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1 Einleitung

Die Zusammensetzung und Menge der Nahrung, die wir zu uns nehmen, variiert von Mahlzeit
zu Mahlzeit und von Tag zu Tag. Unser Essverhalten wird durch eine Vielzahl von Faktoren
reguliert. So haben zum Beispiel soziale Faktoren, Emotionen, die Tageszeit, Bequemlichkeit
und Kosten Einfluss auf die Energieaufnahme wihrend einzelner Mahlzeiten. Deshalb ist die
tdgliche Nahrungsaufnahme variabel und korreliert nur schlecht mit dem tiglichen
Energieverbrauch (Edholm, 1977). Trotz kurzfristiger Stérungen der Energiebalance gelingt
es den meisten Menschen jedoch, Energieaufnahme und —verbrauch zu synchronisieren, wenn
man grofere Zeitspannen iiber viele Mahlzeiten in Betracht zieht. Dieses sich langfristig
einstellende Gleichgewicht verdeutlicht den starken Einfluss genetischer Komponenten auf
den Energiechaushalt. In den letzen Jahren wurde eine Vielzahl von Signalmolekiilen
identifiziert, die Einfluss auf die Energiechomdostase haben. Durch die Forschung am
Mausmodell wurden verschiedene monogenetische Formen von Ubergewicht beim Menschen
identifiziert und neue Ansitze fiir die Entwicklung von Medikamenten gegen Ubergewicht
und damit verbundene Krankheiten geschaffen.

Bereits 1940, lange vor Identifizierung der ersten ,,Sittigungssignale®, beschrieben
Hetherington und Ranson die Bedeutung des Hypothalamus fiir die Gewichtsregulation,
indem sie spezifische Regionen dieses Hirnabschnitts durch elektrolytische Verletzungen
zerstorten. In Folge dessen zeigten die behandelten Ratten eine Erh6hung des Gewichts oder
einen Schutz vor Didt-induzierter Gewichtszunahme, je nachdem, welche Abschnitte

innerhalb des Hypothalamus inaktiviert wurden (Hetherington und Ranson, 1940).

1.1 Der Hypothalamus als Zentrum der Gewichtsregulation

1.1.1 Entwicklung

Im sich entwickelnden Embryo entstehen nach der Gastrulation aus den drei Keimblittern die
verschiedenen Organanlagen. Aus dem Entoderm entwickeln sich in der weiteren
Entwicklung vor allem die epithelialen Anlagen der Verdauungs- und Atemwege. Das
Mesoderm liefert die Anlagen fiir das spitere Skelett, die Skelettmuskulatur, die
Kreislauforgane und die Harn- und Geschlechtsorgane. Das dulere Keimblatt, das Ektoderm,

bildet im Wesentlichen die Anlagen des Epithels und des Zentralnervensystems (Gehirn und
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Riickenmark, Ohrbldschen, Riechgrube und Augenlinsen). Nach Ende der Neurulation
entstehen im rostralen Bereich des Neuralrohrs aus den drei Gehirnblasen die Anlagen von
Prosencephalon, Mesencephalon und Rhombencephalon. In der weiteren Entwicklung
entsteht aus dem Prosencephalon (Vorderhirn) durch Unterteilung der vorderen Gehirnblase
das Telencephalon und Diencephalon. Aus letzterem gehen Thalamus und Hypothalamus
hervor.

Der Hypothalamus befindet sich unterhalb des Thalamus und umschlief3t den dritten Ventrikel
zu beiden Seiten. Er kann chronologisch aufgrund der Entstehung der hypothalamischen
Neuronen von lateral nach medial in drei Schichten unterteilt werden (Altman und Bayer,
1978; Altman und Bayer, 1979). Der ,retikuldre® Hypothalamus entsteht zundchst aus
Neuronen des Neuroepithels. Diese werden gefolgt von einer zweiten Welle von Neuronen,
die aus dem Neuroepithel heraus migrieren, noch bevor die Bildung des ,retikuldren*
Hypothalamus beendet ist. Diese Neuronen bilden den ,,core® Hypothalamus. Die dritte Welle
von Neuronen, die vom immer diinner werdenden Neuroepithel abgegeben werden, formen
den ,,midline* Hypothalamus. Dieser befindet sich in unmittelbarer Nachbarschaft zum dritten
Ventrikel. Im Laufe der Entwicklung entstehen die verschiedenen Kernregionen des
Hypothalamus. Abbildung 1 zeigt die Entstehung der drei Regionen des Hypothalamus und

die weitere Unterteilung.

A Abbildung 1 Schematische

Darstellung zur Entstehung
der drei Abschnitte des Hy-
pothalamus (A-C) aus drei
aufeinanderfolgenden Wel-
len von migrierenden Neu-
ronen (siche Pfeile). (D)
Coronaler Schnitt durch ein
Maushirn  in  Hoéhe des
Nucleus Arcuatus. Die in A-C
dargestellte Entwicklung bil-
det spiter die rot eingerahmte
Region. (E) Die drei Ab-
schnitte konnen weiter in die
verschiedenen Kernregionen
des Hypothalamus unterteilt
werden. Abbildungen aus:
(Altman und Bayer, 1986)
(A-C, E); www.mbl.org (D).

H e | H Abkiirzungen: v3v  Dritter
m

v3v

LU
dynoi3d

v3v

g Ventrikel, ventraler Ab-

gy schnitt; SU  Suprachias-

L matischer Kern; PE Periven-

i trikuldres Feld; AR Nucleus
Arcuatus; ZI Zona incerta;
LH Lateraler Hypothalamus;
EP Entopeduncular nucleus;
m medial; 1 lateral.

4yno13d




1. Einleitung

1.1.2 Die Kontrolle der Futteraufnahme

Die Erhohung der Blutzuckerkonzentration nach einer Mahlzeit fiihrt zur Ausschiittung von
Insulin aus den pankreatischen -Zellen. Das Hormon stimuliert die Glukoseaufnahme in Fett
und Muskel, wo die Speicherung der Energie in Form von Triglyzeriden stattfindet.
Gleichzeitig inhibiert Insulin die Produktion und Ausschiittung von Glukose aus der Leber.
Die insulinstimulierte Glukoseaufnahme in Fett- und Muskelzellen wird {iiber eine
Signalkaskade kontrolliert, die unter anderem iiber den Insulinrezeptor, das Insulinrezeptor
Substrat (IRS) und die Phosphatidylinositol-3’-Kinase (PI3K) wirkt, und in der Translokation
von intrazelluldr gespeichertem Glukosetransporter (GLUT4) an die Zelloberfldche resultiert
(Saltiel, 2001; Slot et al., 1991a, 1991b; Smith et al., 1991). Durch die Aufnahme von
Glukose in Fettzellen wird die Sekretion von Leptin stimuliert (Mueller et al., 1998). Insulin
hat demnach einen regulatorischen Effekt auf die Leptinsekretion. Die Ausschiittung dieses
Adipocytokins wird jedoch nicht allein durch Insulin gesteuert. So haben z.B. Faktoren wie
Glukocoticoide (Slieker et al., 1996), die Aktivierung von Beta3-adrenergen Rezeptoren auf
Fettzellen (Mantzoros et al., 1996) und einige Zytokine (Grunfeld et al., 1996) ebenfalls
Einfluss auf die Expression von Leptin.

Adipozyten sekretieren Leptin in Konzentrationen, die proportional zu ihren Triglyceridgehalt
sind. Die im Blut zirkulierenden Level wiederum korrelieren positiv mit dem Mall an
Ubergewicht (Considine et al., 1996; Maffei et al., 1995). Das Hormon wird iiber ein
insulinunabhéngiges, erschoptbares Transportsystem in die Cerebrospinalfliissigkeit (CSF)
aufgenommen (Banks et al., 1996), wobei die Transportrate im Bereich des Hypothalamus am
hochsten ist (Kastin und Pan, 2000). Banks et al. konnten 1996 durch die systematische
Injektion von radioaktiv markiertem Leptin zeigen, dass der grofite Anteil in benachbarten
Strukturen der Median Eminence aufgenommen wurde. Die fiir die Gewichtsregulation so
wichtigen Strukturen wie der Nucleus Arcuatus und der ventromediale Kern liegen direkt
tiber dieser Briicke zwischen Blutkreislauf und Gehirn. Zwischen dem Blut-Hirn-Transport
von Leptin und der Konzentration im Blut besteht ein enger Zusammenhang, da parallel zum
Absinken der Leptinkonzentration wihrend einer Nahrungskarenz auch der Transport ins Hirn
absinkt. 1950 wurden von Ingalls et al. Miuse mit einer spontanen Punktmutation im obese
Gen beschrieben, die Symptome wie Hyperphagie, extremer Obesitéit, Insulinresistenz,
Hyperlipiddmie und Hypogonadismus zeigten (ob/ob Maus). Friedman und Halaas (1998)
konnten vier Jahrzehnte spéter das entsprechende Gen und Hormon Leptin identifizieren.

Wiéhrend die Leptinkonzentration im Blut bei Energiemangel niedrig ist, zeigen
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iibergewichtige Patienten und auch diédtinduzierte iibergewichtige Méuse hohe Spiegel, die
aufgrund einer Leptinresisitenz nicht mehr zur Gewichtsabnahme fiihren (Flier, 2004). Durch
die Behandlung von ob/ob Tieren mit Leptin reduzieren sich sowohl die Futteraufnahme als
auch das Gewicht. Des weiteren normalisieren sich neuroendokrine Storungen wie der
Hypogonadismus und Hypercorticosteronemie.

Der Leptinrezeptor gehort zur Familie der Klasse I Cytokin Rezeptoren. Mutationen innerhalb
des fiir den Rezeptor codierenden diabetes Gens fithren zu Mdiusen (db/db), die sich
phénotypisch nicht von ob/ob Tieren unterscheiden und Leptin resistent sind (Chen et al.,
1996; Chua, Jr. et al., 1996). Durch posttranslationale Prozessierung entstehen mehrere
Isoformen (Ob-Ra-e), von denen die lange Isoform Ob-Rb die wichtigste Rolle in der
Weiterleitung des Leptinsignals spielt. Der Rezeptor ist am stirksten im Hypothalamus
exprimiert, speziell im Nucleus Arcuatus, aber auch in Teilen des ventromedialen,
dorsomedialen Nucleus (Elmquist et al., 1998; Fei et al., 1997; Hakansson et al., 1998;
Mercer et al., 1996; Schwartz et al., 1996b). Die Bindung von Leptin an seinen Rezeptor
aktiviert den Janus Kinase (JAK)- STAT (,,signal transducer and activator of transcription®)
Signaltransduktionsweg (Myers, Jr., 2004). Das durch JAK phosphorylierte und somit
aktivierte STAT3 wird homodimerisiert und in den Zellkern translokalisiert, wo es als
Transkriptionsfaktor Einfluss auf die Expression von Neuropeptiden nimmt, die unter anderen
Funktionen innerhalb gewichtsregulatorischer Prozesse haben. Ein Suppressor des
Leptinsignals ist SOCS3, welche in einem negativen Regulationsmechanismus die Signale
des JAK-STAT-Signalweges inhibiert (Howard et al., 2004) und dadurch die Expression des
Leptin-Rezeptors vermindert. SOCS3 defiziente Maduse zeigen demnach eine erhohte
Leptinsensitivitit und sind vor einer Didt-induzierten Gewichtszunahme geschiitzt (Mori et

al., 2004).

1.1.2.1 NPY und AgRP wirken orexigen

Das Neuropeptid Y ist in Neuronen des Nucleus Arcuatus exprimiert, die zum gréften Teil
auch positiv fiir den Leptin Rezeptor sind (Abbildung 2). Cerebroventrikulédre Injektionen von
NPY stimulieren die Futteraufnahme (Stanley et al., 1986) und reduzieren den
Energieverbrauch, was bei kontinuierlicher Applikation schnell zu Obesitét fiihrt (Zarjevski et
al., 1993). Leptin inhibiert die NPY Expression. Eine NPY Defizienz auf dem ob/ob
Hintergrund reduziert die Hyperphagie und das Ubergewicht Leptin defizienter Miuse
wihrend NPY Nullmutanten keine Verdnderungen in Gewicht und Appetit zeigen, aber auf

4
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Nahrungskarenz mit Hyperphagie reagieren (Erickson et al., 1996; Schwartz et al., 1998).
Durch diese Erkenntnisse wird einerseits die Funktion von NPY innerhalb der Leptin
Signalkaskade deutlich, andererseits zeigte sich, dass noch NPY unabhéngige Leptin-
Signalwege bestehen. Die orexigen wirkenden Signale von NPY werden hauptsichlich iiber
den NPY Y1 bzw. Y5 Rezeptor an Neurone des paraventrikuldren Nucleus weitergeleitet
(Inui, 2000).

In NPY positiven Neuronen des Nucleus Arcuatus wird das sogenannte ,,Agouti-related
protein® (AgRP) koexprimiert (Broberger et al., 1998a; Hahn et al., 1998), welches genau wie
NPY wihrend einer Nahrungskarenz hochreguliert und durch Leptin inhibiert wird. Die
Uberexpression in der Maus fiihrt zu Obesitit, dhnlich der Agouti (A*/a) Mutation, die sich
durch eine gelbe Fellfarbe und Ubergewicht auszeichnet. AgRP ist ein Antagonist des
Melanocortin  Rezeptors 3 und 4 (MC3R, MC4R), welcher die anorexigene
Signalweiterleitung von Leptin liber a-MSH und den MC4R blockiert (Graham et al., 1997;
Ollmann et al., 1997).

1.1.2.2 o-MSH und CART wirken anorexigen

Das oa-Melanocyten stimulierende Hormon (a-MSH) ist ein Prozessierungsprodukt des
Proopiomelanocortin (POMC) und bindet an Rezeptoren aus der Familie der Melanocortin
Rezeptoren. Leptin steigert die Expression von POMC in Neuronen des Nucleus Arcuatus,
was zu einer vermehrten Ausschiittung von a-MSH fiihrt. In Folge dessen bindet o-MSH an
seinen Rezeptor und die Futteraufnahme wird gesenkt (Cone et al., 1996). MC3R und MC4R
sind vorrangig im Gehirn exprimiert (Mountjoy et al., 1994b). Fan et al. (1997) konnten
zeigen, dass durch die Gabe von Agonisten dieser Rezeptoren die Futteraufhahme sank und
Antagonisten den gegenteiligen Effekt hervorriefen. Die Rolle von POMC/a-MSH und
dessen Rezeptor MC4R innerhalb der antagonistisch wirkenden Leptin-Signalkaskade wird
durch die Inaktivierungen von POMC (Yaswen et al., 1999) und MC4R (Huszar et al., 1997)
in der Maus deutlich. Beide Modelle zeichnen sich durch Hyperphagie und Obesitit aus.

POMC positive Neurone des Nucleus Arcuatus exprimieren das ebenfalls anoxigene ,,cocaine
and amphetamine regulated transcript” (CART) das seinen Namen aufgrund der Expression
nach der Verabreichung von Kokain und Amphetamin bekam (Abbildung 2). Injektionen von
CART in den lateralen Ventrikel reduzieren die Nahrungsaufnahme (Kristensen et al., 1998;

Lambert et al., 1998) und CART ist in Leptin defizienten ob/ob Miusen reduziert, was die
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Rolle von CART in der zentralen Regulation von Nahrungsaufnahme und Koérpergewicht
bestdtigt. Weiterhin konnten Kristensen und Mitarbeiter zeigen, das die Expression von

CART wie auch die von POMC durch Leptin erhoht wird.

A B

Becond-order neuranal signalling

LHA/PFA
PyN

Firat-order
nauranal
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Third veniricle

Third
ventricle

|

: Axons from ARC
Leptin NP and POMG nsurons

(|

Abbildung 2 Ubersicht iiber die hypothalamische Antwort auf die gewichtsregulatorisch wirkenden
Signale von Leptin und Insulin. (A) NPY/AgRP und POMC/CART positive Neurone des Nucleus Arcuatus
wirken auf Neurone des paraventrikuldren Nucleus (PVN) und des lateralen Hypothalamus (LHA). (B) Die NPY
und a-MSH positven Axone innervieren den PVN, LHA und den Bereich neben dem Formix (,,perifornical
area”). Neurone des PVN exprimieren das Corticotropin Releasing Hormon (CRH) und das Thyrotropin
Releasing Hormon (TRH) und Oxytocin (OXY) (anorexigene Wirkung). Die Neurone des PFA und LHA,
exprimieren Orexin und das Melanin-concentrating Hormone (MCH) und steigern die Futteraufnahme.
Abbildungen aus (Schwartz et al., 2000).

1.1.2.3 Signalweiterleitung iiber den lateralen Hypothalamus in Bereiche des

Hinterhirns

Durch die Erkenntnisse iiber die Abldufe innerhalb des Nucleus Arcuatus kann man diesen
Bereich als erste Signaltransduktionsstelle beschreiben, der die ankommenden humoralen
Signale von Leptin und Insulin aus dem Blut in elektrische Signale umsetzt und dessen
Neurone in Bereiche wie den paraventrikuldren Nucleus (PVN) und lateralen Hypothalamus
(LHA) innervieren, wo eine Weiterverarbeitung der Signale erfolgt.

Diese Hirnregionen werden von Axonen POMC/CART und NPY/AgRP positiver Neurone
innerviert (Elmquist et al., 1999). In Neuronen des PVN werden Peptide synthetisiert, die die
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Futteraufnahme und das Korpergewicht reduzieren, wenn sie zentral verabreicht werden.
Dazu gehoren das Corticotropin Releasing Hormon (CRH), das Thyrotropin Releasing
Hormon (TRH) und Oxytocin (Verbalis et al., 1995; Kow und Pfaff, 1991; Dallman et al.,
1993). Innerhalb des lateralen Hypothalamus bzw. der ,,perifornical area“ ist das orexigene
Melanin-concentrating Hormone (MCH) exprimiert (Abbildung 2). MCH defiziente Miuse
zeigen eine reduzierte Nahrungsaufnahme (Shimada et al., 1998), was die Beobachtungen von
Qu et al. (1996) bestitigte. Es wurde gezeigt, dass die MCH Synthese bei Leptindefizienz und
Nahrungskarenz erhoht ist. Ein weiteres, die Futteraufnahme stimulierendes Peptid ist Orexin.
Allerdings sind die Erkenntnisse iiber diese sekundire Signalweiterleitung noch unzureichend
und die Vorginge wihrend der weiterfilhrenden Kontrolle der Futteraufnahme erst in
Anfangen beschrieben. Durch neuroanatomische Studien konnte jedoch eindeutig gezeigt
werden, dass reziproke Verbindungen zwischen hypothalamischen Regionen wie LHA und
PVN und einer Region im kaudalen Hirnstamm, dem Nucleus Tractus Solitarius (NTS)
bestehen (Ter Horst et al., 1989; Saper, 1985). Wihrend einer Mahlzeit kommen in dieser
Region mechanische und chemische Sittigungssignale aus Magen, Darm und Leber an und
induzieren das Ende der Nahrungsaufnahme, auch wenn alle neuronalen Verbindungen
zwischen Vorder- und Hinterhirn getrennt wurden (Grill und Smith, 1988). Neurone des NTS
exprimieren MC4-Rezeptoren, Leptinrezeptoren und POMC (Bronstein et al., 1992; Mercer et
al., 1998; Mountjoy et al., 1994a), was auf die Sensitivitdt dieser Region gegeniiber Leptin
hindeutet. Zum Beispiel fiihrt die Applikation von MC4-R Agonisten in den vierten Ventrikel,
der neben dem NTS gelegen ist, zur Reduktion der Futteraufnahme (Grill et al., 1998). Diese
Erkenntnisse weisen auf eine gemeinsame Verarbeitung der Séttigungssignale durch Vorder-

und Hinterhirnbereiche hin.

1.2 Das Fettgewebe — Energiespeicher und endokrines Organ

Das Fettgewebe sezerniert eine Reihe von Faktoren, sogenannte Adipozytokine, die
verschiedenste autokrine aber auch endokrine Funktionen ausiiben. So spielen sie innerhalb
der Regulation der Energichomdostase, der Insulinsensitivitit aber auch der Immunantwort
eine zentrale Rolle. Die Expansion des weillen Fettgewebes (WAT) mit zunehmendem Alter
ist nicht nur auf die VergroBerung der Fettzellen durch die Einlagerung von Triglyceriden zu
erkldren, sondern auch durch die Erhoéhung der Fettzellzahl. Im Fettgewebe finden sich
Fettvorlduferzellen, die Praadipozyten, die auch in vitro zu reifen Adipozyten reifen kénnen
(Wabitsch et al., 2001; Halvorsen et al., 2001). Im humanen Fettgewebe wurden aber auch

7
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weitere, multipotente Vorlduferzellen gefunden, die unter bestimmten Bedingungen in der
Lage waren, zu Adipozyten zu differenzieren (Zuk et al., 2001). Diese Erkenntnisse lassen
vermuten, das neben den bereits zur adipogenen Linie determinierten Prdadipozyten auch
multipotente Vorlduferzellen im WAT zu finden sind. Die molekularen Mechanismen der
Determination solcher Vorlduferzellen sind bisher weitgehend unbekannt.

Dagegen ist die Differenzierung von Prdadipozyten durch die Nutzung von Zelllinien wie
3T3-L1 umfassend untersucht worden. Zwei Proteinfamilien sind unerlésslich fiir die Reifung
von Fettzellen: Transkriptionsfaktoren aus der Familie der ,,CCAAT-enhancer binding
proteins® (C/EBP’s) und aus der Familie der ,,peroxisome-proliferator activated receptors*
(PPAR’s). C/EBP und C/EBPS sind als erstes exprimiert und aktivieren die Expression von
PPARy, welches unmittelbar C/EBPa. aktiviert. Wiahrend in vivo die Abwesenheit von
C/EBPp und C/EBPS durch alternative Signalwege kompensiert werden kann (Tanaka et al.,
1997), spielt die gekoppelte Expression von PPARy und C/EBPa eine Schliisselrolle wihrend
der Differenzierung von Prdadipozyten (Linhart et al., 2001; Rosen et al., 1999; Wang et al.,
1995; Wu et al., 1999). Das ,sterol responsive element binding protein 1c*“ (SREBPI1)
stimuliert die Adipogenese durch Erhéhung der Transkriptionsaktivitdt von PPARy. Durch die
Aktivierung dieser Signaltransduktionkaskade werden Gene aktiviert und exprimiert, die den
Phinotyp eines differenzierten Adipozyten charakterisieren, wie z.B. den Insulinrezeptor, der
Glukosetransporter GLUT-4 und das Insulin Rezeptor Substrat 1 (IRS1). Der Priadipozyten
Faktor 1 (Prefl) ist stark in den Fettvorlduferzellen exprimiert. Er gilt als Inhibitor der
Differenzierung von Adipozyten. Die Expression von Prefl féllt mit der beginnenden
Differenzierung stark ab und ist in reifen Adipozyten nicht zu finden (Smas et al., 1998; Smas
und Sul, 1993).

Das Fettgewebe sekretiert eine Reihe von Adipozytokinen, von denen Leptin das wohl
bekannteste und am besten charakterisierte ist. Ein weiteres von Fettzellen produziertes
Polypeptid ist Adiponektin (Hu et al., 1996; Nakano et al., 1996; Maeda et al., 1996; Scherer
et al., 1995). Die Plasmakonzentrationen sind in iibergewichtigen Menschen und
entsprechenden Mausmodellen stark herabgesetzt und korrelieren negativ mit den
Insulinkonzentrationen im Blut (Diez und Iglesias, 2003; Kershaw und Flier, 2004; Chandran
et al., 2003). Adiponektin defiziente Mause entwickeln eine friihe Glukoseintoleranz und
Insulinresistenz bei unverandertem Gewicht und Futterverbrauch (Maeda et al., 2002; Kubota
et al., 2002). Dagegen zeigen Maiuse, die Adiponektin iiberexprimieren, eine gesteigerte

Insulinsensitivitit und Glukosetoleranz (Combs et al., 2004; Maeda et al., 2002).
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Resistin, ein weiteres Adipozytokin, wird bei Nagern hauptsidchlich vom Fettgewebe
produziert, beim Mensch dagegen zeigt sich eine nur schwache Expression in Adipozyten.
Resistin hemmt die Wirkung von Insulin in der Leber (Rajala et al.,, 2003). Die
Serumkonzentrationen sind in iibergewichtigen Méausen und bei Insulinresistenz erhdht.
Resistin Nullmutanten zeigen keine Verdderungen im Gewicht und eine verbesserte
Glukosetoleranz (Banerjee et al., 2004). Kim et al. (2001) konnten zeigen, dass Resistin die
Differenzierung von 3T3-L1 Prdadipozyten inhibiert und vermuten daher eine Rolle als

Negativ-Regulator der Adipogenese.

1.3 Die Familie der bHLH Transkriptionsfaktoren

Aufgrund von Homologien zum SCL-Gen (,,stem cell leukemia®) wurden die beiden Gene
NSCL-1 und NSCL-2 (,,neurological stem cell leukemia®) in einer E 11,5 Mausembryo
cDNA Bank identifiziert und kloniert. Sie gehdren zur Protein Superfamilie der basischen
Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren, die unter anderem ihre Funktionen wihrend
Determinierungs- und Differenzierungsprozessen der Hidmatopoese, Myogenese und
Neurogenese ausiiben (Arnold und Braun, 2000; Lee, 1997; Porcher et al., 1996). Proteine
dieser Gruppe zeichnen sich durch eine Helix-Loop-Helix Domine aus, die aus zwei
amphipatischen a-Helizes und einer zentralen variablen Loop Region besteht. Diese Domine
vermittelt die Homo- oder Heterodimerisierung mit anderen HLH Proteinen. Amino-terminal
zur HLH Doméne befindet sich die basische Region, mit der die Proteine paarweise an das
sogenannte E-Box DNA-Sequenzmotiv (CANNTG) binden (Murre et al., 1989).

Aufgrund von Unterschieden in Struktur, Expression und Funktion ordnen sich die einzelnen
Mitglieder der Superfamilie in verschiedene Gruppen ein. Ubiquitér exprimierte Proteine wie
E12, E47 und E2A dienen als Dimerisierungspartner fiir andere Faktoren. Der myogene
Differenzierungsfaktor MyoD oder auch NSCL-2 sind gewebsspezifisch exprimiert und
aktivieren die Transkription von Zielgenen nach Homo- oder Heterodimerisierung mit
ubiquitdren bHLH Transkriptionsfaktoren (Arnold und Braun, 2000; Kriiger et al., 2004). Die
Mitglieder der dritten Gruppe inhibieren die Transkription durch Bindung an N-Boxen
(CACNAG) (Paroush et al., 1994). Proteine mit einer C-Terminal zur HLH Doméne
liegenden Leucin-Zipper Doméne (bHLH-Zip), durch die zusitzliche Interaktionen mit bZip
Proteinen eingegangen werden konnen, bilden eine weitere Gruppe von bHLH

Transkriptionsfaktoren.
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1.3.1 Neuronale bHLH Transkriptionsfaktoren

Mit Hilfe der in Drosophila charakterisierten Gene achate-scute und atonal (Campos-Ortega,
1993; Jan und Jan, 1993), die gewebsspezifisch exprimiert sind und als Heterodimere mit den
ubiqitiren = Daughterless  Protein  als  positive  Regulatoren des  neuronalen
Entwicklungsprogramms fungieren, sowie dem negativen wirkendem Protein Enhancer-Of-
Split wurden in Sdugern einige im Nervensystem spezifisch exprimierte Gene identifiziert, die
Determinierungs- und Differenzierungsprozesse steuern. Die Bildung von Neuronen ldsst sich
gut am Beispiel des Kortex beschreiben. Neuronale Vorlduferzellen entstehen in Folge
asymmetrischer Zellteilungen innerhalb ventrikuldrer Schichten, durch die Zellen nach aulen
migrieren und in der intermedidren Schicht entweder zu Nerven- oder Gliazellen
differenzieren. Die Axone der reifen Neurone bilden dann die duflere marginale Schicht. Als
Determinierungsfaktoren gelten die achaete-scute Homologen MASH-1 und MASH-2
(Guillemot und Joyner, 1993; Johnson et al., 1990; Lo et al., 1991), sowie das atonal
Homologe Math-1 (Akazawa et al., 1995). Ebenso werden die Proteine der Neurogenin
Subfamilie (Ngnl-3) und NeuroD3 zu den friih exprimierten Determinierungsfaktoren der
Neurogenese gezdhlt (Lee, 1997).

