch bei Schlaganfall-Patienten 

ohne bekannten DM wurden in 30-40 % der Fälle eine Hyperglykämie im Blutplasma 

gefunden (Luitse et al. 2012). Die Insulinresistenz, welche für die Entwicklung von 

DMT2 im Vordergrund steht, wurde bereits als fester Bestandteil in der Entstehung 

peripherer arterieller Gefäßerkrankungen gesehen (Pande et al. 2008). Die 

schwerwiegenden gesundheitlichen Folgen machen deutlich wie wichtig es ist den 

Einfluss prädiabetischer Signale auf das Gefäßsystem zu untersuchen.  

Ziel der Arbeit war es die Bedeutung der DLK in endothelialen Zellen zu analysieren und 

die Rolle der DLK in Bezug auf eventuelle therapeutische Ansatzpunkte für Makro- und 

Mikroangiopathie herauszuarbeiten. 

4.1 Expression der DLK in HUVECs 

Die DLK wird als wichtiger Bestandteil der intrazellulären MAPK-Kaskade angesehen 

(Nihalani et al. 2000) und nimmt durch Folgen wie zellulären Stress und Apopose 

entscheidenden Einfluss auf die Entstehung des DM. Mikro-und Makroangiopathien 

werden als wichtigste unerwünschte Wirkung von DM angesehen und führen einerseits zu 

schwerer psychischer Belastung und im schlimmsten Fall zum Tod der Patienten. 

Andererseits steigen die Therapiekosten ins Unermessliche. Wird die DLK in Endothelien 

exprimiert und welche Rolle spielt sie bei der Entstehung von Mikro- und 

Makroangiopathien? Auch für die Entwicklung neuer Therapieansätze ist diese 

Fragestellung von Bedeutung und leider bisher weitestgehend ungeklärt. Aufgrund dessen 

wurden für die folgenden Untersuchungen HUVECs ausgewählt. Da diese Zellen aus der 

normalen menschlichen Nabelschnurvene entnommen und cryokonserviert wurden, 

repräsentieren sie exakte menschliche Gefäßbedingungen und wurden als Modell für 

venöse Endothelzellen ausgewählt. Ein Nachteil dieser Zellen ist, dass sie unter sterilen 

Zellkulturbedingungen nur die 16. Passage überleben und sie sehr anfällig für Infektionen 

sind. Unter Berücksichtigung dieser beiden Punkte konnte mittels Western-Blot-Analyse 

eine Expression von DLK in HUVECS nachgewiesen werden. Dies ist eine wichtige 

Erkenntnis, da es bedeuten könnte, dass DLK nicht nur in Betazellen (Oetjen et al. 2006) 

sondern auch in Endothelien an der Apoptose beteiligt sein könnte. Dadurch würde sie die 

Vaskularisierung und endotheliale Funktion entscheidend mit beeinflussen. Außerdem 

betont das vielseitige Vorkommen dieser Kinase die Wichtigkeit und die Rolle der DLK 

im menschlichen Organismus. 
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4.2 Regulation der DLK in HUVECS 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation von DLK in HUVECS unter 

prädiabetischen Umständen untersucht. Dazu wurden bei allen Versuchen HUVECs unter 

sterilen Bedingungen mit TNFα und Leptin behandelt. Als Positivkontrolle für das 

Wachstum der Endothelzellen wurden die Zellen zusätzlich mit VEGF behandelt. 

4.2.1 Halbwertszeit von DLK 

Um die Regulation der DLK in Endothelien besser abschätzen zu können, wurde in der 

vorliegenden Arbeit die Halbwertszeit der DLK in HUVECS bestimmt. Dazu wurden die 

endothelialen Zellen für unterschiedliche Zeiträume mit dem Translationshemmstoff 

Cycloheximid behandelt. Nach der Ernte der Zellen wurde mittels Immunoblotanalyse die 

Halbwertszeit bestimmt. Cycloheximid ist ein Antibiotikum, welches von gram-positiven 

aeroben Aktinobakterien produziert wird und die Proteinbiosynthese an Ribosomen 

hemmt. Dieser Vorgang führt zum Absterben der eukaryonten Zelle und dadurch zur 

Proliferationshemmung. Die Translation kann in drei Phasen unterteilt werden: Initiation, 

Elongation und Termination. In der Initiationsphase bindet das Ribosom an die Sequenz 

der Messenger-RNA, in der Elongation wird eine Peptidbindung gebildet. Dieser 

Vorgang wiederholt sich solange bis die Messenger-RNA vollständig umgewandelt 

wurde. In der Termination wird das fertige Protein, welches sich aus vielen 

Peptidbindungen zusammensetzt, freigesetzt (Hasilik 2007). Cycloheximid greift in der 

Phase der Initiation und Elongation der Translation ein und verhindert somit die 

Proteinbildung (Obrig et al. 1971). 

Es stellt sich heraus, dass die Halbwertszeit der DLK in HUVECs 1,5 Stunden beträgt. 

