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1 Einleitung
1.1 Das metabolische Syndrom

1.1.1 Definition

Die standige Verfligbarkeit und verédnderte Zusammensetzung der Nahrung sowie die
unzureichende korperliche Aktivitat prdgen den Lebensstil vieler Menschen in den
Industrienationen. Diese Lebensweise fiihrt zum sogenannten metabolischen Syndrom,
welches verschiedene Risikofaktoren fiir kardiovaskulare und metabolische
Erkrankungen zusammenfasst (Meigs 2004; Bergman, Kim et al. 2007). Die
Charakterisierung des metabolischen Syndroms unterscheidet sich jedoch in den
unterschiedlichen Fachgesellschaften. Durch die internationale Diabetes-Foderation
(IDF) wurde das metabolische Syndrom 2005 wie folgt definiert: ein erhohter
Bauchumfang (> 94 cm bei Minnern bzw. > 80 cm bei Frauen), verminderte
Glukosetoleranz (Nichternblutzuckerwert > 110 mg/dl), Hypertonie (> 130 mm Hg
systolisch bzw. > 85 mm Hg diastolisch) oder erhohte Triglyzeridwerte (> 150 mg/dl)
und erniedrigtes HDL-Cholesterin (< 40 mg/dl bei Mannern bzw. < 50 mg/dl bei Frauen)
(Huang 2009).

1.1.2 Adipositas in der Pathogenese des metabolischen Syndroms

Das metabolischen Syndrom beguinstigt die Entstehung von Typ 2 Diabetes mellitus und
kardiovaskuldaren Erkrankungen. Aufgrund des bewegungsarmen Lebensstiles bei fett-
und energiereicher Erndhrung spielt Adipositas weltweit eine wichtige Rolle im
Zusammenhang mit dem metabolischen Syndrom. Wenn ein Body Mass Index (BMI)
uber 30 kg/m2 vorliegt, spricht man von Adipositas (Bruffaerts, Demyttenaere et al.
2008). Zunehmende Adipositas ist mit verkirzter Lebenserwartung und mit einem
besonders hohen kardiovaskuléren Risiko assoziiert. Die Fettverteilung ist dabei fiir die
Entwicklung von Folgeerkrankungen relevant. Die Zunahme des viszeralen
Fettgewebes ist sowohl fir metabolische Erkrankungen wie Typ 2 Diabetes mellitus

(Freemantle, Holmes et al. 2008) als auch kardiovaskuldre Veranderungen wie



Atherosklerose (Phillips and Prins 2008) von pathogenetischer Bedeutung. So wurde
gezeigt, dass die Entfernung von viszeralem Fett die Insulinresistenz verbessern konnte,
wéhrend die Entfernung von subkutanem Fett keine \erbesserung bewirkte (Fisher,

Hoffstedt et al. 2002; Klein, Fontana et al. 2004).

1.1.3 Die Bedeutung des Fettgewebes

Das Fettgewebe wird in weil3es und braunes Fettgewebe unterteilt. Braunes Fettgewebe,
das eine hohe Zahl an Mitochondrien enthélt, hat die Funktion der Warmegeneration
vor allem bei Neugeborenen. Beim Erwachsenen sind jedoch nur noch geringe Mengen
braunes Fettgewebe nachweisbar (Fruhbeck 2008).

Fettgewebe besteht neben den Adipozyten aus stroma-vaskularem Gewebe mit
Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und Praadipozyten. Es kann freie
Fettsduren aus der Nahrung speichern und wahrend einer Hungerphase freisetzen.
Neben der Funktion im Stoffwechsel hat Fettgewebe jedoch auch eine Funktion als
endokrinologisches und immunmodulierendes Organ, welche insbesondere in den
vergangenen Jahren in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses geriickt ist. Es
sezerniert eine Vielzahl von Adipokinen, einer Gruppe von Hormonen und Proteinen,
die z.B. am Glukose- und Lipidstoffwechsel oder an Entziindungsprozessen beteiligt
sind. Das erste entdeckte Fettgewebshormon ist das Leptin, das im Jahr 1994 erstmals
beschrieben wurde und ein Peptidhormon mit einer GroRe von 16 kDa ist (Zhang,
Proenca et al. 1994). Massives Ubergewicht fihrt zu einer Veranderung im
Adipokinprofil, die zur Progredienz von Arteriosklerose und Insulinresistenz beitragen
kann. Dies ist insbesondere durch eine verminderte Freisetzung protektiver Adipokine

bedingt (Hajer, van Haeften et al. 2008).

1.2 Die C1g/TNF Proteinfamilie

Adiponektin, welches strukturelle Ahnlichkeiten zu Vertretern der Tumor Necrosis
Factor (TNF) Familie zeigt, ist das am starksten vom Fettgewebe exprimierte Hormon.

Die Bildung dieses Adipokins wird von der Fettgewebsmasse beeinflusst. Viele



Mitglieder der TNF-Familie weisen strukturelle Homologien zur Clg-Komplement-
Familie auf. Deshalb werden beide Proteinfamilien als C1g/TNF-Superfamilie
zusammengefasst (Shapiro and Scherer 1998). Clq ist das Schllsselprotein des
klassischen Weges des Komplementsystems. Die Struktur des C-terminalen Endes
findet sich nicht nur bei Clg sondern auch bei Proteinen aulerhalb des
Komplementsystems wie z.B einigen Kollagenisoformen oder Adiponektin. Die
C1g/TNF Proteinfamilie zeichnet sich vor allem durch die C-terminale, globuléare Kopf-
Doméne (gC1lg-Domane), die aus 140 Aminosauren besteht, aus (Shapiro and Scherer
1998). Das C1g-Protein ist ein 460 kDa Protein mit 18 Polypeptidketten. Das Protein
beinhaltet drei Untereinheiten, A, B, C, wobei sich jede Untereinheit aus einer kurzen
N-terminalen Region und einer anschliefenden Kollagendomane zusammensetzt
(Kishore and Reid 1999). Die gClg-Domane ist fur die Reaktion von C1q mit dem
Antigen-gebundenen  Antikdrper und das Auslosen der Komplementkaskade

verantwortlich (Kojouharova, Reid et al. 2010).

1.2.1 Adiponektin, Adiponektinrezeptoren und metabolische

Funktionen des Adiponektins

Kurz nach der Entdeckung von Leptin wurde das Adiponektin im Jahr 1995 beschrieben.
Auch dieses ist ein Peptidhormon und hat ein Molekulargewicht von ca. 30 kDa.
Adiponektin besteht aus 247 Aminoséuren und besitzt eine C1q Doméne. Es weist vier
verschiedene strukturelle Komponenten auf: Eine C-terminale globuldre Domane, eine
variable Region, eine Kollagendoméne und eine N-terminale Signalsequenz (Scherer,
Williams et al. 1995; Trujillo and Scherer 2005). Beim humanen Adiponektin handelt es
sich um eine Reihe verschiedener Isoformen. Adiponektin kommt im Serum als Low
Molecular Weight (LMW), Medium Molecular Weight (MMW) und High Molecular
Weight (HMW) Form vor (Waki, Yamauchi et al. 2003). Die LMW Form besteht als
Grundeinheit aus einem Homotrimer (90 kDa). Mehrere Homotrimere kodnnen sich
durch Disulfidbriicken, deren Ausbildung aus der Bindung zwischen den

Kollagendomanen zweier Homotrimere am Cystein besteht, zu multimeren Isoformen



zusammenlagern. Die Bildung der LMW Form wird durch Cystein in der globularen
Doméne stabilisiert, wahrend die Formation der MMW und HMW
Adiponektinisoformen durch Cystein im Bereich der Kollagen-Domane erfolgt (Scherer,
Williams et al. 1995; Waki, Yamauchi et al. 2003). Die MMW-Isoform des Hormons
liegt als Hexamer mit einem Molekulargewicht von 180 kDa vor. Mit einer Grof3e von
mehr als 400 kDa besteht die HMW-Isoform aus vier bis sechs Homotrimeren. Diese
drei Komplexe machen nahezu 0,01% des gesamten Serumproteins aus und haben
unterschiedliche biologische Aktivitat und Funktion (Whitehead, Richards et al. 2006).
Im Jahr 2003 wurden zwei Adiponektinrezeptoren (Yamauchi, Kamon et al. 2003),
AdipoR1 und AdipoR2, identifiziert. Diese besitzen sieben Transmembran-Domanen,
ahnlich wie die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wobei das C-terminales Ende
extrazellulér und das N-terminale Ende im Zytoplasma lokalisiert ist. AdipoR1 kommt
hauptsachlich in der Skelettmuskulatur vor. Hingegen wird AdipoR2 vor allem in der
Leber exprimiert. Wahrend an den AdipoR1 Gberwiegend globuléres Adiponektin bindet,
dient AdipoR2 als Rezeptor sowohl fiir das globulére als auch fir das Adiponektin der
vollen Lange. Neben AdipoR1 und AdipoR2 wurde ein dritter Rezeptor fir Adiponektin,
das T-Cadherin, entdeckt. T-Cadherin bindet HMW Adiponektin und findet sich vor
allem in Endothelzellen und glatten Muskelzellen (Hug, Wang et al. 2004). T-Cadherin
wird als Co-Rezeptor fur die Adiponektinbindung angesehen. In HEK293-Zellen, die
mit T-Cadherin transfiziert wurden, konnte eine deutlich gesteigerte Adiponektin-
Wirkung nachgewiesen werden (Denzel, Scimia et al. 2010). Dies lasst vermuten, dass
Adiponektin zuerst an T-Cadherin bindet und dann via AdipoR1 und AdipoR2
intrazellulare Signalkaskaden aktiviert. Adiponektin bindet auch direkt an die C-
terminale, extrazellulare Doméne der Adiponektinrezeptoren. Das N-terminale,
intrazellulare Ende der Adiponektinrezeptoren interagiert mit APPL1 (Adaptor protein
containing pleckstrin homology domain, phosphotyrosine-binding domain, and leucine
zipper motif) (Zhou, Deepa et al. 2009). Uber APPL1 werden die intrazellularen
Signalkaskaden wie Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) und
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) ausgelOst. Interessanterweise zeigte sich,
dass APPL2, eine Isoform von APPL1, unter basalen Bedingungen an den
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Adiponektinrezeptor 1 bindet und die Interaktion zwischen Adiponektinrezeptor 1 und
APPL1 blockiert. Sobald Adiponektin mit dem Adiponektinrezeptor interagiert, wird
APPL2 vom Adiponektinrezeptor 1 entfernt und APPL1 kann binden (Wang, Xin et al.
2009). Durch die Aktivierung der AMPK durch Phosphorylierung am Thrl72 und die
Phosphorylierung der ACC am Ser79 durch die AMPK in der Leber und im Muskel
sinken die Malonyl-CoA-Spiegeln, einem negativen Regulator der Fettsdureoxidation.
Damit wird die Betaoxidation in Muskelzellen und Kardiomyozyten erhoht (Tomas,
Tsao et al. 2002; Li, Wu et al. 2007). Nach Stimulation mit Adiponektin kann auch die
p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase tber Adiponektinrezeptoren aktiviert werden. Die
aktivierte AMPK und p38 MAPK induzieren die Glukoseaufnahme in Herz- und
Skelettmuskel. Dabei aktiviert die p38 MAPK den Peroxisome Proliferator-aktivierten
Rezeptor Alpha (PPAR«), was wiederum zu einer gesteigerten Fettsdueroxidation in der
Leber und im Muskel fuhrt (Abb.1) (Yamauchi, Kamon et al. 2001). Die Adiponektin
induzierte Regulation von PPARa ist in Muskel und Leber unterschiedlich. Im Muskel
wird PPARa via AdipoR1 von p38 MAPK und AMPK aktiviert (Yamauchi, Kamon et
al. 2003), wahrend die PPARa Aktivierung in der Leber via AdipoR2 und p38 MAPK
erfolgt und AMPK-unabhangig ist (Yamauchi, Nio et al. 2007).
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1.2.2 Die Adiponektinparaloge

Im Jahre 2004 wurde eine neue Proteinfamilie von Adiponektinparalogen entdeckt, die
sogenannten C1g/TNF-related Proteins (CTRP’s) (Wong, Wang et al. 2004). CTRP’s
kdnnen in verschiedenen Organen wie Fettgewebe, Herz, Skelettmuskel, Leber, Lunge
und Nieren detektiert werden. Die CTRP’s sind hochkonserviert. So zeigt die N-
terminale variable Region zwischen murinen und humanen CTRP’s eine Aminoséure-
homologie von 53-100% und eine Sequenzhomologie der C-terminalen, globuldren
Doméne von 82-99%. Die C-termimalen globuldaren Domanen der CTRP’s sind auch
innerhalb der C1g/TNF Superfamilie konserviert. Dabei liegt die Aminosaurehomologie
unter den verschiedenen CTRP’s zwischen 27%-73%. Das murine CTRP 2 und das
murine CTRP 7 zeigen eine Aminosaurehomologie in der C-termimalen globuléren
Doméne zum murinen Adiponektin zwischen 42%-43% (Wong, Wang et al. 2004),
wahrend die C-termimale globulare Domdane von CTRP 9 mit 51% die hdchste
Aminosaurehomologie zum Adiponektin besitzt (Wong, Krawczyk et al. 2009). Die
hohe Konservierung konnte bei den funktionellen Eigenschaften der CTRP’s im
Vergleich zum Adiponektin eine grolRe Rolle spielen.

CTRP’s besitzen auch die strukturelle Organisation des Adiponektins, das sich in vier
Doménen unterteilen lasst (Abb.2). Am N-terminalen Ende befindet sich eine
Signalpeptidstruktur. Es folgt eine kurze variable Region und eine kollagene Doméne
mit Wiederholungen der Aminosduresequenz Gly-X-Y. Die C-terminale globuldre
Doméne bildet schlieBlich eine Struktur, die Homologien zum Komplementfaktor C1q
und zu TNF-a zeigt. Cysteinreste der globuldaren Doméne dienen wie beim Adiponektin
der Ausbildung intermolekularer Disulfidbricken. Drei globuldren Doménen der
CTRP’s binden Uber die Cysteinreste miteinander. Dabei entsteht die Struktur eines
Trimers. Die Grundstruktur der CTRP’s sind Trimere. CTRP 3, 5, 6 und 10 wurden auch
als Hexamer beschrieben. Als Heterooligomer wurden CTRP 1 mit CTRP 6, CTRP 2
mit Adiponektin und CTRP 7, CTRP 9 mit Adiponektin detektiert (Wong, Krawczyk et
al. 2008). Das zuletzt beschriebene Mitglied der CTRP-Familie, das CTRP 13, liegt als
HMW-Form und Heterooligomer mit CTRP 10 vor (Wei, Peterson et al.2011).
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Abb. 2 Darstellung der Strukturen von Adiponektin und CTRP’s

1.3 Die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK)

Steigt das Verhaltnis von AMP zu ATP, wird die AMP-aktivierte Proteinkinase aktiviert.
Das Thrl72 ist ein wichtiges regulatorisches Element und befindet sich im ,,activation
loop* des Enzyms. In der phosphorylierten Form fiihrt es zur Aktivierung der AMPK
(Hawley, Davison et al. 1996). Die AMPK kann auch hormonell aktiviert werden und
kann dann an der Regulation des Gesamtkdrper-Metabolismus beteiligt sein. Leptin und
Adiponektin, zwei wichtige Fettgewebshormone, kénnen die Phosphorylierung und die
Aktivitat der AMPK im Muskel und in der Leber steigern (Minokoshi, Kim et al. 2002;
Yamauchi, Kamon et al. 2002). Die al-lsoform der AMPK kann in nahezu allen
Geweben detektiert werden, wéhrend die a2-Isoform im Herz- und Skelettmuskel
nachweisbar ist.

Zu den Downstream Targets der AMPK gehdren die Acetyl-CoA-carboxylase (ACC)
(Vavvas, Apazidis et al. 1997), das mammalian Target of Rapamycin (mTOR) (Cheng,



Fryer et al. 2004), der Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma Coactivator
1-alpha (PGC-1a) (Jager, Handschin et al. 2007), die Elongation Factor-2 (eEF2) Kinase
(Horman, Browne et al. 2002), die 3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-CoA-Reduktase
(HMG-CoA) (Clarke and Hardie 1990), der Glukosetransporter 4 (GLUT4) (Kurth-
Kraczek, Hirshman et al. 1999; Zheng, MacLean et al. 2001) und die endotheliale NO-
Synthase (eNOS) (Chen, Mitchelhill et al. 1999). Die aktivierte AMPK fuhrt zu einer
erhdhten Phosphorylierung und damit Inaktivierung eines wichtigen Downstream
Targets, der ACC, die in sinkenden Malonyl-CoA-Spiegeln resultiert und damit zu einer
Enthemmung der Carnitin:Palmitoyl-CoA Transferase-1 (CPT-1) fuhrt. CPT-1 vermittelt
den Transport langkettiger Fettséuren in die Mitochondrien und eine damit verbundene
erhdhte Fettsdureoxidation (Kudo, Barr et al. 1995). Akutes korperliches Training
erhoht die AMPK- und ACC-Phosphorylierung im Herzen. Die a2-Isoform der AMPK
wird dabei starker aktiviert als die al-Isoform (Coven, Hu et al. 2003). mTOR st ein
Schlusselregulator der Proteintranslation. Die Aktivierung der AMPK fiihrt zur
Phosphorylierung von mTOR am Thr2446 (Cheng, Fryer et al. 2004), wobei die
Proteintranslation reduziert wird. Aktivierte AMPK aktiviert auf3erdem die eEF2 Kinase,
die eEF2 am Thr56 phosphoryliert. Dies flihrt zur Inaktivierung von eEF2 und resultiert
ebenfalls in einer Verminderung der Proteinsynthese (Horman, Browne et al. 2002). Ein
weiteres wichtiges Target ist die eNOS. Durch die Phosphorylierung am Ser1177 wird
sie u.a. in Kardiomyozyten aktiviert (Chen, Mitchelhill et al. 1999). Die Aktivierung der
AMPK fuhrt nicht nur zur direkten Phosphorylierung metabolischer Enzyme sondern
auch zur Regulation der Genexpression wie z.B. einer Erh6hung der Expression des

Glucosetransporters GLUT4 (Zheng, MacLean et al. 2001).

