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II. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

≥   größer/gleich 

<   kleiner/gleich 

° C   Grad Celsius 

µ   Mikro-  

µg   Mikrogramm (10-6 Gramm) 

µl   Mikroliter (10-6 Liter) 

µm   Mikrometer (10-6 Meter) 

aP   Adipozytenprotein 

BAT   brown adipose tissue (braunes Fettgewebe) 

bp   Basenpaare 

BSA   bovines Serumalbumin 

cm   Zentimeter (10-2 Meter) 

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

DNA   desoxyribunucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

DPP IV   Dipeptidylpeptidase IV 

dsRNA   Doppelstrang-RNA 

EDTA   ethylendiamin-tetra-acid (Ethylendiamin-Tetraessigsäure) 

EGFP   Enhanced Green Fluorescent Protein (angereichertes grün fluoreszierendes 
   Protein 

endo-siRNA  endogenous small interfering RNA 

Epi   epididymal (vom Nebenhoden stammend) 

ETB   Ethidiumbromid 

exo-siRNA  exogenous small interfering RNA 

GIP   Glucose-dependent insulinotropic polypeptide (auch: Gastric  

   inhibitory polypeptide) 

GIPR   Glucose-dependent insulinotropic polypeptide Rezeptor 

GIPR-KI  GIP Rezeptor-Knock-In-Zellen (Zellen, die nach dem Knock-Out den GIPR 
   wieder exprimieren) 

GIPR-KO  GIPR Rezeptor-Knock-Out-Zellen (Zellen, in denen der GIPR fehlt) 

GLUT   Glukosetransporter 

HDL High Density Lipoprotein (Plasma-Transportprotein für wasserunlösliche 
Stoffe) 

Ing   inguinal (zur Leistengegend gehörend) 

IRS   Insulinrezeptorsubstrat 

JAK   Janus-Kinase 

KI   Knock-In (Reexpression in Knock-Out-Zellen) 
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KO   Knock-Out 

LB-Medium  LB (englisch lysogeny broth) ist ein Nährmedium für Bakterien nach Giu-
   seppe Bertani 

min   Minute(n) 

miRNA   micro-RNA 

ml   Milliliter (10-3 Liter) 

MC4R   Melanokortin-4-Rezeptor 

mRNA   messenger RNA 

NEB2   New England Biolabs Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,9, 10 mM MgCl2, 50 
   mM NaCl, 1 mM DTT) 

nm   Nanometer (10-9 Meter) 

OGTT   oraler Glukosetoleranztest (Screeningtest für Diabetes/Insulinresistenz) 

Oligos   Oligonukleotide 

PBS   Phosphat-buffered Salin (Phosphat-gepufferte physiologische Salzlösung) 

PCR   polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 

Pref1   Präadipozytenfaktor 1 

pre-miRNA  precursor micro-RNA 

pri-miRNA  primary micro-RNA 

Pro3GIP  GIP-Abbauprodukt durch die DPP IV mit antagonistischer Wirkung am  

   GIP Rezeptor 

PPARγ   Peroxisom Proliferator Activated Rezeptor gamma 

rGIPR   GIPR aus dem Rattengenom 

RISC   RNA-induced silencing complex 

RNA   ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

RNAi   RNA Interferenz 

rpm   rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 

RT   Raumtemperatur 

sec   Sekunde(n) 

shRNA   short hairpin RNA 

siRNA   small interfering RNA 

STAT   Signal Transducers and Activators of Transcription 

TBE   TRIS-Borat-EDTA-Puffer 

TE-Puffer  Tris-EDTA-Puffer 

vs.   versus (gegen) 

WT   Wildtypzellen (unveränderte Zellen) 

w/v   weight per volume (engl. für: Gewicht pro Volumen, spezifisches  
   Gewicht) 
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III. EINLEITUNG 

III.1. Metabolisches Syndrom und Adipositas 

Das metabolische Syndrom steht im Zentrum des medizinischen Interesses, da es mit einem hohen 

Risiko für Typ 2 Diabetes mellitus, kardiovaskulären Erkrankungen und auch Tumorerkrankungen 

einhergeht (Biddinger und Kahn, 2006) und damit zu den großen Gesundheitsbedrohungen der 

westlichen Welt gehört (Isomaa, 2003; Alberti et al., 2005). Aufgrund unterschiedlicher Definitio-

nen werden in Prävalenzstudien verschiedene Zahlen angegeben. In Deutschland liegt die Prä-

valenz für Männer zwischen 23,5 (NCEP-ATP III) und 31,6% (IDF) bzw. für Frauen zwischen 

17,5 (NCEP-ATP III) und 22,6% (IDF) (Assmann et al., 2007; Grundy, 2008). 

Es ist schwierig, genau anzugeben, was das metabolische Syndrom umfasst, da nach wie vor keine 

eindeutige, allgemein anerkannte Definition existiert. Das metabolische Syndrom beinhaltet im 

Allgemeinen die folgenden Hauptkomponenten: Glukoseintoleranz, Adipositas, Bluthochdruck und 

Dyslipidämie (erhöhte Triglyzeride, zu wenig HDL-Cholesterin). Neben dem Konsens über diese 

Hauptbestandteile des Syndroms wird weiterhin viel über den Namen, weitere Kriterien und ver-

schiedene Grenzen der einzelnen Kriterien diskutiert (Day, 2007). 1988 beschrieb Reaven das Syn-

drom X, in dessen Zentrum die Insulinresistenz stand (Reaven, 1988), also die verminderte Sensibi-

lität der peripheren Körperzellen für Insulin. In der darauf folgenden Zeit wurde zum selben Kon-

text auch mit anderen Namen Bezug genommen, wobei sich der Begriff „metabolisches Syndrom“ 

bis heute am ehesten durchgesetzt hat. Interessanterweise stammt die erste Publikation, die das 

metabolische Syndrom beschreibt, aus dem Jahre 1923, als der Schwede Kylin Hyperglykämie, 

Hypertension und Gicht als metabolisches Syndrom zusammenfasste (Kylin, 1923).  

Ziel der vielfältigen Debatten ist eine einheitliche Definition, die pathoätiologische Gesichtspunkte 

und klinische Kriterien genauso betrachtet wie Risikofaktoren und mögliche Begleiterkrankungen. 

Eine einheitliche Definition würde epidemiologische Studien ermöglichen und darüber hinaus als 

Grundlage für klinischen Diagnose- und Therapiealgorithmen dienen können.  

1998 wurde von einer Arbeitsgruppe für die Weltgesundheitsorganisation eine Definition erarbei-

tet, die ebenfalls die Insulinresistenz ins Zentrum stellte (Alberti und Zimmet, 1998). Dabei blieb 

gerade die genaue klinische Definition der Insulinresistenz ein Problem, so kritisierten Balkau und 

Charles die WHO-Definition und schlugen 1999 in einer Arbeit für die „European Group for the 

Study of Insulin Resistance“ (EGIR) vor, das Syndrom stattdessen das „Insulinresistenzsyndrom“ 

zu nennen und schlossen Diabetespatienten aus dieser Definition aus (Balkau und Charles, 1999). 

Bereits 2001 wurde eine nächste Definition von den „Adult Treatment Panel III of the National 

Cholesterol Education Program“ (NCEP-ATP III) eingeführt, die eine einfache klinische Erfassung 
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ermöglichen sollte und beispielsweise auf den oralen Glukosetoleranztest als Screeningtest verzich-

tete (Grundy et al., 2004). Klinisch ist heutzutage aber v.a. die Definition des metabolischen Syn-

droms von der „International Diabetes Foundation“ von Bedeutung (IDF, 2005). Dabei steht die 

Adipositas im Mittelpunkt des Syndroms und für die klinische Erfassung der Adipositas wird nur 

noch der Taillenumfang herangezogen, für den je nach ethischer Zugehörigkeit unterschiedliche 

Grenzwerte bestehen. Für Europäer gilt, dass Adipositas ab einem Taillenumfang von ≥ 94 cm bei 

Männern bzw. ≥ 80 cm bei Frauen vorliegt. 

Die zunehmend populäre Definition des metabolischen Syndroms der IDF macht deutlich, dass 

inzwischen Adipositas als Schlüsselpunkt der Erkrankung angesehen wird. Das Fettgewebe wird 

als critical link organ für metabolische, endokrinologische, immunologische Funktionen, Repro-

duktion und Energiespeicherung verstanden (Iwen et al., 2006; Klein et al., 2006; Klein et al., 

2007) und rückt dadurch ins Interesse als mögliches Ziel therapeutischer Ansätze.  

III.2. Fettgewebsfunktion und Adipogenese 

Die kritische Stellung des Fettgewebes wird durch verschiedene Adipokine gewährleistet, die das 

Fettgewebe zu einem endokrinen Organ machen. Als Adipokine werden biochemische Botenstoffe 

bezeichnet, die ausschließlich von Adipozyten sezerniert werden (Kershaw und Flier, 2004). Die 

veränderte Wahrnehmung des Fettgewebes als funktionell vielfältiges Organ begann 1994 mit der 

Identifikation von Leptin (Zhang et al., 1994), das von Adipozyten produziert und sezerniert wird 

und selbst durch vielfältige Botenstoffe wie Insulin, Glukokortikoide oder Östrogen beeinflusst 

wird (Margetic et al., 2002). Es musste von der Vorstellung Abschied genommen werden, dass das 

Fettgewebe ein inaktives, lediglich Energie speicherndes Gewebe ist. Inzwischen sind weitere 

durch Adipozyten produzierte und sezernierte Botenstoffe bekannt, wie TNFα, IL-6 (Fain et al., 

2004), Adiponektin (Chandran et al., 2003) oder Bestandteile des Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systems (Goossens et al., 2003), um nur einige zu nennen. Das Verständnis für die vielfältigen 

Funktionen des Fettgewebes wächst täglich (Rajala und Scherer, 2003; Kershaw und Flier, 2004; 

Perwitz et al., 2004; Kraus et al., 2005; Iwen et al., 2006; Klein et al., 2006). 

Die Adipogenese beschreibt die Entwicklung von Präadipozyten zu vollentwickelten Adipozyten. 

Während der Wachstumsphase sehen die Präadipozyten in der Zellkulturschale zunächst wie Fib-

roblasten aus, mit Erreichen der Konfluenz wird die Differenzierung induziert, die Zellen runden 

sich ab, lagern Fetttropfen ein und erlangen nach und nach die Eigenschaften und Funktionen reifer 

Adipozyten (Gregoire et al., 1998; Farmer, 2006). Das Erreichen der Konfluenz bewirkt einen 

Wachstumsarrest, zuvor jedoch durchlaufen die Adipozyten eine sogenannte klonale Expansion, 

die durch ausgewogene mitogene und adipogene Signale verursacht wird. Dabei verdoppeln die 

Zellen wenigstens einmal ihr Erbgut und teilen sich (Gregoire et al., 1998; Avram et al., 2007). 
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Dieser Vorgang läuft i.d.R. automatisch ab, bei Arbeiten mit kultivierten Präadipozyten wird dieser 

Vorgang jedoch mit einem Induktionsmedium, das Dexamethason, Isobutylmethylxanthin und 

Indomethacin als geeignete adipogene Signalstoffe enthält, beschleunigt (Chapman et al., 1985; 

Gaillard et al., 1991; Smas und Sul, 1995; Gregoire et al., 1998; Farmer, 2006).  

Während der adipozytären Differenzierung ändern sich intrazelluläre Signalkaskaden grundlegend, 

so dass es zu charakteristischen Änderungen einiger Transkriptionsfaktoren kommt. Pref1 steht für 

„preadipocyte factor 1“ und wird in Präadipozyten gebildet (Gregoire et al., 1998; Avram et al., 

2007). Pref1 hat einen inhibitorischen Einfluss auf die Differenzierung und wird daher mit Beginn 

der Induktion herabreguliert; so konnte gezeigt werden, dass Dexamethason durch eine Hemmung 

von Pref1 adipogen wirkt (Smas et al., 1999). Es wurde auch gezeigt, dass Pref1 in verschiedenen 

Varianten vorkommt, von denen nur die große lösliche Form biologisch aktiv ist und die inhibitori-

sche Wirkung ausübt (Mei et al., 2002). PPARγ gilt als wichtigster Transkriptionsfaktor der Adi-

pogenese (Gregoire et al., 1998; Harp, 2004; Hansen und Kristiansen, 2006; Rosen und Spiegel-

man, 2006; Avram et al., 2007), da ohne PPARγ eine Differenzierung nicht möglich ist (Farmer, 

2006). PPARγ ist für die Aufrechterhaltung der Differenzierung bedeutsam und an der Induktion 

von aP2 beteiligt, das als Fettsäure-bindendes Protein v.a. während der terminalen Differenzierung 

vorkommt (Gregoire et al., 1998). Diese Transkriptionsfaktoren sind im Rahmen dieser Arbeit als 

Differenzierungsmarker bestimmt worden; eine schematische Darstellung dazu ist in Abbildung 1 

zu sehen. 

 

 

Abbildung 1: schematische Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten Differenzierungsmarker Pref1, 
PPARγ und aP2 während der Fettzelldifferenzierung. Die Abbildung ist modifiziert nach Gregoire et al., 
1998. 
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III.3. Inkretine 

Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde postuliert, dass Botenstoffe aus der Darmschleimhaut 

als Antwort auf die Nahrungsaufnahme sezerniert werden und das endokrine Pankreas stimulieren. 

Die Pankreasstimulation induziert wiederum eine Insulinproduktion und –sekretion, was eine Ver-

minderung der Blutglukose zur Folge hat (Moore, 1906). Diese Stoffe werden Inkretine genannt 

(LaBarre, 1932). Der glukosesenkende Effekt der Inkretine ist größer als man zunächst angenom-

men hatte. So konnte gezeigt werden, dass die orale Glukoseaufnahme eine stärkere Insulinantwort 

des Pankreas hervorruft als die intravenöse Glukosegabe (Elrick et al., 1964; McIntyre et al., 

1964). Dieser Effekt wird als Inkretineffekt beschrieben und veränderte grundlegend das Verständ-

nis über den postprandialen Metabolismus; man spricht dabei von der sogenannten enteroinsularen 

Achse (Unger und Eisentraut, 1969). Man geht heute davon aus, dass 50 bis 70% des sezernierten 

Insulin nach Nahrungsaufnahme durch Inkretine verursacht werden (Baggio und Drucker, 2007). 

Von den heute bekannten Inkretinen wurde GIP zuerst entdeckt. Das Akronym stand zunächst für 

Gastric Inhibitory Polypeptide wegen der Eigenschaft, die Magensaftsekretion zu hemmen (Brown 

et al., 1975). Diese Eigenschaft konnte jedoch nur in einer hohen Dosis beobachtet werden, so dass 

wegen des führenden glukoseabhängigen, insulinstimulierenden Effekts als Name überwiegend 

Glucose-dependent insulinotropic Polypeptide verwendet wird und das Akronym erhalten bleibt.  

Die weitere Forschung in diesem Bereich ergab, dass ein weiteres Inkretin vorhanden sein muss 

(Bell et al., 1983), welches einen wesentlichen Teil zur Glukosesenkung beiträgt. Wegen einer 

Homologie zu Glukagon wurde dieses zweite Inkretin nach Charakterisierung Glucagon-like Pep-

tide-1 genannt (Kreymann et al., 1987; Mojsov et al., 1987).  

Auch andere gastrointestinale Hormone wie Sekretin oder Cholezystokinin können eine Insulinsek-

retion stimulieren, aber nur GIP und GLP-1 machen dies glukoseabhängig und bei Glukose-

spiegeln, die postprandial physiologisch auch vorkommen, so dass bisher nur diese beiden Stoffe 

die Definition eines Inkretins erfüllen (Ranganath, 2008a, b). 

III.3.1. Metabolismus und Wirkung der Inkretine 

GIP wird überwiegend in K-Zellen in der Schleimhaut des proximalen Dünndarms exprimiert (Fer-

ri et al., 1983; Yeung et al., 1999), während GLP-1 in L-Zellen des Dünndarms produziert wird 

(Reimann et al., 2008). Die Sekretion wird durch Kohlenhydrate, Proteine und Fett in der Nahrung 

stimuliert, wobei wegen der Glukoseabhängigkeit nur Kohlenhydrate zu der Insulinantwort führen 

(Morgan et al., 1988). Ungefähr 15 Minuten nach der Nahrungsaufnahme wird der Maximalspiegel 

und nach einer halben Stunden wieder basale Werte erreicht. Die Halbwertszeit ist mit 3-5 min sehr 

kurz, da das Enzym Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV) GIP und GLP-1 hydrolysiert und damit inak-
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tiviert (Deacon et al., 1995). Der Hauptwirkort der Inkretine ist das endogene Pankreas, da dort die 

postprandiale Insulinantwort ausgelöst wird (Lewis et al., 2000). Aber auch die Synthese von Insu-

lin und die Proliferation der Betazellen wird vermittelt bei gleichzeitiger Hemmung der Betazell-

apoptose (Perfetti et al., 2000; Drucker, 2003; Wideman und Kieffer, 2004). Mittels Rezeptoren im 

Pylorussphinkter wird die Magenentleerung nach der Nahrungsaufnahme verzögert, was zum einen 

postprandiale Hyperglykämiespitzen vermeidet und zum anderen durch eine erhöhte Distension des 

Magens ein Sättigungssignal auslöst (Naslund et al., 1999). Die Vermittlung des Sättigungsgefühls 

wird ebenfalls dadurch ermöglicht, dass Inkretinrezeptoren im Gehirn vorhanden sind (Lui et al., 

1990; Usdin et al., 1993). GLP-1 nimmt durch Rezeptoren im Hypothalamus Einfluss auf die Sek-

retion des orexigen wirkenden Neuropeptid Y, GIP scheint jedoch zentral die Nahrungsaufnahme 

zu fördern und zeigt damit nach bisherigen Erkenntnissen einen gegenteiligen Effekt. GLP-1-

Rezeptoren konnten des Weiteren in Lunge und Herz gefunden werden, die Relevanz ist jedoch 

noch unklar (Richter et al., 1991; Sokos et al., 2006). Auch im Knochenmetabolismus spielen In-

kretine eine Rolle, für GIP konnte z.B. ein anaboler Effekt nachgewiesen werden (Xie et al., 2005; 

Tsukiyama et al., 2006).  

Besonders wichtig für den Kontext des metabolischen Syndroms ist die Wirkung der Inkretine auf 

das Fettgewebe, obwohl hier noch keine abschließende Klarheit herrscht. Für GLP-1 wurde eine 

insulinabhängige Steigerung der Fettsäuresynthese gezeigt (Oben et al., 1991), aber auch, dass die 

Lipolyse stimuliert wird (Ruiz-Grande et al., 1992). Auch der Rezeptor für GIP ist auf Adipozyten 

funktionsfähig vorhanden (Yip et al., 1998) und stimuliert die Lipogenese (Morgan, 1996); ein 

lipolytischer Effekt wurde ebenfalls beschrieben (McIntosh et al., 1999).  

Trotz dieser kontroversen Daten wird davon ausgegangen, dass in vivo die Lipogenese die führende 

Rolle spielt, da GIP den Plasma-Triglyceridspiegel senkt (Ebert et al., 1991) und über die Stimula-

tion von Insulin die Lipogenese induziert wird. Die Bedeutung dieser gegenteiligen Effekte ist un-

geklärt, lässt jedoch die Hypothese zu, dass GIP unterschiedliche Effekte im nüchternen und post-

prandialen Zustand haben könnte (McIntosh et al., 2009). Die lipolytischen Effekte von GIP wer-

den durch gleichzeitig stimuliertes Insulin wieder aufgehoben (McIntosh et al., 1999), so dass im 

nüchternen Zustand ein gleichmäßiger Fettsäurespiegel durch GIP ermöglicht würde. Eine weitere 

Erklärung ist, dass die freien Fettsäuren selbst wieder verestert werden und dadurch eine Lipogene-

se begünstigen (Getty-Kaushik et al., 2006). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass GIP die 

Aktivität der Lipoproteinlipase in Adipozyten steigert und damit die Fettspeicherung fördert, was 

für GLP-1 bisher nicht gezeigt werden konnte (Eckel et al., 1979; Knapper und MORGAN, 1995; 

Miyawaki et al., 2002; Kim et al., 2007). Weitere anabole Effekte sind Aktivierung der Protein-

kinase B, Erhöhung der Menge des membranständigen Glukosetransporter 4 (GLUT 4) und zellulä-

re Aufnahme von Glukose (Song et al., 2007). 
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III.3.2. Inkretin-basierte Therapie 

Eine sechswöchige GLP-1-Therapie bei Typ 2 Diabetikern ermöglicht eine Verbesserung der Glu-

kosekontrolle, was durch Bestimmung von Hämoglobin A1c gezeigt werden konnte (Zander et al., 

2002). Gleichzeitig wurde eine Verbesserung der Betazellfunktion, Verzögerung der Magenentlee-

rung, Minderung des Appetits und eine Reduktion des Körpergewichts und des Spiegels an freien 

Fettsäuren registriert.  

Inzwischen sind GLP-1-Analoga wie Exenatid und Liraglutid und DPP IV-Inhibitoren wie Sita-

gliptin und Vildagliptin als Therapeutika verfügbar und zeigen den Beginn des Einzugs Inkretin-

basierter Therapien gegen Typ 2 Diabetes mellitus (Lovshin und Drucker, 2009).  

GIP hat bisher noch nicht den Weg in das wachsende Repertoire der Inkretinmimetika geschafft, da 

GIP bei Typ 2 Diabetikern nicht mehr wie bei gesunden Kontrollprobanden einen insulinstimulie-

renden Effekt zu haben scheint und somit als möglicher Therapieansatz lange Zeit nicht in Betracht 

gezogen wurde (Amland et al., 1985; Meier et al., 2004; Nauck et al., 2004; Nauck, 2009). 

