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Einleitung

1 Einleitung

Der Insulinrezeptor ist das Bindeglied zwischen extra- und intrazelluldrer
Insulinsignaltransduktion. Bindet Insulin an den Insulinrezeptor, beginnt die
Signalkaskade, die schlieBlich zur Aufnahme von Glukose in die Zellen des Fett- und
Muskelgewebes fiihrt. Dies ist ein essentieller Schritt bei der Aufrechterhaltung des
Blutzuckerspiegels. Beim Diabetes Typ 2 ist diese Signalkette gestort, da der
Insulinrezeptor das vom Insulin vermittelte Signal vermindert weiterleitet, man spricht
von Insulinresistenz. Ein Faktor, der eng mit der Entstehung der Insulinresistenz
assoziiert ist, ist Ubergewicht bzw. Adipositas. Die Adipozyten und die ins Fettgewebe
infiltrierten Makrophagen schiitten vermehrt Zytokine aus, die iiber den NFxB-
Signalweg (Nukledrer Faktor «kB) wund dort eingebundene Proteine die
Insulinsignaltransduktion beeintrdchtigen. Ein in diesen Signalweg eingegliedertes
Enzym ist IKKe (IkB-Kinase-Komplex epsilon). Einige Untersuchungen (HEMMI et al.,
2004; SWEENEY et al., 2005) deuten darauf hin, dass IKKe das Entstehen der
Insulinresistenz beeinflusst. Daher beschéftigt sich diese Arbeit mit IKKe und seinen

Auswirkungen auf die Insulinsignaltransduktion.

1.1 Blutzuckerregulierung

Insulin ist das wichtigste Hormon bei der Regulation der Blutglukosekonzentration und
ist essentiell im  postprandialen  Stadium  (SESTI, 2006). Wenn die
Blutzuckerkonzentration nach Nahrungsaufnahme steigt, wird Insulin in den Betazellen
der Langerhansschen Inseln der Pankreas sekretiert. Ein Insulin-Monomer besteht aus 2
Aminosdureketten, Kette A umfasst 21 Aminosduren, Kette B 30 Aminosiuren. Diese
beiden Ketten sind durch zwei Disulfidbriicken verbunden. Die Insulinmonomere
assoziieren in Gegenwart von Zinkionen zu stabileren Hexameren (DE MEYTS, 2004)
und werden so in Vesikeln des Golgiapparates gespeichert, bis sie als Reaktion auf
einen erhohten Blutzuckerspiegel freigesetzt werden. Der Organismus benétigt Glukose
zu Energiegewinnung. Nach Aufnahme von Kohlenhydraten iiber die Nahrung steigt
die Glukosekonzentration im Blutplasma an, was eine verstirkte Sekretion des
Hormons Insulin aus den Betazellen der Pankreas zur Folge hat. Unter der Einwirkung
des Insulins kommt es zur Aufnahme von Glukose in die Zielzellen, was zum Absinken

der Plasmaglukosekonzentration fiihrt. Die Glukose, die nicht sofort verstoffwechselt
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wird, wird in Leber und Muskel in Form von Glykogen, im Fettgewebe als
intrazellulire  Triglyceride gespeichert (SHULMAN, 2000). Das wichtigste
glukosespeichernde Organ ist die Leber. Insulin inhibiert des Weiteren Glykogen
abbauende Enzyme (Glykogenphosphorylase) (KHAN et al., 2002). So wird keine
weitere Glukose freigesetzt, die postprandial erhdhten Blutzuckerwerte sinken wieder
auf den Basalwert ab. Damit fehlt der wichtigste Stimulus fiir die Insulinsekretion und
auch der Insulinspiegel im Blut féllt wieder auf den Basalwert ab. Wahrend Insulin die
Glykogensynthese fordert, resultiert die Freisetzung von Glukagon im Abbau von
Glykogen. Glukagon ist der Gegenspieler des Insulins. Es wird in den Alphazellen der
Langerhansschen Inseln der Pankreas erzeugt und besteht aus 29 Aminosduren. Bei
Hypoglykédmie wird Glukagon sekretiert und bindet an den Glukagon-Rezeptoren der
Leber. Dies fiihrt zur Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration, was zur
Glukosefreisetzung aus Glykogen fiihrt. Die so freigesetzte Glukose steht nun wieder

der Energiegewinnung zur Verfligung.

1.2 Insulinsignaltransduktion

Bei der Insulinsignaltransduktion bindet das Insulin an den Insulinrezeptor, wodurch
eine Signalkaskade iiber mehrere Proteine innerhalb der Zelle ausgelost wird, die
schlieBlich zur Translokation des Glukosetransporters in die Zellmembran und damit
zur Glukoseaufnahme in die Zelle fiihrt. Insulin ist des Weiteren essentiell fiir eine
Vielzahl anderer Signalwege (siche Abbildung 1). Diese sollen, da sie nicht Inhalt der

vorliegenden Arbeit sind, hier nur kurz erwidhnt werden.
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Abbildung 1:  Insulinsignalwege

Schematisch dargestellt sind verschiedene Insulinsignalwege (nach LEE et al., 2004). Der PI3K-
Signalweg ist verantwortlich fiir die metabolischen Effekte von Insulin wie Proteinsynthese,
Glukosetransport uns Glykogensynthese, der MAPK-Weg reguliert die Expression von Genen und
kontrolliert damit Zellwachstum wund —differenzierung. (IRS: Insulinrezeptorsubstrat; PI3K:
Phosphatidylinositol-3 Kinase; mTOR: mammalian target of Rapamycin; AKT: auch PKB, Proteinkinase
B; GLUT: Glukosetransporter; GSK3: Glykogensynthase Kinase 3; MAPK: mitogenaktivierte
Proteinkinase)

Insulin ist neben der Aktivierung der Glukoseaufnahme fiir eine Reihe anderer
Signalwege verantwortlich, die die Differenzierung von Gewebe, Wachstum der Zellen,
Proteinsynthese und Genexpression beeinflussen (SESTI, 2006). Dabei werden die
metabolischen Effekte des Insulins iiber den PI3K-Weg (Phosphatidylinositol-3 Kinase)
reguliert. Dazu gehort die Regulierung der Proteinsynthese iiber mTOR (mammalian
target of Rapamycin), die Initiierung des Glukosetransport in die Zielzellen iiber die
Aktivierung von AKT und des Glukosetransporters (GLUT) sowie die GSK3-
vermittelte Aktivierung der Glykogensynthese (LEE et al., 2004). Die Regulation der
Genexpression und damit auch die Kontrolle des Zellwachstums und der
Gewebedifferenzierung werden tiber den MAPK-Weg (mitogenaktivierte Proteinkinase)

vermittelt. (TANIGUCHI et al., 2006).
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Der Insulinrezeptor

Der Insulinrezeptor gehdrt zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen (PATTI et al., 1998).
Er ist ein tetramerisches Protein, das sich aus zwei a-Untereinheiten von je 135 kDa
(GOLDFINE, 1987) sowie zwei B-Untereinheiten von 95 kDa (JACOBS et al., 1981)
zusammensetzt. Die o-Untereinheiten befinden sich ausschlieBlich extrazelluldr. Die
B-Untereinheiten bestehen aus einem extrazelluldren, einem transmembranen und einem
intrazelluldren Teil. Zwei der o-B-Dimere sind iiber Disulfidbriicken verbunden

(TANIGUCHI et al., 2006).

Insulinrezeptor
F Insulinbindestelle

extrazellularer Bereich

Zellmembran

intrazellularer Bereich

} Tyrosinkinase-Domane

Abbildung 2:  Insulinrezeptor

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung des Insulinrezeptors. Er setzt sich aus je zwei o- und
B-Untereinheiten zusammen, die iiber Disulfidbriicken (-s-s-) miteinander verbunden sind. Die
a-Untereinheiten befinden sich ausschlieBlich extrazelluldr, die (-Untereinheiten haben einen
extrazelluldren, einen transmembranen und einen intrazelluldren Bereich. Die Insulinbindestelle befindet
sich an den o-Untereinheiten. Am intrazelluliren Bereich der B-Untereinheiten befindet sich die
Tyrosinkinasedomine, an der nach Insulinstimulation Adapterproteine binden kdnnen.

Die Insulinbindestelle befindet sich an der o-Untereinheit, in der -Untereinheit liegen
verschiedene fiir das Insulinsignaltransduktion wichtige Bereiche wie die Tyrosinkinase
(HUBBARD et al., 1994). Die Tyrosinkinase der -Untereinheit ist an sich aktiv, jedoch
in Abwesenheit von Insulin durch die a-Untereinheiten sterisch gehemmt (SALTIEL et

al., 2001).




Einleitung

. .D'ﬂw
H

Abbildung 3:  Autophosphorylierung der p-Untereinheiten

Zu schen ist die Autophosphorylierung der Tyrosinkinase-Doménen der [-Untereinheiten des
Insulinrezeptors nach Insulinbindung an den o-Untereinheiten. An die phosphorylierten Bereiche der
B-Untereinheit kdnnen nun Adapterproteine binden und das Insulinsignal weiterleiten.

Bindet Insulin an die a-Untereinheit, fiihrt dies zur Abschwéchung der Inhibierung der
Kinaseaktivitdt der [-Untereinheit (GOREN et al, 1987), gefolgt von der
intramolekularen  auto-Transphosphorylierung der [-Untereinheiten und einer
Konformationsénderung, die die Kinaseaktivitdit weiter verstirkt. Ist die
Tyrosinkinasedoméne der p-Untereinheiten nach Bindung von Insulin an den
a-Untereinheiten phosphoryliert, werden als néchster Schritt der Signalkaskade die

Insulinrezeptorsubstrate (IRS) phosphoryliert und damit aktiviert (SESTI et al., 2001).

' Insulin

extrazellulérer Bereich |m
Zellmembran
P
intrazellulrer Bereich \
PDK1
(®
(& — AS160
©®, ~a

Abbildung 4:  Ubersicht der an der Insulinsignaltransduktion beteiligten Elemente

In der Abbildung ist schematisch die durch Insulin induzierte Signaltransduktionskette zu sehen. Nach
Bindung von Insulin an die a-Untereinheit des Insulinrezeptors kommt es zur Autophosphorylierung der
B-Untereinheiten. Durch diese Phosphorylierung wird das Signal des Insulins {iber IRS, PI3K und PIP3
schlieBlich zu PDK1 und AKT weitergeleitet. Das aktivierte AKT vermittelt {iber AS160 die
Translokation von GLUT4-tragenden Vesikeln an die Plasmamembran. Durch Verschmelzen mit der
Membran werden die Glukosetransporter in die Zellmembran eingebracht und kdnnen so Glukose in die
Zelle transportieren. (IRS: Insulinrezeptorsubstrat; PI3K: Phosphatidylinositol-3 Kinase; PIP3:
Phosphatidylinositol 3,4,5-tri-Phosphat; PDK1: phosphoinisitide-dependent kinase 1; AKT: auch PKB,
Proteinkinase B; AS160: AKT Substrat von 160 kDa; GLUT4: Glukosetransporter 4)
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Nachdem die IRSI1-Proteine nach Insulinbindung an den Insulinrezeptor aktiviert
wurden, wird das Signal des Insulins {iber PI3K, PIP3, PDK1, AKT und schlieflich
AS160 (PI3K: Phosphatidylinositol-3 Kinase; PIP3: Phosphatidylinositol 3,4,5-tri-
Phosphat; PDK1: phosphoinisitide-dependent kinase 1; AKT: auch PKB, Proteinkinase
B; AS160: AKT Substrat von 160 kDa) weitergeleitet, was letztendlich zur
Verschmelzung von Glukosetransporter-tragenden (GLUT4) Vesikeln mit der
Plasmamembran und anschlieBenden Glukoseaufnahme in die Zelle fiihrt. Die genauen

Mechanismen werden im Folgenden beschrieben.

1.2.1 Insulinrezeptor-Substrate

Bisher wurden sechs verschiedene Insulinrezeptorsubtrate (IRS1-6) identifiziert. IRS1
und IRS2 werden in den fiir die Glukose- und Lipidhomd&ostase wichtigen Geweben
hoch exprimiert. IRS1 ist im Muskel- und Fettstoffwechsel von groferer Bedeutung,
IRS2 in der Leber und den Betazellen (KiM et al., 2007). IRS3 wird vornehmlich im
Gehirn und Adipozyten exprimiert, IRS4 hauptséchlich in embryonalem Gewebe. IRS5
und IRS6 werden nicht stark exprimiert und scheinen nur eine untergeordnete Rolle im
Signaling zu spielen, zumal ihnen die PI3K Aktivierungsdomdne fehlt (CAl et al.,
2003).

A A A N N N

IRS1T PH | PTB

®666

Abbildung 5: Schematische Darstellung der IRS-Proteine

Die IRS-Proteine (hier IRS1 abgebildet) besitzen eine Pleckstrinhomologie- (PH) Doméne und eine
serinreiche (S) Phosphotyrosinbinde- (PTB) Domine, die fiir die hohe Affinitit zum Insulinrezeptor
verantwortlich sind. Weiter enthalten die IRS-Proteine bis zu 20 potentielle Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen (Y), die nach Phosphorylierung durch den Insulinrezeptor an intrazellulére
Molekiile, die eine SH2-Domiine besitzen, binden konnen.

Die IRS-Proteine haben N-terminal PH-Dominen (Pleckstrin-Homologie) und PTB-
Doménen (Phosphotyrosin-Bindedoméne), die die hohe Affinitit zum Insulinrezeptor
ausmachen. In der Mitte und zum C-Terminus hin befinden sich bis zu 20 potenticlle
Tyrosin-Phosphorylierungsstellen (TANIGUCHI et al.,, 2006). Diese konnen nach

Phosphorylierung durch den Insulinrezeptor intrazellulire Molekiile binden, die iiber
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eine SH2-Domine (Src-Homologie) verfiigen. Dabei ist die wichtigste Kinase zur
Weiterleitung des Insulinsignals unterhalb der IRS-Proteine die Phosphoinositid 3-
Kinase (PI3K) (MYERS et al., 1993).

IRS1 und IRS2 sind die Hauptsubstrate der Insulinrezeptorkinase (SUN et al., 1991).
IRS1 besitzt tiber 200 Serin- und Threonin-Reste (Ser/Thr) (HERSCHKOVITZ et al.,
2007), wovon rund 70 Homologien zu Phosphorylierungsstellen verschiedener Kinasen
enthalten (ZICK, 2004). Die Regulation des Insulinsignals wird iiber IRS-Kinasen
gesteuert. Im physiologischen Zustand phosphoryliert insulin-aktiviertes PKB Serin-
Reste innerhalb der PTB-Domine, was dazu fiihrt, dass die IRS-Proteine vor der PTP
(Protein Tyrosin Phosphatase) geschiitzt werden und dadurch ihre aktive Tyrosin-
Phosphorylierung-vermittelte Konformation behalten (PAz et al., 1999). Dahingegen
wird durch die gezielte Phosphorylierung von Ser/Thr-Resten durch PKCzeta, die
weitere Tyrosin-Phosphorylierung verhindert, die Dissoziation der IRS-Proteine vom
Insulinrezeptor eingeleitet (ZICK, 2001; PAz et al., 1997). Dieser Mechanismus wirkt als
physiologische Riickkopplungshemmung (LiU et al., 2001).

Was unter physiologischen Bedingungen als Riickkopplungshemmung dient, fiihrt unter
pathologischen Bedingungen aufgrund der vermehrten Aktivierung der IRS-Kinasen zur
gesteigerten Phosphorylierung der Ser/Thr-Reste, was letztendlich im Zustand der
Insulinresistenz resultiert. Die negative Regulation findet besonders an Serin-Resten
statt, die sich innerhalb oder in der Ndhe der PTB-Domiéne befinden. mTOR vermittelt
eine Ser/Thr-Phosphorylierung, die die Tyrosin-Phosphorylierung der IRS-Proteine
erschwert und damit die Bindung an PI3K verhindert (LI et al., 1999; MOTHE et al.,
1996). Des Weiteren konnen IRS-Proteine von intrazelluldren Komplexen gelost
werden, die sie in unmittelbarer Ndhe des Insulinrezeptors halten (TIROSH et al., 1999).
Ebenfalls durch IRS-Kinasen vermittelt wird die Degradation der IRS-Proteine
(PEDERSON et al., 2001). Deswegen konnte die Phosphorylierung von Serin- und

Threonin-Resten ein genereller Mechanismus der Insulinresistenz sein.

1.2.2 Phosphoinositid 3-Kinase

Die PI3-Kinase (Phosphoinositid 3-Kinase) ist ein Heterodimer, bestehend aus der
110 kDa groBlen (p110) katalytischen Untereinheit und der 85 kDa groBen (p85)
regulatorischen Untereinheit. Die p85-Untereinheit besitzt 2 SH2-Doménen, die mit den
tyrosin-phosphorylierten Motiven der IRS-Proteine interagieren (MYERS, et al. 1992;
LEE et al., 2004). Die Kinase liegt im Zytosol vor, durch die Rekrutierung der
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katalytischen Untereinheit wird sie an die Plasmamembran gebracht. PI3K produziert
Second Messenger, indem sie die Phosphorylierung der 3’-OH Position am Inositolring
der Inositolphospholipide katalysiert. Dadurch entsteht PIP3 (Phosphatidylinositol
3,4,5-tri-Phosphat) (FRUMAN et al., 1998; ALESSI et al., 1999). PIP3 bindet an die PH-
Domine von verschiedenen Signalmolekiilen, im Fall der Insulinsignaltransduktion an
PDK1 (phosphoinisitide-dependent kinase 1) (LIETZKE et al., 2000). PI3K reguliert
damit PDK1, das wiederum die Serin/Threonin Kinase AKT/PKB1 phosphoryliert und
damit zu deren Aktivierung fiihrt (ALESSI et al., 1997).

1.2.3 AKT/Proteinkinase B

AKT oder auch PKB1 (Protein Kinase B) ist eine Tyrosinkinase, die eine PH-Doméne
und eine katalytische Doméne besitzt. Die Aktivierung von AKT durch PDK1 ist
abhingig von der vorausgehenden Aktivierung von PI3K. Diese produziert Second
Messenger (PIP3), die an die PH-Domine von AKT und PDK1 binden, das fiihrt dazu,
dass diese Enzyme an die Plasmamembran rekrutiert werden, wo dann AKT von PDK1
phosphoryliert wird. (LAWLOR et al., 2002)

AKT wiederum hat ein Substrat, das etwa 160 kDa grof} ist und AS160 (AKT Substrat
von 160 kDa) genannt wird. Dieses Protein besitzt sechs AKT-Phosphorylierungsstellen
sowie eine Rab-GAP-Homologie (GTPase-aktivierende Proteine) -Doméne und wird
nach Insulinstimulation von AKT phosphoryliert (KANE et al., 2002). Rab Proteine
beinhalten den gréfften Abschnitt der Ras Superfamilie von kleinen G-Proteinen
(KaNzakI, 2006). GAP Proteine sind involviert bei der Regulation des GTP/GDP
Zyklus der Rab Proteinfamilie, dies sind GTPasen, die eine Vielzahl von Membran
Htrafficking® Prozessen regulieren (DENEKA et al., 2003). Wie andere kleine G-Proteine
zirkulieren Rab Proteine zwischen dem GDP und GTP-Zustand. Rab-Proteine wurden
in GLUT4-enthaltenen Vesikeln gefunden (MIINEA et al., 2005). Daher scheint das vom
dem Insulin-aktivierten AK'T phosphorylierte AS160, das mit Rab-Proteinen, die sich in
unmittelbarer Ndhe von GLUT4 befinden, das Bindeglied zwischen AKT und der

Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran darzustellen.
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1.2.5 Glukosetransporter

Bekannt sind 13 Mitglieder der Glukosetransporter- (GLUT) Familie, am besten
untersucht sind GLUT1 - 4. GLUTI ist insulinunabhingig, wird ubiquitdr exprimiert
und ist fiir die basale Glukoseaufnahme verantwortlich. GLUT2 ist ebenfalls
insulinunabhéngig, wird hauptsichlich in den Betazellen und der Leber exprimiert und
hat eine sehr geringe Affinitit zu Glukose, er fungiert als Teil des Glukosesensors. Bei
einem zu hohen Glukosespiegel im Blut aktiviert er die Insulinsynthese und -freisetzung
in den Betazellen. GLUT3 hat die hochste Affinitdt zu Glukose und wird wéhrend der
fetalen Entwicklung und in adulten Neuronen exprimiert. Durch die hohe Affinitdt zu
Glukose wird gewéhrleistet, dass den fetalen Zellen und dem Gehirn auch bei einem
niedrigen Glukosespiegels im Blut ausreichend Glukose als Energiequelle zur
Verfiigung steht. GLUT4 wird in Fett und Muskel exprimiert und ist fiir die Insulin-
vermittelte Glukoseaufnahme zusténdig (KHAN et al., 2002).

Alle Glukosetransporter bestehen aus 12 Transmembrandoméinen, die sich so in der
Plasmamembran anordnen, dass die hydrophoben Anteile nach aulen in die Membran
binden und in der Mitte eine hydrophile Pore fiir Glukose entsteht. Dabei liegen Amino-
Terminus und Carboxyl-Terminus auf zytosolischer Seite. Die Bindung von Glukose
verursacht eine Konformationsdnderung des Glukosetransporters, aufgrund derer das
Zuckermolekiil zur anderen Seite transportiert wird.

Im Basalstadium liegt der groBite Teil von GLUT4-Molekiilen in Endosomen vor, der
Rest in der Umgebung des Golgiapparates (KARYLOWSKI et al., 2004; MARTIN et al.,
2006). Nach Insulinstimulierung wird GLUT4 von intrazelluliren Lagerstétten
(,,tubulovesicular system*) zur Plasmamembran von Fett, Muskel und Herzmuskel
bewegt (SMITH et al., 1991). Die Translokation der GLUT4-tragenden Vesikel wird
iiber AKT-aktiviertes AS160 vermittelt, der genaue Mechanismus ist bislang unklar.
Der limitierende Schritt der insulinabhidngigen Glukoseaufnahme in Muskel und Fett ist

die Translokation des GLUT4 (SALTIEL, 2001).

1.3 Insulinresistenz und Diabetes Typ 2

Im vorangegangenen Abschnitt wurde die Insulin-vermittelte Glukoseaufnahme am
Beispiel der Muskel- und Fettzellen erldutert. Der initiative Schritt dabei ist die
Bindung des Insulins an den Insulinrezeptor, dessen Aktivierung und die daraus

resultierende Signalweiterleitung bis hin zur Translokation des Glukosetransporters in
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die Zellmembran und die abschlieBende Aufnahme von Glukose in die Zelle. Dieser
Mechanismus ist grundlegend fiir eine ausgeglichene Regulierung des
Blutzuckerspiegels. Wird die Signalweiterleitung gestort oder unterbrochen, kann nicht
ausreichend Glukose in die Zielzellen aufgenommen werden und der Blutzuckerspiegel
steigt weiter an, man spricht von Hyperglykédmie. Daraus resultiert, zusammen mit einer
nicht ausreichenden Kompensation der Insulinausschiittung durch die Betazellen,
letztendlich das Krankheitsbild des Diabetes mellitus Typ 2. Den durch diverse
Faktoren verursachten Zustand, der zu der mangelnden Signalweiterleitung des Insulins

fuhrt, bezeichnet man als Insulinresistenz.

1.3.1 Diabetes mellitus

Beim Diabetes mellitus ist die Regulierung des Blutzuckerspiegels gestort. Dies beruht
auf einem totalen bzw. relativen Mangel an Insulin. Man unterscheidet zwischen zwei
Formen von Diabetes, dem Diabetes Typ 1 und Diabetes Typ 2. Der Diabetes Typ 1
manifestiert sich bereits bei Kindern, er ist in den meisten Féllen genetisch bedingt.
Hier kommt es zur Apoptose der Betazellen der Pankreas, in Folge dessen bleibt die
Sekretion von Insulin aus. Beim Diabetes Typ 2 wird noch geniigend Insulin produziert,
jedoch kann der Insulinrezeptor das durch das Insulin vermittelte Signal nicht mehr
weiterleiten, man spricht von Insulinresistenz. Zunéchst kann die Insulinresistenz durch
eine erhohte Sekretion von Insulin ausgeglichen werden, ist dies jedoch nicht mehr der

Fall, manifestiert sich (iiblicherweise nach dem 50. Lebensjahr) der Diabetes Typ 2.

1.3.2 Insulinresistenz

Die Insulinresistenz wird definiert als Stadium der reduzierten Antwort auf normale
Konzentrationen von zirkulierendem Insulin (SALTIEL, 2000). Als Ursachen werden vor
allem Ubergewicht, aber auch zunehmendes Alter, ein unausgewogener Lebensstil mit
Bewegungsmangel und zu einem geringen Anteil eine genetische Préidisposition
angesehen. Ubergewichtige Menschen haben ein erniedrigtes Insulinrezeptor-
Expressionsniveau sowie eine verminderte Tyrosinkinaseaktivitit der Insulinrezeptoren
in den Zellen der Skelettmuskeln und des Fettgewebes. Gleiches gilt fiir Diabetes Typ 2
Patienten (VIRKAMAKI et al., 1999). Bei adiposen Menschen ist zudem das IRS1-
Expressionsniveau im Vergleich zu normalgewichtigen Menschen fast um die Hélfte

reduziert (GOODYEAR et al., 1995). Von den Adipozyten freigesetzte
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Entziindungsfaktoren und Lipide inhibieren die Insulinsignaltransduktion durch Serin-
Phosphorylierung von IRS1 (SESTI, 2006). Die Betazellen kompensieren die
beginnende Insulinresistenz mit einer erhohten Sekretion von Insulin. Auf Dauer
konnen die Betazellen dies nicht mehr ausgleichen. Das fiihrt unweigerlich zur
Verschlechterung der Glukose-Homoostase und zu Hyperglykdmie. Diese
verschlechtert weiter die Insulinsensitivitdt sowie die Insulinsekretion der Betazellen.
Dieses Phdnomen wird Glukosetoxizitdt genannt (ROSSETTI, 1995). Letztendlich

manifestiert sich der Diabetes Typ 2.

1.3.3 Bekannte Mechanismen der Insulinresistenz

Die Ursachen, die fiir die Entstehung der Insulinresistenz verantwortlich sind, werden
intensiv untersucht. Es sind bereits diverse molekulare Faktoren bekannt.

Ein Mechanismus, der die Entwicklung von Insulinresistenz insbesondere bei
Adipositas fordert, ist das so genannte ,,Stress-Signaling® (SHOELSON et al., 2006;
Evans et al., 2003). Hierbei werden Kinasen als Antwort auf Stimuli wie
inflammatorische Zytokine, oxidativem Stress oder auch ER (Endoplasmatisches
Retikulum) Stress aktiviert (OZCAN et al., 2004; FURUKAWA et al., 2004). Diese
Kinasen wiederum phosphorylieren verschiedene Proteinsubstrate an Serin- und
Threonin-Resten, was z. B. zur Abschwichung ihrer Funktionalitét oder ihrer Stabilitét
fiihrt. Eine dieser Stresskinasen ist JNK (c-Jun Kinase), eine MAP-Kinase, die IRS1 in
der Maus am Serin-Rest 307 (beim Menschen an Ser312) phosphoryliert und damit
bewirkt, dass IRS1 schlechter an den Tyrosin-Resten phosphoryliert werden kann, die
fiir die Insulinsignalweiterleitung notwendig sind (HIROSUMI et al., 2002). JNK wird
durch Zytokine aktiviert, die aus dem Fettgewebe, insbesondere von den dort
infiltrierten Makrophagen, sezerniert werden (TILG et al., 2006). Zusitzlich schiitten die
Makrophagen MCP1 (monocyte chemoattractant protein 1) aus, was zur Rekrutierung
weiterer Monozyten und so zur Infiltration von immer mehr Makrophagen fiihrt.
Weitere Kinasen, die in stressinduzierte sowie Insulin-Signalwege eingebunden sind,
sind z. B. PKC-Kinasen (Proteinkinase C), mTOR (mammalian target of Rapamycin)
und S6K1 (S6 Kinase 1) (ZICK, 2005). Die physiologische Funktion dieser Kinasen ist
die Kontrolle der Insulinsignaltransduktion iiber Negative Feedback Mechanismen.
Dabei phosphorylieren sie gezielt IRS-Proteine, um das vom Insulin vermittelte Signal
zu beenden. Unter pathologischen Gegebenheiten fiihrt dies zu einer permanenten

Abschwichung des Insulinsignals und somit zu Insulinresistenz (UM et al. 2004).
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Ein weiterer Faktor, der fiir die Entstehung der Insulinresistenz verantwortlich gemacht
wird, ist das proinflammatorische Zytokin TNFa (Tumornekrosefaktor alpha). Es wird
in vielen Geweben - hauptsidchlich von Makrophagen, aber auch von Monozyten und
Adipozyten - gebildet (VASSALLI, 1992; MIJATOVIC et al., 1997) und ist ein bekannter
Entziindungsmarker, der die Synthese von proinflammatorischen Molekiilen wie z. B.
Interleukin 1, Interleukin 6 und Interferon P induziert (TRACEY et al., 1993). Bindet
TNFa an seinen Rezeptor, werden Proteine rekrutiert (TRAF, TNF receptor associated
factor), die die inflammatorischen Signale weiterleiten (BAUD et al., 2001).

Adipozyten von adipésen Menschen iiberexprimieren TNFa (HOTAMISLIGIL et al.,
1993) in Korrelation zum AusmaB des Ubergewichtes. Gewichtsreduktion lisst die
TNFo Expression wieder auf ein normales Niveau herabsinken (HOTAMISLIGIL et al.,
1994). Insulinresistenz wird unter anderen beobachtet bei einigen Krebserkrankungen,
Infektionen und schweren Brandverletzungen. Dies sind allesamt Konditionen, bei
denen hohe Spiegel an TNFa detektiert werden konnen (COPELAND et al., 1987;
MARANO et al., 1988).

TNFa induziert die Insulinresistenz, indem es die Phosphorylierung von IRS1 am Serin-
Rest 307 vermittelt (AGUIRRE et al., 2002; KANETY et al., 1995) und so IRS1 als
Mediator der Insulinsignaltransduktion inhibiert. Serin-phosphoryliertes IRS1 inhibiert
zusdtzlich die Insulinrezeptor-Tyrosinkinaseaktivitit, was zu einer weiteren
Abschwichung der unterhalb von IRS1 liegenden Signalweiterleitung fiithrt (PERALDI et
al., 1998; HOTAMISLIGIL et al., 1996).

Auch NFxB (nuclear factor kB) ist fiir die Entwicklung der Insulinresistenz von
Bedeutung. Dies ist ein Transkriptionsfaktor, der in den meisten Geweben vorkommt.
NF«B besteht bei Sdugetieren aus einem Proteinkomplex, der sich aus 5 verschiedenen
Proteinen (p50, p52, p65, RelB, c-Rel) zusammensetzt. Diesen Proteinen ist die so
genannte Rel-Homologie-Domine gemein, die als Dimerisations-, DNA-Binde-Doméne
und prinzipielle regulatorische Domine dient (KARIN et al., 2004). Eine spezifische
Antwort auf verschiedene Stimuli wird durch unterschiedliche Aktivierung und
Dimerisierung der einzelnen Untereinheiten erreicht (WIETEK et al., 2006). NFxB kann
an ein spezifisches DNA-Motiv von etwa zehn Basenpaaren, das so genannte kB-Motiv,
binden. Das kB-Motiv wurde an zahlreichen regulatorischen Bereichen in der DNA
nachgewiesen.