Die kurze Halbwertszeit könnte bedeuten, dass die DLK-Aktivität auch über 

Proteinbiosynthese und Proteinabbau reguliert wird (Couture et al. 2009). Die 

Halbwertszeit der DLK in der Betazellline HIT beträgt 2,5 Stunden (Stahnke 2013), was 

vermuten lässt, dass Cycloheximid in HUVECs früher angreift und die Translation der 

DLK schneller hemmt. 

4.2.2 Einfluss von TNFα auf DLK und JNK in HUVECs 

Eine Erhöhung von TNFα steht in enger Korrelation zu Adipositas und Insulinresistenz 

(Hotamisligil et al. 1995) und begünstigt durch darauf folgende Entzündugsprozesse 

einen DMT2. Trotzdem stecken TNFα-inhibitorische Therapieansätz immer noch in den 

Kinderschuhen (Cheon 2012). Ein neuer Forschungsansatz beschäftigt sich mit TNFα als 

Gegenspieler von Adiponektin in der Regulation des Lipidmetabolismus. Das Cytokin 

hemmt laut neuester Untersuchungen die Adiponektinfreisetzung. Dies führt zu 

verstärkten Entzündungsreaktion und Fettakkumulation, was TNFα zu einem potentiellen 

Angriffspunkt in der Adipositastherapie macht (Wang et al. 2013). Interleukin-1 steht 

schon seit einiger Zeit im Mittelpunkt aktueller Therapieforschung, da man davon 

ausgeht, dass es in Betazellen als Antwort auf erhöhte Blutglukosekonzentrationen 

vermehrt gebildet wird (Maedler und Donath 2004). Es wurden bereits verschiedene 
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monoklonale Antikörper gegen Interleukin-1 entwickelt und geprüft (Larsen et al. 2007). 

Wie inflammatorische Zytokine an Endothelien wirken und ob sie an der Entstehung der 

endothelialen Dysfunktion beteiligt sind wurde bisher noch nicht näher untersucht. 

Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die Gefäßzellen mit den 

Entzündungsmediatoren TNFα und Leptin behandelt. Ziel dessen war es herauszufinden, 

ob diese Substanzen durch eine Phosphorylierung der DLK eine endotheliale Dysfunktion 

begünstigen könnten. Als Positivkontrolle wurden HUVECs zusätzlich mit VEGF 

behandelt, was zum einen eine Neovaskularisation begünstigt und zum anderen Gefäße 

vor endothelialer Dysfunktion schützt. 

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit ergaben, dass TNFα die 

Phosphorylierung von DLK und ihrer untergeordneten Kinase JNK in HUVECs fördert. 

Das unterstützt die Annahme, dass DLK nach ihrer Phosphorylierung die MAP-Kinase 

JNK indirekt aktivieren kann, wobei man nicht außer Acht lassen darf, dass JNK 

gegebenenfalls auch über andere Wege aktiviert werden kann (Garrington und Johnson 

1999). Unveröffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe geben Hinweise darauf, dass 

DLK auch in Betazellen von TNFα aktiviert wird und dadurch zu der Apoptose dieser 

Zellen beiträgt. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass der Entzündungmediator TNFα in 

vielen unterschiedlichen Zellarten an der Aktivierung des MAPK-Wegs beteiligt ist. 

Diese Signalkaskade endet schließlich in der Apoptose der jeweilgen Zellen und trägt 

dadurch am Umbau des Zielorgans bei.  

Wenn man davon ausgeht, dass der TNFα-Spiegel bei der Entstehung eines 

Metabolischen Syndroms oder des Diabetes mellitus ansteigt (Coppack 2001; Kassi et al. 

2011; Plomgaard et al. 2007), könnte die Regulation der DLK durch TNFα in 

endothelialen Zellen eine entscheidende Rolle in der Entwicklung neuer Therapieansätze 

spielen und folgedessen eine Bereicherung in der Behandlung von Mikro- und 

Makroangiopathien sein. 

Auch das Proteohormon Leptin ist nicht nur durch seine hungerhemmende Wirkung ein 

wichtiger Bestandteil des Fettstoffwechsels, sondern wirkt auch als 

Entzündungsmediator. Durch die inflammatorische Wirkung kann es wie TNFα zu 

Veränderungen des immunologischen Milieus beitragen (Kassi et al. 2011; Matsuzawa 

2008). Außederm wurde gezeigt, dass Leptin an der Entstehung von DMT2 mitbeteiligt 

sein kann (Coppack 2001). Der Einfluss von Leptin und VEGF führte zu keiner 

signifikanten Phosphorylierung der DLK in HUVECs. Dies gibt Hinweise darauf, dass 

die DLK- und JNK-Aktivierung in HUVECs Leptin- und VEGF- unabhängig ist. Dies 

stützt die Annahme, dass VEGF eine schützende Funktion in der Gefäßregulation 

übernimmt (Yang et al. 2008). 

4.2.3 Einfluss von JNK auf DLK ind HUVECs 

Einige Studien zeigen, dass DLK und JNK sich gegenseitig beeinflussen:  DLK aktiviert 

ihre untergeordnete Kinase JNK durch Aktivierung von MKK4 und MKK7 (Garrington 

und Johnson 1999) und endet schließlich in Apoptose. Andererseits bestehen Hinweise 

darauf, dass JNK durch die Phosporylierung von dem Gerüstprotein JIP die Dissoziation 
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der DLK von JIP fördert und somit zur Autophosphorylierung der DLK beiträgt. Diese 

Phosphorylierung wird mit einer Aktivierung der DLK gleichgesetzt (Nihalani et al. 