1.4 Glukosetransporter

Neben einer erhohten GLUT4 Transkription wird durch AMPK-Aktivierung au3erdem
die Translokation des GLUT4 gesteigert und so der Glukoseverbrauch erhéht (Marsin,
Bertrand et al. 2000). Die Struktur eines Glukosetransporters wurde erstmals 1985

gezeigt (Mueckler, Caruso et al. 1985). Als Glukosetransporter (GLUT) werden



transmembranére Transportproteine bezeichnet, die 12 transmembranare Helices haben
und die Aufnahme der Glukose uber die Zellmembran katalysieren. Die C- und N-
terminalen Enden der Glukosetransporter sind im Zytoplasma lokalisiert. 14
verschiedene Typen von Glukosetransportern sind bekannt (Manolescu, Witkowska et
al. 2007). GLUTL1 reguliert ubiquitar die basale Glukoseaufnahme und versorgt die
Zelle konstitutiv. mit Glukose. Die GLUT4-Isoform ist ein insulinabhangiger
Transporter. Nach Insulinstimulation wird die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K)
aktiviert, die die Exozytose des GLUT4 in die Plasmamembran auslést (Holman and
Kasuga 1997). Die Translokation von GLUT4 verursacht die schnelle
Glukoseaufnahme in kardiale Muskelzellen, Skelettmuskelzellen und Adipozyten (Bell,
Kayano et al. 1990).

Die Signalkaskaden der AMPK-induzierten Zunahme der Glukoseaufnahme sind nur
unvollistandig geklart. Die AMPK-vermittelte gesteigerte Glukoseaufnahme wird im
Gegensatz zum Insulin nicht durch PI3K vermittelt (Russell, Bergeron et al. 1999).
Durch Stimulation der AMPK mit 5-Aminoimidazole-4-carboxamide-1-R-riboside
(AICAR) wird die Glukoseaufnahme durch GLUT4-Membrantranslokation in isolierten
ventrikularen Rattenpapillarmuskeln gesteigert. Die von Metformin aktivierte AMPK
inhibiert die Endozytose von GLUT4 in Kardiomyozyten (Yang and Holman 2006).
AKT Substrate 160 (AS160), ein Rab-GTPasen-aktivierendes Protein (Rab-Gap), spielt
bei der GLUT4-Translokation in Adipozyten und im Skelettmuskel eine wichtige Rolle
(Karlsson, Zierath et al. 2005; Larance, Ramm et al. 2005). AS160 inhibiert die Fusion
von GLUTA4-Vesikeln mit der Plasmamembran und hélt die GLUT4-Vesikel im Zytosol
zuriick. Uberexpression von AS160 fiihrte zur Hemmung der Insulin-stimulierte
GLUT4-Tanslokation (Sano, Kane et al. 2003; Zeigerer, McBrayer et al. 2004). Insulin
und AMPK-Aktivierung induzieren im Skelettmuskel die Phosphorylierung von AS160
(Eguez, Lee et al. 2005; Treebak, Glund et al. 2006), was zu einer Hemmung von
AS160 fuhrt. In vivo wurde nachgewiesen, dass die Insulin-stimulierte AS160-

Phosphorylierung bei Typ 2-Diabetikern reduziert ist (Karlsson, Zierath et al. 2005).



1.5 Fragestellung

Uber das Adipokin Adiponektin konnten in den letzten Jahren viele Erkenntnisse tber
Aufbau und Funktion gewonnen werden. Die CTRP’s werden als eine neue
Proteinfamilie von Adiponektinparalogen bezeichnet. Die aktuelle Datenlage lasst
vermuten, dass die CTRP’s dhnliche Wirkungen wie das Adiponektin vermitteln. Es gibt
bisher jedoch keine Untersuchungen an kardialen Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher folgende Schwerpunkte untersucht:

— Welche Wirkungen haben die CTRP’s auf intrazellulare Signaltransduktionswege
(AMPK und ACC) in H9C2-Kardiomyoblasten?

— Konnen die CTRP’s eine Translokation der Glukosetransporter (GLUT1 und GLUT4)
in HOC2-Kardiomyoblasten verursachen?

— Induzieren die CTRP’s eine Steigerung der Glukoseaufnahme in H9C2-
Kardiomyoblasten?

— Werden die Wirkungen der CTRP’s ebenso wie die Adiponektineffekte Uber

Adiponektinrezeptoren vermittelt?
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2. Material

2.1 Verwendete Reagenzien

Acrylamid/Bisacrylamidldsung
Agarose

Ammonium persulfate (APS)
Ammoniumacetat

Borsaure

Bromphenolblau

Chloroform, minimum 99%
p-Coumarsaure

D(+)-Glucose anhydrous

Dimethyl sulfoxide
(DMSO0), >=99,9%

dNTP-Mix

Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM)

Essigséaure
Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)

FBS

Glukose

Glycerol

Glycin

GoTag® DNA Polymerase
Hefe-Extrakt

Isotone Natriumchloridlésung

Isopropylthio-p-galactoside
(IPTG)

Kaliumacetat

Lysogeny broth (LB) Medium
Luminol

Lysogeny broth (LB) Agar
Lysogeny broth (LB) (Lennox)
Methanol

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs (CH)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot

PAA Laboratories GmbH, Pasching (Austria)
Roth, Karlsruhe

Riedel-deHaén, Seelze
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roth, Karlruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching (Austria)
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Roth, Karlsruhe

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Applichem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

11



2-(N-morpholino)-
Ethanesulphonic Acid (MES)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid (NaOH)
Oxalacetat

PBS Tablets
Penicillin/Streptomycin
PfuUltra HF DNA Polymerase
Ponceau S

Primer (diverse)

2-Propanol
Restriktionsenzyme (diverse)
RNase A

RNase Out

Salzséure

SDS ultrapur

N, N, N’, N’-
Tetramethylendiamin
(TEMED)

TRI-Reagent
Tris-(Hydroxymethyl)-
Aminomethan (Tris)
Trockenmilch

Trypsin
Trypan-Blau

Tween 20
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-
D- Galactopyranoside (X-Gal)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
GIBCO™ Invitrogen Corporation, Scotland (UK)
Biochrom KG, Berlin

Stratagene, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Fluka Chemie AG, Buchs (CH)
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Roth

Invitrogen

Riedel-deHaén, Seelze

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Milbona, Neckarsulm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

AppliChem, Darmstadt
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2.2 Primer

Die Primer, die fur die entsprechenden PCR-Fragmente verwendet wurden, sind in der

nachfolgenden Ubersicht aufgefiihrt (Tab.1).

Name des Sequenz Fragment-
Primers (5°—3’) Lange (bp)
CTRP#1 sense CACCATGTACCCCTACGACGTGCCCG

HA ACTACGCCGCCTCCTGTGCACAG 897
(Maus) antisense | GAGTGTCCACTAGGGCTCAGA
CTRP#1 sense ACGAGTTCAGGAGAACAACA 544
(Ratte) antisense | GCAGGTAGGTCTCCTTCTGGT
CTRP#2 CACCATGTACCCCTACGACGTGCCCG
sense ACTACGCCACAATTTTTAAAAAGGTG
HA ACAAC 395
(Maus) -
antisense | TTTGCCCTTAGGTCCCTTC
CTRP#2 sense GGACCTAAGGGCAAGAAAGG 162
(Ratte) antisense | GTAGTGGCCTCCCTCATTCA
CTRP#3 sense CACCATGTACCCCTACGACGTGCCCG
HA ACTACGCCCTCGGGAGGCAGCGC 768
(Maus) antisense | TGTCACTTAGTTTCAAAGAGCAGAA
CTRP#3 sense TCCACAAGCTGGAGGACTG 537
(Ratte) antisense | TGCATGGTTGCTGGATGTAT
CTRP#4 sense ATGCTGCAGCTCGACTACG 535
(Ratte) antisense | TACTTGCCGTGGTTGCTGT
CTRP#5 sense GTGCCCCCACGATCAGCCTTC 431
(Ratte) antisense | AGCGAAGACTGGGGAGCTGT
CTRP#6 sense CACCATGTACCCCTACGACGTGCCCG
HA ACTACGCCAGGGTCATCATGGGGATA 822
(Maus) antisense | GCGGAGCTCAGTTGTCCTCT
CTRP#6 sense AGGTCAGGCCGTACATCAAC 341
(Ratte) antisense | GTGCACATTGAGGCTGAAGA
CTRP#7 sense CACCATGTACCCCTACGACGTGCCCG
HA ACTACGCCATTGTCCTGCTCTACGTG 897
(Maus) antisense | CAGCTCATCATCCTCTGATATAGAATC
CTRP#7 sense GGGATGGTAGAGATGGCAGA 362
(Ratte) antisense | CCCTGTTGCAGGGTTGTAGT
CTRP#9 sense CACCATGAGGATTTGGTGGCTTCTG 1002
(Maus) antisense | CCACGTGCAGAGTCCTTGTG
CTRP#10 sense CACCATGGCACTGGGGCTGCT 864
(Maus) antisense | GCTCCCCACTTGAATGTTCG
CTRP#13 sense AGAGCCCGGACCACCGGG 147
(Ratte) antisense | GCGATCTTGGGCACCGTGCT

Tab 1. Zur Klonierung eingesetzte Primer. Die unterstrichene Sequenz entspricht der Basenfolge des
Héamagglutinin-Tags.
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2.3 Escherichia coli Stamme

Mit folgenden E. coli Stimmen wurde gearbeitet: (Tab. 2)

Stamm Genotyp Bezugsquelle
BL21(DE3) E coliBF dem ompT Stratagene, Heidelberg
BL21 (Al) - -

hst(rB mB) gal A (DE3)

r

[pLysS Cam ]
Top 10 F- mcrAA(mrr-hs RMS- Invitrogen, Darmstadt

mcrBC) @80lacZAM15

AlacX74 deoR recAl

araD139 A(ara-leu) 7697
galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG

Tab 2. Verwendete E. coli Stamme mit Genotyp und Bezugsquelle

3. Methoden

3.1 Reverse Transkription und Polymerase-Ketten-Reaktion

Die RNA kann nicht direkt als Template in einer PCR eingesetzt werden. Sie musste
zundchst in einzelstrangige cDNA umgeschrieben werden (Reverse Transkription, RT),
um im Anschluss daran in einer PCR spezifische Sequenzen zu amplifizieren. Fir diese
Reaktion stehen die Reversen Transkriptasen zur Verfligung. Eingesetzt wurde ein 10 pl
Ansatz (500 ng konzentrierte RNA in DEPC-Wasser), der bei 72°C fir 3 min denaturiert
wurde, um vorhandene Sekundérstrukturen aufzuschmelzen. AnschlieBend wurde ein
RT-Mix, bestehend aus 5 pl RT-Puffer, 1 pl 12,5 mM dNTP, 3 pul Random-Primer
(1:100), 0,25 pl RNase-Inhibitor, 0,25 ul reverse Transkriptase und 5,50 ul DEPC-
Wasser, in jedes Tube pipettiert. Die Inkubation erfolgte fir 30 min bei 42°C und es
schloss sich Inaktivierung der Transkriptase fur 1 min bei 95°C an. AnschlieRend wurde
der Ansatz auf 4°C abgekiihlt. Die cDNA wurde im Verhaltnis 1:1 mit sterilem Wasser
verdinnt und konnte als Template in der PCR-Reaktion eingesetzt werden. Die DNA-
Amplifikation durch PCR erfolgte mit der PfuUltra 11 Fusion HS DNA Polymerase. Als
Template wurden 2 pl Maus- oder Ratten-cDNA eingesetzt. Fir einen PCR-Ansatz

wurden folgende Reagenzien verwendet: 2,5 pl 10 x PfuUltra-11-Reaktionspuffer, 1 pl 6
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mM Desoxynucleotide, 0,5 pl 10 pmol Primer, 1,5 pl Quick solution, 0,1 pl PfuUltra 11
Fusion HS DNA Polymerase. Der Ansatz wurde mit sterilem Wasser auf ein Volumen
von 25 ul aufgefullt. Nach einmaligem Denaturierungsschritt der Template-DNA fur 2
min bei 95°C, schloss sich ein Denaturierungsschritt fur 30 s bei 95°C, und ein
Annealing-Schritt bei 60°C + 10°C fir 30 s, je nach Schmelztemperatur des
eingesetzten Primers an. Die Synthese erfolgte bei 72°C fir 1 min. Je nach
Expressionsstarke der zu synthetisierenden DNA wurde der Zyklus 20-40-mal
wiederholt. Die zur Herstellung der Konstrukte verwendeten Primer sind in Tabelle 1

aufgefiihrt.

3.2 Elektrophorese und Gelextraktion der PCR-Produkte

Nach der PCR wurden die Proben in einem 1%igen (w/v) Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und mittels GelRed™ (Biotium) sichtbar gemacht. Die Agarose wurde 1%
w/v in 1 x Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (89 mM Tris-HCI, pH 8,0; 89 mM Borsdure;
2,5 mM EDTA, pH 8,0) durch Erhitzen geldst und anschlieBend mit GelRed™
(1:50.000) versetzt. Die Proben wurden mit 0,1 Vol. Probenpuffer (50% (v/v) 1 x Tris-
EDTA(TE)-Puffer [10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0]; 50% (v/v)
Glycerol; 0,25% (w/v) Bromphenolblau) gemischt. Die im Geltrager erstarrte Agarose
wurde in eine mit TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gegeben und mit
Grolienstandard und den Proben beladen. Je nach GrofRRe des Gels betrug die Spannung
zwischen 80-140 Volt. GelRed™ fluoresziert nach UV-Anregung und anhand des
Grolkenstandards (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Plus #1331, Fermentas) wurden die
Fragmentldngen bestimmt. Zur Gewinnung eines reinen DNA-Fragments wurde das
Gel-Extraktions-Kit (Genomed, Lo6hne) verwendet. Die entsprechenden DNA-
Fragmente wurden aus dem Agarosegel herausgeschnitten. Pro 100 mg Gelstiick
wurden 300 pl Puffer L1 (NaClO,4, Na-Acetat und TBE) hinzugegeben und fur 10 min
bei 55°C inkubiert. Die im Puffer geloste Agarose wurde in eine Jetquick-Spin Saule
uberfihrt und fur 1 min bei > 12.000 g zentrifugiert. Mit Puffer L2 (Ethanol, NaCl,
EDTA, Tris-HCI) schloss sich ein Waschschritt an. Die Sdule wurde mit 500 pl
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Waschpuffer beladen und fur 1 min bei > 12.000 g zentrifugiert. Zum Trocknen wurde
die S&ule nochmals bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Anschliefend wurde
die Jetquick-Spin Saule in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal platziert und 40 pl warmes
steriles Wasser auf die Matrix der S&ule gegeben. Nach kurzer Inkubation wurde die
Saule anschliefend 1 min bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach dem DNA-
Elutionsschritt konnte das aufgereinigte DNA-Fragment fir weitere Experimente

verwendet oder bei -20 C gelagert werden.

3.3 Klonierungsreaktion

Um direkt ein PCR-Produkt in einen Eingangsvektor (Entry) des Gateway Systems zu
klonieren, wurde der pENTR™ Directional TOPO®Cloning Kit verwendet. Dabei wurde
die aufgereinigte DNA-Fragment in den pENTR™ TOPO®-Vektor ligiert (Tab. 3). Der
Ansatz wurde gemischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Eis gestellt und die Transformation in kompetente E. coli
Top 10 vorgenommen. Die elektrokompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 20
ul der elektrokompetenten Zellen mit 1 pl Ligationsansatz gemischt. Nach 1 Minute
Inkubation auf Eis wurde dieser Ansatz in eine Kiivette flr die Elektroporation (BioRad)
gegeben. Der Plus (1,85 kV bei 200 Q und 25 pF) wurde ausgeldst, wodurch ein Teil
der kompetenten Zellen mit dem Plasmid transformiert wurde. Danach wurde 250 pl
LB-Medium auf die Zellen gegeben. Die Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefal
uberfihrt und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die transformierten Zellen wurden auf
selektiven LB-Agarplatten, die das entsprechende Selektionsantibiotikum (Kanamycin)

enthielten, ausplattiert und bei 37°C tber Nacht inkubiert.

