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Einleitung

III. EINLEITUNG

III.1. Metabolisches Syndrom und Adipositas

Das metabolische Syndrom steht im Zentrum des medizinischen Interesses, da es mit einem hohen
Risiko fiir Typ 2 Diabetes mellitus, kardiovaskuldren Erkrankungen und auch Tumorerkrankungen
einhergeht (Biddinger und Kahn, 2006) und damit zu den grofen Gesundheitsbedrohungen der
westlichen Welt gehort (Isomaa, 2003; Alberti et al., 2005). Aufgrund unterschiedlicher Definitio-
nen werden in Privalenzstudien verschiedene Zahlen angegeben. In Deutschland liegt die Pra-
valenz fiir Méanner zwischen 23,5 (NCEP-ATP III) und 31,6% (IDF) bzw. fiir 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
Dyslipiddmie (erhohte Triglyzeride, zu wenig HDL-Cholesterin). Neben dem Konsens iiber diese
Hauptbestandteile des Syndroms wird weiterhin viel {iber 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-
litat der peripheren Korperzellen fiir 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 Hyperglykédmie,

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

Ziel der vielféltigen Debatten ist eine einheitliche Definition, die pathodtiologische Gesichtspunkte
und klinische Kriterien genauso betrachtet wie Risikofaktoren und mogliche Begleiterkrankungen.
Eine einheitliche Definition wiirde epidemiologische Studien ermdglichen und dariiber hinaus als

Grundlage fiir klinischen Diagnose- und Therapiealgorithmen dienen kénnen.

1998 wurde von einer Arbeitsgruppe fiir 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 fiir 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 nichste Definition von den ,,Adult Treatment Panel III of the National

Cholesterol Education Program* (NCEP-ATP III) eingefiihrt, die eine einfache klinische Erfassung
1



Einleitung

ermdglichen 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 fiir die klinische Erfassung der Adipositas wird nur
noch der Taillenumfang herangezogen, fiir den je nach ethischer Zugehorigkeit unterschiedliche
Grenzwerte bestehen. Fiir Européer gilt, dass Adipositas ab einem Taillenumfang von > 94 cm bei

Miénnern bzw. > 80 cm bei Frauen vorliegt.

Die zunehmend populdre Definition des metabolischen Syndroms der IDF macht deutlich, dass
inzwischen Adipositas als Schliisselpunkt der Erkrankung angesehen wird. Das Fettgewebe wird
als critical link organ fiir metabolische, endokrinologische, immunologische Funktionen, Repro-
duktion und Energiespeicherung verstanden (Iwen et al., 2006; Klein et al., 2006; Klein et al.,

2007) und riickt dadurch ins Interesse als mogliches Ziel therapeutischer Ansitze.

III.2. Fettgewebsfunktion und Adipogenese

Die kritische Stellung des Fettgewebes wird durch verschiedene Adipokine gewihrleistet, die das
Fettgewebe zu einem endokrinen Organ machen. Als Adipokine werden biochemische Botenstoffe
bezeichnet, die ausschlieBlich von Adipozyten sezerniert werden (Kershaw und Flier, 2004). Die
verdnderte Wahrnehmung des Fettgewebes als funktionell vielféltiges Organ begann 1994 mit der
Identifikation von Leptin (Zhang et al., 1994), das von Adipozyten produziert und sezerniert wird
und selbst durch vielfdltige Botenstoffe wie Insulin, Glukokortikoide oder Ostrogen 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 TNFa, 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 Verstindnis fiir die vielféltigen
Funktionen des Fettgewebes wichst taglich (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 Praadipozyten zu vollentwickelten Adipozyten.
Wihrend der Wachstumsphase sehen die Prdadipozyten in der Zellkulturschale zunédchst 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).

2
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Dieser Vorgang lauft i.d.R. automatisch ab, bei Arbeiten mit kultivierten Praadipozyten wird dieser
Vorgang jedoch mit einem Induktionsmedium, das Dexamethason, Isobutylmethylxanthin und
Indomethacin als geeignete adipogene Signalstoffe enthilt, beschleunigt (Chapman et al., 1985;
Gaillard et al., 1991; Smas und Sul, 1995; Gregoire et al., 1998; Farmer, 2006).

Wihrend der adipozytiren Differenzierung dndern sich intrazelluldre Signalkaskaden grundlegend,
so dass es zu charakteristischen Anderungen einiger Transkriptionsfaktoren kommt. Prefl steht fiir
,preadipocyte factor 1 und wird in Pridadipozyten gebildet (Gregoire ef al., 1998; Avram et al.,
2007). Prefl 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 Prefl adipogen wirkt (Smas et al., 1999). Es wurde auch gezeigt, dass Prefl in verschiedenen
Varianten vorkommt, von denen nur die grof3e 16sliche Form biologisch aktiv ist und die inhibitori-
sche Wirkung ausiibt (Mei ef al., 2002). PPARYy 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 PPARY eine Differenzierung nicht moglich ist (Farmer,
2006). PPARYy ist fiir die Aufrechterhaltung der Differenzierung bedeutsam und an der Induktion
von aP2 beteiligt, das als Fettsdure-bindendes Protein v.a. wihrend 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.
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|
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Abbildung 1: schematische Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten Differenzierungsmarker Prefl,
PPARY und aP2 wihrend der Fettzelldifferenzierung. Die Abbildung ist modifiziert nach Gregoire et al.,
1998.
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II1.3. 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 grofler als man zunichst angenom-
men hatte. So konnte gezeigt werden, dass die orale Glukoseaufnahme eine stirkere Insulinantwort
des Pankreas hervorruft als die intravendse Glukosegabe (Elrick et al., 1964; Mclntyre et al.,
1964). Dieser Effekt wird als Inkretineffekt beschrieben und verdnderte grundlegend das Verstind-
nis iiber 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 zunéchst fiir
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 fiihrenden glukoseabhéngigen, insulinstimulierenden Effekts als Name iiberwiegend

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 beitrdgt. 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 kénnen eine Insulinsek-
retion stimulieren, aber nur GIP und GLP-1 machen dies glukoseabhingig und bei Glukose-
spiegeln, die postprandial physiologisch auch vorkommen, so dass bisher nur diese beiden Stoffe

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

II1.3.1. Metabolismus und Wirkung der Inkretine

GIP wird iiberwiegend in K-Zellen in der Schleimhaut des proximalen Diinndarms exprimiert (Fer-
ri et al., 1983; Yeung et al., 1999), wihrend GLP-1 in L-Zellen des Diinndarms produziert wird
(Reimann et al., 2008). Die Sekretion wird durch Kohlenhydrate, Proteine und Fett in der Nahrung
stimuliert, wobei wegen der Glukoseabhingigkeit nur Kohlenhydrate zu der Insulinantwort fithren
(Morgan et al., 1988). Ungefdhr 15 Minuten nach der Nahrungsaufhahme 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-
4
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tiviert (Deacon et al., 1995). Der Hauptwirkort der Inkretine ist das endogene Pankreas, da dort die
postprandiale Insulinantwort ausgelost 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 verzdgert, was zum einen
postprandiale Hyperglykédmiespitzen vermeidet und zum anderen durch eine erhdhte Distension des
Magens ein Sittigungssignal auslost (Naslund et al., 1999). Die Vermittlung des Séttigungsgefiihls
wird ebenfalls dadurch ermdglicht, dass Inkretinrezeptoren im Gehirn vorhanden sind (Lui ef 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 fordern 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, fiir GIP konnte z.B. ein anaboler Effekt nachgewiesen werden (Xie et al., 2005;

Tsukiyama et al., 2006).

Besonders wichtig fiir den Kontext des metabolischen Syndroms ist die Wirkung der Inkretine auf
das Fettgewebe, obwohl hier noch keine abschlieBende Klarheit herrscht. Fiir GLP-1 wurde eine
insulinabhéngige Steigerung der Fettsduresynthese gezeigt (Oben ef al., 1991), aber auch, dass die
Lipolyse stimuliert wird (Ruiz-Grande ef al., 1992). Auch der Rezeptor fiir GIP ist auf Adipozyten
funktionsfdhig vorhanden (Yip et al., 1998) und stimuliert die Lipogenese (Morgan, 1996); ein
lipolytischer Effekt wurde ebenfalls beschrieben (Mclntosh et al., 1999).

Trotz dieser kontroversen Daten wird davon ausgegangen, dass in vivo die Lipogenese die fithrende
Rolle spielt, da GIP den Plasma-Triglyceridspiegel senkt (Ebert ef al., 1991) und iiber die Stimula-
tion von Insulin die Lipogenese induziert wird. Die Bedeutung dieser gegenteiligen Effekte ist un-
geklart, ldsst jedoch die Hypothese zu, dass GIP unterschiedliche Effekte im niichternen und post-
prandialen Zustand haben konnte (McIntosh et al., 2009). Die lipolytischen Effekte von GIP wer-
den durch gleichzeitig stimuliertes Insulin wieder aufgehoben (Mclntosh et al., 1999), so dass im
niichternen Zustand ein gleichméBiger Fettsdurespiegel durch GIP ermdglicht wiirde. Eine weitere
Erklarung ist, dass die freien Fettsduren selbst wieder verestert werden und dadurch eine Lipogene-
se begilinstigen (Getty-Kaushik et al., 2006). Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass GIP die
Aktivitdt der Lipoproteinlipase in Adipozyten steigert und damit die Fettspeicherung fordert, was
fiir 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, Erh6hung der Menge des membranstindigen Glukosetransporter 4 (GLUT 4) und zellula-
re Aufnahme von Glukose (Song et al., 2007).
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II1.3.2. Inkretin-basierte Therapie

Eine sechswochige GLP-1-Therapie bei Typ 2 Diabetikern ermoglicht eine Verbesserung der Glu-
kosekontrolle, was durch Bestimmung von Hamoglobin A, gezeigt werden konnte (Zander et al.,
2002). Gleichzeitig wurde eine Verbesserung der Betazellfunktion, Verzogerung der Magenentlee-
rung, Minderung des Appetits und eine Reduktion des Korpergewichts und des Spiegels an freien

Fettsduren registriert.

Inzwischen sind GLP-1-Analoga wie Exenatid und Liraglutid und DPP IV-Inhibitoren wie Sita-
gliptin und Vildagliptin als Therapeutika verfiigbar 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 moglicher Therapieansatz lange Zeit nicht in Betracht

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

II1.3.3. GIP und Adipositas

Die Annahme einer GIP-Resistenz bei Diabetikern wird aber zunehmend tiberdacht 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 Uberernéihrung, v.a. mit Fett, erh6ht den GIP-
Gehalt der Diinndarmschleimhaut und den GIP-Spiegel im Blut (Higashimoto ef al., 1995). Des
Weiteren haben Untersuchungen mit ob/ob-Maiusen, welche ein bewéhrtes Adipositas-Model dar-
stellen (Lindstrom, 2007), zeigen konnen, dass eine fettreiche Mast (high fat diet) den Plasma-GIP-
Spiegel erhoht und zu einer Hyperplasie der GIP-produzierenden K-Zellen fiihrt (Creutzfeldt et al.,
1978; Bailey et al., 1986). Diese Entdeckungen und die iiberwiegende 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 Pro’GIP die Insulinsekretion und die Glukosehomeostase beeintrichtigen,
was gut in den Kontext der insulinotropen Funktion des GIP passt. Die Verhinderung der Signal-
vermittlung tiber den GIPR fiihrt zu erhdhten niichternen und postprandialen Blutglukosewerten bei
gleichbleibenden Insulinspiegeln (Miyawaki et al., 1999; Irwin et al., 2004). Weitere Untersuchun-
gen an Knock-Out-Méusen konnten jedoch zeigen, dass diese Miuse bei einer high fat diet vor der
Entwicklung von Adipositas und Insulinresistenz geschiitzt sind (Miyawaki et al., 2002; Hansotia
et al., 2007; Ayala et al., 2008). Der Knock-Out bedingt ferner einen erniedrigten respiratorischen

Quotienten und einen erhdhten 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 Himoglobin A;., Glukosesen-
sitivitit oder Insulinresistenz (Gault et al., 2005; Irwin et al., 2007). AuBBerdem fiihrt der Antago-
nismus des GIPR zu einer Abnahme des Korpergewichtes und der Fettmasse in adiposen Méusen
nach einer high fat diet ohne Verdnderung in der Nahrungsaufnahme (McClean et al., 2007), wobei
diese Effekte iiber Insulinsignalwege vermittelt werden und somit funktionierende Betazellen vo-

raussetzen (McClean et al., 2008).

Diese Ergebnisse verdndern das Verstindnis der GIP-Funktion, weg von der rein insulinstimulie-
renden Wirkung auf das Pankreas hin zu GIP als Bindeglied zwischen Uberernihrung und Adiposi-
tas mit allen Begleitpathologien. Man versteht GIP als Teil eines Circulus vitiosus: Erh6hte und
iibermiBig fetthaltige Erndhrung fiihrt zu einer Ubersekretion von GIP, was zusammen mit einer
folgenden Ubersekretion von Insulin zu einer vermehrten Energiespeicherung im Fettgewebe fiihrt.
Die daraus entstehende Adipositas begiinstigt ihrerseits die Entwicklung einer Insulinresistenz und
damit vergesellschafteten Hyperinsulindmie, welche wiederum eine weitere Engergiespeicherung
in Adipozyten begiinstigt (Miyawaki et al., 2002; Yamada und Seino, 2004; Song und Wolfe,
2007; Flatt, 2008).

