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1 EINLEITUNG 

1.1 Diabetes mellitus und Insulinresistenz 

Die „Zuckerkrankheit“ Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselstörung, die sich durch 

chronisch erhöhten Blutzuckerspiegel auszeichnet und ihre Ursachen in mangelnder 

Insulinsekretion beziehungsweise gestörter Insulinwirkung hat (89). Da die Anzahl 

der Erkrankungen weltweit dramatisch zunimmt, stellt Diabetes eine der Hauptbe-

drohungen der menschlichen Gesundheit im 21. Jahrhundert dar (195). So liegt in 

Deutschland bei ca. 5% der Bevölkerung die Diagnose „Diabetes mellitus“ vor, die 

tatsächliche Anzahl der Erkrankungen ist aufgrund der hohen Dunkelziffer vermutlich 

doppelt so hoch (60).  

Zu den Hauptformen der Diabetes-Erkrankungen zählen Typ 1 und Typ 2 Diabetes. 

Typ 1 Diabetes ist durch eine Zerstörung der insulinproduzierenden beta-Zellen der 

Bauchspeicheldrüse aufgrund einer Autoimmunreaktion charakterisiert. Da kein kör-

pereigenes Insulin mehr gebildet werden kann, sind die betroffenen Patienten le-

benslang auf eine exogene Zufuhr von Insulin angewiesen.  

Über 90% der weltweiten Diabetes-Erkrankungen gehen auf den Typ 2 Diabetes zu-

rück (195). Im Gegensatz zu Typ 1 Diabetes liegt in diesem Fall kein Insulinmangel 

vor. Der Pathomechanismus von Typ 2 Diabetes beruht auf einer Insulinresistenz, 

also mangelnder Wirkung des Insulins im periphären Gewebe, die mit einer erhöhten 

kompensatorischen Insulinproduktion einhergeht (89). Zu den Hauptursachen zählen 

genetische Prädisposition (127) und Übergewicht (28). Falsche Ernährung und man-

gelnde körperliche Aktivität sind weitere Risikofaktoren (79). Obwohl Typ 2 Diabetes 

als „Altersdiabetes“ bekannt ist, ist diese Erkrankung inzwischen auch immer häufi-

ger bei Kindern und Jugendlichen anzutreffen (1). Neuere Untersuchungen legen 

nahe, dass mit Adipositas assozierte, chronisch inflammatorische Prozesse eine 

wichtige Rolle bei der Entstehung der Insulinresistenz spielen (175). Die molekularen 

Grundlagen dieser Vorgänge sind zur Zeit dennoch weitgehend unbekannt. Ein bes-
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seres Verständnis der Mechanismen, die zu der Resistenzentstehung beitragen, ist 

für die Entwicklung neuer Therapieformen unerlässlich.   

1.2 Insulinsignaltransduktion 

Das Peptidhormon Insulin besteht aus 51 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht 

von 5,8 kDa. Die Synthese der inaktiven Vorstufe, des Proinsulins, erfolgt in den 

Beta-Zellen der Langehansschen Inseln in der Bauchspeicheldrüse. Nach einer Akti-

vierung mittels proteolytischer Spaltung wird das native Insulin in den sekretorischen 

Granula der Beta-Zellen gespeichert. Die Sekretion von Insulin wird durch erhöhte 

Glucosespiegel im Blut ausgelöst, wobei die freigesetzte Insulinmenge parallel zur 

Glucosekonzentration zunimmt. Die Hauptwirkung des Insulins besteht in der kurz-

fristigen Steigerung der Glucoseaufnahme und der Glycogensynthese in den Zielge-

weben Muskel, Fettgewebe und Leber. Gleichzeitig wird die hepatische Gluconeoge-

nese inhibiert. Damit bewirkt das Insulin eine rasche Senkung des Blutglucose-Spie-

gels und trägt entscheidend zu der Erhaltung der Glucose-Homöostase bei.  

Durch die Bindung des Insulins an den Insulinrezeptor (IR) wird eine komplexe zel-

luläre Signalkaskade ausgelöst (für eine Übersicht sehe Abb. 2), wobei das Signal 

über eine Vielzahl von hochkonservierten Proteinen weitergeleitet wird. Der Insulin-

rezeptor gehört zu der Familie der Rezeptortyrosinkinasen und besteht aus zwei α- 

und zwei β-Untereinheiten, welche über Disulfidbrücken kovalent zu einem Hetero-

tetramer verknüpft sind (128). Die α-Untereinheiten befinden sich im extrazellulären 

Raum und bilden die Insulinbindestelle, während die β-Untereinheiten die Zellmemb-

ran durchspannen und eine intrazelluläre Tyrosinkinase-Domäne enthalten 

(160;177). Die Bindung von Insulin an die α-Untereinheiten führt mittels Konforma-

tionsänderung zu einer Autophosphorylierung der β-Untereinheiten des Insulinre-

zeptors und damit zur Aktivierung der Tyrosinkinase-Domäne (177).  

Der katalytisch aktive Insulinrezeptor phosphoryliert seinerseits eine Reihe nachge-

schalteter Substrate. Zu den wichtigsten Adapterproteinen zählen die Mitglieder der 

Insulin Rezeptor Substrat Familie (IRS). Das erste Insulinrezeptorsubstrat (IRS-1) 

wurde bereits 1985 von M.F. White beschrieben (123;159;179). Inzwischen ist eine 
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Reihe verschiedener IRS Proteine bekannt (128). Insulinrezeptorsubstrate IRS-1 und 

IRS-2 sind dabei die am besten strukturell und funktionell charakterisierten Adapter-

proteine (Übersichtsartikel: (177;178;180;181)). Sie werden in nahezu allen Gewe-

ben exprimiert und vermitteln den Hauptanteil der Insulinantwort, wobei das IRS-1 

insbesondere für die Insulinwirkung im Muskel und Fettgewebe und das IRS-2 in der 

Leber von Bedeutung sind (177;178;180). Das Vorkommen von IRS-3 beschränkt 

sich auf das Fettgewebe von Nagern (95). IRS-4 (94) wurde hauptsächlich in Thy-

mus, Gehirn, Niere und Beta-Zellen nachgewiesen (165). IRS-5 wird bis auf Leber 

und Niere ubiquitär exprimiert, während die Expression von IRS-6 im Skelettmuskel 

am prominentesten ist (24).  

Alle IRS Proteine verfügen über eine N-Terminale Pleckstrin Homologie Domäne 

(PH), eine Phospho-Tyrosin Bindende Domäne (PTB) und einen C-Terminalen Be-

reich, der sich durch viele potentielle Tyrosin- und Serin-Phosphorylierungsstellen 

auszeichnet (Abb. 1). 

 

Abb. 1 Schematische Darstellung des Insulinrezeptorsubstrats 1 

Modifiziert nach M.F. White, 2002  

Die Interaktion der IRS Proteine mit dem Insulinrezeptor wird über die PH (22) und 

PTB (183) Domänen vermittelt. Dabei dirigiert die PH Domäne die Proteine durch die 

Interaktion mit Phospholipiden und PH Interagierenden Proteinen (PHIP) zu dem 

membranständigen Insuliunrezeptor (23;49), während die PTB Domäne für die 
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Erkennung und Bindung des phosphorylierten NPXY Motives im aktivierten Insulinre-

zeptor von Bedeutung ist.  

Der C-Terminale Bereich der IRS Proteine trägt zahlreiche konservierte YMXM und 

YXXM Motive. Diese werden von aktiviertem Insulinrezeptor an Tyrosin-Resten 

phosphoryliert und dienen anschliessend der Rekrutierung weiterer Signalproteine, 

die über eine src Homologie Domäne (SH2) verfügen. Das wichtigste Effektorprotein 

des IRS-1 stellt die Phosphatidylinositol-3’-Kinase (PI3-K) dar. Zu den SH2 Proteinen 

gehören neben der PI3-K zahlreiche weitere Adapter-Proteine: GRB-2, NCK, CRK, 

SHB u.a. (169;178). Für die Kopplung der PI3-K sind die Tyrosine 608 und 628 des 

IRS-1 von Bedeutung (46). 

Die PI3-K besteht aus einer regulatorischen p85-Untereinheit und einer katalytischen 

p110 Untereinheit (133). Die regulatorische Untereinheit enthält SH2 Domänen, die 

an die phosphorylierten Erkennungssequenzen des IRS-1 binden und eine Aktivie-

rung der katalytischen Untereinheit bewirken. Bislang wurden mehrere Isoformen der 

regulatorischen Untereinheit identifiziert, die über alternatives Spleissen der drei 

Gene p85α, p85β und p55γ generiert werden (130). Für die Weiterleitung des Insulin-

signals ist die ubiquitär exprimierte p85α ausschlaggebend (143). Von der katalyti-

schen Untereinheit, die eine 3’-Phosphorylierung von Phosphoinositiden vermittelt, 

sind vier Isoformen bekannt: p110α, p110 β, p110 γ und p110δ (25;168).  

Das Hauptprodukt der PI3-K ist Phosphatidylinositol 3,4,5-Trisphosphat (PIP3), wel-

ches in der Lage ist an die PH Domänen von Proteinen zu binden und die zelluläre 

Lokalisation und Aktivität von weiteren Effektorproteinen zu regulieren. Für die Insu-

linsignalkaskade ist dabei die Aktivierung der Phospholipid-abhängigen Kinase 

(PDK) von grosser Bedeutung, da diese für die Signalweiterleitung zu Proteinkinase 

B (Akt) (143) und den atypischen Proteinkinase C Isoformen (aPCK) (152) 

verantwortlich ist.  

Die Familie der Proteinkinasen C wird in drei Hauptgruppen unterteilt, die sich so-

wohl funktionell als auch strukturell unterscheiden. Die klassischen PKCs (cPKC: α, β 

und γ) sind durch die Bindung von Diacylglycerol (DAG) und Ca2+ stimulierbar, die 

neuen PKCs (nPKC: δ, ε, η und θ) sind DAG-sensitiv, aber Ca2+-insensitiv. Die atypi-
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schen PCKs (aPKC: ζ, λ und ι) sind unabhängig von Ca2+ und DAG (Übersichtsarti-

kel: (113;124)). Aktivierung der PKCζ durch die PDK1 erfolgt über eine Phosphorylie-

rung des Threonins 410 in der PKCζ-Aktivierungsschleife (9). Eine Vielzahl neuerer 

Publikationen legt nahe, dass die atypischen PKCs eine wesentliche Rolle bei der 

Vermittlung des insulinabhängigen Glucosetransports spielen (10-15;86;150-152). So 

konnte die Beteiligung der aPKCs am Glucosetransport in Muskelzellen (11;14) und 

Fettzellen (13;150-152) dokumentiert werden (Übersichtsartikel: (48)).  

 

 

Abb. 2 Schematische Darstellung der Insulin-Signalkaskade 
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Proteinkinase B (Akt) ist ein weiteres Effektorprotein, dessen Aktivierung für die Sti-

mulation des Glucosetransports von Bedeutung ist (171). Bislang wurden drei Akt-

Isoformen beschrieben, die jeweils über eine N-Terminale PH Domäne, zentrale Ki-

nase-Domäne und eine C-Terminale regulatorische Domäne verfügen (50). Dabei 

wird Akt1 insbesondere in Muskel und Leber exprimiert, während im Fettgewebe 

Akt2 dominiert (50). Neben der Insulinsignaltransduktion ist Akt ebenso für die 

Regulation der Zellteilung und der Apoptose verantwortlich (29;96).  

Die insulinabhängige Aktivierung der Akt verläuft in mehreren Schritten. Zunächst 

bindet das nach einem Insulinstimulus in erhöhter Konzentration vorliegende PIP3 an 

die PH-Domäne von Akt. Dadurch wird einerseits eine Verlagerung der Akt zur 

Plasmamembran und somit eine Ko-Lokalisation mit der PDK1 bewirkt, und anderer-

seits eine Konformationsänderung ausgelöst (155), die vermutlich eine Exposition 

des zuvor unzugänglichen Threonins 308 zu Folge hat (143). Die eigentliche Aktivie-

rung der Akt findet mittels Phosphorylierung statt (92). An der Plasmamembran er-

folgt die Phosphorylierung des in der Aktivierungsschleife der Kinase-Domäne lie-

genden Threonins 308 durch die PDK1. Zusätzlich wird die Akt an Serin 473 in der 

regulatorischen Domäne phosphoryliert, was zu einer Stabilisierung der aktiven 

Konformation beiträgt (50;182). Umstritten ist, ob das Serin 473 durch eine weitere 

PDK (PDK2) oder über eine Autophosphorylierung (164) modifiziert wird. Die einmal 

an der Plasmamembran aktivierte Akt kann anschliessend wieder in das Cytosol ge-

langen (5).  

Die molekularen Mechanismen, welche eine insulinabhängige Glucoseaufnahme 

regulieren, sind zur Zeit noch weitgehend unklar. Neben der aPKC Isoformen scheint 

auch die aktivierte Akt eine insulinvermittelte Translokation des Glucosetransporters 

4 (GLUT4) zur Plasmamembran zu vermitteln. So konnte gezeigt werden, dass eine 

Überexpression von Kinase-inaktiven Mutanten der Akt die insulinabhängige Trans-

lokation der GLUT4-Vesikel im Myoblasten inhibiert (171), während eine konstitutiv 

aktive Mutante der Akt eine insulinunabhängige GLUT-4 Translokation in 3T3-L1 

Adipocyten induzierte (91). 2002 wurde ein 160 kDa Protein (AS160) identifiziert, 

welches von Akt phosphoryliert werden kann und eine Rab GAP (GTPase aktivie-

rendes Protein) Domäne trägt (85). Da eine Phosphorylierung von AS160 für die 
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insulininduzierte Translokation der GLUT4-Vesikel notwendig ist (139), könnte dieses 

Protein eine regulatorische Verbindung zwischen Akt und Glucosetransport darstel-

len. 

Neben der Glucoseaufnahme reguliert Akt auch die Glycogensynthese. Zu den wich-

tigsten Substraten der Akt gehört die Glycogensynthase Kinase 3 (GSK3), ein Enzym 

das seinserseits die Aktivität der Glycogensynthase moduliert. Es existieren zwei 

Varianten der GSK3: α und β. Beide Isoformen werden ubiquitär exprimiert und ent-

halten eine hochkonservierte Kinase-Domäne, während sie sich ausserhalb dieser 

Region stark voneinander unterscheiden. Im Basalzustand ist die GSK3 aktiviert und 

inhibiert die Glycogensynthase (170). Durch Phosphorylierung am N-Terminus (Serin 

21 der GSK3α und Serin 9 der GSK3β) kann GSK3 von der Akt inaktiviert werden, 

was eine Steigerung der zellulären Glycogensynthese zu Folge hat (Übersichtsarti-

kel: (38;52)). 

An der Terminierung des Insulinsignals sind eine Reihe von Faktoren beteiligt. Sig-

nallöschung erfolgt über Internalisierung des Insulinrezeptors und die endosomale 

Degradation des gebundenen Insulins, wobei der Rezeptor anschliessend wieder an 

die Zelloberfläche gelangt und weitergenutzt werden kann (40). Eine wichtige Rolle 

bei der Termination des Signals spielen Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) 

(27;154). Mehrere PTP sind in der Lage, den aktivierten Insulinrezeptor zu 

dephosphorylieren. Insbesondere PTP-1B scheint für die Inaktivierung des Insulinre-

zeptors ausschlaggebend zu sein (41). Neben dem Insulinrezeptor kann auch IRS-1 

von der PTP-1B an Tyrosinresten dephosphoryliert werden (62). Eine weitere 

Phosphatase, die sowohl den Insulinrezeptor, als auch das IRS-1 inaktivieren kann, 

ist die SHP2 (7;27). Das Produkt der PI3-K, PIP3, wird von dem Tumorsupressorpro-

tein PTEN hydrolisiert (108;121). Ebenso kann die Phospholipid-Phosphatase SHIP-

2 am Abbau des PIP3 beteiligt sein (4;77;163). Proteinphosphatase 2A (PP2A) ist 

eine Serin/Threonin Phosphatase (196), die PKCλ und Akt inaktivieren kann (166). 

Auch PHLPP (“PH domain leucine-rich repeat protein phosphatase”) vermittelt eine 

dephosphorylierung der Akt (18;56). GSK3β wird sowohl von der PP2A als auch 

PP2B dephosphoryliert (99).  
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Eine weitere Modulation der Signalkaskade erfolgt über eine konkurierende 

Phosphorylierung des IRS durch Serinkinasen. So scheint einerseits eine basale Se-

rinphosphorylierung des IRS-1/IRS-2 für seine Funktion notwendig zu sein, da eine 

vollständige Dephosphorylierung in vitro zu einer reduzierten Tyrosinphosphorylier-

barkeit durch den IR führt (63). Positive Effekte einer Serinphosphorylierung des IRS-

1 durch Akt konnten inzwischen demonstriert werden (125). Andererseits kann eine 

erhöhte Serinphosphorylierung des IRS-1 seine Tyrosinphosphorylierung vermin-

dern, wodurch die Signalkaskade unterbrochen werden kann (Übersichtsartikel: 

(20;169;180)). Dieser physiologische Vorgang wird unter anderem durch Insulin 

selbst ausgelöst und dient mittels negativer Rückkopplung der Signalregulation. Die 

Signalinaktivierung kann autoregulatorisch (homolog) durch weiter stromabwärts in 

der Signalkaskade liegende Substrate erfolgen, oder auch heterolog durch Kinasen 

anderer, möglicherweise vernetzter, Signalwege vermittelt werden (97). Eine 

übermäßige Seriphosphorylierung des IRS-1 durch hyperaktivierte Serinkinasen 

kann eine Insulinresistenz zu Folge haben (125;132;144), die in weiterem Verlauf 

zum Typ-2 Diabetes führt. Es sind mehrere potentielle Mechanismen der inhibitori-

schen Wirkung von Serinphosphorylierung vorstellbar. Vermutlich stört eine Se-

rinphosphorylierung des IRS-1 seine Interaktion mit dem Insulinrezeptor und/oder 

den stromabwärts liegenden SH2-Proteinen wie z.B. PI3-Kinase (3;43;114). Auch 

eine Beschleunigung der proteosomalen Degradation von IRS-1 durch Se-

rinphosphorylierung wurde diskutiert (64;67;74;126;129;138;158;190).  

1.3 Serinkinasen als potentielle Modulatoren des 
Insulinsignalweges 

Es ist eine Vielzahl von Serin/Threonin Kinasen bekannt, die das IRS-1 in vitro oder 

in vivo phosphorylieren können. Dazu zählt die Casein Kinase II (162), GSK3 

(44;63), Akt (125), PI3-K (93), cPKC (32), nPKCθ (102), aPKCζ (111;134;147), AMP 

aktivierte Protein Kinase (AMPK) (82), Protein Kinase A (PKA) (184), extrazellulär 

regulierte Kinase (ERK2) (184), Salz-induzierbare Kinase (SIK2) (78), IKB Kinase 

(IKK) (57), c-Jun NH2-terminale Kinase (JNK) (2), mitogen aktivierte Protein Kinase 

(MAPK) (33),  „mammalian Target of rapamycin“ (mTOR) (122) und vermutlich auch 
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Rho Kinase (19). Da in der aktuellen Literatur zum Teil widersprüchliche Berichte 

über die Relevanz dieser Kinasen für die Entstehung der Insulinresistenz vorliegen, 

ist eine genauere Untersuchung ihrer Auswirkungen auf die IRS-Funktion dringend 

notwendig.  

 

Abb. 3 Inhibitorische Serinphosphorylierung des IRS-1 

Übersicht über in vivo und in vitro identifizierte inhibitorische Serin/Threonin Phosphorylierungsstellen 
des IRS-1 der Ratte. Rot: die beteiligten Kinasen wurden identifiziert; grün: Phosphorylierungsstelle 
wurde bislang keiner Kinase zugeordnet. 

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass hohe 

Aspirindosen zu einer Absenkung des Blutzuckerspiegels bei Patienten mit Typ-2 

Diabetes führen (80). Es konnte am Tiermodell gezeigt werden, dass eine Aspirinbe-

handlung der Insulinresistenz vorbeugt und eine bestehende Insulinresistenz aufhebt 

(16;90;188). Untersuchungen haben ergeben, dass dieser Effekt zumindest partiell 

auf einer spezifischen Hemmung der IKB-Kinase (IKK) beruht (59;80). IKK ist eine 

durch TNFα induzierbare inflammatorische Kinase (Übersichtsartikel: (69;87)), die 

aus zwei katalytischen Untereinheiten (α und β) sowie einer regulatorischen Unter-

einheit (IKKγ) besteht (110;193). IKKα und IKKβ sind weitgehend homolog, wobei die 

katalytische Aktivität der IKKβ höher (101) und für die IKK-Funktion essentiell ist 

(103;146). Eine direkte Interaktion von IKK und IRS-1 im Zellmodell wurde bereits 

nachgewiesen, ebenso eine durch IKK verursachte Phosphorylierung von IRS-1 an 

Serin 307 (57). Da nach Ausschalten dieses Serins durch eine Punktmutation immer 

noch eine unverändert hohe Phosphorylierung des mutierten IRS-1 durch die IKK in 
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vitro gegeben ist, werden weitere, bisher noch nicht genauer identifizierte Serinreste 

als mögliche Phosphorylierungsstellen für die IKK postuliert (57). Falls sich derartige 

Phosphorylierungsstellen im Bindungsbereich der SH2-Proteine befinden, wäre eine 

durch die IKK bedingte gesteigerte Insulinresistenz mittels Störung der Signalweiter-

leitung vorstellbar (34).  

Eine weitere Serinkinase, die im Zusammenhang mit dem „Aspirin-Effekt“ diskutiert 

wird, ist die c-Jun NH2-terminale Kinase (JNK) (16;59). JNK ist eine Stress-aktivierte 

Protein Kinase, die unter anderem mittels TNFα und Anisomycin induziert werden 

kann. Es konnte gezeigt werden, dass Abwesenheit der JNK zu einer Erhöhung der 

Insulinsensivität führt (75). Desweiteren wurde beobachtet, dass eine verstärkte Se-

rinphosphorylierung von IRS-1 mit erhöhter JNK-Aktivität einhergeht (157). Die IRS-1 

Serine 307 und 302 wurden als Phosphorylierungsstellen der JNK identifiziert 

(2;176). Als möglicher Mechanismus der Insulinsignal-Inhibition durch das 

phosphorylierte Serin 307 wurde eine Störung der IR-IRS Bindung beschrieben (3). 

Da eine durch Insulin, Anisomycin, TNFα oder Aminosäurenzufuhr ausgelöste Serin 

307 Phosphorylierung mit erhöhter Aktivität des „mammlian target of rapamycin“ 

(mTOR) assoziiert ist und mTOR mit dem IRS-1 direkt interagiert, wurde auch mTOR 

selbst als eine Serin 307 Kinase vorgeschlagen (26). Dabei kann aber nicht ausge-

schlossen werden, dass mTOR nur mittelbar über eine Aktivierung der JNK oder IKK 

an der Phosphorylierung des Serins 307 beteiligt ist. Desweiteren wurde eine mTOR-

vermittelte, durch Rapamycin inhibierbare Phosphorylierung des Serins 632, welches 

in einem für mTOR spezifischem Phosphorylierungsmotiv liegt, dokumentiert (122). 

Auch hier konnte eine unmittelbare Phosphorylierung durch mTOR nicht eindeutig 

belegt werden. 

