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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ubergewicht — Epidemiologie, Einteilung und Ursachen

Ubergewicht stellt in der heutigen Gesellschaft ein erhebliches gesundheitliches,
wirtschaftliches und soziales Problem dar. Die aktuellen Daten zum Ubergewicht in der
Bevolkerung sind alarmierend. So waren im Jahr 2009 in Deutschland 60% der Ménner, 43%
der Frauen und 15% der Kinder (3-17 Jahre) iibergewichtig oder adipds, wenn man der
Berechnung den body mass index (BMI) zugrunde legt [1,2]. Der BMI berechnet sich nach
folgender Formel: BMI=[Korpergewicht (kg)]/[Korpergrofie (m)]?. Danach gelten Personen
mit BMI-Werten von 18,5-25 kg/m? als normalgewichtig und mit Werten unter- bzw. oberhalb
als unter- bzw. iibergewichtig. Ab einem BMI von 30 kg/m? spricht man von Adipositas, welche
wiederum nach dem BMI in drei Schweregrade eingeteilt wird. Der BMI ist leicht zu erheben.
Es gibt allerdings auch Situationen, in denen ein hoher BMI nicht krankhaft ist. So weisen auch
Sportler mit groer Muskelmasse einen hohen BMI auf, ohne dass in diesen Fillen von einer
Adipositas gesprochen werden kann. Dariiber hinaus scheint das viszerale Fettgewebe in der
Pathogenese von kardiovaskulidren und metabolischen Begleiterkrankungen eine grofere Rolle
zu spielen als anderes Fettgewebe [3]. Aus diesen Griinden sollte bei einem BMI von 25 kg/m?
und dariiber der Taillenumfang gemessen werden. Ab einem Umfang von 88 cm (Frauen) bzw.
102 cm (Minner) liegt eine abdominelle Adipositas vor [4]. Andere Mdglichkeiten zur
Diagnostik von Ubergewicht sind die Messung des Quotienten aus Bauch- zu Hiiftumfang, des
Quotienten aus Bauchumfang zu Korpergrofe oder des Korperfettgehalts. Dabei dient nur

letztgenannter Parameter zur Quantifizierung der vorhandenen Fettmenge.

Die Ursachen fiir Ubergewicht sind vielfiltig. Die wichtigsten belegten auslosenden Faktoren
sind Uberernihrung und verminderte Alltagsaktivitit, welche zu einer positiven Energiebilanz
und damit zur Gewichtszunahme beitragen. Es gibt dariiber hinaus zahlreiche weitere Faktoren,
dazu zdhlen eine genetische Priadisposition, Medikamentennebenwirkungen (z.B.
Antidepressiva wie selektive Serotonin-Reuptake-Hemmer), Stress und Krankheiten wie
beispielsweise eine Schilddriisenunterfunktion. Neben den genannten individuellen Griinden
spielen auch soziokulturelle Umstinde eine Rolle, da Ubergewicht gehiuft in Industrienationen
vorkommt. Hier ist der Anteil von Ubergewichtigen in hoheren sozialen Schichten geringer als

in niedrigeren [2].

Viele Zivilisationskrankheiten wie Arthrose sind entweder direkt durch Ubergewicht bedingt
oder damit assoziiert. Insbesondere ab einem BMI von 30 kg/m? und bei Vorliegen einer

abdominellen Adipositas steigt das Risiko fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen, welche in
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Deutschland die hiufigste Todesursache darstellen, stark an [5]. Auch fiir zahlreiche weitere
Erkrankungen stellt die Adipositas einen wesentlichen Risikofaktor dar. Insbesondere die
Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ II und einer arteriellen Hypertonie, aber auch die
Krebsentstehung, scheinen zumindest teilweise durch Adipositas bedingt zu sein [6]. Ein
Zusammenhang besteht auch zu neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer
[7]. Nicht zu vernachlédssigen sind neben den korperlichen auch die psychischen Folgen der
Adipositas. Haufig fiihlen sich vor allem stark iibergewichtige Personen als Auflenseiter und

erfahren berufliche Nachteile.

Zusitzlich zu den personlichen gesundheitlichen Folgen hat die Adipositas auch enorme
volkswirtschaftliche Konsequenzen. Durch medizinische Behandlung, Arbeitsausfall und
Renten (Erwerbsunfidhigkeit, Berufsunfahigkeit) werden Gesundheits- und Sozialsystem sowie
Unternehmen mit Milliardenbetrigen belastet. In Deutschland wurden die Kosten der
Adipositas im Jahr 2003 auf ca. 13 Milliarden Euro geschitzt und konnten laut World Health
Organization (WHO) auf 25,7 Milliarden Euro im Jahr 2020 ansteigen [8,9].

Die Adipositas stellt damit fiir das Gesundheitswesen ein zentrales und allgegenwirtiges
Problem dar. In der Behandlung sind nach wie vor Malnahmen am effektivsten, welche die
Energiebilanz negativ beeinflussen. Dies kann durch eine Reduktion der Energiezufuhr sowie
durch eine Steigerung des Energieumsatzes erreicht werden. Es gibt viele Strategien, um die
Energiezufuhr einzuschrianken. Dazu zdhlen die Reduktion des Fettverzehrs, der Ersatz von
Mahlzeiten durch Formulaprodukte sowie eine Erndhrungsumstellung im Sinne einer mafig
energiereduzierten Mischkost, was als Standardtherapie der Adipositas angesehen wird [10-
12]. Zur Steigerung des Energieverbrauchs dient eine Bewegungstherapie, welche der
Gewichtsreduktion dient und insbesondere fiir die Stabilisierung eines reduzierten Gewichtes
wichtig ist [13]. Um die Patientenmotivation zu steigern und Riickfille zu vermeiden gibt es
dariiber hinaus verhaltenstherapeutische Ansidtze [14]. In Ausnahmefillen kommen
chirurgische Optionen wie die Anlage eines Magenbandes oder eines Magenbypasses sowie die
Schaffung eines Schlauchmagens zur Anwendung, wodurch starke Gewichtsreduktionen
moglich sind [15,16]. Allerdings stellen solche Operationen drastische und risikobehaftete
MaBnahmen dar, weshalb sie nur bei Versagen der konservativen Therapie in Betracht gezogen

werden sollten.

Momentan gibt es nur ein Medikament, das zur Behandlung von Adipositas zugelassen ist.
Dabei handelt es sich um Orlistat, welches iiber eine Reduktion der Fettresorption im Darm
wirkt [17]. Andere Wirkstoffe wie sog. Appetitziigler wurden wegen erheblicher - teilweise

lebensbedrohlicher - Nebenwirkungen vom Markt genommen [18,19]. Wirkstoffe, die direkt
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am Fettgewebe angreifen, gibt es bisher nicht. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass viele
Mechanismen, die zu Entwicklung und Aufrechterhaltung von Ubergewicht fiihren, trotz der
grofen Bedeutung gar nicht oder nur teilweise verstanden sind. Im Folgenden soll ein Uberblick
iber den heutigen Kenntnisstand des physiologischen und des pathologischen Fettstoffwechsels

gegeben werden.

1.2 Lipidstoffwechsel und Lipotoxizitit

Das Fettgewebe wird in weilles und braunes Fettgewebe unterteilt und ist fiir alle Sdugetiere
lebenswichtig. Weilles Fettgewebe hat seine Hauptfunktion in der Energiespeicherung (Depot-
bzw. Speicherfett). Dieses macht je nach Individuum 10% (schlanke bzw. sportliche Personen)
bis 50% (stark Ubergewichtige) des Korpergewichts aus. Bei Normalgewichtigen liegt der
Anteil am Korpergewicht bei 15-25%. Neben diesem Speicherfett dient das weille Fettgewebe
als Baufett zum Schutz vor mechanischer Belastung (z.B. FuB3sohle, Gesil}, Nierenlager) sowie
zur Isolierung. Braunes Fettgewebe stellt bei manchen Tieren und auch bei Sduglingen eine

wichtige Warmequelle dar [20].

Das Gewicht des Speicherfettes wird durch das Verhiltnis von Lipidsynthese zu Lipolyse
bestimmt. Ein Energieiiberschuss aufgrund von Uberernihrung (z.B. hochkalorische Nahrung
oder vermehrte Nahrungsaufnahme) oder wegen eines reduzierten Energieverbrauches (z.B.
ungeniigende Bewegung) fithrt zur Zunahme des Fettgewichts und damit zur Entwicklung von
Ubergewicht [21]. Das vermehrte Fettgewicht resultiert dabei einerseits aus Hypertrophie

vorhandener Adipozyten und andererseits aus Adipozytenneogenese [22].

Bei Bedarf werden aus den im weillen Fett gespeicherten Triacylglyceriden (TAG) freie
Fettsduren (free fatty acids, FFA) freigesetzt. Diese werden im Korper vor allem zur Synthese
von Zellmembranen sowie zur Energiegewinnung, aber z.B. auch zur Hormonsynthese
verwendet. Die Menge der FFA im Blut wird vor allem durch die Lipase-abhingige Hydrolyse
von TAG-Speichern im weiflen Fettgewebe bestimmt, die dabei zu Glycerin und FFA abgebaut
werden (s. Abb. 1.1) [23]. Das erste und auch geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der
Kaskade der TAG-Lipolyse ist die Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL), die eine Fettsdure
von TAG abspaltet, sodass ein Diacylglycerid (DAG) verbleibt [24]. Dieses wird durch die
Hormon-sensitive Lipase (HSL) hydrolysiert, wodurch eine weitere Fettsdure freigesetzt wird
[25]. Das verbleibenden Monoacylglycerid (MAG) wird durch die Monoacylglyceridlipase
(MGL) in die eine weitere Fettsdure sowie Glycerin gespalten [26]. Die so freigewordenen
Fettsduren konnen u.a. zur Energiegewinnung im Rahmen der mitochondrialen B-Oxidation

sowie zum Einbau in Membranen genutzt werden.
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Abb. 1.1: Abbau von Triacylglyeriden [27]
FS = Fettsdurerest; Erkldarung s. Text

Ein Ungleichgewicht zwischen TAG-Synthese und -Hydrolyse im Sinne erhohter FS-Spiegel
ist eng mit der Entwicklung einer Insulinresistenz sowie einer Abnahme der (-Zellfunktion
vergesellschaftet, da erhohte Fettsdurespiegel im Blut zu einer erhohten Fettaufnahme
und -Speicherung im Pankreas fithren und dieses dadurch schidigen [28]. Die Insulinresistenz
ist ein Kriterium des metabolischen Syndroms und kann zur Entwicklung eines Diabetes
mellitus Typ II beitragen [29]. Studienergebnisse legen nahe, dass eine Reduktion der TAG-
Hydrolyse durch die Hemmung der ATGL im Fettgewebe und die damit verbundene Abnahme
des FFA-Spiegels im Blut die Glukosetoleranz und Insulinresistenz verbessern und somit auch

das Fortschreiten der damit verbundenen Folgeerkrankungen verlangsamen konnen [30].

Es konnte gezeigt werden, dass die Speicherkapazitit des Fettgewebes limitiert ist und dass ein
Uberschreiten dieser Grenze zu einer Anhiufung von Fetten (insbesondere von TAG) in
anderen Organen fiihrt, was in diesen eine Funktionsstorung zur Folge hat. Diese Schidigung
bezeichnet man als Lipotoxizitit, wobei die genauen zugrundeliegenden Mechanismen noch
nicht verstanden sind [31-34]. Die Komplikationen der Lipotoxizitit sind vielfdltig und hiangen
vom jeweiligen Gewebe sowie von Menge und Art der gespeicherten Lipide ab [35]. Folgen
konnen u.a. eine Insulinresistenz mit der Entwicklung eines metabolisches Syndroms bzw.
eines Diabetes mellitus Typ II, eine Arteriosklerose mit der Manifestation einer arteriellen
Verschlusskrankheit an Herz, Gehirn oder Extremititen sowie eine Fettleber sein [21,31-34].
Obwohl mit der Palmitinsdure ein bedeutender Vertreter der schiadlichen Fettsdauren gefunden
zu sein scheint, sind die Mechanismen die, zu den beschriebenen Schidigungen fiihren, weiter

unklar [36,37].

Die Lipolyse wird durch zahlreiche pro- und antilipolytische Hormone reguliert. Zu den

wichtigsten Vertretern der prolipolytischen Hormone zdhlen dabei Adrenalin, Noradrenalin,
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Glukokortikoide und Glukagon. Insulin ist das wichtigste antilipolytisch wirkende Hormon.
Ebenfalls antilipolytisch wirkt das Protein Perilipin, welches die Oberfldche der Lipidtropfen
in Adipozyten umhiillt und diese so vor der HSL und damit vor dem Abbau schiitzt [38].
Daneben gilt die Stédrke der Perilipinexpression als Anhaltspunkt fiir die vorhandene Fettmenge.
Unklar sind bisher die genauen Signalwege der Lipolyse. Lediglich der katecholamin- und

insulininduzierte Signalweg sind weitestgehend bekannt [24].

1.3 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Die Energiechomdoostase unterliegt zentralen Steuerungsvorgingen und Riickkopplungs-
mechanismen. Ein wesentlicher Bestandteil in diesem System ist die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHN-Achse). Eine wichtige Aufgabe der HHN-Achse ist
die Anpassung des Organismus an physische und psychische Belastungssituationen durch eine

vermehrte Ausschiittung von Stresshormonen [40].

Der Hypothalamus spielt fiir den Korper durch Steuerung der Homoostase (Blutdruck,
Temperatur und Osmolalitdt), der circadianen Rhythmik, des Sexualverhaltens sowie der
Nahrungs- und Wasseraufnahme eine zentrale Rolle. Dem im Nucleus paraventricularis des
Hypothalamus gebildeten Corticotropin-releasing Hormon (CRH) kommt eine wesentliche
Steuerungsfunktion zu [41]. Dieses Hormon gelangt iiber die Hypophysenpfortadern zur
Adenohypophyse. Diese ist trotz ihrer Lage und Funktion im Gegensatz zum Hypophysen-
hinterlappen kein Teil des zentralen Nervensystems sondern entsteht aus epithelialen Anteilen
des Rachendaches (Rathke’sche Tasche). CRH bewirkt in den basophilen Zellen der
Adenohypophyse die Bildung des Adrenocortiocotropen Hormons (ACTH) [41,42]. ACTH
wird aus der Vorstufe Proopiomelanocortin (POMC) durch proteolytische Spaltung freigesetzt.
Bei der Spaltung entsteht neben ACTH auch B-Lipotropin sowie y-MSH. ACTH kann weiter
zu o-MSH (wichtigstes Melanotropin) sowie zum corticotropin-like intermediate peptide
(CLIP) prozessiert werden, aus f-Lipotropin kénnen B-Endorphin, y-Lipotropin sowie B-MSH
entstehen [43].

ACTH gelangt iiber die Blutgefdalle zur Nebenniere. Wihrend das Nebennierenmark als Teil
des sympathischen Nervensystems Adrenalin und Noradrenalin aus chromaffinen Zellen ins
Blut abgibt, ist die Nebennierenrinde (NNR) fiir die Produktion von Steroidhormonen
verantwortlich. Die Produktion der verschiedenen Steroidhormone erfolgt in drei funktionell
getrennten Zonen. Die dullere Zona glomerulosa bildet Aldosteron, welches eine vermehrte
Wasser- und Natriumriickresorption in der Niere bewirkt. In der mittleren Zona fasciculata

werden Glukokortikoide gebildet (zur Funktion s.u.). Die innere Zona reticularis bildet
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Androgene, v.a. Dehydroepiandrosteron, welches dann zu Testosteron und Estrogen

umgewandelt werden kann [44,45].

ACTH ist ein Agonist der Melanocortinrezeptoren. In der Nebenniere wird v.a. in der Zona
fasciculata der Melanocortin-2 Rezeptor (MC2-R) exprimiert. Die Bindung von ACTH an
diesen Rezeptor fiihrt zur Ausschiittung von Glukokortikoiden, also Stresshormonen. Beim
Menschen ist dies im wesentlichen Cortisol, bei Méusen - aufgrund des Fehlens des Enzyms
170-Hydroxylase - Corticosteron. Das Fehlen dieses Enzyms fiihrt zudem dazu, dass bei

Mausen in der Nebennierenrinde keine Androgene gebildet werden konnen [46].

Glukokortikoide werden wie alle Steroidhormone aus Cholesterin synthetisiert und sind
deshalb lipophil, weshalb sie direkt (ohne Rezeptorbindung) ins Zellinnere diffundieren
konnen. Dort binden sie an zytoplasmatische Glukokortikoidrezeptoren. Diese Bindung fiihrt
dazu, dass sich Hemmproteine (sog. heat-shock-proteins) von den Glukokortikoidrezeptoren
16sen, woraufhin diese in den Zellkern wandern. Dort konnen sie selbst als Transkriptionsfaktor
wirken oder die Aktivitdt anderer Transkriptionsfaktoren modulieren, wodurch die Expression
verschiedener Gene verdndert wird.

Im Kohlenhydrat- und Aminoséurestoffwechsel haben Glukokortikoide eine katabole Wirkung.
Sie fordern die Transkription von Glukoneogeneseenzymen und somit die Glukoneogenese. In
der Muskulatur werden vermehrt Aminosduren abgebaut, die ebenfalls zur Glukoneogenese
verwendet werden konnen. Dariiber hinaus wird die Transkription von B2-Rezeptoren im
Fettgewebe verstirkt. Da an f2-Rezeptoren lipolytisch wirkende Katecholamine binden, wird
die Lipolyse indirekt durch Glukokortikoide verstarkt.

Im Herz- Kreislaufsystem fithren Glukokortikoide {iiber eine erhohte Katecholamin-
empfindlichkeit zu einer Steigerung der Herzkraft und zur Vasokonstriktion. Des Weiteren
steigern Glukokortikoide die Ausschiittung von Adrenalin und Angiotensinen.

Dariiber hinaus wirken Glukokortikoide immunsuppressiv indem sie mit anderen
Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB) wechselwirken und so die inflammatorische Wirkung

dieser Transkriptionsfaktoren hemmen [47,48].

1.4 ACTH-abhingige Effekte in vivo und in vitro

Neben dem Melanocortin-2-Rezeptor (MC2-R) sind vier weitere Melanocortinrezeptoren
bekannt. Melanocortinrezeptoren werden durch verschiedene Melanotropine bzw. ACTH

aktiviert und haben jeweils unterschiedliche Expressionsorte und Funktionen (s. Tab. 1.1) [49].
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Rezeptor Expressionsorte Agonisten | Funktion
a-MSH, . .
MC1-R Melanozyten ACTH Hautpigmentierung
Nebennierenrinde ACTH-Freisetzung,
MC2-R Fettoewebe ’ ACTH Einfluss auf das
& Fettgewebe (?)
Gehirn, D YA O eroichom
MC3-R ehirn, Darm, MSH nergiehomdostase,
Plazenta Fiebersenkung
ACTH
. Energiehomdoostase,
MC4-R Gehirn, Darm, o-MSH, Fiebersenkung,
Plazenta ACTH
Sexualverhalten
) .. o-MSH, .
MCS-R Exokrine Driisen ACTH Talgsekretion

Tab. 1.1: Die Melanocortinrezeptoren: wichtigste Agonisten und Funktionen

Bei allen Melanocortinrezeptoren handelt sich um Ggs-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die ihre
Wirkung iiber eine steigende Konzentration des second messenger cyclisches Adenosin-
monophosphat (cAMP) und der Proteinkinase A-Konzentration vermitteln [49].

Der MC2-R ist der einzige Melanocortinrezeptor, dessen spezifischer und einziger Agonist
ACTH ist. Daher wird der MC2-R auch als ACTH-Rezeptor bezeichnet [50]. Er wird
hauptséchlich in der der Zona fasciculata der NNR exprimiert und bewirkt dort die ACTH-

vermittelte Freisetzung von Glukokortikoiden [51].

Zusiatzlich zur NNR gibt es einige weitere Expressionsorte des MC2-R, zu denen auch das
braune und weille Fettgewebe zihlt [52]. Hier ist allerdings iiber seine physiologische Funktion
wenig bekannt. In vitro fiihrt eine ACTH-Stimulation von Adipozyten durch eine Aktivierung
von ATGL und HSL zu einem substantiellen Anstieg der Lipolyse [53,54]. Dariiber hinaus wird
vermutet, dass der MC2-R eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von weillem
Fettgewebe spielt, da die Expression des MC2-R in Pridadipozyten gering ist aber wihrend der
Adipogenese stark ansteigt [55]. Promotoranalysen legen einen zusitzlichen Einfluss von
CCAAT/enhancerbindenden (C/EBPs) Proteinen sowie von PPARY auf die ACTH-abhingige
Regulation der Adipogenese nahe [55,56]. Neben den dargelegten in vitro Daten gibt es auch
in vivo Untersuchungen, die auf einen direkten Einfluss hypophysidrer Hormone auf das
Fettgewebe hindeuten. Bei Méusen mit einem knock-out-bedingten Fehlen aller B-Rezeptoren

wurden wihrend des Fastens erhohte FFA-Spiegel im Blut beobachtet, die aber aufgrund der
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fehlenden B-Rezeptoren nicht durch Adrenalin oder Noradrenalin vermittelt sein konnten (bzgl.
knock-out s. Kap. 1.5.3) [57]. Somit miissen neben Katecholaminen auch andere Hormone
einen signifikanten Einfluss auf die Lipolyse haben, wobei ACTH als ein moglicher Kandidat

angesehen wird.

Bei adipOsen Personen wurde eine erhohte ACTH-Konzentration im Blut nachgewiesen, die
moglicherweise durch gesteigerte FFA-Spiegel bedingt ist. Damit im Einklang stehen auch
Befunde, nach denen eine pharmakologische Inhibition der Lipolyse durch Acipimox (einem
Nikotinsdurederivat) die pathologisch gesteigerte ACTH Sekretion normalisieren kann [58].
Diese Ergebnisse wiirden darauf hindeuten, dass die ACTH-Sekretion durch FFA stimuliert
wird. Allerdings hat im Gegensatz dazu eine Injektion von Fettsduren bei gesunden Personen
eine Senkung der ACTH-Konzentration im Blut zur Folge [59]. Somit ist auf den ersten Blick
die Wirkung von FFA auf die ACTH-Sekretion bei normalgewichtigen und fettleibigen
Individuen entgegengesetzt und die Wirkung von FFA auf die ACTH-Freisetzung nicht
abschliefend geklart. Allerdings gibt es auch noch andere Faktoren, welche die ACTH-
Freisetzung beeinflussen. Beispiele dafiir sind die Hormone Leptin und Adiponektin. Es handelt
es sich hierbei um Peptide, die aus Adipozyten freigesetzt werden und einen wichtigen Einfluss
auf die Energiechoméostase, das Hungergefiihl und die Entstehung von Ubergewicht haben.

Dabei spielt Leptin die bedeutendere Rolle [60].

Leptin wurde 1994 bei der Untersuchung von extrem adipdsen Méusen entdeckt, welche
aufgrund einer Mutation im Leptin-Gen eine Leptin-Defizienz aufwiesen [61]. Durch
zahlreiche Studien konnte belegt werden, dass Leptin aus dem Fettgewebe freigesetzt wird und
durch verschiedene Mechanismen fiir das Sittigungsgefiihl verantwortlich ist. Die Abwesenheit
von Leptin fiihrt zu einer unkontrollierten Nahrungsaufnahme [62,63]. Es wurde allerdings
gezeigt, dass bei adiposen Personen der Leptin-Spiegel im Blut nicht vermindert ist, sondern
dass eine Leptinresistenz besteht und der Leptinspiegel sogar erhoht ist [64]. Dadurch hat sich
die anfingliche Euphorie, durch Leptin-Gaben Ubergewicht heilen oder vermindern zu kénnen,

relativiert.

Mittlerweile wurden neben der Fettmasse zahlreiche weitere Einflussfaktoren auf den
Leptinspiegel im Blut gefunden. So senken vor allem Fastenperioden aber auch Testosteron,
Schlafmangel und korperliche Aktivitit das Leptinniveau, wohingegen es durch Ostrogen und
psychischen Stress erhoht wird [62,65-67]. Uber die Interaktion mit dem Melanocortinsystem

gibt es bislang noch kein abschliefendes Modell, allerdings zahlreiche Hinweise.