Zu den Differenzierungsfaktoren der Neurogenese zdhlt neben Nex-1/Math-2 (Bartholoma
und Nave, 1994) auch NeuroD. Dieser bHLH Transkriptionsfaktor weist einige Parallelen zu
NSCL-2 auf. NeuroD ist wihrend der Embryogenese stark in weiten Teilen des ZNS
exprimiert, die sich differenzierende Neurone enthalten, und ist teilweise noch in adulten
Tieren zu finden. Das Protein zeigt zudem eine transiente Expression im peripheren
Nervensystem. NeuroD/BETA2 Nullmutanten Mause sterben kurz nach der Geburt aufgrund
einer Insulindefizienz (Naya et al., 1997), was durch eine Expression in den B-Zellen der
Pankreas zu erkléren ist, die fiir die korrekte Differenzierung und Funktionalitét dieser Insulin
produzierenden Zellen von entscheidender Bedeutung ist.

Auch NSCL-1 und -2 zdhlen zu den Differenzierungsfaktoren der Neurogenese und zeigen
ein zeitlich und rdumlich stark tiberlappendes Expressionsmuster. Erste NSCL-1 Transkripte
sind am Embryonaltag E8,5 zu detektieren. Die Expression endet bei E12,5. Die NSCL-2
Expression ist zeitlich ein wenig versetzt und verlduft von E9,0 bis E12,5 mit einem
Maximum bei E11,5 (Kriiger, 2002). Beide Proteine stimmen auf DNA Ebene zu 93%
tiberein (Gobel et al., 1992). Die Inaktivierung von NSCL-1 fiihrt zu phénotypisch

unauffalligen Tieren, die jedoch wahrscheinlich aufgrund von Stérungen der Herzfunktion
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frither sterben (Cogliati et al., 2002). NSCL-1 x NSCL-2 Doppelmutanten sterben kurz nach
der Geburt (Kriiger, 2002).

1.3.1.1 NSCL-2

Das murine NSCL-2 Gen ist auf Chromosom 3 zu finden. Das Protein besteht aus 135
Aminosduren und weist ein Molekulargewicht von 15,6 kDa auf. Wahrend der Embryogenese
ist NSCL-2 stark in postmitotischen Zellen des zentralen Nervensystems exprimiert. NSCL-2
positive Zellen befinden sich in bestimmten Bereichen des Metenzephalons, des
Mesenzephalons und des Dienzephalons. Eine Expression im peripheren Nervensystem ist in
den dorsalen und cranialen Ganglien, in der Retina, im Vomeronasalorgan und im
olfaktorischen Epithel zu finden. Das Riechepithel, das sich wihrend der gesamten Lebenszeit
standig regeneriert und neue Nervenzellen produziert, weist in adulten Mausen NSCL-2
positive Zellen auf. Auch in Bereichen des Hypothalamus ist NSCL-2 sowohl wihrend der
Embryogenese, als auch in adulten Stadien aktiv (Jing et al., 2004). NSCL-2 Transkripte sind
ab E 14,5 detektierbar und verstédrken sich bis E 18,5. In diesem Entwicklungsstadium finden
sich NSCL-2 positive Zellen in gewichtsregulatorisch wichtigen Bereichen, wie dem Nucleus
Arcuatus, dem periventrikuldren und dem lateralen Nucleus (Kriiger, 2002). Postnatal sinkt
die Expression in den meisten Bereichen des zentralen und peripheren Nervensystems stark
ab und ist nur noch in Neuronen des olfaktorischen Epithels und in hypothalmischen
Kerngebieten nachweisbar.

Das Fehlen von NSCL-2 fiihrt bei der Maus zu einer postpubertdren Gewichtszunahme und
Infertilitdt (Good et al., 1997). Die Tiere weisen erhohte Leptinspiegel und eine Reduktion
GnRH positiver Neurone auf (Kriiger et al., 2004). Aufgrund seiner Funktion als positiv
wirkender bHLH Transkriptionsfaktor bindet NSCL-2 an das Necdin-Gen, welches bei
Patienten mit Prader-Willi-Syndrom deletiert ist. Die DNA-Bindung erfolgt innerhalb eines
Proteinkomplexes, an dem Proteine wie CLIM2 und Vertreter der LMO-Familie beteiligt
sind. Interaktionen dieser Art wurden bereits von Aoyama et al. (2005) und Kriiger et al.

(2004) und am Modellorganismus Xenopus laevis von Bao et al. (2000) beschrieben.
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1.4 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Analyse der Funktionen des neuronalen Transkriptionsfaktors NSCL-
2 innerhalb neuroendokriner Regulationsmechanismen, die den Energiehaushalt und das
Korpergewicht kontrollieren. Weiterhin sollten die molekularen Mechanismen untersucht
werden, die zu einer Aktivierung von potentiellen NSCL-2 Zielgenen fiihren. Gegenstand der
Experimente war eine NSCL-2 defiziente LacZ , knock-in*“ Mauslinie (Kriiger et al., 2004),
die eine postpubertire Gewichtszunahme aufweist. Aufgrund der Expression des
Transkriptionsfaktors im adulten Hypothalamus sollte durch Kreuzungen mit
leptindefizienten ob/ob Miausen mogliche Funktionen von NSCL-2 innerhalb der Leptin-
Signalkaskade an NSCL-2-/- x ob/ob Doppelmutanten untersucht werden, die im Gegensatz
zu den leptinresistenten NSCL-2 Mutanten aufgrund des ob/ob Hintergrunds leptinsensitiv
sind.

Durch histologische und funktionelle Analysen des Fettgewebes sollten potentielle
gewebsspezifische Unterschiede in der Insulinresistenz und in Bezug auf den
Glukosetransport untersucht werden. Des weiteren sollten verschiedene gewichtsregulatorisch
relevante Faktoren auf mRNA- und Proteinebene untersucht werden, um Aufschluss tiber die
Verdnderungen in NSCL-2 Mutanten zu erlangen, die in der postpubertiren

Gewichtszunahme resultieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Soweit nicht anders erwdhnt, wurden handelsiibliche Chemikalien in Analysequalitidt von

Merck (Darmstadt, Deutschland), AppliChem (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe,

Deutschland) und Sigma (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. Radioaktive Stoffe stammten

von Amersham Buchler (Freiburg, Deutschland).

2-2-2 Tribromoethanol (Avertin)

4’ 6-Diamidino-2-
phenylindol,dihydrochloride (DAPI)

Acetyl-[Cys4,D-Phe7,Cys10]-Alpha MSH

(4-13)- NH,

Agarose NuSieve® 1:3

Collagenase A

Complete, Mini, EDTA-free (Proteasen-
Inhibitor-Cocktail Tabletten)
Deoxyribonucleic acid sodium salt from
salmon testes

dNTP’s

Fluorescein Calibration Dye
Formaldehyd-Ldsung 4,0%

Fugene 6 Transfektions Reagent
Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow
Recombinant Mouse Leptin

Trizol®

VECTABOND™ Reagent

2.1.2 Kits

Big Dye®Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (#4336917)
Master Taq®XKit

Mouse Adiponektin ELISA Kit
Mouse Leptin RIA Kit (#ML-82K)

Mouse Resistin ELISA Kit (#EZMR-96K)

Stocklosung : 1 g in 630 pl Methyl-2-
Butanol 16sen, dunkel bei 4°C lagern
Gebrauchslosung: 60 pl Stocklosung in 5 ml
PBS verdiinnen, pro 4 g Korpergewicht

0,1 ml Gebrauchslosung

Molecular Probes, USA

Phoenix, Karlsruhe
Biozym, Hamburg
Roche, Schweiz

Roche, Schweiz

Fluka

Promega, Heidelberg

Bio-Rad, USA

Otto Fischar GmbH, Saarbriicken
Roche, Schweiz

Amersham Biosciences, Sweden
Chemicon, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Vector Laboratories, USA

Applied Biosystems, USA
Eppendorf, Hamburg
R&D Systems, USA
Linco Research, USA
Linco Research, USA
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Nucleo Bond® PC500 (#740574)

Qick Change®Site-Directed Mutagenesis
Kit (#200519-5)

QuantiTect  SYBR® Green PCR Kit
(#204143)

Rat/Mouse Insulin ELISA Kit (#EZRMI-
13K)

TNT® T7/T3 Coupled Reticulocyte Lysate
System (#L5010)

2.1.3 Enzyme

Alkalische Phosphatase, Shrimp
Collagenase A

DNA Polymerase I large (Klenow) fragment
Pfu DNA Polymerase

Proteinase K

Restriktionendonukleasen

RNase A

RNase H

Rnasin®

Super Script™ II Reverse Transcriptase

T4 DNA Ligase

2.1.4 Losungen und Medien

Macherey-Nagel, Diiren
Stratagene, USA

Qiagen, Hilden
Linco Research, USA

Promega, Heidelberg

Roche, Schweiz
Roche, Schweiz

Promega, Heidelberg

Promega, Heidelberg

Merck, Darmstadt

New England Biolabs; Jena Bioscience, Jena
AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Heidelberg

Alle verwendeten Losungen und Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser aus einer

Reinstwasseranlage (Milli-Q; Millipore) angesetzt. Wenn nicht anders erwédhnt, wurden die

pH-Werte mit NaOH bzw. HCI eingestellt.

10x PBS
10x TBE

10x TE

Ix TBS

20x SSC

2x SDS-Gel Ladepuffer

4x Tris-HCI/SDS pH 6,8
4x Tris-HCI/SDS pH 8,8

1,5 M NaCl, 30 mM KCI, 80 mM Na,HPO4
x 2H,0, 10 mM KH,POy4; pH 7,5

1,1 M Tris, 900 mM Borsiure, 25 mM
EDTA; pH 8,3

100 mM Tris, 10 mM EDTA pH 8,0

150 mM NacCl, 20 mM Tris pH 7,6

3 M NaCl ; 0,3 M tri-Natriumcitrat; pH 7,0
1,52 g Tris, 20 ml Glyzerol, 2 g SDS, 2 ml
B-Mercaptoethanol, 1 mg Bromphenolblau,
pH 6,8 ; ad 100 ml H,O

0,5 M Tris-HCI ; 0,4% SDS

1,5 M Tris-HCI ; 0,4% SDS
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50x TAE
5x Oligo-annealing Puffer
5x SDS-Elektrophoresepuffer

6x Gel-Ladepuffer

ChIP-Proteinase K-Losung
Church&Gilbert Puffer

EMSA-Puffer

Get-Puffer

Hochsalz

IHC-Tagl Puffer
Ich-Tag2 Puffer
[P-Puffer A

[P-Puffer B
IP-Solubilisierungspuffer
LB-Agar

LB-Amp(Kan,Tet)-Selektionsmedium oder
—Agar

LB-Medium

LiCl/Detergent Waschpuffer
Luziferase-Messpuffer
Lysispuffer

Medium A

Medium B

Mowiol

2 M Tris, 1 M Essigsdure, 100 mM EDTA;
pH 8,3

200 mM Tris pH 7,5; 100 mM MgCl,,

250 mM NaCl

15,1 g Tris; 72 g Glycin, 5 g SDS; ad 1 1
H,O

12% Ficoll 400, 60 mM EDTA pH 8.,0;
0,6% SDS; 0,15% Bromphenolblau, 0,15%
Xylencyanol

1 pl 20pg/ul Glykogen, 10 ml 10pug/pl
Proteinase K, 244 ul 1x TE, pH 7,6

0,5 M NaH,PO4/Na,HPO,-Puffer, ] mM
EDTA, 7% SDS

200 ng Heringssperma DNA, 10 mM Hepes
pH 7.5; 10% Glyzerol; 0,1 mM EDTA,

50 mM KCI, 4 mM Spermidin, 2 mM
MgCl,, 0,5 mM DTT

50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM
Tris pH 8,0

3 M Kaliumacetat; 1,8 M Ameisensiure
1% BSA; 0,3% Triton X-100 in PBS

0,3% BSA, 0,1% Triton X-100 in PBS

10 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,2%
NP40, 2 mM EDTA

10 mM Tris pH 7,5; 500 mM NacCl, 0,2%
NP40, 2 mM EDTA

50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl, 1%
NP40

LB-Medium, 15 g/l Agar

Dem Medium bzw. Agar wird nach
Abkiihlung auf 60°C das Antibiotikum mit
folgenden Endkonzentrationen zugesetzt:
Ampicillin 50 pg/ml, Kanamycin 30 pg/ml,
Tetracyclin 12,5 pg/ml

10 g/l Trypton , 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l
NaCl; pH 7,5

0,5% Na-Desoxycholat, ] mM EDTA,

250 mM LiCl ; 0,5% NP-40, 10 mM Tris pH
8,0

AppliChem, Darmstadt

1% SDS; 0,2 M NaOH, frisch herstellen
10 mM MgSO04, 0,2% Glukose, in LB-
Medium

36% Glycerin, 12% PEG 8000, 12 mM
MgSO, in LB-Medium

2,4 ¢ Mowiol 4-88 (Calbiochem), 6 g
Glyzerol, 6 ml H,O; mehrere H bei RT
rihren, 12 ml 0,2 M Tris pH 8,5 bei 50°C
riihren bis zur vollstdndigen Auflosung.
Aliquotieren und bei —20°C lagern.
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NaH2P04/N azHPO4-Puffer

Ol Rot O Lésung

Oligo-labeling-buffer (OLB)

Proteinase K-Puffer
RIPA Puffer
RIPA-500 Puffer

Superbroth

Z-Puffer

ca. 530 ml 1 M NaH,POy4 ca. 460 ml 1 M
Na,HPO4 pH mit NaOH auf 6,8 einstellen
0,5 g Ol Rot O, 100 ml Propylen Glycol
Erhitzen auf 95°C und Filtern durch
Faltenfilter.

Lsg.0: 1,25 M Tris pH 8,0; 0,125 M MgCl,;
Lsg.A: 1 ml Lsg.0, 18 ul B-Mercapto-
ethanol, je 5 ul dATP,dTTP,dGTP; Lsg.B:

2 M Hepes pH 6,6; Lsg.C: pd(N)s Random
Hexamer 5’-Phosphate sodium salt
(Amersham); Verhiltnis A:B:C

300 pl:750 pl:450 pl

100 mM Tris pH 8,5; 5 mM EDTA, 0.2%
SDS, 200 mM NacCl, 100 pg/ml

Proteinase K frisch dazugeben

10 mM Tris pH 8,0; 140 mM NaCl, 1%
Triton-X100; 0,1% SDS, 1% Na-
Desoxycholat, 5 mM EDTA

RIPA Puffer mit 500 mM NacCl

Losung A: 60g Tryptone, 120g
Hefeextrakt, 22 ml 98% Glyzerin, ad 4,51
H,O

Losung B: 125 g K;HPO4 38 g KH,POy, ad
1 1 H,O; pH 7,2; autoklavieren

60 mM NazHPO4, 40 mM NaH2PO4,

10 mM KCI, 1 mM B-Mercaptoethanol

2.1.5 Losungen und Medien fiir die Zellkultur

100x Penicillin/Streptomycin/Glutamin
2xHBS

D-MEM (4.5mg/1 Glucose, 25mM HEPES)
D-MEM:F12 (1:1)

Dulbecco’s MEM Medium (1mg/l Glucose)
Einfriermedium

Erythrozyten Lysis Puffer

FCS
Induktionsmedium fiir primére
Praadipozyten

Kulturmedium fiir 10T2-, HEK 293T-
Zellen
Kulturmedium fur GT1#k-Zellen

Kulturmedium fiir primire Praadipozyten

Gibco™, Invitrogen, Karlsruhe

8,0 g NaCl; 6,5 g HEPES, 10 ml Na,HPO4
Stockldsung (5,25 g in 500 ml H,O), pH 7,0
Gibco™, Invitrogen, Karlsruhe

Gibco™, Invitrogen, Karlsruhe

Gibco™, Invitrogen, Karlsruhe

90% FCS, 10% DMSO, steril filtrieren
0,154 M NH4CI; 0,01 M KHCOs3; 0,1 mM
tetranatrium EDTA, ph 7,3

PAA Laboratories, Osterreich
D-MEM:F12 (1:1), 10% FCS,
Pen/Strep/Glutamin, 2 pg/ml
Dexamethasone; 0,5 mM IBMX

D-MEM (1 mg/l Glukose), 10% FCS,
Pen/Strep/Glutamin

D-MEM (4,5 mg/l Glucose, 25 mM
HEPES), 10% FCS, Pen/Strep/Glutamin
D-MEM:F12 (1:1), 10% FCS,
Pen/Strep/Glutamin
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OPTIMEM 1 Gibco™, Invitrogen, Karlsruhe

Praadipozyten-Isolationspuffer 123 mM NaCl, 5 m M KCI; 1,3 mM CaCl,,
5 mM Glukose, 100 mM HEPES, Pen/Strep,
4%BSA, steril filtrieren, Lagerung bei
—20°C, Collagenase A 1,5 mg/ml frisch

dazugeben
Trypsin/EDTA Gibco™, Invitrogen, Karlsruhe
Z-Puffer 60 mM Na,HPO,4, 40 mM NaH,PO4, 10 mM

KCI, 1 mM B-Mercaptoethanol

2.1.6 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Roth bezogen.

Bezeichnung Sequenz (5°-3")
AntiseneseGFP GAACTCCAGCAGGACCATGT
SenseGFP TATATCATGGCCGACAAGCA

Elmut necdinprom- TATATATATTTTATATATCCCTCATTTTTCGGTGGGGCCT

forw GGGGGATTTAAATTCT

Elmut necdinprom-rev. AGAATTTAAATCCCCCAGGCCCCACCGAAAAATGAGGG
ATATATAAAATATATATA

Elmut-forw GGATGGGTGCGTGGGGCC

Elmut-rev GGGGCCCCACGCACCCAT

E2mut necdinprom- TCTACTACTTCTAGAACATTCAAATCTTGAATGGATTTA

forw TCTCCAGTGTCTGTAAC

E2mut necdinprom-rev. GTTACAGACACTGGAGATAAATCCATTCAAGATTTGAA
TGTTCTAGAAGTAGTAGA

E2mut-forw GGAACAGACTATGGATTT

E2mut-rev GGAAATCCATAGTCTGTT

E-box1-forw GGGCCCTCATTTTCATGTGGGGCCTGGGGG

E-box1-rev GGCCCCCAGGCCCCACATGAAAATGAGGG

E-box2-forw GGCATTCAAATCTCACATGGATTTATCTCC

E-box2-rev GGGGAGATAAATCCATGTGAGATTTGAATG

HumNecdinprom-forw CTGGGCAGAGGGAAAAGACAT
HumNecdinprom-rev ATCGACTCCCTACCAAATCAGA

17



2. Material & Methoden

IRES2-forw-440
IRES2-rev-820

LMO1-Sall-forw
LMO1-Sall-rev

LMO2-Sall-forw
LMO2-Sall-rev

LMO4-Sall-forw
LMO4-Sall-rev

LMO4-Stul
LMO4-Xbal

m36B4-forw
m36B4-rev

mAdipsin-forw
mAdipsin-rev

CATTGACGTCAATGGGAGTT
GGAATGCTCGTCAAGAAGAC

CAGTCGACCTATGATGGTGCTGGACAAGGA
GTGTCGACGTTTACTGAACCTGGGATTCAA

CAGTCGACCTATGTCCTCGGCCATCGAAAG
GTGTCGACGTCTAGATGATCCCATTGATCT

CAGTCGACCTATGGTGAATCCGGGCAGCAG
GTGTCGACGTTCAGCAGACCTTCTGGTCTG

GTAGGCCTATGGTGAATCCGGGCAGCAGC
CATCTAGATTCAGCAGACCTTCTGGTCTGG

AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT
CCGCAGGGGCAGCAGTGGT

GTGGCTGGTTGGGGTGTGGTCA
AAGTGTCCCTGCGGTTGCTCTC

mausNecdinprom-forw CAACAAACTGAGCATCCAATGA
mausNecdinprom-rev. ~ GAATGCAGATCAAACAAGCAAGA

MausPOMCI1-forw TCGGCCCCAGGAACAGCAGCAGT

MausPOMCl1-rev

mCEB/Pa-forw
mCEB/Pa-rev

mCEB/Pd-forw
mCEB/P&-rev

mPPARy-forw
mPPARy-rev

Necdin-BW-748
Necdin-FW-215

NSCL2-forw
NSCL2-rev

OBM-1
OBW-1
OBW-2

GGGGGCCTTGGAATGAGAA

GGGTGGAACAGCTGAGCCGTGAACT
ATCCAGCGACCCGAAACCATCCTCT

AGCCCACTCCACCCACTT
CGACAACTCCACCAGCTTC

TGCGGAAGCCCTTTGGTGAC
CTTGGCGAACAGCTGAGAGGAC

TTCAGGTAATTCTGATGGACG
AATCCTGCAGCAGGCCGC

AGGTATACCGATGATGCTGAGTCCGGACCA
TTGCGGCCGCAGCTACACGTCCAGGACATGGTT

TGACCTGGAGAATCTCT
TGACCTGGAGAATCTCC
CATCCAGGCTCTCTGGC
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Prefl-1 GTCCCACGTGCGCGAAGAAGC
Pref1-2 CTGGGGTGGGGTGGGGTGAA
Resistin-forw TCCAAATGCAATAAAGAACA
Resistin-rev GCAGAGCCACAGGAGCAG

SP6 CATACGATTTAGGTGACACTATAG
SREBP1-1 CCACATGGCGGGAGCACAC
SREBP1-2 GCCCAGCCGGATCTACACTATG

T3 ATTAACCCTCACTAAAG

T7 CGCGCGTAATACGACTCACTTATAG

2.1.7 Mausstimme

Ob/ob (C57BL/6J Lep®™) The Jackson Laboratory, USA

Von Prof. Braun zur Verfiigung gestellt. (Kriiger et al.,
NSCL-2 2004)
POMC-EGFP (Cowley et al., 2001)

2.1.8 Bakterienstimme

Fiir Transformationen wurden Bakterien vom Stamm XL/-Blue (supE44 hsdR17 recAl
endA1l gyrA46 thi relAl lac-; F-[proAB+ aclq lacZdeltaM 15 Tnl10(tetr)]) ; (Bullock et. al.,

1987, Stratagene) verwendet.

2.1.9 Zelllinien

GT1-trk (maus) Hypothalamische neuronale Zelllinie, InPro
Biotechnology, USA; (Mellon et al., 1990)
HEK 293T (human) Von Prof. Braun zur Verfiigung gestellt.

(Graham et al., 1977)

19



2. Material & Methoden

2.1.10 Klonierungsvektoren

pBlueskript KSII+ (Genbank-Nr.: X52327)  Stratagene, USA

PCS2MT von Prof. Braun zur Verfiigung gestellt
pGEM®-T Vector Promega, Heidelberg

pIRES2-EGFP Clontech, USA

pT7BSal von Prof. Braun zur Verfiigung gestellt

2.1.11 Antikorper

Alexa Fluor® 488 Hiinchen anti- Kaninchen
IgG (H+L) 1:1000

Anti c-myc Epitop (Klon 9E10), 1:50 Von Prof. Braun zur Verfiigung gestellt
Anti E12, 1:30 Von Prof. Braun zur Verfiigung gestellt
Kaninchen polyklonal anti-GFP, 1:10.000  MoBiTec, Gottingen

MoBiTec, Géttingen

2.2 Methoden

Standardtechniken der Molekularbiologie wurden, wenn nicht anders erwihnt, gemél
»,Molecular Cloning” (Sambrook et al., 1998) oder ,,Current Protocols in Molecular Biology*
(Ausubel et al., 1992) durchgefiihrt. Die Sterilisation von Verbrauchmaterialien, Losungen
und Medien erfolgte in Autoklaven der Firmen Fedegari und H+P Labortechnik bei 121°C
unter Druck flir 20 min. Glaspipetten fiir die Zellkultur wurden 180°C fiir 6 H in einem
Trockenschrank sterilisiert. Hitzesensitive Fliissigkeiten wurden durch 0,2 pm oder 0,45 um

Cellulose-Acetat-Filter der Firma Sautorius sterilfiltriert.

2.2.1 Priaparation von Nukleinsiduren aus Geweben

2.2.1.1 Isolation von genomischer DNA

Fiir die Genotypisierung der in der Arbeit verwendeten Mause wurde diesen ein ca. 1 cm
langes Stiick Schwanzspitze abgeschnitten, in 500 pl Proteinase K-Puffer {iberfiihrt und tiber
Nacht bei 56°C unter Schiitteln inkubiert. Nicht lysierte Gewebeteile wurden durch 10-

miniitige Zentrifugation bei 13000 rpm sedimentiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml
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Eppendorf-Gefal iiberfiihrt. Die genomische DNA wurde mit 500 pl Isopropanol prazipitiert.
Nach Zentrifugation und Waschen der DNA mit 70% Ethanol erfolgte die Losung in 100 pl
TE-Puffer {iber Nacht bei 56°C. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

2.2.1.2 Isolation von RNA aus tierischem Gewebe

Zur Gewinnung von RNA wurden entsprechende Gewebe entnommen und entweder sofort in
Trizol® Reagent iiberfithrt oder zur Zwischenlagerung in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei —80°C gelagert. Zellen wurden nach Waschen mit PBS in Trizol aufgenommen und
bei —80°C gelagert. Die Homogenisierung des Gewebes erfolgte unter Kiihlung mit einem
Ultraturrax T8 von IKA Labortechnik. Die Aufreinigungs- und Féllungsschritte wurden laut
Protokoll des Trizol-Herstellers Invitrogen durchgefiihrt. Die préazipitierte RNA wurde in H,O

resuspendiert.

2.2.2 Reinigung und Fillung von DNA

2.2.2.1 Aufreinigung von DNA

Um DNA von Proteinen zu trennen, wurde die zu reinigende Ldsung mit dem gleichen
Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI 25:24:1, Roth) in ein ,,Phase Lock Heavy
Gel*“ GefaBl der Firma Eppendorf iiberfiihrt und kriftig gemischt. Durch Zentrifugieren
trennen sich die Komponenten entsprechend ihrer Dichte, wobei das ,,Phase Lock* Gel eine
Barriere zwischen oberer wissriger Phase und unterer organischer Phase bildet. Nach 5-
miniitiger Zentrifugation bei 13000 rpm wurde die wéssrige Phase in ein neues Gefdl3

uberfiihrt.

2.2.2.2 Fallung

Der DNA-Losung wurde ein Volumen 4 M Ammoniumacetat zugesetzt und zu diesem Ansatz
zwei Volumen Isopropanol gemischt. Nach 30-mintitiger Inkubation bei RT wurde fiir 30 min
bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das DNA Prizipitat mit 70%

Ethanol gewaschen und anschlieend in H,O aufgenommen.
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2.2.3 Konzentrationsbestimmung von gelosten Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am BioPhotometer von Eppendorf. Das Verfahren
beruht auf der Messung der Absorption bei 260 um und es gilt folgende Regel: 1 ODag
entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger DNA oder 40 pg/ml einzelstrangiger DNA bzw. RNA.
Das Verhiltnis der Nukleinsdureabsorption zur Proteinabsorption gibt Auskunft {iber den
Reinheitsgehalt einer Nukleinsdurelosung. Das Absorptionsmaximum fiir Proteine liegt,
basierend auf der Absorption der aromatischen Aminosdurereste, bei 280 nm. Durch
Bestimmung des Verhiltnisses von OD,g zu OD,g0 kann man erkennen, inwiefern eine DNA-
Losung noch durch Alkohol und Proteinreste verunreinigt ist. Ein Verhéltnis von 1,8 spricht
fiir eine reine DNA-Isolierung, ein Verhéltnis von 2,0 fiir eine reine RNA-Isolierung. Ist die
Nukleinsdurelosung mit Proteinen oder Phenol kontaminiert, so ist der Wert signifikant
kleiner. Eine 50-%ige DNA-Protein-Losung zeigt ein Verhéltnis von OD,g zu OD,g von ca.

L,5.

