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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Der Diabetes mellitus gilt als eine der haufigsten Erkrankungen in den sog.
Industrielandern. Zur Zeit sind weltweit ca. 150 Millionen Menschen betroffen, wobei
sich die Zahl bis 2025 verdoppelt haben wird (ZIMMET et al., 2001). Dabei handelt
es sich zum groften Teil um Erkrankungen an Diabetes mellitus Typ 2. Besondere
Bedeutung gewann der Diabetes mellitus Typ 2 in den letzten zwei Jahrzehnten
aufgrund der steigenden Lebenserwartung und dem damit verbundenen erhdhten
Auftreten von Folgeschaden. Da sich diese Erkrankung Uber viele Jahre bzw.
Jahrzehnte manifestiert, sind PraventivmalRnahmen, die eine detaillierte Kenntnis der
Atiologie und Pathogenese voraussetzen, von grolRer Bedeutung. Trotz intensiver
Forschung der letzten Jahrzehnte sind einige Mechanismen der Pathogenese immer
noch unklar. Das Zusammenspiel zahlreicher pathophysiologischer Vorgange
erschwert die Zuordnung von Ursache und Wirkung.

Nach heutigen Erkenntnissen handelt es sich bei der Atiologie des Diabetes mellitus
Typ 2 um eine Kombination aus einer polygenetischen Pradisposition und umweltbe-
dingten Faktoren (z.B. Adipositas, energiereiche Ernahrung, mangelnde Bewegung,
Alter) (KAHN et al., 2003; ROSS et al., 2004). Er ist durch eine chronische Hypergly-
kamie charakterisiert, die durch Insulinresistenz und verminderte Insulinsekretion
verursacht wird (KERNER et al., 2001). Durch die chronische Hyperglykamie kommt
es zu Schadigungen des Gefallsystems, welche sich als Folgeschaden im fortge-
schrittenen Alter manifestieren und letztendlich zum Tode fuhren kdnnen.

Beim Gesunden bewirkt der Insulinstimulus uUber eine Signalkaskade die Transloka-
tion eines spezifischen Transporters (GLUT4) zur Plasmamembran, der die Auf-
nahme von Glukose in die Zelle ermoglicht. Es gilt als erwiesen, dass eine gestorte
GLUT4-Translokation zu einer geringeren Aufnahme der Glukose in die Zelle und

somit zur verminderten Wirkung von Insulin fuhrt (Insulinresistenz).



Fur den Transport von GLUT4 vom Inneren der Zelle zur Oberflache ist ein intaktes
Aktinfilament-Netzwerk notwendig (MARTIN et al., 1996; TSAKIRIDIS et al., 1997,
OMATA et al., 2000; KANZAKI und PESSIN, 2001). Eine Beteiligung der Metaboliten
der 12/15-Lipoxygenase -ein Enzym im Arachidonsauremetabolismus- an der
Bildung des Aktinfilament-Netzwerkes wurde in zahlreichen Untersuchungen
nachgewiesen (KANG und VANDERHOEK, 1998; KANG et al., 1999).

DRANSFELD et al. stellten 2001 fest, dass eine Inhibition der 12/15-Lipoxygenase in
Kardiomyozyten der Ratte eine Depolymerisation des Aktin-Netzwerkes und somit

eine gestorte GLUT4-Translokation und Glukoseaufnahme hervorruft.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der 12/15-Lipoxygenase auf die Insulinsignal-
kaskade und die GLUT4-Translokation anhand eines 12/15-Lipoxygenase-Knockout-
Mausmodells naher zu charakterisieren. Weiterhin sollten die Knockout-Mause in

Hinblick auf die Entwicklung einer Insulinresistenz untersucht werden.



Schrifttum 3

2. SCHRIFTTUM

2.1 Diabetes mellitus

Laut Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) ist der Diabetes mellitus
als eine durch den Leitbefund chronische Hyperglykamie hervorgerufene Regulati-
onsstorung des Stoffwechsels charakterisiert. Es liegt entweder eine gestorte
Insulinsekretion, eine verminderte Insulinwirkung oder beides zugrunde (KERNER et
al., 2001). Von dieser multifaktoriellen Stoffwechselstorung sind weltweit zahlreiche
Menschen betroffen (LENG et al., 2004). Dabei ist die Anzahl der Erkrankungen v.a.
in den letzten zwei Jahrzehnten rapide gestiegen. Dies hangt u.a. mit der fortschrei-
tenden Industrialisierung und den damit verbundenen veranderten Lebens- und
Ernahrungsbedingungen zusammen (ZIMMET et al., 2001; SHAW und CHISHOLM,
2003). In erster Linie ist hier die zu erwartende Zunahme der Adipositasfalle sowie
eine steigende Lebenserwartung zu nennen. Zur Zeit sind weltweit schatzungsweise
150 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt, Prognosen zufolge wird sich
diese Zahl bis zum Jahre 2025 verdoppeln (ZIMMET et al., 2001).

Bisher ging man von einer Diabeteshaufigkeit in Deutschland von ca. 5 % der Bevol-
kerung aus. Aufgrund neuer epidemiologischer Studien, aus Vergleichen mit anderen
Landern und den neuesten Empfehlungen der World Health Organisation (WHO) und
der International Diabetes Federation zur Diabetes-Diagnostik ist von einer Haufig-
keit von 7-8 % der Erwachsenenbevdlkerung auszugehen. Die Erfassung aller an
Diabetes erkrankten Personen gestaltet sich schwierig, da gerade der am weitesten
verbreitete Diabetes mellitus Typ 2 im Anfangsstadium ohne klinische Symptome
verlauft. Daher wird vermutet, dass ca. 50 % der Diabetes mellitus Typ 2-Falle nicht
diagnostiziert werden. Der Anteil der Diabetes mellitus Typ 1-Patienten ist gering, er
wird derzeit auf 5-7 % aller Diabetesfalle geschatzt (SHAW und CHISHOLM, 2003;
GIANI et al., 2004). Sowohl Manner als auch Frauen sind mit etwa gleicher
Haufigkeit von Diabetes betroffen, zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr erkranken
haufiger Manner als Frauen an Diabetes, ab dem 60. Lebensjahr kehrt sich das
Verhaltnis um (GIANI et al., 2004).
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Gemal American Diabetes Association (ADA) und WHO wurde der Diabetes mellitus
1997 aufgrund seiner Atiologie klassifiziert (Tab. 1). Auf die Begriffe
insulinabhangiger Diabetes mellitus (IDDM) und nicht-insulinabhangiger Diabetes
mellitus (NIDDM) wurde ausdrucklich verzichtet, da bei dieser Bezeichnung nicht die
zugrunde liegenden pathogenetischen Mechanismen berucksichtigt werden, sondern
nur die jeweilige Therapieform (KUZUYA und MATSUDA, 1997).

Wie in Tab. 1 dargestellt ist, existieren zwei Hauptformen des Diabetes mellitus
sowie zwei ,Sonderformen®. Der Diabetes mellitus Typ 1 ist gekennzeichnet durch
eine autoimmun-vermittelte Zerstorung der p-Zellen in den Langerhansschen Inseln
des Pankreas. Dies fuhrt zu einem Insulinmangel und damit zur Hyperglykamie mit
den klassischen Symptomen: Polyurie, Polydipsie, Ketoazidose und Gewichtsverlust.
Bei weiter anhaltender Hyperglykamie kann eine metabolische Azidose entstehen,
die im fortgeschrittenen Stadium zum hyperglykamischen Koma fuhren kann.
Menschen, die an Diabetes mellitus Typ 1 erkranken, sind, um zu Uberleben, auf
exogene Insulingaben angewiesen (KERNER et al., 2001; BOITARD, 2002). In der
Regel erkranken die meisten Patienten im Kindesalter, in den letzten Jahren wurde
aber auch ein Anstieg der Neuerkrankungen bei Erwachsenen festgestellt. Diese
Diabetes mellitus-Form wird als ,verzogerter Typ 1-Diabetes im Erwachsenenalter”
(LADA) bezeichnet (KERNER et al., 2001; DEVENDRA et al., 2004). Die Ursachen
der autoimmun-vermittelten Zerstorung sind bis jetzt nicht hinreichend geklart,
vermutlich ist ein Zusammenspiel genetischer und umweltbedingter Faktoren dafur
verantwortlich (DEVENDRA et al., 2004). Neben dem immunologisch vermittelten
Typ 1A Diabetes existiert noch ein weiterer Subtyp (Typ 1B), dem keine
athiopathogenetische Kausalitat zuzuordnen ist. Es handelt sich um eine
idiopathische Form, die im hohen Male vererbbar ist und in Deutschland nur verein-
zelt auftritt (KERNER et al., 2001; DEVENDRA et al., 2004).

Zu ,Anderen spezifischen Typen® gehdren Diabetesformen, die sich aufgrund geneti-
scher Defekte des Pankreas und der Insulinwirkung, endokriner oder anderer inter-
nistischer Erkrankungen, als Medikamentennebenwirkungen, nach Infektionen, im
Rahmen verschiedener Syndrome oder aufgrund immunologischer Prozesse entwi-
ckeln und aulerst selten vorkommen (KERNER et al., 2001).
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Der Gestationsdiabetes ist definiert als Hyperglykamie, die erstmals wahrend der
Schwangerschaft festgestellt wird. Diese Diabetesform kommt in Deutschland bei
ca. 6 % aller Schwangerschaften vor. Durch den Einfluss steigender Spiegel von
Schwangerschaftshormonen (HPL, Prolaktin, Progesteron) kann es zu einer ge-
storten Glukose-Toleranz kommen. Pradisponierende Faktoren sind ein erhohter
Body-Mass-Index, Glukosurie und Diabetes mellitus Typ 1 bei Verwandten
1. Grades. Der Gestationsdiabetes bedeutet fur Mutter und Kind ein hohes Risiko an
Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken, welches durch fruhzeitige Erkennung und kon-
sequente Behandlung sowie langfristigen Kontrollen eingeschrankt werden kann
(LINN und LANG, 2004).

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist eine Erkrankung mit vielfaltigen Ursachen. Nach heu-
tigen Erkenntnissen handelt es sich um eine Kombination aus genetischer Pradispo-
sition, wobei wahrscheinlich mehrere Gene beteiligt sind, und umweltbedingter
Faktoren (z.B. Adipositas, energiereiche Ernahrung, mangelnde Bewegung, Alter)
(KAHN et al., 2003; ROSS et al., 2004). Versuche, die pradisponierenden Gene zu
identifizieren, waren bislang wenig erfolgreich, da zahlreiche Mutationen in einer
Vielzahl von Genen vermutet werden. Es gilt allerdings als erwiesen, dass die
Genetik fur die Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2 eine viel groRere Rolle
spielt als beim Typ 1. Das Risiko fur die Nachkommen eines Typ 2-erkrankten
Elternteils ebenfalls an Diabetes zu entwickeln, ist 3-6fach hoher als bei Menschen,
deren Eltern nicht erkrankt sind.

Durch den grofRen Einfluss der Lebensweise ist der Diabetes mellitus Typ 2 mittler-
weile zu einer klassischen Erkrankung des sog. sedentaren Lebensstils, kombiniert
mit einer erhohten energiereichen Ernahrung, geworden (DOMINICZAK, 2003). Zahl-
reiche Untersuchungen haben eine Beteiligung der Adipositas an der Pathogenese
der Insulinresistenz bewiesen. Dabei wurde festgestellt, dass besonders viszerales
Fett bei androider Stammfettsucht eine hohe Neigung zur Adrenalin-induzierten
Lipolyse hat (LAUBE, 2001). Durch eine verminderte Wirkung von Insulin auf die
Antilipolyse und die vermehrte Lipolyse der Fettdepots ist bei insulinresistenten und
ubergewichtigen Personen die Blutkonzentration freier Fettsauren erhoht.
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Die freien Fettsauren bewirken eine Steigerung der Glukoneogenese in der Leber
und eine Hemmung der Glukoseaufnahme im Skelettmuskel. Somit wirken sie
entgegen dem Insulineffekt und verstarken die Insulinresistenz. Weitere
Sekretionsprodukte des Fettgewebes (Adiponectin, Tumor Nekrose Faktor a, Leptin)
stehen in Beziehung zur Entwicklung einer Insulinresistenz, wobei ihre Bedeutung
noch unklar ist. Bewiesen hingegen ist die Beziehung zwischen Adipositas und
Diabetes mellitus Typ 2. Mehrere prospektive Studien, die die Moglichkeit einer
Verzogerung bzw. Verhinderung der Diabetes Typ 2-Neumanifestation durch
Gewichtsreduktion belegen, erharten diesen Befund (KNOWLER et al., 2002;
CHIASSON et al., 2002). Durch Bewegungsmangel verandert sich die Expression
von Elementen der Insulin-Signalkaskade; Glukosetransporter werden weniger
gebildet und schwacher aktiviert. Multifaktorielle, oft gleichzeitig und interaktiv
auftretende Ereignisse in verschiedenen Geweben erschweren eine homogene

Darstellung der Pathogenese und Pathophysiologie des Diabetes mellitus Typ 2.
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.Typ 1 Diabetes

(B-Zell-Zerstorung, die ublicherweise zum absoluten Insulinmangel fuhrt)
A. Immunologisch vermittelt  B. Idiopathisch

I.Typ 2 Diabetes

(kann sich von einer vorwiegenden Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel
bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz erstrecken)

lll.Andere spezifische Diabetes-Typen

A. Genetische Defekte der p-Zell-Funktion
- Chromosom 20, HNF-4a (fruhere Bezeichnung MODY 1); Chromosom 12,
HNF-1a (frihere Bezeichnung MODY 3); Chromosom 7, Glukokinase
(frhere Bezeichnung MODY 2); Mitochondriale DNA

B. Genetische Defekte der Insulinwirkung
- Typ A Insulinresistenz, Leprechaunismus, RABSON-MENDENHALL-Syndrom,
Lipatrophischer Diabetes

C. Erkrankungen des exokrinen Pankreas
- Pankreatitis, Trauma, Pankreatektomie, Neoplasie, Zystische Fibrose,
Hamochromatose, Fibrosierend-verkalkende Pankreopathie

D. Endokrinopathien
- Akromegalie, CUSHING-Syndrom, Glukagonom, Phaochromocytom,
Hyperthyreose, Somatostatinom, Aldosteronom

E. Medikamenten- oder chemikalieninduziert
- Vacor, Pentamidin, Nikotinsaure, Glukokortikoide, Schilddriisenhormone,
Diazoxid, p-adrenerge Agonisten, Thiazide, Phenytoin, Alpha-Interferon

F. Infektionen
- Kongenitale Rotelninfektion, Zytomegalievirus

G. Seltene Formen des immunvermittelten Diabetes, z.B.
- ,STIFF-PERSON“-Syndrom, Antiinsulinrezeptor-Antikorper

H. Andere gelegentlich mit Diabetes assoziierte genetische Syndrome, z.B.
- DowN-Syndrom, KLINEFELTER-Syndrom, TURNER-Syndrom,
- WoLFRAM-Syndrom, FRIEDREICH-Ataxie, Porphyrie, PRADER-WILLI-Syndrom

IV.Gestationsdiabetes

Tab.1  Atiologische Klassifikation des Diabetes mellitus
(modifiziert nach ADA, 1997, ALBERTI und ZIMMET, 1998)
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Im Zentrum der Regulierung der Glukosehomoostase steht das Pankreas, welches
durch die Produktion und Sekretion der beiden Hormone Insulin und Glukagon fur ein
Gleichgewicht der Blutglukosekonzentration sorgt. Insulin, ein Peptidhormon, wird in
den pankreatischen p-Zellen der Langerhansschen Inseln gebildet und reguliert den
Kohlenhydrat-, Lipid- und Proteinstoffwechsel. Wichtigste Aufgabe ist die Suppres-
sion der hepatischen Glukoseproduktion durch Hemmung der Glykogenolyse und
Glukoneogenese sowie die Steigerung der Aufnahme von Glukose in sog. ,periphe-
ren“ Geweben, wie Muskulatur und Fettgewebe. Die Wirkungen von Insulin sind in
Abb.1 dargestellt. Sein Gegenspieler ist das von den a-Zellen des Pankreas produ-
zierte Peptidhormon Glukagon. Glukagon stimuliert im Postabsorptionszustand die
Glukoseproduktion in der Leber, sowie die Glykogenolyse und die Glukoneogenese.
Im Nuchternzustand ist die Insulinkonzentration eher niedrig und die Glukagonkon-
zentration relativ hoch. Nach einer Mahlzeit kommt es zu einem deutlichen Anstieg
der Insulinkonzentration im Blut und somit zu den o.g. Wirkungen auf den Stoffwech-
sel. Durch Interaktion der beiden Hormone Insulin und Glukagon wird die notwendige
Aufrechterhaltung der Blutglukosekonzentration innerhalb enger Grenzen (3,3 bis
10 mmol/l) gewahrleistet. Voraussetzung fur die hormonelle Kontrolle der Glukose-
homoostase ist eine kontinuierliche Regulation der Blutglukosekonzentration. Die
Glukose wird Uber einen spezifischen Glukosetransporter in die p-Zelle aufgenom-
men, von einer spezifischen Glukokinase phosphoryliert und in die Glykolyse einge-
schleust. Uber Veranderung von lonenstrémen, elektrischer Aktivitat der p-Zelle und
der Freisetzung und Modulation der intrazellularen Kalziumkonzentration kommt es
letztendlich zur Exozytose insulinhaltiger Granula (STARKE, 2000). Diese Insulinsek-
retion verlauft beim Gesunden biphasisch. In der ersten Phase wird Uber ca. 10 min
Insulin aus den Granula sezerniert, wahrend in der 2. Phase, die nach ca. 20-30 min
auftritt, neusynthetisiertes Insulin ausgeschuttet wird. Die 2. Phase halt so lange an,
wie eine Hyperglykamie besteht (LAUBE, 2001; KELLERER et al., 2004). Es existie-
ren zahlreiche Stimulatoren und Inhibitoren der Insulinsekretion, wobei allerdings die
Blutglukosekonzentration den wichtigsten und entscheidenden Regulator darstellt
(STARKE, 2000). Diese Regulation ist bei an Diabetes mellitus erkrankten Patienten
gestort und verursacht somit ein Ungleichgewicht der Blutglukosehomdostase.
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Kohlenhydratstoffwechsel

Glukosetransport A Muskel, Fett —
Glykogensynthese A Muskel, Fett, Leber
Glykogenolyse Vv Muskel, Fett, Leber — glmtl?(l)l;l;ﬁ?;gtlzegel *
Glukoneogenese Vv Leber
Glykolyse A Muskel, Fett, Leber —
Lipidstoffwechsel

Lipogenese A Fett, Leber —__ freie FS im Plasma W
Lipolyse V  Fett, Leber — Ketogenese 7

Proteinstoffwechsel
Aminosaurentransport A Muskel, Fett, Leber —
Proteinsynthese A Muskel, Leber AS im Plasma NY
Proteinabbau Vv Muskel, Leber Blutglukosespiegel A
Glukoneogenese V Leber —

Abb. 1

Insulinwirkungen auf den Stoffwechsel

(modifiziert nach THEWS et al., 1999)
M = Steigerung, ¥ = Hemmung
AS = Aminoséuren, FS = Fettsduren
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Bei den pathophysiologischen Vorgangen in der Entwicklung eines Diabetes mellitus
Typ 2 spielen drei Stoffwechselstorungen eine Rolle: die periphere Insulinresistenz,
die hepatische Insulinresistenz und eine Storung der Insulinsekretion. Wie diese Sto-
rungen genau entstehen und interagieren, ist noch nicht eindeutig geklart
(CAVAGHAN et al., 2000; KADOWAKI, 2000; GOLDSTEIN, 2003). Nach heutigen
Erkenntnissen ist die Insulinresistenz (verminderte Insulinwirkung) die erste Stoff-
wechselstorung, die 10-20 Jahre, bevor sich klinische Symptome zeigen, auftritt
(SHULMAN, 2000; GOLDSTEIN, 2003).

Im Fruhstadium des Diabetes mellitus Typ 2 entsteht durch die Insulinresistenz im
Skelettmuskel eine Verminderung der Insulin-vermittelten Glukoseaufnahme und
somit eine postprandiale Hyperglykdmie. Da Insulin die Lipolyse im Fettgewebe
hemmt (Abb. 2), fuhrt die Insulinresistenz zu einer erhohten Konzentration von freien
Fettsauren und Serumtriglyzeriden, die wiederum die hepatische Glukoneogenese
stimulieren und die Aufnahme und Oxidation von Glukose hemmen. Erst im Stadium
des manifesten Diabetes mellitus Typ 2 fuhrt die hepatische Insulinresistenz zu einer
gesteigerten Glukoneogenese und Stérung der Glykogensynthese. Diese Storungen
im Leberstoffwechsel resultieren in einer erhohten Nuchternblutglukose, die ein
diagnostisches Kriterium fur den Diabetes mellitus Typ 2 darstellt.