2000; Nihalani et al. 2001; Nihalani et al. 2003). Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen, 

dass Serin-302 eine entscheidende Rolle für die katalytische Aktivität der DLK spielt und 

für die Phosphorylierung verantwortlich ist (Babaeikelishomi 2013). 

Da die Rolle von JNK in Endothelien bislang nicht geklärt ist, wurde untersucht, ob 

dieser Prozess auch in Gefäßzellen stattfindet. Es wurde die Wirkung von JNK auf die 

TNFα-induzierte Aktivierung der DLK analysiert. Hierbei wurde in der vorliegenden 

Arbeit ein JNK-spezifischer Inhibitor (SP600125) verwendet. Dieser hemmt die 

Phosphorylierung und somit die Aktivierung von JNK (Bennett et al. 2001). Die 

Untersuchungen ergaben, dass eine Aktivierung von JNK zu einer TNFα-induzierten 

Aktivierung von DLK in HUVECs führt. Ebenso zeigte sich, dass eine Inhibition von 

JNK mit SP600125 eine Phosphorylierung von DLK in HUVECs verhindert. Dies führt 

zu der Annahme, dass JNK auch in Endothelzellen durch eine sogenannte 

Rückwärtsschleife die Fähigkeit besitzt DLK zu aktivieren und somit seine eigene 

Aktivierung zu amplifizieren. Unter dieser Erkenntnis kann JNK in Endothelzellen als 

Schlüsselprotein im Zusammenhang mit der Aktivierung des MAPK-Wegs angesehen 

werden und als Zielprotein für weiterführende Untersuchungen dienen.  

Ob dieser beschriebene Mechanismus in HUVECs auf eine Assoziation mit dem 

Adapterprotein JIP zurückzuführen ist, ist noch weitestgehend unklar. Dafür werden 

weitere Untersuchungen benötigt, in denen eine Expression von JIP in HUVECs 

analysiert wird und der Einfluss von JIP auf die DLK-Phosphorylierung näher betrachtet 

wird.  

4.3 Herstellung zwei rekombinanter Adenoviren Ad-DLK-wt und 

Ad-DLK-K185A 

1953 wurde zum ersten Mal ein humaner Adenovirus in einem in vitro Experiment 

identifiziert (Rowe et al. 1953). In den 1990er Jahren wurden erstmals 

Genuntersuchungen entwickelt und durchgeführt. Diese Analysen dienten damals dem 

Genersatz und der Genreparatur, welche neue Therapieschwerpunkte in der Behandlung 

von genetischen Erkrankungen wie Krebs werden sollten. Viele Forschungsansätze waren 

vielversprechend und der technische Fortschritt und das immer-wachsende Wissen über 

die Virologie verbesserte den Sicherheitsaspekt in in vivo- und in vitro-Experimenten. 

Um mögliche Therapien zu entwickeln ist das Einschleusen eines Gens in die Zelle von 

enormer Wichtigkeit. Dies kann auf zwei unterschiedlichen Wege geschehen: viral und 

nicht-viral. Der virale Weg ist in der vorliegenden Arbeit von Bedeutung und bringt 

wesentliche Vorteile gegenüber dem nicht-viralen Weg: Es ist möglich unterschiedlichste 

Zellarten zu infizieren. Diese Zellen müssen sich nicht teilen können. Zudem ist die 

transgene Expression enorm hoch (He et al. 1998). Ein Vorteil gegenüber einem 

retroviralen Vektor ist, dass Adenoviren in sehr hohen Titern produziert werden können 

(Romano et al. 1999).  
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Mittels zweier rekombinater Adenoviren sollen innerhalb der Arbeitsgruppe 

weiterführende Experimente zur Überexpression der DLK in humanen Inseln und 

endothelialen Zellen stattfinden. Zu diesen Zwecken wurde in der vorliegenden Arbeit der 

letzte Schritt in der Herstellung des rekombinanten Adenovirus der DLK-wt und der 

Kinase-toten Mutante der DLK vorgenommen. Nach der Titerbestimmung wurde 

deutlich, dass Ad-DLK-K185A infektiöser ist als Ad-DLK-wt. 