2.2.4 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsiuren

Diese Technik dient der analytischen und priparativen Trennung von DNA-Fragmenten. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte je nach Grof3e der zu detektierenden DNA Fragmente in
1-3%-igen Agarosegelen in Flachbettgelapparaturen mit 1x TAE-Puffer. Eine entsprechende
Agarosemenge wurde in 1x TAE-Puffer geldst und in einem Mikrowellenherd aufgekocht.
Die fliissige Agarose wurde mit 3 pl Ethidiumbromidlésung pro 100 ml versetzt und in die
Apparatur gefiillt. Die zu analysierende DNA-Probe wurde in entsprechendem Verhéltnis mit
6x Gel-Ladepuffer versetzt und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde fiir 3-6 H bei 60-
100 V durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Fotodokumentation in Gegenwart von UV-
Licht. Zur GroBenbestimmung der DNA-Fragmente dienten die DNA-Langenstandards
PUCI8 mit Sau3A hydrolysiert bzw. A-DNA mit EcoRI/HindIIl hydrolysiert, welche

ebenfalls auf das Gel aufgetragen wurden.
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2.2.5 Elektroelution von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente konnen mittels dieser Methode aufgrund ihrer negativen Ladung
elektrophoretisch aus Agarosegelstiicken eluiert werden. Die Elutionskammer wurde mit 1x
TAE-Puffer, die V-féormigen Kanile mit 3 M NaAc und die mit den Kanilen verbundenen
Kammern mit DNA enthaltenden Agarosestiicken befiillt. Die Elution erfolgte bei 100 V fiir
ca. 30 min. Durch die hohe Salzkonzentration nimmt die Leitfdhigkeit stark zu, so dass die
Wanderungsgeschwindigkeit stark verlangsamt wird und die DNA im Kanal verbleibt. Die
DNA wurde durch Zugabe des 2,5-fachen Volumens an Ethanol nach einstiindiger Inkubation
bei —20°C und Zentrifugation bei 13000 rpm prézipitiert.

2.2.6 Klonierung von DNA

2.2.6.1 Hydrolyse von DNA mittels Restriktionsendonuklasen

Restriktionsenzyme erkennen spezifische Sequenzen doppelstringiger DNA, meist
Palindrome, und spalten die Phosphodiesterbindung zwischen zwei Nukleotiden an
bestimmten Stellen dieser Erkennungssequenzen. Zur enzymatischen Spaltung wurde die
DNA mit der entsprechenden Endonuklease in einem optimierten Puffer bei 37°C inkubiert.
Die Inkubationszeit richtete sich nach der DNA-Menge. Eine Einheit Enzym verdaut 1 pg
DNA 1n einer h.

2.2.6.2 Dephosphorylierung von linearisierten Vektoren

Zur Vorbereitung auf die Ligation wurde der linearisierte Vektor am 5’-Terminus mit
Alkalischer Phosphatase, Shrimp von Roche laut Herstellerprotokoll dephosphoryliert. Dies

verhindert eine Religation der Plasmidenden bei der Ligation.

23



2. Material & Methoden

2.2.6.3 Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten in dephospholylierte Vektoren wurde die T4-DNA-
Ligase genutzt. Die Menge an Plasmid-DNA betrug 50 ng. Das entsprechende DNA-
Fragment wurde in dquimolarem Verhiltnis beigemischt. Die Reaktion erfolgte mit 10 U

Ligase in entsprechendem Puffer fiir 2 H bei RT oder bei 16°C {iber Nacht.

2.2.6.4 Herstellung PEG-kompetenter E.coli Zellen

500 ul einer 5 ml E.coli Ubernachtkultur wurden in 50 ml Medium A iiberfiihrt und bei 37°C
bis zu einer optischen Dichte von 0,55 bei 600 um kultiviert. Anschlieend wurde fiir 10 min
auf Eis gekiihlt und die Zellen 10 min bei 1500 g und 4°C abzentrifugiert. Das Zellsediment
wurde in 500 pl eiskaltem Medium A aufgenommen, vorsichtig mit 2,5 ml Medium B

vermischt. Aligots von je 100 ul wurden bei - 80 °C gelagert.

2.2.6.5 Transformation von Plasmid-DNA in E.coli Zellen

Die Transformation ist als Einschleusung von DNA in kompetente Bakterien definiert. Durch
eine Vorbehandlung der Bakterien ist die Membran teilweise permeabel fiir Molekiile. Durch
die Kultivierung der transformierten Bakterien konnen Klonierungsprodukte vervielfaltigt
werden.

100 ul PEG-kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 5 ul des Ligationsansatzes
gemischt und fiir 25 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 90 Sekunden bei
42°C. Nach Inkubation fiir 2 min auf Eis wurden die Zellen mit 1 ml LB-Medium versetzt
und fiir eine h bei 37°C kultiviert. Der Ansatz wurde dann auf LB-Agarplatten mit
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Nach Inkubation {iber Nacht bei 37°C wurden

Kolonien fiir die Isolation von Plasmid-DNA gepickt.
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2.2.7 Priaparation von Plasmid-DNA

2.2.7.1 DNA Maxi-Priaparation

Zur Gewinnung hochreiner DNA wurde eine Maxi-Priparation mit Cisiumchlorid-
Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt.

500 ml Superbroth wurden mit einer 5 ml Ubernachtkultur beimpft und fiir 24 H bei 37°C
geschiittelt. Nach einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Bakterien bei 5000 rpm
und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 40 ml eiskaltem GET-Puffer aufgenommen,
80 ml Lysispuffer addiert und 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 40 ml Hochsalz und
einer Inkubation fiir 15 min auf Eis wurden die ausgefallenen Proteine 10 min bei 4°C und
10000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde filtriert und die Plasmid-DNA mit
1,5 Volumen Isopropanol prézipitiert. Die Zentrifugation erfolgte bei 4°C und 10000 rpm fiir
30 min. Das Pellet wurde in 5,5 ml 1 x TE aufgenommen.

Fiir die sich anschlieBende Dichtegradientenzentrifugation wurde die geloste DNA mit 1 g
Céasiumchlorid und 0,1 ml 1% Ethidiumbromid pro ml Losung versetzt und in Optiseal
Zentrifugenrdhrchen (Beckmann) gefiillt. Nach 24 h Ultrazentrifugation bei 45000 rpm wurde
unter UV-Licht die Plasmid-DNA-Bande mit einer Spritze abgezogen. Die
Dichtegradientenzentrifugation wurde wiederholt. Zur Entfernung des Ethidiumbromid aus
der isolierten Plasmid-DNA wurde mit Isobutanol/12% H,O extrahiert. Der Vorgang wurde
so oft wiederholt, bis die wissrige Phase farblos war. Das Cidsiumchlorid wurde durch

Dialyse mit 1x TE iiber Nacht entfernt. Die DNA wurde mit Ethanol gefillt.

2.2.7.2 DNA Minipriparation

Die Minipriparation liefert ausgehend von einer 2 ml Ubernachtkultur einer rekombinanten
Bakterienkolonie bis zu 50 pg DNA.

Nach Sedimentierung der Bakterien wurden diese in 100 pl eiskaltem GET-Puffer
resuspendiert und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl frischem Lysispuffer
wurde wiederum fiir 5 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde mit 150 pl Hochsalz gemischt
und fiir 10 min auf Eis belassen. Die ausgefallenen Zelltrimmer, genomische DNA und
Proteine, wurden bei 13000 rpm fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
1,5 ml Eppendorfgefd3 iiberfiihrt und durch Zugabe von 800 pl Ethanol die Plasmid-DNA
préazipitiert. Die DNA wurde mittels Zentrifugation pelletiert, mit 70% Ethanol gewaschen
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und in 50 pul H,O aufgenommen. Anschliefend folgte ein RNase A Verdau fiir 30 min bei
37°C.

2.2.7.3 Plasmidpraparation mittels Siule

Neben den oben genannten Prédparationstechniken wurden zur DNA-Maxipriparation auch

Nucleo Bond® PC500 von Macherey-Nagel verwendet.

2.2.8 Sequenzierung doppelstringiger DNA

Das verwendete "Cycle Sequencing" System beruht auf dem Kettenabbruch-Verfahren nach
Sanger (Sanger et al., 1977). Bei der Sequenzreaktion werden hier neben den vier Desoxy
Nukleosid-Triphosphaten 2°,3"-Didesoxy-Nukleosid-Triphosphate verwendet, welche jeweils
mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen —markiert sind. Die Auftrennung der
Sequenzierprodukte erfolgt mit einem entsprechenden Sequenziergerdt. Fiir die
Sequenzierung wurden ca. 250 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Als Primer dienten die
Universalprimer T3, T7, SP6 bzw. sequenzspezifische Oligonukleotide.

Sequenzansatz:

x ul Plasmid-DNA

4 ul “Ready Reaction Premix”

2 ul “Big Dye Sequencing” Puffer
10 pmol Primer

x ul H,O

10 ul Gesamtvolumen

Die Reaktion erfolgte in einem Eppendorf Mastercycler Gradient. Es wurden 25 Zyklen
durchgefiihrt, die Annealingtemperatur variierte je nach Schmelztemperatur der eingesetzten
Primer zwischen 50° und 60°C. Die Extension erfolgte bei 60°C fiir 2 min, die Denaturierung
fiir 30 Sekunden bei 95°C (2.2.9). AnschlieBend erfolgte die Fillung der DNA. Zum
Reaktionsansatz wurden 5 pl 125 mM EDTA und 75 pl 96% Ethanol hinzugefiigt und durch
mehrmaliges Invertieren gemischt. Es schloss sich eine Inkubation fiir 15 min bei RT an.
Durch  15-miniitige  Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C  wurden die
Amplifikationsprodukte prizipitiert. Der Uberstand wurde verworfen und die DNA

gewaschen und getrocknet. Die Auftrennung und Sequenzierung der Produkte erfolgte laut
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Herstelleranleitung in der Sequenzieranlage (Abi Prism™ 310 Genetic Analyzer; Perkin

Elmer).

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die “Polymerase Chain Reaction™ (PCR) ermdglicht eine pseudoexponentielle Amplifikation
von DNA-Fragmenten in vitro. Die Verwendung von der aus dem Bakterium Thermus
aquaticus stammenden hitzestabilen Tag-Polamerase (Saiki et al., 1985) ermdglichte eine
Automatisierung der Reaktion durch Einsatz von Thermocyclern. Die Anlagerungstemperatur
(Tan) der Primer, die fiir den Start der Polymerase-Reaktion notig sind, errechnete sich aus
folgender Formel:

Tan = (4 x (G+C) + 2 x (A+T))-5°C, (1)
wobei G, C, A und T fiir die vier Basen der DNA stehen.

2.2.9.1 PCR zur Genotypisierung von Miusen

e Stamm ob/ob (Ingalls et al., 1996)

Fiir jedes Tier wurden zwei Reaktionen gefahren, eine fiir das Wildtyp-Allel und eine fiir das
mutierte Allel des obese Gens. Da es sich bei dieser natiirlichen Mutation um eine
Punktmutation von Cytosin zu Thymin handelt, kann man sich die abweichenden
Anlagerungstemperaturen eines Wildtyp- und Mutanten-Primers zunutze machen. Féhrt man
z.B. die beiden PCR-Ansitze einer Ob/Ob WT-Maus bei einer Anlagerungstemperatur von
54°C, so wird nur in der Wildtyp-PCR, aber nicht in der Mutanten-PCR ein Produkt von
110 bp amplifiziert.. Bei einer heterozygoten Ob/ob Maus findet sich das Produkt in beiden

Ansétzen und bei einer ob/ob Maus nur in der Mutanten-PCR.

PCR-Ansatz: PCR-Programm:

100 ng genomische DNA 1.95°C 5’

50 pmol Primer OBW-1 (OBM-1 fiir Mutanten-PCR) 2.95°C 17

50 pmol Primer OBW-2 3.54°C 17

10 pl 10x PCR-Puffer 4.72°C 1’

20 pl 5x PCR-Enhancer 38 Zyklen beginnend bei 2.
2 ul ANTP-Mix 10 mmol 5.72°C5’

1 pl Tag-Polymerase (5 U)

x ul H,O

100 pl Gesamtansatz
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Die PCR Produkte wurden in einem 3%-igen Agarose-Gel aufgetrennt (Agarose NuSieve®
1:3; Biozym).

e Stamm POMC-EGFP (Overstreet et al., 2004)

Diese Méduse exprimieren unter der Kontrolle des Proopiomelanocortin (POMC) Promotors
das ,.,enhanced green fluorescent protein“. Mittels ,,touch down*“-PCR wurde ein Produkt von
220 bp amplifiziert, welches sich in hetero- und homozygoten Miusen an Intensitdt im
Agarosegel unterscheidet. Da homozygote Mause zwei transgene Allele aufweisen, sollte die

Intensitdt der Bande stirker sein. Wildtyp Tiere weisen bei der Genotypisierung keine Bande

auf.
PCR-Ansatz: PCR-Programm:
100 ng genomische DNA 1.95°C 5’
2,25 ul sense GFP-Primer (25uM) 2.95°C 1I”
2,25 pl antisense GFP-Primer (25uM) 3.67°C 1’ verringere um 1°C/Zyklus
2,5 ul 10x PCR-Puffer 4.72°C 1"
2 ul ANTP-Mix 2,5 mM 16 Zyklen beginnend bei 2.
0,5 ul Tag-Polymerase (5 U) 5.94°C 1’
x pul H,O 6.52°C 1’
25 ul Gesamtansatz 7.72°C 1’
15 Zyklen beginnend bei 5.
8.72°C 5’

2.2.9.2 PCR-Mutagenese

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine sogenannte ,,Site-directed mutagenesis* durchgefiihrt,
um die beiden E-Boxen innerhalb des Necdin-Promotors, der durch Bindung von NSCL-2 an
die E-Box Sequenzmotive im Reporterplasmid pTA-Luc-NP die Expression der Luciferase
kontrolliert, zu mutieren. Damit sollte indirekt die spezifische Bindung von NSCL-2 in die E-
Boxen des murinen Necdin-Promotors bestitigt werden.

Primer zur Mutagenese der E-Box1 (-701 bis -696) CATGTG mutiert zu TCGGTG:

Elmut necdinprom-forw TATATATATTTTATATATCCCTCATTTTTICGGTGGGGC
CTGGGGGATTTAAATTCT

Elmut necdinprom-rev. = AGAATTTAAATCCCCCAGGCCCCACCGAAAAATGAGG
GATATATAAAATATATATA
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Primer zur Mutagenese der E-Box2 (-553 bis —548) CACATG mutiert zu TGAATG:

E2mut necdinprom-forw TCTACTACTTCTAGAACATTCAAATCTTGAATGGATTT
ATCTCCAGTGTCTGTAAC

E2mut necdinprom-rev. =~ GTTACAGACACTGGAGATAAATCCATTCAAGATTTGA
ATGTTCTAGAAGTAGTAGA

Die Mutagenese wurde mit dem QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (#200519-5)
der Firma Stratagene durchgefiihrt und richtete sich nach dem Herstellerprotokoll. Die
Mutationskonstrukte heiBen pTA-Luc-NP-EBox1-mut, -Ebox2-mut und —Ebox1,2-mut.

2.2.9.3 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription ist eine Methode zu Umschreibung von isolierter RNA in ¢cDNA,
wodurch man in einer anschlieBenden PCR spezifische mRNA-Molekiile nachweisen und
quantifizieren kann. Die Durchfiihrung erfolgte laut Herstellerprotokoll mit der Super
Script™ II Reversen Transcriptase von Invitrogen. Als Ausgangsmenge wurden jeweils 500
ng RNA eingesetzt. Durch den Einsatz von Oligo-dT Primern wurden spezifisch Boten-RNA
Molekiile umgeschrieben, da diese einen ,,Poly-A“ am 3’-Ende besitzen, an dem sich der
Primer anlagert. Nach Abschluss der cDNA Erststrangsynthese schloss sich ein RNA Verdau
mit RNase H flir 20 min bei 37°C an. Zur Amplifikation spezifischer cDNA Fragmente wurde
1 ul des 20 ul cDNA Ansatzes in einer PCR mit entsprechenden Primern eingesetzt. Um
eventuelle Kontaminationen der Reaktionskomponenten feststellen zu kdnnen, wurde immer
eine Negativkontrolle mit Wasser anstelle von cDNA mitgefiihrt. Zur Uberpriifung der
erfolgreichen cDNA Synthese wurde jeweils eine PCR zum Nachweis der Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgefiihrt. Dieses Enzym ist konstitutiv in allen
Geweben in hohem Malle exprimiert und gehort deshalb zu Gruppe der Haushaltsgene.

2.2.9.4 Real-Time-PCR

Zur Ermittlung quantitativer Unterschiede in der mRNA Expression verschiedener Gruppen
wurden Real-Time-PCR Reaktionen in einem ICycler® von BioRad durchgefiihrt. Um cDNA
Proben (2.2.9.3) und Standards (Genabschnitt in pGem T-Vektor kloniert, bekannte Anzahl

Kopien, Verdiinnungsreihe) vergleichen zu konnen, ist eine Minimierung moglicher
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Pipettierfehler anzustreben. Deshalb wurden statt 1 ul cDNA zu pipettieren, von den 20 pul
cDNA Ansitzen 1:5 Verdiinnungen hergestellt und je 5 pl dieser Verdiinnungen eingesetzt.
Fiir den PCR-Ansatz wurde das QuantiTect SYBR® Green PCR Kit (#204143) von Qiagen
verwendet. Fiir jedes zu analysierende Gen wurden in einem PCR Lauf eine Standardreihe
(10® Kopien, 10’ Kopien, ..., 10> Kopien) und die unbekannten cDNA Proben gefahren.

Die Messung beruht auf der verstirkten Fluoreszenz des SYBR® Green nach Einlagerung in
die kleine Furche doppelstrangiger DNA. An die PCR schloss sich eine Schmelzkurve an, in
der von 60°C Ausgangstemperatur pro Zyklus die Temperatur um 0,5°C bis auf 95°C erhoht
wurde. Schmelzkurven ermdglichen eine Aussage iiber die Reinheit des PCR Produkts und
geben Auskunft tiber das Auftreten von Primer Dimeren.

PCR-Ansatz:

5 ul cDNA (1:5 verdiinnt)

10 pl 2x QuantiTect” Mix

20 pmol Primer 1

20 pmol Primer 2

0,2 ul 100x Fluorescein Calibration Dye
ad H20

20 pl Gesamtansatz

PCR-Programm:

1.95°C 830"

2.95°C 30~

3.Tan 307

4.72°C 1’ (“Real Time” Fluoreszenz Messung)

40 Zyklen

5.72°C 17

6. 60°C 10" Erhohung 0,5°C/Zyklus (“Real Time” Fluoreszenz Messung)
70 Zyklen

7. 14°C HOLD

2.2.10 Southern Blot und Hybridisierung von Nukleinsiuren

2.2.10.1Verdau und Transfer von DNA (NSCL-2 Genotypisierung)

In einem 30 pul Restriktionsansatz wurden 20 ul genomische DNA mit der
Restriktionsendonuklease Bgl II {iber Nacht bei 37°C verdaut. Der Ansatz wurde in einem
1%-igen Agarosegel aufgetrennt, bis die fiir die Genotypisierung relevanten Banden von
9,5 kb (Wildtyp) und 3 kb (Mutante) gut voneinander getrennt vorlagen. Das Gel wurde fiir
10 min mit 0,25 M HCI inkubiert, was zu einer Depurinierung der DNA fiihrt. Nach 10-
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miniitigem Waschen in H,O wurde die DNA in einem Kapillar-Blot {iber Nacht mit 0,4 M
NAOH auf eine positiv geladene Nylonmembran (Biodyne B Transfer Membran 0,45 um;
Pall) transferiert. AnschlieBend wurde 10 min in 2x SSC gewaschen und die Membran fiir
eine h bei 80°C im Vakuumofen getrocknet. Die Membran wurde fiir eine h bei 65°C unter
Schiitteln in 0,1x SSC/0,1% SDS-Losung inkubiert und anschlieend fiir zwei bis drei H bei
gleicher Temperatur prahybridisiert.

2.2.10.2 Prahybridisierung

Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran wurde pro ml
Church&Gilbert Puffer 200 pg geldste Heringssperma-DNA zugegeben, welche vorab 5 min
bei 95°C denaturiert und anschliefend kurz auf Eis inkubiert wurde. Die Priahybridisierung

erfolgte fiir zwei bis drei H bei 65°C im Hybridisierungsofen.

2.2.10.3Radioaktive DNA-Markierung

Die am hiufigsten verwendete Methode ist das,random priming®“. Hierbei wird die zu
markierende doppelstringige DNA in die beiden Einzelstringe denaturiert und mit
Zufallshexameren (,random primer*) hybridisiert, die dann als Primer fiir eine DNA
Polymerase (Klenow Fragment) dienen. Die Markierung erfolgt durch Einbau von
radioaktiven Nukleotiden ([a-**P]-dCTP, Amersham). Die Linge der entstehenden markierten
Fragmente betrdgt liblicherweise zwischen 250 und 500 Nukleotide. Diese Methode eignet
sich jedoch nur fiir DNA-Fragmente grofer 300 Nukleotide, da bei kiirzeren die
Wabhrscheinlichkeit fiir die ,,Random Primer®, eine Bindungsstelle zu finden, stark abnimmt,
was zu einer niedrigen Einbaurate fiihrt.

Als Matrizen-DNA fiir die NSCL-2 Genotypisierung wurde ein isoliertes 1,3 kb Sacl/Scal
Fragment aus dem 3" Bereich des NSCL-2 Gens verwendet, dass zuvor 5 min bei 95°C
denaturiert und dann auf Eis abgekiihlt wurde.

Ansatz:

30 ng DNA in 30 ml H,O

10 ul Oligo-labeling-Buffer (OLB)
2 pl 10 mg/ml BSA
5 ul [0->*P]-dCTP (50 nCi)
1 pl Klenow Fragment (2U/ul)
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Der Ansatz wurde fiir zwei bis drei H bei 37°C inkubiert. Darauf folgte eine Probenreinigung
mittels NAP-5 Sédulen (Amersham) in Anlehnung an das Herstellerprotokoll. Zur Markierung
von doppelstrangigen Oligonukleotiden (2.2.11) wurden 100 ng DNA mit 5 mM dNTP’s ohne
dCTP und 30 puCi [0-?P]-dCTP fiir 20 min bei RT inkubiert. Es wurden 2 ml 5 mM dCTP
zugesetzt und der Ansatz fiir weitere 5 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
1 ul 0,5 M EDTA gestoppt und der Ansatz auf ein 8%-iges natives Polyacrylamid-Gel (PAA-
Gel) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte fiir 3-4 H bei 15 V/cm. Durch kurzen Auflegen
eines Filmes und anschlieBende Entwicklung wurde die Lauthéhe der markierten
Oligonukleotide ermittelt und diese ausgeschnitten. Es schloss sich eine Elektroelution (2.2.5)
an. Das eluierte Fragment wurde mit 1 ml Ethanol und 1 pl Glykogen (10 mg/ml) fiir zehn
min im Trockeneisbad und Zentrifugation geféllt. Nach dem Waschen wurde das Pellet in

300 pl Wasser aufgenommen und die Radioaktivitdt bestimmt.

PAA-Gel (8%-ig):

26,6 ml  Rotiphorese® Gel 40

5ml 10x TBE

ad 100 ml H,O

300 ul  25% Ammoniumpersulfat (APS)

300 ul  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

2.2.10.4Hybridisierung

Die Prihybridisierungslosung wurde durch die Hybridisierungslosung, bestehend aus
Church&Gilbert Puffer, 100 pg/ml Heringssperma DNA und der radioaktiven DNA-Sonde
(1,5-3x 10° cpm/ml) ersetzt und die Membran iiber Nacht bei 65°C im Hybridisierungsofen
hybridisiert. Es schlossen sich drei 15-miniitige Waschgédnge mit 40 mM NaH,PO4/1% SDS

an.

2.2.10.5Autoradiographie

Die feuchten, gewaschenen Membranen wurden in Klarsichtfolie eingewickelt und mit einem
Film (Kodak) in lichtundurchldssigen Kassetten exponiert. Je nach Radioaktivitit der Filter
variierte die Expositionszeit (2 min bis 14 Tage) und Temperatur (RT oder —80°C). Die Filme

wurden in einer Dunkelkammer routinemifig entwickelt.
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2.2.11 Hybridisierung von komplementiren Oligonukleotiden

Um z.B. fir DNA-Protein-Bindungsnachweise wie den EMSA (2.2.13) funktionale
Sequenzmotive zur Verfligung zu haben, ist es notwendig, komplementdre Oligonukleotide

von ca. 20 bp Lange zu hybridisieren.

Ansatz:

1 p Oligonukleotid 1 (1 pg/ul)
1 p Oligonukleotid 2 (1 pg/ul)
2 ul 5x Oligo-annealing Puffer
ad 10 pul H,O

Der Ansatz wurde zwei min bei 95°C inkubiert und sofort fiir 15 min in ein 65°C warmes
Wasserbad (Becher gefiillt mit Wasser in 65°C Wasserbad stellen) tiberfiihrt. AnschlieBend
erfolgte eine langsame Abkiihlung, indem der Ansatz zusammen mit dem Becher 40 min bei
RT stand. Es schloss sich eine 30-miniitige Inkubation bei 37°C an. Der Ansatz wurde bei —

20°C gelagert.

2.2.12 In vitro Proteinsynthese

Die Proteinsynthese erfolgte mit Hilfe des TNT® T7/T3 Coupled Reticulocyte Lysate
Systems von Promega laut Herstellerprotokoll. Hierfiir bendtigt man den codierenden Bereich
des gewlinschten Proteins in einem Klonierungsvektor, der iiber einen T3, T7 oder SP6 RNA
Polymerase Promotor stromaufwirts von der zu translatierenden DNA verfligt. Die Lagerung

des Proteinansatzes erfolgte bei —20°C.

2.2.13 Electro Mobility Shift Assay (EMSA)

Mit Hilfe dieser Methode ist es mdglich, Proteine, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, die an
spezifische DNA-Sequenzmotive binden, zu identifizieren. Ebenso kann man in einem EMSA
nach potentiellen Bindungssequenzen fiir ein bekanntes Protein suchen.

Zum Nachweis der Bindung von in vitro translatiertem NSCL-2 an E-Box Sequenzmotive aus
dem Necdin-Promotorbereich wurden 2 pl Lysat aus der vorangegangenen in vitro

Proteinsynthese (2.2.12) in 30 ul EMSA-Puffer auf Eis inkubiert. Nach fiinf min wurde der
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radioaktiv markierte doppelstrangige Oligonukleotid (2.2.10.3) (70000 cpm entsprechend ca.
25 pmol) hinzugefiigt und der Ansatz fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert. In
Kompetitionsansidtzen wurden unmarkierte doppelstringige Oligonukleotide bzw.
Oligonukleotide mit mutierter E-Box in verschiedenen Konzentrationen gleichzeitig mit der
markierten DNA zugesetzt. Nach abschlieBenden 5 min bei RT wurde der Ansatz auf ein 4%-
iges natives Polyacrylamid-Gel geladen und mit 0,5x TBE bei 10 V/cm in einer 4°C
Kiihlkammer drei bis vier H gefahren. Das Gel wurde 15 min in 10% Essigsdure fixiert, auf
Whatman Papier gebracht und fiir 90 min bei 80°C in Vakuumtrockner getrocknet. Das Gel

wurde iiber Nacht bei -80°C exponiert und der Film entwickelt.

2.2.14 Immunoprizipitation

2.2.14.1 Ko-Immunoprizipitation

Zum Nachweis von Protein-Protein-Bindungen wurden die entsprechenden in vitro
translatierten (2.2.12), mit S* markierten Proteine zu gleichen Mengen in einem 1,5 ml
Schraubdeckelgefdl (Eppendorf) 15 min bei 4°C auf einem Drehrad (10 Umdrehungen/min)
inkubiert. Um Schwankungen in der in vitro Proteinsynthese abzugleichen, wurden Proben
der synthetisierten Proteine vorab elektrophoretisch in einem denaturierendem PAA-Gel
aufgetrennt und die Stdrke der Proteinbanden nach Autoradiographie des Gels abgeschitzt.
AnschlieBend wurde ein Volumen IP-Solubilisierungspuffer, 1 ul Pferde-Serum und 35 pl
Protein G Sepharose ,,Slurry” zugegeben und die Inkubation fiir eine weitere h bei 4°C
fortgesetzt.