Reagenzien Menge/Ansatz
Frisches PCR-Produkt 2 ul
Verdiinnte Salzlésung (1:4) 0,5 ul
TOPO-Vektor 0,5 ul
Endvolumen 3ul

Tab. 3 Zusammensetzung der TOPO®-Klonierungsreaktion fiir elektrokompetente E. coli-Zellen
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3.4 Plasmidpréaparation (Mini)

Zunéchst erfolgte die Bakterienkultur aus einer Einzelkolonie von der Agarplatte, fur
die 4 ml LB-Medium in einem geeigneten 15 ml Tube mit entsprechendem
Antibiotikum (fur Eingangsvektor: 50 pg/ml Kanamycin oder fir Zielvektor: 100 pg/ml
Ampicillin) versetzt und tber Nacht bei 37°C auf dem Schuttler inkubiert wurde. 2 ml
der Ubernachtkultur wurden in ein ReaktionsgefaR Gberfiinrt und durch Zentrifugation
fur 10 min bei 6.000g pelletiert. Das Bakterienpellet wurde durch Vortexen in 200 pl
Puffer A (10 mM EDTA, 50 mM TRIS (pH 8), 100 pug/ml RNase A) resuspendiert. Das
vollstandige Resuspendieren der pelletierten Bakterien war fur gute Plasmidertrdge von
entscheidender Bedeutung. Zur Lyse der Bakterien wurden 200 ul Puffer B (0,2 M
NaOH, 1% (w/v) SDS) verwendet und durch mehrmaliges Schwenken des Tubes
gemischt bis ein klares Lysat entstand. Unter Umstanden konnte auch noch eine
zusétzliche zweiminitige Inkubation bei RT erforderlich sein. Das klare Lysat wurde
mit 200 ul Puffer C (3 M Kaliumacetatléosung pH 5,5) neutralisiert und durch
mehrmaliges Schwenken gemischt bis sich ein weifes, flockiges Prézipitat bildete. Um
Proteine und Zelltrimmer abzutrennen, wurde bei 13.000 rpm fur 10 Minuten
zentrifugiert. Nach Uberfiihrung des klaren Uberstandes in eine neue Tube, folgten die
Zugabe des gleichen Volumens an 100% Isopropanol sowie eine Zentrifugation (30
Minuten, 13.000 rpm, Raumtemperatur). Durch Waschen mit 500 pl 70%igem (v/v)
Ethanol konnte die DNA von Salzen und anderen wasserloslichen Substanzen gereinigt
werden. Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (10 Minute, 13.000 rpm,
Raumtemperatur). AnschlieBend wurde der Alkohol vorsichtig abgegossen und das

Pellet kurz getrocknet. Das Pellet wurde in 40 pl sterilem Wasser gelost.

3.5 Restriktionsanalysen isolierter Plasmide

Es wurden pro Ansatz 10 pl Plasmid-DNA mit 0,1 pl Restriktionsenzym und 2 pl
Enzym-Puffer, 7,9 pl H,O gemischt und bei 37°C fir 1 h inkubiert und die L&ésung
wurde mit 5 pl Stoplosung gemischt und anschlieRend auf ein 1%iges Agarosegel mit

GelRed™ aufgetragen. Entsprechend der Vektorkarten konnten so positive Klone
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identifiziert werden, in welchen das entsprechende Insert in pENTR integriert war.

3.6 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurde mit Hilfe der Kettenabbruchmethode von Sanger et al.,
auch Didesoxyribonukleosid-Triphosphatmethode genannt (Sanger, Nicklen et al. 1977),
nachgewiesen.

Die Sequenzierungs-PCR erfolgte mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (ABI). Bei dieser speziellen PCR werden 2", 3"-Didesoxynukleotide
(ddNTPs) eingebaut, welche mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind.

Folgender Reaktionsansatz wurde verwendet:

Plasmid-DNA 300 — 400 ng
Primer (10 pmol/ul) 1l

Premix 4 ul

Puffer 2 ul

H20 ad 20 pl

Folgendes Programm wurde verwendet:

1. 96°C 1 min.

2. 96°C 30 sec.

3. 58°C 15 sec. 30 Zyklen
4. 60°C 4 min.

5. 4°C Pause

AnschlieBend wurden 4 pul Ammoniumacetat (4 M) sowie 65 pl Ethanol (96%) zur
Fallung hinzugegeben und die Tube 20 Minuten bei -20°C eingefroren. Nach einer 40-
mindtigen Zentrifugation bei 4°C (14.000 rpm) wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen, das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und nochmals fur 10

Minuten (4°C, 14.000 rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
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Pellet kurz bei Raumtemperatur getrocknet.

Die Sequenzierungsreaktion wurde im Zentrum fir Medizinische Grundlagenforschung
der Martin-Luther-Universitat Halle mit einem ABI Prism 373 DNA Sequencer (Perkin
Elmer, Weiterstadt) ausgewertet. Mit den bekannten Zielsequenzen der DNA-

Datenbanken (NCBI) konnte die Identitdt der Sequenzen verglichen werden.

3.7 Plasmidpréaparation (Midi)

Wurden durch den Sequenzvergleich Klone erkannt, die das Insert ohne Mutationen und
in richtiger Richtung enthielten, wurde eine Bakterien-Kultur fiir eine gréf3ere Plasmid-
Préparation (Midi) angesetzt. Dazu wurde ein Klon in 150 ml LB-Medium mit dem
selektiven Antibiotikum uberfuhrt. Die Inkubation erfolgte schuttelnd bei 37°C (ber
Nacht. Zur Langzeitlagerung der transformierten Bakterien wurden Glycerolstocks
angelegt. Dazu wurden 150 pl der Bakteriensuspension in 150 pl Glycerol (30%)
uberfuhrt. Nach einer Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur wurden sie bei
-80°C gelagert.

Je nachdem, ob das préparierte Plasmid fiir Rekombinationen oder direkt in der
Zellkultur verwendet werden sollte, wurde entweder das PureYield™ Plasmid Midiprep
System (Promega) oder das Plasmid Midi Kit (Qiagen) entsprechend der Angaben der
Herstellerfirma verwendet. Das System von Qiagen hat einen héheren Reinigungseffekt
in Bezug auf Endotoxine und wurde deshalb fur Praparationen gewahlt, bei denen das
praparierte Plasmid spéter in Zellen transfiziert werden sollte.

Die isolierte Plasmid-DNA wurde in einem angemessenen Volumen an Wasser
aufgenommen, die Konzentration mittels Photometer bestimmt und die Plasmid DNA

bei -20°C gelagert.

3.8 LR-Rekombination

Ende der 90er Jahre wurden Methoden entwickelt, die eine Klonierung ohne Hilfe von
Restriktionsenzymen und DNA-Ligasen ermoglichten. Die Gateway Technologie

(Invitrogen) basiert auf den seitenspezifischen Rekombinationseigenschaften des
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Bakteriophagen Lambda (Landy 1989). Dieses System zeichnet sich als ein schnelles
und leistungsfahiges \erfahren aus, mit dem DNA-Sequenzen in multiple
\Vektorsysteme zur funktionellen Analyse eingeschleust werden koénnen (Hartley,
Temple et al. 2000). Um einen Expressionsvektor (attB-sites) zu generieren, wurde eine
LR-Rekombinationsreaktion zwischen den attL-sites des Eingangsvektors (pENTR) mit
dem uns interessierenden Gen und den attR-sites des Zielvektors (pDEST 17 oder
PMAL c2x DEST) durchgefiihrt mit anschlieBender Transformation in einen geeigneten
E. coli-Wirt (Abb. 3). Die folgenden Komponenten wurden in einem 0,5 ml
Reaktionsgefal bei RT angesetzt: 50 ng Eingangsvektor; 75 ng Zielvektor; 1 pl LR-
Klonase™ Il Enzyme Mix (5x) und auf 4 pl mit TE-Puffer (pH 8,0) aufgefiillt. Der Mix
wurde bei 25°C (ber Nacht inkubiert. Im Anschluss daran wurde 1 pl Proteinase K-

L6sung zugeben und 30 min bei 37°C inkubiert.

att L att L att R att R att B att B att P att P

Ziel-
Nebenprodukt

LR Klonase™

Eingangs- Expressionsklon

vektor vektor

Abb. 3 Gateway Rekombinationsreaktionen

Nach der Gateway Klonierung befand sich das gewunschte Insert des Eingangsvektor
(pENTR™/TEV/D-TOPO) im Zielvektor (pDEST 17 oder pMAL c2x DEST). Im
Anschluss erfolgte die Transformation in kompetente E. coli Zellen und das
Ausplattieren auf Agarplatten nach Auswahl der entsprechenden Antibiotikaresistenz

des Expressionsvektors.
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3.9 Proteinexpression in E. coli mit Histidin-Tag und Isolierung des

Proteins mittels Nickel-Saulen

Fur die heterologe Expression des pDEST 17 Vektors wurden BL21 Al Bakterien einer
Ubernachtkultur 1:20 mit 1% Antibiotika, 0,2% Glukose, und 0,5% Hefeextrakt

versetztem LB-Flussigmedium (500 ml) verdlnnt und bis zu einer OD600 von 0.4 - 0.8

bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die Induktion der inkubierten Bakterienkultur, die
sich anschlieBende Isolierung des Fusionsproteins bestehend aus einem Histidinprotein
(His-Tag) und einem CTRP wurde durch Zugabe von 0,3 mM IPTG und 0,2%
Arabinose eingeleitet.

Bei idealer Temperatur wurde die Probe bis zur gewinschten Induktionszeit geschittelt.
Nach Ablauf der Induktionszeit wurde der gesamte Ansatz bei 6.000 g fir 10 Minuten
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 ml PBS resuspendiert, und bei -20°C ber Nacht
eingefroren. Das Aufbrechen der Proben erfolgte mittels Ultraschall fur 2 min. Die
Zellriickstande wurden bei 14.000 rpm, 4°C fur 20 min abzentrifugiert. Die Nickel-
Séule (Ni) war aus einer mit Nickel-Affinity-Gel (Amocol) gefiullten 2 mi
Zentrifugensaule aufgebaut. Der Uberstand von 20 ml wurden nach dem Zentrifugieren
mit einer Geschwindigkeit von 6 ml/h Giber 3 Stunden auf die Ni-S&ule gegeben. Danach
wurde die Ni-Séaule mit 12 ml PN-Puffer (20 mM Phosphate; 500mM NaCl pH 7,4) mit
5 ml/h Gber 2 h gewaschen. Zur Elution des Fusionsproteins aus dem Ni-Affinity-Gel
wurden dem Ansatz 4 ml Elutionspuffer (20 mM Phosphate; 500mM NaCl; 500mM
Imidazole pH 7,4) mit einer Volumengeschwindigkeit von 4 ml/h tber 1 h hinzugefigt.
Das eluierte Protein wurde gegen PBS Uber Nacht dialysiert. Um Endotoxine zu
entfernen, wurde das eluierten Protein nach erfolgreicher Dialyse mit Hilfe des

EndoTrap Red Kit aufgereinigt.
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3.10 Proteinexpression in E. coli mit Hilfe eines MBP-Fusionsproteins

und Proteinisolierung mit Hilfe von Amylose-Saulen

Die heterologe Expression von pMAL c2x DEST in E. coli und die sich anschlieRende
Isolierung des Fusionsproteins bestehend aus einem Maltose-bindenden Protein (MBP)
erfolgte in Anlehnung an die Vorschriften des pMAL™ Protein Fusion und Purification
Systems (New England BiolLab). Anzucht der Bakterien und Induktion der
Proteinexpression erfolgte wie zuvor fir die His-Fusionsproteine beschrieben. Die
Isolierung der im Zellaufschlul} enthaltenen Fusionsproteine erfolgte Gber Amylose-
Saulen. Zur Vorbereitung der Proteinisolierung mit Hilfe von Sdulen wurden 2 ml
Zentrifugensdulen (Pierce) mit je 1 ml Amylose-Resin (New England BioLab) gefullt.
Anschliefend wurde der aufzutrennende Proteinansatz auf die vorbereitete Sdule
aufgetragen (7 ml/h Uber 3 Stunden) und die Sdule nach Durchfluss der Probe mit
Column-Puffer (20 mM TrisHCI, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1mM DTT) gewaschen
(7 ml/h). Das Fusionsprotein wurde schlieBlich mit 2 ml 10 mM Maltose-Elutionspuffer
von der Saulenmatrix eluiert (4 mi/h). Das eluierte Protein wurde gegen PBS Uber
Nacht dialysiert und mit Hilfe des EndoTrap Red Kit von Protein kontaminierenden

Endotoxine befreit.

3.11 Zellkultur und Zellstimulation

Die Zellen der Linien H9C2 und HEK293 (American Type Culture Collection) wurden
mit DME-Medium unter Zusatz von 4,5 g/l Glucose, 10% FBS, 1 mM Natrium-Pyruvat,
2 mM Glutamat und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert. Vor Durchfuhrung der
Stimulationsexperimente wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium
abgesaugt, die Zellen mit warmem PBS gewaschen und mit einer 0,05% Trypsin /
0,02% EDTA-LG6sung Uberschichtet. Nach 5-mintiger Inkubation bei 37°C ldste sich
der Zellrasen vom Boden der Schale ab und konnte in ein 50 ml GefaRe uberfihrt
werden. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde die Zellsuspension mit den doppelten

Mengen an vorgewarmtem Medium gemischt und bei 1.500 rpm 5 Minuten zentrifugiert,
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das Medium vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 1 ml Medium resuspendiert.
Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und ca. 1.000.000
HEK293-Zellen und 500.000 H9C2-Zellen in neue 60x10 mm Kulturschalen
ausplattiert. Am Folgetag wurden die Zellen auf serumfreies Medium umgesetzt und im
Ausschluss daran durch die Zugabe des eluierten Proteins mit jeweils 4 pg/ml CTRP’s
stimuliert. Die Stimulationszeit der HEK-Zellen betrug 5, 10, 20, 40, 80 Minuten und 24
Stunden. Die H9C2-Zellen wurden 5, 10, 20, 40, 80 Minuten mit CTRP 7, und mit
CTRP 9 stimuliert, fur die Analyse der Phosphorylierung der AMPK und ACC sowie
GLUT1- und GLUT4-Translokation. Fir die weiteren \ersuche wurden die

Stimulationszeiten entsprechend angepasst.

3.12 Transfektion von H9C2-Zellen

Die Methode der Lipofektion wurde fiir die Transfektion der H9C2-Zellen verwendet
um heterologe DNA in die Zellen einzuschleusen. Das gewtinschte Plasmid wurde dabei
zuerst mit den Liposomen gemischt, anschlieBend auf die Zellen gegeben und inkubiert.
Um die Translokation von GLUT4 zu untersuchen, wurde das Transfektionsreagenz
Jetprime™  (Polyplus Transfection) benutzt und die jeweiligen Mengen und
Arbeitsschritte wie vom Hersteller beschrieben eingesetzt und durchgefiihrt. Die
siRNA-Oligonukleotide (Invitrogen) wurden durch das Transfektionsreagenz
Lipofectamine™ RNAiMax in H9C2-Zellen transfiziert. Hier wurden ebenfalls die vom
Hersteller empfohlenen Mengen und Protokoll verwendet. Opti-MEM®I wurde als
Transfektionsmedium benutzt, welches als proteinarmes Medium fir hdohere
Transfektionsraten sorgt. Nach Transfektion der Zellen wurde am zweiten Tag auf
DME-Medium, welches 4,5 g/l Glucose, 10% FBS, 1 mM Natrium-Pyruvat, 2 mM
Glutamat und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin enthielt, gewechselt. Nach 48 Stunden
wurden die transfizierten H9C2-Zellen auf serumfreies Medium gesetzt und mit den

CTRP’s stimuliert.
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3.13 Gesamtproteinisolation aus HEK?293- und H9C2-Zellen

Nach dem Ernten der Zellen mit RIPA-Puffer (50 mM Tris (pH 7,4); 1% NP40; 150mM
Nacl; 1 mM EDTA; Protease-Inhibitor 1:500; Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 1:200)
wurden die Proben entweder sofort aufgearbeitet oder kurzzeitig bei -80°C gelagert.
Das Aufbrechen der Proben erfolgte mittels Ultraschall. Nach einer Inkubation fir 10
min auf Eis wurden die Proben bei 13.000 rpm, 4°C fur 20 min zentrifugiert. Die
Proteinmessung der Lysate wurde entsprechend der Anleitung fir Mikrotiterplatten mit
dem BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Bonn) durchgefiihrt. Die Aliquots
bestimmter Proteinmengen (z.B. 50 pg) in 6 x SDS-Probenpuffer (350 mM Tris, pH 6,8,
30% Glycerin, 3 mM SDS, 60 mM DTT) wurden mittels SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt oder bei -20°C gelagert.