4.4 Einfluss von DLK auf die Angioneogenese bei unterschiedlichen 

Stoffwechsellagen 

Um zu analysieren, welche Wirkung DLK auf die Entstehung von Adipositas und DM 

hat, wurden Wildtypmäuse und heterozygote DLK-Mäuse (+/-) im Alter von 8 Wochen 

verschiedenen Diäten unterzogen. Währenddessen wurde bei den Mäusen das Gewicht, 

der Blutzucker und der HbA1c-Wert bestimmt um die Auswirkungen der Diät auf die 

beiden Mäusetypen zu untersuchen. Dass DLK eine lebenswichtige Kinase im 

Organismus darstellt, beweist die Tatsache, dass homozygote DLK-Knockout-Mäuse (-/-) 

perinatal sterben (Bloom et al. 2007; Ghosh et al. 2011; Hirai et al. 2006). Aus diesem 

Grunde wurden in der vorliegenden Arbeit mit heterozygoten Mäusen gearbeitet, die nach 

aktuellestem Wissenstand keinen ersichtlichen Unterschied im Phänotyp zu den Wildtyp-

Mäusen aufzeigen. Bei den vorliegenden Untersuchungen waren ebenfalls keine 

äußerlichen Auffälligkeiten oder Eigenschaften der Mäuse erkennbar, die den Phänotyp 

der heterozygoten von den Wiltyp-Mäusen abgrenzen würde. 

Es wurde bereits die Anfälligkeit des Mäusestammes C57/Black6 unter verschiedenen 

Diäten auf metabolische Defekte hin untersucht. Es zeigte sich, dass diese Mäuse unter 

fettreicher Diät zu Adipositas, Glukoseintoleranz und Insulinreistenz neigen und einen 

Diabetes-empfindlichen Mäusestamm darstellen (Clee und Attie 2007). Er gilt sogar als 

geeignetester Stamm metabolische Defekte zu untersuchen (Montgomery et al. 2013). 

Schon in der Vergangenheit haben Untersuchungen gezeigt, dass diese Mäuse unter 

fettreicher Diät hohe Nüchternblutglukosewerte entwickeln. Andere Mausstämme mit 

einem unterschiedlichen genetischen Hintergrund zeigen hingegen kaum 

Fettakkumulation in den Organen (Montgomery et al. 2013). Dies gibt Hinweise darauf, 

dass der genetische Hintergrund entscheidend für die Entwicklung metabolischer Defekte 

sein kann (Surwit et al. 1988). Toye und Kollegen analysierten schließlich, dass die 

C57/BL6-Mäuse tatsächlich zu einem insulin-sekretorischen Defekt neigen (Toye et al. 

2005). 

4.4.1 Gewicht 

Verschiedenste Faktoren können eine Gewichtszunahme bedingen. Fettreiche Diät und 

erhöhte Energiezufuhr bei niedrigem Energieverbrauch sind die einfachsten Erklärungen 

für diesen Umstand. Jedoch gibt es noch viele weitere Kriterien, die zu einer Regulation 

des Fetthaushaltes und Adipositasentstehung beitragen können: Untersuchungen zeigen, 

dass Nagetiere, die mit hohem Kalzium und fettreduzierte Trockenmilch gefüttert 
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wurden, eine Verbesserung der Glukose-Homöostase und eine Reduktion der 

Organverfettung nach sich ziehen (Thomas et al. 2012). ACE-Hemmer verringern bei 

Ratten die Nahrungsaufnahme und Gewichtszunahme (Mul et al. 2013), was die 

Annahme stützt, dass das Angiotensin-Aldosteron-Systems in engem Zusammenhang mit 

Adipositas steht (Giacchetti et al. 2005). Auch Cortisol und dessen Abkömmlinge können 

die Fettsucht entscheidend fördern. Dexamethason reduziert den Energieverbrauch und 

führt zu verstärkter Adipositas bei Mäusen mit Diät-induzierter Fettsucht (Poggioli et al. 

2013).  

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob DLK die Entstehung von 

Adipositas bei fettreicher Ernährung beeinflusst.  

PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) ist ein Transkriptionsfaktor 

und wird als Hauptregulator der Adipozytenreifung und Fettbildung angesehen. Es wurde 

in der Zelllinie 3T3-L1 gezeigt, dass bei einem DLK-Knockdown PPARγ vermindert 

exprimiert wird. Daraus folgt, dass PPARγ in 3T3-L1-Präadipozyten notwendig für die 

transkriptionelle Aktivität des DLK-Gens ist (Couture und Blouin 2011). Außerdem ist 

DLK in diesen Zellen durch Regulation von PPARγ entscheidend an der 

Adipozytenreifung beteiligt (Couture et al. 2009). Dies lässt vermuten, dass die wt-Mäuse 

mehr an Gewicht zunehmen als die heterozygoten Mäuse.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen auf, dass die Mäuse unters HFD 

tendenziell mehr an Gewicht zunehmen als die übrigen Mäuse. Außerdem ist der Trend 

festzustellen, dass die heterozygoten DLK-Mäuse unter ND und HFD mehr an Gewicht 

zu nehmen als die Wildtyp-Mäuse. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass DLK benötigt 

wird um schlank zu bleiben und somit positiv für den Stoffwechsel ist. Allerdings müssen 

diese Vermutungen mit großer Vorsicht betrachtet werden, da in den vorliegenden 

Ergebnissen keine Signifikanzen zu erkennen sind. Es handelt sich lediglich um Trends 

und es bedarf weiterer Untersuchungen um diese Hypothese zu bestätigen.  