In den meisten Zelltypen liegt NFkB im basalen Zustand gebunden durch inhibitorische

kB-Proteine (IkB) im Zytoplasma vor (SEN et al., 1986). NFkB kann z. B. durch
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Zytokine wie TNFa, Lipopolysaccharide, oxidativen Stress oder auch UV-Licht
aktiviert werden (WU et al., 2004). Dabei wird der IkB-Kinase-Komplex (IKK)
aktiviert, der die inhibitorischen Proteine phosphoryliert, und damit deren
Ubiquitinylierung und den darauf folgenden Abbau einleitet (KARIN et al., 2000). Nach
der Freisetzung der NFxkB-Molekiile konnen diese in den Zellkern wandern und als
Transkriptionsfaktoren agieren (BRIVANLOU et al., 2002). NF«B ist fiir die Produktion
vieler inflammatorischer Stimuli wie TNFa, Interleukin 1 und 6 sowie Interferon 8
zustindig (SHOELSON et al., 2003).

Die Aktivierung von NFxB z. B. durch Zytokine kann zur Insulinresistenz fiihren.
Werden die regulatorischen IKK-Kinasen inhibiert, kann NF«xB nicht mehr aktiviert
werden (GHOSH et al, 1998). Es konnte gezeigt werden, dass zahlreiche
Serin/Threonin-Kinasen (wie z. B. IKKp) Insulinresistenz induzieren. Dies scheint
durch die Serin/Threonin-Phosphorylierung des Insulinrezeptors und den
Insulinrezeptorsubstraten verursacht zu sein, da aufgrund dieser die Tyrosin-
Phosphorylierung-vermittelte Insulinsignaltransduktion vermindert wird.

IKKP wird fiir die NFxB-Aktivierung bei akuten Entziindungen benétigt (CHEN et al.,
2003). Weiter ist IKKP beschrieben als eine inflammatorische Kinase, durch deren
Inhibierung beim Menschen die Insulinsensibilitit verbessert werden kann (CAI et al.,
2005) und in Nagermodellen die Insulinresistenz abnimmt (YIN et al., 1998). IKKf-
Knockout-Mduse entwickeln im Gegensatz zu den Wildtyptieren unter HFD keine
Insulinresistenz (ARKAN et al., 2005). Weitere Untersuchungen belegen den Einfluss
von IKKP bei der Entstehung der Insulinresistenz (SHOELSON et al., 2003; KAMON et
al., 2004; BASHAN et al., 2007). IKKe weist eine hohe Homologie zu IKKf auf und ist
ebenfalls ein Regulator von NFxB. Daher scheint IKKe ein geeignetes Ziel zur

Untersuchung der Entstehung der Insulinresistenz zu sein.

1.4 IkB-Kinase-Komplex epsilon (IKK¢)

IKKe, auch als IKKi fiir ,jinduzierbar” abgekiirzt (WANG et al., 2005) ist eine
Serin/Threoninkinase. Das Gen wird in vielen Geweben als 3.2-kb Transkript
exprimiert. Besonders hoch ist die basale Expression von IKKeg in Thymus, Milz und in
peripheren Blutleukozyten (PETERS et al., 2001; KIiSHORE et al., 2002). Die
Aminoséduresequenz des IKKe-Proteins stimmt innerhalb der Kinasedoméne zu 33% mit
IKKa bzw. zu 31% mit IKKp iiberein (HUYNH et al., 2002). Die Homologie insgesamt
mit den beiden anderen IKK-Isoformen betrdgt etwa 27% (SHIMADA et al., 1999). IKKe
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agiert abhéngig vom Signaltransduktionsweg entweder oberhalb von IKKa und IKK[
(SANKAR et al., 2006) oder interagiert z. B. bei der Immunantwort direkt mit p52, einer
Untereinheit des NFkB-Komplexes (WIETEK et al., 2006) oder wie in einem Modell von
Krebszellen gezeigt, mit p65 (ADLI et al., 2006).

IKKe wird hauptséchlich auf Ebene der Genexpression und nicht auf der Ebene der
posttranslationalen Modifikation (z. B. durch aktivierende Phosphorylierung) reguliert
(NOMURA et al., 2000). Die Expression von IKKe wird durch Zytokine wie TNFa, 1L-1
oder IL-6, durch LPS (HEmMI et al., 2004), sowie durch Anisomycin- und PMA-
Behandlung induziert (KRAVCHENKO et al., 2003). IKKe seinerseits stimuliert die
Aktivierung von NFkB und JNK, einer weiteren Kinase, die an der Pathogenese von
Diabetes und Rheumatischer Arthritis beteiligt ist (SWEENEY et al., 2005; WAETZIG et
al., 2005). IKKe wird fiir die LPS-vermittelte Induktion von Genen benoétigt, die
inflammatorische Proteine wie Interleukin 1, Interleukin 6, TNFa, RANTES und COX-
2 kodieren. IKKe ist funktionell iiber TANK (TRAF family member-associated NFkB
activator; TRAF: TNF receptor associated factor) mit den IKKo/B-Komplexen
verbunden (SHARMA et al., 2003). TANK ist in die Regulation der NFxB Aktivitit
involviert (CHARIOT et al., 2002).

IKKe aktiviert IRF3 (Interferon regulating factor 3) (INDUKURI et al., 2006; BIBEAU-
POIRIER et al., 2006). Dieser Faktor ist neben NF«kB essentiell fiir die Regulierung der
Expression vieler Gene (z. B. Interferon-f), die an der Immunantwort nach viraler
Infektion, z. B. mit dem Hepatitis C Virus (VILASCO et al., 2006), beteiligt sind
(TENOEVER et al., 2007; FITZGERALD et al., 2003). IKKe wird dabei jedoch nicht direkt
von der dsRNA der Viren aktiviert (EHRHARDT et al., 2004).

1.4.1 Untersuchungen zum Einfluss von IKKg auf den Insulinrezeptor

Die Aktivierung/Uberexpression von IKKe in Zellen fiihrt zur Beeintriichtigung der
Insulin-induzierten Autophosphorylierung des Insulinrezeptors und nachfolgender
Schritte der Insulinsignaltransduktion wie IRS1- und AKT-Phosphorylierung (WERNER
et al., 2005). Die Hemmung des Insulinrezeptors basiert auf der selektiven
Phosphorylierung von Ser964 und Thr1148 innerhalb der Aktivierungsdomédne des
Insulinrezeptors. Phosphorylierung von Thr1148 in Geweben wurde in Tiermodellen
bei Adipositas, Insulinresistenz, Typ 2 Diabetes und anhaltender Insulineinwirkung
beobachtet. In Zellen wurde Thrl148-Phosphorylierung nach Zugabe von Caliculin,
TNFa, Anisomycin und PMA festgestellt. Des Weiteren ist die Expression von IKKe im
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weillen Fettgewebe (WAT) und in der Leber von ob/ob Miusen, einem Nagetiermodell
von Diabetes Typ 2, hochreguliert (WERNER und SHOELSON, Joslin Diabetes Center,

Boston, personliche Kommunikation, 2004 und 2005).
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1.5 Ziel der Arbeit

Die molekularen Mechanismen, die zur Entstehung der Insulinresistenz fiihren, sind
multifaktoriell und nur teilweise verstanden. Bei der Ubergewichts-induzierten
Insulinresistenz spielt das Fettgewebe eine entscheidende Rolle, so fiihrt eine Erhdhung
der Fettgewebsmasse zu Verdnderungen in der Sekretion von Adipozytokinen wie z.B.
TNFa. Ein wichtiger Aspekt dabei ist die TNFa-vermittelte Aktivierung von IKKf und
des NFkB-Komplexes. Dies fiihrt zur einer Serin/Threoninphosphorylierung des
Insulinrezeptors und seiner Substrate IRS1 und IRS2 und damit zur Beeintriachtigung
der Weiterleitung des Insulinsignals, der Insulinresistenz. WERNER und SHOELSON
haben den Einfluss einer der IKKP eng verwandten Kinase, IKKg, auf die Aktivitét des
Insulinrezeptors untersucht und haben eine wichtige Rolle fiir dieses Protein bei der
Entstehung der Insulinresistenz postuliert.

An diese Ergebnisse sollte in dieser Arbeit angekniipft werden, um 1.) die Interaktion
von IKKe mit dem Insulinrezeptor und seinen Substraten in vitro und 2.) den Einfluss
von IKKe auf die Entstehung der Insulinresistenz in vivo zu untersuchen.

Fiir die in vitro Studien sollten zunichst die IKKe Wildtyp ¢cDNA und als Kontrolle
eine Kinase-inaktive Version von IKKe (IKKe K38A) in einen eukaryotischen
Expressionsvektor kloniert werden. Mit diesen Konstrukten sollte der Einfluss von
IKKe und IKKe K38A auf die Insulinrezeptorautophoshorylieurng und die
Substratphosphorylierung in verschiedenen Zelllinien untersucht werden. Des Weiteren
sollten in vitro Kinase-Assays mit rekombinantem IKKe zur Untersuchung der
Insulinrezeptor- und Insulinrezeptorsubstratphosphorylierung durchgefiihrt werden.

Um die Bedeutung von IKKze in vivo zu untersuchen, sollte zunichst die Expression von
IKKe und Entziindungsmarkern in verschiedenen murinen Geweben mittels
quantitativer PCR bestimmt werden. Zu diesem Zweck sollten C57BL/6-Méuse
untersucht werden, die eine normalkalorische Didt bzw. eine Insulinresistenz-
induzierende, hochkalorische Didt (HFD, high fat diet) erhalten haben. Des Weiteren
sollten Studien zur Insulinsensitivitit in IKKe Knockout-Mausen nach Fiitterung einer
normal- bzw. hochkalorischen Diit in Fett- und Lebergewebe im Vergleich zu Wildtyp-
Miusen analysiert werden. Die mRNA-Expression verschiedener Markerproteine des
Insulinsignalweges sollte in Wildtyp- und IKKe-Knockout Tiere mittels quantitativer
RT-PCR analysiert werden, um die mogliche Auswirkung von IKKe auf die Entstehung

der Insulinresistenz zu beschreiben.
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2 Material und Methoden

2.1 Biologisches Material

2.1.1 Stimme von E. coli

Fiir die Klonierungsarbeiten wurde der Escherichia coli-Stamm DH5a von INVITROGEN

verwendet.

2.1.2 Verwendete Plasmide

Das humane IKKepsilon lag im Expressionsvektor pPCMV6-XL4 von ORIGENE vor.
Fiir Klonierungen in E. coli wurde pcDNA3.1A aus dem INVITROGEN Vektor-System

verwendet.

2.1.3 Verwendete Zelllinien

Es wurden zum einen HEK293rapid-Zellen (human embryonal kidney rapid) als auch
FAO-Zellen (rat hepatoma cells) verwendet.

2.2 Medien

2.2.1 Medien fiir E. coli

LBamp -Medium 1% Hefeextrakt
1% Trypton
0,5% NacCl, pH 7,5
50 pg/ml Ampicillin

LB amp-Platten LB-Medium
2% Agar
200 pg/ml Ampicillin
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2.2.2 Medien fiir Zelllinien

HEK?293rapid-Vollmedium
und
MEF-Vollmedium

10%
2mM
1%

D-MEM high Glucose (GIBCO)
FBS (GIBCO)

L-Glutamin (GIBCO)
Penicillin/Streptomycin (GIBCO)

HEK293rapid-Hungermedium

0,1%
2mM
1%

D-MEM high Glucose (GIBCO)
FBS (GiBco)

L-Glutamin (GIBCO)
Penicillin/Streptomycin (GIBCO)

FAO-Vollmedium

10%
2mM
1%

RPMI 1640 (GIBCO)

FBS (GIBCO)

L-Glutamin (GIBCO)
Penicillin/Streptomycin (GIBCO)

FAO-Hungermedium

0,1%
2mM
1%

RPMI 1640 (GIBCO)

FBS (GiBco)

L-Glutamin (GIBCO)
Penicillin/Streptomycin (GIBCO)

Einfriermedium

10%

FBS (GiBco)
DMSO

2.3  Methoden zur DNA-Analyse

2.3.1 DNA-Prizipitation

Man prézipitiert DNA, um sie aufzukonzentrieren oder in einem anderen Puffer
aufzunehmen. Bei der in dieser Arbeit bevorzugten Methode werden zur DNA-LSsung
10 Vol. 3 M NaAc, pH 4.8, und 0,7 Vol. Isopropanol gegeben und durch Invertieren
gemischt. Beim 25-miniitigen Zentrifugieren bei 4°C sedimentiert die DNA. Nachdem
der Uberstand verworfen wurde, wird das Pellet mit 70% EtOH gewaschen, um

iiberschiissige Salze zu 16sen. AnschlieBend wird das Pellet in der gewiinschten

Puffermenge gelost.

2.3.2 Agarosegel-Elektrophorese

6 x Loading Dye Solution

30% Glycerol
0,5% Bromphenolblau

50 mM EDTA
1 x TAE 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
Ethidiumbromid-Bad 5 pg/ml
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DNA-Molekulargewichtsmarker

100 bp DNA Ladder (INVITROGEN) 1000 ng/1 pl

1 Kb Plus DNA Ladder (INVITROGEN) 1000 ng/1 pl

Mithilfe der Agarosegel-Elektrophorese konnen DNA-Fragmente voneinander getrennt
werden. Die Agarose-Matrix wirkt wie ein grobmaschiges Sieb, das den DNA-
Fragmenten umso weniger Widerstand bietet, je kleiner diese sind.

Nach Beendigung der Elektrophorese wird das Gel fiir einige Minuten in ein

Ethidiumbromidbad gelegt, um die DNA unter UV-Licht sichtbar machen zu kdnnen.

2.3.3. Isolierung von DNA aus Agarosegel-Fragmenten

Um die in einem Agarosegel aufgetrennte DNA zu isolieren, wurde das Kit ,,QIAquick
Gel Extraction Kit“ von QIAGEN nach Standardprotokoll verwendet. Die gewlinschte
Bande wird dazu mdéglichst schnell unter 70 % UV-Licht ausgeschnitten.

2.4 PCR-Methoden

Die PCR fiihrt enzymatisch und in vitro zu einer exponentiellen Amplifikation eines
definierten DNA-Fragments. Sie findet vielfiltige Anwendung, da sie eine sehr
sensitive Nachweismethode fiir spezifische DNA-Sequenzen ist. Daher eignet sie sich
zum Screenen transformierter Organismen. Sie wird auch benutzt, um Fragmente fiir
die Klonierung mit den entsprechenden Restriktionsschnittstellen bereitzustellen. Dafiir
werden Oligonukleotide verwendet, die im 5’-Bereich nicht vollstindig mit der
Template-DNA {ibereinstimmen, sondern die Erkennungssequenz einer bestimmten
Restriktionsendonuklease enthalten. Nach demselben Prinzip kénnen auch lidngere

DNA-Sequenzen an PCR-Produkte synthetisiert werden.
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2.4.1 Standard-PCR

Platinum Taq DNA-Polymerase

10x PCR-Puffer

MgCl,-Losung
dNTP-Mix
Primer (siehe Tabelle)

5U/ul INVITROGEN
200 mM Tris-HCI, pH 8,4 INVITROGEN
500 mM KCl

50 mM MgCl, INVITROGEN
1,25 mM INVITROGEN

10 uM MWG

Fiir einen typischen PCR-Ansatz werden zusitzlich einige fmol Template-DNA und

ddH,0 ad 50 pl bendtigt.

Die Standard-PCR findet unter folgenden Bedingungen im Thermocycler statt:

3 min, 94°C Initiale Denaturierung

18 Zyklen mit je

45 sek, 50-55°C

45 sek, 94°C Denaturierung
Annealing (Temperatur je nach Primer)

1 min, 72°C Elongation (pro 1 kb ca. 1 min)

5 min, 72°C Terminale Elongation (um noch nicht

vollstindige Amplifikate aufzufiillen)

4°C Lagerung

Tabelle 1:

Gelb unterlegt: Startcodon (ATG)
kursiv: Markierung der neu eingefiigten Schnittstelle
Rote Schrift: Markierung der Mutation; Lysin (AAG) --> Alanin (GCG)

Fiir PCR verwendete Primer

Klonierungs- und Overlap-PCR

BamHI TA GGA TCC ACC ATG CAG AGC ACA GCC AAT TAC
Xmal-as CTC ATC ATC ATC CAG CTCC

Sacl CCT ACA CGA AAGGACCTGC

EcoRlI-as TA GAA TTC GAC ATC AGG AGG TGC TGG

K38A fw G GTT GCT GTG GCG GTC TTC AAC

K38A-as GTT GAA GAC CGC CAC AGC ACC
Sequenzierungsprimer

1015 _hIKKe 639 S

GAT GAG TTC CTG GTG GTG C

1016 hIKKe 1160 S

CAT CAC CTG CCA GCT GTC AC

1017 hiIKKe 2181 S

CCT TAG GTC ACA CAC GGC AAG

1018 hIKKe 1674 S

CAG GAG CTAATGTIT CGG G

1040 hIKKe 1459 S

TAG AAT TCT GGA GCC CCT GTT CCC AGC

1052 hIKKe 1942 AS

GGT TCA GGC TGC TCA GG

Primer zur Genotypisierung der IKK¢ Knockout Miiuse

GS(E,T) AGC ATC TAA ATG GAA CTT CCCAGG C
NEO(T) GGG CCAGCT CATTCCTCCCACTCAT
GS(E1) TCC TGC CTC AGT ATT TCG AGA TGG G
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2.4.2 Overlap-PCR

Das Grundprinzip der Overlap-PCR beruht auf der Tatsache, dass zwei DNAs
gleichzeitig als Template (Megaprimer) eingesetzt werden konnen, wenn diese auf
einem kurzen Abschnitt am Ende komplementire Basensequenzen aufweisen. Bei
geeigneter Wahl der Primer und dquimolarem Verhiltnis der Template-DNAs ist es
moglich, aus den beiden einander iiberlappenden Templates ein einziges,
durchgehendes Produkt zu erzielen. Durch entsprechende vorgeschaltete PCR-
Reaktionen ist es moglich, vollig verschiedene DNA-Bereiche mit den benétigten

komplementéren Sequenzen zu versehen, um sie zu fusionieren.

Overlap-PCR

a) Fragment A b) Fragment B

. 3
o o
—= ‘gw
|- |
—

) Megaprimer

e

— | —

S S

|

—

4

Overlap-Produkt

Abbildung 6:  Schematische Darstellung der Overlap-PCR

Zunichst werden Fragment A (gelb) und Fragment B (blau) amplifiziert (a und b). Der forward-Primer
(3) des Fragments B enthdlt einen homologen Bereich zu seinem 5’-Ende (rot) und den
Uberlappungsbereich vom Fragment A (gelb). Bei der eigentlichen Overlap-PCR (c) fungieren Fragment
A und B als Megaprimer und die Primer 1 und 4 als AuBlenprimer. Verwendete Primer (rot dargestellt;
griine Zahlen) 1: BamHI; 2: K38A-as; 3: K38A fw; 4: Xmal-as.
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2.4.3 cDNA-Synthese

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase kann aus RNA die dazu komplementire cDNA
hergestellt werden. Es wurde das ,,High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit* von

APPLIED BIOSYSTEMS nach Herstellerangaben benutzt.

MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/ul) 2,5 ul
Reverse Transcription Buffer (10X) Sul
RNase Out (40 U/ul) 1,25 pl
dNTP-Mix (25X) 2 ul
Random Primers (10X) Sul
DEPC-H,0 ad 25 ul
RNA (1 pg) lpg

Die cDNA-Synthese findet unter folgenden Bedingungen im Thermocycler statt:

10 min 25°C
120 min 37°C
15 min 70°C
hold 4°C

2.4.4 TaqMan: Real Time PCR

Die Real-Time-quantitative-PCR ist eine spezielle PCR-Methode, die zusitzlich die
Moglichkeit der Quantifizierung bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von
Fluoreszenz-Messungen wihrend eines PCR-Zyklusses (daher der Name ,,Real Time*)
durchgefiihrt. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte
zu, was die Quantifizierung moglich macht. Eine gelelektrophoretische Auftrennung der

Fragmente ist nicht notig.

Abbildung 7: TaqMan-Sonde

Am 5’-Ende der TagMan Sonde befindet sich der Fluoreszenz-Reporter (R), am 3’-Ende der
Quencher (Q).

26



Material und Methoden

Die TagMan Sonden sind an einem Ende mit dem Quencher, am anderen mit dem
Reporter-Fluoreszenzstoff FAM markiert. Wenn die Taq-Polymerase, die zusétzlich
eine Exonuclease-Aktivitit besitzt, die Sonde wihrend der Synthese des Gegenstranges
am 5’-Ende abbaut, entfernen sich Quencher und Fluorophor voneinander und so kann

die steigende Reporter-Fluoreszenz gemessen werden.

famyard pilmas prabe
e &
:
o LI s 2
e i =
x = iavaina pilma 2 a
Polymerisation wamms
:

= %
R ————————

-

o

2. Strand displacement

e LI
3. Cleavage e

4. Polymerisation completed

Abbildung 8:  Ablauf RealTime-PCR

Quantifizierung von Nukleinsduren mit Hilfe der RealTime-PCR und TaqMan-Sonden. 1. die
Fluoreszenz des Reporter-Fluorophor (FAM) wird bei intakten TagMan Sonden durch den Quencher
unterdriickt. 2.+ 3. Die Taq-Polymerase baut wihrend eines PCR-Zyklus das 5’-Ende der Sonde ab. 4.
Der abgespaltene Reporter ist nun zur Fluoreszenz befahigt.

In dieser Arbeit wurden die genspezifischen Primer (assay on demand, AoD) von ABI
(APPLIED BIOSYTEMS) bezogen. (siche Anhang)

Als Housekeeper wurde bei Messungen von RNA aus dem Muskel mPpie
(peptidylprolyl isomerase E), bei den restlichen Geweben mTbp (TATA binding

protein) verwendet.

2.5 Klonierung

2.5.1 Dephosphorylierung

Damit in ein linearisiertes Plasmid ein anderes DNA-Fragment eingefiigt werden kann,
wird dieses zundchst dephosphoryliert, so dass es nicht wieder religieren kann. Durch
das Fehlen der 5’-Phosphatgruppen ist eine erneute Verkniipfung {iber

Diesterbindungen zwischen den beiden Enden der DNA ausgeschlossen.
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Der Ansatz wird 30 min bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der alkalischen

Phosphatase wird 15 min auf 85°C erhitzt.

1 ul CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase); 1 U/ul
5 ul Puffer
5 ul linearisierter Vektor

35 ul ddH,O

Um Proteine zu dephosphorylieren, werden anstelle des linerarisierten Vektors die an
Agarosebeads gebundenen Proteine aus einer Immunprézipitation (IP) (s. 2.7.7)
eingesetzt. Fiir diese IP wurden dem Lysepuffer und der HNTG-Losung kein
Phosphataseinhibitorcocktail zugesetzt.

Der Ansatz wird 60 min bei RT unter leichtem Schiitteln inkubiert. Zur Inaktivierung
der alkalischen Phosphatase werden die Beads 3x mit HNTG +

Phosphataseinhibitorcocktail gewaschen.

25 ul CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase); 1 U/ul
5 ul Puffer

Agarosebeads aus [P
20 ul ddH,O

2.5.2 Ligation

T4 DNA Ligase 5U0/ul INVITROGEN
10x Ligationspuffer 400 mM Tris-HCI, pH 7,8 INVITROGEN
100 mM MgCl,
100 mM DTT
5mM ATP

Ein Ligationsansatz enthdlt 400-800 ng restringierte, dephosphorylierte und gereinigte
Vektor-DNA und die einzufiigende Fremd-DNA. Der Ligationsansatz hat ein Volumen
von 20ul. Es wird bei RT 1 Stunde inkubiert. Die T4 DNA Ligase kann durch 10-

mintitiges Erhitzen auf 65°C inaktiviert werden.

2.5.3 Restriktionsspaltungen

Restriktionsendonucleasen erkennen sequenzspezifische DNA-Doppelstringe und
schneiden die DNA innerhalb dieser Bereiche. Diese palindromischen

Erkennungssequenzen sind zwischen 4 und 8 bp lang.
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Der Verdau von DNA erfolgt im enzymspezifischen Restriktionspuffer. Pro pg zu
verdauender DNA werden 1-2 U Enzym eingesetzt. Der Verdau erfolgt meistens bei
37°C (siehe Herstellerangaben) innerhalb einer Stunde. Einige Enzyme verlangen den

Zusatz von 100 pg/pl Rinderserum-Albumin (BSA).

Enzymname Schnittstelle Konz. Reaktionsbedingungen Firma
BamHI G'GATC C 10 U/ul  37°C Buffer React 3 GIBCO
Eco81I (Testverdau) CC'TNA GG 10 U/ul 37°C Buffer Y/TANGO'© MBI
EcoRI G'AATT C  10U/ul 37°C Buffer EcoRI MBI
Notl GC'GGCC GC 10U/ul 37°C Buffer 0" MBI
Sacl G AGCT'C  10U/ul 37°C Bufter Sacl MBI
SstI (Sacl) G AGCT'C  10U/ul 37°C Buffer React 2 GIBCO
Xmal C'CCGG G 10U/ul 37°C Buffer 4 +BSA NEB

2.5.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,4
1 mM EDTA, pH 8,0

TE ist ein Standardpuffer fiir die langerfristige Lagerung von DNA. Er verhindert den
Abbau der DNA durch DNasen dadurch, dass die dafiir notwendigen 2-wertigen lonen
durch den Chelatbildner EDTA abgefangen werden.

2.5.5 Mini- und Midiprep

Die gewiinschten Klone werden in 5 ml LBamy, bei 37°C vorkultiviert und als 100 ml
(Miniprep) bzw. 300 ml (Midiprep) LBamp-Kultur bei 37°C im Schiittler iiber Nacht
angezogen. Die Zellen werden durch Zentrifugation bei 4°C sedimentiert.
Fir die Plasmidisolierungen wurde das Kit ,,QIA Prep Spin Miniprep Kit“ bzw.
»QIAGEN Plasmid Midi Kit*“ von Qiagen nach Standardprotokoll benutzt.

2.5.6 Heatshock-Transformation

Pro Transformationsansatz wird ein 100 pl-Aliquot kompetenter Zellen (DHS5a;
INVITROGEN) auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe der Plasmid-DNA erfolgt eine 20-
miniitige Inkubation auf Eis. AnschlieBend werden die Zellen fiir 60 sek bei 42°C im

Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt und dann fiir 2 min auf Eis abgekiihlt. Danach
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wird der Ansatz in 250 pl LB-Medium aufgenommen, auf eine LBamy-Platte

ausgestrichen und ii.N. bei 37°C kultiviert.

2.6  Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien

2.6.1 Auftauen der Zellen

Das Zell-Vial aus dem Stickstofftank wird 3-4 min im 37°C Wasserbad aufgetaut. Die
Zellsuspension wird in 10 ml des jeweiligen Vollmediums aufgenommen und 4 min bei
1000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 10 ml Vollmedium resuspendiert und in
eine 75 cm’-Flasche iiberfiihrt.

Die Kultivierung erfolgt iiber Nacht bei 37°C und 5% CO,, Mediumwechsel am

nichsten Tag.

2.6.2 Kultivierung der Zellen

Die Zelllinien werden in Zellkulturflaschen von 162 cm’ Fliche mit 25 ml des
entsprechenden Vollmediums bei 37°C und 5 % CO; kultiviert. Sind sie zu 80 %

konfluent, werden sie mit PBS gewaschen, mit Trypsin gelost und 1:5 gesplittet.

2.6.3 Einfrieren der Zellen

Die Zellen werden trypsiniert, in Vollmedium aufgenommen und in einer Neubauer
Zihlkammer gezdhlt. 5 x 10° Zellen werden 4 min bei 1000 rpm abzentrifugiert, in
500 pl Einfriermedium aufgenommen und sofort in Cryo-Vials tiberfiihrt, die i.N. in
einer ,,Mr. Frosty“-Isopropanolbox bei -80°C eingefroren werden. Diese Boxen
gewdhrleisten, dass die Zellen pro min um 1°C abgekiihlt werden. AnschlieBend werden

die Cryo-Vials zur lingerfristigen Lagerung in Fliissigstickstoff liberfiihrt.

2.6.4 Transformation

Die Zellen werden mit ,,FuGene* von ROCHE nach Standardprotokoll transfiziert.
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2.6.5 Lyse

Die Zellen werden mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer (200 pl/well einer 6 well
Platte) 15 min auf Eis lysiert. AnschlieBend werden die Zellriickstdnde 15 min bei 4°C

abzentrifugiert.

Lysepuffer 25 mM Tris-HCI1 pH 7.4
I mM EGTA
I mM EDTA
10 mM NaF
10 mM Na4P207
1 % NP40
1 x Complete (ROCHE)
1 x Phosphataseinhibitorcocktail vor Gebrauch hinzufiigen
(S1GmA) vor Gebrauch hinzufiigen

2.6.6 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde mit dem ,,BCA Protein Assay Kit* von PIERCE nach

Standardprotokoll durchgefiihrt.

2.6.7 Immunprizipitation

HNTG 50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NaCl
0,1 % Triton X-100
10 % Glycerin

100 mM NaF
1 x Complete (ROCHE) vor Gebrauch hinzufiigen
1 x Phosphataseinhibitorcocktail vor Gebrauch hinzufiigen
(S1G6MA)

Um ein spezifisches Protein aus dem Zelllysat zu gewinnen, wendet man die
Immunprézipitation (IP) an. Dabei wird zum Lysat der entsprechende Antikdrper
(ca. 4 png/500png Protein) gegeben und dann 3 h bei 4°C gerollt. AnschlieBend werden
50 pl Protein-A-bzw. Protein-G-Agarosebeads (Roche) dazugegeben und fiir eine
weitere Stunde bei 4°C gerollt.

Die Beads werden kurz abzentrifugiert und 3x mit je 1 ml HNTG gewaschen. Das Pellet

wird in 25 pl 1x Ladepuffer aufgenommen und 5 min bei 95°C inkubiert.
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2.7  Arbeiten mit murinem Gewebe

2.7.1 Gewebepraparation

Lysepuffer

Puffer I 50 mM Tris-HCI pH 7,4
250 mM Mannitol
10 % Glycerin
1 mM EDTA Sterilfiltrieren und bei 4°C
1 mM EGTA lagern

Puffer II Puffer I
20 mM Natriumpyruvat
2 mM NaOrthovanadat
Il mM DTT
50 mM NaF vor Gebrauch hinzufiigen
Ix Complete w/o EDTA vor Gebrauch hinzufiigen
1x Phosphataseinhibitorcocktail

Puffer III 10 % Triton X-100 in Puffer II

0,1 — 0,3 g Leber bzw. epiWAT werden abgewogen, in ein 10 ml Reaktionsgefil}
gegeben und auf Trockeneis gelagert. Die Gewebe werden mit 3 ml des gekiihlten
Puffers II fiir 40 sek mit einem Ultrathurrax homogenisiert. Nach Zugabe von 330 pl
Puffer III und anschlieBenden Vortexen wird das Lysat 15 min auf Eis inkubiert.
Danach folgt ein weiteres Homogenisieren mit dem Ultrathurrax fiir 10 sek.