3.14 Isolation der Membranfraktion von H9C2-Zellen

Zur Aufarbeitung der H9C2-Zellen wurden die Zellen mit HES-Puffer (20 mM Hepes,
(pH=7,4); 1 mM EDTA; 0,25 M Sucrose) geerntet und mittels Ultraschall
homogenisiert. Zur Isolation von Zytosol- und Membranfraktion wurde eine
differenzielle Zentrifugation der Proben durchgefihrt. Dazu wurde das Homogenisat
zur Reinigung zunéchst bei 800 g, 4°C, 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dann bei 16.000 g und 4°C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand aus diesem
Zentrifugationsschritt enthielt die Zytosolfraktion und wurde bis zur Untersuchung
aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt. Zur Gewinnung der Membranfraktion wurde das
Pellet aus dem zweiten Zentrifugationsschritt mit HES-Puffer versetzt und gut gemischt.
Die im HES-Puffer geloste Probe wurde auf ein 1,25 M Sucrosekissen gegeben. Nach
erneuter Zentrifugation fur 60 Minuten bei 100.000 g und 4°C konnte so die
Membranfraktion gewonnen werden. Bei den Zytosol- und Membranfraktionen wurden
die Proteinmengen bestimmt und die Proben aliquotiert. Die Aliquots wurden mit 6 X

SDS-Probenpuffer versetzt bis zur Verwendung gelagert.
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3.15 Proteinelektrophorese und Western Blot

Die Methode der diskontinuierlichen, denaturierenden SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese wurde verwendet (mit Hilfe der Bio-Rad Mini Protein
Il Gel Apparatur, Fa. Bio-Rad), um die Proteinproben elektrophoretisch aufzutrennen.
Die Proteinproben, nach Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BSA Protein
Assay Kit (Pierce, USA), wurden bei 95°C fir 5 Minuten denaturiert, um sie
anschlieRend entsprechen der Grolie auftrennen zu kdnnen. Das Molekulargewicht der
Proteine wurde mit Hilfe der erwéhnten parallel aufgetrennten Proteinstandards mit
bekannten Molekulargewichten (PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus SM 1811;
Fermentas) bestimmt. Mit einer Spannung von zunéchst 80 V konnten die durch das
SDS negativ geladenen Proteine durch das Sammelgel und anschlielend bei 140 V im
Trenngel zum Pluspol wandern.

Die Gele wurden folgendermafen hergestellt (Tab. 4):

Trenngel Sammelgel
Konzentration 5% 10%
steriles Wasser 5,80 mi 4,30 ml 2,95 mi
40% Acrylamid 1,50 ml 3,00 ml 0,50 ml
Puffer (1,5 M Tris, pH 8,8) 4,50 ml 4,50 ml -
Puffer (1 M Tris, pH 6,8) - - 0,50 ml
10% SDS 120 pl 120 pl 40 pl
10x APS 100 pl 100 pl 25 ul
TEMED 10 pl 10 pl 5 pl

Tab. 4 Ubersicht zur Zusammensetzung der Western Blot Reagenzien

Mit dem Western Blot kénnen definierte Proteine durch Antikdrper nachgewiesen
werden. Um die nach Groélie aufgetrennten Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf die
Nitrocellulose-Membran zu Ubertragen, wurde das Nass-Blot Verfahren angewandt. Der
Transfer der Proteine bei 100 V fir 1 h erfolgte nach Equilibrierung der Schwamme, des

Whatman-Papiers und der Nitrocellulose-Membran in Blotpuffer (Tab. 5). Danach
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konnte die Bloteffizienz (berpruft werden, indem die Membranen mit Ponceau-
Farbeldsung (Tab. 5) gefarbt wurden. Das Ponceau wurde nach Markierung mit Wasser
wieder abgespult. AnschlieBend wurde die Membran bei Raumtemperatur 1h mit 5%
(w/v) Trockenmilchpulver in 1XTBS-T (Tab. 5) blockiert. Die Inkubation mit dem
primédren Antikorper (Tab. 6), in 2,5% (w/v) Trockenmilchpulver 1xTBS-T, 0,01%
Natriumazid gelost, erfolgte Uber Nacht bei 4°C unter leichtem Schitteln. Nach
dreimaligem Waschen in 1xTBS-T fiir jeweils 5 Minuten erfolgte die Inkubation mit
dem Sekundarantikorper (Tab. 7), gelost in 2,5% Trockenmilchpulver 1xTBS-T,
welcher mit HRPO (Horseradish Peroxidase) konjugiert war, fir ca. 1-2 h bei
Raumtemperatur. Weitere drei Waschschritte folgten, danach wurden die Membranen
mit frischer ECL-L6sung (100 mM Tris-HCL (pH 8,5), 0,225 mM p-Coumarséure, 1,25
mM Luminol, 0,009% (v/v) H,O,) beschichtet und fur 1 min inkubiert, um die
Peroxidasereaktion zu starten. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe des Fusion FX7
(von Peglab, Erlangen Deutschland). Zur Auswertung wurden die Signale mit der
FUSION-CAPT™ Software (Peglab, Erlangen Deutschland) fotografiert und mit der

Quantity One Software (BioRad, Miinchen Deutschland) ausgewertet.

250 mM Tris
2 M Glycin
35 mM SDS
Dest. H,0

10 x Laufpuffer

25 mM Tris
Blotpuffer 192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol
Dest. H,0

100 mM NaCl
TBS-T 10 mM Tris

0,2% (v/v) Tween 20
Dest. H,0

o 0,5 g Ponceau S
Ponceau-Farbeldsung 1% (v/v) Essigsaure

dest. H,O

Tab. 5 Auflistung der Puffer- und Lésungszusammensetzungen
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Antikorper Firma Spezies Eingesetzte
Verdinnung

phospho-ACC Cell  Signaling | Rabbit 1: 500

(Ser79) Technology, Inc.

phospho-AMPKa Cell  Signaling | Rabbit 1:1.000

(Thrl72) Technology, Inc.

GAPDH Abcam, UK. Rabbit 1:2.000

His (Histidin) Cell  Signaling 1:1.000
Technology, Inc.

MBP (Maltose-bindendes New England 1:1.000

Protein) BioLab, Inc.

GLUT1 Santa-Cruz 1:1.000
biotechnology
Inc.

HA (Hamagglutinin) Sigma-Aldrich 1:1.000
Co.

phospho-AS160 Cell  Signaling | Rabbit 1:1.000
Technology, Inc.

AS160 Cell  Signaling | Rabbit 1:1.000
Technology, Inc.

Tab. 6 verwendete primére Antikdrper mit entsprechenden Verdinnungen

Antikorper Firma Eingesetzte Verdiinnung
Anti-rabbit 19G Santa-Cruz  biotechnology 1:5.000
HRP-linked Inc.

Anti-mouse 1gG Santa-Cruz  biotechnology 1:5.000
HRP-linked Inc.

Anti-Goat IgG Santa-Cruz  biotechnology 1:5.000
HRP-linked Inc.

Anti-Goat IgG Sigma-Aldrich Co. 1:1000
Cy3-linked

Anti-Mouse 1gG Sigma-Aldrich Co. 1:1000
Cy3-linked

Tab. 7 verwendete sekundare Antikdrper

3.16 Konfokale Mikroskopie

HI9C2-Zellen wurden in 35 x 10 mm Platten, auf deren Boden sich ein Deckglaschen
befand, ausgesét und fiir ca. 24 h kultiviert. Fir GLUT4-Analyse wurden H9C2-Zellen
mit pQBI-HA-GLUT4-Plasmid transfiziert. Das pQBI-HA-GLUT4-Plasmid enthélt
eine  Nukleotideinsertion, die fir ein HA-Tag innerhalb der ersten
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extrazytoplasmatischen Doméne des GLUT4 kodiert. Fur die GLUT1 Analysen wurden
untransfizierte Zellen verwendet. Die Zellen wurden fir 5, 10, 20, 40, 80 Minuten mit
jeweils 4 pg/ml CTRP 7 und CTRP 9 stimuliert. Nach einer Fixierung der Zellen mit
3,7% Formaldehyd fir 20 Minuten wurden die Zellen auf dem Deckgldschen mit 0,2%
Triton-X100 permeabilisiert. Die Blockierung der Zellen erfolgte fur eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 5% NCS (Newborn calf serum) und 5% BSA (Bovine Serum
Albumin). Die Zellen wurden im 1:100 verdlnnten primaren Antikorper, der in
Blockierungslosung gel6st wurde, ber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen in 1xPBS fir jeweils 15 min erfolgte die Inkubation tber eine Stunde mit dem
1:1000 in 1xPBS verdinnten Sekundérantikorper, der an den Fluoreszenzfarbstoff Cy3
gekoppelt war. Nach 15 Minuten Waschen folgte die Kernfarbung fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur (Invitrogen Topro 642/661 1:200 in PBS verdinnt). Nach weiterem
dreimaligem Waschen wurde ein Tropfen AF2 Medium (Citifluor, London England) auf
das Deckglaschen gegeben und die gewendeten Deckglaschen auf Objekttréger gelegt.

Zur Analyse der fluoreszierenden Signale in Zellen wurde ein LSM 510 konfokales
Laser-Scanning Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen Deutschland) benutzt. Dieses
Mikroskop verfiigte Uber einen Argon Laser. Zur Anregung des Signals von Cy3 wurde
die 543 nm Linie des Argon-lonen Lasers verwendet. Der Emmissionsstrahlengang fur
Cy3 bestand aus einem 560/615 nm BandpaRfilter. Durch die 630 nm Linie der Argon-
lonen Laser wurde das Signal von Topro 642/661 angeregt. Zur Detektion von Topro

642/661 wurde ein 650 nm Bandpal3filter verwendet.

3.17 Messung der Glukoseaufnahme

Die Glukoseaufnahme der Zellen wurde mittels der Aufnahme von Tritium-markierter
3-O-Methyl-D-Glucose (OMG) im Szintillationsmessgerat (Beckmann Coulter)
bestimmt. Die H9C2-Zellen wurden dazu zunéchst in 6-Well-Platten ausgesat und 24 h
vor Versuchsbeginn in serum- und glukosefreiem Medium kultiviert. Die Zellen wurden
dann 30 Minuten mit CTRP 7 und 9 (4 pg/ml) in 1 ml Medium ohne Glukose stimuliert.
Danach wurde dem glukosefreien Medium 10 mM OMG und 1 pCi 3H-OMG zugesetzt
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und die Inkubation bei 37°C fur 1h fortgesetzt. Die Zellen wurden anschlieBend 3x mit
eiskaltem PBS gewaschen, danach mit 0,5 ml 500 mM NaOH pro Well versetzt und
Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Tag wurden 200 ul des
Zelllysates in die Szintillationsgefale tberfuhrt. Pro Gefdl wurden 4 ml
Szintillationslésung  (Ultima Gold  Cocktail, PerkinElmer) zugegeben. Die
Radioaktivitdt wurde im B-Counter (Beckmann Coulter) in die Zellen gemessen. Die
Aufnahme der tritiumversetzten Glukose in die Zellen wurde in Bezug auf die

Proteinmenge der analysierten Probe berechnet.

3.18 Statistische Verfahren

Die Zusammenfassung der einzelnen Experimente erfolgte (ber die Berechnung von
Mittelwerten * Standardabweichung mit Hilfe des Computerprogramms Sigma Stat
Version 3.5. Signifikanzanalysen wurden mit dem t-Test bzw. One Way ANOVA

durchgefuhrt. Ein p < 0,05 wurde als signifikanter Unterschied angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 ldentifizierung des Expressionsmusters von Adiponektin und der

CTRP’s in verschiedenen Rattengeweben

Die Expression von Adiponektin und der bisher beschriebenen CTRP’s wurde mit Hilfe
von RT-PCR in verschiedenen Rattenorganen untersucht (Abb. 4). Erwartungsgemaf
liel3 sich vor allem im Fettgewebe Adiponektin nachweisen. Es zeigte sich, dass CTRP 1,
2,3,6,7,9, 10 und 13 anders als Adiponektin ubiquitar exprimiert waren. Im linken
Ventrikel (LV) und Skelettmuskel zeigten alle CTRP’s, auler CTRP 4 und 5, eine
deutliche Expression. CTRP 1, 2, 3, 7 und 9 waren im Hoden, der Lunge und der Milz
vorherrschend. In Gehirn, Muskel und Milz schien CTRP 10 starker exprimiert zu sein
als in den anderen Geweben. CTRP 13 zeigte in Darm, Gehirn, Lunge, LV und
Skelettmuskel eine starke Expression. CTRP 6 wurde in allen untersuchten
Rattenorganen exprimiert und war in der Milz am starksten ausgeprégt. Die CTRP’s
unterschieden sich stark in den Fettgeweben: CTRP 1 und 2 waren im subkutanen
Fettgewebe, wéhrend CTRP 3, 7, 10, und 13 stdrker im viszeralen Fettgewebe

exprimiert waren (Abb. 4).
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Abb. 4 Semiquantitative PCR zum Nachweis des mRNA-Expressionsmusters von Adiponektin und der
CTRP’s in unterschiedlichen Geweben der Ratte

4.2 Generierungen rekombinanter CTRP-Protein in E. coli Zellen

Zur Untersuchung der zelluldren Effekte der CTRP’s wurden diese als rekombinante
Proteine in E. coli exprimiert und im Anschluss aufgereinigt. Die verwendeten Plasmide
fiir die CTRP’s sind so konzipiert, dass N-terminal an das Protein ein Histidin-Tag (His)
(Vektor pDEST 17) oder Maltose-bindendes Protein-Tag (MBP) (Vektor pMAL cx2
DEST) angehéngt wird, welches dann mit einem spezifischen Antikorper nachgewiesen
werden kann sowie zur Aufreinigung genutzt werden kann. In den aktuellen Arbeiten
wurden die Plasmide pDEST 17 CTRP 1, 2, 3, 7 und 9 und pMAL c2xDEST CTRP 6
und 10 verwendet. Die gleiche Plasmidkultur, welche keine Arabinose und IPTG zur
Induktion der Proteinexpression erhielt, wurde als Kontrolle benutzt. Die Aliquots aus

den Kulturen wurden 2, 4, und 6 h nach der IPTG-Induktion abgenommen und im
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Anschluss im Western Blot analysiert, um die Induktion des Proteins zu vergleichen. Es
wurden Antikorper verwendet, die das Histidin in pDEST 17 CTRP 1, 2, 3, 7, und 9
oder das Maltose-bindende Protein in pMAL c2xDEST CTRP 6 und 10 detektieren und
somit einen Nachweis der induzierten Proteine in den Lysaten von E. coli ermdglichen.

Der Test der Induktionsbedingungen stellt einen wichtigen Vorversuch fiir die CTRP-
Proteinproduktion dar. Durch ihn kann festgestellt werden, bei welcher Temperatur und
zu welchem Zeitpunkt die Proteine massiv induziert werden kdnnen. Nach der IPTG-
Induktion zeigte sich sowohl bei 20°C als auch bei 37°C eine Proteinexpressionen fiir
CTRP 2, 3, 7, 10 nach 2 h Inkubation, die nach 4 und 6 h nicht gesteigert wurde (Abb.5).
Die Induktion von CTRP 7 bei 37°C erfolgte bereits nach 2 h, wahrend sie nach 4 h und
6 h deutlich reduziert war. Sowohl fir CTRP 1 als auch fiir CTRP 6 zeigte sich lediglich
bei 20°C eine geringe Induktion nach 2 h bis 6 h. Dagegen waren die Expressionen von
CTRP 1 und CTPR 6 bei 37°C deutlich sichtbar. Bei einer Kultivierungstemperatur von
20°C wurde CTRP 9 innerhalb 2 h bis 6 h induziert, und bei 37°C wurde keine
Induktion von CTRP 9 gesehen (Abb. 5). Die Expression der CTRP’s erfolgte in den
weiteren Experimenten entsprechend den ermittelten optimalen Induktionsbedingungen.
Die Induktionszeit und —temperatur sind in der nachfolgenden Ubersicht aufgefiihrt

(Tab. 8).

Expressionsklon Induktionszeit Induktionstemperatur
pDEST 17 CTRP 1 6 h 37°C
pDEST 17 CTRP 2 4h 16°C
pDEST 17 CTRP 3 6 h 37°C
pDEST 17 CTRP 7 6h 16°C
pDEST 17 CTRP 9 6 h 16°C
pMAL c2x DEST CTRP 6 6h 37°C
pMAL c2x DEST CTRP 10 6 h 16°C

Tab. 8 Induktionsbedingungen fir pDEST 17 und pMAL c2x DEST

Um die Funktion der CTRP’s in kultivierten Zellen zu untersuchen, wurden die CTRP’s
aufgereinigt (siehe Kapitel 3.9 und 3.10) und mit Hilfe von BSA zur Lagerung bei
-20°C stabilisiert. Zuvor war die Proteinkonzentration ermittelt worden und die Losung

auf eine Konzentration von 1,0 oder 0,5 pg/ul eingestellt worden.
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Abb. 5 Western Blot Nachweis der Proteinexpression rekombinanter CTRP’s in IPTG-induzierten und
nicht induzierten E.coli

Detektion des His-Tags oder MBP-Tags mittels Anti-His- oder Anti-MBP-Antikérper und HRPO-
gekoppeltem sekundéren Antikérper nach Uberexpression in BI21-Al E.coli. Uninduziert, Transfektion mit
Plasmid ohne IPTG und Arabinose; induziert, Transfektion mit Plasmid mit 0,3 mM IPTG und 0,2%
Arabinose.