Auch weitere Serinkinasen sind in der Lage, die Signaltransduktion über diesen Me-

chanismus zu stören. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die atypische 

Proteinkinase C zeta (PKCζ) das IRS-1 an mehreren Serinresten phosphorylieren 

kann. Dazu zählen die Serine 612, 570, 493 (147) und 318 (111;174). Insbesondere 

die Phosphorylierung an Serin 570 trägt dazu bei, in vitro die Wechselwirkung von 

IRS-1 mit der zu den SH2-Proteinen gehörenden Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-
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Kinase) zu schwächen (147). Da die PI3-Kinase zu den Schlüsselmolekülen der 

Insulinsignalkaskade zählt, wäre eine Insulinresistenz als Folge der übermässigen 

Phosphorylierung von IRS-1 an Serin 570 denkbar. 

Die inhibitorische Wirkung der IRS-1 Serinphosphorylierung auf die Insulinsignalkas-

kade wurde in den letzten Jahren ausgiebig untersucht. So konnte mehrfach gezeigt 

werden, dass gesteigerte IKK bzw. JNK Aktivität das Insulinsignal in 3T3-Adipocyten 

(54;58;65;70;74;98) und im Tiermodell (72;75;81;157;173) negativ moduliert.  

Dennoch ist die Rolle dieser Kinasen bei der Entstehung der Insulinresistenz nicht 

endgültig geklärt. Aktuelle Studien an Patienten zeigen, dass vorhandene Mutationen 

des IKKβ Genes keinen wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung von Diabetes ha-

ben (109). Andere Berichte belegen, dass die Entwicklung von Insulinresistenz im 

Maus-Modell weitgehend unabhängig von der IKK erfolgt. Fehlende Expression der 

IKKβ im Skelettmuskel bzw. eine generell um 50% reduzierte IKKβ Expression 

schützen die Versuchstiere nicht vor einer induzierten Insulinresistenz (136). Ebenso 

wurde berichtet, dass eine Überexpression der JNK im Maus-Skelettmuskel nicht zu 

einer Zunahme der IRS-1 Phosphorylierung an Serin 307 oder einer Abnahme der 

Tyrosin-Phosphorylierung des IRS-1 führte (53). Ausserdem konnte gezeigt werden, 

dass eine Aktivierung der JNK für die durch oxidativen Stress verursachte Hemmung 

des insulinstimulierten Glucosetransports und der insulinstimulierten Glycogen-

synthese in L6 Muskelzellen nicht notwendig ist (21). Insbesondere in Muskelzellen 

ist eine inhibitorische Wirkung der Serinkinasen auf die Insulinsignalkaskade bislang 

nur unzureichend belegt. 

1.4 Ziel der Arbeit 

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, den Einfluss der IRS-1 Serinphosphorylierung 

auf die Insulinsignaltransduktion zu untersuchen. Auf molekularer Ebene soll zu-

nächst in vitro die Fähigkeit der IKK zur IRS-1 Phosphorylierung überprüft werden. 

Gegebenenfalls sollen noch unbekannte Phosphorylierungsstellen innerhalb der PI3-

K bindenden Domäne des IRS-1 charakterisiert werden.  
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Um die zelluläre Relevanz erhöhter Serinkinase-Aktivität im Muskel zu überprüfen, 

sollen ausgewählte Serinkinasen in einer Kardiomyoblasten-Zelllinie aktiviert bezie-

hungsweise überexprimiert werden. Anschliessend sollen mögliche, daraus resultie-

rende Veränderungen in der Weiterleitung des Insulinsignals untersucht werden.  

Darüberhinaus soll ein zelluläres Resistenzmodell etabliert werden, welches eine 

Hemmung der Signalkaskade aufgrund der negativen Rückkopplung des Insulinsig-

nals simuliert. Die an diesem Vorgang beteiligten Faktoren sollen identifiziert werden. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Allgemeine Chemikalien 

17-(Allylamino)-17-demethoxygeldanamycin 
(17-AAG)  

Sigma, München 

Acetornitril, Gradient Grade Merck, Darmstadt 

Ampicillin Sigma, München 

Anisomycin Sigma, München 

ATP Roche, Mannheim 

BIM I (Bisindolylmaleimid I) Calbiochem, San Diego, CA, USA 

Dimethldichlorsilan Applichem, Darmstadt 

GelCode Blue Stain Reagent  Pierce, Rockford, IL, USA 

Geneticin G418 Invitrogen, Karlsruhe 

Immobilon-P, Porengrösse 0,45 µm Millipore, Schwalbach 

Inhibitoren der IKK, JNK, PKCα und GSK3 Sanofi-Aventis, Frankfurt 

Insulin (aus Schweinepankreas)  Sigma, München  

Milchpulver, fettarm  Applichem, Darmstadt 

Okadainsäure Sigma, München 
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PI3-Kinase Inhibitor (LY294002) Biosource, Solingen 

Phosphatidylserin Sigma, München 

Proteasen-Inhibitoren-Cocktail  Roche, Mannheim 

Protein A Trisacryl (GF-2000)  Pierce, Rockford, IL, USA 

Rapamycin Cell Signaling Technology, Frankfurt

Restore Western Blot Stripping Buffer  Pierce, Rockford, IL, USA 

Rinderserum Albumin (Fraktion V)  Applichem, Darmstadt 

Rinderserum Albumin (reinst)  Behring, Marburg 

Ro-31-8220 in Solution (PKC-Inhibitor) Calbiochem, San Diego, CA, USA 

TNFα (tumor necrosis factor-α) Sigma, München 

UptiLight HRP Chemiluminescenz-Substrat Uptima, Montlucon, Frankreich 

 

Soweit nicht anders aufgeführt, wurden alle weiteren Chemikalien von den Firmen 

Merck (Darmstadt), Sigma (München), Roth (Karlsruhe) und Amersham (Freiburg) in 

p.A. Qualität bezogen.  

2.1.2 Radiochemikalien 

[γ-32P]-ATP Redivue (spezifische Aktivität > 
5.000 Ci/mmol) 

Amersham, Freiburg 

Anti-Mouse Ig [125I] (Schaf Anti-Maus Ig, 
radioaktiv markiert ) 

Amersham, Freiburg 
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2.1.3 Antikörper 

Anti-IRS-1  

(Immunopräzipitation, Detektion 
des IRS-1 Fusionsproteins) 

Polyklonales Kaninchen-Antiserum, gerichtet 
gegen einen rekombinanten Proteinabschnitt 
(AS 581-857) des IRS-1 der Ratte (120); (Dr. 
J. A. Maassen, Leiden, Niederlande) 

Anti-IRS-1 (Immunodetektion) Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Upstate 
Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA) 

Anti-Phospho-IRS-1 (Ser307) Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Upstate 
Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA) 

Anti-Phospho-IRS-1 (Ser312) Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Biosource, 
Solingen) 

Anti-Phospho-Tyrosin  

(PY99-HRP) 

Monoklonaler Maus-Antikörper, Meerettich-
Peroxidase gekoppelt (Santa Cruz 
Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) 

Anti-p85α Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Upstate 
Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA) 

Anti-PKCζ Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Upstate 
Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA) 

Anti-Phospho-PKCζ/λ 
(Thr410/403) 

Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-IRβ Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen die 
β-Untereinheit des Insulin-Rezeptors (Upstate 
Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA) 

Anti-Phospho-IR/IGF1R 
(pYpYpY1158/1162/1163) 

Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Biosource, 
Solingen) 

Anti-Akt Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-Phospho-Akt (Thr308) Monoklonaler Kaninchen-Antikörper, Klon 
244F9 (Cell Signaling Technology, Frankfurt) 
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Anti-Phospho-Akt (Ser473) Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-IKBα  Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-Phospho-IKBα (Ser32) Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-GSK3α/β Monoklonaler Maus-Antikörper (Stressgen, 
Victoria, Canada)  

Anti-Phospho-GSK3α/β (Ser21/9) Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-SAPK/JNK Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-phospho-SAPK/JNK 
(Thr183/Tyr185) 

Monoklonaler Maus-Antikörper, Klon G9 (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-PDK1 Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-Phospho-PDK1 (Ser241) Polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Cell 
Signaling Technology, Frankfurt) 

Anti-Hsp90 Monoklonaler Maus-Antikörper, Klon AC88 
(Stressgen, Victoria, Canada) 

Anti-β-Tubulin Monoklonaler Maus-Antikörper (Calbiochem, 
San Diego, CA, USA) 

Anti-c-Myc (Ab-1) Monoklonaler Maus-Antikörper, Klon 9E10 
(Calbiochem, San Diego, CA, USA) 

Anti-Rab11 Monoklonaler Maus-Antikörper (Becton 
Dickinson, Heidelberg) 
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Anti-Rabbit IgG  Ziege anti-Kaninchen IgG (H + L), Meerettich-
Peroxidase gekoppelt (Promega, Mannheim) 

Anti-Mouse IgG  Ziege anti-Maus IgG (H + L), Meerettich-
Peroxidase gekoppelt (Promega, Mannheim) 

Anti-Mouse Ig [125I] Schaf Anti-Maus Ig, radioaktiv markiert mit 
[125J] (Amersham, Freiburg) 

 

2.1.4 Enzyme 

α-Thrombin, bovine Upstate Biotechnology Inc., Lake Placid, 
NY, USA 

IKK beta, active (rekombinant) Upstate Biotechnology Inc., Lake Placid, 
NY, USA 

IKK-Komplex (Aufreinigung aus HeLa 
Zellen) 

wurde freundlicherweise von der Firma 
Aventis, Frankfurt zur Verfügung gestellt 

MEKK1 (rekombinant, trunkierte Form, 
enthält C-terminale katalytische Domäne)

wurde freundlicherweise von der Firma 
Aventis, Frankfurt zur Verfügung gestellt 

Protein Kinase C (PKC) aus Rattengehirn Calbiochem, San Diego, CA, USA 

PKCζ human, rekombinant Calbiochem, San Diego, CA, USA 

Trypsin, modifiziert, sequencing grade Roche, Mannheim 

 

Restriktionsenzyme StuI, NotI, SalI, HinDIII sowie T4 DNA Ligase wurden von NEB 

in Frankfurt bezogen. Die Pfu Turbo DNA-Polymerase und dNTP-Mix stammen von 

Stratagene (La Jolla, CA, USA). Die Anwendung erfolgte unter Verwendung der mit-

gelieferten Puffer nach Herstellerprotokoll. 
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2.1.5 Kit-Systeme 

Adeno-X Rapid Titer Kit Clontech, Mountain View, CA, USA 

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad, München 

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden 

QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden 

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, La Jolla, CA, USA 

 

2.1.6 Bakterienstämme 

Zur Plasmidamplifikation wurden „One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli” 

der Firma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet (Genotyp: F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-

mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139 ∆(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) 

endA1 nupG).  

Zur Proteingewinnung wurden „BL21 CodonPlus-RP Competent Cells” der Firma 

Stratagene, La Jolla, CA, USA eingesetzt (Genotyp: E. coli B F- ompT hsdS (rB
– mB

–) 

dcm+ Tetr gal endA Hte [argU proL Camr]). 

2.1.7 Adenoviren 

Adenovirale Vektoren zur Überexpression der PKCζ (Wildtyp) sowie „mock“-Kontroll-

vektoren wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Farese (Univer-

sity of South Florida College of Medicine, Tampa, Florida, USA) zur Verfügung ge-

stellt (12).  
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2.1.8 Zellen und Zellkulturmedien 

H9c2-E2 Zelllinie  Adhärente Kardimyozyten der Ratte im Myoblastenstadium 
(American Type Culture Collection, Maryland, USA). Klon 
E2 überexprimiert stabil den humanen Insulinrezeptor (167) 

HeLa Zelllinie Adhärente humane Cervix-Karzinom-Zelllinie 

Hek 293 Adhärente humane embryonale Nierenzellen-Linie 

 

In der Zellkultur wurden folgende Grundmedien der Firma Invitrogen (Karlsruhe) ein-

gesetzt: 

 

• Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM) (1X), liquid (Low Glucose), with L-

Glutamine, 1000 mg/L D-Glucose, Sodium Pyruvate, 25 mM HEPES 

• Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mix F-12 (D-MEM/F-12) (1X), liquid, 

1:1, with L-glutamine and HEPES buffer 

• PBS Dulbecco´s (w/o sodium bicarbonate) 

• Trypsin-EDTA (0.05% Trypsin, with EDTA 4Na) (1X) 

• MEM Non-Essential Amino Acids Solution 10 mM (100X), liquid 

• Penicillin-Streptomycin, liquid, contains 5,000 units of penicillin and 5,000 ug of 

streptomycin 

• FCS 
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2.1.9 Nukleinsäuren  

2.1.9.1 Oligonucleotide 

Die folgenden Oligonucleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) her-

gestellt. 

PR1: 5’-TCG AGC TGC AGG CAT GCA-3’ 

PR2: 5’-AGC TTG CAT GCC TGC AGC-3’ 

PR3: 5’-ATA CGT GTC GAC ATG GCG AGC CCT CGG GAG AG-3’ 

PR4: 5’-ATA AGA ATG CGG CCG CCT ACT GAC GGT CCT CTG GCT G-3’ 

PR5: 5’-TCC AGG CCT GCC ACC ATG TAC CCA TAC GAC GTC-3’ 

PR6: 5’-TAC GTC GAC AGC GTA GTC TGG GAC GTC GTA TGG GTA-3’ 

PR7: 5´-TGG ATG TTG CCT TTA CTT CT-3’ 

PR8: 5´-TCA AAG AGG TCT GGC AAG TG-3’ 

PR9: 5´-CCT CGG TGG ACG GCA GCC CT-3’ 

PR10: 5´-GGT TCC GAA AGA GAA CTC AC-3’ 

PR11: 5´-CAA ACG GGG TAG GGG GCC AC-3’ 

PR12: 5´-AGC AGC AGC CCT TGC TGC AC-3’ 

PR13: 5´-TGG GGG GCC CAC AAG GAC CT-3’ 

PR14 5’-ATA TCC CAC CAG AAG GCC CCC TCG CAG TCC T-3´ 

PR15 5’-AGG ACT GCG AGG GGG CCT TCT GGT GGG ATA T-3´ 

PR16 5’-CCT ACC CAC CAG GAG GTG GCG CTG GAG GCC GAC TGC CCG GCT-3´ 

PR17 5’-AGC CGG GCA GTC GGC CTC CAG CGC CAC CTC CTG GTG GGT AGG-3´ 

PR18 5’-GGT GCT ACC ATG GGG ACA GCC CCG GCG CTG ACT GGA GAC-3’ 

PR19 5’-GTC TCC AGT CAG CGC CGG GGC TGT CCC CAT GGT AGC ACC-3’ 

 



MATERIAL UND METHODEN 

 

 - 30 - 

2.1.9.2 Rekombinante Plasmide 

pCMVbeta Exprimiert E. coli Beta-Galactosidase unter der Kontrolle 
des Cytomegalovirus-Promotors (Clontech, Heidelberg, 
Germany) 

mock pCMV pCMVbeta-Derivat, hier wurde die Beta-Galactosidase-
Sequenz mittels einer NotI-Restriktion deletiert (Leervek-
tor) 

pCMV GLUT4myc pCMVbeta-Derivat, exprimiert GLUT4myc anstelle von 
Beta-Galactosidase (167) 

pCMV HA hIRS-1 pCMVbeta-Derivat, enthält die vollständige cDNA Sequenz 
des humanen IRS-1 aus pGX-5X-3-hIRS-1 mit einem N-
terminalen Hämagglutinin-Tag anstelle von Beta-Galacto-
sidase (kloniert im Rahmen der vorliegenden Arbeit) 

pGX-5X-3 Genbank Acc. Nr: U13858; Amersham, Freiburg 

pGX-5X-3-hIRS-1 pGX-5X-3-hIRS-1 enthält die vollständige cDNA Sequenz 
des humanen IRS-1. Dieses Konstrukt wurde von der AG 
Prof. Dr. Jürgen Eckel für diese Arbeit zur Verfügung ge-
stellt. 

pGX-5X-3-rIRS-1449-664 pGX-5X-3-rIRS-1449-664 enthält die Aminosäuren 449-664 
des IRS-1 der Ratte (Dr. Zhihua Ran, DDFI). 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Transformation und Plasmidamplifikation in Bakterien 

Für eine Transformation wurde ein Aliquot (50 µl) der chemisch kompetenten E.coli 

(Top10 bzw. BL21 CodonPlus) aufgetaut, 15 min auf Eis gekühlt und, nach Zugabe 

von 5 µl des Ligationsansatzes bzw. 50 ng Plasmid-DNA, weitere 30 min auf Eis 

gehalten. Nach definiertem Hitzeschock bei 42°C für 30 Sekunden wurde die Reak-

tion kurz auf Eis abgekühlt, in 250 µl SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) aufge-

nommen und 1 h bei 37°C unter Schütteln (220 rpm) inkubiert. Jeweils 50 und 200 µl 

der Bakteriensuspension wurden über Nacht auf Ampicillin-haltigem (100 µg/ml, Ro-

che Molecular Biochemicals) LB-Agar (Gibco BRL, Luria Broth Base) ausplattiert und 

über Nacht bei 37°C inkubiert.  

2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA 

2.2.2.1  Analytische Präparation 

Einzelkolonien wurden in 5 ml LB-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) mit 100 µg/ml Am-

picillin überimpft und über Nacht bei 37°C und 280 rpm inkubiert. Die Isolierung der 

Plasmid-DNA erfolgte aus 1,5 ml der LB-Kultur unter Verwendung des QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend dem Herstellerprotokoll.  

2.2.2.2 Präparative Plasmidisolierung 

150 ml ampicillinhaltiges LB-Medium wurden mit einer E.coli Einzelkolonie angeimpft 

und über Nacht bei 37°C und 280 rpm inkubiert. Die präparative Isolierung erfolgte 

nach Herstellerprotokoll unter Einsatz des QIAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hil-

den).  
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2.2.3 Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen 

Die Konzentration der Nukleinsäuren wurde über photometrische Messung der opti-

schen Dichte (OD) bei 260 nm bestimmt. Die Reinheit der Präparation wurde anhand 

des Verhältnisses von OD 260 nm zu OD 280 nm beurteilt, dieses betrug typischer-

weise ca. 1,8.  

2.2.4 Restriktion von DNA 

Die Restriktionsanalyse der Nukleinsäuren wurde mit Enzymen von NEB (Frankfurt) 

in dem vom Hersteller mitgeliefertem Puffer im Verhältnis von 10 U / µg DNA im Ge-

samtvolumen von 20 µl für 1 h bei 37°C durchgeführt. 

2.2.5 Auftrennung von DNA in nativen Agarose-Gelen 

Zur Analyse von Plasmid-DNA wurden die Proben mit 1/10 Volumen Blaumarker 

(25% (w/v) Bromphenolblau, 1% SDS; 1mM EDTA; 30% (w/v) Glycerol) versehen 

und in 1%igen Agarosegelen (Biozym, Hamburg) elektrophoretisch aufgetrennt. Als 

Gel- und Laufpuffer diente dabei 1 x TAE (40 mM Tris-HCl pH 7,8; 0,114% (v/v) 

Essigsäure; 1 mM EDTA), zur Kontrolle wurde die 100 bp- und 1 kb-DNA-Leiter 

(NEB, Frankfurt) eingesetzt. Die horizontale Auftrennung erfolgte mit einer Feldstärke 

von 5 V/cm. Anschließend wurde das Gel für 15 min in einer wässrigen Ethidi-

umbromidlösung (0,5 µg/ml) gefärbt und unter UV-Licht (254 nm) detektiert und do-

kumentiert. 

2.2.6 Ligation von Plasmid-DNA 

Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit 400 U T4 DNA Ligase (NEB, Frankfurt) im 

mitgeliefertem Reaktionspuffer für 1 h bei 37°C durchgeführt. Dabei wurden jeweils 

ca. 100 ng Vektor-DNA und 300 ng Insert-DNA in einem Endvolumen von 20 µl ein-

gesetzt. 
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2.2.7 Ortspezifische Mutagenese 

Folgende Mutanten des Fusionsproteins rIRS-1449-664 wurden mittels ortspezifischer 

Mutagenese im Rahmen dieser Arbeit erzeugt: T534A, S560A und S293A. Die Mu-

tagenese wurde mit dem „QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit“ der Firma 

Stratagene (La Jolla, CA, USA) entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. 

Als Primer dienten die Oligonucleotide PR 14/PR15 (T534A); PR16/PR17 (S560A) 

und PR18/PR19 (S293A). Als Vorlage in der DNA-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

diente das Plasmid pGX-5X-3-rIRS-1449-664. Die Amplifikation durch die Pfu-Polyme-

rase erfolgte im mitgelieferten Puffer unter folgenden Bedingungen: 30 s 95°C De-

naturierung; 16 x (30 s 95°C Denaturierung; 1 min Bindung der Primer an die DNA: 

Annealing; 11 min DNA-Synthese: Elongation). Anschliessend wurde der Ansatz mit 

DpnI Endonuklease verdaut, um spezifisch die methylierte PCR-Vorlage (Plasmid 

pGX-5X-3-rIRS-1449-664) zu entfernen. Die verbleibende, neu synthetisierte und daher 

nicht-methylierte Plasmid-DNA wurde in E. coli transformiert.  

2.2.8 DNA Sequenzierungen 

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Qiagen (Hilden) durchgeführt. Alle neu 

hergestellten Plasmide wurden mittels DNA-Sequenzierung überprüft. 

2.2.9 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 

Nach Transformation von pGX-5X-3 beziehungsweise pGX-5X-3-rIRS-1449-664 (Wild-

typ bzw. Mutante) in E. Coli BL21 CodonPlus wurden 8 ml 2x YTA-Medium (Tryptone 

16 g/l; Hefeextrakt 10 g/l; NaCl 5 g/l; Ampicillin 100 mg/l) mit einer Einzelkolonie an-

geimpft und über Nacht bei 37°C und 280 rpm inkubiert. Die Kultur wurde 

anschliessend mit frischem 2x YTA-Medium 1:100 verdünnt und bei 30°C und 280 

rpm bis zum Erreichen einer Dichte von OD600=0,6 inkubiert. Die Expression der 

Proteine wurde durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 0,1 mM indu-

ziert. Nach 3 weiteren Stunden wurden die Bakterien bei 4°C für 10 min bei 7700 g 

pelletiert. Das Pellet wurde in 40 ml PBS (140 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM 

Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4 pH 7,3; mit Complete Protease-Inhibitor Coctail) re-
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suspendiert und mit einem Sonikator durch Ultraschall aufgeschlossen. Nach Zugabe 

von Triton X-100 in einer Endkonzentration von 1% wurde das Lysat für 30 min bei 

Raumtemperatur solublisiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 12.000 g für 10 min bei 

4°C, der Überstand wurde in ein neues Gefäss überführt und mit 800 µl Glutathion-

Sepharose 4G (50%, äquilibriert mit PBS, Amersham, Freiburg) bei Raumtemperatur 

für 30 min inkubiert. Die Sepharose wurde auf eine Säule geladen und mit dem 

10fachen Volumen eiskaltem PBS gewaschen. Die Elution des GST bzw. der GST-

Fusionsproteine erfolgte dreimal für 10 min mit jeweils 400 µl Elutionspuffer (50 mM 

Tris-HCl, pH 8,00; 10 mM Glutathion, reduziert). Die Eluate wurden vereinigt und 

nach einer Proteinbestimmung bei –20°C aufbewahrt. 

