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Einleitung  1 

1 Einleitung 

1.1 Diabetes mellitus  

1.1.1 Definition, Klassifikation und Epidemiologie des Diabetes mellitus 

Diabetes mellitus ist definiert als eine Regulationsstörung des Stoffwechsels, die durch 

den Leitbefund der chronischen Hyperglykämie charakterisiert ist. Es liegt entweder 

eine gestörte Insulinsekretion, eine verminderte Insulinwirkung oder auch beides zu 

Grunde (American Diabetes Association, 2012).  

In den letzten Jahrzehnten konnte eine dramatische Zunahme der Inzidenz und der 

Prävalenz des Diabetes mellitus beobachtet werden. Gab es im Jahr 2011 noch 366 

Millionen Menschen mit Diabetes mellitus, so wird ihre Zahl laut der Internationalen Di-

abetes Föderation (IDF) für das Jahr 2030 auf 552 Millionen geschätzt (Whiting et al., 

2011). Es werden zwei Hauptformen unterschieden:  

Der Diabetes mellitus Typ 1 entsteht durch eine progrediente Zerstörung der insulin-

produzierenden pankreatischen beta-Zellen. Daraus resultiert ein absoluter Insulinman-

gel, der sich an klassischen Symptomen wie Polydipsie, Polyurie, Gewichtsverlust und 

Ketoazidose zeigt. Als Ursache liegt meist ein chronischer Autoimmunprozess zu Grun-

de. 5-10 % aller Diabetiker haben einen Diabetes mellitus Typ 1 (American Diabetes 

Association, 2012).  

Den Großteil aller Diabeteserkrankungen macht der Diabetes mellitus Typ 2 aus. Dieser 

ist durch eine abnorme Insulinsekretion charakterisiert, welche mit unterschiedlich 

schwer ausgeprägter Insulinresistenz einhergeht. Die drastische epidemiologische Ent-

wicklung wird v. a. durch die Zunahme der Fälle an Diabetes mellitus Typ 2 erklärt. Die-

se kann sowohl in den Industrienationen als auch zu einem großen Maß in Entwick-

lungsländern beobachtet werden (Chen et al., 2012). 

Die Ursachen für die Progredienz der Diabetesprävalenz können unterteilt werden in 

genetische und nicht-genetische Faktoren. Zu den Letztgenannten zählen auf der einen 

Seite eine allgemeine Verlängerung der Lebenserwartung und eine frühere Diagnose-

stellung. Auf der anderen Seite kommen moderne Lebensstiländerungen in Betracht, 

die charakterisiert sind durch eine erhöhte Energiezufuhr bei gleichzeitig bestehender 

körperlicher Inaktivität, wodurch es zu einer Zunahme und einem früheren Beginn von 

Übergewicht und Adipositas kommt (Herder et al., 2011). Dass beim Diabetes mellitus 



Einleitung  2 

Typ 2 aber auch eine genetische Komponente eine erhebliche Rolle spielt, zeigen die 

hohen Konkordanzen von 41 bis 55 % bei monozygoten Zwillingen im Vergleich zu ei-

ner Konkordanzrate von 10 bis 15 % bei dizygoten Zwillingen, ein deutlich erhöhtes Di-

abetesrisiko von 40 % bei einem erkrankten Elternteil bzw. von 70 % bei beiden be-

troffenen Eltern (Ahlqvist et al., 2011). Es wird angenommen, dass für den Diabetes 

mellitus Typ 2 eine hohe genetische Suszeptibilität besteht, auf deren Boden, getriggert 

durch veränderte oder neue Umwelt- und Lebensbedingungen, es häufiger zur Mani-

festation der Erkrankung kommt. Bisher sind über 30 Genloki gefunden worden, die ei-

ne signifikante Assoziation mit der Manifestation des Diabetes mellitus Typ 2 zeigen. 

Die stärksten Assoziationen sind für bestimmte Polymorphismen innerhalb des für 

TCF7L2 kodierenden Gens gefunden worden, einem Wnt-regulierten Transkriptionsfak-

tor (Florez et al., 2006; Grant et al., 2006; Herder et al., 2011). 

Die chronische Hyperglykämie führt über eine Mikroangiopathie zu Folgeerkrankungen 

vorwiegend an Augen und Nieren und zur Polyneuropathie. Über die diabetesassoziier-

te Makroangiopathie kommt es zu Folgeerkrankungen an Herz, Gehirn und peripheren 

Arterien. Kardiovaskuläre Erkrankungen erklären die hohe Morbidität und Mortalität der 

Diabetiker, wobei die koronare Herzkrankheit die häufigste Todesursache darstellt. Die 

jährliche Durchschnittsmortalität aufgrund von kardiovaskulären Erkrankungen bei Per-

sonen mit Diabetes mellitus Typ 2 beträgt 5,4 % und ist damit doppelt so hoch wie bei 

altersgleichen Nichtdiabetikern. Die Lebenserwartung für Typ 2 Diabetiker ist im Mittel 

um fünf bis zehn Jahre reduziert (Lorenzo et al., 2006). 

Diabetes mellitus Typ 2 ist im Rahmen des metabolischen Syndroms häufig mit abdo-

mineller Adipositas, Dyslipoproteinämie und essenzieller Hypertonie vergesellschaftet. 

Dies ist vor allem im Hinblick auf die Prävention der diabetischen Folgeerkrankungen zu 

beachten. Obwohl ein Benefit der antihyperglykämischen Therapie im Bezug auf das 

Auftreten von mikro- und makrovaskulären Komplikationen gezeigt werden konnte, ist 

für eine optimale Therapie auch die Behandlung der übrigen Krankheiten des metaboli-

schen Syndroms essenziell (Gaede et al., 2003; Matthaei et al., 2009). 

Die Behandlung des Diabetes mellitus und seiner Folgeerkrankungen bedeutet für die 

nationalen Gesundheitssysteme eine schwere ökonomische Last. Die Gesundheitsaus-

gaben für Diabetes mellitus wurden für das Jahr 2011 auf 11,6 % aller Gesundheits-

ausgaben weltweit geschätzt. Dies ergibt laut IDF eine absolute Summe von 465 Milli-
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arden US-Dollar. Bis zum Jahr 2030 ist ein Anstieg auf mindestens 595 Milliarden US-

Dollar zu erwarten (International Diabetes Federation, 2011).  

In Anbetracht der epidemiologischen Entwicklung und der ökonomischen Folgen stellt 

der Diabetes mellitus ohne Zweifel eines der bedeutsamsten Gesundheitsprobleme des 

einundzwanzigsten Jahrhunderts dar (Chen et al., 2012). 

 

1.1.2 Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 

Die Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 wird durch Störungen innerhalb eines 

komplexen Zusammenspiels zwischen Insulinsensitivität und Insulinsekretion bestimmt. 

Der Diabetes mellitus Typ 2 manifestiert sich, wenn durch ein beta-Zellversagen die 

gebildete Insulinmenge nicht mehr ausreicht, den erhöhten Insulinbedarf zu kompensie-

ren, der unter einer Insulinresistenz entsteht (Schinner et al., 2005). 

Insulin reguliert die zelluläre Glukoseaufnahme und die Konzentrationen an freien Fett-

säuren im Serum hauptsächlich durch Wirkungen an seinen Zielorganen Skelettmusku-

latur, Fettgewebe und Leber. Im Fettgewebe hemmt Insulin die Lipolyse und reduziert 

daher die Abgabe von freien Fettsäuren aus den Adipozyten in den Körperkreislauf. 

Durch inhibierende Wirkungen auf die Aktivität von Schlüsselenzymen der Glukoneoge-

nese hemmt es die Glukoseabgabe aus der Leber in das Blut. In der Skelettmuskulatur 

wird die Glukoseaufnahme durch vermehrten Einbau von insulinabhängigen Glukose-

transportern in die Plasmamembran gefördert (DeFronzo, 2004). 

Eine Insulinresistenz ist gekennzeichnet durch eine verminderte Sensitivität der Haupt-

zielorgane für Insulin. Die Insulinresistenz ist multifaktoriell bedingt (Kahn, 2003). Als 

einer der wichtigsten Faktoren gilt die Dysfunktion der Adipozyten (Burke et al., 1999; 

Schinner et al., 2005). Die Resistenz der Adipozyten gegenüber dem antilipolytisch 

wirksamen Insulin spielt hierbei eine wichtige Rolle und führt zu einer erhöhten Abgabe 

von freien Fettsäuren in das Plasma. Die Lipide akkumulieren vermehrt in ektopen Or-

ganen wie Leber und Muskulatur, wo sie die Insulinsensitivität herabsetzen. Die hierfür 

verantwortlichen genauen molekularen Mechanismen sind noch nicht vollständig ge-

klärt, jedoch wird dem Konzept einer mitochondrialen Dysfunktion in Rahmen der Fett-

säure-induzierten Insulinresistenz sowohl in Leber als auch in der Skelettmuskulatur 

eine entscheidende Bedeutung zugesprochen (Martins et al., 2012; Roden, 2006). Ver-

schiedene Studien konnten zeigen, dass sowohl der Mitochondriengehalt als auch die 

Mitochondrienfunktion in insulinresistenten Personen herabgesetzt sind (Holloway et al., 
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2007; Schrauwen-Hinderling et al., 2007). Unter dem Einfluss der bei der Oxidation der 

akkumulierten Fettsäuren vermehrt anfallenden reaktiven Sauerstoffspezies kommt es 

zur Aktivierung verschiedener Kinasen, wie der c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) und 

verschiedener Unterformen der Proteinkinase C. Diese Kinasen führen zur Se-

rin/Threonin-Phosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrates-1 (IRS-1) und verhindern 

damit die Insulin-vermittelte Tyrosin-Phosphorylierung von IRS-1. Folglich kommt es zu 

Störungen des unter physiologischen Bedingungen durch Insulin aktivierten PI3K/PKB-

Signalwegs (Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B) (Martins et al., 2012). Die-

se machen sich durch eine reduzierte Glukoseaufnahme aufgrund verminderten Ein-

baus des Glukosetransporters GLUT4 in die Plasmamembranen sowie durch weitere 

Störungen der von der Proteinkinase B regulierten Effekte bemerkbar, zu denen u. a. 

die Stimulation der Glykogensynthese und die Hemmung der Glukoneogenese gehö-

ren. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass es unter den vermehrt anfallenden reak-

tiven Sauerstoffspezies und Fettsäuremetaboliten zu einer Aktivierung von inflammato-

rischen Signalwegen, wie dem NFB-Signalweg, in Hepatozyten kommt. Die hierdurch 

vermehrt gebildeten proinflammatorische Zytokine wie TNFalpha und verschiedene In-

terleukine können die Insulinresistenz der Zellen herabsetzen (Cai et al., 2005). Im Ein-

klang hiermit konnte gezeigt werden dass auch die Adipozyten ein verändertes Sekreti-

onsprofil der sogenannten Adipokine aufweisen, wie z. B. Adiponektin, IL-6 und auch 

TNFalpha (Schinner et al., 2005). Diese von den Fettzellen sezernierten Botenstoffe 

haben sowohl auto-, para- und endokrine Wirkungen. Das Konzept einer chronischen 

subklinischen Inflammation schreibt ihnen eine ursächliche Wirkung für die Entstehung 

einer Insulinresistenz unter Adipositas zu. Im Plasma adipöser Menschen werden häu-

fig erhöhte Konzentrationen an proinflammatorischen Zytokinen gefunden, die zu einer 

Abnahme der Insulinsensitivität führen können (Dandona et al., 2004; Zeyda et al., 

2009). 

Eine Insulinresistenz führt so lange nicht zu der Entwicklung einer Hyperglykämie wie 

sie durch gleichzeitige Hyperinsulinämie kompensiert werden kann (Guillausseau et al., 

2003; Weir et al., 2001). Die Insulinsekretion insulinresistenter, nicht-diabetischer Men-

schen ist proportional zur Schwere der Insulinresistenz erhöht, sodass die Glukosetole-

ranz nicht abnimmt. Die beta-Zellen sind also in der Lage, ihre Insulinsekretion an die 

Schwere der Insulinresistenz anzupassen (DeFronzo, 2004). Die Hyperinsulinämie 

kann einerseits durch eine erhöhte funktionale Responsivität der bereits bestehenden 

beta-Zellen und andererseits durch eine Vermehrung der beta-Zellmasse oder auch 
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beides zu Stande kommen (Butler et al., 2003a; Kahn et al., 2006; Polonsky et al., 

1988b; Polonsky et al., 1988a) (vgl. Abb. 1.1.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Als Ursache für die Mehrsekretion an Insulin und relativ erhöhtem Blutzucker werden 

verschiedene Mechanismen diskutiert. Dazu gehören ein erhöhter intrazellulärer Gluko-

semetabolismus der beta-Zelle, Förderung der Insulinsekretion durch direkte Wirkungen 

von freien Fettsäuren an der beta-Zelle und eine erhöhte Sensitivität gegenüber Inkreti-

nen (Kahn, 2003).  

Eine Vermehrung der funktionalen beta-Zellmasse bei Insulinresistenz konnte in zahl-

reichen Tiermodellen dargestellt werden (Butler et al., 2003b; Tomita et al., 1992) und 

es ist anzunehmen, dass dieser Prozess auch beim Menschen eine Rolle bei der Ent-

stehung und Aufrechterhaltung der Hyperinsulinämie spielt (Butler et al., 2003a; Kahn, 

2003; Polonsky et al., 1988a; Yoon et al., 2003). Die beta-Zellmasse unterliegt der ba-

lancierten Regulation zwischen beta-Zellwachstum (Replikation und Neogenese) und 

beta-Zellapoptose (Weir et al., 2004). Man geht davon aus, dass der Zellreplikation in 

Bezug auf die Zunahme der beta-Zellmasse die größte Bedeutung zukommt, wie in ver-

schiedenen Tiermodellen gezeigt werden konnte (Bonner-Weir, 2000; Butler et al., 

2003b; Dor et al., 2004). Ob auch beim Menschen die Replikation den größten Teil zur 

Abb. 1.1.1 Aufrechterhaltung einer Normoglykämie unter Insulinresistenz durch gestei-
gerte Insulinsekretion 
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Vermehrung der beta-Zellmasse unter Insulinresistenz beiträgt, ist nicht eindeutig ge-

klärt. Zumindest die physiologische postnatale Expansion der beta-Zellmasse geht auf 

eine hohe Rate an beta-Zellreplikation zurück (Meier et al., 2008). 

Die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 ist durch ein sekundäres beta-

Zellversagen gekennzeichnet. Hierbei versagen im zeitlichen Verlauf diejenigen Adapta-

tionsmechanismen, durch welche zunächst die Aufrechterhaltung einer normalen Glu-

kosetoleranz ermöglicht wurde. Unter einer zunehmenden Insulinresistenz reicht die 

Hyperinsulinämie nicht mehr aus, um den erhöhten Insulinbedarf der peripheren Gewe-

be zu decken. Es entwickelt sich zunächst eine verminderte Glukosetoleranz. Während 

der Progression der verminderten Glukosetoleranz zum manifesten Diabetes mellitus 

sinken nun die zunächst hohen Insulinsekretionsraten. Auch bei gleich bleibender Insu-

linresistenz resultiert dies in einer kontinuierlichen Zunahme eines relativen Insulinman-

gels, gekennzeichnet durch ansteigende Glukosewerte. Im weiteren Verlauf kann sich 

auch ein absoluter Insulinmangel entwickeln (DeFronzo, 2004) (vgl. Abb. 1.1.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es kommt also zu einem progressiven Versagen der Adaptationsmechanismen der be-

ta-Zelle an die bestehende Insulinresistenz. Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass 

eine beta-Zelldysfunktion früh in der Entwicklung eines Diabetes mellitus vorliegt und 

Abb. 1.1.2 Hyperglykämie unter Insulinresistenz durch sekundäres beta-Zellversagen 
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zwar bereits in einem Stadium, in dem noch eine normale Glukosetoleranz besteht 

(Kahn, 2001; Saad et al., 1989). Ergebnisse der UKPDS-Studie zeigen eine zum Diag-

nosezeitpunkt des Diabetes mellitus um 50 % reduzierte beta-Zellfunktion und eine fort-

schreitende Abnahme in den darauf folgenden Jahren unabhängig von der Art der Be-

handlung (U. K. prospective diabetes study 16, 1995). Frühe funktionale Defekte der 

beta-Zelle zeigen sich u. a. an einem Verlust der ersten Phase der Insulinsekretion 

nach intravenösen Glukosegabe (Del Prato et al., 2001), in einem veränderten pulsati-

len Muster der basalen Insulinsekretion (O'Rahilly et al., 1988) und einer verminderten 

Konversion von Proinsulin zu Insulin (Bergman et al., 2002; Pradhan et al., 2003). 

Welche Mechanismen zum Versagen der beta-Zellfunktion führen, ist im Detail noch 

nicht geklärt. Eine genetische Prädisposition scheint dabei eine wichtige Rolle zu spie-

len (Lencioni et al., 2008; Mussig et al., 2010; Talchai et al., 2009). Beobachtet wurden 

ein verminderter Inkretineffekt, direkte Wirkungen von Adipokinen auf die Insulinsekre-

tion (Kulkarni et al., 1997) und eine reduzierte beta-Zellmasse (DeFronzo, 2004; Donath 

et al., 2003; Kulkarni et al., 1997). 

Die verminderte beta-Zellmasse konnte in Tiermodellen zum Diabetes mellitus (Butler et 

al., 2003b; Finegood et al., 2001; Pick et al., 1998) und auch an humanen Pankreata 

(Butler et al., 2003a; Clark et al., 1988; Kloppel et al., 1985; Rahier et al., 2008; Saito et 

al., 1979; Sakuraba et al., 2002; Yoon et al., 2003) beschrieben werden. Der Hauptme-

chanismus wird in einer erhöhten Apoptoserate der beta-Zellen vermutet (Butler et al., 

2003b; Butler et al., 2003a; Donath et al., 1999; Marchetti et al., 2004). Faktoren, die 

zur verstärkten Apoptose führen, sind noch nicht endgültig identifiziert worden. Es 

scheint allerdings, dass chronisch erhöhte Spiegel an Glukose und Lipiden diesen beta-

Zelluntergang begünstigen können - ein Vorgang, der mit dem Begriff der Glukolipotoxi-

zität beschrieben wird (Poitout et al., 2008). Auch die toxisch wirkenden Oligomeren des 

sogenannten Insel-Amyloid-Polypeptids, eines Peptids, das mit Insulin kosezerniert 

wird, scheinen bei der Induktion der beta-Zellapoptose eine Rolle zu spielen (Marchetti 

et al., 2008; Meier et al., 2006).  

Da das Versagen der beta-Zellen gekennzeichnet ist durch verminderte Insulinsekretion 

und reduzierte beta-Zellmasse, gilt das wissenschaftliche Interesse der Aufklärung mo-

lekularer Mechanismen, die an der Regulation von Proliferation und Insulinsekretion 

beteiligt sind. Dem kanonischen Wnt-Signalweg, welcher Gegenstand dieser Arbeit ist, 

wird in eben diesen Funktionen durch aktuelle Arbeiten eine wichtige Rolle zugewiesen. 
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1.2 Antidiabetika 

1.2.1 GLP-1 basierte Therapien 

Glucagon-like Peptide-1 (GLP-1) und Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide 

(GIP) gehören zur Gruppe der Inkretine (Intestinal Secretion of Insulin = Incretin). In-

kretine sind Peptidhormone, die von endokrin aktiven Zellen des Gastrointestinaltrakts 

nach Nahrungsaufnahme in das Blut sezerniert werden und zur Regulation der Gluko-

sehomeostase beitragen (Baggio et al., 2007).  

GLP-1 und GIP sind für den sogenannten Inkretin-Effekt verantwortlich. Darunter ver-

steht man das Phänomen, dass eine orale Glukoseaufnahme zu einer stärkeren Insu-

linsekretion führt als die gleiche Menge intravenös zugeführter Glukose (McIntyre N et 

al., 1964; Wajchenberg, 2007). GLP-1 scheint für den Inkretin-Effekt die bedeutendere 

Rolle zu spielen (Kreymann et al., 1987). Es entsteht in L-Zellen von distalem Ileum, 

Kolon und Rektum durch posttranslationale Prozessierung von Proglukagon, aus dem 

ebenfalls das Glukagon in pankreatischen alpha-Zellen hervorgeht (Kieffer et al., 1999). 

Der für die wichtige Potenzierung der Insulinsekretion unter oraler Glukoseaufnahme 

verantwortliche Inkretin-Effekt ist bei Menschen mit Diabetes mellitus Typ 2 reduziert 

bzw. aufgehoben (Nauck et al., 1986; Neumiller, 2009). Die Sekretion von GLP-1 bei 

Diabetikern wurde als reduziert (Toft-Nielsen et al., 2001; Vilsboll et al., 2001), die GIP-

Sekretion dagegen als erhöht beschrieben (Nauck et al., 2004; Neumiller, 2009). Je-

doch lässt sich durch GIP bei Diabetikern kein insulinotroper Effekt mehr auslösen, wo-

hingegen gezeigt werden konnte, dass unter exogen zugeführtem GLP-1 bei Diabeti-

kern durchaus noch normale Werte der Insulinsekretion unter gleichzeitiger Glukosezu-

fuhr erreicht werden können (Nauck et al., 1993). Dieser Unterschied lässt GLP-1-

basierte Therapien als effektive Methode zur Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 in 

Erscheinung treten (Neumiller, 2009). 

GLP-1 führt durch verschiedene Wirkmechanismen zur Senkung der Blutglukosewerte. 

Dazu gehören die glukoseabhängige Stimulation der Insulinsekretion, die Inhibition der 

Glukagonsekretion, die verminderte hepatische Glukoseabgabe, die verzögerten Ma-

genentleerung und die Induktion des Sättigungsgefühls (Wajchenberg, 2007). In in vitro 

Studien zeigten sich auf molekularer Ebene eine verstärkte Insulingentranskription 

(Drucker et al., 1987) und Insulinbiosynthese (Alarcon et al., 2006) und zudem eine er-

höhte Expression von für die Insulinsekretion regulatorisch wichtigen Molekülen nach 
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Stimulation mit GLP-1, wie z. B. der Glukokinase (Murao et al., 2009; Wajchenberg, 

2007).  

In verschiedenen Tierversuchen konnte bereits eine vermehrte beta-Zellmasse unter 

GLP-1-Stimulation beschrieben werden (Kim et al., 2003; Rolin et al., 2002; Stoffers et 

al., 2000; Perfetti et al., 2000). Die Mechanismen, über die GLP-1 zu einer Steigerung 

der beta-Zellmasse führt, liegen in einer gesteigerten beta-Zellproliferation, der Induk-

tion der Neogenese und der Inhibition der beta-Zellapoptose (Brubaker et al., 2004). In 

Anbetracht der Tatsache, dass Diabetes mellitus Typ 2 eine progressive Erkrankung ist, 

was sich an einer kontinuierlich abnehmenden Masse an funktionalen beta-Zellen zeigt, 

liegt gerade in diesen beta-Zell-protektiven Effekten die Hoffnung, mit den GLP-1 ba-

sierten Therapien auf Behandlungsmöglichkeiten gestoßen zu sein, die zum langfristi-

gen Erhalt der beta-Zellmasse führen können.  

Die Datenlage zur Wirkung von GLP-1 auf humane beta-Zellen ist naturgemäß schwä-

cher als in Tiermodellen. In vitro Studien von Farilla et al. an isolierten humanen beta-

Zellen konnten einen inhibitorischen Effekt von GLP-1 auf die beta-Zellapoptose über 

einen Zeitraum von fünf Tagen zeigen. Die mit GLP-1 stimulierten pankreatischen In-

seln wiesen zudem eine verbesserte Glukose-stimulierte Insulinsekretion und einen er-

höhten Insulingehalt auf (Farilla et al., 2003). 

Buteau et al. zeigten, dass isolierte humane Langerhans’sche Inseln gesunder Organ-

spender vor glukose- und palmitatinduzierter Apoptose durch GLP-1 geschützt werden 

können (Buteau et al., 2004). Weitere Studien zeigen die Differenzierung humaner 

duktaler Progenitorzellen zu funktionalen beta-Zellen unter GLP-1-Stimulation (Abra-

ham et al., 2002; Hui et al., 2001; Zhou et al., 2002).  

GLP-1 hat eine Plasmahalbwertszeit von wenigen Minuten, da es durch das Enzym Di-

petidyl-Peptidase IV (DPP-IV) mittels proteolytischer Spaltung rasch zu inaktiven Meta-

boliten degradiert wird (Kieffer et al., 1999). Als Antidiabetika werden daher einerseits 

DPP-IV-resistente GLP-1-Rezeptor-Analoga, wie Exenatid und Liraglutid, und anderer-

seits DPP-IV-Inhibitoren, wie Sita-, Saxa- und Vildagliptin, zur Therapie eingesetzt 

(Neumiller, 2009). Eine Zusammenstellung der Ergebnisse randomisiert-kontrollierter 

klinischer Studien zeigt, dass beide Klassen der Inkretintherapie effektive Optionen für 

die Behandlung der Hyperglykämie bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 darstellen 

(White, 2009). Ob sie allerdings langfristig die Progression der Erkrankung verzögern 

bzw. aufheben können, kann zum heutigen Zeitpunkt noch nicht beantwortet werden.  
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Exenatid ist synthetisch hergestelltes Exendin-4. Exendin-4 stammt ursprünglich aus 

dem Speichel des Gila Monsters (Heloderma suspectum, Krustenechse) und weist eine 

53 %-ige Homologie seiner Aminosäuresequenz zum nativen GLP-1 auf (Kieffer et al., 

1999). Es bindet als hochaffiner Agonist an den G-Protein-gekoppelten GLP-1-Rezeptor 

und zeigt zum humanen GLP-1 vergleichbare glukoregulatorische Wirkungen (Neumil-

ler, 2009; Wajchenberg, 2007). Es hat im Unterschied zu GLP-1 ein Glycin an Position 

2 seiner Aminosäuresequenz und ist daher kein Substrat für die DPP-IV (Chen et al., 

2007; Kieffer et al., 1999). In in vitro Studien an Zelllinien und in Tiermodellen konnte 

auch für Exendin-4 eine proliferationsfördernde Wirkung auf pankreatische beta-Zellen 

gezeigt werden (Arakawa et al., 2009; Liu et al., 2008; Song et al., 2008; Xu et al., 

1999). GLP-1 und Exendin-4 führen zur Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs 

in pankreatischen beta-Zellen und die proliferative Wirkung von Exendin-4 auf die beta-

Zellen wird zum Teil über einen intakten Wnt-Signalweg vermittelt (Liu et al., 2008). 

 

1.2.2 Metformin 

Die antihyperglykämische Wirkung des zu der Klasse der Biguanide gehörenden Met-

formins beruht vor allem auf der Verminderung der hepatischen Glukoseproduktion, die 

durch Hemmung der Glukoneogenese erreicht wird. Metformin vermindert zusätzlich die 

Glukoseabsorption aus dem Intestinum und verbessert die periphere Insulinsensitivität 

(Prager et al., 1986; DeFronzo et al., 1991; Stumvoll et al., 1995; Natali et al., 2006). 

Metformin führt zu einer Reduktion der freien Fettsäuren und der Lipidoxidationsrate 

(Widen et al., 1992). Auf molekularer Ebene konnte ein verstärkter Einbau der GLUT4-

Glukosetransporter in die Membran von Rattenmuskel- und -fettzellen beschrieben 

werden, wodurch die Insulin-vermittelte Glukoseaufnahme in die Zellen gesteigert wur-

de (Hundal et al., 1992; Klip et al., 1992; Kozka et al., 1993; Matthaei et al., 1991a; 

Matthaei et al., 1991b; Matthaei et al., 1992). 