Die Storungen der Insulinsekretion treten ebenfalls frihzeitig auf. Diese bestehen
zunachst in einem Verlust der ersten Phase der Insulinsekretion nach einem
Glukosestimulus. Der initiale Anstieg ist vermindert oder fehlt, es kommt lediglich zu
einem langsamen, lang anhaltenden Anstieg des Insulinspiegels mit einem erhdhten
und verlangerten Plateau der postprandialen Glukosekonzentration (KELLERER et
al., 2004). Um diese Hyperglykamie auszugleichen, produziert das Pankreas
vermehrt Insulin und es kommt zu einer Hyperinsulinamie (STARKE, 2000;
GOLDSTEIN, 2003). Durch die erhohte Insulinsekretion kann zunachst die fehlende
Insulinwirkung im peripheren Gewebe und die erhdhte Glukoseproduktion in der
Leber kompensiert werden. Allerdings verstarkt die Hyperinsulinamie auch die Insu-
linresistenz durch eine verminderte Stimulation der Insulinrezeptoren. Dies fuhrt zur
langsamen, aber progredienten Entwicklung einer Hyperglykamie, die erst aus-
schliel3lich postprandial vorhanden ist, im weiteren Verlauf aber auch im
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Nuchternzustand auftritt (STARKE, 2000; GOLDSTEIN, 2003). Dadurch kommt es zu
einer verminderten B-Zellfunktion bzw. p-Zell-,Erschopfung".

Klinische Symptome des Diabetes mellitus Typ 2 werden ausgepragt, wenn die
B-Zellen nicht mehr in der Lage sind, die fehlende Insulinwirkung zu kompensieren
(STARKE, 2000; ROSS et al., 2004). Ursachlich ist wahrscheinlich eine
Desensitivisierung der -Zelle gegenuber dem Stimulus Glukose, wobei der genaue
Mechanismus noch nicht bekannt ist (STARKE, 2000). Es wird vermutet, dass das
naturliche Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose der p-Zellen beim
Diabetes mellitus Typ 2 verandert ist und eine verminderte Neogenese in Verbindung
mit einer erhdhten Apoptose-Rate zu einer Reduktion der p-Zellen fuhrt. In kirzlich
durchgefuhrten Studien an humanen p-Zellen konnte gezeigt werden, dass ein
erhohter Spiegel an freien Fettsauren zur Apoptose der p-Zellen fuhren kann.
Interessanterweise gilt dies vermutlich nur fur gesattigte, jedoch nicht fur ungesattigte
Fettsauren (EITEL et al., 2002; EITEL et al., 2003). Wenn Symptome fassbar wer-
den, handelt es sich um die klassischen Folgen der Hyperglykamie wie
Polyurie/Polydipsie, Muskelschwache, Neigung zu Infektionen (insbesondere der
Haut und Schleimhaut).

Der Begriff des metabolischen Syndroms beschreibt das gemeinsame Auftreten von
Glukoseintoleranz oder Typ 2 Diabetes mit einer abdominellen Adipositas und/oder
Dyslipoproteinamie und essentiellen arteriellen Hypertonie. (KERNER et al., 2001).

Ein wichtiger Aspekt des Diabetes mellitus sind die Spatschaden, die zahlreiche Or-
gane (z.B. Niere, Auge, Nerven, Haut, Herz und Gehirn) betreffen konnen. Dabei
handelt es sich in erste Linie um Veranderungen im Gefal3system, die sowohl in
mikro- (z.B. Auge, Niere) als auch in makrovaskularen Gefallen (z.B. Aorta,
Koronararterien) auftreten (SCHLEICHER, 2004). Da in zahlreichen klinischen Stu-
dien gezeigt werden konnte, dass eine strikte Kontrolle des Blutglukosespiegels die
Entstehung diabetischer Spatschaden deutlich verlangsamt, gilt die chronische Hy-
perglykamie als wichtigster Ausloser der Gefallveranderungen (NAWROTH und
BIERHAUS, 1999). Es existieren bislang verschiedene Hypothesen wie
hyperglykamische Zustande Gefallschaden auslosen konnen.
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Es kommt zu einem Anstieg des oxidativen Stress, der durch reaktive Sauerstoffspe-
zies Schaden an der GefalRwand hervorruft. Dieser wird durch die Hyperglykamie
selbst ausgel6st sowie indirekt durch die bei Hyperglykamie erhdhte Bildung von
Advanced Glycation End Products. Weiterhin gibt es Hinweise fur die Beteiligung der
Proteinkinase C (PKC) sowie verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren (z.B.
Vascular endothelial Growth Factor, Transforming Growth Factor §3).

Diese Storungen des Stoffwechsels fuhren wie schon erwahnt zur diabetischen
Mikro- bzw. Makroangiopathie. Die Gefaldlasionen an den grof3en und mittleren Arte-
rien bei der Makroangiopathie weisen morphologisch keinen Unterschied zu der
Atherosklerose bei Nichtdiabetikern auf (SCHLEICHER, 2004). Allerdings treten
diabetesassoziierte, atherosklerotische GefalRveranderungen in friherem Alter auf,
zeigen rasche Progredienz und fuhren haufiger zu schweren Komplikationen wie
Myokardinfarkt, Schlaganfall und diabetischen Fu3syndrom. Kardiovaskulare Erkran-
kungen sind die Hauptursache fur die hohe Morbiditat und Mortalitat bei Diabetikern,
in allen Studien liegt die koronare Herzerkrankung an erster Stelle der Todesursa-
chen (SAVAGE, 1996; MOORADIAN, 2003; SCHLEICHER, 2004).

Bei der diabetischen Mikroangiopathie hingegen handelt es sich um
Diabetes-typische Veranderungen der Kapillaren. Von diesen Kapillarschadigungen
sind haufig die Nieren betroffen. Durch die Veranderungen der Glomeruli entsteht
eine Nephropathie, die im weiteren Verlauf zum terminalen Nierenversagen fuhrt
(ZIDEK, 2004). Ein weiteres Zielorgan der Mikroangiopathie ist das Auge. Die
Diabetes-typischen Lasionen an den Retinakapillaren konnen im finalen Stadium zur
Netzhautablosung und damit zur Erblindung fuhren. Bei einer Uber lange Zeit beste-
hender Diabeteserkrankung treten nahezu bei allen Patienten Schaden an der Netz-
haut auf. In Deutschland wird die diabetische Retinopathie als haufigste Ursache fur
Erblindung bei Erwachsenen zwischen 20 und 74 Jahren angesehen (HAMMES,
2004). Zusatzliche Risikofaktoren, die bei diabetischen Patienten die Entwicklung
von Folgeschaden beschleunigen, sind arterielle Hypertonie, Alkohol- und
Nikotinkonsum, Hypercholesterolamie und Hypertriglyzeridamie (NAUCK, 2000).
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2.2 Die Insulinsignalkaskade

Die Insulinsignalkaskade ist eine komplizierte Interaktion verschiedener Signalwege,
die in Abb. 2 dargestellt sind. Der Insulinrezeptor kommt in praktisch allen Vertebra-
ten-Geweben vor, wobei der Rezeptorbesatz stark variiert, von z.B. 40 Rezepto-
ren/Zelle in zirkulierenden Erythrozyten bis zu mehr als 200.000/Zelle in Adipozyten
und Hepatozyten (WHITE, 1997). Es handelt sich um ein Membranprotein, beste-
hend aus je zwei a- und p-Untereinheiten, die durch die Verknupfung mit Disul-
fidbricken einen heterotetrameren Komplex bilden (PESSIN und SALTIEL, 2000;
KHAN und PESSIN, 2002). Die a-Untereinheiten sind extrazellular lokalisiert und
stellen die Insulinbindungsstelle dar, wahrend die B-Untereinheiten sowohl trans-
membranar als auch intrazellular liegen (Abb. 2). Im intrazellularen Teil befindet sich
eine katalytische Domane mit einer Tyrosinkinase. Durch die Aktivierung der Tyro-
sinkinase leiten die p-Untereinheiten das Insulinsignal weiter (TAHA und KLIP, 1999).
Dies fuhrt zu einer intramolekularen Autophosphorylierung, bei der sich die g-Unter-
einheiten gegenseitig phosphorylieren. Die aktivierte Insulinrezeptor-Kinase
phosphoryliert Proteine der Insulin-Rezeptor-Substrat (IRS)-Familie (KHAN und
PESSIN, 2002). Das erste Insulin-Rezeptor-Substrat (IRS1) wurde 1985 von WHITE
et al. beschrieben. Mittlerweile wurden funf weitere Substrate (IRS2-6) entdeckt
(WHITE, 2003). Bei Untersuchungen mit transgenen Mausen wurde festgestellt, dass
der Hauptanteil der Insulinantwort tber IRS1 und IRS2 vermittelt wird (TAMEMOTO
et al., 1994; ARAKI et al., 1994; WITHERS et al., 1998). IRS1 vermittelt die periphere
Insulinantwort und ist an der Kontrolle des Korperwachstums beteiligt, wahrend IRS2
die Glukosehomoostase sowie die Gehirnentwicklung und die weibliche Fertilitat re-
guliert (WHITE, 2003).
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Die Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate an spezifischen Tyrosin-Resten
schafft Erkennungsstellen fur Proteine mit charakteristischen Bindungsdomanen
(HOLMAN und KASUGA, 1997; KHAN und PESSIN, 2002; VOLLENWEIDER, 2003).
Zu diesen Proteinen gehdoren Enzyme wie die Lipidkinase Phosphatidylinositol-
3’-Kinase (PI3K) sowie zahlreiche Adapter-Proteine: GRB-2, NCK, CRK, SHB u.a.
(VIRKAMAKI et al., 1999; WHITE, 2004). Ein wichtiges Element in der Insulin-Sig-
nalkaskade, insbesondere fiir die GLUT4-Translokation, ist die PI3K (VIRKAMAKI et
al., 1999; SALTIEL und PESSIN, 2000; VOLLENWEIDER, 2003). Durch Inhibierung
der PI3K wird die Insulin-stimulierte Translokation der Glukosetransporter (siehe 2.3)
und die Glukoseaufnahme gehemmt (KHAN und PESSIN, 2002). Die PI3K ist ein
Heterodimer, welches aus einer regulatorischen p85-Untereinheit und einer katalyti-
schen p110-Untereinheit besteht (TAHA und KLIP, 1999). Es existieren mehrere
Isoformen der regulatorischen Untereinheit (p85a, p85p8, p55~", p55a, p50c) und
drei Isoformen der katalytischen Untereinheit (p110a, p110p, p1103) (VANHAE-
SEBROECK et al., 1997).

Die regulatorische Untereinheit der PI3K bindet an IRS1 bzw. IRS2 und fuhrt somit
zur Translokation der katalytischen Untereinheit zur Plasmamembran, wo sie die
Phosphorylierung von Phosphoinositol an der 3’-Hydroxylgruppe katalysiert (FRAU-
MAN et al., 1998). Die PI3K katalysiert dabei die Bildung von PI(3,4,5)-triphosphat
(PIP3) aus PI(4,5)-biphosphat und die Bildung von PI(3,4)-biphosphat aus
P1(4)-monophosphat. Dies wiederum aktiviert Proteine, die eine Pleckstrin-homologe
(PH) Domane besitzen, wie die 3’-Phospoinositol-abhangigen-Kinasen PDK1 und
PDK2. PDK1 aktiviert auf direktem Wege nachfolgend agierende Mediatoren wie die
Serin-Threonin-Kinase Akt (friher auch als Proteinkinase B bezeichnet) und die Iso-
formen der atypischen Protein Kinase C (aPKC) (KELLERER et al., 1998; VOLLEN-
WEIDER, 2003; LENG et al., 2004). Akt spielt eine wichtige Rolle fir die GLUT4-
Translokation (KOHN et al., 1996) und die Glykogensynthese (UEKI et al., 1998). Es
sind zurzeit drei verschiedene Isoformen (Akt1, Akt2, Akt3) mit einem Molekularge-
wicht von 57 kDa bekannt, die alle eine N-terminale PH Domane, eine Ki-
nase-Domane und eine C-terminale regulatorische Domane besitzen (VANHAE-
SEBROECK und ALESSI, 2000).
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Akt1 und Akt2 werden in verschiedenen Geweben exprimiert, am starksten in Gehirn,
Thymus, Herz und Lunge. Das Vorkommen von Akt 3 ist begrenzter, starker in Ho-
den und Gehirn, weniger in Herz, Milz, Lunge und Skelettmuskel (COFFER et al.,
1998). Die fur die GLUT4-Translokation bedeutsamen Isoformen sind Akt1 und Akt2,
wobei erstere vorwiegend im Skelettmuskel vorkommt, wahrend letztere in den Adi-
pozyten dominiert (WALKER et al., 1998; HAJDUCH et al., 2001). Alle drei
Akt-Isoformen werden durch die Bindung von Insulin an den Rezeptor stimuliert. Die
Aktivierung geschieht in zwei Schritten. Zunachst erfahrt Akt eine Konformationsan-
derung durch die Bindung von PIP3 an die PH-Domane. Darauf folgend wird das
Enzym Uber das Zytoskelett (s.u.) zur Plasmamembran transportiert und dort
phosphoryliert (HAJDUCH et al., 2001; LAWLOR und ALESSI, 2001). Die Phospho-
rylierung der Akt ereignet sich an zwei verschiedenen Stellen: Thr%®
(Kinase-Domane) und Ser*”® (regulatorische Domane) (HAJDUCH et al., 2001).

Die Bedeutung von Akt in der Insulinsignaltransduktion und in der Entwicklung einer
Insulinresistenz ist noch nicht eindeutig geklart. Es gibt Studien, die eine gestorte
Akt-Aktivierung in isolierten Adipozyten aus diabetischen Ratten (CARVALHO et al.,
1997) bzw. Mausen (SHAO et al., 2000) und Menschen sowie in Skelettmuskeln von
hyperglykamischen Ratten belegen (KROOK et al., 1997; KROOK et al., 1998;
KUROWSKI et al., 1999). Im Gegensatz dazu existieren aber auch Daten, die keine
signifikante Veranderung der Phosphorylierung der Akt in Adipozyten von diabeti-
schen Ratten (KANOH et al., 2000) oder im Skelettmuskel von diabetischen Men-
schen (KIM et al., 1999) zeigen. Untersuchungen von CHO et al. (2001) geben Hin-
weise auf die Beteiligung der Akt2 an der Aufrechterhaltung der Glukosehomoostase.
Akt2-defiziente Mause zeigten Symptome einer Insulinresistenz wie Hyperglykamie
und einen erhdhten Serum-Insulinspiegel. Es ist daher anzunehmen, dass die ver-
schiedenen Akt-Isoformen auch verschiedene Substrate phosphorylieren. Dies
wurde auch 2003 durch BROZINICK et al. bestatigt, der in insulinresistenten huma-
nen Skelettmuskeln eine Aktivitat von Akt1, aber nicht von Akt2 oder Akt3 nachwei-

sen konnte.
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Eine Beteiligung der Akt1 an der Stimulation des Glukosetransportes durch Insulin in
Muskelzellen wurde 1999 festgestellt. 2002 beschrieben KANE et al. das Protein
AS160 in Adipozyten, welches durch Akt phosphoryliert wird. Es besitzt eine Domane
mit GTPase-Aktivitat fir Rab-Proteine, die notwendig sind fur den Transport zur
Plasmamembran. Auferdem wurde festgestellt, dass AS160 die GLUT4-
Translokation in Adipozyten reguliert und somit eine direkte Verbindung zwischen Akt
und GLUT4 darstellt (SANO et al., 2003).

Eines der wichtigsten Zielproteine der Akt ist die Glykogen-Synthase-Kinase (GSK3).
Die GSKa3 ist eine Serin/Threonin-Protein-Kinase, die die Glykogensynthase hemmt.
AulRerdem ist sie an der Kontrolle zahlreicher zellularer Prozesse wie der Glykogen-
und Proteinsynthese, der Tumorgenese und der Zellvitalitdt beteiligt. Im Basal-
zustand ist die GSK3 aktiviert und fuhrt durch die Phosphorylierung zur Inhibition der
Glykogensynthase. Durch Insulin wird die GSK3 inaktiviert und fuhrt somit zur Akti-
vierung der Glykogensynthase und dadurch zu einer erhohten Glykogensynthese
(HAJDUCH et al., 2001; MARTINEZ et al., 2002; DOBLE und WOODGETT, 2003). In
Skelettmuskelzellen von Diabetes mellitus Typ 2 Patienten ist sowohl der GSK3-
Proteingehalt als auch die Aktivitat erhoht (NIKOULINA et al., 2000). Es existieren
zwei Isoformen der GSK3: GSK3a und GSK3p, die eine 97 %ige Homologie zwi-
schen ihren katalytischen Domanen aufweisen, sich aber aulerhalb dieser Region
signifikant unterscheiden (FRAME und COHEN, 2001). Die GSK3a besitzt ein Mole-
kulargewicht von 51 kDa, die GSK3p von 47 kDa (ADNAN et al., 2001). Die Hem-
mung der GSK3 durch Akt geschieht Uber die Phosphorylierung an den N-terminalen
Serin-Resten Ser?' (GSK3a) bzw. Ser® (GSK3p). GSK3 kann allerdings auch durch
Wachstumsfaktoren uber dem MAPK-Weg gehemmt werden (ADNAN et al., 2001;
FRAME und COHEN, 2001).

Eine Alternative zum Akt-Signalweg ist die Aktivierung der atypischen PKC-
Isoformen PKC-A und PKC-C (siehe Abb.2), die ebenfalls durch Insulin
PI3K-abhangig aktiviert werden (KHAN und PESSIN, 2002). Die Rolle dieser
Kinasen ist noch nicht eindeutig geklart (VOLLENWEIDER, 2003).
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Eine weitere Maglichkeit der Weiterleitung des Insulinsignals ist der
mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-vermittelte Signalweg (Abb.2). Uber
mehrere Phosphorylierungsschritte wird MAPK, ein Schlusselenzym in der
Regulation der Genexpression und Proliferation, aktiviert. Fur die GLUT4-
Translokation ist dieser Weg von geringer Bedeutung (TAHA und KLIP, 1999;
VIRKAMAKI et al., 1999). Es gibt Hinweise fir die Existenz eines PI3K-
unabhangigen Signalweges, der von der Zellmembran ausgeht und uber
Cb-assoziiertes Protein (CAP) und verschiedene Adapterproteine letztendlich zur
Aktivierung des G-Proteins TC10 fuhrt (Abb. 2). Es wird vermutet, dass TC10 die
Umbildung der Aktinfilamente bewirkt bzw. die Aktinpolymerisation stimuliert und
damit die GLUT4-Translokation fordert (KAHN und PESSIN, 2002). Die
physiologische Rolle dieses Weges ist bis jetzt noch nicht geklart (VOLLENWEIDER,
2003).