4.4.2 Blutzucker und HbA1c 

Gemessene hohe Nüchternblutzuckerwerte sind einer der wichtigsten Indikatoren für die 

Entwicklung eines Diabetes mellitus. In der vorliegenden Arbeit wurden Wildtyp-Mäuse 

und heterozygote DLK-Mäuse des C57/BL6-Stammes unter verschiedenen Diäten 

regelmäßig einer Blutglukosebestimmung unterzogen um die Auswirkungen der DLK 

unter der jeweiligen Diät auf den Blutzucker zu untersuchen.  

Die Ergebnisse der Blutzuckermessung in der vorliegenden Arbeit zeigen keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den Mäusen unterschiedlicher Diäten und Genotypen. 

Da der Blutglukosewert ein empfindlicher und variabler Wert ist, müssen alle Parameter 

der Untersuchung berücksichtigt und in die Interpretation einbezogen werden. Bei der 

Blutzuckermessung sollte berücksichtigt werden, dass die Mäuse möglichst keinem oder 

geringem Stress ausgesetzt werden, da die C57/BL6-Mäuse mit einer starken 

Blutglukoseerhöhung auf Stress reagieren (Surwit et al. 1988). Hier ist zu nennen, dass 

allein der Geruch von Isofluran, was als Narkosemittel für die Messungen und Tötung 
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eingesetzt wurde, bei den Mäusen Stress erzeugt. Dies würde die kurzfristigen stark 

erhöhten Blutzuckerwerte kurz vor der Tötung der Mäuse in der vorliegenden Arbeit 

erklären. Des Weiteren sollte darauf geachtet werden, dass die Messungen immer zum 

gleichen Zeitpunkt vorgenommen werden. Da die Mäuse nachtaktiv sind würde sich 

abends zum Messen anbieten um einen Nüchterblutglukosewert zu erhalten. Leider 

konnten beide letzten Punkte bei den Untersuchungen nicht immer erfüllt werden, sodass 

die Blutzuckerwerte Schwankungen unterliegen, was es erschwert die Daten miteinander 

zu vergleichen.  

Hohe Blutglukosewerte aktivieren den JNK-Signalweg und führen zu Betazell-Apoptose 

(Maedler et al. 2008) mit verringerter Insulinausschüttung als Folge. Dies zieht wiederum 

einen erhöhten Blutglukosespiegel nach sich, da der Zucker durch das fehlende Insulin 

nicht ausreichend in die Zellen transportiert werden kann. Dieser Vorgang könnte den 

Zusammenhang zwischen aktiviertem MAPK-Weg und der hohen Blutglukose 

ausreichend erklären. Es wäre folgedessen zu erwarten, dass die Wildtyp-Mäuse durch 

stärkere Aktivierung des JNK-Pathways einen höheren Blutglukosespiegel zeigen. Jedoch 

zeigt sich kein Trend bei den verschiedenen Messungen. Dies wäre dadurch erklärbar, 

dass wir mit der Blutzuckermessung lediglich eine Momentaufnhame des 

Glukosestoffwechsels bekommen. Um mehr über den langfristigen Verlauf zu erfahren 

wurde vor der Tötung der Mäuse der HbA1c-Wert bestimmt. 

Der HbA1c-Wert ist ein wichtiger Parameter in der Langzeitbestimmung des Blutzuckers 

bei DM-Patienten. Er spiegelt die mittlere Blutzuckerkonzentration der vergangenen 

Wochen und Monate wieder. Das Überwachen des HbA1c-Wertes erlaubt es den Grad 

des Glukosestoffwechsels im Körper zu kontrollieren und das Risiko eventueller 

Spätfolgen abzuschätzen (Koenig et al. 1976). 

Alle HbA1c-Werte liegen unter dem humanen Referenzintervall. Die Diäten scheinen 

keinen Einfluss auf den HbA1c-Wert zu haben, was bedeuten könnte, dass zum Zeitpunkt 

der Messung noch kein Diabetes mellitus bei den Mäusen vorlag. 

4.5 Untersuchung der Angiogenese in einem Mausmodell 

Wie wird Gefäßwachstum stimuliert? Wodurch wird es gehemmt? Gibt es 

Wechselwirkungen, die zu einem schnelleren oder verlangsamten Wachstum beitragen? 

Diese Fragen und das Zusammenspiel von Faktoren, die die Angiogenese beinflussen, 

stehen schon seit Längerem im Fokus medizinischer Forschungsschwerpunkte. Das 

Wissen über Neovaskularisierung, Reendothelialisierung und Angiogenese würde viele 

Türen zu möglichen Therapieverfahren öffnen (Simons 2005).  

Periphere Gefäßerkrankungen, stellen heutztage einen Schwerpunkt der kardiovaskulären 

Erkrankungen dar und die Prävalenz dieser Erkrankungsgruppe ist immer noch steigend. 

Dieser Unstand kann zumindest teilweise durch die wachsende geriatrische 

Patientengruppe begründet werden (Bir et al. 2008). Jedoch auch das Auftreten von 

Gefäßerkrankungen bei Diabetespatienten nimmt in der Gesellschaft immer mehr zu. 