Die Proben werden bei 4°C fiir 30 min bei 13000 rpm abzentrifugiert.

Der Uberstand wird aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.7.2 RNA-Isolation

Die RNA aus den Lebern wird mit dem Kit ,RNeasy Mini“ von QIAGEN nach
Standardprotokoll isoliert. Das epiWAT wird zundchst mit dem ,,QIAzol Lysis
Reagent von QIAGEN lysiert und dann ebenfalls mit dem Kit ,RNeasy Mini‘

bearbeitet.
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2.8 Analysemethoden

2.8.1 Western Blot

10 x NET 1,5M NacCl
50 mM EDTA
0,5 % Triton X-100
0,5M Tris pH 7,4

Proteinstandard MagicMark XP (INVITROGEN)

Die Westernblots wurden mit dem ,,NuPage Gel System™ von INVITROGEN nach
Herstellerangaben durchgefiihrt.

Die Nitrocellulosemembranen wurden mit 1x NET geblockt. Die Primdr- und
Sekundérantikorper wurden mit 1x NET im Verhéltnis 1:1000 bzw. 1:10000 verdiinnt.
Die Detektion erfolgte mit der ECL-Substratlosung ,,Super Signal West Pico* von

PIERCE.
Tabelle 2 verwendete Antikorper
Antikorper Grofe Firma Cat. No.
IKKe 80 kDa SANTA CRUZ $¢5693
pIKKa/b 85/87 kDa CELL SIGNALING cs2681
IR 95 kDa SANTA CRUZ 07-724
IRS1 170 kDa UPSTATE 06-248
IRS1 fiir IP 170 kDa UPSTATE 05-699
pIRS1 (Ser307) 170 kDa UPSTATE 07-247
pIRS1 (Ser636/639) 170 kDa CELL SIGNALING cs-2388
IRS2 185 kDa UPSTATE 06-506
IRS2 fiir IP 185 kDa SANTA CRUZ sc-1555R
c-myc - SANTA CRUZ sc40
PY20 - BiomMmoL SA240
Sekundér-Antikorper
Goat - JACKSON IMMUNO RESEARCH 111-035-045
Mouse - JACKSON IMMUNO RESEARCH 115-035-062
Rabbit - JACKSON IMMUNO RESEARCH 111-035-045
Sheep - JACKSON IMMUNO RESEARCH 313-005-003
2.8.2 Kinase-Assay
Assaypuffer; pH 7,5 60 mM HEPES

3mM MnCl,

3 uM Orthovanadat

1,2mM DTT

2,5 mg/SO ml PEG20000
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Kinase-Assay A

pro Reaktionsansatz 30 ng IKKe (PROQUINASE)
0,5 uCi *’P-ATP
1 uM ATP

Die Inhibierung von IKKe wurde in einem Kinase-Assay unter steigenden
Konzentrationen drei verschiedener Compounds (LILLY intern) gemessen.
Die Reaktionsansitze setzen sich wie folgt zusammen:

10 pl Assaypuffer
+ 10 pl IKKe
+ 10 pl ATP-Mix
+ 10 ml Compound
+ 10 pl Casein
Fiir die Negativkontrollen wurde ein Ansatz ohne IKKe und einer ohne IKKe und
Casein pipettiert. Bei der Negativkontrolle wurde keine Compound zugegeben.
Die Ansidtze wurden fiir 90 min bei RT unter leichtem Schiitteln inkubiert. Dann
wurden 130 pl 10 % ige Phosphorsdurehinzugegeben um die Reaktion zu stoppen. Je
160 pl eines Ansatzes wurde in einer vorbenetzte Filterplatte {iberfiihrt, abgesaugt und
3-mal mit 200 pl 0,5 % iger Phosphorsdure gewaschen. Die Platte wurde anschlielend
60 min bei 60°C getrocknet. Nach Zugabe von 30 ul MicroScint 0 pro well wurde die
Messung durchgefiihrt.

Kinase-Assay B

pro Reaktionsansatz 30 ng IKKe (PROQUINASE)
0,5 uCi *’P-ATP
1 uM ATP

Um den Effekt von IKKe auf IRS1 und IRS2 in vitro zu untersuchen, wurde einen
Kinase-Assay mit rekombinantem IKKe und radioaktivem **P-ATP durchgefiihrt.

Dazu wurden zundchst HEK293rapid-Zellen mit IRS1 bzw. IRS2 und als
Negativkontrollen mit einer inaktiven Form des Insulinrezeptors (IR K/A) bzw. LacZ
transfiziert.

Von den jeweiligen Zelllysaten wurden IPs gemacht. Diese wurden aufgeteilt, um den
Assay einmal mit und einmal ohne IKKe durchzufiihren.

Als Positivkontrolle diente Casein (2,5 pg pro Ansatz).

[P-Agarosebeads bzw. Casein in 10 pl Assaypuffer
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+ 10 pl Assaypuffer (+/- IKKe)

+ 10 pl ATP-Mix

Die Reaktionen wurden 90 min bei RT unter leichtem Schiitteln inkubiert und mit 6 pl
Ladepuffer gestoppt. Die Proben wurden auf ein SDS-Gel (Invitrogen) aufgetragen. Die
Proteine wurden nach dem Gellauf ii.N. mit dem ,,GelCode Blue Stain Reagent™ von
PIERCE angefdarbt. Nach 2-stiindigem Waschen mit Wasser wurde das Gel getrocknet

und einem Autoradiogramm unterzogen.

2.8.3 TKA-ELISA

Assaypuffer; pH 7,5 50 mM Tris
150 mM NaCl
0,05 % Tween-20
5mM MnCl,
50 uM ATP

Um zu untersuchen, ob IKKe den Insulinrezeptor phosphoryliert und so dessen
Autophosphorylierung beeintriachtigt wird ein TKA-ELISA (Tyrosin Kinase Activator)
durchgefiihrt, bei dem ein biotinyliertes I[R-Peptid, das vom Insulinrezeptor
phosphoryliert werden kann, als Substrat dient. Das Peptid enthélt einen Teil der
katalytischen Doméne der Tyrosinkinase mit den Tyrosinresten Tyr-1158, Tyr-1162
und Tyr-1163 (noch unverdffentlicht). Es bindet an die mit Streptavidin gecoatete Platte
und die phosphorylierten Tyrosinreste werden vom HRP-gelabelten 4G10-Antikorper
detektiert.

Zu dem Peptid wird Insulinrezeptor, bzw. als Negativkontrolle die kinase-inaktive Form
des Insulinrezeptors (IR K/A) gegeben. In je einen Ansatz wird vor Peptidzugabe mit
IKKe inkubiert (60 min bei 37°C), um dessen Einfluss auf die Aktivitit des

Insulinrezeptors zu untersuchen.

In eine Rundbodenplatte werden pipettiert:
20 pl Insulinlésung (20 nM)
+ 60 pul Assaypuffer
+ 10 pl Peptidldsung (50 uM)
+ 10 pl Insulinrezeptorldosung
Die Ansdtze werden 120 min bei 30°C und leichtem Schwenken inkubiert. Danach

werden je 60 ul auf eine Neutravidin-gecoatete Platte iibertragen und fiir weitere 60 min
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bei 30°C inkubiert. Die Platten werden 6-mal mit 200 pl PBS gewaschen, dann werden
fiir 30 min bei 30°C 50 pl des Antikorpers (1:20000 verdiinnt) hinzugegeben. Es folgt
ein erneuter Waschschritt. Je well werden 100 pl der TMB-Substratldsung pipettiert und
fiir 15 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit setzt das an den Antikorper gekoppelte HRP
das Substrat zu einem blauen Farbstoff um. Nach Zugabe von 100 pl der Stop-Losung

wird bei 450 nm gemessen.

2.8.4 RealTime PCR (TagMan)

Universal Mix (2X) 15l
Assay on Demand 1,5 ul
cDNA (1:3-Verdiinnung) S5ul
DEPC-H,O ad 30 ul

Die TagMan-Ansétze werden in eine 384-well Platte umpipettiert (4 wells a 5 ul) und
anschlieBend gemessen.

Zur Quantifizierung der TagMan RealTime PCR wurde als Referenzgen fiir die cDNA
aus Leber, epiWAT und Niere mTbp (TATA binding protein), fiir die cDNA aus
Muskel mPpie (peptidylprolyl isomerase E) verwendet. Als Standardkurve wurde die
Formel ,yvirtually Quantity = (10"((Ct-35)/(-3.3219)))“ =zugrunde gelegt. Das

Expressionsniveau ist in den Abbildungen als virtuelle Kopienzahl dargestellt.

2.8.5 NFkB-Aktivititsmessung

Die NFkB Aktivititsmessung erfolgt mit dem Kit ,, TransAM Flexi NFkB Family* von
ACTIVE MOTIV nach Standardprotokoll.

Der im Assay eingesetzte Zellextrakt — hier der von wt- und IKKe KO-Lebern — enthilt
ggf. aktiviertes NFkB, das an das im Kit vorhandene biotinylierte Oligonucleotid
bindet. Dieser Komplex haftet an der Streptavidin-gecoateten Assayplatte und kann
mithilfe der spezifischen NFxB-Antikorper (p65; p50; p52; c-Rel und RelB) quantitativ

nachgewiesen werden.
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2.8.6 Genotypisierung der IKKe-Knockoutméuse

Zur Genotypisierung der Knockoutmiuse wird aus den Schwanzspitzen der Mause mit
dem Kit ,,DNeasy tissue” von QIAGEN gDNA nach Standardprotokoll gewonnen. Zur
Kontrolle werden die Wildtypmause ebenfalls genotypisiert.

Dazu wird eine PCR mit den spezifitschen Genotypisierungsprimern durchgefiihrt, um
anhand der unterschiedlichen Grofle der PCR-Produkte zu erkennen, ob die fiir den

Knockout eingefiigte NEO-Kassette vorhanden ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Interaktion von IKKe mit dem Insulinrezeptor und seinen
Substraten in vitro

Es sollte der Einfluss von IKKe auf die Entstehung der Insulinresistenz untersucht
werden. Dazu wurden zunichst in vitro-Experimente zur Interaktion von IKKe mit dem
Insulinrezeptor und seinen Substraten durchgefiihrt. Neben in vitro Kinase-Assays mit
rekombinantem IKKe zur  Untersuchung der Insulinrezeptor- und
Insulinrezeptorsubstratphosphorylierung wurde IKKe in insulinsensitiven Zelllinien
transient exprimiert, um mogliche Auswirkungen auf die Insulinsignaltransduktion zu

untersuchen.

3.1.1 in vitro-Aktivitit von rekombinantem IKKg

Das rekombinante IKKe wurde von PROQINASE bezogen. Zur Kontrolle, und um die
Assaybedingungen fiir die folgenden Versuche zu optimieren, wurde zu Beginn die
Aktivitit des rekombinanten IKKe in vitro untersucht. Dazu wurde ein Kinase-Assay
mit radioaktivem **P-ATP etabliert, bei dem Casein als Substrat von IKKe
phosphoryliert werden sollte. Im Weiteren wurden verschiedene Konzentrationen von
drei unterschiedlichen Inhibitoren (LILLY intern) eingesetzt. Bei diesem Assay kann

ausschlieBlich das gebundene **P gemessen werden (cpm = counts per minute).
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Abbildung 9:  Phosphorylierung von Casein durch rekombinantes IKKg

Die Abbildung zeigt die Inhibierung der IKKe-Aktivitdt (counts per minute; cpm) bei zunehmender
Konzentration drei verschiedener Inhibitoren (2516070; 2516072; 2517375; LILLY interne
Nummerierung). Als blauer Punkt dargestellt ist eine Negativkontrolle, der beim Assay kein IKKg
zugesetzt wurde, so dass Casein nicht phosphoryliert werden konnte. Die zweite Negativkontrolle (griiner
Punkt) enthdlt weder Casein noch IKKe, und reprisentiert den Background. Im Ansatz der
Positivkontrolle (rosa Punkt) wurde kein Inhibitor zugesetzt, so dass dieser die komplette
Phosphorylierung von Casein durch IKKe darstellt. Bei einer Inhibitor-Konzentration von 0,01 uM
besteht so gut wie keine Inhibierung der IKKe-Aktivitét, bei 100 pM ist sie fast 100 %ig.

Der Assay zeigt, dass die Aktivitiit des rekombinanten IKKe mit zunehmender Konzentration der
drei verschiedenen Inhibitoren gleichermaflen abnimmt (

Abbildung 9). Als Positivkontrolle (rosa Punkt) diente ein Ansatz, der IKKe und
Casein, aber keinen Inhibitor enthielt. Der gemessene Wert von ca. 25000 cpm (counts
per minute) zeigt die maximale Phosphorylierung des Caseins durch IKKe. Als
Negativkontrolle wurde ein Ansatz mit Casein, aber ohne IKKe gemessen, er stellt die
basale Phosphorylierung des Caseins dar (blauer Punkt). Zum Vergleich wurde ein
Ansatz gemessen, bei dem weder IKKe noch Casein zugegeben wurden (griiner Punkt).
Dieser reprasentiert den Backgroundwert.

Bei einer Inhibitor-Konzentration von 0,01 pM besteht so gut wie keine Inhibierung der
IKKe-Aktivitat, bei 100 uM hingegen ist sie fast 100 %ig. Das rekombinante IKKzg ist
unter den ausgewdhlten Versuchsbedingungen aktiv und kann fiir die geplanten

Experimente verwendet werden.
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3.1.2 IKKe-vermittelte Phosphorylierung des Insulinrezeptors

In den folgenden Experimenten wird der Einfluss von IKKe auf den Insulinrezeptor
analysiert. Es soll untersucht werden, ob IKKe den Insulinrezeptor (IR) phosphoryliert

und so dessen Autophosphorylierung und die Insulinsignaltransduktion beeintréchtigt.

Zur Untersuchung der IKKe-vermittelten Phosphorylierung des Insulinrezeptors wird
ein TKA-ELISA (Tyrosin Kinase Activator) durchgefiihrt, bei dem ein biotinyliertes
IR-Peptid, das vom Insulinrezeptor phosphoryliert werden kann, als Substrat dient. Das
Peptid umfasst einen Teil der katalytischen Doméne der Insulinrezeptor-Tyrosinkinase
mit den Autophosphorylierungsresten Tyr-1158, Tyr-1162 und Tyr-1163. Es bindet an
die mit Streptavidin beschichtete Platte und die phosphorylierten Tyrosinreste werden
mittels eines HRP-markierten 4G10-Antikérpers detektiert. Zu dem Peptid wird
Insulinrezeptor, bzw. als Negativkontrolle die kinase-inaktive Form des Insulinrezeptors
(IR K/A) gegeben. Je ein Ansatz wird vor Peptidzugabe mit rekombinantem IKKe

inkubiert, um dessen Einfluss auf die Aktivitdt des Insulinrezeptors zu untersuchen.

TKA-ELISA
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Abbildung 10: Ergebnisse des TKA-ELISA

Beim TKA (Tyrosin Kinase Aktivator)-ELISA werden die Phosphorylierungen an drei Tyrosinresten
(Tyr-1158, Tyr-1162, Tyr-1163) der katalytischen Doméne des Insulinrezeptors mit einem HRP-
gekoppelten 4G10-Antikorper detektiert. Diese befinden sich in der Sequenz eines biotinylierten
Peptides. Phosphoryliert wird es unter Insulinstimulation (dunkelblaue Bande) vom Insulinrezeptor (IR).
Als Negativkontrolle dient die kinase-inaktive Form des Insulinrezeptors (IR K/A). In je einem Ansatz
wird der IR bzw. IR K/A vor Zugabe des Peptids zunédchst mit IKKe inkubiert, um dessen Auswirkung
auf die Aktivitit des Insulinrezeptors zu untersuchen. In vitro ist kein Einfluss von IKKe auf die
Insulinrezeptoraktivitét festzustellen.
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Die hellblauen Balken stellen die basale Aktivitdt des IR bzw. IR K/A dar, in diesen
Ansdtzen war kein Insulin vorhanden (Abbildung 10). Die dunkelblauen Balken
hingegen zeigen die erhdhte Aktivitit des Insulinrezeptors (Autophosphorylierung der
Tyrosin-Reste) nach Insulinstimulation. Um den Einfluss von IKKe auf die Aktivitét
des Insulinrezeptors zu untersuchen, wird dieser zundchst in einem vorgeschalteten
Kinase-Assay mit rekombinantem IKKe inkubiert, ebenso wie der inaktive
Insulinrezeptor (IR K/A), der als Negativkontrolle dient. IKKe zeigt in vitro keinen

Einfluss auf die Aktivitit des Insulinrezeptors.

Im vorausgegangenen Experiment konnte mithilfe des Peptids, welches die katalytische
Doméne der Insulinrezeptor-Tyrosinkinase umfasst, kein Einfluss von IKKe auf die
Aktivitdt des Insulinrezeptors nachgewiesen werden. Um dieses Ergebnis abzusichern,
wird ein radioaktiver Kinase-Assay durchgefiihrt.

Fiir dieses Experiment werden zundchst HEK293rapid-Zellen mit drei verschiedenen
Konstrukten transfiziert. Dabei handelt es sich um Plasmide, die zum einen LacZ, sowie
den Insulinrezeptor (IR) bzw. die inaktive Form des Insulinrezeptors (IR K/A)
umfassen. Von den drei Transfektionen wird nach der Lyse je ein Drittel der Lysate mit
dem myc-Antikérper immunprézipitiert, hier kann nur das myc-getagte LacZ binden.
Mit dem Rest der Lysate wird eine Immunprézipitation (IP) mit dem Insulinrezeptor-
Antikorper durchgefiihrt. Die IR-IPs werden aufgeteilt. Die eine Hilfte — ebenso wie die
kompletten myc-IPs — werden in Anwesenheit von rekombinantem IKKe einem
radioaktiven Kinase-Assay unterzogen, der zweiten Hélfte wird beim Assay kein
rekombinantes IKKe hinzugegeben. Das im Assay eingesetzte " P-ATP ermdglicht den
Nachweis von Phosphorylierungen mittels eines Autoradiogramms. Die einzelnen
Reaktionen werden iiber ein SDS-Gel aufgetrennt, das im Anschluss zum

Sichtbarmachen der Proteine gefarbt wird (Coomassie-Farbung).
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Abbildung 11: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel des IR-Kinase-Assays

HEK293rapid-Zellen wurden mit LacZ bzw. der kinase-inaktiven Form des Insulinrezeptors (IR K/A)
oder dem Insulinrezeptor (IR) transfiziert und lysiert. Es wurde jeweils eine Immunprézipitation (IP) mit
dem myc- bzw. dem IR-Antikdrper durchgefiihrt. Die myc-IP sowie eine Hélfte der beiden IR (K/A)-IPs
wurden einem radioaktiven (*P-ATP) Kinase-Assay mit IKKe unterzogen, ebenso die zweite Hilfte der
IR (K/A)-IPs, aber ohne IKKe. Die Ansédtze wurden danach auf einem SDS-Gel aufgetrennt, das im
Anschluss gefarbt und getrocknet wurde. Es ist zu sehen, dass bei den mit den Insulinrezeptoren
transfizierten Zellen nur bei der IR-IP Insulinrezeptor immunpréazipitiert wurde, da kein myc-tag
vorhanden ist, und bei den mit LacZ transfizierten Zellen wurde lediglich bei der myc-IP das myc-getagte
LacZ immunprézipitiert. Die Mengen an immunprézipitiertem Insulinrezeptor und seinem Precursor sind
in den jeweiligen Spuren gleich.

Bei der myc-IP wurde lediglich in den LacZ-Lysaten das einen myc-tag enthaltende
LacZ immunprézipitiert (Abbildung 11). In den Spuren der Insulinrezeptor-IP sind
lediglich bei den Insulinrezeptor-Lysaten (IR und IR K/A) jeweils die B-Untereinheit
des Insulinrezeptors und der Insulinrezeptor-Precursor zu sehen. Die Proteinmengen

sind jeweils in den zwei IR- bzw. IR K/A Spuren vergleichbar.

Anschliefend wurde von dem getrockneten Gel ein Autoradiogramm erstellt, bei dem

die mit **P phosphorylierten Proteine detektiert wurden.
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Autoradiogramm
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Abbildung 12: Autoradiogramm des IR-Kinase-Assays

Die Phosphorylierung der Proteine mit **P kénnen mittels eines Autoradiogramms detektiert werden.
Dazu wird das SDS-Gel des radioaktiven Kinase-Assays auf einen ,,storage phosphor screen* aufgelegt,
der anschlieBend mit einem Laser gelesen wird. Je hoher die Strahlung an den entsprechenden Bereichen
ist, d. h., je stérker diese phosphoryliert wurden, desto dunkler werden sie dargestellt. Man sieht, dass die
B-Untereinheit des intakten Insulinrezeptors und der IR-Precursor IKKe-unabhingig gleich stark
phosphoryliert wurden. In den Spuren der IR K/A- sowie der LacZ-Lysate sieht man die
Phosphorylierung der endogenen B-Untereinheit und dem endogenen IR-Precuror. Die Ursache fiir die
hohere Intensitéit der Banden der LacZ-Lysate wird spater diskutiert.

Das Autoradiogramm des IR-Kinase-Assays zeigt dunkle Banden, d.h. erhohte
Phosphorylierung, der P-Untereinheit des intakten Insulinrezeptors und des IR-
Precursors (Abbildung 12). Sie sind in etwa gleich stark, unabhéngig von der Zugabe
von rekombinantem IKKe. Die Banden der (-Untereinheit des inaktiven
Insulinrezeptors (IR K/A) und des IR-Precursors sind in etwa mit dem endogenen

Spiegel des Insulinrezeptors der LacZ-Proben vergleichbar.
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Abbildung 13: Quantifizierung des Autoradiogramms des IR-Kinase-Assays

Die Banden der phosphorylierten B-Unterenheiten des Insulinrezeptors wurden quantifiziert und als
durchschnittliche Signalintensitit in relativen Einheiten (ru) dargestellt. Die kinase-inaktiven Formen der
B-Untereinheit des Insulinrezeptors wurden kaum phosphoryliert. Das Signal bei den intakten
Insulinrezeptoren ist deutlich hoher. Bei beiden IR-Formen hat IKKe keinen signifikanten Einfluss auf
den Grad der Phosphorylierung.

Die Banden der B-Untereinheiten der Insulinrezeptoren wurden zur genaueren Analyse
quantifiziert. Bei der B-Untereinheit des intakten Insulinrezeptors (IR) wurden 8-mal
héhere Werte als bei der kinase-inaktiven Form (IR K/A) gemessen. Das
Vorhandensein von IKKe im Assay zeigt hat keinen Einfluss auf die Phosphorylierung

der B-Untereinheiten des Insulinrezeptors.

3.1.3 IKKe-vermittelte 33P-Phosphorylierung von IRS1 und IRS2

Da IKKe eine Kinase ist, soll untersucht werden, ob es IRS1 und IRS2 in vitro direkt
phosphoryliert. Dazu wurde ein radioaktiver Kinase-Assay durchgefiihrt. Es wurde von
den Lysaten der mit IRS1 bzw. einer kinase-inaktiven Form des Insulinrezeptors
(IRK/A) und LacZ-transformierten HEK293rapid-Zellen mit dem jeweiligen
Antikorper zundchst eine Immunprézipitation (IP) gemacht. Die an die Agarosebeads
gebundenen Proteine wurden beim Kinase-Assay als Substrate eingesetzt. Sie wurden
mit rekombinantem IKKe (als Basiswert ohne IKKe) und radioaktivem **P-ATP
inkubiert. In der Positivkontrolle wurde rekombinantes Casein eingesetzt, das eine
Vielzahl von unspezifischen Phosphorylierungsstellen hat, und sich deshalb als
Positivkontrolle anbietet. Wihrend des Kinase-Assays werden die Substrat-Proteine
ggf. von IKKe mit P phosphoryliert, was spiter in einem Autoradiogramm

nachgewiesen werden kann. Im Anschluss an den Kinase-Assay wurden die einzelnen
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Ansitze zunéchst iiber ein SDS-Gel aufgetrennt, das zum Sichtbarmachen der Proteine

Coomassie-gefirbt und danach getrocknet wurde.
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Abbildung 14: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel des IRS1-Kinase-Assays

HEK?293rapid-Zellen wurden mit der kinase-inaktiven Form des Insulinrezeptors (IR K/A) bzw. IRS1
oder LacZ transfiziert und lysiert. Mit den entsprechenden Antikérpern wurde je eine Immunprézipitation
(IP) gemacht, die anschlieend aufgeteilt wurde. Mit den einzelnen Ansdtzen der IPs sowie zusétzlich
rekombinantem Casein als Positivkontrolle wurde jeweils ein Kinase-Assay mit radioaktivem **P-ATP
durchgefiihrt, je einmal mit und einmal ohne rekombinantem IKKe. Die Ansdtze wurden danach iiber ein
SDS-Gel aufgetrennt, das im Anschluss Coomassie-gefarbt und getrocknet wurde. Zu sehen ist, dass in
den jeweils 2 Spuren von IR K/A, IRS2, LacZ und Casein gleiche Mengen an Protein aufgetragen
wurden.

Das Coomassie-gefarbte SDS-Gel des IRS1-Kinase-Assays diente dazu, um zu
kontrollieren, ob die IP funktioniert hat und Protein prézipitiert wurde, und des
Weiteren, um zu zeigen, dass in den je 2 Spuren der einzelnen Kinase-Assays die
gleiche Menge an Protein aufgetragen wurde, damit die einzelnen Spuren spdter im
Autoradiogramm miteinander verglichen werden konnen (Abbildung 14). Die
Transfektion mit LacZ diente der Transfektionskontrolle. Die Negativkontrolle des
Kinase-Assays ist die Transfektion mit der kinase-inaktiven Form des Insulinrezeptors
(IR K/A), da in Abbildung 12 und Abbildung 13 keine IKKe-vermittelte
Phosphorylierung von IR K/A festzustellen war. Als Positivkontrolle wurde Casein in
rekombinanter Form eingesetzt.

Die Proteinmengen in den 2 Spuren der jeweiligen Kinase-Assays sind je gleich groB.
In den Spuren, in denen die IR K/A-Immunprézipitation aufgetragen wurde, sind der

Precursor und die B-Untereinheit des Insulinrezeptors zu erkennen. In den anderen
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Spuren sieht man die Banden von IRS1, LacZ und Casein. In allen Spuren, in denen

eine [P aufgetragen wurde, ist die entsprechende Antikdrperbande zu sehen.

Anschliefend wurde von dem getrockneten Gel ein Autoradiogramm erstellt. Dabei
werden die vom IKKe mit P phosphorylierten Proteine detektiert. Beim
Autoradiogramm wird das getrocknete Gel, das das radioaktive 3P enthilt, {iber Nacht
in einer Filmkassette auf einen so genannten ,,storage phosphor screen® aufgelegt, der
durch die Strahlung des *P je nach Intensitit minimal seine Struktur verindert. Diese
Deformation wird mittels eines Lasers gelesen und bildlich dargestellt. Je hoher die

Strahlung ist, desto dunkler sind die entsprechenden Bereiche.
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Abbildung 15: Autoradiogramm des IRS1-Kinase-Assays

Die Phosphorylierung der Proteine mit P durch IKKe kann mittels eines Autoradiogramms detektiert
werden. Dazu wird das SDS-Gel des radioaktiven Kinase-Assays auf einen ,,storage phosphor screen
aufgelegt, der spidter mit einem Laser gelesen wird. Je hoher die Strahlung an den entsprechenden
Bereichen ist, und damit je stirker diese von IKKe phosphoryliert wurden, desto dunkler werden sie
dargestellt. Deutlich ist eine stirkere Phosphorylierung von IRS1 und Casein bei Vorhandensein von
IKKe im Kinase-Assay zu sehen.

Das Autoradiogramm des IRS1 Kinase-Assays zeigt in der Spur, in der die Casein-
Positivkontrolle mit rekombinantem IKKe aufgetragen wurde, deutlich eine dunkle
Bande auf der Lauthohe des Caseins (Abbildung 15). Diese reprisentiert eine starke
3p-Phosphorylierung des Substrates durch IKKe. In den Spuren der LacZ-
Transfektionskontrollen und der Negativkontrolle (IR K/A) sind keine

Phosphorylierungen nachweisbar. Deutlich zu erkennen ist die dunklere Bande von
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IRS1 in der Spur, in der IRS1 mit IKKe inkubiert wurde. IKKe hat demnach IRS1
direkt phosphoryliert.

Aufgrund der vorherigen Kontrolle der Proteinmegen im Coomassie-gefarbten Gel ist
diese Phosphorylierung eindeutig, dennoch soll sie quantitativ ausgewertet werden.
Dazu werden jeweils die 2 Banden des Precursors des Insulinrezeptors, von IRS1 und

des Caseins miteinander verglichen.
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Abbildung 16: Quantifizierung des Autoradiogramms des IRS1-Kinase-Assays

Die Banden der phosphorylierten Proteine wurden quantifiziert und als durchschnittliche Signalintensitét
in relativen Einheiten (ru) dargestellt. Bei der Casein-Positivkontrolle ist das Signal bei Vorhandensein
von IKKe im Assay 4-mal hoher. Beim IR K/A ist nahezu eine Verdopplung festzustellen und bei IRS1
erh6hen sich die Werte um den Faktor 1,7.

Die Quantifizierung der IKKe-vermittelten Phosphorylierung ist in relativen Werten
(relative Einheiten, ru) dargestellt (Abbildung 16). Die Phosphorylierung des Caseins ist
nach Inkubation mit IKKe 4-mal so hoch wie in dem Kinase-Assay, dem kein IKKeg
zugesetzt wurde. Beim Precursor des IR K/A ist nahezu eine Verdopplung der

Phosphorylierung festzustellen und bei IRS1 erh6hen sich die Werte um den Faktor 1,7.

Ebenfalls sollte die Phosphorylierung von IRS2 durch IKKe untersucht werden. Dazu
wurde derselbe radioaktive Kinase-Assay wie im vorangehenden Experiment
durchgefiihrt. Wiederum wurde von den Lysaten der in diesem Fall mit IRS2 bzw. IR
K/A und LacZ-transformierten HEK293rapid-Zellen mit dem jeweiligen Antikorper
zundchst eine IP gemacht. Diese wurde dann mit rekombinantem IKKe (als Basiswert
ohne IKKg) und radioaktivem *P-ATP inkubiert und iiber ein SDS-Gel aufgetrennt.

Die im SDS-Gel enthaltenen Proteine wurden angefarbt (Coomassie-Féarbung).
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Abbildung 17: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel des IRS2-Kinase-Assays

HEK293rapid-Zellen wurden mit der kinase-inaktiven Form des Insulinrezeptors (IR K/A) bzw. IRS2
oder LacZ transfiziert und lysiert. Mit den entsprechenden Antikérpern wurde je eine Immunprézipitation
durchgefiihrt, die anschlieBend aufgeteilt wurde. Mit den einzelnen Ansdtzen der IPs sowie zusitzlich
rekombinantem Casein als Positivkontrolle wurde jeweils ein Kinase-Assay mit radioaktivem **P-ATP
durchgefiihrt, je einmal mit und einmal ohne rekombinantem IKKe. Die Ansdtze wurden danach iiber ein
SDS-Gel aufgetrennt, das im Anschluss Coomassie-gefarbt und getrocknet wurde. Zu sehen ist, dass in
den jeweils 2 Spuren von IR K/A, IRS2 und LacZ gleiche Mengen an Protein aufgetragen wurden.