Die genauen molekularen Mechanismen, durch die Metformin seine antihypergly-

kämischen Wirkungen erzielt, sind noch nicht vollständig bekannt. Es konnte jedoch 

gezeigt werden, dass Metformin mittels der sogenannte Serin/Threonin-Kinase LKB1 

(liver kinase B1) eine Inhibition der hepatischen Glukoneogenese bewirkt. Diese Kinase 

führt einerseits zur Phosphorylierung und somit zur Aktivierung der 5’-

Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase (AMPK) und andererseits über einen 

mTOR-vermittelten (mammalian Target of Rapamycin) Signalweg zur einer verminder-
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ten Aktivität der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, einem Schlüsselenzym der Glu-

koneogenese (Phielix et al., 2011). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass Metformin 

auch unabhängig davon den Komplex I der Atmungskette in Hepatozyten direkt inhibie-

ren kann. Das dadurch verminderte ATP/ADP-Verhältnis und der Anstieg von NADH 

führen neben weiteren Effekten zu einer Abnahme der Aktivität der Pyruvat-

Carboxylase und somit zur Inhibition der Glukoneogenese (Owen et al., 2000). Die 

AMPK spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Glukose- und des Lipidstoff-

wechsels (Hardie et al., 2006). Unter einem Anstieg des zellulären AMP/ATP-

Verhältnisses führt sie zur Aktivierung von ATP-produzierenden katabolen Signalwegen 

und zur Hemmung von ATP-verbrauchenden anabolen Signalwegen, wie der Glukone-

ogenese (Hardie, 2011). Die AMPK wird auch in pankreatischen beta-Zellen exprimiert 

(Winder et al., 1999). Direkte Wirkungen von Metformin auf die beta-Zellen sind nach-

gewiesen worden. Neben den in vivo nachgewiesenen erhöhten Plasmakonzentratio-

nen von GLP-1 unter Metforminstimulation (Mannucci et al., 2001; Yasuda et al., 2002), 

wurde an INS-1 beta-Zellen und auch an isolierten pankreatischen Inselzellen der Maus 

gezeigt, dass Metformin abhängig von PPAR-alpha zu einer verstärkten Expression des 

GLP-1-Rezeptors auf beta-Zellen führt (Pan et al., 2009). Der Effekt von GLP-1 auf die 

Insulinsekretion der beta-Zellen wurde signifikant durch Stimulation mit Metformin ver-

stärkt (Cho et al., 2011; Maida et al., 2011).  

 

1.2.3 Sulfonylharnstoffe  

Sulfonylharnstoffe binden an einen ATP-sensitiven Kaliumkanal (KATP-Kanal), der sich 

in der Zellmembran der beta-Zellen befindet. Dieser KATP-Kanal besteht aus zwei Un-

tereinheiten, die in einer 4:4 Stöchiometrie vorliegen (Mark, 2002). Dies ist zum einen 

die porenformende Einheit Kir6.2 und zum anderen der Sulfonylharnstoffrezeptor SUR1 

als regulatorische Einheit (Burke et al., 2008). Die Bindung der Sulfonylharnstoffe an 

den KATP-Kanal beruht prinzipiell auf einer niederaffinen Bindung an die Kir6.2-Einheit 

und aus einer hochaffinen Bindung an die SUR1-Einheit (Mark, 2002). Diese Bindung 

führt zu einer Verringerung der Öffnungswahrscheinlichkeit der ATP-sensitiven Kalium-

kanäle. Folglich kommt es zu einer Depolarisation der beta-Zellmembran. Diese Depo-

larisation führt zur Öffnung von spannungsabhängigen Kalziumkanälen in der Zell-

membran. Der dadurch induzierte Kalziuminflux erhöht die zytosolische Kalziumkon-

zentration, die dann schließlich zur Freisetzung von Insulin aus den insulinspeichernden 
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Vesikeln in das Blut führt (Reimann et al., 2003). Aus der Gruppe der Sulfonylharnstoffe 

wurde für die Versuche dieser Arbeit Tolbutamid verwendet. 

 

1.2.4 Thiazolidindione 

Rosiglitazon gehört zu den Thiazolidindionen, welche als Aktivatoren von PPAR-gamma 

wirken (Peroxisome-Proliferator-Activated Receptor gamma). Der nukleäre Rezeptor 

PPAR-gamma bindet als Heterodimer mit dem 9-cis-Retinsäure-Rezeptor (RXR) an 

responsiven Elementen von zahlreichen in Lipid- und Glukosemetabolismus involvierten 

Genen und kann dadurch deren Transkription regulieren (Wajchenberg, 2007). PPAR-

gamma wird vor allem im Fettgewebe exprimiert, kommt aber auch in anderen Organen 

und Geweben vor, wie in der Leber, der Skelettmuskulatur und auch in pankreatischen 

Langerhans’schen Inseln (Dubois et al., 2000; Tontonoz et al., 1994a). PPAR-gamma 

nimmt eine Schlüsselfunktion in der Regulation der Differenzierung von Adipozyten ein 

(Tontonoz et al., 1994a; Tontonoz et al., 1994b).  

Thiazolidindione werden auch als Insulin-Sensitizer bezeichnet, da sie die Responsivität 

der Zielgewebe wie Fettgewebe, Leber und Skelettmuskulatur für Insulin erhöhen. Da-

bei kommt es durch verstärkte Glukoseaufnahme und verminderte endogene hepati-

sche Glukoseproduktion zum einen zur Senkung des Blutzuckerspiegels. Zum anderen 

sinkt der Gehalt an freien Fettsäuren im Blut, da diese vermehrt von den Adipozyten 

aufgenommen und gespeichert werden. Dieser Effekt wird u. a. durch TNFalpha-

antagonisierende Wirkungen der Thiazolidindione hervorgerufen (Day, 1999; Murase et 

al., 1998; Peraldi et al., 1997; Rosenbaum et al., 1998; Souza et al., 1998; Wajchen-

berg, 2007). 

Die klinisch nachgewiesene verbesserte beta-Zellfunktion lässt sich nicht ausschließlich 

als sekundär bewirkte Folge einer reduzierten Insulinresistenz erklären. Thiazolidindio-

ne können auch unabhängig von dieser zur verbesserten beta-Zellfunktion bei Patien-

ten mit Diabetes mellitus Typ 2 durch direkte Effekte an den Langerhans’schen Inseln 

führen (Ovalle et al., 2002; Ovalle et al., 2004; Wajchenberg, 2007). In pankreatischen 

alpha-Zellen führte die Stimulation mit Thiazolidindionen zu einer Hemmung der Gluka-

gongentranskription und der Glukagonsekretion (Schinner et al., 2002). Im Einklang mit 

den klinisch beschriebenen erniedrigten Nüchternplasmainsulin- und den reduzierten 

Proinsulinspiegeln unter Einwirkung von Thiazolidindionen in Patienten mit Diabetes 

mellitus Typ 2 (Pfutzner et al., 2011; Walter et al., 2005) konnte auf molekularer Ebene 



Einleitung  13 

eine Hemmung der Insulingentranskription unter Thiazolidindionen gezeigt werden 

(Schinner et al., 2009a). 

Die zur Zeit verfügbaren Thiazolidindione (Rosiglitazon und Pioglitazon) spielen aber 

aufgrund der aktuellen Datenlage zu deren Nebenwirkungsprofil für die Therapie des 

Diabetes mellitus Typ 2 keine Rolle mehr. 

 

1.2.5 Insulin 

Die Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor führt zur Aktivierung komplexer Signal-

kaskaden. In Kürze dargestellt kommt es zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten 

auf der intrazellulären Rezeptorseite. Dadurch wird die Phosphorylierung verschiedener 

Signalmediatoren ermöglicht, unter denen die Insulinrezeptorsubstrate eine wichtige 

Rolle spielen (Schinner et al., 2005). Es können drei Hauptsignalwege unterschieden 

werden. Der PI3K/PKB-Signalweg reguliert den Einbau von Glukosetransportern in die 

Zellmembran, die Protein- und die Glykogensynthese und die Inhibition der hepatischen 

Glukoneogenese. Der Cbl/CAP (Cbl-associated Protein) Signalweg führt zu einer PI3K-

unabhängigen Translokation von Glukosetransportern in die Zellmembran. Der MAP-

Kinase-Signalweg (Mitogen-activated Protein) ist bedeutsam im Hinblick auf die Regula-

tion von Zellwachstum und Zelldifferenzierung (Avogaro et al., 2010). Zusätzlich sind 

zahlreiche intrazelluläre Signalmediatoren beschrieben worden, die unabhängig von 

IRS und PI3K wirken (Zeyda et al., 2009). 

Die meisten Wirbeltierspezies, so auch der Mensch, weisen ein Insulingen in ihrem Ge-

nom auf (Owerbach et al., 1980). Die genomische DNA von Ratte und Maus besitzt da-

gegen zwei Insulingene (Insulin I und II) mit einer Homologie von über 90 %, welche 

etwa gleich stark exprimiert werden (Soares et al., 1985). 

Aus verschiedenen Studien geht hervor, dass Insulin über den PI3K/PKB-Signalweg zur 

Phosphorylierung und damit Inhibierung der Glykogen-Synthase-Kinase-3beta führt, 

einem wichtigen Regulator des kanonischen Wnt-Signalwegs (Desbois-Mouthon et al., 

2001; Ding et al., 2000). In intestinalen Zellen konnte auf unterschiedlichen Ebenen ei-

ne Interaktion des Insulin- mit dem Wnt-Signalweg beschrieben werden. Stimulation mit 

Insulin führte einerseits zu einem erhöhtem Gehalt an nukleärem beta-Catenin und zur 

verstärkten Expression von Wnt-Zielgenen (Sun et al., 2008; Yi et al., 2008). Anderer-

seits kam es in intestinalen Zellen unter Insulinstimulation zur verstärkten Expression 

des Wnt-Rezeptors Frizzled-4 und des Wnt-regulierten Transkriptionsfaktors TCF7L2, 
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welche selbst Komponenten des Wnt-Signalwegs darstellen (Sun et al., 2010). In GLP-

1-produzierenden L-Zellen führte Insulin über Effektoren des kanonischen Wnt-

Signalwegs zu einer verstärkten Expression von Proglukagon und einer erhöhten Pro-

duktion des Inkretinhormons (Yi et al., 2008). 

 

1.3 Der Wnt-Signalweg 

1.3.1 Forschungsursprung des Wnt-Signalwegs  

Die Forschung über den Wnt-Signalweg begann in den achtziger Jahren des letzten 

Jahrhunderts in den Bereichen der Entwicklungsbiologie und der Onkogenese. Es wur-

de herausgefunden, dass die Genprodukte des Wingless-Gens in Drosophila melano-

gaster und des Int-1-Gens der Maus (später Wnt1) zu einer großen, evolutionär hoch 

konservierten Familie von extrazellulären Signalmolekülen gehören (Rijsewijk et al., 

1987). Int-1 wurde ursprünglich identifiziert als Onkogen, das nach seiner Aktivierung 

durch die provirale Insertion des Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) in den Int-1 

Lokus zur Bildung von Mammakarzinomen in der Maus führt (Nusse et al., 1982). Muta-

tionen im Wingless-Gen von Drosophila melanogaster führten zu Mutationen der Flügel 

und Halteren (Schwingkölbchen) (Sharma et al., 1976).  

Nach der gelungenen Isolierung des Genproduktes des Wingless-Gens von Drosophila 

melanogaster zeigte sich, dass Int-1 und Wingless identisch sind (Rijsewijk et al., 1987). 

Die Bezeichnung Wnt ist eine Kombination aus Wingless und Int-1. 

 

1.3.2 Komponenten des Wnt-Signalwegs 

Der kanonische Wnt-Signalweg besteht aus extrazellulären Rezeptorliganden, zell-

membranständigen Rezeptoren, Korezeptoren und intrazellulären Signalkomponenten, 

unter denen beta-Catenin eine Schlüsselrolle spielt.  

Wnt-Rezeptorliganden sind sezernierte Proteine, die posttranslational durch Glykosylie-

rungen und Konjugation mit einer Palmitinsäurekette modifiziert werden (Mikels et al., 

2006). Bei Säugetieren, so auch beim Menschen, sind insgesamt 19 verschiedene Wnt-

Rezeptor-Liganden bekannt. Mittels phylogenetischer Analyse konnten diese in insge-

samt zwölf Subfamilien eingeteilt werden. Davon bestanden elf Subfamilien bereits in 

der frühen Evolution der Metazoen vor ca. 650 Millionen Jahren. Dies lässt darauf 
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schließen, dass die Wnt-Signalmoleküle evolutionär hoch konserviert und ihre Funktio-

nen nicht redundant sind (van Amerongen et al., 2009). 

Die ersten Untersuchungen zu den Effekten der Wnt-Liganden waren meist Gentrans-

ferexperimente in Zellkultursystemen und Tiermodellen. Diese Studien führten zur Ein-

teilung der Wnt-Liganden in zwei Gruppen. Die Moleküle der einen Gruppe, wie z. B. 

Wnt1, waren in der Lage, bei Überexpression in Xenopus laevis (glatter Krallenfrosch) 

eine sekundäre dorsal-ventrale Achse auszubilden. Die Mitglieder der anderen Gruppe, 

wie z.B. Wnt5a, konnten dies nicht. Die Fähigkeit der Ausbildung dieser morphologi-

schen Besonderheiten ging einher mit einem Anstieg der Menge an freiem beta-Catenin 

im Zytoplasma (van Amerongen et al., 2008), wohingegen Wnt5a Effekte zeigte, die 

völlig unabhängig von beta-Catenin zu sein schienen. 

Auf diese Studien geht die Einteilung des Wnt-Signalwegs in den sogenannten kanoni-

schen und die nicht-kanonischen Wnt-Signalwege zurück. Unter kanonischen Wnt-

Liganden versteht man seitdem solche, die ihre Effekte auf die Zielzelle durch Stabilisie-

rung des beta-Catenin/TCF-Transkriptionsfaktor-Komplexes als Haupteffektor dieses 

Signalwegs ausüben. Da das beta-Catenin-Gen in zahlreichen Tumoren des Menschen 

Mutationen aufweist, galt das wissenschaftliche Interesse vor allem der Erkennung mo-

lekularer Mechanismen, durch welche die Aktivität von beta-Catenin kontrolliert werden 

kann. So lag der Fokus auf der Erforschung des kanonischen Wnt-Signalwegs. Heutzu-

tage weiß man jedoch, dass Wnt-Liganden nicht intrinsisch über den kanonischen oder 

die nicht-kanonischen Wnt-Signalwege wirken, sondern die durch sie vermittelten Sig-

nalkaskaden von dem Angebot der Wnt-Rezeptoren auf den Zellmembranen abhängig 

sind (van Amerongen et al., 2009). Über die Wirkmechanismen der nicht-kanonischen 

Wnt-Signalwege ist bisher nur wenig bekannt. Ihre Wirkungen werden über zahlreiche 

zelluläre Signalmoleküle vermittelt, z. B. durch die Aktivierung von Rho-GTPasen, c-Jun 

N-terminalen Kinasen und durch Kalzium-abhängige Signalwege (De, 2011; van Ame-

rongen et al., 2009). 

Zu den Wnt-Rezeptoren gehört die Familie der Frizzled-Rezeptoren. Dies sind Rezepto-

ren mit einer sieben-transmembranösen Domäne und einer extrazellulären Wnt-

Bindungsstelle in Form einer Cystein-reichen Domäne (Bhanot et al., 1996). Es sind 

insgesamt zehn humane Frizzled-Rezeptoren bekannt (van Amerongen et al., 2009).  

Als Korezeptoren sind die LRP-Rezeptoren 5 und 6 (Low-density Lipoprotein Receptor-

related Protein) entdeckt worden (Tamai et al., 2000). Dies sind Rezeptoren mit einer 



Einleitung  16 

einfachen transmembranösen Domäne (Mao et al., 2001). Sie weisen im Verhältnis 

zum intrazellulären Teil eine wesentlich längere extrazelluläre Sequenz auf. Es wird 

angenommen, dass es bei Bindung eines Wnt-Liganden an einen Frizzled-Rezeptor zur 

Komplexbildung mit einem der beiden LRP-Korezeptoren kommt, wodurch das Wnt-

Signal transduziert wird (Mikels et al., 2006). 

 

1.3.3 Die Signalkaskade des kanonischen Wnt-Signalwegs 

Beta-Catenin spielt für die Regulation der Wnt-Signaltransduktion eine maßgebende 

Rolle. Ohne Bindung eines aktivierenden Wnt-Liganden an die Wnt-Rezeptoren wird 

das im Zytoplasma vorliegende beta-Catenin durch die Glykogen-Synthase-Kinase-

3beta (GSK-3β) konstitutiv phosphoryliert. Diese ist Teil des sogenannten destruction 

complex, zu dem u. a. auch die Casein-Kinase-1-alpha (CK-1α), Axin und das APC-

Protein (Adenomatous Polyposis Coli Protein) gehören. Die Phosphorylierung von beta-

Catenin führt zu seiner Ubiquitin-vermittelten Degradation durch Proteasomen im Zyto-

plasma, sodass die Konzentration von beta-Catenin im Zytoplasma gering gehalten wird 

(vgl. Abb. 1.3.1 a) 

Die Bindung eines Wnt-Liganden (Wnt) an den Wnt-Rezeptorkomplex, bestehend aus 

einem Frizzled-Rezeptor und einem der beiden Korezeptoren LRP5 oder LRP6, führt 

zur Aktivierung des Signalwegs. Hierbei kommt es über eine intrazelluläre Signalver-

mittlung, die bisher im Detail noch nicht vollständig geklärt ist, zur Hemmung des de-

struction complex. Die Proteine Dishevelled und Axin sollen hierbei eine wichtige Rolle 

spielen. So bindet Axin bei Aktivierung des Signalwegs an eine zuvor phosphorylierte 

Sequenz innerhalb der zytoplasmatischen Domäne von LRP5 (Mikels et al., 2006). Es 

wird vermutet, dass dies zur Auflösung des destruction complex beiträgt, wodurch er 

inaktiviert wird. Dadurch kann beta-Catenin nun nicht mehr durch die Glykogen-

Synthase-Kinase-3beta phosphoryliert werden, sondern akkumuliert im Zytoplasma und 

transloziert in den Nukleus. Dort bindet es u. a. an Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-

Familie. Es gibt vier Mitglieder der TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren (T cell-specific 

Transcription Factor/Lymphoid Enhancer-binding Factor). Diese sind TCF-1 (bzw. TCF-

7), LEF-1, TCF-3 (bzw. TCF7L1) und TCF-4 (bzw. TCF7L2). Jeder dieser Transkripti-

onsfaktoren bildet zusammen mit dem Transkriptionsrepressor Groucho und Histon-

deacetylasen in Abwesenheit von beta-Catenin einen transkriptionsreprimierenden 

Komplex durch Bindung an die Konsensussequenz CTTTG[A/T][A/T] der Wnt-Zielgen-
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Promotoren. Das in den Zellkern translozierte beta-Catenin verdrängt Groucho aus die-

ser Bindung, wodurch es zur Konvertierung des Signals in ein transkriptionsaktivieren-

des Signal kommt (Jin, 2008). Es folgt die Expression von Zielgenen des kanonischen 

Wnt-Signalwegs (Gordon et al., 2006), von denen mittlerweile zahlreiche bekannt ge-

worden sind, z. B. die Zellzyklusregulatoren c-Myc und Zyklin D1 (Schinner et al., 2008) 

(vgl. Abb. 1.3.1 b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.4 Bedeutung des kanonischen Wnt-Signalwegs für die pankreatische beta-

Zelle 

Der kanonische Wnt-Signalweg ist von Bedeutung für die pankreatische beta-Zelle. 

Humangenetische Studien lenkten schon 2004 die Aufmerksamkeit in der Diabetesfor-

schung auf den Wnt-Signalweg. In einer japanischen Studie konnte erstmals gezeigt 

werden, dass Mutationen innerhalb des für den Wnt-Liganden Wnt5b kodierenden Gens 

eine signifikante Assoziation mit der Erkrankung an Diabetes mellitus Typ 2 zeigen (Ka-

a) b) 

Abb. 1.3.1 Schematische Darstellung des kanonischen Wnt-Signalwegs  
a) Ohne Bindung eines Wnt-Liganden am Wnt-Rezeptor kommt es zur konstitutiven De-
gradation von beta-Catenin im Zytoplasma. 
b) Die Bindung eines Wnt-Liganden führt zur Hemmung des destruction complex (vgl. 
Kap. 1.3.3), wodurch es zur beta-Catenin/TCF-vermittelten Wnt-Zielgentranskription 
kommt. 
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nazawa et al., 2004). Erneute Aufmerksamkeit wurde dem Wnt-Signalweg zuteil, als 

2006 in einer sogenannten genomweiten Assoziationsstudie durch Grant et al. gezeigt 

wurde, dass bestimmte Polymorphismen einzelner Nukleotide in den Intronregionen des 

für den Transkriptionsfaktor TCF7L2 kodierenden Gens mit dem bisher bekannten größ-

ten Risiko einhergehen, an Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken (Grant et al., 2006). 

Es konnte gezeigt werden, dass heterozygote und homozygote Träger der Risikoallele 

ein relatives Risiko für die Erkrankung an Diabetes mellitus Typ 2 von 1,45 bzw. 2,41 

verglichen mit Nichtträgern der Risikoallele haben. Dies führt bei einer Prävalenz der 

Heterozygoten von ca. 38 % und der Homozygoten von ca. 7 % zu einem Populations-

attributablen Risiko von 21 %. Verglichen mit anderen Diabetes-assoziierten Genen, 

wie z. B. Mutationen im KCNJ11- oder PPAR-gamma-Gen, zeigten die Polymorphismen 

innerhalb der TCF7L2-Genregion mit einer Odds Ratio pro vererbtem Risikoallel zwi-

schen 1,31 und 1,43 die bisher bekannte stärkste Assoziation mit dem Auftreten von 

Diabetes mellitus (Frayling, 2007). 

Florez et al. bestätigten in einer Studie innerhalb des Diabetes Prevention Program an 

Teilnehmern mit verminderter Glukosetoleranz, dass die Progression zum manifesten 

Diabetes mellitus Typ 2 positiv assoziiert mit bestimmten Polymorphismen innerhalb 

von TCF7L2 ist (Florez et al., 2006). Diese Assoziation der entdeckten Polymorphismen 

wurde durch mehrere genomweite Assoziationsstudien (Saxena et al., 2007; Scott et 

al., 2007; Sladek et al., 2007; Zeggini et al., 2007) und zahlreiche Studien an verschie-

denen ethnischen Gruppen bestätigt (Chang et al., 2007; Damcott et al., 2006; Hayashi 

et al., 2007; Horikoshi et al., 2007; Lehman et al., 2007; Marzi et al., 2007; Sale et al., 

2007; Chandak et al., 2007). Bisher ist noch nicht geklärt, wie diese Polymorphismen, 

die innerhalb der Intronregionen des TCF7L2-Gens lokalisiert sind, zu der Entwicklung 

des Diabetes beitragen.  

Zunächst wurde eine veränderte GLP-1-Sekretion und damit ein verminderter Inkretin-

effekt bei den Risikoallelträgern vermutet, da die Proglukagonexpression und die GLP-

1-Biosynthese in intestinalen L-Zellen durch den kanonischen beta-Catenin/TCF7L2-

Transkriptionskomplex reguliert werden (Yi et al., 2005). Diese Vermutung ließ sich je-

doch nicht bestätigen, denn während der Durchführung von oralen Glukosetoleranztests 

wurden keine Unterschiede in den Plasmakonzentrationen von GLP-1 zwischen gesun-

den Risikoallelträgern und -nichtträgern gefunden (Lyssenko, 2008; Pilgaard et al., 

2009; Schafer et al., 2007; Villareal et al., 2010). Dagegen zeigte sich die GLP-1-

induzierte Insulinsekretion bei Risikoallelträgern reduziert (Pilgaard et al., 2009; Schafer 
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et al., 2007). In vitro Versuche ergaben, dass in Langerhans’schen Inseln von Men-

schen mit Diabetes mellitus Typ 2 und von Nagern mit diabetischer Stoffwechsellage 

die Expression von TCF7L2 auf mRNA-Ebene zwar erhöht, auf Proteinebene jedoch 

vermindert ist (Lyssenko, 2008; Shu et al., 2009). Ein Knockdown von TCF7L2 durch 

spezifische siRNA in isolierten murinen und humanen Inseln führte zu einer verminder-

ten Glukose-stimulierten Insulinsekretion (Shu et al., 2008). Ferner zeigte sich eine 

verminderte Expression von Genen, die an der Fusion der insulinsekretorischen Granu-

la mit der Zellmembran beteiligt sind, worin eine gestörte Insulin-Exozytose begründet 

wurde (da Silva Xavier G et al., 2009). Zusätzlich kam es unter einem Knockdown von 

TCF7L2 zu einer verminderten Expression des GLP-1-Rezeptors, was mit einem voll-

ständigen Verlust der GLP-1-vermittelten Glukose-induzierten Insulinsekretion einher-

ging (Shu et al., 2009). In der Zusammenschau scheint daher nicht eine veränderte 

Sekretion von GLP-1, sondern eine verminderte GLP-1-Responsivität der beta-Zelle 

durch die Polymorphismen innerhalb von TCF7L2 wahrscheinlich (Mussig et al., 2010; 

Schinner et al., 2009b).  

In verschiedenen Studien konnte bereits sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene 

(Heller et al., 2002; Heller et al., 2003; Lee et al., 2008; Papadopoulou et al., 2005) ge-

zeigt werden, dass wichtige Komponenten des kanonischen Wnt-Signalwegs in pankre-

atischen beta-Zellen exprimiert werden, was auf seine Bedeutung für die beta-

Zellphysiologie hinweist. Ein intakter Wnt-Signalweg ist von großer Bedeutung für die 

Insulinsekretion der beta-Zellen (Jin, 2008; Schinner et al., 2009b). Fujino et al. de-

monstrierten, dass adulte LRP5-Knockout-Mäuse im Alter von sechs Monaten bei 

Durchführung eines intraperitonealen Glukosetoleranztests eine verminderte Glukoseto-

leranz unter Ausschluss einer Insulinresistenz zeigten (Fujino et al., 2003). Bezüglich 

des Pankreasgewichts, des pankreatischen Insulingehalts und der Inselarchitektur wie-

sen die LRP5-Knockout-Mäuse keine Veränderungen auf. Auch in vitro zeigten die iso-

lierten Inseln der Knockout-Mäuse eine verminderte Glukose-stimulierte Insulinsekreti-

on, welche auf ein gestörtes Glukosesensing der beta-Zelle zurückgeführt wurde. Die 

Stimulation von Wildtyp-Inseln mit den Wnt-Rezeptorliganden Wnt3a und Wnt5a führte 

zu einer verstärkten Glukose-stimulierten Insulinsekretion. Dies konnte in LRP5-

Knockout-Inseln unter Wnt3a-Stimulation nur dann erreicht werden, wenn diese mit ei-

nem rekombinanten, für den humanen LRP5-Rezeptor kodierenden Adenovirus infiziert 

worden waren.  
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Ein Knockdown des wichtigen Transkriptionsfaktors TCF7L2 durch siRNA führte in iso-

lierten murinen und humanen Inseln ebenfalls zu einer verminderten Glukose-

stimulierten Insulinsekretion und zu einem reduziertem Effekt von GLP-1 auf die Gluko-

se-stimulierte Insulinsekretion (Shu et al., 2008).  

Adipozyten exprimieren Wnt-Signalmoleküle, so z. B. die Wnt-Liganden Wnt10b und 

Wnt3a, über welche para- und endokrine Effekte vermittelt werden (Schinner et al., 

2007). Ein mit humanen Adipozyten konditioniertes Zellkulturmedium führte in diesem 

Zusammenhang zur Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in kultivierten INS-1 

beta-Zellen. Die Insulinsekretion isolierter primärer muriner Inseln konnte Wnt-Signal-

vermittelt durch Adipozyten-konditioniertes Medium erhöht werden und die Stimulation 

mit Wnt3a führte zu einer verstärkten Expression der für das Glukosesensing wichtigen 

Glukokinase. Da beta-Catenin die Aktivität des Glukokinasegens in beta-Zellen steiger-

te, wurde das Glukokinasegen als neues Zielgen des Wnt-Signalwegs entdeckt (Schin-

ner et al., 2008). Dies erhärtet den Verdacht in Zusammenschau der Ergebnisse von 

Fujino et al., dass es unter Wnt-Signalaktivierung zu einer erhöhten Insulinsekretion 

durch verbessertes Glukosesensing in pankreatischen beta-Zellen kommt (Schinner et 

al., 2009b; Welters et al., 2008). 