Bei in vitro Experimenten an Fettgewebe von Leptin-knock-out-Ratten, die zahlreiche

Eigenschaften des metabolischen Syndroms zeigen, konnte eine verminderte ACTH-
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vermittelte Lipolyse nachgewiesen werden [68]. Weitere in vitro Untersuchungen haben
gezeigt, dass physiologische ACTH-Spiegel die Expression von Leptin-mRNA sowie die
Leptinfreisetzung dosisabhéngig um bis 30% senken konnen [69,70]. Des Weiteren gibt es
einen direkten negativen Riickkopplungsmechanismus von ACTH auf die Leptinsekretion, wie
an adrenalektomierten Maiusen gezeigt werden konnte [71]. Bei Menschen wurde
nachgewiesen, dass Leptin pulsatil ca. alle 30 Minuten ausgeschiittet wird und dass die ACTH-
und Cortisolspiegel im Blut dazu eine inverse Beziehung zeigen, die nicht der Glukokortikoid-
gesteuerten Hemmung der Leptin-Sekretion zuzuschreiben ist [72]. Diese Effekte sind ACTH-
spezifisch und gelten nicht fiir andere aus POMC stammende Hormone [70]. Normalerweise
steigt beim Fasten der ACTH-und Glukokortikoidspiegel im Blut. Bei Méusen kann dieser
Anstieg durch die Injektion von Leptin unterdriickt werden, was wiederum auf die Interaktion

zwischen HHN-Achse und Fettgewebe hindeutet [72,73].

In Zusammenschau dieser Daten wurde ein moglicher Regelkreis postuliert, bei welchem
ACTH die Leptin-Sekretion hemmt, was wiederum die ACTH-Sekretion senkt [74].
Moglicherweise gibt es jedoch einen Unterschied zwischen der oben genannten chronischen
Langzeitwirkung und der akuten Kurzzeitwirkung von Leptin auf die ACTH-Sekretion, da eine
andere Studie einen Leptin-vermittelten ACTH-Anstieg nach wenigen Stunden gezeigt hat

[74,75].

Hypothalamus
@ chronisch
Corticosteron/
. akut
Cortisol Adenohypophyse
A

Nebennierenrinde

Fettgewebe

— =" Lipolyse -
Abb. 1.2: Die HHN-Achse sowie die Wirkung von FFA und Leptin

— Stimulation; — Hemmung; --% fragliche Wirkung
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1.5 Generierung von genetisch verinderten Miusen

1.5.1 Einfiihrung

Die Hausmaus (Mus musculus) stellt einen wichtigen Modellorganismus fiir Forschungszwecke
dar. Nach der Entdeckung der Mendel’schen Gesetze im Jahr 1900 wurden die Erkenntnisse
der Vererbungslehre zur Generierung von Inzuchtstimmen angewandt. Der erste Inzuchtstamm
wurde 1909 von C.C. Little etabliert. Er und W. Castle gelten als Pioniere der Verwendung von
Mausen als Versuchstiere, die damals vor allem in der Krebs- und Chemikalienforschung
eingesetzt wurden [76,77]. Auch einer der heute am weitesten verbreitete Mausstdmme
C57BL/6 wurde von Little im Jahr 1921 geziichtet. Weitere bekannte Stamme sind der NOD-
Stamm, der in der Diabetesforschung eingesetzt wird sowie die Nacktmaus, die sich durch das
Fehlen von Thymus (und damit des Immunsystems) und Koperbehaarung auszeichnet und in

der Tumorforschung eine entscheidende Rolle spielt [78,79].

Auch heute wird die Kreuzung nach Mendel fiir die Verpaarung von Méusen eingesetzt, um
gewiinschte Genotypen, wie beispielsweise fiir ein Merkmal homozygote Méiuse, zu ziichten.
Diesem Kreuzungssystem liegt das Prinzip zugrunde, dass statistisch bei der Verpaarung von
zweil heterozygoten Miusen jeweils 25% Wildtypmiuse und homozygote Mause sowie 50%
heterozygote Miuse entstehen. Auch fiir die vorliegende Arbeit wurde das beschriebene

Kreuzungssystem verwendet (s. Kap. 3.1).

1.5.2 Transgene Miuse

Unter einer ,,transgenen Maus‘ versteht man eine Maus, deren Genom kiinstlich eingebrachte
Desoxyribonukleinsdure (DNA) enthilt. Dabei werden zusitzliche Kopien eines bestimmten
Gens in die Maus-DNA eingebracht, um die Wirkung einer Uberexpression dieses Gens
untersuchen zu konnen. Die zusitzlichen Kopien des Gens werden dabei an einer zufélligen
Stelle ins Genoms integriert und enthalten neben dem eigentlichen Gen auch noch eine
Promotorsequenz [80]. Da die Fremd-DNA an zufilliger Stelle eingebaut wird, hingt die
Expressionsstidrke auch von Genom-eigenen Regulationsmechanismen ab und kann somit bei
verschiedenen transgenen Mausstammen unterschiedlich stark ausfallen [81]. Um die Fremd-
DNA in das Mausgenom integrieren zu konnen, werden zunidchst Oozyten durch in vitro
Fertilisation befruchtet und die Fremd-DNA durch Mikroinjektion in die so gewonnenen

embryonalen Stammzellen eingebracht, was als Transfektion bezeichnet wird [82].

Die Zellen werden in Blastozysten iiberfithrt und daraufhin in scheinschwangere Muttertiere
implantiert. Die Nachkommen werden mittels Southern-Blot auf eine erfolgreiche Transfektion

untersucht. Ist diese nachgewiesen, enthalten die Tiere die verdnderte DNA in jeder Korperzelle
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(also auch in Karyozyten) und kdnnen somit zur weiteren Zucht von Tieren mit derselben
Veridnderung verwendet werden. Die ubiquitire Expression des Gens stellt allerdings auch ein
Problem dar, da eine beobachtete Wirkung auf ein Gewebe immer auch durch Einfliisse des
Gens im ganzen Korper bedingt sein kann und es so schwierig ist, den isolierten Einfluss auf
das jeweilige Gewebe exakt festzustellen. AuBerdem kann eine transgene Uberexpression
wihrend der Embryogenese zu Entwicklungsstorungen und frither Sterblichkeit fithren. Um
eine gewebsspezifische Uberexpression oder Ausschaltung eines Gens zu erreichen eignen sich

beispielsweise gewebsspezifische Rekombinasen (s. Kap 1.5.4).

1.5.3 Gene targeting und knock-out Miuse

Neben der Moglichkeit zur Generierung von transgenen Médusen, bei denen zusitzliche DNA
ungezielt im Genom eingebaut wird, gibt es auch die Moglichkeit des gene targeting. Das gene
targeting dient zur gezielten Modifikation eines Gens. Eine Anwendungsmoglichkeit ist die
Erzeugung von knock-out Méusen. Diese Methode wurde erstmals von Capecchi, Smithie und

Evans beschrieben, wofiir die Autoren im Jahr 2007 den Nobelpreis fiir Medizin erhielten [83].

Unter gene targeting versteht man ein molekulargenetisches Verfahren, bei dem ein bestimmter
Bereich der Wildtyp-DNA durch Fremd-DNA ersetzt wird, wozu der Mechanismus der
homologen Rekombination genutzt wird [84]. Homologe Rekombination bedeutet, dass ein
kiinstlich eingebrachter DNA-Strang einen Genom-Abschnitt ersetzt. Dazu muss die kiinstliche
Nukleotidsequenz der urspriinglichen mit Ausnahme einer meist kleinen Mutation sehr dhnlich
sein. Der mutierte Anteil des Gens zerstort oder mutiert die Funktion des Gens. Die verdnderte
Nukleotidsequenz bezeichnet man als Targeting-Vektor (TV) und es sind mehrere Schritte
notwendig, um diesen ins Mausgenom zu integrieren. Der TV wird zunichst in Bakterien
repliziert und draufhin durch verschiedene Verfahren (u.a. Calcium-Phosphat-Prézipitation,
Mikroinjektion, Elektroporation) in murine embryonale Stammzellen eingebracht, die in
Zellkultur vermehrt wurden. Aufgrund der groBen Ahnlichkeit nihern sich die DNA des TV
und des Genoms parallel an. Nun kann es zu einem crossing over kommen, dabei werden die
Nukleotidsequenzen ausgetauscht (homologe Rekombination). Dieser Vorgang geschieht aber
nur bei einem Anteil von 1:10°-10° Zellen. Die genauen Griinde fiir die groBe Variabilitiit der
Haufigkeit ist nicht restlos geklért [85]. Unter anderem hingt diese vom gewihlten Gen, der
Struktur des jeweiligen TV und der Expression des Gens ab. Der TV ist typischerweise mit
einer Neomycin-Resistenzkassette ausgestattet, die eine Resistenz gegen das normalerweise
zelltoxische Antibiotikum Geneticin vermittelt [86]. Durch Behandlung aller Zellen mit
Geneticin werden diejenigen, bei denen eine homologe Rekombination stattgefunden hat und

die somit durch die Resistenzkassette geschiitzt sind, selektioniert [87]. Um sicherzugehen, dass
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die homologe Rekombination auch an der richtigen Stelle eingetreten ist, werden die
selektionierten Zellen anschliefend noch mittels Southern-Blot oder PCR untersucht. Nachdem
erfolgreich transfizierte embryonale Stammzellen gefunden wurden, konnen diese in
Blastozysten injiziert und in Muttertieren ausgetragen werden. Die geborenen Tiere tragen die
eingebrachte Mutation normalerweise nur auf einem Chromosom, sind also heterozygot fiir die
genetische Veridnderung. Um homozygote Tiere zu erhalten, miissen diese Tiere gekreuzt
werden, sodass bei der Verpaarung von zwei heterozygoten Tieren 25% der Nachkommen

homozygot fiir die Mutation sind.

Mit dem knock-out eines Gens kann dessen funktionelle Bedeutung untersucht werden, indem
man Wildtyp- und knock-out-Typ vergleicht [88]. Auch hier gilt, dass zunidchst aus
heterozygoten Tieren (bei denen die Funktion des Gens nicht komplett ausgeschaltet ist)
homozygote Tiere gekreuzt werden miissen, welche einen vollstindigen knock-out aufweisen.
Ein dhnliches Problem wie bei transgenen Miusen besteht auch bei beschriebenen knock-out
Tieren: der Funktionsverlust des Gens ist nicht gewebsspezifisch und immer vorhanden. Es
kann also nicht beurteilt werden, ob beobachtete Verdnderungen durch Storungen in der
Entwicklung, Einfliisse des Genverlustes auf den ganzen Organismus oder durch gewebs-
spezifische Verdnderungen bedingt sind. Ein weiteres Problem besteht darin, dass homozygote
Tiere teilweise nicht iiberlebensfihig sind und deshalb unter Umstinden schon intrauterin
absterben. Eine mogliche Losung fiir die beschriebene Problematik ist die Entwicklung von
induzierbaren, gewebsspezifischen knock-outs, wobei das Cre-lox-System die bekannteste und

etablierteste Methode darstellt [89,90].

1.5.4 Das Cre-lox-System

Das Cre-lox-System wurde im Jahr 1987 von Sauer entwickelt und diente urspriinglich der
voriibergehenden (konditionellen) Aktivierung einer Geniiberexpression [91,92]. Durch Gu
wurde die Anwendung fiir das konditionelle gene targeting beschrieben [93]. Ziel des Systems
ist es, einen essentiellen Teil des Gens (beispielsweise ein Exon) mit loxP-sites zu flankieren,
sodass dieser durch die Cre-Rekombinase entfernt werden kann. Dadurch wird die Funktion

des Gens zerstort, also ein knock-out generiert.

Die Rekombinase Cre (causes recombination) stammt aus dem Bakteriophagen P1 und erkennt
spezifisch die Nukleotidsequenz loxP (locus of crossing over PI). Eine loxP-site ist eine 34
Basenpaare (bp) lange Sequenz, die aus einer 8 bp langen Kernsequenz, flankiert von zwei
jeweils 13 bp langen palindromischen Sequenzen, besteht [94,95]. Die Cre-Rekombinase
erkennt loxP-sites durch Bindung an den beiden palindromischen Sequenzen und schneidet

anschlieend die DNA an den Kernsequenzen beider loxP-sites. Der dazwischenliegende
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Bereich wird entfernt und die verbliebene DNA neu verkniipft, wobei eine loxP-site im Genom
verbleibt (s. Abb. 1.3: Cre-vermittelte Mutation) [96]. Das entfernte Genfragment enthélt die
zweite loxP-site und wird hier verkniipft. Dadurch entsteht ein zirkuldres Produkt, welches in

der Zelle abgebaut wird.

"

=

B
lXCre
B B whai

Abb. 1.3: Cre-vermittelte Mutation

Die Cre-Rekombinase schneidet DNA an loxP-sites (), entfernt den dazwischenliegenden

Bereich (,,B) und verkniipft die DNA anschlieBend an den loxP-sites neu.

Die Nukleotidsequenz der loxP-sites lautet

5 - ATAACTTCGTATA - GCATACAT - TATACGAAGTTAT - 3.
Dabei sind die beiden 13 bp langen Randsequenzen palindromisch (d.h. sie weisen gegenlédufig
dieselbe Sequenz auf) und flankieren eine 8 bp lange Kernsequenz (GCATACAT). Da der
Kernbereich der loxP-sites im Gegensatz zu den Randbereichen nicht palindromisch ist, miissen
die Kernbereiche beider loxP-sites in gleicher Orientierung vorliegen, da es ansonsten nicht zu
einer Entfernung sondern zu einer Inversion der DNA kommt. Die loxP-sites sowie die Cre-
Rekombinase miissen kiinstlich in das Genom eingebracht werden. Hierzu dienen o.g.
Methoden zur Generierung transgener und homolog rekombinierter Tiere (s. Kap. 1.5.2, 1.5.3).
Versieht man die Cre-Rekombinase mit einem geeigneten Promotor und umgibt das Wildtyp-
Gen mit loxP-sites, so wird dieses gewebsspezifisch durch die aktivierte Cre-Rekombinase
entfernt. Ein Beispiel fiir einen gewebsspezifischen Promotor ist das adipocyte protein 2 (aP2),
auch als farty acid binding protein 4 (FABP4) bezeichnet. Dieses wird vor allem in Adipozyten
exprimiert. Eine mit einem aP2-Promotor versehene Cre-Rekombinase kommt demnach nur im
Fettgewebe vor, was gewebsspezifische knock-outs moglich macht [97]. Allerdings wird aP2
auch in Makrophagen, Kardiomyozyten und dendritischen Zellen exprimiert und ist deshalb
kein vollkommen fettgewebsspezifisches Protein [98]. Adiponektin hingegen wurde als sehr
spezifisches Fettgewebsprotein identifiziert [99,100]. In jiingster Zeit ist es auch gelungen,
dieses als Cre-Promotor zu nutzen, wodurch fettgewebsspezifische Cre-lox-System basierende

Modifikationen moglich werden [101].
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Neben der Moglichkeit einer Gewebe-abhingigen Aktivierung gibt es auch die Option einen
zeitlich bestimmbaren knock-out zu generieren, indem man eine induzierbare Cre-Rekombinase
verwendet [102-104]. Hier beruht die Aktivierung nicht auf der Bindung eines
gewebsspezifischen Proteins an den entsprechenden Promotor, sondern auf einer verdnderten
Cre-Rekombinase, die mit einem Tamoxifen-spezifischen Steroidrezeptor fusioniert wird. Die
Fusion aus Cre-Rekombinase und Tamoxifenrezeptor wird als CreERT2 bezeichnet [103].
Steroidrezeptoren werden konstitutiv exprimiert und sind daher immer im Zellinneren
vorhanden, konnen aber erst nach Aktivierung durch das entsprechende Steroid in den Zellkern
gelangen. Diese Eigenschaft beruht darauf, dass alle Steroidrezeptoren an heat-shock-proteins
90 (hsp90) gekoppelt sind, die verhindern, dass der Rezeptor in den Zellkern wandert. Erst nach
Bindung des entsprechenden Liganden dissoziieren hsp90 vom Rezeptor, sodass der Rezeptor
in den Zellkern translozieren kann. Wird eine Cre-Rekombinase an einen Steroidrezeptor
gekoppelt, so wird durch die Translokation des Steroidrezeptors auch die daran gebundene
Rekombinase in den Zellkern gebracht, sodass diese auf die DNA zugreifen kann. Als Ligand
wird das Ostrogen-Analogon Tamoxifen verwendet, welches fiir die Behandlung von Mamma-
karzinomen entwickelt wurde [105]. Die Cre-Rekombinase wird erst nach Tamoxifen-

Applikation aktiv und der gewiinschte DNA-Abschnitt darauthin entfernt (s. Abb. 1.4).
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CreERT?2 @ Tamoxifen @

Abb. 1.4: Tamoxifen-induzierte Cre-Rekombinase

Die CreERT2-Rekombinase ist immer im Zytoplasma vorhanden, kann jedoch nicht auf die
im Zellkern befindliche DNA zugreifen. Nach der Bindung von Tamoxifen dissoziieren
CreERT?2 und hsp90, sodass Rezeptor und Rekombinase in den Zellkern translozieren. Hier
kann darauthin die Rekombinase aktiv werden, welche die DNA an den entsprechenden

Stellen schneidet und wieder zusammenfiigt.

Neben dem Cre-lox-System gibt es auch dquivalente Systeme mit anderen Rekombinasen und
Schnittstellen. Ein Beispiel hierfiir ist das Flp-frt-System. Hier erkennt die Flp-Rekombinase
frt-sites und schneidet an diesen Stellen dquivalent zur Cre-Rekombinase an loxP-sites. Die
Flp-Rekombinase stammt aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae [106,107]. Die frt-sites
weisen genau wie loxP-sites eine von zwei palindromischen Randsequenzen flankierte

Kernsequenz auf (5 '- GAAGTTCCTATTC - TCTAGAAA - GTATAGGAACTTC - 3").

1.5.5 Generierung von Cre-lox Méusen

Um eine Maus zu generieren, die mit Hilfe des Cre-lox-System im Sinne eines induzierbaren

knock-outs verandert werden kann, sind mehrere Schritte notig.
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Zum einen muss ein relevanter Teil des zu deaktivierenden Gens (beispielsweise ein Exon) von
loxP-sites umgeben werden. Dabei ist es wichtig, dass das Gen vor der Cre-Aktivierung nicht
in seiner Funktion eingeschrinkt wird, also Wildtyp-Eigenschaften aufweist. Zum anderen
benodtigt man ein Tier, welches die (induzierbare) Cre-Rekombinase triagt. Verpaart man diese
Tiere, so erhilt man zu 25% Nachkommen, welche sowohl die Cre-Rekombinase, als auch das
loxP-flankierte Gen auf jeweils einem Allel tragen (Cre*";lox/wt) (s. Abb. 1.5). Fiir einen
knock-out ist es essentiell, dass beide Allele des Gens die gewiinschte Verdnderung beinhalten.
Daher miissen Tiere, die sowohl Cre- als auch loxP-positiv sind, erneut verpaart werden. Aus
dieser Kreuzung erhélt man rechnerisch zu 18,75% Tiere, die einerseits die Cre-Rekombinase
exprimieren (Cre*” oder Cre™*) und andererseits fiir das loxP-flankierte Gen homozygot
(lox/lox) sind. Hierbei macht es keinen Unterschied, ob die Tiere die Cre-Rekombinase auf
einem (Cre*”) oder beiden Allelen (Cre™*) tragen (s. Abb. 1.6). Ein mogliches

Kreuzungsschema zeigen die folgenden Abbildungen 1.5 und 1.6.

Cret- Cre”
wt/wt lox/wt

Cre*" Cre*" Cre” Cre’
lox/wt wt/wt lox/wt wt/wt
25% 25% 25% 25%

Abb. 1.5: Verpaarung von Cre* - mit lox/wt-Tieren, um Cre* ;lox/wt Tiere zu
erhalten
Dargestellt sind jeweils die Genotypen der Parental- und Filialgeneration sowie die bei der

Kreuzung zu erwartenden Anteile des jeweiligen Genotyps an allen Nachkommen.

Bei der Verpaarung dieser Tiere erhélt man zu 25% Tiere mit dem gewiinschten Genotyp,
diese tragen die Cre-Rekombinase und das entsprechende Gen ist heterozygot von loxP-

sites umgeben.
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Cre*- Cre*-
lox/wt lox/wt

Cret/t*  Cret/ Cre™ Cret'+ Cre*" Cre” Cret Cret- Cre
lox/lox lox/lox | lox/lox lox/wt lox/wt lox/wt wt/wt wt/wt wt/wt

6,25% 125% ) 6,25% 12,5% 25% 12,5%  6,25% 12,5%  6,25%

Abb. 1.6: Verpaarung von Cre*;lox/wt Tieren, um Cre*;lox/lox Tiere zu erhalten
Dargestellt sind jeweils die Genotypen der Parental- und Filialgeneration sowie die bei der
Kreuzung zu erwartenden Anteile des jeweiligen Genotyps an allen Nachkommen.

Die in Abb. 1.5 erhaltenen Tiere werden erneut verpaart um Cre™;lox/lox Tiere zu erhalten.

Der Anteil solcher Tiere an allen Nachkommen betréigt rechnerisch 18,75%.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Der MC2-R wird in Adipozyten exprimiert. In der Prdadipozyten-Zelllinie 3T1-L1 wurde
gezeigt, dass der MC2-R die Differenzierung von Fibroblasten zu Adipozyten sowie die
Lipolyse fordert [20,41-43,108]. Diese an Zelllinien erhobenen Ergebnisse miissen allerdings
durch physiologische in vitro und in vivo Systeme weiter untermauert werden, um ihre
funktionelle Bedeutung zu kliren. Uber die Wirkung des MC2-R auf Adipozyten, die aus
Mausstammzellen differenziert wurden, und auch iiber seine Funktion auf das Fettgewebe in
vivo ist bislang wenig bekannt. Deshalb sollte ein Mausmodell mit einem induzierbaren MC2-R
knock-out generiert werden und das Fettgewebe sowie die Adipozyten in vivo und in vitro
charakterisiert werden. Dariiber hinaus sollte die indirekte Wirkung auf die Nebennieren nach
Ablation des Rezeptors im Fettgewebe untersucht werden.

Im Laufe des Projekts belegten Ergebnisse, dass ein knock-out des MC2-R aufgrund einer
unterwarteten Rekombination wihrend der Generierung der embryonalen Stammzellen in
diesem Tiermodell nicht méglich sein wiirde und es stattdessen zu einer Insertion des MC2-R
im Genom gekommen war. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde dieses Tiermodell

charakterisiert. Hierbei wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1) Weisen die genetisch veridnderten Méuse, bei denen der MC2-R-Locus von loxP-sifes

umgeben ist, nach der Kreuzung mit Cre-Miusen die gewiinschten Merkmale auf?

2) Hat die Anwesenheit eines zusitzlichen Allels des MC2-R im Genom Auswirkungen auf
die Expression von Genen der Steroidhormonbiosynthese in den Nebennieren und deren

endokrine Aktivitat?

3) Welche Wirkung hat die erhohte Expression des MC2-R auf das Fettgewebe in vivo?
a) Gibt es einen Einfluss auf das Gewicht des Fettgewebes?
b) Kann man fiir etwaige Unterschiede ein Korrelat im Sinne einer Veridnderung der

Genexpression finden?

4) Welchen Einfluss hat der MC2-R auf differenzierte murine Adipozyten in vitro?
a) Wird die Differenzierung von Fibroblasten zu Adipozyten beeinflusst?

b) Gibt es Unterschiede in der Expression von Genen des Fettstoffwechsels?

5) Welche Schlussfolgerungen konnen aus den Ergebnissen der durchgefiihrten Experimente

gezogen werden und konnen diese als Grundlage fiir weitere Untersuchungen dienen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

12-Loch Lochplatte Fa. BD, Heidelberg

24-Loch Lochplatte Fa. Sarstedt, Niimbrecht
6-Loch Lochplatte Fa. Sarstedt, Niimbrecht
96-Loch Mikrotiterplatte Fa. Sarstedt, Niimbrecht

ACTH Fa. Defiante Farmacéutica, Funchal,

Portugal
ACTH ELISA Fa. Biomerica, Irvine, USA
Agarose Fa. Peqglab, Erlangen
Aqua ad iniectabilia (a.d.) Fa. Braun, Melsungen
bFGF Fa. Invitrogen, Darmstadt
Borat Fa. Merck, Darmstadt
Bovines Serum Albumin (BSA) Fa. Sigma, Steinheim
Chloroform Fa. Merck, Darmstadt
Corticosterone HS EIA Fa. IDS, Frankfurt am Main
Deckglaser Fa. Mezel, Braunschweig
Dexamethason Fa. Sigma, Steinheim
Dilution-Buffer Fa. Promega, Mannheim
DMEM Fa. Invitrogen, Darmstadt
DMSO Fa. Sigma, Steinheim
DNA-GroBenmarker low range/1kb Fa. Fermentas, St. Leon-Rot

Dnase I (SV Total RNA Isolation System) Fa. Promega, Mannheim

dNTPS (100mM) Fa. Promega, Mannheim
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EDTA

Fa

. Sigma, Steinheim

Einbettkasette

Fa.

Neolab, Heidelberg

Einstreu, Typ Lignocel

Fa.

J. Rettenmaier & Sohne, Rosenberg

Einwegklinge SEC 35

Fa.

Thermo Fisher Scientific, Walldorf

Eisessig

Fa.

Merck, Darmstadt

Eosin

Fa.

Sigma, Steinheim

Ethanol (30%/50%/70%/95%)

Fa.