III.3.3. GIP und Adipositas  

Die Annahme einer GIP-Resistenz bei Diabetikern wird aber zunehmend überdacht und die bedeu-

tende Rolle von GIP bei der Entwicklung von Diabetes und Adipositas betont (Meier et al., 2002; 

Song und Wolfe, 2007; Flatt, 2008). Chronische Überernährung, v.a. mit Fett, erhöht den GIP-

Gehalt der Dünndarmschleimhaut und den GIP-Spiegel im Blut (Higashimoto et al., 1995). Des 

Weiteren haben Untersuchungen mit ob/ob-Mäusen, welche ein bewährtes Adipositas-Model dar-

stellen (Lindstrom, 2007), zeigen können, dass eine fettreiche Mast (high fat diet) den Plasma-GIP-

Spiegel erhöht und zu einer Hyperplasie der GIP-produzierenden K-Zellen führt (Creutzfeldt et al., 

1978; Bailey et al., 1986). Diese Entdeckungen und die überwiegende lipogenetische Wirkung 

machen GIP zu einem wichtigen pathogenetischen Faktor von Adipositas und Typ 2 Diabetes mel-

litus.  

Erste Untersuchungen zeigen, dass ein GIPR-Knock-Out oder der kurzfristige Rezeptor-

Antagonismus mittels Pro3GIP die Insulinsekretion und die Glukosehomeostase beeinträchtigen, 

was gut in den Kontext der insulinotropen Funktion des GIP passt. Die Verhinderung der Signal-

vermittlung über den GIPR führt zu erhöhten nüchternen und postprandialen Blutglukosewerten bei 

gleichbleibenden Insulinspiegeln (Miyawaki et al., 1999; Irwin et al., 2004). Weitere Untersuchun-

gen an Knock-Out-Mäusen konnten jedoch zeigen, dass diese Mäuse bei einer high fat diet vor der 

Entwicklung von Adipositas und Insulinresistenz geschützt sind (Miyawaki et al., 2002; Hansotia 

et al., 2007; Ayala et al., 2008). Der Knock-Out bedingt ferner einen erniedrigten respiratorischen 

Quotienten und einen erhöhten Sauerstoffverbrauch, was auf einen gesteigerten Energieverbrauch 
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und der bevorzugten Bereitstellung der Energiereserven aus dem Fettgewebe hinweist (Miyawaki 

et al., 2002). Dazu passend bewirkt ein Rezeptor-Antagonismus eine Verbesserung metabolischer 

Parameter in der Leptin-defizienten ob/ob-Maus, wie beispielsweise Hämoglobin A1c, Glukosesen-

sitivität oder Insulinresistenz (Gault et al., 2005; Irwin et al., 2007). Außerdem führt der Antago-

nismus des GIPR zu einer Abnahme des Körpergewichtes und der Fettmasse in adipösen Mäusen 

nach einer high fat diet ohne Veränderung in der Nahrungsaufnahme (McClean et al., 2007), wobei 

diese Effekte über Insulinsignalwege vermittelt werden und somit funktionierende Betazellen vo-

raussetzen (McClean et al., 2008).  

Diese Ergebnisse verändern das Verständnis der GIP-Funktion, weg von der rein insulinstimulie-

renden Wirkung auf das Pankreas hin zu GIP als Bindeglied zwischen Überernährung und Adiposi-

tas mit allen Begleitpathologien. Man versteht GIP als Teil eines Circulus vitiosus: Erhöhte und 

übermäßig fetthaltige Ernährung führt zu einer Übersekretion von GIP, was zusammen mit einer 

folgenden Übersekretion von Insulin zu einer vermehrten Energiespeicherung im Fettgewebe führt. 

Die daraus entstehende Adipositas begünstigt ihrerseits die Entwicklung einer Insulinresistenz und 

damit vergesellschafteten Hyperinsulinämie, welche wiederum eine weitere Engergiespeicherung 

in Adipozyten begünstigt (Miyawaki et al., 2002; Yamada und Seino, 2004; Song und Wolfe, 

2007; Flatt, 2008). 

Neben den bereits zitierten Studien bekräftigen aber auch andere Ergebnisse die Bedeutung von 

GIP. Eine Antagonisierung des GIP-Signalweges durch einen Impfstoff scheint eine Therapieopti-

on gegen Adipositas darzustellen (Fulurija et al., 2008; Irwin et al., 2008) und Untersuchungen von 

Patienten nach Magen-Bypass-Operation zeigen, dass die starke Gewichtsreduktion auf eine Beein-

trächtigung der GIP-Signalvermittlung zurückzuführen sein kann (Flatt, 2007). 

Zunehmend zeigt sich der GIP-Signalweg und insbesondere die Antagonisierung der Signaltans-

duktion als mögliche Option für eine Therapie von Adipositas und Typ 2 Diabetes mellitus. Eine 

abschließende Antwort auf die Frage nach der exakten Rolle von GIP und dem GIP-Signalweg in 

der Pathogenese des Metabolischen Syndroms steht noch aus. Erst dann wird auch GIP als Ther-

pieziel Einzug in das Feld der Inkretin-basierten Therapeutika erhalten. 

III.3.4. Voruntersuchungen 

Arbeitsgruppen weltweit arbeiten daran, mithilfe von GIPR-Knock-Out-Zellen das Verständnis für 

GIP und seine exakte Rolle in dem Pathomechanismus des metabolischen Syndroms zu verbessern. 

Unter anderem hat die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Klein bereits einige Daten generieren können. 

Der folgende Abschnitt gibt eine kurze Übersicht über Daten, die die Grundlage der vorliegenden 

Promotionsarbeit bilden. 
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III.3.4.1. GIPR-Knock-Out-Zellen 

Bei den GIPR-Knock-Out Zellen handelt es sich um Adipozyten aus gentechnisch veränderten 

Mäusen. Mithilfe eines Transfektionsmechanismus wurde das Gen für den GIP-Rezeptor geblockt; 

damit kann GIP nicht mehr an den spezifischen Rezeptor binden und die Wirkung des Inkretins 

bleibt aus. Auf dieser Basis wurde die adipozytäre Differenzierung an GIPR-Knock-Out Zellen der 

Maus untersucht und mit der Differenzierung von unveränderten Zellen, sogenannten Wildtypzel-

len, verglichen.  

Dabei zeigte sich, dass die GIPR-Knock-Out Zellen im Gegensatz zu den Wildtypzellen keinen 

fettspezifischen Farbstoff aufnehmen und somit keine bzw. eine defiziente Differenzierung durch-

laufen (Abbildung 2). Diese ersten Ergebnisse legten einen Zusammenhang zwischen dem GIPR-

Knock-Out und der adipozytären Differenzierung nahe. Möglich wäre eine direkte Beeinflussung 

durch GIP oder ein indirekter Zusammenhang. Insbesondere der Insulinsignalweg kam als Mög-

lichkeit für einen indirekten Effekt in Frage. 

 

 
Abbildung 2: Fehlende Lipidakkumulation in GIPR-KO-Zellen. An den Tagen 0, 3 und 6 der Differenzierung 
wurden GIPR-KO-Zellen und Wildtypzellen mit lipidspezifischer Oil Red O-Färbung behandelt und in 
40facher Vergrößerung fotografiert.  

 

Neben der Färbung als Beweis der nicht vorhandenen Adipogenese wurde auch die Expression 

verschiedener Differenzierungsmarker wie PPARγ, Pref1 und IRS-1 mittels RT-PCR auf ihre Akti-

vität hin untersucht. Der intrazelluläre Transkriptionsfaktor PPARγ steigt beispielsweise in den 

GIPR-Knock-Out-Zellen nicht wie bei Wildtypzellen an. Ein weiterer Unterschied ist, dass die 

Konzentration von Pref1 während der Differenzierung nahezu konstant bleibt, während in WT-

Zellen typischerweise eine Abnahme zu registrieren ist. Dazu kongruent sind Ergebnisse bei Unter-
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suchung des Insulinsignalweges: Die Mengen des Insulinrezeptors und des Insulinrezeptorsubstrats 

IRS-1 stiegen in den Wildtypzellen an, in den Knock-Out-Zellen jedoch nicht, hier war eher ein 

Abwärtstrend zu erkennen. 

III.3.4.2. GIPR-Reexpression in GIPR-Knock-Out-Zellen 

Um einen direkten Effekt des GIPR-Knock-Outs auf das Differenzierungsdefizit der Zellen zu be-

weisen, wurde versucht, den GIP-Rezeptor in den GIPR-KO-Zellen zu reexprimieren.  

Nach der Reexpression des GIPR in den KO-Zellen, wurde auch hier die adipozytäre Differenzie-

rung untersucht.  

 

 

Abbildung 3: Fehlende Lipidakkumulation in GIPR-KI-Zellen. An den Tagen 0, 3 und 6 der Differenzierung 
wurden GIPR-KI-Zellen und Wildtypzellen mit lipidspezifischer Oil Red O-Färbung behandelt und in 
40facher Vergrößerung fotografiert.  

 

Entgegen der Erwartung, dass die GIPR-KI-Zellen wieder wie Wildtypzellen Fett einlagern wür-

den, zeigt sich in Abbildung 3 jedoch deutlich, dass bei diesen Zellen ebenfalls die Lipideinlage-

rung gestört ist. Auch hier tritt nach Erreichen der Konfluenz während der weiteren Differenzie-

rung keine wesentliche makroskopische Veränderung der Zellen ein.  

Die fehlende Fetteinlagerung der GIPR-KO-Zellen konnte durch die alleinige Reexpression des 

GIPR nicht aufgehoben werden, so dass auch bei den GIPR-KI-Zellen von einem bestehenden Dif-

ferenzierungsdefizit ausgegangen werden muss. Jedoch stand hier der endgültige Nachweis der 

Rezeptoraktivität aus, so dass auch die Frage in die noch durchzuführenden Versuche aufgenom-

men wurde.  
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III.4. RNA Interferenz 

Der Begriff „RNA Interferenz“ wurde erst 1998 eingeführt, als Fire und Mello entdeckten, dass das 

Einbringen von doppelsträngiger RNA (dsRNA) in Zellen des Fadenwurm Caenorhabditis elegans 

sehr effektiv die Expression des homologen Gens herabreguliert; viel effektiver noch als nur die 

Injektion des sense- oder antisense-Strangs (Fire et al., 1998). Dieser Fund wurde als so herausra-

gend und bedeutsam für die heutige Biowissenschaft gewertet, dass die beiden Hauptakteure im 

Jahr 2006 den Nobelpreis für Medizin verliehen bekamen, nur acht Jahre nach der erwähnten initia-

len Publikation. In der Tat nicht ganz ohne Kontroverse, da bereits vorher Jorgensen und Kollegen 

Pigment-produzierende Gene in Petunien eingeschleust hatten und anstatt der deutlichen Verstär-

kung der Farbe viele Pflanzen in weiß erhielten. Sie nannten dieses Phänomen Co-Suppression, da 

die Expression der eingeschleusten und des homologen Gens supprimiert war (Napoli et al., 1990; 

Jorgensen et al., 1996). Ein weiterer Grund für die Kritik an der Verleihung des Nobelpreises an 

Fire und Mello war, dass die Grundlage ihrer Versuche Vorarbeiten von Guo und Kempheus waren 

(Guo und Kemphues, 1995). Aber Fire und Mello waren es, die maßgeblich zum Verständnis des 

bis dato unerklärlichen Phänomens beigetrugen und dafür 2006 den Nobelpreis für Medizin erhiel-

ten. 

RNA Interferenz ist ein natürlich vorkommender intrazellulärer Signalweg, der höchst effizient und 

spezifisch die posttranskriptionale Inhibierung von Genexpression durch kleine dsRNA einleitet 

(Meister und Tuschl, 2004; Grimm, 2009). Dieser Vorgang stellt einen Protektionsmechanismus 

der Zelle gegen eine Invasion mobiler Gene dar, wie beispielsweise durch Viren oder Transposons 

(Hannon, 2002; Tijsterman et al., 2002; Buchon und Vaury, 2006). Eine weitere Aufgabe ist die 

Regulation der Genexpression nach der Transkription als ein zellulärer Basisprozess (Fire et al., 

1998; Denli und Hannon, 2003). Nicht zuletzt ermöglicht das Phänomen der RNA Interferenz die 

Erforschung von Genfunktionen und stellt dadurch eine neue, aber inzwischen wesentliche, biome-

dizinische Methode dar (Hammond et al., 2001; Hannon, 2002; Dykxhoorn et al., 2003; Schutze, 

2004). 

Neben dem Nutzen für ein besseres Verständnis vieler zellbiologischer Vorgänge und der Pathoge-

nese vieler Erkrankungen, ist die RNA Interferenz auch in vivo eine vielversprechende Methode. 

Es gibt eine zunehmende Anzahl an Versuchen, die eine RNAi-mediierte Therapie gegen immuno-

logische, degenerative und maligne Erkrankungen ermöglichen sollen, wie beispielsweise Infektio-

nen mit HIV oder Hepatitis, Tumoren wie Oviarialkarzinom oder Lungenkarzinom, Chorea 

Huntington oder die altersabhängige Makuladegeration (Dallas und Vlassov, 2006; Pawitan, 2009). 

Es gibt bereits klinische Phase-I-Studien zur altersabhängigen Makuladegeneration (Nguyen et al., 

2009) und zur HIV-Therapie (von Eije und Berkhout, 2009). 
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III.4.1. Mechanismus der RNA Interferenz 

In den Zellen vieler Organismen kommen dsRNA vor, die im Zellkern als sogenannte Primär-

miRNA (primary micro-RNA, pri-miRNA) exprimiert werden und dann von einer Endoribonukle-

ase (RNase III Drosha) in die kürzere Vorläufer-miRNA (precursor miRNA, pre-miRNA) zerteilt 

und mithilfe des Transportproteins Exportin-5 in das Zytoplasma verlagert werden (Lee et al., 

2002; Lee et al., 2003; Kim, 2004; Kim et al., 2009). Im Zytoplasma werden durch das Enzym 

Dicer aus den pre-miRNA ca. 22 Nukleotide große miRNA mit charakteristischen Überhängen am 

3‘-Ende geschnitten (Bernstein et al., 2001; Hutvagner und Zamore, 2002). Die miRNA wird auf 

ein Protein der Familie der Argonaute geladen, um den Effektor-Komplex RISC (RNA-induced 

silencing complex) zu bilden. Nur ein Strang, der auch als guide strand bezeichnet wird, verbleibt 

in dem Komplex, der andere Strang (passenger strand) wird abgebaut. Der RISC-Komplex erfüllt 

verschiedene Aufgaben: Die zum guide strand homologe mRNA wird aufgesucht und durch eine 

Helikase- und Endonuklease-Aktivität wird die Ziel-mRNA degradiert (Hammond et al., 2001; 

Grimm, 2009; Kim et al., 2009). Die Spezifität wird nur durch sieben Nukleotide gewährleistet, so 

dass eine miRNA eine Vielzahl von mRNA regulieren kann und eine mRNA durch eine Vielzahl 

von miRNA reguliert werden kann, was - obwohl noch ein kontroverses Thema - ein komplexes 

regulatorisches Netzwerk vermuten lässt (Grimm, 2009). 

III.4.2. siRNA 

Neben den miRNA gehören auch siRNA, was für small interfering RNA steht, zu den kleinen RNA 

und werden ebenso wie die miRNA im erläuterten Prozess in RISC-Komplexe gebunden und bau-

en spezifisch mRNA ab (Carthew und Sontheimer, 2009). Man spricht bei dieser Genexpressions-

hemmung auch von Knock-down. Beide werden aus dsRNA durch den Dicer produziert, wobei 

man den Dicer-1 für die Herstellung der miRNA und den Dicer-2 für siRNA unterscheiden muss 

(Lee et al., 2004). SiRNA werden aus langen dsRNA prozessiert und sind nicht abhängig von einer 

Drosha-produzierten Vorstufe, außerdem sind sie mit einer Länge von ungefähr 21 Nukleotiden 

etwas kürzer und haben eine zwei Nukleotid langes 3‘-Ende (Elbashir et al., 2001b; Kim et al., 

2009). Zuerst wurde angenommen, dass miRNA als endogene Regulatoren die Genexpression post-

transkriptional regulieren und siRNA den Protektionsmechanismus gegen eine Invasion fremder 

Gene wahrnehmen, da sie von außen in die Zellen gelangen, beispielsweise als Teil eines Virus. 

Inzwischen unterscheidet man aber zwischen jenen exo-siRNA als Schutzinstanz und endo-siRNA 

als weitere Teilnehmer in dem komplexen Netzwerk der posttranskriptionalen Expressionsregulati-

on. Das Wissen in diesem Bereich ist noch sehr neu und fast täglich kommen neue Entdeckungen 

hinzu, die das Feld vergrößern. 
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Die herausragende Bedeutung der siRNA für die Biomedizin ist nicht zuletzt darin begründet, dass 

es auch in Säugetierzellen möglich ist, diese nach chemischer Synthese zu nutzen, um spezifisch 

eine mRNA abzubauen (Elbashir et al., 2001a; Elbashir et al., 2001b). Um siRNA methodisch 

nutzen zu können, müssen diese in die Zellen gelangen, man spricht dabei von Transfektion. Zur 

Transfektion werden hauptsächlich Lösungen auf Lipidbasis (Felgner et al., 1987; Hawley-Nelson 

et al., 2008) oder Elektroporation (Gresch et al., 2004; Zaragosi et al., 2007) verwendet. Werden 

siRNA verwendet, handelt es sich um einen transienten, also zeitlich begrenzten Ansatz. Im Durch-

schnitt kann von einer Aktivität ausgegangen werden, die drei bis fünf Tage anhält (McManus und 

Sharp, 2002). 

III.4.3. shRNA 

Einen anderen Ansatz verfolgt die Verwendung von short hairpin RNA. Hierbei handelt es sich um 

einen stabilen Ansatz, der es ermöglicht, die Expression eines Gens dauerhaft zu hemmen (Brum-

melkamp et al., 2002; Paddison et al., 2002a) und dadurch eine Knock-down-Zelllinie zu erstellen 

(Paddison et al., 2002b). Hierbei sind zwei komplementäre Stränge, die für die Ziel-mRNA spezi-

fisch sind, miteinander über eine kleine Haarnadelstruktur verbunden (Grimm und Kay, 2007). Die 

shRNA sind in einen viralen Expressionsvektor verpackt und gelangen nach Aufnahme in das Zy-

toplasma der Zielzellen durch einen weiteren Transport in den Nukleus. Dort werden sie mittels 

Transkription in den natürlichen RNAi-Mechanismus eingeschleust. Auf diese Weise werden sie 

nach Bearbeitung durch Drosha ebenfalls mit Exportin-5 zurück in das Zytoplasma transportiert 

und als siRNA in RISC eingebaut und können auf diese Weise einen Knock-down erzielen (Rao et 

al., 2009).  

III.4.4. Keine Wirkung ohne Nebenwirkung 

In Zellen höherer Organismen wie Säugetierzellen induziert das Einbringen von langer doppel-

strängiger RNA (über 30 Basenpaaran) eine unspezifische Inhibition der Translation durch Aktivie-

rung des Interferonsystems. Es wurde gezeigt, dass auch siRNA eine solche Antwort durch Akti-

vierung des JAK/STAT-Signalwegs und durch erhöhte Expression Interferon-regulierter Gene 

verursachen können (Sledz et al., 2003; Pebernard und Iggo, 2004; Sledz und Williams, 2004). Es 

wird aber auf der anderen Seite davon ausgegangen, dass diese unspezifische Abwehr keine Rolle 

bei der Verwendung von siRNA und shRNA spielt, da mit einer geringen Konzentration bereits 

erfolgreiche Expressionshemmungen zu erreichen ist ohne Aktivierung einer Interferonantwort 

(Dallas und Vlassov, 2006). Zellfremde RNA kann jedoch auch Proteinkinasen aktivieren, die ei-

nen inhibitorischen Einfluss auf die Translation haben; dies scheint allerdings - wahrscheinlich 

wegen der geringen Größe - nicht durch siRNA hervorgerufen zu werden (Caplen et al., 2001; 
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Elbashir et al., 2001a; Vickers et al., 2003). Berichtet wurde auch von unspezifischen Effekten auf 

Proteinebene, die abhängig von der Struktur der verwendeten siRNA sind (Scacheri et al., 2004); 

das ist allerdings noch nicht komplett verstanden. Fazit ist sicherlich, dass siRNA anders als Anti-

sense-Oligonukleotide weniger bis keine sogenannten off-target-Effekte hat, was wiederum von 

Faktoren wie Konzentration und Struktur der siRNA abhängt. 

III.5. Fragestellung 

Die zentrale Frage der vorliegenden Arbeit ist:  

 

Hat der GIPR einen direkten Effekt auf Lipidakkumulation und Differenzierung kultivierter 

Adipozyten? 

 

Bearbeitet wurde die Fragestellung durch folgende Versuchsansätze: 

1) Validierung des GIPR-Knock-Out in den verwendeten Zelllinien. 

2) Validierung der GIPR-Reexpression in den GIPR-KI-Zelllinien. 

3) Bestimmung des GIPR-Expressionsprofils in Wildtypzellen während der Adipogenese. 

4) Blockade des GIPR-Signalweges mithilfe der RNA Interferenz (transient vs. stabil). 

 

 

Abbildung 4: schematische Darstellung der Fragestellung.  
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IV. MATERIAL UND METHODEN 

IV.1. Material 

IV.1.1. Verwendete Geräte 

Agarosegelkammer Paqlab Biotechnology GmbH, Erlangen, Roth, 
Karlsruhe 

Autoklaviergeräte 2540El Systec, Wettenberg 

Varioklav, H+P, Oberschleißheim 

Analysewaage Sartorius, Göttingen 

Digitalkamera Olympus, Hamburg 

Eismaschine Scotsman AF-20, Enodis, Herborn 

Elektronikrührer Typ M23 Int. Laborat. App., Dottingen 

elektronische Pipettierhilfe accu-jet, Brand, Wertheim 

Fluoreszenzmikroskop CKX 42, Olympus, Hamburg 

Fotokamera Mp-4, Polaroid, Dreieich-Sprendlingen 

Gelkammern (Agarose) Peqlab, Erlangen 

Heizblöcke Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg 

Heizschrank Lab-Therm, B. Braun, Melsungen 

Inkubator Typ B5060, EK CO2 Heraeus, Osterode 

Eppendorf Mastercycle realplex2 SGradient Eppendorf, Hamburg 

Mikroskop CK2, Olympus, Hamburg 

Mikrowellengerät S2719N, Samsung, Schwalbach/Ts. 