Doch nicht nur für die Insulinsekretion scheint der Wnt-Signalweg eine wichtige Rolle zu 

spielen, sondern er stellt sich auch als Regulator des Zellzyklus und der Proliferation 

der beta-Zellen dar. Rulifson et al. zeigten, dass rekombinantes Wnt3a die Expression 

wichtiger beta-Zellzyklusregulatoren wie Zyklin D2 und Pitx2 in isolierten murinen und 

humanen Inseln und in pankreatischen beta-Zellen einer murinen beta-Zelllinie induzier-

te, was mit einer erhöhten Proliferationsrate einherging. Die spezifische Überexpression 

von beta-Catenin in insulinproduzierenden beta-Zellen führte bei transgenen Mäusen im 

Alter von drei Monaten zu einer verstärkten Expression von Proliferationsmarkern und 

einer vermehrten beta-Zellmasse. Umgekehrt fand sich unter Überexpression des Wnt-

Inhibitors Axin eine um 60 % reduzierte postnatale beta-Zellexpansion im Vergleich zu 

Kontrollmäusen (Rulifson et al., 2007).  

Der Knockdown von TCF7L2 in isolierten humanen Inselzellen führte nicht nur zu einer 

verminderten Insulinsekretion, sondern auch zu einer verminderten Proliferationsrate 

und einer erhöhten Apoptoserate. Im Gegensatz dazu führte eine Überexpression von 

TCF7L2 in Inselzellen zu einem zellulären Schutz vor Glukotoxizität und Zytokin-
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vermittelter Toxizität im Bezug auf die Glukose-stimulierte Insulinsekretion, Proliferation 

und Apoptose (Shu et al., 2008).  

Das mit humanen Adipozyten konditionierte Zellkulturmedium führte neben der Insulin-

sekretionssteigerung auch zu einer Wnt-vermittelten Steigerung der Proliferation von 

INS-1 beta-Zellen und primären beta-Zellen von C57BL/6-Wildtyp-Mäusen. Im Einklang 

damit führte eine Behandlung von INS-1 beta-Zellen mit Adipozyten-konditioniertem 

Medium zu einer verstärkten Aktivität des Zyklin D1-Promotors (Schinner et al., 2008). 

Es wurde bereits erkannt, dass der Wnt-Signalweg nicht nur durch die Wnt-Liganden 

aktiviert werden kann, sondern auch durch andere physiologische Stimuli, wie z. B. In-

sulin (Yi et al., 2008) und das Inkretinhormon GLP-1 (Liu et al., 2008). Anhand von 

TCF-Reportergen-Assays identifizierten Liu und Habener GLP-1 und das langwirksame 

GLP-1-Analogon Exendin-4 als Aktivatoren des kanonischen Wnt-Signalwegs in pan-

kreatischen INS-1 beta-Zellen und isolierten primären Inseln der Maus. Die Stimulation 

von INS-1 beta-Zellen mit Exendin-4 führte zu einer verstärkten Proliferation und Ex-

pression der Zellzyklusregulatoren und bekannten Wnt-Zielgene Zyklin D1 und c-Myc. 

Eine Chromatin-Immunopräzipitation unter Exendin-4-Stimulation zeigte im Einklang 

damit eine verstärkte Interaktion von beta-Catenin und TCF7L2 mit dem Zyklin D1-

Promotor. Die Hemmung von TCF7L2 sowohl durch die stabile Transfektion mit einer 

dominant-negativen Mutante von TCF7L2 (dn-TCF7L2) als auch die transiente Infektion 

mit einem dn-TCF7L2-Retrovirus in INS-1 beta-Zellen und primären murinen Inseln 

führte zu einer verminderten basalen Proliferationsrate und verhinderte den fördernden 

Effekt von Exendin-4 auf die beta-Zellproliferation. Ein hiermit vergleichbares Ergebnis 

wurde durch den Knockdown von beta-Catenin erzielt. Hierdurch wird deutlich, dass 

sowohl die basale als auch die Exendin-4-vermittelte Proliferation von beta-Zellen einen 

intakten beta-Catenin/TCF7L2-regulierten Wnt-Signalweg benötigen (Liu et al., 2008).  

Ist die Relevanz des kanonischen Wnt-Signalwegs für die Physiologie der adulten beta-

Zelle schon in zahlreichen Studien deutlich geworden, gibt es noch einige Unklarheiten 

seine Bedeutung für die pränatale beta-Zelle betreffend (Welters et al., 2008). Es be-

steht bereits Konsens darüber, dass zu Beginn der Pankreasentwicklung eine Inhibition 

des Wnt-Signalwegs notwendig für die Spezifikation von pankreasspezifischen Zellen 

aus dem Endoderm ist (Heller et al., 2002; McLin et al., 2007; Murtaugh, 2008). Studien 

zur Bedeutung der Wnt-Aktivität zu einem späteren pränatalen Entwicklungsstadium 

zeigen allerdings bisher noch keine eindeutigen Ergebnisse. Einerseits wurde gezeigt, 



Einleitung  22 

dass eine Inhibition der kanonischen Wnt-Signalaktivität in dem sich entwickelnden 

Pankreas nicht zu einer Störung von Entwicklung und Funktion der endokrinen Pan-

kreasfraktion führte (Papadopoulou et al., 2005). Andererseits ergaben die Ergebnisse 

von Dabernat et al., dass eine fehlende beta-Catenin-Expression in pränatalen pankrea-

tischen beta-Zellen starke Defekte der Entwicklung des endokrinen Pankreas zur Folge 

hatte (Dabernat et al., 2009). Auch wenn die Ergebnisse zunächst nicht unmittelbar in 

Einklang miteinander zu bringen sind, wird durch sie die Komplexität des kanonischen 

Wnt-Signalwegs in der pankreatischen beta-Zelle deutlich. Es scheint, dass der genaue 

Zeitpunkt der Wnt-Signalinaktivierung von großer Bedeutung für die ungestörte Entwick-

lung der beta-Zelle ist (Murtaugh, 2008).  

Auch für die adulte beta-Zellen gibt es Studienergebnisse, die auf eine komplexe Regu-

lation der beta-Zellfunktion durch den kanonischen Wnt-Signalweg hinweisen. Grapin-

Botton et al. konnten mit Hilfe eines Wnt-spezifischen Reportergens eine Aktivierung 

des kanonischen Wnt-Signalwegs in der prä- und perinatalen insulinproduzierenden 

Inselzelle nachweisen. Diese war jedoch in den beta-Zellen von sechs Wochen alten 

Mäusepankreata nicht mehr detektierbar (Dessimoz et al., 2005). Eine weitere Studie 

zeigte, dass in pankreatischen Inseln eines Mausmodells zur Adipositas und Insulinre-

sistenz, der sogenannten ob/ob-Maus, die Expression des Wnt-Liganden Wnt4 im Ver-

gleich zu etwa neun Wochen alten Wildtyp-Mäusen verstärkt war. Gleichzeitig konnte 

weder in den Wildtyp-Mäusen noch in dem insulinresistenten Mausmodell eine endoge-

ne Aktivität des kanonischen Wnt-Signalwegs mit Hilfe eines Reportertransgens in den 

Langerhans’schen Inseln gefunden werden. Wnt4 wurde als Antagonist des kanoni-

schen Wnt-Signalwegs in beta-Zellen identifiziert (Krutzfeldt et al., 2010).  

Trotz der bereits zahlreich durchgeführten Studien zum Wnt-Signalweg in pankreati-

schen beta-Zellen gibt es noch wichtige unbeantwortete Fragen. Die Expression wichti-

ger Komponenten des kanonischen Wnt-Signalwegs in pankreatischen beta-Zellen un-

terstreicht dessen Relevanz für die beta-Zellphysiologie. Jedoch ist bisher die Regulati-

on der Expression von endogenen Wnt-Signalmolekülen in beta-Zellen unbekannt. Die 

verstärkte Expression von Wnt4 unter Insulinresistenz in Zusammenhang mit seiner 

antagonisierenden Wirkung auf die Wnt-Signalaktivität in adulten beta-Zellen, lässt wei-

tere Fragen zu seiner Rolle für die beta-Zellphysiologie aufkommen. 
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1.4 Ziel der Arbeit 

Pankreatische beta-Zellen haben die Fähigkeit, sich wechselnden metabolischen Ge-

gebenheiten anzupassen. Beim Auftreten einer Insulinresistenz wird durch eine kom-

pensierende Hyperinsulinämie ein normoglykämischer Zustand aufrechterhalten (Guill-

ausseau et al., 2003; Weir et al., 2001). Häufig kommt es im weiteren Verlauf aufgrund 

einer beta-Zelldysfunktion zur Entwicklung eines manifesten Diabetes mellitus Typ 2. 

Die Mechanismen, die zur Adaptation der beta-Zellen an die veränderten metabolischen 

Anforderungen und zum beta-Zelluntergang führen, sind im Detail noch nicht geklärt. 

Arbeiten der letzten Jahre zeigten, dass bestimmte Polymorphismen innerhalb des 

TCF7L2-Gens die bisher bekannte stärkste Assoziation mit dem Auftreten von Diabetes 

mellitus Typ 2 aufweisen (Florez et al., 2006; Frayling, 2007; Grant et al., 2006) und 

machten eine wichtige Rolle des kanonischen Wnt-Signalwegs für die Regulation we-

sentlicher beta-Zellfunktionen deutlich. Zudem wurde erkannt, dass Exendin-4, ein Ana-

logon des intestinalen Glucagon-like Peptide-1, einen Teil seiner proliferativen Wirkung 

auf die beta-Zelle über den kanonischen Wnt-Signalweg ausübt (Liu et al., 2008).  

Wichtige Komponenten des kanonischen Wnt-Signalwegs werden in pankreatischen 

Langerhans’schen Inseln exprimiert (Heller et al., 2002; Heller et al., 2003; Lee et al., 

2008). Die Expression des Wnt-Rezeptorliganden Wnt4 ist in pankreatischen Inseln in-

sulinresistenter Mausmodelle verstärkt (Krutzfeldt et al., 2010). Die physiologische Be-

deutung dessen ist bisher unklar. Die Regulation von Wnt-Signalmolekülen durch 

pharmakologische und metabolische Stimuli in beta-Zellen ist weitestgehend unbe-

kannt. Daher wurde in dieser Arbeit die Wirkung verschiedener Antidiabetika und ver-

schiedener Glukosekonzentrationen auf die Expression der endogenen Wnt-

Signalmoleküle Wnt4, Wnt10b, LRP5, Frizzled-4 und TCF7L2 in der beta-Zelllinie INS-1 

und in primären pankreatischen Langerhans’schen Inseln der Maus analysiert und Un-

tersuchungen zur Funktion von Wnt4 für die beta-Zelle durchgeführt. 

Diese Arbeit soll dazu dienen, einen Einblick in die Regulation der Expression von en-

dogenen Wnt-Signalmoleküle durch pharmakologische und metabolische Stimuli zu 

erlangen und das Verständnis für deren physiologische Bedeutung in pankreatischen 

beta-Zellen zu erweitern. Diese grundlagenwissenschaftlichen Erkenntnisse könnten 

zur weiteren Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze des Diabetes mellitus Typ 2 

beitragen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Reagenzien 

 

Substanz Firma 

  
[methyl-H3] Thymidine  Hartmann Analytic (Braunschweig) 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Acrylamide (30 %)/ Bis Solution, 37, 5:1 Bio-Rad (München) 

Agarose Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Antikörper: 

 Anti-beta-Aktin-Antikörper 

 Anti-Wnt-4-Antikörper 

 

 Rabbit polyclonal to Goat IgG (HRP) 

 Rabbit polyclonal to Mouse IgG (HRP) 

 

Sigma-Aldrich (Steinheim) 

R&D Systems GmbH (Wiesbaden-

Nordenstadt) 

Abcam (Cambridge, UK) 

Abcam (Cambridge, UK) 

APS (Ammoniumpersulfat)  Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Aqua destillata Otto Fischar GmbH & Co. KG (Saar-

brücken-Scheidt) 

BCA™ Protein Assay Kit Thermo Scientific (Waltham, Massachu-

setts, USA) 

Bromphenolblau Merck (Darmstadt) 

BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

CelLytic™m Cell Lysis Reagent Sigma-Aldrich (Steinheim) 

D-(+)-Glukose Sigma-Aldrich (Steinheim) 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Entwickler  Agfa Healthcare NV (Mortsel, Belgien) 

Ethanol Merck (Darmstadt) 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Exendin-4 Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Fixierer Agfa Healthcare NV (Mortsel, Belgien) 

Gene RulerTM Ultra Low Range DNA 

Ladder 

Thermo Scientific (Waltham, Massachu-

setts, USA) 
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HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl-

ethansulfonsäure)  

Sigma-Aldrich (Steinheim) 

HiPerFect-Transfektionsreagenz Qiagen GmbH (Hilden) 

Insulin  Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Insulin-RIA Kit Millipore Corporation (Billerica, Massa-

chusetts, USA) 

Kälberserum, fetales (FKS) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Kaleidoscope Prestained Standards Bio-Rad (München) 

Kaliumchlorid Merck (Darmstadt) 

Kalziumchlorid Merck (Darmstadt) 

Kollagenase (Collagenase NB 8 Broad 

Range) 

Serva Electrophoresis (Heidelberg) 

Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Metformin (1,1-Dimethylbiguanid Hydro-

chlorid) 

Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Methanol Merck (Darmstadt) 

Nanofectamin PAA Laboratories GmbH (Cölbe) 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Natriumdihydrogenphosphat Merck (Darmstadt) 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck (Darmstadt) 

Nonfat Dry Milk Cell Signaling Technology (Danvers, 

Massachusetts, USA) 

PCR-Primer: 

- Rattus norvegicus: 

 Cyclin D1 (Ccnd1) 

 Frizzled homolog 4 (Fzd4) 

 Low density lipoprotein receptor-

related protein 5 (Lrp5) 

 TATA box binding protein (TBP) 

 Transcription factor 7-like 2, T-cell 

specific (Tcf7l2) 

 Wingless-type MMTV integration site 

family, member 10B (Wnt10b) 

 Wingless-type MMTV integration site 

 

 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Qiagen GmbH (Hilden) 

 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Qiagen GmbH (Hilden) 

 

Qiagen GmbH (Hilden) 

 

Qiagen GmbH (Hilden) 
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family, member 4 (Wnt4) 

- Mus musculus: 

 Actin, beta (Actb) 

 Ins2 (Insulin II) 

 Wingless-related MMTV integration 

site 4 (Wnt4) 

 

 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Penicillin-Streptomycin-Lösung (10 000 

U/ml Penicillin, 10 000 µg/ml Streptomy-

cin) 

Invitrogen (Darmstadt) 

pRL-TK-Plasmid Promega (Mannheim) 

Restore Western blot Stripping Buffer Thermo Scientific (Waltham, 

Massachusetts, USA) 

Rosiglitazon Enzo Life Sciences AG (Lausen, 

Schweiz) 

Salzsäure Merck (Darmstadt) 

siRNA: 

 Rn_Wnt4_4 FlexiTube siRNA 

 Rn_Wnt4_5 FlexiTube siRNA 

 Rn_Wnt4_6 FlexiTube siRNA 

 AllStars Negative Control siRNA 

 Allstars Neg. siRNA AF 488 

 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Qiagen GmbH (Hilden) 

Storage and Loading Buffer  Thermo Scientific (Waltham, Massachu-

setts, USA) 

SuperSignal West Pico Chemilumines-

cent Substrate 

Thermo Scientific (Waltham, 

Massachusetts, USA) 

Szintillationscocktail (Betaplate Scint) Perkin Elmer (Waltham, Massachusetts, 

USA) 

TEMED (N, N, N’, N’-

Tetramethylethylenediamine) 

Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Tolbutamid Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Topflash-Plasmid Upstate Cell Signaling Solutions (Char-

lottesville, Virginia, USA) 

Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Trypanblaulösung (0,4 %) Sigma-Aldrich (Steinheim) 
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Trypsin (5 %-Trypsin-EDTA) Invitrogen (Darmstadt) 

Tween® 20 Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Wnt3a, rekombinant R&D Systems GmbH (Wiesbaden-

Nordenstadt) 

Wnt4, rekombinant R&D Systems GmbH (Wiesbaden-

Nordenstadt) 

  

2.1.2 Medien 

 

Medium Firma 

  
D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me-

dium) 

Invitrogen (Darmstadt) 

HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution) Pan Biotech (Aidenbach) 

RPMI-Medium 1640 [-] (D)-Glukose Invitrogen (Darmstadt) 

RPMI-Medium 1640 + GlutaMAX™-I Invitrogen (Darmstadt) 

 

Modifiziertes Medium Zusammensetzung 

  
HBSS mit FKS  HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution) 

10 % fetales Kälberserum 

1 % Penicillin-Streptomycin-Lösung 

RPMI-Medium (Basal-Medium) RPMI-Medium 1640 + GlutaMAX™-I mit 

11 mM Glukosekonzentration 

10 % fetales Kälberserum 

1 % Penicillin-Streptomycin-Lösung  

RPMI-Medium (Hochglukose) RPMI-Medium 1640 [-] (D)-Glukose  

16,7 mM Glukose 

10 % fetales Kälberserum 

1 % Penicillin-Streptomycin-Lösung 

RPMI-Medium (Niedrigglukose) RPMI-Medium 1640 [-] (D)-Glukose  

5,5 mM Glukose 

10 % fetales Kälberserum 

1 % Penicillin-Streptomycin-Lösung 
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2.1.3 Lösungen und Puffer 

 

Lösung/Puffer Zusammensetzung 

  
APS-Lösung (10 %) 100 g/l Ammoniumpersulfat 

Blockpuffer/Antikörperverdünnungslösung 5,0 g Nonfat Dry Milk/100 ml TBST-

Puffer 

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered 

Saline) 

Invitrogen (Darmstadt) 

Elektrodenpuffer (1 l) 2,9 g Glycin 

5,8 g Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan 

3,7 ml 10 % SDS  

200 ml Methanol 

Aqua dest. 

Krebs-Ringer-HEPES-Puffer 154 mM Natriumchlorid 

154 mM Kaliumchlorid  

154 mM Magnesiumsulfat  

100 mM Natriumdihydrogenphosphat  

100 mM Kalziumchlorid  

10 mM HEPES 

Probenpuffer (Western Blot) 1,25 ml 0,5 M Tris-Puffer  

2,5 ml Glycerol 

2 ml 10 % SDS  

0,2 ml 0,5 % Bromphenolbau  

3,55 ml Aqua dest. 

SDS-Laufpuffer (pH 8,3; 10-fach; 1 l) 30,3 g Tris-(Hydroxymethyl)-

aminomethan 

144,0 g Glycin 

10,0 g SDS 

Aqua dest.  

SDS-Lösung (10 %) 100 g/l Natriumdodecylsulfat 

TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) Serva Electrophoresis (Heidelberg) 

TBST-Puffer (pH 7,5; 10-fach; 0,5 l)  6,1 g Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan 

4,5 g Natriumchlorid 
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0,5 ml Tween® 20  

Aqua dest.  

TE-Puffer Promega (Mannheim) 

Tris-Puffer (pH 6,8; 0,5 M; 0,1 l) 6,0 g Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan 

Aqua dest. 

Tris-Puffer (pH 8,8; 1,5 M; 0,1 l) 18,0 g Tris-(Hydroxymethyl)-

aminomethan 

Aqua dest.  

 

2.1.4 Gele 

 

Gel Zusammensetzung 

  
Agarosegel (1,5 %) 1,5 g Agarose 

100 ml TAE-Puffer 

Sammelgel (5 %) 0,51 ml 30 % Acrylamid  

0,75 ml 0,5 M Tris-Puffer  

30 µl 10 % SDS  

13 µl 10 % APS  

3 µl TEMED 

1,7 ml Aqua dest. 

Trenngel (12 %) 4,0 ml 30 % Acrylamid  

2,5 ml 1,5 M Tris-Puffer  

0,1 ml 10 % SDS  

0,1 ml 10 % APS  

4,0 ml TEMED 

3,3 ml Aqua dest. 

  

2.1.5 Verbrauchsmaterialien 

 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

  
96-Well-Platte mit Glasfaserfiltern (UniFil-

ter®-96, GF/C®) 

Perkin Elmer (Waltham, Massachusetts, 

USA) 
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96-Well-Platten, flat-bottom, untreated  Nunc (Wiesbaden) 

Abdeckfolien (Sealing Tape) Nunc (Wiesbaden) 

Amersham Hyperfilm™ ECL (High per-

formance chemiluminescence film) 

GE-Healthcare (Amersham, Bucking-

hamshire, UK) 

Filterpapier Bio-Rad (München) 

Kryo-Röhrchen Nunc (Wiesbaden) 

MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate 

(0,1 ml) 

Applied Biosystems (Foster City, Kali-

fornien, USA) 

MicroAmp® Optical Adhesive Film Applied Biosystems (Foster City, Kali-

fornien, USA) 

Neubauer-Zählkammer Brand (Wertheim) 

Nitrocellulose Transfer Membran Whatman (Dassel) 

Pasteurpipetten (steril) Ratiolab GmbH (Dreieich) 

PCR Tubes (0,2 ml) Biozym Scientific GmbH (Hessisch 

Oldendorf) 

Pipettenspitzen: 

- mit Filter: 

 Extended Length Filter Tips (101-1000 

µl) 

 Bevelled Filter Tips (1-100 µl) 

 Filter Tips (0,1-10 µl) 

 Natural Filter Tips (10 µl XL) 

- ohne Filter: 

 Natural Graduated Pipette Tips (101-

1000 µl) 

 Natural Bevelled Filter Tips (1-200 µl) 

 Extended Length, Natural Tips (0,1-10 

µl) 

 

 

Starlab (Ahrensburg) 

 

Starlab (Ahrensburg) 

Starlab (Ahrensburg) 

Starlab (Ahrensburg) 

 

Starlab (Ahrensburg) 

 

Starlab (Ahrensburg) 

Starlab (Ahrensburg) 

Polystyrol-Röhrchen Sarstedt (Nümbrecht) 

QIAshredder Qiagen GmbH (Hilden) 

QIAshredder™ Qiagen GmbH (Hilden) 

Reaktionsgefäße (1,6 ml, steril) Biozym Scientific GmbH (Hessisch 

Oldendorf) 

RNeasy® Plus Micro Kit Qiagen GmbH (Hilden) 
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RNeasy® Plus Mini Kit Qiagen GmbH (Hilden) 

Sterile Polypropylen-(PP)-Röhrchen (15, 

50 ml) 

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Stripetten (5, 10, 25 ml) Corning Incorporated Costar (Corning, 

New York, USA) 

UVetten® Eppendorf (Hamburg) 

Zellkulturflaschen (50, 250 ml) Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Zellkulturplatten: 

 6-Well-Platte 

 24-Well-Platte 

 96-Well-Platte, F(lat)- bottom 

 96-Well-Platte, round bottom 

 

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Nunc (Wiesbaden) 

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Nunc (Wiesbaden) 

Zellkulturschalen (Ultra-Low-Attachment) Corning Incorporated Costar (Corning, 

New York, USA) 

Zellschaber (Dispenser) TPP-Tissue Culture and Laboratory 

Technology (Trasadingen, Schweiz) 

  

2.1.6 Geräte 

 

Gerät Hersteller 

  
BioPhotometer 

+ DPU414 Thermal Printer 

Eppendorf (Hamburg) 

Seiko Instruments Inc. (Neu-Isenburg) 

Brutschrank BBD 6220 Heraeus (Hanau) 

Gammazähler LB2111 Berthold (Bad Wildbad) 

GelDoc  Bio-Rad (München) 

Luminometer (Lumat LB9507) Berthold Technologies (Bad Wildbad) 

MicroBeta FilterMate-96 Harvester Perkin Elmer (Waltham, Massachusetts, 

USA) 

Microplate Reader (Sunrise Remote Con-

trol) 

+ Software Magellan Standard V 4.00 

Tecan Austria GmbH (Grödig/Salzburg, 

Österreich) 

Real-time PCR-Gerät 

(StepOnePlus™Real-Time PCR System) 

Applied Biosystems (Foster City, Kali-

fornien, USA) 
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Notebook inclusive StepOne™-Software 

v2.0.1 

Dell (Round Rock, Texas, USA) 

Schüttler (Shaker AGT 50) Rettberg (Göttingen) 

Sicherheitswerkbank (Hera Safe) Heraeus (Hanau) 

Szintillationszähler (1450 MicroBeta 

Trilux, Liquid scintillation and lumines-

cence counter) 

Perkin Elmer (Waltham, Massachusetts, 

USA) 

Thermocycler Biometra - Biomedizinische Analytik 

GmbH (Göttingen) 

Thermomixer compact Eppendorf (Hamburg) 

Trans Blot® SD, Semi-dry Transfer Cell Bio-Rad (München) 

UV-Lichtkammer Bio-Rad (München) 

Vortexer (Type REAX 1) Heidolph (Kelheim) 

Western Blot System (Mini-Protean® 3 

Cell) 

Bio-Rad (München) 

Zentrifugen: 

 Biofuge pico 

 Centrifuge 5810 R 

 Zentrifuge universal 30RF 

 

Heraeus (Hanau) 

Eppendorf (Hamburg) 

Hettich Zentrifugen (Tuttlingen) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Allgemeine Zellkultur 

In der Zellkultur wurden INS-1 beta-Zellen verwendet. Diese sind Zellen einer Ratten-

Insulinoma-Zelllinie, die aus einem transplantierten, Röntgenstrahlen-induzierten Tumor 

entwickelt wurde (Asfari et al., 1992). INS-1 beta-Zellen sind stabile, hoch differenzierte 

beta-Zellen und stellen ein gutes Modell dar, um in vitro Funktionen von beta-Zellen zu 

untersuchen. Sämtliche Arbeitsschritte mit den Zellen wurden unter einer Sterilbank 

(Hera Safe, Heraeus Instruments, Hanau) durchgeführt. Die INS-1 beta-Zellen wurden 

im Brutschrank (BBD 6220, Heraeus Instruments, Hanau) bei 37 °C, 5 % Kohlenstoffdi-

oxid und bei einer Luftfeuchtigkeit von 90 % kultiviert. Verwendet wurden dabei 250 ml 

Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One, Frickenhausen), die mit 20 ml RPMI-Medium 1640 

(Invitrogen, Darmstadt) gefüllt wurden. Dieses wurde versetzt mit 10 % FKS (Fetales 

Kälberserum, Sigma Aldrich, Steinheim), 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomy-

cin (Invitrogen, Darmstadt). Zwei Mal in der Woche wurden die INS-1 beta-Zellen 

passagiert. Dazu wurde das Medium mit einer Pipette (Stripetten, Morning Incorporated 

Costar, Morning, New York) abgesaugt und die Zellen durch Zugabe von 2,5 ml Trypsin 

(Invitrogen, Darmstadt) für drei Minuten vom Boden der Zellkulturflaschen gelöst. Die 

Zellen wurden dann mit 7,5 ml des oben genannten FKS-haltigen Mediums mit Hilfe 

steriler Pipettenspitzen (Starlab, Ahrensburg) in ein steriles 15 ml Röhrchen (Greiner 

Bio-One, Frickenhausen) überführt. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 14.000 Um-

drehungen pro Minute (Zentrifuge universal 30RF, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) wur-

de das Medium vom Zellpellet entfernt. Für die weitere Kultivierung im Brutschrank 

wurden die Zellen je nach Zelldichte im Verhältnis 1:2 bis 1:6 ausgesät, maximal jedoch 

bis zur 25. Passage.  

Für die Stimulationsversuche in den 6-, 24- und 96-Well-Platten wurden die INS-1 beta-

Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer (Brand, Wertheim) ausgezählt und im ent-

sprechenden Volumen ausgesät. Die vereinzelten abgestorbenen Zellen, die durch vor-

heriges Mischen mit Trypanblaulösung (Sigma Aldrich, Steinheim) angefärbt waren, 

wurden beim Auszählen nicht miteinbezogen. 

Zur Langzeitkonservierung der Zellen wurden je 2 × 106 Zellen in RPMI-Medium gelöst. 

Die gelösten Zellen wurden dann im Verhältnis 1:2 mit Einfriermedium gemischt und in 

ein Kryo-Röhrchen (Nunc, Wiesbaden) überführt. Das Einfriermedium enthielt DMSO 
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(Sigma-Aldrich, Steinheim) und FKS im Verhältnis 1:5. Die Zellen wurden danach in 

Flüssigstickstoff bei - 196 °C eingefroren. 

Zur Rekultivierung der INS-1 beta-Zellen wurde zunächst durch einen Waschschritt das 

im Einfriermedium enthaltene DMSO von den Zellen entfernt. Dazu wurden die Zellen in 

ein steriles 15 ml Röhrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) mit 10 ml RPMI-Medium 

überführt. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 14.000 Umdrehungen pro Minute und 4 

°C wurde der Überstand abgenommen und das Zellpellet in 8 ml RPMI-Medium mit 10 

% FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin gelöst. Die Zellen wurden im 

Anschluss in eine 50 ml Zellkulturflasche (Greiner Bio-One, Frickenhausen) überführt. 

Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. Bei ausreichender Konfluenz wurden die 

Zellen in einer 250 ml Zellkulturflasche (Greiner Bio-One, Frickenhausen) weiterkulti-

viert. 

2.2.2 Stimulationen von INS-1 beta-Zellen  

Für die Stimulation der INS-1 beta-Zellen mit den verschiedenen Substanzen wurden 

stets 1×106 Zellen pro Well einer 6-Well-Platte (Greiner Bio-One, Frickenhausen) aus-

gesät. Am nächsten Tag wurde das Medium von den adhärenten Zellen abgenommen 

und durch 2 ml RPMI-Medium ersetzt, welches die entsprechenden Stimulanzien ent-

hielt. Die Stimulationsmedien wurden dabei immer frisch aus vorbereiteten Stocklösun-

gen hergestellt. Soweit nicht anders beschrieben erfolgte die Stimulation der INS-1 be-

ta-Zellen für 24 Stunden. Hieran schloss sich die Verarbeitung der Proben für PCR bzw. 

Western Blot an. 

 

2.2.2.1 Stimulation mit Antidiabetika 

INS-1 beta-Zellen wurden mit den Antidiabetika Exendin-4 (Sigma-Aldrich, Steinheim), 

Insulin (Sigma-Aldrich, Steinheim), Metformin (Sigma-Aldrich, Steinheim), Rosiglitazon 

(Enzo Life Sciences AG, Lausen, Schweiz) und Tolbutamid (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

stimuliert. Mit Ausnahme von Insulin entsprachen die Konzentrationen den üblich ein-

gesetzten Antidiabetikakonzentrationen in in vitro Versuchen. Die Konzentrationen an 

Insulin waren in etwa 5- bis 500-fach höher als die von INS-1 beta-Zellen in 24 Stunden 

sezernierte Insulinmenge, welche in Vorversuchen durch Insulin-Radioimmunoassays 

ermittelt worden war. Die Kontrollproben wurden mit 2 ml RPMI-Medium stimuliert, wel-

che die entsprechenden Lösungsmittel der verschiedenen Stimulanzien enthielten. Dies 

waren DMSO als Lösungsmittel für Tolbutamid und Rosiglitazon und steriles Waser für 
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Metformin, Insulin und Exendin-4. Einen Überblick über die verwendeten Antidiabetika 

und deren eingesetzte Konzentrationen gibt die folgende Tabelle (vgl. Tab. 2.2.1). 

Antidiabetikum Endkonzentrationen 

Exendin-4 0,01 nM, 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM 1) 

Insulin 0,1 µM, 1 µM, 10 µM 

Metformin 10 µM, 50 µM, 500 µM 2) 

Rosiglitazon 0,1 µM, 10 µM, 50 µM 3) 

Tolbutamid 10 µM, 100 µM, 250 µM 4) 

Tab. 2.2.1 Verwendete Antidiabetika zur Stimulation von INS-1 beta-Zellen  

Quellenangaben: 1) Liu et al., 2008; Shu et al., 2008; Song et al., 2008; Yusta et al., 2006; 
2) Irwin et al., 2010; Maida et al., 2011; Mannucci et al., 2001; McKiney et al., 2010; Pan et al., 

2009; 3) Han et al., 2008; Schinner et al., 2002; Schinner et al., 2009a; Welters et al., 2004;  
4) Hatlapatka et al., 2009; Larsson-Nyren et al., 2007; Silva et al., 2008 

 
 

2.2.2.2 Stimulation mit Exendin-4 für unterschiedliche Stimulationsdauer 

INS-1 beta-Zellen wurden für 10, 30 und 60 Minuten und 2, 3, 4, 8, 12 und 24 Stunden 

mit 10 nM Exendin-4 stimuliert und anschließend für PCR-Analysen weiter verwendet. 

 

2.2.2.3 Stimulation mit Exendin-4 und Exendin-(9-39) 

Für die Kostimulation mit Exendin-4 und Exendin-(9-39) (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

wurden INS-1 beta-Zellen entweder mit 10 nM Exendin-4, mit 2 µM Exendin-(9-39) oder 

gleichzeitig mit Exendin und Exendin-(9-39) in den genannten Konzentrationen für 24 

Stunden stimuliert. Das Medium der Kontrollen wurde mit entsprechenden Volumina 

des Lösungsmittels Wasser angereichert.  

 

2.2.2.4 Stimulation mit Exendin-4 und unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 

Für die Stimulation mit Exendin-4 unter verschiedenen Glukosekonzentrationen wurden 

INS-1 beta-Zellen mit 10 nM Exendin-4 stimuliert. Die dazu verwendeten RPMI-Medien 

enthielten niedrige, mittlere und hohe Glukosekonzentrationen von 5,5 mM, 11 mM und 

16,7 mM. Die Kontrollmedien enthielten die unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 

aber kein Exendin-4. Als Referenzproben für die Angabe der relativen Expressionen 

dienten die Zellen, die mit 11 mM Glukose enthaltendem RPMI-Medium ohne Exendin-4 
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stimuliert worden sind. Denn RPMI-Medium mit dieser Glukosekonzentration entspricht 

dem für gewöhnlich verwendeten Kulturmedium für INS-1 beta-Zellen. 

2.2.2.5 Langzeitstimulation mit Exendin-4 

Für die Stimulation der INS-1 beta-Zellen mit Exendin-4 über einen Zeitraum von vier 

Wochen wurden je 1×106 Zellen in eine 50 ml Zellkulturflasche ausgesät. Am nächsten 

Tag wurde das Medium abgenommen und durch 8 ml RPMI-Medium ersetzt, welches 

entweder Exendin-4 in einer Konzentration von 10 nM enthielt oder bezüglich der Kon-

trollen mit dem entsprechenden Volumen an sterilem Wasser angereichert wurde. Alle 

zwei Tage wurden die Medien abgenommen und durch neue Stimulationsmedien er-

setzt. Nach einer Woche wurde ein Drittel der Zellen für die Isolierung der RNA und an-

schließende PCR-Analysen verwendet. Für die weitere Kultivierung der Zellen wurden 

erneut 1×106 Zellen in 50 ml Zellkulturflaschen ausgesät und mit Exendin-4 bzw. Kon-

trollmedium stimuliert. Der Vorgang wurde jeweils im Abstand von sieben Tagen über 

einen Zeitraum von insgesamt vier Wochen wiederholt. 

 

2.2.2.6 Stimulation mit GLUTag-konditioniertem Medium 

GLUTag-Zellen sind enteroendokrine L-Zellen einer stabilen immortalisierten Zelllinie 

mit murinem Ursprung. Diese L-Zellen sezernieren u. a. das Inkretinhormon GLP-1 

(Brubaker et al., 1998; Drucker et al., 1992; Lee et al., 1992; Reimann et al., 2008). 

GLUTag-Zellen wurden über drei Tage in 20 ml Zellkulturmedium D-MEM (Invitrogen, 

Darmstadt) im Brutschrank (BBD 6220, Heraeus Instruments, Hanau) bei 37 °C, 5 % 

Kohlenstoffdioxid und bei einer Luftfeuchtigkeit von 90 % kultiviert. Das Medium wurde 

anschließend abgenommen, steril filtriert und zur Stimulation der INS-1 beta-Zellen 

verwendet. Als Kontrollmedien wurden RPMI-Medium und D-MEM-Medium benutzt, in 

welchen keine GLUTag-Zellen kultiviert worden waren. Die Medien enthielten zusätzlich 

entweder 2 µM des GLP-1-Rezeptorantagonisten Exendin-(9-39) oder dessen Lösungs-

mittel Wasser in entsprechendem Volumen.  

 

2.2.2.7 Stimulation mit verschiedenen Glukosekonzentrationen 

INS-1 beta-Zellen wurden mit 2 ml RPMI-Medium mit den Glukosekonzentrationen 5,5 

mM, 11 mM und 16,7 mM stimuliert. Als Referenzprobe zur Ermittlung der Expression 
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der Wnt-Signalmoleküle wurden hierbei die Proben verwendet, welche mit 11 mM Glu-

kose stimuliert worden waren.  

2.2.2.8 Langzeitstimulation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 

Für die chronische Stimulation der INS-1 beta-Zellen über einen Zeitraum von vier Wo-

chen wurden je 1×106 Zellen in eine 50 ml Zellkulturflasche ausgesät. Am nächsten Tag 

wurde das Medium durch 8 ml RPMI-Medium mit entweder 5,5 mM, 11 mM oder 16,7 

mM Glukose ersetzt. Täglich wurde das Medium abgenommen und durch neues Stimu-

lationsmedium ersetzt. Nach einer Woche wurde ein Drittel der Zellen für die Isolierung 

der RNA und anschließende PCR-Analysen verwendet. Für die weitere Kultivierung der 

Zellen wurden erneut 1×106 Zellen in 50 ml Zellkulturflaschen in den entsprechenden 

Glukosekonzentrationen von 5 mM, 11 mM und 16,7 mM ausgesät. Der Vorgang wurde 

jeweils im Abstand von sieben Tagen wiederholt. 

 

2.2.3 Isolation der murinen pankreatischen Langerhans’schen Inseln  

Zur Isolation der Langerhans’schen Inseln wurden Pankreata von Wildtyp-Mäusen der 

Linie C57BL/6 verwendet. Die Haltung und die Opferung der Mäuse geschahen gemäß 

den Prinzipien des Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 31. Mai 2006. Die Mäuse 

wurden im Alter von drei Monaten durch langsames Anströmen von reinem Kohlen-

stoffdioxid getötet. Danach wurden sie einzeln auf einem Sezierbrett fixiert und das Ab-

domen mit 70 %-igem Ethanol (Merck, Darmstadt) getränkt. Die Leibeshöhle wurde mit 

einer Schere eröffnet. Das Zwerchfell wurde entlang des Rippenbogens aufgeschnitten 

und das Brustbein nach kranial verlagert. Die Leber wurde hochgeklappt, sodass der 

Gallengang frei lag. Die Gallengangspapille des Duodenums wurde mit einer kleinen 

Klemme verschlossen. Eine dünne Kanüle wurde in den Gallengang nahe seiner Auf-

zweigung im Bereich der Leberpforte eingeführt. 2 ml Kollagenase (Collagenase NB 8 

Broad Range from Clostridium histolyticum, Serva Electrophoresis, Heidelberg) gelöst 

in HBSS (Pan Biotech GmbH, Aidenbach) wurden retrograd in den Pankreasgang inji-

ziert. 

Das Pankreas wurde aus seinem umgebenden Gewebe vorsichtig mit Schere und Pin-

zette herausgetrennt und in ein steriles 15 ml Röhrchen überführt. Anschließend wurde 

das Pankreas mit 1 ml der Kollagenaselösung bedeckt. Die Kollagenaseaktivität pro 

Maus betrug insgesamt ca. eine Wünsch-Unit. Das entsprach in etwa 0,8 mg der Kol-

lagenase. Die Pankreata wurden nach der Isolation sofort auf Eis gestellt, damit die Kol-
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lagenase in ihrer Aktivität gehemmt wurde. Die Pankreata wurden im Anschluss für acht 

Minuten in einem Wasserbad auf 37 °C erwärmt und dabei geschüttelt. Danach wurde 

jedes Pankreas mit einer sterilen Pasteurpipette (Ratiolab GmbH, Dreieich) auf Eis ho-

mogenisiert. 6 ml HBSS mit 10 % FKS wurden dann hinzugefügt. Durch die kühlen 

Temperaturen und das FKS wurde das pankreatische Gewebe vor einem weiteren Ver-

dau durch die Kollagenase geschützt. Nachdem die Pankreata auf dem Vortexer 

(Heidolph, Kehlheim) geschüttelt worden waren, wurden sie bei 1.200 Umdrehungen 

pro Minute für zwei Minuten zentrifugiert. Das HBSS-Medium wurde abgenommen und 

durch frisches HBSS mit 10 % FKS ersetzt. Es schlossen sich erneutes Schütteln und 

Zentrifugieren an. Das HBSS-Medium wurde nochmals entfernt und durch RPMI-

Medium 1640 mit 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 μg/ml Streptomycin ausge-

tauscht. 

Die Langerhans’schen Inseln waren durch die Kollagenaseaktivität aus dem übrigen 

exokrinen Gewebe herausgelöst worden und konnten nun unter einem Binokular (Zoom 

2000, Leica, Wetzler) mit einer Pipette aufgenommen werden. Die Inseln wurden wäh-

rend ihrer Isolation aus den übrigen Geweberesten stetig auf Eis gekühlt und zunächst 

in einem sterilen 50 ml Röhrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) gesammelt. Dieser 

Vorgang wurde noch zwei Mal wiederholt, bevor die Inseln in Zellkulturschälchen (Ultra 

Low Culture Dish, Ultra-Low-Attachment, Morning Incorporated, Morning, New York, 

USA) in RPMI-Medium über Nacht im Zellkulturschrank untergebracht wurden. Am 

nächsten Tag wurden die Inseln ein letztes Mal von den Resten des exokrinen Gewe-

bes mittels Pipettieren getrennt und in Krebs-Ringer-HEPES-Puffer aufgenommen.  

 

2.2.4 Stimulation der murinen pankreatischen Langerhans’schen Inseln 

Je 10 Inseln pro Well wurden in 100 µl des Krebs-Ringer-HEPES-Puffers in eine 96-

Well-Zellkulturplatte (F-bottom, Greiner Bio-One, Frickenhausen) überführt. Die Inseln 

dreier Wells wurden jeweils mit derselben Substanz behandelt.  

 

2.2.4.1 Stimulation mit Exendin-4 

Die Stimulation mit Exendin-4 über 24 Stunden erfolgte in Krebs-Ringer-HEPES-Puffer 

mit einer Glukosekonzentration von 5,5 mM. Die Konzentration von Exendin-4 betrug 10 

nM.  
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2.2.4.2 Stimulation mit Wnt4 

Zur Untersuchung der Wirkung von Wnt4 auf die Insulinexpression und Insulinsekretion 

wurden die Inseln zunächst für eine Stunde in Krebs-Ringer-HEPES-Puffer mit 2,75 mM 

Glukosekonzentration kultiviert. Dann wurde der Puffer abgenommen und durch 150 µl 

Krebs-Ringer-HEPES-Lösungen mit steigenden Glukosekonzentrationen (2,75 mM, 5,5 

mM, 11 mM, 22 mM, 28 mM) ersetzt. Das rekombinante Wnt4-Protein (R&D Systems 

GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt), welches in PBS mit 0,2 % Rinderserumalbumin (BSA, 

Sigma-Aldrich, Steinheim) gelöst war, wurde pro Well in einer Konzentration von 100 

ng/ml eingesetzt. Das entsprechende Volumen an PBS mit 0,2 % BSA wurde dem 

Krebs-Ringer-HEPES-Puffer der Inseln der Kontrollgruppe beigefügt. Nach drei bzw. 24 

Stunden wurden die Überstände abgenommen und dienten zur Bestimmung der Insu-

linkonzentration. Die Langerhans’schen Inseln wurden für die Analyse der Insulingen-

expression mittels real-time PCR verwendet.  

 

2.2.5 RNA-Isolation  

2.2.5.1 RNA-Isolation aus INS-1 beta-Zellen 

Die Isolation der RNA erfolgte gemäß der Anleitung aus dem Handbuch des RNeasy® 

Plus Mini Kits (Qiagen GmbH, Hilden). Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers 

(Dispenser, TPP-Tissue Culture and Laboratory Technology, Trasadingen, Schweiz) 

vom Boden der 6-Well-Platte gelöst. Das Medium mit den darin befindlichen Zellen 

wurde mit einer Pipette in ein steriles Reaktionsgefäß (Biozym Scientific GmbH, Hes-

sisch Oldendorf) überführt. Die Zellsuspension wurde für fünf Minuten bei 10.000 Um-

drehungen pro Minute zentrifugiert (Biofuge pico, Heraeus, Hanau) und das Medium 

danach mit einer Pipette abgenommen. Auf das Zellpellet wurden dann 350 μl des RLT-

Puffers (Qiagen GmbH, Hilden) gegeben, der zuvor mit beta-Mercaptoethanol (Sigma-

Aldrich, Steinheim) im Verhältnis 1:100 versetzt worden war. RNasen wurden durch 

diese denaturierende Lösung inaktiviert. Nach Lösung des Zellpellets durch Resuspen-

sion im Puffer wurde das Gemisch in ein QIAshredder-Röhrchen (Qiagen GmbH, Hil-

den) gefüllt. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für zwei Minuten bei 13.000 Um-

drehungen pro Minute, wodurch das Gemisch homogenisiert wurde. 

Das Lysat wurde aufgenommen und zur Elimination von genomischer DNA auf eine 

spezielle gDNA-Eliminatorsäule (Qiagen GmbH, Hilden) gegeben. Die anschließende 

Zentrifugation erfolgte bei 10.000 Umdrehungen pro Minute für 30 Sekunden. Das Eluat 
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wurde in einem Sammelröhrchen (Collection tube, Qiagen GmbH, Hilden) aufgefangen. 

Die gDNA-Eliminatorsäule wurde verworfen und zu dem Eluat wurden 350 μl 70 %-iges 

Ethanol (Merck, Darmstadt) gegeben, sodass optimale Bedingungen für die RNA ge-

schaffen wurden, an die RNeasy®-Mini-Säulen (Qiagen GmbH, Hilden) zu binden. 

Nach Resuspension wurde die Lösung in eine RNeasy®-Mini-Säule überführt. Es 

schloss sich eine Zentrifugation für 15 Sekunden bei 10.000 Umdrehungen pro Minute 

an. Das Lysat wurde verworfen. Die RNA, die nun an der RNeasy®-Mini-Säule fixiert 

war, wurde durch drei Waschschritte gereinigt. Zunächst wurden 700 µl des RW1-

Puffers (Qiagen GmbH, Hilden) in die Säulen gefüllt und bei 10.000 Umdrehungen pro 

Minute für 15 Sekunden zentrifugiert. Dann wurden 500 µl des RPE-Puffers (Qiagen 

GmbH, Hilden) hinzugegeben, nachdem das Lysat aus dem Waschschritt zuvor verwor-

fen worden war. 

Die anschließende Zentrifugation wurde erneut bei 10.000 Umdrehungen pro Minute für 

15 Sekunden durchgeführt. Danach wurden nochmals 500 µl des RPE-Puffers auf die 

Säulen gegeben. Bei 10.000 Umdrehungen pro Minute erfolgte die Zentrifugation für 

zwei Minuten. Anschließend wurden die Säulen in ein neues Sammelröhrchen gesteckt 

und eine erneute Zentrifugation bei 13.000 Umdrehungen für eine Minute angeschlos-

sen. Die RNeasy®-Mini-Säule wurde dann in ein Reaktionsgefäß (Qiagen GmbH, Hil-

den) gesteckt und 40 µl des RNase-freien Wassers (Qiagen GmbH, Hilden) direkt auf 

die Membran der Säule pipettiert. Durch das Wasser wird die RNA aus der Membran 

der Säule herausgewaschen. Nach einer einminütigen Zentrifugation bei 10.000 Um-

drehungen wurde das Eluat mit einer Pipette aufgenommen und erneut auf die Mem-

bran der RNeasy®-Mini-Säule pipettiert. Es folgte eine letzte Zentrifugation bei 10.000 

Umdrehungen für eine Minute. Die RNA-Konzentration wurde durch diesen Schritt er-

höht. Die Säulen wurden danach verworfen und es schloss sich die Messung der Kon-

zentration der sich nun im Reaktionsgefäß befindlichen isolierten RNA an. 

 

2.2.5.2 RNA-Isolation aus primären murinen Langerhans’schen Inseln 

Die Langerhans’schen Inseln wurden in ein steriles Reaktionsgefäß (Biozym Scientific 

GmbH, Hessisch Oldendorf) überführt und für fünf Minuten bei 10.000 Umdrehungen 

pro Minute zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet in 

350 μl RLT Puffer (Qiagen GmbH, Hilden) resuspendiert, welcher beta-Mercaptoethanol 

(Sigma-Aldrich, Steinheim) im Verhältnis 1:100 beinhaltete. Die Homogenisierung des 
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Lysates durch ein QIAshredder-Röhrchen und die Elimination der genomischen DNA 

mit Hilfe der gDNA-Eliminatorsäule entspricht den gleichen Schritten der RNA-

Isolierung der INS-1 beta-Zellen mit dem RNeasy® Plus Mini Kit (vgl. Kap. 2.2.5.1). 

Nach Gabe des mit 70 %-igem Ethanol angereichertem Lysates auf eine RNeasy®-

MinElute spin column (Qiagen GmbH, Hilden) und Waschen der darin gebundenen 

RNA mit RW1-Puffer und 500 μl RPE-Puffer folgte ein weiterer Waschschritt der RNA 

mit 500 μl 80 %-igem Ethanol durch zweiminütige Zentrifugation bei 10.000 Umdrehun-

gen pro Minute. Die Säulen wurden danach in ein neues Sammelröhrchen gesteckt und 

bei geöffnetem Deckel für fünf Minuten bei 13.000 Umdrehungen pro Minute zentrifu-

giert, wobei das Ethanol vollständig verdunstete. Anschließend wurde die RNA-Säule in 

ein neues Reaktionsgefäß gesteckt. 14 μl RNase-freies Wasser wurden direkt in der 

Mitte der Säule mit sterilen Pipettenspitzen aufgetragen. Bei der nachfolgenden Zentri-

fugation bei 13.000 Umdrehungen für eine Minute wurde die RNA aus der Säule her-

ausgewaschen und in dem Reaktionsgefäß aufgefangen. 

 

2.2.6 Photometrische Messung der RNA-Konzentration 

Jeweils 5 µl der Proben wurden mit RNase-freiem Wasser im Verhältnis 1:20 verdünnt. 

Die Bestimmung der Konzentration der isolierten RNA erfolgte durch Messung der opti-

schen Dichte (OD) in UVetten® (Eppendorf, Hamburg) mit einem BioPhotometer (Ep-

pendorf, Hamburg). Es wurde die optische Dichte (OD) der RNA bei 260 nm über das 

Lambert-Beer’sche Gesetz (OD = Konzentration x Schichtdicke der Küvette x Extinkti-

onskoeffizient) berechnet. Da eine OD 260 von 1 einer Ribonukleinsäurekonzentration 

von 40 ng/μl entspricht, ließ sich die Konzentration nach der Formel RNA-Konzentration 

[ng/μl] = OD 260 x 40 x Verdünnung berechnen. Es wurde darauf geachtet, dass das 

Verhältnis von OD 260 zu OD 280 zwischen 1,8 und 2 lag, sodass man davon ausge-

hen konnte, dass die Proben keine Verunreinigungen durch Proteine aufwiesen. 

 

2.2.7 Reverse Transkription 

Bei der reversen Transkription wird die isolierte RNA in DNA überführt. Dies geschieht 

durch die Aktivität einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase. Die reverse Transkription 

erfolgte gemäß der Anleitung des High Capacity Reverse Transcription Kits (Applied 

Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA). Bei der darin verwendeten MultiScribe™ 

reversen Transkriptase handelt es sich um eine rekombinante Transkriptase des Molo-

ney Murine Leukemia Virus (rMoMuLV). Diese benutzt die einzelsträngige RNA als Ma-
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trize, um in Anwesenheit von Primern einen komplementären DNA-Strang herzustellen. 

Zunächst wurde ein Reaktionsgemisch nach folgendem Schema hergestellt (vgl. Tab. 

2.2.2): 

 

Reagenz Volumen pro Probe [µl] 

10 x RT-Buffer 2 

10 x Random Primers 2 

25 x dNTP-Mix 0,8 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase 50 U/μl 1 

Nuclease-free Water 4,2 

Gesamt 10 

Tab. 2.2.2 Reaktionsgemisch für die reverse Transkription 
 

Von jeder Probe der INS-1 beta-Zellen wurde 1 μg RNA umgeschrieben. Das dafür be-

nötigte Volumen wurde über die zuvor gemessene RNA-Konzentration der Probe be-

rechnet und mit sterilen Pipetten in ein steriles Nuklease-freies Reaktionsgefäß (PCR-

Tubes, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) überführt. Das Volumen wurde 

mit Nuklease-freiem Wasser auf 10 μl aufgefüllt. Schließlich wurden zu jeder Probe wei-

tere 10 μl des zuvor hergestellten Reaktionsgemisches gegeben, sodass ein Endvolu-

men von insgesamt 20 μl bestand. Dieses Gemisch wurde dann durch Schütteln auf 

einem Vortexer homogenisiert und kurz abzentrifugiert. Die Reaktionsgefäße wurden in 

einen Thermocycler (Biometra - Biomedizinische Analytik GmbH, Göttingen) überführt 

und das Programm zur reversen Transkription gemäß der Anleitung des High Capacity 

Reverse Transcription Kits gestartet. Die einzelnen Schritte sind in der nachfolgenden 

Tabelle aufgelistet (vgl. Tab. 2.2.3): 

 

Schritt Zeit [min] Temperatur [°C] 

1 10 25 

2 120 37 

3 5 85 

4 ∞ 4 

Tab. 2.2.3 Schritte der reversen Transkription im Thermocycler 
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2.2.8 Polymerase-Kettenreaktion 

Die PCR (Polymerase Chain Reaction = Polymerase-Kettenreaktion) ist eine in vitro 

Methode, um selektiv bestimmte Desoxyribonukleinsäuresequenzen enzymkatalysiert 

zu amplifizieren. Das Prinzip beruht auf dem Durchlaufen von sich wiederholenden Zy-

klen bestehend aus Denaturierung der Matrizen-DNA, Anlagerung der spezifischen 

Primer (Primer-Annealing) und der sich anschließenden Verlängerung der Primer ent-

lang der Matrizen-DNA durch eine DNA-Polymerase (Elongation). Hierdurch kommt es 

zur Anreicherung definierter DNA-Fragmente (Mullis et al., 1987). Im Gegensatz zur 

konventionellen PCR, in der die PCR-Produkte nach der Amplifikation in einem Gel 

elektrophoretisch aufgetrennt und mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden, ermög-

licht die real-time PCR die Amplifikation und die Detektion der Amplifikate in einem An-

satz (Bustin et al., 2005). 

Für die Messung der Genexpression wurde in dieser Arbeit der Fluoreszenzfarbstoff 

Sybr Green I (Qiagen GmbH, Hilden) verwendet. Sybr Green I ist ein Farbstoff, der in 

Lösung nur eine geringe Fluoreszenz aufweist. Gebunden an doppelsträngige DNA flu-

oresziert er stark. Während der Elongationsphase wird Sybr Green I in die ent-

stehenden DNA-Doppelstränge der Amplifikate eingebaut. Das optische System des 

verwendeten PCR-Gerätes (Step One Plus Systems, Applied Biosystems, Foster City, 

Kalifornien, USA) führt über eine Licht emittierende Diode zur Exzitation des Fluoro-

phors bei 494 nm Wellenlänge. Wenn Sybr Green I an doppelsträngigen Nukleinsäuren 

gebunden hat, emittiert es daraufhin Licht mit einer Wellenlänge von 521 nm, die von 

einer Photodiode detektiert und in ein elektrisches Signal umgewandelt wird. Die Mes-

sung der Fluoreszenz findet am Ende einer jeden Elongationsphase statt. Da bei jedem 

PCR-Zyklus die Menge der DNA vervielfältigt wird, nimmt die Fluoreszenz mit jedem 

Zyklus zu. Dies macht man sich bei der Messung der Menge der Amplifikate zu Nutze. 

Durch die anschließende Denaturierung zum Beginn des nächsten Zyklus, wird Sybr 

Green I nicht länger an der DNA gebunden und befindet sich wieder frei in Lösung, so-

dass die Fluoreszenz stark abnimmt (Bustin, 2000). 

Zur Ermittlung der Genexpression wurde die Delta-Delta-Ct-Methode herangezogen. 