Die Transfektion mit LacZ diente der Transfektionskontrolle, diejenige mit der kinase-
inaktiven Form des Insulinrezeptors (IR K/A) als Negativkontrolle des Kinase-Assays.
Das gefarbte SDS-Gel diente wiederum dazu, um zu kontrollieren, dass die IP
funktioniert hat und Protein prazipitiert wurde, und des Weiteren, um zu zeigen, dass in
den jeweils 2 Spuren der unterschiedlichen Transfektionsansétze gleich viel Protein
vorhanden ist. In den je 2 Spuren des Kinase-Assays mit dem Insulinrezeptor K/A, von

IRS2 und von LacZ sind vergleichbare Mengen an Protein aufgetragen (Abbildung 17).

Um die IKKe-vermittelte Phsophorylierung der Proteine sichtbar zu machen, wurde
wiederum ein Autoradiogramm erstellt. Je hoher die Strahlung ist, d. h. je mehr P

eingebaut wurde, desto dunkler sind die entsprechenden Bereiche.
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Abbildung 18: Autoradiogramm des IRS2-Kinase-Assays

Die Phosphorylierung der Proteine mit **P durch IKKe kénnen mittels eines Autoradiogramms detektiert
werden. Deutlich ist eine stirkere Phosphorylierung von IRS2 bei Vorhandensein von IKKe im Kinase-
Assay zu sehen.

Das Autoradiogramm zeigt eine deutlich dunklere Bande von IRS2 in der Spur, in der
der Kinase-Assay, dem IKKe zugesetzt war, aufgetragen wurde (Abbildung 18). IRS 2
wurde demzufolge direkt von IKKe phosphoryliert. In den jeweiligen Spuren der LacZ-
und IR K/A-Kinase-Assays sind keine Unterschiede in der Phosphorylierung der
Proteine zu sehen, hier kann keine IKKe-vermittelte Phosphorylierung nachgewiesen

werden.

Die im Autoradiogramm zu sehende Phosphorylierung von IRS2 durch IKKeg soll auch
quantitativ ausgewertet werden. Dazu werden jeweils die 2 Banden des Precursors des

Insulinrezeptors als Negativkontrolle und die von IRS2 untereinander verglichen.
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Abbildung 19: Quantifizierung des Autoradiogramms des IRS2-Kinase-Assays

Die Banden der phosphorylierten Proteine wurden quantifiziert und als durchschnittliche Signalintensitét
in relativen Einheiten (ru) dargestellt. Der Precursor des Insulinrezeptors K/A wird von IKKe nur
minimal phosphoryliert, die Intensitit des Signals bei IRS2 hingegen erhoht sich um mehr als das
4-fache.
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Dargestellt ist die quantitative Auswertung der IKKe-vermittelten Phosphorylierung des
Precursors des Insulinrezeptors K/A und von IRS2 (Abbildung 19). Die Werte (relative
Einheiten; ru) des IR K/A steigen bei Vorhandensein von IKKe im Assay lediglich um
Faktor 1,3. Bei IRS2 erhohen sich die Werte um mehr als das 4-fache.

In den radioaktiven Kinase-Assays konnte jeweils eine direkte Phosphorylierung von

IRS1 sowie IRS2 durch IKKe nachgewiesen werden.

Wie das vorherige Experiment zeigte, scheint IKKe IRS1 und IRS2 zu phosphorylieren.
Daher soll eine Phosphopeptidanalyse durchgefiihrt werden, um nach Maoglichkeit
konkrete Phosphorylierungsstellen zu bestimmen. Dazu wurden HEK293rapid Zellen
mit IRS1 bzw. IRS2 transfiziert. Nach der Lyse wurde eine Immunprézipitation mit
dem IRS1- bzw. IRS2-Antikérper gemacht. Die IPs wurden im Kinase-Assay in
Gegenwart von IKKe eingesetzt. AnschlieBend wurden die Proteine iiber ein SDS-Gel
aufgetrennt, das Coomassie-gefirbt wurde, damit die entsprechenden Banden
ausgeschnitten und zur weiteren Analyse an die PROTEOME FACTORY, Berlin, geschickt
werden konnten. Dort wurde eine Phosphopeptidanalyse von IRS1 durchgefiihrt.

Aufgrund zu geringer Proteinmengen konnten die IRS2-Proben nicht analysiert werden.

Die Untersuchung von IRS1 zeigte eine deutliche Phosphorylierung der Serin-Reste 636
und 639. In der Sequenz von IRS2 ist ein sehr dhnliches Motiv zu finden, es
unterscheidet sich lediglich durch 2 Aminosduren. Dabei handelt es sich um
Asparaginsdure statt Glycin und Alanin anstelle von Lysin (in der Sequenz

unterstrichen).

601 nlhtddgymp mspgvapvps nrkgngdymp mspksvsapq qiinpirrhp grvdpngymm

Ausschnitt aus der Aminosduresequenz von IRS1 (ACCESSION CAA41264)

661 alagsgsgsc rsddympmsp asvsapkqil gpraaaaaaa avpsagpagp aptsaagrtf

Ausschnitt aus der Aminosiuresequenz von IRS2 (ACCESSION NP_003740)

Abbildung 20: Sequenzausschnitt von IRS1 und IRS2 mit Ser636/639-Motiv

Abgebildet ist der Ausschnitt der IRSI- und der IRS2-Sequenz, der die Ser636/639-
Phosphorylierungsstelle enthdlt (rote Schrift, Serin-Reste fett geschrieben). Unterstrichen sind die
Aminosduren, die in den beiden Sequenzen unterschiedlich sind.
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3.1.4 Einfluss von IKKg auf die Insulinsignaltransduktion in
insulinsensitiven Zellmodellen

Fiir die Untersuchungen von IKKe in verschiedenen Sédugerzelllinien (HEK293rapid
und FAO) sollte die cDNA von IKKe und die der kinase-inaktiven Mutante IKKe K38A
in einem geeigneten Transfektionsvektor bereitgestellt werden.

Die humane IKKepsilon-cDNA lag kloniert im Expressionsvektor pCMV6-XL4 von
ORIGENE vor. Fiir Klonierungen wurde der pcDNA3.1A-Vektor aus dem INVITROGEN

Vektor-System verwendet.

Klonierung der 1KKe-cDNA

neuer Name Verwendeter Vektor

370 851 2520 3296
NotI ATG Xmal Stop NotI
I | |
S L IKke in pcMV6-xL4
—_— -—
BamHI Xmal-as
361 370 851 2426 2520 3269
BamHI ATG Xmal Xmal Sacl Stop
BamHI | | | | NotI NotI
Klon 1 L {aus pcR Bam/xma_|| L pcDNA3.1A
— <+ myc-tag
Sacl EcoRI-as
— )
YT
Fragment 1 Fragment 2
361 370 2426 2518
BamHI EcoRI
BamHI fTG SacI‘ lSacI ‘ EcoRI
Kion 1 —— L | [ aus PcR Sac/Ec0 | \—'— pcDNA3.1A
— S myc-tag
—~
Fragment 4 Fragment 3

Abbildung 21: Schematische Darstellung der IKKe-Klonierungsstrategie

Die hellblauen Bereiche stellen die IKKe-cDNA dar. Aus dem Ursprungsplasmid (IKKe in pCMV6-XL4)
wird mit den Primern ,,BamHI* und ,,Xmal-as“ (griine Schrift) das Fragment 1 amplifiziert, welches eine
BamHI-Schnittstelle beinhaltet. Mit den Restriktionsenzymen Xmal und Notl wird das Fragment 2 aus
dem Ursprungsplasmid geschnitten. Fragment 1 und 2 werden in den mit BamHI und Notl getffneten
Vektor pcDNA3.1A ligiert, es entsteht ,,Klon 1. Fragment 3 entsteht durch eine PCR in Klon I mit den
Primern ,,Sacl* und ,,EcoRI-as®, es beinhaltet eine ECORI-Schnittstelle, die fiir die spétere Overlap-PCR
benotigt wird. Aus Klon I wird mit BamHI und Sacl Fragment 4 geschnitten. Fragment 3 und 4 werden in
den mit BamHI und EcoRI gedffneten Vektor pcDNA3.1A ligiert, es entsteht ,,Klon I1¢.
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Die cDNA des humanen IKKe lag im Expressionsvektor pCMV6-XL4 vor. Fiir die
geplanten Experimente sollte die cDNA in einen fiir Transfektionen in S&ugerzellinien
geeigneten Vektor umkloniert werden. Als Vektor wurde pcDNA3.1A ausgesucht, in
den die cDNA ohne frameshift kloniert werden kann. Er enthélt die Schnittstellen, die
fiir die Generierung der kinase-inaktiven Mutante IKKe K38A notwendig sind. Des
Weiteren verfiigt der Vektor iiber einen myc-His-tag am N-Terminus der Multiple

cloning site.

Im ersten Schritt der Klonierung der IKKe-cDNA wurde aus dem Ursprungsplasmid
(IKKe in pCMV6-XL4) eine PCR mit dem fw-Primer ,,BamHI* und dem Rev-Primer
,Xmal-as* durchgefiihrt (Abbildung 21). Der fw-Primer ,,BamHI* umfasst die Sequenz
der BamHI-Schnittstelle (G’GATC_C), die im Zuge der PCR vor dem Startcodon
(ATG) eingefiigt wurde (Fragment 1). Fragment 2 wurde aus dem Ursprungsplasmid
mit den Restriktionsenzymen Xmal und Notl geschnitten. AnschlieBend wurden die
beiden Fragmente in den mit BamHI und Notl gedffneten Vektor pcDNA3.1A ligiert.
Der entstandene Zwischenklon tragt die Bezeichnung ,,Klon I

Als Nichstes sollte zum einen der myc-His-Tag in frame gebracht werden, sowie fiir die
folgende Generierung der  kinase-inaktiven Mutante IKKe K38A eine EcoRI-
Schnittstelle eingefiigt werden. Dazu wurde eine PCR in Klon I mit den Primern ,,Sacl*
und ,,EcoRI-as* durchgefiihrt. Das Amplifikat wird als Fragment 3 bezeichnet.
Fragment 4 wurde aus ,,KlonI* mit BamHI und Sacl geschnitten. Abschlieend wurden
die Fragmente 3 und 4 in den mit BamHI und EcoRI gedffneten Klon I ligiert. Das
entstandene Produkt wird als ,Klon II* bzw. 296 hIKKe pcDNA3.1hismycA

bezeichnet.

Als Negativkontrolle zum intakten IKKe-Genprodukt sollte eine Mutante generiert
werden, bei der die Funktionalitit des Gens ausgeschaltet ist. Hierfiir wurde mit Hilfe
der Overlap-PCR aus dem IKKe-Klon die kinase-inaktive Mutante IKKe K38A erzeugt.
Dazu wird das sich an Position 38 der Aminosduresequenz befindende Lysin (AAG)
durch einen zweifachen Basenaustausch in Alanin (GCG) umgewandelt. Dieser
Lysinrest befindet sich in der ATP-Bindungsdoméne der Kinase. Ist er mutiert, kann
kein ATP mehr gebunden werden, was zum Verlust der Kinaseaktivitit fiihrt.
(PETERS, 2000) Aus den Abkiirzungen der Aminosduren (K fiir Lysin und A fiir Alanin)
sowie der Position der mutierten Aminosdure ergibt sich der Name der Mutante

(IKKe K38A).
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Klonierung der Mutation K38A*

BamHI Xmal
|
% k }—‘ Klon II
BamMI  K38A-as myc-tag
— > «—
K38A fw Xmal-as
Xmal-as
—
e — Overlap-PCR mit PCR-Produkten als Megaprimer
BamHI
BamHI l Xmal  Xmal EcoRI
BamHI | || | EcoRI
| ‘ % ‘ ‘ Fragment aus Klon II ‘ % PcDNA3.1A
myc-tag

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Overlap-PCR

Mit den Primern ,,BamHI“ und ,, K38A-as*“ sowie ,,K38A fw* und , Xmal-as“ werden die beiden
Fragmente amplifiziert, in die jeweils {iber die K38 A-Primer, die die mutierte Sequenz enthalten, im Zuge
der PCR die Mutation eingebaut wird. Die Produkte haben einen komplementidren Abschnitt, so dass sie
in der Overlap-PCR als Megaprimer eingesetzt werden konnen. Das Produkt der Overlap-PCR wird
zusammen mit dem Xmal/ECORI geschnittenen Fragment aus Klon II in den mit BamHI und EcoRI
geschnittenen pcDNA3.1A-Vektor ligiert.

Die Mutation im IKKe-Gen, die zur Inaktivierung der Kinaseaktivitit fiihrt, wird bei der
Overlap-PCR iiber die Primer eingebaut. Die Primer ,K38A fw* und ,,K38A-as*

enthalten die mutierte Sequenz (siehe

Tabelle 1). Zunichst miissen die beiden DNA-Fragmente, die miteinander fusioniert
werden sollen, amplifiziert werden (Abbildung 22). In der ersten PCR wird das N-
terminale Fragment mit den Primern ,,BamHI“ und , K38A-as*“ amplifiziert, in der
zweiten PCR das C-terminale Fragment mit den Primern ,,K38A fw* und ,,.Xmal-as®.
Da die beiden K38A-Primer die komplementire Sequenz haben, entsteht bei den
Produkten ein identischer Abschnitt, der als Uberlappungsbereich dient. Auf diese
Weise ist es moglich, die Fragmente bei der Overlap-PCR so miteinander zu verbinden,
dass sie basengenau aufeinander folgen, damit es zu keiner Leserasterverschiebung
kommt und das Gen intakt bleibt. Bei der Overlap-PCR dienen die beiden Produkte als

Megaprimer, d. h., dass die PCR zunichst ohne die Aussenprimer ,,BamHI*“ und
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»Xmal-as* gestartet wird und nach einigen Zyklen, in denen die Megaprimer zum neuen

Template amplifiziert werden, zugegeben werden.

Das Produkt der Overlap-PCR wird fiir die folgende Ligation mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Xmal geschnitten. Ein weiteres Fragment wird mit
Xmal und EcoRI aus dem Klon II geschnitten. Diese beiden Fragmente werden in den
BamHI/EcoRI-gedffneten pcDNA3.1A-Vektor ligiert. Das Produkt ist die kinase-
inaktive Mutante von IKKe (312 hIKKe K38A pcDNA3.lhismycA), sie wird im

weiteren Verlauf zur Vereinfachung als ,,IKKe K38A“ bezeichnet.

Der IKKe-cDNA Klon sowie die IKKe K38A-Mutante wurden sequenziert, um
sicherzustellen, dass es zu keiner Verschiebung des Leserasters gekommen ist, und dass
die Basenaustausche korrekt stattgefunden haben. Des Weiteren wird das Konstrukt auf
mogliche Basensubstitutionen hin untersucht, die zu einer ,,missense®- oder ,,nonsense‘-
Mutation fiihren konnten (Sequenzen sieche Anhang). Die entstandenen Vektoren sehen

wie folgt aus:

EamHI (610

mutation K38A

BamHI (g61)
, Hmal(g5a)

, Hmal @51y

CDS hikke ohne stop CDS hikke ohne stop

312 hlkKe K384 pcOna31hismy

206 hIKKe pcDNA31hismych,
sty

7528 by

Hatl (25450

20t1 (25450 % .
myc ta.
myc tag nyt 4
is tag
His tag

Hmal(3714)
Hmal (g

Abbildung 23: Vektorkarten des IKKe-Klones sowie des IKKe K38A-Klones

Die Vektorkarten zeigen in Gelb dargestellt den Vektorbackbone und in Orange die CDS (coding
sequence). Des Weiteren sind flir die Klonierung essentielle Schnittstellen eingezeichnet (BamHI, Xmal
und NotI), His- und myc-tag, und im Falle der Mutante ist die Position der Mutation markiert (mutation
K38A). Die Namen der Klone setzen sich aus interner Klonnummer (296 bzw. 312), dem Namen des
klonierten Genes (hIKKe bzw. hIKKe K38A), sowie dem Namen des verwendeten Vektors
(pcDNA3.1A) zusammen. Beide Vektoren sind 7628 bp grof.

Die Sequenzierung bestitigte, dass die Klonierung wie gewiinscht funktioniert hat. Die
Konstrukte ,,296hIKKe pcDNA3.lhismycA“ und ,312hIKKe K38A pcDNA3.1
hismycA* werden im weiteren Verlauf zur Vereinfachung als IKKe bzw. IKKe K38A

bezeichnet.
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Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte der FEinfluss von IKKe auf die
Insulinsignaltransduktion in insulinsensitiven Zelllinien untersucht werden. Dazu wurde
in FAO-Zellen eine erhohte IKKe-Expression durch TNFo-Stimulierung induziert. In
den HEK293rapid-Zellen wurde 1IKKe bzw. IKKe K38A nach Transfektion mit den

zuvor generierten Plasmiden transient exprimiert.

Um den FEinfluss von IKKe auf die Insulinsignaltransduktion in FAO-Zellen zu
untersuchen, wurden diese mit TNFa stimuliert, um die endogene Expression von IKKeg
zu induzieren (AUPPERLE et al., 2001). Um eine deutliche Expressionssteigerung sehen
zu konnen, wurde dazu zunichst die benétigte Dauer der TNFa Stimulation ermittelt.
Dafiir wurden FAO-Zellen unterschiedlich lange (0 min bis 24 h) mit 20 ng/ml TNFa
stimuliert. Da im Anschluss mit den TNFa-stimulierten Zellen Versuche zur
Insulinsignaltransduktion durchgefiihrt werden sollen, wurde je die Hilfte der Zellen
vor der Lyse fiir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert, um einen mdéglichen Einfluss der

Insulinstimulation auf die IKKe-Expression auszuschlieBen.

80 kDa - - — e S S IKKe

Insulin -+ -+ - +- + - +

-+
e e e e i e A

TNFa[h] 0 0,25 1 3 6 24

Abbildung 24: Zeitverlauf der IKKe-Expression nach TNFa-Stimulation

Die Abbildung zeigt den Anstieg der IKKe-Expression in FAO-Zellen nach TNFa-Stimulation (20 ng/ml)
nach 0 min, 15 min, 1 h, 3 h, 6 h und 24 h. Nach 24 h ist die Expression von IKKe am hochsten. Die 15-
miniitige Insulinstimulation (10 nM) hat keinen Einfluss auf die Expression von IKKe.

Der Zeitverlauf der TNFa-Stimulation zeigt nach 6 Stunden bereits einen deutlichen
Anstieg der IKKe-Expression in den FAO-Zellen. Nach 24 Stunden ist die IKKe-
Expression maximal. Die Insulinstimulation hat keinen Einfluss auf die Expression von

IKKe.

Basierend auf diesem Ergebnis wurden in den folgenden Experimenten FAO-Zellen fiir
24 Stunden mit 20 ng/ml TNFa sowie zum Vergleich (KRAVCHENKO et al., 2003) mit
10 ng/ml PMA bzw. 1 pg/ml LPS stimuliert (als Kontrolle dient ein Ansatz ohne
Stimulation). Vor der Lyse wurde jeweils die Hilfte der Zellen fiir 15 min mit

10 nM Insulin stimuliert.
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80 kDa - —— IKKe
170 kDa - | b bt o - IRS1
185 kDa - (1 IRS2
180 kDa - ad [ -
. PY20
—_—— — - .

95 kDa -

95 kDa - . IR B-Untereinheit
Insulin - + - + -+ - +

e
PMA TNFa LPS

Abbildung 25: TNFa-vermittelte Induktion der IKKe-Expression in FAQ-Zellen

Die Abbildung zeigt verschiedene Western Blots von den Lysaten der fiir 24 Stunden mit 10 ng/ml PMA
bzw. 20 ng/ml TNFa oder 1 pg/ml LPS stimulierten FAO-Zellen. Zusitzlich wurde ein Kontrollansatz
ohne Stimulation durchgefiihrt. Je eine Hélfte der Zellen wurde fiir 15 min mit 10 nM Insulin behandelt.
Der IKKe-Blot zeigt lediglich nach der TNFa-Stimulation insulinunabhingig eine deutlich erhdhte
Expression von IKKe. Beim PY20-Blot sieht man jeweils eine starke Zunahme der Phosphorylierung
nach Insulinstimulation. Diese ist jedoch in den mit TNFa behandelten Spuren schwécher. IRS1 wird
unter TNFo Stimulus schwécher exprimiert, Insulin zeigt keinen Einfluss auf die IRS1-Expression. Bei
IRS2 ist weder durch Insulin noch durch einen anderen Stimulus eine Verdnderung zu sehen.

Bei den Western Blots ist lediglich beim PY20-Blot ist die typische erhohte
Phosphorylierung der Proteine nach Insulinstimulus zu sehen (Abbildung 25). In den
anderen Western Blots zeigen sich keine Unterschiede in der Expression der Proteine
nach Insulinstimulation. Beim [KKe-Blot sieht man deutlich die erh6hte Expression von
IKKe nach TNFoa-Stimulation. LPS und PMA hingegen haben keine Auswirkung auf
die Stirke der Expression. Beim PY20-Blot ist eine weniger starke Phosphorylierung
der Proteine nach TNFa-Stimulation festzustellen. Ebenso ist die Expression von IRS1
nach TNFa-Behandlung deutlich erniedrigt. Auf IRS2 scheint kein Stimulus einen

Einfluss zu haben.

Um zu zeigen, dass die verminderte Phosphorylierung in den TNFa-stimulierten FAO-
Zellen durch die erhohte Expression von IKKe zustande kommt, miisste man die
Expression von IKKe gezielt ausschalten. Das kann mithilfe von siRNA (small
interfering RNA) gemacht werden. Dazu wird die dem Zielgen entsprechende siRNA in

FAO-Zellen transfiziert. Die siRNA verbindet sich mit einem Proteinkomplex, in Folge
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dessen die Ziel-mRNA abgebaut wird und es zu einem ,,Gen-Knockdown* kommt. Die
FAO-Zellen wurden mit zwei verschiedenen siRNAs (QIAGEN) transfiziert, zur
Kontrolle wurde ein Ansatz untransfiziert gelassen. In jeder Gruppe erfolgte in einem
Ansatz eine 24-stiindige Stimulation mit 20 ng/ml TNFa, um die Expression von IKKe
zu induzieren, der andere Teil der Zellen blieb unstimuliert. Vor der Lyse wurde jeweils

die Halfte der Zellen fiir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert.

TNFa -- 4+ 4+ - -+ + - -+ +
Insulin - + - + -+ -+ - 4+ - +

| . ~ J (. ~ J
ohne siRNA SsiRNA 1" siRNA , 2"

Abbildung 26: IKKe-Gen-Knockdown mit siRNA

Zu sehen ist der IKKe-Western Blot der mit TNFa stimulierten und verschiedenen siRNAs transfizierten
FAO-Zellen. IKKe wird unter TNFo Stimulus insulinunabhéngig erhoht exprimiert. Es ist kein siRNA-
vermittelter Gen-Knockdown von IKKe zu erkennen.

Der Western Blot mit dem [KKe-spezifischen Antikdrper 148t keinen Gen-Knockdown
von IKKe durch die siRNAs erkennen (Abbildung 26). Nach TNFa-Stimulation ist in
allen Zellen eine deutlich erhohte Expression von IKKe zu erkennen. Bei den mit
siRNA1 bzw. siRNA2 transfizierten und mit TNFa stimulierten Zellen sollte die
Expression auf dem gleichen Niveau sein wie bei den unstimulierten Zellen. Als
Transfektionskontrolle wurde GFP-gekoppelte siRNA in FAO-Zellen transfiziert, diese
war unter dem Fluoreszenzmikroskop nicht zu sehen (Abbildung 27). Abbildung 28
zeigt die erfolgreiche Transfektion von FAO-Zellen mit einem Plasmid, das das GFP-
Gen enthélt. Nach 48 h war deutlich die Fluoreszenz der mit GFP transfizierten Zellen
zu beobachten. Weitere Protokolle und Methoden (CLAMPIT, 2003) (unterschiedliche
Transfektionsreagenzien sowie Elektroporation) zur siRNA-Transfektion fiihrten nicht

zum [KKe-Gen-Knockdown.
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Abbildung 27: mit GFP-markierter siRNA transfizierte FAQO-Zellen

Als Transfektionskontrolle wurden FAO-Zellen mit GFP-markierter siRNA transfiziert. In der linken
Abbildung sind die FAO-Zellen im Durchlicht zu sehen. Nach 48 h war unter dem Fluoreszenzmikroskop
(rechte Abbildung) kein GFP-Signal zu erkennen.

Abbildung 28: mit GFP transfizierte FAO-Zellen

FAO-Zellen wurden mit einem Plasmid transfiziert, das das GFP-Protein exprimiert. Links zu sehen sind
die FAO-Zellen im Durchlicht. Die rechte Abbildung zeigt die Zellen nach 48 h unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Deutlich zu erkennen sind die einzelnen Zellen, die GFP erfolgreich exprimieren.

Da sich die FAO-Zellen mit Plasmiden nur mit geringer Effizienz und schlecht
reproduzierbar und mit siRNA gar nicht transfizieren liefen, wurden mit ihnen keine
weiterfiilhrenden Versuche zum FEinfluss auf die Insulinrezeptor-vermittelte

Signaltransduktion durchgefiihrt.
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HEK?293rapid-Zellen eignen sich fiir Untersuchungen der Insulinsignaltransduktion und

sind sowohl effektiv als auch reproduzierbar zu transfizieren. In den folgenden

Experimenten wurde diese Zelllinie verwendet.

Da der Einfluss von IKKe auf die Insulinsignaltransduktion untersucht werden sollte,
und bei dieser der Insulinrezeptor eine essentielle Rolle spielt, wurde im Folgenden die
Auswirkung der Uberexpression von IKKe auf die Insulinsignaltransduktion untersucht.
Dazu wurden HEK293rapid-Zellen mit ansteigenden Mengen des IKKe-Plasmides
(50 ng, 250 ng, 1000 ng und 2000 ng) sowie 100 ng des Insulinrezeptor-Plasmides
transfiziert und vor der Lyse fiir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert. Zur Kontrolle
wurde ein Ansatz weder transfiziert noch mit Insulin stimuliert. Von den Lysaten wurde

mit dem IR-Antikdrper eine Immunpréizipitation durchgefiihrt.

Totallysat
Totallysat WB: IR
WB: myc 190 kDa - — - - IR Precursor
80 kDa - -
kDa - . IR B-Untereinheit
IR - =+ + + + 95 kba b b
) IR - -+ + + +
Insulin - + + + + + )
IKK Insulin - + + + + +
S - T 4a N B N
s 8838 IKKe - -3&o3
8 5 © 9° 5 © © ©
@ 5 3 @ 3 © ©°
Qa «u Q S 3
Qa «a
IP: IR
WB: IR
190 kDa - et ) b Ged IR Precursor
95 kDa - = ] IR B-Untereinheit
IR - -+ + + +
Insulin - + + + + +
IKKe - -3 588
5 o ©o o
@ 3 © ©°
Q 3 3
Qa

Abbildung 29: Einfluss ansteigender Mengen von transfizierten IKKe auf die IR-Expression

Die Abbildungen zeigen Western Blots von HEK293rapid-Zellen, die mit ansteigenden Mengen IKKe
(50 ng, 250 ng, 1000 ng und 2000 ng) und dem Insulinrezeptor transfiziert wurden. Zur Kontrolle wurde
ein Ansatz untransfiziert gelassen und einer nur mit dem Insulinrezeptor transfiziert. Alle transfizierten
Zellen wurden vor der Lyse flir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert. Links ist der myc-Blot der
Totallysate zu sehen, er dient der Transfektionskontrolle des myc-getagten IKKe. Man sieht deutlich, dass
mit zunehmender Menge an transfiziertem IKKe seine Expression in den Zellen zunimmt. Rechts oben
befindet sich der IR-Blot der Totallysate. Zu sehen ist, dass die Expression des Insulinrezeptors (untere
Bande) mit steigender IKKe-Menge abnimmt. Entgegensetzt dazu steigt die Menge des Precursors an.
Unten ist der Western Blot der IR-Immunprézipitation abgebildet, sie zeigt dasselbe Ergebnis wie der IR-

Blot des Totallysates.

59



Ergebnisse

Links abgebildet ist der Western Blot der Totallysate mit dem myc-Antikdrper
(Abbildung 29). Er dient der Transfektionskontrolle, da IKKe einen myc-tag trégt.
Deutlich lésst sich die ansteigende Menge an exprimiertem IKKe abhingig von der
Menge des transfizierten Plasmides erkennen. Im Insulinrezeptor-Western Blot des
Totallysates (rechts oben) sieht man, dass mit steigender Menge an transfiziertem IKKe
die Menge des IR-Precursors zunimmt und die Menge der fertig prozessierten -
Untereinheit des Insulinrezeptors abnimmt. Dieselbe Beobachtung ist im
Insulinrezeptor-Blot (rechts unten) der IR-IP zu machen.

Da bei steigender Menge an transfiziertem [KKe die Prozessierung der f-Untereinheit
des Insulinrezeptors beeintrachtigt ist, sollte untersucht werden, ob sich daraus
Auswirkungen auf die Insulinsignaltransduktion ergeben. Die Phosphorylierung von
AKT (auch PKB, Proteinkinase B) ist insulinabhingig und damit abhédngig von der

Funktionalitét des Insulinrezeptors.

60 kDa - AKT
60 kDa - o o s | PAKT
IR - -+ + + +
Insulin - + + + + +
IKKe - -3 5% 58
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Abbildung 30: AKT Western Blot

Zu schen sind Western Blots der HEK293rapid-Zellen, die mit ansteigenden Mengen IKKe (50 ng,
250 ng, 1000 ng und 2000 ng) und dem Insulinrezeptor transfiziert wurden. Zur Kontrolle wurde ein
Ansatz untransfiziert gelassen und einer nur mit dem Insulinrezeptor transfiziert. Alle transfizierten
Zellen wurden vor der Lyse fiir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert. Oben ist der AKT-Blot abgebildet,
die Mengen sind in allen Spuren gleich. Unten ist der phospho-AKT Blot zu sehen. Ohne Insulinstimulus
findet keine Phosphorylierung statt, in allen mit Insulin stimulierten Proben sind trotz unterschiedlicher
Mengen an transfiziertem IKKe keine Unterschiede in der Phosphorylierung zu erkennen.

Oben ist der AKT-Blot abgebildet, die Mengen an AKT sind in allen Proben gleich
(Abbildung 30). Unten ist der phospho-AKT Blot zu sehen. Trotz abnehmender Menge
an exprimiertem Insulinrezeptor bei steigender Menge an transfiziertem IKKe, ist die
Phosphorylierung von AKT stets genauso hoch wie bei den nicht mit IKKe
transfizierten Zellen. Die Insulinsignaltransduktion scheint durch geringere Menge an

verfligbarer 3-Untereinheit des Insulinrezeptors nicht beeinflusst zu sein.
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Wenngleich in den vorherigen Versuchen kein Einfluss von IKKe auf die
Iunsulinrezeptor-Aktivitit festzustellen war, so scheint die Uberexpression von IKKe
die Prozessierung des Insulinrezeptors zu beeintrachtigen.