Multistepper Multipette plus, Eppendorf, Hamburg 

Netzgeräte Power Pac 300, BioRad, München 

Power Supply 600, Pharmacia BioTeck, SF, 
USA 

Nucleofector®-Apparat Amaxa Biosystems, Lonza Cologne AG 
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pH-Meter 766 Calimatic, Knick Elektronische Messgerä-
te, Berlin 

Photometer BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg 

Pipetten Research, Eppendorf, Hamburg 

Real Time Thermocycler Applied Biosystems, FC, CA, USA 

Realplex, Eppendorf, Hamburg 

Rotator Renner GmbH, Darmstadt 

Scanner UMAX, Astra 2200 

Schüttler Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA 

Schwenker Hassa, Lübeck 

Sequenziermaschine, ABI 3139 genetic  

analyzer 

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) 

Stickstofftank Arpege 110, VWR International GmbH, Darm-
stadt 

Thermocycler Cyclone Gradient, Peqlab, Erlangen 

UV-Leuchttisch Vilber-Lourmat, Eberhardzell 

Wasserbad Typ 3044, Köttermann, Hänigsen 

Werkbank (steril) Nuaire Class II Zapf Instruments, Sarstedt 

Zentrifugen Biofuge fresco, Rotor 3765, Heraeus, Osterode 

Minispin plus, Eppendorf, Hamburg 

Multifuge 3 S-R, Heraus, Osterode 

Sorvall Ultrazentrifuge, DuPont, Bad Homburg 

IV.1.2. Verbrauchsmaterialien 

Einmal-Küvetten für RNA-Photometrie Mikroküvetten Uvette, Eppendorf, Hamburg 

Einmal-Küvetten für Amaxa Nucleofector Amaxa Biosystems, Lonza Cologne AG, Ger-
many 

Falcon-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Film Hyperfilm, Amersham Biosciences, UK 

Filter Streritop Express plus, 0,22 µm, Millipore Cor-
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poration, USA 

Latex-Handschuhe Peha-Soft Paul Hartmann AG 

Nitra-Tex Handschuhe Ansell, UK 

Parafilm M American National Can., St. Louis, MO,USA 

Pipettenspitzen:  

- Biosphere Filter Tips (10, 100, 200, 1000 
µl) 

Eppendorf, Hamburg 

- Pipettenspizten (10, 100, 200, 1000 µl) Sarstedt, Nümbrecht 

- Stabpipetten (5, 10, 25, 50 ml) Serological Pipette, Sarstedt, Nümbrecht 

Reaktionsgefäße:  

- PCR Softtubes 0,5 ml Biozym, Scientific GmbH, Deutschland 

- RNase-free 1,5 ml Microfuge Tubes Ambion Inc. Austin TX; USA 

- Safe-lock Tubes 2,0 ml Eppendorf, Hamburg 

- 96-Well Eppendorf, Hamburg 

Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturschalen:  

- Tissue culture dish (100/150 x 20 mm) Sarstedt, USA 

- 6-Well-Platten greiner bio one 

 

IV.1.3. Chemikalien nach Hersteller 

Fa. Amaxa Biosystems, Lonza Cologne AG, Germany 

Nucleofector®-Solution 

Fa. Ambion Inc. Austin TX, USA 

Anti-RNase 

RT PCR Grade Water 

DNA-free-Kit: 

- 10fach DNase I Buffer 

- rDNase 
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- Inactivation Buffer 

Applied Biosystems 

TagMan Gene Expressiom Assay Mm01316351_g1 

TaqMan Universal PCR Master Mix 

Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Germany: 

DTT (1,4-Dithiotheitrol) 

Dulbecco´s Eagle Modified Medium (DMEM) high glucose (4,5 g/l) 

Trizol 

Trypsin-EDTA 

Superscript II Reverse Transcriptase 

Ready-Load 100bp DNA Ladder 

Lipofectamine™ 2000-Reagenz 

LB-Agar 

Fa. Merck, Darmstadt, Germany: 

Chloroform 

Ethanol 

Isopropanol 

Fa. Qiagen, Hilden, Germany: 

Quiazol-Reagenz 

Mm_Gipr_1_HP siRNA 

- Sense: CGU AAU UAC AUU CAC AUG A 
- Antisense: UCA UGU GAA UGU AAU UAC G 

Mm_Gipr_2_HP siRNA 

- Sense: CCU GCG UCU CAG UCU UCA A 
- Antisense: UUG AAG ACU GAG ACG CAG G 

Mm_Gipr_3_HP siRNA 

- Sense: CAG AGG ACU UUA UAU AAU A 
- Antisense: UAU UAU AUA AAG UCC UCU G 

AllStars Neg. Control siRNA (Sequenz proprietär) 

siRNA Suspension Buffer 

Fa. Roche, Mannheim, Germany: 

Ethidiumbromid  

DNA Molecular Weight MarkerX 
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Fa. Sigma, Deisenhofen, Germany: 

2-Propanol 

Dexamethason 

EDTA 

fetales Kälberserum 

Formalin 

Indomethazin 

Isobutylmethylxanthin (IBMX) 

Isopropanol 

Oil Red O 

T3 (3,3´-5-Triiod-L-Thyronin-Natriumsalz 

bovines Insulin 

Puromycin 

Fa. Peqlab Biotechnology GmbH, Erlangen, Germany 

TAQ DNA Polymerase 

10x PCR Puffer 

andere Hersteller: 

Agarose (Applichem, Darmstadt) 

aqua dest. aus eigener Destillieranlage 

DEPC (Fluka, Steinheim, CH)  

dNTPs (Fermentas, St.Leon Roth) 

Ethidiumbromid (Serva, Heidelberg) 

bovines Insulin (Boehringer, Mannhein) 

Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories GmbH, Österreich) 

SYBR Green Mix (TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan) 

IV.1.4. Kulturmedien und Puffer 

IV.1.4.1. Grundmedium 

DMEM 4,5 g/l (Glukose) 

fötales Rinderserum (FBS) 20% 

Penicillin 100 U/ml 

Streptomycin 100 µg/ml 
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IV.1.4.2. Differenzierungsmedium 

DMEM 4,5 g/l (Glukose) 

fötales Rinderserum (FBS) 20% 

Insulin 20 nM 

Trijodthyronin (T3) 1 nM 

Penicillin 100 U/ml 

Streptomycin 100 µg/ml 

IV.1.4.3. Induktionsmedium 

DMEM 4,5 g/l (Glukose) 

fötales Rinderserum (FBS) 20% 

Insulin 20 nM 

Trijodthyronin (T3) 1 nM 

Indomethacin 50 µM 

Isobutylmethylxanthin (IBMX) 100 µM 

Dexamethason 2 mg/ml 

Penicillin 100 U/ml 

Streptomycin 100 µg/ml 

IV.1.4.4. PBS 

(pH 7,4)  

NaCl 8 g/l 

KCl 0,2 g/l 

H2KO4P 0,2 g/l 

Na2HPO4* 2H2O 1,44 g/l 

IV.1.4.5. Puffer für die Agarosegelelektrophorese 

TBE-Puffer  

Tris 890 mM 
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Borsäure 890 mM 

EDTA 2 mM 

Auftragspuffer  

Glycerin 50% (w/v) 

SDS 0,2% (w/v) 

Bromphenolblau 0,05% (w/v) 

(in einfach TBE)  

DEPC-Wasser  

DEPC 1:1000 in Aqua dest. verdünnen  

wenigstens 30 min rühren  

über Nacht bei 37°C, dann autoklavieren  

IV.1.5. Oil Red O Färbung 

Stocklösung Gebrauchslösung 

Oil Red O (0,5 g) in 100 ml Isopropanol 60% Oil Red O-Stocklösung 

 40% aqua dest. 

Filtern durch Whatman # 1 Filterpapier (ohne 
Vakuum) 

IV.1.6. Weiteres Material für RNA Interferenz 

IV.1.6.1. shRNA, Synthese von der Fa. Operon 

shGIPR1 

Sense: CGT AAT TAC ATT CAC ATG A 

Antisense: TCA TGT GAA TGT AAT TAC G 

shGIPR3 

Sense: CAG AGG ACT TTA TAT AAT A 

Antisense: TAT TAT ATA AAG TCC TCT G 

shGIPR4 

Sense: CTG GAA GGC AAT TGG GAT A 

Antisense: CTG GAA GGC AAT TGG GAT A 
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shGIPR6 

Sense: AGT GAT GGC CAG TGG GGA T 

Antisense: AGT GAT GGC CAG TGG GGA T 

sh.contr1 

Sense: TAG CGA CTA AAC ACA TCA A 

Antisense: ATC GCT GAT TTG TGT AGT T 

 

IV.1.6.2. Erstellung der Knock-down-Zelllinien 

pSIREN-RetroQ-Neo® Clontech pSIREN-RetroQ durch D Hadaschik 
modifiziert (PuroR Gen ausgetauscht gegen 
NeoR Gen) 

T4-Puffer  

T4-Ligase 

New England Biolabs 

pLXSN-EGFP Vektor von Clontech, Konstrukt von D. Hada-
schik erhalten 

shLUC von Dr. D. Hadaschik erhalten 

α-Select-E.coli New England Biolabs 

QIAprep Spin Miniprep Kit 

- Puffer P1, P2, N3, PB 
- Miniprep-Säule 

Qiagen, Hilgen, Germany 

pSIREN Forward Primer von Dr. D. Hadaschik erhalten 

NEB2-Puffer 

XhoRI 

New England Biolabs 

Bosc-23-Zellen von Dr. D. Hadaschik erhalten 

Fugene 6 Roche 

OptiMEM Invitrogen 

Polybrene von Dr. D. Hadaschik erhalten 
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IV.1.7. PCR 

IV.1.7.1. Enzyme und Puffer 

Taq DNA Polymerase Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 

SuperScriptII RNase H- Invitrogen, Karlsuhe 

Anti-RNAse Ambion Inc. Austin TX, USA 

dNTPs Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

SYBR Green Mix TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan 

RT-PCR Grade Water Ambion Inc., Austin TX, USA 

Die Reaktionspuffer für alle Polymerasen wurden entsprechend der Herstellerempfehlung ver-
wendet und vom jeweiligen Hersteller bezogen. 

IV.1.7.2. Primer 

(Die verwendeten Primer wurden mithilfe des Programmes Primer Express der Firma Applied 
Biosystems gestaltet. Die ermittelte Primersequenz wurde von der Firma Biometra, Göttingen 
synthetisiert) 

36B4 For: AAG CGC GTC CTG GCA TTG TCT 

Rev: CCG CAG GGG CAG CAGTGG T 

LX1 For.: GTG TCT TGC CCC TGG TAT CTG 

Rev.: TGG CCA TCA CTG CCA CAC T 

rGIPR For.: GGAAAAAGCCAGGGCCTG 

Rev.: GACTTTTGATTGCTCTCCTTTTGTCT 

MC4R For.: GTG AGC GTT TCG AAT GGG TC 

Rev.: GGC CCA GCA GAC AAC AAA GA 

PPARγ For: TTT TCA AGG GTG CCA GTT TC 

Rev: AAT CCT TGG CCC TCT GAG AT 

aP2 For: CAA AAT GTG TGA TGC CTT TGT G 

Rev: CTC TTC CTT TGG CTC ATG CC 

Pref1 For: TCT GCG AGG CTG ACA ATG TC 

Rev: CAG ATG CAC TGCCAT GGT TC 
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IV.2. Methoden 

IV.2.1. Zellmodel 

Es wurden weiße Adipozyten verwendet, die entweder aus einem epididymalen oder inguinalen 

Fettdepot einer neugeborenen Wildtyp-Maus gewonnen wurden. Während der anschließenden Kul-

tivierung der isolierten Fettzellen wurden die Präadipozyten mit dem retroviralen pBabe-Vektor 

infiziert. Dieser enthielt neben einer Gensequenz für eine Puromycin-Resistenz auch eine für das 

SV-40-T-Antigen (pBABE-puro SV40 LT). Durch Zugabe von Puromycin in das Zellmedium 

konnten die durch SV40 LT immortalisierten Zellen selektiert werden. Die erfolgreich immortali-

sierten Zellen konnten durch Einfrieren in Flüssigstickstoff konserviert und für spätere Experimen-

te verwendet werden. Das System zur Erstellung dieser Fettzelllinie ist durch die Arbeitsgruppe 

etabliert (Klein et al., 1999; Perwitz, 2008). 

IV.2.2. Zellkultur 

Die Arbeit mit den Zellkulturen wurde an einer Sterilbank in keimarmer Umgebung durchgeführt; 

die verwendeten Kulturmedien und Lösungen wurden vor Gebrauch steril filtriert und in einem 

Wärmebad auf 37° C angewärmt. Die Präadipozyten wurden auf einer 15 cm großen Kulturschale 

in Grundmedium kultiviert und bei einer Umgebung von 5% Kohlenstoffdioxid und 95% Sauer-

stoff bei 37°C aufbewahrt. Sobald nach zwei bis drei Tagen eine Konfluenz von 70 bis 80% er-

reicht war, konnten die Zellen für weitere Untersuchungen verwendet werden. Da die Zellen adhä-

rent in der Kulturschale wachsen, wurden sie nach einem Waschvorgang mit PBS durch Zugabe 

von 2,5 ml Trypsin abgelöst. Nach einer fünfminütigen Inkubation bei 37° C konnten die Zellen in 

30,5 ml Grundmedium aufgenommen und suspendiert werden. Für die Durchführung von Versu-

chen konnte diese Zellsuspension auf Kulturschalen verteilt werden; für die RNA Interferenz-

Experimente wurden Sechslochplatten und für die Arbeit mit ausdifferenzierten Wildtyp-

Adipozyten 10 cm große Zellkulturplatten verwendet. Nach Aussaat der Zellen wurde Differenzie-

rungsmedium beigefügt. Bei jeder Zellpassage wurden jeweils circa 10% der Präadipozyten mit 

neuem Grundmedium zurück auf die Stammplatte gegeben, die auf diese Weise nach weiteren zwei 

bis drei Tagen erneut verwendet werden konnten. Zum Erhalt des Präadipozyten-Stadiums war es 

notwendig, dass die Zellen gut auf der Kulturplatte verteilt wurden und keine Zellkontakte entste-

hen konnten, die eine Zelldifferenzierung induzieren könnte.  

Für die vorliegenden Experimente wurden Zellen der Passagen 12 bis 25 verwendet.  



Material und Methoden 

24 

 

IV.2.3. Zelldifferenzierung 

Zur Differenzierung wurden die ausgesäten Zellen bis zur vollständigen Konfluenz (ungefähr zwei 

bis drei Tage) in Differenzierungsmedium kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Differenzie-

rung der Zellen durch Zugabe des Induktionsmediums mit IBMX, Dexamethason und Indometha-

cin induziert. Nach 20 bis 24 Stunden wurde die Inkubation durch Mediumwechsel beendet und 

anschließend täglich das Medium durch neues Differenzierungsmedium ersetzt bis das gewünschte 

Differenzierungsstadium erreicht war. Die Inkubation mit dem Induktionsmedium bewirkt einen 

Proliferationsstopp und induziert die vermehrte Lipidakkumulation.  

Der Zeitpunkt des Mediumwechsels von Induktions- zu Differenzierungsmedium wird im Folgen-

den als Tag 0 bezeichnet. Zum Erreichen einer vollständigen Differenzierung wurden die Zellen bis 

Tag 6 kultiviert; während der Differenzierung wurde die Fetteinlagerung sowohl makroskopisch 

durch Beurteilung des sich bildenden Fettfilms als auch mikroskopisch durch Beurteilung der Ak-

kumulation der intrazellulären Lipidvakuolen verfolgt. In der Regel wurden die Tage 0, 3 und 6 als 

Differenzierungspunkte für die Versuche gewählt. 

Dieses Differenzierungsprotokoll wurde sowohl für die Wildtypzellen als auch für die GIPR-KO-

Zellen, die GIPR-KI-Zellen und die shRNA-Zelllinien angewendet. 

IV.2.4. Oil Red O-Färbung 

Um die Fetteinlagerung darzustellen, wurde die Oil Red O-Färbelösung verwendet, mit der Lipide 

spezifisch angefärbt werden können. Dafür wurden die Zellen in den Kulturschalen mit kaltem PBS 

gewaschen und anschließend für wenigstens 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 10%igem For-

maldehyd inkubiert und dadurch fixiert. Daraufhin mussten die Zellen für mindestens eine Stunde 

mit der Färbelösung (Gebrauchslösung) inkubiert werden. Für die 10 cm großen Zellkulturschalen 

wurden 5 ml verwendet, für Sechslochplatten 2,5 ml. Bevor Fotoaufnahmen gemacht wurden, 

musste die Färbelösung entfernt werden, indem mehrere Waschvorgänge mit destilliertem Wasser 

durchgeführt wurden.  

  



Material und Methoden 

25 

 

Die im Folgenden gezeigten Bilder stellen mit Oil Red O gefärbte Wildtyp Adipozyten während 

der Differenzierung dar: 

 

 

Abbildung 5: Mikroskopie von Oil Red O-Färbung differenzierender Wildtypzellen. In 10cm-Schalen 
differenzierende Wildtypzellen wurden an Tag 0, 3 und 6 mit dem Oil Red O-Reagenz angefärbt. 

 

Deutlich kann man die zunehmende Färbung erkennen, die dem vermehrten Lipidgehalt der Zellen 

entspricht. Zur Dokumentation wurden die Zellen nach Färbung unter einem Mikroskop in 

10facher, 20facher und 40facher Vergrößerung fotografiert; Sechslochplatten wurden eingescannt. 

Anschließend konnte eine densitometrische Auswertung durchgeführt werden. Dazu musste der 

Farbstoff mit Isopropanol (Menge analog zum Gebrauchsmedium) aus den Zellen gewaschen wer-

den. Nach 30 min Inkubationszeit wurde für jede Probe jeweils zweimal 1 ml der so entstandenen 

Lösung in eine Küvette überführt und die optische Dichte bei einer Wellenlänge von 500 nm im 

Photometer bestimmt. Von den Doppelwerten wurden Mittelwert und Standardabweichung be-

stimmt und für weitere Analysen verwendet. 

IV.2.5. RNA Interferenz 

RNA Interferenz beschreibt als Oberbegriff die Beeinflussung der Expression einzelner Gene, die 

natürlicherweise in eukaryotischen Zellen vorkommt oder als biomedizinische Labormethode zur 

Untersuchung der Genfunktionen verwendet werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

siRNA und shRNA verwendet. 

IV.2.5.1. Transienter Knock-down 

Das Einbringen von siRNA Molekülen in die Zellen wird auch Transfektion genannt und sollte für 

die Zelle möglichst schonend verlaufen. Es stehen verschiedene Transfektionstechniken zur Verfü-

gung. In dieser Arbeit wurden zwei kommerzielle Techniken verwendet, zum einen das Amaxa® 

Nucleofector®-Kit und zum anderen das Lipofectamine™ 2000-Reagenz von Invitrogen. 



Material und Methoden 

26 

 

IV.2.5.1.1. siRNA 

Es wurden die siRNA1, siRNA2 und siRNA3 verwendet, die von der Firma Qiagen für die Inhibi-

tion der GIPR-Expression angeboten wurden. Als Negativkontrolle wurde die Allstar-Negative-

Control-siRNA (auch scrambled-siRNA oder abgekürzt neg. siRNA) von Qiagen benutzt. Die Ne-

gativkontrolle hat laut Herstellerangaben eine Sequenz, die zu keinem bekannten Säugetiergen 

homolog ist und somit keinen Knock-down erzielt bei gleichzeitig minimalen Nebeneffekten. Die 

siRNA wurden gefriergetrocknet in 5 nmol-Aliquots (die Negativkontrolle in 20 nmol-Aliquots) 

geliefert und zunächst in dem mitgelieferten „Suspension Buffer“ (250 µl bei 5 nmol, 1000 µl bei 

20 nmol) aufgenommen und gelöst, um eine 20 µM Lösung zu erhalten. Anschließend wurden die 

Gefäße 1 min bei 90 °C und 60 min bei 37 °C inkubiert, um beide siRNA Stränge zu hybridisieren. 

Danach wurden die doppelsträngigen siRNA entweder bei -20 °C eingefroren oder für Experimente 

verwendet; dabei wurden die siRNA auf Eis gelagert, um eine RNA-Degradation zu minimieren. 

IV.2.5.1.2. Amaxa® Nucleofector® 

Mit dem Amaxa® Nucleofector®-Apparat werden Zellen elektroporiert, d.h. durch Anlegung einer 

kurzen Spannung öffnen sich in der Zellmembran Kanäle, durch die z.B. die siRNA in die Zellen 

gelangen. Dieser Vorgang erfolgt in einer spezifischen Pufferlösung (Zaragosi et al., 2007), die in 

dem Amaxa® Nucleofector®-Kit enthalten ist. Für die Elektroporation werden einzelne Küvetten 

mit der jeweils vollständigen Zellsuspension befüllt und in den Nucleofector eingesetzt. Es ist mög-

lich, je nach Zelltyp und Differenzierungsstadium vorprogrammierte Geräteeinstellungen zu wäh-

len, die die besten Transfektionsergebnisse liefern. Für die in dieser Arbeit transfizierten Präadi-

pozyten wurde das Programm T30 gewählt, das auch für 3T3-L1-Präadipozyten und vergleichbare 

Zelllinien geeignet ist. 

Die Zellen wurden nach Aussaat für zwei Tage in Sechslochplatten kultiviert. Zur Testdurchfüh-

rung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit auf 37 °C vorgewärmten PBS gewaschen. 