SAYV LP, Flintsbach a. Inn

Ethidiumbromid

Fa.

Roth, Karlsruhe

EV A-Green Mastermix

Fa.

Promega, Mannheim

FCS Fa. Invitrogen, Darmstadt
Filterpapier 0,2um Fa. Sarstedt, Niimbrecht
Formaldehyd 37% Fa. Merck, Darmstadt

Free Glycerol Reagent

Fa.

Sigma, Steinheim

Gaskatuschen (Butan)

Fa.

Apragaz, Briissel, Belgien

Gelantine

Fa.

Biochrome, Berlin

Glas Pasteur-Pipette

Fa.

Brand, Wertheim

Glutamin

Fa.

Invitrogen, Darmstadt

Glutaraldehyd

Fa.

Sigma, Steinheim

GoTaq DNA Polymerase (3 units/ul)

Fa.

Promega, Mannheim

Green GoTaq Reaction Buffer 5x

Fa.

Promega, Mannheim

Hématoxylin Fa. Sigma, Steinheim
HBSS Fa. Invitrogen, Darmstadt
IBMX Fa. Sigma, Steinheim

Igepal CA-630

Fa

. Sigma, Steinheim

-20 -



Material und Methoden

Insulin

Fa

. Braun, Melsungen

Insulinspritze (29G)

Fa.

BD, Heidelberg

iProof 5x Reaction Buffer

Fa.

Bio-Rad, Miinchen

iProof DNA Polymerase Fa. Bio-Rad, Miinchen
Isofluran Fa. Abbott, Wiesbaden
Isopropanol Fa. Merck, Darmstadt
Kaniilen 22G/27G Fa. BD, Heidelberg
Kollagenase 11 Fa. Sigma, Steinheim

Loading-dye

Fa.

Fermentas, St. Leon-Rot

Lysis-Buffer (SV Total RNA Isolation

System)

Fa.

Promega, Mannheim

MMLYV Reverse Transkriptase

Fa.

Promega, Mannheim

MMLYV Reverse Transkriptase Puffer

Fa.

Promega, Mannheim

NaCl

Fa.

Fa. Merck, Darmstadt

Noradrenalin

Fa.

Sanofi-Aventis, Frankfurt

Nuklease-freies Wasser

Fa.

Promega, Mannheim

Objekttrager Fa. Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
Ohrmarken Fa. Hauptner, Dietlikon-Ziirich, Schweiz
Oil Red I Fa. Sigma, Steinheim

OligodT Fa. Promega, Mannheim

Paraffin Fa. Thermo Fisher Scientific, Walldorf
Parafilm Fa. Pechiney Plastic Packaging, Chicago
PBS Fa. Invitrogen, Darmstadt

PCR-Gefille Fa. Sarstedt, Niimbrecht

PCR-Klebefolie fiir 96-Lochplatte

Fa.

Sarstedt, Niimbrecht
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PCR-Platte 96-Loch

Fa

. Sarstedt, Niimbrecht

Penicillin/Streptomycin

Fa.

Invitrogen, Darmstadt

Perfusionsspritze 50ml

Fa.

BD, Heidelberg

Petrischalen 90mm

Fa.

Sarstedt, Niimbrecht

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(25:24:1)

Fa.

Roth, Karlsruhe

Pikrinsédure

Fa.

Sigma, Steinheim

Pipettenspitzen mit/ohne Filter

Fa.

Sarstedt, Niimbrecht

Proteinase K (20mg/ml)

Fa.

Fermentas, St. Leon-Rot

ReaktionsgefiBle 0,5ml/1,5ml/2ml

Fa.

Sarstedt, Niimbrecht

Richard Allan Scientific Mounting Medium

Fa.

Thermo Fisher Scientific, Walldorf

RNaseZap® Fa. Ambion, Darmstadt
RNAsin Fa. Promega, Mannheim
Rosiglitazon Fa. Glaxo Smith Klein, Miinchen

Roti-Quant universal Reagenz 1

Fa.

Roth, Karlsruhe

Roti-Quant universal Reagenz 2

Fa.

Roth, Karlsruhe

SDS

Fa.

Sigma, Steinheim

Serologische Pipette Sml/10ml1/25ml/50ml

Fa.

Sarstedt, Niimbrecht

Skalpellklingen

Fa.

Martor, Solingen

SV Total RNA Isolation System

Fa.

Promega, Mannheim

Tierfutter ssniff R/M-H

Fa.

ssniff Spezialdiditen GmbH, Soest

Tris Fa. Sigma, Steinheim

Trizol Fa. Qiagen, Hilden

Trockeneis Fa. TKD, Fraunberg-Tittenkofen
Trypsin Fa. Invitrogen, Darmstadt
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Xylol

Fa.

Baxter, Unterschleiheim

Zellsieb 70um

Fa.

BD, Heidelberg

Zentrifugenrohre 15ml/50ml

Fa.

Sarstedt, Niimbrecht

2.1.2 Gerite
Abzug Fa. Kottermann, Uetze/Hinigsen
Autoklav Fa. Systec, Wettenberg

Biofuge fresco

Fa.

DJB labcare, Buckinghamshire, England

Co2 Inkubator

Fa.

Sanyo, Miinchen

Einbettautomat STP 120

Fa.

Thermo Fisher Scientific, Walldorf

Farbekasten mit Farbegestell

Fa.

Omnilab, Bremen

Feinwaage BD121S/BD 2100

Fa.

Sartorius, Géttingen

Flourometer DELFIA 1234

Fa.

Wallac, Turku, Finnland

Gel iX Imager

Fa.

Intas, Gottingen

Gelelekrophorese-Kammer

Fa.

Bio-Rad, Miinchen

Gradientencycler PTC-200

Fa.

MJ Research, St. Bruno, Kanada

HLC Heiz-Blockthermostat-2-131

Fa.

Ditabis, Pforzheim

Mauskifig 1144B

Fa.

Tecniplast, Hohenpeiflenberg

Mauskifig 1291H Eurostandard Type III H

Fa.

Tecniplast, Hohenpeiflenberg

Mikrotom HM 325

Fa.

Thermo Fisher Scientific, Walldorf

MX 3000 P gqRT-PCR Maschine

Fa.

Stratagene, Waldbronn

Nano-drop 1000

Fa.

Peqlab, Erlangen

Neubauer-Zihlkammer improved

Fa.

Roth, Karlsruhe

Paraffin-Ausgiefstation EC 350 mit
Kiihleinheit EC 350-2

Fa.

Thermo Fisher Scientific, Walldorf
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pH-Sonde

Fa.

WTW, Weilheim

Pipette 1-10u1;2-20ul1;10-100u1;100-1000ul  Fa.

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhelfer (serologische Pipetten): accu-

jet

Fa.

Brand, Wertheim

Platewasher

Fa.

Wallac, Turku, Finnland

Power-Pac 1000 Stromquelle

Fa.

Bio-Rad, Miinchen

Primus 25 PCR-Maschine

Fa.

Peqlab, Erlangen

Thermomixer comfort

Fa.

Eppendorf, Hamburg

Thermomixer compact

Fa.

Eppendorf, Hamburg

Trinkflasche Mauskifig

Fa.

Tecniplast, Hohenpeillenberg

Ultra-Turrax Homogenisator

Fa.

IKA-Werke, Staufen

Wasserbad: The Belly Dancer

Fa.

Stovall, Greensboro, USA

Zellkultur — Abzug

Fa.

BDK, Reutlingen

Zellkultur-Mikroskop: DM IL LED mit
Kamera EC3

Fa.

Leica, Wetzlar

Zellkultur-Zentrifuge: Universa 2S

Fa.

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge 5810R

Fa.

Eppendorf, Hamburg
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2.1.3 Puffer und Losungen

Bouin’sche Losung

75ml Pikirinsdure (1,2%)
25ml Formaldehyd

Sml Eisessig

Erythrozyten-Lysepuffer

0,15M NH4Cl
ImM KHCO3
0,lmM EDTA

RIPA-Puffer

1% Igepal CA-630

0,5% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS

100ml PBS

TBE-Puffer

89mM Tris
89mM Borat
2mM EDTA

TE-Puffer (pH 8,0)

ImM EDTA
10mM Tris
HCI fiir pH-Einstellung

TNES 10mM Tris
400mM NaCl
100mM EDTA
0,6% SDS

2.1.4 Primersequenzen

2.1.4.1 Primer fiir PCR

Cre forward 5’ - AATCGCCATCTTCCAGCAGG - 3’

Cre reverse 5’ - GATCGCTGCCAGGATATACG - 3°

Flp forward 5’ - TTCGAATCATCGGAAGAAGC - 3’

Flp reverse 5’ - TTGCCGGTCCTATTTACTCG - 3°
loxSINEI-1 5’ - AGGACCAGGGTTTGATTCCCAGCA - 3’
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loxSINEI1-2

loxSINE2-1

loxSINE2-2

loxTV8rev

loxTVOrev

lox-TVforl

lox-TVfor2

lox-TVfor3

loxTVfor4

loxTVfor5

loxTVforSinv

loxTVfor6

loxTVfor6inv

loxTVfor7

loxTVfor7inv

loxTVfor8

loxTVfor8inv

lox-TVrevl

lox-TVrev2

lox-TVrev3

loxTVrev4

loxTVrev5

loxTVrev6

loxTVrev7

MC2R-fGT1

MC2R-{GT2

MC2R-fGT3

5’ - CCCGAGTCTGTGGCTCAAATCCCT - 3’

5" - GAGGGTGAGGTAGGAAAACCAGCC - 3’

5" - GCCAATGTGAAGTCAGCCTGAGC - 3’

5’ - TGACGTAGTGGGCGGGGACA - 3’

5’ - GACGAGGGCTGTGGGGGTGA - 3°

5" - GCCATGGTAACCAATACTCTAGA - 3’

5" - CTGACCAGTAGTTCAGTCCCACTGA - 3’

5’ - GCCTTTCCAAGCAGAAAGCCATGGT - 3°

5’ - GTGAAAACTGTCATTGGGAGGCCTT - 3’

5’ - AGACCCAAGCCAAGAATGTGACCA - 3’

5" - TCTGGGTTCGGTTCTTACACTGGA - 3’

5’ - GGGGGAGTAGGGAGACTGTCAACA - 3’

5’ - CCCCCTCATCCCTCTGACAGTTGT - 3’

5" - GCCCTCTAAGCACCTGTATAGAGCC -3’

5" - CGGGAGATTCGTGGACATATCTCGG - 3°

5’ - GGGGACAGAGCCTGTGGCTG - 3’

5’ - CCCCTGTCTCGGACACCGAC - 3

5" - GGCCGAGTCTCTTTAAGGTTCCC - 3’

5’ - CGCACTATGGCTCGCACGGT - 3’

5’ - TGGATGGCGCCTGGTCTGCTT - 3

5’ - GGTGAACTGAGCATGCGCCTCA - 3°

5¢- GCCAGCTCTCTGCCTGCAGG - 3°

5" - TCCTCCATTGGGGGCCCTGT - 3’

5’ - GCTGAGGAAGGGGGTGGGGA - 3°

5’ - TCCAATCACCCTGAGAGGTC - 3’

5" - AGCCCTCCCGTATCGTAGTT - 3’

5" - ATCTGCAGAATTCGCCCTTA - 3’
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MC2R-fGT4

MC2R-fGT5

MC2R-{GT6

5’ - GCCATTCTCAAAGAGGACCA - 3’

5’ - CAGGACCCCACTTCGTCTTA - 3°

5 - TTCCTTTCCTCCATTTTTACCTC - 3’

2.1.4.2 Primer fiir qRT-PCR

18S forward

18S reverse
ATGL forward
ATGL reverse
Deiodinase forward
Deiodinase reverse
HSL forward
HSL reverse
lox-TVforl
lox-TVrevl
lox-WT forward
lox-WT reverse
MC?2R forward
MC2R reverse
Perilipin forward
Perilipin reverse
PPARYy1 forward
PPARYI1 reverse
PPARY?2 forward
PPARY?2 reverse
P450scc forward
P450scc reverse

B3-HSD forward

5’ - CGGCTACCACATCCAAGGAA -3

5" - GTCGGAATTACCGCGGCT - 3

5" - GTGGCCAACGCCACTCACATCTAC - 3’

5" - CACGGATGGTCTTCACCAGGTTGA - 3’

5" - TGCGCTGTGTCTGGAACAG - 3’

5" - CTGGAATTGGGAGCATCTTCA - 3’

5’ - GGAGCACTACAAACGCAACGAGACA - 3’

5’ - CCAGAGACGACAGCACCTCAATCTC - 3

5’ - GCCATGGTAACCAATACTCTAGA - 3°

5" - GGCCGAGTCTCTTTAAGGTTCCC - 3’

5" - TCCCACATTGGCTGGGTAGTTGA - 3’

5’ - CGTGATGGGGTCTGGGAACCG - 3

5’- TGCCGAGAAAGATCCTACTTCAG - 3’

5" - TCCTTGGCTTTGTCACTAATGC - 3’

5" - TGGACCACCTGGAGGAAAAG - 3’

5’ - TTCGAAGGCGGGTAGAGATG - 3’

5’ - TCCTGTAAAAGCCCGGAGTAT - 3’

5" - GCTCTGGTAGGGGCAGTGA - 3’

5" - GATGCACTGCCTATGAGCACTT - 3’

5’ - AGAGGTCCACAGAGCTGATTC - 3°

5’ - AGGACTTTCCCTGCGCT - 3’

5" - GCATCTCGGTAATGTTGG - 3’

5" - AAGGAGGAATTCTCCAAGCTG - 3
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B3-HSD reverse

B-Actin forward

B-Actin reverse

StAR forward

StAR reverse

5’ - GAGCTGCAGAAGATGAAGGC - 3’

5" - ACCCGCGAGCACAGCTTCTT - 3°

5" - TCTGGGCCTCGTCACCCACATA - 3’

5’ - GACCTTGAAAGGCTCAGGAAGAAC - 3°

5’ - TAGCTGAAGATGGACAGACTTGC - 3’
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2.2 Methoden

2.2.1 Maiuse

2.2.1.1 Haltung

Die Haltung der Versuchstiere erfolge in einem 12 h/12 h Hell-/Dunkelzyklus bei einer
Raumtemperatur von 22 + 2°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 * 5%. Die
Versorgung mit Pelletnahrung und die Wasserversorgung erfolgten ad libitum. Die Tiere
wurden in Kéfigen mit autoklavierten Spénen als Einstreu, erginzt mit Nistmaterial, gehalten.
In Kifigen vom Typ I wurden maximal drei, in Kéfigen vom Typ II maximal sieben Tiere
gleichzeitig gehalten. Alle Untersuchungen erfolgten gemif aktueller Tierschutzrichtlinien und

nach Genehmigung durch die Regierungsbehorde.

Im Alter von 3-4 Wochen wurden die méinnlichen Nachkommen vom Muttertier getrennt, die
weiblichen Nachkommen verblieben im Kifig. Im Zuge dessen wurde bei Bedarf auch eine
Schwanzbiopsie gewonnen und dieses Gewebe fiir die Genotypisierung verwendet (s. Kap.

22.1.2)

Zur Zucht wurden Weibchen und Miénnchen mit passenden Genotypen im Alter von 2-18
Monaten verwendet. Dabei wurden Tiere verpaart, die einen moglichst geringen

Verwandtschaftsgrad aufwiesen.

2.2.1.2 Entnahme und Lagerung von Gewebe

Durch Isofluran narkotisierte Méduse wurden durch Dekapitation getotet. Das Blut wurde in
einem 1,5 ml Reaktionsgefdl gesammelt und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.
Nachdem das Blut fiir 10 min bei 4 °C und 5000 rpm zentrifugiert worden war, konnte das
Plasma abpipettiert und bei -20 °C gelagert werden. Nach Auffangen des Blutes wurden die

Mause auf einer Feinwaage gewogen.

Zur Gewebeentnahme wurden die getdteten Méuse in Riickenlage positioniert und die
Bauchseite mit Ethanol (70%) befeuchtet, um eine Kontamination und Muskelkontraktionen zu
verhindern. AnschlieBend wurde das Abdomen mittels Bauchschnitt er6ffnet. Zuerst wurde das
subcutane Fettgewebe, das sich beidseits an den Oberschenkeln befindet, entnommen und
ebenfalls auf der Feinwaage gewogen. Danach wurden zuerst die linke, dann die rechte
Nebenniere, gefolgt von viszeralem Fettgewebe und Gonaden entnommen. Das Gewicht des
viszeralen Fettgewebes wurde per Feinwaage bestimmt. Die Nebennieren wurden auf einen
Objekttrager iiberfithrt und mit einem Tropfen phosphate buffered saline (PBS) bedeckt,
anschlieBend konnten sie unter dem Mikroskop von Fett befreit werden. Als

Aufbewahrungsgefi3 dienten 1,5 ml oder 2 ml Reaktionsgefde. Gewebe, das zur RNA-
-9 .
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Extraktion verwendet werden sollte, wurde sofort in fliissigem Stickstoff gefroren und
bei -80 °C gelagert. Der Transport und die Weiterverarbeitung der Proben erfolgten auf
Trockeneis. Fettgewebe, das in Paraffin eingebettet werden sollte, wurde in 30% Ethanol
iberfiihrt, Gonaden zum selben Zweck in Bouin’sche Losung. Hier konnten die Gewebe bei

Raumtemperatur verbleiben.

2.2.2 DNA-Isolation

2.2.2.1 Aus Miuseschwanzbiopsien
Es wurden Schwanzbiopsien von 3-4 Wochen alten Médusen gewonnen.

Die Miuse wurden in einem Gefif3, in dem sich Isofluran befand, narkotisiert. Anschliefend
wurden 0,5-1 cm des Schwanzendes mit einer gliihenden Klinge abgetrennt und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Durch die heifle Klinge wurde zum einen die Wunde kauterisiert und

zum anderen eine Kontamination ausgeschlossen.

Die Isolation der genomischen DNA erfolgte nach einem Standardprotokoll [109]:

Die Schwanzenden wurden 8-24 Stunden in 700 ul TNES-Puffer und Proteinase K (500 pg/ml)
bei 55 °C in einem Thermomixer lysiert. AnschlieBend wurden 170 pl NaCl (6 M) sowie 100 pl
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI) zugegeben und zentrifugiert. Durch das im PCI
enthaltene Phenol werden Proteine denaturiert und bilden nach Zentrifugation eine
Intermedidrschicht zwischen unterer Phenolschicht und oberer DNA-haltiger Schicht.
Chloroform dient dazu, die Phasengrenze zu stabilisieren, Isoamylalkohol soll Schiumen

verhindern.

Die obere DNA-haltige Phase (ca. 750 ul) wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal}
tiberfithrt. Diesem wurde in gleicher Menge -20 °C kaltes Ethanol (100%) zugegeben.
Daraufhin konnte die DNA mithilfe einer Pasteurpipette, bei welcher die Spitze zuvor in einer
Busenbrennerflamme verodet worden war, herausgezogen werden. Nach 10-miniitigem
Trocknen zur Entfernung des Ethanols erfolgte die Resuspension in TE-Puffer oder

destilliertem Wasser. Die DNA wurde bei 4 °C gelagert.

2.2.2.2 Genotypisierung von Embryonen

Bei Embryonen, aus welchen embryonale Mausfibroblasten (MEFs) generiert werden sollten,
wurden die Extremitdten, der Schwanz und ein Teil des Kopfes abgetrennt und fiir die
Genotypisierung verwendet. Die Isolierung der DNA erfolgte nach demselben Protokoll wie

bei Miuseschwinzen (s. Kapitel 2.2.2.1)
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2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase-Chain-Reaction, PCR) ist eine enzymatische in

vitro Methode und dient der Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen [110]. An die Enden
der zu amplifizierenden DNA-Sequenz binden dabei zwei gegenlidufige Oligonukleotid-
sequenzen. Die PCR verlduft zyklisch, ein Zyklus umfasst die Denaturierung der DNA-Stringe
durch Erwidrmen, das Abkiihlen zur Anlagerung der Primer und die DNA-Polymerisation durch
eine hitzestabile Taq (Thermus aquaticus)-Polymerase [111]. Durch mehrere
aufeinanderfolgende Zyklen (in der Regel 35-40) ist es moglich, den flankierten DNA-Bereich

exponentiell zu amplifizieren.

Die PCR wird bei verschiedensten Fragestellungen angewendet. Im Rahmen dieser Arbeit
diente sie der Amplifikation genomischer DNA und somit dem Nachweis verschiedener
Genotypen. Als Material wurde DNA verwendet, die aus Mausschwanzbiopsien oder

Embryonenteilen gewonnen worden war.

Green GoTaq Reaction Buffer 5x 4 ul
aqua destillata (a.d.) 13,4 ul
dNTPS (100 mM) 0,4 ul
Primer forward/reverse je 0,5 ul
GoTaq DNA Polymerase (3 units/ul) 0,25 ul

Tab. 2.1: PCR-Ansatz

Nach kurzem Mischen und Zentrifugieren wurden jeweils 19 ul des Ansatzes in ein PCR-

Reaktionsgefil} pipettiert und anschliefend 1 ul DNA hinzugegeben.

Fiir die PCR wurde ein Primus Thermocycler der Firma Hain verwendet, dabei kamen folgende

Temperaturschemata fiir die PCR-Reaktionen zum Einsatz:
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PCR-Zyklus fiir die loxP/Cre-Genotypisierung:

Priddenaturierung bei 95 °C/94 ° C fiir 2min/4min, anschlieend 40/35 Zyklen mit
(1) 30 s/60 s: Denaturierung bei 95 °C/94 °C
(2) 30 s/45 s: Primeranlagerung bei 55 °C/58 °C
(3) 45 s/60 s: Elongation bei 72 °C/72 °C

zuletzt Smin/4min Elongation bei 72 °C/72 °C und Lagerung bei 8 °C/8 °C

AnschlieBend wurden die amplifizierten Fragmente im Reaktionsgemisch mit Hilfe einer

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.2.3.1 Optimierung der PCR-Bedingungen mittels Gradientencyclers

Da jedes Primerpaar eine eigene optimale Anlagerungstemperatur besitzt, muss diese zunéchst
bestimmt werden. Eine einfache Methode dafiir ist die Verwendung eines Gradientencyclers.
Dieser funktioniert wie eine gewohnliche PCR-Maschine mit dem Unterschied, dass
verschiedene Anlagerungstemperaturen gewdihlt werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden Temperaturen von 50-65 °C abgedeckt, wobei es 12 verschiedene Temperaturen in
diesem Intervall gab. Anhand einer Gelelektrophorese konnte bestimmt werden, bei welchen

Bedingungen diese PCR am besten funktioniert hatte.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient dem Auftrennen von Nukleinsdure-Strangen (DNA oder

RNA) unterschiedlicher Lange [112].

Fiir die Herstellung eines Agarosegels musste TBE-Puffer Agarosepulver zugesetzt werden.
Anschliefend wurde das Gemisch bis zum Sieden erhitzt, um die Agarose zu losen. Die fliissige
Agarose wurde bis auf ca. 40°C abgekiihlt, dann wurde Ethidiumbromid zugegeben (5u1/100ml
TBE-Puffer). AnschlieBend wurde das Gemisch blasenfrei in eine Gelkammer gegossen, in die
zuvor die entsprechenden Kdmme eingesteckt worden waren. Die so hergestellten Gele hatten

je nach Fragestellung eine Agarosekonzentration von 1-4% [109].

Das gegossene Gel wurde nach dem Abkiihlen in eine Gelelektrophorese-Kammer {iiberfiihrt,
an die eine Spannungsquelle angelegt werden kann. In der Gelelektrophorese-Kammer befand
sich mit Ethidiumbromid versetzter TBE-Puffer (5 ul Ethidiumbromid/100 ml TBE-Puffer).
Die Kimme wurden unter TBE-Puffer entfernt und in die so entstandenen Taschen jeweils 10 ul
des PCR-Gemisches gegeben. Diesem mussten zuvor 3 ul eines Loading-Dyes zugegeben
werden. Das darin enthaltene Glycerin bewirkt, dass das PCR-Reaktionsgemisch in die Taschen

sinkt, da es eine hohere Dichte besitzt als der TBE-Puffer. Des Weiteren sind noch die
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Farbstoffe Bromophenolblau und Xylen Cyanol enthalten. Diese verhalten sich wie Banden
von 220 bp bzw. 3000 bp Linge, sind jedoch auch ohne UV-Licht sichtbar. So kann abgeschitzt
werden, wie weit die gesuchten Banden gelaufen sind, ohne das Gel aus der Gelelektrophorese-
Kammer zu entfernen. Wurde die PCR (wie in Kap. 2.2.3 beschrieben) mit dem GoTag-Mix
durchgefiihrt, musste kein Loading-Dye mehr zugesetzt werden, da schon im Puffer ein

dquivalentes Produkt enthalten ist.