 

Abb. 4 Aminosäuresequenz des wildtyp rIRS-1449-664 Fusionsproteins. 

Grün: enthaltene Sequenz der Glutathion-S-Transferase; rot: Aminosäuren des IRS-1 der Ratte. 

2.2.10 Proteinbestimmung nach Bradford 

Die Proteinkonzentrationen wurden nach der Bradford-Methode mit dem Bio-Rad 

Protein Assay (Bio-Rad, München) bestimmt. Der Test beruht auf der Verschiebung 

des Absorptionsmaximums einer sauren Coomassie Brilliant Blue G-250 Lösung von 

465 nm auf 595 nm bei Bindung von Proteinen. Die Konzentrationsbestimmung 

wurde für jede Probe in drei Verdünnungen (für Lysate in der Regel 1:50, 1:100 und 

1:200) und in Doppelbestimmung durchgeführt. Jeder Ansatz enthielt 800 µl wässrige 

Proteinlösung und 200 µl Bradford-Reagenz (Protein-Assay, Bio-Rad). Die Messung 

der Absorption bei 595 nm erfolgte in Mikrotiterplatten (Roth, Karlsruhe) gegen eine 

Standard-Proteinlösung aus Rinderserumalbumin mit der Konzentration von 1 mg/ml. 
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2.2.11 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen 

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde das Multiphor II System 

von Amersham (Freiburg) verwendet. Die Proben wurden mit 6fach konzentriertem 

Laemmli-Probenpuffer (0,35 M Tris-HCl pH 6.8; 10,28% (w/v) SDS; 36% (w/v) Glyce-

rin; 0,6 M DTT; 0,012% (w/v) Bromphenolblau) versetzt und 5 min bei 95°C im Heiz-

block denaturiert. Die Auftrennung erfolgte in 0,5 mm dicken, foliengebundenen 

SDS-Polyacrylamid Gelen (Grandient 8-18% bzw. 7,5-15%) in Kombination mit Puf-

ferstreifen (ExcelGel SDS Buffer Strips, Amersham, Freiburg) in einer horizontalen 

Elektrophoresekammer bei 10°C, einer konstanten Stromstärke von 50 mA und einer 

variablen Spannung von maximal 600 V. Als Als Referenz diente dabei Prestained 

Protein Marker, Broad Range (6-175 kDa) von NEB (Frankfurt) sowie Biotinylated 

Protein Ladder Detection Pack (10-200 kDa) von Cell Signaling Technology (Frank-

furt). 

2.2.12 Coomassie-Färbung der Acrylamid-Gele 

Die Färbung der im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurde mit dem 

GelCode Blue Stain Reagent (Pierce, Rockford, IL, USA) durchgeführt. Das Gel 

wurde zunächst 3 x 5 min in destilliertem Wasser gewaschen, 1 h mit dem Färberea-

genz inkubiert und anschliessend für 30 bis 60 min in destilliertem Wasser gewa-

schen. 

2.2.13 Transfer der Proteine auf Membranen 

Nach der gelelekrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese in einer Mul-

tiphor II NovaBlot Kammer im Semidry-Verfahren auf PVDF Membranen transferiert. 

Das dazu verwendete diskontinuierliche Puffersystem bestand aus 3 Pufferlösungen: 

Anodenlösung I (300 mM Tris; 20% (v/v) Methanol), Anodenlösung II (25 mM Tris; 

20% (v/v) Methanol) und Kathodenlösung (40 mM 6-Aminohexansäure; 0,01% (w/v) 

SDS; 20 % (v/v) Methanol). Zuerst wurden 6 Filterpapiere in Anodenlösung I getränkt 

und auf die Anodengraphitplatte gelegt. Nach Ablösung des in Anodenlösung II äqui-

librierten Gels von der Trägerfolie erfolgte Aufbringung der in Methanol und Anoden-
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puffer II voräquilibrierten PVDF-Membran sowie drei in Anodenlösung II getränkter 

Filterpapiere auf das Gel. Dieses Paket wurde kopfüber auf die in Anodenlösung ge-

tränkten Filterpapiere auf der Anodenplatte gelegt. Anschließend wurden 9 Filterpa-

piere in Kathodenlösung getränkt, auf den Stapel gelegt und der gesamte Blot mit 

der Kathodengraphitplatte abgedeckt. Der Proteintransfer erfolgte bei Raumtempe-

ratur mit einer Stromstärke von 0,8 mA/cm2, einer variablen Spannung bis zu 20 V 

und einer variablen Leistung bis zu 5 W für einen Zeitraum von 45 min. 

2.2.14 Immunodetektion 

Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Blotmembranen nach 

dem Proteintransfer für 1 h in Blockierlösung (10 mM Tris / 0,1 M NaCl pH 7,5; 

0,01% Tween; 5% Magermilchpulver bzw. 1% BSA) bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach dreifachem Waschen in TBST (10 mM Tris / 0,1 M NaCl pH 7,5; 0,01% Tween) 

für jeweils 1 min folgte eine Inkubation mit den gewünschten Antikörperlösungen 

(nach Herstellerangaben) bei 6°C über Nacht. Nach erneutem dreimaligen Wasch-

schritt in TBST für jeweils 5 min wurden die Membranen mit entsprechenden peroxi-

dase-gekoppelten sekundären Antikörpern (Promega, Mannheim) in TBST mit 5% 

Magermilchpulver für 1 h inkubiert. Dieser Schritt entfiel bei der Verwendung des 

PY99-Antikörpers, da dieser bereits als Peroxidase-Konjugat vorlag. Anschließend 

wurden die Membranen für 1 h mehrfach mit TBST gewaschen, 1 min in dem Upti-

light Chemilumineszenz-Substrat (Uptima, Montlucon, Frankreich) inkubiert und an 

einer Lumi-Imager Station (Roche, Mannheim) mit Hilfe der dazugehörigen LumiA3 

Software erfasst und quantifiziert. 

2.2.15 Strippen von Blotmembranen 

Zur Entfernung der gebundenen Antikörper von der Blotmembran wurde Restore 

Western Blot Stripping Buffer (Pierce, Rockford, IL, USA) verwendet. Die bereits de-

tektierte Membran wurde 30 min bei RT in der Lösung inkubiert, für 1 h mehrfach mit 

TBST gewaschen und konnte anschließend für eine erneute Detektion eingesetzt 
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werden. Gestrippte Membranen wurden für eine Redetektion mit Anti-Tubulin Anti-

körper zur Normierung der tatsächlichen Proteinmenge eingesetzt. 

2.2.16 Tryptische Spaltung von Proteinen im SDS-Gel 

Zur Generierung von tryptischen Peptiden für folgende HPLC-Analysen wurden die 

phosphorylierten Fusionsproteine nach einer elektrophoretischen Auftrennung mittels 

SDS-PAGE im SDS-Gel mit Trypsin gespalten. Dazu wurde die entsprechende 

Bande nach erfolgter Visualisierung durch Coomassie-Färbung aus dem Gel ausge-

schnitten und für 10 min bei 30°C im Waschpuffer (50 mM NH4HCO3 pH 7,8) ent-

färbt. Nach Entferung des Waschpuffers folgte eine dreimalige Inkubation in Wasch-

puffer/Acetonitril (1:1) für jeweils 10 min  bei 30°C. Anschliessend wurde die ent-

färbte Gelbande unter Vakuum in einer SpeedVac getrocknet. Die getrocknete Gel-

bande wurde mit einer Trypsinlösung (Roche, Mannheim; 0,1 mg/ml in 0,1 mM HCl) 

im Verhältnis von 30 ng Trypsin auf 1 µg Protein getränkt und nach 15 min mit 

Waschpuffer bedeckt. Nach einer Inkubation bei 37°C über Nacht wurden die Pep-

tide durch eine Beschallung für 20 min im Ultraschallbad aus dem Gel eluiert. Die 

Elution im Ultraschallbad wurde zweimal nach jeweils erneuter Zugabe von Wasch-

puffer/Acetonitril (1:1) wiederholt. Die Überstände wurden zusammengeführt und 

unter Vakuum in der SppedVac eingeengt.  

2.2.17 HPLC-Analyse tryptischer Peptide 

Die duch proteolytische Spaltung gewonnenen Peptide wurden mittels HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography) an einem Gold System (Beckmann, Krefeld) 

analysiert. Für eine Chromatographie wurden jeweils die tryptischen Peptide aus 

12,8 µg bzw. 51,2 µg (0,25 bzw. 1 nmol) des zuvor unter Zugabe von [γ-32P]-ATP 

phosphorylierten IRS-1 Fusionsproteins eingesetzt. Die aus dem Gel eluierten Pep-

tide wurden dazu in Laufpuffer A aufgenommen (20 mM Ammoniumacetat, pH 7,0) 

und mit einer Flussrate von 0,5 ml/min über eine Anionenaustauschersäule (Nucleo-

gel SAX 8/46; 50 x 4,6 mm, Macherey-Nagel, Düren) aufgetrennt. Die Elution erfolgte 

durch das Anlegen eines zweistufigen linearen Gradienten der Laufpuffer A und B 
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(Laufpuffer B: 1 M Kaliumdihydrogenphsphat, pH 4,0): 0-10 min: 0% B; 10-50 min: 

10% B; 50-125 min: 50% B. Die Radioaktivität der gesammelten 0,5 ml-Fraktionen 

wurde mittels Messung der Cerenkov-Strahlung bestimmt.  

In Abb. 5 ist das charakterischtische Elutionsprofil tryptischer Peptide des in dieser 

Arbeit eingesetzten IRS-1 Fusionsproteins nach einer vorausgegangenen Phospho-

rylierung mittels PCKζ dargestellt.    

 

Abb. 5 Zweidimensionale Auftrennung tryptischer Peptide des IRS-1 Fusionsproteins nach 
einer Phosphorylierung mit PKCζ.  

Quelle: Inaugural-Dissertation „Molekulare Mechanimen der Insulinresistenz: Serinphosphorylierung 
von IRS-1“ M.R. Sommerfeld, 2004 

2.2.18 In vitro Phosphorylierung des IRS-1 Fusionsproteins 

2.2.18.1 PKCζ und PKC aus Rattengehirn 

Jeweils 0,5 µg der PKC (rekombinante PKCζ beziehungsweise PKC-Aufreinigung 

aus Rattengehirn) wurden in 20 µl Phosphorylierungspuffer (20 mM HEPES pH 7,4; 

1 mM DTT; 10 mM MgCl2; 1,7 mM CaCl2; 0,6 µg/µl Phophatidylserin; 50 µM ATP) für 

30 min bei 30°C zusammen mit 1 µg des IRS-1 Fusionsproteins (Wildtyp oder 

Mutante) inkubiert. Als Inhibitoren wurden Bisindolylmaleimid I (Isoformen α, β und γ) 

in einer Konzentration von 1 mM sowie ein Pseudosubstratpeptid (PKCζ) in einer 
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Konzentration von 400 µM eingesetzt. Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe 

von Laemmli-Probenpuffer und Erhitzen auf 95°C. Die Proben wurden mittels SDS-

Page aufgetrennt und für eine Immunodetektion bzw. HPLC aufgearbeitet. 

2.2.18.2 IKK Komplex 

Jeweils 8 µl der IKK-Aufreinigung aus HeLa-Zellen wurden mit 1 µg (für anschlies-

sende Detektion über SDS-Gele) beziehungsweise 12,8 µg (für Detektion mittels 

HPLC) des IRS-1 Fusionsproteins für 1 h bei 30°C inkubiert. Das Reaktionsvolumen 

beturg 20 µl, der Phosphorylierungspuffer bestand aus 50 mM HEPES; 10 mM 

MgCl2; 10 mM ß-Glycerophosphat; 0,01% NP-40; 5 mM DTT; 200 µM Na-Orthova-

nadat; 0,5 µg/ml Okadainsäure; 25 µM ATP und 20 µCi [γ-32P]-ATP. Durch Zugabe 

des Laemmli-Probenpuffers wurde die Reaktion gestoppt. Auftrennung der Proben 

erfolgte in 8-18% Gradient SDS-Gelen. Nach Coomassie-Färbung (s. 2.2.12) folgte 

eine autoradiographosche Auswertung der SDS-Gele im Phospho-Imager (FUJIX 

BAS 1000 Bioimage System). 

2.2.18.3 MEKK1 

Die Phosphorlierung erfolgte wie in 2.2.18.2 beschrieben. Es wurden jeweils 2 µl der 

MEKK1-Aufreinigung eingesetzt. 

2.2.18.4 IKKβ 

Die Phosphorlierung erfolgte wie in 2.2.18.2 beschrieben. Es wurden jeweils 8 µl 

(0,8 µg) der rekombinanten IKKβ eingesetzt. 

2.2.19 Bestimmung des Phosphateinbaus 

Die Quantifizierung der eingebauten Radioaktivität erfolgte durch Messung der Ce-

renkov-Strahlung im Tritium-(3H) Fenster des β-Szintillationszählers. Das in dieser 

Arbeit verwendete Isotop 32P kann auf diese Weise mit einer Effizienz von ca. 50% 

detektiert werden. 
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2.2.20 Zellkultur 

2.2.20.1 H9c2-E2 

Bei der Zelllinie H9c2-E2 handelt es sich um adhärent wachsende Kardiomyozyten 

der Ratte im Myoblastenstadium, die aufgrund einer stabil integrierten Genkopie 

konstitutiv den humanen Insulinrezeptor exprimieren (167). Die Zellen wurden in 

DMEM (Dulbecco’s modified Eagles’s medium) supplementiert mit 10% fötalem Käl-

berserum (FCS), 1% nicht-essenziellen Aminosäuren (NEAA), Streptomycin 

(100 mg/ml), Penicillin (100 units/ml) und G418 (600 µg/ml; Sigma, München) in 175-

cm2 Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Alle verwendeten Grundme-

dien stammten von Invitrogen (Karlsruhe). Die Zellen wurden alle 3-4 Tage 

passagiert, das Medium wurde jeweils nach 2-3 Tagen gewechselt. Die Ablösung 

subkonfluenter Zell-Monolayer erfolgte nach einmaligem Waschen mit 10 ml PBS 

durch Trypsinierung mit 5 ml Trypsin-EDTA für 3 min bei 37°C. Anschliessend wur-

den die Zellen in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und für 5 min bei 100 g 

pelletiert. Das Zellpellet wurde in vorgewärmten Kulturmedium resuspendiert, die 

Anzahl lebender Zellen wurde nach einer Trypanblau-Färbung (0,5% w/v Try-

panblau) mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die Zellen wurden bis 

maximal zur 40. Passage in Kultur gehalten. 

2.2.20.2 HEK 293 

Die adhärente humane embryonale Nierenzellen-Linie HEK 293 exprimiert stabil das 

Adenovirus 5 E1 Gen, so dass sie zur Vermehrung und Titration von replikations-

defizienten rekombinanten Adenoviren mit einer E1-Deletion eingesetzt werden 

kann. Es wurden nur sehr frühe Passagen (<10) verwendet. Die allgemeine Zellkultur 

erfolgte analog zu den H9c2-E2 Zellen, als Kulturmedium wurde „DMEM-Nutrient Mix 

F12“ supplementiert mit 10% FCS, Streptomycin (100 mg/ml) und Penicillin 

(100 units/ml) eingesetzt. 
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2.2.20.3 HeLa 

Hierbei handelt es sich um eine adhärent wachsende, humane Cervix-Karzinom-

Zelllinie. Diese Zellen wurden für den RCA-Test (Test auf rekombinationskompetente 

Adenoviren nach Fallaux et al., (47)) eingesetzt. Die allgemeine Zellkultur erfolgte 

analog zu den H9c2-E2 Zellen, als Kulturmedium wurde DMEM supplementiert mit 

10% FCS verwendet. 

2.2.21 Transiente Transfektion 

Zur Transfektion von H9c2-Zellen wurde das nicht-liposomale Transfektionsreagenz 

FuGENE6 (Roche, Mannheim) eingesetzt. Es handelt sich um ein transientes 

Transfektions-Protokoll, bei dem die transfizierte DNA nicht stabil in das Genom in-

tegriert und nicht repliziert wird. Diese Transfektionsmethode wurde zur Überexpres-

sion von HA IRS-1 und GLUT4myc benutzt. Für die Expression von HA IRS-1 wur-

den in einer 6-well-Platte pro well 1,5 x 105 Zellen ausplattiert und 24 h kultiviert. Je-

weils 2 µg DNA und 3 µl FuGENE6 wurden in 100 µl DMEM für 15 min bei Raum-

temperatur inkubiert und anschliessend direkt in die 6-well-Platte pipettiert. 24 h nach 

der Transfektion wurden die Zellen gewaschen und lysiert. Für die Überexpression 

von GLUT4myc wurden jeweils 3,5 x 104 Zellen pro well in einer 12-well-Platte aus-

plattiert und 24 h kultiviert. Transfektion erfolgte in dem Fall mit 0,5 µg DNA und 

1,5 µl FuGENE6. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen zur Bestimmung der 

GLUT4-Translokation eingesetzt.  

2.2.22 Adenovirale Überexpression 

Die eingesetzten rekombinanten Adenoviren wurden freundlicherweise von der Ar-

beitsgruppe Prof. Dr. Farese (University of South Florida College of Medicine, 

Tampa, Florida, USA) (12) zur Verfügung gestellt. Sie basieren auf dem Adeno-X 

System der Firma Becton Dickinson (Heidelberg), welches auf das Adenovirus 5 Ge-

nom zurückgreift. Der adenovirale Vektor ist replikationsdefizient, da durch eine De-

letion von E1 und E3 die essentiellen frühern Gene („early genens“) nicht exprimiert 

werden. HEK 293 Zellen enthalten das zur Replikation und Transkription der adeno-
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viralen DNA notwendige Ad5 E1 Gen, so dass sie zur Produktion von funktionsfähi-

gen Adenoviruspartikeln eingesetzt werden können. Bei Zelllinien, die kein Ad5 E1 

Gen enthalten, führt das rekombinante Adenovirus zu einer transienten Infektion, die 

nicht lytisch verläuft. Das adenovirale Genom liegt dann in episomaler Form im Zell-

kern den Wirtszellen vor, wird aber nicht repliziert und nicht transkribiert. Das einge-

fügte Zielgen wird unabhängig davon konstitutiv unter der Kontrolle des Cytomegalo-

virus-Promotors (PCMV IE) exprimiert.  

2.2.22.1 Virusamplifikation 

Zur Amplifikation der PKCζ-exprimierenden adenoviralen Konstrukte bzw. der 

„leeren“ Kontroll-Adenoviren wurde die Helferzelllinie HEK 293 verwendet. Sub-

konfluente (ca. 50-70% Konfluenz) Zellmonolayer in T75 Zellkulturflaschen wurden 

nach erfolgtem Mediumwechsel mit jeweils 100 µl der adenovirushaltigen Über-

stände angeimpft. Nach 3 bis 4 Tagen in Kultur zeigten ca. 50% der Zellen cytopathi-

sche Effekte (Ablösen von der Oberfläche). Zu diesem Zeitpunkt wurden die verblei-

benden Zellen durch Abspülen mit der Pipette abgelöst und die Zellsuspension für 

5 min bei 1500 g pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen und mit-

tels drei Gefrier-Auftau-Zyklen in Flüssigstickstoff und 37°C-Wasserbad aufgeschlos-

sen. Die Zellaliquots wurden nach jedem Auftauen auf einem Vortex resuspendiert. 

Die Lysate wurden erneut zentifugiert, um Zelltrümmer zu pelletieren. Der virushal-

tige Überstand wurde bei –20°C gelagert. 

2.2.22.2 Virustiterbestimmung 

Der Virustiter wurde mit dem Adeno-X Rapid Titer Kit (Becton Dickinson; Heidelberg) 

ermittelt. HEK 293 Zellen wurden in der Zelldichte von 5 x105 Zellen pro Well in einer 

12-well-Platte ausplattiert und mit jeweils 100 µl einer seriellen Verdünnung des 

Virusamplifikats (10-2 bis 10-6 pro ml) infiziert. Nach 48 h wurde das Kulturmedium 

entfernt und die Zellen in der 12-well-Platte an der Luft getrocknet. Es folgte eine Fi-

xierung mit jeweils 1 ml Methanol für 10 min bei –20°C. Nach dreimaligem Waschen 

(PBS, 1% BSA) wurden die Zellen 1 h mit 0,5 ml Anti-Hexon Antikörperverdünnung 

(1:1000 in PBS, 1% BSA) bei 37°C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen 

folgte eine weitere einstündige Inkubation mit peroxidase-gekoppeltem Anti-Maus 
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Antikörper (1:500 in 0,5 ml PBS, 1% BSA) bei 37°C. Anschliessend wurden die 

Zellen erneut dreimal gewaschen und für 10 min in 500 µl DAB-Substrat inkubiert, 

welches eine Braunfärbung der infizierten Zellen bewirkte. Nach Entfernung des 

Substrats und Zugabe von je 1 ml PBS wurden die gefärbten Zellen unter einem 

Lichtmikroskop mit 20x Objektiv ausgezählt. Es wurden nur Wells ausgewertet, die 

zwischen 5 und 50 gefärbte Zellen pro Sichtfeld beinhalteten. Die Titerzahl wurde wie 

folgt bestimmt: (Anzahl infizierter Zellen pro Sichtfeld) x 573 / (0,1 ml) x (Verdün-

nungsfaktor). Dabei ist 573 die Anzahl der Sichtfelder pro Well und 0,1 ml das zuge-

gebene Volumen der Virusverdünnung. 

2.2.22.3 RCA-Test 

Der RCA-Test basiert auf der von Fallaux et al. (47) beschriebenen Methode. Um 

das Virusamplifikat auf replikationskompetente Viren zu testen, wurden sub-

konfluente (ca. 50-70% Konfluenz) Monolayer von HeLa- bzw. HEK 293 Zellen in 

T75 Zellkulturflaschen verwendet. Diese wurden nach zweimaligem Waschen in PBS 

mit 1 ml der Amplifikatverdünnung mit einer MOI (multiplicity of infection) von ca. 10 

Viren pro Zelle für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend wurde der Über-

stand abgenommen und die Zellen mit Kulturmedium versorgt. Die Kultur und Beo-

bachtung der infizierten Zellen erfolgte für 10 Tage, dabei wurden die Zellen täglich 

auf das Auftreten von cytopathischen Effekten (Ablösen von der Oberfläche) unter-

sucht. Die HEK-Zellen dienten dabei als Positivkontrolle, sie zeigten schon nach we-

nigen Tagen die typischen Anzeichen der Virusreplikation (Ablösen der Zellen). Die 

Virusamplifikate wurden als replikationsdefizient angesehen, wenn die infizierten 

HeLa-Zellen über den Zeitraum von 10 Tagen keinerlei cytopatische Effekte aufwie-

sen.  

2.2.22.4 Infektion von H9c2-Zellen 

Jeweils 1 x 105 Zellen pro well einer 6-well-Platte wurden 24 h nach der Aussaat mit 

dem gewünschten Virusamplifikat in einer MOI von 50 Viren pro Zelle infiziert. 24 h 

nach der Infektion wurden die Zellen für weitere Experimente verwendet. 
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2.2.23 Behandlung der Zellen und Herstellung von Zellysaten 

Für die Stimulations- und Inhibitionsexperimente wurden subkonfluente Zellmono-

layer der Zelllinie H9c2 in 6- beziehungsweise 12-Well-Platten verwendet. Nach ge-

wünschter Behandlung wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen 

und mit einem universalem Lysispuffer (Roche, Mannheim) für 5 min solublisiert. Die 

aufgeschlossenen Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Boden der Platte gelöst 

und für 10 min bei 4°C und 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge pelletiert. Die Über-

stände wurden einem Proteintest nach Bradford unterzogen und für Western Blot 

Analysen verwendet. 