Mit 250 µl Trypsin wurden die Zellen von dem Plattenboden gelöst und in 1 ml ebenfalls vorge-

wärmten Differenzierungsmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde danach in ein Röhr-

chen überführt und für 5 min bei 2000 U/min zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Pellet in war-

men PBS aufgenommen und die Zellen durch Suspendieren verteilt. Nach einem erneuten Zentri-

fugationsschritt wurde das Pellet in bereits vorbereiteter Lösung aus Nucleofector®-Solution und 

siRNA aufgenommen, resuspendiert, in eine Küvette und in den Nucleofector®-Apparat zur Trans-

fektion überführt. Die siRNA lag in einer 20 mM Lösung vor, so dass 5 µl siRNA-Lösung 100 

pmol siRNA ergaben bzw. 10 µl 200 pmol. Von der Nucleofector®-Solution wurden jeweils 100 

µl gebraucht. Nach Durchführung der Elektroporation wurde die Zellsuspension in eine neue 

Sechslochplatte pipettiert und mit 1 ml Differenzierungsmedium aufgefüllt. Dabei wurde durch 
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Schwenken der Kulturplatten eine optimale Zellverteilung erzielt. Nach der Durchführung wurden 

die Zellen wie beschrieben differenziert. Je nach Dichte des Zellrasens konnte die Induktion ent-

weder einen oder zwei Tage nach Transfektion vorgenommen werden. 

IV.2.5.1.3. Lipofectamine™ 2000-Reagenz 

Das Lipofectamine™ 2000-Reagenz bietet die Möglichkeit, adhärente Zellen ohne Lösen von den 

Kulturplatten zu transfizieren. Das Reagenz enthält dafür positiv geladene, kationische Lipide 

(Felgner et al., 1987). Durch elektrostatische Wechselwirkung mit dem negativ geladenen Oligo-

nukleotid-Rückgrat der siRNA entstehen kompakte, positiv geladene, lipidische Transportvesikel, 

die die hydrophobe, negativ geladene Zellmembran der Zielzellen überwinden können (Hawley-

Nelson et al., 2008). 

Zunächst wurden 5 µl Lipofectamine™ 2000-Reagenz in 125 µl DMEM pipettiert, beides ver-

mischt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. In weitere 125 µl DMEM wurde die ge-

wünschte siRNA-Menge gemischt (5 µl 20 mM siRNA-Lösung für 100 pmol siRNA; 7,5 µl für 

150 pmol; 10 µl für 200 pmol und 15 µl für 300 pmol; entweder wurden einzelne siRNA oder 

Pools aus mehreren siRNA verwendet.). Diese beiden Gemische wurden anschließend vermengt 

und für 15 min bei RT inkubiert. Währenddessen wurde von den Zellen in den Sechslochplatten 

das Medium abgesaugt und 750 µl warmes DMEM hinzugegeben. Nach abgeschlossener Inkubati-

on der siRNA-DMEM-Lipofectamine™ 2000-Lösung wurde diese tropfenweise zu den Zellen 

pipettiert und durch Schwenken eine gute Verteilung erreicht. Die Inkubation wurde bei 37 °C und 

5% CO2 im Kulturschrank durchgeführt und nach sechs Stunden durch Einleitung der Induktion 

beendet.  

IV.2.5.2. Stabiler Knock-down 

Durch Verwendung von shRNA können stabile Knock-down-Zelllinien erstellt werden, in denen 

die Expression des Zielgens kontinuierlich unterbrochen wird.  

IV.2.5.2.1. shRNA-Design 

Um einen stabilen Knock-down zu erreichen, werden shRNA in Zellen exprimiert und Knock-

down-Zelllinien erstellt. ShRNA sind siRNA-ähnliche RNA, die eine Haarnadelstruktur ausbilden 

(Paddison et al., 2002a). Diese Struktur besteht aus einem doppelsträngigen Teil und einer Loop-

Sequenz, die beide Enden miteinander verbindet. In der vorliegenden Arbeit wurde die Sequenz 5‘-

TTCAAGAGA-3‘ für den Loop verwendet, über den der 19 Nukleotide lange Sense-Strang mit 

dem ebenfalls 19 Nukleotide langen „reverse-complement“-Strang verbunden ist (Brummelkamp et 

al., 2002; Sui et al., 2002). Exprimiert werden solche shRNA bevorzugt von RNA Polymerase III 

Promotoren, in diesem Fall ist es der U6-Promotor. Dafür wird die shRNA-Sequenz mit Hilfe von 
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zwei komplementären und hybridisierten Oligonukleotiden hinter den U6-Promoter in den Expres-

sionsvektor kloniert. Als Stop-Signal für die RNA Polymerase III dient eine kurze Sequenz beste-

hend aus mindestens fünf bis sechs Thymidinen. Um die Oligonukleotide mit dem Vektor zu ligie-

ren, besitzen die hybridisierten Enden der shRNA-Oligonukleotide 5‘-Überhänge, die einer BamHI 

oder einer EcoRi Schnittstelle entsprechen. Außerdem wurde hinter der Stop-Sequenz eine XhoI 

Schnittstelle eingefügt, um nach der Ligation und Transformation solche Klone mittels Restrikti-

onsspaltung zu identifizieren, die tatsächlich die shRNA-Oligonukleotide enthielten. Nur dann wird 

der Vektor, der selber schon eine Xho I-Schnittstelle besitzt, zweimal durch Xho I geschnitten und 

es entsteht ein ca 1,3 kb großes Fragment. 

 

 

Abbildung 6: schematische Darstellung der hybridisierten Oligonukleotide, die in pSIRENQ-Neo kloniert 
wurden und eine short hairpin RNA kodieren. 

 

In der Datenbank des National Center for Biotechnology (NCBI) wurde die Sequenz der mRNA 

des GIPR recherchiert. Die verwendeten shRNA wurden mit dem siRNA Design Tool der Firma 

Dharmacon (Dharmacon), das die Ziel-mRNA nach möglichen siRNA-Bindungsstellen absucht 

und dabei verschiedene Designregeln einhält. Dazu gehört beispielsweise die höhere thermische 

Stabilität am 5‘-Ende verglichen mit dem 3‘-Ende des siRNA-Stranges (Schwarz et al., 2003), 

einen Guanin-Cytosin-Gehalt zwischen 35 und 50% und weitere in der Literatur nachzulesende 

Regeln (Elbashir et al., 2001a; Reynolds et al., 2004). Aus den siRNA Sequenzen wurden dann 

shRNA-Oligonukleotide mit den oben beschriebenen Eigenschaften (Loop, Bam HI und Eco RI-

Überhänge, PolyT-Wiederholungen und Xho I Restriktionsstelle) konstruiert und in den Vektor 

pSIREN RetroQ-Neo kloniert. 

Auf diese Weise wurden mehrere Vektoren kloniert, die verschiedene shRNA Moleküle exprimie-

ren und unterschiedliche Regionen des GIPR-Gens adressieren. Für die in dieser Arbeit angegebe-

nen Ergebnisse wurden die folgenden shRNA verwendet: sh.GIPR1, sh.GIPR3, sh.GIPR4 und 

sh.GIPR6. Als Negativkontrolle wurde sh.contr1 kloniert, die keine Homologien zu bekannten 

Genen aufweist. Dies wurde durch eine Analyse mit dem „Basic Local Allignment Search Tool“ 

(BLAST) des NCBI überprüft.  

IV.2.5.2.2. Hybridisierung der Oligonukleotide („Annealing“) 

Die gelieferten komplementären shRNA-kodierenden DNA-Oligonukleotide wurden in TE-Puffer 

gelöst, so dass eine Konzentration von 100 µM entstand. Die Oligonukleotide wurden in einem 
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Verhältnis von 1:1 zusammenpipettiert und mit TE-Puffer vermengt, dass eine 25 µM Lösung vor-

lag. Zum Aufbrechen der Sekundärstrukturen und Sicherstellen einer optimalen Hybridisierung 

wurden anschließend die Oligos wie folgt in einem Thermocycler erhitzt: 

- 30 sec 95° C 

- 2 min 72° C 

- 2 min 37° C 

- 2 min 25° C 

Daraufhin wurden die Lösungen mit TE-Puffer 50fach verdünnt, um eine Endkonzentration von 

0,5, µM zu erhalten, und auf Eis gelagert. Wurde nicht umgehend eine Ligation durchgeführt, wur-

den die Oligos bei -25° C eingefroren. 

IV.2.5.2.3. Ligation und Klonierung 

Zur Durchführung der Ligationsreaktion wurde folgender Reaktionsansatz (10 µl gesamt) für jede 

hybridisierte Oligo-Probe vorbereitet: 

- 1 µl pSIREN-RetroQ-Neo® (mit BamHI und EcoRI linearisierter Vektor, 25 ng/µl) 

- 1 µl hybridisierte Oligos (0,5 µM) 

- 1 µl T4-Puffer (10fach Ligasepuffer) 

- 0,75 µl T4-Ligase (400 U/µl) 

- 6,25 µl Wasser (RNase-frei) 

Der Ansatz wurde für 10 min bei RT inkubiert. Die T4-Ligase ist eine DNA-Ligase, die glatte und 

überhängende DNA-Enden kovalent verbinden kann. Zur späteren Kontrolle der Transformation 

bzw. anschließenden Transfektion wurde die Ligationsreaktion auch mit EGFP durchgeführt. Das 

EGFP-Konstrukt basiert auf einem Vektor der Firma Clontech (pLXSN) und wurde freundlicher-

weise von Herrn Dr. D. Hadaschik zur Verfügung gestellt.  

IV.2.5.2.4. Transformation 

Zur Vervielfältigung der erstellten shRNA-Plasmide wurden diese in α-Select E.coli transformiert. 

Die verwendeten E.coli sind kompetente Bakterien, d.h. durch eine bestimmte Behandlung sind 

ihre Zellwände während eines kurzen Hitzeschocks (45sec; 42° C) für DNA durchlässiger gemacht 

worden. Einmal in der Zelle verfügen die Plasmide über einen bakteriellen Replikationsursprung 

(Origin of Replikation) der die aktive DNA-Replikation der Plasmide in Bakterien ermöglicht. Auf 

diese Weise werden die Plasmide in den Bakterien vermehrt und an die Nachkommen weitergege-

ben. 

Für die Transformation wurde 1 µl Plasmidlösung in ca. 15-20 µl E.coli-Suspension, die zuvor auf 

Eis aufgetaut wurde, pipettiert und vorsichtig verteilt. Anschließend folgte ein Inkubationsschritt 
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für 5 min auf Eis und dann für 45 sec bei 42° C in einem Wasserbad (ohne Rütteln). Daraufhin 

wurde das Röhrchen für 2 min wieder auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium (ohne 

Antibiotika) wurden die transformierten Bakterien für 1h bei 37° C geschüttelt. Nach Abschluss 

dieses Schrittes wurden die Lösungen auf eine LB-Agar-Kulturplatte ausgestrichen, die mit Ampi-

cillin (50-100 µg/ml) beschichtet war. Die LB-Platten wurden über Nacht bei 37° C im Inkubator 

aufbewahrt.  

Am Folgetag wurden sechs Bakterienkolonien pro Konstrukt mit einer sterilen Pipettenspitze ge-

pickt und in einem Röhrchen mit 6 ml LB-Medium aufgenommen. Es wurden stets einzelne, gut 

isolierte Kolonien gewählt. Als nächstes wurden die Röhrchen über Nacht in einem Bakterieninku-

bator bei 37° C bei leichtem Schütteln inkubiert. Die gesamten erwähnten Arbeitsschritte sollten in 

keimarmer Umgebung stattfinden, so dass unmittelbar neben der Werkbank ein Bunsenbrenner 

brannte. 

Um die vervielfältigten Plasmide wieder aufreinigen zu können, wurde das QIAprep Spin Miniprep 

Kit von Qiagen nach den Herstellerangaben verwendet.  

IV.2.5.2.5. Restriktionsanalyse und Sequenzierung 

Bevor die Konstrukte für die Erstellung der Knock-down-Zelllinien weiterverwendet wurden, 

musste kontrolliert werden, ob die gepickten Bakterienkolonien das richtig Plasmid enthielten, also 

die richtige shRNA in dem Vektor enthalten war, und ob diese unmutiert vorlag. Bei der Klonie-

rung der shRNA-Oligonukleotide wurde eine weitere Xho I Restriktionsschnittstelle eingefügt. 

Nun wurden die isolierten Plasmide mit dem Restriktionsenzym XhoI gespalten, um die korrekte 

Insertion dieser Oligonukleotide nachzuweisen. Die Reaktion fand in einem 10 µl-Ansatz statt, der 

zunächst als Mastermix für alle Proben angesetzt wurde: 

- 4 µl Miniprep-DNA 

- 1 µl BSA 

- 1 µl 10x NEB2-Puffer  

- 0,1 µl XhoI (20 U/µl)  

- 3,9 µl steriles Wasser 

Die Spaltung wurde für mindestens zwei Stunden bei 37 °C in einem Heizblock durchgeführt und 

die Reaktionsgefäße danach wieder auf Eis gestellt. Ein kleiner Teil der Lösung konnte für die 

Gelelektrophorese (1%iges Agarosegel) verwendet werden (siehe dazu auch Kapitel IV.2.9). Bei 

erfolgreicher Klonierung der shRNA Oligonukleotiden mit Xho I Schnittstelle wurden nach dem 

Restriktionsverdau zwei DNA Fragmente erwartet, die als zwei Banden mit einer Gelelektrophore-

se sichtbar gemacht wurden. Eine mit einer Größe von 5,26 kb und eine mit 1,34 kb. Wenn diese 
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zwei Banden vorhanden waren, wurde eine Sequenzierung durchgeführt, um festzustellen, ob es zu 

einer Mutation gekommen war oder ob die Konstrukte weiter verwendet werden konnten. 

Für die Sequenzierung wurde jeweils folgender Ansatz (20 µl) vorbereitet: 

- 13 µl Miniprep-DNA (1 µg) 

- 4 µl 5fach-Puffer 

- 1 µl pSIREN Forward Primer (10 µM)  

- 2 µl Big Dye 

Folgende Temperaturstufen wurden für die Sequenzierung benutzt: 

- 3 min 96 °C 

- 25 mal: 30 sec 96° C, 20 sec 50 °C und 4 min 60 °C 

- 20 sec 96°C 

Die Reaktionsgefäße wurden anschließend zur DNA-Fällung mit Folgendem aufgefüllt: 

- 80 µl RNase-freies Wasser 

- 10 µl Natriumacetat (3 M) 

- 250 µl Ethanol (100%) 

Das Gemisch wurde auf einem Vortexer gut gemischt und dann für 15 min bei 13000 rpm zentrifu-

giert. Nach Entfernen des Überstandes wurde das DNA-Pellet mit kaltem 70%igem Ethanol gewa-

schen und erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert und das Reaktionsgefäß wurde 

offen bei RT für ca. 10-20 min zur Lufttrocknung stehen gelassen.  

Danach wurde die eigentliche Ermittlung der Sequenz vorgenommen, deren Durchführung freund-

licherweise von der AG Prof. Hiort übernommen wurde.  

IV.2.5.2.6. Vermehrung der Klone (Retransformation) 

Nach Restriktionsanalyse und Sequenzierung der Klone konnten die Proben identifiziert werden, in 

denen sich die korrekten shRNA-Sequenzen ohne Mutation befanden. Wurden für eine shRNA in 

keiner Probe die passende Sequenz gefunden, wurden die Schritte ab IV.2.5.2.3 wiederholt. 

Es erfolgte nun eine erneute Transformation, um eine größere Menge an Plasmid-DNA zu erhalten. 

Dazu wurde analog zur bereits beschriebenen Transformation vorgegangen (IV.2.5.2.4).  

IV.2.5.2.7. Transfektion 

Der Vektor pSIREN-RetroQ kodiert ein retrovirales Genom, bei dem weite Teile der zur Replikati-

on nötigen viralen Gene deletiert wurden und durch die shRNA Expressionskassette und das Neo-

mycin-Resistenzgen mit Promoter ersetzt wurden. Um also reife Viren herzustellen, müssen diese 

Vektoren zunächst in eine Verpackungszelllinie transfiziert werden, in die sogenannten BOSC-
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Zellen. Diese exprimiert alle zur Virusreplikation nötigen viralen Gene und verpackt das transkri-

bierte virale RNA-Genom von pSIREN in die Viruspartikel. Letztere schnüren sich von der Zell-

membran ab und werden in den Zellkulturüberstand freigesetzt. Dieser Überstand wurde sterilfil-

triert und in das Kulturmedium der Präadipozyten gegeben, um diese zu infizieren. Die infizierten 

Zellen integrieren dann das virale Genom in das zelleigene Genom von dem in der Folge die 

shRNA und das Neomycin-Resistenzgen exprimiert werden. Solche Zellen können dann mit dem 

Antibiotikum Neomycin (G418) selektiert werden.  

Alle im Folgenden erklärten Zellversuche wurden wie auch die Adipozytendifferenzierung auf 

einer sterilen Werkbank durchgeführt. Zunächst wurden unter Zuhilfenahme einer Neubauer-

Zählkammer die BOSC-Zellen gezählt, um anschließend 1,7 x 106 Zellen in kleine Kulturflaschen 

(25 cm2) auszusäen. Nach Hinzugabe des Kulturmediums (6 ml DMEM mit 10% FBS) wurden die 

Zellen gut verteilt und im Kulturschrank bei 37 °C und 5% CO2 für ca. 24 Stunden kultiviert bis 

maximal eine ⅔-Konfluenz erreicht war. Für die Transfektion der BOSC-Zellen wurden OptiMEM 

und Fugene 6 verwendet. Fugene ist ein nicht liposomales Transfektionsreagenz und besteht aus 

mehreren Komponenten, die eine geringe Toxizität und eine hohe Effizienz der Transfektion er-

möglichen; OptiMEM ist ein spezifisches Zellmedium. Zunächst wurden 5 µg Plasmid in 50 µl 

OptiMEM aufgenommen. Danach wurden pro Ansatz 450 µl OptiMEM und 15 µl Fugene in ein 

weiteres Reaktionsgefäß pipettiert, für 5 min inkubiert und anschließend zu den 50 µl Plasmidlö-

sung hinzugegeben und für weitere 20 min inkubiert. Dann konnte die Transfektionslösung vor-

sichtig in die Kulturflaschen auf die Zellen pipettiert werden. Die Zellen wurden nun für 48 Stun-

den im Kulturschrank gelassen, bevor mit der Infektion der Adipoyzten fortgefahren wurde. Bei 

jeder Transfektion wurde auch pLXSN-EGFP in einem weiteren Ansatz in BOSC-Zellen trans-

fiziert und nach 48-72 Stunden konnte in den erfolgreich transfizierten Zellen die grüne EGFP-

Fluoreszenz im Fluoreszenz-Mikroskop betrachtet werden. 

IV.2.5.2.8. Infektion der Wildtypzellen und Selektion 

Für die Infektion der Präadipozyten wurden 3 ml des Virusüberstandes verwendet, der zunächst 

steril filtiert (0,45 µm-Filter) wurde. Um die Interaktion zwischen Zellen und Retroviren zu erhö-

hen wurde dem Medium das kationische Polymer Polybrene hinzugefügt (Davis et al., 2004). Dazu 

wurde 1 ml DMEM (20% FBS) mit Polybrene (16 g/ml) zu 3 ml Virusüberstand hinzugefügt, so 

dass die finale Polybrene-Konzentration 4 µg/ml betrug.  

Am Tag vor der Infektion wurden 50.000 Präadipozyten in eine 25cm2-Gewebekulturflasche aus-

gesät. Am nächsten Tag wurde das Medium komplett von diesen Zellen (Wildtypzellen mit ca. 

80%iger Konfluenz) entfernt und durch die Viruslösung mit Polybren ersetzt und für 24 Stunden 

inkubiert. Dann wurden die Zellen gesplittet und pro Konstrukt auf zwei 25cm2-Kulturplatten ver-
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teilt. Nach weiteren 24 Stunden wurde mit der Selektion begonnen. Dafür wurde das Grundmedium 

mit 600 µg/ml Geneticin (G418) gemischt. Zellen, die positiv infiziert wurden, exprimieren von 

dem integrierten viralen Genom das Neomycin-Resistenzgen und sind daher vor der toxischen 

Wirkung des Geneticins geschützt. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass ausschließlich die 

infizierten Zellen überleben und für spätere Versuche verwendet wurden. Die Selektion wurde für 

eine Woche durchgeführt bis kein Zelltod mehr eintrat, also von einer erfolgreichen und vollständi-

gen Elimination der nicht infizierten Zellen ausgegangen werden konnte. Als Kontrolle wurden zur 

selben Zeit nicht infizierte Präadipozyten mit demselben Geneticin-haltigen Medium inkubiert, um 

zu verfolgen wann alle Zellen abgestorben sind. Nach der Selektion wurde die Zellen wie in Kapi-

tel IV.2.2und IV.2.3 beschrieben kultiviert. 

In dem Überstand der pLXSN-EGFP transfizierten BOSC-Zellen, befinden sich Viren, die eine 

EGFP-Expressionskassette enthalten. Diese Viren wurden zur Kontrolle der Infektionseffizienz 

ebenfalls auf Präadipozyten gegeben. Die erfolgreich infizierten Zellen leuchten im Fluoreszenz-

mikroskop grün. 