2.3 GLUT4-Translokation und Zytoskelett

Unter insulinstimulierten Bedingungen findet der grof3te Teil der Glukoseaufnahme
im Skelettmuskel statt (KOISTINEN und ZIERATH, 2002). Dieser Mechanismus ist
bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 gestort (DE FRONZO et al., 1985; SHUL-
MAN et al., 1990; ERIKKSON et al., 1992). Die Glukoseaufnahme erfolgt mit Hilfe
der Glukosetransporter (GOODYEAR et al., 1996). Es existieren zwei verschiedene
Gruppen von Transportern: der in Niere und Dinndarm vorkommende Na*-abhan-
gige Glukose-Co-Transporter SGLT, der entgegen des Konzentrationsgefalles unter
Energieverbrauch transportiert, und die Na*-unabhéngigen Glukosetransporter GLUT
(WOOD und TRAYHURN, 2003). Im Gegensatz zu den SGLT sind die GLUT in na-
hezu jedem Gewebe vorhanden und transportieren Glukose Uber erleichterte Diffu-
sion (ZIERLER, 1999). Die Familie der GLUT-Transporter umschlief3t mittlerweile 13
Mitglieder (GLUT1-12 und HMIT), die sich hinsichtlich ihrer Gewebeverteilung und
intrazellularen Lokalisation sowie ihrer kinetischen Eigenschaften unterscheiden
(BRYANT et al., 2002; WOOD und TRAYHURN, 2003). Aufgrund ihrer strukturellen

Verwandtschaft werden sie in drei Klassen eingeteilt: Zur Klasse | gehoren GLUT1-4,
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Klasse Il beinhaltet GLUTS, GLUT7, GLUT9 und GLUT11, der Klasse Ill gehoren
GLUT6, GLUTS, GLUT10, GLUT12 und HMIT an. Die unterschiedliche Lokalisation
der Transporter ist in Tab. 2 dargestellt. Auch hinsichtlich ihrer Affinitat zu Glukose
unterscheiden sich die einzelnen GLUT-Transporter-Proteine, wahrend z.B. GLUT3
und GLUT4 hochaffin sind, haben GLUT2, GLUTS und GLUT11 eine niedrige Affini-
tat und konnen zusatzlich auch Fruktose transportieren. GLUTZ2 ist im Pankreas vor-
handen und vermittelt dort die Glukoseaufnahme in die p-Zelle. Die ubiquitar expri-
mierte Isoform GLUT1 ist bereits im Basalzustand verstarkt in der Plasmamembran
lokalisiert und ist verantwortlich fur die Aufrechterhaltung der zellularen Grundversor-
gung mit Glukose (MUECKLER, 1994; KHAN und PESSIN, 2002; RUDICH und
KLIP, 2003). Die Isoform GLUT4 hat ein Molekulargewicht von 45kDa und kommt
vorwiegend in insulinsensitiven Geweben wie Muskulatur und Fett vor. Dort vermittelt
sie neben GLUT1 den basalen sowie den insulinstimulierten Glukosetransport in die
Zelle (CZECH et al., 1999; HOLMAN und SANDOVAL, 2001; RUDICH und KLIP,
2003). Die gestorte GLUT4-Translokation ist ein charakteristisches Merkmal der
Insulinresistenz und des Diabetes mellitus Typ 2 (GARVEY et al., 1998; GALUSKA
et al., 1998).
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Isoform

GLUT1

GLUT2

GLUT3

GLUT4

GLUTS

GLUT6

GLUTY7

GLUTS8

GLUT9

GLUT10

GLUT11

GLUT12

HMIT

Tab. 2

Lokalisation

ubiquitar

Leber, Pankreas, Darm,
Niere

Gehirn

Herz, Muskel, Weiles und
Braunes Fettgewebe, Hirn

Darm, Hoden, Niere

Gehirn, Milz, Leukozyten
Nicht bekannt

Hoden, Gehirn

Leber, Niere

Leber, Pankreas

Herz, Muskel

Herz, Prostata, Muskel,

Weildes Fettgewebe

Gehirn

Erstbeschreibung

(MUECKLER et al., 1985; GOULD et al.,
1991)

(FUKUMOTO et al., 1988; GOULD et al.,
1991)

(KAYANO et al., 1988; GOULD et al., 1991)

(FUKUMOTO et al., 1988; JAMES et al.,
1989)

(KAYANO et al., 1990; DAVIDSON et al.,
1992)

(DOEGE et al., 2000a; LISINSKI et al., 2001)
(JOOST und THORENS, 2001)
(CARAYANNOPOULOS et al., 2000; DOEGE
et al., 2000b; IBBERSON et al., 2000;
LISINSKI et al., 2001)

(PHAY et al., 2000)

(DAWSON et al, 2001; McVIE-WYLIE et al.,
2001)

(DOEGE et al., 2001; WU et al., 2002;
SASAKI et al., 2001)

(ROGERS et al., 2002)

(ULDRY et al., 2001)

Klassifizierung der Glukose-Transporter (GLUT)-Familie
(modifiziert nach WOOD und TRAYHURN, 2003)
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Im Basalzustand befindet sich GLUT4 zum GrofRteil in verschiedenen intrazellularen
Kompartimenten (CUSHMAN und WARDZALA, 1980; SUZUKI und KONO, 1980;
HOLMAN und KASUGA, 1997; BRYANT et al., 2002). Er ist Uberwiegend in Vesikeln
(z.B. Endosomen, Clathrin-enthaltende Vesikel) und tubulovesikularen Strukturen
(trans-Golgi-Netzwerk) lokalisiert (HOLMAN und SANDOVAL, 2001). Es ist bekannt,
dass die Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran und ins Zellinnere zurtck
uber ein endosomales Membran-Recyclingsystem geschieht (PESSIN et al., 1999)
(Abb. 3). Durch Insulinstimulation kommt es zu einer erhohten Akkumulation von
GLUT4 an der Plasmamembran. Dadurch erhoht sich die Exozytoserate um das
10-20fache, die Endozytose reduziert sich um das 2-3fache (ELMENDORF, 2002).
Es ist noch nicht detailliert bekannt, wie Insulin den Transport von GLUT4 zur Plas-
mamembran induziert. In zahlreichen Untersuchungen konnte eine Beteiligung des
Aktinzytoskeletts bei der Insulin-stimulierten Translokation des Glukosetransporters
GLUT4 gezeigt werden (TSAKIRIDIS et al., 1994; WANG et al., 1998a; TONG et al.,
2001).

Die Funktionen des Zytoskeletts sind sehr vielfaltig. Es ermoglicht der Zelle durch
Polymerisation ihre Form und Gestalt zu kontrollieren, sich zu teilen, fortzubewegen,
zu sezernieren, zu phagozytieren und schafft Wege fur den intrazellularen Transport
(SMALL et al., 1999; CARPENTER, 2000). Das Zytoskelett besteht aus einer An-
sammlung von Fasern, die sich in drei Kategorien klassifizieren lassen: Mikrofila-
mente, Intermediarfilamente und Mikrotubuli. Die Mikrofilamente, aufgebaut aus Akti-
nuntereinheiten, bilden das Aktinzytoskelett (LODISH et al., 2001). Das Aktinzy-
toskelett ist an der Regulation zahlreicher endo- und exozytotischer Vesi-
keltransportprozesse beteiligt, wobei die Mechanismen der Vesikelbindung an die
Aktinfilamente noch unklar sind (VALENTIJN et al., 1999; QUALMANN, et al. 2000;
ROGERS und GELFAND, 2000).

Es existieren drei Aktin-Isoformen: a-Aktin in Muskelzellen sowie - und y-Aktin in
nichtmuskularen Zellen. Aktin kann in monomerer Form als G-Aktin in der Zelle vor-
liegen oder in flamentoser Form als F-Aktin, welches aus G-Aktinuntereinheiten be-
steht (CHEN et al., 2000; CARPENTER, 2000). Die Fahigkeit von G-Aktin zur Poly-
merisation in F-Aktin und zur Depolymerisation unter Ruckbildung von G-Aktin zahlt
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zu den wichtigsten Eigenschaften des Aktinmolekuls. Daten aus in vitro-Versuchen
zeigen eine Polymerisation in drei Phasen. In der Keimbildungsphase werden kurze,
instabile Oligomere aus G-Aktinmonomeren gebildet. Ab einer Lange von 3-4 Unter-
einheiten dienen sie als Anlagerungsstellen fur weitere Monomere, um die Kette zu
verlangern (Verlangerungsphase). Die dabei entstandene Kette wird bis zur Errei-
chung des FlielRgleichgewichtes der Konzentrationen von Aktinfilamenten und
G-Aktin verlangert. In dieser Phase werden G-Aktinmonomere nur noch ausge-
tauscht, eine Erweiterung findet nicht mehr statt. Die Regulation der Polymerisation
erfolgt Uber akzessorisch aktinbindende Proteine. Thymosin 4 verhindert durch
seine Bindung an G-Aktin eine Anlagerung an das Aktinfilament. Profilin hingegen
fordert die Polymerisation durch Unterstutzung der Bindung von Monomeren an Ak-
tinfilamente. Weiterhin spielt es moglicherweise eine Rolle beim Aufbau der Aktinfi-
lamente an der Plasmamembran.

Die Aktinfilamente sind zum groften Teil als Blindel und Netzwerk angeordnet, die
dadurch zur Stabilisierung der Zelle beitragen (Aktinzytoskelett). Im Blndel sind die
Aktinfilamente parallel gelagert, wahrend sie sich bei der Netzwerk-Konformation
uberkreuzen und weniger dicht angeordnet sind. Das direkt unter der Plasma-
membran liegende Netzwerk ist zweidimensional, das im Zellinneren gelegene ist
dagegen dreidimensional aufgebaut. Bei allen Anordnungen sind die Aktinfilamente
durch quervernetzende Proteine miteinander verbunden (LODISH et al., 2001). Der
Vesikeltransport Uber Aktinfilamente wird Uber das mechanochemische Enzym Myo-
sin vermittelt (BUSS et al., 2002). Myosin ist eine ATPase und wandelt die bei der
ATP-Hydrolyse entstandene chemische Energie in mechanische Energie um
(LODISH et al., 2001). Bisher wurden 18 verschiedene Myosinklassen entdeckt, die
unterschiedliche Funktionen besitzen. Vermutlich sind Myosin I, V und VI am intra-
zellularen Vesikeltransport beteiligt (LODISH et al., 2001; BUSS et al., 2002).
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TSAKIRIDIS et al. erkannten 1994, dass die Depolarisation (verursacht durch Cyto-
chalasin D) des Aktinfilament-Netzwerkes zu einer Konformationsanderung fuhrt und
somit den insulinabhangigen Glukosetransport hemmt. Weitere Arbeiten bestatigen
die Beteiligung des Aktinzytoskeletts an der GLUT4-Translokation in Adipozyten und
Muskelzellen (MARTIN et al., 1996; TSAKIRIDIS et al., 1997; OMATA et al., 2000;
KANZAKI und PESSIN, 2001). WANG et al. (1998) zeigte an 3T3-L1-Adipozyten,
dass das Aktinfilament-Netzwerk nur an der Insulin-induzierten Translokation und
nicht am Recycling der Transporter beteiligt ist. Im Basalzustand war unter Behand-
lung mit Cytochalasin D keine Anderung des GLUT4-Gehaltes an der Zelloberflache
erkennbar.

Wie in Abb. 3 Bild A dargestellt ist, sind die Aktinfilamente im Basalzustand als ge-
spannte Fasern angeordnet, GLUT4 befindet sich dabei in intrazellularen Pools.
Durch die Insulinstimulation werden verschiedene Signalkaskaden (Bild B) ausgelost
(Abb. 2.2), es kommt u.a. zu einem Anstieg von PI(3,4,5)-triphosphat. Dies ist fur die
Umbildung der Aktinfilamente an der Plasmamembran notwendig (KHAYAT et al.,
2000; PATEL et al., 2003). An der Bildung des Aktinfilament-Netzwerkes und an den
Veranderungen der Plasmamembran ist auch die GTPase Rac beteiligt (RIDLEY et
al. 1992). Die Aktinfilamente bilden ein maschenartiges Netzwerk, welches zu fal-
tenformigen Membranaufwerfungen fuhrt (TONG et al., 2001). In diesem Netzwerk
wurden die regulatorische p85a- und p110a-Untereinheit der PI3K sowie die
aktivierte Akt lokalisiert (PATEL et al., 2003). Dies ist ein Hinweis darauf, dass das
Aktinfilament-Netzwerk auch fur bestimmte Insulinsignalmoleklle, die an der
GLUT4-Translokation beteiligt sind, als ein ,GerUst* dient. Verschiedene Arbeiten
belegen die Notwendigkeit eines intakten Aktinzytoskeletts fur den Transport der Akt
zur Plasmamembran, wo sie phosphoryliert wird. Die GLUT4-enthaltenden Vesikel
wandern Uber das Aktinfilament-Netzwerk zur Plasmamembran. Mit Hilfe der
SNARE-Proteine (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachement protein
receptor) fusionieren sie mit der Plasmamembran und konnen so Glukose aufneh-
men und ins Innere der Zelle transportieren (RUDICH und KLIP, 2003).
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Es wurden drei SNARE-Proteine, die an der Fusion der GLUT4-Vesikel mit der Plas-
mamembran beteiligt sind, identifiziert. (BRYANT et al., 2002; ELMENDORF, 2002).
SNARE-Proteine gehoren zu einer Gruppe von membranbindenden Proteinen, die
an Fusionsprozessen beteiligt sind und hinsichtlich ihrer Lokalisation in v-SNARE
(vesicle) und t-SNARE (target) unterteilt werden (BRYANT et al., 2002). V-SNARE-
Proteine befinden sich in den GLUT4-Vesikeln, gelangen nach der Depolarisation der
Vesikelhulle an die Oberflache und bilden mit t-SNARE-Proteinen einen Komplex an
der Plasmamembran (ELMENDORF, 2002; BRYANT et al., 2002; TONG et al.,
2001). Der genaue Prozess ist bislang noch nicht bekannt. Die GTPase Rab4, wel-
che in den GLUT4-Vesikeln kolokalisiert ist, vermittelt die Bindung zwischen VAMP2
(t-SNARE) und der Zielmembran (PESSIN et al., 1999; ZERIAL und McBRIDE,
2001).Obwohl es auch Hinweise auf die Beteiligung der Mikrotubuli an der GLUT4-
Translokation gibt (FLETCHER et al., 2000) gilt es mittlerweile als erwiesen, dass ein
intaktes Aktinzytoskelett essentiell fur die Insulin-induzierte Glukoseaufnahme ist.
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Abb. 3

Modell fiir die Insulin-stimulierte GLUT4-Translokation in

Skelettmuskelzellen (modifiziert nach RUDICH und KLIP, 2003)
A: Im Basalzustand sind die Aktinfilamente hauptséchlich als gespannte Fasern parallel
angeordnet. Die GLUT4-Vesikel recyceln zwischen Plasmamembran und vesikuldren Pools,
sind aber zum gréBten Teil im Inneren der Zelle lokalisiert.
B: Nach Insulinstimulation kommt es zur Umbildung der Aktinfilamente und zu faltenférmigen
Aufwerfungen der Plasmamembran. Flir die Ausbildung des Aktingeriistes ist die Aktivierung

der PI3K zu PIP3 unter Beteiligung der GTPase Rac notwendig

C: PIP3, p85a, p110a und pAkt nutzen das Aktinfilament-Netzwerk als Gertist. Die GLUT4
Vesikel erreichen liber das Aktinfilament-Netzwerk die Plasmamembran. Dort findet die

Fusion mit Hilfe der VAMP?2 statt.
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24 Lipoxygenasen

Die Lipoxygenasen gehoren zu einer Familie von Enzymen, die weit verbreitet in
Pflanzen, Pilzen, Tieren und in den meisten Bakterien vorkommt, aber in Viren nicht
vorhanden ist (BRASH, 1999; KUHN und THIELE, 1999; PRATICO et al., 2004).
1974 wurde das Enzym von HAMBERG und SAMUELSSON erstmals aus humanen
Thrombozyten isoliert. Seitdem wurden zahlreiche verschiedene Isoformen entdeckt.
Die Lipoxygenase ist eine Dioxygenase mit einem Molekulargewicht von
ca. 75-80 kDa und katalysiert den Einbau von molekularen Sauerstoff in mehrfach
ungesattigte Fettsauren wie Arachidonsaure bzw. Linolsaure (FUNK et al., 1996;
BRASH, 1999; SUN et al., 1999; PRATICO et al., 2004). Die Enzymnomenklatur
richtet sich nach der Stelle des Substrates, an der Sauerstoff eingebaut wird, dem-
entsprechend werden sie als 5-, 8-, 12-, und 15-Lipoxygenase bezeichnet
(YAMAMOTO et al., 1997).

Die zahlreichen Effekte der Lipoxygenasen sind bis zum heutigen Zeitpunkt noch
nicht eindeutig geklart. Bewiesen ist, dass sie in den Arachidonsauremetabolismus
involviert sind (KUHN und THIELE, 1999). Die Arachidonsaure ist die zentrale
Vorstufe der Eicosanoide und bildet diese Uber eine Reaktion mit molekularem
Sauerstoff mittels dreier unterschiedlicher Stoffwechselwege (Abb. 4) (NIE et al.,
2000; FUNK, 2001; DING et al., 2003).

Durch die 5-, 8-, 12- oder 15-Lipoxygenase entstehen aus Arachidonsaure die Pri-
marprodukte 5-, 8-, 12- bzw. 15-Hydroxyperoxysaure (HPETEs), die unmittelbar
durch die Glutathion-Peroxidase in Hydroxyeicosatetraensauren umgewandelt wer-
den (HETEs) (Abb. 4). Da mehrere Formen der 12/15-Lipoxygenase existieren,
wurden sie nach dem Gewebe bzw. Zelltyp, in dem sie Uberwiegend exprimiert
werden, benannt (Plattchentyp, Leukozytentyp, epidermaler Typ) (FUNK, 1996;
BRASH, 1999; DING et al., 2003). Diese verschiedenen Typen unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Lokalisation, Substratspezifitat, Immunogenitat und Sequenz-
homologie.
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Arachidonsaure

Cyclooxygenasen Lipoxygenasen Epoxygenasen
/ (Cvtochrom P450)
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. Leukotriene, Epoxyeicos-
Prostaglandine Hydroperoxide teraensaure
Hydroxytetraen-

saure (HETE)

Abb. 4 Arachidonsiduremetabolismus
(modifiziert nach ZELDIN, 2001)
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Im Unterschied zum Plattchentyp hat der Leukozytentyp die Fahigkeit, nicht nur
12-HETEs, sondern auch 15-HETEs, zu bilden (Verhaltnis 3:1). Aufgrund dieser
Tatsache wird sie auch als 12/15-Lipoxygenase bezeichnet (PRATICO et al., 2004).
Das Vorkommen dieser Isoform wurde in verschiedenen Geweben von Saugetieren
beschrieben (FREIRE-MOAR et al., 1995; BRASH, 1999). Im Menschen wird sie als
15-Lipoxygenase bezeichnet (MILLER et al., 2003).

Verschiedene Studien uber 12-HETESs lassen auf eine Vielzahl von zellularen Funkti-
onen schliel3en. Sie sind u.a. in folgende Prozesse involviert: Zellvitalitat und Apop-
tose (TANG et al., 1995), Metastasenbildung (CHEN et al., 1994) und Angiogenese
(NIE et al., 2000). Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Ho-
moostase von tierischen Zellen und sind an zahlreichen pathogenen Prozessen wie
Inflammation, Fieber, Arthritis und Krebs beteiligt.

Eine Beteiligung der HETEs an der Regulation des Aktinfilament-Netzwerkes und
damit an der GLUT4-Translokation (Abb. 3) wurde in zahlreichen Untersuchungen, in
denen u.a. die spezifische Bindung der 12-HETEs an Aktin nachgewiesen wurde,
festgestellt. Die Metaboliten der Lipoxygenasereaktion stellen selektive Liganden der
Aktinfibrillen dar (KANG und VANDERHOEK, 1998; KANG et al., 1999). Dabei soll
durch die 12-HETEs eine spezifische PKC-abhangige Phosphorylierung der
Aktinfibrillen ausgelost werden. Dies fuhrt zu einer Erh6hung des Aktingehaltes in der
Zelle sowie zur Steigerung der Polymerisationsrate von Aktin (TANG et al., 1993a;
TANG et al., 1993b; TANG et al., 1994; RICE et al., 1998). 1995 charakterisierten
FREIRE-MOAR et al. die 12/15-Lipoxygenase im Herzmuskel und anderen
Geweben. Nahere Untersuchungen zur Aktivitat der 12/15-Lipoxygenase im Herzen
wurden 1996 von BREITBART et al. durchgefuhrt. Dabei wurde der Nachweis der
12/15-Lipoxygenase in Mikrosomen und Zytosol von Rattenherzen und in kultivierten
Kardiomyozyten der Ratte, erbracht.