Neben den bereits zitierten Studien bekréftigen 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-

trachtigung der GIP-Signalvermittlung zuriickzufiihren sein kann (Flatt, 2007).

Zunehmend zeigt sich der GIP-Signalweg und insbesondere die Antagonisierung der Signaltans-
duktion als mogliche Option fiir eine Therapie von Adipositas und Typ 2 Diabetes mellitus. Eine
abschliefende 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.

I11.3.4. Voruntersuchungen

Arbeitsgruppen weltweit arbeiten daran, mithilfe von GIPR-Knock-Out-Zellen das Verstindnis fiir
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 kdnnen.
Der folgende Abschnitt gibt eine kurze Ubersicht iiber Daten, die die Grundlage der vorliegenden

Promotionsarbeit bilden.
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111.3.4.1. GIPR-Knock-Out-Zellen

Bei den GIPR-Knock-Out Zellen handelt es sich um Adipozyten aus gentechnisch verdnderten
Maiusen. Mithilfe eines Transfektionsmechanismus wurde das Gen fiir 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 adipozytére Differenzierung an GIPR-Knock-Out Zellen der
Maus untersucht und mit der Differenzierung von unverdnderten 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 adipozytiren Differenzierung nahe. Moglich wire eine direkte Beeinflussung
durch GIP oder ein indirekter Zusammenhang. Insbesondere der Insulinsignalweg kam als Mog-

lichkeit fiir einen indirekten Effekt in Frage.

GIPR-Knock-
out-Zellen

Tag0 Tag3 Tag 6

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-Farbung behandelt und in
40facher Vergroferung fotografiert.

Neben der Fiarbung als Beweis der nicht vorhandenen Adipogenese wurde auch die Expression
verschiedener Differenzierungsmarker wie PPARy, Prefl und IRS-1 mittels RT-PCR auf ihre Akti-
vitdt hin untersucht. Der intrazelluldre Transkriptionsfaktor PPARY steigt beispielsweise in den
GIPR-Knock-Out-Zellen nicht wie bei Wildtypzellen an. Ein weiterer Unterschied ist, dass die
Konzentration von Prefl wahrend der Differenzierung nahezu konstant bleibt, wahrend 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

Abwirtstrend zu erkennen.

111.3.4.2. 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 adipozytire Differenzie-

rung untersucht.
Wildtyp-
Zellen |

GIPR- |
Reexpression {f

Tag0 Tag3 Tag 6

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-Farbung behandelt und in
40facher Vergroferung fotografiert.

Entgegen der Erwartung, dass die GIPR-KI-Zellen wieder wie Wildtypzellen Fett einlagern wiir-
den, zeigt sich in Abbildung 3 jedoch deutlich, dass bei diesen Zellen ebenfalls die Lipideinlage-
rung gestort ist. Auch hier tritt nach Erreichen der Konfluenz wéhrend der weiteren Differenzie-

rung keine wesentliche makroskopische Verdnderung 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 endgiiltige Nachweis der
Rezeptoraktivitét aus, so dass auch die Frage in die noch durchzufiihrenden Versuche aufgenom-

men wurde.
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II1.4. RNA Interferenz

Der Begriff ,,RNA Interferenz* wurde erst 1998 eingefiihrt, als Fire und Mello entdeckten, dass das
Einbringen von doppelstrangiger 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 ef al., 1998). Dieser Fund wurde als so herausra-
gend und bedeutsam fiir die heutige Biowissenschaft gewertet, dass die beiden Hauptakteure im
Jahr 2006 den Nobelpreis fiir Medizin verlichen bekamen, nur acht Jahre nach der erwéhnten 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 Verstér-
kung der Farbe viele Pflanzen in weil3 erhielten. Sie nannten dieses Phdnomen Co-Suppression, da
die Expression der eingeschleusten und des homologen Gens supprimiert war (Napoli et al., 1990;
Jorgensen ef al., 1996). Ein weiterer Grund fiir 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 maBigeblich zum Versténdnis des
bis dato unerklédrlichen Phdnomens beigetrugen und dafiir 2006 den Nobelpreis fiir Medizin erhiel-

ten.

RNA Interferenz ist ein natiirlich vorkommender intrazelluldrer Signalweg, der hochst 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 zelluldrer Basisprozess (Fire et al.,
1998; Denli und Hannon, 2003). Nicht zuletzt ermoglicht das Phinomen 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 fiir ein besseres Verstindnis vieler zellbiologischer Vorgénge 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 erméglichen sollen, wie beispielsweise Infektio-
nen mit HIV oder Hepatitis, Tumoren wie Oviarialkarzinom oder Lungenkarzinom, Chorea
Huntington oder die altersabhéngige Makuladegeration (Dallas und Vlassov, 2006; Pawitan, 2009).
Es gibt bereits klinische Phase-I-Studien zur altersabhingigen Makuladegeneration (Nguyen et al.,
2009) und zur HIV-Therapie (von Eije und Berkhout, 2009).
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1I1.4.1. Mechanismus der RNA Interferenz

In den Zellen vieler Organismen kommen dsRNA vor, die im Zellkern als sogenannte Primaér-
miRNA (primary micro-RNA, pri-miRNA) exprimiert werden und dann von einer Endoribonukle-
ase (RNase III Drosha) in die kiirzere Vorldufer-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 groBe miRNA mit charakteristischen Uberhéingen 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 erfiillt
verschiedene Aufgaben: Die zum guide strand homologe mRNA wird aufgesucht und durch eine
Helikase- und Endonuklease-Aktivitit wird die Ziel-mRNA degradiert (Hammond et al., 2001;
Grimm, 2009; Kim et al., 2009). Die Spezifitidt wird nur durch sieben Nukleotide gewéhrleistet, 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 14sst (Grimm, 2009).

I11.4.2. siRNA

Neben den miRNA gehdren auch siRNA, was fiir small interfering RNA steht, zu den kleinen RNA
und werden ebenso wie die miRNA im erlduterten 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 fiir die Herstellung der miRNA und den Dicer-2 fiir siRNA unterscheiden muss
(Lee et al., 2004). SiRNA werden aus langen dsRNA prozessiert und sind nicht abhéngig von einer
Drosha-produzierten Vorstufe, auBerdem sind sie mit einer Ladnge von ungefdhr 21 Nukleotiden
etwas kiirzer 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 auBlen 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 tdglich kommen neue Entdeckungen

hinzu, die das Feld vergréBern.
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Die herausragende Bedeutung der siRNA fiir die Biomedizin ist nicht zuletzt darin begriindet, dass
es auch in Saugetierzellen moglich 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 konnen, miissen diese in die Zellen gelangen, man spricht dabei von Transfektion. Zur
Transfektion werden hauptsichlich Lésungen auf Lipidbasis (Felgner ef 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 Aktivitdt ausgegangen werden, die drei bis fiinf Tage anhélt (McManus und

Sharp, 2002).

I11.4.3. shRNA

Einen anderen Ansatz verfolgt die Verwendung von short hairpin RNA. Hierbei handelt es sich um
einen stabilen Ansatz, der es ermdglicht, 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 komplementére Strange, die fiir die Ziel-mRNA spezi-
fisch sind, miteinander iiber 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 natiirlichen RNAi-Mechanismus eingeschleust. Auf diese Weise werden sie
nach Bearbeitung durch Drosha ebenfalls mit Exportin-5 zuriick in das Zytoplasma transportiert
und als siRNA in RISC eingebaut und konnen auf diese Weise einen Knock-down erzielen (Rao et

al., 2009).

I11.4.4. Keine Wirkung ohne Nebenwirkung

In Zellen hoherer Organismen wie Sédugetierzellen induziert das Einbringen von langer doppel-
strangiger RNA (iiber 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 erhohte Expression Interferon-regulierter Gene
verursachen kénnen (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 GroBe - nicht durch siRNA hervorgerufen zu werden (Caplen et al., 2001;

12
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Elbashir et al., 2001a; Vickers et al., 2003). Berichtet wurde auch von unspezifischen Effekten auf
Proteinebene, die abhidngig 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 abhéngt.

II1.5. 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 Versuchsansétze:

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

> Differenzierung

A MG

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

IV.1. Material

IV.1.1. Verwendete Geriite

Agarosegelkammer Paglab Biotechnology GmbH, Erlangen, Roth,
Karlsruhe
Autoklaviergeréte 2540El Systec, Wettenberg

Varioklav, H+P, Oberschleilheim

Analysewaage Sartorius, Gottingen

Digitalkamera Olympus, Hamburg

Eismaschine Scotsman AF-20, Enodis, Herborn

Elektronikrithrer 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

Heizblocke Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg

Heizschrank Lab-Therm, B. Braun, Melsungen

Inkubator Typ B5060, EK CO, Heraeus, Osterode

Eppendorf Mastercycle realplex” SGradient Eppendorf, Hamburg

Mikroskop CK2, Olympus, Hamburg

Mikrowellengerét S2719N, Samsung, Schwalbach/Ts.

Multistepper Multipette plus, Eppendorf, Hamburg

Netzgerite Power Pac 300, BioRad, Miinchen
Power Supply 600, Pharmacia BioTeck, SF,
USA

Nucleofector®-Apparat Amaxa Biosystems, Lonza Cologne AG
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pH-Meter

Photometer
Pipetten

Real Time Thermocycler

Rotator

Scanner

Schiittler Vortex Genie 2
Schwenker

Sequenziermaschine, ABI 3139 genetic

analyzer

Stickstofftank

Thermocycler

UV-Leuchttisch

Wasserbad

Werkbank (steril) Nuaire Class II

Zentrifugen

IV.1.2. Verbrauchsmaterialien

Einmal-Kiivetten fir RNA-Photometrie

Einmal-Kivetten fiir Amaxa Nucleofector

Falcon-R6hrchen

Film

Filter

766 Calimatic, Knick Elektronische Messgera-
te, Berlin

BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg
Research, Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, FC, CA, USA
Realplex, Eppendorf, Hamburg

Renner GmbH, Darmstadt

UMAX, Astra 2200

Scientific Industries, Bohemia, USA
Hassa, Liibeck

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)

Arpege 110, VWR International GmbH, Darm-
stadt

Cyclone Gradient, Peqlab, Erlangen
Vilber-Lourmat, Eberhardzell

Typ 3044, Kottermann, Hanigsen
Zapf Instruments, Sarstedt

Biofuge fresco, Rotor 3765, Heraeus, Osterode
Minispin plus, Eppendorf, Hamburg

Multifuge 3 S-R, Heraus, Osterode

Sorvall Ultrazentrifuge, DuPont, Bad Homburg

Mikrokiivetten Uvette, Eppendorf, Hamburg

Amaxa Biosystems, Lonza Cologne AG, Ger-
many

Sarstedt, Numbrecht
Hyperfilm, Amersham Biosciences, UK

Streritop Express plus, 0,22 um, Millipore Cor-
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Latex-Handschuhe Peha-Soft
Nitra-Tex Handschuhe
Parafilm M

Pipettenspitzen:

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

- Pipettenspizten (10, 100, 200, 1000 pl)
- Stabpipetten (5, 10, 25, 50 ml)

Reaktionsgefile:

PCR Softtubes 0,5 ml

RNase-free 1,5 ml Microfuge Tubes

Safe-lock Tubes 2,0 ml

96-Well

Zellschaber

Zellkulturschalen:

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

-  6-Well-Platten

I1V.1.3. Chemikalien nach Hersteller

poration, USA
Paul Hartmann AG
Ansell, UK

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

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Serological Pipette, Sarstedt, Niimbrecht

Biozym, Scientific GmbH, Deutschland
Ambion Inc. Austin TX; USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, USA

greiner bio one

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 MmO01316351 gl
TagMan Universal PCR Master Mix

Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Germany:

DTT (1,4-Dithiotheitrol)

Dulbecco’s Eagle Modified Medium (DMEM) high glucose (4,5 g/1)
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 CAGUCU 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 proprietér)
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 Kélberserum

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

I1V.1.4. Kulturmedien und Puffer

1V.14.1. Grundmedium

DMEM 4,5 g/l (Glukose)
fotales Rinderserum (FBS) 20%

Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
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IV.1.4.2. Differenzierungsmedium

DMEM

fotales Rinderserum (FBS)
Insulin

Trijodthyronin (T3)
Penicillin

Streptomycin

1V.1.4.3. Induktionsmedium

DMEM

fotales Rinderserum (FBS)
Insulin

Trijodthyronin (T3)
Indomethacin
Isobutylmethylxanthin (IBMX)
Dexamethason

Penicillin

Streptomycin
IV.1.4.4. PBS

(pH 7,4)
NaCl
KCl
H,KO4P

NazHPO4>X< 2H20

4,5 g/l (Glukose)
20%

20 nM

I nM

100 U/ml

100 pg/ml

4,5 g/l (Glukose)
20%

20 nM

I nM

50 uM

100 uM

2 mg/ml

100 U/ml

100 pg/ml

8 g/l
0,2 g/l
0,2 g/l

1,44 g/l

IV.1.4.5. Puffer fiir die Agarosegelelektrophorese

TBE-Puffer

Tris

890 mM
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Borsédure 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. verdiinnen
wenigstens 30 min rithren

iiber Nacht bei 37°C, dann autoklavieren

IV.1.5. OQil Red O Firbung

Stocklosung Gebrauchslosung
Oil Red O (0,5 g) in 100 ml Isopropanol 60% Oil Red O-Stocklosung
40% aqua dest.