An die Kammer wurde eine Spannung von 60-120 V bei einer Stromstédrke von 60mA angelegt.
Dadurch wandern die negativ geladenen Nukleinsdure-Stringe in Richtung positiv geladener
Anode [113]. Je kleiner das Fragment ist, desto schneller wandert es in Richtung Anode, dabei
bilden gleich grole Fragmente Banden. Die Spannungsgrofle und Agarosekonzentration des
Gels hingen von den untersuchten Sequenzen und der GroBe des gegossenen Gels ab. Bei
groferen Gelen verwendet man eine hohere Spannung als bei kleinen Gelen. Sind in der Probe
mehrere Banden vorhanden, so benutzt man zur feineren Auftrennung Gele mit einer hoheren
Agarose-Konzentration und eine niedrigere Spannung, hier muss die Laufzeit entsprechend
verlidngert werden [114]. Ist nur eine Bande vorhanden, so kann man eine niedrigere Agarose-
Konzentration und eine hohere Spannung wihlen, da hier keine Bandentrennung stattfinden

muss.

Das zugegebene Ethidiumbromid interkaliert mit den Nukleinsduren, somit konnen die
entstandenen Banden in einem UV-Transluminator unter UV-Licht (230-360 nm) sichtbar
gemacht werden. Um die GroB3en der Banden bestimmen zu konnen, wurde in eine Tasche ein
DNA-GroBenmarker gegeben, der feste Mengen von Fragmenten bestimmter Grofle enthilt. An
den Banden dieser Fragmente konnte man sich dann zur GroBenbestimmung der iibrigen
Banden orientieren. Zur Dokumentation wurden die Gele unter UV-Licht mithilfe eines

Fotografie-Dokumentationssystems (Gel iX Imager, Intas) fotografiert.

Um die Qualitit extrahierter RNA beurteilen zu konnen, kann man diese ebenfalls auf ein
Agarose-Gel auftragen. Hierzu wurde die RNA zunéchst verdiinnt (1 pl RNA in 10 ul a.d.) und
2 ul Loading dye zugegeben [115]. Nach der Auftrennung zeigen sich bei guter RNA-Qualitit
zwei deutlich getrennte Banden: die 28 S und 18 S-Bande der ribosomalen RNA. Bei nicht

degenerierter mRNA liegt das Intensitidtsverhiltnis dieser Banden bei 2:1.

2.2.5 RNA-Extraktion

Die Extraktion der RNA aus Geweben wurde mit zwei verschiedenen Systemen durchgefiihrt.
Bei Zellen und Nebennieren kam ein Kit der Firma Promega zum Einsatz, bei Fettgewebe

wurde die Trizol-Methode verwendet
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Die extrahierte RNA wurde in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben, welche dann im

Rahmen der q-RT-PCR (s. Kap 2.2.8) zur Quantifizierung der Genexpression verwendet wurde.

Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C, der Transport auf Trockeneis.

2.2.5.1 RNA-Extraktion aus Nebennieren
Die RNA-Extraktion aus Nebennieren erfolgte mit einem Kit (SV Total RNA Isolation System)
und dem zugehorigen Protokoll, bis auf Ethanol waren alle Verbrauchsmaterialien im Kit

enthalten [116].

Zu den Proben wurde Lysis Buffer gegeben, der die RNA aus den Zellen 16st und stabilisiert. In
diesem Puffer wurden die Nebennieren mit einem Homogenisator (Ultra Turrax, Fa. IKA-
Werke) zerkleinert. Darauthin wurde die zweifache Menge Dilution Buffer zugegeben, 10 min
zentrifugiert und Ethanol (95%) hinzugefiigt. Nach Mischen mittels Pipette wurde das Gemisch
auf eine Saule iiberfiihrt. Es folgten mehrere Waschschritte mit RNA Washing Buffer und ein
DNA-Verdau mit DNase I, anschlieBend konnte die RNA mit Nuklease-freiem Wasser von der
Sédule in ein 1,5 ml-Reaktionsgefil3 eluiert werden. Bei der im Anschluss durchgefiihrten

Bestimmung der RNA-Konzentration wurden Werte von 30-200 ng/ul erreicht.

2.2.5.2 RNA-Extraktion aus Fettgewebe
Fiir die RNA-Extraktion aus Fettgewebe wurde die Trizol-Methode verwendet [117].

Bei der Trizol-Methode wurden alle Arbeitsschritte mit Ausnahme der Zentrifugationen unter
einem Abzug durchgefiihrt. Durch Trizol wird die Degradation der RNA verhindert, weshalb
die Arbeiten nicht auf Eis durchgefiihrt werden mussten. Ein kleines Stiick Fettgewebe
(maximal 10 mg) wurde in einem 2 ml Reaktionsgefidll mit 1 ml Trizol bedeckt und mithilfe
eines Homogenisators (Ultra Turrax, Fa. IKA-Werke) zerkleinert. Das Gemisch wurde
zentrifugiert, die Temperatur betrug bei allen Zentrifugationsschritten der Trizol-Methode 4 °C.
Nach kurzem Stehen bildeten sich drei Phasen. Die mittlere Phase wurde abgenommen und in
ein 1,5 ml Reaktionsgefif3 iiberfiihrt, anschlieBend wurden 0,2 ml Chloroform hinzugefiigt.
Nach kriftigem Schiitteln und erneuter Zentrifugation wurden erneut drei Phasen sichtbar: eine
rote untere Phase, eine Interphase und eine durchsichtige obere Phase, die ca. 60% des
Volumens ausmachte und die RNA enthielt. Diese Phase wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefil3 iiberfiihrt. Um die RNA zu fillen wurden 0,5 ml Isopropanol hinzugefiigt und
erneut zentrifugiert. Die RNA war nun als Pellet an der Unterseite des Reaktionsgefif3es
sichtbar. Um verbliebenes Phenol zu entfernen wurde 1ml Ethanol (75%) zur RNA gegeben,

zentrifugiert, und das Ethanol entfernt. Dieser Schritt wurde insgesamt zweimal durchgefiihrt.
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Die RNA wurde in 100 pl Nuklease-freiem Wasser eluiert und die RNA-Konzentration

gemessen. Die Konzentrationen betrugen zwischen 200 und 500 ng/ul.

2.2.5.3 RNA-Extraktion aus Zellkultur-Zellen

Die RNA-Extraktion aus Adipozyten und Fibroblasten erfolgte mit demselben Kit wie die
RNA-Extraktion aus Nebennieren (s. Kapitel 2.2.5.1). Allerdings wurden hier die Zellen nicht
mit einem Homogenisator zerkleinert, stattdessen erfolge die Zerkleinerung indem die Zellen
in Lysis Buffer mehrmals durch die sehr feine Kaniile einer Insulinspritze gezogen wurden. Alle
weiteren Schritte entsprachen der RNA-Extraktion aus Nebennieren, nachdem diese im

Homogenisator zerkleinert worden waren.

2.2.6 Messung der RNA- und DNA-Konzentration mittels Spektralphotometrie

Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte nach dem Prinzip der Absorptionsphotometrie
im Gerédt Nanodrop der Firma Thermo Fisher Scientific [118]. Bei dieser Methode werden
1,5 ul der Losung mit Licht bestrahlt und die Intensitit [I] des transmittierten Lichts gemessen

[119].

RNA und DNA absorbieren Licht der Wellenlinge 260 nm. Auch das Medium, in dem die
RNA oder DNA gel6st ist, absorbiert Licht dieser Wellenlidnge. Daher muss zuerst ein Leerwert
des Mediums ermittelt werden. AnschlieBend kann die durch Nukleinsduren bedingte
Absorption der Probe nach folgender Formel ermittelt werden:
Absorption=-log(Intensitétprobe/IntensititLeerwert)

Um die Konzentration der RNA oder DNA berechnen zu konnen, muss die ermittelte
Absorption in die aus dem Lambert-Beerschen-Gesetz hergeleitete Formel c=(A*e)/d
eingesetzt werden [120]. Dabei entspricht [A] der Absorption, [e] dem fiir dieses
Probenmaterial spezifischen Extinktionskoeffizienten und [d] der Schichtdicke der
durchstrahlten Probe. Die Berechnung erfolgte vollautomatisch im Gerit, die Werte des
Extinktionskoeffzienten betragen fiir gDNA 50 ng*cm/ul, fiir cDNA 33 ng*cm/ul und fiir
RNA 40 ng*cm/ul. Die Schichtdicke der durchstrahlten Probe betrug 1 mm und 0,2 mm, bei
jeder Messung werden beide Schichtdicken nacheinander verwendet. Zuséitzlich besteht die
Moglichkeit, Verunreinigungen mit Proteinen oder Zuckern festzustellen, da Proteine bei
280 nm und Zucker bei 230 nm eine starke Absorption zeigen. Die Berechnung der Quotienten
A260/A280 und A260/A23o kann so Aufschluss iiber die Qualitit der isolierten Nukleinsdure geben,

wobei Werte iiber 1,8 fiir eine reine Nukleinsduren-Losung sprechen [121].
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2.2.7 Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Die Gentranskription kann durch die Menge der vorhandenen mRNA quantifiziert werden. Bei
der quantitativen Realtime-Polymerase-Kettenreaktion (s. Kap. 2.2.8) wird eine Polymerase
verwendet, die nur DNA amplifizieren kann. Daher muss von der zuvor extrahierten mRNA
ein DNA-ADbbild erstellt werden. Durch das Enzym reverse Transkriptase ist es moglich, RNA
in complementary-DNA (cDNA) umzuschreiben.

Es wurden, je nach extrahierter RNA-Menge, 100-500 ng RNA in cDNA umgeschrieben. 12 ul
der zuvor entsprechend verdiinnten RNA wurde 1 pl eines Oligo-dT-Primer zugegeben [122].
Dieser bindet durch zehnminiitige Inkubation bei 70 °C an den Poly-A-Schwanz, der am Ende
jeder mRNA vorhandenen ist [123]. AnschlieBend wurden dieser Losung 12 ul des folgenden

Ansatzes zugefiigt:

M-MLYV 5X Reaction Buffer Sul
RNAsin 1 ul
dNTPs 1,25 ul
M-MLV Reverse Transkriptase 1 ul
a.d. 3,75 ul

Tab. 2.2: RT-PCR Ansatz

RNAsin ist ein RNase-Inhibitor, der den Abbau von RNA verhindert.

Bei der Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) Reverse Transkriptase handelt es sich um
eine modifizierte reverse Transkriptase, bei der die RNase-H-Aktivitit deletiert wurde. Diese
sorgt normalerweise dafiir, dass die mRNA abgebaut wird, nachdem die cDNA synthetisiert

wurde [124].

Die reverse Transkriptase wurde bei 42 °C fiir 60 min aktiviert. Anschliefend erfolgte die
Inaktivierung des Enzyms bei 70 °C fiir 10 min. Die entstandene cDNA wurde bei -20 °C

gelagert.

2.2.8 Quantitative Realtime-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die qRT-PCR dient der quantitativen Bestimmung bestimmter Sequenzen von DNA. Sie findet
vor allem Anwendung bei der Untersuchung von Genexpressionsstirken und bei

Genotypisierungen [125].

-36 -



Material und Methoden

Die qRT-PCR basiert auf einer Standard-PCR wobei wihrend jedem Zyklus die vorhandene
DNA-Menge quantifiziert wird. Ein im qRT-PCR-Ansatz enthaltener Stoff (z.B. Ethidium-
bromid oder SYBR Green I) fluoresziert nur, wenn er in doppelstrangiger DNA interkaliert.
Steigt die Menge der DNA steigt proportional die Fluoreszenz, welche am Ende des
Elongationsschrittes gemessen wird. Je grofler die Ausgangsmenge der mRNA und damit der
cDNA war, desto friiher kann die mit jedem Zyklus steigende DNA-Menge und damit
Fluoreszenz detektiert werden. Somit kann die Expressionsstirke eines Genes quantifiziert

werden [126].

Ein weiterer Unterschied der qRT-PCR zur gewohnlichen PCR liegt darin, dass man eine
Schmelzkurve und eine Standardkurve bestimmen kann. Die Schmelzkurve dient zur
Verifizierung des PCR-Produktes. Am Ende der qRT-PCR wird die Temperatur langsam von
50 °C auf 95 °C erhoht. Jedes PCR-Produkt hat, abhiingig von der Basensequenz und vom GC-
Gehalt, eine spezifische Schmelztemperatur. Bei dieser denaturiert die DNA (die DNA-Stringe
trennen sich voneinander). Da der vorhandene Marker nur in doppelstringiger DNA
fluoresziert, nimmt die Fluoreszenz ab. Bei der Schmelzkurve sollte idealerweise genau eine
Temperatur vorhanden sein, an dem ein Fluoreszenzabfall zu sehen ist. Sind mehrere solche
Temperaturen vorhanden, spricht dies fiir Primer, die unspezifische Produkte bilden, welche
ein zusitzliches Fluoreszenzsignal abgeben. Solche Primer sind fiir die qRT-PCR nicht

geeignet, da die gemessenen Werte nicht spezifisch fiir das zu untersuchende Produkt sind.

Die Standardkurve wird durch eine Verdiinnungsreihe generiert. Sie dient zur Uberpriifung der
Primerfunktion sowie der Effizienz und ist Voraussetzung fiir die Quantifizierung. Dabei
bedeutet eine Effizienz von 100%, dass sich die Menge des PCR-Produktes bei jedem Zyklus
verdoppelt. Die Effizienz sollte bei einer guten Primerfunktion bei Werten iiber 80% liegen,
ferner sollten die Punkte bei logarithmischer Darstellung auf einer Gerade liegen (p-Wert von

1). Hierbei sind Werte von 0,95 - 1 akzeptabel.

In dieser Arbeit diente die QRT-PCR zur Genexpressionsanalyse sowie zur Genotypisierung,

sie wurde mit folgendem Ansatz durchgefiihrt [127]:

EVA-Green 6 ul
Primer forward/reverse je 0,5 ul
a.d. 3ul

Tab. 2.3: qRT-PCR Ansatz
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Die qRT-PCR wurde in einem Thermocycler (MX3000P) durchgefiihrt. Je nach Gen und somit
Primerkombination variiert die Primeranlagerungstemperatur (T(annealing)). Des Weiteren
besteht bei vielen Primern die Moglichkeit, die qRT-PCR als 2-step durchzufiihren, also auf
den Elongationsschritt zu verzichten, um eine kiirzere Laufzeit zu erreichen. Hierbei findet die
Elongation zusitzlich zur Primeranlagerung im zweiten Schritt jedes Zyklus statt. Dies ist
moglich, da die Genprodukte bei qRT-PCRs sehr kurz sind und die Polymerase somit nach der

Primeranlagerung im selben Schritt noch ausreichend Zeit zur Amplifikation hat.
Die Durchfithrung der qRT-PCR erfolgte als 2-step qRT-PCR unter folgenden Bedingungen:
Priddenaturierung bei 95 °C fiir 3 min anschlieBend 40 Zyklen mit

(1) 10 s Denaturierung bei 95 °C

(2) 30 s Primeranlagerung sowie Elongation bei 60 °C

Zuletzt erfolgte, ausgehend von 55 °C, alle 20 s die schrittweise Erhohung der Temperatur in

0,5 °C-Schritten um die Schmelzkurve zu generieren.

Eine Ausnahme bildeten hierbei die Primer zur Bestimmung von P450scc und StAR. Beide
wurden mit einem Elongationsschritt, also als 3-step qRT-PCR durchgefiihrt. Der
Elongationsschritt dauerte 15 s bei 72°C. Ebenso unterschied sich bei diesen Primerpaaren die

T(Anneating) von den anderen Primerpaaren. Sie lag bei P450scc bei 53°C und bei StAR bei 63°C.

Die Quantifizierung der untersuchten Proben erfolgte durch den Vergleich mit einem
Kalibrator, welcher eine Mischung aller untersuchten Proben ist. Die Berechnung geschah
vollautomatisch durch die Software MxPro der Firma Stratagene [128]. Hierbei wurde die
Expressionsstiarke jeder Probe in Referenz zum Kalibrator ausgedriickt, sodass die Proben
untereinander vergleichbar waren. Um einen Einfluss unterschiedlicher Mengen an cDNA auf
die Expressionsstiarke auszuschlieen, wurde zur Normierung immer die Expression eines
Refenzgens (house keeping gene) gemessen. Ein Referenzgen wird idealerweise nicht reguliert

und kann damit als Maf dafiir verwendet werden, wie viel cDNA sich in einer Probe befindet.

Die Berechnung der Expressionsstidrke eines zu untersuchenden Gens wurde auf der Basis der
AACP-Methode durchgefiihrt [129]. Dabei wurde zunichst das Verhiltnis von Probe zu
Kalibrator gebildet. Dieselbe Berechnung wurde auch beim Referenzgen durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde der Quotient dieser Werte gebildet (untersuchtes Gen/Referenzgen) um
die gemessene Expression auf den cDNA-Gehalt zu normieren. Nachdem von jeder Probe ein
Referenzgen-normiertes, auf den Kalibrator bezogenes Expressionsniveau bestimmt worden
war, konnten die verschiedenen Gruppen miteinander verglichen werden. Hierfiir wurde aus

den Expressions-Mittelwerten wiederum ein Quotient (z.B. transgene Gruppe/Kontrollgruppe)
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gebildet. Um einen Einfluss der Primerfunktion auf die Expressionsanalyse zu verhindern,
wurde bei der Berechnung jeweils noch die Effizienz der jeweiligen Primer, die mittels

Standardkurve bestimmt worden war, einberechnet.

Alle Messungen der quantitativen Realtime-PCR erfolgten in Duplikaten.

2.2.9 Zellkultur

2.29.1 Priméirkultur aus Nebennieren
Die Nebennieren wurden aus dekapitierten Mdusen entnommen und unter einem Stereoskop

mittels Dissektion von Fett befreit (s. Kapitel 2.2.1.2)

Die gereinigten Nebennieren wurden zusammen mit 300 pl Kollagenase in eine Petrischale
gegeben und die Kollagenase zusitzlich mit einer Insulinspritze in die Nebennieren injiziert.
Nach 10-miniitiger Inkubation bei 37 °C wurden die Nebennieren mit einer Rasierklinge in sehr
kleine Stiicke zerschnitten und anschlieend in eine 15ml Zentrifugenréhre tiberfiihrt. 40 min
nach der Kollagenase-Injektion wurde der Verdau durch Zugabe von fetalen Kilberserum (fetal
calf serum, FCS) gestoppt. Anschliefend wurden die Zellen mit einer Pipette durch ein 70 pm-
Zellsieb gedriickt und somit vereinzelt. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 1100 rpm wurde
dem Pellet ungefihr das 10-fache Volumen an Erythrozyten-Lysepuffer zugegeben, bei
Raumtemperatur fiir 7 min inkubiert und anschlieBend wiederum fiir 5 min bei 1100 rpm
zentrifugiert. Nach Zugabe von Primirzellkulturmedium wurden die Zellen gezidhlt und
100.000 Zellen pro Kavitdt in eine 24-Lochplatte ausgesit. Primérzellkulturmedium enthilt
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)/F12 mit L-Glutamin und 15 mM HEPES + 10%
FCS + 3,1 g/l Glucose + 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) Die Hilfte der Zellen wurde fiir eine
Stunde mit ACTH stimuliert, die andere Hilfte diente als Kontrollgruppe. Der Uberstand wurde
abgenommen und zur Messung der Corticosteronkonzentration verwendet. Aus den Zellen

wurde RNA zur Genexpressionsmessung extrahiert.

2.2.9.2 Mouse Embryonic Fibroblast (MEFs)

Zur Gewinnung von embryonalen Mausfibroblasten wurden Miuse des passenden Genotyps
verpaart. Jeden Morgen wurde durch Plug-Kontrolle iiberpriift, ob nachts eine Insemination

stattgefunden hatte.

War dies der Fall, so wurden die Tage post coitatem (p.c.) gezahlt, beginnend mit Tag 0,5 p.c.
Am Tag 13,5 oder 14,5 p.c. wurde das Muttertier durch Isoflurannarkose und anschlieenden
Genickbruch getotet und die Embryonen entnommen. Jeder Embryo wurde einzeln in kaltem

DMEM gewaschen, anschlieBend wurden Kopf, Pfoten, Schwanz und innere Organe entfernt
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und fiir die Genotypisierung verwendet. Die Embryonen wurden in DMEM auf Eis gelagert,

alle weiteren Arbeiten fanden unter einer Sterilbank statt [130].

Jedes Embryo wurde in Ethanol (70%) gewaschen und anschlieBend zusammen mit 8 ml MEF-
Medium in eine 15 ml-Spritze, bei der der Kolben entfernt worden war, iiberfiihrt. AnschlieBend
wurden Embryo und Fliissigkeit durch eine 22 G-Kaniile gedriickt und mehrmals aufgezogen
und abgeben. Derselbe Vorgang wurde mit einer 27 G-Kaniile wiederholt. Somit war es

moglich, eine Losung mit vielen einzelnen Zellen und sehr wenig Restgewebe zu erhalten.

MEF-Medium enthilt neben einfachem Dulbecco‘s Modified Eagle Medium (DMEM) fetales
Kilberserum (FCS), welches das Wachstum stimuliert und als Energielieferant dient, Penicillin

/Streptomycin (P/S) als Antibiotika und die Aminosdure Glutamin [131].

DMEM

FCS 10%

Penicillin / Streptomycin 100 U/ml / 100 pg/ml
Glutamin 1%

Tab. 2.4: MEF-Medium

Diese Zellsuspension wurde zusammen mit weiteren 6 ml MEF-Medium in eine
gelatinebeschichtete Petrischale mit 10 cm Durchmesser iiberfiihrt. Fiir die Beschichtung wurde
Gelatine 1:10 in phosphate buffered saline (PBS) verdiinnt und anschlieBend in das
entsprechende Behiltnis gebracht. Nach einer Einwirkungszeit von mindestens 30 min wurde

der Uberstand abgesaugt und die Schale zweimal mit PBS gewaschen.

Der Mediumwechsel mit 10 ml Medium erfolgte am folgenden Tag und dann an jedem zweiten
Tag. Sobald eine Konfluenz von 80% erreicht war, wurden die Zellen vereinzelt. Dafiir wurde
zweimal mit PBS gewaschen und die Zellen anschlieBend mithilfe von Trypsin abgel6st. Durch
Zugabe von MEF-Medium wurde das zellschiddigende Trypsin deaktiviert und die Zellen
konnten in eine Zentrifugenrdhre iiberfithrt werden. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei
3000 rpm wurde der Uberstand abgekippt, die Zellen in MEF-Medium resuspendiert und im

Verhiltnis 1:3 oder 1:4 in neue gelantinebeschichtete Petrischalen verteilt.

Ein Teil der Zellen wurde bei -80 °C in Einfriermedium (40% DMEM, 40% FCS, 20%
Dimethylsulfoxid (DMSQO)) eingefroren. Dabei wurde durch die Verwendung von
Aufbewahrungsboxen, welche mit Isopropanol umgeben waren, ein langsames und
kontinuierliches Abkiihlen erreicht. Die restlichen Zellen wurden weiter vermehrt. Sobald eine

ausreichende Zellzahl vorhanden war, wurde mit der Differenzierung begonnen.
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2.2.9.3 Differenzierung von MEFs zu Adipozyten und anschlieBende Stimulation

Fiir die Differenzierung von MEFs zu Adipozyten wurden die Fibroblasten auf 6- und 12-
Lochplatten, die mit 2,5 ml bzw. 1ml verdiinnter Gelatine (1:10) beschichtet worden waren,
ausgesit. Es wurden 200.000 (6-Lochplatte) bzw. 100.000 (12-Lochplatte) Zellen pro Kavitit
ausgesit. Die Mediummenge betrug bei allen Differenzierungsschritten 2,5 ml bzw. 1 ml

Medium pro Kavitit.

Nachdem die Zellen Konfluenz erreicht hatten (definiert als Tag -2) wurde ein Mediumwechsel
mit MEF-Medium durchgefiihrt. Nach zwei Tagen (Tag 0) wurde ein Mediumwechsel mit
MEF-Differenzierungsmedium durchgefiihrt.

IBMX in HBSS 1 uM
Dexamethason 95% Ethanol 0,5 mM
Rosiglitazon in DMSO 10 pg/ml
Insulin in 0,01 M HCI 1 uM
bFGF in 0,1% BSA in PBS 20 ng/ml

Tab. 2.5: Zusitze in MEF-Differenzierungsmedium

An Tag 3 wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. An den Tagen 5, 7 und 9 wurde ein
Mediumwechsel mit MEF-Medium, welches zusitzlich 10 pg/ml Insulin, 20 ng/ml basic
fibroblast growth factor (bFGF) und 1 uM Rosiglitazon enthielt, durchgefiihrt. Ein weiterer
Mediumwechsel mit normalem MEF-Medium erfolgte an Tag 10. Die Adipozyten-
Differenzierung war an Tag 12 beendet, daraufhin konnten die Zellen mit ACTH bzw.

Noradrenalin stimuliert werden.