Die Protein G Sepharose wurde vorab dreimal mit IP-Puffer A gewaschen und in einem
Verhéltnis von 1:1 mit IP-PufferA versetzt (,,Slurry*). Nach 15-sekiindiger Zentrifugation
wurde der Uberstand in ein neues GefdB iiberfiihrt, 5 pul Anti-myc Epitop Antikdrper
hinzugesetzt und der Ansatz unter Rotation eine h bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 35ul
Sepharose ,,Slurry* folgte eine Inkubation liber Nacht bei 4°C. Der Sepharose-Antikorper-
Protein-Komplex wurde anschliefend dreimal mit IP-Puffer A und zweimal mit IP-Puffer B
gewaschen, durch Zentrifugation aufkonzentriert und zusammen mit SDS-Gel Ladepuffer
fiinf min gekocht, was zur Dissoziation des Komplexes fiihrt. Somit konnte die Sepharose
durch Zentrifugation aus dem Ansatz entfernt werden. Die verbliebenen Proteine wurden in
einem 12%-igen denaturierendem Polyacrylamid-Gel mittels SDS-Elektrophoresepuffer

aufgetrennt. Das Gel wurde abschlieBend 30 min mit 40% Methanol/ 10% Ameisensédure
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fixiert, 10 min gewdssert und 30 min in 1 M Natriumsalicylat inkubiert. Nach dem Trocknen

wurde das Gel liber Nacht bei —80°C autoradiographisch exponiert.

12%-iges denaturierendes Polyacrylamid-Gel:

Sammelgel Trenngel Fuflgel
0,65 ml PAA 29:1 18 ml PAA 29:1 1,4 ml Trenngel ohne APS,
TEMED
1,25 ml 4x Tris-HCL/SDS 11,25 ml 4x Tris-HCL/SDS 10 ul TEMED
pH 6,8 pH 8,8
3,05 ml H,O 15,75 ml H,O 14 ul 10% APS
75 ul 10% APS 150 pul 10% APS
15 ul TEMED 30 ul TEMED

2.2.14.2 Chromatin-Immunoprizipitation

In Gegensatz zum EMSA (2.2.13), das zur in vitro Analyse von Protein-DNA-Komplexen
genutzt wird, kann man mit der Chromatin-Immunoprézipitation die Bindung von Proteinen
an distinkte DNA-Abschnitte in vivo nachweisen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Methode zum Nachweis der Bindung von NSCL-2 an E-Boxen des humanen bzw. murinen
Necdin-Promotors durchgefiihrt. Humane HEK 293T Zellen bzw. murine GT1-trk Zellen
wurden mit NSCL-2, LMO4, E12 und CLIM2 Expressionskonstrukten transfiziert (2.2.21.3).
Als Negativkontrolle dienten mit leerem pCSMT-Plasmid transfizierte Zellen, wobei dieselbe
Menge DNA wie in der Kotransfektion transfiziert wurde. 48 H nach der Transfektion wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und trypsiniert (2.2.21.1). 10’ Zellen wurden in 50ml
Kulturmedium resuspendiert und DNA-Protein-Komplexe durch Zugabe von Formaldehyd
bis zu einer Endkonzentration von 1% fixiert. Der Ansatz wurde unter gelegentlichem
Invertieren 15 min bei RT inkubiert und anschlieBend 5 min durch Glyzin mit einer
Endkonzentration von 36 mM ,,gequencht®. Es folgten eine 5-miniitige Zentrifugation bei
3000 rpm und ein Waschschritt mit eiskaltem TBS. Die Zellen wurden anschlieend in 10 ml
RIPA-Puffer lysiert, dem zuvor eine Tablette Proteasen-Inhibitor-Cocktail (complete, Mini,
EDTA-free; Roche) zugesetzt wurde. Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis wurde die Lyse
der Zellen durch mehrmaliges Passieren des Ansatzes durch eine Spritze mit 21-er Kaniile
unterstiitzt. Nach Zugabe von 100 pl 10 mg/ml Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) schloss
sich eine weitere Inkubation fiir 30 min auf Eis an. Das Lysate wurde anschlieBend in 1 ml

Aliquots auf 2 ml Mikrozentrifugen-Réhrchen verteilt.
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Durch Sonifizierung (70% Leistung / 0,6 von 1 Zyklus Schalldauer) wurde das Chromatin bis
auf eine Grofe von ca. 500 bp geschert. Es wurde dreimal 10 Sekunden gepulst und zwischen
den Pulsen zwei min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert und der Uberstand in
ein neues Gefal tiberfiihrt. Zur Minimierung unspezifischer Bindungen wurden 30 pl Protein
A Sepharose Beats zugesetzt und der Ansatz 50 min bei 4°C gerollt. Die Sepharose wurde
abzentrifugiert und dem Uberstand anti-myc Epitop Antikorper (Klon 9E10) zugegeben. Nach
dreistiindiger Inkubation auf Eis wurden 30 ul Sepharose A hinzugefiigt und die Bead-
Antikorper-Protein-DNA Komplexe eine h bei 4°C prizipitiert. Es schlossen sich vier
Waschschritte mit RIPA-Puffer, RIPA-500 Puffer, LiCl/Detergent Waschpuffer und TBS an.
Nach Elution der Immuno-Prézipitate mit 1%SDS/TE fiir 10 min bei 65°C folgte die
Reversion der ,,cross-links* in 0,67% SDS/TE fiir 6 H bei 65°C. Zur Entfernung der Proteine
von der DNA wurde der Ansatz mit ChIP-Proteinase K-Ldsung fiir zwei H bei 37°C inkubiert
und anschliefend die DNA aufgereinigt (2.2.2.1) und gefillt (2.2.2.2).

Die Necdin-Promotorregion wurde mittels Standard PCR (2.2.9) in den GT-1#k Zellen durch
Maus Primer (MausNecdinprom-forw, MausNecdinprom-rev) amplifiziert (277 bp), welche
die zwei E-Boxen flankieren. Die Prizipitation des humanen Necdin-Promotorbereiches
wurde durch Amplifikation (276 bp) mit humanen Primern (HumNecdinprom-forw,
HumNecdinprom-rev) nachgewiesen, die eine von drei E-Boxen im 5° Bereich des Necdin-

Gens flankieren.

2.2.15 Priparation von Geweben

Fiir die Praparation von Geweben zur Isolierung von RNA (2.2.1.2) wurden die Méuse durch
zervikale Dislokation getdtet und das entsprechende Gewebe prépariert, direkt weiter
verwendet oder sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

Zur Gewinnung von Serum wurde der Brustkorb erdffnet und Blut mit einer Spritze aus der
rechten Herzkammer abgesaugt. Die Gerinnung erfolgte iiber 4 H auf Eis. Nach
Zentrifugation bei 2000 rpm fiir 5 min wurde das Serum in ein neues Gefaf3 iiberfiihrt und bei
—20°C gelagert. Die immunhistochemische Analyse von bestimmten Geweben erfordert eine
ausreichende Fixierung, die durch kardiale Perfusion mit 4% PFA in PBS erreicht wurde. Der
Maus wurde zur Betdubung Avertin intraperetonial gespritzt. Nach erfolgter Anisthesie
wurde der Brustkorb gedffnet und zunédchst 20 ml kaltes PBS durch die linke Herzkammer in
den Korper gespritzt und darauthin 20 ml kaltes PFA in gleicher Weise verabreicht. Direkt
nach der Perfusion wurden die entsprechenden Gewebe prépariert.
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Histologien von weilem Fettgewebe erfolgten nach Prdparation und sofortiger Fixierung in

gepuffertem 4%-igem Formaldehyd (durchgefiihrt von AG Prof. M. Bliiher, IZKF Leipzig).

2.2.16 Histologie

Agaroseeinbettung und Vibratomschnitte

Adultes Mausgehirn wurde nach Kardialer Perfusion und Préparation nochmals fiir 2 H in 4%
PFA nachfixiert und kurz in PBS gewaschen. Als Einbettungsmedium diente 2%-ige Agarose
in PBS, die nach Aufkochen auf ca. 50°C abgekiihlt wurde. Die Agarose wurde in
Plastikeinbettungsformen iiberfiihrt und das Gewebe sofort darin positioniert. Nach dem
Aushérten der Agarose wurde das Gehirn mit einem Mikrovibratom VT1000S von Leica
geschnitten. Die Schnittdicke betrug 50 um. Die Agarose wurde einzeln wihrend des

Schneidens entfernt und die Schnitte in 24-Well Schalen in PBS bei 4°C gelagert.

2.2.16.1 Harzeinbettung und Ultramikrotomschnitte

Die Einbettung und Histologie von weillem Fettgewebe erfolgte am Interdisziplindren
Zentrum fiir Klinische Forschung der Universitdt Leipzig in der Arbeitsgruppe von Prof.
Matthias Bliiher.

Nach Fixation wurde das Fettgewebe in kleine Wiirfel getrimmt, in PBS gespiilt und in einer
aufsteigenden Ethanolreihe von 50-100% gefolgt von Propylenoxid dehydratisiert. Es schloss
sich eine Infiltration mit Propylen:Epon 812 Mischungen mit graduell ansteigender Resin
Konzentration an. Von den eingebetteten Geweben wurden 0,5 pm dicke Schnitte mit einem
Reichert Ultramikrotom angefertigt. Die Schnitte wurden auf Polylysin beschichtete
Objekttrager gebracht und zur Vorbereitung auf die systematische Analyse der
Praadipozytenzahl, Adipozytenzahl und —gréBe mit Azur-II-Methylenblau angeférbt (Farbung

nach Richardson).

2.2.16.2Immunhistochemie

Die in PBS frei schwimmenden Schnitte (0) wurden direkt fiir eine Fluoreszenz-

Antikorperfarbung eingesetzt. Die Anfarbung erfolgte in 24-Well-Schalen.
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Schritt
Absittigung unspezifischer
Bindungen
1. Antikorper

Waschen
2. Antikorper fluoreszenz-
gekoppelt

Waschen
Waschen
Kernfarbung
Waschen
Einbettung

Losung
5% Hiihnchen Serum in
IHC-Tagl Puffer
Antikorper in entsprechender
Verdiinnung (0) in IHC-Tag1
Puffer
IHC- Tag2 Puffer
Antikorper in entsprechender
Verdiinnung (0) in [HC-Tag2
Puffer
IHC- Tag2 Puffer
PBS
DAPI 1:10000 in H,O
PBS
Mowiol

2.2.16.3Fotodokumentation

Fluoreszenz-Anfarbungen wurden mit

Inkubation
1 h, RT

iiber Nacht , 4°C

2 X, 5 min
1 h, RT

2 X, 5 min

5 min

3 min

5 min
zuvor Gewebeschnitt kurz in
bidest H,O tauchen, Schnitt
auf Objekttrager bringen,
kurz  antrocknen lassen,
anschlieend einbetten

einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss) unter

Verwendung eines entsprechenden Filters vergroflert und mit einer digitalen Nikon Kamera

(Nikon Coolpix 990) fotografiert. Die Bildverarbeitung erfolgte mit dem Programm Adobe

Photoshop 6.0.

2.2.17 Statistische Analyse

Wenn nicht anders erwihnt, sind alle Werte Mittelwerte = Standardfehler. Zur statistischen

Analyse wurden zweiseitige ungepaarte Studentische T-Tests durchgefiihrt. Bei mehr als zwei

Gruppen wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) und anschlieBendem Tuckey-Test angewandt.

Wenn nicht anders angezeigt, lag das Signifikanzlevel bei p < 0,05. Die Auswertung erfolgte
mit Matlab 6.5 (The Mathworks).
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2.2.18 Wirkstoffbehandlung von Miiusen

Die Wirkstoffbehandlung von Maiusen iiber einen Zeitraum von 10 Tagen erfolgte mittels
implantierter osmotischer Minipumpen der Firma Alzet. Der Wirkstoff wurde laut
Herstellerprotokoll in entsprechender Konzentration in das Reservoir tiberfiihrt und die
Pumpe, die bei Korpertemperatur kontinuierlich Fliissigkeit abgibt, subkutan im Nacken der
Maus platziert. Hierfiir wurde das Tier vorab mit Avertin andsthesiert und im Nacken ein ca.
ein Zentimeter langer Hautschnitt gesetzt. Die Pumpe wurde mit der Offnung voran unter die
Haut geschoben und die Wunde mit zwei Klammern geschlossen. Die Wirkstofffreisetzung
erfolgte liber zehn Tage. Wéhrend dieser Zeit wurden die Miuse tdglich gewogen und die
Futteraufnahme dokumentiert. Als Negativkontrollen dienten Mause, denen mit PBS gefiillte

Pumpen implantiert wurden.

2.2.19 Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Bestimmung der Serum Insulin-, Resistin- und
Adiponektinkonzentrationen Sandwich-ELISA Kits der Firma LINCO Research bzw. R&D
Saystems genutzt (2.1.2). Alle Proben und Standards wurden in Duplikaten gemessen und der
Nachweis laut Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Es wurden je 10 pl Mausserum (2.2.15)

eingesetzt.

2.2.20 Radioimmunoassay (RIA)

Die Bestimmung der Serum-Leptinkonzentration erfolgte unter Einsatz von je 100 pl
Mausserum (2.2.15) in Duplikaten mittels Maus Leptin RIA Kit der Firma LINCO Research
(2.1.2). Die Durchfiihrung erfolgte laut Herstellerprotokoll.
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2.2.21 Zellkultur

2.2.21.1 Kultivierung und Passagierung von Siugerzellen

Die Kultivierung erfolgte in entsprechendem Kulturmedium auf Zellkulturschalen (Nunc) in
einem 37°C Zellkulturinkubator (9% CO;). Aller 2 Tage wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. Bei einer Konfluenz von ca. 90% wurden die Zellen mit 1 x PBS gewaschen
und mit 1 x Trypsin/EDTA trypsiniert. Die abgelosten Zellen wurden je nach Zelllinie in

entsprechender Hohe gesplittet und auf neue Zellkulturschalen iiberfiihrt.

2.2.21.2Kryokonservierung von Siugerzellen

Die Zellen wurden trypsiniert und die Aktivitdt des Trypsins mit Kulturmedium gestoppt. Es
folgte eine Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 5 min bei RT. Das Zellpellet wurde in
Einfriermedium aufgenommen, so dass eine Zelldichte von ca. 2 x 10° Zellen pro ml Medium
gegeben war. Die Zellen wurden zu 1 ml Aliquots in Kryordhrchen (Nunc) gefiillt und in
einer Styroporbox iiber Nacht auf —80°C abgekiihlt. Die dauerhafte Lagerung erfolgte bei
-196°C in flissigem Stickstoff. Das Auftauen von Kryostocks erfolgte im Wasserbad bei
37°C. AnschlieBend wurden die Zellen in Zellkulturmedium auf 10 cm Schalen ausgesit. Am

folgenden Tag wurde das Medium gewechselt.

2.2.21.3 Transfektion

Die Aufnahme von DNA in eukaryontische Zellen wird als Transfektion bezeichnet. Es gibt
verschiedene Verfahren zur Einschleusung von Fremd-DNA in Zellen.

2.2.21.3.1 Kalziumphosphat Transfektion

Einen Tag vor Transfektion wurden die Zellen trypsiniert und mittels einer Neubauer
Zahlkammer gezéhlt. Auf 6 cm Zellkulturschalen wurden in Abhéngigkeit von der Zelllinie

so viele Zellen ausplattiert, dass die Zellen zur Transfektion am néchsten Tag ca. 80%

konfluent waren. Am darauffolgenden Tag wurde 2-3 H vor der Transfektion das Medium
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gewechselt. In ein 15 ml Falcon-Rohrchen wurde eine entsprechende Menge DNA vorgelegt.
Dann folgte die Zugabe von Zellkulturwasser und 61 ul 2 M CaCl,. Die Wassermenge wurde
so gewdhlt, dass Ansatz ein Volumen von 500 ul hatte. Es schloss sich die tropfenweise
Zugabe von 500 pl 2 x HBS Puffer an, wobei das Einbringen von Luft durch die Pipette von
grofler Bedeutung war, da die entstehenden CaPO4-DNA-Prézipitate fiir die Endozytose durch
Zellen moglichst fein sein miissen. Der Ansatz ruhte 20 min bei RT und wurde abschlieBend
auf die vorbereiteten Zellen getropft. Am nichsten Tag wurde das Medium gewechselt. Die

Inkubationszeit betrug insgesamt 48 H.

2.2.21.3.2 Lipofektion

Zur Transfektion einiger Zelllinien wurde das Transfektionsreagent Fugene6 von Roche
verwendet. Die Zellen wurden hierfiir einen Tag zuvor gesplittet (2.2.21.3.1) und eine
angemessene Zellzahl auf Zellkulturschalen ausgesit. Die Transfektion wurde laut

Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

2.2.21.4Ubersicht iiber die Kultivierungsmethoden der verwendeten Zelllinien

Ausgesite Zellzahl
Transfektionsmethode/ vor  Transfektion
Zelllinie Medium DNA Menge (6 cm Schale) (6 cm Schale)
GT1-trk D-MEM (4,5 mg/l Lipofektion, 6 pg DNA 3x10°
Glukose, 25 mM
HEPES), 10% FCS,
Pen/Strep/Glutamin
HEK 293T siche C3H10T1/2 Kalziumphosphat- 3x10°
Transfektion, 2 ng DNA

2.2.21.5Transaktivierungs-Analyse mittels Luziferase

HEK293T Zellen bzw. GT1-trk Zellen wurden zur Analyse der Bindung von NSCL-2 an E-

Boxen des Necdin-Promotors mit verschiedenen Expressionskonstrukten transfiziert.
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Transfektionsanséatze:

Reporter pTA-Luc-NP + 3Gal Expressionskonstrukt
Reporter + NSCL-2 + BGal Expressionskonstrukt
Reporter + NSCL-2 + Kofaktor (LMO,E12, CLIM2) + BGal Expressionskonstrukt

Es wurden immer dieselben Gesamtmengen an DNA transfiziert, wobei das
Reporterkonstrukt und das B-Galaktosidase Expressionsplasmid im Unterschuss vorlagen, um
sicherzustellen, dass in jeder pTA-Luc-NP, BGal positiven Zelle auch die

Expressionskonstrukte vorhanden waren. Die Ansdtze wurden in Tripletts vorgenommen.

2.2.21.5.1 Lyse von Zellen

Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen 2 Mal mit 1 x PBS gewaschen. Nach Zugabe
von 1,4 ml PBS wurden die Zellen mit einem Zellkratzer (Greiner) von der Platte abgelost
und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3 iiberfiihrt. Es wurde zwei min bei 2000 rpm zentrifugiert
und das Zellsediment in 100 pl 0,25 M Tris pH 7,5 gelost. Die Lyse der Zellen erfolgte
mechanisch durch wiederholtes Einfrieren auf Trockeneis, Auftauen bei 37°C und Vortexen.

Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation entfernt und der Uberstand bei —20°C gelagert.

2.2.21.5.2  Abgleich von Transfektionseffizienzen

Zur Bestimmung von Transaktivierungen mittels Luciferaseaktivitit wurde zum Vergleich
von Transfektionseffizienzen verschiedener Ansétze stets ein LacZ-Expressionskonstrukt
kotranstiziert. Die im Proteinextrakt befindliche B-Galaktosidasemenge kann durch den
Umsatz des Substrates Chlophenolred-B-D-Galactopyranosid (CPRG) gemessenen werden. Es
wurden 10 ul CPRG mit 70 ul Z-Puffer gemischt. Dem gelben Substrat wurden 10 pl
Proteinextrakt beigemischt und der Ansatz wurde bei 37°C inkubiert, bis eine deutliche
Rotfarbung zu erkennen war. Die Reaktion wurde mit 500 ul 1 M Na,COs gestoppt und die
Extinktion bei 574 nm gemessen. Als Leerwert diente das Substrat plus 10 pl Wasser. Von
den Extinktionswerten ausgehend kann man die Mengen an Proteinextrakt errechnen, die fiir

vergleichende Proteinaktivitditsmessungen eingesetzt werden miissen.
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2.2.21.5.3 Bestimmung der Luziferaseaktivitat

Die Luziferase wird als Reporterprotein genutzt, mit dessen Hilfe die Genexpression und
Funktion eines fremden Gens in einem Wirtsorganismus analysiert werden kann. Das Enzym
oxidiert Luziferin in Gegenwart von ATP, Luftsauerstoff und Magnesium-Ionen. Es kommt
zur Abstrahlung von Licht bei einer Wellenlinge von 562 nm. Nach Bestimmung der
Transfektionseffizienz durch B-Galaktosidase-Analyse wurden die errechneten Mengen an
Proteinextrakt mit 100 pul Luziferase-Messpuffer (Applichem) in einem 5 ml Rohrchen
(Sarstedt) gemischt und im FB 12 Luminometer (Berthold Detection Systems) platziert.
Durch Zugabe von 100 pul 0,25 mM D-Luziferin wurde die Reaktion gestartet. Die
Lumineszenz wird in ,,Relative Light Units*/sec (RLU/sec) gemessen. Die Messung dauerte

10 Sekunden.

2.2.21.6Isolation und Kultivierung von Priaadipozyten

Nach Tétung der Méuse durch zervikale Dislokation wurde das perigonadale Fettgewebe
steril entnommen und kurz in PBS gewaschen. Unter der Sterilbank wurde das Gewebe in
2 ml PBS mit einem Skalpell fein zerkleinert und in 4 ml vorgewédrmten Pridadipozyten-
Isolationspuffer {iberfiihrt. Der Ansatz wurde fiir 40 min bei 37°C im Wasserbad
(90 Umdrehungen/Min) geschiittelt. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde alle fiinf min fiir
10 Sekunden vorsichtig geschiittelt. AnschlieBend wurde der Verdauungs-Ansatz durch einen
100 pm Nylonfilter gefiltert. Es wurde 5 min bei 1500 rpm und RT zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde 10 min bei RT in Erythrozyten Lysis Puffer
resuspendiert und inkubiert. Es wurde wieder zentrifugiert, in Kulturmedium fiir primére
Praadipozyten aufgenommen und auf Zellkulturschalen ausgesit. Alle zwei Tage erfolgte ein

Mediumwechsel.

2.2.21.7 In Vitro Differenzierung von Priaadipozyten

Bei Erreichen der Konfluenz der Prdadipozyten wurde das Kulturmedium durch
Induktionsmedium ersetzt und die Zellen 48 H damit kultiviert. Nach dieser Zeit wurden die

Zellen wiederum mit Praadipozyten-Kulturmedium kultiviert.
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2.2.21.8 Ol-Rot-O Fiirbung

Fiint Tage nach der Induktion der Differenzierung wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und fiir 20 min mit 4%-iger Formaldehyd-Gebrauchslosung fixiert. Nach
dreimaligem Waschen mit destilliertem Wasser folgten zwei 5-miniitige Inkubationen mit
Propylen Glykol. Die Zellen wurden anschlieBend 7 min mit Ol-Rot-O Lésung inkubiert. Die
Farbelosung wurde abgesaugt und 85%-iges Propylen Glycol fiir drei min aufgetragen. Es
wurde in destilliertem Wasser gewaschen und die Zellkerne 30 Sekunden mit Hematoxylin
blaugefarbt. AnschlieBend wurde fiinf min unter flieBendem Leitungswasser gespiilt. Die

Anzahl differenzierter Adipozyten wurde durch Auszéhlen ermittelt.

2.2.21.9 Zell-Charakterisierung mit FACS

Fluorescence-Activated-Cell-Sorter (FACS) sind Laboranalysatoren, welche die Fluoreszenz
von Partikeln messen, die durch eine bestimmte Wellenldnge angeregt werden.

Die Zellen wurden trypsiniert und in FACS Rohrchen iiberfiihrt. Sie wurden mit PBS
gewaschen, drei min bei 1700 rpm zentrifugiert und wiederum in PBS aufgenommen. Die

Bedienung des FACS (Becton&Dickinson) wurde von Herrn Dr. Henning Ebelt tibernommen.

2.2.21.10  Isolation von Adipozyten, Bestimmung der Zellgrofle, des Glukose-

transports , des Glukosemetabolismus und der Lipolyse

Die Charakterisierung isolierter Adipozyten erfolgte am Interdisziplindren Zentrum fiir
Klinische Forschung der Universitdt Leipzig in der Arbeitsgruppe von Prof. Matthias Bliiher.

Die Tiere wurden getotet (2.2.15) und die perigonadalen Fett Pads entnommen. Die
Adipozyten wurden durch Collagenaseverdau (1 mg/ml) isoliert. Ein Teil der Adipozyten
wurde mit Osmiumsédure fixiert und in einem automatischen Zdhlgerit (,,Coulter Counter*)
analysiert, um die Verteilung der Adipozytengrofle und die Zellzahl zu bestimmen (Cushman
und Salans, 1978). Zur Bestimmung des Glukostransports wurden isolierte Adipozyten mit
80 nM Insulin fiir 30 min und anschlieBend fiir weitere 30 min mit 3 uM U-'*C-Glukose
inkubiert. Direkt danach wurden die Zellen mit Osmiumséure fixiert und fiir 48 H bei 37°C

inkubiert. Nach Entfarbung wurde die Radioaktivitit bestimmt (Bliiher et al., 2002).
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Zur Analyse der Lipolyseaktivitit wurden Adipozyten (100 pl einer 10%-igen isolierten
Zellsuspension) fiir die Bestimmung der basalen Lyse in Anwesenheit von Adenosin
Deaminase und 10 uM PIA (N6-[R-(-)-1-methyl-2-phenyl]Adenosin), fiir eine maximale
Lipolyse in Anwesenheit von 100 uM Isoproterenol und fiir die Insulin inhibierte Lipolyse
durch Zugabe von 100 nM Insulin 15 min vor Zugabe von 100 uM Isoproterenol inkubiert.
Der Glyzerolgehalt des Inkubationsmediums wurde nach 15 min durch radiometrische
Analyse bestimmt (Bliiher et al., 2002).

Zur Bestimmung der Lipogenese wurde der Glukosemetabolismus an isolierten Adipozyten
unter Anwesenheit von 5 mM Glukose (3 pM U-"*C-Glukose enthalten) bestimmt. Die in
Triglyceride und CO, eingebaute Glukose wurde nach einer h ohne (basal) oder mit 80 nM
Insulin bestimmt (Tozzo et al., 1995). Die in Laktat eingebaute Glukose wurde mittels

Anionenaustauschsdulen (AG1-X8 Resin, Bio-Rad) bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorarbeiten

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse bauen auf vorangegangene Arbeiten innerhalb
unserer Arbeitsgruppe auf. Von Prof. Dr. Dr. Thomas Braun wurde eine NSCL-2 LacZ
,»knock-in“ Mauslinie generiert, indem die basische Helix-Loop-Helix Domine deletiert und
an dieser Stelle eine Neomycinkassette und das -Galaktosidase Gen inseriert wurde. NSCL-2
Mutanten zeigen eine Gewichtszunahme nach der Pubertdt. Eine Macroarray Analyse von
isolierter RNA aus dem Kleinhirn von neugeborenen NSCL-1 x NSCL-2 Doppelmutanten
zeigte eine Reduktion des Necdin-Gens in Doppelmutanten (Kriiger et al., 2004).

3.2 NSCL-2 aktiviert den Promotor des Necdin-Gens

3.2.1 NSCL-2 bindet in vitro an spezifische Sequenzmotive innerhalb des

Necdin-Promotors

Innerhalb der 5’ flankierenden Region des Necdin-Gens befinden sich zwei CANNTG
Sequenzmotive, so genannte E-Boxen, die als DNA-Bindestelle fir bHLH
Transkriptionsfaktoren dienen (Abbildung 3). Zur Klarung der Frage, ob NSCL-2 spezifisch
an beide oder eine der beiden E-Boxen bindet, wurde ein ,,Elektro Mobility Shift Assay
(EMSA)*“ mit in vitro synthetisiertem NSCL-2 Protein und doppelstrangigen radioaktiven
Oligonukleotiden durchgefiihrt.

5'flankierender Bereich des Necdin Gens

-844 +1
-701 -696 -553 -548

Maus Necdin

Abbildung 3 Schematische Darstellung des Necdin-Gens und der 5’ flankierenden Region. Innerhalb des
Promotorbereiches (-844 bis 0) befinden sich zwei E-Boxen (E1 und E2),die potentielle Bindungsstellen fiir den
bHLH Transkriptionsfaktor NSCL-2 darstellen. Die Stelle +1 symbolisiert die erste Base der codierenden
Region des Gens.
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Die Basenabfolge der Oligonukleotide wurde so gewihlt, dass sie die jeweilige E-Box und
mindestens sechs benachbarte Basen enthalten (E-Box 1:GGGCCCTCATTTTCATGTGG
GGCCTGGGGG; E-Box 2: GGCATTCAAATCTCACATGGATTTATCTCC).