2.2.24 Immunopräzipitation von Proteinen aus Zellysaten 

Subkonfluente Zellmonolayer wurden nach gewünschter Behandlung zweimal mit 

eiskaltem PBS gewaschen und mit 400 µl (für 10 cm Petrischalen) beziehungsweise 

150 µl (für Wells der 6-Well-Platten) RIPA (50 mM Tris-HCl [pH 7.4]; 1% Nonidet P-

40; 0.25% Na-Deoxycholat; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM Na3VO4; 1 mM NaF 

und Protease-Inhibitor Complete™) solublisiert. Die aufgeschlossenen Zellen wurden 

mit einem Zellschaber vom Boden der Platte gelöst, in Eppendorf-Gefässe überführt 

und für 2 h bei 4°C in einem Überkopfschüttler inkubiert. Nach einer Zentrifugation 

bei 4°C für 15 min wurden die Überstände einer Proteinbestimmung nach Bradford 

unterzogen und mit PBS auf eine Proteinkonzentration von 1 µg/ml eingestellt. Zur 

präzipitation wurden jeweils 10 µl des Anti-IRS-1 Antikörpers pro 1000 µl Lysat ein-

gesetzt. Die Lysate wurden mit dem präzipitierenden Antikörper bei 4°C im Über-

kopfschüttler über Nacht inkubiert. Im Anschluss wurden die Immunokomplexe mit 40 

ml Protein A-Trisacryl pro 1000 µl Lysat für 2 h bei 4°C im Überkopfschüttler inkubiert 

um eine Adsorbtion an die Trägerpartikel zu erreichen. Die Immunopräzipitate wur-

den schließlich durch Zentrifugieren bei 4°C und 14.000 rpm für 10 sec pelletiert und 

drei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen. Anschliessend wurden die Präzipitate mit 

6fach konzentriertem Laemmli-Probenpuffer (0,35 M Tris-HCl pH 6.8; 10,28% (w/v) 

SDS; 36% (w/v) Glycerin; 0,6 M DTT; 0,012% (w/v) Bromphenolblau) versetzt und 

10 min bei 95°C im Heizblock denaturiert. Die Überstände wurden mittels Western 

Blot analysiert. 
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2.2.25 Bestimmung der Translokation von GLUT4 

Die Bestimmung der GLUT4-Translokation basiert auf der Methode von Kanai et al. 

(84). Die transiente Transfektion erfolgte wie unter 2.2.14 beschrieben. Die Zellen 

wurden jeweils mit mit pCMV GLUT4myc oder einem „leeren“ pCMV Kontrollvektor 

transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen für 2 h im DMEM mit 1% 

BSA inkubiert und anschliessend mit Transportpuffer (134 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 

1,8 mM CaCl2, 800 nM MgSO4, 20 mM HEPES) gewaschen. Es folgte eine Inkuba-

tion mit beziehungsweise ohne 1 µM Insulin im Transportpuffer bei 37°C für 30 min. 

Nach Absaugen des Überstands wurden die Zellen für 30 min mit 2% Paraformalde-

hyd bei Raumtemperatur fixiert, vier Mal mit PBS gewaschen und 1 h in PBS mit 5% 

Magermilchpulver blockiert. Anschliessend wurden die fixierten Zellen mit dem Anti-

Myc Antikörper (1:200 in PBS, 5% Magermilchpulver) für 2 h inkubiert, vier Mal mit 

PBS 5% Magermilchpulver gewaschen und mit einem Anti-Maus-125J sekundären 

Antikörper für 1 h inkubiert (0,1 µCi/Well). Nach Waschschritten mit PBS 5% Mager-

milchpulver, PBS und PBS mit 0,05% Tween 20 wurden die Zellen 1 h mit 1% SDS 

solublisiert. Die Radioaktivität der Proben wurde in einem γ-Counter (1282 Compu-

gamma CS, Wallac Oy, Turku, Finnland) bestimmt. 

2.2.26 Auswertung der Daten und Statistik 

Die statistischen Berechnungen der Signifikanzen wurden mit ANOVA, Fisher's 

PLSD Test erhoben. Zur Datenanalyse dienten die Computerprogarmme StatView 

(SAS Institute, Cary, NC, USA) und Prism (GraphPad, San Diego, CA). Die Daten 

wurden als Mittelwerte ± SEM (Standardabweichung der Mittelwerte) von mindestens 

drei unabhängigen Experimenten dargestellt, die Signifikanzgrenze wurde mit p<0,05 

festgelegt.  
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3 ERGEBNISSE 

3.1 In Vitro Phosphorylierung 

Bereits vor Beginn dieser Arbeit konnte in unserer Arbeitsgruppe eine in vitro 

Phosphorylierung von einem GST/IRS-1 Fusionsprotein durch die PKCζ gezeigt 

werden. Das verwendete Fusionsprotein umfasst die Aminosäuren 449 bis 664 des 

IRS-1 der Ratte und enthält somit die für die Bindung der SH2-Proteine essentielle 

IRS-1 Domäne (Abb. 6). Nach tryptischer Spaltung des unter Zugabe von [γ-32P]ATP 

in vitro phosphorylierten Fusionsproteins wurden die resultierenden Phosphopeptide 

über eine Anionenaustauschersäule aufgetrennt.  

 

Abb. 6 Serinphosphorylierung von IRS-1 

Schematische Darstellung des verwendeten IRS-1 Fusionsproteins 

Die Radioaktivität der gesammelten Fraktionen wurde durch Messung der Cerenkov-

Strahlung bestimmt (Abb. 5). Nach weiterer Aufreinigung mittels Umkehrphasen-

HPLC erfolgte eine massenspektrometrische Auswertung der Proben. Dabei konnte 

eine Phosphorylierung des IRS-1 Fusionsproteins an Serin 570 (Peak 4) und Serin 
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498 (Peak 5 und 6) gezeigt werden, wobei das Serin 570 mit ca. 20% des Gesamt-

Phosphateinbaus eine Haupt-Phosphorylierungsstelle darstellt. Ebenso konnte ge-

zeigt werden, dass die in vitro Phosphorylierung des Fusionsproteins mittels PKCζ 

seine Fähigkeit zur Bindung der PI3-Kinase deutlich mindert. Durch Punktmutation 

von S570 zu Alanin konnte dieser Effekt deutlich verringert, aber nicht vollständig 

aufgehoben werden (147). 

3.1.1 Generierung und Untersuchung von IRS-1 Mutanten 

Ausgehend von diesen Daten wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunächst 

die Mutationsanalyse des IRS-1 fortgeführt, um die Frage nach weiteren Phosphory-

lierungsstellen innerhalb des IRS-1 Fusionsproteins zu klären. So enthielt beispiels-

weise das im Peak 3 detektierte tryptische IRS-1 Peptid 

TPSQSSVVSIEEYTEMMPAAYPPGGGSGGR ebenfalls ca. 20% der eingebauten 

Radioaktivität, was als Hinweis auf eine zweite Hauptphosphorylierungsstelle gelten 

kann. Da in diesem Fall mittels Massenspektrometrie keine Zuordung der Phospho-

rylierungsstelle gelang, wurden anhand einer Konsensussequenz der PKCζ das 

Threonin 534 und Serin 560 als aussichtsreiche Kandidaten bestimmt und zu Alanin 

mutiert. Ebenfalls zu Alanin mutiert wurde das durch die Massenspektrometrie als 

Phosphorylierungsstelle identifizierte Serin 498. Die aufgereinigten mutierten 

Proteine wurden nach einer in vitro Phosphorylierung mittels Autoradiographie und 

Anionenaustausch-Chromatographie analysiert. Es konnte jedoch keine Abnahme 

der eingebauten Radioaktivität festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). 

3.1.2 PKCζ phosphoryliert IRS-1 Fusionsprotein an Ser570 – 

Validierung spezifischer Antiseren 

Desweiteren wurden mehrere Antiseren gegen die Phosphoform von Serin 570 ge-

testet. Hierzu wurde das IRS-1 Fusionsprotein mit der rekombinanten PKCζ und ei-

ner PKC-Präparation aus dem Gehirn der Ratte, die hauptsächlich die konventionel-

len PKC-Isoformen α, β und γ enthält, in vitro phosporyliert (Abb. 7). 
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Abb. 7 Spezifische Phosphorylierung des IRS-1 Fusionsproteins durch die PKCζ 

Abb. 1 Jeweils 1 µg des IRS-1 Fusionsproteins wurde in vitro für 30 min bei 30°C mit rekombinanter 
PKCζ bzw. einer PKC-Aufreinigung aus Rattengehirn wie in 2.2.18.1 beschrieben phosphoryliert. Als 
Inhibitor der PKCζ wurde ein Pseudosubstratpeptid in einer Konzentration von 400 µM eingesetzt, zur 
Inhibierung der PKC-Isoformen α, β und γ diente 1 mM BIM (Bisindolylmaleimid I). Nach elektrophore-
tischer Auftrennung der Proben erfolgte eien Immunodetektion mit einem spezifischen Antiserum ge-
gen die phosphorylierte Form des IRS-1 Serins 570 sowie einem IRS-1 Antiserum. Dargestellt ist ein 
repräsentatives Experiment. 

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben mittels SDS-PAGE und Western 

Blot wurden die Membranen mit den verfügbaren Seren inkubiert. Nach erfolgter 

Chemilumineszenzdetektion konnte ein spezifisches Antiserum gegen das phospho-

rylierte Serin 570 identifiziert werden. Dabei gelang der Nachweis, dass das Serin 

570 spezifisch durch die PKCζ, jedoch nicht durch die Isoformen α, β und 

γ phosphoryliert wird (siehe Abb. 7). 

3.1.3 IKK-Komplex phosphoryliert IRS-1 Fusionsprotein in 
vitro 

Um die Rolle der inflammatorischen Serinkinase IKK bei der Entstehung von Insulin-

resistenz zu überprüfen, wurden in vitro Phosphorylierungsassays mit dem IRS-1 

Fusionsprotein geplant. Für den Kinase-Assay wurde das IKK-Enzym an seiner 

nicht-katalytischen γ-Untereinheit aus Lysaten humaner Skelettmuskelzellen sowie 

Kardiomyoblasten der Ratte nativ präzipitiert und im Phosphorylierungspuffer unter 

Zugabe von [γ-32P]ATP mit dem IRS-1 Fusionsprotein inkubiert. Als Positivkontrolle 
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diente das rekombinante IKB-Protein, ein natürliches Substrat der IKK. Es konnte 

qualitativ eine Phosphorylierung von beiden Substratproteinen durch den IKK-

Komplex beobachtet werden, wobei IKB stärker phosphoryliert wurde als das IRS-1 

Fusionsprotein (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der geringen Menge der präzipitierba-

ren Kinase erwies sich diese Methode jedoch für weitere, hohe Kinaseaktivität vor-

aussetzende in vitro Experimente zur Phosphorylierungsstellen-Suche als ungeeig-

net. 

Da die Kinase-Assays mit präzipitiertem Enzym erste Hinweise auf eine direkte In-

teraktion und Phosphorylierung von IRS-1 durch die IKK ergaben, wurde nach weite-

ren Enzymquellen gesucht. Seitens der Firma Aventis wurde für diese Arbeit eine 

IKK-Aufreinigung aus HeLa-Zellen bereitgestellt. In der IKK-Präparation ist zur Akti-

vierung der IKK eine rekombinante trunkierte Form der MAPKK-Kinase (MEKK1) 

enthalten, weshalb eine mögliche Einwirkung der MEKK1 auf das Substrat bei fol-

genden Experimenten berücksichtigt werden musste. 

 

Abb. 8 In vitro Phosphorylierung des IRS-1 Fusionsproteins mit IKK-Komplex 

Jeweils 1 µg des GST/IRS-1 Fusionsproteins bzw. reines GST wurde für 1 h bei 30°C mit 8 µl der IKK-
Aufreinigung aus HeLa-Zellen wie in 2.2.18.2 beschrieben phosphoryliert. Nach Auftrennung der Pro-
ben mittels SDS-PAGE erfolgte Visualisierung der Proteine mittels einer Coomassie-Färbung sowie 
eine autoradiografische Detektion der inkorporierten Radioaktivität. 
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Mit der IKK-Präparation wurde basierend auf der für die PKCζ verwendeten Methode 

eine in vitro Phosphorylierung des IRS-1 Fusionsproteins durchgeführt. Dabei konnte 

eine deutliche spezifische Phosphorylierung des IRS-1 Fragments, nicht aber des 

GST-Anteils des Fusionsproteins belegt werden (Abb. 8). 

Im Elutionsprofil der folgenden HPLC konnten wiederholt drei distinkte Peaks mit 

hohem Radioaktivität-Einbau sowie ein weiterer kleinerer Peak identifiziert werden 

(Abb. 9). Die Peaks entsprachen den für eine Phosphorylierung des IRS-1 

Fusionsproteins mittels PKCζ zuvor identifizierten Peaks 1, 3, 5 und 6. Peaks 2 und 

4, die bei Phosphorylierung mit der PKCζ deutlich erkennbar waren (s. dazu Abb. 5), 

fehlten in diesem Profil. 

 

Abb. 9 HPLC-Profil nach Phosphorylierung mittels IKK-Komplex 

51,2 µg (1 nmol) des IRS-1 Fusionsproteins wurden mit insgesamt 32 µl der IKK-Aufreinigung aus 
HeLa-Zellen wie in 2.2.18.2 beschrieben unter Zugabe von [γ-32P]-ATP in vitro phosphoryliert. Nach 
einer proteolytischen Spaltung wurden die tryptischen Peptide mittels HPLC über eine Anionenaustau-
schersäule eluiert (s. dazu 2.2.17). Die Radioaktivität der gesammelten Fraktionen wurde mittels der 
Messung von Cerenkov-Strahlung bestimmt. 

3.1.4 MEKK1 phosphoryliert IRS-1 Fusionsprotein in vitro 

Um den möglichen Einfluss der in IKK-Präparation enthaltenen trunkierten MEKK1 

auf das Fusionsprotein zu untersuchen, wurden auch hier in vitro 

Phosphorylierungsassays durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass die rekombinante 
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MEKK1 in der Lage ist, das rekombinante IκB Protein und das IRS-1 Fusionsprotein, 

nicht aber den GST-Anteil zu phosphorylieren (Abb. 10).  

Die folgende Analyse der tryptischen Peptide mittels HPLC ergab ein Elutionprofil, 

das sich stellenweise mit dem Profil der IKK deckt (Abb. 11). So wurden auch hier 

die Peaks 1 und 3 detektiert, es konnte ebenfalls ein kleinerer Peak 6 gezeigt wer-

den. Aufgrund dieser Überlagerung der Elutionsprofile von IKK-Komplex und MEKK1 

an Peak 1 und 3 kann nicht bestimmt werden, ob IKK einen Anteil an dem hohen 

Phosphateinbau in diesen Peaks hat.  

 

Abb. 10 In vitro Phosphorylierung des IRS-1 Fusionsproteins mit MEKK1 

Jeweils 1 µg des rekombinanten IκB, des GST/IRS-1 Fusionsproteins bzw. reines GST wurde für 1 h 
bei 30°C mit 8 µl der rekombinanten MEKK1 wie in 2.2.18.3 beschrieben phosphoryliert. Nach 
Auftrennung der Proben mittels SDS-PAGE erfolgte Visualisierung der Proteine mittels einer Coomas-
sie-Färbung sowie autoradiografische Detektion der inkorporierten Radioaktivität. 

Die hohe Phosphorylierung von Peak 6 durch die IKK-Präparation kann hingegen 

vermutlich nicht ausschliesslich der MEKK1 zugeschrieben werden. Hier ist ein deut-

licher Anteil der IKK an der Gesamtphosphorylierung zu erwarten. Ebenso scheint 

die Phosphorylierung an Peak 5 grösstenteils der IKK zu entspringen. Die MEKK1 

hingegen phosphoryliert bevorzugt die im Peak 1 und 3 eluierenden Peptide. 
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Abb. 11 HPLC-Profil nach Phosphorylierung mittels MEKK1 

51,2 µg (1 nmol) des IRS-1 Fusionsproteins wurden mit insgesamt 32 µl der rekombinanten MEKK1 
wie in 2.2.18.3 beschrieben unter Zugabe von [γ-32P]-ATP in vitro phosphoryliert. Nach einer 
proteolytischen Spaltung wurden die tryptischen Peptide mittels HPLC über eine 
Anionenaustauschersäule eluiert (s. dazu 2.2.17). Die Radioaktivität der gesammelten Fraktionen 
wurde mittels der Messung von Cerenkov-Strahlung bestimmt. 

3.1.5 IKKbeta phosphoryliert IRS-1 Fusionsprotein in vitro 

Um eindeutige Ergebnisse zu erhalten, wurden die Untersuchungen mit einer inzwi-

schen käuflich erhältlichen rekombinanten aktiven IKKβ-Untereinheit wiederholt. Es 

konnte eine klare Phosphorylierung des rekombinanten IκB Proteins und des IRS-1 

Fusionsproteins durch die IKKβ demonstriert werden. Auch in diesem Fall wurde der 

GST-Anteil nicht phosphoryliert. 

Die folgende Analyse mittels IE-HPLC ergab ein Elutionsprofil, das erwartungsge-

mäss dem Profil nach einer Phosphorylierung mit der IKK-Präparation abzüglich der 

Peaks des MEKK1-Anteiles entspach. So verursachte die rekombinante IKKβ eine 

deutliche Phosphorylierung an Peak 5 und 6, sowie eine etwas geringere Phospho-

rylierung in Höhe der Peaks 1 und 3. 
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Abb. 12 In vitro Phosphorylierung des IRS-1 Fusionsproteins mit IKKβ 

Jeweils 1 µg des rekombinanten IκB, des GST/IRS-1 Fusionsproteins bzw. reines GST wurde für 1 h 
bei 30°C mit 0,8 µg der rekombinanten aktiven IKKβ wie in 2.2.18.4 beschrieben phosphoryliert. Nach 
Auftrennung der Proben mittels SDS-PAGE erfolgte Visualisierung der Proteine mittels einer 
Coomassie-Färbung sowie autoradiografische Detektion der inkorporierten Radioaktivität. 

 

Abb. 13 HPLC-Profil nach Phosphorylierung mittels IKKβ 

51,2 µg (1 nmol) des IRS-1 Fusionsproteins wurden mit insgesamt 3,2 µg der rekombinanten aktiven 
IKKβ wie in 2.2.18.4 beschrieben unter Zugabe von [γ-32P]-ATP in vitro phosphoryliert. Nach einer 
proteolytischen Spaltung wurden die tryptischen Peptide mittels HPLC über eine 
Anionenaustauschersäule eluiert (s. dazu 2.2.17). Die Radioaktivität der gesammelten Fraktionen 
wurde mittels der Messung von Cerenkov-Strahlung bestimmt. 



ERGEBNISSE 

 

 - 54 - 

Tabelle 1  Zuordnung der bekannten tryptischen Peptide des IRS-1 Fusionsproteins 

Die Zuordnung der HPLC-Peaks und der in den entsprechenden Fraktionen identifizierter Peptide 
basiert auf der Analyse der IRS-1 Phosphorylierung durch die PKCζ (Inaugural-Dissertation „Moleku-
lare Mechanimen der Insulinresistenz: Serinphosphorylierung von IRS-1“ M.R. Sommerfeld, 2004). 
Gelb markiert wurden die Peaks, die im HPLC-Profil nach einer Phosphorylierung des Fusionsproteins 
mit IKKβ ebenfalls vorkommen. Das Peptid KGNGDYMPMSPK wurde bisher als einziges keinem 
Peak des Elutionsprofils zugeordnet. Da es eine potentielle Phosphorylierungsstelle enthält, wurde es 
dennoch in die Tabelle aufgenommen. Potentielle Phosphorylierungsstellen der IKKβ wurden durch 
Unterstreichung hervorgehoben. 

 

 

Da bei früherer Analyse der Phosphorylierung des Fusionsproteins durch PKCζ den 

einzelnen Peaks des Elutionsprofils bestimmte tryptische Peptide zugeordnet werden 

konnten (Tabelle 1), kann vermutet werden, welche Peptide durch die IKK 

phosphoryliert werden. Anhand der damaligen massenspektrometrischen Daten ist 

bekannt, dass im Peak 5 und 6 vor allem das Peptid YIPGATMGTSPALTGDEAA-

GAADLDNR eluiert, während Peak 1 in erster Linie das Peptid THSAGTSPTISHQK ent-

hält. Im Peak 3 wurde die Sequenz TPSQSSVVSIEEYTEMMPAAYPPGGGSGGR gefunden. 

Die Peptide GEEELSNYICMGGKGASTLTAPNGHYILSR, VDPNGYMMMSPSAAAS und 

GGHHRPDSSNLHTDDGYMPMSPGVAPVPSNRKGNG (Peak 2) sowie LPGYRHSAFVPTHSY-

PEEGLE-MHHLERR (Peak 4) dagegen scheinen weder durch die IKK, noch durch die 

MEKK1 phosphoryliert zu werden. 
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3.1.6 Externe massenspektrometrische Analyse der 
Phosphorylierungsstellen 

Aufgrund der hohen Anzahl an Serinen und Threoninen in den vermuteten Zielse-

quenzen sowie unter Berücksichtigung der Tatsache, dass noch weitere bisher kei-

nem Peak zugeordnete IRS-1 Peptide ebenfalls als Phosphat-Träger in Frage kom-

men, wurde in diesem Fall von einer Mutationsanalyse abgesehen. Stattdessen 

wurde im Rahmen einer Kooperation mit der Firma Aventis eine massenspektro-

metrische Untersuchung der phosphorylierten Proben vorgenommen. Hierfür wurden 

nicht-radioaktive in vitro Phosphorylierungen des IRS-1 Fusionsproteins mit rekombi-

nanter IKKβ wie in 2.2.18.4 beschrieben durchgeführt, wobei das Verhältnis von 

Kinase und Substrat zwischen 1:1 und 1:16 variert wurde. Die massenspektrometri-

sche Untersuchung dieses Probenmaterials wurde durch Herrn Dr. Jochen Kruip und 

Herrn Dr. Carsten Corvey geleitet.  

Eine MALDI-MS Analyse Phosphatase-behandelter und unbehandelter Proben (Abb. 

14) ergab eine 80 Da Verschiebung des Peptides mit dem Molekulargewicht 1531,6 

Da (THSAGTSPTISHQK; Peptid D aus dem Peak1 der HPLC). Das weist auf eine 

Abspaltung von Phosphat hin und bestätigt die HPLC Befunde, wonach in diesem 

Peptid eine Phosphorylieung zu erwarten ist.  

Zusätzlich wurde im MALDI-Spektrum der in vitro phosphorylierten Probe ein Peak 

detektiert, welcher im Vergleich-Spektrum der nicht-phosphorylierten Probe fehlte 

(Abb. 15). Dieser Peak bei 3018,31 Da entspricht rechnerisch dem Phosphopeptid 

YIPGATMGTSPALTGDEAAGAADLDNRFR (3018,3663 Da; Peptid C aus dem 

HPLC-Peak 5+6). Auch hier bestätigt die massenspektrometrische Analyse die aus 

den HPLC-Profilen abgeleiteten Vermutungen über eine Phosphorylierung innerhalb 

dieses Peptides. 