Diese Methode erlaubt über Gebrauch einer arithmetischen Formel eine relative Quanti-

fizierung der Expression von Genen. Hierzu werden zunächst die Ct-Werte (Threshold 

Cycle) der zu untersuchenden Gene in den einzelnen Proben ermittelt. Die Ct-Werte 

entsprechen dabei der Anzahl der PCR-Zyklen, die nötig sind, um ein konstant definier-
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tes Fluoreszenzniveau, also einen Schwellenwert (Threshold) zu erreichen. Bei Errei-

chen des Fluoreszenzniveaus befindet sich in allen Reaktionsgefäßen die gleiche Men-

ge an neu synthetisierter DNA. Die Ct-Werte dienen zur Quantifizierung der Startmenge 

eines zu untersuchenden DNA-Abschnitts. Denn je weniger PCR-Zyklen durchlaufen 

werden müssen, um das Fluoreszenzniveau zu erreichen, umso mehr Startkopien eines 

DNA-Abschnitts haben in der Probe vorgelegen. Bei der Delta-Delta-Ct-Methode wird 

die Expression eines Zielgens der zu untersuchenden Probe auf dessen Expression in 

der Kontrollprobe bezogen (Pfaffl, 2001). Hierzu wird zunächst in jeder Probe die Ex-

pression des Zielgens auf die Expression eines sogenannten Housekeeping-Gens nor-

miert, indem der Ct-Wert des Housekeeping-Gens vom Ct-Wert des Zielgens subtrahiert 

wird. Hierdurch erhält man den Delta-Ct-Wert der Probe. Housekeeping-Gene bzw. Re-

ferenzgene sind Gene, die in ihrer Expression nicht durch die Versuchsbedingungen 

reguliert und ubiquitär und homogen exprimiert werden (Gilsbach et al., 2006). Durch 

Subtraktion des Delta-Ct-Werts der Kontrollprobe von dem Delta-Ct-Wert der behandel-

ten Proben erhält man den Delta-Delta-Ct-Wert. Der relative Unterschied der Expres-

sion eines Gens zwischen experimentell behandelter Probe und der Kontrolle ergibt 

sich aus der Formel 2 - Delta-Delta-Ct-Wert. Bei Verwendung dieser arithmetischen Formel 

wird davon ausgegangen, dass die DNA-Menge bei jedem Zyklus der PCR verdoppelt 

wird. Dies wird dadurch gewährleistet, dass der Schwellenwert für die Fluoreszenz so 

gewählt wird, dass er im exponentiellen Bereich der Amplifikationskurve einer PCR liegt 

(Pfaffl, 2001). Zur Veranschaulichung sind in Abb. 2.2.1 beispielhaft die Amplifikations-

kurven von TBP (rot) und Wnt4 (grün) zweier verschiedener Proben sowohl in linearer 

(vgl. Abb. 2.2.1 a) als auch in halblogarithmischer (vgl. Abb. 2.2.1 b) Form dargestellt. 

Die normierte Fluoreszenz (Δ Rn) wird gegen die Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen. 

Der Schwellenwert (grüne horizontale Linie bei Δ Rn = 1) liegt in der halblogarith-

mischen Darstellung im linearen Abschnitt der Kurvenverläufe. Dieser entspricht in der 

linearen Kurvendarstellung dem exponentiellen Abschnitt der Amplifikationskurven. Da 

der Schwellenwert von Wnt4 in Probe 1 (Ct = 19,96) früher überschritten wird als in 

Probe 2 (Ct = 21,82) bei vergleichbaren Ct -Werten für TBP (Ct (Probe 1) = 28,63, Ct (Probe 2) 

= 28,41), haben in Probe 1 mehr Startkopien zu Beginn der PCR vorgelegen. Einsetzen 

der Ct-Werte in die Delta-Delta-Ct -Formel ergibt eine 4,36-fach stärkere Expression von 

Wnt4 in Probe 1 im Vergleich zu Probe 2. 
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Die real-time PCR wurde gemäß der Anleitung des QuantiTect® SYBR® Green PCR 

Handbuchs (Qiagen GmbH, Hilden) durchgeführt. Dabei wurde der QuantiTect® 

SYBR® Green PCR Master Mix verwendet. Dieser ist aus folgenden Komponenten zu-

sammengesetzt (vgl. Tab. 2.2.4): 

TBP Wnt4 

a) 

b) 

Abb. 2.2.1 Darstellung der Amplifikationskurven einer real-time PCR 
a) lineare Darstellung 
b) halblogarithmische Darstellung 
Die relative Expression eines Zielgens ergibt sich durch Einsetzen der Ct-Werte in die 
Delta-Delta-Ct-Formel. 
 

TBP Wnt4 
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Komponent Einzelbestandteile 

HotStarTaq-DNA-Polymerase  

QuantiTect®  SYBR Green PCR Puffer: Tris·Cl  

KCl 

(NH4)2SO4 

5 mM MgCl2 

pH 8,7 (20 °C) 

dNTP Mix: dATP 

dGTP 

dCTP 

dTTP 

dUTP 

Fluoreszenzfarbstoffe:  

 

SYBR Green I 

ROX 

RNase-freies Wasser  

Tab. 2.2.4 Komponenten des QuantiTect® SYBR® Green PCR Master Mixes 
 

Die HotStarTaq DNA-Polymerase ist eine modifizierte Form der Taq-DNA-Polymerase. 

Die Taq-DNA-Polymerase stammt aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Taq) und ist 

außerordentlich hitzestabil. Die HotStarTaq-DNA-Polymerase hat keine enzymatische 

Aktivität bei Raumtemperatur. Dadurch wird die Bildung von Primerdimeren und unspe-

zifischen PCR-Produkten vor Beginn der PCR verhindert. Das Enzym wird erst durch 

einen sogenannten Hotstart aktiviert. Dabei wird das gesamte Reaktionsgemisch am 

Beginn der PCR für 15 Minuten auf 95 °C erhitzt. Der Fluoreszenzfarbstoff ROX ist ein 

passiver Referenzfarbstoff. Dieser wird als interne Referenz zur Normalisierung des 

Fluoreszenzsignals benutzt. Die Fluoreszenz von ROX ist während der PCR konstant 

und ist nicht an der eigentlichen PCR-Reaktion beteiligt. Sein Emissionsspektrum un-

terscheidet sich stark von dem des Fluoreszenzfarbstoffs Sybr Green I. Dadurch ist es 

möglich, Fluoreszenzvariationen zwischen den einzelnen Wells auszugleichen, die 

durch geringe Pipettierunterschiede und Fluoreszenzfluktuationen zustande kommen 

können.  

Für die PCR wurden QuantiTect Primer Assays (Qiagen GmbH, Hilden) verwendet. Je-

der Assay enthält spezifische forward- und reverse-Primer, die passend zur Gen-
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sequenz hergestellt wurden. Die Gensequenz ist in der NCBI (National Center for Bio-

technology Information) Reference Sequence Database unter Eingabe der spezifischen 

Identifikationsnummer des detektierten Transkripts (vgl. Tab. 2.2.5) einzusehen 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). Die Sequenzen der Primer sind ausschließlich 

komplementär zu Sequenzen in den Exonregionen der Gene. So binden die Primer 

nicht an Intronregionen, wodurch eine Koamplifikation von genomischer DNA verhindert 

wird. Es wurde darauf geachtet, dass die Längen der entstehenden Amplikons aller 

Zielgene mit denen der verwendeten Referenzgene vergleichbar waren. Dies ist wichtig, 

da an ein längeres PCR-Produkt während der Elongationsphase mehr Sybr Green I 

binden kann als an ein kürzeres doppelsträngiges DNA-Stück. So würde die stärkere 

Fluoreszenz des längeren Amplifikationsproduktes irrtümlich den Eindruck einer größe-

ren Menge an Amplifikationsprodukt erwecken. Im Folgenden sind die verwendeten 

Primer im Detail tabellarisch aufgelistet (vgl. Tab. 2.2.5): 

 

Offizieller  

Name 

Offizielles 
Symbol 

Spezies Detektiertes 
Transkript 

Länge des 
detektierten 
Transkripts 

Amplikon-
länge 

TATA box bin-
ding protein 

TBP 
Rattus 

norvegicus 
NM_001004198 1923 bp 90 bp 

Wingless-type 
MMTV integra-
tion site family, 
member 4 

Wnt4 
Rattus 

norvegicus 
NM_053402 1213 bp 93 bp 

Wingless-type 
MMTV integra-
tion site family, 
member 10B 

Wnt10b 
Rattus 

norvegicus 
XM_235636 2217 bp 132 bp 

Frizzled homo-
log 4 (Drosophi-
la) 

Fzd4 
Rattus 

norvegicus 
NM_022623 1898 bp 109 bp 

Low density 
lipoprotein re-
ceptor-related 
protein 5 

Lrp5 
Rattus 

norvegicus 
XM_215187 5126 bp 108 bp 

Transcription 
factor 7-like 2, 
T-cell specific 

Tcf7l2 
Rattus 

norvegicus 
XM_342066 793 bp 144 bp 
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Cyclin D1 Ccnd1 
Rattus 

norvegicus 
NM_171992 3809 bp 150 bp 

Actin, beta Actb 
Mus 

musculus 
NM_007393 1889 bp 149 bp 

Wingless-
related MMTV 
integration site 4 

Wnt4 
Mus 

musculus 
NM_009523 3823 bp 134 bp 

Ins2 Insulin II 
Mus 

musculus 
NM_008387 467 bp 130 bp 

Tab. 2.2.5 Verwendete Primer für die real-time PCR 

 

Für die Berechnung der relativen Expressionen der Zielgene nach der Delta-Delta-Ct-

Methode wurde zunächst sichergestellt, dass die jeweiligen Effizienzen von der Zielge-

namplifikation und der Referenzgenamplifikation annähernd gleich waren. Dazu wurden 

die Delta-Ct-Werte in Abhängigkeit von logarithmisch dargestellten Probenkonzen-

trationen aufgetragen und eine Regressionsgerade berechnet. Verwendet wurden hier-

bei die cDNA von INS-1 beta-Zellen für die Ratten-Primer und cDNA von primären 

murinen Inseln für die Maus-Primer. Für alle angegebenen Primer wurde sichergestellt, 

dass der Betrag der Steigung der jeweiligen Regressionsgeraden wie für die Verwen-

dung der Delta-Delta-Ct-Methode erforderlich weniger als 0,1 betrug. Sämtliche Re-

gressionsgeraden sind im Folgenden grafisch dargestellt (vgl. Abb. 2.2.2 und Abb. 

2.2.3).  

 

  

Abb. 2.2.2 Regressionsgeraden zum Effizienzvergleich der Amplifikationen von Zielgenen 
und dem verwendeten Referenzgen beta-Aktin der Maus 
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Abb. 2.2.3 Regressionsgeraden zum Effizienzvergleich der Amplifikationen von Zielgenen 
und dem verwendeten Referenzgen TBP der Ratte 
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Zunächst wurde für jeden Primer Assay ein eigenes Reaktionsgemisch vorbereitet. Dies 

beinhaltete für jedes Well einer 96-Well-Platte (MicroAmp® Fast 96-Well Reaction  

Plate, Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) folgende Reagenzien (vgl. 

Tab. 2.2.6): 

 

Bestandteil Volumen [µl] 

2 x QuantiTect® SYBR® Green PCR Master Mix 12,5 

10 x QuantiTect® Primer Assay 2,5 

RNase-freies Wasser 7,5 

cDNA 2,5 

Gesamt 25,0 

Tab. 2.2.6 Reaktionsgemisch der real-time PCR 

 

In jedes Well wurden 22,5 μl des Reaktionsgemisches pipettiert und anschließend je 

2,5 μl der cDNA-Proben in die entsprechenden Wells hinzugegeben. Dies entsprach bei 

den Proben der INS-1 beta-Zellen einer cDNA-Menge von 125 ng pro Well. Die cDNA-

Menge der Primärzellen variierte, das Volumen betrug jedoch ebenfalls stets 2,5 μl. Das 

Gesamtvolumen pro Reaktionsgefäß betrug somit jeweils 25 μl. Es wurde darauf ge-

achtet, dass bei jeder PCR die Bestimmung des Ct-Wertes jeder Probe mit jedem Pri-

merpaar in Dreifachbestimmung durchgeführt wurde. Die 96-Well-PCR-Platte wurde mit 

einer Folie (MicroAmp® Optical Adhesive Film Applied Biosystems, Foster City, Kalifor-

nien, USA) bedeckt und eine kurze Zentrifugation bei 14.000 Umdrehungen pro Minute 

(Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Hamburg) angeschlossen. Danach wurde die PCR in 

dem real-time Cycler (Step One Puls Systems, Applied Biosystems, Foster City, Kali-

fornien, USA) gestartet. Dieser wurde gemäß den Angaben im QuantiTect® SYBR® 

Green PCR Handbuch programmiert. Am Ende jeder Elongationsphase wurde die Fluo-

reszenz des an die DNA gebundenen Sybr Greens I gemessen. Es wurden folgende 

Schritte bei jeder PCR durchlaufen (vgl. Tab. 2.2.7): 
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Schritt Zeit Temperatur 

Initialer Hotstart 15 min 95 °C 

45 PCR-Zyklen:   

 Denaturierung 15 s 94 °C 

 Primer-Annealing 30 s 55 °C 

 Elongation 30 s 72 °C 

Tab. 2.2.7 Zyklen der real-time PCR 

 

Nach dem Durchlaufen der 45 PCR-Zyklen wurde eine Schmelzkurvenanalyse für die 

PCR-Produkte jedes einzelnen Wells angeschlossen. Durch seine bestimmte Zusam-

mensetzung von Nukleotiden hat jedes PCR-Produkt eine charakteristische Schmelz-

temperatur Tm (Bustin, 2000). Dies macht man sich bei der Identifizierung der PCR-

Produkte zu Nutze, indem man nach allen durchlaufenen PCR-Zyklen eine Schmelz-

kurvenanalyse durchführt. Dabei wird die Temperatur langsam von einem niedrigeren 

Wert (z. B. 60 °C) auf einen höheren gebracht (z. B. 95 °C) und die Fluoreszenz konti-

nuierlich gemessen. Bei niedrigen Temperaturen liegen alle PCR-Produkte in doppel-

strängiger Form vor. Sybr Green I ist daher an der DNA gebunden und fluoresziert 

stark. Bei hohen Temperaturen denaturieren die PCR-Produkte und Sybr Green I geht 

wieder in Lösung. Daher nimmt die Fluoreszenz plötzlich stark ab. Die gemessene Fluo-

reszenz wird gegen die Temperatur aufgetragen.  Durch das PCR-System wird die ne-

gative erste Ableitung der gemessenen Fluoreszenz berechnet (Kubista et al., 2006). In 

dieser Form der Darstellung entstehen Kurven mit charakteristischen Spitzen der Fluo-

reszenz (melting peaks) bei bestimmten Schmelztemperaturen, die für die Amplifikate 

spezifisch sind (vgl. Abb. 2.2.4). Unspezifische Produkte, wie z. B. Primerdimere, 

schmelzen bei niedrigeren Temperaturen und mit einem breiten Peak (Bustin, 2000). 

Die Schmelzkurvenanalyse wurde wie folgt direkt an die durchlaufenen 45 PCR-Zyklen 

angeschlossen (vgl. Tab. 2.2.8):  

 

Schritt Temperatur Zeit 

Denaturierung 95 °C 15 s 

Renaturierung 60 °C 16 s 

Erwärmen 1 °C/min bis 95 °C 35 min 

Tab. 2.2.8 Schmelzkurvenanalyse der real-time PCR 
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Die Schmelztemperatur jedes Amplifikationsproduktes wurde vorab in jeweils zehn ver-

schiedenen PCR-Durchläufen gemessen. Verwendet wurde hierfür die cDNA von INS-1 

beta-Zellen und primären murinen Langerhans’schen Inseln. Aus den gemessenen 

Temperaturen wurden jeweils Mittelwert und das Zweifache der Standardabweichung 

(SD) berechnet. Wenn die Schmelztemperatur eines Amplikons in den folgenden Mes-

sungen weniger als zwei Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt war, wurde 

das Produkt als spezifisch angesehen.  

Die Werte für die spezifischen PCR-Amplifikate sind in der folgenden Tabelle abgebildet 

(vgl. Tab. 2.2.9): 

 

Amplifikationsprodukt Tm ± 2 x SD [°C] 

- Rattus norvegicus:  

 TBP  77,16 ± 0,50 

 Wnt4 81,69 ± 1,10 

 Wnt10b 84,16 ± 0,52 

 Fzd4 77,90 ± 1,09 

 LRP5 81,09 ± 0,49 

 TCF7L2 84,16 ± 0,52 

 Zyklin D1 84,15 ± 0,52 

- Mus musculus:  

 beta-Aktin 86,10 ± 0,48 

 Wnt4 83,30 ± 0,49 

 Insulin II 82,95 ± 0,67 

Tab. 2.2.9 Schmelztemperaturen der Amplifikationsprodukte 
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Die Länge der PCR-Produkte wurde zudem durch Gelelektrophorese bestimmt. Die 

Überprüfung der Länge der Amplifikationsprodukte wurde stichprobenartig, jedoch re-

gelmäßig durchgeführt. Ein 3 %-iges Agarosegel mit 0,2 μg/ml Ethidiumbromid (Sigma-

Aldrich, Steinheim) wurde mit TAE-Puffer (Serva Electrophoresis, Heidelberg) in einer 

Elektrophoresekammer bedeckt. Ethidiumbromid interkaliert mit doppelsträngigen Nu-

kleinsäuren (Waring, 1965) und kann im gebundenen Zustand durch UV-Licht sichtbar 

gemacht werden (Brunk et al., 1977). Jeweils 15 μl der PCR-Produkte wurden mit 3 μl 

Probenpuffer (Storage and Loading Buffer, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, 

Abb. 2.2.4 Beispiel zur Schmelzkurvenanalyse der real-time PCR. Abgebildet sind die 
negativen ersten Ableitungen der Schmelzkurven (Melt Curve) der PCR-Amplifikate von 
TBP (rot) und Wnt4 (grün) mit ihren charakteristischen Fluoreszenzspitzen. Beispielhaft ist 
die Schmelztemperatur (Tm: 81,96) der Wnt4-Amplifikate eingezeichnet. 

Wnt4 

TBP 
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USA) gemischt und auf das Gel aufgetragen. Als Referenz für die Amplifikationsgröße 

diente ein DNA-Längenstandard (Gene RulerTM Ultra Low Range DNA Ladder, Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer 

konstanten Spannung von 85 V für etwa 90 Minuten. Auf einem Gelscanner (GelDoc, 

Bio-Rad, München) konnten mit Hilfe der Software Quantity One (Bio-Rad, München) 

die Banden der PCR-Produkte durch UV-Licht sichtbar gemacht werden, deren Größen 

anhand des DNA-Längenstandards abgelesen und mit den angegebenen Größen in 

den Produktbeschreibungen der QuantiTect® Primer Assays verglichen wurden (vgl. 

Abb. 2.2.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.9 Zelllyse zur Proteinextraktion 

Die INS-1 beta-Zellen wurden mit einem Zellschaber (Dispenser, TPP-Tissue Culture 

and Laboratory Technology, Trasadingen, Schweiz) vom Boden des Wells gelöst und 

mit 1 ml Medium in ein steriles Reaktionsgefäß (Biozym Scientific GmbH, Hessisch 

Oldendorf) überführt. Danach wurden die Zellen bei 10.000 Umdrehungen für fünf Minu-

ten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen. Die Zellen wurden in 50 μl Zellly-

sepuffer (CelLytic™ M Mammalian Cell Lysis/Extraction Reagent, Sigma-Aldrich, Stein-

heim) mehrfach resuspendiert und auf einem Vortexer geschüttelt. Dann wurden die 

a) 

b) 

Abb. 2.2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikate:  
a) Amplifikate der INS-1 beta-Zell: DNA-Längenstandard, Pufferkontrolle, TBP, Wnt4, 
Wnt10b, Frizzled-4, LRP5, TCF7L2 und Zyklin D1  
b) Amplifikate der murinen Primärzellen: DNA-Längenstandard, Pufferkontrolle, beta-
Aktin, Wnt4, Insulin II (jeweils von links nach rechts) 
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Zellen für 20 Minuten auf Eis gekühlt. Anschließend wurden die Zellen erneut resus-

pendiert und geschüttelt. Eine Zentrifugation bei 10.000 Umdrehungen pro Minute für 

weitere fünf Minuten schloss sich an. Nachfolgend wurde der Überstand mit den darin 

gelösten Proteinen in ein neues steriles Reaktionsgefäß pipettiert und dadurch von den 

am Boden des Gefäßes befindlichen Zellüberresten getrennt, welche verworfen wurden. 

 

2.2.10 Proteinbestimmung 

Die Proteinmengenbestimmung erfolgte gemäß der Anleitung des Pierce® BCA Protein 

Assay Kits (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Eine Verdünnungsreihe 

aus Rinderserumalbumin diente bei der Proteinbestimmung als Standard. Je 10 μl jeder 

der einzelnen Verdünnungslösungen der Standardreihe wurden in entsprechende Wells 

einer 96-Well-Platte (flat-bottom, untreated, Nunc, Wiesbaden) pipettiert. Die Proteinly-

sate der Proben wurde im Verhältnis 1:10 mit dem Zelllysepuffer verdünnt, damit die 

Proteinkonzentration nicht außerhalb der durch die Standardreihe messbaren Werte 

lag. Von diesen wurden ebenfalls je 10 μl pro Well pipettiert. Anschließend wurden in 

die Wells 200 μl der BCA-Reaktionslösung gegeben. Die Platte wurde mit einer Folie 

(Nunc, Wiesbaden) bedeckt und für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die 

Proteinkonzentrationen in einem Absorptionsmessgerät (Microplate Reader Sunrise™, 

Tecan Austria GmbH, Grödig/Salzburg, Österreich) bei einer Wellenlänge von 562 nm 

ermittelt. 

 

2.2.11 Western Blot 

Zunächst wurde ein 12 %-iges Trenngel gegossen und im Anschluss an seine Härtung 

mit einem 5 %-igem Sammelgel bedeckt (Zusammensetzungen vgl. Kap. 2.1.4). Die 

Proteinlysate der Proben wurden mit Probenpuffer im Verhältnis 1:2 verdünnt. Der Pro-

benpuffer war zuvor mit beta-Mercaptoethanol im Verhältnis 1:20 verdünnt worden. Alle 

Proben wurden dann für vier Minuten auf 95 °C (Thermomixer compact, Eppendorf, 

Hamburg) erhitzt, wodurch die Proteine denaturiert und durch das SDS gleichmäßig 

negativ geladen wurden. Die Taschen des Sammelgels wurden mit den Proben gefüllt. 

Die Proteinmenge war in allen Taschen gleich und betrug bei den einzelnen Versuchen 

zwischen 10 und 25 µg. 12 µl eines Proteinstandards (Kaleidoscope Prestained Stan-

dards, Bio-Rad, München), 5 ng rekombinantes Wnt4 (R&D Systems GmbH, Wiesba-

den-Nordenstadt) als Positivkontrolle und eine Kontrolle, die lediglich Zelllysereagenz 
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und Probenpuffer zum Ausschluss unspezifischer Bindungen enthielt, liefen bei jeder 

Elektrophorese mit. 

Die Elektrophorese fand in einer Elektrophoresekammer (Western Blot System, Mini-

Protean® 3 Cell, Bio-Rad, München), welche mit 1 %-igem SDS-Laufpuffer gefüllt war, 

bei einer Spannung von 96 V statt. Beim Lauf der Proteine von der Kathode in Richtung 

Anode wurden sie ihrer Größe nach aufgetrennt. Danach begann das Protein-Blotting in 

einer Transferkammer (Trans Blot® SD, Semi-dry Transfer Cell, Bio-Rad, München). 

Hierzu wurde nach der Elektrophorese das Gel auf eine Nitrozellulosemembran (What-

man, Dassel) gelegt und beidseits von mit Elektrodenpuffer (Zusammensetzung vgl. 

Kap. 2.1.3) befeuchteten Filterpapieren (Bio-Rad, München) bedeckt. Pro Quadratzen-

timeter der Membran wurden 0,8 mA Strom für ca. zwei Stunden angelegt. Dies ent-

sprach bei einer Membranfläche von 7,2 x 8,3 cm2 ca. 48 mA.  

Dabei wurden die Proteine auf die Nitrozellulosemembran übertragen. Als Blockpuffer 

und Antikörperverdünnungslösungen wurde eine 5 %-ige Milchpulverlösung verwendet. 

Milchpulver (Nonfat Dry Milk, Cell Signalling Technology, Danvers, Massachusetts, 

USA) wurde hierfür zu einer einfachen TBST-Lösung gegeben. Nach dem Protein-

Blotting wurde die Nitrozellulosemembran mit dem Blockpuffer auf einem Schüttler 

(Shaker AGT 50, Rettberg, Göttingen) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 

Danach schloss sich über Nacht die Bindung des Primärantikörpers (Anti-Wnt-4-

Antikörper, R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt) mit einer Verdünnung von 

1:500 bei 4 °C an. Am nächsten Tag wurde im Anschluss an dreimaliges Waschen für 

je fünf Minuten mit einfacher TBST-Lösung die Sekundärantikörperlösung (Rabbit po-

lyclonal to Goat IgG (HRP), Abcam, Cambridge, UK) mit einer Verdünnung von 

1:10.000 auf die Membranen gegeben. Die Sekundärantikörper waren mit der Horser-

adish-Peroxidase (HRP) gekoppelt und konnten auf dem Schüttler für drei Stunden bei 

Raumtemperatur an den spezifischen Primärantikörpern binden. 

Danach wurde die Membran erneut drei Mal für fünf Minuten mit TBST-Lösung gewa-

schen. Durch Chemilumineszenz konnten die Proteine detektiert werden, an denen die 

spezifischen Antikörper gebunden hatten. Die Membran wurde dafür mit einer Lösung, 

die sowohl Wasserstoffperoxid als auch Luminol enthielt (SuperSignal West Pico Che-

miluminescent Substrate, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), für fünf 

Minuten inkubiert. In einer Dunkelkammer wurde ein photografischer Film (Amersham 

Hyperfilm™ ECL, High performance chemiluminescence film, GE-Healthcare, Ame-
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rsham, Buckinghamshire, UK) auf die Membranen gelegt. Das aufgrund der Peroxi-

dasereaktion emittierte Licht konnte auf der Folie durch Einlegen dieser in eine Entwick-

lerlösung (Developer, Agfa Healthcare NV, Mortsel, Belgien) sichtbar gemacht und an-

schließend fixiert (Rapid Fixer, Agfa Healthcare NV, Mortsel, Belgien) werden. Anhand 

des Standards konnte man die Größe der detektierten Proteine in den nun sichtbaren 

Banden ablesen.  

Daran schloss sich das Membran-Stripping zur Entfernung der gebundenen Antikörper 

an. Hierzu wurde die Nitrozellulosemembran für zehn Minuten mit einer Strippinglösung 

(Restore Western blot Stripping Buffer, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA) behandelt und im Anschluss drei Mal für fünf Minuten mit TBST-Lösung gewa-

schen. Nach dem erneuten Blocken der Membran erfolgte die Bindung des 1:5.000 ver-

dünnten beta-Aktin-Primärantikörpers (Anti-beta-Aktin-Antikörper, Sigma-Aldrich, Stein-

heim) über Nacht. An die Bindung des geeigneten Sekundärantikörpers (Rabbit polyc-

lonal to Mouse IgG (HRP), Abcam, Cambridge, UK) in einer Verdünnung von 1:10.000 

schloss sich die Chemilumineszenz-vermittelte Detektion der beta-Aktin-Banden zur 

Quantifizierung der eingesetzten Proteinmenge pro Probe an. Die relative Quantifizie-

rung erfolgte mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogrammes Image J 1.43u (National Institu-

tes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Das Programm berechnet für jede Western 

Blot-Bande einen Flächenwert, der sich aus den beiden Faktoren Bandbreite und Grau-

stufe zusammensetzt. Für jede Probe und für die Kontrolle wurde der Flächenwert von 

Wnt4 auf den Flächenwert von beta-Aktin derselben Probe bzw. Kontrolle durch Bildung 

des Quotienten FlächenwertWnt4/Flächenwertbeta-Aktin bezogen. Für die Angabe von Rela-

tivwerten wurde jeweils der Quotient einer Probe auf den Quotienten der Kontrolle nach 

der folgenden Formel bezogen: 

 
 

2.2.12 Transiente Transfektion von INS-1 beta-Zellen 

Bei der transienten Transfektion von INS-1 beta-Zellen wurden das Topflash-Plasmid 

und das pRL-TK-Plasmid verwendet. Das Topflash-Plasmid (Upstate Cell Signaling So-

lutions, Charlottesville, Virginia, USA) ist ein TCF-Reporter-Plasmid und stellt eine Posi-

tivkontrolle für Untersuchungen zur Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs dar. 