Wie in Abbildung 4 zu sehen, bindet NSCL-2 stark an die E-Box1 (Bahn 1), wohingegen die
E-Box 2 nur ein schwaches Bindemotiv fiir NSCL-2 darstellt (Bahn 8). Die Spezifitit des
EBox-NSCL-2 -Komplexes zeigt sich in Kompetitionsansétzen, in denen zu dem radioaktiv
markierten Oligonukleotiden jeweils die selben, jedoch unmarkierten Oligonukleotide in 100-
1000-fachem molarem Uberschuss zugesetzt wurden (E-Box 1: Bahn 2-5; E-Box 2: Bahn 9-
12) . Die WT-Oligos binden in ansteigendem MaBle NSCL-2, so dass die Menge an
detektierbaren Komplexen abnimmt. Durch Zugabe von Oligonukleotiden, in denen die E-
Box 1 von CATGTG nach TGCGTG und die E-Box 2 von CACATG nach ACTATG mutiert
wurde, konnte die spezifische Bindung von NSCL-2 an die E-Boxen des Necdin-Promotors
nicht kompetitiert werden (E-Box 1: Bahn 6-7; E-Box 2: Bahn 13-14). Die zusitzliche nicht-
spezifische Bande (NS) konnte hingegen auch mit mutierten Oligonukleotiden kompetitiert

werden.

3.2.2 NSCL-2 bindet in vivo an spezifische Sequenzmotive innerhalb des Necdin-

Promotors

Mittels ,,Chromatin Immunopréizipitation* (ChIP) konnte die Bindung von NSCL-2 an den
endogenen Necdin-Promotor innerhalb der natiirlichen Chromatin Struktur in humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK 293T) und Maus GTI1-trk Zellen neuronaler Herkunft
nachgewiesen werden (Abbildung 5). Die Zellen wurden mit einem NSCL-2
Expressionsplasmid (NSCL-2-pCS2MT) transfiziert und nach Fixierung mit Formaldehyd
geerntet und das Chromatin sonifiziert. Neben NSCL-2 wurden Konstrukte cotransfiziert, von
denen bekannt ist, dass sie mit bHLH Proteinen einen Komplex bilden. Das bHLH Protein
E12 dimerisiert mit NSCL-2 und die Proteine CLIM2 und LMO4, die unter anderem in
Hirnbereichen exprimiert sind, in denen NSCL-2 aktiv ist, binden an das NSCL-2-E12
Heterodimer ohne selbst mit der DNA in Kontakt zu treten.

Nach der Immunoprizipitiation von NSCL-2-DNA-Komplexen mit einem Antikdrper gegen
c-myc, das mit dem transfizierten NSCL-2 ein Fusionprotein bildet, erfolgte der Nachweis
durch PCR mit Primern, die eine (humaner Promotor) bzw. zwei E-Boxen des Necdin-

Promotors flankieren (Maus).
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Ein ChIP Ansatz mit Zellen, die zuvor mit dem leeren Expressionsplasmid pCS2MT

transfiziert worden waren, zeigte kein Produkt in der abschlieenden PCR.

E-Box1 E-Box2

comp. WT Mut comp. WT Mut

y & e o & N I~
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NS—
NSCL-2—

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14

Abbildung 4 NSCL-2 bindet direkt an den Necdin-Promotor. EMSA mit in vitro translatiertem NSCL-2 und
E-Box 1 (Bahn 1-7) bzw. E-Box 2 Oligonukleotiden (Bahn 8-14). Die mit NSCL-2 gekennzeichnete Bande in
Bahn 1 und 8 zeigt den NSCL-2-Oligonukleotid-Komplex, der spezifisch mit nicht radioaktivem (WT) E-Box 1
bzw. 2 Oligonukleotid in 100-1000-fachem UberschuB (Bahn 2-5 und 9-12) und E-Box 2 Oligonukleotid in 100-
1000-fachem Uberschuss kompetitiert wurde (Bahn 9-12). Die Zugabe von mutierten E-Box Oligonukleotiden in
200-500-fachem molarem Uberschuss hat keine kompetitive Wirkung auf den Komplex (Bahn 6-7 fiir E-Box 1;
Bahn 13-14 fiir E-Box2). Eine nicht-spezifische Bindung (NS) mit E-Box 1 bzw. 2 wird dagegen auch mit
mutierten Oligonukleotiden kompetitiert. Ungebundene radioaktiv markierte Oligonukleotide lagen stets im
Uberschuss vor. Abbildung aus (Kriiger et al., 2004).
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Abbildung 5 Schematische Darstellung des
A 5'flanking region of the necdin gene Necdin-Promotors und Chromatin Immuno-
-844 +1 prizipitation. Zum Nachweis der Bindung von

| 701 696  -553 -548

NSCL-2 an E-Boxen des endogenen Promotors
wurde eine Chromatin Immunoprézipitation mit
anschlieBender PCR durchgefiihrt. (A) Schema des
murinen und  humanen  Necdin-Promotors,
Lokalisation der E-Boxen und Positionen der
Primer, die fir die Identifizierung von
immunoprézipitiertem Chromatin genutzt wurden.
(B) ChIP des Necdin-Promotors durch ein NSCL-2-
Myec-tag Fusionsprotein. Proben von sonifiziertem
Chromatin von GT1-trk oder HEK 293T Zellen, die
NSCL-2+E12+ CS2-MT zuvor mit einer Kombination von NSCL-2, E12,
CLIM2+LMO4 P CLIM2 und LMO4 oder leerem pCS2MT Vektor
transfiziert wurden, wurden mittels Anti-myc
Antikdrper immunoprézipitiert. Die aus dem
prézipitiertem Material isolierte DNA wurde in
einer PCR mit Primern, spezifisch fiir den Maus und
Mensch Necdin-Promotor, amplifiziert und in einem
Agarosegel aufgetrennt.

> “ mouse necdin
-767 -490

-1452

| -1126-1121 -658 -i53

> “
-850 =575

GT1-trk

293T

3.2.3 NSCL-2 transaktiviert den Necdin-Promotor

Zur Kldrung der Frage, ob die Bindung von NSCL-2 an den Necdin-Promotor zu einer
Aktivierung der Transkription des Necdin-Gens fiihrt, wurde der Necdin-Promotorbereich
und ein Teil der codierenden Region von Necdin (—844 bis +63) so in den Luziferase-
Reporterplasmid pTA-Luc kloniert, dass die Expression von Luziferase unter der Kontrolle
des Necdin-Promotors stand (Abbildung 6). Wird der Necdin-Promotor durch Bindung von
NSCL-2 aktiviert, kann dies durch eine verstirkte Aktivitit des Reporterenzyms gemessen

werden.

S’flankierende Region des Necdin Gens

-844 +63
‘ 2701 -696 -553 -548

E-Box1 E-Box2 Luciferase

Abbildung 6 Schematische Darstellung des Luziferase Reporter Plasmids pTA-luc-NP. Die Expression des
Enzyms steht unter der Kontrolle des Necdin-Promotors.
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Die Kotransfektion des Reporters mit NSCL-2 verstirkte die basale Luziferase Aktivitit in
HEK 293T Zellen um das 18-fache (Abbildung 7, links). Die kombinierte Uberexpression mit
dem Dimerisierungspartner E12 konnte die Aktivitdt in HEK 293T Zellen auf das 25-fache
verstarken. Die Transfektion des Reporters zusammen mit NSCL-2 und LMO-1, -2, oder -4
fiihrte zu einer weiteren Steigerung der Enzymaktividt. LMO-2 und LMO-4, aber nicht
LMO-1 konnten die Promotorgene Aktivitdt auf das 36- fache bzw. 40-fache der basalen
Aktivitdt steigern, was eine wichtige Rolle dieser Kofaktoren in der NSCL-2 vermittelten
Aktiviering des Necdinpromotors vermuten ldsst. Die kombinierte Transfektion von E12 und
LMO-2 oder LMO-4 zusammen mit NSCL-2 und E12 fiihrte zu einer 70-fachen bzw. 60-
fachen = Erhohung der Reportergen-Aktivitit in  HEK  293T  Zellen. Die
Transaktivierungsexperimente wurden parallel in GTI1-trk Zellen durchgefiihrt, um die
Aktivierbarkeit des Necdin-Promotors in neuronalen Zellen zu testen (Abbildung 7, rechts).
In dieser Zelllinie konnte die Enzymaktivitit nach Transfektion mit pTA-luc-NP und NSCL-2
um das 100-fache erhoht werden. Die kombinierte Uberexpression von NSCL2, E12, CLIM2
und LMO4 fiihrte im Gegensatz zu den in HEK 293T Zellen beobachteten Steigerungen

jedoch zu keiner zusétzlichen Aktivitdtserhohung.
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Abbildung 7 NSCL-2 transaktiviert den Necdin-Promotor in neuronlaen und nicht-neuronalen Zellen.
HEK 293T Zellen und die hypothalamische Zelllinie GT1-#rk wurden mit dem Luziferase Reporter Konstrukt
allein, mit NSCL-2 oder mit NSCL-2 zusammen mit verschiedenen Kombinationen von Kofaktoren transfiziert.
In HEK 293T Zellen wurde die stirkste Aktivierung der Luziferaseexpression durch die kombinierte Expression
von NSCL-2, E12 und LMO-2 oder LMO-4 erreicht. In GT1-trk Zellen zeigte sich eine starke Aktivierung des
Necdin-Promotors durch die Kotransfektion von Reporter Konstrukt und NSCL-2, die durch zusitzliche
Kofaktoren nicht weiter gesteigert werden konnte. Abbildung modifiziert aus (Kriiger et al., 2004).
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Um zu bestétigen, dass die Transaktivierung des Necdin-Promotors durch die spezifische
Bindung von NSCL-2 an die identifizierten E-Boxen vermittelt wird, wurden die E-Boxen
innerhalb des Reporterkonstrukts einzeln oder in Kombination mutiert (siche 0 PCR-
Mutagenese). Die E-Box 1 wurde von CATGTG zu TCGGTG mutiert (pTA-Luc-Ebox 1mut),
die E-Box 2 von CACATG zu TGAATG (pTA-Luc-Ebox2mut) und eine kombinierte
Mutation beider E-Boxen fand sich in dem Konstrukt pTA-Luc-Ebox1,2mut.

s GT-1 trk . . . .
Abbildung 8 Keine Transaktivierung des Necdin-

= B E-Boxd mut Promotors nach Mutation der E-Boxen in GT1-trk
= W E-Box2 mut Zellen. Durch die Mutation der E-Box 1, der E-Box 2
= CEBoxt.2mut oder beider Sequenzmotive fithrt weder die
9 27 Kotransfektion mit NSCL-2 noch die Transfektion in
g Kombination mit den Kofaktoren zu einer deutlichen
5 Steigerung der Luziferaseaktivitidt im Vergleich zur
a basalen Reporteraktivitiit.
2
©
[0}
[v4

0 -+

Reporter NSCL-2 NSCL-2+E12+

CLIM2+LMO4

Abbildung 8 zeigt, dass die Transfektion von NSCL-2 zusammen mit den mutierten
Reporterkonstrukten die Aktivitdit des Reporterenzyms nicht wesentlich iiber das basale
Niveau steigern konnte. War lediglich die E-Box 2 mutiert, E-Box 1 aber nicht, konnte eine
Erhohung der Luziferaseaktivitdt um das 2-fache beobachtet werden, was die Beobachtung
einer verstirkten Bindung an E-Box 1 im EMSA (Abbildung 4) unterstiitzt. Auch die
kombinierte Kotransfektion mit NSCL-2, E12, CIM2 und LMO-4 resultierte nicht in einer
Aktivierung des Necdin-Promotors, wenn beide E-Boxen oder nur eine E-Box mutiert war.

Es konnte gezeigt werden, dass NSCL-2 zusammen mit einer Kombination von Proteinen, die
einen Aktivierungskomplex bilden, spezifisch an die beiden E-Boxen des Necdin-Promotors

bindet und diesen aktiviert.

3.2.4 Koimmunoprizipitation von NSCL-2/LMO-Komplexen

Da die Transaktivierung des Necdin-Promotors besonders durch NSCL-2/LMO-2 bzw. -4
Kotransfektionen erfolgte, wurde in einer Koimmunoprézipitation mit NSCL-2 und LMO-

Proteinen untersucht, ob die Proteine direkt aneinander binden. Radioaktives, in vitro
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translatiertes NSCL-2-mycTag Protein wurde mit ebenfalls radioaktivem, in vitro
synthetisierten LMO-1, -2 oder-4 inkubiert und anschlieBend mit einem Anti c-myc Epitop
Antikorper (Klon 9E10) prézipitiert.

Bahn 2-5 der Abbildung 9 =zeigt die vier untersuchten Proteine in einer SDS-
Gelelektrophorese. Um unspezifische Bindungen der LMO-Proteine an den anti c-myc
Antikorper auszuschlieBen zu konnen, wurden die Proteine einzeln mit dem Antikorper
inkubiert und dieser anschlieBend prazipitiert (Bahn 6-9). Nur das NSCL-2-myc Tag
Fusionsprotein wurde mit dem Antikorper prézipitiert, die LMO-Proteine jedoch nicht. Die
Koimmunoprizipitationen von NSCL-2 mit LMO-1, -2 und -4 sind in Bahn 10-12 abgebildet.
Lediglich LMO-4 zeigte eine schwache Komplexbildung mit NSCL-2 (Bahn 12). In den
Ansidtzen mit LMO-1 und LMO-2 konnte in der SDS-Geleletrophorese nur das NSCL-2-

mycTag Protein nachgewiesen werden.

B < NSCL-2

21

14‘
1

-« LMO1/2
- LMO4

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
protein immunoprecip. co-immunoprec.

Abbildung 9 Koimmunoprizipitation von NSCL-2 und LMO-Proteinen. SDS-Gelelektrophorese von in
vitro translatiertem, S*>-Methionin markiertem NSCL-2-mycTag, LMO-1, -2 und -4 (Bahn 2-5). Um
unspezifische Bindungen auszuschliefen, wurden die Proteine einzeln mit dem anti c-myc Epitop Antikérper
inkubiert und préazipitiert (Bahn 6-9). Die Koimmunoprézipitation (Bahn 10-12) zeigte eine schwache NSCL-
2/LMO-4-Komplex Bildung (Bahn 12).
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3.3 Analyse des Leptin Signalweges in NSCL-2 Mutanten

Untersuchungen von Good und Mitarbeitern (Good et al., 1997) haben gezeigt, dass NSCL-2
Defizienz zu einem postpubertdren Anstieg des Korpergewichts fiihrt. Diese Beobachtung
konnte durch Messungen in unserer Arbeitsgruppe (Kriiger, 2002) und eigene
Untersuchungen bestitigt werden (Abbildung 13). Die Futteraufnahme steht unter der
Kontrolle des Hormons Leptin, welches in Fettzellen produziert und bei positiver
Energiebilanz, d.h. wenn Energie in Form von Lipiden in Fettzellen gespeichert wird, in den
Blutkreislauf sezerniert wird. Das Hormon bindet an seinen Rezeptor innerhalb
hypothalamischer Kerngebiete, wo das Signal iiber den JAK/STAT Signalweg die Expression
einer Vielzahl von Genen kontrolliert, die unter anderem die Energicaufnahme steuern. So
erhoht sich die Expression des anorexigen wirkenden a-MSH, wihrend die Expression des

orexigen wirkenden Neuropeptid Y (NPY) sinkt.

3.3.1 NSCL-2 defiziente Miuse zeigen eine Leptinresistenz

Adulte NSCL-2 Mutanten haben einen erhohten Leptinspiegel im Blut. Daten von Good und
Mitarbeitern (Good, 2000) geben einen 2,5-fachen Leptinspiegel in NSCL-2 -/- Méusen an.
Eigene Messungen des Serum-Leptinspiegels von NSCL-2 Mutanten im Alter zwischen sechs
und neun Monaten sind in Abbildung 10 dargestellt. Die Messungen zeigten einen 10-fach

erhohten Serum-Leptinspiegel in NSCL-2 Mutanten.

Abbildung 10 Homozygote NSCL-2 Mutanten
haben einen erhohten Serum-Leptinspiegel. (WT:
n=5; NSCL-2-/-: n=3; p< 0,05)

N w B (o)
o o o o
1 1 1 )

Serum Leptin Spiegel (ng/ml)

WT NSCL-2-/-
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Um zu untersuchen, ob trotz des hohen Leptinspiegels durch eine exogene Gabe von Leptin
eine Reduktion des Korpergewichts erreicht werden kann, wurden weibliche NSCL-2
Mutanten und WT-Maiuse im Alter von sechs Monaten einer Behandlung mit rekombinantem
Leptin unterzogen. Den Tieren wurden osmotische Minipumpen subkutan auf den Riicken
implantiert, die den Wirkstoff in einer Dosis von 400 ng/g/Tag iiber einen Zeitraum von zirka
10 Tagen kontinuierlich abgeben. In Abbildung 11 sind die Gewichtsdnderungen wéhrend
und nach der Behandlung dokumentiert. Bei den WT-Tieren war der maximale
Gewichtsverlust von 15% an Tag 5 nach der Pumpenimplantierung erreicht. Das NSCL-2
defiziente Tier hatte zu diesem Zeitpunkt 4 % seines Anfangsgewichts verloren. Bei den
Kontrolltieren war kein Gewichtsverlust zu verzeichnen. Nach zirka 10 Tagen konnte bei den
WT-Miéusen eine allmdhliche Gewichtszunahme bis nahe an das Ausgangsgewicht

verzeichnet werden, da das Leptindepot in den Pumpen aufgebraucht war.

45 7wt PBS (n=1) Abbildung 11 Periphere Behandlung mit Leptin
:\rivs-rclfgtl-?-(ggzs) (n=1) Ngch subkutaper I.mplan.tierung . osmgtischer
40 4 =+ NSCL-2 - Leptin (n=1) Minipumpen, die kontinuierlich Leptin freisetzen,
? kommt es zu einer Gewichtsreduktion in WT-Tieren,
S 35 - jedoch nicht in NSCL-2 Mutanten. Als Kontrolle
= dienten Tiere, denen PBS gefiillte Pumpen eingesetzt
qg’: worden waren.
o 304
2
g
25 1
20 T T T 1
0 5 10 15 20

Zeit nach Implantierung (d)

3.3.2 Generierung von NSCL-2 -/- x ob/ob Doppelmutanten

Um mogliche Verdnderungen in der Leptin-Signalkaskade in NSCL-2 defizienten Tieren
ndher charakterisieren zu kdnnen, wurden heterozygote NSCL-2 Mutanten mit heterozygoten
Tieren des Stammes C57BL/6J Lep®™ gekreuzt. Homozygote ob/ob Miuse entwickeln
aufgrund einer Punktmutation im obese Gen und des dadurch fehlenden ,,Sattigungssignals*
Leptin eine extreme Fettsucht und reagieren auf eine Leptingabe mit starkem
Gewichtsverlust. Die Entstehung der Leptinresistenz adulter NSCL-2 Mutanten wird durch
die Kreuzung mit ob/ob Maiusen verhindert und ermoglicht die Analyse des Leptin-

Signalweges nach peripherer Leptingabe in NSCL-2 defizienten Tieren.
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In Abbildung 12 ist die Gewichtskurve von ob/ob Miusen und Doppelmutanten im Zeitraum
von 5 bis 18 Wochen dargestellt. NSCL-2 -/- x ob/ob Tieren zeigten im Vergleich mit ob/ob

Maiusen keine Unterschiede in der wachstumsbedingten Gewichtszunahme.

70
——ob/ob

60 1 —e— NSCL-2-/-xob/ob
50 -
40 |

30 -

Gewicht (g)

20 -

10 -

0 T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Alter in Wochen

Abbildung 12 Gewichtskurve Die wochentliche Messung des Gewichts von isoliert gehaltenen ob/ob Méusen
und NSCL-2 -/- x ob/ob Doppelmutanten ergab keine signifikanten Unterschiede. (n=1-8)

Auch das durchschnittliche Gewicht von Tieren im Alter von sechs bis acht Monaten ist
gleich, wohingegen NSCL-2 Mutanten im Vergleich zu WT-Méusen in diesem Alter 40 %
schwerer sind (Abbildung 13).

20 - Abbildung 13 Kérpergewicht von
NSCL-2 Mutanten und NSCL-2-/-
60 - xob/ob Doppelmutanten im Ver-
50 - gleich zu WT und ob/ob Miusen im
=) Alter von 6-8 Monaten. Die Sterne
-E 40 A kennzeichnen  signifikante  Unter-
L 30 | schiede zwischen WT und NSCL-2 -/-
% Méusen. Leptindefiziente Tiere und
O 20 - Doppelmutanten zeigen keine Ge-
104 wichtsunterschiede. (ANOVA
F=53,33 ; p<10™)
0
NSCL-2-/- oblob NSCL-2-/-
xob/ob
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3.3.3 Leptinbehandlung von Doppelmutanten

Sechs Monate alten weiblichen Doppelmutanten und ob/ob Tieren wurde durch den Einsatz
osmotischer Minipumpen rekombinantes Leptin in einer Konzentration von 400 ng/g/Tag
tiber 10 Tage verabreicht. Als Kontrollen dienten Tiere, denen PBS gefiillte Pumpen
implantiert worden waren. Uber einen Zeitraum von 19 Tagen wurde tiglich das
Korpergewicht und der Futterverbrauch der Tiere gemessen.

Die leptindefiziente Maus hatte am Tag 11 nach Beginn der Behandlung 30 % ihres
Ausgangsgewichts verloren. Die gleiche Dosis Leptin fiihrte bei der Doppelmutante zu einem
geringeren Gewichtsverlust von 22% (Abbildung 14 A). Die Gewichtsinderungen resultierten
aus der Reduktion der aufgenommenen Nahrung, wie in (Abbildung 14 B) zu sehen ist. Die
Kontrolltiere zeigten keine signifikanten Verdnderungen des Futterverhaltens oder des
Gewichts.

In einem nachfolgenden Experiment wurden Méuse des selben Genotyps und Alters mit
geringeren Leptinkonzentrationen behandelt, um zu testen, ob sich die geringere Sensitivitit
fiir peripher verabreichtes Leptin in NSCL-2 -/- x ob/ob Mausen bestétigt oder ob die Tiere
bei geringen Leptindosen keine Gewichtsreduktion zeigen. Jeweils einem leptindefizienten
Tier und einer Doppelmutante wurde Leptin in einer Dosis von 100, 50 oder 20 ng/g/d mittels
osmotischen Minipumpen verabreicht. Gewichtsénderung und Futterverbrauch wurden taglich
gemessen. Die maximalen Gewichtsinderungen sind in Abbildung 15 dargestellt. Das
Diagramm beinhaltet auch den maximalen Gewichtsverlust bei einer Dosis von 400 ng/g/d.
Die NSCL-2 -/- x ob/ob Tiere verloren unabhingig von der Leptinmenge weniger Gewicht als
ob/ob Méuse desselben Alters, Geschlecht und Korpergewichts. Die Werte sind in Tabelle 1
aufgelistet. Da fiir die verschiedenen Leptinmengen jeweils nur eine ob/ob Maus und eine
NSCL-2 -/- x ob/ob Doppelmutante behandelt wurde, miissen zukiinftige Wiederholungen des

Experimentes diese Beobachtungen bestétigen.
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Abbildung 14 Gewichtsiinderung und Futterverbrauch wihrend der Behandlung mit Leptin. Sechs
Monate alten weiblichen Doppel- und ob/ob Mutanten wurde entweder 400ng/g/d rekombinates Leptin oder PBS
kontinuierlich iiber einen Zeitraum von 10 Tagen verabreicht. (A) Gewichtsdnderung. Mit PBS behandelte Tiere
nahmen nicht ab. Bei den mit Leptin behandelten Tieren war der maximale Gewichtsverlust am Tag 11 nach der
Pumpenimplantation zu verzeichnen. Nach Ende der Leptinfreisetzung durch die Pumpe nahmen die Tiere
wieder an Korpergewicht zu. (B) Futterverbrauch. Die Kontrolltiere zeigten keine Anderungen im tiglichen
Futterverbrauch, wohingegen die mit Leptin behandelten Tiere zu Beginn der Behandlung signifikant weniger
Nahrung zu sich nahmen. Nach Ende der Leptinfreisetzung stieg die taglich aufgenommene Futtermenge wieder
an.
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Abbildung 15 NSCL-2 -/- x ob/ob
M ob/ob Mutanten verlieren bei  peripherer
30 - COINSCL-2-/-xob/ob Behandlung mit Leptin weniger Gewicht.
Die Tiere wurden einer tdglichen Dosis von
400, 100, 50 oder 20 ng Leptin pro Gramm
20 | Korpergewicht iiber ca. 10 Tage ausgesetzt.
Im Vergleich zu ob/ob Méusen mit gleichem
15 Alter, Geschlecht und Gewicht zeigen
Doppelmutanten eine geringere Gewichts-
reduktion.

35

25

10

Maximale Gewichtsreduktion (%)

400 100 50 20
Leptin (ng/g/d)

Tabelle 1 Maximale Gewichtsverluste bei Doppelmutanten und ob/ob Miusen nach Behandlung mit
Leptin

Genotyp Leptinkonz. Ausgangsgewicht (g) Max. Gewichtsverlust (%)
(ng/g/d)
ob/ob 400 62,2 29,3
NSCL-2 -/- x ob/ob 400 58,4 22,3
ob/ob 100 62,4 21,4
NSCL-2 -/- x ob/ob 100 62,3 12,0
ob/ob 50 65,9 14,0
NSCL-2 -/- x ob/ob 50 63,2 9,1
ob/ob 20 66,2 7,4
NSCL-2 -/- x ob/ob 20 64,6 1,2

3.3.4 Die Anzahl POMC positiver Zellen ist nicht verindert

Das Pro-opiomelanocortin (POMC) Gen codiert fiir ein Prohormon, aus dem durch
posttranslationale Prozessierung unter anderem die Peptide B-Endorphin, B-Lipoprotein und
das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) entstehen. Aus ACTH spaltet sich wiederum das bei
der Regulation der Futteraufnahme wichtige a-Melanozyten-stimulierende Hormon (a-MSH)
ab. POMC ist im Nucleus Arcuatus (Arc) des Hypothalamus sowie in vorderen und
intermedidren Lappen der Hypophyse exprimiert. POMC ,.knockout* Méuse sind adipds, was
die Rolle von POMC in gewichtsregulatorischen Prozessen bestitigte (Yaswen et al., 1999).

Durch Kreuzung von NSCL-2 heterozygoten Tieren mit Mausen, die EGFP (,,enhanced green
fluorescent protein‘) unter der Kontrolle des POMC Promotors exprimieren, wurden NSCL-2
x POMC EGFP Mutanten generiert, um die POMC Expression und Anzahl POMC positiver

Zellen im Nucleus Arcuatus von NSCL-2 defizienten Tieren zu untersuchen. Die
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Antikorperanfarbung gegen EGFP und anschlieBendes Auszéhlen GFP positiver Zellen im
ARC ergab keine Unterschiede in der Fluoreszenzintensitdt und der Anzahl fluoreszierender
Zellen im Vergleich zu WT x POMC EGFP Tieren (Abbildung 16). Da die Expression des
EGFP durch den POMC Promotor kontrolliert wird, kann man auf eine unveridnderte Zahl

POMC exprimierender Zellen in NSCL-2 Mutanten schlie3en.

Abbildung 16 Die Anzahl POMC positiver Zellen
NSCL-2 -/- ist NSCL-2 Mutanten nicht verindert. Links: 50
pm dicke frontale Schnitte des Hypothalamus in
Hohe des Nucleus Arcuatus einer WT-Kontrolle und
NSCL-2 x POMC EGFP Mutante. Die griine
Fluoreszenz kennzeichnet EGFP positive Zellen.

Unten: Jeweils drei Schnitte (50 um) wurden auf
einem Objekttrager platziert und die fluoreszierenden
Zellen ausgezdhlt. Es konnte kein Unterschied in der
Anzahl EGFP positiver Zellen detektiert werden
(nwr=3361; ny, = 3388).