4.3 Einfluss ausgewihlter CTRP’s auf die AMPK-Aktivierung in

HEK?293-Zellen

Fir die hier beschriebenen \orversuche wurde eine Tumorzelllinie (HEK293)
verwendet. Zun&chst wurde ein Zeitversuch durchgefiihrt, bei dem HEK-Zellen zu
unterschiedlichen Stimulationszeiten (5 min, 10 min, 20 min, 40 min, 80 min und 24 h)
mit 4 pg/ml CTRP-Protein behandelt wurden. Die verwendeten Konzentrationen
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wurden entsprechend den Angaben in der Literatur ausgewahlt. Die Phosphorylierung
der a-Untereinheit der AMPK am Thrl72 als Zeichen der AMPK-Aktivierung in den
Zellen wurde mit Hilfe von Western Blot nachgewiesen. Nach Zugabe von CTRP 2
wurde eine signifikante Steigerung der Phosphorylierung der AMPK ab 10 Minuten
nachgewiesen. Dieser Effekt blieb bis 80 Minuten stabil, nach 24 Stunden war dieser
Effekt vollstandig aufgehoben (Abb. 6A). CTRP 3 verursachte nach 5 Minuten und 10
Minuten keine Veranderung der AMPK-Phosphorylierung. Eine signifikant erhohte
Phosphorylierung der AMPK wurde nach 40 Minuten und nach 80 Minuten
nachgewiesen (Abb. 6A).
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Abb. 6A AMPK-AKktivierung in mit CTRP 2 und 3 stimulierten und nicht stimulierten Zellen

Die Analysen wurden mit Western Blot durchgefuihrt. Als Kontrolle dienten HEK-Zellen, welche mit dem
Puffer behandelt wurden, in welchem die CTRP's geldst wurden. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM.
Daten von mindestens 3 unabh&ngigen Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

Der maximale Effekt von CTRP 7 wurde nach 5 Minuten erreicht, welcher bis 20
Minuten stabil blieb. Nach 40- und 80-min(tiger Inkubation mit CTRP 7 konnte eine

fast vollstdndige Reduzierung der AMPK-Aktivierung erreicht werden. Nach 24
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Stunden stieg die AMPK-Phosphorylierung wieder an (Abb. 6B). Die Inkubation mit
CTRP 9 fuhrte erst nach 80 Minuten in HEK-Zellen zu einer deutlichen Aktivierung der
AMPK. Nach 24 Stunden war die AMPK-Phosphorylierung noch signifikant gesteigert
im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 6B). CTRP 1, 6 und 10 induzierten zu den
entsprechenden Zeitpunkten in einer Konzentration von 4 pg/ml keine signifikante

Veranderung der AMPK-Phosphorylierung in HEK293-Zellen (ohne Abbildung).
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Abb. 6B AMPK-Aktivierung in mit CTRP 7 und 9 stimulierten und nicht stimulierten Zellen

Die Analysen wurden mit Western Blot durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten HEK-Zellen, welche mit dem
Puffer behandelt wurden, in welchem die CTRP's gelst wurden. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM.
Daten von mindestens 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

4.4 Einfluss der CTRP’s auf die ACC-Phosphorylierung in HEK?293-

Zellen

Mittels Western Blot wurde auch der Phosphorylierungszustand der ACC nach 4 pg/ml
CTRP-Stimulation in HEK-Zellen analysiert. Eine verstarkte Phosphorylierung der
ACC bewirkt eine Inaktivierung des Enzyms. Sowohl CTRP 2 als auch CTRP 9 fuhrten
nach 5 Minuten und 10 Minuten zu einer stark erhohten Phosphorylierung der ACC,
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nach 20 und 40 Minuten war die Phosphorylierung jedoch deutlich reduziert. Nach 80
Minuten trat die Steigerung der ACC-Phosphorylierung besonders stark nach der
Stimulation mit CTRP 9 wieder auf (Abb. 7A und 7B). Ein Effekt von CTRP 3 auf die
ACC-Phosphorylierung konnte lediglich nach 24 Stunden nachgewiesen werden (Abb.
7A). CTRP 7 verursachte bereits nach 5 und 10 Minuten eine starke Phosphorylierung
der ACC und erreichte nach 20 und 40 Minuten wieder das Niveau der Kontrollzellen,
um nach 80 Minuten und 24 h wieder anzusteigen (Abb. 7B). Hingegen induzierten

CTRP 1, 6 und 10 keine Anderung der ACC Phosphorylierung in HEK293-Zellen.
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Abb. 7A Western Blot Nachweis der Phosphorylierung der ACC in mit CTRP 2 und 3 stimulierten und

nicht stimulierten Zellen

Als Kontrolle dienten HEK-Zellen, welche mit dem Puffer behandelt wurden, in welchen die CTRPs
gelost wurde. Angegeben sind die Mittelwerte £ SEM. Daten von mindestens 3 unabh&ngigen

Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.
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Abb. 7B Western Blot Nachweis der Phosphorylierung der ACC in mit CTRP 7 und 9 stimulierten und

nicht stimulierten Zellen

Als Kontrolle dienten HEK-Zellen, welche mit dem Puffer behandelt wurden, in welchen die CTRP's
gelost wurde. Angegeben sind die Mittelwerte £ SEM. Daten von mindestens 3 unabhangigen
Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

4.5 Einfluss der CTRP’s auf die AMPK- und ACC-Phosphorylierung

in HOC2-Zellen

Nachdem die Wirksamkeit der CTRP’s in HEK293-Zellen nachgewiesen werden konnte,
wurden die weiteren Untersuchungen an H9C2-Zellen durchgefihrt. Aus der Literatur
ist bekannt, dass die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) in Muskelzellen die
Translokation der Glukosetransporter verursacht und hierdurch den Glukosetransport
beeinflusst (Musi, Hayashi et al. 2001). Analoge Untersuchungen zur Aktivierung der
AMPK, der ACC sowie zum gesteigerten Glukosetransport durch CTRP’s wurden in
der vorliegenden Arbeit erstmals an Herzzellen durchgefiihrt.

Die Behandlung mit CTRP 2, 3, 7 und 9 hatte in HEK-Zellen die Phosphorylierung von
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AMPK und ACC induziert. Im Gegensatz zur Tumorzelllinie HEK293 lieR sich jedoch
in den H9C2 Kardiomyoblasten unter dem Einfluss von CTRP 2 und CTRP 3 keine
Verénderung der Phosphorylierung von AMPK oder ACC nachweisen. Daher wurde in
H9C2-Zellen der Einfluss von CTRP 7 und 9 (4 pg/ml), die interessanterweise auch die
grofte Strukturhomologie zum Adiponektin aufweisen, untersucht. Durch die
Stimulation mit CTRP 7 zeigte sich nach 20 Minuten eine Induktion von p-AMPK und
innerhalb von 5 Minuten von p-ACC in H9C2-Zellen (Abb. 8).
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Abb. 8 Western Blot Analyse fir CTRP 7-Stimulation von H9C2-Zellen

Reprasentativer Blot flir den Nachweis der phosphorylierten AMPK (pAMPK) und phosphorylierten ACC
(pACC) in mit dem Puffer behandelten (K, Kontrolle) oder in mit CTRP 7 stimulierten H9C2-Zellen.
Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Daten von mindestens 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils

n=3 pro Gruppe.

CTRP 9 flhrte nach 40 Minuten zu einer deutlichen Steigung der Phosphorylierung der
AMPK. Die Phosphorylierung der ACC war nach Stimulation mit CTRP 9 nach 5
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Minuten sehr deutlich gesteigert, erreichte maximale Effekte nach 10 Minuten und war
nach 20 Minuten bereits aufgehoben. Nach 40 Minuten trat die Steigerung der ACC-

Phosphorylierung wieder auf (Abb. 9).
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Abb. 9 Western Blot Analyse fir CTRP 9-Stimulation von H9C2-Zellen

Reprasentativer Blot fiir den Nachweis der phosphorylierten AMPK (pAMPK) und phosphorylierten ACC
(pACC) in mit dem Puffer behandelten (K, Kontrolle) oder in mit CTRP 9 stimulierten H9C2-Zellen.
Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Daten von mindestens 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils
n=3 pro Gruppe.

4.6 Einfluss einer AMPK-Hemmung auf die Wirkung von CTRP 7 und

CTRP 9 in H9C2-Zellen

Um die Beziehung zwischen AMPK und ACC zu prifen, wurde der Einfluss des
AMPK-Inhibitors Adenine-9-P-D-arabinofuranoside (Ara A), welcher ein AMP-
Analogon ist, in H9C2-Zellen untersucht. Die Zellen wurden zunéchst fur 30 min mit

DMSO oder mit in DMSO geléstem Ara A (1 mM) behandelt und danach fur 20 min
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mit CTRP 7 (4 pg/ml) oder fur 40 min mit CTRP 9 (4 pg/ml) behandelt. Diese
Zeitpunkte mussten entsprechend der Ergebnisse der Vorversuche so gewéhlt werden,
da die maximale AMPK-Aktivierung bzw. ACC-Aktivierung im Zeitfenster zwischen
10 und 40 Minuten fur die verschiedenen CTRP’s lag. CTRP 7 und 9 allein fiihrten zu
einer gesteigerten Phosphorylierung der AMPK und der ACC. Wahrend die von CTRP 7
und 9 hervorgerufene Phosphorylierung der AMPK nach Prdinkubation mit Ara A
komplett aufgehoben wurde, konnte die Induktion der p-ACC nur moderat gehemmt
werden (Abb. 10). Dies lasst eine Phosphorylierung der ACC durch einen AMPK-

unabhéngigen Signalweg vermuten.
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Abb. 10 Western Blot Analyse nach Stimulation von H9C2-Zellen mit CTRP7 oder CTRP9 mit oder
ohne AraA Prainkubation

Repréasentativer Blot fir den Nachweis der phosphorylierten AMPK (pAMPK) und der phosphorylierten
ACC (pACC) nach 30 min Prainkubation mit DMSO oder Ara A (1 mM) und anschlieender Stimulation
mit Puffer (Kontrolle) oder fir 20 min mit CTRP7 oder fir 40 min mit CTRP9. Angegeben sind die
Mittelwerte + SEM. Daten von mindestens 3 unabh&ngigen Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

Um zu untersuchen, welcher der beiden Peaks bei der Phosphorylierung der ACC unter
CTRP 9-Stimulation tatsachlich AMPK vermittelt ist, wurde der Zeitverlauf der ACC
Aktivierung unter Hemmung der AMPK durch Ara A wiederholt. Wie in Abbildung 11
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zu sehen ist, konnte die Phosphorylierung der ACC nach CTRP 9 Gabe nach 5 und 10
Minuten nicht gehemmt werden, wahrend der 2. Peak nach ca. 40 Minuten signifikant
vermindert war. Daraus kann man schlussfolgern, dass die CTRP 9-vermittelte AMPK
Aktivierung nicht an der schnellen Inaktivierung der ACC beteiligt ist. Dies passt gut
zum Zeitverlauf der AMPK Aktivierung durch CTRP 9, welche ebenfalls nach ca. 40
Minuten ihr Maximum erreicht in HI9C2 Zellen (Abb. 9).

Kontrolle 5min CTRP9 10 min CTRP9 40 min CTRP9
+ Ara A +Ara A + Ara A +Ara A

P-ACC +ae e e -
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Abb. 11 Western Blot Analyse fir die CTRP 9-Stimulation von HIC2-Zellen

Représentativer Blot fiir den Nachweis der phosphorylierten ACC (pACC) nach 30 min Prainkubation mit
DMSO oder Ara A (1 mM) und anschlieender Stimulation mit CTRP 9 fiir 5, 10 oder 40 Minuten in
H9C2-Zellen. Daten von mindestens 3 unabhéngigen Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

4.7 Einfluss von CTRP 7 und 9 auf die Translokation des

Glukosetransporters 1 in H9C2-Zellen

Glukose wird Uber die Glukosetransporterproteine (GLUT), die aus dem Zytosol in die
Zellmembran translozieren, energieunabhdngig in die Zelle aufgenommen. Glukose
diffundiert durch die transmembrandren Glukosetransporter (im Herzen GLUT1 und
GLUT4) entlang ihres Konzentrationsgradienten in die Zelle hinein. AMPK steigert die
Translokation der Glukosetransporter und somit die Glukoseaufnahme. Um die
Zustandsverédnderung der Glukosetransporter nach der CTRP-Stimulation zu
untersuchen, wurde die Lokalisation des GLUT1-Proteins mittels Immunzytochemie
nachgewiesen. Die Lokalisation und der Nachweis von GLUT1 in H9C2-Zellen wurden
nach Stimulation mit CTRP 7 und CTRP 9 fir 5, 10, 20, 40, 80 Minuten durchgefiihrt.
Der Versuch zeigte, dass das GLUT1-Protein nach der 5-miniitigen CTRP 7-
Stimulation vermehrt in die Membran translozierte. Nach 20 Minuten liel} sich ein
Maximaleffekt nachweisen, wéhrend nach 40 Minuten der Effekt weitgehend
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aufgehoben war (Abb.12).

Kontrolle CTRP 7 5 min CTRP 7 10 min CTRP 7 20 min CTRP 7 40 min CTRP 7 80 min

Abb. 12 Immunfluoreszenz fir GLUT1-Translokation in den mit CTRP 7 stimulierten H9C2-Zellen
Die HI9C2-Zellen wurden mit dem Puffer oder 4 pg/ml CTRP 7 stimuliert. Der Kern wurde mit Topro
642/661 (1:200) gefarbt. Der Cy3 markierte GLUT1 wurde mit einem Argon-lonen Laser detektiert.
(Anregungsstrahlengang: 543 nm Emmissionsstrahlengang: 560/615 nm)

Die Zugabe von CTRP 9 zeigte nach 10 Minuten eine signifikant gesteigerte
Translokation von GLUT1 in den behandelten Zellen gegenuiber den Kontrollzellen. Die
Translokation von GLUT1 bei der Stimulation mit CTRP 9 zeigte einen ahnlichen

zeitlichen Verlauf wie bei der Stimulation mit CTRP 7. (Abb. 13)

Kontrolle CTRP 9 5 min CTRP 9 10 min CTRP 9 20 min CTRP 9 40 min CTRP 9 80 min

Abb. 13 Immunfluoreszenz fiir GLUT1-Translokation in den mit CTRP 9 stimulierten H9C2-Zellen
Die H9C2-Zellen wurden mit dem Puffer oder 4 pg/ml CTRP 9 stimuliert. Der Kern wurde mit Topro
642/661 (1:200) gefarbt. Der Cy3 markierte GLUT1 wurde mit einem Argon-lonen Laser detektiert.
(Anregungsstrahlengang: 543 nm Emmissionsstrahlengang: 560/615 nm)

Um die Bedeutung der AMPK-Aktivierung fur die GLUT1-Translokation zu
untersuchen wurden die Zellen wie zuvor beschrieben ausgesat und inkubiert. Die
Lokalisation von GLUTL1 in H9C2-Zellen wurde jedoch nur nach der 30-minutiger
Prainkubation mit Ara A und anschlielender Stimulation mit CTRP 7 (4 pg/ml) fir 20
min oder CTRP 9 (4 pg/ml) fur 10 min analysiert. Es zeigte sich, dass die Hemmung
der AMPK durch Ara A eine deutliche Reduktion der von CTRP 7 und 9 induzierten
GLUT1-Translokation bewirkte (Abb. 14).
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Kontrolle Kontrolle+tAraA CTRP 7 CTRP 7+AraA CTRP9 CTRP 9+Ara A

Abb. 14 Immunfluoreszenz fir GLUT1-Translokation in den mit CTRP 7 oder CTRP9 stimulierten
HI9C2-Zellen

Die H9C2-Zellen wurden fiir 30 min mit DMSO oder Ara A (1 mM) prainkubiert, dann mit Puffer oder 20
min mit 4 pg/ml CTRP7 oder 10 min mit 4 pg/ml CTRP 9 stimuliert. Der Kern wurde mit Topro 642/661
(1:200) gefarbt. Der Cy3 markierte GLUT1 wurde mit einem Argon-lonen Laser detektiert.
(Anregungsstrahlengang: 543 nm, Emmissionsstrahlengang: 560/615 nm)

Neben dem Nachweis der GLUT1 Translokation mittels Immunzytochemie, wurde in
Membranfraktionen GLUT1 nachgewiesen. Die H9C2-Zellen wurden mit CTRP 7 flr
20 Minuten oder mit CTRP 9 fur 10 Minuten stimuliert. Die isolierte Membranfraktion
wurde mittels Western Blot analysiert. Die Stimulation mit CTRP 7 fiir 20 Minuten und
mit CTRP 9 fur 10 Minuten fiihrte zu einer signifikanten Steigerung von GLUTL in der
Membran im Vergleich zu Kontrollzellen (Abb. 15).
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Abb. 15 Western Blot Nachweis von GLUT1 in der Membran der H9C2-Zellen nach CTRP7- und
CTRP 9-Behandlung

Reprasentativer Blot fir den Nachweis von GLUT1 in unbehandelten (K, Kontrolle) oder in mit CTRP 7
und CTRP 9 (4 pg/ml) behandelten H9C2-Zellen. Na+/K+ ATPase zum Vergleich der Proteinbeladung
der SDS-PAGE-Gele. Angegeben sind die Mittelwerte £ SEM. Daten von mindestens 3 unabh&ngigen
Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.
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4.8 Einfluss von CTRP 7 und 9 auf die Translokation des

Glukosetransporters 4 in HOC2-Zellen

Im Vorversuch ergab sich kein guter Nachweis des nativen Glukosetransporters GLUT4
in der kardialen H9C2-Muskelzelllinie in der Immunzytochemie. Diese Problematik ist
in der Literatur auch von anderen Arbeitsgruppen fur Muskelzelllinien beschrieben
worden. In unserer Arbeitsgruppe wurden deshalb die H9C2-Zellen mit pQBI-HA-
GLUT4-Plasmid (von Prof. Samuel W. Cushman, NIDDK, National Institutes of Health,
USA) transfiziert, um eine stabile GLUT4-Uberexpression herzustellen. Das pQBI-HA-
GLUT4-Plasmid enthélt eine Nukleotideinsertion, die fur ein Hamagglutinin-Tag (HA)
innerhalb der ersten extrazytoplasmatischen Domane des GLUT4 kodiert. Nur wenn das
uberexprimierte GLUT4 in die Membran transloziert, kann das HA-Tag in den nicht
permeabilisierten Zellen nachgewiesen werden. Die transfizierten Zellen wurden 24
Stunden nach der Transfektion in serumfreien Medium inkubiert. Um den Einfluss der
CTRP’s auf die Zellen zu analysieren, wurden die Zellen fir 5, 10, 20, 40, 80 Minuten
mit 4 pg/ml CTRP 7 oder CTRP 9 behandelt. Die Translokation von GLUT4 wurde mit
Hilfe eines anti-H&magglutinin (HA)—Antikorpers nachgewiesen. Es zeigte sich in der
Immunzytochemie, dass CTRP 7 ab 10 Minuten eine starkere Darstellung von HA-
GLUT4 hervorrief (Abb. 16). Nach 20 Minuten fihrte CTRP 7 in H9C2-Zellen zu

einem schwacheren Signal, um nach 40 Minuten wieder anzusteigen.