Menschen, die unter der Zuckerkrankheit leiden, besitzen oft auch andere zusätzlich 
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erhöhte Risikofaktoren für das Gefäßsystem. Entscheidend ist allerdings, dass 

Diabetespatienten mit erhöhten Risiokofaktoren für eine kardiovaskuläre Erkrankung ein 

deutlich erhöhtes Mortalitätsrisiko besitzen als Patienten ohne Diabetes mellitus (Stamler 

et al. 1993). Dies demonstriert die Dringlichkeit an neuen möglichen Therapieansätzen 

für Makro- und Mikroangiopathien zu forschen. 

 

Abb. 4.1: Neovaskularisierung 

Drei Prozesse können an der Entwicklung und Veränderung von Gefäßen beteiligt sein. HIF-α: hypoxia-

inducible factor, VEGF: vascular endothelial growth factor. (Modifiziert nach (Simons 2005). 

Die Neovaskularisierung ist ein Überbegriff für verschiedene Prozesse des 

Gefäßwachstums (s. Abb. 4.1). Zu der Gefäßneubildung gehören die Angiogenese, die 

Arteriogenese und die Vaskulogenese (Simons 2005). Hypoxie ist einer der wichtigsten 

Impulse für die Neovaskularisierung. Bei Sauerstoffmangel wird der Transkriptionsfaktor 

HIF-α (hypoxia-inducible factor) aktiviert, der anschließend VEGF stimuliert und 

dadurch die Gefäßneubildung anregt (Simons 2005). Obwohl der Mangel an Sauerstoff 

ein wichtiger Stimulus der Neovaskularisierung darstellt, ist er nicht der einzige Faktor. 

Das Spektrum der Reize ist weit gefächert und reicht von Gewebehypertrophie über 

Wundheilung bis zu Entzündungsreaktionen (Simons 2005). Die Arteriogenese benötigt 

beispielsweise viele verschiedene Faktoren, die das Wachstum der Gefäße stimulieren 

können (Yancopoulos et al. 2000). Ein essentieller Wachstumsfaktor im Gefäßsystem 

stellt VEGF dar. Jedoch ist die Beteiligung von VEGF am Tumorwachstum und 

neovaskulären Syndromen nicht zu vernachlässigen (Ferrara und Gerber 2001). Aus 

diesem Grund werden immer mehr angiogenesehemmende Medikamente zur 

Krebsbehandlung eingesetzt (Garcia und Singh 2013). Auch die Familie der basic 

fibroblast growth factors (bFGFs) stellt eine wichtige Gruppe für endothelialen und 
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vaskulären Wachstum der Muskelzellen dar. FGFs induzieren das Zellwachstum und die 

Zellmigration und wirken somit entscheidend bei der Wundheilung und Gewebereparatur 

mit (Bikfalvi et al. 1997; Simons 2005). 

Auch Krankheiten können die Neovaskularisierung und im Speziellen die Artriogenese 

mit beinflussen. Studien haben gezeigt, dass die Entwicklung von Kollateralgefäßen bei 

Patienten mit DM vermindert ausgeprägt ist. Dies lässt vermuten, dass DM die 

Entwicklung von Kollateralen entscheidend beeinflusst (Abaci et al. 1999). Außerdem 

lassen einige Studien vermuten, dass der genetische Hintergrund ebenfalls ein wichtige 

Rolle, sowohl in der Bildung von Kollateralen als auch in der Möglichkeit des Körpers 

auf Therapien zu reagieren, spielt (Schultz et al. 1999; Simons 2005).  

Gibt es einen Zusammenhang zwischen DLK und endothelialer Dysfunktion? Oxidativer 

Stress ist ein möglicher Faktor, der zu einer Insulinresistenz und Schädigung des 

Gefäßsystems führen kann (Giacchetti et al. 2005; Huang et al. 2012). Huang und 

Kollegen haben herausgefunden, dass die Aktivierung von JNK in Gefäßzellen von 

diabetischen Mäusen zu gesteigertem oxidativen Stress führt. Der JNK-abhängige 

oxidative Stress beeinflusst die endotheliale Funktion bei Diabetes (Huang et al. 2012). 

Unter dem Gesichtspunkt, dass die DLK JNK im MAPK-Kaskade aktiviert, könnte die 

DLK als Angriffspunkt eventueller Therapieansätze bei endothelialer Dysfunktion bei 

DM dienen. Dies macht die Frage interesssant, wie heterozygote Mäuse im Vergleich zu 

Wildtyp-Mäusen auf eine Ischämie im Bereich der Femoralarterie reagieren. 

Um die Auswirkungen der DLK auf die Neovaskularisierung zu untersuchen, wurden in 

der vorliegenden Arbeit bei Wildtyp- und heterozygoten DLK-Mäusen unter 

verschiedenen Diäten eine Ischämie am rechten Hinterlauf verursacht und durch 

regelmäßige Perfusionsmessungen und anschließender histologischen Auswertung der 

Grad der Gefäßneubildung dokumentiert. 