260 BWTxPOMC EGFP
240 ~ ONSCL-2 -/-~xPOMC EGFP

220
200 +
180
160 -
140
120
100
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Anzahl EGFP positiver Zellen
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20 -

1 2 3 4 5 6 7 8

Objekttrager Nummer
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3.3.5 NSCL-2 -/- Mause reagieren auf die Stimulation des MC4 Rezeptors mit

Gewichtsverlust

Innerhalb des Leptin-Melanocortin-Signalweges bindet das o-Melanocyte-stimulierende
Hormon (a-MSH) an seinen Rezeptor, den Melanocortin 4 Rezeptor (MC4R). Die
Aktivierung des Rezeptors reduziert die Korperfett-Reserven durch eine verringerte
Futteraufnahme und einen erhohten Energieumsatz. Mutationen innerhalb des MC4R Gens
fiihren sowohl bei der Maus als auch beim Menschen zu Ubergewicht (Balthasar et al., 2005;
Farooqi et al., 2003).

Um die Funktionalitdt des MC4R in NSCL-2 defizienten Mausen zu untersuchen, wurde den
Tieren ein Analogon des MC4R Liganden a-MSH intraperitoneal gespritzt bzw. in einer
Konzentration von 0,2 pg/g/d iiber osmotische Minipumpen verabreicht. Als Analogon kam
Acetyl-[Cys4, D-Phe7,Cys10]-Alpha MSH (4-13)- NH, zum Einsatz. Uber die Pumpen waren
die Mduse dem Wirkstoff dauerhaft ausgesetzt, da die Pumpen 1 pl Fliissigkeit pro h
freisetzen. Weiteren NSCL-2 -/- und WT-Méusen wurde die Dosis von 1ug taglich ca. zwei H
vor Beginn der Dunkelphase gespritzt.

Abbildung 17 zeigt die relativen Gewichtsdnderungen durch die Behandlung mit dem MC4-R
Liganden. Durch das tdgliche Spritzen der Tiere zeigte sich eine leichte Gewichtsreduktion
bei NSCL-2 defizienten Tieren mit dem Minimum an den Tagen 6-9 nach Beginn der
Therapie. Die Kontrolltiere zeigten im Durchschnitt eine geringere Gewichtsdanderung, wobei
aber bei Betrachtung der Einzeltiere vergleichbare Reduktionen gemessen wurden, was in den
groBen Standardfehlern deutlich wird. NSCL-2 Mutanten, denen der Wirkstoff kontinuierlich
iiber osmotische Pumpen zugefiihrt wurde, verloren durchschnittlich mehr Gewicht als die
WT-Kontrollen. So hatten die NSCL-2 Mutanten am Tag 11 nach Implantation signifikant an
Korpergewicht verloren (5,25% Gewichtsreduktion). Nach Ende der Wirkstofffreisetzung
nahmen die Tiere wieder an Gewicht zu, verblieben jedoch von Tag 16 an bis zum Ende der

Gewichtsdokumentation auf demselben Gewichtsniveau.
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Abbildung 17 Relative Gewichtsinderung von NSCL-2 Mutanten und WTTieren durch die Behandlung
mit einem a-MSH Analogon. Die relativen Gewichtsdnderungen beziehen sich auf das Gewicht der jeweiligen
Tiere (n=3) zu Beginn des Experiments und sind in Prozent angegeben. Oben: Es wurden {iber 15 Tage téglich 1
ng des Wirkstoffs intraperetoneal gespritzt. Unten: Den Tieren wurden osmotische Minipumpen implantiert, die
den Wirkstoff iiber 10 Tage in einer Konzentration von 0,2 ng/g/d freisetzten. Die mit einem Stern
gekennzeichneten Datenpunkte verweisen auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (p < 0,05).
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3.4 Die NSCL-2 Nullmutation fiihrt zu einer verinderten Fettgewebsstruktur

3.4.1 NSCL-2 Mutanten weisen eine erhohte Anzahl von Praadipozyten im

weiflen Fettgewebe auf

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Matthias Blither von der Universitit
Leipzig wurde eine Fettgewebscharakterisierung an NSCL-2 Mutanten und NSCL-2 x ob/ob
Doppelmutanten durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten Wildtyp Tiere und leptindefiziente
ob/ob Miuse. Alle untersuchten Tiere waren ménnlich und im Alter von sechs Monaten. Den
getoteten Tieren wurden Proben vom epigonadalem Fettgewebe entnommen.
Ultradiinnschnitte vom Fettgewebe wurden nach Richardson gefdrbt und mikroskopisch
ausgewertet. In Abbildung 18 sind die Ergebnisse der Fettstrukturanalyse zusammengefasst.
NSCL-2 Mutanten und Doppelmutanten wiesen eine 7-fach erhdhte Anzahl von
Praadipozyten im WAT auf. AuBlerdem zeigten NSCL-2 defiziente Tiere eine starke
Heterogenitit der Zellen im Fettgewebe. Es wurde eine bimodale Verteilung der Fettzellen
festgestellt. Es fand sich eine Gruppe von sehr grolen Adipozyten mit einem Durchmesser >
100 pm und eine Gruppe kleinerer Adipozyten mit einem Durchmesser < 50 pm (Abbildung
18B).
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Abbildung 18 NSCL-2 Defizienz fiihrt zu einer erhéhten Anzahl von Priadipozyten in epigonadalem
Fettgewebe. Es wurden Proben von je vier ménnlichen, sechs Monaten alten Ménnchen entnommen und
histologisch ausgewertet. (A) In reprisentativen Ausschnitten, die 250 Adipozyten umfassen, wurde eine 7-fach
erhohte Anzahl an Vorliuferzellen ermittelt (F=250.71; p<10™. (B) Histologie vom epigonadalen Fettgewebe
eines NSCL-2-/-xob/ob Tieres. Der Pfeil deutet auf eine Ansammlung von Pridadipozyten zwischen reifen
Adipozyten.
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Abbildung 19 Morphologie vom weillem Fettgewebe und Histogramme zur Darstellung von
Adipozytengrofie und Adipozytenverteilung. Von vier minnlichen, sechs Monate alten Ménnchen jedes
Genotyps wurden Proben von epigonadalem Fettgewebe entnommen und histologisch ausgewertet. (C)
Ultradiinnschnitte (Farbung nach Richardson) von WAT der vier Genotyp-Gruppen mit den dazugehorigen
Histogrammen der ZellgroBenverteilungen. NSCL-2 Mutanten und Doppelmutanten zeigen eine starke
Heterogenitét im Fettgewebe mit sehr groBen Adipozyten (> 100 um) und kleinen Adipozyten (< 50 um).
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3.4.2 Charakterisierung isolierter Adipozyten

In der Arbeitsgruppe von Prof. Blither aus Leipzig wurden Adipozyten aus epigonadalem
Fettgewebe von NSCL-2 Mutanten, NSCL-2 x ob/ob Doppelmutanten und Kontrolltieren
(WT, ob/ob) isoliert und zur Messung der basalen Glukoseaufnahme mit 5 mM radioaktiver
U-["*C]Glukose versetzt (basale Werte, Abbildung 20 A). Zur Untersuchung der
Insulinsensitivitit der Adipozyten wurde einem Teil der isolierten Zellen 30 min vor
Glukosezugabe 80 nM Insulin zugesetzt und nach Fixierung die Radioaktivitidt der
aufgenommenen U-['*C]-Glukose gemessen (insulinstimulierte Werte, Abbildung 20A). Die
basale Glukoseaufnahme war in den Adipozyten der drei Mutantengruppen im Vergleich zu
den WT-Adipozyten erhoht (F = 28,17; p < 10™*). Die Glukoseaufnahme nach Stimulation mit
Insulin war in allen Gruppen signifikant hoher als die basale Aufnahme (p < 0,005), jedoch
zeigten sich in Vergleich zur WT-Situation, dass NSCL-2 -/-, ob/ob, und NSCL-2 -/- x ob/ob
Adipozyten nach Insulinzugabe weniger Glukose aufgenommen hatten (F = 24,22; p < 10™).
NSCL-2 defiziente Adipozyten und ob/ob Zellen reagierten besonders wenig auf Insulin,
wohingegen die insulinstimulierte Glukoseaufnahme von Doppelmutanten Adipozyten nur
leicht unter den WT-Werten lag. Dieser Trend zeigte sich auch bei der Analyse der
Lipogenese. Der Glukose-Metabolismus in die drei Endprodukte Triglyceride, CO, und
Laktat wurde wie bei den Glukosetransport-Messungen auf basalem und insulinstimuliertem
Niveau erfasst (Abbildung 20 B-D). In allen drei Analysen waren die insulinstimulierten
Werte signifikant hoher als der basale Glukoseeinbau. Der basale Einbau radioaktiver
Glukose in Triglyceride und Laktat war im Falle der WT-Adipozyten signifikant geringer als
in den drei Mutanten Gruppen. NSCL-2 -/- und ob/ob Adipozyten zeigten wie schon im
Glukosetransport eine Insulinresistenz, da der insulinstimulierte Glukoseeinbau stets deutlich
unter WT-Niveau lag. Die isolierten Adipozyten der Doppelmutanten hingegen wiesen
deutlich hohere insulinstimulierte Werte auf. Die relativen Unterschiede zwischen basalen

und insulinstimulierten Werten sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Abbildung 20 Glukoseaufnahme und Glukose Metabolismus isolierter Adipozyten. (A) Basale und
insulinstimulierte U-['*C]Glukoseaufnahme in isolierten Adipozyten von sechs Monate alten WT, NSCL-2 -/-,
ob/ob (n=4) und NSCL-2 -/- x ob/ob Tieren (n=3). Die insulinstimulierte Glukoseautnahme ist im Vergleich zu
den basalen Werten in allen Gruppen signifikant hoher (p<0,005). a: signifikanter Unterschied zwischen WT
basal und basal Level aller anderen Gruppen, b: signifikanter Unterschied zwischen insulinstimulierter
Glukoseaugnahme von NSCL-2 -/- und ob/ob Adipozyten in Vergleich zu NSCL-2 -/- x ob/ob Adipozyten. (B-
D) Lipogenese Assay. Glukose Metabolismus in Triglyzeride (B), CO, (C) und Laktat (D). Die basalen
Messungen wurden unter 5 mM Glukose gemessen, die stimulierten nach Zugabe von 80 nM Insulin. Die Sterne
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen basalen und insulinstimulierten Werten in allen Gruppen
(p<0,005). a: signifikanter Unterschied zwischen WT basal und basalen Werten aller anderen, b: signifikanter
Unterschied zwischen insulinstimuliert und insulinstimuliert aller anderen Genotypen.

Tabelle 2 Relative Anderung (des Mittelwertes) zwischen basaler und insulinstimulierter
Glukoseaufnahme bzw. Glukoseeinbau.

WT NSCL-2-/- ob/ob NSCL-2-/-xob/ob
Messung
insulinst./basal insulinst./basal insulinst./basal insulinst./basal
Glukosetransport 5,85 1,87 1,60 2,43
Lipogenese TG 5,47 1,83 1,67 2,43
Lipogenese CO, 3,60 2,04 2,20 2,70
Lipogenese Laktat 6,85 1,81 2,10 2,40
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In den isolierten Adipozyten wurde desweiteren die Lipolyse durch Isoproterenol stimuliert
(Abbildung 21). Gemessen wurde der Glyzerolgehalt in isolierten Adipozyten bei basaler
Lipolyse, maximaler Lipolyse durch Isoproterenol und bei durch Insulin inhibierter Lipolyse
durch Zugabe von 100 nM Insulin 15 min vor Zugabe des Isoproterenol. Zwischen den drei
gemessenen Parametern zeigten sich bei allen Gruppen signifikante Unterschiede (p< 107).
Bei den WT-Adipozyten konnte die Zugabe von Insulin die maximale Lipolyse um mehr als
die Haélfte reduzieren, was die Insulinsensitivitit der Zellen verdeutlicht. Bei den
insulinresistenten Adipozyten von NSCL-2 Mutanten und ob/ob Méusen wurde diese starke
Reduktion der Glyzerolfreisetzung nicht erreicht. Die Adipozyten der Doppelmutanten
reagierten wiederum sensitiver auf Insulin als die der Einzelmutanten und das gemessene

Glyzerol war im Vergleich zur maximalen Lipolyse um den Faktor 1,54 reduziert.

OBasal, PIA 10 uM
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Abbildung 21 Lipolyse in isolierten Adipozyten. Fiir die Analyse der Lipolyse wurden isolierte Adipozyten
(100 pl einer 10 %-igen Fettzell-Suspension) erstens mit Adenosin Deaminase und 10 uM PIA (N6-[R-(-)-1-
methyl-2-phenyl]adenosine) fiir die basale Messung inkubiert, zweitens mit 100 uM Isoproterenol fiir die
maximale Lipolyse uns drittens mit 100 mM Insulin 15 min vor Zugabe von Isoproterenol fiir die
insulininhibierte Lipolyse inkubiert. Der Glyzerolgehalt des Inkubationsmediums wurde nach 15 min gemessen.
Der Stern kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen basaler, maximaler und insulininhibierter
Glyzerolfreisetzung in allen Gruppen (p<107). a: Signifikanter Unterschied zwischen WT basal und basal aller
anderen; b: Signifikanter Unterschied zwischen WT maximaler Freisetzung und maximaler Freisetzung aller
anderen; c: Signifikanter Unterschied zwischen WT insulininhibierter Freisetzung und insulininhibierter
Freisetzung aller anderen Gruppen.
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3.4.3 In vitro Differenzierung isolierter Adipozyten

Zu Klédrung der Frage, ob die hohe Anzahl an Praadipozyten in NSCL-2 defizienten Tieren
durch ein intrazelluldr verursachtes reduziertes Differenzierungspotential verursacht ist,
wurden Priadipozyten aus dem epigonadalen Fettgewebe von je vier NSCL-2 Mutanten und
WT-Tieren isoliert und vereinigt, kultiviert und durch Inkubation mit 3-Isobutyl-1-
methylxanthin (IBMX) und Dexamethason zur Differenzierung zu Adipozyten angeregt. Um
sicherzustellen, dass die Priparation der Zellen von WT und NSCL-2 -/- Méusen vergleichbar
war und die selben Ausgangsbedingungen fiir die Differenzierung gegeben sind, wurden iiber
Nacht kultivierte Pridadipozyten mittels FACS charakterisiert (Abbildung 22). Die beiden
Populationen wiesen keine Unterschiede in ZellgroBBe und Granularitit auf. Fiinf Tage nach
Induktion wurden die Zellen fixiert und lipidhaltige Zellen mittels Ol-Rot-O Firbung
angefarbt. Die Auszdhlung ergab keine Unterschiede im in vitro Differenzierungspotential

zwischen WT und NSCL-2 defizienten Praadipozyten. (Abbildung 23).
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Abbildung 22 Charakterisierung isolierter Priadipozyten mittels DurchfluBzytometrie.
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Abbildung 23 Isolierte NSCL-2 -/- Priaadipozyten zeigen das gleiche Differenzierungspotential wie WT-
Priadipozyten. Finf Tage nach Induktion wurden differenzierte, lipidhaltige Zellen ausgezdhlt. Als
Negativkontrolle wurden uninduzierte Praadipozyten angefarbt.

3.4.4 Expressionsanalyse von Fettzell-Differenzierungsfaktoren

Aus epigonadalem Fettgewebe von NSCL-2 Mutanten, Doppelmutanten, ob/ob Méusen und
WT-Tieren wurde die Gesamt-RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben, um durch
anschlieBende ,,Real time PCR* mogliche Verdnderungen in der Expressionsstirke
spezifischer Faktoren, die fiir die Differenzierung von Prdadipozyten zu reifen Fettzellen
notig sind, zu messen. Die Expressionsanalyse beschriankte sich auf die Messung der relativen
mRNA Expressionslevel von C/EBPa, C/EBPS, PPARy, und SREBPI1, sowie auf die der
Adipozytokine Adipsin und Resistin (Tabelle 3). Das ,,CCAAT enhancer binding Protein 6
(C/EBPO) ist ein frither Differenzierungsmarker fiir Adipozyten und transaktiviert die
Expression von C/EBPa. 85% der C/EBPo defizienten Mause sterben innerhalb von 24 H
nach der Geburt. NSCL-2 defiziente Tiere zeigten eine leicht reduzierte Expression von
C/EBPb.

C/EBPa spielt zusammen mit PPARY eine Schliisselrolle wéhrend der Differenzierung von
weillem Fettgewebe (Linhart et al., 2001; Wang et al., 1995; Wu et al., 1999). Transgene
C/EBPo" Tieren fehlt jegliches subkutanes und viszerales weilles Fettgewebe (Wu et al.,
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1999). Rosen et al. (1999) konnten zeigen, dass Fibroblasten und ES-Zellen von PPARy
(Peroxisome-proliferator activated receptor) defizienten Tieren nicht zu Adipozyten
differenzieren. Die Expression der beiden Gene C/EBPa und PPARy war in den Mutanten
nicht wesentlich verdndert. Lediglich im Falle der Doppelmutanten konnte eine schwache
Reduktion der PPARYy Expression verzeichnet werden.

Das ,,Sterol responsive element binding protein 1¢*“ (SREBP1c) hat einen positiven Einfluss
auf die Adipogenese und stimuliert die Expression von Genen, die in der Lipogenese eine
Rolle spielen. Die Expression dieses Gens war im epigonadalen Fettgewebe von NSCL-2 -/-

Tieren leicht erhoht.

Tabelle 3 Relative Expressionslevel verschiedener Fett-Differenzierungsfaktoren und Adipozytokine, die
im epigonadalen Fettgewebe exprimiert sind. Angegeben sind Mittelwerte (n > 3). Fett gedruckte Werte sind
grofler als 150% im Vergleich zum WT; kursiv gedruckte Werte kennzeichnen Expressionslevel, die kleiner als
50 % der WT-Level sind. Relative Expressionslevel = (GenX™"*"¢/36B4M"“"'¢)/(GenX""/36B4" ).

WT NSCL-2 -/- ob/ob NSCL-2 -/-x
ob/ob
PPARy 1+0,27 0,92 £ 0,02 0,53 +0,20 0,58 +£0,23
C/EBPa. 1+£0,20 0,93 + 0,09 0,56 0,19 0,52+ 0,21
C/EBP?S 1+£0,27 0,36 +0,01 0,55+0,13 0,42 +0,13
SREBP-1 1+0,32 1,53 £ 0,03 1,01 +£0,43 0,73 +£ 0,44
Adipsin 1+0,38 0,30+ 0,06 0,06 + 0,04 0,08 + 0,90
Resistin 1+0,38 0,66 £0,11 0,33+0,14 028+027

Adipsin, ein Serin Protease Homolog, wird von Adipozyten sekretiert und ist in den durch
Ubergewicht charakterisierten Mausstimmen ob/ob und db/db stark in seiner Expression
reduziert (Flier et al., 1987). Das Protein ist an der enzymatischen Produktion von ASP, eines
Komplementproteins, dass Funktionen im Lipid- und Glukose-Metabolismus ausiibt, beteiligt
und hat somit Einfluss auf den Energiechaushalt (Cianflone et al., 2003). Die relativen
Expressionslevel von Adipsin waren in NSCL-2 defizienten Méusen wie die der ob/ob Tiere
im Vergleich zu WT-Tieren stark reduziert.

Die Expression von Resistin war in allen drei Gruppen im Vergleich zu WT-Méiusen
reduziert, wobei eine negative Korrelation zum Gewicht der Tiere beobachtet wurde. Resistin
wird von weillen und braunen Fettgewebe produziert, eine Expression wurde aber auch in
anderen Geweben wie z.B. dem Hypothalamus und der Hypophyse gefunden. Das Protein gilt
als Antagonist von Insulin. Ukkola (2002) zeigte, dass Insulinresistenz und Ubergewicht mit

einer reduzierten Resistin Expression assoziiert sind.
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3.4.5 Glukose- und Insulintoleranztest

Beim Glukosetoleranztest (GTT) wird die individuelle Fahigkeit eines Organismus getestet,
nach Aufnahme einer Bestimmten Menge Glukose die Blutglukosehomoostase aufrecht zu
erhalten. Der Test setzt sich aus Messungen der Blutglukose zu bestimmten Zeiten nach der
Glukoseaufnahme zusammen.

Fiir die Messungen wurden je vier weibliche WT und NSCL-2 -/- Tieren im Alter von sechs
Monaten ausgewihlt. Die NSCL-2 Mutanten zeigten bereits deutliches Ubergewicht und
waren durchschnittlich 23% schwerer als die WT-Tiere (Gewichtwr: 21,72 + 0,98 g;
Gewichtnscrz - 28,03 £ 0,94 g). Die Tiere waren einer Futterkarenz von 16 H ausgesetzt und
wurden nach Bestimmung des niichternen Blutzuckerspiegels mit 2g Glukose/kg
Korpergewicht intraperitoneal gespritzt. Die Messungen wurden nach 15, 30, 60 und 120 min
durchgefiihrt. Die niichternen Werte und auch die hohen Blutzuckerwerte 15 min nach
Injektion waren in beiden Gruppen identisch. Die folgenden Werte waren in NSCL-2
defizienten Tieren erhdht, aber nicht signifikant unterschiedlich zu den Werten der WT-
Kontrollen. Nach 120 min hatten beide Gruppen den niichtern gemessenen Ausgangswert
wieder erreicht (Abbildung 24A).

Der Insulintoleranztest ist dhnlich dem Glukosetoleranztest. Denselben Tieren wurde zwei
Wochen spiter ohne vorherige Futterkarenz 1Unit Insulin/kg Koérpergewicht intraperetoneal
gespritzt, nachdem der Blutglukose Ausgangswert ermittelt wurde. Die Messungen der
Blutzuckerwerte erfolgten nach 15, 30 und 60 min. Im Vergleich zu den deutlich
abgesunkenen Blutzuckerspiegeln der WT-Tiere nach der Insulin-Injektion lagen die Werte

der NSCL-2 Mutanten bei allen Messungen signifikant hoher (Abbildung 24B).
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Abbildung 24 NSCL-2 Mutanten zeigen eine normale Glukosetoleranz aber eine verminderte Reaktion
auf Insulin. Die Messungen wurden an je vier weiblichen WT und NSCL-2 -/- Méusen im Alter von sechs
Monaten durchgefiihrt. (A) Glukosetoleranztest. Nach intraperitonealer Glukose-Injektion wurde zu bestimmten
Zeiten die Blutglukose gemessen. (B) Insulintoleranztest. Die durchschnittlichen Blutglukose Werte nach
Injektion von Insulin sind signifikant hoher als die der WT-Tiere (p<0,05).
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3.4.6 Insulinspiegel NSCL-2 defizienter Miuse

Abbildung 25 zeigt die durchschnittlichen Serum-Insulinwerte adulter NSCL-2 Mutanten,
Doppelmutanten sowie WT und ob/ob Kontrolltiere im Alter zwischen sechs und 12 Monaten
(nwrt = 8; nnscL2-- = 35 Nobiob = 125 NNSCL-2-/x0blob = 3). Die Proben wurden immer zum selben
Zeitpunkt vormittags zwischen 10:00 und 12:00 Uhr entnommen, um tageszeitabhéngige
Schwankungen auszuschlieBen. Der durchschnittliche Insulinspiegel von NSCL-2 -/-
Mutanten war gegeniiber dem der WT-Tiere nur gering erhoht, obgleich sie durchschnittlich
22 % schwerer waren, und lag signifikant unter den Werten der hyperinsulindmischen ob/ob
Tiere (F = 5,98; p < 10™). Die Doppelmutanten hatten durchschnittlich deutlich geringere
Serum-Insulinspiegel als die leptindefizienten ob/ob Maiuse, obwohl die Vertreter dieser
beiden Genotypen sich im Korpergewicht nicht unterscheiden und eine extreme Adipositas

entwickeln.

30 4

Abbildung 25 Insulinspiegel von
25 1 adulten NSCL-2  Mutanten,
Doppelmutanten sowie WT und

20 ob/ob Kontrolltieren.

15 4

Serum Insulin (ng/ml)

oﬁ‘ﬁ

WT NSCL-2-/- ob/ob NSCL-2-/-
xob/ob

Die Entwicklung einer Insulinresistenz (Typ II Diabetes) ist meist an die Entstehung von
Ubergewicht gekoppelt und tritt oft im fortgeschrittenen Alter auf. Aus diesem Grund sind die
Insulinwerte der ob/ob und NSCL-2 —7- x ob/ob Tiere in Abbildung 26 altersabhingig
dargestellt. Die Altersgruppe 1 umfasst Tiere im Alter von sechs bis acht Monaten und in
Altersgruppe 2 wurden die Insulinwerte der &lteren Tiere von neun bis zwdlf Monaten

eingeordnet, um die altersabhidngige Erh6hung des Insulinspiegels in den untersuchten Tieren
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zu veranschaulichen. Verglichen mit den Werten der ob/ob Tiere zeigten die Doppelmutanten

in beiden Altersgruppen deutlich niedrigere Insulinspiegel.
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3.4.7 NSCL-2 defiziente Miuse zeigen einen erhohten Serum-Resistinspiegel

Die Analyse der Serumproteine umfasste neben den Konzentrationsbestimmungen von Leptin
und Insulin auch die Messung des Resistinspiegels. Resistin wird in Mdusen grofBtenteils von
weillem Fettgewebe produziert, mRNA Expression und Protein finden sich aber auch in
anderen Geweben, u.a. im Hypothalamus (ARC) und der Hypophyse (Adeghate, 2004).
Adipose Mausstdmme (z.B. ob/ob, db/db), insulinresistente Tiere sowie Tiere, die durch eine
fettreiche Diét Ubergewicht zeigen, weisen hohe Resistinwerte auf (Steppan et al., 2001a).
Die Serum-Resistinwerte von NSCL-2 Mutanten, Doppelmutanten und WT sowie ob/ob
Kontrollen wurden mittels ELISA Technik bestimmt und auf das Kérpergewicht normiert, um
den Vergleich der Resistinspiegel nur in Abhingigkeit vom Genotyp zu ziehen.

NSCL-2 defiziente Tiere wiesen erhohte Resistinspiegel im Serum auf. Doppelmutanten
hatten im Vergleich zu den phénotypisch identischen ob/ob Tieren signifikant erhohte Werte.
In Abbildung 27 sind die Werte in ng/ml und auf das Korpergewicht normiert in
(ng/ml)/(Korpergewicht in Gramm) dargestellt. Die normierten Werte NSCL-2 defizienter
Tiere waren signifikant hoher als die der Kontrollen (F = 6,33; p < 0,0009). Von einigen
Tieren waren sowohl die Serum-Resistinspiegel als auch die relative Resistin mRNA
Konzentration im epigonadalen Fettgewebe gemessen worden. In Abbildung 28 sind diese

Daten gegeneinander dargestellt. Auffillig ist, dass Serum-Resistinspiegel und Resistin
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mRNA Level umgekehrt proportional zueinander sind. So wiesen WT-Maiuse die niedrigsten

Serumwerte aber das hochste Resistin mRNA Level auf und die NSCL-2 -/- x ob/ob Tiere die

hochsten Serumspiegel aber die geringste relative mRNA Expression. Diese Beobachtung

wurde ebenfalls von Rajala et al. (2004) an WT und ob/ob Tieren beschrieben.
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Abbildung 27 NSCL-2 Defizienz
fiihrt zu erhohten Serum-
Resistinkonzentrationen. (Oben)
Durchschnittliche Serum-Resistin-
werte der vier Genotyp Gruppen
(nwr = 23; nxscra- = 155 Ngpop = 145
nnscL2/xobb = 8). (Unten) Die
Werte wurden auf das
Korpergewicht der Tiere normiert,
um die Resistinkonzentration in
Abhingigkeit vom Genotyp
(unabhingig vom Korpergewicht)
darzustellen.
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Abbildung 28 Vergleichende Darstellung der Serum-Resistinspiegel und der relativen mRNA
Expressionslevel von adulten NSCL-2 defizienten Miusen und WT sowie ob/ob Kontrolltieren.

3.4.8 Die Serum-Adiponektinspiegel sind in NSCL-2 Nullmutanten erhoht

Das Fettgewebe produziert ein weiteres Protein, das sogenannte Adiponektin. Es zirkuliert im
Blut als niedermolekulares Dimer bzw. Trimer oder in Form von hochmolekularen
Komplexen. Der Serum-Adiponektinspiegel korreliert negativ mit dem Blutzuckerspiegel.
Ubergewichtige Menschen als auch iibergewichtige Mausmodelle weisen reduzierte
Adiponektinwerte auf (Qi et al., 2004).