Nach der Stimulation wurde aus einem Teil der Zellen RNA extrahiert. Bei den iibrigen Zellen
wurde die Lipolyse durch Messung des Glycerols im Uberstand untersucht und anschlieBend
auf die Proteinmenge (und damit auf die Zellzahl) normiert. Fiir diese beiden Zwecke wurde

nach verschiedenen Schemata vorgegangen.

Stimulation fiir RNA-Extraktion: Die Stimulation erfolgte iiber eine Dauer von sechs oder 48
Stunden mit ACTH (107 M). Dieses wurde in normalem MEF-Medium gelost. Nach
durchgefiihrter Stimulation wurden pro Kavitit 200-300 ul Lysis Buffer des RNA-
Extraktionskits zugegeben, anschlieend erfolgte die RNA-Extraktion wie in Kapitel 2.2.5.1

beschrieben.
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Stimulation fiir Lipolyse-Messung: Es wurde mit zwei verschiedenen ACTH-Konzentrationen
(108 M und 107 M) sowie mit Noradrenalin (10 M) stimuliert. Die genannten Substanzen
wurden in MEF-Medium verdiinnt, welchem 2% Bovines Serum Albumin (BSA) zugesetzt
worden war. Die Kontrollgruppe wurde mit MEF-Medium behandelt, welches ebenfalls 2%
BSA enthielt. Nach zweistiindiger Stimulation wurde der Uberstand abgenommen. Der
Uberstand sowie die zugehorigen Platten wurden bei -80 °C gelagert. Die Platten wurden
benotigt, um durch eine Messung der Proteinkonzentration eine Normierung der Lipolyse-

Messung auf die Proteinmenge vornehmen zu konnen.

2.2.10 Lipolyse-Messung

Zur Quantifizierung der Lipolyse wurde die Glycerol-Konzentration im Uberstand der
stimulierten Zellen bzw. der Kontrollgruppe gemessen. Die Messung erfolgte in einer 96-Loch
Mikrotiterplatte, die anschlieBende Berechnung basierte auf einer Standard-Losung der Firma

Sigma.

Pro Kavitit wurden 25 pl der Probe bzw. des Standards verwendet, anschlieend 200 ul des
Free Glycerol Reagent (Fa. Sigma) zugegeben und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch mehrere enzymatische Reaktionen kam es proportional zur enthaltenen
Glycerol-Menge zu einer Farbentwicklung. Die Absorption wurde anschlieend bei 540 nm

photometrisch gemessen [132].

Die Glyerol-Konzentrationen der Proben wurden mithilfe einer Standardkurve, die anhand der
Absorptionsmessung bekannter Glyerol-Konzentrationen berechnet worden war, bestimmt.

Alle Messungen erfolgten in Duplikaten.

2.2.11 Proteinkonzentrationsmessung

Um die gemessene Glycerol-Konzentration auf die Zellzahl der jeweiligen Probe zu normieren,
wurde zusitzlich die in der Probe vorhandene Proteinmenge als Mal fiir die vorhandene

Zellzahl bestimmt.

Zu diesem Zweck wurden die Platten zunichst mit PBS gewaschen und anschlieBend 100 pl
Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA-Puffer) pro Kavitit zugegeben. Nach 15-
miniitigem Riitteln wurde die Losung abgenommen und fiir 15 min bei 4 °C und 13.000 rpm
zentrifugiert, anschlieBend wurde der Uberstand abgenommen. Nach einer 1:10 Verdiinnung
wurden jeweils 20 ul auf eine 96-Loch Mikrotiterplatte aufgebracht und 40 pl eines
Reaktionsreagenz zugegeben. Das Reaktionsreagenz wurde durch eine Mischung der Roti-

Quant universal Reagenzien 1 und 2 (Mischverhiltnis 4:1) hergestellt. Nach 30-miniitiger
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Inkubation bei 37 °C konnte die Absorption, die direkt proportional zur enthaltenen

Proteinkonzentration war, bei 503 nm gemessen werden [133].

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Standardkurve. Zu deren
Berechnung wurde zusitzlich die Absorption von bekannten Proteinkonzentrationen (2 mg,

1,5 mg, 1 mg, 0,5 mg, 0,25 mg, 0,125 mg, 0,0625 mg) gemessen.

Alle Arbeiten fiir die Proteinkonzentrationsmessung erfolgten auf Eis, alle Messungen wurden

in Triplikaten durchgefiihrt.

2.2.12 Paraffineinbettung von Gewebe

Entnommenes Gewebe wurde bis zur Einbettung in 30% Ethanol (Nebennieren, Fettgewebe)
bzw. Bouin’scher Losung (Gonaden) bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Einbettung erfolgte
automatisiert in einem Einbettautomaten, Typ STP 120 (Fa. Thermo Fisher Scientific). Die
Gewebe befanden sich dabei in Einbettkassetten und es wurde folgendes Protokoll zur

Paraffinisierung angewendet:

1. Ethanol 30% 2x2 h
2. Ethanol 70% 2x2 h
3. Ethanol 95% 2x2 h
4. Ethanol 100% 2x2 h
5. Xylol 2x2 h
6. Paraffin 2x2 h

Anschlieend wurden die eingebetteten Gewebe in Paraffinblocke gegossen, was mithilfe einer
Paraffin-AusgieBstation durchgefiihrt wurde. Die Paraffinblocke wurden gekiihlt und in ein
Mikrotom eingespannt, mit welchem 4-5 pm dicke Schnitte der Gewebe angefertigt werden
konnten. Diese wurden in einem Wasserbad befeuchtet, anschlieBend auf Objekttriger
aufgebracht und getrocknet. Nachdem die Schnitte innerhalb von ca. 24 h vollstindig

getrocknet waren, konnten sie nach der Hamatoxylin-Eosin Methode gefidrbt werden.

2.2.13 Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung

Mit der Himatoxylin-Eosin (HE)-Firbung konnen feingewebliche Schnitte unterschiedlicher
Gewebe im mikroskopischen Bild angefdrbt werden. Hamatoxylin fiarbt basophile (saure)
Strukturen blau an. Hierzu zihlen vor allem Zellkerne und die darin enthaltene DNA sowie das
raue endoplasmatische Retikulum durch die daran gebundenen Ribosomen. Eosin firbt
azidophile (basische) Strukturen rot an, dies sind im vor allem Zellplasmaproteine [134]. Die

Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
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1. Xylol 2x3 min
2. Ethanol 100% 2x3 min
3. Ethanol 95% 2x3 min
4. MilliQ ddH20 2x3 min
5. Himatoxylin 5s

6. MilliQ ddH20 waschen
7. Eosin 10s

8. Ethanol 95% 30s

9. Ethanol 100% 30s

10. Xylol 30s

Die Substanzen befanden sich dabei in einem Firbekasten. Die Objekttriger waren in ein
Farbegestell eingelegt, in dem sie von einem Firbekasten in den nichsten iiberfiihrt werden

konnten.

Sofort nach der Firbung wurden die Schnitte durch Richard Allan Scientific Mounting Medium

unter einem Deckglas fixiert.

2.2.14 Analyse von gefirbten Paraffinschnitten des subcutanen Fettgewebes

Das gefirbte subcutane Fettgewebe wurde hinsichtlich der Grofle der einzelnen Fetttropfchen
analysiert, wobei pro Tier zwei Schnitte untersucht wurden. Zu diesem Zweck wurden die
Schnitte zundchst bei einer 40-fachen Vergroferung mit einer Kamera der Firma Leica
fotografiert. Die Vermessung der Fetttropfchen erfolgte mit dem Programm Imagel] des

National Institute of Health.

Die gemessenen Groflen wurden in ein Tabellenkalkulationsprogramm iibertragen und der

Durschnitt der Grof3en gebildet.

2.2.15 Corticosteron-Messung

Die Konzentrationsmessung von Corticosteron wurde mittels kompetitiven enzymgekoppelten
Immunabsorptionstests (EIA) durchgefiihrt. Dafiir wurde ein vorgefertigter Assay der Firma
IDS verwendet [135]. Es wurden Uberstinde von ACTH-stimulierten Zellen und Blut von
dekapitierten Mausen untersucht. Im Vorfeld der Dekapitation mussten die Maduse mindestens
einen Tag lang in jeweils einen separaten Kéfig gesetzt werden. So wurde verhindert, dass aus

einem Kifig mit mehreren Méusen das entsprechende Tier herausgesucht werden musste. Dies
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ist wichtig, um die Zeit bis zum Anfang der Narkose moglichst kurz zu halten. Dadurch werden

stressbedingt erhohte Corticosteronwerte vermieden.

Die 96-Loch Mikrotiterplatte, auf der die Messung durchgefiihrt wurde, war mit einem
spezifischen Antikorper fiir Corticosteron beschichtet. Durch Zugabe von Probe bzw. Standard
kam es zur Bildung eines Antikorper-Antigen-Komplexes. AnschlieBend wurde ein
enzymgebundenes Antigen, welches ebenfalls an den auf der Platte befindlichen Antikorper
bindet, zugegeben und fiir 4 h inkubiert. Das enzymgekoppelte Antigen konkurriert mit dem
freien Antigen (Probe bzw. Standard) um die Bindung am spezifischen Antikorper. Durch einen
Waschschritt wurde nicht gebundenes Antigen entfernt. AnschlieBend wurde eine Losung,
welche Tetramethylbenzol und Wasserstoffperoxid als Substrat enthielt, zugegeben. Das an das
Antigen gekoppelte Enzym setzte das Tetramethylbenzol in ein Reaktionsprodukt um, was zu
einer Farbentwicklung fiihrte. Diese Reaktion wurde nach 30 min durch die Zugabe von 0,5 M
Salzsdure (HCI) gestoppt. Je mehr freies Antigen vorhanden war, desto weniger
enzymgekoppeltes Antigen konnte binden und desto geringer war demnach die entstandene
Farbentwicklung. Die Farbentwicklung war daher indirekt proportional zur
Corticosteronkonzentration und wurde in einem Mikroplatten-Lesegerdt photometrisch
gemessen. Die Corticosteronkonzentration konnte anhand einer angefertigten Standardkurve
berechnet werden, was vollautomatisch durch das Mikroplatten-Lesegerdt geschah. Die
Standardkurve wurde anhand von Standards mit bekannten Konzentrationen berechnet indem
deren Absorption ebenfalls gemessen wurde. Ein Standard, der auf die gewiinschten
Konzentrationen verdiinnt wurde, war im verwendeten Kit enthalten. Bei der Berechnung war
zu beachten, dass die ACTH-stimulierten Proben 1:90 und die Kontrollproben 1:30 verdiinnt

worden waren. Die Bestimmung erfolgte jeweils in Duplikaten.

Im Falle der Konzentrationsbestimmung bei Priméarkulturzellen sollte verhindert werden, dass
Unterschiede der Corticosteronkonzentration lediglich durch eine abweichende Zellzahl der
einzelnen Proben verursacht wurde. Deshalb wurde die Corticosteronkonzentration auf die

Menge der extrahierten RNA normiert, welche als MaB fiir die Zellzahl angenommen wurde.

2.2.16 ACTH-Messung

Die Messung der ACTH-Konzentration wurde mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) durchgefiihrt. Hierfiir wurde ein Kit der Firma Biomerica verwendet [136]. Als
Probenmaterial diente dasselbe Plasma, das zur Analyse der Corticosteronkonzentrationen

verwendet wurde.
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Zu Beginn wurden jeweils Plasma, Kalibratoren oder Kontrollen zusammen mit zwei
verschiedenen ACTH-Antikorpern in  Streptavidin-beschichteten Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte inkubiert. Einer dieser Antikorper war biotinyliert. Da die Biotin-Streptovidin-
Bindung eine der stédrksten nichtkovalenten biologischen Bindungen ist, haftet der biotinylierte
Antikorper fest in der Vertiefung. Durch seine ACTH-Bindungsstelle bindet er freies ACTH,
welches somit in der Vertiefung fixiert wird [137]. An einer anderen Stelle des ACTH-Molekiils
bindet der zweite Antikorper. Dieser ist an das Enzym Meerrettich-Peroxidase gekoppelt,
welches die spitere Farbreaktion katalysiert. Nach vierstiindiger Inkubation wurde die Platte
mehrmals gewaschen, wodurch lediglich ACTH-gebundene Antikorper zuriick blieben, die fest
am Plattenboden hafteten. Anschlieend wurde Tetramethylbenzidin zugegeben. Dieses bildet
durch Reaktion mit der Antikorper-gebundenen Meerrettich-Peroxidase ein blaues Substrat.
Nach 30-miniitiger Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe einer Stopplosung, welche
Schwefelsdure enthélt, beendet. Der Farbumschlag konnte bei 450 nm, was in diesem Fall der
Wellenldnge mit der maximalen Absorption entspricht, photometrisch gemessen werden.
Zusitzlich wurde die Absorption noch einmal bei 405 nm gemessen. Da bei dieser Wellenlidnge
die Absorption geringer ist, konnen auch hohere ACTH-Konzentrationen bestimmt werden. Bei
beiden Messungen war die ACTH-Konzentration direkt proportional zur gemessenen
Farbintensitdt. Die Farbintensititen der mitgelieferten Kalibratoren, deren ACTH-
Konzentrationen bekannt waren, wurden ebenfalls gemessen und anhand dieser Werte eine
Standardkurve erstellt. Mithilfe der Standardkurve konnten dann die Konzentrationen der

Proben bestimmt werden. Es wurden jeweils Duplikate bestimmit.

2.2.17 Verarbeitung der Rohdaten

Die Verarbeitung der Rohdaten wurde im Tabellenkalkulationsprogramm Office Excel
(Versionen 2003 und 2007) der Firma Microsoft durchgefiihrt. Zur Uberpriifung, ob
Unterschiede in den Ergebnissen zwischen jeweils zwei Gruppen signifikant waren, wurde der
Zweistichproben-T-Test verwendet. Dabei wurden Unterschiede, die einen p-Wert von < 0,05
erreichten, als statistisch signifikant angesehen und in drei Signifikanzniveaus (< 0,05; < 0,01;
<0,001) eingeteilt. Waren mehr als zwei Gruppen vorhanden, so wurden jeweils zwei Gruppen
miteinander verglichen und somit verschiedene Vergleichswerte generiert. Die gezeigten

Balkendiagramme wurden ebenfalls mit Excel erstellt und bearbeitet.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse und Zucht der transgenen Méuse

Im Vorfeld dieser Doktorarbeit hatte die Arbeitsgruppe von Dr. Jan Deussing am Max-Planck-
Institut fiir Psychiatrie in Miinchen eine Mauslinie generiert, bei welcher auf einem Allel
(heterozygot) anstatt des normalen MC2-R ein von loxP-sites umgebener MC2-R vorhanden
sein sollte. Der hierfiir erforderliche targeting vector (TV) war in der Arbeitsgruppe von Herrn
Prof. Beuschlein zuvor kloniert worden (Dr. M. Betz, B. Mauracher, Dr. M. Slawik). Das
langfristige Ziel war es zunédchst, Miuse zu ziichten, die auf beiden Allelen ihres Genoms den
loxP-flankierten MC2-R aufweisen (also homozygot fiir diese Mutation sind) und zusétzlich
eine Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase (CreERT?2) besitzen. Diese Mauslinie sollte
also einen Tamoxifen-induzierbaren knock-out des MC2-R aufweisen. Ein exemplarisches
Kreuzungsschema fiir die Generierung einer solchen Mauslinie findet sich in Kapitel 1.5.5 bzw.
Abb. 1.6. Sobald eine ausreichende Zahl der gewiinschten Miuse vorhanden war, sollten
weiterfilhrende Experimente zur Funktion des MC2-R im Fettstoffwechsel durchgefiihrt

werden.

Der TV, auf dem der modifiziert MC2-R vorhanden war, wurde wie in Kap. 1.5.4 beschrieben
in Mausstammzellen eingebracht. Hier sollte er durch homologe Rekombination ins Genom
integrieren und somit den urspriinglich vorhandenen MC2-R ersetzten. Um iiberpriifen zu
konnen, ob der TV nach dem Einbringen wirklich im Genom vorhanden war, war dieser mit
einer Ampicillin/Neomycin-Resistenzkassette ausgestattet. Durch die Behandlung aller
Stammzellen mit diesen Substanzen konnten diejenigen selektioniert werden, in welchen der
TV vorhanden war, da diese Zellen durch die Resistenzkassette unempfindlich gegen die
normalerweise toxischen Stoffe geworden waren. Im Rahmen der homologen Rekombination
kann es vorkommen, dass der TV an einer falschen Stelle eingebaut wird. Daher sollten in
einem zweiten Selektionsschritt solche Stammzellen gefunden werden, bei welchen der TV an
der richtigen Stelle ins Genom integriert und somit auf einem Allel den urspriinglich
vorhandenen MC2-R ersetzt hatte. Fiir diesen Zweck wurden die Stammzellen per Southern-

Blot-Analyse untersucht.

Bei diesem Verfahren wird die DNA zunichst durch Restriktionsenzyme an den fiir diese
Enzyme spezifischen Stellen geschnitten. AnschlieBend wird die DNA per Gelelektrophorese
aufgetrennt. Nach Spaltung der DNA in Einzelstringe werden die Banden auf eine Membran
tibertragen und mit einer radioaktiv markierten Sonde, die komplementédr zur gesuchten
Sequenz ist, angefarbt. Je nach vorhandenen Schnittstellen ergeben sich Fragmente

unterschiedlicher Gro3e. In diesem Fall wurde die DNA mit den Restriktionsenzymen Apal.l
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sowie Xhol verdaut. Im eingebrachten TV war im Vergleich zum nativen Genom eine
zusitzliche Xhol-Schnittstelle vorhanden, wodurch das Fragment hier kiirzer war. Die

Restrikionsenzymschnittstellen sowie die Southern-Blot-Analyse sind in der nachfolgenden

Abbildung dargestellt.

ApaLl/Xhol 8,1 kb (WT)
A 5 5 3 3T 3 33T
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Abb. 3.1: Schnittstellen der Restriktionsenzyme sowie Southern-Blot-Analyse

A: Wildtyp-DNA-Sequenz mit Darstellung des WT-Fragments

B: homologe Rekombination (schwarze Bereiche werden ersetzt, graue verbleiben)

C: Zustand nach homologer Rekombination

Das Restriktionsenzym Xhol besitzt im Vergleich zur Original-Sequenz im TV eine
zusitzliche Schnittstelle (C), daher ist das Fragment hier mit 5,5kb kiirzer als bei der WT-
Sequenz (8,1kb) (A).

D: Southern-Blot Analyse eines Wildtyp-Klons (+/+) mit der WT-Bande sowie eines
Klons, bei welchem der TV vorhanden ist (+/1oxP-fNA) und bei der sich deshalb sowohl
die WT als auch die MT-Bande (M=Mutant) zeigen.

P loxP-site; > frt-site; AN: Ampicillin/Neomycin-Resistenzkassette

Nachdem erfolgreich transfizierte embryonale Stammzellen selektioniert worden waren,
wurden diese wie in Kap. 1.5.3 beschrieben durch Blastozysten-Injektion in Muttertiere
iberfithrt und von diesen ausgetragen. Die so entstanden Chiméren mit Genotyp +/loxP-fNA
wurden mit Wildtyp-C57BL/J6-Tieren verpaart, sodass in der ersten Tochtergeneration (F)
25% der Nachkommen ebenfalls den Genotyp +/loxP-fNA aufwiesen. +/loxP-fNA Tiere
enthielten neben dem MC2-R-Wildtypallel ein Allel, bei dem der MC2-R von loxP-sites
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umgeben war. Zusitzlich war hier eine Neomycin/Ampicillin-Resistenzkassette vorhanden.
Die Tiere dieser Generation wurden mittels PCR auf ihren Genotyp untersucht, wobei fiir
Wildtyp- und +/loxP-fNA-Tiere zwei verschiedene Primerpaare verwendet wurden. Der
+/1oxP-fNA-Genotyp wurde mithilfe der Primer fGT1+2 nachgewiesen. Dieses Primerpaar
konnte im Wildtyp kein Produkt bilden, da die Bindungsstelle des fGT2-Primers in der
Neomycin/Ampicillin-Resistenzkassette lag, welche in Wildtyp-Tieren nicht vorhanden ist.
Der Wildtyp wurde durch die Primer fGT144 nachgewiesen, welche wiederum bei
Anwesenheit des TV kein Produkt bildeten, da dieses wegen der grolen Linge (ca. 3000 bp)
nicht amplifiziert werden kann. Bei heterozygoten +/loxP-fNA Tieren fanden sich zwei
Banden, da sowohl Wildtyp- als auch TV-Allel vorhanden waren. Bei Wildtyp-Tieren zeigte
sich hingegen nur die Wildtyp-Bande.

Die +/loxP-fNA-Méuse trugen neben den loxP-sites noch Bindungsstellen fiir eine andere
Rekombinase, die frt-sites (s. Kap 1.5.4). Diese Bindungsstellen werden durch die Flp-
Rekombinase erkannt, welche den dazwischenliegenden Genombereich inklusive einer frt-site
entfernt und die DNA anschlieBend wieder neu verkniipft. Die andere frt-site verbleibt im
Genom. In diesem Fall war die Neomycin/Ampicillinkassette von frt-sites umgeben (fNA) und
sollte durch die Flp-Rekombinase entfernt werden, um mogliche storende Einfliisse der
Resistenzkassette auf die weiteren Experimenten zu verhindern. Zu diesem Zweck wurden
+/1oxP-fNA-Miuse mit Médusen gekreuzt, welche homozygot eine Flp-Rekombinase trugen
(Flp-Deleter). Bei Nachkommen der nidchsten Generation (F»), die sowohl die Flp-
Rekombinase als auch den TV im Genom trugen, konnte die konstitutiv aktive Flp-
Rekombinase die frt-sites im TV erkennen und somit die frt-flankierte Neomycin/Ampicillin-
Resistenzkassette entfernen. Die so entstandenen Miuse wiesen den Genotyp +/1oxP auf (fNA
entfernt). Die Deletion der Resistenzkassette kann man auch anhand der durchgefiihrten PCR
erkennen. Es wurden dieselben Primerpaare (fGT1+2 und fGT 1+4) verwendet wie in der Fi-
Generation. Da der fGT2-Primer in der Resistenzkassette bindet, ergab sich bei +/loxP Tieren
kein Produkt mehr. Die Unterscheidung zwischen +/loxP- und Wildtyp-Tieren gelang durch
Vergleich der Bandenlidnge. Die +/loxP-Bande ist durch das Vorliegen der loxP- und der
verbliebenen frt-sife um 98 Basen lidnger als die Wildtyp-Bande. Das Kreuzungsschema mit
PCR-Genotypisierung (Abb. 3.2) sowie eine genaue Beschreibung der Primerbindungsstellen

(Abb. 3.3) zeigen die nédchsten beiden Abbildungen.
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Abb. 3.2: Kreuzungsschema um heterozygote +/loxP-Méuse zu erhalten und

Genotypisierung der Tiere mittels PCR und Gelelektrophorese

A) Chiméren mit Genotyp +/loxP-fNA wurden mit C57BL/6J-Tieren verpaart. Die
Nachkommen wiesen entweder den Wildtyp-Genotyp (+/+) oder den Genotyp +/loxP-fNA
auf, was mittels PCR iiberpriift wurde (B).

Heterozygote Fi-Tiere wurden mit Flp-Deleter-Mausen verpaart um die
Neomycin/Ampicillin-Kassette zu entfernen. Die Nachkommen dieser Kreuzung (F»)
wurden ebenfalls mittels PCR analysiert (C). Wildtyp- und +/loxP-Tiere konnten anhand
der Bandenlidnge (235 bp vs. 333 bp) unterschieden werden. Die Entfernung der Resistenz-
kassette zeigte sich in der Anwesenheit einer 333 bp langen loxP-Bande (+/1oxP) anstatt der
413 bp langen loxP-fNA-Bande (+/1oxP-fNA). Die Flp-Rekombinase war in allen Tieren
der F>-Generation vorhanden und konnte ebenfalls mittels PCR nachgewiesen werden.
+/+: Wildtyp-Tier; +/loxP-fNA: Tier mit TV inklusive Resistenzkassette auf einem Allel
und Wildtyp-Situation auf dem anderen; +/loxP: Tier mit TV ohne Resistenzkassette auf
einem Allel und Wildtyp-Situation auf dem anderen;

M: DNA-Marker; H20: Negativkontrolle
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A) TV vor Kreuzung mit Flp-Deleter-Maus

>
fGT 1 >
[ fGT 5
= Exon 2 —I}»— Neo/Amp ->| Exon 3 | >
I
fGT 2 < fGT|3
<
fGT 4 fGT 6
<
B) TV nach Kreuzung mit Flp-Deleter-Maus
>
fGT 1 >
| fGT 5
= Exon 2 —[>-’ | Exon 3 | '|>
fGT 3
<
fGT 4 fGT 6
< <
C) Wildtyp-Maus D) Legende
> > frt-site
fGT 1 >
| o > loxP-site
i |
xon 2 Exon 3
Neo/Amp| Resistenzkassette
fGT1-6 Primerpositionen
< fGT 4 « fGT 6

Abb. 3.3: Primerpositionen im TV bei verschiedenen Kreuzungsschritten sowie bei
Wildtyp-Tieren

War im TV noch die Neomycin/Ampicillin-Resistenzkassette vorhanden (A), so konnte
diese mit den Primern fGT 142 nachgewiesen werden (Produktlinge 413 bp).