Filtern durch Whatman # 1 Filterpapier (ohne
Vakuum)

IV.1.6. Weiteres Material fiir 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 TACG
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.contrl

Sense: TAG CGA CTA AAC ACATCA A
Antisense: ATC GCT GAT TTG TGT AGT T

IV.1.6.2. Erstellung der Knock-down-Zelllinien

pSIREN-RetroQ-Neo®

T4-Puffer

T4-Ligase

pLXSN-EGFP

shLUC

o-Select-E.coli

QIAprep Spin Miniprep Kit

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

pSIREN Forward Primer

NEB2-Puffer
XhoRI

Bosc-23-Zellen

Fugene 6

OptiMEM

Polybrene

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

New England Biolabs

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

von Dr. D. Hadaschik erhalten

New England Biolabs

Qiagen, Hilgen, Germany

von Dr. D. Hadaschik erhalten

New England Biolabs

von Dr. D. Hadaschik erhalten

Roche

Invitrogen

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

IV.1.7.1. Enzyme und Puffer

Taq DNA Polymerase

SuperScriptll RNase H"

Anti-RNAse

dNTPs

SYBR Green Mix

RT-PCR Grade Water

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Invitrogen, Karlsuhe

Ambion Inc. Austin TX, USA
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan

Ambion Inc., Austin TX, USA

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

1V.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, Gottingen

synthetisiert)

36B4

LX1

rGIPR

MCA4R

PPARy

aP2

Prefl

For:

Rev

For.

Rev

For.

Rev

For.

Rev

For:

Rev

For:

Rev

For:

Rev

AAG CGC GTC CTG GCA TTG TCT
: CCG CAG GGG CAG CAGTGG T

: GTG TCT TGC CCC TGG TAT CTG
2 TGG CCATCACTGCCACACT

: GGAAAAAGCCAGGGCCTG
. GACTTTTGATTGCTCTCCTTTTGTCT

: GTG AGC GTT TCG AAT GGG TC
.. GGC CCA GCA GAC AAC AAAGA

TTT TCA AGG GTG CCA GTT TC
: AAT CCT TGG CCC TCT GAG AT

CAA AAT GTG TGA TGC CTT TGT G
:CTCTTC CTT TGG CTC ATG CC

TCT GCG AGG CTG ACA ATG TC
: CAG ATG CAC TGCCAT GGT TC
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I1V.2. Methoden

1V.2.1. Zellmodel

Es wurden weile Adipozyten verwendet, die entweder aus einem epididymalen oder inguinalen
Fettdepot einer neugeborenen Wildtyp-Maus gewonnen wurden. Wihrend der anschlieBenden Kul-
tivierung der isolierten Fettzellen wurden die Prdadipozyten mit dem retroviralen pBabe-Vektor
infiziert. Dieser enthielt neben einer Gensequenz fiir eine Puromycin-Resistenz auch eine fiir 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 Fliissigstickstoff konserviert und fiir spétere 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 durchgefiihrt;
die verwendeten Kulturmedien und Lésungen wurden vor Gebrauch steril filtriert und in einem
Wiérmebad auf 37° C angewérmt. Die Prdadipozyten wurden auf einer 15 cm grofen 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 fiir weitere Untersuchungen verwendet werden. Da die Zellen adhi-
rent in der Kulturschale wachsen, wurden sie nach einem Waschvorgang mit PBS durch Zugabe
von 2,5 ml Trypsin abgelost. Nach einer fiinfminiitigen Inkubation bei 37° C konnten die Zellen in
30,5 ml Grundmedium aufgenommen und suspendiert werden. Fiir die Durchfithrung von Versu-
chen konnte diese Zellsuspension auf Kulturschalen verteilt werden; fiir die RNA Interferenz-
Experimente wurden Sechslochplatten und fiir die Arbeit mit ausdifferenzierten Wildtyp-
Adipozyten 10 cm grof3e Zellkulturplatten verwendet. Nach Aussaat der Zellen wurde Differenzie-
rungsmedium beigefiigt. Bei jeder Zellpassage wurden jeweils circa 10% der Prdadipozyten mit
neuem Grundmedium zuriick auf die Stammplatte gegeben, die auf diese Weise nach weiteren zwei
bis drei Tagen erneut verwendet werden konnten. Zum Erhalt des Prdadipozyten-Stadiums war es
notwendig, dass die Zellen gut auf der Kulturplatte verteilt wurden und keine Zellkontakte entste-

hen konnten, die eine Zelldifferenzierung induzieren konnte.

Fiir die vorliegenden Experimente wurden Zellen der Passagen 12 bis 25 verwendet.
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IV.2.3. Zelldifferenzierung

Zur Differenzierung wurden die ausgesiten Zellen bis zur vollstdndigen Konfluenz (ungefédhr 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
anschlieBend tiglich das Medium durch neues Differenzierungsmedium ersetzt bis das gewiinschte
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 vollstandigen Differenzierung wurden die Zellen bis
Tag 6 kultiviert; wahrend der Differenzierung wurde die Fetteinlagerung sowohl makroskopisch
durch Beurteilung des sich bildenden Fettfilms als auch mikroskopisch durch Beurteilung der Ak-
kumulation der intrazelluldren Lipidvakuolen verfolgt. In der Regel wurden die Tage 0, 3 und 6 als

Differenzierungspunkte fiir die Versuche gewihlt.

Dieses Differenzierungsprotokoll wurde sowohl fiir die Wildtypzellen als auch fiir die GIPR-KO-
Zellen, die GIPR-KI-Zellen und die shRNA-Zelllinien angewendet.

IV.2.4. Oil Red O-Firbung

Um die Fetteinlagerung darzustellen, wurde die Oil Red O-Férbelosung verwendet, mit der Lipide
spezifisch angefiarbt werden konnen. Dafiir wurden die Zellen in den Kulturschalen mit kaltem PBS
gewaschen und anschliefend fiir wenigstens 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 10%igem For-
maldehyd inkubiert und dadurch fixiert. Darauthin mussten die Zellen fiir mindestens eine Stunde
mit der Farbelosung (Gebrauchslosung) inkubiert werden. Fiir die 10 cm grofen Zellkulturschalen
wurden 5 ml verwendet, fiir Sechslochplatten 2,5 ml. Bevor Fotoaufnahmen gemacht wurden,
musste die Farbelosung entfernt werden, indem mehrere Waschvorgiange mit destilliertem Wasser

durchgefiihrt wurden.
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Die im Folgenden gezeigten Bilder stellen mit Oil Red O gefdarbte Wildtyp Adipozyten wihrend

der Differenzierung dar:

~ 5 {

Tag 0 Tag 3 Tag 6

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

Deutlich kann man die zunehmende Féarbung erkennen, die dem vermehrten Lipidgehalt der Zellen
entspricht. Zur Dokumentation wurden die Zellen nach Féarbung unter einem Mikroskop in
10facher, 20facher und 40facher VergroBerung fotografiert; Sechslochplatten wurden eingescannt.
Anschlieend konnte eine densitometrische Auswertung durchgefithrt werden. Dazu musste der
Farbstoff mit Isopropanol (Menge analog zum Gebrauchsmedium) aus den Zellen gewaschen wer-
den. Nach 30 min Inkubationszeit wurde fiir jede Probe jeweils zweimal 1 ml der so entstandenen
Loésung in eine Kiivette tiberfithrt und die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 500 nm im
Photometer bestimmt. Von den Doppelwerten wurden Mittelwert und Standardabweichung be-

stimmt und fiir weitere Analysen verwendet.

IV.2.5. RNA Interferenz

RNA Interferenz beschreibt als Oberbegriff die Beeinflussung der Expression einzelner Gene, die
natiirlicherweise in eukaryotischen Zellen vorkommt oder als biomedizinische Labormethode zur
Untersuchung der Genfunktionen verwendet werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden

siRNA und shRNA verwendet.

1V.2.5.1. Transienter Knock-down

Das Einbringen von siRNA Molekiilen in die Zellen wird auch Transfektion genannt und sollte fiir
die Zelle moglichst schonend verlaufen. Es stehen verschiedene Transfektionstechniken zur Verfii-
gung. In dieser Arbeit wurden zwei kommerzielle Techniken verwendet, zum einen das Amaxa®

Nucleofector®-Kit und zum anderen das Lipofectamine™ 2000-Reagenz von Invitrogen.
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IV.2.5.1.1. siRNA

Es wurden die siRNA1, siRNA2 und siRNA3 verwendet, die von der Firma Qiagen fiir die Inhibi-
tion der GIPR-Expression angeboten wurden. Als Negativkontrolle wurde die Allstar-Negative-
Control-siRNA (auch scrambled-siRNA oder abgekiirzt neg. siRNA) von Qiagen benutzt. Die Ne-
gativkontrolle hat laut Herstellerangaben eine Sequenz, die zu keinem bekannten S&dugetiergen
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 zunéchst in dem mitgelieferten ,,Suspension Buffer* (250 pl bei 5 nmol, 1000 pul bei
20 nmol) aufgenommen und geldst, um eine 20 uM Ldsung zu erhalten. Anschlieend wurden die
GefdBe 1 min bei 90 °C und 60 min bei 37 °C inkubiert, um beide siRNA Stringe zu hybridisieren.
Danach wurden die doppelstridngigen siRNA entweder bei -20 °C eingefroren oder fiir 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 6ffnen sich in der Zellmembran Kanéle, durch die z.B. die siRNA in die Zellen
gelangen. Dieser Vorgang erfolgt in einer spezifischen Pufferlosung (Zaragosi et al., 2007), die in
dem Amaxa® Nucleofector®-Kit enthalten ist. Fiir die Elektroporation werden einzelne Kiivetten
mit der jeweils vollstindigen Zellsuspension befiillt und in den Nucleofector eingesetzt. Es ist mog-
lich, je nach Zelltyp und Differenzierungsstadium vorprogrammierte Gerdteeinstellungen zu wéh-
len, die die besten Transfektionsergebnisse liefern. Fiir die in dieser Arbeit transfizierten Priadi-
pozyten wurde das Programm T30 gewihlt, das auch fiir 3T3-L1-Prdadipozyten und vergleichbare

Zelllinien geeignet ist.

Die Zellen wurden nach Aussaat fiir zwei Tage in Sechslochplatten kultiviert. Zur Testdurchfiih-
rung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit auf 37 °C vorgewarmten PBS gewaschen.
Mit 250 ul Trypsin wurden die Zellen von dem Plattenboden geldst und in 1 ml ebenfalls vorge-
wirmten Differenzierungsmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde danach in ein Rdhr-
chen iiberfiihrt und fiir 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 Losung aus Nucleofector®-Solution und
siRNA aufgenommen, resuspendiert, in eine Kiivette und in den Nucleofector®-Apparat zur Trans-
fektion tiberfiihrt. Die siRNA lag in einer 20 mM Losung vor, so dass 5 pl siRNA-Losung 100
pmol siRNA ergaben bzw. 10 ul 200 pmol. Von der Nucleofector®-Solution wurden jeweils 100
ul gebraucht. Nach Durchfiihrung der Elektroporation wurde die Zellsuspension in eine neue

Sechslochplatte pipettiert und mit 1 ml Differenzierungsmedium aufgefiillt. Dabei wurde durch
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Schwenken der Kulturplatten eine optimale Zellverteilung erzielt. Nach der Durchfithrung 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 Mdglichkeit, adhdrente Zellen ohne Losen von den
Kulturplatten zu transfizieren. Das Reagenz enthilt dafiir positiv geladene, kationische Lipide
(Felgner et al., 1987). Durch elektrostatische Wechselwirkung mit dem negativ geladenen Oligo-
nukleotid-Riickgrat der siRNA entstehen kompakte, positiv geladene, lipidische Transportvesikel,
die die hydrophobe, negativ geladene Zellmembran der Zielzellen iiberwinden konnen (Hawley-

Nelson et al., 2008).

Zunichst wurden 5 pl Lipofectamine™ 2000-Reagenz in 125 pl DMEM pipettiert, beides ver-
mischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. In weitere 125 ul DMEM wurde die ge-
wiinschte siRNA-Menge gemischt (5 pl 20 mM siRNA-Ldsung fiir 100 pmol siRNA; 7,5 pl fiir
150 pmol; 10 pl fiir 200 pmol und 15 pl fiir 300 pmol; entweder wurden einzelne siRNA oder
Pools aus mehreren siRNA verwendet.). Diese beiden Gemische wurden anschlieend vermengt
und fiir 15 min bei RT inkubiert. Wéahrenddessen wurde von den Zellen in den Sechslochplatten
das Medium abgesaugt und 750 pul warmes DMEM hinzugegeben. Nach abgeschlossener Inkubati-
on der siRNA-DMEM-Lipofectamine™ 2000-Lésung wurde diese tropfenweise zu den Zellen
pipettiert und durch Schwenken eine gute Verteilung erreicht. Die Inkubation wurde bei 37 °C und
5% CO, im Kulturschrank durchgefiihrt und nach sechs Stunden durch Einleitung der Induktion
beendet.