Mittels ELISA Technik wurden die Serum-Adiponektinwerte 6 Monate alter weiblicher WT,
NSCL-2 -/-, ob/ob und NSCL-2 x ob/ob Tiere ermittelt. Die Werte der NSCL-2 defizienten
Tiere unterschieden sich nicht von denen der WT-Kontrollen (NSCL-2 -/-: 13,77 £ 1,38; WT:
12,2 £ 0,74). Die hyperglykdmischen ob/ob und NSCL-2 x ob/ob Miuse wiesen deutlich
erniedrigte Adiponektinspiegel auf (ob/ob: 2,77 + 1,86; NSCL-2 -/- X ob/ob: 2,81).
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Abbildung 29 Die Adiponektin-
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4 Diskussion

Das Korpergewicht wird durch Verdnderungen in der Futteraufnahme und des
Energichaushaltes gesteuert. Mit dem Hypothalamus als ,,Schaltzentrale“ werden diese
Verdnderungen durch spezifische neuronale Signalwege und zirkulierende Signale reguliert.
In NSCL-2 defizienten Méusen liegt eine Stérung des Energiegleichgewichts vor. Eigene
Ergebnisse und Arbeiten von Good und Mitarbeitern (Good et al., 1997) zeigten, das NSCL-2
Mutanten nach der Pubertit durch eine leicht erhohte Futteraufnahme und verminderte
Aktivitit Ubergewicht entwickeln.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Verdnderungen innerhalb bekannter
gewichtsregulatorischer Signalwege Ursache fiir diesen Phianotyp sein konnten. Durch in vitro
und in vivo Bindungsanalysen konnte gezeigt werden, dass NSCL-2 an E-Box Sequenzmotive
innerhalb der Promotorregion des Necdin-Gens bindet. Die Bindung fiihrt zu einer
Aktivierung des Promotors und der Transkription des Necdin-Gens. Die Aktivierung wird
durch Bildung eines Proteinkomplexes mit den Kofaktoren E12, LMO-4 und CLIM2
verstiarkt, was durch Transaktivierungsexperimente in neuronalen und nicht-neuronalen
Zelllinien nachgewiesen wurde.

Durch die Generierung von NSCL-2 -/- x ob/ob Doppelmutanten konnte die in NSCL-2
Mutanten vorliegende Leptinresistenz umgangen werden. Hierdurch wurden Untersuchungen
der Leptinantwort in NSCL-2 defizienten Tieren mdglich. Doppelmutanten reagierten in
Vergleich zu ob/ob Tieren auf eine Behandlung mit Leptin mit einem geringeren
Gewichtsverlust, was auf eine Storung der Weiterleitung von Leptinsignalen in NSCL-2
mutanten Tieren hindeutet. Andere gewichtsregulierende Faktoren, wie zum Beispiel die
Expression von POMC und die Funktionalitit des MC4- Rezeptors zeigten dagegen keine
Veridnderungen.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag in der Charakterisierung der Fettgewebsstruktur
NSCL-2 defizienter Tiere. Im weilen Fettgewebe kommt es zu einer Akkumulation von
Praadipozyten. In in vitro Experimenten zeigten isolierte Prdadipozyten jedoch keine
Verdnderungen in der Differenzierung zu Adipozyten. Die Serum-Konzentrationen des
Adipozytokins Resistin, eines Adipogenese-Inhibitors, waren in NSCL-2 defizienten Tieren
signifikant erhoht.

Adipozyten von NSCL-2 Mutanten zeigten eine Insulinresistenz, die jedoch in NSCL-2 -/- x

ob/ob Tieren gemildert war. Die Insulinkonzentrationen im Blut waren im Gegensatz dazu in
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NSCL-2 Nullmutanten nicht erhéht und lagen bei den Doppelmutanten trotz ihrer extremen

Adipositas deutlich unter dem Niveau von ob/ob Tieren.

4.1 Die Expression des Necdin-Gens steht unter direkter Kontrolle von NSCL-2

Frithere Arbeiten haben gezeigt, dass die Expression des Gens Necdin im Kleinhirn von
NSCL-1 x NSCL-2 Doppelmutanten Mausen des Entwicklungstages 18,5 reduziert ist. In situ
Hybridisierungen mit einer Necdin-Probe zeigten eine stark reduzierte Expression des Gens
im Bereich des optischen Chiasma von NSCL-2 Mutanten und ein komplettes Fehlen der
Necdin-Expression im medialen pridoptischen Bereich des Hypothalamus von NSCL-1/2
Doppelmutanten im Entwicklungsstadium E 18,5 (Kriiger et al., 2004). Diese Beobachtungen
lieBen vermuten, dass NSCL-2 an der Kontrolle der Necdin-Genexpression im Hypothalamus
beteiligt ist. Die Expression beider Gene {iberlappt in spezifischen Regionen des
Hypothalamus, so z.B. im Nucleus Arcuatus, der als Zentrum fiir die Signalweitergabe
zirkulierender Sattigungsfaktoren an andere Kerngebiete des Hypothalamus gilt (Muscatelli et
al., 2000). Eine weitere Ubereinstimmung ist die inhibitorische Wirkung auf die Proliferation
von Zellen. Beide Proteine werden in postmitotischen Neuronen exprimiert (Kobayashi et al.,
2002; Taniura et al., 1999; Tcherpakov et al., 2002; Uetsuki et al., 1996). Eigene Arbeiten
zeigten, dass die Uberexpression von NSCL-2 in eukaryontischen Zelllinien zur Inhibierung
der Proliferation fiihrt (Ruschke et al., unpublizierte Daten).
Das humane Necdin-Gen ist auf Chromosom 15q11-13 lokalisiert. Diese Region ist in
Patienten mit Prader-Willi-Syndrom (PWS) deletiert (Jay et al., 1997; MacDonald und
Wevrick, 1997). PWS ist eine neurogenetische Erkrankung mit komplexen Symptomen, die
zum groflen Teil durch hypothalamische Defekte hervorgerufen werden. Die Patienten leiden
unter anderem an Hypogonadismus und Obesitdt, was ebenfalls phénotypische Merkmale
NSCL-2 defizienter Méuse sind. Die betroffene Region auf Chromosom 15 unterliegt dem
genomischen Imprinting, bei dem die Expression autosomaler Gene von viterlichen oder
miitterlichen Ursprung des Chromosoms abhéngt. PWS unterliegt dem maternalen Imprinting
und ist ausschlieBlich durch die fehlende Expression des paternalen Chromosomenabschnitts
aufgrund einer grofBen Deletion, maternaler Disomie oder Imprinting-Mutation begriindet. Es
existieren verschiedene Untersuchungen an necdindefizienten Méusen, die in Abhingigkeit
vom genetischen Hintergrund sehr unterschiedliche Phanotypen zeigen. So konnten Tsai et al.
(1999) keinen abnormalen Phanotyp feststellen, wahrend bei Gerard et al. (1999) die Deletion
des Necdin-Gens zum postnatalen Tod der Tiere fiihrte. Muscatelli et al. (2000) beschrieben
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ebenfalls einzelne Tiere mit 129Sv-C57B16/J Hintergrund, die kurz nach der Geburt starben,
jedoch aufgrund genetischer Unterschiede zwischen den gehaltenen Populationen auch Tiere,
welche die kritische Phase nach der Geburt {iberlebten und eine Reduktion von Oxytocin- und
GnRH-produzierenden Neuronen im Hypothalamus zeigten. Die Beobachtungen bestitigen,
dass einzelne Symptome des PWS eindeutig durch das Fehlen von Necdin hervorgerufen
werden. Der unstillbare Hunger von PWS-Patienten konnte eine Ursache im Fehlen von
Oxytocin haben (Swaab, 1997). Jiingste Arbeiten haben allerdings gezeigt, dass die
Expression von Oxytocin auf mRNA Ebene im Hypothalmus von NSCL-2 -/- Mutanten nicht
erniedrigt ist (Ruschke et al., unpublizierte Daten).

Das Gonadotropin-Releasing-Hormon wird von Neuronen des Nucleus Arcuatus produziert,
deren Axone das Hormon iiber die Blut-Hirnschranke im Bereich der Eminentia Medialis
schubweise in den Blutkreislauf sekretieren. Nach Bindung von GnRH an Rezeptoren der
Adenohypophyse kommt es zur Freisetzung des Lutenisierden Hormons (LH) und des
Follikel-stimulierenden Hormons (FSH). FSH fordert die Reifung der Eizellen in den Ovarien
und sorgt fiir die Entwicklung der Spermien. LH unterstiitzt die Eireifung, den Eisprung und
die Bildung des Gelbkorpers und fordert die Stermienreifung und Testosteronsekretion aus
den Leydig-Zellen des Hodens. NSCL-2 Defizienz fiihrt in der Maus aufgrund von
zellautonomen Dysregulationen wihrend Differenzierungs- und Migrationsprozessen, wie
z.B. einer Necdin-Defizienz zur Reduktion GnRH-positiver Neurone im Hypothalamus
(Kriiger et al., 2004). Dies beeinfluflt die Reifung der Geschlechtsorgane negativ und wire
eine mogliche Erklarung fiir die Entstehung des hypogonadalen Hypogonadismus in NSCL-2
Nullmutanten.

Durch eine Transaktivierungs-Analyse in neuronalen GTI1-trk Zellen und nicht-neuronalen
HEK293T Zellen konnte gezeigt werden, dass Necdin ein direktes Zielgen von NSCL-2 ist.
Die Kotransfektion von NSCL-2 und einem Necdin-Promotor-Reporterkonstrukt in GT1-trk
Zellen resultierte in einer bis zu 100-fachen Erhohung der basalen Luciferaseaktivitit. In HEK
293T Zellen fiihrte die NSCL-2 Expression ebenfalls zu einer Aktivierung der
Reporterexpression. Die Erhohung der Luciferaseaktivitit um den Faktor 20 konnte in diesen
Zellen durch die gemeinsame transiente Transfektion mit zusétzlichen Kofaktoren wie E12
und LMO2 bis auf dem Faktor 70 gesteigert werden. Durch die Analyse des Necdin-
Promotors wurden zwei E-Boxen identifiziert, die mit ihrer Sequenzabfolge CATGTG und
CACATG das Bindemotiv fiir den bHLH Transkriptionsfaktor darstellen. Durch in vitro
Bindungsanalysen, in denen auch Kompetitionsansidtze mit mutierten E-Boxen durchgefiihrt

wurden, konnte gezeigt werden, dass NSCL-2 spezifisch an beide E-Box Sequenzen des
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Necdin-Promotors  bindet. Diese Beobachtung wurde durch eine Chromoatin
Immunoprizipitation in vivo bestétigt. Durch die transiente Expression eines NSCL-2cmyc
Fusionsproteins zusammen mit den bereits erwdhnten Kofaktoren konnten Necdin-
Promotorbereiche prézipitiert werden, die dann mit E-box flankierenden Primern spezifisch
nachgewiesen wurden (Abbildung 5). Die Mutationen der E-Box1, E-Box2 und auch die
kombinierte Mutation beider E-Boxen innerhalb des Luziferase Reporterkonstrukts fiihrten
zur kompletten Inaktivierung der Necdin-Promotoraktivitét, was die spezifische Bindung und
Wirkungsweise von NSCL-2 als Aktivator des Necdin-Promotors bestétigte.

Da sich die Reduktion der Necdin-Expression in NSCL-2 Nullmutanten auf den
Hypothalamus beschrinkte, liegt die Vermutung nahe, das die NSCL-2 kontrollierte Necdin-
Expression Einfluss auf die Entwicklung spezifischer Nervenzellen in diesem Bereich hat,
wie es auch am Beispiel der GnRH positiven Neurone gezeigt wurde. Die NSCL-2
kontrollierte Expression von Necdin ist notig, um die Differenzierung GnRH positiver
Neurone wihrend der Migration zu gewihrleisten, so dass diese zu ithrem Bestimmungort,
dem Nucleus Arcuatus gelangen.

Tseng et al. (2005) zeigten mit ihren Experimenten an IRS-1 defizienten Mausen, dass Necdin
Einfluss auf die Insulin-Signalkaskade in Priadipozyten des braunen Fettgewebes hat. IRS-1
Defizienz flihrte zu einer Akkumulation von braunen Fettvorldauferzellen, die, wie sich zeigte,
eine erhohte Expression von Necdin aufwiesen. Durch Reduktion von Necdin mittels siRNA
oder Expression von IRS-1 war eine normale Differenzierung der Zellen wieder moglich.
Desweiteren wurde durch Reduktion von Necdin die Expression von Pref-1, einem Inhibitor
der Fettzelldifferenzierung vermindert. Goldfine et al. (2006) haben nachgewiesen, dass durch
die Uberexpression von Necdin in 3T3-L1 Priadipozyten die Differenzierung zu reifen
Adipozyten blockiert ist. Weitere Indizien, die fiir einen Zusammenhang zwischen Necdin
und der Entwicklung von Ubergewicht sprechen, sind neben der Ubergewichtigkeit von PWS-
Patienten Polymorphismen im humanen Necdin-Gen, die allerdings nicht mit dem BMI
tibergewichtiger Erwachsener korrelierten (Oeffner et al., 2001). Diese Erkenntnisse sprechen
klar fiir einen Einfluss von Necdin innerhalb gewichtsregulatorischer Mechanismen. Eine
eventuell erhohte Expression von Necdin in den akkumulierten Prdadipozyten NSCL-2
defizienter Tiere sollte in zukiinftigen Experimenten abgeklirt werden, obwohl ein direkter,
moglicherweise inhibitorischer Einfluss von NSCL-2 auf die Expression von Necdin im

Fettgewebe aufgrund der spezifisch neuronalen Expression von NSCL-2 undenkbar ist.
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4.1.1 NSCL-2 interagiert mit verschiedenen Kofaktoren, um die Transkription

von Necdin zu aktivieren

Durch transiente Kotransfektionen von NSCL-2 mit E12-, LMO- und CLIM2-
Expressionskonstrukten konnte in HEK293T Zellen die Aktivierung des Reportergens
zusdtzlich verstarkt werden. Die kombinierte Expression von NSCL-2, E12 und LMO?2 oder
LMO4 fiihrte zu einer fast 70-fachen Erh6hung der relativen Luziferaseaktivitidt im Vergleich
zur 20-fachen Erh6hung durch NSCL-2 allein. Durch die Transfektionen der Kofaktoren
LMO2 und LMO4 zusammen mit dem Necdin-Promotor-Reporterkonstrukt wurde die starke
Aktivierung des Necdin-Promotors nicht in diesem Umfang erzielt, es zeigte sich jedoch ein
moderates Aktivierungspotential, was vermuten ldsst, dass diese Proteine in der NSCL-2
vermittelten Regulation der Necdin-Expression eine wichtige Rolle spielen.

Es existieren mehrere Studien zur Interaktion von bHLH Transkriptionsfaktoren und ,,Lim
only* Proteinen (LMQ’s). So ist wahrend der Himatopoese ein Protein Komplex bestehend
aus dem bHLH Protein SCL/TAL1 und seinem ubiqitér exprimierten Dimersierungspartner
E2A aktiv, die mit LMO2, GATA-1 und den LIM-binding Protein Ldbl (Synomyme:
CLIM2, NLI) interagieren (Abbildung 30A). Dieser oligomere Komplex bindet an ein E-Box
DNA Motiv und eine nahe gelegene GATA Bindungsstelle und aktiviert oder reprimiert die
Expression stromaufwiirts gelegener Gene (Wadman et al., 1997). Ahnliche Ergebnisse
lieferten auch Arbeiten am Tiermodell Xenopus. In Embryonen fiihrte die Koexpression von
SCL, GATA1 und LMO?2 zu einer verstirkten Erythrocytenproduktion aus mesodermalem
Gewebe (Mead et al., 2001). Die Interaktion des neuronalen bHLH Proteins XHEN1, das im
Vergleich mit NSCL-2 eine 98 %-ige Homologie in der bHLH Doméne aufweilit, mit
Vertretern der ,,Lim only*“ Proteinfamilie wurde von einer anderen Gruppe ebenfalls in
Xenopus beschrieben . Durch eine Yeast-Two-Hybrid-Anaylse wurde die Bindung von
XHENI mit XLMO3 nachgewiesen. Die Expression beider Gene zeigte eine starke
Uberlappung withrend der friihen Neurogenese. Die Koexpression beider Gene in Xenopus
Embryonen aktivierte eine Expressionskaskade neuronaler bHLH Proteine, die Funktionen
wihrend der Neurogenese ausiiben (Bao et al., 2000). Manetopoulos et al. (2003) konnten
zeigen, dass durch die Uberexpression von HEN1 und LMO4 in neuronalen HiB5
Stammzellen diese zur Bildung von Neuriten angeregt wurden.

Die Expression von LMO2 und LMO4 iiberschneidet sich mit der von NSCL-2 in weiten

Teilen des zentralen Nervensystems, sowohl in embryonalen als auch adulten Stadien. LMO4
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ist im paraventrikuldren, dorsomedialen und ventromedialen Hypothalamus exprimiert
(Hermanson et al., 1999), wo auch in adulten Stadien der Maus noch NSCL-2 Signale
detektiert werden konnten (Jing et al., 2004). Aus der “Lim only” Proteinefamilie sind bisher
nur die vier Vertreter LMO1-4 bekannt, die durch ihre zwei aufeinander folgenden LIM-
Domiénen gekennzeichnet sind (Dawid et al., 1995; Perez-Alvarado et al., 1994; Sanchez-
Garcia und Rabbitts, 1994). Jede LIM-Doméne besteht wiederum aus zwei Zink-Finger
Motiven, die dem des Transkriptionsfaktors GATA-1 idhneln. Uber diese Domine
Interagieren die Proteine mit anderen LIM Proteinen, so z. B. auch mit CLIM2. Dieser Faktor
ist wihrend der Zebrafisch-Entwicklung in spezifischen neuronalen Zelltypen exprimiert und
hat dort positiven Einfluss auf die Bildung von Axonen (Becker et al., 2002).

Durch die kombinierte Transfektion von NSCL-2, E12, LMO4 und CLIM2 konnte in der
Chromatin-Immunoprézipitation die Bindung des Komplexes an den Necdin-Promotor
nachgewiesen werden. CLIM2 kdénnte demnach ebenfalls Teil des NSCL-2 Proteinkomplexes
sein. Diese Hypothese wird durch jiingste Arbeiten bestitigt. Han et al. (2005) konnten in
humanen fotalen Gehirnextrakten die Koexpression von NSCL-2, LMO2 und Bex2
nachweisen und durch Koimmunopriziption die Interaktion der Proteine bestitigen. ,,Brain
expressed, X-linked Protein“ (Bex2) ist wéhrend frither embryonaler Entwicklungsstadien
exprimiert und scheint eine Rolle fiir die Aktivitét reifer Neurone zu spielen. Der von dieser
Gruppe postulierte DNA-Bindungskomplex ist in Abbildung 30B dargestellt. Das aus den
eigenen Experimenten resultierende potentielle Modell zu Regulation der Necdinexpression
ist in Abbildung 30C abgebildet.

NSCL-2/E12 Heterodimere binden vermutlich an beide E-Boxen und sind mit einem LMO-
Protein, z.B. LMO2, verbunden, das seinerseits mit CLIM2 interagiert. Zwar konnte in der
Koimmunoprizipitation keine Interaktion zwischen NSCL-2 und LMO2 und nur eine
schwache Interaktion zwischen NSCL-2 und LMO4 gezeigt werden, aber die Ergebnisse der
Transaktivierundsexperimente in HEK293T Zellen zeigen eine deutliche Steigerung der
Promotoraktivitit durch Kotransfektion mit LMO2/4 und E12. Diese Steigerung durch eine
Kotransfektion wurde in GTI1-trk Zellen nicht erreicht. Vermutlich verfiigt diese
hypothalamische Zelllinie tiber geniigend endogene Faktoren dieser Art, wodurch auch die

extrem starke Necdin-Promotoraktivierung durch NSCL-2 allein zu erklaren wére.

82



4. Diskussion

A
| CAGGTG (N)s GATA Zielgen |
B
Ldb1/CLIM2
hBexz )
( LMO2 )
\7‘” Vy
) O
oA )€
| E-Box E-Box Zielgen
C
Ldb1/CLIM2
| LMO2/4 ]
<
& &y
> S5
| E-Box1 E-Box2 Necdin

Abbildung 30 Modelle moglicher DNA-Bindungskomplexe. (A) Modell aus (Wadman et al., 1997), (B)
Modell aus (Han et al., 2005). (C) Modell des Proteinkomplexes fiir die Aktivierung des Necdin-Promotors, das
sich aus den durchgefiihrten Experimenten ergibt.

4.2 Die zentrale Kontrolle des Energiehaushalts ist in NSCL-2 Mutanten gestort

4.2.1 Leptinresistenz

Das phanotypische Merkmal NSCL-2 defizienter Mause ist die beginnende Gewichtszunahme
im Alter von ca. 8 Wochen. Mit sechs Monaten wiegen sie ungefahr 30% mehr als C57/B16
Wildtyptiere. Das vom Pankreas produzierte Hormon Insulin und das von Adipocyten
sekretierte Leptin sind ,,Adipositas-Signale®, die proportional zum Korperfettgehalt im Blut
zirkulieren (Bagdade et al., 1967; Considine et al., 1996) und die Blut-Hirnschranke

proportional zum Serumgehalt passieren (Baura et al., 1993; Schwartz et al., 1996a). Sie
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agieren in verschiedenen Signalwegen innerhalb des Hypothalamus, wo sie einerseits
anabolische neuronale Signalwege reprimieren, die die Futteraufnahme stimulieren und den
Energieverbrauch senken, und andererseits katabolische Signalwege aktivieren, die die
Futteraufnahme senken und den Energieverbrauch steigern. Leptin spielt in der Kontrolle der
Energiechomoostase die kritischere Rolle, da z.B. Leptindefizienz, wie z.B. in ob/ob (Zhang et
al., 1994) und db/db (Campfield et al., 1995) Mausmodellen, trotz hoher Insulinspiegel
Obesitdt und Hyperphagie hervorruft. Im Gegensatz dazu fiihrt Insulindefizienz nicht zu
Ubergewicht. Im unkontrolliertem Diabetes mellitus, der durch Verlust von Insulin entsteht,
steigen die Korperfett- und Leptinspiegel trotz erhdhter Nahrungsaufnahme nicht (Hathout et
al., 1999; Havel et al.,, 1998; Leedom und Meehan, 1989). Im Rattenmodell einer
insulindefizienten Diabetes mit dem Merkmal der diabetischen Hyperphagie konnte durch
Leptingabe die Futteraufnahme reduziert werden (Sindelar et al., 1999). Damit konnte gezeigt
werden, dass in diesem Fall nicht Insulin sondern Leptin fiir die Hyperphagie verantwortlich
war. NSCL-2 defiziente Tiere hatten im Alter von sechs Monaten einen bis zu 10-fach
erhohten Serum-Leptinspiegel und sprachen nicht auf die periphere Gabe hoher Leptindosen
an.

Eine Leptinresistenz tritt im Zusammenhang mit Ubergewicht auf und kann durch
verschiedene Mechanismen hervorgerufen werden.

1. Der Transport durch endotheliale Zellen der Blut-Hirnschranke ist reduziert. Von
Endothelzellen exprimierte Leptinrezeptoren transportieren das Hormon unabhéngig
vom Insulin (Bjorbaek et al., 1998b). Der Transport findet {iber den Choroid Plexus,
Nucleus Arcuatus und Median Eminence statt, wobei das Transportsystem intaktes
Leptin transportiert, aber erschopfbar ist (Banks et al., 1996). Dieser mogliche
Mechanismus zur Entstehung einer Leptinresistenz wird durch Untersuchungen von
Caro et al. (1996) untermauert. Sie fanden in der Cerebrospinalfliissigkeit von
Adipositas-Patienten im Vergleich zum Serumspiegel geringe Leptinkonzentrationen.
AuBerdem sollen hohe Serum-Triglyzeridspiegel mitverantwortlich fiir den Verlust
des Leptintransports ins Gehirn sein (Banks et al., 2004).

2. Der Leptinrezeptor ist mutiert, wie im Mausmodell db/db und in fa/fa Ratten (Chua,
Jr. et al., 1996).

3. Eine Reduktion der Leptinrezeptor-Signaltransduktion. Durch negative Riickkopplung
fiihrt die Aktivierung des Leptinrezeptors zur Expression von SOCS-3 (,,suppressor of

cytokine signalling®), das die leptininduzierte Phosphorylierung des Leptinrezeptors
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inhibiert. Erhohte Level dieses Proteins in leptinsensitiven Zellen des ZNS konnten
demnach eine Rolle fiir die Leptinresistenz spielen (Bjorbaek et al., 1998a, 1999).
4. Funktionalititsverluste eines Schaltweges hinter dem Leptinrezeptor innerhalb der
Leptin-Signalkaskade, wie z.B. Mutation des MC4-R (Bjorbaek et al., 1998a, 1999;
Marsh et al., 1999) fallen ebenfalls unter die Leptinresistenz.
Besonders die durch SOCS-3 reprimierte Leptinsensitivitdt konnte im Fall der Leptinresistenz
NSCL-2 mutanter Méuse eine Rolle spielen. Die periphere Leptinbehandlung von NSCL-2 x
ob/ob Doppelmutanten fiihrte im Vergleich mit ob/ob Tieren zu einem geringeren
Gewichtsverlust, obwohl die Tiere gleichen Geschlechts, Alters und Gewichts waren. Da
durch die Kreuzung mit ob/ob Tieren kein funktionales Leptin produziert und somit die
Entstehung einer Resistenz vermieden wird, sollten die Tiere bei einer intakten Leptin-
Signalkaskade ohne Einschrinkung auf Leptin reagieren. Eine erhohte SOCS-3 Expression
durch das Fehlen von NSCL-2 konnte durchaus ein Faktor fiir den verminderten
Gewichtsverlust der Doppelmutanten sein.
Es ist allerdings nicht auszuschlieen, dass nachgeschaltete Signalwege, wie z.B. eine
verminderte a.-MSh Freisetzung oder ein erhéhtes Ansprechen auf orexigene Signale wie das

NPY verantwortlich fiir die relative Leptinresistenz sind.

4.2.2 Der leptininduzierte anorexigene Signalweg

Im Nucleus Arcuatus befinden sich in unmittelbarer Nachbarschaft Neurone, die einerseits die
orexigenen Peptide Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-related Protein (AGRP) und
andererseits die anorexigenen Propeptide Proopiomelanocortin (POMC) und das ,,Cocaine
and amphetamine regulated transcript (CART) exprimierten (Broberger et al., 1998b; Elias
et al., 1998; Hahn et al., 1998). Diese Neurone priasentieren zudem den Leptinrezeptor auf
ihrer Zelloberflache (Baskin et al., 1999; Cheung et al., 1997). Wihrend die Expression von
NPY/AGPR als Antwort auf Leptin reprimiert wird, steigt die Expression von POMC/CART.
POMC ist Ausgangsprodukt mehrerer Proteine und unterliegt einer Reihe von
Prozessierungsschritten. Das Enzym ,,Prohormon Convertase 1 (PC1) spaltet POMC in
ACTH und B-LPH. Das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) wird von PC2 prozessiert und
es entstehen CLIP (corticotropin-like intermediate lobe peptide) und a-MSH. Letzteres wird
wie POMC zu den anorexigenen Proteinen gezdhlt und reduziert durch Bindung an den

Melanocortin 4 Rezeptor (MC4R) die Futteraufnahme.
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Mutationen des POMC-Locus beim Mensch bestétigten die Funktion des Prohormons
innerhalb der Leptin-Signalkaskade. Krude et al. (1998) beschrieben Patienten mit
Nebenniereninsuffizienz aufgrund von ACTH-Defizienz, einer frithen Adipositas und roten
Haaren aufgrund von Pigmentierungsstorungen. Die Mutation fiihrt in der Maus zu Obesitit,
einer verdnderten Pigmentierung und Storungen in der Nebennierenentwicklung. Die
Behandlung mit einem a-MSH Agonisten fiihrte in POMC-Mutanten zu einem schnellen
Gewichtsverlust von 40 % (Yaswen et al., 1999). Durch konditionelle Inaktivierung der
Leptinrezeptoren in POMC positiven Neuronen konnten Balthasar et al. (2004) zeigen, dass
Leptinsignale an POMC exprimierenden Neuronen zwar fiir eine normale Energiechomdostase
notwendig sind, aber keine allesentscheidende Bedeutung besitzen, da die Tiere nur eine
milde Obesitit entwickelten. Vermutlich kompensieren die Wirkungen von Leptin an anderen
Neuronen die fehlende Signalweiterleitung in den POMC-Neuronen.