4.5.1 Perfusionsmessung nach Ligation der Femoralisarterien 

Eine vollständige Ligation der Femoralarterie führt zu Hypoxie als wichtigstem Stimulus 

der Neoangiogenese. Außerdem ist ein plötzlicher Anstieg des Blutdrucks mit 

hämodynamischen Veränderungen in den kleineren Nachbargefäßen zu messen. Dies 

führt im Anschluss zu einer verstärkten Durchblutung eines Kollateralkreislaufs, was eine 

zunehmende Scherspannung in den Gefäßen nach sich zieht. Dadurch wird zum einen 

eine Ausbildung eines funtionstüchtigen Gefäßsystems gefördert (Limbourg et al. 2009) 

und zum anderen der JNK-Signalweg aktivert (Nagel et al. 1999) (s. 4.5.2).  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ausbildung eines Kollateralsystems durch die 

Perfusionsmessung mittels Laser-Doppler-Imaging (LDI) durchgeführt. Das LDI liefert 

ein farb-kodiertes zwei-dimensionales Bild der Gewebeperfusion ohne dabei das 

Zielgewebe zu zerstören und sichert somit sehr gute Bedingungen für die mehrfache 

Perfusionsuntersuchung an demselben Tier (Forrester et al. 2002). Die Kontrolle der 

Messungen lieferte immer im Vergleich das nicht-operierte Bein des jeweiligen Tieres. 
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Die Genetik scheint in der Ausbildung von Kollateralgefäßen eine wichtige Rolle zu 

spielen. Helisch und Kollegen untersuchten verschiedene Mäusestämme auf ihre 

Eigenschaften Kollateralgefäße auzubilden und analysierten, dass der Mausstamm 

C57/BL6 schon große vorbestehende Kollateralen im Bereich der Arteria femoralis 

aufweist. Diese sind vor allem zum Zeitpunkt der Ligation bis 1 Woche danach sehr stark 

ausgeprägt (Helisch et al. 2006). Dies begründet dem Umstand, dass in der vorliegenden 

Arbeit Mäuse des C57/BL6-Stammes untersucht wurden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde analysiert, dass die Wildtyp-Mäuse unter Normaldiät 

am siebten postoperativen Tag eine signifikant stärkere Perfusionszunahme zeigen als die 

heterozygoten Mäuse. Im späteren Verlauf erkennt man keinen Unterschied mehr 

zwischen den beiden Genotypen. Dies lässt vermuten, dass DLK zur Neoangiogenese mit 

Kollateralbildung in der frühen Phase beiträgt, in der späten Phase jedoch ein anderer 

Kompensationsweg greift. Ein ähnlicher Trend wird bei den Mäusen unter CRD 

beobachtet. 

4.5.2 Neovaskularisation nach Liagtion der Femoralisarterien 

Nach der Perfusionsmessung sollte in der vorliegenden Arbeit als ein weiteres Maß für 

die Angioneogenese die Neovaskularisierung bei Mäusen quantitativ untersucht werden. 

Helisch und Kollegen demonstrieren in Nagerstudien, dass hierbei vor allem die 

Arteriogenese eine wichtige Rolle spielt (Helisch und Schaper 2003). 

Die ersten Studien über wachsende Kollateralkreisläufe wurden an Hundeherzen 

durchgeführt (Schaper et al. 1976). Viele weitere ähnliche Untersuchungen in 

verschiedenen Spezies folgten. Scholz und Kollegen untersuchten schließlich das 

Kollateralwachstum in einem Ischämie-Modell bei Mäusen. Dort wurde nach Ligation der 

Arteria femoralis das Gefäßwachstum und die Histologie der Gefäßwände untersucht. Sie 

vermuteten, dass die Kollateralbildung in diesem Mausmodell auf schon bestehenden 

Verbindungen zwischen Arteriolen basiert (Scholz et al. 2002).  

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die operierten Hinterläufe der Mäuse 

unabhängig ihrer Diät und ihres Genotyps mehr Zellkerne und mehr Endothelzellen 

aufweisen als die nicht-operierten Hinterläufe. Dies bestärkt die Annahme von Celletti 

und Kollegen, dass Hypoxie und ischämische Gewebsareale starke Stimuli für 

Neovaskularisierung sind (Celletti et al. 2001). Jedoch ist Hypoxie nicht alleiniger 

Stimulus für Gefäßneubildung. Es existieren viele Faktoren, die das Wachstum von 

Kollateralen aktivieren können. VEGF und sein korrespondierender Rezeptor sind 

wichtige und essentielle wachstumstimulierende Faktoren (Heil et al. 2000; Olsson et al. 

2006). Die zunehmende Scherspannung in den Gefäßen durch den zunehmenden Druck 

bei einer Okklusion hat zusätzlich Auswirkung auf das Wachstum. Zum einen wird die 

DNA-Synthese für neues Endothelium aktiviert (Davies et al. 1986), zum anderen wird 

durch die Scherspannung die Proliferation endothelialer Zellen stimuliert (White et al. 

2001). Eine weitere wichtige Erkenntnis ist, dass Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder 

c-Jun durch diese Spannung gereizt werden (Nagel et al. 1999) was eine Aktivierung des 
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MAPK-Weges nach sich ziehen kann. Dies betont die Relevanz der DLK und ihrer 

untergeordneten Kinase JNK in der Ausbildung neuer Gefäße oder Kollateralen.  