Die Uberexpression von IKKe konnte zu ER-Stress fiihren, infolgedessen die
Proteinsynthese des Insulinrezeptors gehemmt wird. Am und im ER
(Endoplasmatisches Retikulum) finden Translation, Proteinfaltung, posttranslationale
Modifikationen von Proteinen und der Proteintransport von Transmembranproteinen
statt. Unter ER-Stress konnen diese Vorginge verlangsamt oder komplett gehemmt sein
(KANETO et al., 2005). Als ER-Stress-Marker bietet sich elF2a an (eukaryotischer
Initiationsfaktor 2). elF2a initiiert im unphosphorylierten Zustand die Proteinsynthese.
Seine Phosphorylierung korreliert mit der Inhibition der Translationsinitiierung und

damit der Gesamtgeschwindigkeit der Proteinsynthese.
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Abbildung 31: elF2a als ER-Stress-Marker

Zu sehen sind Western Blots der HEK293rapid-Zellen, die mit ansteigenden Mengen IKKe (50 ng,
250 ng, 1000 ng und 2000 ng) und dem Insulinrezeptor transfiziert wurden. Zur Kontrolle wurde ein
Ansatz untransfiziert gelassen und einer nur mit dem Insulinrezeptor transfiziert. Alle transfizierten
Zellen wurden vor der Lyse fiir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert. Oben ist der e[F2a-Blot zu sehen,
der Initiationsfaktor ist in alles Proben gleichméBig exprimiert. Der untere Blot zeigt die phosphorylierte
Form von elF2q, in allen Spuren ist der Grad der Phosphorylierung gleich und somit kein Zusammenhang
zwischen tiberexprimiertem IKKe und der Hemmung der Proteinsynthese feststellbar.

Der obere, elF2a-Blot, zeigt, dass die Mengen an elF2a in allen Proben gleich sind
(Abbildung 31). Fiihrt die Uberexpression von IKKe zu ER-Stress, erwartet man bei
den Proben mit mehr transfiziertem IKKe eine stdrkere Phosphorylierung von elF2a
(unterer Blot, p-elF2a). Dies ist hier jedoch nicht der Fall, alle Proben sind gleich hoch
phosphoryliert.

Die Uberexpression von IKKe in den HEK293rapid-Zellen hatte eine verminderte

Prozessierung des Insulinrezeptor-Precursors und der [B-Untereinheit des
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Insulinrezeptors zur Folge. Jedoch konnte daraus resultierend weder ein negativer
Einfluss auf das Insulinsignaltransduktion festgestellt noch ER-Stress als Ursache fiir

die nicht vollstindige Prozessierung des Insulinrezeptors nachgewiesen werden.

Die Uberexpression von IKKe nach TNFa-Stimulation in den FAO-Zellen zeigte
insbesondere einen Einfluss auf die Expression von IRS1. IRS1 und IRS2 haben neben
dem Insulinrezeptor eine wichtige Funktion bei der Insulinsignaltransduktion. Daher
sollte der Einfluss von IKKe auf die beiden Proteine untersucht werden. Dazu wurden
HEK293rapid-Zellen zum einen mit der Kinase-inaktiven Form von IKKe (IKKg
K38A) bzw. IKKe sowie IRS1 bzw. IRS2 transfiziert. Vor der Lyse wurde je die Halfte

der Zellen fir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert.

170 kDa - | bt b B | IRS1
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Abbildung 32: Einfluss von IKKe auf IRS1 und IRS2

Abgebildet sind Western Blots von HEK293rapid Zellen, die mit IKKe bzw. IKKe K38A und IRS1 bzw.
IRS2 transfiziert wurden und von denen vor der Lyse je die Hilfte fiir 15 min mit 10 nM Insulin
stimuliert wurde. Oben zu sehen sind die zusédtzlich mit IRS1, unten die mit IRS2 transfizierten Zellen.
Deutlich zu erkennen ist eine Grofenverschiebung der Proteinbande (Shift) von IRS1 und IRS2 unter
Transfektion von IKKe, unabhéngig von der Insulinstimulation.

Oben abgebildet ist der Western Blot der zusdtzlich mit IRS1, unten der mit IRS2
transfizierten Zellen (Abbildung 32). Insulinunabhingig ist jeweils bei den mit IKKe
transfizierten Zellen im Gegensatz zu den mit IKKe K38A-transfizierten Zellen eine

deutliche GroBenverschiebung der Proteinbande (Shift) im SDS-Gel zu erkennen.
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Des Weiteren wurde die durch die Peptidanalyse ermittelte Phosphorylierung von
Ser636/639 in IRS1 und IRS2 durch IKKe im Zellsystem untersucht. Dazu wurden die
Lysate aus Abbildung 32 mit dem Ser636/639-phoshospezifischen Antikdrper
detektiert. Zusdtlich wurde jeweils eine IP mit dem IRS1- bzw. IRS2-Antikorper
durchgefiihrt, um wiederum die Phosphorylierung an Ser636/639 zu untersuchen.
Aufgrund der hohen Homologie der IRS1- und IRS2-Sequenzen erkennt der phospho-

IRS1Ser636/639-Antikorper auch die entsprechende Serin-Phosphorylierungsstelle bei
IRS2.
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Abbildung 33: phospho-IRS1Ser636/639-Western Blots der IRS1-Lysate

Oben sind die Totallysate der mit IRS1 und IKKe bzw. IKKe K38A transfizierten Zellen abgebildet,
unten die entsprechenden IPs. Insulinunabhéngig ist die Phosphorylierung von IRS1 an Ser636/639 in
den Totallysaten sowie in den IPs der mit IKKe K38A transfizierten Zellen stérker.

In der oberen Abbildung sind die Totallysate der mit IRS1 und IKKe bzw. IKKe K38A
transfizierten Zellen aufgetragen, unten die entsprechenden IPs (Abbildung 33). Die
Insulinstimulation hat beide Male keinen Einfluss auf den Grad der Phosphorylierung.
Die IRS1-Proteine der mit IKKz¢ transfizierten Zellen sind schwécher phosphoryliert als
die der mit IKKe K38A transfizierten Zellen.

Totallysat
# ’
185 kDa - pIRS1 Ser636/639
IP: IRS2
185 kDa - bd el
WB: pIRS1 Ser636/639
Insulin - + - +
e e e B |
AXXX
AXNXRNAX
™ ® ® M
A X
w W
0
> >

Abbildung 34: phospho-IRS1Ser636/639-Western Blots der IRS2-Lysate

Oben sind die Totallysate der mit IRS2 und IKKe bzw. IKKe K38A transfizierten Zellen abgebildet,
unten die entsprechenden IPs. Insulinunabhingig ist die Phosphorylierung von IRS2 an Ser636/639 der
mit IKKe transfizierten Zellen deutlich hoher als bei den mit IKKe K38A transfizierten Zellen
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Oben abgebildet sind die Totallysate der mit IRS2 und IKKe bzw. IKKe K38A
transfizierten Zellen, unten die entsprechenden IPs (Abbildung 34). Auf beiden
Abbildungen ist insulinunabhingig eine deutlich stirkere Phosphorylierung von IRS2
der mit IKKe transfizierten Zellen zu sehen als bei den IRS2-Proteinen der mit IKKe

K38A transfizierten Zellen.

Bei den mit IRS1 transfizierten Zellen ist eine verminderte Phosphorylierung an
Ser636/639 bei Uberexpression von IKKe festzustellen. Bei IRS2 hingegen ist die
Phosphorylierung an Ser636/639 bei Uberexpression von IKKe deutlich erhéht.

In Abbildung 32 war zu sehen, dass IRS1 und IRS2, wenn sie zusammen mit IKKe in
HEK293rapid-Zellen iiberexprimiert wurden, einen signifikanten GroBenshift erfahren
haben. Um zu iiberpriifen, ob der auf den Western Blots zu sehende Shift von IRS1
bzw. IRS2 auf der in den Autoradiogrammen beobachteten Phosphorylierung durch
IKKe beruht (Abbildung 15 und Abbildung 18), wurden HEK293rapid Zellen mit IRS1
bzw. IRS2 und IKKe bzw. IKKe K38A transfiziert. Die Transfektionen mit IKKe K38A
dienten als Negativkontrolle. Nach der Lyse wurde mit den entsprechenden IRS-
Antikorpern eine Immunprézipitation (IP) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde eine
Hilfte der IRS1/2 + IKKe-IP mit Alkalischer Phosphatase (CIAP) dephosphoryliert.
Beruht der GroBenshift der Banden auf Phosphorylierung, so sollte nach der CIAP-
Behandlung die Hohe der Banden etwa auf dem Niveau der mit [KKe K38A

transfizierten Zellen liegen.
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Abbildung 35: CIAP-Behandlung von IRS1 bzw. IRS2

HEK?293rapid Zellen wurden mit IRS1 bzw. IRS2 und IKKe bzw. IKKe K38A transfiziert, lysiert und
anschlieBend wurde mit den entsprechenden IRS-Antikdrpern eine Immunprézipitation (IP) durchgefiihrt.
Die beiden IRS1/2 + IKKe-IPs wurden mit Alkalischer Phosphatase (CIAP) dephosphoryliert. Es ist zu
sehen, dass nach der CIAP-Behandlung die Phosphorylierung von IRS1 und IRS2 in etwa auf das Niveau
der Phosphorylierung von IRS1 und IRS2 der mit IKKe K38A transfizierten Zellen zuriickgegangen ist.
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Links sind die Western Blots der IPs der mit IRS1 transfizierten Zellen zu sehen, rechts

die der mit IRS2 transfizierten Zellen (

Abbildung 35). In den mit IKKe K38A transfizierten Zellen kann es aufgrund der
fehlenden Kinaseaktivitit des mutierten IKKe nicht zur IKKe-vermittelten
Phosphorylierung von IRS1 bzw. IRS2 kommen. Dieser Ansatz (linke Spur; IRS1 bzw.
IRS2 + IKKe K38A) représentiert daher den Basalwert. In der mittleren Spur (IRS1
bzw. IRS2 + IKKe) wurde jeweils die IP der mit intaktem IKKe transfizierten Zellen
aufgetragen. Im Vergleich zur IKKe K38A-IP ist ein deutlicher Shift der Banden zu
erkennen. Nach der CIAP-Behandlung (rechte Spur; IRS1 bzw. IRS2 + IKKe + CIAP)
lauft die Bande wieder auf der Hohe des nicht durch IKKe phosphoryliertem IRS1 bzw.
IRS2.

Der GroBenshift der IRS1- und IRS2- Banden nach gleichzeitiger Transfektion mit
IKKe scheint auf der IKKe-vermittelten Phosphorylierung zu beruhen.

Da in den vorangegangenen Experimenten deutliche Unterschiede in der Laufhdhe von
IRS1 und IRS2 bei Uberexpression von IKKe und IRS1 bzw. IRS2 zu beobachten
waren, sollten im Folgenden weitere an der Insulinsignaltransduktion beteiligte Proteine
untersucht werden, die in der Insulin-vermittelten Signalkaskade unterhalb von IRS1
und IRS2 liegen. Ziel war es herauszufinden, ob aufgrund des Shifts von IRS1 und
IRS2 bei Uberexpression von IKKe das Insulinsignaltransduktion beeintrichtigt wird.
Dazu wurden HEK293rapid-Zellen mit IKKe bzw. IKKe K38A und zur Kontrolle mit
LacZ transfiziert. Ein Ansatz wurde untransfiziert gelassen. Vor der Lyse wurde je die
Hilfte der Zellen jeweils fiir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert. Vom Totallysat
wurde eine Immunprizipitation mit dem IRSI- sowie mit dem IRS2-Antikérper

durchgefiihrt.
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Abbildung 36: IKKein HEK293rapid-Zellen

Links abgebildet sind die Western Blots der Totallysate und rechts die der IPs. Linke Abbildung: Der
myc-Blot dient der Transfektionskontrolle, alle drei transfizierten Konstrukte werden gleichmiBig
exprimiert. Die IRS1- und IRS2-Blots zeigen die endogenen Level der Proteine, nach Insulinstimulation
ist ein geringer Shift zu erkennen. Im PY20 Blot erkennt man nach Insulinstimulus eine schwéchere
Phosphorylierung der Proteine (IRS, IR) bei den mit IKKe transfizierten Zellen. Die f-Untereinheit des
Insulinrezeptors wird in allen Transfektionsansdtzen gleichméBig exprimiert. Die Menge an AKT ist in
allen Spuren gleich und die unter Insulinstimulus zu beobachtende Phosphorylierung von AKT ist
unabhingig von der Transfektion der Zellen, d. h., dass IKKe beziiglich des pAKT-Readouts keinen
Einfluss zeigt. Rechts sind die Western Blots der Immunprézipitationen mit IRS1 bzw. IRS2 und deren
PY20 Blots abgebildet. Der IRS1- und IRS2-Blot korrelieren mit den entsprechenden Blots der
Totallysate. Der PY20 Blot der IRS1-IP ldsst aufgrund eines schwachen Signals keine insulinabhidngige
Phosphorylierung erkennen. Die IRS2 Proteine hingegen sind nach Insulinstimulation etwas stirker
phosphoryliert als die Unstimulierten.

Die Western Blots auf der linken Seite wurden mit den Totallysaten der Zellen gemacht,

die auf der rechten Seite mit den Immunpréazipitationen (

Abbildung 36). Linke Abbildung: Der myc-Blot dient der Transfektionskontrolle, IKKe,
IKKe K38A und LacZ werden insulinunabhéngig gleichméBig exprimiert. Der IRSI1-

sowie der IRS2-Blot zeigen die endogenen Level der IRS-Proteine. Auch sie zeigen
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unabhingig von den Transfektionen eine einheitliche Expression. Lediglich unter
Insulinstimulierung ist jeweils ein kleiner Shift zu erkennen. Der IR-Blot zeigt eine
gleichmdflige Expression der p-Untereinheit des Insulinrezeptors in allen
Transfektionsansédtzen. Auf dem PY20-Blot sind die Proteine der Zellen, die mit Insulin
stimuliert wurden, an Tyrosin-Resten stdrker phosphoryliert. Bei den mit IKKe
transfizierten Zellen ist eine deutlich geringere Phosphorylierung zu erkennen. Der
AKT-Blot zeigt, dass die Menge an AKT ist in allen Ansdtzen identisch ist. Der Grad
der Phosphorylierung von AKT in den Insulin-stimulierten Zellen wird nicht durch die
unterschiedlichen Transfektionen beeinflusst. Rechts abgebildet sind die Western Blots
der IRS1- bzw. IRS2-Immunprézipitation. Die Proteine werden gleichmiBig exprimiert,
unter Insulinstimulus ist jeweils ein leichter GrofBenshift zu erkennen. Der PY20-Blot
der IRS1-Immunprizipitation zeigt nur schwache Signale, eine insulininduzierte
Phosphorylierung ist hier nicht zu erkennen. Die IRS2-Proteine sind nach
Insulinstimulus etwas stdrker phosphoryliert als bei den unstimulierten Ansdtzen. Die

Intensitét der Phosphorylierung ist unabhéngig vom transfizierten Konstrukt.

Die vorangehenden Experimente zeigen einen Effekt von IKKe auf die
Phoshporylierung von IRS1 wund IRS2, jedoch wird die Insulin-abhingige
Signaltransduktion nicht beeintrachtigt. Deswegeb soll im Weiteren untersucht werden,
ob die IKKe-vermittelte Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate Auswirkungen
auf die Interaktion mit dem im Signalweg unterhalb liegenden Element, PI3K, hat. Die
PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) setzt sich aus der regulatorischen p85- und der
katalytischen pl110-Untereinheit zusammen. Die p85-Untereinheit enthélt zwei SH2-
Dominen (scr homology 2), die fiir die Interaktion mit Tyrosin-phosphorylierten
Enzymen, in diesem Fall IRS1 und IRS2, notwendig sind (BALTENSPERGER et al, 1994).
IRS1 und IRS2 werden im Zuge der Insulinantwort an mehreren Tyrosinresten
phosphoryliert, die als Bindestellen fiir die SH2-Doméne der p85-Untereinheit der PI3K
dienen. Diese Bindung fiihrt zur Aktivierung von PI3K, die essentiell ist fiir Insulin-
vermittelte metabolische Effekte wie die erhdhte Glucose-Aufnahme und die Glycogen-
Syntese (SHEPHERD, P.R. et al, 1998; AVRUCH, J, 1998). Aktiviertes PI3K fiihrt zur
Aktivierung von AKT und damit zur Translokation des Glukosetransporters (GLUT4)
an die Zelloberflache und damit zur Glucoseaufnahme der Zelle (JIANG et al., 2002).

Hier sollte untersucht werden, ob die Interaktion zwischen IRS1 bzw, IRS2 und der

p85-Untereinheit von PI3K durch die Uberexpression von IKKe in HEK293rapid-
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Zellen gestort ist. Dazu wurden HEK293rapid-Zellen mit IRS1 und IKKe bzw. IKKe
K38A transfiziert. Eine weitere Transfektion wurde mit IRS2 durchgefiihrt. Vor der
Lyse wurde je ein Teil der Zellen fiir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert. AnschlieBend
wurde eine Immunprézipitation mit dem IRS1- bzw. IRS2-Antikdrper sowie eine IP mit

dem p85-Antikorper durchgefiihrt.
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Abbildung 37: Co-Immunprizipitation p85 und IRS1 bzw. IRS2

HEK?293rapid-Zellen wurden mit IRS1 bzw. IRS2 und IKKe bzw. IKKe K38A transfiziert. Je ein Teil der
Zellen wurde vor der Lyse fir 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert. Mit den mit IRS1 bzw. IRS2
transfizierten Zellen wurde eine IP mit dem IRS1- bzw. IRS2 Antikérper durchgefiihrt sowie je eine IP
mit dem p85-Antikdrper. Von den IPs wurden jeweils mit IRS1 bzw. IRS2 und p85 Western Blots
gemacht. Bei keinem der Western Blots sind Unterschiede nach bzw. ohne Insulinstimulus zu erkennen.
Links zu sehen sind die mit IRS1 transfizierten Zellen, rechts die mit IRS2 Transfizierten. Die Western
Blots der Totallysate zeigen beim IRS1- und IRS2-Blot den typischen Shift bei den zusétzlich mit IKKe
transfizierten Zellen, p85 wird in allen Proben gleichméBig exprimiert. Die mit IRS1 bzw. IRS2
geblotteten IRS1- und IRS2-IPs zeigen wie in den Totallysaten den Shift bei gleichzeitiger Transfektion
der Zellen mit IKKe. Beim p85-Blot der IRS1-IP sind in allen Spuren in etwa gleich hohe Proteinmengen
zu sehen. Im p85-Blot der IRS2-IP hingegen sind die Banden bei den mit IKKe transfizierten Zellen
deutlich stéirker als bei den mit IKKe K38 transfizierten Zellen. Die p85-Blots der p85-IPs zeigen in allen
Spuren gleich viel Protein. Im IRS1-Western Blot der p85 IP konnte kein Protein nachgewiesen werden.
Beim IRS2-Blot der entsprechenden p85-IP ist sind deutliche, aber recht schwache Banden (mit Shift bei
den mit IKKe transfizierten Zellen) zu erkennen.

Auf keinem der Western Blots ist ein Einfluss der Insulinstimulation auf die

untersuchten Proteine zu sehen (Abbildung 37). Bei gleichzeitiger Transfektion von
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IKKe und IRS1 bzw. IRS2 ist sowohl bei den Totallysaten als auch bei den
entsprechenden Immunpréizipitationen ein deutlicher Shift der IRS-Proteine zu sehen.
p85 wird in allen Transfektionsansdtzen gleichmédBig exprimiert, die p85-
Proteinmengen sind auch in der entsprechenden Immunprézipitation identisch. Bei der
Immunprézipitation mit dem IRS1-Antikérper kann jeweils eine geringe, aber
gleichmifBige Menge von p85 nachgewiesen werden. Bei der Immunprézipitation mit
dem IRS2-Antikérper hingegen wird bei den mit IKKe transfizierten Ansdtzen eine
deutlich grofere Menge an p85 detektiert. Bei den Immunpréazipitationen, die mit p85
durchgefiihrt wurden, kann im Fall der mit IRS1 transfizierten Ansdtze kein IRSI

nachgewiesen werden. IRS2 wird schwach aber deutlich detektiert.
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3.2 Einfluss von IKK¢ auf die Entstehung der Insulinresistenz in vivo

Um die Bedeutung von IKKe in vivo zu untersuchen, wurde zum einen die Expression
von IKKe in verschiedenen murinen Geweben aus C57/Bl6-Miusen, die eine
normalkalorische bzw. eine Insulinresistenz-induzierende, hochkalorsiche Diét erhalten
haben, mittels quantitativer PCR bestimmt. Des Weiteren wurden diese
Fiitterungsstudien mit IKKe-Knockout-Mausen wiederholt, um deren Insulinsensitivitit

im Vergliech zu Wildtyp-Méusen zu analysieren.

3.2.1 IKKe-Expression in Wildtyp- und insulinresistenten C57BL/6-
Mausen

Zur Untersuchung der IKKe-Expression in verschiedenen murinen Geweben wurden
Tiere aus der sog. DIM22-Studie (diet induced mouse study No. 22, LILLY) verwendet.
Dabei handelt es sich um C57BL/6-Maiuse, die nach Absetzen vom Muttertier in 3

Gruppen aufgeteilt wurden und unterschiedliche Didten bekommen haben.

Futterungsschema der 3 Gruppen der DIM22-Méause

lean chow lean chow
Lean-Chow . > M
lean chow
HFD
Lean-1w HFD . > M
HFD HFD
DIO-16 w HFD . > M
15 Wochen nach Absetzen vom Muttertier 1 Woche vor Nekropsie

Abbildung 38: Ubersicht der Fiitterung der DIM22-Miuse

Die Abbildung zeigt das Fiitterungsschema der drei Maus-Gruppen der DIM22-Studie. Die Tiere der
ersten Gruppe, ,,Lean-Chow*, haben fiir 16 Wochen normales Futter bekommen, die ,,Lean-HFD“-Mé&use
wihrend der letzten Woche eine hochkalorische Didt und die ,,DIO*“- (diet induced obesity) Tiere
erhielten iiber den gesamten Zeitraum das HFD (high fat diet)-Futter
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Die Tiere der ersten Gruppe, ,,Lean-Chow", erhielten fiir 16 Wochen normales Futter
(Abbildung 38). Im Unterschied dazu wurden die ,,Lean-HFD“-Méuse in der letzten
Woche mit einer hochkalorischen Diét gefiittert, um mogliche Kurzzeiteffekte der HFD
zu untersuchen. Die ,,.DIO*- (diet induced obesity) Gruppe hat iiber den gesamten

Zeitraum das HFD (high fat diet)-Futter bekommen.

Fiir die Expressions-Analyse mittels TagMan wurde aus der Leber, dem epididymialen
weillen Fettgewebe (epiWAT), dem Muskel und der Niere der drei Maus-Gruppen RNA
gewonnen. Die RNA wurde in cDNA transkribiert und mittels TagMan quantifiziert.
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Abbildung 39: IKKe-Expression in murinem Gewebe

Die Abbildungen zeigen die IKKe-Expressionen in verschiedenen Geweben (Leber, epididymiales
weiles Fettgewebe, Muskel und Niere) in Abhingigkeit unterschiedlicher Didten der Méuse (Lean, Lean-
High Fat Diet und Diet Induced Obesity). Im Muskel steigt die Expression leicht an, in den anderen
Geweben ist sie unter anhaltender HFD stark erhoht.

Abbildung 39 zeigt die Quantifizierung der RNAs in den vier Geweben (Leber,
epiWAT, Muskel und Niere) der Méuse aus der DIM22-Studie. Die im TagMan Assay
gemessenen Daten zeigen allgemein die hochste Expression von IKKe im weilen

Fettgewebe (epiWAT), gefolgt von der Leber. In Niere und Muskel ist sie
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vergleichsweise gering. Im Fettgewebe, der Leber und der Niere ist ein deutlicher
Anstieg der IKKe-Expression unter 16-wochiger hochkalorischer Didt (DIO, diet
induced obesity) zu beobachten. Im Muskel erhoht sich die Expression nur geringfiigig.
Der Anstieg unter HFD betrigt in der Niere etwa Y, in der Leber etwa das 3-fache und
im epiWAT - dessen basale Werte mit denen der Leber vergleichbar sind - sogar um das
4- bis 5-fache. Die IKKe-Expression wird in allen Geweben — unterschiedlich stark -

unter HFD induziert.

3.2.2 in vivo-Expressionsunterschiede in Wildtyp- und IKKe-Knockout-
Miusen

Um die Bedeutung von IKKe in vivo zu untersuchen, wurden IKKe-Knockout-Méuse
im C57BL/6-Background generiert. Die Tiere waren phénotypisch unauffillig. Um die
Auswirkungen des IKKe-Knockouts im Zusammenhang mit Insulinsignaltransduktion,
Insulinresistenz und Diabetes Typ 2 zu untersuchen, wurden Wildtyp- und die IKKe-
Knockout-Tiere in je 2 Gruppen unterteilt und mit unterschiedlichem Futter gefiittert.
Eine Gruppe bekam eine hochkalorische Didt (HFD, high fat diet), die bei C57BL/6-
Mausen eine Insulinresistenz verursacht. Die andere Gruppe erhielt eine Kontrolldiét.
Die Tiere bekamen die jeweilige Didt fiir 19 Wochen nach Absetzen vom Muttertier.
Die Hilfte der Tiere aller vier Gruppen wurde {iber Nacht vor der Tétung gehungert und
eine Stunde vorher mit 400 pg/kg LPS stimuliert, der Rest der Tiere hat zur Kontrolle

physiologische Kochsalzlosung (Saline) bekommen.

Gruppe 1 wt lean saline
Gruppe 2 wt lean LPS
Gruppe 3 wt HFD saline
Gruppe 4 wt HFD LPS
Gruppe 5 KO lean saline
Gruppe 6 KO lean LPS
Gruppe 7 KO HFD saline
Gruppe 8 KO HFD LPS

Abbildung 40: Ubersicht der verschiedenen Maus-Gruppen

Die in dieser Studie verwendeten Miuse teilen sich in folgende Gruppen auf: Die Wildtyp- (wt) und
IKKe Knockout (KO)-Tiere wurden jeweils in zwei Gruppen aufgeteilt, die eine Gruppe bekam lean-
Futter, die andere HFD-Futter. Diese Gruppen wurden weiter in Untergruppen aufgeteilt, die eine Hélfte
wurde mit LPS stimuliert, die andere nicht.

Die obige Abbildung zeigt die Aufteilung der verschiedenen Méuse in die 8§ Gruppen.
Wenn nicht anders vermerkt, ist in diesem Kapitel immer diese Gruppenaufteilung

gemeint.
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3.2.3 Genotypisierung der IKKe-Knockout Miiuse

Die Wildtyp-und die IKKe-Knockout-Méduse wurden genotypisiert, um den

vollstdndigen Knockout des IKKe-Gens nachzuweisen.

GS = gene-specific
NEO(T) E = endogenous

= T = targeted
GS(E) _& ;L GS(E,T)

Abbildung 41: Genotypisierungsprimer des IKKe-Knockouts

Beim Knockout kommt es zur Disruption des IKKe-Genes durch Insertion einer NEO-Kassette. Sie
zerstort ebenfalls den vor dem Knockout liegenden Bereich. Die Primer zur Genotypisierung der IKKe-
Knockout Méuse sind so ausgewdhlt, dass im Falle eines Knockouts nicht mehr der den endogenen
Abschnitt des Gens erkennende forward-Primer binden kann (GS(E)), sondern nur noch der NEO(T)
Primer, der die NEO-Kassette erkennt. Dieser amplifiziert mit dem reverse-Primer (GS(E,T)) ein
Produkt, das im Vergleich zum PCR-Produkt einer im Wildtyp durchgefiihrten PCR deutlich groBer ist
(siche Abbildung 42).

Der Knockout wurde durch Insertion einer NEO-Kassette in das IKKe-Gen
durchgefiihrt. Liegt das Gen im Wildtyp vor, binden die beiden genspezifischen (GS)
Primer an der DNA (Abbildung 41). Durch das Einbringen der NEO-Kassette wird zum
einen das Zielgen zerstort und zusitzlich die Bindungsstelle fiir den genspezifischen,

endogenen forward-Primer GS(E) deletiert. In diesem Fall bindet der Primer, der die

eingefiigte Kassette erkennt NEO(T).

W
x 3
L 5
[~
- o
- =
2 B
E o

multiplex
endogenous
multiplex
endogenous

Targeted -
Endogenous -

w H K

wild-type hete mzygote homozygote

Abbildung 42: Erwartete Fragmente bei der Genotypisierung des IKKe-Knockouts

In der ,multiplex“-PCR werden alle 3 Primer eingesetzt, in der ,endogenous“-PCR lediglich die
genspezifischen Primer GS(E) und GS(E,T)). Im Wildtyp (W) kann nur das kleinere Fragment entstehen,
da der NEO(T)-Primer nicht binden kann. Im heterozygoten Knockout (H) entstehen bei der ,,multiplex*-
PCR beide Fragmente, da sowohl ein Wildtyp- wie auch ein Knockout-Allel vorhanden sind. Die
endogenen Primer amplifizieren hier wiederum nur das kleinere Wildtypprodukt. Im homozygoten
Knockout (K) kann nur das groBere, durch Insertion der NEO-Kassette entstandene, Fragment
amplifiziert werden.
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Abbildung 42 zeigt die erwarteten Fragmente bei der Genotypisierung der IKKe-
Knockoutméuse. Im Wildtyp (W) entsteht das intakte IKKe-Genprodukt (Endogenous),
das durch die Primer GS(E) und GS(E,T) amplifiziert wird. Durch Insertion der NEO-
Kassette im Knockout entsteht ein groBeres Fragment (Targeted). Ist der Knockout
heterozygot, entstehen das ,, Targeted und das ,,Endogenous“-Produkt, liegt er jedoch
homozygot vor, entsteht lediglich das grofere ,,Targeted“-Produkt.

In den mit ,,multiplex” beschrifteten Spuren wird die PCR mit allen drei Primern
durchgefiihrt, so dass im Falle eines heterozygoten Knockouts zwei Fragmente
entstehen, im Wildtyp lediglich das Produkt (Endogenous) der genspezifischen,
endogenen Primer (GS(E) und GS(E,T)) und im homozygoten Knockout nur das durch
die Insertion der NEO-Kassette groBere Fragment (Targeted).

Wird die PCR lediglich mit den endogenen Primern durchgefiihrt (GS(E) und GS(E,T)),
kann nur das dem Wildtyp entsprechende Fragment entstehen, da die NEO-Kassette
nicht vorhanden ist. Ist der Knockout homozygot, kann der endogene forward-Primer

(GS(E)) nicht binden und es entsteht gar kein Produkt.

Aus den Schwanzspitzen von 12 Méusen wurde zur Genotypisierung genomische DNA
gewonnen. Je 6 der Tiere gehorten der wt- bzw. Knockout-Gruppe an, wovon wiederum
jeweils 3 Tiere unter normaler Didt (lean) und 3 unter high fat diet (HFD) gehalten

wurden.