DRANSFELD et al. haben eine Beteiligung der Lipoxygenase-Metaboliten, im Be-
sonderen der 12-HETEs, an der Regulation des kardialen Glukosetransportes fest-
gestellt (2001). Dabei wurde zunachst durch Immunofluoreszenz die 12/15-Lipoxy-
genase in adulten Kardiomyozyten der Ratte nachgewiesen. Weiterhin wurden mit
gleicher Methode die Aktinfasern angefarbt und als parallel angeordnete Fasern
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dargestellt. Durch den Einsatz der Lipoxygenase-Inhibitoren Nordihydroguaiaren-
saure (NDGA) und Esculetin wurde der Insulin-induzierte Glukosetransport
vollstandig gehemmt. Als weiterer Hinweis diente die Inkubation von Kardiomyozyten
mit Cytochalasin D, welches die Organisierung des Aktinfilament-Netzwerkes hemmit.
Die Zellen wurden mit Cytochalasin D, NDGA und Esculetin inkubiert und
anschliefend mit einem Aktinfilamentfarbstoff angefarbt. Dabei zeigten die mit
Lipoxygenase-Inhibitoren inkubierten Zellen eine ahnliche Anordnung der
Aktinfilamente wie die Zellen, die mit Cytochalasin D inkubiert wurden. Dies fuhrt zu
der Annahme, dass die Inhibierung der 12/15-Lipoxygenase zu einer
Depolymerisation der Aktinfilamente und somit zur Hemmung der GLUT4-
Translokation fuhrt.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

6-Aminohexansaure
Bio-Rad Protein Assay
Dithiothreitol

EDTA

Insulin Actrapid®
HM 40 |.E./ml (ge)

Isotonische
Natriumchlorid-Losung

Grollenmarker
Magermilchpulver
Methanol

Sodium Orthovanadat
Natriumfluorid
Narcoren
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat

Prestained Protein Marker,
Broad Range

Proteasen-Inhibitoren-Cocktail
(Tabletten)

Sigma, Steinheim
Bio-Rad Laboratories, Munchen
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

Novo Nordisk Pharma GmbH,
Mainz

Delta-Pharma, Pfullingen

New England Biolabs, Frankfurt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merial, Hallbergmoos

Merck, Darmstadt

Sigma

New England Biolabs, Frankfurt

Boehringer, Mannheim
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Restore Western Blot
Stripping Buffer

Rinder-Serum-Albumin

Super Signal West Pico
Luminol/Enhancer Solution

Super Signal West Pico
Stable Peroxide Solution

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Polyoxyethylene-Sorbitan Monolaurate
(Tween 20)

Uptilight HRP blot Reagent A

Uptilight HRP blot Reagent B

Pierce, Rockford, USA

Dade Behring, Marburg

Pierce, Rockford, U.S.A

Pierce, Rockford, U.S.A

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Interchim, Frankreich

Interchim, Frankreich
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3.1.2 Antikorper

Primarantikorper

Anti-12-LOX

Anti-Akt

Anti-GLUT4

Anti-GSK3

Anti-p85

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen die rekombinante
Leukozyten-Isoform der
12/15-Lipoxygenase

(Cayman Chemical, MI, USA)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen ein KLH gekoppeltes,
synthetisches Peptid gerichtet gegen die
Sequenz des C-Terminus der Akt der Maus

(Cell Signaling, Frankfurt)

Polyklonales Kaninchen-Peptid-Serum,
gerichtet gegen Sequenz des
C-Terminus von GLUT4

(Calbiochem, Bad Soden)

Monoklonales Maus-Antiserum gerichtet
gegen GSK3a und GSK3p.

(Stressgen, Victoria, Canada)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen die N-SH2 Region der PI3
Kinase, sowie gegen die intakte p85
Untereinheit der PI3 Kinase

(Upstate, Virginia, USA)
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Primarantikorper

Anti-Phospho-GSK-3a/ Polyklonales Kaninchen Antiserum,
gerichtet gegen ein KLH-gekoppeltes
synthetisches phospho-Ser21 Peptid

(Cell Signaling, Frankfurt)

Anti-Phospho-Akt Polyklonales Kaninchen Antiserum,
gerichtet gegen ein KLH-gekoppeltes,
synthetisches Phospho-Ser473 Peptid

(Cell Signaling, Frankfurt)
Sekundarantikorper

Anti-Maus IgG (H+L), Ziege Anti-Maus 1gG (H+L),
HRP Conjugate Meerrettich Peroxidase gekoppelt

(Promega,Mannheim)

Anti-Kaninchen 1gG (H+L), Ziege Anti-Kaninchen IgG (H+L),
HRP Conjugate Meerrettich Peroxidase gekoppelt

(Promega,Mannheim)
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3.1.3 Gele und Sonstiges

ExcelGel SDS
Homogenous 7,5 %
Filterpapier

Hybond-P: PVDF Membran, Porengrof3e
0,45 um

Pufferstreifen

314 Gerate und Laborbedarf

Blotapparatur 2117-250 NovaBlot
Film-Remover 2117-225

Horizontalelektrophorese-kammer
Multiphor II

Thermomixer 5436

Ultra Turrax Tissue Homogenizer
Zentrifuge 5417R

Mastercycler Gradient®
Lumi-Imager

Auto-Analyzer ACP-Eppendorf

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Munktell, Schweden
Amersham Pharmacia, England

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Pharmacia Biotech
LKB Bromma

Pharmacia Biotech

Eppendorf, Hamburg
Jahnke & Kunkel, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Boehringer, Mannheim

Eppendorf, Hamburg
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3.2 Methoden

3.2.1 Versuchstiere

Die Gewebe (Skelettmuskel und Herz) wurden aus adulten 20-30 g schweren mann-
lichen und weiblichen C57/BI6 Mausen und Alox15-Knockout-Mausen entnommen.
Die Alox15-Knockout-Mause wurden von FUNK et al. (1996) generiert und von Jack-
son Laboratories (Bar Harbor, USA) bezogen. Die Zucht und Haltung der C57/BI6
Mause sowie der Alox15-Knockout-Tiere erfolgte im Tierbereich des Deutschen Dia-
betes Zentrum Dusseldorf. Die Tiere wurden zu 4-5 Tieren in genormten Edelstahl-
kafigen unter Standardbedingungen (Raumtemperatur 20°C, relative Luftfeuchte ca.
55 %, Tag-Nacht-Rhythmus 12 h durch Kunstlicht) gehalten. Trinkwasser und Futter
(Alleinfutter fir Mausezucht) wurde ad libitum gegeben.

3.2.2 In vivo Stimulation

Samtliche Praparationen wurden in der Zeit von 10.00 und 11.00 Uhr morgens
durchgefluhrt. Die Tiere wurden durch eine i.p. Injektion von 10 mg Narcoren/kg KG
(16 % (w/v) Pentobarbital-Natrium) narkotisiert. Danach wurde den Tieren Insulin
(4 U/100 g) in die Schwanzvene injiziert. Parallel zu den stimulierten Tieren wurde
Kontrolltieren (Basalwerte) eine Bolusinjektion mit steriler isotonischer Kochsalzlo-
sung in die Schwanzvene verabreicht. Nach 20 min wurden die Gewebe, wie unter
3.2.2.1 und 3.2.2.2 beschrieben, exzidiert.
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3.2.2.1 Gewebepraparationen

3.2.2.1.1 Praparation des Ventrikelgewebes

Nach einer Wirkdauer von 20 min, wurden die Tiere mit einer Guillotine (Harvard
Apparatus, South Natick, Massachusetts) dekapitiert. Sofort danach wurde Blut fur
die Blutglukosebestimmung mittels einer 20 pl Kapillare entnommen. Abdomen und
Thorax wurden eroffnet, das Herz enthommen und in eiskalte isotone Kochsalzlo-
sung uberfuhrt.

Um das uberschussige Blut zu entfernen wurde das Herz retrograd mit isotonischer
NaCl-Losung perfundiert. Danach erfolgen das sofortige Einfrieren in flussigem
Stickstoff und die Lagerung bei -70°C.

3.2.2.1.2 Praparation der Leber

Nach der Herzentnahme wurde die Leber komplett entfernt. Sie wurde sofort nach
der Entnahme in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

3.2.2.1.3 Praparation des Skelettmuskels

Nach der Organentnahme wurden beide Hinterbeine vom Korper abgetrennt. Die
Haut wurde entfernt um dann die gesamte Muskulatur von den HintergliedmalRen
abzutrennen. Das Muskelgewebe wurde nach Entfernung von Fett und Faszien
sofort in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert
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3.2.3 Aufschluss der Gewebe

Der Aufschluss der Gewebe erfolgte in -
Lysispuffer
eiskaltem Lysispuffer in einem konstanten
T
Verhaltnis von 20 mg Gewebe/2 ml Ly- fs/Cl, pH 7.5 S0 mM
: o NaCl 150 mM
sispuffer (w/v). Mit einer Ultraturrax wur-
: . SDS 0,1%
den die Gewebe 3-4mal fiur jeweils 10 sec )
h siert. Zwischendurch de Triton x 100 1%
omogenisiert. Zwischendurch wurde je-
nege e Na-Deoxycholat 0,5 % (w/v)
weils eine 20 sec Pause zur Abkuhlung EDTA 1 mM
des Gerates eingehalten, um eine Erwar-
mung des Gewebes zu verhindern. An- Frisch zugeben:
schlielRend wurden die Proben auf Eis NaF 100 mM
inkubiert. Nach 20 min wurde das Lysat in NazVO, 10 mM
Eppendorfgefale aliquotiert und fur 1h bei Protease Inhibitor
4°C auf dem Uberkopfschuttler inkubiert. Cocktail Tabletten 80 pl/m|

Nach einer Zentrifugation von 30 min in
einer Kihlzentrifuge bei 14000 rpm wurde der Uberstand abgenommen, aliquotiert
und bei -20°C gelagert.

3.24 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung der Proben wurde mit Hilfe eines auf der Methode von
Bradford (BRADFORD, 1976) beruhenden Bio-Rad-Proteintestes (Bio-Rad,
Munchen) durchgefuhrt. Die Lysatproben und die aus Rinderserumalbumin (reinst)
hergestellte Standard-Proteinlosung (1 mg/ml) wurden in H2O verdunnt, mit jeweils
0,2 ml Bio-Rad-Reagenz versetzt und gemischt. Nach einer Inkubationszeit von
ca. 15 min konnte die Extinktion bei A=595 nm gemessen und die daraus

resultierende Proteinkonzentration berechnet werden.
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3.2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Fir alle Versuche wurden zur Auftrennung
der Proteine 0,5 mm dicke, foliengebun- 4x Laemmli-Probenpuffer
dene Gele verwendet. Als Puffer dienten | Glycerin 40 % (vIv)

Excel-Pufferstreifen von Amersham Bios- | SDS 8 % (W/iv)

ciences. Die Proben wurden durch Zugabe | Bromphenolblau 0,01 % (wiv)
von Wasser auf die gleiche Proteinkonzent- | P-Mercaptoethanol 5 % (v/v)
ration gesetzt, mit 4x Laemmli-Probenpuffer | 1S, PH 6,8 250 mM

versetzt und 10 min bei 95°C im Thermo-

block erhitzt. Nachdem die Proben abgekuhlt waren, wurden sie kurz abzentrifugiert.
Die Elektrophorese erfolgte in einer Horizontalelektrophoresekammer bei einer kon-
stanten Temperatur von 13°C, einer konstanten Stromstarke von 30 mA und einer
variablen Spannung bis maximal 600 V. Bei diesen Parametern betrug die Laufzeit
ca. 2 h und 15 min Als Molekulargewichtsmarker dienten verschiedene Proteinmi-
schungen (LMW-Marker, BR-Marker), die unter den gleichen experimentellen

Bedingungen verwendet wurden.

Folgende Pufferstreifen wurden fur die gelelektrophoretische Auftrennung der

Proteine verwendet:

Anode (pH 6,6) Kathode (pH 7,1)
Tris/Acetat 0,45 M Tris 0,08 M
SDS 0,4 % (w/v) Tricin 0,8 M

SDS 0,6 % (W/v)
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3.26 Transfer der Proteine auf Membranen

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine in einer
Semidry-Blot-Apparatur mit Graphitelektroden auf PVDF-Membranen transferiert. Zu
diesem Zweck wurden 6 Filterpapiere auf die entsprechende Gelgrolde zurechtge-
schnitten, in Anodenlosung | getrankt und auf die mit Wasser angefeuchtete Ano-
denplatte gelegt. Das Gel wurde fur 5 min in Anodenlésung Il aquilibriert. Danach
wurde das Gel auf einen speziellen Film-Remover gelegt, um die Tragerfolie abzu-
trennen. Die Blotmembran, die ebenfalls in Anodenlosung Il aquilibriert wurde, wird
auf das Gel gelegt und mit 3 in Anodenlosung Il getrankten Filterpapieren bedeckt.
Das ganze Paket wurde kopfuber auf die Filterpapiere, die auf der Anodenplatte lie-
gen, gebracht.

Nach Entfernung der Tragerfolie wurden 9 in Kathodenldsung getrankte Filterpapiere
auf das Gel gelegt. Nach der Entfernung von Luftblasen wurde das Paket mit der mit
Wasser angefeuchteten Kathoden-Graphitplatte abgedeckt. Folgende Transferbe-
dingungen wurden gewahlt: 35V, 5 W, 150 mA, 133 mA/h.

Fiar den Transfer der Proteine wurden folgende Pufferlosungen verwendet:

Anodenlosung | 300 mmol/l Tris
20 % (viv) Methanol

Anodenlosung Il 25 mmol/l Tris
20 % (v/v) Methanol

Kathodenlosung 40 mmol/l 6-Aminohexansaure
0,01 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol
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3.2.7 Immunodetektion

Die Blotmembranen wurden nach dem Proteintransfer zur Absattigung spezifischer
Bindungsstellen fur 1 h in Blockierlosung bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die Membranen 3 x kurz mit TBS-Tween gewaschen und fur ca. 16 h
(U.N.) bei 6°C mit der jeweiligen spezifischen Antikorperlosung inkubiert. Nach Wa-
schen mit TBS/Tween fur je 3 x 5 min bzw. 3 x 10 min wurden die Membranen mit
einem fur den primaren Antikorper spezifischen sekundaren Antikorper in TBS-
Tween und Milchpulver (3 %, 5 % bzw. 10 %) fur 1 h bei RT inkubiert. Dann wurde
die Membran erneut 3 x 10 min mit TBS-Tween gewaschen und schlielich fur ca. 5
min in einer Mischung aus Uptilight HRP blot Reagent A und Reagent B im
Volumenverhaltnis 1:1 inkubiert. Mit Hilfe eines LUMI-Imagers und der
dazugehodrigen LUMI-Analyst-Software wurden die Signale densitometrisch

ausgewertet und quantifiziert.

10x TBS-Puffer TBS-Tween
Tris 0,1 M 1x TBS
NaCl 1M Tween 0,05% bzw. 0,1% (v/v)

3.2.7.1 Strippen der Blotmembran

Die Methode des ,Stripping“ der an der Membran gebundenen Antikorper ermoglicht
die Wiederverwendung von bereits detektierten Membranen durch Abtrennung der
Antikorperkomplexe. Die Membranen wurden in Stripping-Puffer bei fur 30 min
inkubiert. Danach wurde der Stripping-Puffer verworfen und die Membranen fur
jeweils 2 x 15 min in TBS-Tween-Puffer gewaschen. Es erfolgte die Absattigung der
unspezifischen Bindungen mit Blockierlosung und die erneute Inkubation mit einem

Primarantikorper nach dem unter 3.2.7 beschriebenen Verfahren.
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3.2.8 Bestimmung der Blutglukose

Bei jeder Gewebeentnahme wurde den Tieren Blut ent-
Hamolyselosung:

Digitonin 0,04 mM
Maleinimid 1 mM

nommen, um die Blutglukosekonzentration zu bestim-
men. Diese wurde mit Hilfe der Hexokinase-Methode an
einem Auto-Analyzer ACP-Eppendorf bestimmt. Dazu

wurden 20 pl Vollblut in 500 yl Hamolyselosung lysiert.
3.2.9 Genotypisierung der Alox15-Knockout-Mause

3.2.9.1 Isolierung von genomischer DNA aus Lebergewebe

Zur |Isolierung der genomischen DNA wurde den Mausen die Leber entnommen und
mittels eines DNeasy Tissue Kit nach dem Protokoll des Herstellers die DNA isoliert.
Dazu wurde 25 mg zerkleinertes Lebergewebe mit 180 ul Gewebelysispuffer 1 (ATL)
unter Zugabe von 20 pl Proteinase K bei 55°C U.N. inkubiert. Nach der Inkubation
wurde das Lysat kurz durchmischt, 200 yl Gewebe-Lysis-Puffer 2 (AL) dazugegeben
und bei 70°C fur 10 min inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul Ethanol wurde das Lysat
durchmischt, in ein spezielles 2 ml Gefass uberfuhrt und bei 8000 rpm 1 min zentri-
fugiert. Das Sediment wurde in ein neues 2 ml Gefass Uberfuhrt, 500 yl Lysispuffer |
(AW1) dazugegeben und bei 8000 rpm 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde er-
neut abgenommen, das ubriggebliebene Pellet mit 500 pl Lysispuffer Il (AW2) ver-
mischt und bei 14000 rpm 3 min zentrifugiert. Das Sediment wurde wieder in ein 2 ml
Eppendorfgefass Uberfuhrt, 200 ml Lysispuffer Il (AE) direkt auf die Membran gege-
ben, 1 min bei RT inkubiert und dann bei 8000 rpm 1 min zentrifugiert. Der letzte
Schritt wurde noch einmal wiederholt.
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3.2.9.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion ist die selektive enzymatische in-vitro-Amplifikation
eines beliebigen DNA Abschnittes. Die PCR erfolgte in dem Mastercycler Gradient®

in 39 Temperaturzyklen.

Reaktionsschema der PCR-Genotypisierung

Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3 Stufe 4
Denaturierung 94°C/3 min  94°C/30 sec 94°C/30 sec -
Annealing - 64°C*/30 sec ~ 58°C/30 sec -
Extension - 72°C/1 min 72°C/1 min 72°C/2 min
Zyklus/en 1 12 25 1

* Temperaturabnahme pro Zyklus: 0,5°C (nur bei Annealing-Temperatur/Stufe)

Die Primersequenzen wurden anhand eines Protokolls der Firma Jackson Ubernom-
men, die produzierten Alox15-Knockout-Mause nach diesen Bedingungen genotypi-
siert. Die Primer fUr das intakte Alox15-Gen generieren ein 266 bp groRes Fragment
bei der Amplifikation des Exon 3. Bei dem mutierten Exon 3 des Alox15 Gens wird
ein 280 grolles DNA Fragment (Neomycin-Resistent-Gen-Insert) generiert. Die Syn-
these der Primer erfolgte durch die Firma: MWG-BIOTECH (Ebersberg).

Primer zur Amplifikation des des Alox15-Gens (Exon 3):

Wildtyp (forward): 5 — CGT GGT TGA AGA CTC TCA AGG - 3’
Wildtyp (reverse): 5 — CGA AAT CGC TGG TCT ACA GG — 3

Primer zur Amplikikation des Neomycin-Resistenz-Gens:

Alox15-Mutante (forward): 5 — CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC -3’
Alox15-Mutante (reverse): 5 — AGG TGA GAT GAC AGGAGATC -3
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3.2.10 Berechnung und Statistik

Die statistischen Berechnungen der Signifikanzen wurden nach der Methode des
Students t-test fur gepaarte und ungepaarte Daten erhoben. Die Datenanalyse wurde
mit Hilfe des Computerprogrammes Prism 3.0 (GraphPad, San Diego, CA) durchge-
fuhrt. Die Daten wurden jeweils als Mittelwerte + SEM (Standardabweichung der
Mittelwerte) dargestellt, die Signifikanzgrenze bei p < 0,05 festgelegt. Alle
phosphospezifischen Signale wurden auf das Protein p85 normiert.
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3.3 Ergebnisse

Grundlage aller vorliegenden Untersuchungen war die Alox15-Knockout-Maus, eine
transgene Mauslinie, die eine vollstandige (homozygote) Deletion des Alox15 Gens
aufweist (FUNK, et al. 1996).

Die transgenen Mause wurden auf den genetischen Hintergrund des C57/BI6-Mau-
sestammes zurlckgekreuzt. Als genetisch unveranderte Kontrolltiere wurden
C57/Bl6-Mause verwendet. Alle Tiere wiesen bei der Probenentnahme ein Alter von
3-5 Monaten auf. Um eine vollstandige Charakterisierung zu ermoglichen wurden
sowohl mannliche als auch weibliche Tiere verwendet. Die Alox15-Knockout-Tiere
zeigten hinsichtlich ihres aufReren Erscheinungsbildes und ihrer Konstitution keine
Unterschiede. Es konnten keine signifikanten Differenzen im Korpergewicht zwischen
Alox15-Knockout-Tieren und Wildtyp-Mausen festgestellt werden (Tab. 3).