1V.2.5.2. Stabiler Knock-down

Durch Verwendung von shRNA konnen 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-dhnliche RNA, die eine Haarnadelstruktur ausbilden
(Paddison et al., 2002a). Diese Struktur besteht aus einem doppelstrangigen Teil und einer Loop-
Sequenz, die beide Enden miteinander verbindet. In der vorliegenden Arbeit wurde die Sequenz 5°-
TTCAAGAGA-3* fiir den Loop verwendet, iiber 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. Dafiir wird die shRNA-Sequenz mit Hilfe von
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zwei komplementdren und hybridisierten Oligonukleotiden hinter den U6-Promoter in den Expres-
sionsvektor kloniert. Als Stop-Signal fiir die RNA Polymerase Il dient eine kurze Sequenz beste-
hend aus mindestens fiinf bis sechs Thymidinen. Um die Oligonukleotide mit dem Vektor zu ligie-
ren, besitzen die hybridisierten Enden der shRNA-Oligonukleotide 5‘-Uberhinge, die einer BamHI
oder einer EcoRi Schnittstelle entsprechen. AuBlerdem wurde hinter der Stop-Sequenz eine Xhol
Schnittstelle eingefiigt, um nach der Ligation und Transformation solche Klone mittels Restrikti-
onsspaltung zu identifizieren, die tatsdchlich 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 groBes Fragment.

BamHlI 19mer-sense Loop 19mer-antisense STOP Xhol
5-GATCC G XXX TTC AAGA GA XXX XXCTTTTTTCTCGAG
G XXX XXAAG TTC TC TXOOOOOOOOOOOOOKXX XX CAAAAAAGAGCTC

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 moglichen siRNA-Bindungsstellen absucht
und dabei verschiedene Designregeln einhédlt. Dazu gehort beispielsweise die hohere thermische
Stabilitdit 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-
Uberhinge, 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 Molekiile exprimie-
ren und unterschiedliche Regionen des GIPR-Gens adressieren. Fiir 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.contrl kloniert, die keine Homologien zu bekannten
Genen aufweist. Dies wurde durch eine Analyse mit dem ,,Basic Local Allignment Search Tool*

(BLAST) des NCBI iiberpriift.
IV.2.5.2.2. Hybridisierung der Oligonukleotide (,,Annealing*)

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

geldst, so dass eine Konzentration von 100 uM entstand. Die Oligonukleotide wurden in einem
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Verhiltnis von 1:1 zusammenpipettiert und mit TE-Puffer vermengt, dass eine 25 uM Losung vor-
lag. Zum Aufbrechen der Sekundirstrukturen und Sicherstellen einer optimalen Hybridisierung

wurden anschlieend die Oligos wie folgt in einem Thermocycler erhitzt:

- 30sec95°C
- 2min72°C
- 2min37°C
- 2min25°C

Darauthin wurden die Losungen mit TE-Puffer 50fach verdiinnt, um eine Endkonzentration von
0,5, uM zu erhalten, und auf Eis gelagert. Wurde nicht umgehend eine Ligation durchgefiihrt, wur-
den die Oligos bei -25° C eingefroren.

IV.2.5.2.3. Ligation und Klonierung

Zur Durchfithrung der Ligationsreaktion wurde folgender Reaktionsansatz (10 pl gesamt) fiir jede

hybridisierte Oligo-Probe vorbereitet:

1 ul pSIREN-RetroQ-Neo® (mit BamHI und EcoRlI linearisierter Vektor, 25 ng/ul)
1 pl hybridisierte Oligos (0,5 uM)

1 ul T4-Puffer (10fach Ligasepuffer)

0,75 ul T4-Ligase (400 U/ul)

6,25 ul Wasser (RNase-frei)

Der Ansatz wurde fiir 10 min bei RT inkubiert. Die T4-Ligase ist eine DNA-Ligase, die glatte und
iiberhdngende DNA-Enden kovalent verbinden kann. Zur spdteren Kontrolle der Transformation
bzw. anschlieenden Transfektion wurde die Ligationsreaktion auch mit EGFP durchgefiihrt. Das
EGFP-Konstrukt basiert auf einem Vektor der Firma Clontech (pLXSN) und wurde freundlicher-

weise von Herrn Dr. D. Hadaschik zur Verfiigung gestellt.
IV.2.5.2.4. Transformation

Zur Vervielfiltigung der erstellten shRNA-Plasmide wurden diese in a-Select E.coli transformiert.
Die verwendeten E.coli sind kompetente Bakterien, d.h. durch eine bestimmte Behandlung sind
ihre Zellwiande wihrend eines kurzen Hitzeschocks (45sec; 42° C) fiir DNA durchlissiger gemacht
worden. Einmal in der Zelle verfiigen die Plasmide iiber einen bakteriellen Replikationsursprung
(Origin of Replikation) der die aktive DNA-Replikation der Plasmide in Bakterien ermoglicht. Auf
diese Weise werden die Plasmide in den Bakterien vermehrt und an die Nachkommen weitergege-

ben.

Fiir die Transformation wurde 1 pl Plasmidlosung in ca. 15-20 pl E.coli-Suspension, die zuvor auf

Eis aufgetaut wurde, pipettiert und vorsichtig verteilt. AnschlieBend folgte ein Inkubationsschritt
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fiir 5 min auf Eis und dann fiir 45 sec bei 42° C in einem Wasserbad (ohne Riitteln). Daraufhin
wurde das Rohrchen fiir 2 min wieder auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium (ohne
Antibiotika) wurden die transformierten Bakterien fiir 1h bei 37° C geschiittelt. Nach Abschluss
dieses Schrittes wurden die Losungen auf eine LB-Agar-Kulturplatte ausgestrichen, die mit Ampi-
cillin (50-100 pg/ml) beschichtet war. Die LB-Platten wurden iiber Nacht bei 37° C im Inkubator

aufbewabhrt.

Am Folgetag wurden sechs Bakterienkolonien pro Konstrukt mit einer sterilen Pipettenspitze ge-
pickt und in einem Roéhrchen mit 6 ml LB-Medium aufgenommen. Es wurden stets einzelne, gut
isolierte Kolonien gewihlt. Als nichstes wurden die R6hrchen iiber Nacht in einem Bakterieninku-
bator bei 37° C bei leichtem Schiitteln inkubiert. Die gesamten erwdhnten Arbeitsschritte sollten in
keimarmer Umgebung stattfinden, so dass unmittelbar neben der Werkbank ein Bunsenbrenner

brannte.

Um die vervielfiltigten Plasmide wieder aufreinigen zu kdnnen, wurde das QIAprep Spin Miniprep

Kit von Qiagen nach den Herstellerangaben verwendet.
IV.2.5.2.5. Restriktionsanalyse und Sequenzierung

Bevor die Konstrukte fiir 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 eingefiigt.
Nun wurden die isolierten Plasmide mit dem Restriktionsenzym Xhol gespalten, um die korrekte
Insertion dieser Oligonukleotide nachzuweisen. Die Reaktion fand in einem 10 pl-Ansatz statt, der

zunéchst als Mastermix fiir alle Proben angesetzt wurde:

- 4 pl Miniprep-DNA

- 1ulBSA

- 1 pl 10x NEB2-Puffer
- 0,1 ul Xhol (20 U/ul)

- 3,9 ul steriles Wasser

Die Spaltung wurde fiir mindestens zwei Stunden bei 37 °C in einem Heizblock durchgefiihrt und
die Reaktionsgefafle danach wieder auf Eis gestellt. Ein kleiner Teil der Losung konnte fiir die
Gelelektrophorese (1%iges Agarosegel) verwendet werden (sieche dazu auch Kapitel 1V.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 Gréfle von 5,26 kb und eine mit 1,34 kb. Wenn diese

30



Material und Methoden

zwei Banden vorhanden waren, wurde eine Sequenzierung durchgefiihrt, um festzustellen, ob es zu

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

Fiir die Sequenzierung wurde jeweils folgender Ansatz (20 pl) vorbereitet:

13 pl Miniprep-DNA (1 pg)

4 pl Sfach-Puffer

1 pl pSIREN Forward Primer (10 uM)
2 ul Big Dye

Folgende Temperaturstufen wurden fiir 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 Reaktionsgefdle wurden anschlieBend zur DNA-Féllung mit Folgendem aufgefiillt:

- 80 pul RNase-freies Wasser
- 10 pl Natriumacetat (3 M)
- 250 pl Ethanol (100%)

Das Gemisch wurde auf einem Vortexer gut gemischt und dann fiir 15 min bei 13000 rpm zentrifu-
giert. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das DNA-Pellet mit kaltem 70%igem Ethanol gewa-
schen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und das ReaktionsgefiB wurde

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

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

licherweise von der AG Prof. Hiort iibernommen 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 fiir eine shRNA in

keiner Probe die passende Sequenz gefunden, wurden die Schritte ab 1V.2.5.2.3 wiederholt.

Es erfolgte nun eine erneute Transformation, um eine grofere 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 noétigen viralen Gene deletiert wurden und durch die shRNA Expressionskassette und das Neo-
mycin-Resistenzgen mit Promoter ersetzt wurden. Um also reife Viren herzustellen, miissen diese
Vektoren zunidchst in eine Verpackungszelllinie transfiziert werden, in die sogenannten BOSC-

31



Material und Methoden

Zellen. Diese exprimiert alle zur Virusreplikation ndtigen viralen Gene und verpackt das transkri-
bierte virale RNA-Genom von pSIREN in die Viruspartikel. Letztere schniiren sich von der Zell-
membran ab und werden in den Zellkulturiiberstand freigesetzt. Dieser Uberstand wurde sterilfil-
triert und in das Kulturmedium der Prdadipozyten 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 konnen dann mit dem

Antibiotikum Neomycin (G418) selektiert werden.

Alle im Folgenden erklirten Zellversuche wurden wie auch die Adipozytendifferenzierung auf
einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Zundchst wurden unter Zuhilfenahme einer Neubauer-
Zahlkammer die BOSC-Zellen gezdhlt, um anschlieBend 1,7 x 10° Zellen in kleine Kulturflaschen
(25 cm?) auszuséen. Nach Hinzugabe des Kulturmediums (6 ml DMEM mit 10% FBS) wurden die
Zellen gut verteilt und im Kulturschrank bei 37 °C und 5% CO, fiir ca. 24 Stunden kultiviert bis
maximal eine %;-Konfluenz erreicht war. Fiir 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 Toxizitdt und eine hohe Effizienz der Transfektion er-
moglichen; OptiMEM ist ein spezifisches Zellmedium. Zunéchst wurden 5 pg Plasmid in 50 pl
OptiMEM aufgenommen. Danach wurden pro Ansatz 450 pl OptiMEM und 15 pl Fugene in ein
weiteres Reaktionsgefdl pipettiert, fiir 5 min inkubiert und anschlieBend zu den 50 pl Plasmidls-
sung hinzugegeben und fiir weitere 20 min inkubiert. Dann konnte die Transfektionslésung vor-
sichtig in die Kulturflaschen auf die Zellen pipettiert werden. Die Zellen wurden nun fiir 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 griine EGFP-

Fluoreszenz im Fluoreszenz-Mikroskop betrachtet werden.
IV.2.5.2.8. Infektion der Wildtypzellen und Selektion

Fiir die Infektion der Praadipozyten wurden 3 ml des Virusiiberstandes verwendet, der zundchst
steril filtiert (0,45 um-Filter) wurde. Um die Interaktion zwischen Zellen und Retroviren zu erho-
hen wurde dem Medium das kationische Polymer Polybrene hinzugefiigt (Davis et al., 2004). Dazu
wurde 1 ml DMEM (20% FBS) mit Polybrene (16 g/ml) zu 3 ml Virusiiberstand hinzugefiigt, so

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

Am Tag vor der Infektion wurden 50.000 Priadipozyten in eine 25cm’-Gewebekulturflasche aus-
gesit. Am néchsten Tag wurde das Medium komplett von diesen Zellen (Wildtypzellen mit ca.
80%iger Konfluenz) entfernt und durch die Virusldsung mit Polybren ersetzt und fiir 24 Stunden

inkubiert. Dann wurden die Zellen gesplittet und pro Konstrukt auf zwei 25cm*-Kulturplatten ver-
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teilt. Nach weiteren 24 Stunden wurde mit der Selektion begonnen. Dafiir wurde das Grundmedium
mit 600 pg/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 geschiitzt. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass ausschlieBlich die
infizierten Zellen tiberleben und fiir spitere Versuche verwendet wurden. Die Selektion wurde fiir
eine Woche durchgefiihrt bis kein Zelltod mehr eintrat, also von einer erfolgreichen und vollsténdi-
gen Elimination der nicht infizierten Zellen ausgegangen werden konnte. Als Kontrolle wurden zur
selben Zeit nicht infizierte Praadipozyten 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 Uberstand der pLXSN-EGFP transfizierten BOSC-Zellen, befinden sich Viren, die eine
EGFP-Expressionskassette enthalten. Diese Viren wurden zur Kontrolle der Infektionseffizienz
ebenfalls auf Priadipozyten gegeben. Die erfolgreich infizierten Zellen leuchten im Fluoreszenz-

mikroskop griin.
1V.2.5.2.9. Aussaat der shRNA-Zelllinien

Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden von jeder Knock-down-Zelllinie zwei 25cm*-Kulturplatten
verwendet, um ausreichend Zellen fiir weitere Experimente anzuziichten. Nach der Aussaat wurden
die Zellen bis zu einer 80%igen Konfluenz herangezogen. Die verschiedenen Knock-down-
Zellinien wurden dann gezéhlt und alle am selben Tag in die entsprechenden Kulturgefd3e fiir wei-
tergehende Experimente ausgeséit 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 fiir die Erstellung von stabilen Knock-down-Zelllinien wurde insgesamt zweimal
durchgefiihrt. Das erste Mal fiir: sh.GIPR1, shGIPR3 und sh.contrl. Das zweite Mal fiir: sh.GIPR1,
sh.GIPR4, shGIPR6, sh.contr] und Wildtypzellen. Daher lagen fiir die Analyse Daten aus sechs
Replikaten fiir sh.GIPR1 und sh.contr] und aus drei Replikaten fiir sh.GIPR3, sh.GIPR4, sh.GIPR6
und Wildtypzellen vor. Im zweiten Durchgang wurden fiir die Oil Red O Analyse mehr Platten

ausgesit, 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:
,ShRNAT1“ entspricht sh.GIPR1, ,,shRNA2“ entspricht sh.GIPR3, ,shRNA3“ sh.GIPR4,
,»ShRNA4“ shGIPR6 und ,,Negativkontrolle* entspricht sh.contrl.