Kontrolle CTRP 7 5 min CTRP 7 10 min CTRP 7 20 min CTRP 7 40 min CTRP 7 80 min

Abb. 16 Immunfluoreszenz fir GLUT4-HA-Translokation in den mit CTRP 7 stimulierten H9C2-
Zellen

Die HI9C2-Zellen wurden mit pQBI-HA-GLUT4 Plasmid transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen mit dem Puffer oder 4 pg/ml CTRP 7 stimuliert. Der Kern wurde mit Topro 642/661

(1:200) gefarbt. Das Cy3 markierte HA wurde mit einem Argon-lonen Laser detektiert.
(Anregungsstrahlengang: 543 nm Emmissionsstrahlengang: 560/615 nm)
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Nach Stimulation mit CTRP 9 trat in H9C2-Zellen nach 5 Minuten eine erhdhte
Translokation von HA-GLUT4 auf (Abb. 17). Diese Translokation war nach 10 Minuten
deutlich abgeschwacht. Nach 20 Minuten war der erhdhte Wert der Translokation von
HA-GLUT4 wieder nachweisbar und blieb erhalten. Nach 80 Minuten erreichte CTRP 9

maximale Effekte auf die Translokation von GLUT4 in die Zellmembran.

Kontrolle CTRP 9 5 min CTRP9 10 min CTRP 9 20 min CTRP 9 40 min CTRP 9 80 min

Abb. 17 Immunfluoreszenz flir GLUT1-Translokation in den mit CTRP 9 stimulierten H9C2-Zellen
Die H9C2-Zellen wurden mit pQBI-HA-GLUT4 Plasmid transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen mit dem Puffer oder 4 pg/ml CTRP 9 stimuliert. Der Kern wurde mit Topro 642/661
(1:200) gefarbt. Das Cy3 markierte HA wurde mit einem Argon-lonen Laser detektiert.
(Anregungsstrahlengang: 543 nm Emmissionsstrahlengang: 560/615 nm)

Um den Einfluss der AMPK auf die Translokation von GLUT4 zu untersuchen, wurden
die mit GLUT4-HA transfizierten H9C2-Zellen zuné&chst 30 min mit Ara A inkubiert
und anschliefend fir 80 min mit CTRP 7 und 9 stimuliert. W&hrend die Prdinkubation
mit Ara A eine deutliche Reduktion der durch CTRP 7 induzierten GLUT4-
Translokation ergab, fihrte diese Prdinkubation mit Ara A nur zu einer moderaten

Verminderung der durch CTRP 9 induzierten GLUT4-Translokation (Abb. 18).

Kontrolle Kontrolle+tAra A CTRP 7 CTRP 7+AraA CTRP9 CTRP 9+Ara A

Abb. 18 Immunfluoreszenz fir GLUT4-Translokation in den mit CTRP 9 stimulierten H9C2-Zellen
Die H9C2-Zellen wurden mit pQBI-HA-GLUT4 Plasmid transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen in 30 min mit DMSO oder Ara A (1 mM) prainkubiert, dann mit dem L&sungsmittel
oder in 80 min mit 4 ug/ml CTRP 7 oder CTRP 9 stimuliert. Der Kern wurde mit Topro 642/661 (1:200)
geféarbt. Das Cy3 markierte HA wurde mit einem Argon-lonen Laser detektiert. (Anregungsstrahlengang:
543 nm Emmissionsstrahlengang: 560/615 nm)
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Akt substrate of 160 kDa (AS160) kann durch Phosphorylierung inaktiviert werden.
Phosphoryliertes AS160 kann dann die GLUT4 Translokation zur Plasmamembran
nicht mehr hemmen (Sano, Kane et al. 2003; Zeigerer, McBrayer et al. 2004). Hierbei
zeigte sich nach 20-minutigen Stimulation mit CTRP 7 und CTRP 9 eine deutliche
Zunahme der Phosphorylierung von AS160 in H9C2 Zellen im Wergleich zu
Kontrollzellen (Abb. 19).
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Abb. 19 Western Blot Analyse nach Stimulation von H9C2-Zellen mit CTRP 7 oder CTRP 9
Représentativer Blot fiir den Nachweis der AKT Substrate 160 (AS160) und der phosphorylierten AKT
Substrate 160 (p-AS160) nach 20 min Stimulation mit Puffer (Kontrolle) oder CTRP 7 und CTRP 9.
Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Daten von mindestens 3 unabh&ngigen Experimenten mit jeweils
n=3 pro Gruppe.

Neben dem Nachweis von p-AS160 mittels Western Blot wurde die isolierte
Membranfraktion der mit pQBI-HA-GLUT4 Plasmid transfizierten H9C2-Zellen
untersucht. Die Darstellung von GLUT4 in der Membran wurde mit Hilfe von anti-HA—
Antikorper durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass CTRP 7 und 9 in 80 Minuten eine
deutliche Steigerung von GLUT4 in der Membran im \ergleich zu Kontrollzellen

induzierten (Abb. 20).
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Abb. 20 Western Blot Nachweis von GLUT4 in der Membran der H9C2-Zellen nach CTRP7- und
CTRP 9-Behandlung

Die H9C2-Zellen wurden mit pQBI-HA-GLUT4 Plasmid transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen mit dem Puffer oder 4 pg/ml CTRP 7 stimuliert. Représentativer Blot fir den Nachweis
von HA in unbehandelten (K, Kontrolle) oder in mit CTRP 7 und CTRP 9 (4 ug/ml) behandelten H9C2-
Zellen. Na+/K+ ATPase zum Vergleich der Proteinbeladung der SDS-PAGE-Gele. Angegeben sind die
Mittelwerte + SEM. Daten von mindestens 3 unabhéngigen Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

4.9 Einfluss von CTRP 7 und 9 auf die Glukoseaufnahme in H9C2-

Zellen

Uber die Messung der Glukoseinkorporation sollte untersucht werden, ob CTRP 7 und 9
durch die vermehrte Translokation der Glukosetransporter einen Einfluss auf die
Glukoseaufnahme von H9C2-Zellen ausiiben. Die Zellen wurden vor dem eigentlichen
Versuch fir 12 h im serum- und glukosefreien Medium kultiviert und ftr 30 min mit
DMSO oder Ara A (1 mM) préinkubiert. Die Messung der Glukoseaufnahme erfolgte
nach Stimulation mit CTRP 7 und 9 (4 pg/ml) fiir 90 min. Durch Behandlung mit CTRP
7 und 9 zeigte sich eine Steigerung der Glukoseaufnahme im Vergleich zu
Kontrollzellen, welche mit DMSO (L6sungsmittel fir Ara A) behandelt wurden. Dieser
Effekt wurde durch Préainkubation mit Ara A verhindert (Abb. 21). Diese Steigerung der

Glukoseaufnahme konnte durch GLUT1 vermittelt sein.
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Abb. 21 Bestimmung der Glukoseaufnahme von H9C2-Zellen

Die H9C2-Zellen wurden fiir 30 min mit DMSO oder Ara A (1 mM) prainkubiert. Danach erfolgte fir 90
min die Stimulation entweder mit Puffer oder mit CTRP 7 oder CTRP 9 (4 pg/ml). Die Aufnahme der
tritiumversetzten Glukose wurde in Bezug auf die Proteinmenge berechnet. Angegeben sind die
Mittelwerte + SEM. Daten von mindestens 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

Um auch den Einfluss der CTRP’s auf die Glukoseaufnahme via GLUT4 zu
untersuchen, wurden die H9C2-Zellen mit GLUT4-HA transfiziert. Die transfizierten
Zellen wurden fir 12 h im serum- und glukosefreien Medium inkubiert. Nach
Prainkubation mit DMSO oder Ara A fiir 30 min wurden die Zellen fir 90 Minuten mit
CTRP 7 oder 9 (4ug/ml) stimuliert. Es zeigte sich, dass CTRP 7 und CTRP 9 zu einer
deutlichen Steigerung der Glukoseaufnahme fiihrten. Ara A hemmte den Effekt von
CTRP 7 auf die Glukoseaufnahme, wahrend die Wirkung von CTRP 9 nur gering
modifiziert wurde (Abb. 22), was zu den Ergebnissen der Immunzytochemie passt (Abb.

18).
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Abb. 22 Bestimmung der Glukoseaufnahme von pQBI-HA-GLUT4 transfizierten H9C2-Zellen

Die H9C2-Zellen wurden fuir 24 h mit dem pQBI-HA-GLUT4 Plasmid transfiziert. Nach der Transfektion
wurden die Zellen fur 30 min mit DMSO oder Ara A (1 mM) prainkubiert und dann fir 90 min mit
Lésungsmittel oder mit CTRP 7 oder CTRP 9 (4 ug/ml) stimuliert. Die Aufnahme der tritiumversetzten
Glukose wurde in Bezug auf die Proteinmenge berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Daten
von mindestens 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

4.10 Bedeutung des Adiponektinrezeptors 1 fur die CTRP-Effekte in

HI9C2-Zellen

Der Adiponektinrezeptor 1 wird vor allem im Skelettmuskel exprimiert. Eigene
Voruntersuchungen haben gezeigt, dass AdipoR1 auch in H9C2-Zellen deutlich stérker
exprimiert ist als AdipoR2 (ohne Abbildung). Zur Hemmung der
Adiponektinrezeptoren vermittelten Effekte wurde die Methode der RNA-Interferenz
gewdhlt, mit deren Hilfe die Expression von Adiponektinrezeptor 1 und 2 in H9C2-
Zellen spezifisch herabreguliert wurde. Voruntersuchungen zeigten, dass eine solche
siIRNA-Transfektion nach 48 h beispielsweise zu einer ca. 70%-igen Herabregulation

von Adiponektinrezeptor 1 flhrt. Adiponektinrezeptor 2 wurde in den mit AdipoR1-
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siRNA behandelten Zellen hingegen nicht beeinflusst (ohne Abbildung). 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen 20 Minuten mit CTRP 7 und CTRP 9 stimuliert. Die
Auswirkungen auf die Proteinexpression wurden mittels Western Blot untersucht. Als
Kontrolle dienten Transfektionen mit siRNA-Oligonukleotiden (Mock), welche die
gleiche Nukleotidzusammensetzung nicht jedoch Nukleotidreihenfolge wie obige
siRNA-Oligos haben, also nicht auf den AdipoR1 wirkten.

Die Zellen zeigten nach 48 Stunden eine deutliche Reduzierung der AdipoR1-Proteine.
Die 20-minutige CTRP 7-Stimulation fuhrte zur gesteigerten Phosphorylierung der
AMPK und ACC in Kontrollzellen. Die Phosphorylierung der AMPK und ACC wurden
nach Transfektion mit AdipoR1-siRNA im Vergleich zu Mock transfizierten Zellen
deutlich reduziert (Abb. 23). Die Transfektion von AdipoR2 siRNA beeinfluite die
AMPK-Phosphorylierung nach CTRP 7-Stimulation hingegen nicht (ohne Abbildung).
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Abb. 23 Nachweis der AMPK- und ACC-Aktivierung in H9C2-Zellen nach 20-minttiger Stimulation
mit CTRP 7, siRNA-Knockdown des AdipoR1 bzw. Mock-Transfektion

Reprasentativer Blot flir den Nachweis der phosphorylierten AMPK (pAMPK) und phosphorylierten ACC
(pACC) in siRNA-tranfizierten (AdipoR1), mock-transfizierten (Mock) Zellen, die mit Puffer oder CTRP 7
stimuliert wurden. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Daten von mindestens 3 unabhéngigen
Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

CTRP 9 fiihrte nach 40 Minuten in den Mock-transfizierten Zellen zu einer Steigerung
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der Phosphorylierung der AMPK und der ACC. Dieser 40-minitige Effekt von CTRP 9
wurde in den mit AdipoR1-siRNA transfizierten Zellen vollstandig aufgehoben, nicht
jedoch in den AdipoR2-siRNA transfizierten Zellen (ohne Abbildung). AdipoR1-siRNA
bewirkte auRerdem eine deutliche Reduktion der basalen AMPK- und ACC-
Phosphorylierung (Abb. 24).
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Abb. 24 Nachweis der AMPK- und ACC-Aktivierung in H9C2-Zellen nach 40-mindtiger Stimulation
mit CTRP 9, siRNA-Knockdown des Adipo. R1 bzw. Mock-Transfektion

Repréasentativer Blot fir den Nachweis der phosphorylierten AMPK (pAMPK) und phosphorylierten ACC
(pACC) in siRNA-tranfizierten (AdipoR1), mock-transfizierten (Mock) Zellen, die mit Puffer oder CTRP 9
stimuliert wurde. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Daten von mindestens 3 unabhangigen
Experimenten mit jeweils n=3 pro Gruppe.

51



5. Diskussion
5.1 Die in vivo Verteilung von Adiponektin und der CTRP’s
5.1.1 Die Expression von Adiponektin und der CTRP’s in

verschiedenen Geweben

Das Fettgewebe setzt sich aus verschiedenen Zelltypen zusammen. Diese
Zusammensetzung scheint fiir die Expression des Adiponektins und der CTRP’s eine
wichtige Rolle zu spielen. Neben reifen Adipozyten findet sich im Fettgewebe die
stromavaskuldre Zellfraktion. Diese besteht aus Praadipozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen und Zellen des Immunsystems und macht bis zu 50% der Zellen im
Fettgewebe aus (Gustafson 2010; Tilg and Moschen 2006). Adiponektin wird
ausschlieBlich von differenzierten Adipozyten gebildet und ins Serum abgegeben (Hu,
Liang et al. 1996).

In der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass Adiponektin praferentiell im
Fettgewebe exprimiert wird und in den meisten Organen der Ratte nur geringfiigig
detektierbar ist. Im Vergleich dazu werden CTRP’s iiberwiegend von den
stromavaskularen Zellen, in niedrigen Mengen aber auch von reifen Adipozyten
exprimiert (Davis and Scherer 2008; Wong, Krawczyk et al. 2009). Im Gegensatz zu
Adiponektin finden sich CTRP 1, 2, 3, 6, 7, 9 und 10 deshalb nicht nur im Fettgewebe,
sondern werden fast ubiquitar exprimiert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die Expression von CTRP 1, 2, 3, 7, 9, 10 im linken Ventrikel (LV) und im
Skelettmuskel hoéher ist als im Fettgewebe. Aus der Literatur ist auBerdem bekannt, dass
alle CTRP’s Glykoproteine sind und dass CTRP 1, 2, 3, 5, 6, 9, und 13 im Serum
zirkulieren (Wei, Peterson et al. 2011; Wong, Krawczyk et al. 2008; Wong, Krawczyk
et al. 2009). Es wird deshalb angenommen, dass CTRP’s nicht nur parakrin oder

autokrin, sondern auch als endokrine Hormone wirken (Wong, Krawczyk et al. 2009).
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5.1.2 Die Einflussfaktoren der Verteilung von Adiponektin und der

CTRP’s

Neben unterschiedlich starker Expression des Adiponektins und der CTRP’s in
verschiedenen Organen scheint auch das Geschlecht sowohl deren Expressionsstarke als
auch Serumspiegel zu beeinflussen. So konnten bei Frauen signifikant hohere
Adiponektinspiegel im Serum als bei Mannern nachgewiesen werden (Tschritter,
Fritsche et al. 2003). Dieser Geschlechtsunterschied wurde auch fiir die CTRP’s bei
Méusen beschrieben (Wong, Krawczyk et al. 2008). Hierbei wurde bei weiblichen
Wildtypméausen im Vergleich zu den mannlichen Tieren eine erhohte RNA-Expression
von CTRP 6, 9 und 13 detektiert, wobei der Serumspiegel positiv mit der
Genexpression korrelierte (Wei, Peterson et al. 2011; Wong, Krawczyk et al. 2008;
Wong, Krawczyk et al. 2009). Das Sexualhormon Testosteron (Page, Herbst et al. 2005)
sowie das Verhiltnis zwischen Androgenen und Ostrogenen (Laughlin, Barrett-Connor
et al. 2006; Laughlin, Barrett-Connor et al. 2007) scheint dabei die Expressionsstarke
des Adiponektins wie auch seiner Paraloge zu beeinflussen.