Das sich darauf befindliche Reportergen kodiert für die sogenannte Leuchtkäfer-

 
(FlächenwertWnt4 / Flächenwertbeta-Aktin)Probe 

(FlächenwertWnt4 / Flächenwertbeta-Aktin)Kontrolle 
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Luciferase (Firefly Luciferase). Der vorgeschaltete Thymidinkinase-Promotor des Her-

pes-simplex-Virus sorgt für eine niedrige basale Expression der Luciferase. Durch drei 

vor den Promotor klonierte Bindungsstellen für TCF-Transkriptionsfaktoren wird die Ex-

pression der Firefly-Luciferase stark gesteigert, sobald der kanonische Wnt-Signalweg 

aktiviert wird. Die auf dem Plasmid als Reportergen kodierte Leuchtkäfer-Luciferase ist 

ein monomeres Protein, welches enzymatische Aktivität ohne posttranslationale Pro-

zessierung aufweist. Die Biolumineszenz wird durch folgende Oxidationsreaktion gene-

riert, welche durch die Luciferase katalysiert wird: 

Leuchtkäfer-Luciferin + ATP + O2 Oxyluciferin + Pyrophosphat + CO2 + Licht (562nm) 

Das pRL-TK-Plasmid (Promega, Mannheim) besitzt als Reportergen die Seefeder-

Luciferase (Renilla Luciferase) ebenfalls mit vorgeschaltetem Thymidinkinase-Promotor. 

Dieser sorgt wie der Thymidinkinase-Promotor des Topflash-Plasmid für eine moderate 

konstitutive Expression des Reportergens. Die Seefeder-Luciferase ist ebenfalls nicht 

auf eine posttranslationale Prozessierung angewiesen. Durch sie wird folgende Oxida-

tionsreaktion katalysiert: 

Coelenterazin + O2 Coelenteramid + CO2 + Licht (482 nm) 

Das emittierte Licht der Reaktionen kann in einem Luminometer gemessen werden. Bei 

der vorliegenden Enzymkinetik gilt: Je mehr Licht gemessen wird, desto mehr Substrat 

wurde umgesetzt und desto mehr Luciferase wurde gebildet. Da die Luciferase des 

pRL-TK-Plasmids konstitutiv gebildet wird, ist die Menge an gebildetem Enzym ein rela-

tives Maß für die Anzahl der erfolgreich transfizierten Zellen und damit für die Transfek-

tionseffizienz. Die gebildete Menge der Luciferase des Topflash-Plasmids hängt von der 

Aktivierung durch TCF-Transkriptionsfaktoren ab. Diese wiederum werden erst zu Tran-

skriptionsaktivatoren unter Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs. So gibt hier 

die Menge des exprimierten Reportergens ein relatives Maß für die Aktivierung des be-

ta-Catenin-abhängigen Wnt-Signalwegs an. Das emittierte Licht der Firefly-Luciferase 

des Topflash-Plasmids wurde auf die gemessene Lichtmenge der Renilla-Luciferase 

des pRL-TK-Plasmids in jeder Probe bezogen (Mülhardt, 2009b). 

In einer 24-Well Zellkulturplatte (Nunc, Wiesbaden) wurden 1×105 INS-1 beta-Zellen pro 

Well ausgesät und in 500 µl RPMI-Medium über Nacht im Brutschrank inkubiert. Dann 

wurden die Zellen mit den oben beschriebenen Plasmiden transfiziert. Pro Well wurden 

0,4 µg des Topflash-Plasmids, 0,1 µg des pRL-TK-Plasmids und 0,5 µg des Transfekti-
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onsreagenzes Nanofectamin (PAA Laboratories GmbH, Cölbe) eingesetzt. Dieses be-

sitzt eine polykationische Oberflächenstruktur, an welche negativ geladene DNA binden 

kann. Es werden stabile Transfektionskomplexe gebildet, die mit der Doppellipidschicht 

der Zellmembranen fusionieren und die Nukleinsäure in die Zelle entlassen. Die Plas-

mide wurden zunächst in serumfreiem Medium und Nanofectamin in sterilem PBS (Dul-

becco’s Phosphat Buffered Saline, Invitrogen, Darmstadt) gelöst. Anschließend wurden 

beide Lösungen zusammengeführt und bei Raumtemperatur inkubiert, sodass sich die 

Komplexe aus Transfektionsreagenz und Plasmiden bilden konnte. 

Nach 30 Minuten wurden je 100 µl der Transfektionskomplexlösung in jedes Well pipet-

tiert. Die Transfektion erfolgte über Nacht im Brutschrank bei 37 °C. Am nächsten Tag 

wurden die Zellen stimuliert. Dazu wurde das Medium abgenommen und mit je 250 µl 

der entsprechenden Stimulationslösung erneut kultiviert. Stimuliert wurden die trans-

fizierten Zellen einerseits mit rekombinantem Wnt4 (1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml), re-

kombinantem Wnt3a (100 ng/ml) (beide R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt) 

oder gleichzeitig mit Wnt4 und Wnt3a in den genannten Konzentrationen und anderer-

seits mit Exendin-4 (10 nM) oder mit Exendin-4 (10 nM) und Wnt4 (10 ng/ml, 100 

ng/ml). Je drei Wells wurden mit denselben Stimulanzien behandelt. 

Die Auswertung der Transfektionsergebnisse erfolgte 24 Stunden später. Verwendet 

wurde das Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, Mannheim). Die Stimu-

lationsmedien der Zellen wurden abgenommen und die Zellen für zehn Minuten mit je 

100 µl des Lysepuffers (Passive Lysis Buffer, Promega, Mannheim) behandelt. Dann 

wurde durch Resuspensieren das Zelllysat der einzelnen Proben homogenisiert. 5 µl 

jeder Probe wurden in ein Polystyrol-Röhrchen (Sarstedt, Nümbrecht) überführt und 

anschließend 25 µl des Substrats der Firefly-Luciferase (Luciferase Assay Reagent, 

Promega, Mannheim) dazu gegeben und durch Resuspensieren mit der Probe ver-

mengt. 

Die Messung der nun entstandenen Biolumineszenz erfolgte im Luminometer (Lumat 

LB9507, Berthold Technologies, Bad Wildbad). Im Anschluss wurden in dasselbe Röhr-

chen 25 µl der Stop & Glow-Reagenzlösung (Promega, Mannheim) pipettiert. Diese 

Lösung führt zu einer starken Abnahme der Firefly-Luciferaseaktivität um mindestens 

den Faktor 104. Gleichzeitig enthält sie das Substrat der Renilla-Luciferase, deren Akti-

vität unmittelbar darauf im Luminometer gemessen wurde. Zur Berechnung der relati-

ven Topflash-Aktivität wurde zunächst für jede Probe der Quotient der Lumineszenz-
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Messwerte von Firefly- und Renilla-Luciferase gebildet. Die drei Quotienten der jeweils 

gleich behandelten Proben wurden gemittelt. Diese Mittelwerte wurden relativ zu den 

Mittelwerten der Kontrollen in Prozent angegeben. 

 

2.2.13 Reverse Transfektion von INS-1 beta-Zellen mit Wnt4-spezifischer siRNA 

Der Knockdown von endogenem Wnt4 in INS-1 beta-Zellen erfolgte im Rahmen von 

RNA-Interferenz mittels sequenzspezifischer siRNA. Die RNA-Interferenz bezeichnet 

einen Prozess, bei dem es induziert durch doppelsträngige intrazytoplasmatische RNA 

zum sequenzspezifischen Abbau von mRNA kommt. In der Zellkultur werden synthe-

tisch hergestellte, als small interfering RNA (siRNA) bezeichnete, zielgenspezifische 

Fragmente verwendet, die meist durch Transfektionsreagenzien in die Zellen einge-

bracht werden. Es folgt die Direktion der RNA an den sogenannten RNA Induced Silen-

cing Complex (RISC) mit anschließender Bindung des als Antisense-bzw. Führungs-

strang bezeichneten Teils der RNA. Der komplementäre Sense-Strang wird abgespal-

ten. An die nun einzelsträngige RNA, welche im RISC gebunden ist, kann sich endoge-

ne komplementäre RNA anlagern. Diese wird dann wiederum gespalten, die Bindung 

zum Antisense-Strang aufgelöst und im Zytoplasma durch Exonukleasen abgebaut. Der 

Prozess der sequenzspezifischen RNA-Degradation kann so in mehreren aufeinander-

folgenden Zyklen wiederholt werden (Mülhardt, 2009a).  

Für den Knockdown von endogenem Wnt4 in INS-1 beta-Zellen wurden drei verschie-

dene siRNA-Moleküle verwendet, die jeweils Komplementarität zu unterschiedlichen 

Sequenzabschnitten der Wnt4-mRNA aufwiesen (Rn_Wnt4_4 FlexiTube siRNA, 

Rn_Wnt4_5 FlexiTube siRNA, Rn_Wnt4_6 FlexiTube siRNA, Qiagen GmbH, Hilden). 

Eine unspezifische siRNA (AllStars Negative Control siRNA, Qiagen GmbH, Hilden) 

ohne Homologie zu jedwedem bekannten Gen in Säugetierzellen wurde als Negativkon-

trolle eingesetzt. Die reverse Transfektion erfolgte in 96-Well-Zellkulturplatten (F-

bottom, Greiner Bio-One, Frickenhausen) gemäß der Anleitung des Handbuches des 

HiPerFect-Transfektionsreagenzes (Qiagen GmbH, Hilden). Reverse Transfektion be-

deutet, dass zuerst die Komplexbildung zwischen siRNA und Transfektionsreagenz 

stattfindet und anschließend die zu transfizierenden Zellen zugeführt werden. Zur Bil-

dung des siRNA/Transfektionsreagenz-Komplexes wurden zunächst die in 25 µl RNa-

se-freiem Wasser verdünnte siRNA und das in 25 µl serumfreiem RPMI-Medium ver-

dünnte Transfektionsreagenz (HiPerFect-Transfektionsreagenz, Qiagen GmbH, Hilden) 
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für zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden pro Well 1×104 INS-1 

beta-Zellen in 150 µl RPMI-Medium ausgesät und über 48 Stunden im Brutschrank in-

kubiert. Jeweils 8 Wells wurden mit den gleichen Reagenzien behandelt. Die Referenz-

kontrolle enthielt weder Transfektionsreagenz noch siRNA. Zusätzlich gab es eine Kon-

trolle, die zwar Transfektionsreagenz aber keine siRNA beinhaltete. Die Endkonzentra-

tionen der verschiedenen siRNAs betrug 10 nM pro Well. Bei dieser Konzentration wur-

de zuvor mittels Transfektion mit Fluoreszenz-gekoppelter unspezifischer siRNA (All-

stars Neg. siRNA AF 488, Qiagen GmbH, Hilden) eine Transfektionseffizienz von 55 ± 

18 % nach 24 Stunden, 82 ± 12 % nach 48 Stunden und 78 ± 12 % nach 72 Stunden 

ermittelt (vgl. Abb. 2.2.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 

Abb. 2.2.6 Transfektion mit Fluoreszenz-gekoppelter siRNA:  
a) Aufnahme der mit Alexa-Fluor 488 gekoppelten siRNA in die INS-1 beta-Zellen nach 
einer Transfektionszeit von 48 Stunden  
b) Im Vergleich dazu sind die untransfizierten INS-1 beta-Zellen bei gleicher Belichtungs-
zeit unter dem Fluoreszenzmikroskop dargestellt. 
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Einen Überblick der einzelnen Probenzusammensetzungen pro Well gibt die folgende 

Tabelle (vgl. Tab. 2.2.10): 

 

Tab. 2.2.10 Probenzusammensetzung der Wnt4-spezifischen RNA-Interferenz 
 

 

Zur Überprüfung der Effektivität des Wnt4-Knockdowns in INS-1 beta-Zellen wurde 

mehrmalig nach 48 Stunden Transfektion die Expression von Wnt4 durch real-time PCR 

und Western Blot ermittelt. Bezogen auf die Referenzkontrollen wurde die Expression 

von Wnt4 sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene um etwa 71 % vermindert. Die 

genauen Werte der relativen Wnt4-Expressionen betrugen für die Wnt4-siRNAs Nr. 1, 

Nr. 2 und Nr. 3 in entsprechender Reihenfolge 0,22 ± 0,01, 0,43 ± 0,05 und 0,21 ± 0,08 

auf RNA-Ebene und 0,22 ± 0,09, 0,38 ± 0,19 und 0,29 ± 0,21 auf Proteinebene (vgl. 

Abb. 2.2.7). Weder die Behandlung der Zellen mit dem Transfektionsreagenz alleine 

noch mit der unspezifischen siRNA hatte einen signifikanten Effekt auf die Expression 

von Wnt4. Die Bestimmung der Expression von Zyklin D1 unter Wnt4-Knockdown er-

folgte durch die real-time PCR. 

 

       Bestand- 
       teil      

 
 
Proben-
bezeich-
nung 

RNase-
freies 

Wasser 
[µl] 

Nega-
tive 

Control 
siRNA 

[µl] 

Wnt4_4 
Flexi-
Tube 

siRNA 
[µl] 

Wnt4_5 
Flexi-
Tube 

siRNA 
[µl] 

Wnt4_6 
Flexi-
Tube 

siRNA 
[µl] 

Serum- 
freies 

Medium 
[µl] 

HiPer-
Fect 
[µl] 

RPMI 
mit 

1×104 

INS-1 
beta-
Zellen 

[µl] 

Referenz-
kontrolle 

25 - - - - 25 - 150 

Transfek-
tionsre-
agenz 

25 - - - - 24,25 0,75 150 

unspezifi-
sche siRNA 

24,9 0,1 - - - 24,25 0,75 150 

spezifische 
Wnt4-siRNA 
Nr. 1 

24,9 - 0,1 - - 24,25 0,75 150 

spezifische 
Wnt4-siRNA 
Nr. 2 

24,9 - - 0,1 - 24,25 0,75 150 

spezifische 
Wnt4-siRNA 
Nr. 3 

24,9 - - - 0,1 24,25 0,75 150 
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2.2.14 Bestimmung der Proliferation von INS-1 beta-Zellen unter Wnt4-

spezifischem Knockdown 

Anhand des Einbaus von [3H]-Thymidin in die DNA kann eine Aussage über die Wir-

kung verschiedener Substanzen auf die Proliferation der zu untersuchenden Zellen ge-

macht werden. Voraussetzung dafür ist, dass zu Beginn alle Proben die gleiche Anzahl 

von Zellen enthalten. Nach einer bestimmten Kultivierungszeit wird dem Nährmedium 
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b) a) 

Abb. 2.2.7 Bestimmung der Expression von Wnt4 unter Wnt4-spezifischem Knockdown: 
Im Bezug auf die Referenzkontrolle wurde die Expression von Wnt4 durch Transfektion 
mit den drei verschiedenen siRNA-Sequenzen im Durchschnitt auf a) 29 ± 12% auf 
mRNA-Ebene und auf b) 29 ± 10 % auf Proteinebene vermindert. Weder die Behandlung 
der Zellen mit Transfektionsreagenz allein noch mit der unspezifischen siRNA zeigte ei-
nen signifikanten Effekt auf die Wnt4-Expression.  
c) (modifiziert nach Abb. 4 A in Heller et al., 2011) Repräsentativer Western Blot: Als Po-
sitivkontrolle wurde rekombinantes Wnt4 verwendet. Beta-Aktin diente als Ladungskon-
trolle. Durch das Mitlaufen von Zelllysereagenz und Probenpuffer wurden unspezifische 
Bindungen ausgeschlossen.  
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von drei voneinander unabhängigen Versuchen. 
n.s. = nicht signifikant, * p < 0,05. 
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radioaktives [3H]-Thymidin zugefügt. Dieses wird bei jeder Zellteilung während der 

DNA-Replikation in die DNA eingebaut. Je mehr Radioaktivität gemessen werden kann, 

desto mehr [3H]-Thymidin ist in die DNA der Zellen eingebaut worden und desto mehr 

Zellteilungen haben stattgefunden. Vergleicht man die gemessenen Radioaktivitäten 

verschiedener Proben, so kann man eine Aussage über die proliferationsmodulierende 

Wirkung der Proben auf die verwendeten Zellen im Vergleich zu Kontrollen machen 

(Luttman W. et al., 2009a; Naito et al., 1987).  

Zur Bestimmung der Proliferation der INS-1 beta-Zellen unter Wnt4-spezifischem 

Knockdown wurde nach 48 Stunden Inkubation in jedes Well [3H]-Thymidin (Hartmann 

Analytic GmbH, Braunschweig) mit einer Radioaktivität von 37 kBq (= 1 μCi) pipettiert. 

Die Zellen wurden weitere 18 Stunden inkubiert. Danach wurde die Zellkulturplatte in 

den FilterMate Harvester (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) eingesetzt und 

das Medium entfernt. Die Zellen wurden durch Zugabe von Wasser für zehn Minuten 

durch den osmotischen Druck lysiert. Das Wasser mit den darin enthaltenen Zell- und 

DNA-Fragmenten wurde dann durch die Glasfaserfilter einer speziellen 96-Well-Platte 

(UniFilter®-96, GF/C®, Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) gesogen. Das 

freie nicht-inkorporierte Thymidin konnte im Medium gelöst die Filter passieren. Die 

DNA mit dem eingebauten [3H]-Thymidin blieb dagegen im Filter hängen. Die Filterplat-

te wurde dann bei 50 °C für eine Stunde getrocknet. Im Anschluss wurden auf jeden 

Glasfaserfilter der Platte 25 μl eines beta-Szintillationscocktails (Betaplate Scint, Perkin 

Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) gegeben. Die Radioaktivität des in die DNA ein-

gebauten [3H]-Thymidin wurde mit Hilfe eines Szintillationszählers (1450 MicroBeta Tri-

lux, Liquid scintillation and luminescence counter, Perkin Elmer, Waltham, Massachus-

etts, USA) gemessen. Über die Mittelwerte der jeweils acht mit den gleichen Reagenzi-

en behandelten Wells  wurde die Proliferation der Proben relativ zu den Referenzkon-

trollen berechnet. 

 

2.2.15 Messung der Insulinsekretion  

Die Messung der Insulinkonzentration der abgenommenen Überstände der primären 

Langerhans’schen Inseln der Maus erfolgte durch einen Insulin-Radioimmunoassay. 

Der Radioimmunoassay ist ein kompetitiver Assay. Grundvoraussetzung sind die kon-

stanten Mengen an radioaktiv markiertem Antigen, dem sogenannten Tracer, und an 

antigenspezifischem Antikörper. Dabei muss die Anzahl der Antigenbindungsstellen 
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begrenzt sein, sodass nur ein Teil der Tracermoleküle von den Antikörpern gebunden 

werden kann. Das radioaktiv markierte Antigen und das nicht radioaktive Antigen aus 

der zu messenden Probe konkurrieren um die Bindungsstellen an den spezifischen An-

tikörpern. Je mehr Antigen in der Probe enthalten ist, desto weniger Tracermoleküle 

werden von den Antikörpern gebunden. Werden nach Einstellung des Reaktionsgleich-

gewichtes die Antigen-Antikörper-Komplexe von den übrigen freien ungebundenen An-

tigenen getrennt, so kann durch Messung der Radioaktivität in der gebundenen Fraktion 

auf die Menge des in der Probe enthaltenen Antigens zurückgeschlossen werden. Je 

niedriger die gemessene Radioaktivität ist, umso mehr Antigen muss in der Probe vor-

handen gewesen sein (Luttman W. et al., 2009b). 

Die Durchführung der Insulinmessung erfolgte gemäß der Anleitung aus dem Handbuch 

des Radioimmunoassays (Insulin-RIA Kit, Millipore Corporation, Billerica, Massachus-

etts, USA). Als Tracer wurde hierbei Insulin verwendet, welches mit dem Gamma-

strahler 125Iod markiert war. Als Reaktionsgefäße wurden Polystyrol-Röhrchen 

(Sarstedt, Nümbrecht) eingesetzt. Jede Messung fand als Doppelbestimmung statt. Das 

Pipettierschema ist in der nachfolgenden Tabelle abgebildet (vgl. Tab. 2.2.11). 

 

Tag 1 Tag 2 

Probennummer Assay- 

Puffer [µl] 

Standard/ Quali-
tätskontrolle/ 
Proben [µl] 

125I-Insulin 
Tracer [µl] 

Insulin-
Antikörper-
Serum [µl] 

Präzipitations- 

Reagenz [ml] 

1, 2 (total count 
tubes) 

- - 100 - - 

3, 4 (Leerwertpro-
ben) 

200 - 100 - 1,0 

5, 6 (Nullstandard) 100 - 100 100 1,0 

7, 8 
(0,1 ng/ml Insulin) 

- 100 100 100 1,0 

9, 10 
(0,2 ng/ml Insulin) 

- 100 100 100 1,0 

11, 12 
(0,5 ng/ml Insulin) 

- 100 100 100 1,0 

13, 14 
(1,0 ng/ml Insulin) 

- 100 100 100 1,0 

15, 16 
(2,0 ng/ml Insulin) 

- 100 100 100 1,0 

17, 18 
(5,0 ng/ml Insulin) 

- 100 100 100 1,0 

19, 20 
(10 ng/ml Insulin) 

- 100 100 100 1,0 
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Probenzusammensetzung Insulin-RIA 

 

Die „total count tubes“ enthielten ausschließlich 125I-Insulin Tracer. Die Röhrchen für die 

Leerwerte wurden mit dem Assay-Puffer und dem 125I-Insulin Tracer behandelt. Die 

Röhrchen des Nullstandards wurden mit Assay-Puffer, 125I-Insulin Tracer und Insulin-

Antiserum befüllt. Zur Erstellung der Standardreihe wurden je 100 µl der mitgelieferten 

Insulinstandards in aufsteigender Konzentration pipettiert. Als Qualitätskontrolle dienten 

je 100 µl des ebenfalls mitgelieferten gereinigten Ratteninsulins bekannter Konzentrati-

on gelöst in Assay-Puffer. Passende Verdünnungen der Überstände der murinen 

Langerhans’schen Inseln mit Assay-Puffer wurden in Vorversuchen ermittelt. Je 100 µl 

der verdünnten Proben wurden pro Röhrchen eingesetzt. Dann wurden 100 µl des 125I-

Insulin Tracers hinzupipettiert und anschließend 100 µl des Insulin-Antiserums zuge-

fügt. Die Reaktionsröhrchen wurden geschüttelt und mit Folie abgedeckt. Die Einstel-

lung des Reaktionsgleichgewichts erfolgte über Nacht bei 4 °C. Am nächsten Tag wur-

de je 1 ml des Präzipitationsreagenzes den Proben beigefügt. Das Präzipitationsrea-

genz dient zur Trennung der Antigen-Antikörper-Komplexe von den ungebundenen An-

tigenen. 

Die Trennung beruht auf der Bindung der Insulin-Antikörper an Sekundärantikörper, die 

im Präzipitationsreagenz enthalten sind und spezifisch den Fc-Teil des Primärantikör-

pers binden. Es kommt zur Vernetzung der Primärantikörper mit der Folge, dass die 

Antigen-Antikörper-Komplexe ausgefällt werden. Nach einer Inkubationszeit von 20 Mi-

nuten wurden die Röhrchen bei 4 °C für 20 Minuten zentrifugiert. Die ausgefällten Kom-

plexe wurden so an den Böden der Röhrchen konzentriert und der Überstand mit den 

darin frei gelösten Antigenen abgesaugt, die nicht von Antikörpern gebunden worden 

waren. Die Überstände der „total count tubes“ wurden nicht abgenommen. Direkt im 

Anschluss fand die Messung der Radioaktivität in einem Gammazähler (LB2111, Bert-

hold, Bad Wildbad) statt. 

Sein Detektionssystem besteht aus einem mit 1% Thalliumoxid aktivierten Natrium-

Jodid-Kristall. Dieser ist mit einem Photomultiplier verbunden. Der Szintillationskristall 

absorbiert die vom 125I-Insulin Tracer ausgehenden Gammastrahlen und sendet ein 

21, 22 
(Qualitätskontrolle) 

- 100 100 100 1,0 

23, 24 
(Probe 1) 

- 100 100 100 1,0 

25,… ,n 
mit n= 2 x (Anzahl 
der Proben) + 22 

- 100 100 100 1,0 

Tab. 2.2.11 
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Bündel Photonen aus. Die Photonen bewirken an der Kathode des Photomultipliers die 

Emission von Photoelektronen. Durch die Dynodenkette des Photomultipliers kommt es 

zu einer Verstärkung des Elektronenflusses. Dieser führt an der Anode zur Abgabe ei-

nes Stromimpulses. Über einen Verstärker gelangt der Impuls zu einem Zähldiskrimina-

tor, durch welchen die Zählraten (counts per minute, cpm) bestimmt werden.  

Zur Ermittlung der Insulinkonzentrationen wurde zunächst die gemittelte Zählrate der 

beiden Leerwertproben angegeben in „counts per minute“ von den gemittelten Zählra-

ten der anderen Proben abgezogen, um so die durch unspezifische Bindungen entstan-

denen Zählraten zu eliminieren. Die daraus resultierende Zählrate der Proben (B) wurde 

auf die des Nullstandards (B0) bezogen. Das Verhältnis von B zu B0 (B/B0) ist ein Maß 

für die relativen Bindungen der Antikörper an die Insulinantigene in den einzelnen Pro-

ben. Als nächster Schritt erfolgte eine Kurvenanpassung, um die Beziehung zwischen 

Zählrate und Insulinkonzentration des Assays durch ein mathematisches Modell be-

schreiben zu können. Hierfür wurde zunächst eine Umwandlung der Standardkurve, in 

der die relativen Bindungen (B/B0) der Standardproben gegen die Insulinkonzentra-

tionen aufgetragen sind, in einen Logit-Log-Plot durchgeführt. In diesem Logit-Log-Plot 

werden die Insulinkonzentrationen in den natürlichen Logarithmus umgerechnet und auf 

der Abzisse eingetragen, während die gemessenen Werte für die relativen Bindungen 

der Standardproben auf der Ordinate als Logit-Werte dargestellt werden. Für einen Lo-

git-Wert einer relativen Bindung Y gilt: Logit Y = ln (Y/(1-Y)). Für die in dieser Transfor-

mation dargestellten Werte der Standardproben wurde dann eine passende Regres-

sionskurve berechnet, nachdem die Prüfung auf Wertausreißer und eine passende Ge-

wichtung der einzelnen Messdaten vorgenommen worden war. Anhand dieser Regres-

sionskurve konnte nach dem Messen der Zählraten der einzelnen Proben und Berech-

nung ihrer relativen Bindungen auf deren Insulinkonzentrationen zurückgeschlossen 

werden. Dazu wurde die zunächst in logarithmisierter Form dargestellte Konzentration 

durch Exponenzieren entlogarithmisiert. Ein Beispiel zur Erstellung der Regressions-

kurve geben folgende Tabelle (vgl. Tab. 2.2.12) und folgende Abbildung (vgl. Abb. 