1V.2.6. RNA-Isolation

Nach Abschluss der jeweiligen Experimente wurden die differenzierten Zellen mit kaltem PBS
vorsichtig zweimal gewaschen, nach Eintauchen in fliissigen Stickstoff gefroren und dann bei ca. -

150° C gelagert.

Zur Isolation der gesamten RNA wurde die Phenol-Chloroform-Aufreinigung herangezogen. Dazu
wurde zunéchst fiir die Zelllyse 1 ml Trizol bzw. Quiazol-Reagenz bei 10 cm groflen 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 gelost und in ein 2 ml-
Reaktionsgefdl} tiberfiihrt und nach griindlichem Schiitteln fiir zehn Minuten bei 13000 rpm (4° C)
zentrifugiert, so dass sich drei Phasen bildeten. Zur Reinigung wurde der Uberstand zwischen Pel-
let und Fettfilm in ein weiteres Reaktionsgefdf tiberfithrt und 250 pl Chloroform (bzw. bei Sechs-
lochplatten 125 pl) hinzugegeben. Nach ca. 15-sekiindigem Schiitteln auf dem Vortexer wurde die
Proben bei Raumtemperatur fiir drei Minuten inkubiert und danach erneut fiir 10 Minuten zentrifu-
giert (13000 rpm, 4° C). Nach diesem Arbeitsschritt wurde auf eine RNase-freie Umgebung geach-
tet. Die wissrige Phase konnte nach der Zentrifugation zusammen mit derselben Menge kaltem 2-
Propanol in einem RNase-freien Reaktionsgefdl nach kurzem Schwenken fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend fiir 10 Minuten zentrifugiert (13000 rpm, 4° C) wer-
den. Im folgenden Arbeitsschritt wurde der Uberstand verworfen, 75%iges Ethanol (in DEPC-
Wasser) hinzugegeben und ausfiihrlich geschiittelt, um nach erneutem Zentrifugieren (13000 rpm,

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

1V.2.7. DNA-Verdau

Nach der RNA-Isolation wurden die Proben mithilfe des Ambion-DNA-free-Kit gemal3 Hersteller-
angabe aufgereinigt, um eine Verunreinigung der Proben mit DNA zu verhindern. Fiir die Verwen-
dung des Kits wurden 0,5 ml grole RNA-freie Reaktionsgefafle verwendet, eine Reaktionsmenge
von 50 pl und das Protokoll ,,Routine DNase treatment™ fiir die Entfernung von 2 pg genomischer
DNA bei bis zu 10ug RNA pro 50 pl-Ansatz gewéhlt. Fiir die Aufreinigung wurden 1 ml rDNase,
5 pl 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 Stammldsung mit Uberstand angesetzt.
Es wurden elf pl der DNase-free-Stammlosung mit 39 pl Probe vermengt und bei 37° C 30 min
inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 pl Inactivation Buffer beendet.
Unter mehrfachem Mischen wurde der Reaktionsansatz mit dem Inactivation Buffer 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert und danach fiir 1,5 min mit 13000 rpm zentrifugiert. Nach dem Zentri-

fugierschritt konnte der Uberstand vorsichtig in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt 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-Verdiinnung hergestellt und diese bei 260 nm gemessen.
Die RNA-Menge musste fiir das Umschreiben in cDNA bestimmt werden. Auflerdem wurde die
Extinktion bei 280 nm gemessen, um den Quotienten 260/280 bilden zu kénnen. 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

aufbewabhrt.

IV.2.9. Gelelektrophorese

Eine weitere Moglichkeit, die RNA-Probenqualitit zu liberpriifen oder das Produkt einer qualitati-
ven PCR aufzutrennen, ist die Gelelektrophorese. Hierbei werden die elektrisch geladenen Nukle-
insduren durch Anlegen eines elektrischen Feldes (ca. 80 mA) nach Ladung und GroBe 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 L6-
sung entstanden war. Eine Gelkammer wurde mit einem Kamm versehen und die Rdnder mit Kle-
beband abgeschlossen. Das leicht erkaltete, fliissige Gel wurde mit 10 ul ETB vermischt und in die
Gelkammer gegossen. Nach vollstindigem Erkalten wurde der Kamm entfernt und das Gel in die
Elektrophoresekammer iiberfiithrt und mit TBE-Puffer tiberschichtet. Die aufzutragende Probe wur-
de mit Bromphenolblau (ca. 25% des Probenvolumens) als Ladepuffer gemischt und in die Gel-
taschen pipettiert. Durch Verwendung einer fertigen Losung aus Bromphenolblau und Markermo-
lekiilen (DNA-Leiter) konnte eine genaue GroBenbestimmung vorgenommen werden, was insbe-
sondere bei der qualitativen PCR notwendig war (s. Kapitel IV.2.11.2). Nachdem die Proben das
Gel ungefiahr 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 fiir ribosomale RNA. Diese Qualititsiiberpriifung wur-

de regelmiBig durchgefiihrt.

IV.2.10. Herstellung von cDNA

Die isolierte und aufgereinigte RNA wurde mit der Superscript II Reverse Transcriptase von invit-
rogen in cDNA umgeschrieben. Dafiir wurden 4 pg RNA der jeweiligen Probe (das benétigte Vo-
lumen wurde durch die Bestimmung der RNA-Menge ermittelt, s. Kapitel IV.2.8) mit RNase-
freiem Wasser auf 20 pl aufgefiillt. AnschlieBend wurde zu jeder Probe 2 pl randomisierte Oligo-
dt-Primer (10 pM) und 2 pl ANTP-Mix (2,5 mM) hinzugegeben; wurden mehrere Proben umge-
schrieben, wurde zu Beginn des Versuchs eine Stammldsung mit Uberstand angesetzt und auf Eis
gelagert. Das erhaltene Gemisch wurde fiir 5 min bei 65° C inkubiert. Nach diesem Schritt wurden

folgende Reagenzien hinzugegeben:

8ul Sfacher First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8,3 bei Raumtemperatur),
2 ul DTT (0,1 M),

1 pl Superscript II Reverse Transcriptase (200 u/ul) und
1ul RNase-Inhibitor (40 U/pl)

und 60 min bei 45 °C und weitere 15 min bei 70 °C inkubiert. Wéhrend des Pipettierens zwischen
den Schritten wurden die Proben auf Eis gestellt, um ein weiteres unkontrolliertes Reagieren zu
verhindern. Auch bei der zweiten Losung wurde bei mehreren umzuschreibenden Proben zunichst

eine Stammldsung angelegt und fiir kurze Zeit auf Eis gelagert.

Nach Abschluss der Reaktion konnten die Proben fiir 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 vervielfaltigt
werden konnen, um eine weitere Analyse zu ermdglichen. In mehreren Schritten werden zunéchst
die DNA-Stringe getrennt (Denaturierung), anschlieend die sequenzspezifischen Primer gebun-
den (Annealing) und zuletzt die Stringe 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 bendtigten Temperaturen werden
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durch einen Thermocycler gewihrleistet und die Zyklen nacheinander ca. 30 bis 40mal wiederholt

bis genligend DNA-Material zur Verfiigung steht.

Prinzipiell kann man die qualitative von der quantitativen PCR unterscheiden. Die qualitative wird
verwendet, um bestimmte Gene nachzuweisen; wihrend die quantitative PCR einen Eindruck von
der Menge eines Gens oder vielmehr von der Menge einer mRNA und damit der Genexpression
vermittelt. Fiir 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. Fiir den Nachweis der Blockierung des GIPR mittels RNA Interferenz
wurde die quantitative PCR herangezogen, um im Vergleich zu einer Kontrollprobe die Haufigkeit
des Rezeptors zu iiberpriifen. Auch die Messung der Differenzierungsmarker in den Knock-down-

Proben wurde mithilfe der quantitativen PCR durchgefiihrt.

IV.2.11.1. Primer-Design

Anhand der Sequenz, die in der Datenbank des National Center for Biotechnology (NCBI) zu fin-
den ist, konnen die spezifischen Primer hergestellt werden. Mithilfe des Programms Primer Design
der Firma Applied Biosystems wurden optimale Primersequenzen erstellt. Zur Sicherung der Spezi-
fitdt wurde die erhaltene Primersequenz mit allen bekannten Genomen mittels Basic Local Allign-
ment Search Tool (BLAST) gegengepriift. Die Synthese der Primer wurde von der Firma Biometra
in Gottingen tibernommen. Vor Verwendung der Primer wurde ein Linearitétstest durchgefiihrt, um
die optimale Verdiinnungsstufe zu testen und eine Dissoziationskurve angefertigt (Bookout, 2005).

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

IV.2.11.2. Qualitative PCR

Fiir die qualitative PCR wurden im Rahmen dieser Arbeit die Primer LX1 und MCA4R fiir die Ver-
suche mit den GIPR-KO-Zellen und der Primer rGIPR fiir die Versuche mit den GIPR-KI-Zellen

verwendet.

Im Folgenden sind die Reaktionsansétze mit einem Gesamtvolumen von 25 pl angegeben:

2 ul Probe

- 0,5 pul Forward Primer

- 0,5 pul Reverse Primer

- 1 pl ANTP-Mix

- 2,5 ul 10fach-Puffer (fiir hohe Ertrage)
- 0,5 ul TAQ-Polymerase

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

folgend dargestellt:

- 3 min 94 °C Anfangsdenaturierung
- 40 mal:
1. 45sec 94 °C
2. 30sec 57,7°C(LX1)
56,9 °C (MC4R)
70,0 °C (rGIPR)
3. 45sec72°C
- 7 min 72 °C Abschlussamplifikation

Die Ansétze wurde jeweils auf Eis zusammenpipettiert und anschlieBend fiir die Durchfithrung
nach entsprechender Zyklusprogrammierung in einem Thermocycler der Firma Eppendorf gesetzt.
AnschlieBend wurde das Produkt gelelektrophoretisch aufgetrennt und fotografisch dokumentiert

(s. Kapitel 1V.2.9).

IV.2.11.3.RT-PCR

RT-PCR steht in dieser Arbeit fiir Realtime-PCR und stellt eine quantitative PCR-Methode dar.
Der Name bezieht sich darauf, dass bereits wihrend der Durchfiihrung eine Auswertung der einge-
setzten DNA-Menge stattfindet. Es wird ein Farbstoff (SYBR-Green) verwendet, der sich in dop-
pelstringige Nukletidketten einlagert und ein Fluoreszenzsignal emittiert, das von dem PCR-Gerit
(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 Versuchsdurchfiihrung wurden 96-Loch-Platten verwendet und von allen Proben Doppelwerte
bestimmt. Parallel wurde fiir jeden Primer und Reaktionsansatz eine ,,No-Template-Control* mit-
gefiihrt, in der anstatt einer Probe das entsprechende Volumen RNase-freies Wasser eingesetzt
wurde. Dadurch sind moégliche Verunreinigungen zu detektieren. Fiir die Quantifizierung des GIPR
wurde der Primer LX2 und fiir die Quantifizierung des Referenzgens wurde der Primer 36B4 ver-
wendet. Die Differenzierungsmarker wurden mit den Primern Prefl, PPARy 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 MGCl,,
Reference Dye, 20 mM dNTP working solution, SYBR Green, TAQ-Polymerase.
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Es wurde eine ,,2Step-PCR* gewdhlt, in der die beiden Schritte der Primerhybridisierung und der

Polymerisation auf einen Schritt verkiirzt 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)

Fiir die Analyse der Ergebnisse und die Bestimmung der relativen Expression wurde die AA-Ct-

Methode verwendet.