Waurde die Resistenzkassette entfernt (B), konnte dies durch ein PCR-Produkt von 333 bp
Linge nachgewiesen werden, welches durch die Primer fGT 1+4 amplifiziert wurde. Diese
bildeten nur ein Produkt, wenn die Resistenzkassette nicht mehr vorhanden war, ansonsten
war das Produkt fiir eine Amplifikation zu lang.

Dasselbe Primerpaar (fGT 1+4) bildete bei einer Wildtypmaus (C) ein kiirzeres Produkt

von 235 bp Linge, da hier die loxP-und frt-Sequenz nicht vorhanden waren.
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Drei Minnchen mit dem Genotyp +/loxP und zusitzlicher Flp-Rekombinase wurden der
Arbeitsgruppe Beuschlein durch das Max-Planck-Institut zur Verfiigung gestellt. Alle im

Folgenden beschriebenen Ergebnisse wurden im Rahmen dieser Promotionsarbeit generiert.

Neben den beschriebenen MC2-R™°*’_M:usen standen R26-Cre-ERT2*-Tiere zur Verfiigung.
Diese trugen eine induzierbare Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Rosa26-Promotors
(R26). Fiir diesen Promotor wurde gezeigt, dass er in Médusen ubiquitidr exprimiert wird [138].
ERT?2 steht fiir Estrogen Rezeptor T2, der selektiv Tamoxifen bindet. Ziel war es, durch
mehrere Kreuzungsschritte Miuse mit Genotyp MC2-R!**"1°XP:R26_Cre-ERT2* (im Folgenden
Cre* genannt) zu ziichten. Bei diesen Médusen wire also zum einen der MC2-R auf beiden
Allelen von loxP-sites umgeben und andererseits wiirden diese Tiere eine Tamoxifen-
induzierbare Cre-Rekombinase tragen. So hitte der MC2-R Tamoxifen-induziert entfernt

werden konnen. Ein beispielhafter Kreuzungsplan ist in Abb. 3.4 dargestellt.

Cre*/Mc2R**  Cre/Mc2R+oxP

Cre/Mc2R**  Cre/Mc2R*1oxP Cre+/Mc2R+10xP  Cre*t/Mc2R+*

Cre’/Mc2R++ Cre/Mc2R**  Cre /Mc2R+1oxP  Cret/Mc2R+10xP Cre-/Mc2RIoxF/loxP Cre+/Mc2 RloxP/loxP

Abb. 3.4: Vereinfachtes Kreuzungsschema um Cre*/MC2-R'***1xP_M:iuse zu
generieren

Cre*: transgene Cre-Rekombinase; Cre: keine Cre-Rekombinase (Wildtyp)
Mc2R**: Wildtyp-MC2-R; Mc2R*/1°%: MC2-R heterozygot von loxP-sites flankiert;
Mc2R!"¥1ox; MC2-R homozygot von loxP-sites flankiert

Zunichst wurden die MC2-R*1**_Minnchen mit Wildtyp-Weibchen verpaart, um die Zahl an
MC2-R**P_Tjeren zu vergroBern. Die Nachkommen wurden auf ihren MC2R-Genotyp
untersucht. Dazu wurde DNA, welche aus Schwanzbiospien extrahiert worden war, mittels o.g.
Primern (fGT1+4) analysiert. Tiere mit Genotyp MC2-R*1*f wiesen zwei Banden auf: die
Wildtyp- und die loxP-Bande. Wildtyp-Tiere zeigten dementsprechend nur die Wildtyp-Bande
(s. Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Gelelektrophorese zur loxP-Genotypisierung
wt: Wildtyp (nur Wildtyp-Bande); +/loxP: MC2-R*1** (loxP- und Wildtyp-Bande);
M: DNA-Marker; H20: Negativkontrolle

Neben der Kreuzung von MC2-R*F mit Wildtyp-Tieren wurden parallel Cre*-Tiere mit
MC2R*°*P_Tieren verpaart. Bei Nachkommen dieser Tiere wurde einerseits der MC2-R-
Genotyp iiberpriift, andererseits wurde ebenfalls mittels PCR festgestellt, ob die Jungtiere die
Cre-Rekombinase trugen. Im Falle einer vorhandenen Cre-Rekombinase zeigte sich eine Bande

von 574 bp Linge, bei Wildtyp-Tieren war keine Bande vorhanden (s. Abb. 3.6).

——

500bp _; W - (Cre (574 bp)
Cres Cret Cre” Cree Cre" H,O
M

Abb. 3.6: Gelelektrophorese zum Nachweis der Cre-Rekombinase

Die unterschiedliche Bandenstirke beruht auf unterschiedlichen Mengen der eingesetzten
DNA. Da nur die Anwesenheit der Cre-Rekombinase nachgewiesen werden sollte, war die
Bandenstérke nicht relevant, weshalb die DNA-Mengen nicht normiert wurden.

Cre’: keine Cre-Rekombinase; Cre*: Cre-Transgen; M: DNA-Marker; H20:
Negativkontrolle

Die drei vom Max-Planck-Institut erhaltenen MC2-R*'**_Minnchen trugen wegen oben
beschriebener Kreuzung mit einer Flp-Deleter-Maus zwar keine Resistenzkassette mehr, die
Flp-Rekombinase war aber heterozygot vorhanden. Um mdgliche Nebeneffekte der Flp auf
geplante Experimente auszuschlieBen, wurden Nachkommen ohne Flp-Rekombinase
selektioniert. Dazu wurde eine PCR mit den Primern Flp forward&reverse durchgefiihrt. War
die Flp-Rekombinase vorhanden wurde diese durch eine 413 bp lange Bande nachgewiesen.

Bei Tieren ohne Flp-Rekombinase konnte kein Produkt amplifiziert werden.
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Nach den beiden beschriebenen Kreuzungsschritten wurden nun Tiere mit den Genotypen
MC2-R**P:Cre-und MC2-R*°*P;Cre* verpaart. Aus dieser Kreuzung sollten zu 25% Tiere mit
MC2-R1*PxP Genotyp resultieren. Allerdings war es auch nach Uberpriifung der Eltern-
Genotypen und mehreren Verpaarungen nicht moglich, einen solchen Genotyp per PCR
nachzuweisen. Im Falle eines homozygoten Genotyps wire bei Verwendung der Primer
fGT1+4 nur die loxP-Bande und keine Wildtyp-Bande vorhanden gewesen. Auch methodische
Fehler wie die Verunreinigung mit Wildtyp-DNA wurden ausgeschlossen. Eine mit denselben
Primern durchgefiihrte Sequenzierung zeigte das erwartete Ergebnis zweier iiberlagerter
Signale (Wildtyp und loxP), sonst aber keine Auffilligkeiten, sodass von korrekter

Primerbindung und -funktion ausgegangen werden konnte.

Nach Ausschluss aller moglichen Fehlerursachen lag die einzige sinnvolle Erkldrung darin,
dass es bei der Generierung der Maus nicht zu einer homologen Rekombination sondern zu
einer Insertion des TV an einer nicht erwarteten Stelle gekommen sein musste. Wie beschrieben
war der zur Rekombinationskontrolle durchgefiihrte Southern-Blot nach 3¢ positiv. Hier musste
der Targeting-Vektor also korrekt inseriert haben. Im Falle des MC2-R war eine Southern-Blot-
Analyse nur auf der 3°-Seite des TV moglich, da im 5°-Bereich des Gens viele repetitive DNA-
Sequenzen liegen, welche die Generierung einer spezifischen Sonde fiir diesen Bereich
verhinderten. Durch diese technische Limitierung war eine sichere Aussage liber die Lage des
TV anhand der Southern Blot Analyse nicht moglich. Neben einer homologen Rekombination
wire bei gleichem Ergebnis des Southern Blots auch eine Integration des TV kurz hinter der 3°
gelegenen Apal.l/Xhol-Schnittstelle moglich. Wire dies der Fall, so wiirde die Southern-Blot-
Analyse ebenfalls positiv ausfallen, da ein entsprechendes MT-Fragment ja vorhanden ist (s.
Abb. 3.1). Allerdings konnte man in diesem Fall den MC2-R durch die Cre-Rekombinase nicht
komplett aus dem Genom entfernen, da der TV mit dem loxP-flankierten MC2-R zusitzlich
zum urspriinglichen MC2-R (und nicht stattdessen) vorhanden wire. Somit wiirde durch die
Cre-Rekombinase zwar der loxP-flankierte MC2-R entfernt werden, der Wildtyp-MC2-R
wiirde aber verbleiben und somit wire kein knock-out moglich. Die Vermutung war, dass der
beschriebene Fall bei der vorhandenen Maus eingetreten ist, aber nicht iiberpriift worden war,
da mit solch einem Ereignis nicht gerechnet worden war und die Southern-Blot-Analyse das
erwartete Ergebnis gezeigt hatte.

Der Fehler lag hochstwahrscheinlich 5 des TV aber noch vor der 3‘-Sonde des Southern-Blots,
da dieser sonst nicht das erwartete Ergebnis geliefert hitte. Der Targeting-Vektor muss
demnach knapp 5° der entsprechenden Wildtyp-Sequenz ins Genom inseriert und war somit
zusitzlich und nicht statt dieser vorhanden. Ein Tamoxifen-induzierter knock-out des MC2-R

war daher nicht mehr moglich, stattdessen lag in Tieren, welche den TV heterozygot oder
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homozygot trugen, eine Uberexpression des MC2-R vor. Bei genauerer Betrachtung der
Gelelektrophorese einer MC2-R-Genotypisierung ist der Unterschied zwischen MC2-R*/°xP
und MC2-R'?19%P 7,1 vermuten (s. Abb. 3.7):

A) Wildtyp:

B) Nach homologer Rekombination:

loxP
C) S

S

- loxP
D)
- i

]

EEEEHHEE

Abb. 3.7: Unterscheidung von MC2-R*/1°** und MC2-R!*¥1oxP gowie die genomische
Situationen

A) Wildtyp-Maus mit zwei Allelen des MC2-R

B) Situation nach erfolgreicher homologer Rekombination

C) Bei einem heterozygoten (MC2-R*1P) Tier ist der TV auf einem Allel zusétzlich
vorhanden, hier ist die loxP-Bande schwicher als die Wildtyp-Bande.

D) Bei einem homozygoten Tier (MC2-R'***1°*P) 5ind 1oxP- und Wildtyp-Bande gleich
stark, da fiir die PCR gleiche Mengen an Ausgangs-DNA vorhanden sind.

Nach diesen Befunden entschieden wurde entschieden, statt der urspriinglich geplanten knock-
out-Experimente die Auswirkung einer MC2-R-Uberxpression in vivo und in vitro zu
untersuchen. Um eine moglichst starke Uberexpression zu erreichen, sollten fiir die folgenden
Experimente nur MC2-R"!*F_Tjere verwendet werden, also solche Tiere, die auf beiden
Allelen sowohl den Wildtyp-MC2-R als auch zusitzlich den loxP-flankierten MC2-R trugen.

Allerdings war zur Unterscheidung von hetero- von homozygoten Tieren die o.g. Analyse
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mittels PCR und Gelelektrophorese nicht ausreichend zuverldssig. Um eine genaue
Differenzierung der beiden Genotypen durchfiihren zu konnen, wurden Primer mit selektiver
Bindungsstelle im TV oder in der Wildtyp-Sequenz des MC2-R generiert. Die beiden Primer
fiir den Nachweis des TV wurden im Bereich der loxP-sites positioniert. Da in Wildtyp-DNA
keine loxP-sites vorhanden sind, konnte hier nur ein Produkt amplifiziert werden, wenn der TV
vorhanden war. Umgekehrt gibt es in der Wildtyp-DNA kurze, im TV nicht vorhandene
Sequenzen, die bei der Insertion der loxP-sites in die DNA entfernt wurden. Somit konnte auch
bei Wildtyp-Tieren eine spezifische Amplifikation erreicht werden.

Mit den beschriebenen Primern wurde jeweils eine qRT-PCR mit DNA von zu analysierenden
Tieren durchgefiihrt. So war es moglich, den relativen DNA-Gehalt von TV- zu Wildtyp-DNA
zu bestimmen und so zuverlissig zwischen MC2-R*'* (heterozygoten) von MC2-R!oxP/loxP
(homozygoten) Tieren zu unterscheiden. Mit dieser Methode konnten Tiere fiir die weitere

Zucht sowie zur Versuchsdurchfithrung zuverlissig selektioniert werden.

Die folgende Abbildung (Abb. 3.8) zeigt exemplarisch die Genotypisierung von 32 Tieren.
Dabei sind der relative DNA-Gehalt der Wildtyp-MC2-R und loxP-Sequenzen der Tiere von
verschiedenen Gruppen sowie die zu den Genotypen gehorenden genomischen Situationen

dargestellt.
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Abb. 3.8: Unterscheidung von homozygoten und heterozygoten Tieren mittels qRT-
PCR (n=32)
Bei Wildtyp-Tieren war nur die Wildtyp-DNA (WT) aber kein Targeting Vektor (TV) und

somit keine loxP-DNA vorhanden, daher zeigte sich auch kein loxP-Signal.

Bei heterozygoten Tieren war der loxP-flankierte MC2-R (TV) auf einem Allel vorhanden,
daher war das loxP-Signal etwa halb so stark wie das Wildtyp-Signal.

Bei homozygoten Tieren war auf beiden Allelen sowohl der loxP-flankierte MC2-R als

auch der Wildtyp-MC2-R vorhanden und die Signale daher etwa gleich stark.

3.2 Versuch der exakten TV-Lokalisierung

Um das entstandene Konstrukt noch genauer klassifizieren zu konnen, sollte die Position des
TV exakt bestimmt werden. Wie oben beschrieben war dabei zwar bekannt, dass der TV
theoretisch 3° des Wildtyp-MC2-R liegen musste, nicht aber dessen genaue Position. Zur
Lokalisierung wurden verschiedene Primer generiert. Diese lagerten sich am Ende oder kurz
hinter der Wildtyp-MC2-R-Sequenz und am Anfang des TV an. AuBlerdem wurden alle Primer

noch einmal invertiert verwendet, um auch ein Produkt zu erhalten, falls sich die DNA-Stringe
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bei der Insertion gedreht haben sollten. Theoretisch hitte man mit geeigneten Primern bei einem
nicht zu grolen Abstand ein spezifisches Produkt amplifizieren konnen miissen. Trotz
aufwendiger Versuche einschlielich der Verwendung verschiedenster PCR-Bedingungen und
aller Primerkombinationen war es aber nicht moglich, eine spezifische Bande zu finden. Ein
moglicher Grund dafiir ist eine zu grofe Entfernung der Primer voneinander. Auch die
Verwendung sog. Alu-Primer (Primer die an repetitiven DNA-Sequenzen binden) fiihrte nicht
zum Erfolg. Die ndchste Abbildung zeigt schematisch die vermutete Situation im Genom der
generierten Maus, die Bindungsstellen der verwendeten Primer und die Restriktionsenzym-
schnittstellen. Die genaue Position des TV war also weiter unklar. Da der MC2-R aber sicher

tiberexprimiert war, wurden die weiteren Experimente wie geplant durchgefiihrt.

1,2kb 1,6kb 1,5kb 1,5kb
T e e e »

For 1-4 For 5 For 6 For 7 For 8 Rev 1-7
SEN T ———— -
MC2-R WT loxP - MC2R - loxP

Abb. 3.9: Primerpositionen zur Lokalisierung des TV (loxP-MC2-R-loxP)
Verschiedene forward (For) und reverse (Rev) Primer wurden miteinander kombiniert, um

ein spezifisches Produkt zwischen MC2-R-Wildtyp-Sequenz und TV zu amplifizieren.

3.3 Untersuchung der Nebennieren; Corticosteron- und ACTH-Messung

Zuniichst sollte untersucht werden, ob eine MC2-R-Uberexpression Auswirkungen auf die
Genexpression sowie die Corticosteron-Produktion der Nebennieren hat. Die Corticosteron-
produktion wurde einerseits in vivo und andererseits ex vivo an Primidrkulturzellen aus
Nebennieren bestimmt. Durch die Verwendung von Primérkulturzellen konnte sichergestellt
werden, dass die Werte nicht durch Stress der Tiere verfalscht werden und ermoglichte eine

einfache, direkte Stimulation mit ACTH.

Um die Corticosteron-Produktion ex vivo zu quantifizieren, wurden Nebennieren von Wildtyp-
und MC2-R'¥1*P_Weibchen entnommen und in Primirkultur iiberfiihrt. In beiden Gruppen
wurde die Corticosteron-Konzentration nach einstiindiger ACTH-Stimulation sowie ohne
Stimulation mittels EIA gemessen. Die Werte wurden auf die jeweils extrahierte RNA-Menge

als Mal} fiir die Zellzahl normiert. Bei Wildtyp-Tieren zeigte sich nach Stimulation ein
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signifikanter Anstieg der Corticosteron-Konzentration, ebenso wie bei MC2-R'*1°*F_Tjeren,
der Anstieg fiel hier allerdings geringer aus. Der basale Corticosteron-Spiegel war bei

MC2-RI*¥10xP_Tijeren allerdings hoher als bei Wildtyp-Tieren.

XX

100 - *
0 — -
WT -ACTH loxP/loxP -ACTH WT +ACTH loxP/loxP +ACTH

Abb. 3.10: Messung der Corticosteronkonzentration im Uberstand der Nebennieren-
Primérkulturzellen (n=3)

*. Signifikanz gegeniiber WT -ACTH ( p < 0,05)

xx: Signifikanz gegeniiber loxP/loxP -ACTH (p < 0,01)

WT: Wildtyp-Tier; loxP/loxP: MC2-R*P1xP_Tjer

-ACTH: Kontrolle (keine Stimulation); +ACTH: einstiindige ACTH-Stimulation

Signifikanztestung im Zweistichprobentest

Zusitzlich zur Corticosteronproduktion von Nebennierenzellen ex vivo wurden mittels EIA
bzw. ELISA auch die Corticosteron- und ACTH-Spiegel im Blut der Miuse gemessen. In den
Experimenten zeigten sich keine Unterschiede zwischen MC2-R!**°*P_ ynd Kontrollgruppe.
Die Corticosteronspiegel bei Weibchen waren allerdings sehr viel hoher als bei Ménnchen,

wohingegen die ACTH-Spiegel sich in etwa glichen.
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Abb. 3.11: Corticosteron- und ACTH-Spiegel im Blut
(A) Corticosteron; (B) ACTH
WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!oxP/loxP

Neben der Corticosteronproduktion in vivo wurden auch die Genexpression des MC2-R und
von Enzymen der Steroidhormonbiosythese in den entnommenen Nebennierenzellen
verglichen (Abb. 3.12). Dabei wurde die Expression der Gene B-Actin als housekeeping-gene,
MC2-R, StAR (Steroidogenic acute regulatory protein) sowie P450scc (Cholesterol side-chain
cleavage enzyme) analysiert. Die beiden letztgenannten Enzyme sind essentiell fiir die

Steroidhormonbiosynthese. StAR transportiert Cholesterin von der dufleren zur inneren
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Mitochondrienmembran und ist somit kein eigentliches Enzym der Steroidhormonbiosynthese.
Da die Bereitstellung von Cholesterin aber essentiell fiir die Steroidhormonbiosynthese ist,
stellt das StAR-Enzym einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fiir diese dar. P450scc ist
das erste Enzym der Steroidhormonbiosynthese und katalysiert die Umwandlung von
Cholesterin zu Pregnenolon. Bei der Quantifizierung der Genexpression mittels qRT-PCR

konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen gefunden werden.

(A)

160 - OWT
140 - M loxP/loxP
I
§ 120 -

Il 100 -

40 A

Expression (WT
o
S

20 A

MC2-R StAR P450scc

(B)
140 -

120 H

100%)

100 +

80 -

60 -

Expresssion (WT

MC2-R StAR P450scc

Abb. 3.12: Genexpression in Nebennieren in vivo (n=7)

(A) Minnchen; (B) Weibchen; WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!oxF/loxP
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Durch den Vergleich von in vivo und ex vivo Daten sollte zwischen hypophysidren und
zelluldaren Effekten unterschieden werden. Die Analyse der Genexpression von
Primirkulturzellen zeigte in der MC2-R'*°*P_Gruppe unter ACTH-Stimulation einen
signifikanten Anstieg der MC2-R- und StAR-Expression. In der Kontrollgruppe war dieser
Unterschied nicht festzustellen. Bemerkenswert ist auch, dass die Expression vonP450scc in
der MC2-R!**°XP_Gryppe sehr viel niedriger war als in der Kontrollgruppe und die Expression

auch nur in der Kontrollgruppe durch ACTH-Stimulation gesteigert werden konnte.

300 OWT -ACTH
o *
IS mloxP/loxP -ACTH
S 250 - I
— OWT +ACTH
I
E 200 - BloxP/loxP +ACTH
S
E" 150 -
3
=100 { = I xx I T I xx
F
5 50 A *
5‘ i

0 . L I
MC2R P450scc StAR

Abb. 3.13: Messung der Genexpression in Nebennieren-Primirkulturzellen (n=3)
*: Signifikanz gegeniiber WT -ACTH ( p < 0,05)

xx: Signifikanz gegeniiber loxP/loxP -ACTH (p < 0,01)

### = Signifikanz gegeniiber loxP/loxP +ACTH (p < 0,001)

WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!ox/loxP

-ACTH: Kontrolle (keine Stimulation); +ACTH: 6-stiindige ACTH-Stimulation

Signifikanztestung im Zweistichprobentest

3.4 Analyse des subcutanen und viszeralen Fettgewebes

Neben den Effekten auf die Nebennieren waren vor allem die Auswirkungen auf das subcutane
und das viszerale Fettgewebe von Interesse. Wiederum wurden Tiere beider Geschlechter
untersucht. Nach Préparation der jeweiligen Fett-Depots wurden diese gewogen. Dabei war
sowohl bei Ménnchen als auch bei Weibchen zu beobachten, dass das subcutane Fettgewebe

bezogen auf das Kérpergewicht in der MC2-R'*"*_Gruppe signifikant leichter war als in der
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Kontrollgruppe. Bei den absoluten Korpergewichten zeigte sich dagegen kein signifikanter

Unterschied.
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Abb. 3.14: Anteil des subcutanen Fettgewebes am Korpergewicht (n=7)
* = Signifikanz gegeniiber +/+ ( p < 0,05)
WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!ox¥/loxP

Signifikanztestung im Zweistichprobentest

Nach der Gewichtsbestimmung wurden die Fett-Proben zur RNA-Extraktion und zur

anschliefenden Genexpressionsanalyse genutzt.

Einige Proben wurden in Paraffin zur histologischen Aufarbeitung eingebettet. Bei der, mithilfe
eines Computerprogrammes durchgefiihrten, Analyse der AdipozytengroBe fiel auf, dass bei
Minnchen die Adipozyten von MC2-R!**"F_Tieren signifikant kleiner waren als bei Wildtyp-

Tieren. Bei Weibchen gab es hier keinen signifikanten Unterschied.

Die AbbildungenAbb. 3.15 und Abb. 3.16 zeigen histologische Bilder des subcutanen
Fettgewebes der verschiedenen Gruppen sowie die daraus ermittelte durchschnittliche

Adipozytengrofe.
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Minnchen WT Mainnchen loxP/loxP

Abb. 3.15: Histologie des subcutanen Fettgewebes von Miannchen und Weibchen

Die Schnitte wurden mittels HE-Methode gefirbt. Die Ausschnitte zeigen bei 40-facher
VergroBerung repriasentative Ausschnitte aus den Schnitten der jeweiligen subcutanen
Fettgewebe.

Wie durch die Auswertung mittels Computerprogramm bestétigt werden konnte zeigt sich,
dass die Adipozyten der MC2-R'****_M:nnchen kleiner sind als die der Kontrollgruppe.
WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!oxF/loxP
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Abb. 3.16: Durchschnittliche AdipozytengrofSen des subcutanen Fettgewebes (n=6)
** = Signifikanz gegeniiber WT Minnchen (p < 0,01)
WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!ox¥/loxP

Signifikanztestung im Zweistichprobentest

Beim viszeralen Fettgewebe ergab sich hinsichtlich des prozentualen Fettgewichts kein

signifikanter Unterschied, daher wurde auf eine histologische Aufarbeitung verzichtet.