2.2.8). 
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Probenbe-
zeichnung 

gemittelte 
Zählrate 

[cpm] 

Zählrate 
der Proben 
(B) = Diffe-

renz zur 
gemittelten 
Zählrate d. 
Leerwert-
proben 

relative 
Bindung 

(B/B0) 

Logit-
Werte der 
relativen 

Bindungen 
(B/B0) 

ln (Konz.) Insulin-
konzentra-

tionen 
[ng/ml] 

Leerwertpro-
ben 

537,2 0 - - - - 

Nullstandard 5100,9 4563,7 (B0) 1,00 - - 0 

Standard 4774,6 4237,4 0,92 2,56 -2,30 0,1 

Standard 3302,6 2765,4 0,61 0,43 0 1,0 

Standard 1039,7 502,5 0,11 -2,10 2,30 10,0 

Probe unbe- 
kannter Insu-
linkonzentra-
tion 

1370,2 833,0 0,18 -1,49 2,08 8,0 

Tab. 2.2.12 Beispieltabelle zur Konzentrationsbestimmung von Insulin 
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Abb. 2.2.8 Logit-Log-Plot zur Konzentrationsberechnung von Insulin 
Anhand der Regressionsgeraden kann von den Logit-Werten der relativen Insulin-
Antikörperbindungen auf den natürlichen Logarithmus der Insulinkonzentration geschlos-
sen werden. Entlogarithmisieren ergibt die gesuchte Insulinkonzentration einer Probe. 
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2.2.16 Statistische Analyse 

Die statistische Analyse erfolgte durch Anwendung des ANOVA-Tests (One-Way Ana-

lysis of Variance Test) mit anschließender Bonferroni-Korrektur als Posttest. Beim Ver-

gleich von nur zwei Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. Statis-

tische Signifikanz wurde angenommen bei einem p-Wert von kleiner 0,05. Die statisti-

sche Auswertung erfolgte anhand des Computerprogramms Prism 4.0 (Graph Pad 

Software, Dan Diego, Kalifornien, USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse  70 

3 Ergebnisse 

3.1 Regulation der mRNA-Expressionen von Wnt-Signalmolekülen 

durch Antidiabetika und verschiedene Glukosekonzentrationen in 

INS-1 beta-Zellen 

INS-1 beta-Zellen wurden für 24 Stunden mit Exendin-4 (1 nM, 10 nM, 100 nM), Rosigli-

tazon (0,1 μM, 10 μM, 50 μM), Tolbutamid (10 μM, 100 μM, 250 μM), Metformin (10 µM, 

50 μM, 500 μM), Insulin (0,1 μM, 1 μM, 10 μM) und Glukose (5,5 mM, 11 mM, 16,7 mM) 

stimuliert. Die Untersuchung der Expressionen der Wnt-Liganden Wnt4 und Wnt10b, 

des Wnt-Rezeptors Frizzled-4, des Korezeptors LRP5 und des Transkriptionsfaktors 

TCF7L2 erfolgte anhand der im Methodenteil beschriebenen real-time PCR. Die mRNA-

Expressionen unter Antidiabetikastimulation werden relativ zu mit Lösungsmittel behan-

delten Kontrollen angegeben. Die relativen Expressionen der Wnt-Signalmoleküle unter 

Stimulation mit verschiedenen Glukosekonzentrationen beziehen sich auf die mit 11 

mM Glukose behandelte Gruppe. Die Stimulation der INS-1 beta-Zellen mit dem GLP-1-

Analogon Exendin-4 führte zu einer signifikant verstärkten Expression von Wnt4 in INS-

1 beta-Zellen. Die relativen Expressionen betrugen bei 1 nM, 10 nM und 100 nM Exen-

din-4 in entsprechender Reihenfolge 2,0 ± 0,53, 2,94 ± 1,51 und 2,66 ± 0,99 (vgl. Abb. 

3.1.1). Die anderen untersuchten Wnt-Signalmoleküle wurden nicht durch die Stimulati-

on mit Exendin-4 in ihrer Expression verändert. Sowohl die Antidiabetika Rosiglitazon, 

Tolbutamid, Metformin und Insulin als auch die getesteten Glukosekonzentrationen hat-

ten keinen signifikanten Einfluss auf die Expression der untersuchten Wnt-

Signalmoleküle (vgl. Abb. 3.1.1- Abb. 3.1.5) (Heller et al., 2011). 
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Abb. 3.1.1 (modifiziert nach Abb. 1 A in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expression 
von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (1 nM, 10 nM, 100 nM), 
Rosiglitazon (0,1 μM, 10 μM, 50 μM), Metformin (10 µM, 50 μM, 500 μM), Tolbutamid (10 
μM, 100 μM, 250 μM), Insulin (0,1 μM, 1 μM, 10 μM) und Glukose (5,5 mM, 11 mM, 16,7 
mM). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD von fünf voneinander unabhängigen Expe-
rimenten dargestellt, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt 
wurden. * p < 0,05 
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Abb. 3.1.2 (modifiziert nach Abb. 1 B in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expression 
von Wnt10b in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (1 nM, 10 nM, 100 nM), 
Rosiglitazon (0,1 μM, 10 μM, 50 μM), Metformin (10 µM, 50 μM, 500 μM), Tolbutamid (10 
μM, 100 μM, 250 μM), Insulin (0,1 μM, 1 μM, 10 μM) und Glukose (5,5 mM, 11 mM, 16,7 
mM). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD von fünf voneinander unabhängigen Expe-
rimenten dargestellt, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt 
wurden.  
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Abb. 3.1.3 (modifiziert nach Abb. 1 C in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expression 
von Frizzled-4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (1 nM, 10 nM, 100 
nM), Rosiglitazon (0,1 μM, 10 μM, 50 μM), Metformin (10 µM, 50 μM, 500 μM), Tolbuta-
mid (10 μM, 100 μM, 250 μM), Insulin (0,1 μM, 1 μM, 10 μM) und Glukose (5,5 mM, 11 
mM, 16,7 mM). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD von fünf voneinander unabhän-
gigen Experimenten dargestellt, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung 
ermittelt wurden.  
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LRP5-mRNA-Expression

Abb. 3.1.4 (modifiziert nach Abb. 1 D in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expression 
von LRP5 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (1 nM, 10 nM, 100 nM), 
Rosiglitazon (0,1 μM, 10 μM, 50 μM), Metformin (10 µM, 50 μM, 500 μM), Tolbutamid (10 
μM, 100 μM, 250 μM), Insulin (0,1 μM, 1 μM, 10 μM) und Glukose (5,5 mM, 11 mM, 16,7 
mM). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD von fünf voneinander unabhängigen Expe-
rimenten dargestellt, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt wur-
den. 
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Abb. 3.1.5 (modifiziert nach Abb. 1 E in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expression 
von TCF7L2 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (1 nM, 10 nM, 100 nM), 
Rosiglitazon (0,1 μM, 10 μM, 50 μM), Metformin (10 µM, 50 μM, 500 μM), Tolbutamid (10 
μM, 100 μM, 250 μM), Insulin (0,1 μM, 1 μM, 10 μM) und Glukose (5,5 mM, 11 mM, 16,7 
mM). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD von fünf voneinander unabhängigen Expe-
rimenten dargestellt, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt 
wurden. 
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3.2 Expression von Wnt-Signalmolekülen in INS-1 beta-Zellen unter 

chronischer Stimulation mit niedriger, mittlerer und hoher 

Glukosekonzentration 

INS-1 beta-Zellen wurden über einen Zeitraum von vier Wochen mit RPMI-Medium sti-

muliert, welches eine niedrige, mittlere oder eine hohe Glukosekonzentration (5,5 mM, 

11 mM, 16,7 mM) enthielt. In einem Zeitabstand von sieben Tagen wurden die Expres-

sionen der Wnt-Signalmoleküle Wnt4, Wnt10b, Frizzled-4, LRP5 und TCF7L2 mittels 

real-time PCR untersucht. Dabei wurden ihre Expressionen jeweils in Relation zu denen 

der Kontrollgruppen berechnet, welche mit einer mittleren Glukosekonzentration von 11 

mM behandelt worden waren.  

Weder die Stimulation der INS-1 beta-Zellen mit einer niedrigen noch mit einer hohen 

Glukosekonzentration hatte einen signifikanten Effekt auf die Expression sämtlicher un-

tersuchter Wnt-Signalmoleküle im Vergleich zu mit 11 mM behandelten INS-1 beta-

Zellen (vgl. Abb. 3.2.1).   
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Abb. 3.2.1 Relative mRNA-Expressionen der Wnt-Signalmoleküle Wnt4, Wnt10b, 
Frizzled-4, LRP5 und TCF7L2 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit niedriger, mittle-
rer und hoher Glukosekonzentration (5,5 mM, 11 mM, 16,7 mM). Die mRNA-
Expressionen wurden jeweils im Abstand von einer Woche über einen Zeitraum von ins-
gesamt vier Wochen gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von fünf voneinan-
der unabhängigen Versuchen, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung 
ermittelt wurden. 
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3.3 Expression von Wnt4 unter Stimulation mit Exendin-4 in primären 

Langerhans’schen Inseln der Maus 

Isolierte primäre murine Langerhans’sche Inseln von zwei Monate alten C57BL/6-

Mäusen wurden mit 10 nM Exendin-4 in Krebs-Ringer-HEPES-Puffer stimuliert. Die 

Analyse der mRNA-Expression des Wnt-Liganden Wnt4 erfolgte mittels real-time PCR. 

Die Stimulation der primären murinen pankreatischen Inseln mit dem GLP-1-Analogon 

über einen Zeitraum von 24 Stunden führte zu einer signifikanten Zunahme der mRNA-

Expression von Wnt4. Die relative mRNA-Expression von Wnt4 betrug im Mittel 2,83 ± 

0,76 im Vergleich zur Kontrolle (vgl. Abb. 3.3.1) (Heller et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Expression von Wnt4-Protein unter Stimulation mit Exendin-4 in 

INS-1 beta-Zellen 

INS-1 beta-Zellen wurden über 24 Stunden mit 10 nM Exendin-4 stimuliert. Die Ermitt-

lung der Expression von Wnt4-Protein erfolgte durch Western Blot. Die Stimulation von 

INS-1 beta-Zellen mit Exendin-4 führte zu einer signifikanten Expressionsverstärkung 

des endogenen Wnt-Liganden Wnt4 auf Proteinebene. Die Expression von Wnt4 wurde 

im Mittel um mehr als das Dreifache (3,63 ± 1,27) im Vergleich zur Kontrolle gesteigert 

Abb. 3.3.1 (modifiziert nach Abb. 2 A in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expression 
von Wnt4 in isolierten primären Langerhans’schen Inseln von C57BL/6-Mäusen unter 
Stimulation mit Exendin-4 (10 nM) über 24 Stunden. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + 
SD von fünf voneinander unabhängigen Experimenten dargestellt, wobei die Ct-Werte 
jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt wurden. * p < 0,05 
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(vgl. Abb. 3.4.1). Ein repräsentativer Western Blot ist in Abb. 3.4.2 dargestellt. Rekom-

binantes Wnt4 wurde als Positivkontrolle verwendet. Durch den Einsatz von Zelllysere-

agenz und Probenpuffer allein ließen sich unspezifische Bindungen der Antikörper an 

deren Bestandteile und an die Membran ausschließen. Als Referenz zur Berechnung 

der relativen Expression von Wnt4 dienten die mit Lösungsmittel behandelten INS-1 

beta-Zellen, welche in der Abbildung (vgl. Abb. 3.4.2) als Kontrolle bezeichnet sind. Als 

Ladekontrolle diente beta-Aktin, auf welches jeweils die Expressionen von Wnt4 in den 

einzelnen Proben normiert wurden (Heller et al., 2011). 
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Abb. 3.4.1 (modifiziert nach Abb. 2 B in Heller et al., 2011) Grafische Darstellung der 
quantitativen Auswertung von fünf voneinander unabhängig durchgeführten Western Blots 
zur Untersuchung der Expression von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Exendin-4-
Stimulation (10 nM). Die Expression von Wnt4 in den Kontrollen und den mit Exendin-4 
stimulierten Zellen wurde stets auf die Expression von beta-Aktin in den entsprechenden 
Proben normiert. * p < 0,05 
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3.5 Expression von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen in Abhängigkeit von der 

Konzentration an Exendin-4 

INS-1 beta-Zellen wurden über 24 Stunden mit dem GLP-1-Rezeptoragonisten Exen-

din-4 in aufsteigenden Konzentrationen (0,01 nM, 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM) stimu-

liert. Mittels real-time PCR wurden die Wnt4-mRNA-Expressionen gemessen. Wie in 

Abb. 3.5.1 dargestellt kam es zu einem Anstieg der Wnt4-Expression unter 

zunehmender Konzentration an Exendin-4. Bei Stimulation mit 0,01 nM Exendin-4 

bestand noch kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle. Ab einer 

Konzentration von 0,1 nM Exendin-4 konnte ein konzentrationsabhängiger, signifikanter 

Anstieg der Wnt4-Expressionen beobachtet werden. Die relative Wnt4-mRNA-

Expression war bei einer Konzentration von 10 nM Exendin-4 am stärksten und betrug 

2,94 ± 1,51. Eine weitere Konzentrationserhöhung auf 100 nM führte nicht zu einer 

weiteren Expressionsverstärkung (Heller et al., 2011). 

 

 

 

Abb. 3.4.2 (modifiziert nach Abb. 2 B in Heller et al., 2011) Repräsentativer Western Blot 
zur Untersuchung der Expression von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit 
Exendin-4 (10 nM) im Vergleich zu mit Lösungsmittel behandelten Kontrolle. Rekombinan-
tes Protein diente als Positivkontrolle. Durch den alleinigen Einsatz von Zelllysereagenz 
und Probenpuffer wurden unspezifische Bindungen ausgeschlossen. Beta-Aktin diente als 
Ladungskontrolle. 
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3.6 Expression von Wnt4 unter Stimulation mit Exendin-4 in INS-1 beta-

Zellen in Abhängigkeit von der Zeit 

INS-1 beta-Zellen wurden mit Exendin-4 in einer Konzentration von 10 nM stimuliert. 

Die mRNA der Zellen wurde nach 10 und 30 Minuten und nach 1, 2, 3, 4, 8, 12 und 24 

Stunden isoliert. Die Ermittlung der Expressionen erfolgte durch real-time PCR. Verein-

fachend ist in der Abb. 3.6.1 nur eine Kontrolle dargestellt, da es sich bei den Expressi-

onsangaben um relative Werte handelt, bei denen die Kontrolle stets als 1 festgelegt 

wird.  

Nach drei Stunden zeigte sich die Expression von Wnt4 bereits erhöht ohne jedoch sta-

tistische Signifikanz zu erreichen. Statistisch signifikant war der Anstieg der Wnt4-

Expression nach vier Stunden Stimulation mit Exendin-4 (2,32 ± 0,5). Die stärkste Ex-

pression fand sich nach einer Stimulationszeit von 24 Stunden (2,83 ± 0,91) (Heller et 

al., 2011). 
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Abb. 3.5.1 (modifiziert nach Abb. 2 C in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expressionen 
von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen in Abhängigkeit von der Konzentration an Exendin-4 über 
einen Stimulationszeitraum von 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus fünf 
voneinander unabhängigen Versuchen, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbe-
stimmung ermittelt wurden. * p < 0,05 
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3.7 Expression von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter chronischer 

Stimulation mit Exendin-4 

INS-1 beta-Zellen wurden alle zwei Tage über einen Zeitraum von vier Wochen mit E-

xendin-4 in einer Konzentration von 10 nM stimuliert. In einem Abstand von jeweils ei-

ner Woche wurde die Expression von Wnt4 im Vergleich zu den über den gleichen Zeit-

raum mit Lösungsmittel behandelten Kontrollen mittels real-time PCR gemessen. In  

Abb. 3.7.1 sind die Ergebnisse aus fünf voneinander unabhängigen Versuchen abgebil-

det. Nach einer Stimulationszeit von einer Woche zeigte sich eine signifikante etwa 

zweifach verstärkte Expression von Wnt4 im Vergleich zur Kontrolle (2,15 ± 0,88). Die-

ser Effekt blieb über den gesamten Stimulationszeitraum konstant (Heller et al., 2011).  
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Abb. 3.6.1 (modifiziert nach Abb. 2 D in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expression 
von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (10 nM) in Abhängigkeit 
von der Zeit. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von fünf voneinander unabhängigen 
Versuchen, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt wurden. * p < 
0,05. 
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3.8 Expression von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit 

Exendin-4 und dem GLP-1-Rezeptorantagonisten Exendin-(9-39) 

Um zu überprüfen, ob die Wirkung von Exendin-4 auf die Regulation der Expression 

von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen über den GLP-1-Rezeptor vermittelt wird, wurde der 

GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin-(9-39) eingesetzt. Dieser bindet als spezifischer 

Antagonist an den GLP-1-Rezeptor, führt dort aber nicht zu einer Aktivierung. Erneut 

wurde mit real-time PCR die Expression von Wnt4 nach 24 Stunden unter Stimulation 

mit 10 nM Exendin-4 gemessen. Die so beobachtete signifikant erhöhte Wnt4-mRNA-

Expression (1,75 ± 0,26) konnte durch eine gleichzeitige Kostimulation mit dem GLP-1-

Rezeptorantagonisten Exendin-(9-39) in einer Konzentration von 2 µM auf das Niveau 

der Kontrolle zurückgeführt werden (1,21 ± 0,15). Der Effekt von Exendin-4 auf die Ex-

pression von Wnt4 war demnach durch Antagonisierung am GLP-1-Rezeptor hemmbar. 

Die alleinige Stimulation der INS-1 beta-Zellen mit 2 µM Exendin-(9-39) zeigte keinen 
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Abb. 3.7.1 (modifiziert nach Abb. 2 E in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expressionen 
von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (10 nM) über einen Zeit-
raum von vier Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von fünf voneinander unab-
hängigen Versuchen, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt 
wurden. * p < 0,05 
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Effekt auf die Expression von endogenem Wnt4 der beta-Zellen (0,97 ± 1,7) (vgl. Abb. 

3.8.1) (Heller et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.9 Expression von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit  

L-Zell-konditioniertem Medium 

GLUTag-Zellen wurden über drei Tage in dem Zellkulturmedium D-MEM kultiviert, wel-

ches folglich sämtliche in dieser Zeit von den immortalisierten L-Zellen sezernierte Stof-

fe enthielt. Mit diesem konditionierten Medium wurden INS-1 beta-Zellen für 24 Stunden 

stimuliert. Als Kontrolle dienten sowohl das für gewöhnlich verwendete Zellkulturmedi-

um RPMI als auch D-MEM, welches nicht in Kontakt mit L-Zellen gekommen war, je-

doch über den gleichen Zeitraum im Zellkulturschrank gelagert wurde. In der Abb. 3.9.1 

ist zu erkennen, dass die Stimulation mit dem L-Zell-konditionierten D-MEM zu einer 

signifikant gesteigerten Expression von Wnt4 (2,17 ± 0,32) in INS-1 beta-Zellen sowohl 

im Vergleich zu dem RPMI- als auch zu dem D-MEM-Kontrollmedium führte. Die ver-
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Abb. 3.8.1 (modifiziert nach Abb. 2 F in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expressionen 
von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (Exd-4, 10 nM), dem GLP-
1-Rezeptorantagonisten Exendin-(9-39) (Exd-(9-39), 2 µM) und mit Exendin-4 und Exen-
din-(9-39) in den genannten Konzentrationen zusammen (Exd-4 + Exd-(9-39)). Dargestellt 
sind die Mittelwerte + SD von fünf voneinander unabhängigen Versuchen, wobei die Ct-
Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt wurden. * p < 0,05 
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stärkte Expression von Wnt4 konnte bei gleichzeitiger Stimulation mit dem GLP-1-

Rezeptorantagonisten Exendin-(9-39) gehemmt werden und erreichte ein nur leicht er-

höhtes, nicht signifikantes Expressionsniveau im Vergleich zur Wnt4-Expression in den 

beiden verwendeten Kontrollmedien RPMI und D-MEM. Die Stimulation der INS-1 beta-

Zellen mit dem D-MEM-Kontrollmedium hatte keinen Einfluss auf die Expression von 

Wnt4 im Vergleich zum RPMI-Kontrollmedium (1,29 ± 0,25). Die alleinige Zugabe von 

Exendin-(9-39) zu den beiden Kontrollmedien RPMI und D-MEM hatte ebenfalls keine 

signifikanten Effekte auf die Expression von Wnt4 (Heller et al., 2011).  
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Abb. 3.9.1 (modifiziert nach Abb. 2 G in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expressionen 
von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit RPMI +/- Exendin-(9-39) (Exd-(9-39), 
2 µM), D-MEM +/- Exd-(9-39) (2 µM) und L-Zell-konditioniertem D-MEM +/- Exd-(9-39) (2 
µM). Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von fünf voneinander unabhängigen Versu-
chen, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt wurden. * p < 0,05. 
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3.10 Expression von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit 

Exendin-4 und verschiedenen Glukosekonzentrationen 

Um herauszufinden, ob die Wirkung des GLP-1-Analogons Exendin-4 auf die Expres-

sion des Wnt-Liganden Wnt4 durch verschiedene Glukosekonzentrationen moduliert 

werden kann, wurden INS-1 beta-Zellen erneut für 24 Stunden mit 10 nM Exendin-4 

stimuliert. Das hierbei verwendete RPMI-Medium enthielt niedrige, mittlere oder hohe 

Glukosekonzentrationen von 5,5 mM, 11 mM und 16,7 mM Glukose.  

Es zeigte sich die bereits bekannte signifikant verstärkte Expression von Wnt4 unter 

Stimulation mit 10 nM Exendin-4 bei einer Glukosekonzentration von 11 mM (2,83 ± 

0,91). Dieser Effekt konnte ebenfalls bei niedriger Glukosekonzentration von 5,5 mM 

(2,88 ± 1,00) und bei hoher Konzentration an Glukose von 16,7 mM (2,92 ± 1,26) beob-

achtet werden. Die Glukosekonzentration des Mediums beeinflusste die Wirkung von 

Exendin-4 auf die Wnt4-Expression demnach nicht (vgl. Abb. 3.10.1) (Heller et al., 

2011). 
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Abb. 3.10.1 (modifiziert nach Abb. 2 H in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expression 
von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (10 nM) bei niedriger, mitt-
lerer und hoher Glukosekonzentration (5,5 mM, 11 mM, 16,7 mM). Die Mittelwerte + SD 
sind relativ zur Expression von Wnt4 in der mit 11 mM Glukose behandelten Kontrolle 
(Mitte) angegeben. Die Werte beziehen sich auf fünf voneinander unabhängige Versuche, 
wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt wurden. * p < 0,05. 
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3.11 Einfluss von Wnt4 auf die Aktivierung des TCF-abhängigen Wnt-

Signalwegs in INS-1 beta-Zellen 

Zur Untersuchung der Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in INS-1 beta-

Zellen wurden diese mit dem im Methodenteil beschriebenen Topflash-Plasmid und 

dem pRL-TK-Plasmid transfiziert und für 24 Stunden mit den aufgeführten Substanzen 

stimuliert. Anschließend wurden die durch die Firefly- und die Renilla-Luciferase her-

vorgerufenen Biolumineszenzen gemessen, die während des Substratumbaus entstan-

den. Die Messwerte wurden miteinander in Beziehung gesetzt (vgl. Kap. 2.2.12), so-

dass sich schließlich eine Aussage zur Wirkung der untersuchten Stimuli auf die Aktivie-

rung des TCF-abhängigen Wnt-Signalwegs machen ließ. 

Es zeigte sich, dass die Stimulation der transfizierten INS-1 beta-Zellen mit dem Wnt-

Liganden Wnt4 in aufsteigenden Konzentrationen (1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml) nicht 

zu einer signifikanten Änderung der Aktivierung des Topflash-Plasmids führte (vgl. Abb. 

3.11.1). Unter Stimulation der INS-1 beta-Zellen mit 100 ng/ml rekombinantem Wnt3a, 

zeigte sich hingegen eine verstärkte Aktivierung des TCF-abhängigen Wnt-Signalwegs 

auf 154,7 ± 11,5 % im Vergleich zu mit dem Lösungsmittel PBS behandelten Kontrollen. 

Die verstärkte Aktivierung des Wnt-Signalwegs unter Stimulation mit Wnt3a konnte 

durch gleichzeitige Stimulation mit rekombinantem Wnt4 signifikant gehemmt werden. 

Der antagonisierende Effekt von Wnt4 war in den drei getesteten Konzentrationen (1 

ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml) vergleichbar und betrug im Durchschnitt  122,7 ± 4,0 % in 

Relation zu den entsprechenden Kontrollen (Heller et al., 2011).  
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Die zuvor dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Exendin-4 die Expression 

von Wnt4 in beta-Zellen erhöht und Wnt4 als Antagonist des kanonischen Wnt-

Signalwegs agiert. Daher wurde untersucht, ob der Effekt von Exendin-4 auf die Aktivie-

rung des TCF-abhängigen Wnt-Signalwegs in INS-1 beta-Zellen (Liu et al., 2008) durch 

Kostimulation mit Wnt4 gehemmt werden kann. Die Stimulation der transfizierten INS-1 

beta-Zellen mit 10 nM Exendin-4 führte zu einer starken Aktivitätssteigerung des TCF-

abhängigen Wnt-Signalwegs auf 362,3 ± 121,5 % im Vergleich zur Kontrolle. Diese ver-

stärkte Aktivierung unter Exendin-4 konnte nicht durch Kostimulation mit rekombinan-

tem Wnt4 in den getesteten Konzentrationen von 10 ng/ml und 100 ng/ml gehemmt 

werden (vgl. Abb. 3.11.2) (Heller et al., 2011).    

Abb. 3.11.1 (modifiziert nach Abb. 3 A in Heller et al., 2011) Relative TCF-
Reportergenaktivität (Topflash) in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit den Wnt-
Liganden Wnt4 (1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml), Wnt3a (100 ng/ml) und unter Kostimulation 
mit Wnt4 und Wnt3a in den genannten Konzentrationen. Dargestellt sind die Mittelwerte + 
SD von fünf voneinander unabhängigen Versuchen. * p < 0,05 
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3.12 Einfluss von endogenem Wnt4 auf die basale Proliferation von  

INS-1 beta-Zellen 

Der Wnt-Signalweg wurde in seiner Bedeutung als wichtiger Regulator für die Prolifera-

tion von pankreatischen beta-Zellen erkannt (vgl. Kap. 1.3.4). Um die Relevanz des 

Wnt-Liganden Wnt4 für die basale beta-Zellproliferation zu untersuchen, wurde die Ex-

pression von endogenem Wnt4 in INS-1 beta-Zellen durch die Transfektion mit drei 

spezifischen siRNA-Sequenzen herunter reguliert. In Vorversuchen zeigte sich eine für 

alle drei Sequenzen gemittelte auf etwa 29 % verminderte mRNA- und Proteinexpres-

sion von Wnt4 unter spezifischem Knockdown im Vergleich zu entsprechenden Kontrol-

len (vgl. Kap. 2.2.13).  

Die basale Proliferationsrate unter Wnt4-Knockdown wurde mit Hilfe der Aufnahme von 

[3H]-Thymidin in die Zellen ermittelt. Die mit RNase-freiem Wasser und serumfreiem 

RPMI-Medium behandelten Kontrollen dienten als Referenz für die Angabe der relativen 

Proliferationswerte der INS-1 beta-Zellen der im Folgenden beschrieben Proben. Aus 

Abb. 3.11.2 (modifiziert nach Abb. 3 B in Heller et al., 2011) Relative TCF-
Reportergenaktivität (Topflash) in INS-1 beta-Zellen unter Stimulation mit Exendin-4 (10 
nM) und mit Exendin-4 (10 nM) und rekombinantem Wnt4 (10 ng/ml, 100 ng/ml) zusam-
men. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von fünf voneinander unabhängigen Versu-
chen. n.s. = nicht signifikant, * p < 0,05 
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Abb. 3.12.1 geht hervor, dass der Wnt4-spezifische Knockdown bei der Verwendung 

jeder der drei verschiedenen siRNA-Sequenzen zu einer signifikanten Abnahme der 

INS-1 beta-Zellproliferation geführt hat. Die basale Proliferation war für die in der Abbil-

dung als Nr. 1, 2 und 3 benannten spezifischen Wnt4-siRNA-Sequenzen in entspre-

chender Reihenfolge auf 36,20 ± 4,12 %, 48,79 ± 7,76 % und 51,26 ± 9,11 % im Ver-

gleich zu den Referenzkontrollen vermindert. Die geringen Abnahmen der gemessenen 

Proliferation der Zellen durch die Behandlung mit dem Transfektionsreagenz und der 

unspezifischen siRNA waren statistisch nicht signifikant (Heller et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.13 Expression von Zyklin D1 unter Wnt4-Knockdown in INS-1 beta-

Zellen 

Da der spezifische Knockdown von endogenem Wnt4 zu einer signifikanten Abnahme 

der basalen Proliferationsrate von INS-1 beta-Zellen geführt hatte, sollte nun der Ein-
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Abb. 3.12.1 (modifiziert nach Abb. 4 B in Heller et al., 2011) Relative INS-1 beta-
Zellproliferation unter Wnt4-spezifischem Knockdown mittels drei verschiedener siRNA-
Sequenzen (spezifische Wnt4-siRNA Nr. 1, 2 und 3) im Vergleich zur Referenzkontrolle. 
Die Stimulationen mit dem Transfektionsreagenz und der unspezifischen siRNA zeigten 
keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation. Die dargestellten Mittelwerte + SD 
ergaben sich aus fünf voneinander unabhängigen durchgeführten Versuchen. n.s. = nicht 
signifikant, * p < 0,05 
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fluss des Wnt4-Knockdowns auf die Expression des Zellzyklusregulators Zyklin D1 ge-

messen werden. Unter dem bereits beschriebenen Knockdown von Wnt4 in INS-1 beta-

Zellen mittels der drei spezifischen siRNA-Sequenzen zeigte sich im Vergleich zu der 

Referenzkontrolle keine Veränderung der Expression von Zyklin D1. Die Stimulationen 

mit dem Transfektionsreagenz allein und mit der unspezifischen siRNA hatten ebenfalls 

keinen Einfluss auf die Expression des untersuchten Zellzyklusregulators (vgl. Abb. 