IV.2.5.2.9. Aussaat der shRNA-Zelllinien 

Für die Versuchsdurchführung wurden von jeder Knock-down-Zelllinie zwei 25cm2-Kulturplatten 

verwendet, um ausreichend Zellen für weitere Experimente anzuzüchten. Nach der Aussaat wurden 

die Zellen bis zu einer 80%igen Konfluenz herangezogen. Die verschiedenen Knock-down-

Zellinien wurden dann gezählt und alle am selben Tag in die entsprechenden Kulturgefäße für wei-

tergehende Experimente ausgesät und wie beschrieben differenziert. Zu den verschiedenen Zeit-

punkten wurden Proben entnommen: 

- Tag 0 mRNA-Analyse 

- Tag 3 mRNA-Analyse 

- Tag 6 mRNA-Analyse 

- Tag 0 Oil Red O Analyse 

- Tag 3 Oil Red O Analyse 

- Tag 6 Oil Red O Analyse 

Der Ablauf für die Erstellung von stabilen Knock-down-Zelllinien wurde insgesamt zweimal 

durchgeführt. Das erste Mal für: sh.GIPR1, shGIPR3 und sh.contr1. Das zweite Mal für: sh.GIPR1, 

sh.GIPR4, shGIPR6, sh.contr1 und Wildtypzellen. Daher lagen für die Analyse Daten aus sechs 

Replikaten für sh.GIPR1 und sh.contr1 und aus drei Replikaten für sh.GIPR3, sh.GIPR4, sh.GIPR6 

und Wildtypzellen vor. Im zweiten Durchgang wurden für die Oil Red O Analyse mehr Platten 

ausgesät, weil neben der Verwendung des „normalen“ Induktionsmediums auch die Bedingungen 
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Induktionsmedium ohne Dexamethason, Induktionsmedium ohne Indomethacin und Induktionsme-

dium ohne IBMX gebraucht wurden. 

Zur vereinfachten Darstellung werden im Folgenden die Zelllinien aufsteigend nummeriert: 

„shRNA1“ entspricht sh.GIPR1, „shRNA2“ entspricht sh.GIPR3, „shRNA3“ sh.GIPR4, 

„shRNA4“ shGIPR6 und „Negativkontrolle“ entspricht sh.contr1. 

IV.2.6. RNA-Isolation 

Nach Abschluss der jeweiligen Experimente wurden die differenzierten Zellen mit kaltem PBS 

vorsichtig zweimal gewaschen, nach Eintauchen in flüssigen Stickstoff gefroren und dann bei ca. -

150° C gelagert. 

Zur Isolation der gesamten RNA wurde die Phenol-Chloroform-Aufreinigung herangezogen. Dazu 

wurde zunächst für die Zelllyse 1 ml Trizol bzw. Quiazol-Reagenz bei 10 cm großen Zellkultur-

schalen und 0,5 ml bei Sechslochplatten auf die gefrorene Platte gegeben und durch Schwenken 

verteilt. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen von der Platte gelöst und in ein 2 ml-

Reaktionsgefäß überführt und nach gründlichem Schütteln für zehn Minuten bei 13000 rpm (4° C) 

zentrifugiert, so dass sich drei Phasen bildeten. Zur Reinigung wurde der Überstand zwischen Pel-

let und Fettfilm in ein weiteres Reaktionsgefäß überführt und 250 µl Chloroform (bzw. bei Sechs-

lochplatten 125 µl) hinzugegeben. Nach ca. 15-sekündigem Schütteln auf dem Vortexer wurde die 

Proben bei Raumtemperatur für drei Minuten inkubiert und danach erneut für 10 Minuten zentrifu-

giert (13000 rpm, 4° C). Nach diesem Arbeitsschritt wurde auf eine RNase-freie Umgebung geach-

tet. Die wässrige Phase konnte nach der Zentrifugation zusammen mit derselben Menge kaltem 2-

Propanol in einem RNase-freien Reaktionsgefäß nach kurzem Schwenken für 10 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 10 Minuten zentrifugiert (13000 rpm, 4° C) wer-

den. Im folgenden Arbeitsschritt wurde der Überstand verworfen, 75%iges Ethanol (in DEPC-

Wasser) hinzugegeben und ausführlich geschüttelt, um nach erneutem Zentrifugieren (13000 rpm, 

4° C) das Pellet in 40 µl RNase-freiem Wasser aufzunehmen. 

IV.2.7. DNA-Verdau 

Nach der RNA-Isolation wurden die Proben mithilfe des Ambion-DNA-free-Kit gemäß Hersteller-

angabe aufgereinigt, um eine Verunreinigung der Proben mit DNA zu verhindern. Für die Verwen-

dung des Kits wurden 0,5 ml große RNA-freie Reaktionsgefäße verwendet, eine Reaktionsmenge 

von 50 µl und das Protokoll „Routine DNase treatment“ für die Entfernung von 2 µg genomischer 

DNA bei bis zu 10µg RNA pro 50 µl-Ansatz gewählt. Für die Aufreinigung wurden 1 ml rDNase, 

5 µl des 10fach DNase I Buffer (0,1faches Volumen) und 5 ml Wasser (Nucleotide-free) pro Probe 
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gemischt. Es wurde je nach Anzahl der Proben vorher eine Stammlösung mit Überstand angesetzt. 

Es wurden elf µl der DNase-free-Stammlösung mit 39 µl Probe vermengt und bei 37° C 30 min 

inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 µl Inactivation Buffer beendet. 

Unter mehrfachem Mischen wurde der Reaktionsansatz mit dem Inactivation Buffer 2 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und danach für 1,5 min mit 13000 rpm zentrifugiert. Nach dem Zentri-

fugierschritt konnte der Überstand vorsichtig in ein neues Reaktionsgefäß überführt werden.  

IV.2.8. Bestimmung der RNA-Menge 

Zur Bestimmung der RNA-Menge der Proben wurde eine photometrische Messung herangezogen. 

Dazu wurde von jeder Probe eine 1:50-Verdünnung hergestellt und diese bei 260 nm gemessen. 

Die RNA-Menge musste für das Umschreiben in cDNA bestimmt werden. Außerdem wurde die 

Extinktion bei 280 nm gemessen, um den Quotienten 260/280 bilden zu können. Dieser Quotient 

sollte idealerweise zwischen 1,7 und 2,0 liegen und gibt einen Hinweis auf die Reinheit der Probe. 

An dieser Stelle wurden die Proben entweder gleich in cDNA umgeschrieben oder bei ca. -70° C 

aufbewahrt. 

IV.2.9. Gelelektrophorese 

Eine weitere Möglichkeit, die RNA-Probenqualität zu überprüfen oder das Produkt einer qualitati-

ven PCR aufzutrennen, ist die Gelelektrophorese. Hierbei werden die elektrisch geladenen Nukle-

insäuren durch Anlegen eines elektrischen Feldes (ca. 80 mA) nach Ladung und Größe Richtung 

Anode getrennt.  

Es wurde ein 2%iges Agarosegel verwendet, das mit Ethidiumbromid versetzt wurde. Es wurden 

100 ml TBE-Puffer mit 2 g Agarosepulver in einer Mikrowelle aufgekocht bis eine homogene Lö-

sung entstanden war. Eine Gelkammer wurde mit einem Kamm versehen und die Ränder mit Kle-

beband abgeschlossen. Das leicht erkaltete, flüssige Gel wurde mit 10 µl ETB vermischt und in die 

Gelkammer gegossen. Nach vollständigem Erkalten wurde der Kamm entfernt und das Gel in die 

Elektrophoresekammer überführt und mit TBE-Puffer überschichtet. Die aufzutragende Probe wur-

de mit Bromphenolblau (ca. 25% des Probenvolumens) als Ladepuffer gemischt und in die Gel-

taschen pipettiert. Durch Verwendung einer fertigen Lösung aus Bromphenolblau und Markermo-

lekülen (DNA-Leiter) konnte eine genaue Größenbestimmung vorgenommen werden, was insbe-

sondere bei der qualitativen PCR notwendig war (s. Kapitel IV.2.11.2). Nachdem die Proben das 

Gel ungefähr zu 75% durchlaufen hatten (erkennbar am Bromphenolblau), wurde das elektrische 

Feld entfernt und es konnte eine Fotodokumentation des Bandenmusters in der Dunkelkammer 
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vorgenommen werden. Durch ultraviolettes Licht wurde das in die Nukleotidketten interkalierte 

ETB angeregt und zum Leuchten gebracht.  

Bei einer sauberen RNA-Probe mit intakter RNA waren zwei Banden zu erkennen, zum einen die 

18s-Bande und zum anderen die 28s-Bande für ribosomale RNA. Diese Qualitätsüberprüfung wur-

de regelmäßig durchgeführt. 

IV.2.10. Herstellung von cDNA 

Die isolierte und aufgereinigte RNA wurde mit der Superscript II Reverse Transcriptase von invit-

rogen in cDNA umgeschrieben. Dafür wurden 4 µg RNA der jeweiligen Probe (das benötigte Vo-

lumen wurde durch die Bestimmung der RNA-Menge ermittelt, s. Kapitel IV.2.8) mit RNase-

freiem Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Anschließend wurde zu jeder Probe 2 µl randomisierte Oligo-

dt-Primer (10 µM) und 2 µl dNTP-Mix (2,5 mM) hinzugegeben; wurden mehrere Proben umge-

schrieben, wurde zu Beginn des Versuchs eine Stammlösung mit Überstand angesetzt und auf Eis 

gelagert. Das erhaltene Gemisch wurde für 5 min bei 65° C inkubiert. Nach diesem Schritt wurden 

folgende Reagenzien hinzugegeben: 

- 8µl 5facher First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8,3 bei Raumtemperatur), 

- 2 µl DTT (0,1 M), 

- 1 µl Superscript II Reverse Transcriptase (200 u/µl) und 

- 1µl RNase-Inhibitor (40 U/µl) 

und 60 min bei 45 °C und weitere 15 min bei 70 °C inkubiert. Während des Pipettierens zwischen 

den Schritten wurden die Proben auf Eis gestellt, um ein weiteres unkontrolliertes Reagieren zu 

verhindern. Auch bei der zweiten Lösung wurde bei mehreren umzuschreibenden Proben zunächst 

eine Stammlösung angelegt und für kurze Zeit auf Eis gelagert.  

Nach Abschluss der Reaktion konnten die Proben für eine PCR verwendet werden oder bei ca. -70° 

C eingefroren werden. 

IV.2.11. Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die PCR ist eine molekulargenetische Methode, mit der spezifische DNA-Abschnitte vervielfältigt 

werden können, um eine weitere Analyse zu ermöglichen. In mehreren Schritten werden zunächst 

die DNA-Stränge getrennt (Denaturierung), anschließend die sequenzspezifischen Primer gebun-

den (Annealing) und zuletzt die Stränge von den Primern aus durch Polymerasen entsprechend der 

Sequenz des Gegenstranges neu gebildet (Polymerisation). Dies stellt einen Zyklus dar, mit jedem 

Zyklus verdoppelt sich demnach die DNA-Menge. Die dazu benötigten Temperaturen werden 
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durch einen Thermocycler gewährleistet und die Zyklen nacheinander ca. 30 bis 40mal wiederholt 

bis genügend DNA-Material zur Verfügung steht. 

Prinzipiell kann man die qualitative von der quantitativen PCR unterscheiden. Die qualitative wird 

verwendet, um bestimmte Gene nachzuweisen; während die quantitative PCR einen Eindruck von 

der Menge eines Gens oder vielmehr von der Menge einer mRNA und damit der Genexpression 

vermittelt. Für die Versuche, die mit den GIPR-KO-Zellen und den GIPR-KI-Zellen gemacht wur-

den, war die qualitative PCR die geeignete Methode, um das Vorhandensein bzw. das Fehlen des 

Rezeptors nachzuweisen. Für den Nachweis der Blockierung des GIPR mittels RNA Interferenz 

wurde die quantitative PCR herangezogen, um im Vergleich zu einer Kontrollprobe die Häufigkeit 

des Rezeptors zu überprüfen. Auch die Messung der Differenzierungsmarker in den Knock-down-

Proben wurde mithilfe der quantitativen PCR durchgeführt. 

IV.2.11.1. Primer-Design 

Anhand der Sequenz, die in der Datenbank des National Center for Biotechnology (NCBI) zu fin-

den ist, können die spezifischen Primer hergestellt werden. Mithilfe des Programms Primer Design 

der Firma Applied Biosystems wurden optimale Primersequenzen erstellt. Zur Sicherung der Spezi-

fität wurde die erhaltene Primersequenz mit allen bekannten Genomen mittels Basic Local Allign-

ment Search Tool (BLAST) gegengeprüft. Die Synthese der Primer wurde von der Firma Biometra 

in Göttingen übernommen. Vor Verwendung der Primer wurde ein Linearitätstest durchgeführt, um 

die optimale Verdünnungsstufe zu testen und eine Dissoziationskurve angefertigt (Bookout, 2005). 

Durch diese Schritte ist für jeden Primer ein bestimmtes PCR-Protokoll entstanden. 

IV.2.11.2. Qualitative PCR 

Für die qualitative PCR wurden im Rahmen dieser Arbeit die Primer LX1 und MC4R für die Ver-

suche mit den GIPR-KO-Zellen und der Primer rGIPR für die Versuche mit den GIPR-KI-Zellen 

verwendet.  

Im Folgenden sind die Reaktionsansätze mit einem Gesamtvolumen von 25 µl angegeben: 

- 2 µl Probe 

- 0,5 µl Forward Primer 

- 0,5 µl Reverse Primer 

- 1 µl dNTP-Mix 

- 2,5 µl 10fach-Puffer (für hohe Erträge) 

- 0,5 µl TAQ-Polymerase 

- 18µl RNase-freies Wasser 
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Die PCR-Zyklen für die verschiedenen Primer unterschieden sich in der Annealing-Temperatur wie 

folgend dargestellt: 

- 3 min 94 °C Anfangsdenaturierung 

- 40 mal: 

1. 45 sec 94 °C 

2. 30 sec  57,7 °C (LX1) 

 56,9 °C (MC4R) 

 70,0 °C (rGIPR) 

3. 45 sec 72 °C 

- 7 min 72 °C Abschlussamplifikation 

Die Ansätze wurde jeweils auf Eis zusammenpipettiert und anschließend für die Durchführung 

nach entsprechender Zyklusprogrammierung in einem Thermocycler der Firma Eppendorf gesetzt. 

Anschließend wurde das Produkt gelelektrophoretisch aufgetrennt und fotografisch dokumentiert 

(s. Kapitel IV.2.9). 

IV.2.11.3. RT-PCR 

RT-PCR steht in dieser Arbeit für Realtime-PCR und stellt eine quantitative PCR-Methode dar. 

Der Name bezieht sich darauf, dass bereits während der Durchführung eine Auswertung der einge-

setzten DNA-Menge stattfindet. Es wird ein Farbstoff (SYBR-Green) verwendet, der sich in dop-

pelsträngige Nukletidketten einlagert und ein Fluoreszenzsignal emittiert, das von dem PCR-Gerät 

(realplex von der Firma Eppendorf) nach Abschluss jedes Zyklus registriert wird. Dieses Fluores-

zenzsignal steigt proportional zur DNA-Menge an. Durch ein gleichzeitig in derselben Ausgangs-

probe gemessenes Referenzgen (nicht reguliertes Gen) kann am Ende der PCR durch Vergleich des 

logarithmischen Anstiegs in der Zielprobe und der Referenzprobe auf die Ausgangsmenge ge-

schlossen werden.  

Zur Versuchsdurchführung wurden 96-Loch-Platten verwendet und von allen Proben Doppelwerte 

bestimmt. Parallel wurde für jeden Primer und Reaktionsansatz eine „No-Template-Control“ mit-

geführt, in der anstatt einer Probe das entsprechende Volumen RNase-freies Wasser eingesetzt 

wurde. Dadurch sind mögliche Verunreinigungen zu detektieren. Für die Quantifizierung des GIPR 

wurde der Primer LX2 und für die Quantifizierung des Referenzgens wurde der Primer 36B4 ver-

wendet. Die Differenzierungsmarker wurden mit den Primern Pref1, PPARγ und aP2 gemessen. 

Die verwendete SYBR-Solution von TaKaRa besteht laut Herstellerangabe aus folgenden Inhalt-

stoffen: RNase-freies Wasser, 50%iges Glyzerin, 10fach Puffer, 100%iges DMSO, 25 mM MGCl2, 

Reference Dye, 20 mM dNTP working solution, SYBR Green, TAQ-Polymerase.  
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Es wurde eine „2Step-PCR“ gewählt, in der die beiden Schritte der Primerhybridisierung und der 

Polymerisation auf einen Schritt verkürzt werden.  

Das PCR-Zyklusschema sah wie folgt aus: 

- 10 min 95,0 °C 

- 40mal 20 sec 95,0 °C und 30 sec 60 °C 

- Schmelzkurve (von 60,0 bis 95,0 °C in 15 sec-Schritten) 

Für die Analyse der Ergebnisse und die Bestimmung der relativen Expression wurde die ΔΔ-Ct-

Methode verwendet.  

Für die ΔΔ-Ct-Methode wurde die relative Expression nach folgendem Quotienten bestimmt: 

Ratio   =   
E  target ΔCP  target   mean  control -­‐   mean  sample

E  reference ΔCP  reference   mean  control -­‐   mean  sample  

Bei der Standardkurvenmethode wird für das „Gene of Interest“ (engl. für: Gen des Interesses) und 

das Referenzgen bei jedem PCR-Durchlauf eine Standardkurve produziert, indem jeweils eine Ver-

dünnungsreihe mit standardisierter cDNA (z.B. die Wildtypkontrolle an Tag 6 mit der höchsten 

Genexpression) angesetzt wird und eine lineare Regressionanalyse durchgeführt wird. Anhand der 

errechneten Formel kann in jeder Probe auf die Genquantität geschlossen werden (Bookout, 2005). 

Die Berechnung wurde mit dem Programm Excel aus dem Microsoft Office Paket 2007 durchge-

führt. Anschließend wurden die Ct-values der Probe und des entsprechenden Referenzgens in Rela-

tion gesetzt und als relative Expression angegeben. 

IV.2.12. Statistik und Darstellung 

Für die Darstellung der ermittelten Werte wurden Balkendiagramme gewählt. Bei Versuchsreplika-

tion wurden Mittelwerte und Standardabweichung bestimmt. Bei mehreren Versuchswiederholun-

gen wurde eine Normalverteilung postuliert und der zweiseitige t-Test für unverbundene Stichpro-

ben zur Signifikanzberechnung angewendet. Ab einem P ≤ 0,05 wurde statistische Signifikanz, für 

ein P ≤ 0,01 wurde statistisch hohe Signifikanz angenommen und in den Balkendiagrammen mit 

„*“ bzw. „**“ gekennzeichnet. Die Berechnungen und Diagrammgestaltungen wurden mit dem 

Programm Excel aus dem Microsoft Office Paket 2007 durchgeführt. 
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V. ERGEBNISSE 

V.1. GIPR-KO-Zellen 

Es erfolgte die Validierung des GIPR-Knock-Outs zur Komplettierung der Vorversuche, die einen 

Zusammenhang zwischen dem GIPR und der adipozytären Differenzierung nahe legten. In Abbil-

dung 7 ist das Ergebnis einer qualitativen PCR dargestellt, für die GIPR-KO-Zellen aus vier ver-

schiedenen Zelllinien und inguinale Wildtypzellen als Kontrolle bis Tag 6 differenziert wurden. 

Neben einem Primer für den GIPR (Primer LX1) wurde ein Primer zur Detektion des Melanokor-

tin-4-Rezeptors als Ladekontrolle verwendet. Das zu erwartende Reaktionsprodukt bei Verwen-

dung des GIPR-Primers befindet sich bei Detektion von genomischer DNA bei 504 Basenpaaren, 

das des MC4R-Primers bei 501 Basenpaaren.  

 

 

Abbildung 7: Der GIPR wird in den GIPR-KO-Zellen nicht kodiert. Dargestellt ist das gelelektrophoretische 
Ergebnis einer qualitativen PCR. Unter Verwendung eines GIPR-Primers (Produkt bei 504 bp) und eines 
Primers für MC4R (Produkt bei 501 bp) als Ladekontrolle. Überprüft wurden jeweils vier verschiedene KO-
Zelllinien und inguinale Wildtypzellen als Kontrolle. 

 

In den linken fünf Geltaschen wurden die PCR-Produkte aufgetragen, für die der GIPR-Primer 

verwendet wurde. In den ersten vier Bahnen stellt sich keine Bande dar, so dass in diesen Zellini-

nien kein Expressionsprodukt des GIPR vorliegt. In der fünften Bahn wurde Material von inguina-

len Wildtypzellen aufgetragen; hier stellt sich auf der erwarteten Höhe eine deutliche Bande und 

damit der GIPR-Expressionsnachweis dar. 
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Als Ladekontrolle wurde für alle Proben der bereits vorher erfolgreich angewendete MC4R-Primer 

benutzt. Diese PCR-Produkte wurden in den rechten fünf Bahnen in entsprechender Reihenfolge 

aufgetragen. Für alle Proben ergab sich eine Bande auf der Höhe von 501 Basenpaaren. 

V.2. GIPR-Reexpression 

Abbildung 8 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung des Reaktionsproduktes einer qualitativen 

PCR, die dem Nachweis der erfolgreichen GIPR-Reexpression diente. Es wurde ein Primer ver-

wendet, der die Sequenz des transfizierten Ratten-GIPR detektiert. Das erwartete Produkt ist 1300 

Basenpaare lang. Als Positivkontrolle wurde die gesamte GIPR-Sequenz aus dem pBABE-

Transfektionsvektor verwendet. Für die Templates wurden jeweils zwei unterschiedlichen Zellrei-

hen für GIPR-KI-, GIPR-KO- und WT-Zellen verwendet.  

 

 

Abbildung 8: Qualitativer Nachweis der GIPR-Reexpression in GIPR-KO-Zellen. Dargestellt ist die 
gelelektrophoretische Auftrennung einer qualitativen PCR. Der Transfektionsvektor als Positivkontrolle und 
jeweils zwei Zelllinien für KO-Zellen, KI-Zellen und epididymale Wildtypzellen. Die Wasserkontrolle ist als 
No-Template-Kontrolle dargestellt. Das erwartete Produkt ist bei 1300 bp zu finden. 