139 awr

< 1,6 1 mloxP/loxP
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1,0 -
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Abb. 3.17: Anteil des viszeralen Fettgewebes am Korpergewicht (n=7)
WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-RIoxP/loxP
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Die aus den Fettgeweben extrahierte RNA wurde zur Analyse der Genexpressionsniveaus
verwendet. Dabei wurde die Expression folgender Gene analysiert: MC2-R, hormonsensitive
Lipase (HSL), Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL), Perilipin, PPARy1 und PPARYy2. HSL
und ATGL sind Hormone der Lipolyse und spalten Fettsdurereste von Tri- bzw.
Diacylglyceriden ab (s. Abb. 1.1). Perilipin wirkt antilipolytisch indem es Lipidtropfen vor dem
Zugriff der HSL schiitzt und gilt als Marker fiir die vorhandene Fettmenge. PPARY1&?2 fordern
die Adipogenese, die Aufnahme von Lipiden in Fettzellen sowie die Glucoseaufnahme in
Zellen [139]. Dabei wird PPARYy1 ubiquitdr exprimiert, wohingegen PPARY2 vor allem in
Fettzellen und schwécher auch im Darm exprimiert wird [140]. Des Weiteren wurde die

Expression von ribosomaler 18S-RNA zum Zwecke der Normalisierung gemessen [141].

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Expressionsniveaus der verschiedenen Gene in den
jeweiligen Gruppen dargestellt. Dariiber hinaus wurde die Expression des MC2-R in
subcutanem und viszeralem Fettgewebe verglichen. Ein signifikanter Unterschied zwischen
MC2-R!*1oxP_ynd Kontrollgruppe konnte beziiglich der MC2-R-Expression bei Minnchen im
subcutanen Fettgewebe nachgewiesen werden. Fiir die iibrigen untersuchten Gene ergaben sich

keine signifikanten Unterschiede.

* OWT
B loxP/loxP

MC2-R Expression
9
S
S

Minnchen F'S  Minnchen FV Weibchen FS Weibchen FV

Abb. 3.18: Vergleich der MC2-R-Expression in subcutanem und viszeralem
Fettgewebe (Minnchen: n=9; Weibchen: n=11)

* = Signifikanz gegeniiber WT Minnchen FS ( p < 0,05)

WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R'**°*P: ES: subcutanes Fett; FV: viszerales Fett

Signifikanztestung im Zweistichprobentest
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(A): Minnchen (n=9), (B): Weibchen (n=11)
WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!x/loxP
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Abb. 3.20: Genexpressionsanalyse des viszeralen Fettgewebes (n=9)
(A): Miannchen (n=9), (B): Weibchen (n=11)
WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!oxF/loxP
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3.5 Analyse von MEFs und daraus differenzierten Adipozyten

Aufgrund der beobachteten Verdnderungen des subcutanen Fettgewichts sowie der MC2-R-
Expression im subcutanen Fettgewebe war zu vermuten, dass fehlende Unterschiede der
Genexpression in vivo auf Kompensationsmechanismen zuriickzufiihren sein konnten. Des
Weiteren war von Interesse, ob die geringere Fettmasse durch eine mangelnde Adipozyten-
neogenese in der Embryonalzeit bedingt ist oder ob die Lipolyse in der darauffolgenden Zeit
erhoht ist. Zur Beurteilung dieser Fragestellungen wurde ein in vitro Modell gewihlt, da dort
Kompensationsmechanismen fehlen bzw. noch nicht ausgebildet sind und sich das
Differenzierungsverhalten der Zellen gut beobachten ldsst. An diesem sollten in vitro die
Auswirkungen der vermehrten Kopien des MC2-R-Gens im Genom auf die Genexpression, das

Differenzierungsverhalten und die Lipolyseeigenschaften untersucht werden.

Dafiir wurden aus ca. 14 Tage alten Embryonen embryonale Mausfibroblasten (mouse
embryonic fibroblasts, MEFs) generiert. Diese wurden Verlauf zu Adipozyten differenziert.
Neben Embryonen mit Wildtyp-Genotyp als Kontrollgruppe wurden auch solche mit
MQC2-R1*PoxP_Genotyp zur MEF-Gewinnung verwendet. Sobald eine ausreichende Anzahl von
Zellen angeziichtet worden war, wurden diese zu Adipozyten differenziert und ihr
Differenzierungsverhalten wihrend dieser Zeit beobachtet. Dabei fiel wéhrend der
Differenzierungsphase auf, dass bei MC2-R!**"*F_Ze]len ein wesentlich hoherer Anteil der
Zellen zu Adipozyten differenzierte, wihrend bei den Wildtyp-Zellen mehr Zellen im
Fibroblastenstadium verblieben. Der Ausschnitt jeweils einer Vertiefung einer 12-Lochplatte
bei 10-facher VergroBerung mit MC2-RI¥10*F bz7w Wildtyp-Zellen ist in Abb. 3.21 zu sehen.
Es ist deutlich erkennbar, dass die Differenzierung bei MC2-R®1*F_Zellen ausgeprigter zu
sein scheint als bei Wildtypzellen. Zum einen sind hier mehr Adipozyten vorhanden, zum
anderen weisen diese auch mehr Lipidtropfchen auf. Diese Tendenz wurde durchgehend bei

allen MEFs beobachtet.
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(B) MC2_R]0XP/IOXP

Abb. 3.21: Differenzierung von MEFs zu Adipozyten

Abgebildet sind reprisentative Ausschnitte von Zellen zum selben Differenzierungsstadium
bei 10-facher Vergroerung.

Die Adipozyten erscheinen gelblich, teilweise sind auch Lipidtropfen erkennbar. Die
Fibroblasten sind blidulich. Man erkennt, dass in der MC2-R**_Gryppe im Vergleich

zur Kontrollgruppe deutlich mehr Fibroblasten zu Adipozyten differenziert sind.

Sobald die Differenzierung abgeschlossen war, wurde ein Teil der Zellen mit ACTH stimuliert
(in zwei getrennten Versuchen einmal sechs Stunden, einmal 48 Stunden lang). Darauthin
wurde aus den stimulierten Zellen sowie aus nicht stimulierten Kontrollzellen RNA extrahiert
und wiederum eine Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Dabei wurden folgende Gene
untersucht, die zuvor im Fettgewebe gemessen worden waren: MC2-R, HSL, Perilipin und
PPARY2. Zusitzlich wurde die Expression des adipocyte Protein 2 (aP2) bestimmt, welches
die Differenzierung von Adipozyten fordert und in der Lipolyse eine wichtige Rolle spielt
[154]. Wie bei den extrahierten Fettgeweben wurde ribosomale 18S-RNA zur Normierung

verwendet.
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Abb. 3.22: Genexpressionsanalyse von differenzierten MEF-Adipozyten nach

sechsstiindiger ACTH-Stimulation (n=3)

* = Signifikanz gegeniiber WT -ACTH (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001)
# = Signifikanz gegeniiber WT +ACTH (# p < 0,05; ## p <0,01)

WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!ox¥/loxP

-ACTH: Kontrolle (keine Stimulation); +ACTH: 6-stiindige ACTH-Stimulation

Signifikanztestung im Zweistichprobentest

Nach sechsstiindiger ACTH-Stimulation (s. Abb. 3.22) zeigte sich, dass unter Basal-
bedingungen bei MC2-RI*"*F_Ze]len alle untersuchten Gene signifikant stirker exprimiert
waren als bei Wildtyp-Zellen. Unter ACTH-Stimulation stieg bei Wildtyp-Zellen die
Expression der entsprechenden Gene an, nicht jedoch bei MC2-R!*1XP_Ze]len. Interessant ist
auch, dass MC2-RIPI*P_Zellen  schon unter Basalbedingungen die gleichen
Expressionsstirken (im Falle des MC2-R sogar eine hohere Expression) aufwiesen wie
Wildtyp-Zellen unter ACTH-Stimulation.

Zusammenfassend war die Genexpression in der MC2-R!**"1°*" Gruppe basal erhoht aber nicht
mehr steigerbar, dagegen konnte in der Wildtypgruppe die Expression durch ACTH-

Stimulation auf das Basalniveau der MC2-R!**°*P_Gruppe gesteigert werden.

Nach 48-stiindiger ACTH-Stimulation (s. Abb. 3.23) wurde die Expression derselben Gene
untersucht. In der Wildtyp-Gruppe war erwartungsgemill analog zur sechsstiindigen
Stimulation die Expression aller Gene nach Stimulation erhoht, auch wenn die Unterschiede

hier iberwiegend nicht signifikant waren. Unter Basalbedingungen war die Genexpression in
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der MC2-R!*P1*P_Gryppe wiederum hoher als in der Kontrollgruppe. Sehr auffillig ist, dass
die Genexpression nach 48-stiindiger ACTH-Stimulation in der MC2-R'**F_Gruppe
abnahm, obwohl diese in derselben Gruppe nach sechsstiindiger ACTH-Stimulation
gleichgeblieben war und in der Wildtyp-Gruppe nach sechs- und 48-stiindiger Stimulation

zugenommen hatte.
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Abb. 3.23: Genexpressionsanalyse von differenzierten MEF-Adipozyten nach 48-
stiindiger ACTH-Stimulation (n=3)

* = Signifikanz gegeniiber WT -ACTH (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001)
# = Signifikanz gegeniiber WT +ACTH (#: p < 0,05; ##: p < 0,01)

x = Signifikanz gegeniiber loxP/loxP -ACTH (x: p < 0,05; xx: p < 0,01)

WT: Wildtyp; loxP/loxP: MC2-R!ox/loxP

-ACTH: Kontrolle (keine Stimulation); +ACTH: 6-stiindige ACTH-Stimulation

Signifikanztestung im Zweistichprobentest

Zusitzlich zur ACTH-Stimulation mit anschlieBender Genexpressionsanalyse wurde eine
Lipolyse-Messung durchgefiihrt. Dafiir wurden Zellen zwei Stunden lang mit PBS als
Kontrolle, zwei verschiedenen ACTH-Konzentrationen (107 M und 10® M) sowie
Noradrenalin (10 M) stimuliert. AnschlieBend wurde im Uberstand die Glycerolkonzentration
als Mal} der Lipolyse gemessen. Um die Messung auf die Zellzahl zu normalisieren, wurden
die Zellen nach Abnahme des Uberstandes von den Behiltnissen abgeldst und die

Proteinkonzentration, die proportional zur Zellzahl ist, bestimmt.
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Abb. 3.24: Lipolysemessung von differenzierten MEF-Adipozyten (n=3) nach
zweistiindiger Stimulation

*. Signifikanz gegeniiber +/+ PBS (*: p <0,05; **: p <0,01)

#: Signifikanz gegeniiber trans/trans PBS (#: p < 0,05; ##: p < 0,01)

+/+: Wildtyp; trans/trans: MC2-R!>*xP; PBS: Kontrolle;

ACTH 10%/107 M: Stimulation mit ACTH in einer Konzentration von 108/107 Mol/l;
NA 10% M: Stimulation mit Noradrenalin in einer Konzentration von 10 Mol/l

Signifikanztestung im Zweistichprobentest

Zwischen MC2-RI*PXP_ ynd Wildtyp-Gruppe bestand bei keiner Stimulationssubstanz ein
signifikanter Unterschied, allerdings zeigte sich im Falle der Noradrenalin-Stimulation der
deutlichste Unterschied (p=0,058). Neben dem erwarteten (wenn auch im Wildtyp-Fall nicht
signifikanten) Anstieg der Glycerolkonzentration durch Noradrenalin-Stimulation war
bemerkenswert, dass die Stimulation mit ACTH die Glycerolkonzentration in allen Proben
(auBer loxP/loxP ACTH 10”7 M) signifikant erhohte und die Steigerung bei einer niedrigeren

ACTH-Konzentration sogar stidrker war als bei einer hoheren ACTH-Konzentration.
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4 Diskussion

4.1 Modell

Wie in Kap. 3.1 beschrieben entsprach das charakterisierte Mausmodell nicht dem eigentlich
vorgesehenen induzierbaren knock-out des MC2-R. Da es bei der homologen Rekombination
nicht zu einem Ersatz des Wildtyp-MC2-R-Locus sondern zu einem zusitzlichen Einbau des
Targeting Vectors ins Genom gekommen war, ergab sich statt des geplanten induzierbaren
knock-out eine transgene Uberexpression des MC2-R. Mogliche Mechanismen der fehlerhaften
homologen Rekombination und Konsequenzen fiir die zukiinftige Generierung von transgenen
Tiermodellen mit loxP-flankierten Genabschnitten sowie die Eignung des verwendeten
Tiermodells fiir Uberexpressionsanalysen sollen in den folgenden Abschnitten diskutiert

werden.

4.1.1 Griinde fiir die fehlerhafte homologe Rekombination

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche homologe Rekombination ist ein hohes Mall an
Ubereinstimmung der eingebrachten und der genomischen DNA-Sequenz, sodass sich die
Stringe iiber jeweils eine langere Sequenz am 5° und 3 Ende anlagern konnen. Optimal ist eine
Homologie iiber 5-10kb. Der bei der hier beschriebenen Maus eingebrachte Vektor war 15,3kb
lang, eine Homologie iiber einen ausreichen grofen Bereich miisste also gegeben gewesen sein
[83,142]. Liegt eine zu geringe Ubereinstimmung vor, so kann es vorkommen, dass sich beide
Stringe nur an einem Ende hybridisieren, wodurch es dann zu einer Insertion statt zu einer
homologen Rekombination kommt [143]. Wie in Kap. 3.1 beschrieben, finden sich in der 5°-
Region des TV viele repetitive DNA-Sequenzen, weswegen hier auch keine
positionsspezifische Southern-Blot Sonde platziert werden konnte. Da solche Regionen sehr
variabel sind [144], haben sich hier der TV und die genomische Sequenz moglicherweise zu
stark voneinander unterschieden, sodass sich die beiden Stringe an dieser Stelle nicht
angelagert haben. So resultierte wahrscheinlich statt einer homologen Rekombination eine

Insertion des TV ins Genom [144].

4.1.2 Alternative Methoden zur Uberpriifung der homologen Rekombination

Die Selektion der embryonalen Stammzellen wurde u.a. durch die im TV enthaltene positive
Neomycin-Genticin-Selektionskassette durchgefiihrt (s. Kap. 3.1). Dadurch wurden Zellen, die
den TV trugen, unempfindlich gegen eine normalerweise toxische Substanz. Neben solchen
positiven Selektionsmarkern existieren aber auch negative Selektionsmarker, mit welchen man
eine fehlerhafte homologe Rekombination feststellen kann [143]. Bei diesem Verfahren wird

-74 -



Diskussion

am Ende des TV eine Sequenz integriert, die fiir ein Enzym kodiert, welches eine nicht-toxische
Substanz in eine toxische umwandelt. Bei einer korrekten homologen Rekombination wird der
eingebrachte DNA-Strang in dieser Region durch das Restriktionsenzym geschnitten. Somit
wird die entsprechende DN A-Region unvollstindig ins Genom integriert und das Enzym nicht
exprimiert. Funktioniert die homologe Rekombination nicht wie vorhergesehen und findet
beispielsweise stattdessen eine Insertion statt, so ist die Sequenz noch im Ganzen vorhanden
und das Enzym wird in der Zelle exprimiert. Wird jetzt eine Substanz zugegeben, die durch das
Enzym verstoffwechselt - und dadurch toxisch - wird, so sterben diejenigen Zellen ab, bei denen
die homologe Rekombination nicht richtig funktioniert hat. Diese Methode ist aber nicht sehr
zuverldssig, weswegen es oft zur Selektion falsch-positiver Klone kommt [145]. Die
Wahrscheinlichkeit dafiir kann man verringern, indem man negative Selektionsmarker an
beiden Enden des TV platziert. Eine absolut sichere Methode stellt dieses Verfahren aber
trotzdem nicht dar, weswegen man auf weitere Screeningverfahren angewiesen ist,

beispielsweise die Durchfiihrung einer PCR oder eines Southern Blots am 3 sowie am 5° Ende.

Wie oben beschrieben, wurde nach Insertion des TV ins Genom ein Southern Blot zur
Positionsbestimmung des TV durchgefiihrt. Allerdings wurde nur eine 3‘-Sonde verwendet, da
die Generierung einer 5‘-Sonde nicht moglich gewesen war. Dieser Southern Blot zeigte das
erwartete Ergebnis und es wurde nicht mit dem Einbau des TV hinter der Wildtyp-Sequenz
gerechnet, daher wurden keine weiteren Tests beziiglich der Position des TV durchgefiihrt.
Hitte man zu diesem Zeitpunkt schon mit einem Problem bei der homologen Rekombination
gerechnet, wire das im Folgenden beschriebene Screeningverfahren wahrscheinlich eine

wirksame Methode gewesen, dies zu erkennen.

Ahnlich zur in Kap. 3.1 beschriebenen Methode zur Unterscheidung von MC2-R*"*F- ynd
MC2-RI*PXP_Tieren giibe es die Moglichkeit, embryonale Stammzellen nach der homologen
Rekombination auf ihren Genotyp hin zu untersuchen. Dazu konnten dieselben Primer
verwendet werden wie fiir die in Kap. 3.1 gezeigte qRT-PCR. Bei der Auswertung giibe es drei
Moglichkeiten (s. Abb. 4.1):

(1) Wildtyp-Zellen zeigen kein loxP-Signal, da hier der TV nicht vorhanden ist.

(2) Zellen, bei denen die homologe Rekombination richtig funktioniert hat, tragen auf einem
Allel nur den loxP-flankierten MC2-R, auf dem anderen Allel nur den Wildtyp-MC2-R. Somit
ist von beiden Varianten gleich viel DNA vorhanden, wodurch auch das ermittelte Signal beider
gRT-PCRs gleich stark ausfillt (heterozygot). Der gleiche relative DNA-Gehalt wiirde auch in
falsch-homozygoten Zellen, bei denen auf beiden Allelen der TV und die Wildtyp-DNA
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vorhanden ist, vorliegen. Da es in einer Zelle nie zur homologen Rekombination auf beiden
Allelen kommt, ist dieser Fall ausgeschlossen.

(3) Sollte die homologe Rekombination, wie im vorliegenden Mausmodell geschehen, nicht
richtig funktioniert haben, wire auf beiden Allelen der Wildtyp-MC2-R und auf einem Allel
zusitzlich ein loxP-flankierter MC2-R vorhanden. Somit wire das Wildtyp-Signal doppelt so
stark wie das TV-Signal (falsch heterozygot).

Mit dieser Methode konnte man schnell und zuverlissig ausschlieBen, dass ausgewdhlte Zellen
einen nicht gewiinschten Genotyp aufweisen. Die folgende Abbildung zeigt, wie die Ergebnisse

einer qRT-PCR aussehen konnten sowie die jeweilig zugehorigen Genotypen.

OWwWT
1 1 B loxP

relativer DNA-Gehalt
=
=

Wildtyp Heterozygot falsch Heterozygot

d— kil 5" . g
- K A

Abb. 4.1: qRT-PCR zum Screening embryonaler Stammzellen

4.1.3 Mboglichkeiten und Grenzen des entstandenen Mausmodells

Wie mittels qRT-PCR gezeigt werden konnte, lagen bei homozygoten Miusen des hier
verwendeten Mausmodells im Genom vier statt zwei MC2-R-Kopien vor. Werden gezielt
transgene Tiere fiir Uberexpressionsanalysen generiert, liegt das Gen in der Regel mehrfach
vor. Hier wird eine grof8e Anzahl (100-1000) von Genkopien in die embryonalen Stammzellen
eingebracht, wovon dann meist 2-5 Kopien in das Genom integrieren [80]. Dabei sind der Ort
sowie die Anzahl der Integrationen nicht vorhersehbar. Die anschlieBende Expressionsstirke
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des Gens héngt vor allem vom Ort der Integration ab. So konnen bestimmte Sequenzen, die vor
dem Promotor des eingebrachten Gens liegen, die Aktivitdt desselben verringern oder auch
verstiarken [81]. Die alleinige Anwesenheit zusitzlicher Kopien eines Gens bedeutet nicht

automatisch auch eine relevante Uberexpression.

Beim Mausmodell dieser Arbeit wurde aufgrund der urspriinglichen Intention der TV nicht mit
einem eigenen Promotor versehen. Wie in Kap. 3.2 beschrieben, war es nicht gelungen, den TV
exakt zu lokalisieren, weshalb mogliche regulierende Promotoren nicht untersucht werden
konnten. Allerdings konnen auch bei transgenen Tieren die Orte der Insertion nicht weiter
bestimmt werden. Genau wie beim hier vorhandenen Mausmodell wird iiberpriift, ob die
Expression des zu untersuchenden Gens zunimmt und anhand dessen entschieden, ob sich das

Mausmodell fiir die geplanten Experimente eignet oder nicht.

Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, war die Expression des MC2-R in vitro
und gewebsspezifisch auch teilweise in vivo erhoht. Man kann also davon ausgehen, dass die
integrierten Kopien des Gens auch transkribiert wurden und zu einer erhdhten Expression
fithrten. Somit war das generierte Mausmodell fiir MC2-R-Uberexpressionsanalysen geeignet.
Beobachtete Unterschiede zwischen MC2-R!***P_ ynd Kontrollgruppe konnen daher auf eine

MC2-R-Uberexpression zuriickgefiihrt werden.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Genexpression in den Nebennieren, Corticosteron- und ACTH-Produktion

Wie in Kap. 0 beschrieben, gab es in Nebennieren keine signifikanten Unterschiede zwischen
MC2-RI*PXP_ynd Kontrollgruppe beziiglich der Genexpression des MC2-R und von Genen
der Steroidhormonbiosynthese. Der wahrscheinlichste Grund hierfiir liegt in Regulations-
mechanismen, durch welche sich die Genexpression auf ein normales Niveau eingestellt hatte.
Ein denkbarer Regelkreis wiirde in einer initial erhohten MC2-R-Expression mit dadurch
verstarkter ACTH-Wirkung und in Folge vermehrter Corticosteronproduktion bestehen,
woraufhin die Expression des MC2-R herunter reguliert wurde. Auch eine posttranskriptionelle
Regulation ist denkbar.

Der Corticosteronspiegel bei Miusen differiert stark zwischen verschiedenen Mausstimmen.
Gemeinsam ist ihnen allerdings, dass Weibchen allgemein hohere Corticosteronspiegel
aufweisen als Minnchen [146-148]. Der ACTH-Spiegel im Blut ist normalerweise bei
Minnchen und Weibchen vergleichbar [149,150]. Sowohl bei Corticosteron- als auch bei
ACTH-Werten konnten auch beim hier verwendeten Mausmodell diese beschriebenen

geschlechtsspezifischen Ergebnisse beobachtet werden (s. Abb. 3.11). Unterschiede zwischen
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MC2-RIPXP_ynd  Kontrollgruppe gab es nicht; der fehlende Einfluss auf den
Corticosteronspiegel und die unverinderte Genexpression im Nebennierengewebe unterstiitzen
das Konzept einer kompensatorischen Regulation, wodurch sich trotz der doppelten Anlage des

MC2-R im Genom in vivo kein Einfluss auf die Nebennierenfunktion nachweisen lies.

Dem gegeniiber waren bei der Messung der Corticosteronproduktion ex vivo in der
MC2-R*P*P_Gryppe basal erhohte Werte ermittelt worden. Die Steigerung der
Corticosteronproduktion durch ACTH-Stimulation war in dieser Gruppe geringer als in der
Kontrollgruppe (s. Abb. 3.10). Beziiglich der erhohten Basalwerte in der MC2-R!**1*P_Gruppe
ist wahrscheinlich, dass die Expression des MC2-R herunter reguliert worden war, aber
trotzdem kein absolutes Normalniveau erreicht wurde. Somit war hier mehr MC2-R vorhanden

als in der Wildtyp-Gruppe, sodass der Corticosteron-Basalspiegel etwas hoher lag.

Im Blut konnte der kleine Unterschied aber nicht detektiert werden. Fiir die weniger starke
Steigerung der Hormonproduktion unter ACTH-Stimulation wire ein Szenario moglich, in dem
nicht nur die MC2-R-Expression, sondern auch die Expression der Enzyme der
Steroidhormonbiosynthese kompensatorisch vermindert war, sodass nach ACTH-Stimulation

weniger Enzyme fiir eine schnelle Mehrproduktion von Corticosteron zur Verfiigung standen.

Die genannten Beobachtungen lassen zwei verschiedene Regulationssysteme in den
Nebennieren vermuten. Zum einen scheint ein intrazelluldarer Mechanismus zu bestehen, durch
den eine iiberschieBende Wirkung von ACTH auf die Steroidhormonbiosynthese verhindert
wird. Dieser Mechanismus kann in einer verminderten Expression des MC2-R und von
Hormonen der Steroidhormonbiosynthese bestehen. Daneben ist es wahrscheinlich, dass ein
hypophysédrer Regelkreis besteht, welcher in vivo eine iibermiBige Corticosteronfreisetzung
verhinderte. Fillt nach Entnahme der Nebennieren diese Regulation weg und werden die
Primérkulturzellen anschlieend in vitro mit ACTH stimuliert, so werden bei Wildtypzellen
hohere Corticosteronwerte erreicht. Bei den Wildtypzellen war die intrazellulire Kompensation
im Vergleich zu MC2-R*"*P_7Ze]len wahrscheinlich weniger stark ausgepriigt und somit hatte
der Wegtall der hypophysiren Regulation hier einen grof3eren Einfluss.