Daneben veréndern auch pathologische Zustdnde wie beispielsweise Adipositas
Expression und Serumspiegel des Adiponektins und der CTRP’s. In den letzten Jahren
wurden die vielfaltigen Wirkungen des Adipokins Adiponektin auf den Lipid- und
Glukosestoffwechsel untersucht. Altere und U(ibergewichtige Personen weisen ein
erhohtes Risiko auf, an Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken. Die dabei zunehmende
Insulinresistenz, die als verminderte Wirkung des Insulins an seinen Wirkorten in Leber,
Fett- und Muskelgewebe definiert wird, fihrt zu einer reduzierten Glukoseaufnahme
(Pessin and Saltiel 2000). Im Mausmodell wurde im Jahr 2001 nachgewiesen, dass die
Gabe von Adiponektin die Insulinsensitivitat nach einer fettreichen Diét erhoht (Berg,
Combs et al. 2001) und in ob/ob Mausen die Insulinresistenz und die bestehende
Diabeteserkrankung verbessert (Yamauchi, Kamon et al. 2003). Das Ausmal der
Adipositas ist negativ mit der Konzentration von Adiponektin, jedoch positiv mit den
CTRP-Spiegeln im Serum korreliert. In adipdsen Patienten ist Adiponektin im Plasma

erniedrigt (Arita, Kihara et al. 1999) und auch im Fettgewebe von Zucker-Diabetic-
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Fatty-Ratten (ZDF-Ratten) ist die Proteinexpression des Adiponektins erniedrigt.
Dagegen steigt die Proteinexpression von CTRP 2 und 7 im linken Ventrikel (LV) dieser
Tiere deutlich an (eigene Vorarbeiten, nicht gezeigt). Bei 8-wochigen Leptin-defizienten
ob/ob Mé&usen zeigt sich ein reduzierter Adiponektinspiegel (YYamauchi, Hayashi et al.
2003), wohingegen bei diesen Tieren eine signifikant gesteigerte Konzentration von
CTRP 3,5, 9 und 13 im Serum (Weli, Peterson et al. 2011; Wong, Krawczyk et al. 2008;
Wong, Krawczyk et al. 2009) sowie eine erhohte RNA-Expression von CTRP 1, 2, 6, 7,
9, 10 und 13 im Fettgewebe nachgewiesen werden konnte. Zwolf Wochen alte ob/ob
Mause zeigten im Vergleich zu Wildtypmausen eine erniedrigte RNA-Expression von
Adiponektin sowie erniedrigte Adiponektinspiegel im Serum, wéhrend die RNA-
Konzentration von CTRP 6 (Wong, Krawczyk et al. 2008) im Fettgewebe und
Serumspiegel von CTRP 3 (Peterson, Wei et al. 2010) deutlich erhoht war. Bei diesem
fortgeschrittenen Ubergewicht mit Insulinresistenz konnten in den ob/ob Méiusen
Kompensationsmechanismen tber CTRP 3 und 6 eine wichtige Rolle spielen.
Adiponektin-Knockout-Mause mit normaler Diat entwickelten kein metabolisches
Syndrom (Ma, Cabrero et al. 2002), allerdings konnten erhéhte Konzentrationen von
CTRP 1 und 6 im Serum nachgewiesen werden (Wong, Krawczyk et al. 2008). Da die
CTRP’s dhnliche Funktionen wie das Adiponektin wie beispielsweise Phosphorylierung
der AMPK und der ACC, Zunahme der Fettsaureoxidation sowie Steigerung der
Glukoseaufnahme in  verschiedenen  Zelltypen austben und eine hohe
Aminosaurehomologie zum Adiponektin besitzen, kénnten sowohl die gesteigerte
Expression als auch erhohte Serumspiegel der CTRP’s einen kompensatorischen
Mechanismus in Zustanden verminderter Adiponektin-Verfligbarkeit wie beispielsweise

Adipositas oder Diabetes mellitus auf lokaler Ebene darstellen.

5.2 Die in vitro Wirkung der CTRP’s auf AMPK und ACC
5.2.1 Die Veranderung der Phosphorylierung der AMPK und der ACC

nach Stimulation mit CTRP’s

Hormonelle Aktivatoren der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) wie Leptin

54



(Minokoshi, Kim et al. 2002) und Adiponektin (Yamauchi, Kamon et al. 2002) aber
auch das Diabetesmedikament Metformin (Fryer, Parbu-Patel et al. 2002) induzieren
eine Aktivierung der AMPK unabhdngig von Verdnderungen des AMP/ATP-
Verhaltnisses. Die AMPK hemmt die Fettsédurebiosynthese durch Phosphorylierung der
Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) und wirkt in verschiedenen Organen als ein
Hauptstimulator der Betaoxidation (Saddik, Gamble et al. 1993).

Adiponektin (Li, Wu et al. 2007) sowie CTRP 1, 2, 5 und 6 (Peterson, Aja et al. 2011,
Wong, Wang et al. 2004; Park, Choi et al. 2009) induzieren in verschiedenen Zelltypen
die Phosphorylierung der AMPK am Thrl72 und der ACC am Ser79. CTRP 13
induziert die Phosphorylierung der AMPK am Thrl72 und steigert die
Glukoseaufnahme in 3T3-L1 Adipozyten, L6 Myotuben und Leberzellen (Wei, Peterson
et al. 2011). In den zun&chst von mir untersuchten menschlichen embryonalen
Nierenzellen (HEK293-Zellen) konnte auch in der vorliegenden Arbeit eine Aktivierung
der AMPK am Thrl72 nach Stimulation mit CTRP 2, 3, 7, 9 nachgewiesen werden.
Hierbei wurde die AMPK nach 5- und 10-mindtiger Inkubation mit CTRP 1 und CTRP
7 aktiviert, wahrend die CTRP 3- und 9-induzierte Phosphorylierung der AMPK nach
20 Minuten und 40 Minuten nachgewiesen werden konnte. Im Vergleich zu dieser
einfach  zu  handhabenden  Standardzelllinie  der  Zellbiologie  zeigten
Rattenkardiomyoblasten eine AMPK-Aktivierung lediglich nach Stimulation mit CTRP
7und CTRP 9.

Die Acetyl-CoA-Carboxylase, ein wichtiges Target der AMPK, wurde in HEK293-
Zellen in dieser Arbeit nach Stimulation mit CTRP 2, 3, 7 und 9 am Ser79
phosphoryliert. In Hela-Zellen konnte zudem von anderen Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass die ACC mit einer Mutation am Ser79 nicht von der AMPK phosphoryliert
werden kann (Ha, Daniel et al. 1994). CTRP 1 phosphoryliert die AMPK und ACC im
Skelettmuskel und steigert die Fettsdureoxidation im Musculus soleus (Wong,
Krawczyk et al. 2008). CTRP 2, 5, 6, und 9 vermitteln in Muskelzellen die Aktivierung
intrazelluldrer Signaltransduktionswege, die bisher nur teilweise bekannt sind. Die von
CTRP 2, 5, 6, und 9 aktivierte AMPK fiihrt zu einer Inaktivierung der ACC und damit
einer Steigerung der Fettsdureoxidation sowie einer gesteigerten Glukoseaufnahme in
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die Muskelzellen (Lee, Kim et al. 2010; Wei, Peterson et al. 2010; Wong, Wang et al.
2004; Wong, Krawczyk et al. 2008; Park, Choi et al. 2009; Wong, Krawczyk et al.
2009). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CTRP 2, 7 und 9 die
Phosphorylierung der ACC zuné&chst nach 5 Minuten steigerten, wobei nach 80 Minuten
eine zweite Induktion der Phosphorylierung der ACC detektiert wurde. CTRP 2, 3, 7
und 9 induzierten die Phosphorylierung der AMPK und der ACC in HEK293-Zellen,
wohingegen CTRP 1, 6 und 10 die AMPK und ACC nicht beeinflussten. Nach der
Analyse der CTRP-Effekte in HEK293-Zellen wurden CTRP 7 und CTRP 9, die die
groRte  Ahnlichkeit zu Adiponektin  aufweisen, in H9C2-Zellen hinsichtlich
metabolischer Effekte untersucht. Im Gegensatz zu den HEK293-Zellen zeigte sich
nach Induktion mit den anderen CTRP’s keine Aktivierung von AMPK oder ACC in den
HO9C2-Zellen. Auch in der Induktionszeit der AMPK- und ACC-Aktivierung durch
CTRP 7 und 9 unterschieden sich die HEK293-Zellen von den H9C2-Zellen. Mdgliche
Erklarungen hierfiir wiaren Unterschiede in der Affinitit der CTRP’s zu AdipoRI1.
CTRP’s weisen eine Aminosaurehomologie zwischen 27% und 73% auf. Verschiedene
CTRP’s konnen Hexamere und Heterooligomere bilden. Diese Strukturvarianten der
CTRP’s konnten die molekularen Mechanismen der Bindungen zwischen CTRP’s und
AdipoR1 beeinflussen und so zu verschiedenen Effekten auf nachgeschaltete
Signalwege wie Phosphorylierung der AMPK oder der ACC flhren. Wéhrend CTRP 7
und 9 in HI9C2-Zellen die Aktivierung der AMPK erst nach 20 und 40 Minuten
induzierten, konnte eine gesteigerte Phosphorylierung der ACC bereits nach 5 Minuten
gezeigt werden. Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit sowohl in HEK293-Zellen als
auch in H9C2-Zellen gezeigt wird, dass die ACC am Ser79 eher als die AMPK am
Thrl72 phosphoryliert werden. Die Zeitpunkte der Phosphorylierung der AMPK am
Thrl72 und ACC am Ser79 deuten darauf hin, dass die Regulation der AMPK und der
ACC partiell unabhangig voneinander verlaufen kann. CTRP 2 und 9 induzieren
aullerdem eine Phosphorylierung der p44/p42 MAPK in C2C12-Myotuben (Wong,
Krawczyk et al. 2009), wahrend die Phosphorylierung von Akt nach der Stimulation mit
CTRP 3 und 9 gesteigert wird (Wong, Krawczyk et al. 2009). Die Aktivierung dieser
Kinasen aber auch weiterer bisher nicht identifizierter Signalwege kdnnten AMPK-
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unabhéngig einen Einfluss auf die ACC nehmen.

5.2.2 Mogliche Regulationsmechanismen der AMPK und der ACC

In weiteren Untersuchungen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Effekt von
CTRP 7 und 9 auf die ACC durch Ara A, einem AMPK-Inhibitor (Musi, Hayashi et al.
2001), im Gegensatz zur Aktivierung der AMPK nicht komplett aufgehoben wurde.
Dies lasst vermuten, dass nach Stimulation mit CTRP’s neben der AMPK eine
zusatzliche Kinase Einfluss auf die ACC nimmt. Dies konnte auch die Tatsache erklaren,
dass andere Arbeitsgruppen (Wong, PNAS, 2004) in C2C12 Myotuben nach 5-
minutiger CTRP 2-Stimulation trotz unverénderter Phosphorylierung der AMPK bereits
eine Zunahme der Phosphorylierung der ACC nachweisen konnten. Es ist bekannt, dass
nur das Thrl72, welches sich im Activation Loop der AMPK befindet, in der
phosphorylierten Form zur AMPK-Aktivierung fihrt (Hawley, Davison et al. 1996).
Dagegen resultiert die Phosphorylierung der AMPK an zwei weiteren Positionen dem
Thr258 und dem Ser485/491 nicht in einer AMPK-Aktivierung (Woods, Vertommen et
al. 2003). Allerdings wurde die Interaktion zwischen diesen Phosphorylierungsstellen
und dem Aktivitatszustand der ACC bisher noch nicht naher untersucht. Von einer Reihe
von Kinasen ist bereits bekannt, dass sie die ACC ebenfalls phosphorylieren. So konnte
gezeigt werden, dass die Proteinkinase A (PKA) die ACC im Muskel phosphoryliert
(Winder, Wilson et al. 1997). Als Phosphorylierungsstellen der PKA an der ACC
wurden bisher das Ser77 und das Ser1200 nachgewiesen (Ha, Daniel et al. 1994). Ob
diese Aminosaurepositionen und die Aktivierung der PKA ebenfalls bei der
Phosphorylierung der ACC unter CTRP-Stimulation eine Rolle spielen, wurde
allerdings bislang noch nicht untersucht. Eine Aktivierung des Ser79, die in dieser
Arbeit untersucht wurde, ist fir die PKA bisher nicht beschrieben. Die ACC wird
aullerdem von der Casein-Kinase | und Il (Witters and Bacon 1985) phosphoryliert,
jedoch ist die exakte Phosphorylierungsstelle bisher nicht bekannt. Zudem wird die
ACC durch die AMPK neben dem Ser79 auch am Ser221, Ser1200 sowie am Ser1215
phosphoryliert (Davies, Sim et al. 1990).

57



\Von der Acetyl-CoA-Carboxylase sind zwei Isoformen bekannt: ACC1 und ACC2.
ACC1 wird hauptséchlich in der Leber exprimiert, ACC2 dagegen im Muskel (Tong
2005). ACC2-Knockout-Méause zeigen im Skelettmuskel eine permanent erhohte
Fettsdure-Oxidation (Abu-Elheiga, Matzuk et al. 2001). Unter AMPK-Aktivierung
konnte bei der ACC1-Isoform eine Phosphorylierung des Ser79 detektiert werden,
wéhrend die Phosphorylierung des Ser221 bei der ACC2-Isoform nachgewiesen werden
konnte (Abu-Elheiga, Almarza-Ortega et al. 1997). Ser221 konnte bei der AMPK-
induzierten Phosphorylierung der ACC fur die Fettsaureoxidation im Muskel eine groRe
Rolle spielen. In den hier dargestellten Versuchen wurde die Phosphorylierung der ACC
am Ser79 durch die AMPK untersucht. H9C2-Zellen exprimieren sowohl ACC1 als
auch ACC2. Eine eventuelle Phosphorylierung der ACC2 am Ser221 wird Bestandteil
weiterfuhrender zukinftiger Untersuchungen sein. In dieser Arbeit konnten auRerdem
zwei verschiedene Peaks sowohl fir die Phosphorylierung der AMPK als auch der ACC
in HEK293-Zellen detektiert werden. Dies lasst die Annahme zu, dass die AMPK nicht
nur direkt, sondern auch tber einen weiteren Signalweg durch CTRP 7 und CTRP 9
reguliert werden konnte. Vorstellbar ist, dass sich unter den Downstream Targets der
AMPK selbst eine Kinase befindet, welche im Sinne eines verstarkenden Loops die
AMPK phosphoryliert. Auch Signalwege, die Tumorsuppressor LKB1-vermittelt sind
oder an denen AMPKKs (AMPK Kinasen) beteiligt sind, spielen in der Aktivierung der
AMPK eine Rolle (Shaw, Kosmatka et al. 2004). LKB1-KO-M4&use weisen eine
reduzierte Aktivierung der AMPKo2 und eine verringerte Phosphorylierung der ACC
auf (Sakamoto, Zarrinpashneh et al. 2006). Weitere Studien sind erforderlich, um die

potentiellen Effekte der CTRP’s auf LKB1 und die AMPKKS zu beleuchten.

5.3 CTRP’s und metabolische Effekte

5.3.1 Versuchsbedingungen

Fir  Untersuchungen des Glukosetransports auf  zellularer Ebene  sind
Muskelzellsysteme besser als HEK293-Zellen geeignet. In unserer Arbeitsgruppe

werden unter anderem primaren Kardiomyozyten der Ratte verwendet. Ein auf solchen
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Zellen basierendes Modell ist jedoch aufwendig, da Kardiomyozyten keine
Teilungsfahigkeit besitzen und so nur eingeschrénkt zur Zellkultivierung geeignet sind.
Weitere Nachteile der Kultivierung adulter Rattenkardiomyozyten sind deren
progrediente Entdifferenzierung in der Kultur (ab ca. 72 Stunden) sowie die minimalen
Transfektionsraten bei Verwendung kationischer Lipide. Um die Funktion der CTRP’s
auf den Glukosetransport zu analysieren, kamen deshalb in dieser Arbeit H9C2-
Kardiomyoblasten zur Anwendung. Diese Zellen wurden aus embryonalen Rattenherzen
gewonnen und konnen relativ einfach kultiviert werden. Sie zeichnen sich weiterhin
durch eine erhéhte Widerstandsfahigkeit aus und eignen sich besser fir Transfektionen
oder Langzeituntersuchungen.