Alter Gewicht
mannlich weiblich
90d 18-20 g 20-24 g
120 d 20-24 g 24-28 g
150d 24-28 g 28-30 g

Tab. 3  Durchschnittliches Alter und Kérpergewicht der Alox15-Knockout-
und C57/Bl6-Méduse
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3.3.1 Lipoxygenaseexpression in Herz und Skelettmuskel
der Alox15-Knockout-Maus

Die Lipoxygenaseexpression in verschiedenen Geweben sollte proteinbiochemisch
bestimmt werden. Dazu wurden die Tiere narkotisiert (3.2.2) und Herz und Skelett-
muskel entnommen (3.2.2.1). Diese wurden lysiert (3.2.3) und die Proteinkonzentra-
tionen der Lysate mittels der Methode nach Bradford bestimmt (3.2.4). Nach Auftren-
nung der Proteine mittels SDS-PAGE (3.2.5), wurden sie auf eine PVDF-Membran
transferiert (3.2.6) und mit einem Antikorper gegen die 12/15-Lipoxygenase immu-
nodetektiert (3.2.7). Wie in Abb. 5 dargestellt ist, wird die 12/15-Lipoxygenase in ver-
schiedenen Geweben der Wildtyp-Mause unterschiedlich hoch exprimiert. Im Herzen
wurde eine Doppelbande detektiert, die vermutlich durch die eng miteinander ver-
wandten Lipoxygenase-Isoformen entsteht. Im Vergleich dazu wurde im Skelettmus-
kel nur eine Bande detektiert und eine schwachere Expression der 12/15-Lipoxyge-
nase nachgewiesen. Interessanterweise wurde auch in den Geweben der Alox15-
Knockout-Tiere die 12/15-Lipoxygenase nachgewiesen (Abb. 6), obwohl durch die
Genotypisierung einiger Tiere der gleichen Generation der Beweis der Deletion des
Alox15 Gens erbracht wurde (siehe Abb. 7). Es zeigten sich keine signifikanten Un-
terschiede in der Expression der 12/15-Lipoxygenase zwischen Wildtyp-Mausen und
Alox15-Knockout-Mausen. Wie im Schrifttum bereits Erwahnung fand, existieren
zahlreiche Isoformen der Lipoxygenasen, die eine hohe Homologie untereinander
besitzen (BRASH, 1999). Weiterhin spricht die Doppelbande, die im Herzen detek-
tiert wurde dafur, dass hier nicht nur die 12/15-Lipoxygenase detektiert wurde, son-
dern auch nah verwandte Isoformen. In einigen Arbeiten konnte mit einem spezifi-
schen Antikorper im Vergleich zum Wildtyp keine 12/15-Lipoxygenase-Expression in
verschiedenen Zellen nachgewiesen werden (SUN und FUNK, 1996; KIM et al.,
2003). Es ist davon auszugehen, dass es sich hier um eine Detektion anderer Iso-
formen der Lipoxygenasen handelt, aufgrund der mangelnden Spezifitat des polyklo-
nalen Antikorpers.
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Abb. 5 12/15-Lipoxygenase-Expression in Wildtyp-Mausen

Darstellung représentativer Western Blots von Lysaten von Herz (H) und
Skelettmuskel (SM) von mé&nnlichen (A) und weiblichen (B) Wildtyp-M&usen. Herz
und Skelettmuskel wurden entnommen und lysiert. Die Proteine wurden per
SDS-PAGE (7,5 %ig) aufgetrennt und mit einem Antikbrper gegen
12/15-Lipoxygenase (12/15-LO) immunodetektiert

A
12/15-LO —p» | ™= ... | «— 75kDa
B
12/15-LO —» | www | «4— 75kDa
H SM

Abb. 6  12/15-Lipoxygenase-Expression in Alox15-Knockout-Tieren
Darstellung représentativer Western Blots von Lysaten von Herz (H) und
Skelettmuskel (SM) von ménnlichen (A) und weiblichen (B) Alox15-Knockout-Tieren.
Herz und Skelettmuskel wurden entnommen und lysiert. Die Proteine wurden per
SDS-PAGE (7,5 %ig) aufgetrennt und mit einem Antikbrper gegen
12/15-Lipoxygenase (12/15-LO) immunodetektiert
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3.3.2 Genotypisierung der Alox15-Knockout-Maus

Um die Inaktivierung des Alox15-Gens zu bestatigen wurde eine Genotypisierung
durchgefuhrt. Zur Untersuchung des Genotypes wurden Wildtyp-Mausen und
Alox15-Knockout-Tieren die Leber enthommen (3.2.2.1.2) und lysiert (3.2.9.1). Die
genomische DNA der eingesetzten Mause wurde aus dem Lebergewebe isoliert
(3.2.9.1) und mittels einer PCR-gestutzten DNA-Analyse untersucht (3.2.9.2).
Anstelle des Exons 3 des Alox15 Gens tragen die Alox15-Knockout-Mause eine
Neomycin-Resistenz-Kassette. Das intakte Alox15-Gen ergibt in der PCR ein 266 bp
groRes Fragment, das Neomycin-Resistenz-Gen ein 280 bp groRes Fragment

(Abb. 7). Aus der Versuchsreihe wurden reprasentativ sechs Tiere der F1-Generation

genotypisiert.
— -
-
— -
- :
] g = =
Soesaticllh i 4
500 bp — P | B
el
. <€4— 280 bp
e <4— 266 bp
100 bp —>»
M WT KO

Abb. 7  Genotypisierung der Alox15-Knockout-Maus

Repréasentative Darstellung einer Genotypisierung transgener Mé&use. Inverse
Darstellung eines 1,5 %igen, geférbten Agarosegels zur Auftrennung der
PCR-Produkte aus genomischer DNA einer Wildtyp-Maus (WT) und einer
homozygoten Alox15-Knockout-Maus (KO). 100 bp Leiter als GréBenstandard (M)
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3.3.3 Untersuchung des Plasmaglukosespiegels in Alox15-Knockout-
Mausen im Basalzustand und nach Insulinstimulus

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Alox15-Knockout-Tiere eine Insulinre-
sistenz sowie Diabetes mellitus Typ 2 entwickelt haben kdnnen. Da ein Hauptcha-
rakteristikum des Diabetes mellitus Typ 2 ein erhdhter Plasmaglukosespiegel ist,
wurde dieser in den Alox15-Knockout-Tieren untersucht. Weiterhin sollte die Reak-
tion der Tiere auf einen Insulinstimulus Uberpruft werden, um Anzeichen einer Insu-
linresistenz zu erkennen.

Bei jeder Gewebeentnahme wurde Wildtyp-Mausen sowie Alox15-Knockout-Mausen
20 pl Vollblut nach der Dekapitation entnommen, mit 500 pyl Hamolyseldsung versetzt
und dann der Plasmaglukosegehalt bestimmt (3.2.8). Wie in Abb. 8A dargestellt ist,
konnten keine signifikanten Unterschiede in der basalen Glukosekonzentration im
Blut zwischen mannlichen Wildtyp-Tieren und Alox15-Knockout-Tieren festgestellt
werden. Die Abb. 8B zeigt die basalen Plasmaglukosespiegel der weiblichen
Alox15-Knockout-Tiere und Wildtyp-Mause, die sich ebenfalls nicht signifikant unter-
scheiden. Wie aus Abb. 8A ersichtlich ist, verringert sich nach Insulinstimulus die
Plasmaglukosekonzentration bei den mannlichen Alox15-Knockout-Tieren um 58 %
im Vergleich zu Wildtyp-Mausen, bei denen eine Verminderung um 73 % stattfindet.
Bei den mannlichen Knockout-Mausen ist der Abfall des Plasmaglukosespiegels
nach Insulinstimulus tendenziell geringer. Dieser Unterschied zur Wildtyp-Maus ist
nicht signifikant. In den weiblichen Alox15-Knockout-Tieren verringert sich der
Plasmaglukosespiegel nach Insulinstimulus um 58 %, beim Wildtyp liegt eine
66 %ige Verminderung vor. Es kommt somit sowohl bei der mannlichen als auch bei
der weiblichen Knockout-Maus zu einer deutlichen Senkung des Plasma-

glukosespiegels nach Insulinstimulus.
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Abb. 8 Plasmaglukosespiegel im Basalzustand und nach Insulinstimulus
Wildtyp-Mé&usen (WT) und Alox15-Knockout-Tieren (KO) wurden 20 ul Blut
entnommen, mit 500 ul Hdmolyselésung versetzt und die Glukosekonzentration
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) der Plasmaglukosewerte von
ménnlichen (A) und weiblichen (B) Tieren mit n=9-13.

ungepaarter t-test, Referenzwerte Maus: 5,94-10,56 mmol/l
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3.3.4 Untersuchung der GLUT4-Expression in Herz und Skelett-
muskel der Alox15-Knockout-Maus

Zur Charakterisierung des Alox15-Knockout-Mausmodells war es notwendig, die
GLUT4-Expression in Herz und Skelettmuskel nachzuweisen. Dabei sollte ein mogli-
cher Einfluss der 12/15-Lipoxygenase-Inaktivierung auf den GLUT4-Gehalt Uberprift
werden. Um die GLUT4-Expression zu bestimmen wurden den Alox15-Knockout-
Mausen und den Wildtyp-Mausen Herz und Skelettmuskel enthommen (3.2.2.1). Die
Gewebe wurden lysiert (3.2.3) und die Proteinkonzentrationen nach der Methode von
Bradford (3.2.4) bestimmt. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
(3.2.5), auf eine PVDF-Membran transferiert (3.2.6) und mit einem GLUT4 Antikorper
immunodetektiert (3.2.7). Sowohl bei den Wildtyp-Tieren als auch bei den Alox15-
Knockout-Tieren konnte GLUT4 bei einem Molekulargewicht von 45 kDa in beiden
Geweben nachgewiesen werden (Abb. 9). Der Nachweis erfolgte sowohl in weibli-
chen als auch in mannlichen Tieren. Im Skelettmuskel zeigte sich bei Wildtyp-Mau-
sen und Knockout-Tieren eine charakteristische Doppelbande bei 45 kDa.

A
GLUTA—> (o @ . | «—45kDa

WT KO WT KO

H SM

Abb. 9 GLUT4-Expression in Herz und Skelettmuskel

Darstellung représentativer Western Blots. Lysate von Herz (H) und Skelettmuskel
(SM) von ménnlichen (A) und weiblichen (B) Wildtyp-M&usen (WT) und
Alox15-Knockout-Mgusen (KO) wurden per SDS-PAGE (7,5 %ig) aufgetrennt und
mit einem Antikbrper gegen GLUT4 immunodetektiert.
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Wie aus der Abb. 10 ersichtlich ist, ergab die Quantifizierung weder in Skelettmuskel
noch im Herz signifikante Unterschiede in der GLUT4 Expression zwischen
Wildtyp-Mausen und den Alox15-Knockout-Tieren. Der GLUT4-Gehalt ist im Herz

deutlich hoher als im Skelettmuskel.
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Abb. 10 Darstellung der Quantifizierung der GLUT4-Expression

Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (= SEM) der
absoluten Werte von n=6 einzelnen Tieren. A. Ménnliche Tiere B. Weibliche Tiere
ungepaarter t-test
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3.3.5  Auswirkungen der Inaktivierung der 12/15-Lipoxygenase auf die
Insulinsignaltransduktion in Herz und Skelettmuskel

3.3.5.1 Untersuchung der Akt-Expression

Eine bedeutende Rolle im Glukosetransport und der Glykogensynthese wird der
Proteinkinase Akt zugeschrieben. Voraussetzung fir die Beurteilung der
Akt-Phosphorylierung ist der Nachweis der Akt-Expression. Um diese nachzuweisen,
wurden mannlichen und weiblichen Wildtyp-Mausen sowie Alox15-Knockout-Tieren
Herz und Skelettmuskel entnommen (3.2.2.1), lysiert (3.2.3) und die Proteinkonzent-
rationen nach der Methode von Bradford bestimmt (3.2.4). Nach der Auftrennung der
Proteine mittels SDS-PAGE (3.2.5), wurden diese auf eine PVDF-Membran transfe-
riert (3.2.6) und mit einem Antikorper gegen Akt immunodetektiert (3.2.7). Wie aus
der Abb. 11 ersichtlich ist, konnte die Akt-Expression im Herzen der Wildtyp-Tiere
und der Alox15-Knockout-Tiere nachgewiesen werden. Sowohl bei den weiblichen
als auch bei den mannlichen Mausen ist eine Bande bei einem Molekulargewicht von
57 kDa detektierbar. Die Abb. 11 stellt weiterhin die Expression der Akt im
Skelettmuskel von Wildtyp-Tieren und Alox15-Knockout-Tieren im Western Blot dar.
Sie konnte sowohl beim Wildtyp als auch beim Knockout-Tier nachgewiesen werden.
Die Quantifizierung der Western Blots (Abb. 12) zeigt keine signifikanten
Unterschiede der Akt-Expression im Herzen der Wildtyp-Maus und der Alox15-
Knockout-Maus. Bei den weiblichen und mannlichen Tieren wird deutlich mehr Akt im
Herzen exprimiert als im Skelettmuskel.

Die Quantifizierung der Akt-Expression im Skelettmuskel der weiblichen
Wildtyp-Mause und der Alox15-Knockout-Tiere (Abb. 12B) zeigt keine signifikanten
Unterschiede. Im Gegensatz dazu wird im Skelettmuskel von mannlichen Alox15-
Knockout-Tieren weniger Akt im Vergleich zum Wildtyp exprimiert (Abb. 12A). Die
Akt-Expression ist um das 2fache geringer. Dieser Unterschied ist signifikant.
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Abb. 11 Akt-Expression in Herz und Skelettmuskel

Darstellung représentativer Western Blots. Lysate von Herz (H) und Skelettmuskel
(SM) von ménnlichen und weiblichen (B) Wildtyp-M&usen (WT) und
Alox15-Knockout-Tieren (KO) wurden per SDS-PAGE (7,5 %ig) aufgetrennt und mit
einem Antikérper gegen Akt immunodetektiert.
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Abb. 12 Darstellung der Quantifizierung der Akt-Expression

Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (= SEM) der
absoluten Werte von n=3 einzelnen Tieren. A. Ménnliche Tiere. B. Weibliche Tiere
ungepaarter t-test; Signifikanz mit p=0,05
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3.3.5.2 Untersuchung der Akt-Phosphorylierung im Basalzustand und
nach Insulinstimulus

Akt gilt als ein Schlisselenzym in der Insulinsignalkaskade und als wichtiger Regu-
lator des Glukosetransportes. Es phosphoryliert, nach Bindung von Insulin an den
Insulinrezeptor, GSK3a und - und hat somit Einfluss auf die Glykogensynthese.
Weiterhin reguliert Akt die GLUT4-Translokation und wird ebenfalls Uber ein Aktin-
zytoskelett zur Plasmamembran transportiert. In einigen Untersuchungen konnte
eine Verminderung der Akt-Phosphorylierung bzw. einer Isoform der Akt bei Diabetes
mellitus Typ 2 und Insulinresistenz nachgewiesen werden. Mit der Untersuchung der
Akt-Phosphorylierung sollten einerseits der direkte Einfluss der 12/15-Lipoxygenase
und andererseits mogliche Anzeichen einer Insulinresistenz festgestellt werden. Zur
Untersuchung der Akt-Phosphorylierung wurde einem Teil der Tiere nach der Narko-
tisierung 4 U/100 g KG Insulin injiziert, den anderen wurde die gleiche Menge sterile
NaCl-Losung i.v. verabreicht. (3.2.2). Nach 20 min wurden den Tieren Herz- und
Skelettmuskel entnommen (3.2.2.1). Nach dem Aufschluss der Gewebe (3.2.3)
wurden die Proteinkonzentrationen mit Hilfe einer Methode nach Bradford (3.2.4)
bestimmt. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (3.2.5), auf PVDF-
Membranen transferiert (3.2.6) und mit einem pAkt-Antikérper immunodetektiert
(3.2.7).

Bei den unbehandelten Wildtyp-Mausen und Alox15-Knockout-Mausen konnte eine
schwache Phosphorylierung der Akt bei einem Molekulargewicht von 57 kDa
nachgewiesen werden (Abb. 13). Im Insulin-stimulierten Herzen zeigte sich ein
Anstieg der Phosphorylierung bei den Wildtyp-Mausen sowie bei den
Alox15-Knockout-Mausen. Die Proteinbanden der weiblichen und mannlichen Tiere
stellen sich im Western Blot ahnlich dar (Abb. 13). In Abb.14 ist die Phosphorylierung
der Akt im Skelettmuskel dargestellt. Eine schwache Phosphorylierung der Akt ist bei
der Wildtyp- und Alox15-Knockout-Maus erkennbar. Im Skelettmuskel der Insulin-
stimulierten Tiere konnte bei beiden ein Anstieg der Akt-Phosphorylierung

nachgewiesen werden (Abb.14).
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Abb. 13 Akt-Phosphorylierung im Herzen

Darstellung représentativer Western Blots. Von ménnlichen (A) und weiblichen (B)
Kontrolltieren (WT) und Alox15-Knockout-Tieren (KO) wurden im Basalzustand (-)
und nach Insulinstimulus (+) das Herz entnommen und lysiert. Die Proteine wurden

per SDS-PAGE (7,5 %ig) aufgetrennt und mit einem Antikbrper gegen pAkt
immunodetektiert
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Abb. 14 Akt-Phosphorylierung im Skelettmuskel

Darstellung représentativer Western Blots. Von ménnlichen (A) und weiblichen (B)
Kontrolltieren (WT) und Alox15-Knockout-Tieren (KO) wurden im Basalzustand (-)
und nach Insulinstimulus (+) das Herz entnommen und lysiert. Die Proteine wurden

per SDS-PAGE (7,5 %ig) aufgetrennt und mit einem Antikérper gegen pAkt
immunodetektiert
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Die Quantifizierung der Western Blots (Abb. 15) zeigt, dass keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Basalwerten im Herzen der Wildtyp-Mause und der
Alox15-Knockout-Mause bestehen. Auch geschlechtsspezifische Unterschiede sind
nicht vorhanden. Bei den Insulin-stimulierten Herzen der mannlichen Tiere steigt die
Akt-Phosphorylierung bei den Wildtyp-Mausen um das 4,5fache, bei den
Alox15-Knockout-Mausen um das 10,7fache an (Abb.15A). Dieser Unterschied ist
nicht signifikant. Die Abb. 15B zeigt einen Anstieg der Akt-Phosphorylierung in
Insulin-stimulierten Herzen der weiblichen Wildtyp-Tiere um das 12,5fache; in der
Alox15-Knockout-Maus steigt die Phosphorylierungsrate um das 11,9fache an.

Die Quantifizierung der Western Blots (Abb. 16) zeigt keine signifikanten
Unterschiede der basalen Akt-Phosphorylierung im Skelettmuskel von Wildtyp- und
Alox15-Knockout-Tieren. Die Phosphorylierung ist in den weiblichen Tieren
tendenziell hdher als in den mannlichen Tieren. In den Insulin-stimulierten
Skelettmuskeln konnte bei den mannlichen Wildtyp-Mausen ein Anstieg der
Akt-Phosphorylierung um das 11fache, bei den Alox15-Knockout-Tieren um das
10fache gezeigt werden (Abb. 16A). Im Skelettmuskel der weiblichen Wildtyp-Mause
konnte eine 5,5fache Steigerung und bei den Alox15-Knockout-Mausen eine
8,5fache Steigerung festgestellt werden (Abb. 16B). Dieser Unterschied ist nicht
signifikant.
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Abb. 15 Darstellung der Quantifizierung der Akt-Phosphorylierung im Herzen
Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (+ SEM) der
absoluten Werte von n=4-5 einzelnen Tieren. A. Mé&nnliche Tiere. B. Weibliche Tiere
ungepaarter t-test



60 Eigene Untersuchungen

[ 1 Basalzustand

A 120+ [ Insulin-stimuliert
— 100 -
S, T
o
S 80
.

2
> 1
5 60
=
Q.
4 40
9 i
o
<
< 20

0

WT KO
B 140+ [ 1 Basalzustand
[ Insulin-stimuliert

— 120
< 1
o
£ 100-
= T
—_— 80_
(-
2
o 60
(2]
o
e
o 40
et}
4
< 204 T~

0

WT KO

Abb. 16 Darstellung der Quantifizierung der Akt-Phosphorylierung

im Skelettmuskel
Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (+ SEM) der
absoluten Werte von n=4-5 einzelnen Tieren. A. Mannliche Tiere B. Weibliche Tiere
ungepaarter t-test
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3.3.5.3 Untersuchung der GSK3-Expression

GSK3 wird in der Insulinsignalkaskade von der Proteinkinase Akt phosphoryliert und
fuhrt zu einer erhohten Glykogensynthese. Im Skelettmuskel von Diabetes mellitus
Typ 2 Patienten ist der GSK3-Proteingehalt erhoht. Zur Beurteilung der GSK3-
Phosphorylierung ist ein Nachweis der GSK3-Expression notwendig. Zur Un-
tersuchung des GSK3-Gehalts wurde den Wildtyp-Tieren und den Alox15-Knockout-
Tieren Herz und Skelettmuskel entnommen (3.2.2.1) und lysiert (3.2.3). Die Protein-
konzentrationen der Lysate wurden mit Hilfe einer Methode nach Bradford bestimmt
(3.2.4). Danach erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proteine mittels
SDS-PAGE (3.2.5) und der Transfer der Proteine auf eine PVD-Membran (3.2.6).
Anschlie3end wurden diese mit einem Antikorper gegen GSK3a3 immunodetektiert
(3.2.7).