3.13.1) (Heller et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.14 Wirkung von Wnt4 auf die Insulingenexpression und die Insulin-

sekretion von primären murinen Langerhans’schen Inseln 

Da der Wnt-Signalweg als wichtiger Regulator für die Insulinsekretion erkannt worden 

ist (vgl. Kap. 1.3.4), sollte die Wirkung von Wnt4 auf die Insulinbildung und -sekretion in 

pankreatischen beta-Zellen untersucht werden. Dazu wurden primäre Langerhans’sche 

Inseln von zwei Monate alten C57BL/6-Mäusen in Krebs-Ringer-HEPES-Puffer mit auf-
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Abb. 3.13.1 (modifiziert nach Abb. 4 C in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expression 
von Zyklin D1 in INS-1 beta-Zellen unter Wnt4-spezifischem Knockdown mittels drei ver-
schiedener siRNA-Sequenzen (spezifische Wnt4-siRNA Nr. 1, 2 und 3) und unter Be-
handlung mit Transfektionsreagenz und unspezifischer siRNA allein im Vergleich zur Re-
ferenzkontrolle. Die dargestellten Mittelwerte + SD ergaben sich aus drei voneinander 
unabhängigen durchgeführten Versuchen, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbe-
stimmung ermittelt wurden. 
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steigender Glukosekonzentration (2,75, 5,5, 11, 22, 28 mM) kultiviert und zugleich mit 

rekombinantem Wnt4 (100 ng/ml) stimuliert. Nach drei und nach 24 Stunden wurden die 

Überstände für die Insulinkonzentrationsmessung entnommen. Die pankreatischen In-

seln wurden nach 24 Stunden zur Messung der relativen Expressionen des Insulin-II-

Gens verwendet. Die Insulinkonzentration der einzelnen Überstände wurde anhand von 

Insulin-Radioimmunoassays bestimmt.  

Die Expression des Insulin-II-Gens der untersuchten pankreatischen Inseln stieg erwar-

tungsgemäß mit steigender Glukosekonzentration an. Es stellte sich heraus, dass die 

Zugabe von rekombinantem Wnt4 im Vergleich zu mit Lösungsmittel behandelten Kon-

trollen keinen signifikanten Effekt auf die Regulation der Insulingenexpression hatte 

(vgl. Abb. 3.14.1) (Heller et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vergleichend ergaben die Auswertungen der Insulin-Radioimmunoassays, dass die In-

sulinkonzentrationen in den Überständen der pankreatischen Inseln mit steigenden 
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Abb. 3.14.1 (modifiziert nach Abb. 6 in Heller et al., 2011) Relative mRNA-Expressionen 
von Insulin II in primären murinen Langerhans’schen Inseln in Abhängigkeit von der Glu-
kosekonzentration des verwendeten Krebs-Ringer-HEPES-Puffers über einen Stimulati-
onszeitraum von 24 Stunden. Weiße Säulen stehen für die mit 100 ng/ml rekombinantem 
Wnt4, schwarze Säulen für die mit dem Lösungsmittel PBS behandelten pankreatischen 
Inseln. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus drei voneinander unabhängigen Versu-
chen, wobei die Ct-Werte jeder Probe in Dreifachbestimmung ermittelt wurden. 
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Glukosekonzentrationen zunahmen. Dies war sowohl nach drei als auch nach 24 Stun-

den Stimulationszeit festzustellen. Die Stimulation mit Wnt4 hatte jedoch keinen zusätz-

lichen Einfluss auf die Insulinkonzentration in Relation zu den jeweiligen Kontrollen (vgl. 

Abb. 3.14.2) (Heller et al., 2011). 
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Abb. 3.14.2 (modifiziert nach Abb. 7 in Heller et al., 2011) Insulinkonzentrationen der 
Überstände von primären Langerhans’schen Inseln der Maus unter Stimulation mit re-
kombinantem Wnt4 (100 ng/ml) in aufsteigenden Glukosekonzentrationen nach einer In-
kubationszeit von drei und 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von drei von-
einander unabhängigen Versuchen. 
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4 Diskussion 

4.1 Exendin-4 verstärkt die Expression von Wnt4 in pankreatischen 

beta-Zellen 

Während der letzten Jahre konnte in verschiedenen Studien eine zentrale Rolle des 

Wnt-Signalwegs für die beta-Zellphysiologie festgestellt werden. Große Aufmerksamkeit 

auf dem Gebiet der Diabetesforschung wurde dem Wnt-Signalweg zuteil, als bestimmte 

Polymorphismen einzelner Nukleotide innerhalb des Gens für TCF7L2, einem Wnt-

regulierten Transkriptionsfaktor, die bisher bekannte stärkste Assoziation mit dem Auf-

treten von Diabetes mellitus Typ 2 zeigten. Bisher ist noch nicht geklärt, wie diese Po-

lymorphismen, welche innerhalb von Intronregionen lokalisiert sind, zu der Entwicklung 

von Diabetes mellitus beitragen können. In Studien konnte gezeigt werden, dass die 

GLP-1-induzierte Insulinsekretion in Trägern der Risikoallele reduziert ist und dass die 

Polymorphismen die GLP-1-Wirkung auf die beta-Zellen modulieren können.  

Um die Funktion von TCF7L2 und dem kanonischen Wnt-Signalweg besser zu verste-

hen, wurden in den vergangenen Jahren zahlreiche Studien durchgeführt. Unter Stimu-

lation mit exogenen Wnt-Liganden von beta-Zelllinien und murinen und humanen beta-

Zellen konnte in vitro eine Regulation der Proliferation und des Zellzyklus durch den 

kanonischen Wnt-Signalweg gefunden werden. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass 

Störungen innerhalb des kanonischen Wnt-Signalwegs zu fehlerhafter Glukose-

induzierter Insulinsekretion aus beta-Zellen führt. 

Obwohl die Expression wichtiger Wnt-Signalkomponenten in murinen und humanen 

beta-Zellen gezeigt wurde, ist bis heute noch wenig über die Regulation ihrer endoge-

nen Expression bekannt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation 

mit dem GLP-1-Rezeptoragonisten Exendin-4 die Expression von Wnt-4 in INS-1 beta-

Zellen und in primären Langerhans’schen Inseln der Maus auf RNA- und auf Protein-

ebene verstärkte. Exendin-4 hatte keinen Einfluss auf die Expression der Wnt-

Signalmoleküle Wnt10b, Frizzled-4, LRP5 und TCF7L2. Die anderen Antidiabetika wie 

Rosiglitazon, Tolbutamid, Metformin und Insulin führten ebenfalls nicht zu einer Verän-

derung der Expression der getesteten Wnt-Signalmoleküle. Die Stimulation mit niedri-

gen, mittleren und hohen Glukosekonzentrationen zeigte keinen Einfluss auf die Ex-

pression der untersuchten Wnt-Signalmoleküle nach 24 Stunden und unter Langzeitsti-

mulation über einen Zeitraum von vier Wochen (Heller et al., 2011).  
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Der Anstieg der Wnt4-Expression unter Stimulation mit Exendin-4 war konzentrations-

abhängig und zeigte sich am stärksten ab 10 nM Exendin-4. Die Expression von Wnt4 

begann auf mRNA-Ebene nach ca. vier Stunden signifikant zu steigen und erreichte 

nach ca. 24 Stunden ein Maximum. Die erhöhte Expression von Wnt4 unter Stimulation 

mit Exendin-4 blieb über eine Stimulationszeit von vier Wochen konstant und war nicht 

von der Glukosekonzentration abhängig. Die Kultivierung der INS-1 beta-Zellen mit L-

Zell-konditioniertem Medium, in dem das von den intestinalen L-Zellen sezernierte GLP-

1 enthalten war, führte auch zu einer signifikanten Steigerung der Wnt4-Expression in 

INS-1 beta-Zellen. Die Hemmbarkeit der verstärkten Wnt4-Expression durch den GLP-

1-Rezeptorantagonisten Exendin-(9-39) zeigt auf, dass sowohl Exendin-4 als auch das 

von den L-Zellen sezernierte GLP-1 über den G-Protein-gekoppelten GLP-1-Rezeptor 

ihre expressionsmodulierenden Effekte auf den Wnt-Liganden Wnt4 ausüben (Heller et 

al., 2011).  

 

4.2 Exendin-4 inhibiert die Wnt-Liganden-vermittelte Aktivierung des 

kanonischen Wnt-Signalwegs in pankreatischen beta-Zellen 

Da Exendin-4 zu einer verstärkten Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs und zu 

einer verstärkten Expression von Wnt4 in beta-Zellen führt, wurde untersucht, ob Wnt4 

den kanonischen Wnt-Signalweg in beta-Zellen aktivieren kann. Die Versuche mittels 

transienter Transfektion von INS-1 beta-Zellen mit dem Topflash-Plasmid machten je-

doch deutlich, dass Wnt4 den kanonischen Wnt-Signalweg in INS-1 beta-Zellen in den 

getesteten Konzentrationen nicht aktiviert. Die Stimulation mit Wnt3a, einem Wnt-

Liganden, der in verschiedenen Zellsystemen, so auch in beta-Zellen, den kanonischen 

Wnt-Signalweg aktiviert (Krutzfeldt et al., 2010; Rulifson et al., 2007), führte erwar-

tungsgemäß zu einer verstärkten TCF-abhängigen Expression des Plasmid-

Reportergens. Wnt4 konnte jedoch diese Wnt3a-vermittelte Aktivierung des kanoni-

schen Wnt-Signalwegs signifikant inhibieren. Die Stimulation mit Exendin-4 führte zu 

einer starken Aktivierung der TCF-abhängigen Reportergentranskription auf über das 

Dreifache der Basalrate. Die Zugabe von Wnt4 in aufsteigender Konzentration hatte 

keinen signifikanten Effekt auf die Exendin-4-vermittelte Aktivierung des Wnt-

Signalwegs (Heller et al., 2011). 

Unter Benutzung des TCF-Reportergen-Assays hatten Liu und Habener bereits GLP-1 

und das Analogon Exendin-4 als Aktivatoren des kanonischen Wnt-Signalwegs in pan-
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kreatischen beta-Zellen identifiziert. Durch Kostimulation mit spezifischen Inhibitoren, 

wurde deutlich, dass die Exendin-4-vermittelte Wnt-Signalaktivitätssteigerung unab-

hängig von der Glykogen-Synthase-Kinase-3beta verläuft, jedoch den GLP-1-Rezeptor 

und die Proteinkinasen A und B benötigt. Sie zeigten auf molekularer Ebene, dass E-

xendin-4 zu einer Phosphorylierung von beta-Catenin an Serin675 durch die Protein-

kinase A führt. Unabhängig von der Glykogen-Synthase-Kinase-3beta kann es so zu 

einer Stabilisierung und damit verstärkten transkriptionellen Aktivität von beta-Catenin 

kommen (Hino et al., 2005; Taurin et al., 2006).  

Ergebnisse einer anderen Studie zeigten, dass die Überexpression von Wnt4 in pan-

kreatischen beta-Zellen zu keiner Änderung in der Konzentration an zytoplasmatischem 

beta-Catenin führte. Die unter Stimulation mit Wnt3a erreichte Zunahme der zytoplas-

matischen beta-Catenin-Konzentration wurde durch eine Überexpression von Wnt4 in-

hibiert. Die durch Lithiumchlorid, einem Inhibitor der Glykogen-Synthase-Kinase-3beta, 

erreichte Stabilisierung von zytoplasmatischem beta-Catenin konnte durch die Überex-

pression von Wnt4 im Gegensatz dazu aber nicht gehemmt werden (Krutzfeldt et al., 

2010). 

Arbeiten zur Rolle von Wnt4 in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-293) zeigten 

ebenfalls, dass Wnt4 keinen Einfluss auf die basale kanonische Wnt-Signalaktivität hat 

und die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch Wnt3a inhibiert. Es konnte 

gezeigt werden, dass durch Wnt4 eine verstärkte Lokalisation von beta-Catenin an die 

Zellmembran von HEK-293-Zellen vermittelt wird, wodurch beta-Catenin nicht in den 

Nukleus translozieren und keine transkriptionsaktivierenden Komplexe mit TCF/LEF-

Transkriptionsfaktoren bilden kann (Bernard et al., 2008). 

Die beschriebenen Studien zur beta-Zelle zeigen jedoch, dass Wnt4 die Wnt-

Rezeptorliganden-vermittelte Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs, aber nicht 

die intrazellulären Aktivierungswege des Wnt-Signals z. B. durch Lithiumchlorid auf der 

Ebene der Glykogen-Synthase-Kinase-3beta und durch Exendin-4 auf der Ebene von 

beta-Catenin inhibieren kann (Heller et al., 2011; Krutzfeldt et al., 2010). Daher ist es 

wahrscheinlich, dass Wnt4 in pankreatischen beta-Zellen als Antagonist des Wnt-

Signalwegs auf Rezeptorebene wirkt. Wie genau der antagonisierende Wirkmechanis-

mus ist, bleibt spekulativ. Einerseits ist es möglich, dass Wnt4 mit Wnt3a um die Bin-

dungsstelle eines kanonischen Wnt-Rezeptors konkurriert, jedoch als Antagonist an 

diesem Rezeptor nicht zu einer Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs führt 
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(kompetitive Hemmung). Andererseits ist es denkbar, dass Wnt4 über nicht-kanonische 

Wnt-Signalwege zu einer intrazellulären Hemmung der Wnt3a-vermittelten kanonischen 

Wnt-Signalaktivierung führt. Wnt4 könnte durch Bindung an Frizzled-Rezeptoren aber 

auch an Wnt-Rezeptoren, die nicht zur Frizzled-Familie gehören, wie z. B. Ror2, zur 

Aktivierung dieser nicht-kanonischen Wnt-Signalwege führen (Sethi et al., 2010) (vgl. 

Abb. 4.2.1 b). 

In anderen Zellsystemen wurden bereits Rezeptoren identifiziert, über die Wnt4 und 

Wnt3a ihre Effekte auf Zielzellen ausüben. So wurde gezeigt, dass Wnt3a durch Bin-

dung an Frizzled-1 zu einer Aktivierung des TCF-abhängigen Wnt-Signalwegs führt 

(Golan et al., 2004) und Wnt-4 seine Wirkungen auf die Zielzellen sowohl über Frizzled-

1 (Tsaousi et al., 2011) als auch über Frizzled-6 (Lyons et al., 2004) ausüben kann. Ei-

ne Kompetition zwischen Wnt4 und Wnt3a um die Bindung am Frizzled-1-Rezeptor an 

der pankreatischen beta-Zelle wäre hierdurch vorstellbar (vgl. Abb. 4.2.1. a). Dass die 

Inhibition der Wnt3a-vermittelten Wnt-Signalaktivierung unter allen angewendeten Kon-

zentrationen von Wnt4 vergleichbar war, kann durch einen nahezu vollständigen Re-

zeptorbesatz bereits bei niedrigster Konzentration und einer höheren Affinität von Wnt4 

zum Rezeptor gelegen haben. 

Für Wnt4 ist bereits beschrieben worden, dass es zu einem intrazellulären Anstieg von 

Kalzium führt und so über nicht-kanonische Wnt-Signalwege Effekte auf Zielzellen aus-

üben kann (Kuhl, 2004). Frizzled-6 wäre ein möglicher Rezeptor, über den Wnt4 durch 

nicht-kanonische Wnt-Signalwege zu einer intrazellulären Inhibition der kanonischen 

Wnt-Signalaktivierung führen könnten. Es wurde gezeigt, dass der humane Frizzled-6-

Rezeptor über einen intrazellulären Kalzium-abhängigen Signalweg zu einer Inhibition 

des Wnt3a-vermittelten Signals führen kann (Golan et al., 2004) (vgl. Abb. 4.2.1 b). 

Die hier vorgestellten Daten weisen also Wnt4 als einen Antagonisten des kanonischen 

Wnt-Signalwegs an pankreatischen beta-Zellen aus, wobei der genaue molekulare 

Machanismus der Hemmung weiterer Studien bedarf. 
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4.3 Physiologische Bedeutung von Wnt4 als Modulator der kanonischen 

Wnt-Signalaktivität in pankreatischen beta-Zellen 

Es konnte gezeigt werden, dass Wnt4 besonders stark in Langerhans’schen Inseln der 

Maus exprimiert wird und dass seine Expression unter Insulinresistenz und Hyperinsu-

linämie in vivo erhöht ist (Krutzfeldt et al., 2010). Dies lässt auf eine wichtige Rolle von 

Wnt4 für die beta-Zellphysiologie schließen. Im Einklang mit den Ergebnissen der hier 

vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Wnt4 den kanonischen Wnt-Signalweg in beta-

Zellen antagonisieren kann. Doch welche Bedeutung hat dies für die beta-Zellfunktion ? 

Eine interessante Hypothese in diesem Zusammenhang ist, dass Wnt4 die Responsivi-

tät von beta-Zellen auf exogene Wnt-Liganden moduliert. Diese könnten einerseits von 

Nachbarzellen sezerniert werden, worauf die schon zahlreich nachgewiesene Expressi-

on von Wnt-Signalmolekülen sowohl im endokrinen als auch im exokrinen pankreati-

a) b) 

Abb. 4.2.1 Mögliche Inhibierungswege der kanonischen Wnt-Signalaktivität durch Wnt4: 
a) Wnt4 und Wnt3a konkurrieren um die Bindung am Frizzled-1-Rezeptorkomplex. Die 
Bindung von Wnt4 führt jedoch im Gegensatz zu Wnt3a nicht zu einer Aktivierung des 
kanonischen Wnt-Signalwegs. 
b) Die Bindung von Wnt4 an den Frizzled-6-Rezeptor führt über nicht-kanonische, Kalzi-
um-abhängige Signalwege zur Inhibierung der kanonischen Wnt-Signalwegaktivierung 
durch intrazelluläre Hemmung des Wnt3a-Frizzled-1-Rezeptorkomplexes. Die Bindung 
von Wnt4 an Nicht-Frizzled-Wnt-Rezeptoren, wie z. B. Ror2, kann ebenfalls über in die-
sem Kontext bisher noch nicht bekannte Signalwege (gekennzeichnet durch: ?) zur intra-
zellulären Inhibierung des Wnt3a-Frizzled-1-Rezeptorkomplexes führen.  
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schen Gewebe schließen lässt, und andererseits von peripheren Geweben, wie z. B. 

dem Fettgewebe (Schinner et al., 2007). In vitro konnte gezeigt werden, dass der Wnt-

Signalweg in beta-Zellen durch von Adipozyten sezernierte Stoffe aktiviert werden kann 

(Schinner et al., 2008). Wnt-Signalmoleküle konnten auch bereits im peripheren Blut 

von Menschen nachgewiesen werden, wie z. B. der Wnt-Antagonist Dickkopf-1, der 

zumindest zum Teil von Adipozyten gebildet wird (Gustafson et al., 2010).  

Auch Adipozyten in direkter Nachbarschaft mit den Inseln könnten parakrine Effekte auf 

die beta-Zellen über den Wnt-Signalweg ausüben. So ist in der New-Zealand-Obese-

Maus, einem Modell für Adipositas, Insulinresistenz und Hyperinsulinämie, eine starke 

Zunahme der Anzahl intrapankreatischer Adipozyten in unmittelbarer Nachbarschaft zu 

den pankreatischen Inseln im Vergleich zu Kontrollmäusen festgestellt worden (Ulgen et 

al., 2008). Das in beta-Zellen exprimierte Wnt4 könnte also die Wnt-Signal-

Responsivität der beta-Zellen und auch der benachbarten Zellen auf auto-, para- oder 

endokrin wirkende Stimuli modulieren.  

In der Arbeit von Krützfeldt und Stoffel wurde in den pankreatischen Langerhans’schen 

Inseln der adipösen und insulinresistenten ob/ob-Mäuse und in gesunden Wildtyp-

Mäusen keine endogene Aktivität des kanonischen Wnt-Signalwegs gefunden. Gleich-

zeitig lag in den pankreatischen Inseln der adipösen ob/ob-Maus eine erhöhte Expres-

sion von Wnt4 vor. Wnt4 könnte als Antagonist des kanonischen Wnt-Signalwegs zu 

einer solchen fehlenden endogenen Wnt-Signalaktivität führen (Krutzfeldt et al., 2010). 

Für die Untersuchungen wurden pankreatischen Inseln von Mäusen in einem Alter von 

etwa neun Wochen verwendet. Die detektierte Wnt-SignaIinaktivität muss jedoch nicht 

unbedingt für alle Lebenszeitpunkte der adulten beta-Zelle repräsentativ sein. Es ist 

denkbar, dass ähnlich wie in der sich entwickelnden pränatalen beta-Zelle es auch in 

adulten beta-Zellen auf die genaue zeitliche Regulation der Wnt-Signalaktivität an-

kommt. Die Aktivität des kanonischen Wnt-Signalwegs könnte sich abhängig von den 

jeweiligen metabolischen Anforderungen modulieren lassen. Ob eine andauernde Inak-

tivität des kanonischen Wnt-Signalwegs im insulinresistenten Zustand an der Entwick-

lung eines Diabetes mellitus beteiligt ist, ist bisher noch nicht geklärt (Schinner, 2010). 

 

4.4 Wnt4 als Regulator der pankreatischen beta-Zellmasse 

Das in den pankreatischen Inseln der adipösen und insulinresistenten ob/ob-Maus ver-

stärkt exprimierte Wnt4 könnte neben seiner antagonisierenden Wirkung auf die kano-
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nische Wnt-Signalaktivierung auch davon unabhängige Funktionen für die beta-Zelle 

übernehmen. Ein Knockdown von Wnt4 in INS-1 beta-Zellen führte wie im Ergebnisteil 

dargestellt zu einer signifikanten Abnahme der basalen Proliferation der beta-Zellen im 

Mittel auf 45 % im Vergleich zu Kontrollen (Heller et al., 2011). Wnt4 scheint also für die 

beta-Zellproliferation eine wichtige Rolle zu spielen. In verschiedenen Studien wurde 

bereits gezeigt, dass die pankreatischen Inseln der ob/ob-Mäuse schon ab einem Alter 

von vier Wochen hyperplastisch sind und ihre Größe im Laufe der Zeit zunimmt (Lind-

strom, 2007; Tomita et al., 1992). Das in den pankreatischen Inseln der ob/ob-Maus 

verstärkt exprimierte Wnt4 könnte eine regulatorische Funktion bezüglich der Expansion 

und Aufrechterhaltung der beta-Zellmasse ausüben und somit einem Adapta-

tionsmechanismus angehören, durch den sich die beta-Zellen an den jeweils aktuellen 

metabolischen Zustand des Organismus anpassen können. Da der Knockdown von 

Wnt4 keinen Einfluss auf die Expression des Zyklin D1-Gens hatte, einem Zielgen des 

kanonischen Wnt-Signalwegs (Liu et al., 2008; Rulifson et al., 2007), könnte dies darauf 

hindeuten, dass Wnt4 über die noch kaum erforschten nicht-kanonischen Wnt-

Signalwege proliferative Effekte auf die beta-Zellen ausübt. Hiermit vergleichbare Er-

gebnisse zeigte eine andere Studie, in der Wnt4 keine Expressionsverstärkung von ka-

nonischen Wnt-Zielgenen wie c-Myc und Zyklin D1 bewirkte, sondern über Frizzled-6 

und nicht-kanonische JNK-abhängige intrazelluläre Prozesse zu einer Expansion von 

hämatopoetischen Progenitorzellen führte (Heinonen et al., 2011) (vgl. Abb. 4.4.1). 

Wnt4 könnte auch durch eine verminderte Apoptoserate zu einer Erhaltung der beta-

Zellmasse beitragen. Da GLP-1 zu einer verstärkten Expression von Wnt4 in beta-

Zellen führt und beta-Zellen vor Zytokin-vermittelte Zellschädigung schützt (Li et al., 

2005; Li et al., 2003), könnten die antiinflammatorischen Wirkungen von GLP-1 zumin-

dest partiell durch Wnt4 vermittelt werden. In diesem Kontext wurde gezeigt, dass das 

in primären murinen Inselzellen exprimierte Zytokin TNFalpha, welches zur beta-

Zellapoptose führen kann (Ishizuka et al., 1999), nicht nur durch Exendin-4 sondern 

auch durch Stimulation mit Wnt4 in seiner Expression vermindert wird. Auf molekularer 

Ebene wurde eine verminderte transkriptionelle Aktivität von AP-1, einem wichtigen Re-

gulator der TNFalpha-Expression (Novotny et al., 1998; Rhoades et al., 1992), unter 

Exendin-4-Stimulation gefunden (vgl. Abb. 4.4.1) (Heller et al., 2011). 
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4.5 Wirkung von Wnt4 auf die Insulinexpression und Insulinsekretion 

von pankreatischen beta-Zellen 

In  verschiedenen Studien konnte eine wichtige Rolle des kanonischen Wnt-Signalwegs 

für die Insulinsekretion von beta-Zellen gezeigt werden (Schinner et al., 2007). Risikoa-

llelträger der TCF7L2-Genpolymorphismen zeigen eine reduzierte GLP-1 induzierte In-

sulinsekretion (Pilgaard et al., 2009; Schafer et al., 2007). Ein Knockdown von TCF7L2 

führte zu einem reduziertem Effekt von GLP-1 auf Glukose-stimulierte Insulinsekretion 

(Shu et al., 2008). Da Exendin-4 als GLP-1-Analogon zu einer Expressionsverstärkung 

von Wnt4 in beta-Zellen führte, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob Wnt-4 einen Ein-

fluss auf die Insulinexpression und -sekretion hat. Die Stimulation der primären murinen 

beta-Zellen für drei und 24 Stunden mit aufsteigender Glukosekonzentration führte zwar 

erwartungsgemäß zu einer Zunahme der Insulinexpression und Insulinsekretion, jedoch 

hatte die Zugabe von Wnt4 keinen zusätzlichen Effekt auf diese (Heller et al., 2011). 

Abb. 4.4.1 Mögliche Mechanismen der Wirkung von Wnt4 auf den Erhalt der beta-
Zellmasse über nicht-kanonische Wnt-Signalwege in der pankreatischen beta-Zelle: Wnt4 
führt entweder durch Bindung an Frizzled-Rezeptoren, wie z. B. Frizzled-6, über JNK-
abhängige Signalwege oder durch Bindung an Nicht-Frizzled-Rezeptoren über bisher 
noch nicht bekannte intrazelluläre Signalwege (gekennzeichnet durch: ?) zu einer gestei-
gerten beta-Zellproliferation und/oder verminderten beta-Zellapoptose durch Veränderung 
der Genexpression. 
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Unter Berücksichtigung der Wirkung von Wnt4 auf die beta-Zellproliferation ist jedoch 

eine Zunahme der absolut gemessenen Insulinproduktion der mit Wnt4 behandelten 

Inseln im Vergleich zu den Kontrollen nach längerer Stimulationsdauer denkbar. 
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5 Zusammenfassung  

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeit, dass die Stimulation mit dem GLP-

1-Rezeptoragonisten Exendin-4 die Expression von Wnt4 in pankreatischen beta-Zellen 

erhöht. Die Wnt-Signalmoleküle Wnt10b, Frizzled-4, LRP5 und TCF7L2 wurden in ihrer 

Expression nicht durch Stimulation mit Exendin-4 beeinflusst. Die Stimulationen der 

INS-1 beta-Zellen sowohl mit den Antidiabetika Rosiglitazon, Tolbutamid, Metformin und 

Insulin als auch mit den verschiedenen Glukosekonzentrationen hatten keinen Einfluss 

auf die Expression der untersuchten Wnt-Signalmoleküle. Es konnte gezeigt werden, 

dass Wnt4 als Antagonist des kanonischen Wnt-Signalwegs in pankreatischen beta-

Zellen agiert. Wnt4 hatte keinen Effekt auf die Insulinexpression und Insulinsekretion, 

wurde jedoch als neuer Regulator der beta-Zellproliferation identifiziert. Daher könnte 

GLP-1 seine proliferationsfördernden Effekte auf pankreatische beta-Zellen zum Teil 

durch die verstärkte Expression von Wnt4 ausüben, welches zu einer Modulation des 

Wnt-Signalwegs in beta-Zellen führen kann (Heller et al., 2011).   
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