Weitere Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die heterozygoten Mäuse unter 

ND und HFD tendenziell mehr Endothelien aufweisen als die Wildtyp-Mäuse. Dies ist 

gegensinnig zu den Perfusionsergebnissen am siebten postoperativen Tag.  Eine mögliche 

Erklärung ist, dass hier unterschiedliche Messzeitpunkte vorliegen. Die Endothelien 

wurden knapp 3 Wochen später ausgezählt. In dieser Zeit könnte bei den heterozygoten 

Mäuse durch den Mangel an DLK ein anderer kompensatorischer Weg aktiviert worden 

sein um die Hypoxie auszugleichen.  

Wenn man die Wildtyp-Mäuse unter CRD und HFD mit den Wildtyp-Mäusen unter ND 

vergleicht, wird sichtbar, dass die Nager unter ND tendenziell mehr Endothelien 

aufweisen als die unter CRD und HFD. Eine mögliche Schlussfolgerung wäre, dass 

kohlenhydratreiche und fettreiche Ernährung nicht zur Gefäßneubildung beiträgt und 

somit nicht gesundheitsfördernd wirkt. 

Viele orale Antidiabetika sind auf dem Markt. Sulfonylharnstoffe, Biguanide, Gliptine 

und α-Glukosidase-Hemmer sind nur Wenige von Vielen. Die meisten von ihnen senken 

den HbA1c-Wert (glycated haemoglobin A1c), jedoch sind sie als Monotherapeutikum 

ungeeignet, da sie nur mit gravierenden Nebenwirkungen wie Gewichtszunahme oder 

Hypoglykämie die Betazellfunktion verbessern (Cheon 2012).  

In Anbetracht der Untersuchungsergebnisse wäre ein möglicher weiterer Ansatzpunkt in 

der Therapie des DM die Hemmung der DLK. Da jedoch die DLK für die 

Kollateralbildung von Bedeutung ist (s.4.5.1) wäre eine systemische Hemmung der 

Kinase bei Diabetes-Patienten mit Mikro-und Makroangiopathien nicht wünschenswert. 

Jedoch wäre es denkbar die DLK lokal zu hemmen und somit unerwünschte 

Gefäßneubildungen wie beispielsweise bei der diabetischen Retinopathie zu inhibieren.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5  Zusammenfassung 90 

 

 

5 Zusammenfassung 

Diabetes mellitus und seine schwerwiegenden Folgen im Gefäßsystem sind ein großes 

Problem in der heutigen Gesellschaft. Sowohl die persönlichen Einschränkungen bis hin 

zum Tod eines Diabetespatienten, als auch die enormen Kosten für das 

Gesundheitssystem betonen die Relevanz dieser Krankheit im klinischen Alltag. Ein 

wichtiger Aspekt sind die Mikro-und Makroangiopathien, unter denen viele Diabetes- 

Patienten leiden, und die im schlimmsten Fall zu einem Herzinfarkt oder Schlaganfall 

führen können. Dies macht deutlich, wie wichtig es ist, die Entstehungsmechanismen 

dieser Erkrankungen und deren Folgen in endothelialen Zellen zu untersuchen. 

Viele Studien weisen darauf hin, dass Entzündungsmediatoren wie TNFα an der 

Entstehung von Diabetes mellitus beteiligt sind. Sie führen zu einer Aktivierung der DLK 

und ihrer untergeordneten Kinase JNK, was in Betazellen zu Apoptose führt. In der 

vorliegenden Arbeit sollte die Rolle und Regulation der DLK in Gefäßzellen untersucht 

werden. Analysen ergaben, dass bei erhöhten Entzündungparametern, wie es 

beispielsweise bei einem MS oder DM der Fall ist, die DLK durch proinflammatorische 

Stoffe in endothelialen Zellen aktiviert wird. 

Um die Auswirkung der DLK im Gefäßsystem näher zu untersuchen, wurde in der 

vorliegenden Arbeit zusätzlich die Angiogenese bei Diät-induzierter Adipositas und 

Diabetes mellitus in einem Mausmodell untersucht. Die Analysen ergaben, dass die DLK 

in der frühen Phase einer Ischämie für die Gefäßneubildung und Entstehung von 

Kollateralkreisläufen von Bedeutung ist.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die DLK in Gefäßzellen einen wichtigen 

Bestandteil in der Entstehung des Diabetes mellitus darstellt und dass die Regulation von 

TNFα ein entscheidender therapeutischer Ansatzpunkt bei der Entstehung der 

endothelialen Dysfunktion ist. Zusätzlich wird die Relevanz der DLK in Endothelien 

durch den Umstand betont, dass das Ausschalten nur eines Allels der DLK einen 

messbaren Unterschied im Zusammenhang mit früher Kollateralbildung nach Ischämie 

erbringt. Diese beiden Punkte rücken die DLK in den pharmakotherapeutischen 

Mittelpunkt. Dadurch, dass die DLK die Kollateralausbildung fördert, wäre zwar eine 

systemische Inhibition der DLK nicht in Betracht zu ziehen, jedoch wäre sie als lokales 

Therapeutikum bei der diabetischen Retinopathie ein möglicher Ansatzpunkt die 

Gefäßproliferation auf der Netzhaut einzudämmen. 
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