Wie aus Abb. 17A ersichtlich ist, konnte die GSK3a- und die GSKB-Expression im
Skelettmuskel und Herzen sowohl beim Wildtyp als auch beim Knockout in
mannlichen Tieren nachgewiesen werden. Im Western Blot ist jeweils bei 47 und
51 kDA eine Bande detektierbar. Im Skelettmuskel der mannlichen Wildtyp-Mause
sowie bei den Alox15-Knockout-Tieren ist in Abb. 17B die Expression der beiden
Isoformen o und p dargestellt. Im Herzen der weiblichen Tiere konnte mit den
vorhandenen Methoden nur die GSK3p proteinbiochemisch nachgewiesen werden,
wobei die GSK3a-Expression nur mit einer Probenanzahl n < 3 gezeigt werden
konnte. Da aber wie unter Punkt 3.3.5.4 ersichtlich ist, die GSk3a-Phosphorylierung
im weiblichen Wildtyp und Knockout nachgewiesen werden konnte, kann davon
ausgegangen werden, dass eine GSK3a-Expression bei diesen Tieren in Herz und
Skelettmuskel vorhanden ist und vermutlich unterhalb der Detektionsgrenze liegt. Die
Quantifizierung der Western Blots zeigt weder bei der GSK3a (Abb. 18A und 19A)
noch bei der B-Isoform (Abb. 18B und 19B) signifikante Unterschiede zwischen
Wildtyp und Knockout.
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Abb. 17 GSK3ap-Expression in Herz und Skelettmuskel

Darstellung représentativer Western Blots. Lysate von Herz (H) und Skelettmuskel
(SM) von ménnlichen (A) und weiblichen (B) Kontrolltieren (WT) und
Alox15-Knockout-Tieren (KO) wurden per SDS-PAGE (7,5 %Iig) aufgetrennt und mit
einem Antikérper gegen GSk3a 3 immunodetektiert
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Abb. 18 Darstellung der Quantifizierung GSK3ap-Expression im Herzen
Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (= SEM) der
absoluten Werte von n=3 einzelnen Tieren. A. GSK3a B. GSK3p

ungepaarter t-test



64 Eigene Untersuchungen

A 500+ 1 WT

1 BN KO

400-

300-

200+

GSK3a Expression
[arbitrare Einheiten]

100+

mannlich weiblich

C1WT
B 500+ B KO

400— 1

300 —

200+

GSK3p Expression
[arbitrare Einheiten]

100+

mannlich weiblich

Abb. 19 Darstellung der Quantifizierung der GSK3af Expression
im Skelettmuskel
Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (= SEM) der
absoluten Werte von n=3 einzelnen Tieren. A. GSK3a B. GSK3p
ungepaarter t-test
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3.3.5.4 Untersuchung der GSK3-Phosphorylierung im Basalzustand
und nach Insulinstimulus

Nach Insulinstimulation wird GSK3 als Element der Insulinsignalkaskade phospho-
ryliert. Um Auswirkungen der Inaktivierung der 12/15-Lipoxygenase auf die Aktivie-
rung von GSK3 auszuschlieBen und Anzeichen einer Insulinresistenz festzustellen,
wurde die GSK3-Phosphorylierung in der Alox15-Knockout-Maus untersucht. Um
diese Phosphorylierung nachzuweisen, wurde einem Teil der Tiere 4 U/100 g KG
Insulin in die Schwanzvene injiziert, den anderen wurde die gleiche Menge sterile
NaCl-Losung i.v. verabreicht (3.2.2). Nach einer Wartezeit von 20 min wurden den
Wildtyp-Mausen und den Alox15-Knockout-Tieren Herz und Skelettmuskel
entnommen (3.2.2.1). Nach der Lysis der Gewebe (3.2.3) erfolgte die Bestimmung
der Proteinkonzentrationen mit einer Methode nach Bradford (3.2.4). Die Proteine
wurden mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt (3.2.5), auf eine
PVDF-Membran transferiert (3.2.6) und mit einem Antikdrper gegen GSK3a und -
immunodetektiert (3.2.7).

Wie aus der Abb. 20 ersichtlich ist, konnte eine schwache Phosphorylierung der
GSK3a im Herzen, im Basalzustand bei Wildtyp-Mausen und Alox15-Knockout-
Tieren, nachgewiesen werden. Es konnte eine Proteinbande bei 51 kDa detektiert
werden. Im Insulin-stimulierten Herzen ist eine starkere Intensitat der Proteinbanden
im Vergleich zum Basalzustand zu sehen. Die Phosphorylierung der p-lsoform der
GSK3 im Herzen von Wildtyp-Mausen und Alox15-Knockout-Tieren konnte ebenfalls
im Basalzustand nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu zeigten die Insulin-
stimulierten Herzgewebe deutlich starkere Proteinbanden bei 47 kDa im Western
Blot (Abb. 20). Der Nachweis der Phosphorylierung der beiden Isoformen der GSK3
nach Insulinstimulus konnte also fur beide Isoformen bei mannlichen (Abb. 20A) und
weiblichen (Abb. 20B) Tieren erbracht werden. Allerdings ist die -Isoform deutlich

starker im Western Blot detektierbar.
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Die Abb. 21 zeigt die Phosphorylierung von GSK3af3 im Skelettmuskel im Basal-
zustand und nach Insulingabe bei Wildtyp-Mausen und Alox15-Knockout-Tieren. Im
unbehandelten Skelettmuskel ist im Western Blot eine schwache Bande bei 51 kDa
zu sehen, d.h. GSK3a wird im Basalzustand nur gering phosphoryliert. Im Insulin-
stimulierten Skelettmuskel ist die Proteinbande etwas intensiver. Bei 47 kDa ist eine
starkere Bande (GSK3p) erkennbar, die sowohl bei den Wildtyp-Mausen als auch bei
den Alox15-Knockout-Tieren vorhanden ist. Eine Phosphorylierung der GSK3p
konnte also im Wildtyp und in den Knockout-Tieren im Basalzustand nachgewiesen
werden. Wie in Abb. 21 verdeutlicht ist, zeigen Insulin-stimulierte Skelettmuskel von
Wildtyp- wie auch von Alox15-Knockout-Tieren einen Anstieg der Phosphorylierung.
Es ist ersichtlich, dass dieser Anstieg der Phosphorylierung sowohl bei mannlichen
(Abb. 21A) als auch bei weiblichen (Abb. 21B) Tieren stattfindet.
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Abb. 20 GSK3ap-Phosphorylierung im Herzen

Darstellung représentativer Western Blots. Von ménnlichen (A) und weiblichen (B)
Kontrolltieren (WT) und Alox15-Knockout-Tieren (KO) wurden im Basalzustand (-)
und nach Insulinstimulus (+) das Herz entnommen und lysiert. Die Proteine wurden
per SDS-PAGE (7,5 %ig) aufgetrennt und mit einem Antikérper gegen pGSK3af3
immunodetektiert
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Abb. 21 GSK3ap-Phosphorylierung im Skelettmuskel

Darstellung représentativer Western Blots. Von ménnlichen (A) und weiblichen (B)
Kontrolltieren (WT) und Alox15-Knockout-Tieren (KO) wurden im Basalzustand (-)
und nach Insulinstimulus (+) Skelettmuskel entnommen und lysiert. Die Proteine
wurden per SDS-PAGE (7,5 %ig) aufgetrennt und mit einem Antikérper gegen
pGSK3ap immunodetektiert
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In Abb. 22 ist die Quantifizierung der GSK3a-Phosphorylierung im Herzen der
Wildtyp-Mause und Alox15-Knockout-Tiere dargestellt. Im Herzen der mannlichen
Wildtyp-Mause stieg die Phosphorylierung um das 2,2fache an ahnlich der Phospho-
rylierung im Herz der Alox15-Knockout-Mause, die um das 2,5fache anstieg. Im
Herzen der weiblichen Tiere war der Anstieg der Phosphorylierung nach
Insulinstimulus etwas hoher: im Wildtyp stieg die Phosphorylierungsrate um das
6fache an, in der Alox15-Knockout-Maus um das 3,5fache.

Die Quantifizierung der GSK3a-Phosphorylierung im Skelettmuskel ist in Abb. 23
dargestellt. Im Skelettmuskel der mannlichen Wildtyp-Mause zeigt sich eine 2,3fache
Steigerung der Phosphorylierung nach Insulinstimulus, bei den Alox15-Knockout-
Mausen eine 1,7fache Steigerung. Die Skelettmuskel der weiblichen Tiere zeigen
eine starkere Phosphorylierung, nachdem Insulin injiziert wurde. Bei den Wildtyp-
Mausen steigt sie um das 9fache an, bei den Alox15-Knockout-Tieren um das
8fache. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der GSKa-Phosphorylierung

im Skelettmuskel von Wildtyp- und Alox15-Knockout-Mausen gefunden.
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Abb. 22 Darstellung der Quantifizierung der GSK3a-Phosphorylierung

im Herzen
Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (= SEM) der
absoluten Werte von n=4-6 einzelnen Tieren. A. Mannliche Tiere. B. Weibliche Tiere
ungepaarter t-test
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Abb. 23 Darstellung der Quantifizierung der GSK3a-Phosphorylierung

im Skelettmuskel
Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (+ SEM) der
absoluten Werte von n=3-5 einzelnen Tieren. A. Ménnliche Tiere. B. Weibliche Tiere
ungepaarter t-test
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Die Quantifizierung der GSK3p-Phosphorylierung im Herzen ist in Abb. 24 darge-
stellt. Die Phosphorylierung der GSK3p im Basalzustand ist bei Wildtyp-Mausen so-
wie Alox15-Knockout-Tieren gleich hoch. Im Insulin-stimulierten Herzen zeigt sich ein
Anstieg der Phosphorylierung um das 2fache bei den mannlichen Tieren (Abb. 24A).

Bei den weiblichen Tieren (Abb. 24B) steigt die GSK3p-Phosphorylierung im Insulin-
stimulierten Herzen der Wildtyp-Mausen um das 2fache an, bei den
Alox15-Knockout-Tieren um das 2,5fache. Es zeigen sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen Wildtyp- und Knockout-Maus. In Abb. 25 ist die Quantifizierung der
GSK3p-Phosphorylierung in Skelettmuskel dargestellt. Im Insulin-stimulierten
Skelettmuskel steigt die GSK3p-Phosphorylierung um bei mannlichen Wildtyp- und
Alox15-Knockkout-Tieren um das 1,8fache an. Bei den weiblichen Wildtyp-Mausen
steigt die Phosphorylierung ebenfalls um das 1,8fache an, im Skelettmuskel der
Knockout-Tiere um das 1,9fache. Somit zeigt die Phosphorylierungsrate der GSK3p
in Herz sowie Skelettmuskel von Wildtyp- und Knockout-Tieren bei beiden

Geschlechtern keinen signifikanten Unterschied.
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Abb. 24 Darstellung der Quantifizierung der GSK3p-Phosphorylierung

im Herzen '
Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (= SEM) der
absoluten Werte von n=4-6 einzelnen Tieren. A. Mannliche Tiere. B. Weibliche Tiere
ungepaarter t-test
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Abb. 25 Darstellung der Quantifizierung Jer GSK3p-Phosphorylierung

im Skelettmuskel

Darstellung der Quantifizierung der Western Blots als Mittelwerte (+ SEM) der
absoluten Werte von n=4-5 einzelnen Tieren. A. Mannliche Tiere. B. Weibliche Tiere

ungepaarter t-test
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4. DISKUSSION

Es ist schon seit langerer Zeit bekannt, dass eines der charakteristischen Merkmale
des Diabetes mellitus Typ 2 eine gestorte GLUT4-Translokation ist, die zu einer ver-
minderten Glukoseaufnahme in die Zelle und somit zur Hyperglykamie fuhrt
(GARVEY et al., 1998; GALUSKA et al., 1998). Allerdings ist immer noch unklar wie
die GLUT4-Translokation in der Zelle detailliert vonstatten geht und durch welche
Faktoren sie beeinflusst wird. Erwiesen ist eine Beteiligung des Aktinzytoskeletts am
Transport des GLUT4 zur Plasmamembran (TSAKIRIDIS et al., 1994; TSAKIRIDIS et
al.,, 1997; OMATA et al., 2000). Weitere Arbeiten weisen einen Einfluss der
12/15-Lipoxygenase bzw. ihrer Metaboliten (12-HETEs) an der GLUT4-Translokation
durch Beteiligung am Aufbau des Aktinfilament-Netzwerkes nach (RICE et al., 1998;
DRANSFELD et al., 2001).

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Uberlegungen basieren u.a. auf den Untersu-
chungen des Glukosetransportes in Kardiomyozyten von DRANSFELD et al. (2001).
Wie schon im Schrifttum Erwahnung fand, wurde in dieser Arbeit eine Beteiligung der
12-HETEs an der Anordnung des Aktinfilament-Netzwerkes und somit an der Insulin-
induzierten Translokation des GLUT4 nachgewiesen. Um die physiologische Rele-
vanz der in einer Zellkultur gewonnenen Ergebnisse festzustellen, wurden weitere
Analysen in physiologischer Umgebung bendtigt. Um dies durchzufuhren war es
erforderlich, die Funktion der 12/15-Lipoxygenase bzw. der 12-HETEs in einer
12/15-Lipoxygenase-Knockout-Maus zu untersuchen.

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war die Charakterisierung der Alox15-Knockout-
Maus im Hinblick auf die Entwicklung von Defekten in der Insulinsignaltransduktion
und der GLUT4-Translokation. Dabei standen die Untersuchungen bedeutender
Signalproteine wie Akt und GSK3 sowie des Transporterproteins GLUT4 im
Vordergrund. Die Ergebnisse wurden einerseits als Charakterisierung der Alox15-
Knockout-Maus auf molekularer Ebene im Hinblick auf den Einfluss der 12/15-
Lipoxygenase auf Elemente der Insulinsignalkaskade gewertet. Andererseits stellte
sich die Frage, ob durch eine Storung der GLUT4-Translokation in den Knockout-

Tieren eine Insulinresistenz entwickelt wurde.
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4.1 Vorteile eines Knockout-Mausmodells gegenuber
kultivierten Zellinien

Bei der experimentellen Arbeit mit Tieren stellt sich immer die Frage nach der Rele-
vanz und Erfordernis dieser Versuche. Da es sich um den Einsatz lebender Wesen
handelt, ist hier eine genaue Uberpriifung der Notwendigkeit zwingend.

Zellkultur und in vitro Systeme sind Methoden, die es ermoglichen, Untersuchungen
unter Ausschaltung storender, nicht kalkulierbarer Einflusse und unter Beschrankung
auf einen molekularen Vorgang durchzufuhren. Dies ist in zahlreichen Fallen eine
gangige und erfolgsversprechende Methode. Haufig ist es aber notwendig,
bestimmte Funktionsstorungen in einer moglichst physiologischen Umgebung zu
untersuchen. Im Gegensatz zu einem Tiermodell ist es mit den o0.g. Systemen nicht
moglich, Bedingungen, die in einem Gesamtorganismus herrschen zu imitieren.
Hohere Lebewesen zeichnen sich dadurch aus, dass sie aus einer Vielzahl
verschiedenster Zelltypen bestehen, die alle definierte, unterschiedliche Funktionen
besitzen und miteinander interagieren, sich gegenseitig beeinflussen und
kontrollieren. Aus diesem Grund ist es immer erforderlich, im Zellsystem gewonnene
Daten in einem intakten Organismus zu uberprufen. Einige Erkenntnisse, die an
isolierten Zellen gewonnen wurden, konnten z.B. im Lysat der entsprechenden
intakten Gewebe nicht bestatigt werden (RUAN et al., 2003). Dies liegt u.a. daran,
dass spezifische Wechselwirkungen nur in einem vollstandigen Gewebe stattfinden
konnen und in einem Zellkultursystem hingegen nur eingeschrankt funktionieren.

Ein Beispiel sind kultivierte Skelettmuskelzellen, in denen die Antwort auf einen Insu-
linstimulus um ein vielfaches geringer ist, als im intakten Muskel. Dies liegt vermut-
lich an der fehlenden Innervation in isolierten Zellen, die zu einer verminderten Akti-
vitat im Skelettmuskel fuhrt (PLOUG und RALSTON, 2002). Fur die Untersuchung
zahlreicher pathophysiologischer Vorgange ist ein physiologisches System in seiner
Gesamtheit zwingend notwendig, u.a. da es bei Defekten auf molekularer Ebene
haufig Kompensationsmechanismen entstehen, die in einem isolierten Zellsystem

nicht zustande kommen kdnnen.
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Will man die molekularen Hintergrinde der Funktion eines Organismus und deren
Versagen in pathologischen Vorgangen verstehen, so ist man letztendlich immer
darauf angewiesen, eine Fragestellung im Kontext des gesamten Lebewesens anzu-
gehen (PAIGEN, 2003).

Als geeignetes Modell hat sich aus verschiedenen Grunden die Maus erwiesen. Es
wurde festgestellt, dass zwischen den Genen von Mensch und Maus eine mehr als
99 %ige Homologie besteht. Aufgrund dieser Tatsache verfugt sie Uber ein nahezu
vollstandig charakterisiertes Genom (LEITER, 2002). Da sich die zugrundeliegenden
Prinzipien auf molekularer Ebene wahrend der Evolution nur geringflgig verandert
haben, lassen sich zahlreiche Erkenntnisse auf das menschlich Genom Ubertragen
(PAIGEN, 2003).

Ein weiterer Vorteil eher praktischer Art ist die schnelle und zahlreiche Fortpflanzung
der Tiere (3-6 Wurfe pro Jahr mit einer Wurfgro3e von ca. 4-8 Tieren) und die Mog-
lichkeit innerhalb enger Verwandtschaftsbeziehungen Tiere zu kreuzen. Da die Maus
bereits im Alter von ca. 45 Tagen geschlechtsreif wird, ist es ohne grol3en Aufwand
moglich, auch Untersuchungen an adulten Tieren durchzufuhren. Von nicht zu unter-
schatzender Bedeutung sind auch die geringen Anschaffungskosten sowie die relativ
unkomplizierte und platzsparende Haltung.

Um Mause mit einem gezielt ausgeschalteten Gen zu erhalten, wird exogene DNA,
die ein mutiertes Allel des untersuchten Gens tragt, durch Transfektion in embryo-
nale Stammzellen Ubertragen. Nun kdnnen mit positiver und negativer Selektion die
Zellen erfasst werden, in denen eine homologe Rekombination stattgefunden hat.
Diese Zellen werden in eine Blastocyste injiziert, die in eine pseudotrachtige Maus
Ubertragen wird. Durch Kreuzung von Mausen, die fur das ausgeschaltete Allel hete-
rozygot sind, werden schlieRlich Nachkommen gezeugt, die fur die Ausfallmutation
homozygot sind (LODISH et al., 2001).
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Zahlreiche wichtige und grundlegende Erkenntnisse zur Aufklarung der molekularen
Mechanismen physiologischer und pathologischer Vorgange im Zusammenhang mit
Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 wurden mit Hilfe genetisch modifizierter
Tiermodelle gewonnen (MAUVAIS-JARVIS et al., 2002; KAHN, 2003).

1996 konnte z.B. die entscheidende Rolle des Insulinrezeptors mit Hilfe einer IR-
Knockout-Maus endgultig nachgewiesen werden (ACCILI et al., 1996; JOSHI et al.,
1996). Die Erkenntnisse, die durch die IRS1- (ARAKI et al., 1994; TAMEMOTO et al.,
1994) und die IRS2-Knockout-Maus (WITHERS et al., 1998; KUBOTA et al., 2000)
gewonnen wurden, haben wesentlich zum Verstandnis der Bedeutung dieser
Proteine und der Insulinsignalkaskade beigetragen. Die Phanotypen dieser
Knockout-Modelle, die nur geringgradige Veranderungen oder einen manifestierten
Diabetes mellitus Typ 2 aufwiesen, haben entscheidend zum Verstandnis der Ent-
stehung der Insulinresistenz und p-Zelldysfunktion sowie der allgemeinen Pathoge-
nese des Diabetes mellitus Typ 2 beigetragen. Insbesondere angesichts der komple-
xen Pathophysiologie des Diabetes mellitus Typ 2 und seiner multifaktoriellen Atiolo-
gie ist es notwendig, in vitro gewonnene Hypothesen mit Hilfe eines lebenden Orga-
nismus zu verifizieren bzw. zu widerlegen (MAUVAIS-JARVIS und KAHN, 2000;
LEITER, 2002).