 

Auf der erwarteten Höhe von 1300 Basenpaaren ist eine deutliche Bande bei der Positivkontrolle 

und den Gelbahnen für die beiden GIPR-KI-Proben zu erkennen. Die Bande der pBABE GIPR-

Sequenz stellt sich im Vergleich etwas deutlicher dar. Es zeigt sich keine Bande bei den GIPR-KO-

Zellen und WT-Zellen. Auch in der Wasserkontrolle als No-Template-Kontrolle ist keine Bande zu 

erkennen. 
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V.3. GIPR-Expression in Wildtypzellen während der Differenzierung 

Um die Rolle des GIPR bei der Fettzelldifferenzierung weiter zu untersuchen, wurde das Expressi-

onsmuster während der Differenzierung überprüft. In Abbildung 9 ist das Ergebnis einer quantitati-

ven RT-PCR dargestellt. Dabei wurden epididymale WT-Zellen aus drei verschiedenen Zellreihen 

verwendet und an den Zeitpunkten Tag 0, Tag 3 und Tag 6 die GIPR-Expression gemessen und 

durch Vergleich mit dem Referenzgen als relative Expression angegeben. 

 

 

Abbildung 9: Differenzierungsabhängige Zunahme der GIPR-Expression während der Differenzierung. 
Ergebnis einer quantitativen PCR. Als Template dienten Wildtypzellen an Tag 0, Tag 3 und Tag 6. Gemessen 
wurde die Menge des GIPR, dargestellt ist die relative Expression. Gezeigt sind Mittelwerte und 
Standardabweichung nach drei unabhängigen Versuchen (n= 3). 

 

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Expression des GIPR mit der Zeit zunimmt. Die GIPR-

Expression nimmt im Mittel von Tag 0 zu Tag 3 um das 18,6fache und zu Tag 6 um das 48fache 

zu. Während der Fettzelldifferenzierung nimmt der GIPR quantitativ zu und liegt in ausdifferen-

zierten Adipozyten vermehrt vor. 

V.4. Verwendung von siRNA zum transienten Knock-down des GIPR in 

Wildtypzellen 

Zur Beantwortung der Frage nach einem direkten Zusammenhang zwischen dem GIPR und der 

adipozytären Differenzierung wurde die RNA Interferenz als geeignete Technik herangezogen, um 

eine akute Hemmung zu erreichen und in Vergleich zu der dauerhaften Hemmung des GIPR in den 

Knock-out-Zellen zu setzen.  
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Wildtypzellen wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Differenzierung verwendet, um siRNA 

in die Zellen einzubringen. Für diese Transfektion wurden verschiedene Techniken ausprobiert; 

zunächst das Amaxa® Nucleofector®-Kit, anschließend das Lipofectamine™ 2000-Reagenz von 

Invitrogen.  

V.4.1. Transfektion mittels Elektroporation (Amaxa® Nucleofector®) 

Im Folgenden werden drei beispielhafte Versuche beschrieben, die RNA Interferenz mittels Nu-

cleofection auf das adipozytäre GIPR-System anzuwenden.  

Abbildung 10 zeigt einen exemplarischen Versuch, mit Amaxa® Nucleofector® GIPR-siRNA zu 

transfizieren. Die Präadipozyten wurden zwei Tage nach Aussaat vor Erreichen der vollständigen 

Konfluenz (24 Stunden vor Induktion) nach Herstellerprotokoll transfiziert und nach dem Stan-

dardprotokoll weiter kultiviert. Gezeigt ist die GIPR-Expression an den Tagen 1 bis 4 nach Trans-

fektion mit siRNA1 in 100 (blaue Balken) bzw. 200 pmol (rote Balken). Die Expression wurde 

jeweils in Relation zu der Rezeptorexpression in der Negativkontrolle (Allstar-Negative-Control-

siRNA) gesetzt. In Abbildung 10 ist zu erkennen, dass die Expression des GIPR bei Verwendung 

von 100 pmol siRNA1 im Vergleich zur neg. siRNA-Kontrolle an Tag 1, 2 und 4 geringer (ent-

spricht kleiner 1) und am Tag 3 (größer 1) erhöht ist. Es ist kein einheitliches Verhalten der Ex-

pression in den siRNA 1-Proben zu erkennen.  

 

 

Abbildung 10: Expression des GIPR (in Relation zu neg. siRNA) an den Tagen 1 bis 4 der Differenzierung. 
Transfektion mit 100 (blaue Balken) bzw. 200 pmol (rote Balken) siRNA1 in Präadipozyten (zwei Tage nach 
Aussaat, ein Tag vor Erreichen der Konfluenz) mittels Amaxa® Nucleofector®. Durchführung einer 
Versuchsreihe (n=1). 

 

Derselbe Versuch mit erhöhter siRNA-Menge (200 pmol) erbringt ebenfalls ein inkonsistentes 

Verhalten. Liegt die Expression in der siRNA-Probe an Tag 1 noch unter der der Kontrolle, ist sie 

an den folgenden Tagen höher (2 bis 2,5fach).   
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Abbildung 11 zeigt einen weiteren Versuch, den GIPR mit der Verwendung von zwei unterschied-

lichen siRNA zu vermindern. Beide siRNA (siRNA1 blaue und siRNA2 grüne Balken) und die 

Kontrolle wurden mit 100 pmol eingesetzt. Im Unterschied zum oben dargestellten Versuch wur-

den die Zellen im Kultivierungsprotokoll nach Transfektion einen Tag später induziert. Außerdem 

wurden Wildtypzellen mitgeführt, die der Elektroporation und dem Transfektionsreagenz jedoch 

keiner siRNA ausgesetzt waren (schwarze Balken). 

 

 

Abbildung 11: Expression des GIPR (in Relation zu neg. siRNA) an den Tagen 1, 2 und 3 der 
Differenzierung. Transfektion mit jeweils 100 pmol siRNA1 und siRNA2 im Präadipozyten-Stadium (zwei 
Tage nach Aussaat, zwei Tage vor Erreichen der Konfluenz) mittels Amaxa® Nucleofector®. Außerdem 
Mitführen von Wildtypzellen, die Elektroporation und Transfektionsreagenz ohne siRNA erhalten haben. 
Durchführung einer Versuchsreihe (n=1). 

 

Nachdem an Tag 1 nach Induktion (72 Stunden nach Transfektion) in beiden Proben die GIPR-

Expression nur knapp die Nachweisgrenze überschreitet, ist an Tag 2 und 3 die Rezeptor-

Expression über der in der Negativkontrolle (siRNA1 2,9 bis 4,4mal, siRNA2 1,5mal). Die Expres-

sion in der Wildtypkontrolle ist an Tag 1 ebenfalls sehr gering, an Tag 2 und 3 höher als in der 

Negativkontrolle (2,4mal bzw. 5,7mal). Die in Abbildung 10 und Abbildung 11 dargestellten Ver-

suche zeigen ein unregelmäßiges Verhalten des GIPR nach Einsatz des Amaxa® Nucleofector®. 

Auch zeigen die Proben, die zur Transfektion einen Stromimpuls erhalten haben, ein hohes Zell-

sterben auf, was an der Zelldichte auf den Kulturplatten gut zu erkennen war (Daten nicht gezeigt). 

Außerdem konnten die Effekte nicht reproduziert werden, so dass diese Transfektionstechnik ver-

lassen und zunächst das Lipofectamine™ 2000-Reagenz von der Firma Invitrogen getestet wurde. 
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V.4.2. Transfektion mittels lipophilen Transfektionsreagenz (Lipofectamine™ 

2000) 

Mit dem Lipofectamine™ 2000-Reagenz sollte eine hohe Transfektionseffizienz ohne weitere Be-

einträchtigung der Zelle erreicht werden. Neben der Transfektionstechnik wurden weitere Verände-

rungen an dem Versuchsablauf vorgenommen, um eine transiente Verminderung des GIPR auf 

posttransskriptionaler Ebene zu erreichen. 

Abbildung 12 zeigt einen Versuch, mittels Lipofectamine™ 2000 einen Knock-down zu erreichen. 

Es wurden die siRNA1 (blau) und 2 (rot) mit je 200 pmol eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde 

erneut die Allstar-Negative-Control-siRNA von Qiagen verwendet. Es ist die Expression des GIPR 

abgebildet, die in Relation zu der in der Negativkontrolle berechnet wurde. Über dem Balkendia-

gramm sind zur Veranschaulichung des Differenzierungsverhaltens Mikroskopiebilder der dazuge-

hörenden Zellen (inklusive der Negativkontrolle) an Tag 3 in 40facher Vergrößerung zu sehen. Aus 

diesen Bildern geht hervor, dass die Verwendung des Lipofectamine™ 2000-Reagenz und der Qi-

agen-siRNA keine mikroskopisch sichtbaren Auswirkungen auf Zellmorphologie und Fetteinlage-

rung hat. 

 

 

Abbildung 12: Expression des GIPR an den Tagen 0, 3 und 6 der Differenzierung. Transfektion mittels 
Lipofectamine™ 2000-Reagenz direkt vor Induktion, Inkubation für sechs Stunden mit neg. siRNA, siRNA1 
und siRNA2, jeweils 200 pmol. Die Expression ist dargestellt in Relation zur Expression in der 
Negativkontrolle. Darüber sind Mikroskopiebilder der dazugehörenden Zellen an Tag 3 in 40x-Vergrößerung 
zu sehen (n=1). 
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Aus Abbildung 12 wird außerdem deutlich, dass trotz Verwendung der siRNA kein durchgehender 

Effekt auf die GIPR-Expression erzielt wurde. Ist bei Verwendung der siRNA2 an Tag 0 zunächst 

eine 0,4fache Expression des GIPR in Vergleich zur Negativkontrolle zu messen, ist sie an Tag 3 

2,2fach; andersherum verhält es sich für siRNA 1 (Tag 0 2,6fach; Tag 3 0,7fach). An Tag 6 liegt 

für beide Proben eine 1,4 bis 1,9fache Expression vor. Wiederholungen des Versuches ergaben 

keine wesentlichen Veränderungen des Ergebnisses, es waren keine reproduzierbaren, systemati-

schen Effekte auf die Rezeptorexpression zu erreichen. 

Um die Effizienz eines konsistenten Knock-downs zu erhöhen, wurde in folgendem Versuchansatz 

(Abbildung 13) ein Pool aus unterschiedlichen GIPR-spezifischen siRNA gewählt. Diese setzten 

sich zusammen aus den bereits vorher verwendeten siRNA von Qiagen und einer weiteren als 

siRNA3 bezeichneten siRNA von Qiagen. Es wurde Pools mit siRNA 1+2 (hellgrüne Balken) bzw. 

1+2+3 (hellblaue Balken) gebildet, die zu gleichen Teilen mit einer Endkonzentration von 300 

pmol eingesetzt wurden. Der Ablauf des Versuches wurde nicht verändert. 

 

 

Abbildung 13: Expression des GIPR an den Tagen 0, 3 und 6 der Differenzierung. Transfektion mittels 
Lipofectamine™ 2000-Reagenz direkt vor Induktion, Inkubation für sechs Stunden mit neg. siRNA, siRNA1, 
siRNA2 und siRNA3, jeweils in einer Gesamtmenge von 300 pmol in unterschiedlicher Zusammenstellung. 
Die Expression ist dargestellt in Relation zur Expression in der Negativkontrolle (300 pmol). Darüber sind 
Mikroskopiebilder der dazugehörenden Zellen an Tag 6 in 40x-Vergrößerung zu sehen nach Färbung mit Oil 
Red O zur Veranschaulichung des Lipidgehaltes der Zellen (n=1). 
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Zur deutlicheren Darstellung der Lipidakkumulation wurden die Proben parallel zur Messung der 

Rezeptorexpression mit Oil Red O behandelt. Das Ergebnis der Oil Red O-Färbung ist mit re-

presentativen Fotos zu den Proben an Tag 6 exemplarisch dargestellt. 

In Abbildung 13 ist erkennbar, dass auch hier die gepoolte Verwendung der siRNA keine Verände-

rung in der GIPR-Expression induziert. Einzig liegt eine etwas geringere Expression in den siRNA-

Proben an Tag 6 vor. Es ist außerdem zu erkennen, dass alle Proben nach Färbung vergleichbar 

gerötet sind, somit eine gleichartige Fetteinlagerung in den Zellen nach unterschiedlichem Ge-

brauch der siRNA vorliegt und kein Differenzierungsdefizit nachzuweisen ist. 

In Abbildung 14 ist eine Versuchsreihe bestehend aus drei unabhängigen Wiederholungen darge-

stellt, mit der durch Optimierung der Parameter eine quantitative Manipulation des GIPR erreicht 

werden sollte. Es wurden drei verschiedene siRNA verwendet, die je in einer Menge von 100 pmol 

eingesetzt wurden.  

 

 

Abbildung 14: Expression des GIPR an den Tagen 0, 3 und 6 der Differenzierung nach transientem Knock-
down. Transfektion mittels Lipofectamine™ 2000-Reagenz direkt vor Induktion, Inkubation für fünf Stunden 
mit neg. siRNA, siRNA1, siRNA2 und siRNA3, jeweils 100 pmol. Der Versuch ist mit den siRNA1 und 2 
dreimal und mit der siRNA3 zweimal durchgeführt worden. Gezeigt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichung. Die Expression ist dargestellt in Relation zur Expression in der Negativkontrolle an 
Tag 6 (n=3; für siRNA3 n=2).  
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Aus Abbildung 14 wird deutlich, dass sich Effekte, die bei einzelnen Versuchen unter Umständen 

zu sehen waren, bei Replikation relativieren. An allen Tagen sind in allen Proben vergleichbare 

Expressionsmuster vorhanden, es ist kein signifikanter Knock-down des GIPR zu messen.  

Zusammenfassend konnte durch die Verwendung der transienten RNA Interferenz keine Beein-

trächtigung des adipozytären GIPR-Systems erreicht werden. Nach mehrfacher Optimierung der 

verschiedenen Variablen scheint dieser Ansatz nicht bestmöglich, um die Frage nach einem direk-

ten Einfluss des GIPR auf die Adipozytendifferenzierung und Fetteinlagerung zu beantworten. 

V.5. Verwendung von shRNA zum stabilen Knock-down des GIPR in Wild-

typzellen 

Neben der transienten Genblockierung bietet die Verwendung von short hairpin RNA (shRNA) die 

Möglichkeit, ein Gen dauerhaft zu hemmen. Durch Transfektion der shRNA in Wildtypzellen 

konnten Zelllinien erstellt werden, in denen die GIPR-Expression während der gesamten Differen-

zierung herabreguliert ist. Es wurden mehrere Konstrukte entworfen und getestet, einige mit der 

GIPR-mRNA als Zielsequenz und eine, die keine Zielsequenz aufwies und als Negativkontrolle 

verwendet wurde. Die Wildtypzellen dienten als basale Kontrolle, um unspezifische, allgemeine 

Auswirkungen der RNA Interferenz auf die Rezeptorexpression zu erkennen und ggf. von spezifi-

schen Effekten trennen zu können. 

V.5.1. GIPR-Expression  

In Abbildung 15 ist die GIPR-Expression an den Tagen 0, 3 und 6 der Differenzierung gezeigt. Die 

Expression wurde jeweils in Relation zur Expression in der Negativprobe an Tag 6 gesetzt. Zur 

stabilen Expressionshemmung wurden verschiedene short-hairpin-Konstrukte verwendet und ge-

testet, in Abbildung 15 sind die Zelllinien shRNA1 bis shRNA4, Wildtypzellen und die Negativ-

kontrolle zu sehen.  

Aus Abbildung 15 geht hervor, mit welchen shRNA eine Expressionshemmung des GIPR erzielt 

werden konnte. Die Expression in der Kontrollprobe ist an allen Tagen etwas stärker ausgeprägt als 

in der Wildtypkontrolle, die mit keinem Konstrukt transfiziert worden ist. In den Proben shRNA1 

und shRNA2 sind an allen drei Tagen deutlich geringere mRNA-Spiegel als in den Kontrollen zu 

messen; ein hoch signifikanter Unterschied zeigt sich an Tag 0 für siRNA2 im Vergleich zur Nega-

tivkontrolle. Der Unterschied von shRNA1 und shRNA2 zur Negativkontrolle an den Zeitpunkten 

Tag 3 und 6 ist ebenfalls hoch signifikant. Ein hoch signifikanter Unterschied errechnet sich wei-

terhin für die shRNA3-Probe an Tag 6, wobei an Tag 3 kein Unterschied zu erkennen ist, bedingt 

durch variable Messwerte. Mit dem shRNA4-Konstrukt wird kein konsistenter Knock-down erzielt; 
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es liegen die Messwerte an Tag 6 bedingt durch einen Ausreißer weit auseinander. Wegen der dif-

ferenzierungsabhängig zunehmenden Rezeptorexpression (siehe auch Abbildung 9) nehmen die 

GIPR-mRNA-Mengen in allen Proben während der Adipogenese zu.  

 

 

Abbildung 15: Stabiler Knock-down des GIPR an den Tagen 0,3 und 6. Verwendet wurden verschiedene 
Konstrukte gegen GIPR-mRNA (shRNA1, shRNA2, shRNA3, shRNA3) und shRNA ohne Zielsequenz als 
Kontrolle (Negativkontrolle), parallel wurden Wildtypzellen als weitere Kontrolle mitgeführt. Dargestellt ist 
die jeweilige Rezeptorexpression in Relation zur Expression in der Negativkontrolle an Tag 6, außerdem sind 
die Standardabweichungen gezeigt. Für Wildtypzellen, shRNA2, shRNA3 und shRNA4 wurden drei 
unabhängige Versuche durchgeführt; für die Negativkontrolle und shRNA1 wurden sechs unabhängige 
Versuche durchgeführt. Unterschiede von statistisch hoher Signifikanz sind mit ** markiert. Die Expression 
an Tag 0 wurde zur besseren Veranschaulichung in dem Diagramm hervorgehoben. 

 

V.5.2. Auswirkung auf die Lipidakkumulation 

Um die Auswirkung eines stabilen Knock-downs des GIPR auf die Lipidakkumulation mittels Oil-

Red-O-Färbung zu untersuchen, wurden die shRNA-Konstrukte verwendet, die bei den vorange-

gangenen Expressionsanalysen die effektivste Rezeptorsupprimierung bewirkten (shRNA1 und 

shRNA2). In Abbildung 16 ist exemplarisch einer von drei Versuchsdurchläufen gezeigt.  
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Abbildung 16: Knock-down des GIPR mit shRNA1 und shRNA2 hat keinen Einfluss auf die 
Lipideinlagerung. An den Tagen 0, 3 und 6 sind die Zellen der Proben shRNA1 und shRNA2 und der 
Negativkontrolle mit Oil Red O gefärbt worden, um den Lipidgehalt darzustellen. Zur Darstellung kommen 
Ausschnitte aus Fotografien der 6Well-Schalen. 

 

In Abbildung 16 wird deutlich, dass es keinerlei Unterschied in dem Fetteinlagerungsverhalten der 

Proben gibt. Die Färbung ist in allen Proben an allen Zeitpunkten homogen verteilt, so dass von 

einem vergleichbaren Lipidgehalt ausgegangen werden kann. Dieser Eindruck wird durch eine 

densitometrische Auswertung nach Auswaschen des Farbstoffes bestätigt (Abbildung 17). 

 

 

Abbildung 17: Knock-down des GIPR mit shRNA1 und shRNA2 hat keinen Einfluss auf die 
Lipideinlagerung. An den Tagen 0, 3 und 6 sind die Zellen der Proben shRNA1 und shRNA2 und der 
Negativkontrolle mit Oil Red O gefärbt worden und anschließend densitometrisch ausgewertet worden (n=3). 
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Werden die Zellen inkubiert, erhalten diese nach Erreichen der Konfluenz das Induktionsmedium, 

das zusätzlich IBMX, Dexamethason und Indometacin enthält. Diese Zugabe wird verwendet, um 

die Differenzierung zu iniziieren. Damit ausgeschlossen werden kann, dass die Herabregulation des 

GIPR mittels RNA Interferenz die zelluläre Fetteinlagerung zwar beeinträchtigt, dies aber wegen 

eines starken Induktionsstimulus durch die einzelnen Mediumbestandteile unbemerkt bleibt, wurde 

ein weiterer Versuch durchgeführt. Die Zellen wurden gleichsam nach Standardprotokoll behan-

delt, zusätzlich wurden parallele Proben mit einem abgeändertem Induktionsmedium behandelt. Es 

wurde jeweils ein Bestandteil des Induktionsmediums weggelassen, so dass vier verschiedene Me-

dien verwendet wurden: Entweder das Standardinduktionsmedium, Induktionsmedium ohne Indo-

methacin, ohne IBMX oder ohne Dexamethason. Es wurden Wildtypzellen, die Negativkontroll-

zelllinie und die Zelllinien shRNA1, shRNA3 und shRNA4 mit dem GIPR als Zielsequenz enthiel-

ten, verwendet. Das Ergebnis ist in Abbildung 18 zu sehen (siehe nächste Seite). 

An Tag 0 ist erwartungsgemäß keine Aussage zu treffen, da zu diesem Zeitpunkt noch keine rele-

vante Fetteinlagerung eingetreten ist. An Tag 3 und Tag 6 ist im Probenvergleich pro Mediumbe-

dingung kein Unterschied zu erkennen bei „Induktionsmedium ohne Dexamethason“ und „Indukti-

onsmedium ohne IBMX“. Bei Verwendung des kompletten Induktionsmediums und bei Weglassen 

von Indomethacin weist die Probe shRNA4 eine geringere Farbstoffaufnahme auf als die anderen 

Proben. Die geringere Färbung von shRNA4 ist insbesondere an Tag 6 für „Induktionsmedium 

ohne Indomethacin“ zu erkennen. Für dieselbe Bedingung weist im Gegensatz dazu die Probe 

sh.GIPR.4 eine etwas stärkere Färbung auf.  

In Abbildung 18 ist nur ein Versuchsdurchlauf gezeigt, bei Replikation wiederholt sich das für 

shRNA4 an Tag 6 („Induktionsmedium ohne Indomethacin“) beschriebene Phänomen. 