In diversen Studien konnte nachgewiesen werden, dass Adiponektin die Aktivierung der
AMPK steigert, die Insulinsensitivitat verbessert und sich insgesamt positiv auf die
Glukosehomoostase des Organismus auswirkt.  Adiponektin  fuhrt zu einer
Verminderung sowohl der muskul&ren als auch der hepatischen Glukoneogenese und zu
einer gesteigerten Lipidoxidation. Daneben fuhren CTRP 2, 5, 6 und 9 in Muskelzellen
sowie CTRP 13 in 3T3-L1 Adipozyten, L6 Myotuben und Hepatozyten zu einer
Aktivierung des AMPK-Signalweges und induzieren dadurch die Glukoseaufnahme
(Lee, Kim et al. 2010; Wei, Peterson et al. 2011; Wong, Wang et al. 2004; Wong,
Krawczyk et al. 2008; Park, Choi et al. 2009; Wong, Krawczyk et al. 2009). In der
vorliegenden Arbeit wurden der fir die induzierbare Glukoseaufnahme verantwortliche
Glukosetransporter 4 (GLUT4) und der fur die basale Glukoseaufnahme
verantwortliche Glukosetransporter 1 (GLUT1) untersucht. GLUT1, der fur die
Grundversorgung der Zelle zustdndig ist, hat einen Anteil von 30% aller
Glukosetransporter in der Plasmamembran. In Insulinrezeptor-Knockout-Mdusen findet
sich eine geringe Erhéhung der GLUT1-Expression (Shefi-Friedman, Wertheimer et al.
2001). Das l&sst vermuten, dass diese Ma&use bei permanent erhohten
Plasmaglukosespiegeln mehr Glukose insulinunabhangig via GLUTL1 in die Zellen
aufnehmen. Um den basalen Glukoseverbrauch zu regulieren und eine hinreichende
Versorgung zu gewahrleisten, wird daher die GLUT1-Expression in Insulinrezeptor-
Knockout-Mausen vermehrt induziert.
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GLUT4 findet sich vor allem im Muskel- und Fettgewebe. In H9C2-Zellen wurde eine
geringe GLUT4-Expression detektiert, was mit dem Differenzierungszustand der H9C2-
Zellen zusammenhangen konnte (Armoni, Harel et al. 2005). In den Versuchen dieser
Arbeit wurden H9C2-Zellen im undifferenzierten Blastenstadium verwendet. Von
differenzierten H9C2-Zellen (Myotyben) ist jedoch bekannt, dass sie eine deutliche
GLUT4-Expression zeigen (Yu, Poirier et al. 1999). Deshalb wurden die H9C2-
Myoblasten mit pQBI-HA-GLUT4-Plasmiden transfiziert. Dies bietet den Vorteil, dass
mittels eines Anti-HA-Antikorpers lediglich die Transporter detektiert werden, die sich

an der Oberflache der Zelle (Zellmembran) befinden.

5.3.2 Wirkung von CTRP’s auf die Translokation der

Glukosetransporter und die Glukoseaufnahme

In den hier beschriebenen Versuchen wurde fur GLUT1 nach Stimulation mit CTRP 7
und 9 bereits nach kurzer Zeit eine Translokation in die Plasmamembran der Zellen
deutlich nachgewiesen. Die gleichen CTRP’s bewirkten eine Translokation von GLUT4
(pQBI-HA-GLUT4) nach 10 Minuten (CTRP 7) sowie nach 5, 20, 40 und 80 Minuten
(CTRP 9). Die genauen Mechanismen dieser AMPK-vermittelten Steigerung der
Glukoseaufnahme sind nicht bekannt, allerdings scheint das AKT Substrate 160 (AS
160) eine wichtige Rolle einzunehmen (Eguez, Lee et al. 2005). AS 160 wird nach
Behandlung mit AICAR (Bruss, Arias et al. 2005) in Adipozyten und im Muskelgewebe
phosphoryliert. Im phosphorylierten Zustand verliert AS 160 seine hemmende Wirkung
auf die Fusion der GLUT4-Vesikel mit der Plasmamembran (Sano, Kane et al. 2003;
Zeigerer, McBrayer et al. 2004), wodurch es zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme in
die Zelle kommt. In den Untersuchungen dieser Arbeit fuhrten CTRP 7 und 9 nach 20
Minuten zu einer gesteigerten Phosphorylierung von AS 160 in den H9C2-Zellen.
Obwohl immunzytochemisch kein Nachweis der Translokation des nativen, nicht
uberexprimierten GLUT4 gelang, spricht die erhohte AS160-Phosphorylierung fir
einen signifikanten Einfluss von CTRP 7 und CTRP 9 auf die GLUT4-Translokation.

Die Aktivierung der AMPK durch CTRP 7 und CTRP 9 wurde jedoch zeitlich erst nach
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der friihesten Translokation von GLUT1 und GLUT4 gezeigt. Die AMPK scheint daher
fur die fruhe Translokation der Glukosetransporter nicht verantwortlich zu sein.
Dagegen konnten insulinabhdngige Signalwege fir die akut induzierte GLUT1- und
GLUT4-Translokation durch CTRP 7 und 9 eine Rolle spielen. Diese Signalwege
regulieren die Phosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrats-1 (IRS-1) (Sun,
Rothenberg et al. 1991), die Aktivierung der PI3-K (Myers, Backer et al. 1992) sowie
die Glukoseaufnahme. Die PI3-Kinase induziert Phosphatidylinositol-3, 4,5-Phosphat
(PIP3), das durch Bindung an Phosphoinositid-dependent-Kinase 1 (PDK1) die
Proteinkinase B (PKB oder auch Akt genannt) aktiviert (Alessi, James et al. 1997). Dies
fihrt zum Transfer von Glukosetransportern wie GLUT4 aus dem Zellinneren in die
Plasmamembran und stimuliert so die Glukoseaufnahme (Bae, Cho et al. 2003). Der
sogenannte insulinabhangige Signalweg wird nicht nur von Insulin gesteuert. Die
Aktivierung der PI3-Kinase spielt in der Weiterleitung der insulinabhéngigen
Signalwege eine essentielle Rolle. Adiponektin kann auch den Phosphatidylinositol-3-
Kinase-Akt-Weg aktivieren (Barb, Neuwirth et al. 2007). Metformin, welches als
Medikament in der Diabetesbehandlung eingesetzt wird, verursacht nicht nur durch
Aktivierung der AMPK (Lee, Lee et al. 2011), sondern auch (ber den
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt-Weg (Rice, Pellatt et al. 2011) eine GLUT4-
Translokation in die Plasmamembran von Muskelzellen. Durch die CTRP’s konnte
dieser Signalweg also ebenfalls beeinflusst werden.

Nach Ara A Hemmung wurde die GLUT1-Translokation nach CTRP 9-Stimulation
vollstandig inhibiert, wahrend sie nach CTRP 7-Stimulation nur teilweise gehemmt
wurde. Im Gegensatz dazu zeigte sich nach Ara A-Behandlung eine moderate
Reduktion der durch CTRP 9 gesteigerten GLUT4-Translokation, jedoch wurde die
GLUT4-Translokation nach CTRP 7-Stimulation durch Ara A verhindert. Das spricht
daftr, dass die AMPK bei der CTRP 9-induzierten GLUT1-Translokation und CTRP 7-
induzierten GLUT4-Translokation eine groRe Rolle spielt. Adenovirus-vermittelte
Uberexpression von CTRP 9 verringert in ob/ob Mausen die Serumglukosespiegel
(Wong, Krawczyk et al. 2009). Vergleichbar dazu zeigten weitere Untersuchungen, dass
die Glukoseaufnahme nach Stimulation mit CTRP 7 und 9 deutlich in HIC2-Zellen
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gesteigert wurde. Diese gesteigerte Glukoseaufnahme durch CTRP 7 und 9 wurde in
untransfizierten Zellen durch Ara A gehemmt, in GLUT4-0berexprimierenden Zellen
dagegen nur teilweise blockiert. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der erhéhte
Transport von Glukose in die Zelle nach Behandlung mit CTRP’s ebenso wie die
Translokation der Glukosetransporter nicht ausschlieBlich Uber die AMPK vermittelt
wird. Insulinabhéngige Signalwege konnten auch in der CTRP 7 und 9 induzierten
GLUT-Translokation und Glukoseaufnahnme eine Rolle spielen. Die mdglichen
Interaktionen zwischen diesen insulinabhdangigen und den AMPK-abhangigen
Signalwegen bei der CTRP-induzierten GLUT1- und GLUT4-Translokation sind

Gegenstand der weiterfuhrenden Untersuchungen.

5.4 CTRP’s und Adiponektinrezeptoren in vitro

Fur Adiponektin sind bisher zwei Adiponektinrezeptoren (AdipoR1, AdipoR2) sowie
ein Korezeptor (T-Cadherin) beschrieben. AdipoR1 findet sich ubiquitér, jedoch
besonders haufig im Muskel und wirkt hauptséchlich als Rezeptor fiur globuldres
Adiponektin. Die HMW-Komplexe des Adiponektins dagegen binden an AdipoR2,
welcher hauptséchlich in der Leber exprimiert wird (Yamauchi, Kamon et al. 2003). T-
Cadherin befindet sich vor allem in Endothelzellen und in glatter Muskulatur (Hug,
Wang et al. 2004). Adiponektin bindet an die C-terminale, extrazellulare Doméne der
Adiponektinrezeptoren. Die N-terminale, intrazellulire Doméne bindet an APPL1
wodurch intrazellulére Signalkaskaden ausgeldst werden (Mao, Kikani et al. 2006).

In Leptinrezeptor-defizienten db/db Mausen aktiviert die Uberexpression von AdipoR1
den AMPK-Signalweg und vermindert dadurch die hepatische Glukoseproduktion. Die
Uberexpression von AdipoR2 in diesem Modell fiinrt zu einer gesteigerten Expression
der Glukokinase und zu einer erhohten Fettsaureoxidation (Yamauchi, Nio et al. 2007).
Die AdipoR1 Knockout Maus weist eine reduzierte Glukosetoleranz auf, welche im
hoheren Lebensalter zu Insulinresistenz fihrt. Auch die AdipoR2 Knockout Maus und
die AdipoR1/AdipoR2 Doppelknockout Maus zeigen eine deutliche Glukoseintoleranz
und einen erhéhten Insulinspiegel (Capeau 2007; Yamauchi, Nio et al. 2007). Beide
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Rezeptoren scheinen somit einen wichtigen Beitrag beim Erhalt der Glukosehomdostase
zu spielen. Aufgrund der Strukturhomologie sowie der Aktivierung vergleichbarer
Signalkaskaden durch Adiponektin und durch diverse CTRP’s scheint eine Bindung der
CTRP’s an die Adiponektinrezeptoren vorstellbar. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass der Knockdown von AdipoR1 in H9C2 zu einer verringerten basalen
AMPK- und ACC-Phosphorylierung fuhrt. Diese Ergebnisse deuten auf einen
essentiellen Effekt von AdipoR1 auf die basale Aktivierung von AMPK und ACC hin.
Ebenso wird die CTRP 7 und CTRP 9-induzierte Phosphorylierung der AMPK und
ACC durch den Knockdown von AdipoR1 fast vollstandig unterdriickt. Dies kdnnte
dafur sprechen, dass dieser Effekt uber AdipoR1 vermittelt wird. Der Knockdown von
AdipoR2 beeinflusste hingegen in H9C2-Myoblasten weder die basale noch die CTRP-
vermittelte Aktivierung von AMPK oder ACC. Im Gegensatz dazu wurde veroffentlicht,
dass die Stimulation mit CTRP 5 in Myozyten aus der Skelettmuskulatur (Ratte) nach
AdipoR1-Knockdown keine Anderungen im Bezug auf AMPK- und ACC-
Phosphorylierung zeigt (Park, Choi et al. 2009). Somit scheint dieser CTRP 5-Effekt
nicht Uber AdipoR1 vermittelt zu sein. In zukinftigen Untersuchungen sollen die
Auswirkungen weiterer CTRP’s in Myozyten von AdipoR1 Knockout Miusen
analysiert werden, um weitere Ruckschliisse auf die in vivo Relevanz der Beziehung

zwischen AdipoR1 und den CTRP’s ziehen zu konnen.
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6. Schlussfolgerungen

Die CTRP’s werden ubiquitdr exprimiert, wéahrend Adiponektin vor allem im
Fettgewebe detektierbar ist. CTRP 7 und 9 fiihren in Kardiomyoblasten zu dhnlichen
Effekten wie das Adiponektin. So zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass
CTRP 7 und 9 in H9C2-Kardiomyoblasten sowohl eine Phosphorylierung der AMPK
als auch der ACC bewirken. Dass die ACC teilweise vor Aktivierung der AMPK
phosphoryliert wurde, deutet auf eine partiell unabhéngig voneinander verlaufende
Regulation der beiden Enzyme hin. Dabei ist eine zusatzliche CTRP-induzierte Kinase,
welche sich auf die ACC auswirkt, denkbar. Die CTRP 7 und 9 induzierte
Phosphorylierung der AMPK und ACC wird Uber AdipoR1 vermittelt. Beide CTRP's
fordern die Glukoseaufnahme unter anderem durch verstarkte Translokation der
Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 vom Zytosol in die duf3ere Zellmembran.
Neben AMPK-vermittelten Signalwegen kdnnten auch insulinabhéangige Signalwege an
der akut induzierten GLUT1- und GLUT4-Translokation durch CTRP 7 und 9 beteiligt
sein.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinweise darauf, dass CTRP’s
maoglicherweise in Zustanden verminderter Adiponektinverfiigbarkeit auf lokaler Ebene
in der Lage sind, den Adiponektinmangel zu kompensieren. Sie kénnten somit als
potentieller Angriffspunkt zukiinftiger Therapien metabolischer Erkrankungen wie

Adipositas und Typ 2 Diabetes mellitus eine wichtige Rolle spielen.
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7. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle der Adiponektinparaloge, der C1g/TNF-
related Proteine (CTRP’s), auf intrazellulire AMPK-Signaltransduktionswege, die
Translokation der Glukosetransporter und die Glukoseaufnahme untersucht. Hierbei
konnte in verschiedenen Rattenorganen nachgewiesen werden, dass die CTRP’s
ubiquitdr in unterschiedlicher Auspragung exprimiert werden, wahrend Adiponektin vor
allem im Fettgewebe detektierbar ist. In HEK293-Zellen induzierten CTRP 2, 3, 7 und 9
die Phosphorylierung der AMPK am Thr172 und der ACC am Ser79, wobei die ACC-
Phosphorylierung der AMPK-Aktivierung vorausging. CTRP 7 und 9 induzierten die
Phosphorylierung der AMPK und ACC in H9C2-Zellen. Hier zeigte sich ebenfalls
bereits eine friihe Phosphorylierung der ACC. Durch die Gabe des AMPK-Inhibitors
Ara A konnte die CTRP 7- und die CTRP 9-induzierte AMPK-Aktivierung vollstandig,
die Phosphorylierung der ACC dagegen nur teilweise verhindert werden. Um
herauszufinden, ob die CTRP-Effekte Uber Adiponektinrezeptoren vermittelt sind,
wurde in H9C2-Zellen die Expression der Adiponektinrezeptoren AdipoR1 und
AdipoR2 mit Hilfe von siRNA-Oligonukleotiden unterdriickt. Nur in AdipoR1-
herabregulierten H9C2-Zellen zeigte sich keine CTRP 7- oder CTRP 9-induzierte
Phosphorylierungen der AMPK und der ACC. Die Translokation der Glukosetransporter
GLUTL1 und GLUT4 vom Zytosol in die Membran war nach Stimulation mit CTRP 7
und 9 in H9C2-Zellen bereits nach wenigen Minuten deutlich nachweisbar. Nach
Vorbehandlung mit Ara A konnte die durch CTRP 9-induzierte GLUT1-Translokation
vollstandig, die CTRP 7-vermittelte GLUT1-Translokation dagegen nur teilweise
gehemmt werden. Im Gegensatz dazu ergab sich nach Ara A Behandlung lediglich eine
Reduktion der durch CTRP 7 gesteigerten GLUT4-Translokation. In H9C2-Zellen
konnte eine Steigerung der Glukoseaufnahme nach Stimulation mit CTRP 7 und 9
nachgewiesen werden. Die Aufnahme von Glukose wurde durch Ara A in
untransfizierten Zellen gehemmt, wéhrend es in GLUTA4-uberexprimierenden Zellen nur

zu einer teilweisen Blockade der Glukoseaufnahme durch den AMPK-Hemmstoff kam.
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/. Summary

In the present study, the effects of the adiponectin paralogs C1g/TNF-related proteins
(CTRP’s) on the intracellular AMPK signaling pathway, glucose transport and glucose
uptake was examined. It was demonstrated in different rat organs, that CTRP’s are
ubiquitously expressed in a variety of rat tissues, whereas adiponectin can most notably
be detected in adipose tissue. In HEK293 cells CTRP 2, 3, 7, 9 induced the
phosphorylation of AMPK at Thrl72 and ACC at Ser79, but the phosphorylation of
ACC preceded the activation of AMPK. CTRP 7 and CTRP 9 induced the
phosphorylation of AMPK and ACC in H9C2 cells. Furthermore, an early
phosphorylation of ACC was shown in these cells after treatment with CTRP 9.
Treatment with the AMPK inhibitor Ara A prevented the CTRP 7 and 9-induced AMPK
activation completely, while phosphorylation of ACC was only partially blocked. To
investigate whether the effects of CTRP’s are mediated by the adiponectin receptors, the
expression of adiponectin receptors AdipoR1 and AdipoR2 in H9C2 cells was
suppressed using siRNA oligonucleotides. Only in AdipoR1-knockdown H9C2 cells,
CTRP 7- and 9-induced phosphorylation of AMPK and ACC could not be detected. The
translocation of GLUT1 and GLUT4 from the cytosol to the cell membrane was
detectable shortly after stimulation with CTRP 7 and 9. After pretreatment with Ara A,
CTRP 9-induced GLUT1 translocation was completely inhibited, while CTRP 7-
induced GLUT1-translocation was only partially inhibited. In contrast, Ara A treatment
only resulted in the reduction of CTRP 7-induced GLUT4 translocation. In HOC2 cells,
an increase of glucose uptake was detected after the stimulation with CTRP 7 and 9.
The glucose uptake was inhibited by Ara A in untransfected cells, while it was only

partially blocked in cells overexpressing GLUTA4.
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8. Abkirzungsverzeichnis
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