Targeted -
Endogenous -

R =

wt wt IKKe KO IKKe KO
lean HFD lean HFD

Abbildung 43: Genotypisierung der wt- und IKKe-Knockout-Miuse auf DNA-Ebene

Zur Genotypisierung wurde aus den Schwanzspitzen der Miuse gDNA gewonnen, die mittels PCR
analysiert wurde. Alle 3 Primer (GS(E), GS(E,T) und NEO(T)) wurden fiir die PCR eingesetzt. Bei den
Wildtyptieren wurde unabhéngig von der Diét (lean bzw. HFD) nur das Wildtyp-spezifische Fragment
(Endogenous) amplifiziert. In den Knockouttieren konnte ebenfalls didtunabhingig nur das groBere,
knockout-spezifische Produkt (Targeted) nachgewiesen werden.

Anhand des GroBenunterschiedes der PCR-Produkte ldsst sich erkennen, in welchen

Tieren die NEO-Kassette vorhanden ist und damit ein Knockout vorliegt (Abbildung
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43). Bei allen untersuchten Knockouttieren ist nur die groflere Bande zu erkennen.
Demnach liegt der Knockout homozygot vor. Bei den Wildtyptieren wurde

ausschlieBlich das Wildtyp-spezifische, kleinere Fragment amplifiziert.

Nachdem der Knockout des IKKe-Gens auf DNA-Ebene erfolgreich nachgewiesen
werden konnte, sollte er ebenfalls auf RNA-Ebene gezeigt werden. So soll
ausgeschlossen werden, dass trotz der Insertion der NEO-Kassette in das IKKe-Gen ein
Genprodukt gebildet wird. Dazu wurde aus den Lebern und dem epiWAT der Wildtyp-
(WT) und Knockout- (IKKe KO) Méuse RNA isoliert und fiir die Expressionsanalyse
mittels TagMan in cDNA transkribiert.

Leber epiWAT
o 60,000 a 60,000
e 2 50,000
§ 450001 5 4oyooo ]
o Q. 1
o o
X 30,000 4 o KKe X 30,000 4 o KKe
: ; o
= 15,000 - = 10'000
[7] [7] A =
g LRI
4 0+ X 0
wt| wt|wt| wt|KO| KO|KO| KO
HFD| - - + + - - + +
LPS| - + - + - + - +

Abbildung 44: Genotypisierung der wt- und IKKe-Knockout-Miuse auf RNA-Ebene

Aus den Lebern und dem epiWAT der Wildtyp- (wt) und der IKKe-Knockout- (KO) Méuse wurde RNA
isoliert und fiir die Expressionsanalyse mittelsTagMan in cDNA transkribiert. In beiden Geweben konnte
unabhingig von Didt (lean bzw. HFD) und LPS-Stimulation lediglich in den Wildtyptieren IKKe
gemessen werden.

Die Ergebnisse der TagMan-Analyse zeigen bei den wt-Tieren ist die Expression des
IKKe-Gens (Abbildung 44). In den Knockout-Tieren hingegen — unabhéngig von Diét
und LPS-Behandlung - wird keine IKKe-RNA exprimiert. (Auf die unterschiedliche

Starke der Expression von IKKe im Wildtyp wird an anderer Stelle eingegangen.)

Als letzter Schritt sollte der Knockout des IKKe-Gens auf Proteinebene nachgewiesen
werden, um zu zeigen, dass kein Genprodukt mehr gebildet wird. Aus den Lebern der
Wildtyp- (WT) und Knockout- (IKKe KO) Méause wurden Proteine gewonnen, um
mittels eines Western Blots und dem IKKe-spezifischen Antikorper den Knockout des
IKKe-Gens zu bestétigen.
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IKKe
80 kDa = [ o o s s s Leber
80 kDa - ] vl e epiWAT
SLSSLL SS LLSSLL S=saline
lean HFD lean HFD L = LPS
~— YT
wt IKKe KO

Abbildung 45: Genotypisierung der wt- und IKKe-Knockout-Miiuse auf Protein-Ebene

Aus den Lebern der Wildtyp- (wt) und Knockout- (IKKe KO) Méuse wurden Proteine gewonnen, um
mittels Western Blots den Knockout von IKKe nachzuweisen. Unabhéngig von Diét (lean bzw. HFD) und
LPS-Stimulation wurde lediglich in den Wildtyptieren IKKe detektiert. Im epiWAT der wt-Tiere ist IKKe
in den Tieren, die die Kontrolldiét erhalten haben, schwicher exprimiert.

Bei den Western Blots der Leber- und der epiWAT-Lysate wird bei den wt-Tieren das
IKKe-Protein vom IKKe- spezifischen Antikorper erkannt (Abbildung 45). In den
Knockout-Tieren hingegen ist kein IKKe nachweisbar. Die wt-Tiere, die die
Kontrolldidt bekommen haben, exprimieren im epiWAT IKKe weniger stark als die

Tiere, die mit der hochkalorischen Diét gefiittert wurden.

3.2.4 Untersuchungen der IKKe-Knockout-Méuse auf Proteinebene

Die IKKe-Knockout-Méause sollen auf Proteinebene hinsichtlich moglicher
Unterschiede in der Insulinsignaltransduktion im Vergleich zu den Wildtyptieren
untersucht werden. Von den Leber- und epiWAT-Lysaten der IKKe KO- sowie der wt-
Tiere wurde zur weiteren Untersuchung die Expression verschiedener an der
Insulinsignaltransduktion beteiligter Proteine untersucht. So sollten mdgliche
Auswirkungen des IKKe-Knockouts und der unterschiedlichen Diédten der Tiere auf die

entsprechenden Proteine festgestellt werden.
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Abbildung 46: Analyse der Leberlysate von wt- und IKKe-Knockout-Miusen auf Proteinebene

Aus den Lebern der Wildtyp- (wt) und Knockout- (IKKe KO) Méuse wurden Proteine gewonnen, um sie
mittels Western Blots zu analysieren und ihre Expression zu untersuchen. Unabhéngig von Knockout und
LPS-Stimulation wurde in den HFD-Tieren mehr pIKKa/b detektiert. Der Insulinrezeptor ist in den lean-
Tieren unabhdngig von Knockout und LPS-Stimulation stirker exprimiert. Bei IRS1 und IRS2 ist
unabhingig von LPS-Stimulation und Knockout ein Shift der HFD-Banden zu sehen. IRS2 wird in den
lean KO Tieren ohne LPS-Stimulation erhoht exprimiert.

Abgebildet sind die verschiedenen Western Blots der Leberlysate (

Abbildung 46). Es sind lediglich beim IRS2-Blot Unterschiede zwischen Wildtyp- und
Knockout-Tieren sowie LPS und Saline zu sehen. IRS2 wird in den Knockout-Tieren,
die die Kontrolldidt erhalten haben und nicht mit LPS stimuliert wurden, erhoht

exprimiert.

Der IKKa/b-Blot zeigt eine erhohte Phosphorylierung des Proteins unter HFD. Die
Menge an Insulinrezeptor ist jeweils unter HFD niedriger als bei den Tieren, die die
Kontrolldiét erhalten haben. Bei IRS1 und IRS2 ist jeweils unter HFD ein Shift der

Banden zu erkennen.

85 kDa - I?W pIKK asb

95 kDa - L_‘/ TSy 'Mh | IR B-Untereinheit

170 kDa - l 1 | IRS1
185 kDa - | | IRS2

SLSSLL SS LLSSLL

lean  HFD lean HFD S = Saline

“ _ L = LPS
—_— ~
wt IKKe KO

Abbildung 47: Analyse der epiWAT-Lysate von wt- und IKKe-Knockout-Miusen auf
Proteinebene

Aus dem epiWAT der Wildtyp- (wt) und Knockout- (IKKe KO) Miuse wurden Proteine gewonnen, um
sie mittels Western Blots zu analysieren. Unabhéngig von Knockout und LPS-Stimulation wurde in den
HFD-Tieren mehr pIlKKa/b detektiert Der Insulinrezeptor ist in den lean-Tieren unabhédngig von
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Knockout und LPS-Stimulation stirker exprimiert. IRS1 und IRS2 werden im Wildtyp sowie im
Knockout bei den lean Tieren starker exprimiert.
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Bei den Western Blots der epiWAT Lysate kann mit allen Antikérpern (pIKK a/b; IR B-
Untereinheit; IRS1 und IRS2) sowohl bei den Wildtyptieren als auch bei den
IKKe Knockouttieren jeweils mehr Protein bei den mit der Kontrolldidt gefiitterten
Tieren nachgewiesen werden (Abbildung 47). Die Expression von IRS1 ist dabei unter

LPS-Stimulus verstarkt.

3.2.5 mRNA-Expressionsunterschiede in wt- und IKKe-Knockout-Miusen

Die RNA-Expressionsanalyse mittels TagMan-Assay erlaubt eine schnelle Analyse
verschiedener Marker. Zum einen wurde die Expression verschiedener an der
Insulinsignaltransduktion beteiligeter Proteine untersucht (IKKe, IR, IRSI, IRSI,
IKKp). Des Weiteren wurde die Expression der Serum-Ameloid-A-Proteine (SAA)
gemessen. Bei den weiteren verwendeten Markern handelt es sich zum einen um
sogenannte Makrophanenmarker (CD11b, Emrl, CD68) und inflammatorische Marker
(IL1b, IL10, IL6, Cox2, CD40, TNFa). Dazu wurde aus den Lebern und dem epiWAT
von je 2 Tieren der Wildtyp- (WT) und Knockout- (IKKe KO) Miuse RNA isoliert und
fiir die Expressionsanalyse mittels TagMan-Assay in cDNA transkribiert. Die Hélfte der

Tiere wurde vor der Nekropsie fiir eine Stunde mit LPS stimuliert.

IKKe
Leber epiWAT

a 60,000 a 60,000
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S 45,000 s

a ‘S 40,000
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3 S 20,000

= 15,000 - =

o & 10,000 4']»

Q. Q.

< 0+ e 0

wt | wt| wt| wt|KO| KO|KO| KO

HFD + + + +
LPS + + + +

Bei den Knockouttieren ist in keinem der Gewebe IKKe nachweisbar. Unter HFD wird
IKKe vermehrt exprimiert, eine leichte Erhohung ist jeweils unter LPS-Stimulation zu
beobachten (siche Abbildung 44).
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Der IKKe-Knockout hat keinen Einfluss auf die IRS1-Expression. In der Leber dndert
sich die Expression nicht signifikant, im epiWAT hingegen ist die IRS1-Expression der

lean-Tiere ca. 3-mal hoher als bei den HFD-Tieren.

IKK KO, Leber epiWAT
o o 90,000
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3 | mRS2 ; 45,000 | o RS2
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i pall el
< 2 0
X
21%2|2)2|3/5|3|3
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LPS| - + - + - + - +

Die Expression von IRS2 ist sowohl in der Leber als auch im epiWAT unter HFD
deutlich reduziert. Unter LPS-Stimulation ist in der Leber eine starke Erhohung der
Expression von IRS2 zu sehen. In der Leber wird IRS2 bei den IKKe-Knockout Tieren
der Kontrolldidt deutlich hoher exprimiert als in den Wildtyptieren. Im epiWAT ist kein
Unterschied zeischen den Wildtyp- und den Knockout-Tieren festzustellen.

80



Ergebnisse

Insulinrezeptor
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In der Leber wird der Insulinrezeptor unabhidngig vom IKKe Knockout unter HFD
stiarker exprimiert. Im epiWAT ist der Insulinrezeptor in den Knockouttieren minimal

hoher exprimiert als in den Wildtyp-Tieren.
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Die IKKB-Expresion ist im IKKe-Knockout in der Leber leicht reduziert, die Diét het
keinen signifikanten Einfluss auf die mRNA-Mengen von IKK}.
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SAAT1 wird unter HFD stérker exprimiert. Im [KKe-Knockout ist die SAA1-Expression
in beiden Geweben erhoht. Im epiWAT wird SAAl im Gegensatz zur starken

Expression in der Leber nur schwach exprimiert.

SAA2
IKK KO, Leber epiWAT
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Die Expression von SAA2 ist unter HFD erhoht. Im epiWAT spielt die SAA2-
Expression eine untergeordnete Rolle, das zeigt sich in der niedrigen Kopienzahl. Im
IKKe Knockout der LPS-unbehandelten Tiere wird SAA2 jeweils stiarker exprimiert als
in den Wildtyp Tieren.
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SAA3 wird in beiden Geweben etwa gleich stark exprimiert. Die Expression ist unter

HFD leich erhoht. Im IKKe Knockout wird SAA3 etwas schwécher exprimiert.
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Die CD11b-Expression ist in beiden Geweben unter HFD erhoht. Die Knockout-Tiere
exprimieren mehr CD11b als die Wildtyp-Tiere.
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Emrl
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Emrl wird unter HFD stérker exprimiert. In der Leber ist die Emr1-Expression in den

IKKe-Knockout Tieren hoher, im epiWAT geringfiigig niedriger als in den Wildtyp-

Tieren.
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Die Expression von CD68 ist unter HFD erhdht. Im IKKe Knockout wird CD68 stérker
exprimiert als im Wildtyp.
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Die Expression der inflammatorischen Marker (IL1b, IL10, IL6, Cox2, CD40, TNFa)
wird mit LPS stark induziert. Das Expressionsmuster ist bei allen inflammatorischen
Markern gleich. Unter HFD sind die Marker etwas starker exprimiert. Unter den Tieren

der Kontrolldiit ist die Expression der Zytokine im IKKe Knockout etwas stérker.
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Cox2
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Abbildung 48: mRNA-Expression verschiedener Marker in Leber und epiwWAT

Dargestellt sind die mRNA-Expressionsdaten verschiedener Marker der IKKe-Knockout- sowie Wildtyp-
Tiere in Leber und epiWAT.
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3.2.6 NFkB-Aktivititsmessung

Da IKKe in den NFxB-Pathway eingebunden ist, sollte untersucht werden, ob der
IKKe-Knockout im Vergleich zum Wildtyp einen Einfluss auf die NFkB-Aktivitdt hat.
Dazu wurden die Lebern von je 3 Tieren pro Gruppe aufgearbeitet. Als Positivkontrolle
wurde das im Kit ,,TransAM Flexi NFkB Family* von ACTIVE MOTIV enthaltene Raji
(Human Burkitt's lymphoma cell line)-Zellextrakt verwendet. Die jeweiligen Antikdrper
(c-Rel wurde nicht gemessen, da dieser Antikorper nicht das murine c-Rel detektiert)
wurden nach Standardprotokoll mit bzw. ohne Rajilysat inkubiert und die gebundene
Antikorpermenge photometrisch bestimmt. Bei p65 ist der Hintergrund sehr hoch
(Abbildung 49).

Positivkontrolle

| Raji pos
0.6
O Raji neg

p50 p52 p65 RelB

NFkB activity (OD450nm)

Abbildung 49: Positivkontrollen NFkB-Aktivititsmessung

Das Raji-Zellextrakt wurde als Positivkontrolle verwendet. Die einzelnen Antikorper (p50, p52, p60 und
RelB) wurden mit bzw. ohne Raji inkubiert und die gebundene Antikdrpermenge photometrisch
bestimmt. Die Raji-negativen Ansétze repriasentieren den Background.

NFkB Aktivitatsmessung
1
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Abbildung 50: NFxB Aktivititsmessung

Dargestellt sind die Ergebnisse der NFkB-Aktivitdtsmessung der Antikorper p50, p52, p60 sowie RelB.
Dazu wurden die Lebern von je 3 Tieren pro Gruppe aufgearbeitet. Bei p65 ist die Aktivitét bei den LPS-
behandelten Tieren erhoht, ansonsten sind keine signifikanten Unterschiede der NFxkB-Aktivitit
festzustellen.
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Es wurden aus den Lebern der verschiedenen Gruppen (lean und HFD, LPS-stimuliert)
von Wildtyp- und IKKe-Knockout-Méusen Lysate aufgearbeitet, die dann mit den p50,
p52, p65 bzw. RelB-Antikdrpern inkubiert wurden. Abgesehen von den KO lean Tieren
bei p65 ist jeweils eine marginal erhohte Aktivitit der Knockouttiere im Gegensatz zu
den Wildtyptieren zu beobachten (Abbildung 50). Bei p5S0 und insbesondere bei p65 ist
eine Erhdhung nach LPS-Stimulation in allen Tieren zu erkennen. Bei p52 und RelB ist

keine signifikante Anderung nach LPS-Stimulus zu beobachten.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Charakterisierung von IKKe und dessen
Rolle bei der Entstehung von Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes. Fiir die
Untersuchungen wurden in vitro-Versuche zur Interaktion zwischen IKKe und dem
Insulinrezeptor sowie den Insulinrezeptorsubstraten (IRS) durchgefiihrt. Des Weiteren
wurde die IKKe Wildtyp cDNA sowie eine kinase-inaktive Version von IKKe (IKKe
K/A) in Zelllinien, die insulinsensitive Gewebe reprasentieren, transient exprimiert, um
den Einfluss von IKKe und IKKe K/A auf die Insulinrezeptorautophoshorylierung und
die Substratphosphorylierung zu untersuchen. Zur Charakterisierung der Funktion von
IKKze in vivo wurden C57/BL6-Maiuse untersucht, die eine normalkalorsiche Didt bzw.
eine Insulinresistenz-induzierende, hochkalorische Didt erhalten haben. Dieses
Fiitterungsschema wurde mit IKKe Knockout-Méusen wiederholt, dies diente der
Evaluierung der Auswirkung des IKKe Gen-Knockouts auf die Ausbildung der
Insulinresistenz. Die  Genexpression  verschiedner =~ Markerproteine  des

Insulinsignalweges wurde quantitativ mittels RT-PCR (TagMan) gemessen.

4.1 Interaktion von IKKe mit dem Insulinrezeptor und seinen
Substraten in vitro

Fir in vitro-Versuche wurde rekombinantes IKKe verwendet. Es sollte gestestet
werden, ob es unter den spiteren Versuchbedingungen aktiv ist. Dazu wurde ein

Kinase-Assay mit radioaktivem **P-ATP etabliert. (

Abbildung 9) Casein diente als Substrat und sollte von dem rekombinanten IKKe mit
3P phosphoryliert werden. Zur Inhibierung der Kinaseaktivitit wurden drei
unterschiedliche Inhibitoren (LILLY intern) in verschiedenen Konzentrationen
eingesetzt. Bei einer Inhibitorkonzentration von 0,01 uM ist die Inhibierung der
Kinaseaktivitdt minimal, bei einer Konzentration von 100 uM hingegen ist sie fast
100%-ig. Diese Versuche zeigten, dass das rekombinante IKKe unter den

Versuchsbedingungen aktiv ist und im Kinase-Assay eingesetzt werden kann.
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4.1.1 Einfluss von IKKg auf die Insulinrezeptorautophosphorylierung

Von WERNER et al. (2005) durchgefiihrte Versuche deuten darauf hin, dass eine IKKe-
vermittelte Phosphorylierung des Insulinrezeptors innerhalb dessen
Aktivierungsdoméine (Ser 964 und Thr1148) sich negativ auf die
Insulinsignaltransduktion auswirkt. Die Phosphorylierung durch IKKe fiihrte zu einer
verminderten Autophosphorylierung des Insulinrezeptors. Dieser Effekt wurde in
Tiermodellen bei Adipositas, Insulinresistenz, Typ 2 Diabetes und anhaltender
Insulineinwirkung beobachtet (WERNER et al, 2005). Diese Ergebnisse wurden bei der
»Keystone Conference™ 2005 vorgestellt, aber bislang noch nicht in einem Journal
publiziert. Aufgrund dieser Daten und personlicher Kommunikation mit Eric Werner
und Steve Shoelson wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von IKKe auf den
Insulinrezeptor untersucht.

Dazu wurde ein ELISA durchgefiihrt, bei dem die Insulinrezeptor-vermittelte
Phosphorylierung eines Peptids, das die katalytische Domine der B-Untereinheit des
Insulinrezeptors umfasst, gemessen wird. Nach Insulinstimulation ist eine deutlich
héhere Phosphorylierung des Peptids im Gegensatz zum unstimulierten Kontrollansatz
festzustellen (Abbildung 10). Als Negativkontrolle wurde der Insulinrezeptor in kinase-
inaktiver Form eingesetzt. Zur Bestitigung der von WERNER et al. (2005) generierten
Daten wiirde man in Gegenwart von IKKe im ELISA aufgrund seiner Beeintrichtigung
der  Autophosphorylierung des Insulinrezeptors eine deutlich erniedrigte
Phosphorylierung des eingesetzten Peptids erwarten. Nach vorheriger Inkubation des
Insulinrezeptors mit dem rekombinanten IKKe war jedoch keine Abnahme der
Phosphorylierung des Peptids nachzuweisen. IKKe zeigt unter diesen
Versuchbedingungen keinen Einfluss auf die Aktivitdt des Insulinrezeptors.

Da im vorherigen Versuch kein Einfluss von IKKe auf die Aktivitit des
Insulinrezeptors festgestellt werden konnte, wurde diese Interaktion auf eine andere
Weise untersucht. Dabei wurde der Insulinrezeptor in HEK293rapid-Zellen
iiberexprimiert, mittels einer Immunprézipitation isoliert und anschlieBend in einem
radioaktiven Kinase-Assay mit rekombinantem [KKe inkubiert. Deutlich zu erkennen
ist die Autophosphorylierung des Precursors des Insulinrezeptors sowie der
B-Untereinheit des Insulinrezeptors (Abbildung 12). Es konnte gezeigt werden, dass die

kinase-inaktive Variante des Insulinrezeptors von IKKze nicht phosphoryliert wird. Auch
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hat IKKe keinen Einfluss auf die Autophosphorylierung des intakten Insulinrezeptors
(Abbildung 13).

4.1.2 IKKe-vermittelte Phosphorylierung von IRS1 und IRS2

Da es sich bei IKKe um eine Kinase handelt, sollte untersucht werden, ob die
Insulinrezeptorsubstrate (IRS) in vitro direkt von IKKe phosphoryliert werden konnen.
Anhand der durchgefiihrten radioaktiven in vitro-Assays konnte eine direkte
Phosphorylierung von IRS1 sowie IRS2 durch IKKe nachgewiesen werden.

In dhnlichen Versuchen konnte gezeigt werden, dass IKKa und IKKf IRS1 in vitro
direkt phosphorylieren (GAO et al., 2002). Es wurde des Weiteren gezeigt, dass die IRS-
Proteine Substrate fiir IKK darstellen und aufgrund spezifischer Phosphorylierung zur
Entstehung der Insulinresistenz beitragen konnten. IKKB wurde in zahlreichen Studien
als Kinase identifiziert, die direkt an der Entstehung der Insulinresistenz beteiligt ist
(BASHAN et al., 2007; KAMON et al., 2004; SHOELSON et al., 2003). Da IKKe innerhalb
der Kinasedoméne eine relative grole Homologie zu IKKa und IKK aufweist (HUYNH
et al., 2002), wire es moglich, dass auch IKKe die Insulinrezeptorsubstrate an Serin-
Resten phosphoryliert (WERNER et al., 2005), was zu einer Beeintrdchtigung der
Insulinsignaltransduktion fithren kann.

Die Ser/Thr-Phosphorylierung an IRS-Proteinen dient im physiologischen Zustand im
Gegensatz zur Tyrosin-Phosphorylierung-vermittelten  positiven  Insulinsignal-
transduktion als Riickkopplungshemmung (Zick, 2001). Unter pathologischen
Bedingungen werden IRS-Kinasen aktiviert, was zur verstirkten Phosphorylierung von
Ser/Thr-Resten fithrt und letztendlich zur Entstehung der Insulinresistenz beitréigt.
Deswegen konnte die Ser/Thr Phosphorylierung von IRS1 bzw. IRS2 ein genereller
Mechanismus der Insulinresistenz sein (PAz et al., 1999).

Die Phosphopeptidanalyse ergab, dass IRS1 von IKKe an Ser636/639 phosphoryliert
wird. Da die Sequenz von IRS2 am Ser636/639-Motiv fast identisch mit der von IRS1
ist (Abbildung 20), kann davon ausgegangen werden, dass auch IRS2 von IKKe an
diesen Serin-Resten phosphoryliert wird. In HEK293rapid-Zellen, die mit IRS2
transfiziert wurden, war im Western Blot eine deutlich stirkere Ser636/639-
Phosphorylierung zu sehen, wenn gleichzeitig IKKe transfiziert wurde (Abbildung 34).
Die Serin-Reste 636/639 wurden als ein Grund der Entstehung von Insulinresistenz im
Menschen identifiziert (TREMBLAY et al., 2005). Es wurde bereits gezeigt, dass die
Reduktion der S6-Kinase-vermittelten Phosphorylierung von IRS1 an Ser636/639

deutlich zu einer verbesserten Insulinsensibilitit beitrdgt (WANG et al., 2007). Diese
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Parallele zwischen der in der vorliegenden Arbeit ermittelten [KKe-
Phosphorylierungsstelle und den Untersuchungen zur Verbindung zwischen der
Ser636/639-Phosphorylierung und der Entstehung der Insulinresistenz deutet auf einen
moglichen Einfluss von IKKe auf die Aktivitdt der Insulinrezeptorsubstrate hin. Des
Weiteren phosphoryliert IKKe IkBa an Ser32/36 (SHIMADA et al., 1999). Das IkBa
Phosphorylierungs-Motiv (DDRHDSGLDSMKDE) (GooD et al.,, 1996) ist in der
Sequenz von rIRS1 6 weitere Male, bei hIRS2 3 weitere Male zu finden. Auch dies
konnten potentielle Phosphorylierungsstellen fiir IKKe sein.

Es konnte in vitro eine direkte Phosphorylierung von IRS1 sowie IRS2 durch IKKe
nachgewiesen werden. Da die Aktivitit der Insulinrezeptorsubstrate sowohl unter
physiologischen als auch pathologischen Bedingungen durch Tyrosin-, Serin- und
Threonin-Phosphorylierungen gesteuert wird (ZICK, 2001; PAZ et al., 1999), ist dies
eine interessante Beobachtung und stellt eine mogliche Verbindung zwischen IKKe und

den molekularen Mechanismen der Insulinresistenz dar.

4.1.3 Einfluss von IKKg¢ auf die Insulinsignaltransduktion in Zelllinien

Fiir Klonierungsarbeiten ist die restriktionsvermittelte Klonierung die klassische
Methode. Dabei wird ein gewiinschtes Fragment, z. B. ein Gen, liber geeignete
Schnittstellen aus einem Plasmid isoliert und iiber seine kompatiblen Enden in den
Zielvektor ligiert. Bei dieser Methode lassen sich einzelne Fragmente leicht absichern
und der Klonierungserfolg durch Restriktionsverdaue ermitteln. Der Nachteil dieser
Methode ist, dass man auf bestimmte Schnittstellen angewiesen ist, die nicht unbedingt
vorhanden sind. Das Einfiigen geeigneter Schnittstellen ist mit einem hohen Arbeits-
und Zeitaufwand verbunden (AMBERG et al., 1995).

Die Methode der Overlap-PCR bietet die Moglichkeit, zwei oder mehr Fragmente
basengenau zu fusionieren (HO et al., 1989). Sie ist schnell und man benétigt keine
Subklonierungsschritte. Aulerdem ist man auf kein spezielles Plasmid angewiesen, und
kann genomische DNA als Template einsetzen (AMBERG et al., 1995). Durch geeignete
Primer erhdlt man eine hohe Fusionseffizienz und die AuBenbereiche des
Fusionsproduktes lassen sich bei Bedarf mit geeigneten Schnittstellen versehen. Ein
weiterer Vorteil ist, dass die PCR-amplifizierten Zwischenprodukte {iiber die
Gelelektrophorese leicht zu tliberpriifen sind.

Fir diese Arbeit wurde ein IKKe-cDNA enthaltendes Plasmid bendtigt, um

verschiedene Zelllinien zu transfizieren und damit das IKKe-Genprodukt in ihnen zu
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exprimieren. Des Weiteren wurde eine kinase-inaktive Mutante des IKKe generiert.
Dazu wurde das sich in der ATP-Bindedomine an Position 38 der Aminosduresequenz
befindende Lysin (AAG) durch einen zweifachen Basenaustausch in Alanin (GCG)
umgewandelt. Ist er mutiert, kann kein ATP mehr gebunden werden, was zum Verlust
der Kinaseaktivitit fithrt (PETERS, 2000). Aus den Abkiirzungen der Aminoséuren (K
fiir Lysin und A fiir Alanin) sowie der Position der mutierten Aminoséure ergibt sich
der Name der Mutante (IKKe K38A).

Die Klone wurden sequenziert und mit der zuvor am Computer ermittelten Sequenz
verglichen (siehe Anhang). Die Sequenz des IKKe-Klones und des IKKe K38A-Klones
wiesen mit Ausnahme der vorgenommenen Mutationen keine weiteren Basenaustausche

auf.

Es sollte untersucht werden, ob die Uberexpression von IKKe in verschiedenen
Zellmodellen (FAO bzw. HEK?293rapid) Auswirkungen auf die
Insulinsignaltransduktion hat. Besonderes Augenmerk wurde dabei neben dem
Insulinrezeptor auf die Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate und der im
Insulinsignalweg unterhalb von IRS1 und IRS2 liegenden Elemente (PI3K, AKT)
gelegt (MIURA et al., 2001).

Um den Einfluss von IKKe auf die Insulinsignaltransduktion im Zellmodell zu
untersuchen, wurden insulin-sensitive Rattenhepatomzellen (FAO) ausgewéhlt
(CLampIT et al., 2003). Die IKKe-Expression ldsst sich in verschiedenen Zelllinien
durch TNFa-Stimulation steigern (AUPPERLE et al., 2001). In MEFs wurde eine erhohte
IKKe-Expression nach LPS-Stimulus festgestellt (KRAVCHENKO et al., 2003).