Durch die Kreuzung von NSCL-2 Tieren mit Miusen, die GFP unter der Kontrolle des
POMC-Promotors exprimieren (Cowley et al., 2001), konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass die Anzahl POMC positiver Neurone durch das Fehlen von NSCL-2
nicht gestort ist. Aufgrund einer unverdnderten Intensitdit des GFP Signals nach
immunhistochemischen Anféarbungen des Nucleus Arcuatus, kann man desweiteren von einer
normalen Aktivitit des POMC Promotors ausgehen. Die Beobachtungen stehen im Einklang
mit den Daten von Jing et al. (2004). Sie beschrieben neben einer unverdnderten POMC
Expression die Kolokalisierung mit NSCL-2 in ca. 30% der POMC positiven Neurone im
rostralen Bereich des Nucleus Arcuatus NSCL-2 defizienter Tiere. Desweiteren konnten sie
zeigen, dass die Konzentrationen der anorexigenen Peptide a-MSH und TRH (thyrotropin-
releasing hormone) reduziert sind. Die Autoren begriinden diese Reduktion mit einer
verringerten Funktionalitdt bzw. reduzierten Expression der reifen Enzyme PC1 und/oder
PC2, die bekanntlich fiir die posttranslationale Prozessierung von POMC verantwortlich sind.
Ob diese Vermutung der Grund fiir eine reduzierte o-MSH Konzentration und letztendlich fiir
das Ubergewicht von NSCL-2 Nullmutanten ist, bleibt fraglich, da PC1 defiziente Miuse
keine Gewichtszunahme zeigen (Zhu et al., 2002), und Jing et al. (2004) die Expression der
Prohormon Convertasen 1 und 2 nicht gemessen oder eine direkte Bindung von NSCL-2 an
regulatorische Bereiche der jeweiligen Promotoren untersucht haben. Es wurde lediglich eine
erhohte Expression von Adrenocorticotropen Hormon (ACTH), einem Spaltungsprodukt von
POMC, immunhistochemisch nachgewiesen. Da PC1 bzw. 2 ACTH zu a-MSH spalten,
wurde eine Reduktion von PC1 bzw. PC2 in NSCL-2 Mutanten Méusen als Grund fiir die
erhohten ACTH- und reduzierten a-MSH-Level postuliert.
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Eine reduzierte a-MSH Konzentration konnte allerdings Einfluss auf die post-pubertire
Gewichtszunahme von NSCL-2 Mutanten haben. Das Fehlen den Hormons (POMC
,knockout™) und auch der Ausfall der a-MSH Signalweiterleitung durch Mutation des o-
MSH Rezeptors (MC4-R) fithren im Mausmodell zu Obesitét.

NSCL-2 Mutanten, denen kontinuierlich ein a-MSH Agonist verabreicht wurde, verloren
signifikant an Gewicht. Die Funktionalitit des Rezeptors ist demnach nicht eingeschrinkt. In
Abbildung 31 ist die anorexigene Leptin-Signalweiterleitung schematisch und vereinfacht
dargestellt. Eine mogliche Verdnderung durch das Fehlen von NSCL-2 konnte die reduzierte
Prozessierung vom POMC sein. Als Folge dessen kommt es zu einer geringeren
Ausschiittung von o-MSH, und der Organismus reagiert nicht ausreichend auf das
Sattigungssignal Leptin. So wiirde kontinuierlich mehr Nahrung aufgenommen werden als
notig. Dadurch steigt auch das Risiko der Leptinresistenz. Es steht auller Frage, dass die
Entstehung des Ubergewichts in NSCL-2 Mutanten durch Verinderungen innerhalb der
Leptin-Signalkaskade zu erkldren ist. Das Gleichgewicht zwischen Futteraufnhahme und
Energieverbrauch ist allerdings durch ein kompliziertes Netzwerk reguliert, und ein Einfluss
von NSCL-2 auf weitere Faktoren innerhalb dieses Netzwerkes ist wahrscheinlich. NSCL-2
Mutanten zeigen z.B. auch Verdnderungen innerhalb der orexigenen Leptin-Signalweitergabe

tiber NPY (Kriiger, 2002).

4.3 NSCL-2 Mutanten zeigen eine Insulinresistenz in Adipozyten, die jedoch

keinen Einfluss auf die Glukosetoleranz der Tiere hat

Durch die Adipozyten-Charakterisierung der vier Genotyp-Gruppen hinsichtlich basalem und
insulininduziertem Glukosetransport, Glukosemetabolismus und Lipolyse zeigte sich, dass
NSCL-2 defiziente Fettzellen insulinresistent sind. Die Werte waren vergleichbar mit denen
der ebenfalls untersuchten ob/ob Adipozyten. Erstaunlicherweise waren die Werte der NSCL-
2 -/- x ob/ob Adipozyten hinsichtlich der Insulinsensitivitit besser als die beider
Einzelmutanten. Die Serum-Insulinspiegel der NSCL-2 Mutanten lagen deutlich unter denen
der ob/ob Tiere (auch die dlterer Mduse) und lagen nur wenig iiber dem WT-Niveau. Auch die
Doppelmutanten hatten vergleichsweise niedrige Insulinwerte, obwohl sie sich im
Korpergewicht nicht von leptindefizienten Maéusen unterschieden und sogar grofBere

epigonadale Fettdepots aufwiesen. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Fehlen von NSCL-2
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Konsequenzen fiir Wirkung von Insulin auf das Fettgewebe, aber nicht auf den Organismus

im Ganzen hat, was durch Glukose- und Insulintoleranztests bestétigt wurde.

' Leptin

O _ NSCL-2?

reduzierte _v_v_ K
Signalweitergabe ? \/
I SOCS-3

o ARC

o-MSH Weniger a—-MSH ?
Freigabe

MC4R

Weniger
Sattigungssignale?

l Futteraufnahme

Abbildung 31 Schematische Darstellung der anorexigenen Leptin-Signalkaskade. Gezeigt ist ein
vereinfachtes Modell mit dem Schwerpunkt auf der Signalweiterleitung iiber POMC/a-MSH/MC4R. Mogliche
Verianderungen in NSCL-2 mutanten Miusen sind rot gekennzeichnet. Die Abbildung wurde teilweise aus
(Schwartz et al., 2000) entnommen. Abkiirzungen: Ob-R Leptinrezeptor; SOCS-3 suppressor of cytokine
signalling-3; POMC Proopiomelanocortin, ACTH Adrenocorticotropes Hormon; o-MSH a-Melanozyten
stimulierendes Hormon; MC4R Melanocortin 4 Rezeptor; LHA Laterales hypothalamisches Kerngebiet.

Hier zeigten NSCL-2 Mutanten mit einem durchschnittlich héheren Gewicht von 23% eine
normale Glukosetoleranz und Insulintoleranz, die zwar signifikant niedriger als die von
WT-Tieren war, aber keine kritischen Werte erreichte, wenn man die hohe Insulinresistenz
der Adipozyten mit in Betracht zieht.

Insulin stimuliert iiber die Bindung an den Insulinrezeptor (IR) die Glukoseaufnahme in Fett-
und Muskelgewebe und reguliert dadurch den Blutzuckerspiegel. Ohne Insulinsignal befindet

sich der Glukosetransporter GLUT-4 in einem ,,tubulovesikuldrem System® innerhalb der
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Zelle und wird durch Insulinstimulation an die Zelloberflichen im Fett, Skelett- und
Herzmuskel transportiert (Slot et al., 1991a, 1991b; Smith et al., 1991). Der Phanotyp von
GLUT-4 Nullmutanten beschreibt sich durch reduziertes Korpergewicht aufgrund einer
Reduktion von weiBlem Fettgewebe (WAT) und gut regulierte Plasma Glukosespiegel, die
wahrscheinlich durch kompensatorische Mechanismen reguliert werden (Katz et al., 1995).
Heterozygote GLUT-4 Mutanten zeigen dagegen eine Altersdiabetes aufgrund einer
sinkenden GLUT-4 Expression ab ca. acht Wochen, die wahrscheinlich nicht durch
alternative Wege abgepuffert wird (Stenbit et al., 1997). Das Fettgewebe spielt eine
entscheidende Rolle fiir die Glukosehomdostase, wie es am Beispiel der durch Ubergewicht
entstechenden Insulinresistenz (Kopelman, 2000), der verschiedenen Syndrome der
Lipodystrophie (Joffe et al., 2001) und der Insulinresistenz in Fett-spezifischen GLUT-4
,.knockout*“ Mausen (Abel et al., 2001) deutlich wird.

Eine weitere kritische Rolle fiir die Entstehung von Insulinresistenz spielt der Insulin
Rezeptor (IR). Die fettspezifische Inaktivierung des IR in der Maus (FIRKO fiir ,,fat specific
insulin receptor knockout™ ,(Bliiher et al., 2002)) stellt ein interessantes Modell dar, da es
viele Parallelen zur NSCL-2 ,knockout* Maus zeigt. So zeigt die FIRKO Maus z.B. eine
selektive Insulinresistenz im Fettgewebe, die aber keinen Einfluss auf die Glukose
Homoostase des Organismus hat. Eine weitere Ubereinstimmung ist die Heterogenitit des
Fettgewebes, die sich wie auch in der NSCL-2 -/- Maus durch sehr grofle und sehr kleine
Fettzellen auszeichnet. Die Autoren suchen Erkldrungen dieses Phidnomens in der
unterschiedlichen Regulation von Lipogenese, Lipolyse und Differenzierung in den beiden
Zellfraktionen. Jedoch werden weitere Untersuchungen noétig sein, um die Mechanismen zur
Entstehung der Heterogenitit erklaren zu kdnnen. Interessanterweise sind die FIRKO Maiuse
vor Ubergewicht geschiitzt. Sie haben erhdhte Serum-Leptinspiegel, was vermuten lisst, dass
die Inaktivierung des IR in Fettzellen Verdnderungen in der Leptinsekretion hervorruft.
Aufgrund der Gemeinsamkeiten mit dem Fett-Phanotyp der FIRKO Maus und der Tatsache,
dass das Fehlen von NSCL-2 zur Insulinresistenz fiihrt, die sich jedoch nach den bisherigen
Untersuchungen nur auf das Fettgewebe beschrinkt, liegt die Vermutung nahe, dass eine
fettspezifische Storung des Glukosetransportsystems vorliegt. In der Tat war die
insulinstimulierte Glukoseaufnahme in Adipozyten von NSCL-2 Mutanten deutlich reduziert.
Allerdings war die basale Glukoseaufnahme in den Mutanten erhoht, was gegen eine massive
Storung des Glukosetransportmechanismus spricht.

Die uneingeschrinkte Glukosetoleranz der NSCL-2 -/- Tiere ist durch die Hypothese

erklarbar, dass die Skelettmuskulatur fiir 70%-90% der Glukoseaufnahme aus dem Blut
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verantwortlich sein konnte (DeFronzo, 1997). Ein weiterer Grund fiir die gute
Glukosetoleranz bzw. das Fehlen eines Typ II Diabetes konnte im nahezu unveridnderten bzw.
leicht erhohten Adiponektinspiegeln in NSCL-2 Mutanten liegen.

Trotz der Gemeinsamkeiten zwischen NSCL-2 Mutanten und FIRKO Méusen bzw. GLUT-4
»knockout Modellen gibt es auch viele Unterschiede, unter anderem die Entwicklung von
Ubergewicht. Jedoch haben Modelle, wie z.B. die muskelspezifische IR (Briining et al., 1998)
und GLUT-4 ,knockout® Maus (Zisman et al., 2000) gezeigt, dass die Inaktivierung
verschiedener Proteine innerhalb der Insulin-Signalkaskade, die zur Insulinresistenz fiihrt,

grof3e Unterschiede im Phinotyp hervorruft.

4.3.1 NSCL-2 Defizienz fithrt zur Akkumulation von Priadipozyten im weillen

Fettgewebe

Die Entwicklung des Fettgewebes aus mesodermalem Gewebe beginnt in Abhdngigkeit von
Spezies in der Mitte bzw. am Ende der Schwangerschaft. Nach der Geburt expandiert das
Gewebe durch VergroBerung vorhandener  Fettzellen und  Proliferation von
Fettvorlduferzellen, den Pridadipozyten (Hood, 1982; Martin et al., 1998). Die Entstehung
neuer Fettzellen vollzieht sich wéahrend des gesamten Lebens (Anderson und Kauffman,
1973). Die Differenzierung ist gekennzeichnet durch die Akkumulation von Lipiden.
Schliisselproteine sind C/EBPB und C/EBPJ, die die Aktivierung von PPARy und C/EBPa
induzieren, welche dann Adipozyten spezifische Gene hochregulieren (Hausman et al., 2001;
MacDougald und Mandrup, 2002).

Die Anzahl der Praadipozyten war in NSCL-2 -/- Tieren um das 7-fache erhoht. Auch die
Kreuzung mit ob/ob Mause verdnderte nichts an dieser Auffélligkeit. Die Fettzellstruktur der
leptindefizienten Tiere, die sich durch Hypertrophie auszeichnet, wurde durch das zusédtzliche
Fehlen von NSCL-2 verdndert und es zeigte sich die auch in den NSCL-2 Einzelmutanten
auftretende bimodale Fettzellverteilung und die Akkumulation von Priaadipozyten. In vitro
Differenzierungsexperimente mit isolierten NSCL-2 -/- Praadipozyten zeigten, das die Zellen
ein normales Differenzierungspotenzial besitzen und auch wichtige Differenzierungsgene wie
C/EBPa, 6 und PPARy keine verdnderte Expression im Fettgewebe aufweisen. Auffillig
waren die signifikant erhdhten Serum-Resistinspiegel in NSCL-2 defizienten Tieren. Resistin
ist ein Adipozytokin und wird in Méusen hauptséchlich von weiflen Fettgewebe sekretiert

(Holcomb et al., 2000; Steppan et al., 2001a, 2001b). Resistin gilt als Antagonist von Insulin
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(Steppan et al., 2001a). Rajala et al. (2003) konnten zeigen, dass eine Resistin-Behandlung die
Insulinsensitivitdit durch Verminderung der insulinvermittelten Inhibierung der
Glukoneogenese in der Leber herabsetzte. Mausmodelle wie ob/ob und DIO Méuse (Diit
induzierte Obesitit) weisen erhohte Resistinlevel auf. Desweiteren ist das Protein ein Inhibitor
der Priadipozyten Differenzierung. Die Behandlung von 3T3-L1 Zellen mit Resistin inhibiert
die Adipogenese dieser Prdadipozyten Zelllinie (Kim et al., 2001).

Da die Serum-Resistinwerte in NSCL-2 defizienten Tieren noch iiber denen der ob/ob Tiere
lag, wire es denkbar, dass dies ein Grund fiir die Akkumulation der Prdadipozyten ist. Durch
Uberschreitung eines kritischen Levels konnte das Differenzierungsprogramm in den
Praadipozyten nachhaltig gestort sein. Ein moglicher Mechanismus wire die gesteigerte
Ausschiittung von Resistin durch die groBe Fettzellpopulation im Fettgewebe NSCL-2
defizienter Tiere, was dann die Differenzierung benachbarter Praadipozyten hemmen konnte.
Neben der erhdhten Resistinspiegel im Blut zeigten sich stark reduzierte Resistin-mRNA-
Level im Fettgewebe. Diese Beobachtung wird von Daten anderer Gruppen bestiétigt (Rajala
et al., 2004; Way et al., 2001). Vermutlich wirken verlidngerte Halbwertszeiten des Proteins
oder eine negative Riickkopplung des Proteinlevels auf die Expression des Resistin-Gens und

fithren so zu einer niedrigen Genaktivitit.

4.4 Wie kontrolliert das neuronal exprimierte NSCL-2 die Fettgewebs-

struktur?

Am Beispiel der FIRKO Maus wird erkennbar, dass die Storung der Insulin-Signalkaskade
Auswirkungen auf die Fettgewebsstruktur hat. Der ,knockout des Insulinrezeptors in
Adipozyten fiihrte zur Heterogenitit des Fettgewebes (Bliiher et al., 2002).

NSCL-2 wird ausschlieBlich in neuronalen Zellen exprimiert und kann also keinen direkten
Einfluss auf die Funktionalitdt und Differenzierung von Adipozyten haben. NSCL-2 ist
jedoch auch in Zellen des peripheren Nervensystems exprimiert, das direkten Kontakt mit
dem Fettgewebe hat. Neueste Untersuchungen haben gezeigt, dass die Innervation des
Fettgewebes in NSCL-2 defizienten Tieren Verdnderungen aufweillt. Ob dies Einfluss auf die
veranderte Fettstruktur hat, miissen weitere Studien zeigen.

Ein anderer interessanter Ansatz zur Aufkldrung der Mechanismen, die den verdnderten
Fettphinotyp hervorrufen, ist die Expression des Insulinrezeptors im zentralen Nervensystem.

Der IR ist unter anderem im Hypothalamus exprimiert. Durch spezifische Inaktivierung des
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IR in Nervenzellen von Méusen (NIRKO Maus) konnten Briining et al. (2000) zeigen, dass
der Einfluss von Insulin nicht nur peripher, sondern auch zentral besteht. Die NIRKO Maus
weist interessante Ubereinstimmungen mit der NSCL-2 Maus auf. Die Tiere haben eine
unauffallige Gehirnentwicklung. Die weiblichen Tiere entwickeln ein erhdhtes Korpergewicht
durch erhohte Nahrungsaufnahme. Besonders das epigonadale weile Fettgewebe wird
vermehrt produziert und die Tiere haben erhohte Leptinspiegel. Auch die Reproduktivitdt ist
durch verminderte Ausschiittung von GnRH eingeschrinkt. Moglicherweise wirken sowohl
der neuronale Insulinrezeptor wie auch NSCL-2 auf die Expression und Sekretion
neurohumoraler Faktoren, welche die Akkumulation und die Differenzierung von
Fettvorldauferzellen beeinflussen. Potentielle Verdnderungen in der neuronalen Expression des
Insulinrezeptors in NSCL-2 defizienten Tieren sind denkbar und miissen in zukiinftigen

Studien untersucht werden.

4.5 Ausblick

Die Resultate der vorliegenden Arbeit deuten auf eine Funktion von NSCL-2 innerhalb
verschiedener gewichtsregulatorisch wirkender ~Signaltransduktionswege hin. NSCL-2
Mutanten auf ob/ob Hintergrund zeigten eine verminderte Reaktion auf peripheres Leptin, die
sich in adulten NSCL-2 Einzelmutanten in einer ausgepragten Leptinresistenz dullert. Durch
Messungen der Serum-Leptinkonzentrationen jlingerer Tiere konnten Verdnderungen der
Leptinsensitivitdt zeitlich enger eingegrenzt werden. Neben der leptinvermittelten Kontrolle
der Energichomdostase gibt es noch weitere Signaltransduktionswege, wie z.B. die Insulin-
Signalkaskade, die auch im Gehirn aktiv ist. Desweiteren wire es interessant, die Wirkung
des ,,ciliary neurotrophic factor” (CNTF) in NSCL Mutanten zu untersuchen. Die Applikation
dieses Faktors fiihrt zu einer nachhaltigen Gewichtsreduktion sowohl im Mensch als auch im
Nager und wirkt vermutlich iiber die Generierung neuer an der Leptin-Signalweitergabe
beteiligter Neurone im Hypothalamus. Ein weiterer Ansatz zur Identifizierung von putativen
Zielgenen bzw. von durch NSCL-2 beeinflussten Faktoren ist die vergleichende
Expressionsanalyse von hypothalamischem Gewebe mittels Microarray-Technik.

Die stark erhohte Anzahl an Praadipozyten im weillen Fettgewebe konnte auch Ursache einer
fehlerhaften Innervation im Fettgewebe sein. Die Messung der Nervenleitgeschwindigkeit in
dieser Region bzw. die histologische Analyse der innervierenden Nerven konnten in Bezug
auf diese Verdnderung im Fettgewebe weitere Erkenntnisse bringen. Um den mdglichen
Einfluss von Resistin auf den Fettphidnotyp weiter zu untersuchen, wére eine Inaktivierung

92



4. Diskussion

des Faktors von Interesse. Dies ist sowohl in vitro als auch in vivo méglich. Die Inkubation
isolierter Praadipozyten mit dem Serum von NSCL-2 defizienten bzw. WT-Tieren und die
sich  anschlieBende  Induktion der  Adipogenese  kénnte  Anderungen  im
Differenzierungspotential aufgrund inhibitorischer Komponenten im Serum aufzeigen. Der
mogliche Einfluss iiberdurchschnittlich hoher Resistinkonzentrationen konnte auch durch
Kreuzung von NSCL-2 defizienten Tieren mit Resistin ,,knockout® Tieren ndher untersucht
werden. Die zeitweise Inaktivierung von Resistin in adulten NSCL-2 Mutanten durch
Injektion von ,antisense” Oligonikleotiden oder einem anti-Resistin Antikdrper konnte
helfen, die mogliche Rolle von Resistin in der verdnderten Differenzierung von Praadipozyten

in NSCL-2 Nullmutanten einzuordnen.
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6 Anhang

6.1 Abkiirzungen

A

AK
BHLH
Bp
BrdU
BSA

bzw

ca.

cDNA

FCS

Kb
LacZ
LMO
Lsg.
min
Mut
PAA
PBS
RT
RT

u.N.
WT
z.B.

Adenin

Antikorper

Basic Helix-Loop-Helix
Basenpaar
Bromdesoxyuridin
Bovine serum albumine
beziehungsweise
Cytosin

zirka

copied DNA (zur RNA komplementér)

Embryonaltag

Fotales Kdlberserum
Guanin

Stunde

Kilobasen
B-Galaktosidase
LIM-only

Losung

Minute

Mutante
Polyacrylamid
Phosphat gepufferte Salzlosung
Raumtemperatur
Reverse Transkriptase
Thymin

iiber Nacht

Wildtyp

zum Beispiel
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6.2 Sequenz des Necdin-Promotorbereichs
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Abbildung 32 Sequenz des Necdin-Gens mit der dazugehorigen 5’ flankierenden Region. Die zwei E-Box
Sequenzmotive sind gelb unterlegt und beinhalten eine spezifische E-Box, die rot hervorgehoben ist. Rot
unterlegt: Start- und Stoppcodon der codierenden Region.
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6.3 Tagungsbeitrige, Auszeichnungen und Publikationen

Tagungsbeitrige
21.09.2003-24.09.2003

25.02.2005-26.02.2005

06.10.2005-08.10.2005

21.01.2006-26.01.2006

06.03.2006-07.03.2006

Auszeichnungen

2006

Publikationen
2004

eingereicht

Poster "Activation of the necdin promoter by interaction
between NSCL-2 and LMO proteins", ELSO 2003, Dresden
Vortrag "Charkterisierung des Fettgewebes NSCL-2 defizienter
Maiuse", interne NGFN2 Sitzung, Essen

Vortrag "Untersuchungen zum Einfluss von NSCL-2 auf die
Fettgewebsstruktur und die Entwicklung von Ubergewicht", 21.
Jahrestagung der Deutschen Adipositas Gesellschaft, Berlin
eingeladener Vortrag "Deficiency of the neural transcription
factor NSCL-2 results in an increased number of preadipocytes
in WAT"

Poster: "Deficiency of the neural transcription factor NSCL-2
results in an increased number of preadipocytes in WAT"
Keystone  Symposia, "Adipogenesis,  Obesity  and
Inflammation", Vancouver, BC, Kanada

Marr J., Raum K.; Ruschke K., "Effects of leptin deficiency on
the elastic bone phenotype of the C57/BL6 mouse", Ist
European Symposium on Ultrasound Characterization of Bone,
Paris, March 6-7, 2006

NIDDK  Scholarship ~ Winner,  Keystone  Symposia,
"Adipogenesis, Obesity and Inflammation", Vancouver, BC,

Kanada

Kriiger M.*, Ruschke K.* und Braun T., "NSCL1 and NSCL-2
synergistically determine the fate of GnRH-1 neurons and
control necdin gene expression", EMBO J., vol. 23, no. 21, pp.
4353-64, 2004;

* gleichberechtigte Erstautorenschaft

Ruschke K., Blither M., Kléting N., Ebelt H, und Braun T.,
"Deficiency of the neuronal transcription factor NSCL-2 causes

an increased number of preadipocytes in white adipose tissue"
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6.4 Curriculum vitae

Personliche Angaben
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Geburtsdatum
Geburtsort
Familienstand
Schulbildung
1985-1990

1991-1997
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09.1997-11.2002

2000-2002

02.2002-11.2002

Promotion
ab 2003
01.2006-04.2006

seit 05.2006

Karen Ruschke
20.09.1978
Aschersleben

ledig, 1 Kind

Allgemeinbildende Polytechnische Oberschule ,,Valentina
Tereschkova“™ in Aschersleben
Gymnasium ,,Ascaneum‘ in Aschersleben, Abschluss mit

Abitur

Biologiestudium an der Martin-Luther-Universitit Halle-
Wittenberg

Studentische Hilfskraft am Institut fiir Physiologische Chemie
der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg

Diplomarbeit bei Prof. Dr. Dr. Thomas Braun, Inst. fiir
Physiologische Chemie, MLU Halle zum Thema:

Aktivierung von Zielgenen und Beeinflussung des Zellzyklus

durch das neuronale bHLH Gen NSCL-2, Gesamtnote: sehr gut

Promotion bei Prof. Dr. Dr. Thomas Braun an der MLU Halle
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7 Zusammenfassung

NSCL-2 (neurological stem cell leukaemia) ist ein 15 kDa groes Protein aus der Gruppe der
basischen Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren. Fiir eine Vielzahl von bHLH Proteinen
ist die Beteiligung an Determinierungs und Differenzierungsprozessen mitotischer
Vorlauferzellen in verschiedenen Geweben nachgewiesen worden. NSCL-2 gehdrt zusammen
mit NSCL-1, Neuro D und Nexl/Math-2 zu den neuronal exprimierten
Differenzierungsfaktoren. Wihrend der Embryogenese der Maus finden sich NSCL-2
Transkripte in weiten Teilen des zentralen und peripheren Nervensystems. Postnatal fallt die
Expression stark ab, ist in adulten Stadien jedoch noch in verschiedenen Kerngebieten des
Hypothalamus zu finden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur Gewichtsregulation an NSCL-2
defizienten Miusen durchgefiihrt. Die Tiere zeigen eine postpubertire Obesitit mit einer
einhergehenden Leptinresistenz und sind infertil. Necdin, ein in postmitotischen Zellen
exprimiertes Gen, wurde in in vitro und ex vivo Studien als direktes Zielgen von NSCL-2
identifiziert. Der Necdin-Genlokus ist beim Prader-Willi-Syndrom deletiert. Die Patienten
leiden unter anderem unter Hypogonadismus und Adipositas. Diese Symptome dhneln dem
Phanotyp der NSCL-2 Mutanten. Durch Transaktivierungsexperimente konnten die
Aktivierung des Necdinpromotors durch einen oligomeren Proteinkomplex, bestehend aus
NSCL-2, dem ubiqitiren bHLH Faktor E12, und den Kofaktoren LMO4 und CLIM2 in
neuronalen und nicht-neuronalen Zellen nachgewiesen werden.

Adulte NSCL-2 defiziente Tiere zeigten eine Insulinresistenz isolierter Adipozyten, die in
ob/ob x NSCL-2 -/- Doppelmutanten gemildert war. Die Insulinresistenz von NSCL-2
Einzelmutanten scheint sich jedoch auf das Fettgewebe zu beschrinken, da die
Blutzuckerwerte und durchgefiihrten Glukosetoleranztests keine Anderungen zeigten und die
Serum-Adiponektinspiegel sogar leicht iiber WT-Niveau lagen.

Eine weitere Auffilligkeit im weillen Fettgewebe ist die stark erhohte Anzahl an
Praadipozyten. Das im Vergleich zum Wildtyp unverdndert gute Differenzierungspotential
isolierter NSCL-2 -/- Prdadipozyten zeigte, dass keine zellautonomen Differenzierungs-
blokaden vorliegen, sondern exogene Signale die Ausbildung reifer Adipozyten beeinflussen.
Die Messung der Serum-Resistinkonzentration ergab signifikant erhdhte Werte im Vergleich
zu ob/ob Tieren. Resistin wird vom Fettgewebe sekretiert und kann unter anderem die
Differenzierung von 3T3-L1 Priadipozyten inhibieren. Ob die Verdnderungen der
Fettgewebsstruktur tatsichlich durch verdnderte Level humoraler Faktoren hervorgerufen

werden, miissen weitere Arbeiten zeigen.
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