 



Ergebnisse 

52 

 

 

Abbildung 18: Knock-down des GIPR mit shRNA1, shRNA3 und shRNA4 hat keinen eindeutigen Effekt auf 
die Lipideinlagerung. An den Tagen 0, 3 und 6 sind die Zellen der Proben shRNA1, shRNA3 und shRNA4, 
der Negativkontrollen und Wildtypzellen mit Oil Red O gefärbt worden, um den Lipidgehalt darzustellen. 
Zur Darstellung kommen Ausschnitte aus Fotografien der 6Well-Schalen. Zur besseren Unterscheidung des 
Differenzierungsverhaltens wurden verschiedene Induktionsmedien verwendet: Jeweils in der ersten Zeile 
das Standardmedium, dann von oben nach unten Induktionsmedium ohne Indomethacin, ohne IBMX und 
ohne Dexamethason.  
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Im weiteren Verlauf wurde mittels Densitometrie eine Quantifizierung der Farbdichte vorgenom-

men, um einen Unterschied zwischen den Proben besser erkennen zu können; das Ergebnis für die 

Bedingungen „komplettes Induktionsmedium“ (oben) und „Induktionsmedium ohne Indomethacin“ 

(unten) ist in Abbildung 19 zu sehen. Die Zelllinie shRNA2 wurde nur mit dem kompletten Induk-

tionsmedium inkubiert. 

 

 

Abbildung 19: Quantifizierung des Einflusses des GIPR-Knock-down auf die Lipidakkumulation (n=3).  

Abbildung 19 a: Dargestellt ist die densitometrische Auswertung des Oil Red O-Gehalts nach Färbung der 
Proben shRNA1, shRNA2, shRNA3 und shRNA4, der Negativkontrollen und Wildtypzellen (siehe dazu 
auch Abbildung 16 und Abbildung 18). Die Proben wurden mit dem kompletten Induktionsmedium 
inkubiert. Für das Balkendiagramm wurden Mittelwerte mit Standardabweichung verwendet, für die 
Negativkontrolle und shRNA4 liegen sechs unabhängige Versuche vor (n=6), für die restlichen Proben drei 
Versuche (n=3). 

Abbildung 19 b: Dargestellt ist die densitometrische Auswertung des Oil Red O-Gehalts nach Färbung der 
Proben shRNA1, shRNA3 und shRNA4, der Negativkontrollen und Wildtypzellen (siehe dazu auch 
Abbildung 16 und Abbildung 18). Die Proben wurden mit dem Induktionsmedium ohne Indomethacin 
inkubiert. Für das Balkendiagramm wurden Mittelwerte mit Standardabweichung verwendet, für alle Proben 
liegen drei unabhängige Versuche vor (n=3). 



Ergebnisse 

54 

 

Bei der Verwendung des kompletten Induktionsmediums sind auch nach Densitometrie keine rele-

vanten Unterschiede in Bezug auf die Fetteinlagerung zu erkennen. Man sieht in Abbildung 19 a, 

gerade bei Beachtung der Fehlerbalken, ein homogenes Muster, außer dass an Tag 3 shRNA3 etwa 

0,4mal mehr und shRNA4 etwa 0,2mal weniger Farbstoffgehalt aufweisen. An Tag 6 ist sind diese 

Unterschiede jedoch nicht mehr zu sehen. Bei der Auswertung der Proben, die das Induktionsme-

dium ohne Indomethacin erhalten haben, zeigt sich für shRNA4 ein deutlicher Unterschied im Ver-

gleich zu den weiteren. In shRNA4 ist weniger Farbstoffgehalt als in den Vergleichsproben enthal-

ten, dieser Unterschied ist für Tag 6 im Vergleich zu Negativkontrolle statistisch signifikant. Somit 

bestätigt sich der makroskopische Eindruck aus Abbildung 18, dass eine geringere Färbung für 

shRNA4 an Tag 6 bei Weglassen von Indomethacin vorliegt, auch in der Densitometrie. 

V.5.3. Auswirkung auf die adipozytären Differenzierungsmarker Pref1, PPARγ 

und aP2 

Um weiter nach einer Auswirkung des GIPR-Knock-down auf die adipozytäre Differenzierung zu 

forschen, wurde die Bestimmung von Differenzierungsmarkern herangezogen. Die im bisherigen 

Abschnitt bereits erläuterten Proben wurden zur Bestimmung von Pref1, PPARγ und aP2 verwen-

det.  

Pref1 kommt als Präadipozyten-Faktor v.a. in frühen Differenzierungsstadien vor und hat einen 

hemmenden Einfluss auf die adipozytäre Reifung. PPARγ gehört zu einer nukleären Hormonrezep-

torfamilie und wird als spezifisch für Adipozyten angesehen. PPARγ nimmt eine kritische Rolle in 

der Induktion der Adipogenese und Aufrechterhaltung des Adipozytenphänotyps ein. Der Marker 

aP2 ist ein fettsäurebindendes Protein, das selbst von der PPAR-Familie induziert wird; daher ist 

aP2 ebenfalls bevorzugt in reifen Adipozyten nachzuweisen. 

In Abbildung 20 ist das Ergebnis der Bestimmung von Pref1, PPARγ und aP2 zu sehen. Es wurden 

drei unabhängige Versuche durchgeführt und die mRNA-Menge der jeweiligen Marker bestimmt. 

Es wurden die Proben Wildtypzellen, Negativkontrolle und die Proben shRNA1 und shRNA3 ver-

wendet. Die Expression ist analog zu den bisherigen Versuchen in Relation zur Negativkontrolle an 

Tag 6 angegeben. 
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Abbildung 20: GIPR-Knock-down hat keine Auswirkung auf die Expression von Pref1 (a), PPARγ (b) und 
aP2 (c). Die mRNA-Menge von Pref1 (a), PPARγ (b) und aP2 (c) ist in Relation zur jeweiligen 
Negativkontrolle an Tag 6 dargestellt. Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardabweichung von drei 
unabhängigen Versuchen (n=3). 

 

Abschnitt a der Abbildung 20 zeigt die Expression von Pref1. An Tag 0 ist die Expression in den 

Proben mit Ziel-shRNA etwas geringer als in der Wildtyp- und Kontrollprobe. An Tag 3 ist für 

shRNA1 eine ca. 1,4mal höhere und für shRNA3 eine ca. 0,8mal geringere Expression als bei den 

Kontrollen zu messen. An Tag 6 wird eine signifikant höhere Expression bei shRNA1 und eine 
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1,2mal höhere Expression bei shRNA3 als bei sh.contr1 gemessen; der Unterschied zu Wildtypzel-

len fällt geringer aus. 

Bei der Bestimmung von PPARγ (Abschnitt b) ähnelt sich der Verlauf aller Proben. An Tag 0 ist 

insgesamt eine sehr geringe Expression zu sehen, welche an Tag 3 und Tag 6 stark zunimmt. In 

shRNA1 ist an Tag 3 und 6 stets eine etwas geringere Expression als in sh.contr1 zu messen. 

In Abschnitt c ist die Bestimmung von aP2 zu sehen. Hier sind keine auffälligen Unterschiede zu 

erkennen. An Tag 0 ist in der Negativkontrolle eine doppelt so hohe Expression zu messen wie in 

den anderen Proben an Tag 0. In Probe shRNA3 ist an Tag 3 eine stärkere Expression als in den 

anderen Proben zu messen. Für shRNA1 fallen an Tag 3 und 6 jeweils leicht geringere mRNA-

Mengen auf. Des Weiteren sind keine deutlichen Unterschiede in der Expression der Differenzie-

rungsmarker zu erkennen. 

Für shRNA4 wurde bei der Oil-Red-O-Färbung im Vorversuch eine signifikant geringere Fettein-

lagerung an Tag 6 gemessen. Bei Auswertung der Differenzierungsmarker in der sh.GIPR6-Probe 

fehlen Daten zu Tag 0 und Tag 3, so dass die Daten nicht in die Abbildung 20 aufgenommen wur-

den.  

Abbildung 21 zeigt die Auswirkung des Knock-downs mit shRNA4 auf die Expression der Diffe-

renzierungsmarker PPARγ und aP2 an Tag 6.  

 

 
Abbildung 21: PPARγ und aP2 in der Probe shRNA4  an Tag 6 im Vergleich zur Negativkontrolle. Gezeigt 
ist der Mittelwert mit Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen. 

 

Es stellt sich dar, dass beide Differenzierungsmarker im Vergleich zur Negativkontrolle geringer 

exprimiert werden. Ein signifikanter Unterschied lässt sich dabei nicht errechnen. 
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VI. DISKUSSION 

Das metabolische Syndrom gehört zu den großen Gesundheitsproblemen der westlichen Welt 

(Isomaa, 2003). Auch in Deutschland haben wir eine hohe Prävalenz des metabolischen Syndroms, 

je nach Definition werden Angaben zwischen 20 und 30% gemacht (Grundy, 2008). Dabei steht 

Adipositas als Risikofaktor für weitere Erkrankungen (Kopelman, 2000; Qiao et al., 2007) und als 

wesentlicher Bestandteil des metabolischen Syndroms im Mittelpunkt des Interesses.  

Auf Grundlage dieser Bedeutung wird auf dem Gebiet der Inkretine viel Forschung betrieben, um 

neue Therapiestrategien zu finden (Flatt, 2008; Freeman und Unger, 2008; Hoist und Lasalle, 2008; 

Kendall et al., 2009; Lovshin und Drucker, 2009; Mudaliar und Henry, 2009; Nauck, 2009). Für 

die vorliegende Arbeit sind insbesondere die Entdeckungen, die den GIPR betreffen, von Bedeu-

tung. So zeigt eine Antagonisierung des Rezeptors antiadipositäre Effekte (Miyawaki et al., 1999; 

Miyawaki et al., 2002; Gault et al., 2005; Parker et al., 2006; Gault et al., 2007; McClean et al., 

2007; Fulurija et al., 2008; Irwin et al., 2008; McClean et al., 2008; Irwin und Flatt, 2009) und 

GIPR-Knock-Out-Mäuse sind resistent gegen eine hochkalorische Diät (Yamada und Seino, 2004; 

Ayala et al., 2008). 

VI.1. Nachweis des GIPR 

VI.1.1. Validierung des GIPR-Knock-Out in den verwendeten Zelllinien 

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen einer neuen Adipozytenlinie, die 

aus Fettzellen von GIPR-defizienten Mäusen gewonnen wurde. Die Zellen wachsen in der in-vitro-

Kultivierung wie gewöhnliche Wildtypzellen konfluent, fangen dann allerdings nicht an Fett einzu-

lagern. Die Ausschaltung des Gens für den GIPR führt hier zu einer gestörten Adipogenese, einer 

wesentlichen Funktion der Fettzelle. Diese Beobachtung könnte darauf hinweisen, dass die Resis-

tenz der GIPR-Knock-Out-Mäuse gegen Gewichtszunahme durch periphere Effekte über das Fett-

gewebe vermittelt wird.  

Eine weitere mögliche Ursache für das beobachtete Differenzierungsdefizit könnte im Insulinsig-

nalweg liegen. Ein Knock-Out des IRS-1 zeigt ebenfalls eine Beeinträchtigung des Differenzie-

rungsvermögens, welche durch eine IRS-1-Reexpression nahezu vollständig reversibel ist (Fass-

hauer et al., 2001). Auch in den GIPR-KO-Zellen waren Veränderungen im Insulinsignalweg zu 

messen, so dass versucht wurde, das Defizit durch eine IRS-1-Überexpression wieder aufzuheben 

(Daten sind im Vorwege der Arbeit entstanden). Diese Überexpression konnte erfolgreich durchge-

führt werden, hob jedoch das Differenzierungsdefizit nicht auf. Weder auf morphologischer noch 
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auf molekularer Ebene war eine Wiederherstellung zu beobachten. Ein weiterer Versuch, in dem 

die GIPR-KO-Zellen während der Differenzierung mit Pioglitazon stimuliert wurden (Stimulation 

des PPARγ), zeigte allerdings, dass die GIPR-KO-Zellen prinzipiell in der Lage zu einer Differen-

zierung sind, da damit eine Lipidakkumulation zu erreichen war. Da durch die IRS-1-Reexpression 

in den GIPR-KO-Zellen keine Rekonstitution der Differenzierung erreicht werden konnte, wurde 

ein über den Insulinweg vermittelter Effekt als Ursache für das Defizit ausgeschlossen. 

Zur Validierung der Beobachtung der gestörten Adipogenese der GIPR-KO-Zellen und zur weite-

ren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem GIPR-Knock-out und dem Differenzie-

rungsdefizit der Fettzellen, sollte die fehlende GIPR-Expression in den neuen Adipozytenlinien 

bestätigt werden.  

Die durchgeführte Nachweisreaktion mittels PCR zeigt in verschiedenen Proben, dass keine Rezep-

torkodierung vorliegt. Da ein Primer verwendet wurde, der die genomische DNA des GIPR detek-

tiert, ist eine Ausbildung des Rezeptors in den Zellen ausgeschlossen.  

Da bei der Verwendung von genomischer DNA weitere in der Probe enthaltene Bestandteile wie 

Proteine oder RNA die Reaktion beeinträchtigen könnten, ist für jede Probe ein weiterer Primer 

verwendet worden, um die Funktionalität der PCR zu zeigen. Für diese Positivkontrolle wurde ein 

Primer für den Melanocartin-4-Rezeptor verwendet, der bereits durch die Arbeitsgruppe etabliert 

war. Für alle vier Zelllinien konnten Banden in den Positivkontrollen dargestellt werden, was den 

Nachweis des fehlenden Rezeptors stützt. 

Als Kontrollprobe für die hier dargestellte PCR sind inguinale Wildtypzellen herangezogen wor-

den. Die Wildtypzellen, die für die anderen Versuche in dieser Arbeit verwendet wurden, stammen 

aus einem epididymalen Fettzelldepot. Dieser Unterschied ist für die hier vorliegende Frage zu 

vernachlässigen, da der Knock-Out des GIPR sowohl in epididymalen als auch inguinalen Fettzel-

len die Fähigkeit zur Fetteinlagerung beseitigt. 

VI.1.2. Validierung der GIPR-Reexpression in den GIPR-KI-Zelllinien 

Analog zu dem GIPR-Knock-out führte der IRS-1-Knock-out zu einem Differenzierungsdefizit. Die 

Reexpression des IRS-1-Rezeptors machte das Differenzierungsvermögen vollständig reversibel 

(Fasshauer et al., 2001). Die Reexpression des GIPR in den GIPR-Knock-out-Zellen führte jedoch 

nicht zu einer Rekonstitution der Fettzelldifferenzierung. Um sicher zu stellen, dass der Rezeptor 

erfolgreich in die GIPR-Knock-out-Zellen eingebracht werden konnte, wurde erneut mittels einer 

qualitativen PCR die Expression ermittelt. 

Eine Detektion auf funktioneller Proteinebene war nicht möglich, da kein kommerzieller Antikör-

per für die Durchführung eines Western Blot zur Verfügung stand.  
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Als Template wurde cDNA gewählt, um die Transkription des Rezeptors in den GIPR-KI-

Zelllinien nachweisen zu können. In dem pBABE-Vektor, der zur Erstellung der Zelllinie verwen-

det wurde, wurde der GIPR aus dem Ratten-Genom kloniert. Da keine Rattenadipozyten zur Ver-

fügung standen, wurde die pBABE-rGIPR-Probe als Positivkontrolle verwendet. Der Primer wurde 

so erstellt, dass nahezu die gesamte Rezeptorsequenz detektiert wird, weshalb das Produkt die hohe 

Länge von 1,3 kb aufweist. Auf diese Weise ist das Vorhandensein des rGIPR in den reexprimie-

renden GIPR-KO-Zellen nachgewiesen worden. 

Erwähnenswert bleibt, dass die Bande der Positivkontrolle deutlicher zu erkennen ist. Es wurden 

ungefähr 1,8 ng pBABE-rGIPR und ca. 0,4 µg cDNA für die GIPR-KI-Probe eingesetzt. Die Posi-

tivkontrolle wurde in geringerer Menge eingesetzt, weil die deutliche Bande bereits aus Vorversu-

chen bekannt war. Trotz dieses Mengenunterschiedes ist ein Unterschied in der Bandenintensität 

erkennbar. Das ist am ehesten auf die cDNA-Synthese zurückzuführen, da die cDNA mithilfe von 

Random-Primern umgeschrieben wurde und somit die Menge der GIPR-mRNA in voller Länge 

deutlich geringer sein wird als die eingesetzte Gesamtmenge. Zwar ist die verwendete Superscript 

Reverse Transkriptase laut Herstellerangabe für eine cDNA-Länge von 12,3 kb geeignet, dennoch 

sind zusätzlich zum randomisierten Primerannealing unterschiedlich häufig vorkommende Synthe-

seabbrüche während der Umschreibung als Ursache für die geringer angefärbte Bande wahrschein-

lich. 

Es ist für die Wildtypzellen kein PCR-Produkt zu erhalten, da aufgrund einer geringen Sequenz-

homologie des Maus- und des Ratten-GIPR der verwendete Primer dafür nicht geeignet ist. Eine 

erhaltene Bande bei Wildtypzellen wäre in diesem Kontext eher ein Hinweis auf ein unspezifisches 

Ergebnis. Somit unterstützen die fehlenden Banden für Wildtypzellen und der Wasserkontrolle das 

Ergebnis. 

Aufgrund des Fehlens eines geeigneten Antikörpers konnte die Funktion des Rezeptors auf Pro-

teinebene nicht überprüft werden. Ein solches Experiment hätte neben der Transkription auch die 

Translation des Rezeptors beweisen können. In Ergänzung dazu wäre ein funktioneller Test opti-

mal. Die Versuche dieser Arbeit konzentrierten sich jedoch überwiegend auf die Anwendung der 

RNA Interferenz als Methode zur Blockierung des GIPR. 

VI.1.3. Bestimmung des GIPR-Expressionsprofils in Wildtypzellen während der 

Adipogenese 

Wie sich die Expression des GIPR während der Differenzierung verhält, ist ein wesentlicher Punkt 

bei der Erforschung des GIPR und der Beeinflussung der Adipogenese. Anhand einer quantitativen 
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PCR konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Expression des Rezeptors während der Differenzie-

rung zunimmt.  

Der GIPR wird ab dem Zeitpunkt der Induktion zunehmend ausgebildet und liegt in vollständig 

differenzierten Adipozyten in einer höheren Menge vor. Die Adipozyten an Tag 6 enthalten intra-

zellulär fast 900mal so viel GIPR-mRNA wie Tag 0-Adipozyten. Die differenzierungsabhängige 

Expression wurde bereits für 3T3-Adipozyten in der Literatur beschrieben (Yip et al., 1998; Song 

et al., 2007). In der Publikation von Song wurde der größte Zuwachs der Rezeptorexpression in 

frühen Stadien der Differenzierung beschrieben; so wurde eine Verdopplung des GIPR bereits 30 

Minuten nach Induktion von 3T3-Adipozyten gezeigt. Ähnliches konnte in der vorliegenden Arbeit 

gezeigt werden, nur dass hier der Zuwachs der intrazellulären Menge deutlicher zwischen Tag 3 

und Tag 6 mit einem 48fachen Anstieg ist als am Anfang der Differenzierung (im Mittel 18,6facher 

Anstieg von Tag 0 zu Tag 3).  

Diese Ergebnisse sind nicht uneingeschränkt miteinander zu vergleichen, da in der zitierten Publi-

kation der Nachweis auf Proteinebene erbracht wurde. Die dafür verwendeten Antikörper waren 

nicht kommerziell verfügbar und es waren keine reproduzierbaren Informationen über Herkunft 

und Produktion zu erhalten.  

Die Annahme, dass die Adipogenese durch den GIPR beeinflusst wird, wird durch die zunehmende 

Transkription des GIPR während der Differenzierung unterstützt. Alle wichtigen Faktoren, die die 

Adipogenese positiv beeinflussen, werden in einer differenzierungsabhängigen Weise exprimiert. 

Als prominente Beispiele sind hier v.a. der Insulinsignalweg, PPARγ und GLUT4 zu nennen (Ton-

tonoz et al., 1994; Wu et al., 1998; Fasshauer et al., 2001). 

Die quantitative PCR ist als Methode zum Nachweis der differenzierungsabhängigen Expression 

sehr gut verwertbar. Als relativer Bezugspunkt wurde die Expression von 36B4 gewählt, dieses 

Gen dient als sogenanntes Haushaltsgen, da es in konstanter Menge in den Adipozyten vorkommt 

und nicht durch Differenzierung oder Stimulation verändert wird. 36B4 ist ein ribosomales Phos-

phoprotein und als Vergleichsgen durch die Arbeitsgruppe und auch in der Literatur gut etabliert 

(Perwitz et al., 2006; Akamine et al., 2007; Mauser et al., 2007; Perwitz, 2008; Westphal et al., 

2008). 

VI.2. Knock-down des GIPR 

Erst 2001 wurde die RNA Interferenz als eine neue Methode eingeführt, auch in Säugetierzellen 

genspezifische Untersuchungen durchzuführen (Elbashir et al., 2001a). Inzwischen wird die RNA 

Interferenz als eine geeignete Methode angesehen, um Genfunktionen in physiologischen und pa-
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thologischen Situationen zu überprüfen und eine systematische Analyse der Genexpressionen um-

zusetzen (Dykxhoorn et al., 2003; Dillon et al., 2005).  

VI.2.1. Transiente Hemmung der GIPR-Expression 

Zu Beginn dieser Arbeit fanden sich in der Literatur nur wenige Beispiele für die Anwendung von 

siRNA in Adipozyten oder zur Beeinflussung des GIPR. Viele Publikationen sind erst während der 

Durchführung der Experimente veröffentlicht worden und haben diese in unterschiedlichem Maße 

beeinflusst.  

Es sprach viel für die Verwendung von siRNA: Sie konnten fertig synthetisiert und bereits getestet 

und validiert bezogen werden, wodurch ein sofortiger Einsatz dieser Methode möglich war. Außer-

dem wurden bis dato effizientere Transfektionsergebnisse mit siRNA als mit plasmidbasierten 

Techniken erreicht (Dykxhoorn et al., 2003). 