Trotz darauffolgender weitergehender MS/MS Analysen konnte die genaue Lage der 

Phosphorylieungsstellen nicht zweifelsfrei identifiziert werden.  
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Abb. 14 MALDI-Analyse: Vergleich in vitro phosphorylierter und dephosphorylierter tryptischer 
Peptide des IRS-1 Fusionsproteins 

Die Analyse wurde von Dr. Carsten Corvey geleitet. Oben: Spektrum der in vitro phosphorylierten 
Probe. Unten: Spektrum der gleichen Probe nach Behandlung mit Phosphatase. Das Signal bei 
1531,5799 Da (phosphorylierte Probe) und 1451,7289 Da (dephosphorylierte Probe) wurde grün 
gekennzeichnet. 

 

Abb. 15 MALDI-Analyse: Vergleich in vitro phosphorylierter und unbehandelter tryptischer 
Peptide des IRS-1 Fusionsproteins 

Die Analyse wurde von Dr. Jochen Kruip geleitet. Oben: Spektrum der in vitro phosphorylierten Probe. 
Unten: Spektrum einer nicht phosphorylierten Kontrolle. Das nur in der phosphorylierten Probe vor-
kommende Signal bei 3019,2229 Da wurde grün gekennzeichnet. 
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3.2 Einfluss aktivierter Serinkinasen auf die 
Insulinsignaltransduktion im Zellmodell  

Erhöhte Aktivität von Serinkinasen wurde wiederholt mit gestörter Insulinsignal-

Weiterleitung in Verbindung gebracht. Insbesondere im Tiermodell und in Fettzellen 

konnte ein Zusammenhang zwischen gesteigerter Aktivität von IKK und JNK und 

einer Hemmung des Insulinsignals gezeigt werden (16;58;70;72;75). Es ist bislang 

jedoch ungeklärt, inwiefern dieser Mechanismus auch in den für die Insulinwirkung 

hochrelevanten Muskelzellen eine Rolle spielt.  

Um zu prüfen, ob die Aktivierung von Serinkinasen auch in Muskelzellen Auswirkun-

gen auf die Insulinsignalkaskade hat, wurde die Zelline H9c2 als Modell ausgewählt. 

Es handelt sich hierbei um embryonale Myoblasten aus dem Rattenherz. Der Klon 

H9c2-E2 exprimiert stabil den humanen Insulinrezeptor, was eine deutliche 

Ansprechbarkeit dieser Zellen auf Insulin zu Folge hat und eine genaue Untersu-

chung der Insulinrezeptor-vermittelten Signalkaskade ermöglicht. 

Als Kandidaten-Kinasen wurden IKK und JNK ausgewählt, da sie im Gegensatz zu 

Kinasen wie PKCζ und GSK3 selbst kein integraler Bestandteil der Insulinsignalkas-

kade sind und somit möglicherweise als Auslöser einer pathologischen Signalhem-

mung in Frage kommen. Konstitutive Expression dieser Kinasen in H9c2-E2 Zellen 

wurde im Vorexperiment bestätigt (Daten nicht gezeigt).  

3.2.1 Aktivierung der IKK und JNK 

Um den Einfluss von IKK und JNK auf die Weiterleitung des Insulinsignals untersu-

chen zu können, wurde zunächst nach geeigneten Möglichkeiten zur selektiven Akti-

vierung dieser Kinasen gesucht. Als Auslöser wurden TNFα und Anisomycin getestet 

(Abb. 17). Aktivierte IKK phosphoryliert den Inhibitor von NFKB (IKB), was zu seiner 

Ubiquitinierung und proteosomaler Degradation führt. Dadurch wird der nukleäre 

Faktor KB freigesetzt.  
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Abb. 16 Aktivierung der IKK und JNK in Kardiomyoblasten 

Subkonfluente Monolayer der H9c2-E2 Zelllinie wurden mit PBS gewaschen und für 1 h in DMEM 
inkubiert. Während dieser serumfreien Inkubation wurden die Zellen für 5, 15 und 60 min mit jeweils 
2,5 nM TNFα, 1 ng/ml Anisomycin oder 100 nM Insulin behandelt. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden 
mittels SDS-Page aufgetrennt und mit Hilfe spezifischer Antikörper immunodetektiert. Dargestellt ist 
das Ergebnis eines repräsentativen Experimentes. 

Eine Behandlung mit 2,5 nM TNFα führte bereits nach 5 Minuten zu einer prominen-

ten Phosphorylierung des natürlichen Substrats der IKK, IKB. Nach 15 Minuten 

konnte ein vollständiger Abbau des IKB beobachtet werden, was für eine maximale 

Aktivierung der IKK spricht. Umgekehrt wurde die JNK nicht durch TNFα aktiviert, wie 

ihre fehlende Phosphorylierung anzeigt. Eine Behandlung mit 1 ng/ml Anisomycin 

führte dagegen zu einem dramatischen Anstieg der JNK Phosphorylierung nach 15 

und 60 Minuten, was als Anzeichen gesteigerter Aktivität gedeutet wird. Dabei blieb 

sowohl die Phosphorylierung als auch die Menge des IKB trotz Anisomycin-

Behandlung unverändert, was für eine hohe Selektivität des Ansiomycins spricht. 

Weder TNFα noch Anisomycin führten zu einer Veränderung der JNK-Proteinmenge. 

Ein 5-minütiger Stimulus mit 100 nM Insulin führte zu keinerlei Änderungen in der 

Phosphorylierung und Proteinmenge von IKB und JNK. 
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3.2.2 Einfluss aktivierter IKK und JNK auf die 
insulinvermittelte Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 

Nach einer Behandlung mit TNFα für 15 bzw. 60 Minuten wurden die Myoblasten 

einem 5-minütigem Insulinstimulus unterzogen. Das zelluläre IRS-1 wurde anschlies-

send aus den Lysaten präzipitiert und auf eine Veränderung der insulinvermittelten 

Tyrosinphosphorylierung untersucht. Zur Quantifizierung der Tyrosinphosphorylie-

rung diente die parallel detektierte Menge des präzipitierten IRS-1. Sowohl die 

basale als auch insulinstimulierte Tyrosinphosphorylierung des IRS-1 blieb nach der 

TNFα Behandlung weitgehend unverändert (Abb. 17). Es wurde kein signifikanter 

Unterschied zu der unbehandelten Kontrolle festgestellt. 

 

Abb. 17 Auswirkungen aktivierter IKK auf die Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 

Subkonfluente Monolayer der H9c2-E2 Zelllinie wurden mit PBS gewaschen und für 1 h in DMEM 
inkubiert. Während dieser serumfreien Inkubation wurden die Zellen für 15 beziehungsweise 60 min 
mit 2,5 nM TNFα behandelt. Die zusätzliche Insulinstimulation wurde 5 min vor Ende des Inkubations-
zeitraums mit 100 nM Insulin durchgeführt. Nach einer Solublisierung mit RIPA Puffer wurden jeweils 
400 µg der Zellysate für eine Immunopräzipitation mit Anti-IRS-1 Antikörper über Nacht bei 4°C einge-
setzt. Die Immunokomplexe wurden für 2 h bei Raumtemperatur mit Protein A-Trisacryl inkubiert. Die 
Präzipitate wurden mit PBS gewaschen, mit Laemmli-Probenpuffer dentauriert und mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt. Nach Immunodetektion mit Anti-Phosphotyrosin Antikörper (PY99) und Anti-IRS-1 Anti-
körper folgte die Quantifizierung der IRS-1 Tyrosinphosphorylierung mit der LumiImager Software. 
Dabei wurde der insulinstimulierte Kontrollwert gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± 
SEM aus 4 unabhängigen Experimenten sowie ein repräsentativer Immunoblot. bas = basal; ins = 
insulinstimuliert; # = kein signifikanter Unterschied.  
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Eine Behandlung der Zellen mit Anisomycin führte nach 15 Minuten zu keiner Ände-

rung der IRS-1 Tyrosinphosphorylierung (Abb. 18). Nach einstündiger Anisomycin-

Behandlung konnte ebenfalls keine deutliche Abnahme der insulinvermittelten 

Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 beobachtet werden. Im Verlauf von 3 Experi-

menten konnte bestätigt werden, dass eine 15-minütige und einstündige Aktivierung 

der JNK die basale und insulinvermittelte Tyrosinphosphorylierung des IRS-1 nicht 

beeinflusst. 

 

Abb. 18 Auswirkungen aktivierter JNK auf die Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 

Stimulation der Kardiomyoblasten und Präzipitation von IRS-1 wurden wie in Abb. 17 beschrieben 
durchgeführt, wobei statt TNFα 1 ng/ml Anisomycin zur Aktivierung der JNK eingesetzt wurde. Die 
Präzipitate wurden mit PBS gewaschen, mit Laemmli-Probenpuffer dentauriert und mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt. Nach Immunoblot mit Anti-Phosphotyrosin Antikörper (PY99) und Anti-IRS-1 Antikörper 
folgte die Detektion der IRS-1 Tyrosinphosphorylierung mittels LumiImager. AI = Anisomycin. Das 
Experiment wurde drei Mal reproduziert. 

3.2.3 Einfluss aktivierter IKK und JNK auf die Interaktion von 
IRS-1 und PI3-K  

Die Untersuchung der Tyrosinphosphprylierung von IRS-1 erlaubt keine definitive 

Aussage über seine Aktivität. Eine gestörte Signalweiterleitung ist auch trotz unver-

minderter Tyrosinphosphorylierung vorstellbar, wenn beispielsweise eine akute 

Serinphosphorylierung des IRS-1 die Bindung der PI3 Kinase beeinträchtigt. Aus 

diesem Anlass wurden Kopräzipitationsanalysen des IRS-1 durchgeführt. Die im IRS-

1 Präzipitat gebundene Menge der PI3-K Unterheit p85α sollte dabei zur Bestim-

mung der Funktionalität von IRS-1 nach einer Aktivierung der IKK dienen.  
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Abb. 19 Einfluss aktivierter IKK auf die IRS-1/PI3-K Interaktion 

Stimulation der Kardiomyoblasten und Präzipitation von IRS-1 wurden wie in Abb. 17 beschrieben 
durchgeführt. Nach Immunodetektion mit Anti-p85α Antikörper und Anti-IRS-1 Antikörper folgte die 
Auswertung mit dem LumiImager. Interaktion zwischen IRS-1 und PI3-Kinase wurde anhand der mit 
IRS-1 kopräzipitierten Menge der p85α Untereinheit bestimmt. Dabei wurde der insulinstimulierte 
Kontrollwert gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 5 unabhängigen Experi-
menten sowie ein repräsentativer Immunoblot. bas = basal; ins = insulinstimuliert; * = p<0,05; # = kein 
signifikanter Unterschied. 

 

Wie in Abb. 19 gezeigt, hat eine 15-minütige Aktivierung der IKK keinen Einfluss auf 

die Interaktion von IRS-1 und PI3-K. Nach einer einstündigen TNFα Behandlung 

zeichnet sich eine Abnahme der p85α Bindung ab. Diese Reduktion ist zwar signifi-

kant, aber dennoch geringfügig, da die nach Insulinstimulus kopräzipitierte p85α 

Menge lediglich um 20% abnimmt. Ein Hauptanteil des Insulinsignals kann offenbar 

dennoch an die PI3 Kinase weitergeleitet werden. 

Ein entsprechendes Experiment nach Aktivierung der JNK mit Anisomycin zeigte 

ähnliche Auswirkungen auf die Bindung der PI3-Kinase (Abb. 20). Im Verlauf mehre-

rer Experimente konnte bestätigt werden, dass eine 15-minütige Aktivierung der JNK 
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keinen Einfluss auf die Bindung zwischen IRS-1 und PI3-Kinase hat, während eine 

einstündige JNK-Aktivierung tendenziell zu einer geringfügigen Abnahme der IRS-

1/PI3-Kinase Interaktion führt.  

 

 

Abb. 20 Einfluss aktivierter JNK auf die IRS-1/PI3-K Interaktion 

Stimulation der Kardiomyoblasten und Präzipitation von IRS-1 wurden wie in Abb. 17 beschrieben 
durchgeführt, wobei statt TNFα 1 ng/ml Anisomycin zur Aktivierung der JNK eingesetzt wurde. Nach 
Immunoblot mit Anti-p85α Antikörper und Anti-IRS-1 Antikörper folgte die Detektion mit dem 
LumiImager. AI = Anisomycin. Das Experiment wurde drei Mal reproduziert. 

 

3.2.4 Einfluss aktivierter IKK und JNK auf GSK3- und Akt-
Proteinexpression 

Da die Aktivierung von IKK und JNK nach einer Stunde zu einer leichten Reduktion 

der Signalweiterleitung an die PI3-Kinase führte, sollten die Auswirkungen dieses 

Effekts auf die stromabwärts liegenden Signalproteine erfolgen. Zunächst wurde 

geprüft, ob eine Behandlung mit TNFα bzw. Anisomycin die Proteinexpression von 

Akt und GSK3 beeinflusst. Die nach unterschiedlicher Vorbehandlung in Zellysaten 

vorhandene Menge dieser Proteine wurde in einem Westernblot ermittelt (Abb. 21).  
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Abb. 21 Aktivierung der IKK und JNK hat keinen Einfluss auf die Expression von Akt und GSK3 

Stimulation der Kardiomyoblasten mit 2,5 nM TNFα, 1 ng/ml Anisomycin und 100 nM Insulin erfolgte 
wie in Abb. 17 beschrieben. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-GSK3, Anti-Akt und Anti-Tubulin Antikörpern unterzogen. 
Dargestellt ist ein repräsentativer Immunoblot. Das Egebnis wurde fünf Mal reproduziert. 

Die Expression von Akt, GSK3α und GSK3β blieb nach 5-minütiger Behandlung mit 

Insulin sowie 15-minütiger und einstündiger TNFα- bzw. Anisomycin-Behandlung 

unverändert und korrelierte mit der Tubulinexpression. Ein kurzfristiger Einfluss 

aktivierter JNK und IKK auf die Proteinmenge dieser Effektoren kann somit ausge-

schlossen werden. 

3.2.5 Einfluss aktivierter IKK auf Akt Phosphorylierung 

Die Proteinkinase B (Akt) stellt ein zentrales Molekül der Insulinsignalkaskade dar 

und vermittelt insulinabhängig sowohl die Translokation von GLUT4 Vesikeln zur 

Plasmamembran, als auch die Synthese von Glycogen. In aktivem Zustand liegt eine 

Phosphorylierung der Akt an Serin 473 und Threonin 308 vor. 

 



ERGEBNISSE 

 

 - 64 - 

 

Abb. 22 Einfluss aktiverter IKK auf die Akt Phosphorylierung 

H9c2-E2 Zellen wurden mit 2,5 nM TNFα (A) bzw. 1 ng/ml Anisomycin und 100 nM Insulin wie in Abb. 
10 beschrieben behandelt. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-Phospho-Akt Ser473 (A) und Anti-Phospho-Akt Thr308 
(B) sowie Anti-Tubulin Antikörpern unterzogen. Bei der Auswertung wurde die Tubulin-Detektion zur 
Normierung der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde jeweils gleich 100% ge-
setzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 3 bis 7 unabhängigen Experimenten sowie jeweils ein 
repräsentativer Immunoblot. bas = basal; ins = insulinstimuliert; * = p<0,05; # = kein signifikanter 
Unterschied. 

Der 5-minütige Insulinstimulus bewirkte eine dramatische Zunahme der Akt 

Phosphorylierung an Serin 473 und Threonin 308. Diese insulinvermittelte Phospho-

rylierung konnte durch die aktivierte IKK nicht vermindert werden. Nach 15-minütiger 

TNFα-Behandlung wurde sogar eine signifikante Zunahme der insulinabhängigen Akt 

Phosphorylierung an Serin 473 um ca. 30% beobachtet. Die unter IKK-Einfluss 

auftretende geringfügige Reduktion der PI3-Kinase Aktivierung vermag demnach 

nicht die Signalweiterleitung an die Akt zu verhindern. 

3.2.6 Einfluss aktivierter JNK auf Akt Phosphorylierung 

In einem Initialexperiment konnte eine unverändert hohe insulinabhängige 

Serinphosphorylierung der Akt nach Anisomycin-Behandlung beobachtet werden 

(Abb. 23). Eine darauffolgende ausführliche Untersuchung bestätigte die anfängliche 

Vermutung, dass eine Aktivierung der JNK keineswegs zu verminderter 



ERGEBNISSE 

 

 - 65 - 

Serinphosphorylierung von Akt führt. Es konnte gezeigt werden, dass eine 15-

minütige Anisomycin-Behandlung sogar zu einem leichten Anstieg der insulinvermit-

telten Serinphosphorylierung von Akt führt. 

 

Abb. 23 Einfluss aktivierter JNK auf die Serinphosphorylierung von Akt 

H9c2-E2 Zellen wurden wie in Abb. 17 beschrieben behandelt, wobei statt TNFα 1 ng/ml Anisomycin 
zur Aktivierung der JNK eingesetzt wurde. Der Insulinstimulus erfolgte mit 100 nM Insulin. Jeweils 
5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen 
Anti-Phospho-Akt Ser473 und Anti-Tubulin Antikörpern unterzogen. AI = Anisomycin. Das Experiment 
wurde drei Mal reproduziert. 

Von diesen Danten ausgehend wurde der Einfluss einer Anisomycin-Behandlung auf 

die Threoninphosphorylierung von Akt nach untersucht. Dabei konnte nach einem 

Insulinstimulus ein deutlicher Anstieg der Akt Phosphorylierung an Threonin beo-

bachtet werden. In Einklang mit den Befunden zu Serinphosphorylierung wurde auch 

die insulinvermittelte Threoninphosphorylierung der Akt durch eine Aktivierung der 

JNK nicht verhindert. Auch hier konnte nach 15-minütiger Anisomycin-Behandlung 

eine signifikante Zunahme der insulinabhängigen Akt Phosphorylierung um ca. 

Faktor 2 nachgewiesen werden (Abb. 24). 

Die Aktivierung der JNK hat demnach keine negative Auswirkung auf die Insulinsig-

nal-Weiterleitung auf der Ebene von Akt. Die beobachtete geringfügige Abnahme der 

insulinabhängigen PI3-K/IRS-1 Interaktion nach einstündiger Anisomycin-Behand-

lung scheint demnach die Aktivierung von Akt nicht zu verhindern. 
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Abb. 24 Einfluss aktivierter JNK auf die Threoninphosphorylierung von Akt 

H9c2-E2 Zellen wurden wie in Abb. 17 beschrieben behandelt, wobei statt TNFα 1 ng/ml Anisomycin 
zur Aktivierung der JNK eingesetzt wurde. Der Insulinstimulus erfolgte mit 100 nM Insulin. Jeweils 
5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen 
Anti-Phospho-Akt Thr308 und Anti-Tubulin Antikörpern unterzogen. Bei der Auswertung wurde die 
Tubulin-Detektion zur Normierung der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde 
gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 4 bis 6 unabhängigen Experimenten 
sowie ein repräsentativer Immunoblot. AI = Anisomycin; bas = basal; ins = insulinstimuliert; * = p<0,05; 
# = kein signifikanter Unterschied. 

3.2.7 Einfluss aktivierter IKK und JNK auf GSK3 
Phosphorylierung 

Um zu prüfen, ob die aktivierten Serinkinasen eine Unterbrechung der Signalweiter-

leitung zwischen Akt und Glycogensynthase auslösen, wurde die Aktivität der GSK3 

untersucht. Im Basalzustand ist die GSK3 aktiv und inhibiert die Glycogensynthase. 

Nach einem Insulinstimulus wird sie von der Akt phosphoryliert und damit in inaktiven 

Zustand versetzt, was eine gesteigerte Glycogensynthese zu Folge hat. Der 

Phosphorylierungszustand von GSK3 diente in den nachfolgenden Experimenten zur 

Bestimmung der Akt-vermittelten Aktivierung der Glycogensynthese.  
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Abb. 25 Einfluss aktivierter IKK auf die Phosphorylierung von GSK3 

H9c2-E2 Zellen wurden mit 2,5 nM TNFα und 100 nM Insulin wie in Abb. 17 beschrieben behandelt. 
Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunodetektion mit 
spezifischen Anti-Phospho-GSK3 und Anti-Tubulin Antikörpern unterzogen. Bei der Quantifizierung 
der Phosphorylierung von GSK3α wurde die Tubulin-Detektion zur Normierung der Daten verwendet. 
Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 
4 bis 6 unabhängigen Experimenten sowie ein repräsentativer Immunoblot. bas = basal; ins = insulin-
stimuliert; * = p<0,05; # = kein signifikanter Unterschied.  

In Übereinstimmung mit Daten zur Akt Phosphorylierung wurde keine Verminderung 

der insulinabhängigen Phosphorylierung von GSK3 nach einer TNFα-Behandlung 

beobachtet (Abb. 25). Nach 15-minütiger Inkubation mit TNFα zeigte sich eine leicht 

gesteigerte Phosphorylierung von GSK3. Dieser signifikante Anstieg korreliert mit 

dem unter 3.2.5 gezeigen Anstieg der Akt Phosphorylierung.  
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Entsprechend konnte auch nach 15-minütiger Anisomycin-Behandlung eine 

signifikante Erhöhung der insulinvermittelten GSK3 Phosphorylierung gemessen 

werden (Abb. 26). Im Gegensatz dazu kam es nach einstündiger Anisomycin-

Behandlung zu einer signifikanten Abnahme der GSK3 Phosphorylierung. Das ist 

umso bemerkenwerter, da die insulinabhängige Phosphorylierung der Akt zu diesem 

Zeitpunkt mit und ohne vorausgegangene JNK-Aktivierung unverändert hoch bleibt.  

 

Abb. 26 Einfluss aktivierter JNK auf die Phosphorylierung von GSK3 

H9c2-E2 Zellen wurden wie in Abb. 17 beschrieben behandelt, wobei statt TNFα 1 ng/ml Anisomycin 
zur Aktivierung der JNK eingesetzt wurde. Der Insulinstimulus erfolgte mit 100 nM Insulin. Jeweils 
5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen 
Anti-Phospho-GSK3 und Anti-Tubulin Antikörpern unterzogen. Bei der Quantifizierung der Phosphory-
lierung von GSK3α wurde die Tubulin-Detektion zur Normierung der Daten verwendet. Der insulinsti-
mulierte Kontrollwert wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 4 bis 5 unab-
hängigen Experimenten sowie ein repräsentativer Immunoblot. AI = Anisomycin; bas = basal; ins = 
insulinstimuliert; * = p<0,05.  
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3.2.8 Einfluss aktivierter IKK und JNK auf die GLUT4 
Translokation 

Durch Insulin wird eine vermehrte Glucoseaufnahme ausgelöst. Diesem Vorgang 

liegt eine erhöhte Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran zugrunde. Da die 

H9c2 Zellen nur über geringe Mengen dieses insulinabhängien Glucosetransporters 

verfügen, ist eine Bestimmung der Translokation sehr schwierig. Um eine eindeutige 

Messung zu ermöglichen wurde zuvor eine transiente Transfektion der Zellen mittels 

FuGene6 durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde von Herrn Matthias Uhlig ein Vektor 

zur Verfügung gestellt, der eine Expression des GLUT4myc unter der Kontrolle des 

Cytomegalovirus-Promotors erlaubt. Der myc-Tag dient dabei der Kennzeichnung 

des überexprimierten Glucosetransporters. 