Sicherlich mussen Erkenntnisse, die mit Hilfe eines Knockout-Modells gewonnen
werden, differenziert beurteilt werden. Obwohl die Homologie des Genoms von
Mensch und Maus hoch ist, sind beide Spezies bezuglich ihrer biologischen Eigen-
schaften unterschiedlich. Bei der Untersuchung grundlegender pathogenetischer
Mechanismen auf molekularer Ebene kdnnen Erkenntnisse im gewissen Mal3e von
der Maus auf den Menschen Ubertragen werden. Allerdings muss berucksichtigt
werden, dass es sich hier um einzelne Individuen handelt, die endogenen und exo-
genen Einflussen unterliegen, die nicht alle kontrollierbar sind. Aufgrund der
individuellen Schwankungen ist es notwendig, eine ausreichende Anzahl an Ver-

suchstieren zu verwenden und die Ergebnisse dementsprechend zu bewerten.
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4.2 Die Alox15-Knockout-Maus

Das Alox15-Knockout-Mausmodell wurde 1996 von SUN und FUNK generiert. Mitt-
lerweile existieren zahlreiche Veroffentlichungen Uber Untersuchungen, die an die-
sem Knockout-Modell vorgenommen wurden (BLEICH et al., 1999; MILLER et al.,
2001; HAN et al., 2002; KIM et al., 2003; REDDY et al., 2003; WALTERS et al.,
2003). In diesen und anderen Arbeiten wurde nur vereinzelt ein Zusammenhang zum
Diabetes mellitus oder zur Insulinresistenz hergestellt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Alox15-Knockout-Maus erstmals im Hinblick auf ihre Bedeutung bei der
Pathogenese von Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 auf molekularer
Ebene untersucht. Um eine vollstandige Charakterisierung des Knockout-
Mausmodells vornehmen zu kénnen, wurden in der vorliegenden Arbeit sowohl
mannliche als auch weibliche Tiere verwendet.

Die Alox15-Knockout-Mause, die als Zuchtpaare dienten, zeigten hinsichtlich ihres
aulleren Erscheinungsbildes und ihrer Konstitution keine Unterschiede zum Wildtyp.
Die nachfolgende F1-Generation unterschied sich ebenfalls nicht von Mausen des
Wildtyps. Der uberwiegende Teil der Nachkommen war lebensfahig und entwickelte
sich unauffallig und normgerecht. Auch Konstitution und Korpergewicht der adulten
Alox15-Knockout-Mause waren vergleichbar mit denen der Wildtyp-Mause Diese
Befunde bestatigen die Beobachtungen von SUN und FUNK, die das Alox-15-
Knockout-Mausmodell 1996 generierten.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlie3lich Herz und Skelettmuskel der Hinter-
gliedmalen der Tiere verwendet. Als Ausgangspunkt fur die Wahl der Gewebe wa-
ren verschiedene Kriterien von Relevanz. Sowohl Skelettmuskel als auch Herz geho-
ren neben dem Fettgewebe zu den insulinsensitiven Geweben (CZECH et al., 1999;
HOLMAN und SANDOVAL, 2001; RUDICH und KLIP, 2003), in denen GLUT4 tber-
wiegend exprimiert wird (JAMES et al., 1988; BIRNBAUM, 1989; CHARRON et al.,
1989; FUKUMOTO et al., 1989). Zahlreiche Vero6ffentlichungen zum Thema Diabetes
mellitus Typ 2 und Insulinresistenz basieren auf Untersuchungen an Skelettmuskel-

zellen.
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Da nach Insulinstimulus der grofte Teil der Glukoseaufnahme im Skelettmuskel
stattfindet (ca. 80 %), stellt er ein geeignetes Modell fur die Untersuchung der
GLUT4-Translokation dar (KOISTINEN und ZIERATH, 2002).

Die vorliegenden Untersuchungen basieren u.a. auf den Veroffentlichungen von
DRANSFELD et al. 2000 und 2001, die fur ihre Versuche kultivierte Kardiomyozyten
der Ratte eingesetzt haben. Aufgrund dieser Untersuchungen und da die Mechanis-
men der Glukoseaufnahme in Herz und Skelettmuskel sehr ahnlich ablaufen, wurden
beide Gewebe verwendet (ABEL, 2004).

4.3 Einfluss der 12/15-Lipoxygenase auf die
GLUT4-Expression

Im Basalzustand befindet sich GLUT4 vorwiegend in intrazellularen Vesikeln, in de-
nen er erst durch die Insulinwirkung zur Plasmamembran transportiert wird, um dort
die Glukoseaufnahme zu ermoglichen. Fur diese GLUT4-Translokation ist ein Aktin-
filament-Netzwerk erforderlich (TSAKIRIDIS et al., 1994; MARTIN et al., 1996;
TSAKIRIDIS et al., 1997; OMATA et al., 2000; KANZAKI und PESSIN, 2001;
BROZINICK et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit konnte in Herz und Skelettmuskel der Alox15-Knockout-
Tiere eine deutliche und unveranderte GLUT4-Expression im Vergleich zum Wildtyp
nachgewiesen werden (Abb. 9). Der GLUT4-Gehalt ist sowohl im Herzen als auch im
Skelettmuskel der mannlichen und weiblichen Tiere unverandert (Abb. 10). Dies
bestatigt die Ergebnisse der Arbeit von DRANSFELD (2001), in der ebenfalls keine
Veranderung der GLUT4-Expression im Totallysat von Esculetin-behandelten Kardi-
omyozyten festgestellt werden konnte. Dieses Ergebnis Iasst vermuten, dass die
12/15-Lipoxygenase keinen Einfluss auf die GLUT4-Expression hat und die
Knockout-Tiere aufgrund des unveranderten GLUT4-Gehaltes in der Lage waren,
Glukose in die Zelle aufzunehmen.

Da der gesamte Muskel ohne Trennung der zellularen Kompartimente lysiert wurde,
kann keine Aussage daruber gemacht werden, ob die Verteilung von GLUT4 im
Skelettmuskel und Herzen von Knockout-Tieren im basalen und Insulin-stimulierten

Zustand unverandert ist.
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Die unveranderte GLUT4-Expression in den Knockout-Tieren lasst keine Ruck-
schlusse auf eine funktionierende GLUT4-Translokation ziehen, da kein Hinweis auf
die Lokalisation der Transporter gegeben wird. Ob der Verlust der 12/15-Lipoxyge-
nase eine Wirkung auf den Transport von GLUT4 zur Plasmamembran hat, musste
in weiteren Versuchen untersucht werden. Um die Verteilung des GLUT4 in der Zelle

nach Insulingabe festzustellen ware eine Membran-Fraktionierung erforderlich.
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4.4 Bedeutung der 12/15-Lipoxygenase fur Elemente der
Insulinsignalkaskade

4.41 Einfluss der 12/15-Lipoxygenase auf Expression und
Phosphorylierung von Akt

Die Proteinkinase Akt spielt eine essentielle Rolle in der Insulinsignalkaskade und
der Stimulation des Glukosetransportes und somit auch in der GLUT4-Translokation
(KOHN et al., 1996). Es existieren drei Isoformen der Akt (Akt1, Akt2, Akt3), die un-
terschiedlich hoch exprimiert werden (COFFER et al., 1998). Nach Insulinstimulus
wird Akt Uber Insulinrezeptorsubstrate, PI3K und PDK1 phosphoryliert (HAJDUCH et
al., 2001). Dies fuhrt zu einer Phosphorylierung der GSK3 und somit zu einer erhoh-
ten Glykogensynthese und zu einer Aktivierung bzw. Erhohung der
GLUT4-Translokation (KOHN et al., 1996; UEKI et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit konnte die Akt-Expression im Herzen der Wildtyp-Mause
und der Alox15-Knockout-Mause bei beiden Geschlechtern proteinbiochemisch
nachgewiesen werden (Abb. 11). Hier zeigten sich weder signifikante Unterschiede
zwischen Wildtyp und Knockout, noch zwischen mannlichen und weiblichen Tieren
(Abb. 12). Im Skelettmuskel der weiblichen Alox15-Knockout-Tiere war ebenfalls
keine Veranderung der Akt-Expression erkennbar (Abb. 12B). Lediglich die Skelett-
muskel der mannlichen Alox15-Knockout-Tiere wiesen eine signifikante Verminde-
rung der Akt-Expression mit p = 0,05 im Vergleich zum Wildtyp auf (Abb. 12A). Somit
konnte im Skelettmuskel eine geschlechtsspezifische Verminderung der Akt-
Expression festgestellt werden.

Bisher existieren noch keine Daten Uber geschlechtsspezifische Unterschiede bei der
Expression der Akt. Dies kann auch daran liegen, dass zu einem grof3en Teil nur
mannliche Tiere fur Versuche verwendet werden und so ein Vergleich nicht moglich
ist. Weitere Untersuchungen auf Grundlage dieses Ergebnis mussten durchgefihrt

werden, um die Relevanz der Daten zu Uberprufen.
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In der vorliegenden Arbeit konnte keine veranderte Akt-Phosphorylierung in Herz und
Skelettmuskel der Insulin-stimulierten Alox15-Knockout-Tiere im Vergleich zum
Wildtyp nachgewiesen werden (Abb. 13-16). Diese Beobachtung konnte sowohl bei
mannlichen als auch bei weiblichen Tieren gemacht werden. Damit kann die Aus-
sage von DRANSFELD et al. (2001), der keine Auswirkung der 12/15-Lipoxygenase-
Inhibition auf die Akt-Phosphorylierung feststellen konnte, bestatigt werden. Es ist
daher anzunehmen, dass der Verlust der 12/15-Lipoxygenase keine Storungen der
Insulinsignaltransduktion auf dieser Ebene in den untersuchten Geweben der
Alox15-Knockout-Mause verursacht.

Es gibt Hinweise, dass die Akt ebenfalls Uber das Aktinfilament-Netzwerk zur
Plasmamembran transportiert wird, um dort phosphoryliert zu werden. PEYROLLIER
et al. (2000) zeigten in verschiedenen Zellmodellen (L6 Myotubes, HEK293, 3T3-L1
Adipozyten) eine Verminderung der Akt-Phosphorylierung in Zellen mit zerstortem
Aktinzytoskelett. Da in der vorliegenden Arbeit in Herz und Skelettmuskel der
Alox15-Knockout-Mause keine Veranderung der Akt-Phosphorylierung festgestellt
wurde, konnte dies als Hinweis fur ein intaktes Aktinfilament-Netzwerk gedeutet
werden. Dagegen sprechen die Daten von DRANSFELD et al. (2001), die durch
einen Inhibitor der 12/15-Lipoxygenase eine Auflosung des Aktinfilament-Netzwerkes
in kultivierten Kardiomyozyten herbeifUhren und eine unveranderte Akt-Expression
sowie Phosphorylierung feststellen konnten; wie auch KANZAKI und PESSIN (2001)
in Adipozyten. BROZINICK et al. (2004) konnten erstmalig eine gestorte GLUT4-
Translokation und Glukoseaufnahme bei unveranderter Akt-Phosphorylierung in mit
Latrunculin B behandeltem Skelettmuskel der Ratte feststellen. Diese Ergebnisse
sprechen daflr, dass die unveranderte Akt-Aktivierung in den Alox15-Knockout-
Tieren keine Aussage uber das Intaktsein des Aktinzytoskeletts zulasst. Es ware
moglich, dass Akt und GLUT4 Uber unterschiedliche Wege zur Plasmamembran
transportiert werden und die Depolymerisation des Aktinfilament-Netzwerkes keinen

signifikanten Einfluss auf die Aktivierung von Akt hat.
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Zwar ist bekannt, dass die Aktivierung von Akt Uber ein Aktinflament-Netzwerk
geschieht (HAJDUCH et al., 2001; LAWLOR und ALESSI, 2001); die genauen Vor-
gange sind allerdings noch unklar. Somit kann die unveranderte Akt-Phospho-
rylierung nicht als Indiz fur ein intaktes Aktinfilament-Netzwerk dienen.

442 Einfluss der 12/15-Lipoxygenase auf Expression und
Phosphorylierung von GSK3

GSKa3 ist eine Proteinkinase, die in unstimulierten Zellen aktiv ist und zur Phosphory-
lierung und Inhibition der Glykogensynthase und somit zur verminderten Synthese
von Glykogen fihrt (HAJDUCH et al., 2001; MARTINEZ et al., 2002; DOBLE und
WOODGETT, 2003). Es existieren zwei verschiedene Isoformen, GSK3o und
GSK3p (FRAMEN und COHEN, 2001). Beide werden nach Insulinstimulus durch Akt
phosphoryliert und damit deaktiviert, was zu einer Stimulation der Glykogensynthase
fuhrt und damit zu einer erhdéhten Synthese von Glykogen (HAJDUCH et al., 2001;
MARTINEZ et al., 2002; DOBLE und WOODGETT, 2003).

Um die genaue Wirkungsweise bzw. den Wirkungsort der 12/15-Lipoxygenase ein-
schranken zu konnen, wurde sowohl die Expression als auch die Phosphorylierung
von GSK3 in der vorliegenden Arbeit untersucht. Die GSK3-Expression konnte pro-
teinbiochemisch in Herz und Skelettmuskel der mannlichen und weiblichen Alox15-
Knockout-Tiere nachgewiesen werden (Abb. 17). Es konnten keine signifikanten
Veranderungen der Expressionsstarke unabhangig vom Geschlecht im Vergleich
zum Wildtyp festgestellt werden (Abb. 18-19). Die Phosphorylierung der GSK3 nach
Insulinstimulus konnte ebenfalls in beiden Geweben von Alox15-Knockout-Tieren
ohne signifikante Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden (Abb. 20-
25)

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Verlust der 12/15-Lipoxygenase keinen Einfluss
auf die GSK3-Phosphorylierung hat und geben einen weiteren Hinweis darauf, dass
die Insulinsignalkaskade in den Alox15-Knockout-Tieren ungestort ist. Diese Daten
bestatigen und vervollstandigen die Ergebnisse der Untersuchung der Akt-
Phosphorylierung, da GSK3 der Akt direkt nachgeschaltet ist.
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4.5 Entwicklung einer Insulinresistenz
in der Alox15-Knockout-Maus?

DRANSFELD et al. (2001) haben kultivierte Kardiomyozyten verwendet, in denen die
12/15-Lipoxygenase fur eine geringe Zeit gehemmt wurde, um die direkten Auswir-
kungen auf das Aktinfilament-Netzwerk, die GLUT4-Translokation und die Insulinsig-
nalkaskade zu untersuchten. Da in dieser Arbeit eine vollstandige Hemmung der In-
sulin-induzierten Glukoseaufnahme durch Inhibierung der 12/15-Lipoxygenase fest-
gestellt wurde, konnte man vermuten, dass auch in der Alox15-Knockout-Maus das
Aktinfilament-Netzwerk desorganisiert und damit die GLUT4-Translokation gestort
ist. SUN und FUNK (1996) stellten fest, dass in peritonealen Makrophagen der
Alox15-Knockout-Maus nur noch ein nicht-detektierbarer Gehalt an 12- und 15-
HETEs vorhanden ist. Dieser Befund lasst vermuten, dass in Herz und Skelettmuskel
der Alox15-Knockout-Maus der 12- und 15-HETE-Gehalt ebenfalls so gering sein
sollte, so dass es -wie bei DRANSFELD et al. (2001) beschrieben- zu einer
verminderten Glukoseaufnahme kommit.

Es qilt als erwiesen, dass eine gestorte Glukoseaufnahme eine periphere Insulinre-
sistenz auslosen und letztendlich zur Ausbildung eines Diabetes mellitus Typ 2 fuh-
ren kann (CLINE et al., 1999). Bei den Untersuchungen am Alox15-Knockout-
Mausmodell stellt sich also die Frage, ob das Fehlen der 12/15-Lipoxygenase von
Beginn der Entwicklung eine gestorte GLUT4-Translokation bewirkt und diese zu ei-
ner peripheren Insulinresistenz fuhrt oder dieser Gendefekt kompensiert wird. Des-
halb war ein Ziel der vorliegenden Arbeit, die Auswirkungen des ausgeschalteten
Alox15-Gens im Gesamtorganismus im Hinblick auf Anzeichen einer Insulinresistenz

zU untersuchen.
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451 Plasmaglukosespiegel

Der Plasmaglukosespiegel ist bei einem manifestierten Diabetes mellitus Typ 2 so-
wohl im nuchternen als auch im postprandialen Zustand erhoht. Aus diesem Grund
wird der Diabetes mellitus Typ 2 beim Menschen u.a. Uber den Nachweis einer chro-
nischen Hyperglykamie diagnostiziert. Die Referenzwerte befinden sich bei der Maus
zwischen 5,94 und 10,56 mmol/l (VISSER, 2001). Als Einschlusskriterium fur eine di-
abetische Stoffwechsellage wird ein postprandialer Butglukosewert > 11mmol/l ange-
sehen (SCHMITZ, 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde Wildtyp-Mausen sowie
Alox15-Knockout-Tieren im Basalzustand bzw. nach Insulinstimulus Blut entnommen
und der Plasmaglukosespiegel gemessen (Abb. 8). Es konnte ein unveranderter ba-
saler Plasmaglukosespiegel der Alox15-Knockout-Tiere im Vergleich zum Wildtyp
gezeigt werden. Der Uberwiegende Teil der Werte bewegte sich innerhalb der o.g.
Norm. Einzelne Werte sowohl von Knockout-Mausen als auch von Wildtyp-Mausen,
zeigten hohere Glukosespiegel als 11 mmol/l (ca. 12-16 mmol). Da es sich nur um
eine sehr geringe Erhohung handelt, die sowohl bei Alox15-Knockout-Tieren wie
auch beim Wildtyp und beiden Geschlechtern vorgekommen ist, kann man von einer
physiologischen kurzfristigen Anhebung des Blutglukosespiegels ausgehen. Dafur
spricht auch, dass die Plasmaglukosespiegel diabetischer Mause deutlich Uber
11 mmol/l, bei ca. 37 mmol/l liegen (SCHMITZ, 2003). Weiterhin befanden sich die
Tiere kurz vor der Blutentnahme in einer Stressituation, die ebenfalls zu einer
leichten Erhéhung der Blutglukose fuhren kann. Keiner der Werte, die im
Basalzustand gemessen wurden, lag unterhalb der unteren Grenze von 5,94 mmol/l.
Anhand der gemessenen Plasmaglukosewerte lasst sich eine Insulinresistenz nicht
ausschliel3en, da diese sich schon lange bevor klinisch erfassbare Symptome auf-
treten, entwickelt (SHULMAN, 2000; GOLDSTEIN, 2003). Die Manifestation eines
Diabetes mellitus Typ 2 kann hingegen relativ sicher ausgeschlossen werden, da in
diesem Falle der Plasmaglukosespiegel erhdoht ware. Dafur spricht, dass die Tiere
keinerlei klinische Symptome wie Polyurie, Polydipsie oder Glukosurie aufweisen.
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Im gesunden Organismus fuhrt ein Insulinstimulus zu einer Erniedrigung des Blutglu-
kosespiegels. Eine Insulinresistenz fuhrt zu einer verminderten Wirkung des Insulins
und somit zu keinem bzw. einem geringeren Abfall des Plasmaglukosespiegels.
Nach einer Insulinstimulation wurde den Tieren Blut enthommen. Hier konnte sowohl
bei den Wildtyp-Mausen als auch beim Knockout eine Erniedrigung der
Plasmaglukose nach Insulinstimulus nachgewiesen werden. Lediglich bei den
mannlichen Alox15-Knockout-Tieren war eine tendenziell etwas geringere Abnahme
vorhanden. Da dieser Unterschied zum Wildtyp nicht signifikant war, kann Gber die
Bedeutung dieses Ergebnisses keine eindeutige Aussage gemacht werden. Ob es
sich eventuell um Anzeichen einer Insulinresistenz handeln konnte, musste durch
weitergehende Untersuchungen verifiziert werden. Man konnte vermuten, dass die
verringerte Abnahme der Plasmaglukose der mannlichen Knockout-Tiere im
Zusammenhang mit der verminderten Akt-Expression steht. Dagegen spricht
allerdings, dass der Grad der Akt-Phosphorylierung unverandert zum Wildtyp ist.
Aufgrund der Tatsache, dass hier einzelne Individuen untersucht wurden und aul3ere
Einflusse wie z.B. Stress eine Erhdohung des Glukosespiegel verursachen konnen, ist
zu vermuten, dass es sich eher um eine physiologische Schwankung handelt.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Ansprechbarkeit auf einen Insulinstimulus in
den Alox15 Knockout-Tieren nachgewiesen werden. Dies gibt Anlass zu der Vermu-
tung, dass die Tiere keine Insulinresistenz entwickelt haben. Definitiv ist eine Insulin-
resistenz aber nicht auszuschlie3en, da sie sich in einem sehr frGhen Stadium befin-

den konnte, das noch keine messbaren Auswirkungen zeigt.