Verschiedene Faktoren beeinflussen die Effizienz der Transfektion, insbesondere sind dabei Zell-

typ, Konfluenz und die Transfektionstechnik von Bedeutung. Der Erfolg der Gensuppression unter-

scheidet sich deutlich und hängt von Zelltyp und Umsatz des zu supprimierenden Proteins ab. Im 

Durchschnitt kann davon ausgegangen werden, dass das Signal drei bis fünf Zellteilungen übersteht 

und nach sieben bis zehn Teilungen wieder das normale Ausmaß erreicht hat. Für die meisten Zell-

typen folgt daraus eine Gensuppression, die ca. drei bis fünf Tage stabil ist (McManus und Sharp, 

2002).  

Die für diese Arbeit kultivierten Adipozyten fangen ab der Induktion an Fett zu akkumulieren, was 

als wichtigstes Zeichen einer intakten Differenzierung gewertet wird. Somit muss die Transfektion 

bereits vor Induktion durchgeführt werden, um die Signalverarbeitung über den GIPR wenigstens 

bis Tag 3 zu beeinflussen. Häufig verwendete Methoden sind Elektroporation und Lipofektion, 

welche auch für diese Arbeit angewendet wurden. Lipofektion wird jedoch nicht für Adipozyten, 

sondern nur für Präadipozyten empfohlen, da intrazelluläre Lipide die Transfektion stören könnten. 

Das ist ein weiterer Grund für eine frühe Transfektion. 

Zunächst wurde die Technik der Elektroporation angewendet. Das Amaxa® Nucleofector® Set 

bietet eine Abstimmung von Parametern für den Stromimpuls und dem Transfektionsreagenz, die 

laut Hersteller für Präadipozyten geeignet ist. Elektroporation wurde bereits häufig und erfolgreich 

in Adipozyten angewendet (Jiang et al., 2003; Mitra et al., 2004; Zhou et al., 2004; Puri et al., 

2007; Zaragosi et al., 2007; Shimba, 2008).  

Abbildung 10 bis Abbildung 11 zeigen exemplarisch, dass mittels Amaxa® Nucleofector® und 

Qiagen-siRNA keine ausreichend lange GIPR-Expressionsreduktion zu erreichen war. Mit 100 

pmol ist ein Knock-down im Vergleich zu neg. siRNA bis 72 Stunden nach Transfektion zu errei-
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chen. In dem Diagramm ist die relative Expression dargestellt, so dass die Expression der Negativ-

kontrolle nicht direkt abzulesen ist. Es fällt bei der Analyse jedoch auf, dass die GIPR-Expression 

auch in den neg. siRNA-Kontrollen im Vergleich zu der Expression in Wildtypzellen geringer ist, 

bis sie im Verlauf der Differenzierung (Tag 4) wieder ein „normales“ Maß erreicht hat. Dies könn-

ten Zeichen eines unspezifischen Knock-downs im Sinne einer allgemeinen Transkriptionsredukti-

on als Folge der siRNA oder im Sinne einer Aktivierung der Interferonabwehr der Zellen sein, was 

beispielsweise in humanen Nierenzellen berichtet wurde (Kariko et al., 2004).  

Bei der Erhöhung der siRNA-Menge auf 200 pmol erhält man ein anderes Expressionsmuster. Ein 

Knock-down-Signal scheint allenthalben 48 Stunden stabil, die Expression ist aber in der Kontroll-

siRNA erst höher, dann niedriger als in Wildtypzellen (nicht dargestellt). Man könnte die erhöhte 

Expression des GIPR in der Kontrolle als Zeichen eines unspezifischen Nebeneffektes verstehen, 

da eine Aktivierung des Interferonsystems auch zu einer Geninduktion führen kann (Sledz et al., 

2003; Sledz und Williams, 2004). Es fehlt für eine bessere Interpretation aber die Auswertung des 

Tag 0, außerdem wäre zur Beurteilung der allgemeinen Genexpression der Zelle eine Analyse wei-

terer Gene hilfreich. 

Die Anwendung einer weiteren siRNA (siehe Abbildung 11), die nach Herstellerangaben an einer 

anderen Lokalisation der mRNA bindet und einen anderen Basengehalt aufweist, hat keinen effek-

tiven Knock-down hervorgebracht. In der Abbildung ist ein Abgleich zur neg. siRNA gewählt und 

ebenfalls die Expression in den Wildtypkontrollen dargestellt. Es wird deutlich, dass in den Wild-

typzellen (Kontakt mit dem Tranfektionsreagenz, jedoch ohne siRNA) die GIPR-Expression höher 

als in der Negativkontrolle und in der siRNA2-Probe etwa gleich stark ausgebildet ist. Die Anwen-

dung des Transfektionsreagenz ohne siRNA bei den Wildtypen weist nicht auf eine toxische Ne-

benwirkung oder eine Reduktion des allgemeinen Expressionsaktivität der Zellen hin, da tendenzi-

ell in diesen Zellen eine höhere Expression des GIPR gemessen wird. Interessanterweise ist jedoch 

die Expression des GIPR in den Zellen, die mit der Kontroll-siRNA transifiziert wurden, geringer 

als in der Wildtypkontrolle, was eine unspezifische Expressionshemmung durch die zellfremden 

RNA-Fragmente vermuten lässt. 

Diese deutlich unterschiedlichen Expressionsmuster in den ersten siRNA-Versuchen konnten im 

Rahmen dieser Arbeit nicht gedeutet werden. Dazu kommt, dass die Verwendung der Elektropora-

tion zu einem ausgeprägten Zellsterben führt, weshalb es z.T. zu einer Verlängerung der Präadi-

pozytenphase bis zur Induktion kam. Durch das Zellsterben dauerte es also länger bis eine voll-

ständige Konfluenz der Zellen in der Kulturschale erreicht war; dadurch kam es einerseits zu einer 

Störung der Zelldifferenzierung und anderseits zu einer Verkürzung der potentiellen Knock-down-

Zeit in Adipoyzten nach Induktion. Aufgrund dieses negativen Einflusses der Elektroporation auf 

die Differenzierung der Zellen und der unregelmäßigen GIPR-Expression nach Transfektion wurde 
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diese Methode nicht weiter verfolgt. Wegen des hohen Zellsterbens wird in der aktuellen Literatur 

die Elektroporation inzwischen nicht mehr als Methode der ersten Wahl angesehen (Shimba, 2008). 

Lipofectamine™ 2000 wird häufig als Transfektionsmethode verwendet. Auch in Adipozyten wur-

de dieses Reagenz bereits angewendet (Katome et al., 2003). Der große Vorteil dieser Methode ist, 

dass die Zellen nicht von der Kulturplatte gelöst werden müssen. Es kann daher der Eingriff in das 

Differenzierungsprotokoll geringgehalten werden und es kommt beispielsweise nicht zu einer Ver-

längerung bzw. Verzögerung der Fettzelldifferenzierung. Auch hierbei wurde als Zeitpunkt der 

Transfektion das Präadipozytenstadium gewählt. 

Der erste Lipofectamine-Versuch konnte keinen andauernden Knock-down erzielen (siehe Abbil-

dung 12). Mit siRNA2 ist an Tag 0 eine zwar geringere Expression des GIPR zu messen, aber an 

Tag 3 ist dieser Effekt nicht mehr zu erkennen. Trotz der unterschiedlichen Rezeptorexpression ist 

kein Unterschied im Differenzierungsverhalten zu erkennen, an Tag 3 weisen alle Zellen eine ver-

gleichbare Mikroskopie auf.  

Es wurde in der Literatur darüber berichtet, dass auch mehrere siRNA für einen effizienzen Knock-

down verwendet werden können (Zhou et al., 2004). Dieses Pooling von verschiedenen siRNA 

wurde auch im Rahmen dieser Arbeit getestet. Es wurden drei siRNA verwendet, mit denen insge-

samt 300 pmol in die Präadipozyten transfiziert wurden (siehe Abbildung 13). Dabei wurden in 

ersten Versuchen kaum Unterschiede zwischen den Proben gemessen. Die Expression des GIPR 

und auch die Lipidakkumulation sind homogen. Somit wurde dieser Ansatz nicht weiter verwendet. 

Die bisher dargestellten Ergebnisse lassen keinen Schluss über das effektivste Verfahren zum 

Knock-down des GIPR in Adipozyten zu, da keine Trends zu erkennen sind. Lipofectamine scheint 

das Verfahren zu sein, welches im Gegensatz zur Elektroporation mit Amaxa® Nucleofector® die 

Differenzierung der Adipozyten am wenigsten stört. Außerdem scheint das Verwenden mehrerer 

siRNA in einer Probe keinen Erfolg zu bringen. Da eine hohe Menge von siRNA toxische Effekte 

haben kann und parallel zu dieser Arbeit durchgeführte Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von 

Prof. Klein gezeigt haben, dass mit 100 pmol siRNA ein effektiver Knock-down in Adipozyten 

prinzipiell zu erzielen ist, wurden weitere Versuche mit 100 pmol siRNA durchgeführt.  

Wie in Abbildung 14 gezeigt, konnte auch durch eine Replikation kein quantitativer Einfluss auf 

den GIPR gezeigt werden. Insgesamt entsteht das Bild, dass die siRNA keinen Einfluss auf die 

Expression haben. Statistisch ist eine von fünf siRNA effektiv (Dallas und Vlassov, 2006), so dass 

man an dieser Stelle für ein weiteres Bemühen mit siRNA argumentieren könnte. Auch hätte man 

auf siRNA anderer Hersteller ausweichen oder diese selbst herstellen können. Zu dem Zeitpunkt 

der Versuche war die Sequenz des GIPR jedoch nur aufgrund bioinformatischer Vorhersagen be-

kannt, und es wurde von verschiedenen Slicevarianten berichtet, was Auswahl und Herstellung 
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geeigneter siRNA erschwert hat. Ein weiterer Nachteil ist der transiente Charakter der Methoden. 

Da die Fetteinlagerung bereits früh nach Induktion eintritt, erscheint eine Transfektion nach Induk-

tion nicht sinnvoll für die Suche nach einer Beeinflussung der Lipidakkumulation durch den GIPR. 

Hinzu kommt, dass das Signal ausreichend lange bestehen muss, da die Einlagerung des Fettes über 

die gesamte Differenzierung hinweg stattfindet. 

VI.2.2. Stabile Hemmung der GIPR-Expression 

Den Problemen des transienten Ansatzes konnte durch Erstellung stabiler Knock-down-Zelllinien 

erfolgreich begegnet werden. Durch die Verwendung von shRNA wurde sichergestellt, dass die 

Rezeptorexpression über die gesamte Differenzierung hinweg vermindert ist.  

Wichtig für die Interpretation des GIPR-Knock-downs ist die Beurteilung der Differenzierungsmar-

ker. Hierfür wurde die Bestimmung von Pref-1, PPARγ und aP2 gewählt, die verschiedene Zeit-

punkte der Differenzierung repräsentieren und einen Einfluss auf die Adipogenese zeigen können. 

Diese Differenzierungsmarker wurden im zweiten shRNA-Durchlauf mitbestimmt. 

VI.2.3. Auswirkung der GIPR-Hemmung auf die Fettzelldifferenzierung 

Messung der Rezeptor-mRNA in den Proben zeigt, dass ein Knock-down sehr effektiv in den Zell-

linien shRNA1 und shRNA2 erreicht wurde, da diese Proben an allen Tagen signifikant weniger 

mRNA ausbilden als die Kontrollen (Abbildung 15). Mit dem Konstrukt shRNA3 zeigt sich an Tag 

6 eine geringere GIPR-Menge. Mit shRNA4 ist an Tag 3 und 6 zwar im Mittel eine geringere Ex-

pression zu messen als in der Kontrolle, aber bedingt durch einen Ausreißer in der Messreihe an 

Tag 6 kommt eine große Standardabweichung zustande, so dass hier kein statistisch signifikanter 

Knock-down festzustellen ist. 

Unklar ist, warum für shRNA3 an Tag 6 ein Knock-down zu messen ist, jedoch nicht an Tag 3. 

Eine unspezifische Induktion der Transkription kann als Ursache ausgeschlossen werden, da für 

Pref1 eine geringere mRNA-Menge gemessen wird als in der Kontrolle. Eine unspezifische Tran-

skriptionsinduktion in dieser Zelllinie hätte auch die Pref1-mRNA-Menge im Vergleich zur Wild-

typkontrolle vermehrt. Ebenso kann eine unspezifische RNA-Degradation ausgeschlossen werden, 

da PPARγ und aP2 etwas stärker exprimiert werden als in der Wildtypkontrolle. So ist ein erfolg-

reicher Knock-down mit sh.GIPR4 zwar sehr wahrscheinlich, aber nicht zweifelsfrei zu zeigen.  

Da mit shRNA2 auch ein Knock-down zu messen war, wäre eine Differenzierungs-

markerbestimmung für dieses Konstrukt an dieser Stelle wünschenswert, jedoch musste die Pro-

benreihe aufgrund eines Pilzbefalles verworfen werden und stand für weitere Analysen nicht zur 

Verfügung.  
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Pref1 ist ein Präadipozytenmarker und somit sprechen hohe mRNA-Mengen an Tag 6 für eine Dif-

ferenzierungshemmnis. Durch den Knock-down mit shRNA1 ist an Tag 6 eine erhöhte Menge zu 

messen, was auf ein Defizit in der Differenzierung hinweist. Dazu konkordant ist die Transkription 

von PPARγ und aP2 leicht vermindert. 

Bei der Untersuchung des Fetteinlagerungsverhaltens mittels Oil Red O-Färbung sind für die Pro-

ben shRNA1 und shRNA2 keine Unterschiede aufgefallen. Im Vergleich zu der Kontroll-shRNA 

ist die gleiche Aufnahme des lipidspezifischen Farbstoffes festzustellen.  

Um jedoch sicherzustellen, dass eine gleichartige Fetteinlagerung nur wegen eines Stimulus aus 

dem Induktionsmedium zu erhalten ist, was einen etwaigen Effekt durch den Knock-down überla-

gert, wurde im zweiten shRNA-Durchlauf mit veränderten Induktionsmedien gearbeitet. Durch 

Weglassen jeweils eines Bestandteiles des Induktionsmediums sollte ein eventueller Unterschied 

aufgedeckt werden.  

Bei Betrachtung der verschiedenen Induktionsbedingungen fällt für shRNA1 und shRNA3 kein 

Unterschied auf. Es kann festgehalten werden, dass der nachgewiesene Knock-down mittels 

shRNA1 keinen Einfluss auf die Lipidakkumulation hat. Interessanterweise ist bei shRNA4 eine 

verminderte Anfärbung der Proben an Tag 6 zu erkennen, wenn ohne Indomethacin induziert wird. 

Das bestätigt sich in der densitometrischen Auswertung. Für das Konstrukt shRNA4 konnte ein 

Knock-down nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden und die Auswertung von aP2 und PPARγ 

zeigen keine signifikanten Ergebnisse. Daher scheint der Unterschied in der Fetteinlagerung einen 

anderen Effekt als Ursache haben. Unter Umständen hat dies einen unspezifischen Nebeneffekt zur 

Ursache, da theoretisch bereits sieben Nukleotide ausreichen, ein nicht beabsichtigtes Gen herabzu-

regulieren (Jackson und Linsley, 2004; Scacheri et al., 2004). 

Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein erfolgreicher Knock-down des GIPR mit zwei verschiede-

nen Plasmiden erreicht werden. Dieser Knock-down hat keinen signifikanten Einfluss auf das Fett-

einlagerungsverhalten und nur in einem Fall einen nicht signifikanten Einfluss auf die Expression 

der Differenzierungsmarker Pref1, PPARγ und aP2. Somit kann ein eindeutiger Zusammenhang 

zwischen dem GIPR und der Fettzelldifferenzierung nicht gezeigt werden.  

Song et al. berichten, dass sie durch eine Koinkubation differenzierender 3T3-Adipozyten mit GIP 

eine induzierte aP2-Expression erhalten und schließen daraus eine über den GIPR vermittelte Ver-

besserung in der Differenzierung (Song et al., 2007). Gegensätzliches wird jedoch in anderen Pub-

likationen diskutiert. So wird vermutet, dass GIP die Fettakkumulation nur in Abwesenheit von 

Insulin bzw. nach Hemmung des Insulinsignalweges direkt verstärkt und eine untergeordnete Rolle 

spielt, wenn Insulin anwesend ist (Zhou et al., 2005). Dazu passend wurde bereits vor längerer Zeit 

gezeigt, dass die Aufnahme von Fettsäuren in Fettzellen einer Ratte durch GIP nur wenig induziert 
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wird, jedoch die Aufnahme unter Anwesenheit von Insulin deutlich verstärkt (Beck und Max, 

1983).  

Auch die hier verwendeten Adipozyten werden in Anwesenheit von Insulin differenziert, was eine 

Bedingung darstellt, die in vivo physiologisch vorzufinden ist. Daher ist abschließend nicht eindeu-

tig zu klären, ob der GIPR einen fördernden Einfluss auf die Fettzelldifferenzierung hat, wenn der 

Insulinsignalweg beeinträchtigt ist und ob das Weglassen von Insulin bei der Differenzierung der 

Knock-down-Zellen einen Effekt zeigen würde. Diese Arbeit kann die Hypothese nicht unterstüt-

zen, dass die Manipulation des GIPR einen hemmenden Einfluss auf die Fettzelldifferenzierung hat 

und dadurch ein interessantes Ziel für eine therapeutische Intervention darstellt.  

VI.3. Gewonnene Erkenntnisse 

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten lassen folgende Aussagen zu: 

1) In den verwendeten GIPR-KO-Zellen fehlt die Information für den GIPR. 

2) In den GIPR-reexprimierenden Zellen wird der GIPR wieder transkribiert. 

3) Es liegt in den verwendeten Adipozyten eine differenzierungsabhängige Expression des 

adipozytären GIPR vor. 

4) Für die Untersuchung von Rezeptoreinflüssen auf die Differenzierung von kultivierten 

Adipozyten eignen sich shRNA-Plasmide; die Anwendung eines transienten Ansatzes ist 

weniger geeignet. 

5) Die Erstellung einer stabilen Knock-down-Zellinie ist mit zwei Konstrukten möglich 

(shRNA1 und shRNA2). 

6) Der Knock-down des GIPR hat keinen Einfluss auf die Fetteinlagerung in kultivierten Adi-

pozyten. 

7) Der Knock-down des GIPR verändert in der Zelllinie shRNA1 nicht signifikant die Expres-

sion von Pref-1, PPARγ und aP2 im Sinne einer beeinträchtigten Differenzierung. In der 

Zelllinie shRNA2 konnten keine Veränderungen gemessen werden. 
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VII. ZUSAMMENFASSUNG 

Der Knock-Out des Glucose-dependent insulinotropic polypeptide Rezeptors (GIPR) verändert die 

Fettzelldifferenzierung in vivo; GIPR-Knock-Out-Mäuse sind bei einer hochkalorischen Mast vor 

Adipositas geschützt. Untersuchungen mit in vitro kultivierten Knock-Out-Zellen zeigen, dass die 

Zellen das Differenzierungsvermögen verloren haben, welches durch Reexpression des GIPR nicht 

wiedererlangt werden kann. Die vorliegende Arbeit untersucht, ob ein direkter Einfluss, vermittelt 

über den GIPR, für die Fetteinlagerung verantwortlich ist. Der klinische Hintergrund dieser Über-

legung ist die Antagonisierung des Rezeptors als mögliches Therapeutikum gegen Adipositas.  

Als Methode wurde die RNA Interferenz (RNAi) gewählt. Die RNAi ist ein natürlicher Mechanis-

mus einer Zelle, die Genexpression posttranskriptional zu regulieren. Durch Kenntnis der mRNA-

Struktur eines Gens können dafür spezifische small interfering RNA (siRNA) bzw. short hairpin 

RNA (shRNA) synthetisiert und eine Herabregulation dieses Gens erzielt werden. Da zu Beginn 

dieser Doktorarbeit die RNAi noch nicht auf das adipozytäre GIPR-System angewendet wurde, 

mussten zur Verfügung stehende Ansätze zunächst untersucht und überprüft werden. Initial wurden 

kommerzielle siRNA und zur Transfektion die Elektroporation (Transport der siRNA durch Öffnen 

der Zellmembranen mittels Stromimpuls) und die Lipofektion (Transport durch Bildung lipidischer 

Transportvesikel) verwendet. Die Elektroporation induzierte ein hohes Zellsterben und hatte einen 

erheblichen Einfluss auf das Differenzierungprotokoll der Adipozyten. Auch mit der Lipofektion 

konnte kein erfolgreicher Knock-down des GIPR erreicht werden. Mit shRNA wurde ein stabiler 

Knock-down erreicht, indem die shRNA in das Genom eingebaut wurde. Nach Etablierung dieses 

Ansatzes auf das adipozytäre GIPR-System war es möglich zwei Knock-down-Zelllinien zu erstel-

len (shRNA1 und shRNA2). 

Die Differenzierung der Fettzellen wurde nach Herabregulierung des GIPR beobachtet (allgemei-

ner makroskopischer Aspekt und fettspezifische Färbung mit densitometrischer Auswertung) und 

verschiedene adipozytäre Differenzierungsmarker (Pref1, PPARγ und aP2) mittels RT-PCR gemes-

sen. Es zeigte sich, dass die Lipidakkumulation in den Knock-down-Zelllinien nicht beeinträchtigt 

ist. Die Messung verschiedener adipozytärer Differenzierungsmaker ergab, dass der Knock-down 

mit shRNA1 nicht signifikante Veränderungen im Sinne einer beeinträchtigten Differenzierung 

erzielt (Pref1-Hochregulation in ausdifferenzierten Adipozyten, Herabregulation von aP2 und 

PPARγ). In der zweiten Zelllinie, in der ein erfolgreicher Knock-down nachgewiesen wurde, waren 

diese Veränderungen nicht zu zeigen.  

Zusammenfassend konnte der GIPR erfolgreich herabreguliert werden und dieses Signal über die 

gesamte Differenzierung stabil gehalten werden. Mittels RNA Interferenz konnten keine Hinweise 

auf einen direkten Effekt des GIPR auf die Adipozytendifferenzierung nachgewiesen werden.  
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