Zusammenfassend ldsst sich aus diesen Experimenten schlussfolgern, dass in vitro die
Corticosteronproduktion durch die vermehrte MC2-R-Anwesenheit gesteigert war, aktivierte
Regulationsmechanismen  aber  grofere  Unterschiede  verhinderten. In  diesen
Regulationsmechanismen ist auch der Grund fiir mangelnde Unterschiede bei den in vivo-

Messungen zu suchen.
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4.2.2 Analyse des subcutanen und viszeralen Fettgewebes

Bei der Genexpressionsmessung des MC2-R im subcutanen und viszeralen Fettgeweben (s.
Kap. 3.4) fiel auf, dass bei Minnchen der MC2-RI*P*’_Gryppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe der MC2-R im subcutanen Fettgewebe mit 300% signifikant und im viszeralen
Fettgewebe mit 150% iiberexprimiert war (s. Abb. 3.18). Bei Weibchen konnten beziiglich der

MC2-R-Expression keine Unterschiede festgestellt werden.

Das Gewicht des subcutanen Fettgewebes war im Verhéltnis zum Korpergewicht in der
MC2-R*1°xP_Gruppe sowohl bei Minnchen als auch bei Weibchen signifikant niedriger als in
der Kontrollgruppe (s. Abb. 3.14). Dies konnte durch eine vermehrte Lipolyse, aktiviert durch
eine erhohte MC2-R-Expression, erklidrt werden. Es war allerdings keine Uberexpression der
Lipolyseenzyme HSL und ATGL nachweisbar. Denkbar wire, dass posttranskriptionelle
Unterschiede zur vermehrten Lipolyse beigetragen haben, die mittels qRT-PCR jedoch nicht
detektiert werden konnten. Ebenso moglich ist, dass die Lipolyse schon vor der Messung der
Genexpression stattgefunden hatte und somit spiter keine Uberexpression mehr festzustellen

war.

Bei der Analyse des subcutanen Fettgewebes war besonders bemerkenswert, dass bei den
Minnchen der MC2-R'**°*P_Gruppe die Expression des MC2-R erh6ht war und auBerdem die
Adipozyten kleiner waren als in der Kontrollgruppe. Warum die Expression des MC2-R im
weiblichen subcutanen Fettgewebe nicht erhoht war, konnte nicht gekldrt werden. Bei
Weibchen war allerdings die Adipozytengrofle nicht verringert. Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass MC2-R-Expression und Adipozytengrofle negativ miteinander korrelieren, eine
vermehrte MC2-R-Anwesenheit also zu einer geringeren Adipozytengrofe fithren konnte. Da
sowohl bei Weibchen als auch Minnchen der MC2-R!*1o*P_Gryuppe das subcutane Fettgewebe
leichter war als in der Wildtyp-Gruppe, ist es moglich, dass es zwei unterschiedliche
Mechanismen gibt, die fiir das geringere Fettgewicht verantwortlich waren.

Bei Minnchen waren die Adipozyten des subcutanen Fettgewebes kleiner und damit das
gesamte Fettdepot leichter. Hier konnte der einfache Grund in einer vermehrten stattgehabten
Lipolyse liegen, die jetzt infolge der geringen Fettmenge herunter reguliert worden ist.
Hervorzuheben ist an dieser Stelle auch, dass bei Minnchen im subcutanen Fettgewebe eine
starkere Expression des MC2-R nachgewiesen werden konnte als im viszeralen Fettgewebe,
obwohl die iibrigen untersuchten Gene in beiden Fettgewebstypen ein sehr #hnliches

Expressionsmuster aufwiesen.

Da die Adipozyten bei Weibchen nicht kleiner waren, das Fettgewebe aber leichter, muss das

Fettdepot aus weniger Adipozyten bestanden haben. Betrachtet man die Ergebnisse der MEFs
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(Kap. 3.5 und 4.2.3) und publizierte Daten, nach denen der MC2-R die Lipolyse und die
Differenzierung von Fibroblasten zu Adipozyten steigert [144,151], wire es moglich, dass sich
mehr Zellen zu Adipozyten differenziert hatten, diese darauthin aber vermehrt Lipolyse
betrieben haben. Dies fiihrte schlussendlich zur Apoptose und somit waren weniger Adipozyten
zu finden. Bei Weibchen gab es beziiglich der Expressionsniveaus der Lipolyseenzyme und des
MC2-R zwischen den verschiedenen Gruppen und Fettgeweben keinen bedeutenden
Unterschied. Dies ist gut mit bereits stattgehabten, zum Messzeitpunkt nicht mehr

nachweisbaren, Verdnderungen des Fettgewebes in Einklang zu bringen.

Mangelnde Unterschiede beziiglich des Gewichtes des viszeralen Fettgewebes sind
verwunderlich, da bekannt ist, dass beim Menschen viszerales Fettgewebe allgemein lipolytisch
aktiver ist als subcutanes Fettgewebe [152]. Beim Menschen beruht die verstéirkte Lipolyse
darauf, dass viszerales Fett stirker auf lipolytische Stimuli durch Glukokortikoide sowie
Noradrenalin anspricht und aulerdem schwécher auf die antilipolytische Wirkung von Insulin
reagiert [153]. Es gibt aber wesentliche Unterschiede zwischen humanem und murinem
Fettgewebe. Der MC2-R wird nicht in menschlichen Adipozyten exprimiert sondern lediglich
in mesenchymalen Stammzellen, welche sich dann zu Adipozyten differenzieren [154,155].
Betrachtet man die Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich des Einflusses des MC2-R auf die
Adipozytendifferenzierung unter dem Umstand, dass dieser auch beim Menschen wihrend
dieser Differenzierung exprimiert wird, ist hier auch beim Menschen ein Einfluss moglich.
Dariiber hinaus konnte der MC2-R im physiologischen Stoffwechsel des subcutanen
Fettgewebes von Miusen eine entscheidende Rolle spielen, weshalb hier eine Uberexpression

entsprechend grofle Wirkung zeigt.

Bisher publizierte Ergebnisse zum Einfluss des MC2-R auf murine Adipozyten wurden
iberwiegend an physiologisch weniger repriasentativen Zelllinien (3T3-L1) erhoben. In diesen
veroffentlichen Arbeiten wurden Adipozyten, die aus 3T3 Zellen differenziert worden waren,
verwendet. Bei 3T3-Zellen handelt es sich um eine hiufig eingesetzte Zelllinie immortalisierter
muriner Fibroblasten [156,157]. Die Ubertragung der bei dieser Zelllinie beobachteten Effekte
auf primire Fibroblasten bzw. Adipozyten ist aufgrund der Verdnderung der Zellen, die im
Laufe der zahlreichen Zellpassagen stattfinden, naturgemill schwierig. Aus diesem Grund
wurden in dieser Arbeit Adipozyten genutzt, welche aus priméren Fibroblasten differenziert
worden waren. Dennoch lassen auch diese Ergebnisse nicht unbedingt auf in vivo Effekte
schlieBen, weshalb auch die Auswirkungen einer MC2-R-Uberexpression in vivo untersucht
wurden. Die hier gemachten Beobachtungen, dass eine MC2-R-Uberexpression in vivo zu

geringeren Fettgewichten und kleineren Adipozyten fiihrt, wurden bislang noch nicht gemacht.
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Dariiber hinaus konnten anhand der MEFs und daraus der differenzierten Adipozyten frithere

an 3T3-L1-Zellen beobachtete Effekte des MC2-R auf Adipozyten bestitigt werden.

4.2.3 MEFs und daraus differenzierte Adipozyten

Bei der Differenzierung von Fibroblasten zu Adipozyten war zu beobachten, dass in der
MC2-RIPXP_Gryppe wesentlich mehr Zellen zu Adipozyten differenzierten als in der
Kontrollgruppe. Vorangegangene Experimente der Arbeitsgruppe Beuschlein haben gezeigt,
dass durch einen knock-down des MC2-R in 3T3-L1-Zellen deren Fihigkeit zur Adipozyten-
Differenzierung abnimmt, hier also ein spiegelbildliches Ergebnis wie bei den MC2-R
iberexprimierenden Zellen dieser Arbeit auftritt [20]. Die Beobachtung, dass der MC2-R einen
wesentlichen Faktor in der Adipozytendifferenzierung darstellt, deckt sich auch mit anderen
publizierten Daten [55]. Diese Ergebnisse wurden aber bislang nur an artifiziellen Zelllinien
erhoben. Die Beobachtung, dass die Differenzierung auch bei primiren Fibroblasten gesteigert

wird, wurde bislang noch nicht beschrieben.

Weshalb der prozentuale Anteils des subcutanen Fettgewichts am Korpergewicht der Méuse
trotz der in vitro beobachteten besseren Adipozytendifferenzierung niedriger war, kann nicht
abschlieBend beantwortet werden. Am wahrscheinlichsten scheint jedoch, dass die Lipolyse-
aktivitit von Adipozyten ebenfalls erhoht war. Somit wiirde das vermehrt differenzierte
Fettgewebe auch vermehrt abgebaut werden, wodurch das Gewicht der Fettdepots insgesamt
abnimmt. Dies ist sehr gut mit den Genexpressions-Daten der in vitro Experimente in Einklang
zu bringen (s. Abb. 3.22 und Abb. 3.23). Bei der Genexpressionsanalyse der HSL zeigte sich,
dass in der MC2-R*°*P_Gryppe die Expression unter Basalbedingungen hoher war als in der
Kontrollgruppe. Dies belegt, dass die doppelte Anzahl von Kopien des MC2-R im Genom auch
funktionelle Auswirkungen hatte. Dariiber hinaus war das Genexpressionsniveau in der
Kontrollgruppe nach 6- und 48-stiindiger ACTH-Stimulation genauso hoch wie jeweils in der
MC2-RI*PXP_Gryppe unter Basalbedingungen. In der MC2-R*P*P_Gryppe stieg die
Genexpression aber nach 6-stiindiger ACTH-Stimulation nicht weiter an. Man kann schlie3en,
dass durch eine vermehrte MC2-R-Anwesenheit die HSL-Expression bei MC2-R!*1°xP_7Ze]len
im gleichen Mal} erhoht wurde wie bei Wildtypzellen durch ACTH- Stimulation. Dass die
Expressionsstirke bei MC2-R!*?0*P_7Zellen unter Stimulation nicht weiter anstieg kénnte mit
einer bereits maximal stimulierten Situation erkldrt werden, in der die Expression nicht weiter
gesteigert werden konnte. Alternativ wiren hier auch beginnende Regulationsmechanismen
denkbar. Dass die Genexpression nach 48-stiindiger ACTH-Stimulation wieder sinkt, legt das

Vorhandensein einer Gegenregulation nahe und unterstiitzt die Ergebnisse der unverinderten
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Corticosteronspiegel und Genexpression sowohl in der Nebenniere als auch im Fettgewebe in

vivo der MC2-R!O*F1oxP_Tjare

Die beobachtete Assoziation der HSL-Expression und damit der Lipolyse mit der MC2-R-
vermittelten ACTH-Stimulation bestdtigt somit publizierte Daten, wonach die lipolytische
Aktivitit von Adipozyten MC2-R-vermittelt gesteigert wird [53,54]. Die erhobenen Daten
decken sich auch mit Vorergebnissen der Arbeitsgruppe Beuschlein, nach welchen die HSL-
Expression in Adipozyten sinkt, wenn ein knock-down des MC2-R durchgefiihrt wird [20].
Auch andere publizierte Daten legen eine Steigerung der HSL-Expression durch eine MC2-R-
Aktivierung nahe, was durch diese Arbeit und durch andere Ergebnissen der Arbeitsgruppe
Beuschlein bestitigt werden kann [158]. Es konnten beim Gewicht des subcutanen Fettgewebes
Unterschiede zwischen MC2-R®1°*P_ ynd Kontrollgruppe nachgewiesen werden, nicht
hingegen beim viszeralen Fettgewebe. Daher scheint es, als wére der lipolytische Effekt des

MC2-R vor allem im subcutanen Fettgewebe vorhanden.

Wie die Daten der Glycerolmessung nach zweistiindiger ACTH-Stimulation zeigen (s. Abb.
3.24), wurde nicht nur die Genexpression der HSL sondern auch die Lipolyse-Aktivitit der
Adipozyten durch ACTH-Stimulation gesteigert. Es war allerdings kein signifikanter
Unterschied zwischen MC2-R"°XP_ ynd Kontrollgruppe erkennbar, ebenso konnte die
Lipolyse in denselben Gruppen durch eine hohere ACTH-Konzentration nicht weiter gesteigert
werden. Die lipolytische Wirkung von ACTH scheint ein Maximalniveau zu erreichen, das
nicht tiberschritten werden kann. Somit ist durch eine vermehrte MC2-R-Anwesenheit oder
hohere ACTH-Konzentrationen keine Steigerung mehr moglich. Dass der ACTH-abhingige
Effekt auf die Lipolyse ein Maximalniveau erreicht, wurde schon in publizierten in vitro Daten
postuliert [53]. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestéitigen damit andere publizierte in vitro Daten,
nach denen der MC2-R eine essentielle Rolle in der Lipolyse spielt [20,43]. Die Lipolyse wurde
durch Noradrenalin in der MC2-R'"*P_Gryppe tendenziell stirker aktiviert als in der
Kontrollgruppe (p=0,058). Zusammen mit publizierten Daten ergeben sich damit Hinweise
darauf, dass eine vermehrte MC2-R-Anwesenheit zu einer verstirkten Noradrenalin-
induzierten Lipolyse fiihrt, der MC2-R eine verstirkende Wirkung auf die Noradrenalin-
vermittelte Lipolyse hat. Die gleichen Tendenzen der Expressionsmuster wie bei der HSL

fanden sich bei den anderen untersuchten Genen aP2, Perilipin und PPARY?2.

aP2 (auch als FABP-4 bezeichnet) wird in Adipozyten exprimiert und ist ein Protein, welches
intrazelluldr FFAs transportiert [ 159]. Es wurde beschrieben, dass es in der Differenzierung von

Fibroblasten zu Adipozyten eine wichtige Rolle spielt, was sich mit den Ergebnissen dieser
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Arbeit deckt, da es in den besser differenzierten MC2-R'**_Adipozyten stirker exprimiert

wurde als in der Kontrollgruppe [160].

Besonders bemerkenswert ist, dass der MC2-R bei der Adipozytendifferenzierung relevant ist,
was sich auch mit oben erwédhnten Ergebnissen eines MC2-R knock-down spiegelbildlich
erginzt [20]. Da durch ACTH-Stimulation die Expression des aP2 gesteigert werden konnte,
ist es wahrscheinlich, dass dies MC2-R-abhingig erfolgt und somit das aP2 in der
Expressionskaskade unterhalb des MC2-R angesiedelt ist. Es wurde gezeigt, dass aP2 in der
Lipolyse eine wichtige Rolle spielt und dariiber hinaus scheint es die Expression anderer
Enzyme der Lipolyse zu verstirken [161]. Auch diese Beobachtungen decken sich gut mit
Ergebnissen dieser Arbeit, nach denen sich die Expression der HSL parallel zu der des aP2

verhélt.

Perilipin ist ein Adipozyten-umgebendes Protein, welches Adipozyten vor dem Zugriff durch
die HSL und somit vor der Lipolyse schiitzt [162]. Perilipin wird erst von differenzierten
Adipozyten exprimiert, nicht jedoch wihrend der Differenzierung. Dadurch ist belegt, dass es
sich bei den untersuchten Perilipin exprimierenden Zellen neben Fibroblasten um von diesen
abgeleitete, ausdifferenzierte Adipozyten handelt [162]. Da Perilipin Adipozyten vor der HSL-
abhédngigen Lipolyse schiitzt, stellt sich die Frage, warum seine Expression unter ACTH-
Stimulation bzw. MC2-R-Uberexpression zunimmt, wo doch der MC2-R eine lipolytische
Wirkung haben soll. Hierfiir sind mehrere Erkldarungen denkbar: erstere wire, dass der MC2-R
die Expression einer Reihe von Adipozyten-spezifischen Proteinen und Enzymen steigert,
darunter auch Perilipin. FEine weitere Moglichkeit liegt wiederum in aktivierten
Regulationsmechanismen, die einen iibermiBigen Abbau des Fettgewebes verhindern sollen.
AuBerdem wire es denkbar, dass die stirkere Perilipin-Expression in der MC2-R!>**°*P_Gruppe
durch die grolere Anzahl an vorhandenen Adipozyten bedingt war, der Basalwert pro Adipozyt
also nicht erhoht war. Die steigende Perilipin-Expression unter MC2-R-Stimulation muss
allerdings mit einer der beiden ersten Moglichkeiten erklirt werden, da bei der Quantifizierung
der Perilipin-Expression im Anschluss an die Stimulation der hohere Ausgangslevel

beriicksichtigt worden ist.

PPARY2 reguliert die Fettaufnahme in Adipozyten und deren Differenzierung. Hier dient
PPARY2 als Transkriptionsfaktor, indem es in verschiedenen Promotorregionen bindet und
dadurch die Expression der entsprechenden Gene fordert [163,164]. Es wird vermutet, dass die
Expression des MC2-R durch PPARY2 gesteigert werden soll, indem ein CCAAT-Enhancer auf
dem Genom aktiviert wird [55,56]. Den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge wird aber auch die

Expression des PPARY2 durch eine ACTH-Stimulation und damit durch den MC2-R gefordert.
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Dieses Faktum legt abermals den Schluss nahe, dass der MC2-R eine wichtige Rolle in der
Adipozytendifferenzierung und im Fettstoffwechsel spielt, da eben diese Funktionen auch iiber
den PPARY2 vermittelt werden. Es gibt Ergebnisse der Arbeitsgruppe Beuschlein, bei welchen
wiederum durch einen MC2-R knock-down die PPARy2-Expression gesenkt werden konnte.
Diese Ergebnisse stiitzen die Vermutung eines bisher unbekannten férdernden Einflusses des

MC2-R auf die PPARYy2-Expression [20].
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S Zusammenfassung

Der MC2-R bindet spezifisch ACTH und wird vor allem in der Nebenniere exprimiert. Hier
fiihrt seine Aktivierung im Rahmen der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse zu
einer Steigerung der Glukokortikoidproduktion. Daneben wird der MC2-R auch in weiteren
Geweben wie beispielsweise dem weillen Fettgewebe exprimiert, allerdings ist hier iiber seine
funktionelle Bedeutung bislang nur wenig bekannt.

Es wurde gezeigt, dass eine ACTH-Stimulation in vitro zu einer Steigerung der Lipolyse fiihrt.
Dariiber hinaus scheint es auch in vivo einen Zusammenhang zwischen ACTH-Spiegel und
Lipolyseaktivitit zu geben, da bei adipdsen Personen erhohte ACTH-Konzentrationen im Blut
nachgewiesen wurden, welche durch eine pharmakologische Inhibition der Lipolyse und damit
Senkung des FFA-Spiegels normalisiert werden konnten. Im Gegensatz dazu konnte bei
gesunden Personen die ACTH-Konzentration im Blut durch Injektion von FFA gesenkt werden.
Die genauen Wirkungen von ACTH bzw. des MC2-R auf das Fettgewebe sowie etwaige
vorhandene Regelkreise konnten damit bislang nicht gekléart werden.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Funktion des MC2-R im Fettgewebe am
Mausmodell in vivo sowie in aus priméren Fibroblasten differenzierten murinen Adipozyten.
MC2-R iiberexprimierende Miuse (MC2-R!®1*P) wiesen im Vergleich zu Wildtypmiusen
signifikant niedrigere subcutane Fettgewichte auf. Dariiber hinaus waren die Adipozyten des
subcutanen Fettgewebes bei MC2-R'**°**_Minnchen morphologisch signifikant kleiner.
Somit kann eine negative Korrelation zwischen MC2-R-Expression und subcutanem
Fettgewicht und Adipozytengrée postuliert werden.

Bei in vitro Untersuchungen differenzierten sich MC2-R!***P_Eibroblasten im Vergleich zu
Wildtyp-Fibroblasten vermehrt zu Adipozyten und wiesen eine hohere Lipidakkumulation auf.
Es kann daher eine Forderung der Adipozytendifferenzierung durch den MC2-R angenommen
werden.

Differenzierte MC2-RI***_Adipozyten zeigten basal gleiche Expressionsniveaus der
Enzyme Perilipin, aP2, HSL und PPARYy2 wie Wildtyp-Adipozyten nach ACTH-Stimulation.
Allerdings war bei MC2-R'**°*P_Adipozyten im Gegensatz zu Wildtyp-Adipozyten durch
ACTH-Stimulation keine weitere Expressionssteigerung mehr moglich. Die Expression scheint
aufgrund aktivierter Regulationsmechanismen ein Maximalniveau zu erreichen. Diese
Ergebnisse stiitzen die These einer wichtigen Rolle des MC2-R im Fettstoffwechsel, bei der
Stimulation der Adipozytendifferenzierung sowie bei der Lipolyse.

Differenzierte Adipozyten zeigten nach Stimulation mit ACTH und damit MC2-R-Aktivierung

eine signifikante Zunahme der Lipolyseaktividt. Eine Forderung der Lipolyse durch den
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MC2-R wurde bereits beschrieben, wobei in diesen Arbeiten allerdings artifizielle Zelllinien
verwendet wurden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten diese Ergebnisse erstmals an Adipozyten,
die aus embryonalen Fibroblasten generierten worden sind, bestétigt werden.
Zusammenfassend hatte der MC2-R im hier verwendeten Modell in vitro einen fordernden
Einfluss auf Adipozytendifferenzierung und Lipolyseaktivitit. Die gezeigte Genexpressions-
steigerung von Enzymen der Adipozytendifferenzierung und der Lipolyse bei MC2-RIxF/1oxP_
Adipozyten stiitzen dieses Konzept. In vivo zeigten sich bei MC2-R {iiberexprimierenden
Mausen erniedrigte subcutane Fettgewichte und geringere Adipozytengrof3en bei mannlichen
MC2-RI*P1XP_Tjeren. Somit hat der MC2-R auch in vivo einen wichtigen Einfluss auf das
Fettgewebe, welcher wahrscheinlich iiber eine gesteigerte Lipolyse vermittelt ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen einen relevanten funktionellen Einfluss des MC2-R auf das
Fettgewebe und seine Differenzierung nahe und kénnen weiter zum Verstiandnis der Rolle des
MC2-R im Fettstoffwechsel beitragen. Die Bedeutung des MC2-R im Rahmen des
physiologischen und pathologischen Fettstoffwechsels beim Menschen ist aber weiterhin nicht

abschlieBend geklért und sollte weiter untersucht werden.
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6 Verzeichnis der Abkiirzungen und Akronyme

Abb
ACTH
a.d.
aP2
ATGL
BMI

bFGF

BSA
cAMP
cDNA
CLIP
CRH
DAG
DMEM
DMSO
DNA
dNTPS
EDTA
EIA
ELISA
FABP4
FFA
FBS
gDNA

HBSS

Abbildung

Adrenocorticotropes Hormon

aqua destillata

adipocyte protein 2
Adipozyten-Triglycerid-Lipase

body mass index

basic fibroblast growth factor
Basenpaare

Bovines Serum-Albumin

Cyclisches Adenosinmonophosphat
complementary-Desoxyribonukleinsédure
corticotropin-like intermediate peptide
Corticotropin-releasing Hormone
Diacylglyerid

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Ethylen-Diamin-Tetraessigsédure
Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
fatty acid binding protein 4

free fatty acids

Fetal Bovine Serum

genomische Desoxyribonukleinsédure

Hank's Buffered Salt Solution
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HCI Chlorwasserstoff

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure
HHNR Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
HSL Hormon-sensitive Lipase

IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthin

kb Kilobasen

KHK koronare Herzkrankheit

MAG Monoacyglyerid

MEFs mouse embryonic fibroblasts

MGL Monoacylglyceridlipase

MMLV Moloney Murines Leukidmievirus

mRNA Messenger RNA

MSH Melanozyten-stimulierendes Hormon

mt Mutant

NaCl Natriumchlorid

NF-xB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
NNR Nebennierenrinde

p.c. post coitatem

pAVK periphere arterielle Verschlusskrankheit

PBS phosphate-buffered saline

PCI Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol

PCR Polymerase-Kettenreaktion

POMC Proopiomelanocortin

PPARY Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor y
P/S Penicillin/Streptomycin

gRT-PCR quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion
RNA Ribonukleinsdure
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Akronyme

RIPA-Puffer Radioimmunoprecipitation assay buffer
rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

SDS Natriumlaurylsulfat

scc Cholesterol side-chain cleavage enzyme
SEM Standard error of mean

StAR Steroidogenic acute regulatory protein
Tab Tabelle

TAG Triacylglyceride

TBE Tris-Borat-EDTA

Tris Tris(hydroxy-methyl)-aminomethan
TV Targeting Vector

WHO World Health Organization

wt Wildtyp
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