Fiir die AA-Ct-Methode wurde die relative Expression nach folgendem Quotienten bestimmt:

(E target)ACP target (mean control)- (mean sample)
Ratio =

(E reference)ACP reference (mean control)- (mean sample)

Bei der Standardkurvenmethode wird fiir das ,,Gene of Interest* (engl. fiir: Gen des Interesses) und
das Referenzgen bei jedem PCR-Durchlauf eine Standardkurve produziert, indem jeweils eine Ver-
diinnungsreihe mit standardisierter cDNA (z.B. die Wildtypkontrolle an Tag 6 mit der hochsten
Genexpression) angesetzt wird und eine lineare Regressionanalyse durchgefiihrt wird. Anhand der
errechneten Formel kann in jeder Probe auf die Genquantitit geschlossen werden (Bookout, 2005).
Die Berechnung wurde mit dem Programm Excel aus dem Microsoft Office Paket 2007 durchge-
fiihrt. Anschliefend 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

Fiir die Darstellung der ermittelten Werte wurden Balkendiagramme gewahlt. Bei Versuchsreplika-
tion wurden Mittelwerte und Standardabweichung bestimmt. Bei mehreren Versuchswiederholun-
gen wurde eine Normalverteilung postuliert und der zweiseitige t-Test fiir unverbundene Stichpro-
ben zur Signifikanzberechnung angewendet. Ab einem P < 0,05 wurde statistische Signifikanz, fiir
ein P < 0,01 wurde statistisch hohe Signifikanz angenommen und in den Balkendiagrammen mit
» e bzw. ,,**“ gekennzeichnet. Die Berechnungen und Diagrammgestaltungen wurden mit dem

Programm Excel aus dem Microsoft Office Paket 2007 durchgefiihrt.
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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 adipozytiren Differenzierung nahe legten. In Abbil-
dung 7 ist das Ergebnis einer qualitativen PCR dargestellt, fiir die GIPR-KO-Zellen aus vier ver-
schiedenen Zelllinien und inguinale Wildtypzellen als Kontrolle bis Tag 6 differenziert wurden.
Neben einem Primer fiir 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.

FLFLETS ELILEL ™

N AN NN NN NN
‘(9 Q) ("2 Q) ”(9 Q) (9' Q) |
GIPR-Primer MC4R-Primer
504 bp 501 bp

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 fiir MC4R (Produkt bei 501 bp) als Ladekontrolle. Uberpriift wurden jeweils vier verschiedene KO-
Zelllinien und inguinale Wildtypzellen als Kontrolle.

In den linken fiinf Geltaschen wurden die PCR-Produkte aufgetragen, fiir 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 fiinften Bahn wurde Material von inguina-
len Wildtypzellen aufgetragen; hier stellt sich auf der erwarteten Hohe eine deutliche Bande und

damit der GIPR-Expressionsnachweis dar.
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Als Ladekontrolle wurde fiir alle Proben der bereits vorher erfolgreich angewendete MC4R-Primer
benutzt. Diese PCR-Produkte wurden in den rechten fiinf Bahnen in entsprechender Reihenfolge

aufgetragen. Fiir alle Proben ergab sich eine Bande auf der Hohe 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. Fiir die Templates wurden jeweils zwei unterschiedlichen Zellrei-

hen fiir 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 fiir 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 Hohe von 1300 Basenpaaren ist eine deutliche Bande bei der Positivkontrolle
und den Gelbahnen fiir 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.

41



Ergebnisse

V.3. GIPR-Expression in Wildtypzellen wiihrend der Differenzierung

Um die Rolle des GIPR bei der Fettzelldifferenzierung weiter zu untersuchen, wurde das Expressi-
onsmuster wihrend der Differenzierung iiberpriift. 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.

()] (o)}

N
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relative Expression
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Abbildung 9: Differenzierungsabhingige Zunahme der GIPR-Expression wéhrend 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 unabhéngigen 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. Wihrend 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

adipozytiren 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. Fiir diese Transfektion wurden verschiedene Techniken ausprobiert;
zunédchst das Amaxa® Nucleofector®-Kit, anschliefend 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 adipozytire GIPR-System anzuwenden.

Abbildung 10 zeigt einen exemplarischen Versuch, mit Amaxa® Nucleofector® GIPR-siRNA zu
transfizieren. Die Prdadipozyten wurden zwei Tage nach Aussaat vor Erreichen der vollstdndigen
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 (groBer 1) erhdht ist. Es ist kein einheitliches Verhalten der Ex-

pression in den siRNA 1-Proben zu erkennen.

j._JLJ

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

relative Expression

BsiRNA1 100 pmol  ®siRNAT1 200 pmol

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 Praadipozyten (zwei Tage nach
Aussaat, ein Tag vor Erreichen der Konfluenz) mittels Amaxa® Nucleofector®. Durchfithrung einer
Versuchsreihe (n=1).

Derselbe Versuch mit erhohter 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 héher (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 griine 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 spdter induziert. AuBerdem
wurden Wildtypzellen mitgefiihrt, die der Elektroporation und dem Transfektionsreagenz jedoch

keiner siRNA ausgesetzt waren (schwarze Balken).

Tag 1 Tag 2 Tag 3

relative Expression

S = N W kA N

Bs5iRNA1 100 pmol siRNA2 100pmol ®WT Epi + N

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 Pridadipozyten-Stadium (zwei
Tage nach Aussaat, zwei Tage vor Erreichen der Konfluenz) mittels Amaxa® Nucleofector®. AufBlerdem
Mitfiihren von Wildtypzellen, die Elektroporation und Transfektionsreagenz ohne siRNA erhalten haben.
Durchfiihrung einer Versuchsreihe (n=1).

Nachdem an Tag 1 nach Induktion (72 Stunden nach Transfektion) in beiden Proben die GIPR-
Expression nur knapp die Nachweisgrenze iiberschreitet, ist an Tag 2 und 3 die Rezeptor-
Expression iiber der in der Negativkontrolle (siRNAT1 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 hoéher als in der
Negativkontrolle (2,4mal bzw. 5,7mal). Die in Abbildung 10 und Abbildung 11 dargestellten Ver-
suche zeigen ein unregelmiBiges 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).
AuBerdem konnten die Effekte nicht reproduziert werden, so dass diese Transfektionstechnik ver-

lassen und zunédchst 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-
eintrachtigung der Zelle erreicht werden. Neben der Transfektionstechnik wurden weitere Veridnde-
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. Uber dem Balkendia-
gramm sind zur Veranschaulichung des Differenzierungsverhaltens Mikroskopiebilder der dazuge-
hoérenden Zellen (inklusive der Negativkontrolle) an Tag 3 in 40facher Vergroferung 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.

neg. siRNA siRNA 1 siRNA 2
Tag 3

relative Expression
—_
W

Tag 0 Tag 3 Tag 6

BsiRNA1 200 pmol  ®siRNA2 200 pmol

Abbildung 12: Expression des GIPR an den Tagen 0, 3 und 6 der Differenzierung. Transfektion mittels
Lipofectamine™ 2000-Reagenz direkt vor Induktion, Inkubation fiir sechs Stunden mit neg. siRNA, siRNA1
und siRNA2, jeweils 200 pmol. Die Expression ist dargestellt in Relation zur Expression in der
Negativkontrolle. Dariiber sind Mikroskopiebilder der dazugehérenden Zellen an Tag 3 in 40x-Vergroferung
zu sehen (n=1).
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Aus Abbildung 12 wird auBBerdem deutlich, dass trotz Verwendung der siRNA kein durchgehender
Effekt auf die GIPR-Expression erzielt wurde. Ist bei Verwendung der siRNA2 an Tag 0 zunéchst
eine 0,4fache Expression des GIPR in Vergleich zur Negativkontrolle zu messen, ist sie an Tag 3
2,2fach; andersherum verhilt es sich fiir siRNA 1 (Tag 0 2,6fach; Tag 3 0,7fach). An Tag 6 liegt
fiir beide Proben eine 1,4 bis 1,9fache Expression vor. Wiederholungen des Versuches ergaben
keine wesentlichen Verdnderungen des Ergebnisses, es waren keine reproduzierbaren, systemati-

schen Effekte auf die Rezeptorexpression zu erreichen.

Um die Effizienz eines konsistenten Knock-downs zu erhdhen, wurde in folgendem Versuchansatz
(Abbildung 13) ein Pool aus unterschiedlichen GIPR-spezifischen siRNA gewdhlt. 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 (hellgriine 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 verédndert.

neg. siRNA Pool (1,2,3 Pool (1,2 je
Tag 6 je 100 pmol) 150 pmol)
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J

relative Expression
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Tag 0 Tag 3 Tag 6

® siRNA-Pool (1,2,3 je 100 pmol) siRNA-Pool (1,2 je 150 pmol)

Abbildung 13: Expression des GIPR an den Tagen 0, 3 und 6 der Differenzierung. Transfektion mittels
Lipofectamine™ 2000-Reagenz direkt vor Induktion, Inkubation fiir 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). Dariiber sind
Mikroskopiebilder der dazugehdrenden Zellen an Tag 6 in 40x-Vergroferung zu sehen nach Farbung 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-Farbung 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 Verédnde-
rung in der GIPR-Expression induziert. Einzig liegt eine etwas geringere Expression in den siRNA-
Proben an Tag 6 vor. Es ist aulerdem zu erkennen, dass alle Proben nach Firbung vergleichbar
gerdtet 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 unabhingigen 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.

relative Expression

Tag 0 Tag 3 Tag 6

Hneg.-siRNA (n=3) BsiRNA1 (n=3) ®siRNA2 (n=3) ®siRNA3 (n=2)

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 fiir fiinf 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 durchgefiihrt worden. Gezeigt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung. Die Expression ist dargestellt in Relation zur Expression in der Negativkontrolle an
Tag 6 (n=3; fiir siRNA3 n=2).
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Aus Abbildung 14 wird deutlich, dass sich Effekte, die bei einzelnen Versuchen unter Umstdnden
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-
trichtigung des adipozytidren GIPR-Systems erreicht werden. Nach mehrfacher Optimierung der
verschiedenen Variablen scheint dieser Ansatz nicht bestmoglich, 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
Moglichkeit, ein Gen dauerhaft zu hemmen. Durch Transfektion der shRNA in Wildtypzellen
konnten Zelllinien erstellt werden, in denen die GIPR-Expression wihrend 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 konnen.

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 stirker ausgeprigt 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 O fiir 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 fiir die sShRNA3-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 Ausreiler weit auseinander. Wegen der dif-
ferenzierungsabhingig zunehmenden Rezeptorexpression (sieche auch Abbildung 9) nehmen die

GIPR-mRNA-Mengen in allen Proben wihrend der Adipogenese zu.
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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 mitgefiihrt. Dargestellt ist
die jeweilige Rezeptorexpression in Relation zur Expression in der Negativkontrolle an Tag 6, aulerdem sind
die Standardabweichungen gezeigt. Fiir Wildtypzellen, shRNA2, shRNA3 und shRNA4 wurden drei
unabhdngige Versuche durchgefiihrt; fiir die Negativkontrolle und shRNA1 wurden sechs unabhéngige
Versuche durchgefiihrt. 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-Férbung 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 Versuchsdurchldufen gezeigt.
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"

shRNA1 shRNA2 Negativ-
kontrolle

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 gefarbt 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 Farbung 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 bestétigt (Abbildung 17).

0,5 -

Tag 0 Tag 3 Tag 6

EshRNA1 BshRNA2 ™ Negativkontrolle

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 geférbt worden und anschlieend densitometrisch ausgewertet worden (n=3).
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Werden die Zellen inkubiert, erhalten diese nach Erreichen der Konfluenz das Induktionsmedium,
das zusitzlich IBMX, Dexamethason und Indometacin enthilt. Diese Zugabe wird verwendet, um
die Differenzierung zu iniziieren. Damit ausgeschlossen werden kann, dass die Herabregulation des
GIPR mittels RNA Interferenz die zelluldre Fetteinlagerung zwar beeintrichtigt, dies aber wegen
eines starken Induktionsstimulus durch die einzelnen Mediumbestandteile unbemerkt bleibt, wurde
ein weiterer Versuch durchgefiihrt. Die Zellen wurden gleichsam nach Standardprotokoll behan-
delt, zusdtzlich wurden parallele Proben mit einem abgeéndertem 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 nichste Seite).

An Tag 0 ist erwartungsgemal 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 Farbung von shRNA4 ist insbesondere an Tag 6 fiir ,Induktionsmedium
ohne Indomethacin®“ zu erkennen. Fiir dieselbe Bedingung weist im Gegensatz dazu die Probe

sh.GIPR .4 eine etwas stirkere Farbung auf.

In Abbildung 18 ist nur ein Versuchsdurchlauf gezeigt, bei Replikation wiederholt sich das fiir

shRNA4 an Tag 6 (,,Induktionsmedium ohne Indomethacin®) beschriebene Phdnomen.