Nach 24-stiindiger TNFa-Stimulation der FAO-Zellen war eine deutliche Erh6hung der
IKKe-Expression zu sehen (Abbildung 24). Die Stimulation mit PMA und LPS hatte
keinen Einfluss auf die Expression von IKKe. Bei den mit TNFa behandelten Zellen
war die Protein-Expression von IRS1 deutlich vermindert. Dieser Effekt nach TNFa-
Stimulation wurde bereits in 3T3-L1 Adipocyten beobachtet (SUN et al., 1999). Da
IKKe die Aktivierung von NFxB und damit eine verstidrkte TNFa-Synthese stimulieren
kann (WIETEK et al.,, 2006; SWEENEY et al., 2005), wére ein Einfluss durch die
Erhohung des IKKe-Spiegels auf die Transkription von IRS1 denkbar. Kiirzlich konnte
in 3T3-L1 Adipocyten eine 80%ige Reduktion der IRS1-mRNA nach andauernder
TNFa-Stimulation gezeigt werden (STEPHENS et al., 1997). Um zu iiberpriifen, ob auch

in den FAO-Zellen die geringere IRS1-Menge durch eine fehlerhafte oder reduzierte
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Transkription bedingt ist, konnte eine RT-PCR Aufschluss geben. Wird die
Transkription des IRS1-Gens durch die erhohte Menge an IKKe beeintrachtigt, miisste
sich weniger IRS1-mRNA nachweisen lassen. Weiterhin koénnte die Ursache
posttranskriptional zu finden sein. Es ist moglich, dass die Prozessierung des IRS1-
Proteins beeintriachtigt wird. Dies konnte z. B. durch ER-Stress verursacht sein (URANO
et al., 2000), der entweder durch die TNFa-Stimulation oder IKKe-vermittelte JNK-
Aktivierung bedingt sein kann (WAETZIG et al., 2005). Ist dies nicht der Fall, konnte der
Grund posttranslational zu finden sein. Es wire denkbar, dass IKKe einen Einfluss auf
die Degradation von IRS1 hat. Der hédufigste proteolytische Abbauweg in Sdugerzellen
ist der Abbau iiber die Proteasomen. Sie degradieren die meisten kurzlebigen zelluldren
sowie fehlerhaften Proteine und werden bei vielen biologischen Funktionen wie z. B.
der Kontrolle des Zellzyklus und dem programmierten Zelltod eingesetzt
(CIECHANOVER, 1994). Es konnte gezeigt werden, dass IRS1 infolge einer chronischen
Insulinbehandlung abgebaut wird (SUN et al., 1999). Es wire also denkbar, dass IRS1
nicht nur aufgrund dauerhafter Insulinstimulation abgebaut wird, sondern auch eine
erhohte IKKe-Expression Signalwege beeinflusst, die zur Degradation von IRS1 fiihren.
Im Modell inflammatorisch induzierter Insulinresistenz konnte gezeigt werden, dass die
SOCS-Proteine (suppressors of cytokine signaling) an der Ubiquitinylierung und
proteasomalen Degradation von IRS1 beteiligt sind (Rur et al., 2002). Da im
Experiment die Zellen mit TNFa stimuliert wurden, liegt eine &hnliche Situation wie bei
einer inflammatorischen Antwort vor.

In HepG2-Zellen wurde die Reduktion der IRS1-Totalproteinmenge sowie eine
verstiarkte Phosphorylierung von IRS1 am Serin-Rest 307 durch die Aktivierung von
IKKp hervorgerufen (GAO et al., 2002). Als Ursache wurde zum einen die tatséchliche
Abnahme der Proteinmenge vermutet, oder aber eine verminderte Antikorperaffinitét
zum IRS1-Protein bedingt durch den verdnderten Phosphorylierungsstatus (Ser307). In
der vorliegenden Arbeit ist nach TNFa Stimulation der FAO-Zellen keine erhohte
Tyrosin-Phosphorylierung festzustellen. Es ist daher wahrscheinlicher, dass die Menge
an IRS1 tatsdchlich vermindert ist. Um diese Vermutung zu untermauern, kdnnte man
zum einen verschiedene Antikorper, die IRS1 an unterschiedlichen Doménen erkennen,
testen, oder die pIRSl-enthaltenden Lysate zunéichst dephosphorylieren und
anschlieend den Western Blot mit dem IRS1-Antikdrper wiederholen.

IKKe ist in die Immunantwort nach viralen Infektionen involviert. Seine Expression
wird nach einer Hepatitis C Virus Infektion erhoht (VILASCO et al., 2006; TENOEVER et

al., 2007). Bei einer Hepatitis C Infektion wird in den Leberzellen SOCS 3 (suppressors
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of cytokine signaling) hochreguliert, was zur vermehrten Ubiquitinylierung von IRS1
und dessen anschlieBendem Abbau fiihrt (KAWAGUCHI et al., 2004). Des Weiteren
konnte bei Patienten mit einer Hepatitis C Infektion stark erhohte Spiegel an TNFa
nachgewiesen werden (ELSAMMAK et al., 2005, GIANELLI et al., 2006). Im
durchgefiihrten Experiment waren ebenfalls ein erhohter TNFa- sowie IKKe-Spiegel
vorhanden, was die Vermutung nahe legt, dass diese Faktoren zur Degradation von

IRS1 fithren konnen.

Neben der verminderten IRS1-Expression nach TNFa-Stimulation in den FAO-Zellen
war im Western Blot eine weniger starke Tyrosin-Phosphorylierung auf Hohe der
Insulinrezeptorsubstrate zu beobachten (Abbildung 25). Dies kann zum einen auf die
Reduktion der Menge von IRS1 zuriickzufiihren sein, was bedeuten wiirde, dass nicht
der Grad der Tyrosin-Phosphorylierung verdndert ist, sondern die geringere
Proteinmenge Ursache fiir das schwiéchere Signal ist. Denkbar wire jedoch auch ein
Einfluss auf, oder eine Interaktion von IKKe mit dem Insulinrezeptor oder IRS1
(WERNER et al., 2005). Der veridnderte Phosphorylierungsstatus der Proteine kann zu
einer verdnderten Konformation fithren, wodurch die Insulinrezeptor-vermittelte
Tyrosin-Phosphorylierung von IRS1 erschwert wird (GAO et al, 2002). Eine weitere
Moglichkeit ist, dass IRS1 von IKKe an Serin-Resten phosphoryliert wird, deren
Phosphorylierung zu einer Hemmung der Interaktion zwischen IRS1 und dem
Insulinrezeptor fithren (ZIck, 2001).

Als Nachweis, dass die in den FAO-Zellen nach TNFa-Stimulation verminderte
Tyrosin-Phosphorylierung sowie die verringerte Expression von IRS1 von der erhdhten
Menge an IKKe beeinflusst wird, miisste man die durch TNFa stimulierte Expression
von IKKe hemmen. Eine geeignete Methode dazu ist der gezielte Gen-Knockdown
mithilfe von siRNA (SCHERR et al, 2007). Die FAO-Zellen wurden mit der
entsprechenden siRNA transfiziert und mit TNFa stimuliert. Es wurde parallel eine
Transfektionskontrolle mit GFP-gekoppelter siRNA durchgefiihrt, bei der keine
erfolgreiche Transfektion nachzuweisen war (Abbildung 27). Daher muss davon
ausgegangen werden, dass der erwiinschte Effekt des Gen-Knockdowns aufgrund einer
zu geringen Transfektionseffizienz ausblieb. FAO-Zellen sind relativ schwierig zu
transfizieren (MEUNIER-DURMORT et al., 1996). Weitere Protokolle und Methoden
(CrampiT, 2003) - unterschiedliche Transfektionsreagenzien sowie Elektroporation -

zur siRNA-Transfektion der FAO-Zellen fiihrten nicht zum gewiinschten Erfolg.
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Eine andere Moglichkeit zur Untersuchung des Einflusses von IKKe auf die
Insulinsignaltransduktion in den FAO-Zellen wire, die Zellen zum einen mit IKKe zu
transfizieren, um die erhohte Expression nach TNFa-Stimulation zu simulieren und als
Negativkontrolle kinase-inaktives IKKe (IKKe K38A) zu transfizieren. Jedoch lieBen
sich die FAO-Zellen auch mit Plasmiden nicht zufrieden stellend reproduzierbar
transfizieren. Der Versuch, eine stabil exprimierende FAO-IKKe sowie FAO-

IKKe K38A-Zelllinie zu generieren, blieb erfolglos.

Die Untersuchungen der TNFa-vermittelten Induktion der IKKe-Expression in FAO-
Zellen zeigten sowohl eine verringerte IRS1-Expression als auch eine verminderte

Tyrosin-Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate.

Ein weiteres Zellmodell, das sich fiir die Untersuchung der Insulinsignaltransduktion
eignet, sind HEK293rapid-Zellen (KELLERER et al., 2001). Diese Zellen sich leicht und
reproduzierbar zu transfizieren und exprimieren die CMV-Promotor getriebenen
Expressionsplasmide sehr effizient (Louis et al., 1997). Eine erhohte Expression von
endogenem IKKe nach TNFo-Stimulation war in den HEK293rapid-Zellen nicht
nachweisbar, deswegen wurden die Gen-Knockdown-Versuche in diesem Zellmodell
nicht durchgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit sollte der FEinfluss von IKKe auf die
Insulinsignaltransduktion untersucht werden. Dabei spielt der Insulinrezeptor als erstes
Glied der Insulin-vermittelten Signaltransduktionskette eine entscheidende Rolle, da er
das Insulinsignal an die IRS-Proteine weiterleitet (TANIGUCHI et al., 2006). Zunéchst
wurde die Auswirkung der Uberexpression von IKKe auf den Insulinrezeptor
untersucht. Zu beobachten war, dass mit steigender Menge an transfiziertem IKKe die
Menge des Insulinrezeptor Precursors zu- und die Menge der B-Untereinheit des
Insulinrezeptors abnimmt (Abbildung 29). Eine mogliche Schlussfolgerung wére hier,
dass durch die reduzierte Menge an verfiigbarer B-Untereinheit das Weiterleiten des
Insulinsignals nur in abgeschwéchter Form stattfindet. Um diese These zu {iberpriifen,
wurde die AKT-Phosphorylierung nach Insulinstimulus der mit IKKe
iiberexprimierenden Zellen mit denen von IKKe-untransfizierten Zellen verglichen
(Abbildung 30). Die Phosphorylierung von AKT, (auch Proteinkinase B) ist
insulinabhédngig und damit abhidngig von der Funktionalitit des Insulinrezeptors

(KOBAYASHI et al., 2005; KOHN et al., 1995). Es stellte sich heraus, dass der Grad der
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Phosphorylierung bei beiden Versuchsansidtzen identisch ist, was nicht auf eine
verminderte Insulinsignaltransduktion schlieBen ldsst. Die Menge des fertig
prozessierten Insulinrezeptors scheint hier nicht der limitierende Schritt der
Insulinsignaltransduktion zu sein. Der Grund dafiir liegt wahrscheinlich darin, dass die
Zellen zusitzlich zum IKKe auch mit dem Insulinrezeptor transfiziert wurden. Bei den
Ansitzen, die untransfiziert waren, geniigte die endogene Menge des Insulinrezeptors
bereits fiir eine starke AKT-Phosphorylierung nach Insulinstimulierung. Daher ist
davon auszugehen, dass selbst wenn IKKe einen negativen Einfluss auf die
Insulinsignaltransduktion hat, dieser Effekt bei diesen Versuchsbedingungen nicht zu
sehen ist, da der endogen vorhandene Insulinrezeptor bereits ausreicht, um das
Insulinsignal vollstindig weiterzuleiten.

In einem weiteren Experiment wurden HEK293rapid-Zellen nur mit IKKe und nicht
zusétzlich dem Insulinrezeptor transfiziert (Abbildung 36). Auch unter diesen
Versuchsbedingungen war kein Einfluss auf die Phosphorylierung von AKT nach
Insulinstimulation zu sehen. Jedoch ist die Tyrosin-Phosphorylierung der B-Untereinheit
des Insulinrezeptors bei 95 kDa sowie des Insulinrezeptor-Precursors deutlich
verringert.

Obwohl durch die verminderte Prozessierung der -Untereinheit des Insulinrezeptors
nach Uberexpression mit IKKe kein negativer Einfluss auf die Insulinsignaltransduktion
nachzuweisen war, ist dies eine interessante Beobachtung. Eine mogliche Erklarung fiir
die verminderte Prozessierung der B-Untereinheit des Insulinrezeptors konnte sein, dass
die Transkriptionsmaschinerie der Zelle mit derart groen Mengen an transfiziertem
Plasmid iiberlastet ist, und die transfizierten Konstrukte in Konkurrenz treten. Es konnte
aber auch sein, dass die erhohte Menge an IKKe ER-Stress ausldst und dadurch die
Prozessierung beeintrichtig wird (KANETO et al., 2005; RoN, 2002). ER-Stress wird als
ein Faktor, der zur Entstehung von Diabetes beitrdgt, angesehen (YE, 2007; LIPSON et
al., 2006) Am und im Endoplasmatischen Retikulum finden Translation, Proteinfaltung,
posttranslationale Modifikationen und der Proteintransport von Transmembranproteinen
statt. ER-Stress flihrt dazu, dass diese Vorgédnge verlangsamt oder komplett gehemmt
werden (OzCAN et al.,, 2004). Ein gut untersuchter ER-Stressmarker ist elF2a
(eukaryotischer Initiationsfaktor), der im unphosphorylierten Zustand die
Proteinsynthese initiiert. Seine Phosphorylierung korreliert mit der Inhibition der
Translationsinitiierung und damit der Gesamtgeschwindigkeit der Proteinsynthese
(BOYCE et al., 2005). Beruht im Fall der Uberexpression von IKKe die verminderte

Prozessierung der f-Untereinheit des Insulinrezeptors auf ER-Stress, so wiirde man im
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Western Blot eine stirkere Phosphorylierung von elF2a erwarten. Dieser Marker zeigte
in diesen Versuchen jedoch keinerlei Unterschiede im Grad der Phosphorylierung von
elF2a (Abbildung 31).

Chaperone sind innerhalb des Endoplasmatischen Retikulums fiir die Faltung vieler
Signalmolekiile, darunter insbesondere Kinasen, und damit deren Konformation,
Stabilitdt und Funktion zustindig (MALONEY et al., 2002). In diabetischen Zellen wurde
eine verminderte Proteinprozessierung aufgrund reduzierter Chaperonmengen
beobachtet (YAN et al., 2003). Der native Insulinrezeptor-Precursor durchlduft einen
komplexen intrazelluliren Weg, um seine definierte Struktur, Funktion und
Lokalisation an der Zelloberflache zu erhalten (MAGGI et al., 1999). Im ER-Lumen wird
der Insulinrezeptor-Precursor zum fertigen Insulinrezeptor prozessiert (OLSON et al.,
1988). Daran sind insbesondere drei Chaperone beteiligt, sie katalysieren die einzelnen
Schritte. Dabei handelt es sich um Hsp70 (Heat shock Protein), GRP78 (Glucose related
Protein) und Calnexin (ROUARD et al, 1999). Im Skelettmuskel von Diabetes
Typ 2-Patienten konnte eine erniedrigte Expression von Hsp72, einer Isoform von
Hsp70, ermittelt werden, die direkt mit dem Grad der Schwere der Insulinresistenz
korreliert (KURUCZ et al., 2002). GRP78 ist fiir die Qualititskontrolle der Proteine
zustidndig. Es hélt missgefaltete Proteine zuriick (RUDDON et al., 1997). In Lebern
diabetischer Ratten wurde eine Verminderung der GRP78 mRNA-Menge festgestellt
(SzaNTO et al., 1995). Fiihrt die erhohte Expression von IKKe in den HEK293rapid
Zellen zu einem diabetischen Zustand, so wire es moglich, dass dadurch die GRP78-
oder Hsp70-Expression gesenkt und somit die Prozessierung des Insulinrezeptors

beeintrachtigt ist.

Da die Induktion der Expression von IKKe nach TNFa Stimulation in den FAO-Zellen
einen Einfluss auf die Expression von IRS1 zeigte, war dieses Insulinrezeptorsubstrat
sowie IRS2 Ziel weiterer Untersuchungen. Nach Transfektion der HEK293rapid Zellen
mit IKKe ist bei gleichzeitiger Uberexpression von IRS1 bzw. IRS2 ein deutlicher Shift
(GroBenverschiebung der Proteinbande im SDS-Gel) dieser Proteine zu beobachten
(Abbildung 32). Da der Shift parallel zur Uberexpression der Kinase IKKe zu
beobachten ist, ist es wahrscheinlich, dass er durch Phosphorylierungen zustande
kommt. In HepG2-Zellen wurde die Erh6hung der IRS1-Phosphorylierung an Serin-
und Threonin-Resten durch die Aktivierung von IKKp verursacht (SUN et al., 1995).
Die verstirkte Phosphorylierung von IRS1 resultierte in einer verringerten Mobilitét des

Proteins im Gel, was zu der Detektion von zwei Banden mit dem phosphospezifischen
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Antikorper flihrte (GAO et al., 2002). Da im Experiment der vorliegenden Arbeit ein
Total-IRS1-Antikérper benutzt wurde, und nicht wie bei GAO et al. (2002) der
Serin307-phosphospezifische IRSI1-Antikorper, stellt der Shift wahrscheinlich eine

Reihe verschieden phosphorylierter Proteine dar.

Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurden HEK293rapid Zellen mit IRS1 bzw. IRS2
und IKKe bzw. IKKe K38A transfiziert und jeweils das Insulinrezeptorsubstrat iiber
eine Immunprézipitation angereichert. Eine Hélfte der Ansétze wurde mit Alkalischer

Phosphatase dephosphoryliert (

Abbildung 35). Zu beobachten war zum einen der typische Shift der IRS-Proteine bei
gleichzeitiger Uberexpression von IKKe im Gegensatz zu den mit der kinase-inaktiven
Form von IKKe iiberexprimierenden Ansédtzen. Des Weiteren war nach der
Dephosphorylierung das Niveau von IRS1 und IRS2 wieder auf die Laufhdhe der
Insulinrezeptorsubstrate gefallen, die parallel mit IKKe K38A exprimiert wurden. Die
GroBenverschiebung der Proteinbande im SDS-Gel beruhte demnach auf einer

verstiarkten Phosphorylierung von IRS1 und IRS2.

Die von WERNER et al. (2005) beschriebene IKKe-vermittelte Inhibierung der
Insulinrezeptor-Tyrosinphosphorylierung konnte nicht bestétigt werden, jedoch zeigte
sich im Zellmodell (HEK293rapid) eine verringerte Insulinrezeptor-Prozessierung bei
Uberexpression von IKKe sowie eine GroBenverschiebung der Proteinbanden von IRS1
und IRS2, die anscheinend durch IKKe-vermittelte Phosphorylierungen verursacht

wird.

Die PI3K setzt sich aus der regulatorischen p85- und der katalytischen pl10-
Untereinheit zusammen. Die p85-Untereinheit enthdlt zwei SH2-Doménen, die fiir die
Interaktion mit Tyrosin-phosphorylierten Enzymen, in diesem Fall IRS1 bzw. IRS2,
notwendig sind (BALTENSPERGER et al., 1994). Die IRS-Proteine werden im Zuge der
Insulinantwort an mehreren Tyrosin-Resten phosphoryliert, die als Bindestellen fiir die
SH2-Doméne der p85-Untereinehit dienen. In diesem Experiment sollte untersucht
werden, ob IKKe einen Einfluss auf die Interaktion zwischen p85 und IRS1 bzw. IRS2
hat. Nach Insulinstimulation war weder bei IRS1 noch bei IRS2 eine verstirkte
Interaktion mit p85 nachzuweisen (Abbildung 37). Dies wire jedoch zu erwarten
gewesen, da die Interaktion von PI3K mit den Insulinrezeptorsubstraten insulinabhéngig

ist (VIRKAMAKI et al., 1999). Es konnte jeweils endogenes p85 im Immunprézipitat von
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IRST bzw. IRS2-transfizierten Zellen detektiert werden. Andersherum konnte
zumindest bei den IRS2-transfizierten Zellen nach Immunpréizipitation mit dem p85-
Antikorper das IRS2-Protein nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse bestitigen eine
Protein-Protein-Assoziation zwischen p85 und IRS2 (SALTIEL et al., 2001). Bei den mit
IRS2 transfizierten Zellen scheint der Effekt der Protein-Protein-Assoziation bei
gleichzeitiger transienter Transfektion von IKKe noch verstirkt zu werden. Eine
Verbesserung der Interaktion zwischen IRS1 bzw. IRS2 und PI3K ist in Leptin-
behandelten FAO- und C2C12-Zellen sowie bei Leptin-behandelten Ratten festgestellt
worden (KELLERER et al., 1997; SZANTO et al., 2000; SINGH et al., 2003), wobei der
Mechanismus bislang unbekannt ist. Mdglicherweise fiihrt die Phosphorylierung von
IRS2 durch IKKe zu einer hoheren Affinitdt zwischen IRS2 und p85 oder einer

Stabilisierung des Komplexes.

4.2  Funktion von IKKe bei der Entstehung der Insulinresistenz in vivo

Zur Charakterisierung der Funktion von IKKg in vivo wurde die Expression von IKKg
in murinen Geweben mit und ohne Insulinresistenz untersucht. Dazu wurden
Fiitterungsexperimente mit C57/BL6-Méausen durchgefiihrt, die eine normal- uns
Insulinresistenz-induzierende, hochkalorische Didt (HFD) erhalten haben. Zur
Untersuchung des Einflusses von IKKe auf die Entstehung der Insulinresistenz wurden
diese Fiitterungsexperimente mit IKKe Knockout-Méausen wiederholt. Es wurde die
mRNA-Expression von Genen, die an der Insulinsignaltransduktion beteiligt sind,
sowie von Makrophagenmarkern und Zytokinen quantitativ untersucht und mit parallel

untersuchten Wildtyp-Tieren verglichen.

4.2.1 IKKe-Expression in Wildtyp- und insulinresistenten C57BL/6-
Maiusen

Zur Untersuchung der IKKe-Expression in verschiedenen murinen Geweben wurde aus
Geweben (Leber, Niere, Muskel, epididymiales Fettgewebe = epiWAT) von C57BL/6-
Maiusen RNA gewonnen und in cDNA transkribiert, um sie mittels TagMan-Analyse
quantitativ zu untersuchen. Die Méuse stammen aus einer Studie (,,DIM22-Studie®,
LILLY), deren Ziel es war, die Faktoren der Didt-induzierten Adipositas (DIO, diet

induced obesity), die zur Insulinresistenz fiihren, zu untersuchen. Diet induced obesity
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ist einer der Hauptfaktoren bei der Entwicklung des metabolischen Syndroms und
Diabetes Typ 2 (LUMENG et al., 2007; GREENBERG et al., 2006). Die Méuse erhielten 3
verschiedene Didten iiber einen Zeitraum von 16 Wochen nach Absetzen vom
Muttertier (Abbildung 38). Gruppe 1 bekam iiber die gesamte Dauer -eine
normalkalorische Diét (lean chow), Gruppe 2 erhielt wéhrend der letzten Woche eine
hochkalorische Didt (HFD, high fat diet). Die kurzzeitige Gabe des HFD-Futters diente
dazu, mogliche Kurzzeiteffekte der hochkalorischen Didt zu untersuchen. Gruppe 3
erhielt {iber den gesamten Zeitraum das HFD-Futter, was zur Didt-induzierten
Adipositas und Insulinresistenz in diesen Tieren fiihrt (SHOELSON et al., 2006).

Das Expressionsniveau von IKKe in Leber und epiWAT ist bei den Kontrolltieren etwa
5-mal héher als im Muskel und der Niere (Abbildung 39). Diese Ergebnisse werden
durch die Daten von SHIMADA et al. (1999) bestitigt. Signifikante Kurzzeiteffekte der
HFD auf die IKKe-Expression konnten in Leber, epiWAT und Niere nicht
nachgewiesen werden. Lediglich im Muskel stieg die IKKe-Expression nach einer
Woche HFD deutlich an, was sich aufgrund des Fehlerbalkens jedoch relativiert. Im
Modell der Insulinresistenz nach 16-wdchiger HFD stieg die Expression von IKKe in
der Leber um das 3-fache an, im epiWAT sogar um das 6-fache. Die Expression von
IKKe wird in Makrophagen durch inflammatorische Stimuli angeregt (WANG et al.,
2005). In der Leber liegen zahlreiche Makrophagen (Kupffersche Zellen) vor (DAHLE et
al., 2005) und in das Fettgewebe werden vermehrt Makrophagen unter HFD infiltriert
(KANDA et al., 2006). Makrophagen setzen zahlreiche Zytokine wie TNFa frei
(STOFFELS et al. 2004), die die Expression von IKKe induzieren (KRAVCHENKO et al.,
2003). Die TNFo-Expression der Tiere aus der DIM22 Studie stieg in Leber und
epiWAT nach 16-wdchiger HFD extrem an. Dies erklért den starken Anstieg der IKKe-
Expression in Leber und epiWAT bei den HFD-Tieren. Bei der Insulinresistenz kann
man allgemein erhohte inflammatorische Werte messen. Der starke Anstieg der IKKe-
Expression bestitigt Untersuchungen, die IKKe in einen Zusammenhang mit
inflammatorischen Antworten stellen (INDUKURI et al., 2006; SANKAR et al., 2006).

Dass IKKe in inflammatorischen Geweben vorwiegend exprimiert wird und weniger in
den klassischen Zielgeweben des Glukose-Stoffwechsels (Leber und Muskel) (KISHORE
et al., 2002), deutet darauf hin, dass IKKe nicht primidr an der Regulation des
Insulinsignalings beteiligt ist, wie z.B. JNK als Mediator der Riickkopplungshemmung
(HERS et al., 2005), sondern in Stadien eines nicht normal regulierten Stoffwechsels die
Insulinsignaltransduktion negativ beeinflussen konnte. Das konnte bedeuten, dass IKKe

nicht unbedingt eine direkte Wirkung auf die Proteine der Insulinsignaltransduktion hat,

101



Diskussion

sondern in Zusammenhang mit der erhdhten Ausschiittung von Zytokinen, die zur
Aktivierung von Kinasen wie JNK (c-Jun N-terminale Kinase), IKKp oder PKC
(Proteinkinase C) und damit dem Auftreten der Insulinresistenz fiithren, steht (SHIMADA
etal., 1999).

4.2.2 Bedeutung der Expressionsunterschiede in Wildtyp- und IKKe-
Knockout Mausen

Fiir weitere Untersuchungen wurden IKKe-Knockout-Méuse im C57BL/6-Hintergrund
generiert. Um  mogliche Auswirkungen des IKKe-Knockouts auf die
Insulinsignaltransduktion und die daran beteiligten Proteine zu untersuchen, wurden die
IKKe Knockout-Miuse sowie zur Kontrolle Wildtyp-Méuse zum einen mit
Kontrollfutter, sowie eine andere Gruppe mit hochkalorischer Didt (HFD, high fat diet)
gefiittert. HFD fiihrt zu einem Stadium der Insulinresistenz (TERAUCHI et al., 2007;
SVEGLIATI-BARONI et al., 2006). Die Hélfte der Tiere aller vier Gruppen wurde {iber
Nacht vor der Tétung gehungert und eine Stunde vorher mit 400 pg/kg LPS stimuliert,
der Rest der Tiere hat zur Kontrolle physiologische Kochsalzlosung (Saline)
bekommen. (Ubersicht der Gruppen s. Abbildung 40)

Die phénotypisch unauffilligen Knockout-Tiere wurden zur Kontrolle genotypisiert.
Der Knockout des IKKe-Gens konnte auf DNA-Ebene, Protein-Ebene sowie auf

mRNA-Ebene nachgewiesen werden.

Die IKKe-Knockout-Mause wurden auf Proteinebene hinsichtlich moglicher
Unterschiede in der Insulinsignaltransduktion im Vergleich zu den Wildtyptieren
untersucht. Von den Leber- und epiWAT-Lysaten der IKKe-Knockout-Mause sowie der
Wildtyp-Mause wurden Western Blots verschiedener an der Insulinsignaltransduktion
beteiligter Proteine gemacht (Abbildung 46 und Abbildung 47).

Der IxB Kinase Komplex (IKK) wird bei durch Adipositas bedingter Insulinresistenz
aktiviert (ARKAN et al., 2005; BASHAN et al., 2007). Die Aktivierung der IKK-Proteine
erfolgt durch Phosphorylierung (SHAMBHARKAR et al., 2007). Der Western Blot der
IKKe Knockout- und der Wildtypméuse detektiert in der Leber jeweils unter HFD eine
erhohte Phosphorylierung von IKKa und IKKP. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
HFD-Fiitterung der Méuse zu einem Stadium der Insulinresistenz fithrt (TERAUCHI et
al., 2007; SVEGLIATI-BARONI et al., 2006).

In beiden Geweben war unter HFD eine verminderte Expression der B-Untereinheit des

Insulinrezeptors zu beobachten. Dieses Phidnomen wurde bereits beschrieben

102



Diskussion

(FRIEDMAN et al., 1997). Die Genexpressionsdaten der TagMan-Analyse hingegen
zeigen in der HFD-Leber einen hoheren mRNA-Spiegel des Insulinrezeptors. Das
konnte bedeuten, dass der Insulinrezeptor entweder nicht vollstindig prozessiert wird,
wie bereits im Zellmodell unter erhohter IKKe-Expression beobachtet (Abbildung 29),
oder dass er wie IRS1 dem proteasomalen Abbau unterliegt (BALASUBRAMANYAM et
al., 2005). Einige Untersuchungen deuten auf Anderungen der Expression des
Insulinrezeptors hin (BHATTACHARYA et al., 2007; PESSIN et al., 2000). Beobachtet
wurde eine verminderte Genexpression des Insulinrezeptors bei Insulinresistenz, die
durch FFA (free fatty acids) induziert wurde. In Muskelzellen aktivierte Palmitat
PKCepsilon, das als Folge die Transkriptionsinhibierung vom Insulinrezeptor
vermittelte (DEY et al., 2007). Sowohl die Reduktion der Transkription, Translation
oder Prozessierung sowie eine Degradation resultieren in einer verringerten
Proteinmenge des Insulinrezeptors. Da auf Proteinebene in Leber und epiWAT jeweils
unter HFD der Insulinrezeptor-Spiegel gesenkt ist, auf mRNA-Ebene im epiWAT keine
Unterschiede zu sehen sind, in der Leber jedoch eine erhohte Expression der
Insulinrezeptor-mRNA zu beobachten ist, und unter Betrachtung der Literatur, kann
davon ausgegangen werden, dass die Absenkung der Insulinrezeptor-Menge

gewebespezifisch reguliert wird.

Davon ausgehend, dass durch andauernde HFD ein Stadium der Insulinresistenz erzeugt
wird (TERAUCHI et al., 2007; SVEGLIATI-BARONI et al., 2006), erklirt es sich, dass im
Western Blot bei IRS1 und IRS2 ein Shift der Proteinbanden zu sehen ist. Dieser wird
durch die erhdhte Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate durch Kinasen wie
JNK und einem erhohten TNFa-Spiegel, der die Aktivierung weiterer Kinasen
stimuliert, hervorgerufen (AGUIRRE et al., 2000; Rur et al., 2001).

Die IRS1-Expression in der Leber der untersuchten IKKe Knockout- und Wildtyptiere
andert sich weder auf Proteinebene noch auf mRNA-Ebene. SHIMOMURA et al. (2000)
verglichen die mRNA- und Proteinexpression von Wildtyp- und ob/ob-Méusen und
konnten in der Leber ebenfalls beobachten, dass die mRNA-Menge von IRS1 konstant
blieb, IRS2 indes unter HFD deutlich herunterreguliert wurde. Auch in der vorliegenden
Arbeit war die IRS2-Expression in der Leber unter HFD sowohl auf Protein- als auch
auf mRNA-Ebene erniedrigt. Im epiWAT hingegen ist unter HFD eine geringere Menge
an IRS1 nachzuweisen, das Ergebnis des Western Blots deckt sich mit dem der mRNA-
Analyse. Die Reduktion der IRS1-Menge im Fettgewebe unter HFD wird mit einer
erniedrigten Menge des Transkriptionsfaktors C/EBPa (CCAAT/enhancer binding
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protein alpha), der eine wichtige Rolle bei der Adipocytendifferenzierung spielt, in
Verbindung gebracht (WU et al., 1999). Aufgrund der hohen Homologie von IRS1 und
IRS2 wire es moglich, dass auch IRS2 durch C/EBP reguliert wird und deswegen seine
Expression im Fettgewebe unter HFD ebenfalls reduziert ist (MATSUDA et al., 1997).
Auch in der Leber der IKKe Knockout- sowie der Wildtypmiuse ist eine verringerte
Menge an IRS2 unter HFD zu beobachten. In ob/ob-Maiusen, die ein Modell fiir
Adipositas-bedingte Insulinresistenz darstellen, wurde bereits eine verminderte Menge
an IRS2 beobachtet (KEROUZ et al., 1997; TANIGUCHI et al., 2005). Des Weiteren wird
als Grund fiir die verminderte IRS2-Expression eine chronische Hyperinsulindmie, die

bei Insulinresistenz vorliegt, genannt (LINDMARK et al., 2006).