 

Abb. 27 Translokation von rekombinantem GLUT4 zur Plasmamembran 

Jeweils 3,5 x 104 H9c2-E2 Zellen wurden in 12-Well-Platten mittels FuGENE6 mit 0,5 µg pCMV 
GLUT4myc transient transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen eine Stunde lang mit 2,5 nM TNFα 
beziehungsweise 1 ng/ml Anisomycin inkubiert und weitere 30 min mit 1 µM Insulin stimuliert. 
Anschließend wurden die Zellen mit 2% Paraformaldehydlösung fixiert, 1 h in PBS mit 5% Mager-
milchpulver blockiert und für 2 h mit einem Anti-Myc Antikörper (1:200) inkubiert. Es folgte eine 
einstündige Inkubation mit dem sekundären Anti-Maus [125J] Antikörper (0,1 µCi pro Well). Nach 
Solublisierung in 1% SDS wurde die Radioaktvität der Proben im γ-Counter bestimmt. (A) Dargestellt 
sind Mittelwerte ± SEM aus drei unabhängigen Experimenten, als Referenz dient der unbehandelte 
Basalwert. (B) Die gleichen Daten in einer anderen Darstellungsweise: hier wurde der insulinabhän-
gige Anstieg der GLUT4-Translokation als das Vielfache des jeweiligen Basalwertes aufgetragen. AI = 
Anisomycin; bas = basal; ins = insulinstimuliert; # = kein signifikanter Unterschied zu Kontrolle.  
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Da die Aktivierung des Vesikeltransports erst nach 30 min ihr Maximum erreicht, 

wurde der Insulinstimulus entsprechend ausgedehnt. Aus diesem Grund wurde auf 

eine Erhebung der Daten zu Auswirkungen der 15-minütigen IKK- und JNK Aktivie-

rung verzichtet, es wurden nur die Folgen einer einstündigen Kinasenaktiverung 

ermittelt. Nach transienter Transfektion konnte ein klarer, insulinabhängiger Anstieg 

der Menge von membranständigem GLUT4 um nahezu Faktor 2 gezeigt werden. 

Nach einstündiger Behandlung mit TNFα bzw. Anisomycin wurde eine geringfügige 

Reduktion der Mengen des membranständigen GLUT4 im basalen und insulinstimu-

lierten Zustand beobachtet (Abb. 27 A). Diese Abnahme war jedoch nur unter 

Anisomycin-Behandlung signifikant. Die insulinvermittelte Translokation des GLUT4 

blieb allerdings sowohl nach Aktiverung der IKK als auch der JNK unverändert. Eine 

Stimulation mit Insulin bewirkte einen Anstieg des membranständigen GLUT4 um 

75% verglichen mit dem jeweiligen Basalzustand (Abb. 27 B). 

3.2.9 Auswirkungen einer 18-stündigen Aktivierung der IKK 
auf Akt Phosphorylierung  

In den vorausgegangenen Experimenten konnte nach einer Aktivierung der IKK 

keine Hemmung der insulinvermittelten Akt Phosphorylierung in der Myoblasten-

Zelline beobachtet werden. Dennoch wäre es denkbar, dass die IKK nicht unmittel-

bar, sondern über Regelung der Aktivität oder Genexpression von weiteren unbe-

kannten Faktoren einen inhibitorischen Einfluss auf die Insulinsignalkaskade ausübt. 

Daher sollte exemplarisch überprüft werden, ob eine über Nacht anhaltende TNFα-

Behandlung Auswirkungen auf die Akt Phosphorylierung hat. 

Da eine Inkubation mit hohen (2,5 nM) TNFα Konzentrationen langfristig zu einer 

Schädigung und Ablösung der Myoblasten führt, sollte zunächst ermittelt werden, 

welche minimale TNFα Konzentration zur Aktivierung der IKK ausreichend ist. Dazu 

wurden die Zellen verschiedenen TNFα Verdünnungen ausgesetzt. Eine Inkubation 

mit 2,5 nM 0,5 nM und 0,1 nM TNFα führte zu vollständigem Abbau des IKB inner-

halb von 30 min, während eine weitere Reduktion der TNFα Konzentration auf 

0,02 nM bereits nur seinen partiellen Abbau zu Folge hatte (Abb. 28 A). Da die 

Inkubation mit 0,1 nM TNFα für 18 h zu keinen sichtbaren Änderungen der Viabilität 
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von H9c2-E2 Zellen führte, wurde diese Konzentration für die weiteren Experimente 

ausgewählt. Die Aktiverung der IKK über Nacht führte jedoch zu keiner Reduktion 

der insulinvermittelten Akt Phosphorylierung. Es konnte eine signifikante Steigerung 

der insulinabhängigen Serinphosphrylierung der Akt um ca. 80% nach 18stündiger 

Behandlung mit TNFα gezeigt werden (Abb. 28 B).  

 

Abb. 28 Auswirkungen einer 18-Stündigen Aktivierung der IKK auf die Phosphorylierung der 
Akt 

(A) H9c2-E2 Zellen wurden 5 min und 30 min mit verschiedenen TNFα Konzentrationen behan-
delt. Jeweil 5 µg der Zellysate wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Anti-IκB 
beziehungsweise Anti-Phospho-IκB Antikörper detektiert. Dargestellt ist ein repräsentatives Expe-
riment. (B) H9c2-E2 Zellen wurden über Nacht mit 0,1 nM TNFα behandelt, mit PBS gewaschen 
und für eine weitere Stunde im serumfreien DMEM inkubiert. Vor der Lyse erfolgte ein akuter 
Insulinstimulus mit 100 nM Insulin für 5 min. Jeweils 5 µg der Zellysate wurde mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-Phospho-Akt Ser473 und Anti-
Tubulin Antikörpern unterzogen. Bei der Auswertung wurde die Tubulin-Detektion zur Normierung 
der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt 
sind Mittelwerte ± SEM aus 4 unabhängigen Experimenten. bas = basal; ins = insulinstimuliert; * = 
p<0,05. 

3.2.10 Auswirkungen der aktivierten Kinasen IKK und JNK auf 
die Phosphorylierung des endogenen IRS-1 an Serin 307 

Eine Phosphorylierung des IRS-1 an Serin 307 durch die IKK und JNK wurde mehr-

fach in der aktuellen Fachliteratur beschrieben. Um zu prüfen, ob eine Behandlung 

mit TNFα und Anisomycin eine Phosphorylierung dieses Serins in den Myoblasten 

bewirkt, wurden IRS-1 Präzipitate mit spezifischen Phospho-Antikörpern der Firmen 
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Upstate und Biosource untersucht. Als Positiv- und Negativkontrolle der Antikörper-

Spezifität dienten dabei Zellysate, welche von der Firma Upstate zur Verfügung 

gestellt wurden. 

 

Abb. 29 Phosphorylierung des endogenen IRS-1 an Ser307 

Immunopräzipitation von IRS-1 aus embronalen Kardiomyoblasten erfolgte wie in Abb. 17 beschrie-
ben. Zuvor wurden die Zellen jeweils mit 2,5 nM TNFα oder 1 ng/ml Anisomycin und 100 nM Insulin 
behandelt. Die Präzipitate wurden mit PBS gewaschen, mit Laemmli-Probenpuffer dentauriert und 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Als positive und negative Kontrolle zur Verifizierung der Spezifität der 
Phospho-Serin Detektion dienten von der Firma Upstate freundlicherweise zur Verfügung gestellte 
HEK293-Kontroll-Lysate (jeweils 5µg). Die Immunodetektion der Serinphosphorylierung von IRS-1 
erfolgte mit Antikörpern gegen Phospho-IRS-1 (Ser307) der Ratte (Upstate), humanes Phospho-IRS-1 
(Ser312), welches dem Ser 307 der Ratte entspricht (Biosource) und IRS-1. Die Abbildung zeigt einen 
repräsentativen Immunoblot. Das Egebnis wurde drei Mal reproduziert.  

Trotz hochspezifischer Detektion der IRS-1 Phosphorylierung an Serin 307 in Kon-

trollysaten konnte keine entsprechende Phosphorylierung des präzipitierten IRS-1 

beobachtet werden. Weder die Aktivierung der IKK mit TNFα noch die Aktivierung 

der JNK mit Anisomycin führte zu einer detektierbaren Phosphorylierung an Serin 

307 (Abb. 29). 
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3.2.11 Auswirkungen der aktivierten Kinasen IKK und JNK auf 
die Phosphorylierung von transient überexprimiertem 
IRS-1 an Serin 307 

Da die zelluläre Expression von IRS-1 relativ niedrig ist, sollte zum Vergleich die 

Untersuchung der Phosphorylierung an Serin 307 nach einer transienten IRS-1 

Überexpression vorgenommen werden. Zu diesem Zweck wurde zunächst ein Vektor 

kloniert, der das Hämaglutinin (HA) markierte humane IRS-1 unter der Kontrolle des 

Cytomegalovirus-Promotors exprimiert. 

 

Abb. 30 Schematische Darstellung von pCMV HA hIRS-1 

 

Als Grundlage diente der pCMVbeta Vektor (Clontech). Zunächst wurde eine strom-

abwärts der Polyadenylierungsstelle liegende SalI Restriktionsstelle entfernt. Dazu 

wurde ein aus den Oligonukleotiden PR1 und PR2 (sehe 2.1.9.1) bestehender Adap-

ter, welcher eine Punktmutation in der SalI Restriktionsstelle enthält, anstelle des 

zuvor entfernten SalI-HindIII Fragmentes eingesetzt.  
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Die cDNA Sequenz des humanen Insulinrezeptorsubstrats 1 wurde mittels PCR mit 

Primern PR2 und PR3 (sehe 2.1.9.1) dem Plasmid pGX-5X-3-hIRS-1 entnommen 

und mit SalI sowie NotI geschnitten. Das HA-Fragment wurde über eine PCR, bei der 

die Oligonukleotide PR5 und PR6 (sehe 2.1.9.1) gleichzeitig als Primer und Vorlage 

(PCR template) dienten, generiert und anschliessend mit StuI und SalI geschnitten. 

Nach erfolgreicher Ligation beider Fragmente in der zuvor mit StuI und NotI 

geschnittenen Vektor wurde das Konstrukt in E.coli vermehrt und mittels Kontrollre-

striktion sowie Sequenzanalyse mit Sequenzeirprimern PR7-PR13 (Qiagen) verifi-

ziert. Die präparierte Plasmid-DNA wurde für die Transfektion eingesetzt. Im 

Vorexperiment konnte nach 24 h eine mehr als 100fache Überexpression des IRS-1 

erreicht werden (Daten nicht gezeigt). 

 

Abb. 31 Phosphorylierung von überexprimiertem IRS-1 an Ser307 

Subkonfluente Monolayer der H9c2-E2 Zellen wurden in 6-Well-Platten mit 2 µg pCMV HA-IRS-1 und 
3 µl FuGENE6 transient transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit 2,5 nM TNFα beziehungsweise 
1 ng/ml Anisomycin für 15 und 60 min stimuliert. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und mit spezifischen Antikörpern gegen Phospho-IRS-1 (Ser307) der Ratte (Upstate), 
humanes Phospho-IRS-1 (Ser312), welches dem Ser 307 der Ratte entspricht (Biosource), Tubulin 
und IRS-1 immunodetektiert.  

 



ERGEBNISSE 

 

 - 75 - 

Nach transierter Überexpression des IRS-1 konnte in Zellysaten eine JNK vermittelte 

Phosphorylierung an Serin 307 mit beiden getesteten Antikörpern nachgewiesen 

werden. Eine TNFα vermittelte Serinphosphorylierung von IRS-1 an 307 konnte auch 

nach einer Überexpression nicht detektiert werden (Abb. 31). 
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3.3 Untersuchung der Insulinresistez im Zellmodell 

3.3.1 Induktion der Insulinresistenz in H9c2-E2 Myoblasten 

Um die Inhibierung der Insulinsignalkaskade in Zellen untersuchen zu können, wurde 

zunächst in Zellkultur ein Modell zur Erzeugung der Insulinresistenz generiert. Hierzu 

wurden embryonale Myoblasten aus Rattenherz (Linie H9c2 Klon E2) verwendet, die 

stabil den Insulinrezeptor überexprimieren. Da eine Insulinresistenz mit erhöhten 

Glucose- und Insulinspiegeln im Blut einhergeht, wurden die Zellen mit 20,5 mM 

Glucose und/oder 100 nM Insulin über Nacht inkubiert. Anschliessend wurden die 

Zellen zweimal mit serumfreiem Medium gewaschen und 1 h serumfrei inkubiert, um 

die Dissoziation der gebundenen Insulinmoleküle vom Insulinrezeptor zu ermögli-

chen (Abb. 32). Die Signallöschung nach dem Waschen und einstündiger serum-

freier Inkubation wurde gesondert bestätigt. Nach folgender 5-minütiger Stimulation 

mit 100 nM Insulin wurden die Zellen lysiert und die Aktivität der Insulinsignalkaskade 

anhand der Akt Phosphorylierung bestimmt.  

 

Abb. 32 Schematische Darstellung der Resistenzinduktion 

 

Die Inkubation mit hohen Glucosekonzentrationen ergab eine Abnahme der Akt 

Phosphorylierung an Serin 473 um ca. 15-20% gegenüber unbehandelter Kontrolle, 

hohe Insulingabe über Nacht resultierte in einer Verminderung der Serinphosphory-
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lierung um ca. 50%. Additiv ergab sich eine signifikante Abnahme der Akt Phospho-

rylierung um ca. 60%, wenn die Zellen beiden Substanzen in Kombination über 

Nacht ausgesetzt wurden (Abb. 33). Die zelluläre Expression der Akt wurde nicht 

beeinflusst. 

 

Abb. 33 Induktion der Insulinresistenz mit Glucose und Insulin 

Zur Induktion der Insulinresistenz wurden H9c2-E2 Zellen über Nacht im serumfreien DMEM mit 
100 nM Insulin und/oder 20,5 mM Glucose behandelt. Nach zweifachem Waschen mit PBS gefolgt 
von einer einstündigen serumfreien Inkubation in DMEM wurden die Zellen einem akuten Insulinsti-
mulus mit 100 nM Insulin ausgesetzt. Aktivierung der Signalkaskade wurde ermittelt durch Bestim-
mung der Phosphorylierung von Akt in Zellysaten mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit spezifischen 
Anti-Akt und Anti-Phospho-Akt (Ser 473) Antikörpern. Die Detektion von Akt bzw. Tubulin diente der 
Normierung. Die Quantifizierung der Akt Phosphorylierung wurde mit der Lumi-Imager Software 
durchgeführt. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittel-
werte ± SEM aus 6 bis 10 unabhängigen Experimenten sowie ein repräsentativer Immunoblot. * = 
p<0,05.  

In einem weiteren Experiment wurden die Auswirkungen einer über-Nacht Behand-

lung mit Glucose und Insulin auf die Threoninphosphorylierung der Akt untersucht. 

Hier zeigte sich eine dramatische Reduktion der insulinstimulierten Akt Phosphorylie-

rung an Threonin 308 um 80% (Abb. 34 A).  
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Abb. 34 Induktion der Insulinresistenz – Charakterisierung des Resistenzmodells 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose sowie die Aufarbeitung der 
Proben erfolgte wie in Abb. 33 beschrieben. Zur Detektion der Threoninphosphorylierung von Akt 
wurde Anti-Phospho-Akt (Thr308) Antikörper verwendet. Die Detektion von Tubulin diente der Normie-
rung. Die Quantifizierung der Akt Phosphorylierung wurde mit der Lumi-Imager Software durchgeführt. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 5 unabhängigen Experimenten sowie ein repräsentativer 
Immunoblot. * = p<0,05. (B) Hier wurde erst 5 min vor Ablauf der serumfreien über Nacht Inkubation 
100 nM Insulin zugegeben. Nach zweifachem Waschen mit PBS gefolgt von einer einstündigen 
serumfreien Inkubation in DMEM wurden die Zellen einem akuten Insulinstimulus mit 100 nM Insulin 
ausgesetzt. Die Aktivierung der Signalkaskade wurde ermittelt durch Bestimmung der Phosphorylie-
rung von Akt in Zellysaten mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit spezifischem Anti-Phospho-Akt 
(Ser473) Antikörper. Die Detektion von Tubulin diente der Normierung. Die Quantifizierung der Akt 
Phosphorylierung wurde mit der Lumi-Imager Software durchgeführt. Der insulinstimulierte Kontroll-
wert wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 6 unabhängigen Experimen-
ten sowie ein repräsentativer Immunoblot. # = kein signifikanter Unterschied. 

Um eine vollständige Löschung des akuten Insulinsignals nach dem einstündigen 

Waschschritt zu überprüfen, wurden die Zellen nach einer 18-stündigen serumfreien 

Inkubation einem 5-minütigem Insulinstimulus ausgesetzt, anschliessend zweimal mit 

DMEM gewaschen und nach einer weiteren einstündigen serumfreien Inkubation 

einem erneuten Insulinstimulus ausgesetzt. Die insulinvermittelte Serinphosphorylie-

rung von Akt wurde verglichen. Nach einstündigem Waschen war die Akt Phosphory-

lierung in unbehandelter und kurzzeitig mit Insulin behandelter Probe vergleichbar 

(Abb. 34 B). Demnach genügt das einstündige Waschen, um eine Signallöschung 

und eine erneute vollständige Ansprechbarkeit der Singalkaskade auf der Ebene von 

Akt zu erreichen. 
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3.3.2 Effekte hoher Glucose- und Insulinkonzentrationen auf 
die Expression und Phosphorylierung des 
Insulinrezeprtors 

Eine gesteigerte Internalisierung des aktivierten Insulinrezeptors zählt zu den 

physiologischen Mechanismen der Signalabschaltung. Eine Reduktion der Rezep-

tormenge in den untersuchten Zellen erschien aufgrund der stabilen Überexpression 

des Insulinrezeptors unwahrscheinlich. Um dennoch eventuelle Auswirkungen der 

Resistenzinduktion auf die Expression des Insulinrezeptors zu überprüfen wurden die 

Lysate der behandelten Zellen einem Immunoblot mit Anti-Insulinrezeptor Antikörper 

unterzogen (Abb. 35). Es konnte gezeigt werden, dass die Rezeptorexpression auch 

nach 18-stündiger Inkubation mit Glucose und Insulin unverändert blieb. 

 

Abb. 35 Expression des Insulinrezeptors 

(A) Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose sowie die Aufarbeitung 
der Proben erfolgte wie in Abb. 33 beschrieben. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischem Anti-IR Antikörper unterzogen. Bei der 
Quantifizierung der Insulinrezeptor-Expression wurde die Detektion von konstant exprimierten Protei-
nen wie Tubulin bzw. Rab11 zur Normierung der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert 
wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 4 unabhängigen Experimenten 
sowie ein repräsentativer Immunoblot. * = p<0,05; # = kein signifikanter Unterschied.  

Die insulinvermittelte Phosphorylierbarkeit des Insulinrezeptors wurde ebenfalls 

untersucht. Hierfür wurde ein Antikörper eingesetzt, der selektiv an den an Tyrosinen 

1158, 1162 und 1163 phosphorylierten Insulinrezeptor bindet. Aufgrund hoher 

Homologie dieser Region bindet der Antikörper ebenfalls an den aktivierten IGF1 

Rezeptor. Da die zelluläre Menge des IGF1 Rezeptors im Vergleich zu dem stabil 
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überexprimierten Insulinrezeptor extrem gering ist, wurde sie bei der Auswertung 

vernachlässigt. Die gemessene unverändert hohe insulinabhängige Rezep-

torphosphorylierung wurde als Aktivierung des Insulinrezeptors gewertet (Abb. 36). 

 

Abb. 36 Insulinabhängige Phosphorylierung des Insulinrezeptors 

(A) Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose sowie die Aufarbeitung 
der Proben erfolgte wie in Abb. 33 beschrieben. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und einer Immunodetektion mit Anti-Phospho-IR/IGF1R (pYpYpY1158/1162/1163) Anti-
körper unterzogen. Bei der Quantifizierung der Rezeptor-Phosphorylierung wurde die Detektion von 
Tubulin zur Normierung der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% 
gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 5 unabhängigen Experimenten sowie ein repräsenta-
tiver Immunoblot. # = kein signifikanter Unterschied.  

3.3.3 Effekte hoher Glucose- und Insulinmengen auf die IRS-1 
Funktion 

Im Zusammenhang mit der Insulinresistenz wurde wiederholt eine reduzierte 

Tyrosinphosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrats und eine gestörte Aktivierung 

der PI3 Kinase beschrieben. Um zu prüfen, ob die mittels Glucose und Insulin indu-

zierte Insulinresistenz bereits auf der Ebene des Insulinrezeptorsubstrats beginnt, 

wurde das IRS-1 mit einem spezifischen Antikörper aus Lysaten von behandelten 

und unbehandelten Zellen präzipitiert und hinsichtlich seiner Tyrosinphosphorylie-

rung sowie kopräzipitierter Menge der p85α Untereinheit untersucht. Dabei konnte 

eine unverändert hohe insulinabhängige Tyrosinphosphorylierung des IRS-1 gezeigt 

werden (Abb. 37 A). Die Menge der kopräzipierten p85α Untereinheit der PI3-Kinase 
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nahm dagegen nach der Resistenzinduktion geringfügig, aber signifikant um ca. 10% 

ab.  

 

Abb. 37 Signalweiterleitung auf der Ebene von IRS-1 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und  20,5 mM Glucose erfolgte wie in Abb. 33 
beschrieben. Nach einer Solublisierung mit RIPA Puffer wurden jeweils 400 µg der Zellysate für eine 
Immunopräzipitation mit Anti-IRS-1 Antikörper über Nacht bei 4°C eingesetzt. Die Immunokomplexe 
wurden für 2 h bei Raumtemperatur mit Protein A-Trisacryl inkubiert. Die Präzipitate wurden mit PBS 
gewaschen, mit Laemmli-Probenpuffer denaturiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. (A) Nach der 
Immunodetektion mit Anti-Phosphotyrosin Antikörper (PY99) und Anti-IRS-1 Antikörper folgte die 
Quantifizierung der IRS-1 Tyrosinphosphorylierung mit der LumiImager Software. Dabei wurde der 
insulinstimulierte Kontrollwert gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 4 unab-
hängigen Experimenten. # = kein signifikanter Unterschied. (B) Nach der Immunodetektion mit Anti-
p85α Antikörper und Anti-IRS-1 Antikörper folgte die Auswertung mit dem LumiImager. Die Interaktion 
zwischen IRS-1 und PI3-Kinase wurde anhand der mit IRS-1 kopräzipitierten Menge der p85α Unter-
einheit bestimmt. Dabei wurde der insulinstimulierte Kontrollwert gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SEM aus 4 unabhängigen Experimenten. * = p<0,05. (C) Ein repräsentativer Immunoblot 
dient der Veranschaulichung der unter (A) und (B) gezeigten Daten. 