51



Ergebnisse

Wildtyp- Nagativ-
zallan  kontrolle shRNAL shRNA2 shRNA4

Tagl
Induktionsmadium
komplatt
Induktionsmadium
ohne Indomathacin
Induktionsmadium
ohne IBMX
Induktionsmadium
ohne Dexameathas

Tag3
Induktionsmadium
komplett

Induktionsmadium
ohne Indomathacin

Induktionsmadium
ohne IBMX
Induktionsmadium
ohne Daxamathas

Tag6
Induktionsmadium
komplett
Induktionsmadium
ohnea Indomathacin

Induktionsmadium
ohne IBMX

Induktionsmadium
ohne Dexamsathason

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 gefarbt 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 kénnen; das Ergebnis fiir die
Bedingungen ,.komplettes Induktionsmedium* (oben) und ,,Induktionsmedium ohne Indomethacin*
(unten) ist in Abbildung 19 zu sehen. Die Zelllinie sShRNA2 wurde nur mit dem kompletten Induk-

tionsmedium inkubiert.
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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 Farbung der
Proben shRNA1, shRNA2, shRNA3 und shRNA4, der Negativkontrollen und Wildtypzellen (siche dazu
auch Abbildung 16 und Abbildung 18). Die Proben wurden mit dem kompletten Induktionsmedium
inkubiert. Fiir das Balkendiagramm wurden Mittelwerte mit Standardabweichung verwendet, fiir die
Negativkontrolle und shRNA4 liegen sechs unabhingige Versuche vor (n=6), fiir die restlichen Proben drei
Versuche (n=3).

Abbildung 19 b: Dargestellt ist die densitometrische Auswertung des Oil Red O-Gehalts nach Féarbung der
Proben shRNA1, shRNA3 und shRNA4, der Negativkontrollen und Wildtypzellen (siche dazu auch
Abbildung 16 und Abbildung 18). Die Proben wurden mit dem Induktionsmedium ohne Indomethacin
inkubiert. Fiir das Balkendiagramm wurden Mittelwerte mit Standardabweichung verwendet, fiir alle Proben
liegen drei unabhéngige Versuche vor (n=3).
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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, aufer 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 fiir shRNA4 ein deutlicher Unterschied im Ver-
gleich zu den weiteren. In shRNA4 ist weniger Farbstoffgehalt als in den Vergleichsproben enthal-
ten, dieser Unterschied ist fiir Tag 6 im Vergleich zu Negativkontrolle statistisch signifikant. Somit
bestdtigt sich der makroskopische Eindruck aus Abbildung 18, dass eine geringere Farbung fiir

shRNA4 an Tag 6 bei Weglassen von Indomethacin vorliegt, auch in der Densitometrie.

V.5.3. Auswirkung auf die adipozytiren Differenzierungsmarker Prefl, PPARY
und aP2

Um weiter nach einer Auswirkung des GIPR-Knock-down auf die adipozytire Differenzierung zu
forschen, wurde die Bestimmung von Differenzierungsmarkern herangezogen. Die im bisherigen
Abschnitt bereits erlduterten Proben wurden zur Bestimmung von Prefl, PPARY und aP2 verwen-

det.

Prefl kommt als Prdadipozyten-Faktor v.a. in frilhen Differenzierungsstadien vor und hat einen
hemmenden Einfluss auf die adipozytire Reifung. PPARy gehort zu einer nukledren Hormonrezep-
torfamilie und wird als spezifisch fiir Adipozyten angesehen. PPARy nimmt eine kritische Rolle in
der Induktion der Adipogenese und Aufrechterhaltung des Adipozytenphinotyps ein. Der Marker
aP2 ist ein fettsdurebindendes 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 Prefl, PPARYy und aP2 zu sehen. Es wurden
drei unabhéngige Versuche durchgefiihrt 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 Prefl (a), PPARy (b) und
aP2 (c). Die mRNA-Menge von Prefl (a), PPARy (b) und aP2 (c) ist in Relation zur jeweiligen
Negativkontrolle an Tag 6 dargestellt. Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardabweichung von drei
unabhéngigen Versuchen (n=3).

Abschnitt a der Abbildung 20 zeigt die Expression von Prefl. An Tag 0 ist die Expression in den
Proben mit Ziel-shRNA etwas geringer als in der Wildtyp- und Kontrollprobe. An Tag 3 ist fiir
shRNAT1 eine ca. 1,4mal hohere und fiir shRNA3 eine ca. 0,8mal geringere Expression als bei den

Kontrollen zu messen. An Tag 6 wird eine signifikant hohere Expression bei shRNA1 und eine
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1,2mal hohere Expression bei shRNA3 als bei sh.contrl gemessen; der Unterschied zu Wildtypzel-

len fallt geringer aus.

Bei der Bestimmung von PPARYy (Abschnitt b) dhnelt 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

shRNAT ist an Tag 3 und 6 stets eine etwas geringere Expression als in sh.contr]l zu messen.

In Abschnitt ¢ ist die Bestimmung von aP2 zu sehen. Hier sind keine auffalligen 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 stirkere Expression als in den
anderen Proben zu messen. Fiir shRNAI 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.

Fiir shRNA4 wurde bei der Oil-Red-O-Féarbung 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 PPARy und aP2 an Tag 6.

M sh.GIPR6 Tag 6
2,5 1
1,5 -

0,5 1

PPARg aP2

B Tag6 shRNA4  ®Tag6 Negativkontrolle

Abbildung 21: PPARY und aP2 in der Probe shRNA4 an Tag 6 im Vergleich zur Negativkontrolle. Gezeigt
ist der Mittelwert mit Standardabweichung von drei unabhingigen Versuchen.

Es stellt sich dar, dass beide Differenzierungsmarker im Vergleich zur Negativkontrolle geringer

exprimiert werden. Ein signifikanter Unterschied lésst sich dabei nicht errechnen.
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VI. DISKUSSION

Das metabolische Syndrom gehort zu den groBen Gesundheitsproblemen der westlichen Welt
(Isomaa, 2003). Auch in Deutschland haben wir eine hohe Pridvalenz des metabolischen Syndroms,
je nach Definition werden Angaben zwischen 20 und 30% gemacht (Grundy, 2008). Dabei steht
Adipositas als Risikofaktor fiir 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). Fiir
die vorliegende Arbeit sind insbesondere die Entdeckungen, die den GIPR betreffen, von Bedeu-
tung. So zeigt eine Antagonisierung des Rezeptors antiadipositdre 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-Méuse sind resistent gegen eine hochkalorische Diét (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 Méausen gewonnen wurde. Die Zellen wachsen in der in-vitro-
Kultivierung wie gewdhnliche Wildtypzellen konfluent, fangen dann allerdings nicht an Fett einzu-
lagern. Die Ausschaltung des Gens fiir den GIPR fiihrt hier zu einer gestorten Adipogenese, einer
wesentlichen Funktion der Fettzelle. Diese Beobachtung konnte darauf hinweisen, dass die Resis-
tenz der GIPR-Knock-Out-Mause gegen Gewichtszunahme durch periphere Effekte iiber das Fett-

gewebe vermittelt wird.

Eine weitere mogliche Ursache fiir das beobachtete Differenzierungsdefizit konnte im Insulinsig-
nalweg liegen. Ein Knock-Out des IRS-1 zeigt ebenfalls eine Beeintrachtigung des Differenzie-
rungsvermogens, welche durch eine IRS-1-Reexpression nahezu vollstindig reversibel ist (Fass-
hauer et al., 2001). Auch in den GIPR-KO-Zellen waren Verdnderungen im Insulinsignalweg zu
messen, so dass versucht wurde, das Defizit durch eine IRS-l-Uberexpression wieder aufzuheben
(Daten sind im Vorwege der Arbeit entstanden). Diese Uberexpression konnte erfolgreich durchge-

fiihrt 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 wéhrend der Differenzierung mit Pioglitazon stimuliert wurden (Stimulation
des PPARY), 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 liber den Insulinweg vermittelter Effekt als Ursache fiir das Defizit ausgeschlossen.

Zur Validierung der Beobachtung der gestorten 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

bestétigt werden.

Die durchgefiihrte 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 beeintrachtigen konnten, ist fiir jede Probe ein weiterer Primer
verwendet worden, um die Funktionalitit der PCR zu zeigen. Fiir diese Positivkontrolle wurde ein
Primer fiir den Melanocartin-4-Rezeptor verwendet, der bereits durch die Arbeitsgruppe etabliert
war. Fiir alle vier Zelllinien konnten Banden in den Positivkontrollen dargestellt werden, was den

Nachweis des fehlenden Rezeptors stiitzt.

Als Kontrollprobe fiir die hier dargestellte PCR sind inguinale Wildtypzellen herangezogen wor-
den. Die Wildtypzellen, die fiir die anderen Versuche in dieser Arbeit verwendet wurden, stammen
aus einem epididymalen Fettzelldepot. Dieser Unterschied ist fiir die hier vorliegende Frage zu
vernachléssigen, da der Knock-Out des GIPR sowohl in epididymalen als auch inguinalen Fettzel-

len die Féahigkeit zur Fetteinlagerung beseitigt.

VI.1.2. Validierung der GIPR-Reexpression in den GIPR-KI-Zelllinien

Analog zu dem GIPR-Knock-out fiihrte der IRS-1-Knock-out zu einem Differenzierungsdefizit. Die
Reexpression des IRS-1-Rezeptors machte das Differenzierungsvermdgen vollstindig reversibel
(Fasshauer et al., 2001). Die Reexpression des GIPR in den GIPR-Knock-out-Zellen fiihrte 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 moglich, da kein kommerzieller Antikor-
per fiir die Durchfiihrung eines Western Blot zur Verfiigung stand.
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Als Template wurde cDNA gewdhlt, um die Transkription des Rezeptors in den GIPR-KI-
Zelllinien nachweisen zu konnen. 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-
figung standen, wurde die pPBABE-rGIPR-Probe als Positivkontrolle verwendet. Der Primer wurde
so erstellt, dass nahezu die gesamte Rezeptorsequenz detektiert wird, weshalb das Produkt die hohe
Lange von 1,3 kb aufweist. Auf diese Weise ist das Vorhandensein des rGIPR in den reexprimie-

renden GIPR-KO-Zellen nachgewiesen worden.

Erwdhnenswert bleibt, dass die Bande der Positivkontrolle deutlicher zu erkennen ist. Es wurden
ungefdhr 1,8 ng pPBABE-rGIPR und ca. 0,4 pg cDNA fiir 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 Bandenintensitét
erkennbar. Das ist am ehesten auf die cDNA-Synthese zuriickzufiihren, da die cDNA mithilfe von
Random-Primern umgeschrieben wurde und somit die Menge der GIPR-mRNA in voller Linge
deutlich geringer sein wird als die eingesetzte Gesamtmenge. Zwar ist die verwendete Superscript
Reverse Transkriptase laut Herstellerangabe fiir eine cDNA-Lénge von 12,3 kb geeignet, dennoch
sind zusidtzlich zum randomisierten Primerannealing unterschiedlich hiufig vorkommende Synthe-
seabbriiche wihrend der Umschreibung als Ursache fiir die geringer angefarbte Bande wahrschein-

lich.

Es ist fiir die Wildtypzellen kein PCR-Produkt zu erhalten, da aufgrund einer geringen Sequenz-
homologie des Maus- und des Ratten-GIPR der verwendete Primer dafiir nicht geeignet ist. Eine
erhaltene Bande bei Wildtypzellen wire in diesem Kontext eher ein Hinweis auf ein unspezifisches
Ergebnis. Somit unterstiitzen die fehlenden Banden fiir Wildtypzellen und der Wasserkontrolle das

Ergebnis.

Aufgrund des Fehlens eines geeigneten Antikdrpers konnte die Funktion des Rezeptors auf Pro-
teinebene nicht tiberpriift werden. Ein solches Experiment hétte neben der Transkription auch die
Translation des Rezeptors beweisen konnen. In Ergidnzung dazu wire ein funktioneller Test opti-
mal. Die Versuche dieser Arbeit konzentrierten sich jedoch iiberwiegend auf die Anwendung der

RNA Interferenz als Methode zur Blockierung des GIPR.

VI.1.3. Bestimmung des GIPR-Expressionsprofils in Wildtypzellen wihrend der
Adipogenese

Wie sich die Expression des GIPR wihrend der Differenzierung verhilt, 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 wihrend der Differenzie-

rung zunimmt.

Der GIPR wird ab dem Zeitpunkt der Induktion zunehmend ausgebildet und liegt in vollstindig
differenzierten Adipozyten in einer hoheren Menge vor. Die Adipozyten an Tag 6 enthalten intra-
zelluldr fast 900mal so viel GIPR-mRNA wie Tag 0-Adipozyten. Die differenzierungsabhingige
Expression wurde bereits flir 3T3-Adipozyten in der Literatur beschrieben (Yip et al., 1998; Song
et al., 2007). In der Publikation von Song wurde der grofite Zuwachs der Rezeptorexpression in
frithen Stadien der Differenzierung beschrieben; so wurde eine Verdopplung des GIPR bereits 30
Minuten nach Induktion von 3T3-Adipozyten gezeigt. Ahnliches konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, nur dass hier der Zuwachs der intrazelluldren 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 uneingeschrinkt miteinander zu vergleichen, da in der zitierten Publi-
kation der Nachweis auf Proteinebene erbracht wurde. Die dafiir verwendeten Antikérper waren
nicht kommerziell verfiigbar und es waren keine reproduzierbaren Informationen iiber Herkunft

und Produktion zu erhalten.

Die Annahme, dass die Adipogenese durch den GIPR beeinflusst wird, wird durch die zunehmende
Transkription des GIPR wihrend der Differenzierung unterstiitzt. Alle wichtigen Faktoren, die die
Adipogenese positiv beeinflussen, werden in einer differenzierungsabhingigen Weise exprimiert.
Als prominente Beispiele sind hier v.a. der Insulinsignalweg, PPARy 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 differenzierungsabhingigen Expression
sehr gut verwertbar. Als relativer Bezugspunkt wurde die Expression von 36B4 gewihlt, dieses
Gen dient als sogenanntes Haushaltsgen, da es in konstanter Menge in den Adipozyten vorkommt
und nicht durch Differenzierung oder Stimulation verédndert 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).