452 GLUT4

In den Alox15-Knockout-Tieren konnte eine unveranderte GLUT4-Expression sowohl
im Skelettmuskel als auch im Herzen festgestellt werden. Es ist anhand zahlreicher
Untersuchungen davon auszugehen, dass die GLUT4-Expression im Skelettmuskel
von diabetischen bzw. insulinresistenten Patienten im Vergleich zur Kontrolle nicht
verandert ist (HANDBERG et al., 1990; PEDERSEN et al., 1990; KAHN et al., 1992).
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Auch in der C57BL/KsJ-Lepr®®-Maus -ein Mausmodell mit Adipositas,
Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2- konnte keine Veranderung des
Proteingehaltes von GLUT4 in Skelettmuskel und Fettgewebe nachgewiesen werden
(SHAO et al., 2000). Ausschlaggebend fur eine verminderte Glukoseaufnahme nach
Insulinstimulus beim Diabetes mellitus Typ 2 ist also nicht ein verminderter GLUT4-
Gehalt, sondern die fehlende bzw. verringerte Translokation des Transporters zur
Plasmamembran. Diese gestorte GLUT4-Translokation konnte sowohl im Muskel von
insulinresistenten als auch diabetischen Patienten und Nagetieren festgestellt
werden (GARVEY et al., 1998; MIURA et al., 2001).

Die unveranderte GLUT4-Expression in den Alox15-Knockout-Tieren lasst daher kei-
nen Ruckschluss Uber die Ausbildung einer Insulinresistenz in den untersuchten Ge-
weben zu. Es ware daher wichtig, die Lokalisation von GLUT4 in der Zelle zu unter-
suchen. Dafir musste eine Membran-Fraktionierung von insulinstimulierten
Skelettmuskel und Herz durchgefihrt werden, um die Verteilung des GLUT4 im

Zellinneren und an der Plasmamembran zu erfassen.

453  Aktund GSK3

Die Kinasen Akt und GSK3 spielen eine Schlusselrolle in der Insulinsignalkaskade.
Die Literatur gibt allerdings widerspruchliche Angaben zur Expression und
Phosphorylierung von Akt im Muskel von insulinresistenten oder diabetischen
Menschen sowie Nagern an. Eine unveranderte Akt-Expression bei verminderter
Phosphorylierung im Skelettmuskel von Diabetes mellitus Typ 2 Patienten konnte
von KROOK et al. (1998) nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen
bestatigen eine unveranderte Akt-Expression. GOSMANOV et al. (2004) zeigten
hingegen eine verminderte Expression der Akt in Muskeln von adiposen Patienten
mit atypischem Diabetes. Nach diesen Untersuchungen ist zu vermuten, dass die
einzelnen Isoformen (Akt1-3) unterschiedliche Relevanz fur die Entwicklung einer

Insulinresistenz haben.
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In der vorliegenden Arbeit war die Akt-Expression lediglich im Skelettmuskel der
mannlichen Alox15-Knockout-Tieren signifikant vermindert. Dieses Ergebnis gibt kei-
nen Hinweis auf eine Insulinresistenz, da bei einem Grofteil der Untersuchungen
beim Diabetes mellitus Typ 2 keine veranderte Akt-Expression gefunden wurde.

Um die Bedeutung dieses Ergebnisses zu beurteilen, musste ein spezifischer Anti-
korper gegen die einzelnen Isoformen verwendet werden, da vermutlich Unter-
schiede der Expression bei Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus Typ 2 existieren.
Da der Grad der Akt-Phosphorylierung allerdings nicht verandert ist, ist zu vermuten,
dass die verminderte Akt-Expression keine Relevanz fur die Weiterleitung des Insu-
linsignals hat.

Ebenfalls existieren unterschiedliche Hypothesen betreffend der Phosphorylierung
von Akt beim Diabetes mellitus Typ 2 bzw. bei Insulinresistenz. SHAO et al. (2000)
fanden eine verminderte Akt-Phosphorylierung und Aktivierung in Skelettmuskel
sowie Fettgewebe von einem genetisch veranderten Mausmodell mit Adipositas,
Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2. Das bestatigt die Untersuchungen von
KROOK et al. (1998), die ebenfalls eine verminderte Akt-Phosphorylierung im
diabetischen Skelettmuskel nachgewiesen haben. Bei den Alox15-Knockout-Tieren
konnte in Herzen und Skelettmuskel keine verminderte Akt-Phosphorylierung im
Vergleich zu den Wildtyp-Tieren festgestellt werden. Dies ist als weiterer Hinweis zu
deuten, dass diese Tiere keine Insulinresistenz entwickelt haben.

Auch eine veranderte Expression und Phosphorylierung der GSK3 kénnen Hinweise
auf eine Insulinresistenz geben. NIKOULINA et al. fanden (2000), dass eine Erho-
hung der Proteinlevel und der Aktivierung der GSK3 in einer reduzierten Aktivitat der
Glykogensynthase im Skelettmuskel von Diabetes mellitus Typ 2-Patienten resultiert.
In der vorliegenden Arbeit konnte keine veranderte GSK3-Expression in Skelettmus-
kel und Herz der Alox15-Knockout-Tiere im Vergleich zum Wildtyp festgestellt wer-
den. Der Grad der Phosphorylierung der GSK3 war ebenfalls in den mannlichen und
weiblichen Tieren ohne signifikanten Unterschied zum Wildtyp. Diese Ergebnisse

geben ebenfalls keinen Hinweis auf die Entwicklung einer Insulinresistenz.



90 Diskussion

4.6 Fazit

Die vorliegenden Ergebnisse geben zahlreiche Hinweise, dass die Alox15-Knockout-
Tiere keine Insulinresistenz entwickelt haben, obwohl eine endgultige Aussage mit
diesen Daten nicht getroffen werden kann. Es ist aufgrund dieser Befunde zu
vermuten, dass in der Alox15-Knockout-Maus spezifische Kompensati-
onsmechanismen aktiviert wurden, um den Verlust der 12/15-Lipoxygenase aus-
zugleichen. SUN und FUNK, die die Alox15-Knockout-Maus 1996 generierten,
konnten in peritonealen Makrophagen der Knockout-Maus weder 12-HETEs noch
15-HETEs nachweisen. Ob dies in Herz und Skelettmuskel ebenso ist, ist nicht
bekannt. Allerdings kann man davon nicht unbedingt ausgehen, da SUN und FUNK
einzelne Zellen und keine komplexen Gewebe, die unterschiedliche Zelltypen
enthalten, untersucht haben. Anhand der vorliegenden Ergebnisse kdonnte man
vermuten, dass die 12- und 15-HETEs in den untersuchten Geweben vorkommen,
da wir keine Veranderungen feststellen konnten. Es ist moglich, dass noch andere
Isoformen der Lipoxygenase vorhanden sind, die die Produktion der 12-HETEs
ubernehmen. Dafur spricht, dass in der vorliegenden Arbeit auch in den Geweben
der Alox15-Knockout-Maus bei Detektion mit dem 12/15-Lipoxygenase Antikorper
das gleiche Bandenmuster wie beim Wildtyp festgestellt werden konnte. Da durch die
Genotypisierung die Ausschaltung des Alox15-Gens nachgewiesen wurde, kann man
vermuten, dass es sich hier um eng verwandte Isoformen der 12/15-Lipoxygenase
handelt, die durch den Gebrauch eines polyklonalen Antikdrpers nicht differenziert
werden konnten. Um welche Isoformen es sich genau handelt, ist unklar. Man konnte
annehmen, dass es sich um die 12-Lipoxygenase-Plattchenform handelt, die
ebenfalls 12-HETEs produziert und eventuell die fehlende Produktion der
12/15-Lipoxygenase kompensiert. Es ware deshalb erforderlich, die Gewebe nach
weiteren Lipoxygenase-lsoformen sowie nach ihren Metaboliten (HETEs) zu
untersuchen. Es konnte allerdings auch sein, dass die fehlenden 12-HETEs durch
alternative Mechanismen ersetzt wurden. Dafur mussten weitere Untersuchungen

hinsichtlich der Regulation des Aktinfilament-Netzwerkes gemacht werden.
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Es ist auf jeden Fall wahrscheinlich, dass der Verlust der 12/15-Lipoxygenase durch
einen Kompensationsmechanismus ersetzt bzw. vermindert wurde. Der Vorgang der
Kompensation konnte in zahlreichen Untersuchungen mit Knockout-Mausen
festgestellt werden. Ein Beispiel im Bereich des Diabetes ist die GLUT4-Knockout-
Maus: die homozygote GLUT4"-Knockout-Maus produziert kein GLUT4, zeigt aber
nur eine leichte Insulinresistenz. Die heterozygote GLUT4"-Knockout-Maus, deren
GLUT4-Expression im Gegensatz zum Wildtyp nur die Halfte betragt, entwickelt
Insulinresistenz und letztendlich einen Diabetes mellitus Typ 2 (KATZ et al., 1995;
STENBIT et al., 1997). Man vermutet, dass der vollstandige Verlust des GLUT4
Proteins im Stoffwechsel der Maus die Produktion eines noch unbekannten
Glukosetransporters auslost, wohingegen diese Kompensationsmechanismen in der
heterozygoten Maus nicht aktiviert werden konnen. Weitere zahlreiche
Untersuchungen an transgenen Tieren bestatigen die vielseitigen Mechanismen, die
im lebenden Organismen Defizite ausgleichen koénnen. Die vorliegenden
Untersuchungen der 12/15-Lipoxygenase in der Alox15-Knockout-Maus zeigen, dass
dieses Enzym nicht die Rolle in der Atiopathogenese der Insulinresistenz spielt, die
man nach den Versuchen von DRANSFELD et al. (2001) erwarten konnte, jedenfalls
nicht in der Maus. Die vollstandige Hemmung der Insulin-induzierten
Glukoseaufnahme, die in den Kardiomyozyten festgestellt wurde, hatte in den
Knockout-Tieren eine Insulinresistenz auslosen mussen. Es ist unumstritten, dass
die 12/15-Lipoxygenase eine Rolle bei der Insulin-induzierten GLUT4-Translokation
spielt. Gerade die bisherigen Ergebnisse der Membranfraktionierung von Herz und
Skelettmuskel unserer Arbeitsgruppe (nicht veroffentlicht) bestatigen die Bedeutung
der 12/15-Lipoxygenase. Allerdings zeigt sich hier der Unterschied zwischen in vitro
Versuchen an kultivierten Zellinien und Untersuchungen an einem lebenden
Organismus als ganzheitliches System. Wie eingangs erwahnt, bestatigt die
vorliegende Arbeit die Notwendigkeit der Uberpriifung in vitro aufgestellter

Hypothesen in einem physiologischen System.
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4.7 Ausblick

Mit den vorliegenden Untersuchungen sollte die Charakterisierung der Alox15-
Knockout-Tiere nicht abgeschlossen werden. Da durch diese Arbeit Storungen an
mehren Stellen der Insulinsignalkaskade ausgeschlossen werden konnten, sollte im
weiteren die GLUT4-Translokation in Herz und Skelettmuskel eingehender unter-
sucht werden. Dazu ist eine Membran-Fraktionierung von Herz und Skelettmus-
kelgewebe im Basalzustand sowie nach Insulinstimulus erforderlich. So kdnnte im
Vergleich zum Wildtyp eine eventuell verminderte Translokation des Glukose-
transporters GLUT4 zur Plasmamembran nachgewiesen werden.

In unserer Arbeitsgruppe wurde mittlerweile eine Membranfraktionierung an beiden
Geweben vorgenommen. Die bisherigen Ergebnisse (nicht veroffentlicht) geben Hin-
weise auf einen verminderten GLUT4-Gehalt in der Plasmamembran der
Alox15-Knockout-Tiere im Vergleich zum Wildtyp und deuten somit eine gestorte
GLUT4-Translokation an. Diese Versuche sind noch nicht abgeschlossen und zeigen
bisher nur eine Tendenz, da noch keine reprasentative Anzahl untersucht worden ist.
Eine weitere notwendige Untersuchung ware die Darstellung des Aktinfilament-
Netzwerkes mit einer speziellen Farbung in den untersuchten Geweben. So kdnnte
die direkte Auswirkung des Verlustes der 12/15-Lipoxygenase auf die Regulation des
Aktinfilament-Netzwerk festgestellt werden.

Weiterhin sollte eine Messung des 12(S)-HETE-Gehaltes erfolgen, um zu untersu-
chen inwieweit eine Kompensation durch andere Isoformen erfolgt ist. In diesem Zu-
sammenhang waren ebenfalls Expressionsstudien verschiedener Lipoxygenase-
Isoformen erforderlich.

Um die Hypothese zu verifizieren bzw. zu widerlegen, dass die Tiere keine Insulinre-
sistenz entwickelt haben, sollten weitere Untersuchungen vorgenommen werden.
Unter anderem ware es interessant, den Insulingehalt im Serum zu messen, welcher
bei Insulinresistenz erhdht ware. Die Untersuchung der Funktion der 12/15-
Lipoxygenase in der Alox15-Knockout-Maus sollte mit dieser Arbeit nicht
abgeschlossen werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Aufrechterhaltung der Glukosehomobostase wird im erster Linie von dem
Polypeptidhormon Insulin gesteuert. Durch Bindung von Insulin an den Insulin-
rezeptor wird die Insulinsignalkaskade aktiviert und somit die Translokation des
Glukosetransporters GLUT4 zur Plasmamembran reguliert. Dort vermittelt GLUT4 die
Aufnahme von Glukose in die Zelle. Diese Translokation geschieht Uber ein
Aktinflament-Netzwerk, das sich nach Insulinstimulus aus Aktinflamenten umbildet.
Es qilt als erwiesen, dass Metaboliten der 12/15-Lipoxygenase an der Regulation
dieses Netzwerkes beteiligt sind und somit Einfluss auf den Transport von GLUT4
zur Plasmamembran und damit auf die Glukoseaufnahme haben. In Untersuchungen
konnte eine vollstandige Hemmung der Glukoseaufnahme in Kardiomyozyten, die mit
einem Lipoxygenase-Inhibitor behandelt wurden, festgestellt werden. Aufgrund
dieser Daten sollte die Funktion der 12/15-Lipoxygenase in einem Knockoutmodell
naher charakterisiert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte keine veranderte GLUT4-Expression festgestellt
werden. Die Akt-Expression war lediglich im Skelettmuskel der mannlichen
Alox15-Knockout-Tiere signifikant vermindert Die Phosphorylierung der Akt nach
Insulinstimulus war in Herz und Skelettmuskel der Knockout-Tiere bei beiden
Geschlechtern unverandert. In beiden Geweben der Alox15-Knockout-Tiere konnte
keine veranderte GSK3a- oder -p-Expression festgestellt werden. Die Phospho-
rylierung der beiden Isoformen nach Insulinstimulus war ebenfalls unverandert.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse hat der Verlust der 12/15-Lipoxygenase
keinen Einfluss auf den GLUT4-Gehalt. Die Insulinsignalkaskade wird ebenfalls nicht
beeinflusst. Eine Aussage Uber eine veranderte GLUT4-Translokation kann anhand
dieser Daten nicht gemacht werden. Um eine Stérung durch den Verlust des Enzyms
genauer feststellen zu kénnen, musste das Aktinfilament-Netzwerk und die

GLUT4-Translokation in den Knockout-Tieren naher untersucht werden.
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Die Insulinresistenz ist die erste pathologische Stérung, die bei der Entwicklung
eines Diabetes mellitus Typ 2 auftritt. Durch eine verminderte Wirkung des Insulins in
den insulinsensitiven Geweben (Skelettmuskel, Leber, Fettgewebe, Herz), kommt es
zu einer verminderten Aufnahme von Glukose in die Zelle und damit zu einem
erhohten Blutglukosespiegel. Umgekehrt kann aber auch eine Storung der
GLUT4-Translokation eine Insulinresistenz auslosen. In der vorliegenden Arbeit
sollten deshalb die Knockout-Tiere auch in Hinblick auf die Entwicklung einer
Insulinresistenz untersucht werden.

Es konnten keine veranderten Plasmaglukosespiegel bei den Alox15-Knockout-
Tieren nachgewiesen werden. Auch nach Insulinstimulus kam es bei der Knockout-
Maus zu einem physiologischen Abfall des Plasmaglukosespiegels. Die GLUT4-
Expression sowie die Expression und Phosphorylierung der Signalelemente Akt und
GSK3 waren unverandert (s.o.). Lediglich die Akt-Expression im Skelettmuskel der
mannlichen Tiere war signifikant vermindert.

Aufgrund dieser Daten haben die Knockout-Tiere keine Insulinresistenz entwickelt.
Die verminderte Akt-Expression gibt ebenfalls keinen Hinweis auf eine
Insulinresistenz. Um diese Daten abzusichern, sollten weitere Untersuchungen
vorgenommen werden. Anhand der vorliegenden Ergebnisse ist davon auszugehen,
dass in den Alox15-Knockout-Tieren spezifische Kompensationsmechanismen
aktiviert wurden, die die Entwicklung einer Insulinresistenz verhindert haben. Weitere

Untersuchungen dieser Mechanismen mussten durchgefuhrt werden.
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0. SUMMARY

The maintenance of glucose homeostasis is primarily regulated by the polypeptide
hormone insulin. Insulin rapidly stimulates glucose transport by inducing the
translocation of vesicles containing the glucose transporter isoform 4 (GLUT4) from
intracellular pools to the plasma membrane. When inserted in the plasma membrane,
GLUT4 catalyses the glucose uptake into the cell. Actin cytoskeletal elements are
involved in mediating the insulin-induced GLUT4 translocation. Metabolites of the
12/15-Lipoxygenase have recently been shown to contribute to the regulation of actin
cytoskeleton rearrangement and therefore to the GLUT4 translocation and glucose
uptake. Inhibition of 12/15-lipoxygenase activity completely abrogated insulin induced
glucose uptake and GLUT4 translocation in cardiomyocytes. Based on these data
the implication of 12/15-lipoxygenase was investigated in knockout mouse model.
The results obtained show no effect on the total expression of GLUT4. Akt
expression was only decreased in skeletal muscle of the male knockout mice. The
phosphorylation of Akt after stimulation with insulin was not altered in heart and
skeletal muscle of male and female knockout mice. In both tissues the expression
and phosphorylation of GSK3a3 were also unchanged. These data suggest that the
loss of 12/15-lipoxygenase has no effect on GLUT4 level and the insulin signal
transduction. Studies on actin cytoskeleton structure and GLUT4 translocation will be
required to potentially demonstrate the functional consequences of 12/15-
lipoxygenase knockout.

Insulin resistance is the first pathological disorder in the development of diabetes
mellitus type 2. The decreased effect of insulin in insulin sensitive tissues (skeletal
muscle, liver, adipose tissue, heart) results in a decreased glucose uptake into the
cell and therefore in increased blood glucose level. Oppositely a disorder in GLUT4
translocation can also produce an insulin resistance.

Therefore in this work the development of insulin resistance should be examinded in

the Alox15 knockout mouse model.
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These results show that plasma glucose levels in Alox15-knockout animals are
unchanged. Also, after stimulation with insulin the decrease of blood glucose levels
was physiological.

These data suggest that the knockout animals develop no insulin resistance. Also the
decreased Akt expression gives no evidence for an insulin resistance. To confirm
these data, further investigations should be done. It seems that in the Alox15
knockout mouse a specific mechanism of compensation has been activated, which
prevents the development of insulin resistance. Further Investigations of these

mechanisms should be done.
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8. VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN
(v/v) =  Volumen pro Volumen

°C =  Grad Celsius

Ml = Mikroliter

d =  Stunde

DNA = Desoxyribonukleinsaure

h =  Stunde

HMIT = Mammalian H(+)-Myo-Inositol
HPL = Plazentalaktogen

i.p. = intraperitoneal

kDa = Kilo Dalton

KG =  Korpergewicht

min = Minuten

mmol = Millimol

PVDF = Polyvinyldifluorid

RT = Raumtemperatur

SDS = Natriumdodecylsulfat

sec =  Sekunde

Ser = Serin

TBS =  Tris-gepufferte Kochsalzldésung

Thr = Threonin
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Verzeichnis der Abkirzungen

Tris

Triton x-100

Tween 20

u

u.N.

(Hydroxymethyl)-aminomethan
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Unit

uber Nacht
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