3.3.4 Auswirkungen der induzierten Resistenz auf die PDK1 

Um die Auswirkungen der Resistenzinduktion auf die Weiterleitung des Insulinsignals 

zur Akt untersuchen zu können, wurde die Aktivität der Signalkaskade auf der Ebene 

der Phosphatidylinositol-abhängigen Kinase überprüft. PDK1 liegt in der Signalkas-

kade unmittlelbar stromaufwärts der Akt und ist für ihre Aktivierung verantwortlich. Es 
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konnte keine Veränderung der PDK1 Phosphorylierung nach der Resistenzinduktion 

beobachtet werden (Abb. 38). Auch die Expression der PDK1 blieb konstant (Daten 

nicht gezeigt). 

 

Abb. 38 Unveränderte PDK1 Phosphorylierung nach Resistenzinduktion 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose sowie die Aufarbeitung der 
Proben erfolgte wie in Abb. 33 beschrieben. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und einer Immunodetektion mit Anti-Phospho-PDK1 und Anti-PDK1 Antikörper unterzo-
gen. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM 
aus 5 unabhängigen Experimenten. # = kein signifikanter Unterschied. 

3.3.5 Effekte hoher Glucose- und Insulinmengen auf die GSK3 
Phosphorylierung 

Als nächstes sollte erforscht werden, ob die auf der Akt-Ebene erstmalig auftretende 

Insulinresistenz die stromabwärts liegenden Signalwege beeinträchtigt. Um die 

Auswirkung der mittels Glucose und Insulin induzierten Resistenz auf die Glycogen-

synthese zu untersuchen wurde die Phosphorylierung der GSK3 gemessen. Die 

basale GSK3 Phosphorylierung blieb auch nach der Resistenzinduktion unverändert, 

während die insulinabhängige GSK3 Phosphorylierung nach der 18stündigen 

Behandlung mit Glucose und Insulin deutlich abnahm. Verglichen mit unbehandelter 

Kontrolle konnte hier ein Rückgang um 50% beobachtet werden. Die Expression der 

GSK3α und GSK3β blieb dabei unverändert (Abb. 39). 
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Abb. 39 Insulinresistenz auf der Ebene der GSK3 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose erfolgte wie in Abb. 33 
beschrieben. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunode-
tektion mit spezifischen Anti-Phospho-GSK3; Anti-GSK3 und Anti-Tubulin Antikörpern unterzogen. Bei 
der Quantifizierung der Phosphorylierung von GSK3α wurde die Tubulin-Detektion zur Normierung der 
Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SEM aus 5 unabhängigen Experimenten sowie ein repräsentativer Immunoblot. bas = 
basal; 5’ ins = insulinstimuliert; * = p<0,05. 

3.3.6 Effekte hoher Glucose- und Insulinmengen auf die 
GLUT4 Translokation 

Zur Bestimmung der insulinvermittelten Steigerung der zellulären Glucoseaufnahme 

wurde die Translokation von insulinabhängigem Glucosetransporter 4 zur Plasma-

membran gemessen. Um die GLUT4 Translokation in H9c2-E2 Myoblasten quantifi-

zieren zu können, wurde hier wie in Kapitel 3.2.8 beschrieben eine transiente 

Transfektion mit pCMV GLUT4myc durchgeführt.  

Nach 24 h Überexpression wurden die Zellen über Nacht im serumfreien Medium 

wahlweise mit / ohne 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose inkubiert. Die unbehan-

delten Zellen zeigtein eine insulinstimulierte Zunahme der GLUT4-Translokation um 

ca. 50% verglichen mit dem Basalzustand. Nach der Resistenzinduktion blieb die 

basale Menge des membranständigen GLUT4 unverändert, während eine signifi-

kante Reduktion der insulinvermittelten Translokation von GLUT4 beobachtet werden 

konnte (Abb. 40).  
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Abb. 40 Translokation von GLUT4 Vesikeln 

Jeweils 3,5 x 104 H9c2-E2 Zellen wurden in 12-Well-Platten mittels FuGENE6 mit 0,5 µg pCMV 
GLUT4myc transient transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden H9c2-E2 Zellen zur Induktion der 
Insulinresistenz über Nacht im serumfreien DMEM mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose behan-
delt. Nach zweifachem Waschen mit PBS gefolgt von einer einstündigen serumfreien Inkubation in 
DMEM wurden die Zellen weitere 30 min mit 1 µM Insulin stimuliert. Anschließend wurden die Zellen 
mit 2% Paraformaldehydlösung fixiert, 1 h in PBS mit 5% Magermilchpulver blockiert und für 2 h mit 
einem Anti-Myc Antikörper (1:200) inkubiert. Es folgte eine einstündige Inkubation mit dem sekundä-
ren Anti-Maus [125J] Antikörper (0,1 µCi pro Well). Nach Solublisierung in 1% SDS wurde die Radio-
aktvität der Proben im γ-Counter bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus drei unabhängigen 
Experimenten, als Referenz dient der unbehandelte Basalwert. bas = basal; ins = insulinstimuliert; * 
p<0,05. 

3.3.7 Inhibierung von Serinkinasen im Resistenzmodell 

Mittels spezifischer Inhibitoren sollte geprüft werden, ob die induzierte Insulinresis-

tenz durch die inflammatorischen Kinasen IKK beziehungsweise die c-Jun NH2-

terminale Kinase (JNK) verursacht wird. Auch weitere, nicht inflammatorische resis-

tenzerzeugende Mechanismen sollten überprüft werden. Möglicherweise wird hier 

der natürliche negative Rückkoplungsmechanismus zur Signallöschung stark 

aktiviert, was erwartungsgemäß zu einer Insulinresistenz führen könnte. So wäre 

eine übermässige Aktivierung von GSK3, mTOR oder der PKC durch hohe Glucose- 

und Insulinspiegel denkbar.  
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3.3.7.1 IKK 

Mit einem hochspezifischen Inhibitor (36) wurde die IKK während der 

Resistenzinduktion gehemmt. Die Inhibitorzugabe erfolgte dabei eine Stunde vor 

Zugabe von Glucose und Insulin. Die Insulinresistenz auf der Ebene der Akt 

Phosphorylierung blieb dennoch unverändert (Abb. 41), was gegen eine Beteiligung 

von IKK an der Resistenzauslösung spricht. 

 

Abb. 41 Inhibierung der IKK im Zellmodell 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose erfolgte wie in Abb. 33 
beschrieben. Um eine Hemmung der IKK zu erreichen wurden die Zellen mit einem selektiven IKK 
Inhibitor (10 µM) während der Resistenzinduktion behandelt. Die Zugabe des Inhibitors erfolgte dabei 
bereits 1 h vor Zugabe von Glucose und Insulin über Nacht. Nach zweifachem Waschen mit PBS 
gefolgt von einer einstündigen serumfreien Inkubation in DMEM wurden die Zellen einem akuten 
Insulinstimulus mit 100 nM Insulin ausgesetzt. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-Phospho-Akt (Ser473) und Anti-Tubulin 
Antikörpern unterzogen. Bei der Quantifizierung der Phosphorylierung von Akt wurde die Tubulin-
Detektion zur Normierung der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% 
gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 4 unabhängigen Experimenten. # = kein signifikanter 
Unterschied. 

3.3.7.2 JNK 

Mit Hilfe selektiver Inhibierung sollte im Folgenden eine mögliche Beteiligung der 

Stress-aktivierten Proteinkinase JNK an der Resistenzentstehung untersucht werden. 

Der benötigte Inhibitor wurde von der Firma Aventis zur Verfügung gestellt. Er wurde 
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im zehnfachen Überschuß (20 µM) bezogen auf seine halbmaximal wirksame 

Konzentration (IC50; 1-3 µM) eingesetzt. Auch in diesem Fall konnte die induzierte 

Resistenz auf der Akt-Ebene nicht verhindert werden (Abb. 42).  

 

Abb. 42 Inhibierung der JNK im Zellmodell 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose erfolgte wie in Abb. 33 
beschrieben. Um eine Hemmung der JNK zu erreichen wurden die Zellen mit einem selektiven JNK 
Inhibitor (20 µM) während der Resistenzinduktion behandelt. Die Zugabe des Inhibitors erfolgte dabei 
bereits 1 h vor Zugabe von Glucose und Insulin über Nacht. Nach zweifachem Waschen mit PBS 
gefolgt von einer einstündigen serumfreien Inkubation in DMEM wurden die Zellen einem akuten Insu-
linstimulus mit 100 nM Insulin ausgesetzt. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE auf-
getrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-Phospho-Akt (Ser473) und Anti-Tubulin 
Antikörpern unterzogen. Bei der Quantifizierung der Phosphorylierung von Akt wurde die Tubulin-
Detektion zur Normierung der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% 
gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten. # = kein signifikanter 
Unterschied. 

3.3.7.3 GSK3 

Da die Beteiligung der inflammatorischen Kinasen IKK und JNK an der Resistenz-

entstehung in diesem Modell ausgeschlossen werden konnte, sollte eine mögliche 

Signalmodulation durch stromabwärts der Akt liegende Kinasen überprüft werden. 

Da in aktuellen Publikationen eine Hemmung der Insulinsignalkaskade durch die 

GSK3 beschrieben wurde, sollen zunächst die Auswirkungen einer selektiven GSK3-

Inhibierung untersucht werden. Der verwendete Inhibitor wurde freundlicherweise 

von der Firma Aventis zur Verfügung gestellt. Die Substanz verursacht eine 50%ige 
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Hemmung der GSK3 bei einer Konzentration von ca. 50 nM (IC50) und wurde in der 

Konzentration von 500 nM eingesetzt. Die Zugabe des Inhibitors erfolgte auch in 

diesem Fall eine Stunde vor Beginn der über-Nacht Inkubation mit hohen Glucose- 

und Insulinmengen (Abb. 43). Hemmung der GSK3 bewirkte keine signifikante Ände-

rung der Resistenzerzeugung. Dieses Ergebnis konnte auch nach einer Hemmung 

der GSK3 mit 10 mM LiCl reproduziert werden (Daten nicht gezeigt). 

 

Abb. 43 Inhibierung der GSK3 im Zellmodell 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose erfolgte wie in Abb. 33 
beschrieben. Um eine Hemmung der GSK3 zu erreichen wurden die Zellen mit einem selektiven 
GSK3 Inhibitor (0,5 µM) während der Resistenzinduktion behandelt. Die Zugabe des Inhibitors erfolgte 
dabei bereits 1 h vor Zugabe von Glucose und Insulin über Nacht. Nach zweifachem Waschen mit 
PBS gefolgt von einer einstündigen serumfreien Inkubation in DMEM wurden die Zellen einem akuten 
Insulinstimulus mit 100 nM Insulin ausgesetzt. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-Phospho-Akt (Ser473) und Anti-Tubulin 
Antikörpern unterzogen. Bei der Quantifizierung der Phosphorylierung von Akt wurde die Tubulin-
Detektion zur Normierung der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% 
gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 4 unabhängigen Experimenten. # = kein signifikanter 
Unterschied. 

3.3.7.4 mTOR 

Eine weitere Proteinkinase, die als Ursache für eine Signalhemmung über negative 

Rückkopplung diskutiert wird, ist mTOR („mammalian target of rapamycin“). mTOR 

wird von der Akt im Zuge der Zellwachstum-Regulation aktiviert und ist eines der 

zentralen Proteine der Zellzyklus-Kontrolle. Eine Inhibierung der mTOR-Aktivität mit 
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Rapamycin (Abb. 44) verhinderte jedoch nicht die mit Glucose und Insulin ausgelöste 

Hemmung des Insulinsignals.  

 

Abb. 44 Inhibierung von mTOR im Zellmodell 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose erfolgte wie in Abb. 33 
beschrieben. Um eine Hemmung der IKK zu erreichen wurden die Zellen mit Rapamycin (10 µM) 
während der Resistenzinduktion behandelt. Die Zugabe von Rapamycin erfolgte dabei bereits 1 h vor 
Zugabe von Glucose und Insulin über Nacht. Nach zweifachem Waschen mit PBS gefolgt von einer 
einstündigen serumfreien Inkubation in DMEM wurden die Zellen einem akuten Insulinstimulus mit 
100 nM Insulin ausgesetzt. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-Phospho-Akt (Ser473) und Anti-Tubulin Antikörpern 
unterzogen. Bei der Quantifizierung der Phosphorylierung von Akt wurde die Tubulin-Detektion zur 
Normierung der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% gesetzt. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten. # = kein signifikanter 
Unterschied. 

3.3.7.5 PKC 

Bisindolylmaleimid IX (BIM IX; Ro 31-8220) ist ein Staurosporin-Derivat, das 

üblicherweise zur Inhibierung der Proteinkinase C eingesetzt wird. Es inhibiert selek-

tiv konventionelle (α, β, γ) und neue (δ,ε,η) PKC-Isoformen mit einer 50%igen Hem-

mung bereits bei Konzentrationen von 20-100 nM (IC50). Eine Inhibierung der atypi-

schen PKCζ erfolgt dagegen mit einem IC50 von ca. 1-4 µg (153). Unabhängig von 

seiner inhibitorischen Funktion im Bezug auf PKC trägt das Bisindolylmaleimid IX zur 

Induktion von Apoptose (66) und Aktivierung der JNK (148) bei. Um eine Hemmung 
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von konventionellen, neuen und atypischen PKC-Isoformen zu gewährleisten, wurde 

10 µM Ro 31-8220 eingesetzt (Abb. 45).  

 

Abb. 45 Inhibierung der PKC-Subtypen mittels Ro 31-8220 (BIM) 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose erfolgte wie in Abb. 33 
beschrieben. Um eine Hemmung der PKC-Isoformen zu erreichen wurden die Zellen mit dem PKC 
Inhibitor Ro 31-8220 (10 µM) während der Resistenzinduktion behandelt. Die Zugabe des Inhibitors 
erfolgte dabei bereits 1 h vor Zugabe von Glucose und Insulin über Nacht. Nach zweifachem 
Waschen mit PBS gefolgt von einer einstündigen, serumfreien Inkubation in DMEM wurden die Zellen 
einem akuten Insulinstimulus mit 100 nM Insulin ausgesetzt. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-Phospho-Akt (Ser473) und 
Anti-Tubulin Antikörpern unterzogen. Bei der Quantifizierung der Phosphorylierung von Akt wurde die 
Tubulin-Detektion zur Normierung der Daten verwendet. Die insulinstimulierte Akt Phosphorylierung 
nach BIM Behandlung ohne gleichzeitige Resistenzinduktion wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt 
sind Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten sowie ein repräsentativer Immunoblot. BIM 
= Bisindolylmaleimid IX; bas = basal; ins = insulinstimuliert; * p<0,05. 

Die Anwendung von Ro 31-8220 führte im basalen und insulinstimulierten Zustand 

zu einer enormen Steigerung der Akt Phosphorylierung verglichen mit unbehandelter 

Kontrolle, möglicherweise als Gegenregulation zu der von Ro 31-8220 induzierten 

Apoptose (Daten nicht gezeigt). Trotz der insgesamt gestiegenen Phosphorylie-

rungslevel der Akt konnte eine Glucose/Insulin vermittelte relative Abnahme der 
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insulinabhängigen Akt Phosphorylierung nicht durch Ro 31-8220 verhindert werden 

(Abb. 45). 

3.3.8 Aktivierung transient überexprimierter PKCζ im 
Resistenzmodell 

Die atypische Proteinkinase C ζ Isoform wurde in der Literatur wiederholt als negati-

ver Regulator der Insulinsignalkaskade diskutiert. Um den Einfluss von PKCζ auf die 

induzierte Insulinresistenz genauer zu untersuchen wurde das Protein in der verwen-

deten Myoblasten-Zelline adenoviral überexprimiert. Die hierfür benötigten rekombi-

nanten Adenoviren wurden von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Robert V. Farese, 

Florida, USA, zur Verfügung gestellt. Das Virus wurde in einem geeigneten S2-

Zellkulturlabor amplifiziert, auf Rekombinationsdefizienz getestet und zur Infektion 

der Myoblasten in der Konzentration von 50 Viren pro Zelle eingesetzt. Im Vorexpe-

riment wurde zunächst die Insulinsensitivität der überexprimierten PKCζ überprüft. 

Ein deutlicher und anhaltender Anstieg der Phosphorylierung konnte bereits nach 

15 min beobachtet werden (Abb. 46). 

 

Abb. 46 Aktivierung transient überexprimierter PKCζ durch Insulin 

H9c2-E2 Zellen wurden mit einem PKCζ überexprimierendem Adenovirus mit einer MOI von 50 Viren 
pro Zelle infiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 1 h im serumfreien DMEM 
inkubiert und für angegebene Zeit mit 100 nM Insulin stimuliert. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-Phospho-PKCζ/λ und 
Anti- PKCζ Antikörpern unterzogen. Dargestellt ist ein repräsentativer Immunoblot. 

Anschliessend wurden die Auswirkungen der PKCζ-Überexpression im Resistenz-

modell untersucht. Zur Kontrolle dienten mit einem nicht-exprimierenden „mock“ 
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Adenovirus infizierte Zellen. Die Resistenzinduktion mit Glucose und Insulin begann 

24 h nach der Infektion. Die Überexpression von PKCζ hatte keinerlei Auswirung auf 

die Akt Phosphorylierung, die auf der Akt-Ebene induzierte Insulinresistenz wurde 

weder verstärkt noch geschwächt (Abb. 47). 

 

Abb. 47 Transiente Überexpression von PKCζ im Resistenzmodell 

H9c2-E2 Zellen wurden mit einem PKCζ überexprimierendem Adenovirus bzw. einem nicht-exprimie-
rendem Kontrollvirus (mock) mit einer MOI von 50 Viren pro Zelle infiziert. Nach 24 h folgte die 
Resistenzinduktion mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose über Nacht wie in Abb. 33 beschrieben. 
Nach zweifachem Waschen mit PBS gefolgt von einer einstündigen serumfreien Inkubation in DMEM 
wurden die Zellen einem akuten Insulinstimulus mit 100 nM Insulin ausgesetzt. Jeweils 5 µg der 
Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunodetektion mit spezifischen Anti-
PKCζ, Anti-Phospho-Akt (Ser473) und Anti-Tubulin Antikörpern unterzogen. Die Detektion von Tubulin 
diente der Normierung. Quantifizierung der Akt Phosphorylierung wurde mit der Lumi-Imager Software 
durchgeführt. Der insulinstimulierte Kontrollwert wurde gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittel-
werte ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten sowie ein repräsentativer Immunoblot. 

 



ERGEBNISSE 

 

 - 92 - 

3.3.9 Inhibierung von Hsp90 im Resistenzmodell 

Hitzeschock Protein 90 (Hsp90) ist ein zelluläres Chaperon (172;186). Hsp90 bindet 

eine Reihe von Klient-Proteinen und trägt dazu bei, ihre aktive Konformation zu 

stabilisieren (131). Zu seinen Substraten gehören zahlreiche Proteine verschiedener 

zellulärer Signalwege (191), unter anderem auch Akt. Das Hsp90 liegt zellulär als 

Komplex mit Akt vor und bewirkt die Stabilisierung des Akt-Proteins (17). Neuere 

Untersuchungen legen nahe, dass das Hsp90 möglicherweise neben der Stabilität 

auch die Aktivität seiner Klient-Proteine moduliert (140), insbesondere eine im 

Hsp90-Komplex veränderte räumliche Exposition der Substrate gegenüber interagie-

renden Proteinen (192) und eine beschleunigte Dephosphorylierung der gebundenen 

Hsp90 – Substrate (185;189) wurde in diesem Zusammenhang diskutiert. Die Bedeu-

tung dieser zellulären Signalmodulation im Kontext der Insulinresistenz wurde bisher 

nicht untersucht.  

Zur Auslösung einer Insulinresistenz wurden subkonfluente Monolayer der Muskel-

zelllinie H9c2-E2 über Nacht mit jeweils 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose 

inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen zweimal gewaschen und nach einstündi-

ger, serumfreier Inkubation einem 5-minütigem Insulinstimulus (100 nM) ausgesetzt. 

Die Inhibierung des Hsp90 erfolgte mittels 30-minütiger Inkubation der Zellen mit 17-

allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG). Dieser niedermolekulare Inhibitor 

bindet an die ATP-Bindestelle in der aminoterminalen Domäne des Hsp90 (187), 

hemmt seine Funktion und führt dadurch langfristig zur Degradation der Klient-

Proteine (8;61). 

Eine kurzfristige Hemmung des Hsp90 mit 17-AAG erhöhte die insulinbedingte Akt 

Phosphorylierung der unbehandelten Kontrolle an Serin 473 um ca. 30% (Abb. 48 A). 

Im Resistenzmodell führte die Geldanamycin-Behandlung zu einer Verdopplung der 

Akt Phosphorylierung an Serin 473, die dadurch von ca. 40% auf ca. 80% verglichen 

mit der nicht resistenten Kontrollsituation anstieg. Die insulinabhängige Phosphorylie-

rung von Akt an Threonin 308 wurde im Resistenzmodell nach 17-AAG Behandlung 

sogar vollständig wiederhergestellt, von ca. 20% des Kontrollwertes auf 100%, das 

entspricht einer Verfünffachung (Abb. 48 B).  
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Abb. 48 Inhibierung von Hsp90 im Resistenzmodell 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose erfolgte wie in Abb. 33 
beschrieben. Um eine Inhibierung von Hsp90 zu erreichen wurden die Zellen mit 17-AAG (1 µg/ml) für 
30 min unmittelbar vor dem akuten Insulinstimulus behandelt. Jeweils 5 µg der Zellysate wurden 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunodetektion mit (A) Anti-Phospho-Akt (Ser473) und (B) 
Anti-Phospho-Akt (Thr308) Antikörpern unterzogen. Bei der Quantifizierung der Phosphorylierung von 
Akt wurde die Tubulin-Detektion zur Normierung der Daten verwendet. Der insulinstimulierte Kontroll-
wert wurde jeweils gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus 7 (A) beziehungs-
weise 5 (B) unabhängigen Experimenten sowie jeweils ein repräsentativer Immunoblot. * = p<0,05. 

 

Abb. 49 Abnahme der induzierbaren Insulinresistenz nach Inhibierung von Hsp90 

Gezeigt sind die Daten aus Abb. 48 in einer anderen Darstellungsweise: die induzierbare Abnahme 
der Akt Serin- und Threoninphosphorylierung (mit/ohne Hsp90 Inhibierung) wurde prozentual angege-
ben. 

In der nicht resistenten Kontrollsituation stieg die Phosphorylierung von Threonin 308 

dagegen nur um Faktor 2 an. Insgesamt nahm die durch Glucose- und Insulinbe-
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handlung auf der Ebene von Akt induzierbare Insulinresistenz unter Einfluss von 17-

AAG signifikant ab (Abb. 49). 

3.3.10 Messung der Dephosphorylierungsrate im 
Resistenzmodell  

Da das Hsp90 möglicherweise die Exposition der Akt gegenüber Phosphatasen 

verstärkt und dadurch die Signallöschung mittels verstärkter Dephosphorylierung des 

Proteins beschleunigt, wurde die Dephosphorylierungsrate von Akt jeweils in Anwe-

senheit und Abwesenheit des Hsp90 Inhibitors 17-AAG untersucht. Überprüft wurde 

hierbei die Akt-Dephosphorylierung in unbehandelten Kontrollen und nach erfolgter 

Resistenzinduktion. 

Zu diesem Zweck wurde in Zellkultur nach unterschiedlicher Vorbehandlung die 

maximale Phosphorylierung von Akt durch einen Insulinstimulus induziert. Weitere 

Akt Phosphorylierung wurde anschliessend durch eine einminütige Behandlung mit 

dem PI3-Kinase Inhibitor LY294002 unterbunden, so dass in dieser Zeit nur noch 

Dephosphorylierung zu einer Veränderung der Phospho-Akt Menge führen konnte. 