V1.2. Knock-down des GIPR

Erst 2001 wurde die RNA Interferenz als eine neue Methode eingefiihrt, auch in Sdugetierzellen
genspezifische Untersuchungen durchzufiihren (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 iiberpriifen 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 fiir die Anwendung von
siRNA in Adipozyten oder zur Beeinflussung des GIPR. Viele Publikationen sind erst wihrend der
Durchfithrung der Experimente ver6ffentlicht worden und haben diese in unterschiedlichem Malle

beeinflusst.

Es sprach viel fiir die Verwendung von siRNA: Sie konnten fertig synthetisiert und bereits getestet
und validiert bezogen werden, wodurch ein sofortiger Einsatz dieser Methode moglich war. Auf3er-
dem wurden bis dato effizientere Transfektionsergebnisse mit siRNA als mit plasmidbasierten

Techniken erreicht (Dykxhoorn ef 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 héngt von Zelltyp und Umsatz des zu supprimierenden Proteins ab. Im
Durchschnitt kann davon ausgegangen werden, dass das Signal drei bis fiinf Zellteilungen iibersteht
und nach sieben bis zehn Teilungen wieder das normale Ausmal erreicht hat. Fiir die meisten Zell-
typen folgt daraus eine Gensuppression, die ca. drei bis fiinf Tage stabil ist (McManus und Sharp,

2002).

Die fiir 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 durchgefiihrt werden, um die Signalverarbeitung iiber den GIPR wenigstens
bis Tag 3 zu beeinflussen. Héaufig verwendete Methoden sind Elektroporation und Lipofektion,
welche auch fiir diese Arbeit angewendet wurden. Lipofektion wird jedoch nicht fiir Adipozyten,
sondern nur fiir Prdadipozyten empfohlen, da intrazelluldre Lipide die Transfektion stdren kdnnten.

Das ist ein weiterer Grund fiir eine frithe Transfektion.

Zunichst wurde die Technik der Elektroporation angewendet. Das Amaxa® Nucleofector® Set
bietet eine Abstimmung von Parametern fiir den Stromimpuls und dem Transfektionsreagenz, die
laut Hersteller fiir Praadipozyten geeignet ist. Elektroporation wurde bereits hdufig 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 fillt 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* MaR erreicht hat. Dies konn-
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 Erhohung der siRNA-Menge auf 200 pmol erhdlt man ein anderes Expressionsmuster. Ein
Knock-down-Signal scheint allenthalben 48 Stunden stabil, die Expression ist aber in der Kontroll-
siRNA erst hoher, dann niedriger als in Wildtypzellen (nicht dargestellt). Man kénnte die erhdhte
Expression des GIPR in der Kontrolle als Zeichen eines unspezifischen Nebeneffektes verstehen,
da eine Aktivierung des Interferonsystems auch zu einer Geninduktion fithren kann (Sledz et al.,
2003; Sledz und Williams, 2004). Es fehlt fiir eine bessere Interpretation aber die Auswertung des
Tag 0, auBerdem wire zur Beurteilung der allgemeinen Genexpression der Zelle eine Analyse wei-

terer Gene hilfreich.

Die Anwendung einer weiteren siRNA (sieche 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 gewéhlt 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 hoher
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 Expressionsaktivitit der Zellen hin, da tendenzi-
ell in diesen Zellen eine hohere 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 lésst.

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 ausgeprigten Zellsterben fiihrt, weshalb es z.T. zu einer Verldngerung der Priadi-
pozytenphase bis zur Induktion kam. Durch das Zellsterben dauerte es also ldnger bis eine voll-
stindige Konfluenz der Zellen in der Kulturschale erreicht war; dadurch kam es einerseits zu einer
Storung der Zelldifferenzierung und anderseits zu einer Verkiirzung der potentiellen Knock-down-
Zeit in Adipoyzten nach Induktion. Aufgrund dieses negativen Einflusses der Elektroporation auf

die Differenzierung der Zellen und der unregelméfBigen 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 hdufig als Transfektionsmethode verwendet. Auch in Adipozyten wur-
de dieses Reagenz bereits angewendet (Katome et al., 2003). Der gro3e Vorteil dieser Methode ist,
dass die Zellen nicht von der Kulturplatte gelost werden miissen. Es kann daher der Eingriff in das
Differenzierungsprotokoll geringgehalten werden und es kommt beispielsweise nicht zu einer Ver-
langerung bzw. Verzogerung der Fettzelldifferenzierung. Auch hierbei wurde als Zeitpunkt der

Transfektion das Praadipozytenstadium gewéhlt.

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 dariiber berichtet, dass auch mehrere siRNA fiir einen effizienzen Knock-
down verwendet werden kdnnen (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 Prdadipozyten transfiziert wurden (sieche 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 iiber 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 stort. Auflerdem 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 durchgefithrte 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 durchgefiihrt.

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 fiinf siRNA effektiv (Dallas und Vlassov, 2006), so dass
man an dieser Stelle fiir ein weiteres Bemiihen mit siRNA argumentieren konnte. Auch hétte man
auf siRNA anderer Hersteller ausweichen oder diese selbst herstellen konnen. 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 frith nach Induktion eintritt, erscheint eine Transfektion nach Induk-
tion nicht sinnvoll fiir die Suche nach einer Beeinflussung der Lipidakkumulation durch den GIPR.
Hinzu kommt, dass das Signal ausreichend lange bestehen muss, da die Einlagerung des Fettes tiber

die gesamte Differenzierung hinweg stattfindet.

VI1.2.2. 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 iiber die gesamte Differenzierung hinweg vermindert ist.

Wichtig fiir die Interpretation des GIPR-Knock-downs ist die Beurteilung der Differenzierungsmar-
ker. Hierfiir wurde die Bestimmung von Pref-1, PPARy und aP2 gewdhlt, die verschiedene Zeit-
punkte der Differenzierung reprisentieren und einen Einfluss auf die Adipogenese zeigen konnen.

Diese Differenzierungsmarker wurden im zweiten shRNA-Durchlauf mitbestimmt.

VI1.2.3. 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 Ausreifler in der Messreihe an
Tag 6 kommt eine grofle Standardabweichung zustande, so dass hier kein statistisch signifikanter

Knock-down festzustellen ist.

Unklar ist, warum fiir ssRNA3 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 fiir
Prefl eine geringere mRNA-Menge gemessen wird als in der Kontrolle. Eine unspezifische Tran-
skriptionsinduktion in dieser Zelllinie hétte auch die Prefl-mRNA-Menge im Vergleich zur Wild-
typkontrolle vermehrt. Ebenso kann eine unspezifische RNA-Degradation ausgeschlossen werden,
da PPARYy und aP2 etwas stdrker 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, wire eine Differenzierungs-
markerbestimmung fiir dieses Konstrukt an dieser Stelle wiinschenswert, jedoch musste die Pro-
benreihe aufgrund eines Pilzbefalles verworfen werden und stand fiir weitere Analysen nicht zur

Verfligung.
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Pref1 ist ein Prdadipozytenmarker und somit sprechen hohe mRNA-Mengen an Tag 6 fiir eine Dif-
ferenzierungshemmnis. Durch den Knock-down mit shRNAT1 ist an Tag 6 eine erhohte Menge zu
messen, was auf ein Defizit in der Differenzierung hinweist. Dazu konkordant ist die Transkription

von PPARY und aP2 leicht vermindert.

Bei der Untersuchung des Fetteinlagerungsverhaltens mittels Oil Red O-Férbung sind fiir die Pro-
ben shRNAT 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 iiberla-
gert, wurde im zweiten shRNA-Durchlauf mit verdnderten Induktionsmedien gearbeitet. Durch
Weglassen jeweils eines Bestandteiles des Induktionsmediums sollte ein eventueller Unterschied

aufgedeckt werden.

Bei Betrachtung der verschiedenen Induktionsbedingungen fillt fiir shRNA1 und shRNA3 kein
Unterschied auf. Es kann festgehalten werden, dass der nachgewiesene Knock-down mittels
shRNAT1 keinen Einfluss auf die Lipidakkumulation hat. Interessanterweise ist bei shRNA4 eine
verminderte Anfarbung der Proben an Tag 6 zu erkennen, wenn ohne Indomethacin induziert wird.
Das bestitigt sich in der densitometrischen Auswertung. Fiir das Konstrukt shRNA4 konnte ein
Knock-down nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden und die Auswertung von aP2 und PPARy
zeigen keine signifikanten Ergebnisse. Daher scheint der Unterschied in der Fetteinlagerung einen
anderen Effekt als Ursache haben. Unter Umsténden 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 Prefl, PPARy 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 schlieBen daraus eine {iber den GIPR vermittelte Ver-
besserung in der Differenzierung (Song et al., 2007). Gegensétzliches 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 verstirkt und eine untergeordnete Rolle
spielt, wenn Insulin anwesend ist (Zhou ef al., 2005). Dazu passend wurde bereits vor lingerer Zeit

gezeigt, dass die Aufnahme von Fettsduren in Fettzellen einer Ratte durch GIP nur wenig induziert
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wird, jedoch die Aufnahme unter Anwesenheit von Insulin deutlich verstirkt (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 abschlie3end nicht eindeu-
tig zu klédren, ob der GIPR einen férdernden Einfluss auf die Fettzelldifferenzierung hat, wenn der
Insulinsignalweg beeintrichtigt ist und ob das Weglassen von Insulin bei der Differenzierung der
Knock-down-Zellen einen Effekt zeigen wiirde. Diese Arbeit kann die Hypothese nicht unterstiit-
zen, dass die Manipulation des GIPR einen hemmenden Einfluss auf die Fettzelldifferenzierung hat

und dadurch ein interessantes Ziel fiir eine therapeutische Intervention darstellt.

VI1.3. Gewonnene Erkenntnisse

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten lassen folgende Aussagen zu:

1) In den verwendeten GIPR-KO-Zellen fehlt die Information fiir den GIPR.

2) Inden GIPR-reexprimierenden Zellen wird der GIPR wieder transkribiert.

3) Es liegt in den verwendeten Adipozyten eine differenzierungsabhingige Expression des
adipozytiren GIPR vor.

4) Fir die Untersuchung von Rezeptoreinfliissen 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 moglich
(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 verdndert in der Zelllinie shRNA1 nicht signifikant die Expres-
sion von Pref-1, PPARy und aP2 im Sinne einer beeintrichtigten Differenzierung. In der

Zelllinie shRNA2 konnten keine Verdnderungen gemessen werden.
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Zusammenfassung

VII. ZUSAMMENFASSUNG

Der Knock-Out des Glucose-dependent insulinotropic polypeptide Rezeptors (GIPR) veréndert die
Fettzelldifferenzierung in vivo; GIPR-Knock-Out-Méuse sind bei einer hochkalorischen Mast vor
Adipositas geschiitzt. Untersuchungen mit in vitro kultivierten Knock-Out-Zellen zeigen, dass die
Zellen das Differenzierungsvermdgen verloren haben, welches durch Reexpression des GIPR nicht
wiedererlangt werden kann. Die vorliegende Arbeit untersucht, ob ein direkter Einfluss, vermittelt
iiber den GIPR, fiir die Fetteinlagerung verantwortlich ist. Der klinische Hintergrund dieser Uber-

legung ist die Antagonisierung des Rezeptors als mdgliches Therapeutikum gegen Adipositas.

Als Methode wurde die RNA Interferenz (RNAi) gewéhlt. Die RNAI ist ein natiirlicher Mechanis-
mus einer Zelle, die Genexpression posttranskriptional zu regulieren. Durch Kenntnis der mRNA-
Struktur eines Gens konnen dafiir 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 adipozytire GIPR-System angewendet wurde,
mussten zur Verfiigung stehende Ansitze zunédchst untersucht und tiberpriift werden. Initial wurden
kommerzielle siRNA und zur Transfektion die Elektroporation (Transport der siRNA durch Offnen
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 adipozytidre GIPR-System war es mdglich zwei Knock-down-Zelllinien zu erstel-

len (shRNAT und shRNA2).

Die Differenzierung der Fettzellen wurde nach Herabregulierung des GIPR beobachtet (allgemei-
ner makroskopischer Aspekt und fettspezifische Farbung mit densitometrischer Auswertung) und
verschiedene adipozytéire Differenzierungsmarker (Prefl, PPARy und aP2) mittels RT-PCR gemes-
sen. Es zeigte sich, dass die Lipidakkumulation in den Knock-down-Zelllinien nicht beeintrachtigt
ist. Die Messung verschiedener adipozytirer Differenzierungsmaker ergab, dass der Knock-down
mit shRNAT1 nicht signifikante Verdnderungen im Sinne einer beeintrachtigten Differenzierung
erzielt (Prefl-Hochregulation in ausdifferenzierten Adipozyten, Herabregulation von aP2 und
PPARY). In der zweiten Zelllinie, in der ein erfolgreicher Knock-down nachgewiesen wurde, waren

diese Verdnderungen nicht zu zeigen.

Zusammenfassend konnte der GIPR erfolgreich herabreguliert werden und dieses Signal {iber 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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