Die Analyse der IKKe Knockout Méduse sowie der Wildtypmduse zeigte auf
Proteinebene bis auf eine etwas stirkere Expression von IRS2 im epiWAT der
Knockout-Tiere keine Unterschiede in der Expression der untersuchten Proteine. Die
unter HFD beobachteten Verdanderungen in der Proteinexpression werden vollstdndig

durch die in der Literatur beschriebenen Untersuchungen bestétigt.

Die quantitative Analyse der mRNA-Expression mittels TagMan von Leber und
epiWAT soll Expressionsunterschiede zwischen den IKKe Knockout Mdusen und den
Wildtyptieren zeigen. Die untersuchten Gene lassen sich in vier Gruppen unterteilen, 1)
an der Insulinsignaltransduktion beteiligte Proteine (Insulinrezeptor, IRS1, IRS2, IKKe,
IKKp), 2) die Akutphase Serum-Amyloid-A-Proteine (SAA1, SAA2, SAA3), 3)
Makrophagenmarker (CD11b, Emrl, CD68) sowie 4) inflammatorische Marker (IL1b,
IL10, IL6, Cox2, TNFa). Die Tiere wurden zum Teil vor der Nekropsie mit LPS
(Lipopolysaccharid) stimuliert. LPS ist ein Bestandteil von den Bakterienmembranen.
Die Gabe von LPS simuliert eine Infektion, bei der es an Septin gebunden von CD14-
tragenden Monozyten erkannt wird, die als Antwort vermehrt Zytokine wie TNFa und

IL1b freisetzen (RIVEST et al., 2000).

Der IKKe-Knockout hat keinen signifikanten Einfluss auf die RNA-Expression der an
der Insulinsignaltransduktion beteiligten Proteine. Lediglich die IRS2-Expression der
IKKe Knockout lean Tiere ist im Gegensatz zu den Wildtyptieren erhoht.

Die Expression von IKKe ist unter HFD deutlich erhdht, dies liegt an der Induktion

durch inflammatorischen Stimuli wie der TNFa-Expression, die unter HFD ebenfalls
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erhoht ist (HEMMI et al., 2004). Eine weitere Verstirkung des Effekts ist nach LPS-
Stimulation zu beobachten. Auf die Expression der anderen Proteine dieser Gruppe
(Insulinrezeptor, IRS1, IRS2, IKKp) hat die LPS-Stimulation mit einer Ausnahme keine
Wirkung. Lediglich die Expression von IRS2 wird in der Leber durch LPS stark
induziert. In HepG2-Zellen konnte die basale Aktivitdt des IRS2-Promotors durch
oxidativen Stress verdoppelt werden (UDELHOVEN et al., 2007). Die Leber bendtigt nach
der durch die LPS-Stimulation simulierten bakteriellen Infektion Energie und
Metabolite, um z. B. Akutphaseproteine in hoher Menge bilden zu kénnen. Daher wére
es denkbar, dass die Leber, um dies zu erreichen, mit einer derartigen Erhéhung der
IRS2-Menge antwortet, um vermehrt Glukose aufnehmen zu kénnen. Dadurch wird die
Aktivierung der Glykogensynthase sowie die Proteinsynthese angeregt (NAKAGAWA et
al., 2006).

Die TagMan-Analyse ergab, dass in der Leber die mRNA Menge von IRS1 bei beiden
Didten etwa gleich bleibt, von IRS2 unter HFD jedoch stark absinkt. SHIMOMURA et al.
(2000) verglichen die mRNA- und Proteinexpression in der Leber von Wildtyp- und
ob/ob-Méusen und konnten ebenfalls beobachten, dass die mRNA-Menge von IRS1
etwa gleich blieb, die Expression von IRS2 unter HFD jedoch deutlich reduziert war.
Nach 24-stiindigem Hungern konnte gezeigt werden, dass die IRS2-mRNA-Expression
in Korrelation zum gesunkenen Insulinspiegel stark erhoht ist. Weitere Untersuchungen
belegen die These, dass Insulin selbst die TRS2 mRNA-Expression unterdriickt
(SHIMOMOURA et al., 2000) Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass die
chronische Hyperinsulindmie, die bei Insulinresistenz vorliegt, Ausloser fiir die
verminderte Menge von IRS2 ist (LINDMARK et al., 2006)

Im epiWAT ist die IRS1- sowie

die IRS2-Expression jeweils unter HFD reduziert. In primédren Adipocyten, die iiber 24
Stunden einer erhohten Insulinkonzentration ausgesetzt waren, wurde die mRNA-
Menge von IRS2 deutlich herabgesetzt (RENSTROM et al., 2005). Eine verminderte
mRNA-Menge von IRS1 und IRS2 konnte in Adipocyten durch die Aktivierung von
MAP-Kinasen hervorgerufen werden (FUJiSHIRO et al., 2003). Durch die HFD-
vermittelte inflammatorische Antwort werden MAP-Kinasen aktiviert (SHEN et al.,
2006), die ihrerseits JNK aktivieren, was zur Entstehung der Insulinresistenz beitrigt
(KANETO et al., 2006). Neben einer verminderten RNA-Expression ist es auch denkbar,
dass die Stabilisierung der mRNA durch pathologische Faktoren, die durch die HFD

hervorgerufen werden, beeintrachtigt wird (EHLTING et al., 2007).
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Akutphaseproteine werden hauptséchlich von der Leber (VREUGDENHIL et al., 1999) als
Antwort auf inflammatorische Stimuli vermehrt ausgeschiittet (UHLAR et al., 1999). Bei
Diabetes-Patienten kdnnen chronisch erh6hte Akutphaseproteine nachgewiesen werden
(Lin et al, 2001). Unter den Akutphaseproteinen sind auch die Serum-Amyloid-A
Proteine (SAA) (JUNKER et al. 2006). Sie rekrutieren Immunzellen durch die
Freisetzung von diversen Zytokinen, darunter z. B. MCP1 (monocyte chemotactic
protein-1) und spielen eine Rolle bei chronisch entziindlichen Krankheiten. Thre
Expression wird von proinflammatorischen Zytokinen (IL1, IL6, TNFa) reguliert
(HAGIHARA et al., 2004). Unter akut inflammatorischen Bedingungen (nach LPS-
Stimulation) werden sie 1000-fach induziert (ZHANG et al., 2005). Es konnte gezeigt
werden, dass auch in Adipocyten die SAA-Proteine bei Adipositas vermehrt exprimiert
werden (YANG et al., 2006). Aus diesen Griinden wurden sie im Modell der HFD-
induzierten Insulinresistenz und den IKKe Knockout Méusen untersucht.

In den Knockouttieren ist die Expression der SAA-Proteine im Vergleich zu den
Wildtyptieren mit Ausnahme der SAA3-Expression im epiWAT erhdht, besonders stark
ist der Effekt im epiWAT bei SAA1 und SAA2. Die Hochregulation von SAA1 und
SAA2 im IKKe Knockout spricht dafiir, dass IKKe normalerweise SAA1 und SAA2
reprimiert. Die erhdhte Expression von SAA1 und SAA2 korreliert mit der erhdhten
Makrophageninfiltration (CD11b, CD68, Emrl). SAA3 scheint aufgrund des anderen

Expressionsmusters anders als SAA1 und SAA2 reguliert zu werden.

Bei der Diidt-induzierten Insulinresistenz werden vermehrt Makrophagen in das weille
Fettgewebe infiltriert (COENEN et al, 2007). Die Expression von Makrophagenmarkern
korreliert mit der Anzahl an infiltrierten Makrophagen. Daher wurden die
Makrophagenmarker CDI11b, Emrl (EGF-Like Module-Containing Mucin-Like
Receptor 1) und CD68 (KHAZEN et al., 2005; VAN ROYEN et al, 2003; HOLNESS et al.,
1993) fiir diese Untersuchungen ausgewdhlt. Die Expression der Makrophagenmarker
stieg jeweils unter HFD an, besonders hoch ist die Expression im epiWAT. In den
IKKe-Knockout-Tieren ist die Expression jeweils etwas hoher als in den Wildtyp-
Tieren. Der Anstieg der Expression der Makrophagenmarker im IKKe-Knockout spricht
fiir eine antiinflammatorische Rolle von IKKe. Die LPS-Stimulation erhoht die
Expression der Makrophagenmarker nicht. Der Grund dafiir liegt wahrscheinlich an der
relativ kurzen Stimulation mit LPS von nur einer Stunde. Diese Dauer reicht fiir eine
Infiltration von Makrophagen nicht aus, im Gegensatz dazu steigen die Zytokine sehr

stark an, was zeigt, dass die Stimulation mit LPS erfolgreich war (ZHOU et al., 2004).
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Weiterhin wurde die Expression verschiedener Zytokine gemessen, wobei IL 10
antiinflammatorisch, IL1b, IL6, Cox2 (Cyclooxygenase 2), CD40 und TNFa
proinflammatorisch wirken (DEN BOER et al, 2006; JAGER et al, 2007; CAO et al., 2007).
IL1b und IL6 wirken als Chemoattraktant und stimulieren die Synthese von
Akutphaseproteinen (HADDAD, 2002; FASSHAUER et al., 2004). IL10 vermindert die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen in T-Zellen und Monozyten (WILLEMS
et al., 1994). CDA40 ist ein Mitglied der TNF-Rezeptor Familie (LUTGENS et al., 2007).
Cox2 spielt eine Rolle bei der Dysregulation der Inflammation und der Entstehung von
Krebs (SIMMONS et al., 2004). Die Expression der Zytokine ist wie erwartet unter HFD
jeweils erhoht (TAKAHASHI et al., 2003). Ohne LPS-Stimulation liegt die Expression
zum Teil an der Nachweisgrenze, insbesondere bei IL6 und Cox2. Die LPS-Stimulation
fiihrt erwartungsgeméal zu einem extremen Anstieg der Zytokinexpression (CHIBA et al.,
2007). Besonders im Fettgewebe, in denen die meisten Zytokine freigesetzt werden, ist
in den Knockouttieren ist die Expression der Zytokine nach LPS-Stimulation hoher als
im Wildtyp, diese Daten deuten wie schon die Expressionsdaten der Akutphaseproteine
auf die antiinflammatorische Rolle von IKKe hin.

Die mRNA-Expressionsdaten deuten sowohl in der Gruppe der untersuchten
Akutphaseproteine als auch der Makrophagenmarker auf eine antiinflammatorische
Rolle vom IKKe hin. Da die Expression der Zytokine im IKKe-Knockout nicht
reduziert war, ist eine signifikante inflammatorische Rolle von IKKe weitestgehend

auszuschlieBen.

Die Phosphorylierung von IKKp (inhibitorischer Kinase Komplex beta) fiithrt zur
Ubiquitinylierung der Inhibitoren von NFxB (IxkB) und damit zur Aktivierung von
NF«kB (TANAKA et al., 2005). Da IKKe und IKKP eine hohe Homologie aufweisen
(HUYNH et al., 2002; SHIMADA et al., 1999), sollte untersucht werden, ob auch IKKe den
NF«kB-Komplex inhibiert, und ob es demnach Unterschiede in der NFkB-Aktivierung
zwischen den Wildtyptieren und den IKKe Knockoutméusen gibt. Die NFxB-
Aktivititsmessung zeigte keine Anderung in der Aktivierung des NFxB-Komplexes
zwischen den Wildtypméausen und den IKKe-Knockout-Tieren. Eine Aktivierung von
NF«B durch IKKge scheint nicht stattzufinden.

Dieses Ergebnis unterstiitzt die Schliisse, die aus dem RNA-Expressionsdaten gezogen
wurden. Die erhohte Expression der Akutphaseproteine sowie der Zytokine im IKKe-
Knockout deuten darauf hin, dass IKKe eine antiinflammatorische Rolle spielt. IKKe

wird zwar auch wie IKKp durch TNFa aktiviert (CARCAMO et al., 2002; KRAVCHENKO
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et al., 2003), dies fiihrt jedoch nicht zur Weiterleitung des inflammatorischen Stimulus,

vielmehr scheint IKK¢ ein Gegenspieler der Entziindungsreaktion zu sein.
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4.3  Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde 1.) die Interaktion von IKKe mit dem Insulinrezeptor
und seinen Substraten in vitro und 2.) der Einfluss von IKKe auf die Entstehung der
Insulinresistenz in vivo untersucht.

Bei den in vitro-Untersuchungen konnte eine direkte Phosphorylierung der
Insulinrezeptorsubstrate durch IKKe nachgewiesen werden. Die TNFo-vermittelte
Induktion der IKKe-Expression in FAO-Zellen resultierte in einer erniedrigten
Proteinexpression von IRS1 sowie der verminderten Tyrosin-Phosphorylierung der
Insulinrezeptorsubstrate. Die transiente Expression von IKKe in HEK293rapid-Zellen
hat zum einen eine verringerte Insulinrezeptor-Prozessierung sowie eine
GroBenverschiebung der Proteinbanden von IRS1 und IRS1, die auf IKKe-vermittelten
Phosphorylierungen beruht, zur Folge. Die Serin-Phosphorylierung der IRS-Proteine
durch IkB-Kinasen wird als moglicher Mechanismus angesehen, durch den
inflammatorische Signalwege zur Entstehung der Insulinresistenz beitragen (GAO et al.,
2002) In vivo konnte unter HFD eine erhohte IKKe-Expression beobachtet werden. Der
Anstieg der Expression korreliert mit einer signifikanten Erhéhung inflammatorischer
Marker. Bei Fiitterungsexperimenten mit I[KKe-Knockout-Méusen wurde eine
antiinflammatorische Rolle von IKKe festgestellt. Im Zusammenhang mit der
Entstehung der Insulinresistenz scheint IKKe eher eine untergeordnete Rolle zu spielen.
Neuere Untersuchungen beschéftigen sich mit der Aktivierung von IKKe im Zuge einer
inflammatorischen Antwort insbesondere nach viralen Infektionen. IKKe reguliert die
Transkription antiviraler Gene (SWEENEY et al., 2005). Dabei phosphoryliert IKKe den
Transkriptionstktor IRF3 (IFN regulatory factor 3), der die Produktion von INFf
(Interferon beta) induziert (SWEENEY et al., 2007). Virale Infektionen sind potentielle
Ausloser des Diabetes Typ 1 (VAN DER WERF et al., 2007). Dazu zéhlen unter anderem
Viren, die Kinderkrankheiten wie Roteln, Mumps und Masern verursachen, sowie
Hepatitis- und Polioviren und die Erreger der sog. Sommergrippe (HYOTY et al., 2002;
JUN et al., 2003). Diese Daten stellen moglicherweise einen Zusammenhang zwischen
IKKe und der IFNB-vermittelten Entstehung des Diabetes Typ 1 dar (PELEGRIN et al.,
1998).
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5  Zusammenfassung

Fiir die Entstehung der Insulinresistenz werden unter anderem stressaktivierte Kinasen
des NFxB-Signalweges wie z. B. IKKP verantwortlich gemacht. Eine mit IKKp eng
verwandte Ser/Thr-Kinase ist IKKe, die potentiell die Insulinsignalkette beeinflussen
konnte. Um dies zu untersuchen, wurden in vitro-Versuche zur Interaktion zwischen
IKKe und dem Insulinrezeptor sowie den Insulinrezeptorsubstraten (IRS) durchgefiihrt.
Sowohl bei IRS1 als auch bei IRS2 konnte eine direkte Phosphorylierung durch IKKe
nachgewiesen werden. Die Aktivitdt der IRS wird durch Phosphorylierungen reguliert,
wobei die negative Regulation insbesondere durch Ser/Thr-Phosphorylierungen
gesteuert wird. Dies legt den Schluss nahe, dass auch IKKe an der Entstehung der
Insulinresistenz teilhaben konnte. Die transiente Expression von IKKe fiihrt ebenfalls
zur Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate in insulinsensitiven Zelllinien. Die
IKKe-vermittelte Phosphorylierung von IRS beeinflusste jedoch nicht die Insulin-
abhingige Signaltransduktion in diesen Zellen. Zur Charakterisierung der Funktion von
IKKe in vivo wurde zundchst die Expression von IKKe in murinen Geweben mit und
ohne Insulinresistenz untersucht. Dazu wurden Fiitterungsexperimente mit C57/Bl6-
Maiusen durchgefiihrt, die eine normal- und Insulinresistenz-induzierende,
hochkalorische Didt (HFD) erhalten haben. In diesem Tiermodell konnte unter HFD
eine erhohte IKKe-Expression beobachtet werden. Der Anstieg der Expression
korrelierte mit einer deutlichen Erhdhung inflammatorischer Marker. Um den Einfluss
von IKKe auf die Insulinsignaltransduktion und das Entstehen der Insulinresistenz zu
analysieren, wurden diese Fiitterungsstudien mit [KKe-Knockout-Méuse wiederholt.
Fir eine kurzzeitige Aktivierung des NFxB-Signalweges wurde jeweils eine
Vergleichsgruppe zusétzlich mit Lipopolysacchariden (LPS) stimuliert. AnschlieBend
wurde die mRNA-Expression von Genen, die an der Insulinsignaltransduktion beteiligt
sind, sowie von verschiedenen Makrophagenmarkern und Zytokinen quantitativ
untersucht und mit parallel untersuchten Wildtyp-Tieren verglichen. Bei diesen
Experimenten wurde eine antiinflammatorische Rolle von IKKe festgestellt. Im
Zusammenhang mit der Entstehung der Insulinresistenz scheint IKKe eher eine
untergeordnete Rolle zu spielen, wobei auch die LPS-Gabe keinen Einfluss auf die
Expression von Markern des Insulinsignalweges hatte. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit korrelieren mit neueren Untersuchungen, in denen die Aktivierung von IKKe im
Zuge einer inflammatorischen Antwort insbesondere nach viralen Infektionen
beschrieben wird. Dabei induziert IKKe die Produktion von IFN, was mdglicherweise
auf einen Zusammenhang zwischen IKKe und der IFNB-vermittelten Entstehung des

Diabetes mellitus Typ 1 deutet.
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7.2 Sequenzen

Jeweils Rot hervorgehoben ist die Ser636/639-Sequenz.

Aminosduresequenz der rIRS1 CDS (ACCESSION CAA41264):

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

masppdtdgf
krsiplescf
hdgagggcgg
cltsktisfv
agnmhetile
esitatspas
hpplnhsrsi
issdeygssp
srggnghryi
vsieeytemm
nlhtddgymp
mspsgscspd
Ipctgdymnm
hghlrlssss
dtaaqgtnsrl

gsgapgylag
grvgpappga
kvslprttga
ngsakvirad
nvwlrpgdlg
hgplgsnegs

sdvrkvgylr
ninkradskn
scsgssgvge
klnseaaavv
amramsdefr
mvggkpgsfr
pmpssrcsps
cdfrssfrsv
pgatmgtspa
paayppgggs
mspgvapvps
igggscssss
spvgdsntss
grirytatae
arptrislgd
patsrsspsv
asicrptrsv
apppsstasa
tqgcrrrhss
gaskesapgc
sprrssedls

kpksmhkrff
khlvalytrd
agedlsydtg
Iglmnirrcg
prtksqgssss
vrassdgegt
atspvslsss
tpdslghtpp
Itgdeaagaa
ggripgyrhs
nrkgngdymp
isaapsgssy
psecyygped
dsssstssds
pkastlprvr
rclpglhpap
pnsrgdymtm
sasvtpggaa
etfsaptraa
gaaggleksl
tyasinfqgkq

vlraaseagg
ehfaiaadse
pgpafkevwq
hsenfffiev
csnpisvplr
msrpasvdgs
stsghgstsd
argeeelsny
dldnrfrkrt
afvpthsype
mspksvsapq
gkpwtngvgg
pghkpvisyy
Igggycgarp
€qqqqqqqaqaq
reetgseeym
qigcprgsyv
eqaahssllig
ntvsfgagaa
nyidldlvkd
pedrq

parleyyene
aeqdswyqgal
vilkpkglgg
grsavtgpge
rhhInnppps
pvspstnrth
clfprrssas
icmggkgast
hsagtsptis
eglemhhler
qiinpirrhp
hhthalphak
slprsfkhtq
essvthphhh
gsslhppepk
nmdlgpgrra
dtspvapvsy
gpggpggmsa

gggsgggsed
vkghpgdcps

Aminosduresequenz der hIRS2 CDS (ACCESSION NP_003740):

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

maspprhgpp

tagggsapgp
yfavaaeneq

edsyglvapa
glmnirrcgh
rprsksqgssg
vrtasegdgg
aggalghsrs
pssgsasasg
gymtmdrpls
mratfsgsag
alagsgsgsc
pasgggykas
pdffsaalhp
pgatpgpsqga
Ipsmheyplp
gtpgtssdsr
psaspssslq
atppgpiaap
qggrrrhsse
ptsprglgpa
epglppagpap
asidflshhl

gpasgdgpnl
prleyyesek
egegwyralt
taayrevwqv
sdsfffievg
ssathpisvp
aaagaaaaga
msmpvahspp
spsdpgfmsl
hcgrsyrrvs
rlcpscpass
rsddympmsp
spaesspeds
ggeplrgvpg
asafgagptq
pepkspgeyi
qrsplsdymn
PPPpppapge
pkpeaarvas
tfsstttvtp
pplapqgrpw
pppplpgpgd
keativke

nnnnnnnnhs
kwrskagapk
dlvsegraaa
nlkpkglggs
rsavtgpgel
garrhhhlvn
rpvsvagspl
aatspgslss
deygsspgdl
gdaaqdldrg
pkvayhpype
asvsapkqil
gymrmwcgsk
ccysslprsy
pphpvvpspv
nidfgepgar
Idfsspkspk
lyrilppasav
ptsgvkrisl
vspsfTahnpk

tpgagpgglvg
ksswgrtrsl

vrkcgylrkqg
rvialdccln
gdappaaapa
knltgvyrilc
wmgaddsvva
Ippsqgtglvr
spgpvrapls
ssghgsgsyp
rafcshrsnt
Irkrtysitt
dygdieigsh
gpraaaaaaa
Ismehadgkl
kapytcggds
rpsggrpegf
Isppapplla
pgapsghpvg
ataqgpgaas
megvsgveaf
rhnsasvenv
cpgsggspmr
gglisavgvg

khghkrffvl
inkradakhk
ascsaslpga
Isartigfvk
gnihetilea
rsrtdslaat
rshtlsggcg
pppgphpplp
pesiaetppa
parqrpvpgp
rssssnlgad
avpsagpagp
Ipngdylnvs
dqgyvimsspv
lggrgravrp
saassssllIs
sldgllspea
slssdtgdng
lIgasqgppdph
slrksseggv
retsagfqng
stgggcggpg

kkwrhkssap
Iglhnrakah
tknligiyrl
fwmqvddsvv
qvgltrrsrt
ahrhrgssrl
vsgspsdggf
Itapnghyil
hgktpsqgssv
rgghhrpdss
qrvdpngymm
ppvesgggkl
rpgepeegar
algphlprkv
spgeyvnief
twgesggvel
admrtgiaae
ftrvnlspnh
vkrhssasfe

aaasppppp

rgpgaggdea
ylialytkde
lggsagaaga
Incegpsvtl
mkalkelfef
ppaakcsscr
grgskvallp
hplhhgpgqr
rdgggggefy
ssasldeytl
dgympmtpga
aptsaagrtf
psdavttgtp
grileeerle
trisleglps
asspasslgs
sspypplppr
dytemafgva
rgakviradp
gvgpgggdep
Inyiaidvre
pgalppanty
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7.3 Sequenzierungen

IKKe Sequenz:
Start- (ATG) und Stop- (TGA)-Codon sind farblich unterlegt.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241

gagagagctg
gggaagaaac
tgtgggtcct
gagccctgaa
gatgggctca
agcctttgcc
ggcaggagat
gggccactgc
aggtcttcaa
tcctgcggaa
gaagccggca
tggagagccc
gtgtggtggc
cggggaacat
tcggcegetge
agtacctgca
tcggggtgac
gcctgeectt
ccacggagaa
agtggagcta
tgcccatcct
tctttgcgga
aggcagtcct
ccgtgcacaa
tctgtgtcct
ccctgaccct
acgtccccaa
tgttgggcgce
taatgtttcg
tggaagtggc
gcagcgtgge
ggctgcggac
agagcctgag
gaagcatcca
agaagtctag
aggtgaattt
agaagtatca
ggaaccacct
tccaggagag
caaagggggc
acctgcttct
tggacaacaa
ctccatgggg
accatgagac
ctgctggcca
agctgagact
ctgcctggcet
tgggccgtgg
cactccctag
gacctcatca
tcccttgtga
tctttctatg
ccagtgtctt
acatgcagcc
taaatgtggc

agagccagga
ccactagtcc
aggggccctt
agctctgggy
gctcctggac
tgactcaggg
gcagagcaca
cagtgtgtac
cactaccagc
gctgaaccac
gaaggtactg
tgagaatgcc
cggcatgaac
catgcgcctc
ccgggagcetg
tcccgacatg
tgtggatctc
catccccttt
gceggetggy
caccctcccc
ggccaacatc
gaccagtgac
gcaccacatc
gcagaccagt
cgagcccagc
cttcagcaca
gttcgtcccce
cggctaccag
ggggctgeac
aaggacatcc
tggaacgcct
tctagcggag
cagcctgaac
gcagattcag
gatgaggcca
cagtcattta
agcgtcctta
gcgectggtt
tctcagcaag
tcaggcctcg
ccacatgcaa
ccgcatcatc
cacatgaggc
caacccaggg
ggatgtcgcc
gggcaccagg
gacctttcta
ggagaagaag
ccaacaggag
cagtcttcct
tttctgaggg
cttggtctga
ggggcccctt
aggactgtga
ctttgcttct

ctcagtgctg
cagctcctgg
ggctaccagg
gtgtcaccca
gtgccacaga
cagctcagag
gccaattacc
aaggcccgca
tacctgcgge
cagaacatcg
gtgatggagt
tttgggctgc
cacctgcggg
gtaggggagg
gatgatgatg
tatgagcggg
tggagcattg
ggtgggccac
gccattgcag
atcacctgcc
ctggaggtgg
atcctgcagc
tatatccatg
gtggcccccce
gtctcagcac
gccatcccta
aaagtggacc
gccctgeggce
tgggtcatgg
ctcctctacc
gagatccagg
gtcctctcca
cgggagctgg
tgctgtttgg
gggcttgget
gccaaaagac
gtcacacacg
ggctgttctg
ctcctggaag
ccgcctccca
gagctctgcg
gaacggctaa
atcctgaagc
caagatccca
agcattacct
ccacctctgt
tcttctctag
ctctcatacg
aggaggcctc
tcctcttcaa
tcaccactgc
ctgagcctaa
tggctctcce

gtctgggcag
gtt

agcttggtgt
ggtggcacag
aggctaagaa
gtcccacaag
cagaaagcat
tgtggggcag
tgtggcacac
acaagaaatc
cccgegaggt
tcaagctctt
actgctccag
ctgaggatga
agaacggcat
aggggcagag
agaagttcgt
cggtgcttcg
gagtgacctt
ggcggaacaa
gtgcccagag
agctgtcact
agcaggccaa
gagttgtcgt
cccacaacac
gacaccagga
agcacatcgc
aggggctgge
tgcaggcgga
tggcacggge
aggtgctcca
tcagcagcag
aactgaaggc
gatgctccca
tgaagagccg
acaagatgaa
acaacgagga
tcctgcaggt
gcaagaggat
tggctgectg
agctatctca
tagctcctta
aggggatgaa
atagagtccc
attagaatga
tcccatcaca
tccactgect
tgggacccac
gctcaggtac
ccttcccact
ctggggtttc
gcgtttcatg
cagcctcagg
agttgagaaa
tcactctctg
gtccaaggcc

cccaccgcca
acattgcaac
cactgctcat
cctgcatccc
aacatacact
aaggtgacca
agatgacctg
cggagagctg
gcaggtgagg
tgcggtggag
tgggagccty
gttcctggtg
tgtgcatcgce
catctacaag
ctcggtctat
aaagccccag
gtaccatgca
ggagatcatg
gcgggagaac
ggggctgcag
gtgctggggc
ccatgtcttc
gatagccatt
gtacctcttt
ccacacgacg
cttcagggac
ttacaacact
cctgctggat
ggccacatgc
cctgggaact
ggctgcagaa
aaatatcacg
ggatcaggta
cttcatctac
gcagattcac
gttccaggag
gagggtggtg
taacacagaa
ccagctcctt
ccccagecct
gctgctggca
agcacctcct
ttccaacact
tcagcctacc
ttctcectgg
aggaaagagt
tgctcctcca
ccctectggtt
cccagggcag
ttgaacacag
caacatagag
atgggtggcc
aggctccagc
tgcaccttca

caaggaggca
tggccctgee
gaatgacagt
ctgcagtgga
cgccaggaag
gccagctcag
ctggggcagg
gttgctgtga
gagtttgagg
gagacgggcg
ctgagtgtgc
gtgctgecgcet
gacatcaagc
ctgacagact
gggactgagg
caaaaagcgt
gccactggca
taccggatca
gggcccctgg
agccagctgg
ttcgaccagt
tccctgtecc
ttccaggagg
gagggtcacc
gcaagcagcc
cctgctctgg
gccaagggcg
gggcaggage
agacggactc
gagaggttca
ctgaggtcca
gagacccagg
catgaggaca
aaacagttca
aagctggata
gagtgcgtgc
cacgagacca
gcccaggggg
caggaccgag
acacgaaagg
tctgacctcc
gatgtctgag
gctcttctgce
tccctectgg
gaagcagcac
gtggcagcaa
tgcccatgge
tataggactt
taggtcaaac
ctctctccgce
agcctcctgt
aaggccagtg
tggtcctggg
agaagtggaa
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Anhang

7.4  Assay on Demand-Liste (TagMan Primer)

Die Assays on Demand wurden von APPLIED BIOSYSTEMS bezogen.

Gen Assay ID
mAngptl3 Mm00803820 ml
mAngptl4 Mm00480431 ml
mCD11b MmO00434455 ml
mCDA40 MmO00441891 ml
mCD68 Mm00839636 gl
mCox2 Mm00478374 ml
mCxcl10 Mm00445235 ml
mEmrl Mm00802530 ml
mIKKb MmO00833995 ml
mIKKeg Mm00444862 ml
mIL1b Mm00434228 ml
mIL10 Mm00439616 ml
mIL6 Mm00446190 ml
miNos Mm00440485 ml
mIR Mm00439693 ml
mIRS1 Mm00439720 sl
mIRS2 (Primer Probe Set) fwd GCGGCCTCATCTTCTTCACT
rev AACTGAAGTCCAGGTTCATATAGTCAGA
mPpie Mm00450929 ml
mSAALI Mm00656927 gl
mSAA2 MSAA2-ABD-EX23
mSAA3 MmO00441203 ml
mTbp Mm00446973 ml
mTNFa Mm00443258 ml
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