Die Menge von phosphoryliertem Akt-Protein vor und nach der einminütigen Inhibie-

rung der PI3-Kinase wurde als Masstab für die Geschwindigkeit der 

Dephosphorylierung ausgewertet. 

In unbehandelten Kontrollzellen blieb nach einer Minute ca. ein Drittel der ursprüng-

lich induzierten Akt Phosphorylierung erhalten. In Zellen, die zuvor einer Resistenz-

induktion mittels Glucose und Insulin unterzogen wurden, war die initiale Akt 

Phosphorylierung erwartungsgemäss niedriger (siehe Abb. 33), von der niedrigeren 

Ausgangsmenge blieb aber anschliessend ebenfalls ca. ein Drittel erhalten. Eine 

Behandlung mit 17-AAG führte zu einer signifikanten Abnahme der Dephosphorylie-

rung in nicht-resistenten Kontrollzellen (ca. 2/3 der Phosphorylierung war nach 1 min. 

noch vorhanden). Interessanterweise blieb dieser Effekt in resistenten Zellen aus, sie 

zeigten eine ähnliche Dephosphorylierungsrate, wie die unbehandelte Kontrolle. Da 

aber die Inhibierung von Hsp90 mit 17-AAG die Aktivität von Akt in resistenten Zellen 

deutlich stärker steigert, als in den unbehandelten Zellen, scheint es spezifisch unter 
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Resistenzbedingungen einen weiteren noch unbekannten Mechanismus zu geben, 

über den Hsp90 die Akt-Funktion negativ moduliert.  

 

Abb. 50 Vergleich der Dephosphorylierungsraten von Akt 

Die Induktion der Insulinresistenz mit 100 nM Insulin und 20,5 mM Glucose sowie die Inhibierung von 
Hsp90 mit 17-AAG (1 µg/ml) erfolgte wie in Abb. 48 beschrieben. Nach akutem Insulinstimulus mit 
100 nM Insulin für 5 min folgte eine einminütige Behandlung mit dem PI3-Kinase Inhibitor LY294002 
(50 µM). Jeweils 5 µg der Zellysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunodetek-
tion mit Anti-Phospho-Akt (Ser473) Antikörper unterzogen. Bei der Quantifizierung der verbleibenden 
Phosphorylierung von Akt wurde die Tubulin-Detektion zur Normierung der Daten verwendet. Der 
jeweilige insulinstimulierte Kontrollwert (a-d) wurde gleich 100% gesetzt, Die Auswertung zeigt die 
nach einminütiger PI3-K Inhibierung verbleibende Restphosphorylierung der Akt. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten sowie ein repräsentativer Immunoblot. 
* = p<0,05; # = kein signifikanter Unterschied zu Kontrolle.  
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4 DISKUSSION 

4.1 In vitro Phosphorylierung 

4.1.1 PKCζ 

Das Insulinrezeptorsubstrat 1 (IRS-1) ist ein zentraler Bestandteil der Insulinsignal-

kaskade. Eine negative Modulation des Insulinsignals durch verstärkte Phosphorylie-

rung von IRS-1 an Serin- und Threoninresten wurde mehrfach beschrieben (Über-

sichtsartikel: (20;169;180)). Inzwischen sind über 15 Serinkiansen identifiziert 

worden, welche in vivo oder in vitro das IRS-1 modifizieren können (vgl. dazu Abb. 

3). Dazu gehören sowohl an der Insulinsignaltransduktion beteiligte Kinasen wie 

GSK3 (45;63) und PKCζ (111;134;147), als auch beispielsweise die inflammatori-

sche Kinase IKK (57) und die stress-aktivierte Proteinkinase JNK (2). Während IKK 

und JNK durch die mit Adipositas einhergehenden Entzündungsreaktionen und 

erhöhte TNFα Konzentrationen (2;31) übermässig aktiviert werden und die Insulin-

signaltransduktion stören können, wird im Fall der Kinasen der Insulinsignalkaskade 

wie PKCζ von einer Modulation der Signalweiterleitung über eine negative Rück-

koplung ausgegangen. Demnach trägt die duch Insulin aktivierte PKCζ zu einer 

Löschung des akuten Signals und somit zu einer Regeneration der Signalkaskade 

bei (106). Bei übermässiger Aktivierung der PKCs wäre eine Hemmung der 

Signaltransduktion über diesen Mechanismus vorstellbar. Eine Störung der insulin-

abhängigen Tyrosinphosphorylierung des IRS-1 nach einer Überexpression der 

PKCζ wurde 2001 beschrieben (134). 

In vorangegangenen Arbeiten unserer Gruppe wurde eine in vitro Phosphorylierung 

von einem GST/IRS-1 Fusionsprotein durch die PKCζ beschrieben und untersucht. 

Eine Hauptphosphorylierungsstelle an Serin 570 wurde mittels Massenspektrometrie 

identifiziert. In einem in vitro Assay wurde die inhibitorische Funktion der Phosphory-

lierung an Serin 570 erfolgreich demonstriert (147).  
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Da vorausgegangene Untersuchungen Hinweise auf weitere Phosphorylierungsstel-

len der PKCζ innerhalb des IRS-1 Fusionsproteins ergaben, wurde im Rahmen 

dieser Arbeit eine Mutationsanalyse des Fusionsproteins durchgeführt. Anhand einer 

Konsensussequenz wurde das Serin 560 und das Threonin 534 ausgewählt und 

jeweils zu Alanin mutiert. Das mittels Massenspektrometrie als vermutliche Phospho-

rylierungsstelle identifizierte Serin 498 wurde ebenfalls zu Alanin mutiert. Da in den 

HPLC-Elutionsprofilen und autoradiographischen Analysen der Mutanten keine 

Abnahme der Phosphorylierung gegenüber dem Wildtyp festgestellt wurde, kann 

angenommen werden, dass es sich hierbei nicht um Hauptphosphorylierungsstellen 

handelt.  

Da die HPLC-Profile dennoch einen Einbau von Phosphat belegen, der sich nicht 

alleine auf die bekannten und untersuchten Phosphorylierungsstellen zurückführen 

lässt, muss davon ausgegangen werden, dass weitere noch unbekannte Phosphory-

lierungsstellen der PKCζ innerhalb des untersuchten Fusionsproteins vorliegen. Auch 

ausserhalb der in dieser Arbeit untersuchten IRS-1 Sequenz wurden PKCζ Phospho-

rylierungsstellen identifiziert. Das Serin 318 des IRS-1 kann insulinabhängig von der 

PKCζ phosphoryliert werden und trägt zu einer Abnahme der IR/IRS-1 Interaktion bei 

(111). In neueren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Mutation von Serin 318 

zu Alanin eine Abnahme der akuten insulinabhängigen Akt Phosphorylierung zu 

Folge hat. Gleichzeitig wurde eine Störung der Signallöschung duch die Überexpres-

sion der Mutante beschrieben: 60 min nach Insulinstimulus konnte keine Reduktion 

der Akt Phosphorylierung beobachtet werden (174). Desweiteren führte nur Insulin, 

nicht aber die Gabe von TNFα und Glucose zu einer Phosphorylierung dieses Serins. 

Damit scheint eine initiale insulinabhängige Phosphorylierung von Serin 318 für das 

akute Insulinsignal zuträglich und zu seiner rechtzeitigen Abschaltung notwendig zu 

sein. Das Serin 318 ist somit ein Beispiel für eine Signalregulation durch die PKCζ 

über die Mechanismen der negativen Rückkopplung. 

Neben der PKCζ werden auch weitere PKC Isoformen mit Entstehung der Insulinre-

sistenz in Verbindung gebracht. So wurde kürzlich berichtet, dass eine hohe 

Konzetration von Glucose zu einer erhöhten PKC Aktivität und einer vermiderten 

Glucoseaufnahme in Muskelzellen führt (30). Ausserdem konnte gezeigt werden, 
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dass eine Hemmung der konventionellen und neuen PCK Isoformen die Glucoseauf-

nahme in Muskelzellen diabetischer Ratten wiederherstellt (30). Eine Erhöhung der 

Aktivität der Insulinsignalkaskade wurde im Muskel und Fettegewbe von PKCα–KO 

Mäusen beschrieben (100). Gleichzeitig wurde eine PI3-Kinase unabhängige Aktivie-

rung der PKCα im Muskel und in Adipocyten von Wildtyp Mäusen und Ratten gezeigt 

(100). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die PKCα an einer Regulierung der 

Signalkaskade über negativen Feedback beteiligt sein könnte, obwohl sie selbst nicht 

zu der Signalweiterleitung beiträgt.  

Es wäre demnach vorstellbar, dass auch konventionelle PKC-Isoformen wie die 

PKCα das IRS-1 an dem als Phosphorylierungsstelle neu identifiziertem Serin 570 

modifizieren können. Um diese Vermutung zu prüfen, wurde im Rahmen dieser 

Arbeit ein spezifisches Antiserum gegen die phosphorylierte Form des Serins 570 

identifiziert. Anschliessende Untersuchungen des in vitro phosphorylierten IRS-1 

Fusionsproteins im Immunoblot ergaben, dass das Serin 570 spezifisch von der 

atypischen PKCζ, nicht aber von den konventionellen PKC-Isoformen α, β und 

γ phosphoryliert wird. Damit konnte das Serin 570 als hochspezifische 

Hauptphosphorylierungsstelle der PKCζ bestätigt werden. 

Interessanterweise wurde kürzlich eine Aktivierung der PKCα durch TNFα belegt 

(137). Eine Überexpression von PKCα in Myotuben verhinderte darüber hinaus die 

basale und insulinvermittelte Tyrosinphosphorylierung des Insulinrezeptors (137). 

Offenbar ist der Insulinrezeptor und nicht das IRS-1 das Zielprotein der PKCα, was 

mit der Beobachtung übereinstimmt, dass das IRS-1 Serin 570 von der PKCζ, nicht 

aber von der PKCα phosphoryliert werden kann.  

4.1.2 IKK 

Ausgehend von den erfolgreichen Analysen der IRS-1 Phosphorylierung durch PKCζ 

sollte eine mögliche Phosphorylierung des IRS-1 durch die IKK überprüft werden. In 

der Literatur wurde zuvor das Serin 307 als IKK Phosphorylierungsstelle beschrie-

ben, weitere noch unbekannte Phosphorylierungsstellen innerhalb des IRS-1 wurden 

postuliert (57). Als ein möglicher Mechanismus der inhibitorischen Wirkung von 
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Serinkinasen wird eine Phosphorylierung von Serinen in der Nähe der Phospho-

Tyrosin Bindenden Domäne des IRS-1 und damit eine Unterbrechung der IR/IRS-1 

Interaktion diskutiert. Duch Mutation von 7 proximal zu der PTB Domäne liegenden 

Serinen zu Alaninen konnte eine aktive Konformation des IRS-1 auch nach längerer 

Insulinstimulation oder Behandlung mit resistenzauslösenden Substanzen wie Phor-

bolestern und freien Fettsäuren erhalten werden (105). Das Serin 307 befindet sich 

ebenfalls in der Nähe der PTB Domäne des IRS-1, seine Phosphorylierung stört die 

Interaktion von aktiviertem IR mit dem IRS-1 (3).  

Neben der PTB-proximalen Serinphosphorylierung könnte auch eine Serinphospho-

rylierung des IRS-1 im Bereich der PI3-Kinase Bindestelle zur Insulinressitenz 

beitragen. Mögliche IKK Phosphorylierungsstellen im Bindungsbereich der SH2-

Proteine könnten die Bindung von PI3-Kinase an das aktivierte IRS-1 verhindern und 

somit zu einer Störung der Signalweiterleitung führen. Aus diesem Grund wurde für 

folgende Untersuchungen ebenfalls das GST-Fusionsprotein verwendet, welches die 

Aminosäuren 449 bis 664 des IRS-1 der Ratte enthält. Da das Serin 307 in dieser 

Sequenz nicht enthalten ist, ist das Fragment zur Identifizierung neuer, noch unbe-

kannter Phosphorylierungsstellen geeignet. 

Mittels autoradiographischer Analysen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass 

die IKK spezifisch sowohl das IRS-1 Fusionsprotein als auch ihr eigentliches Sub-

strat, IKB, in vitro phosphoryliert. Eine IKK-vermittelte Phosphorylierung des GST 

Anteils konnte ausgeschlossen werden. Eine selektive Phosphorylierung des IRS-1 

Anteils des Fusionsproteins konnte auch für die rekombinante, trunkierte MEKK1 

gezeigt werden.  

In analysiertem Bereich des IRS-1 befinden sich 35 potentielle Phosphorylie-

rungsstellen: 23 Serine und 12 Threonine. Um die Lokalisierung der IKK Phosphory-

lierungsstellen auf einzelne Peptide eingrenzen zu können, wurde das in vitro unter 

Zugabe von [γ-32P]ATP phosphorylierte Fusionsprotein tryptisch gespalten. Die 

resultierenden Peptide wurden einer Anionenaustausch-Chromatographie unterzo-

gen. Ein Vergleich des Elutionsprofils mit der bereits vorhandenen Phosphopeptid-

kartierung für eine Phosphorylierung mit PKCζ ergab eine teilweise Übereinstim-
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mung. So konnten die für PKCζ bekannten Peaks 1, 3, 5 und 6 auch in den mit IKK 

phosphorylierten Proben identifiziert werden. Peaks 2 und 4 fehlten dagegen 

vollständig im IKK-Profil, so dass eine Phosphorylierung im Bereich der unter Peak 2 

und 4 eluierenden Peptide durch die IKK als extrem unwahrscheinlich angesehen 

werden kann. Auf diese Weise konnten 9 potentielle Phosphorylierungsstellen aus-

geschlossen werden. Die Phosphorylierung konnte auf die Sequenzen der Peptide 

C, D, E und G eingeschränkt werden. Die in Frage kommenden Peptide stellen ca. 

45% der IRS-1 Sequenz des verwendeten Fusionsproteins dar. 

Im Rahmen einer bestehenden Kooperation mit der Firma Aventis (Frankfurt) wurden 

dort zusätzlich massenspektrometrische Analysen des mit IKKβ in vitro phosphory-

lierten IRS-1 Fusionsproteins durchgeführt. Dabei wurden in den Massenspektren 

der zuvor mit Trypsin gespaltenen Proben Hinweise auf eine Phosphorylierung der 

Peptide YIPGATMGTSPALTGDEAAGAADLDNRFR und THSAGTSPTISHQK gefun-

den (persönliche Mitteilung Dr. Jochen Kruip und Dr. Carsten Corvey). Das entspricht 

Peptid C im Peak 5+6 sowie Peptid D in Peak 1 der HPLC (s. Tabelle 1) und bestä-

tigt zusätzlich die aus HPLC-Analysen resultierende Vermutung, dass die Phospho-

rylierung innerhalb der Sequenz der Peptide C, D, E und G, nicht aber A, B; F und H 

zu erwarten ist (vgl. Tabelle 1). Eine eindeutige Zuordung der Phosphorylierung zu 

bestimmten Serin- oder Threoninresten innerhalb dieser Peptide ist jedoch nicht 

gelungen. So liegen für das Peptid C weiterhin 4, für das Peptid D sogar 6 mögliche 

Phosphorylierungsstellen vor.  

Die aktuelle Literatur belegt, dass innerhalb des humanen IRS-1 mehr als eine 

Phosphorylierungsstelle der IKK existiert. So konnte gezeigt werden, dass Serin 307 

nur eine von mehreren IKK Phosphorylierungsstellen ist: nach einer Mutation des 

Serins 307 zu Alanin konnte keine Abnahme der Gesamt-Serinphosphorylierung des 

rekombinanten IRS-1 beobachtet werden (57). Es wäre vorstellbar, dass in dem 

untersuchten IRS-1 Bereich keine einzelne Hauptphosphorylierungsstelle der IKK 

liegt, sondern möglicherweise mehrere, sich gegenseitig verstärkende oder sogar 

konkurrierende potentielle Phosphorylierungsstellen. Eine Wechelwirkung von meh-

reren inhibitorischen IRS-1 Phosphorylierungsstellen wurde in der Literatur bereits 

beschrieben: eine Phosphorylierung von beiden Serinen 307 und 302 ist für eine 
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JNK-vermittelte Unterbrechung der Wechselwirkung von IR und IRS-1 notwendig, 

eine Phosphorylierung von Serin 307 alleine reicht dafür nicht aus (176). 

Das natürliche Substrat der IKK, IKBα, wird an zwei Serinen phosphoryliert: Serin 32 

und Serin 36 (35). Diese Serine sind durch 3 weitere Aminosäuren voneinander 

getrennt (Sequenz: DDRHDSGLDSMKDE). Diese Anordnung könnte ein mögliches 

Motiv für eine Phosphorylierung durch die IKK darstellen. In der untersuchten 

Sequenz des IRS-1 der Ratte befinden sich 9 Serin- bzw. Threonin-Reste, welche 

diesem Motiv entsprechend angeordnet sind. Innerhalb der Peptide C, D und E sind 

insgesamt sieben solche „Vierer-Muster“ vorhanden, in Gruppen aus 3 bzw. 6 Seri-

nen bzw. Threoninen in jeweils entsprechendem Abstand. Möglicherweise werden 

diese Muster nach dem Zufallsprinzip phosphoryliert, so dass die Phosphorylierung 

in verschiedenen IRS-1 Molekülen jeweils an unterschiedlichen Stellen dieser Motive 

vorliegt.  

Ein auf diese Weise phosphoryliertes Molekülgemisch wäre mittels Massenspektro-

metrie nur sehr schwer eindeutig zu bestimmen, da ein bestimmtes Serin oder Thre-

onin jeweils nur in einem Bruchteil der eingesetzten Peptide in phosphorylierter Form 

vorliegen würde. Es wäre daher aufgrund der Datenlage vorstellbar, dass in diesem 

Bereich des IRS-1 keine einzelne Hauptphosphorylierungsstelle, sonden eine Viel-

zahl potentiell gleichwertiger phosphorylierbarer Motive vorhanden ist (Abb. 51).  

 

Abb. 51 Potentielle IKKβ Phosphorylierungsstellen in der Sequenz des IRS-1 der Ratte 

Gelb: Sequenz des tryptischen Peptides C aus Peak 5+6; blau: Sequenz des tryptischen Peptides D 
aus Peak 1; grün: Sequenz des tryptischen Peptides E aus Peak 3. Potentielle Phosphorylie-
rungsstellen wurden rot hervorgehoben. Mit einem Pfeil wurden potentielle Phosphorylierungsstellen 
markiert, welche sich im Abstand von 4 Aminosäuren zu einem weiteren Serin oder Threonin befin-
den. Das Motiv von zwei Phosphorylierungsstellen im Abstand von 4 Aminosäuren liegt auch im 
natürlichen Substrat der IKK, dem IKB Protein, in ähnlicher Weise vor (DDRHDSGLDSMKDE) und 
stellt dort die Zielsequenz für die Phosphorylierung durch die IKK dar.  
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4.2 Der Einfluss aktivierter Serinkinasen auf die 
Signaltransduktion im Zellmodell 

Eine inhibitorische Wirkung aktivierter Serinkinasen auf die Insulinsignaltransduktion 

wurde insbesondere in Fettzellen mehrfach belegt. In 3T3-L1 Präadipocyten führte 

eine Aktivierung der JNK durch Überexpression von konstitutiv aktiver MAP-Kinase 

MEKK7 zu einer verminderten Tyrosinphosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrats 

(IRS) und zu einer Reduktion der IRS assozierten PI3-Kinase Aktivität, ohne dabei 

die Expressionslevel von IR und IRS zu beeinflussen (54). In 3T3-L1 Adipocyten 

führte eine Behandlung mit freien Fettsäuren zu einer Aktivierung von JNK und IKK 

(58). Die daraus resultierende Phosphorylierung des IRS-1 an Serin 307 führte zu 

einer Abnahme der IRS-1 Proteinmenge und trug dadurch zu einer Verminderung 

der insulinabhängigen Glucoseaufnahme bei (58). Andere Autoren berichten dage-

gen, dass eine Phosphorylierung von IRS-1 an Serin 307 durch die JNK in 3T3 

Adipocyten über Insulin oder Anisomycin ausgelöst werden kann und nur nach einer 

Insulinbehandlung, nicht aber nach einer Anisomycinbehandlung zu einer veränder-

ten zellulären Lokalisation und Degradation des IRS-1 führt (74). Ebenfalls in 3T3 

Adipocyten wurde eine Inhibierung der IRS-1 Tyrosinphosphorylierbarkeit durch eine 

IKK- und JNK-vermittelte Serinphosphorylierung nach einer Behandlung mit Interleu-

kin 1α beschrieben (70). Untersuchungen an einer myeloischen Zelllinie der Maus 

(32D-Zellen), 3T3-L1 Adipocyten sowie embryonalen Fibroblasten der Maus haben 

ergeben, dass die JNK durch Insulin aktiviert werden kann und vermutlich eine Rolle 

bei der Signalregulation mittels negativer Rückkopplung spielt (98).  

Im Tiermodell wurde eine erhöhte JNK-Aktivität, eine damit einhergehende Phospho-

rylierung von Serin 307 und darauf folgende IRS-1 Degradation im Soleus-Muskel 

von Ratten demonstriert (72). In Mausmodellen führte eine Fettleibigkeit zu erhöhter 

JNK Aktivität im Muskel, Leber und Fettgewebe. Gleichzeitig wurde eine erhöhte 

Phosphorylierung von Serin 307 und damit einhergehende Reduktion der insulinab-

hängigen IRS-1 Tyrosinphosphorylierung in der Leber der fettleibigen Wildtyp-

Versuchstiere gefunden, während fettleibige JNK-KO Mäuse diesen Effekt nicht 

zeigten (75). Eine Lipidinfusion verursachte eine Reduktion der Glucoseaufnahme 
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und der IRS-1 assozierten PI3-Kinase Aktivität bei Ratten (90). Hemmung der IKK 

mit hohen Salicylat-Dosen hob diesen Effekt auf, ebenso konnte keine Störung der 

Insulinsignalkaskade im Muskel von IKK-KO Mäusen beobachtet werden (90).  

Obwohl inhibitorische Auswirkungen einer erhöhten JNK und IKK Aktivität auf die 

Insulinsignalkaskade im Tiermodell wiederholt gezeigt werden konnten, existieren 

auch Befunde, die gegen eine Hauptrolle dieser Serinkinasen bei der Resistenzent-

stehung sprechen. So haben beispielsweise bei Patienten vorhandene IKK-

Mutationen keinen Einfluss auf die Entwicklung einer Diabeteserkrankung (109). Eine 

fehlende IKK-Expression im Skelettmuskel von Mäusen sowie eine generell um 50% 

erniedrigte IKK Expression im Tiermodell reichten nicht aus, um die Entwicklung 

einer induzierten Insulinresistenz bei den Versuchstieren zu verhindern (136). Umge-

kehrt wurde berichtet, dass eine Überexpression der JNK im Skelletmuskel der Maus 

zu keiner Beeinträchtigung der frühen Insulinsignalkaskade führte (53). 

Insbesondere in Muskelzellen ist eine mögliche Beteiligung von IKK und JNK 

bedingter IRS-1 Phosphorylierung an der Enstehung von Insulinresistenz nicht aus-

reichend belegt und wird zur Zeit kontrovers diskutiert. In L6 Muskelzellen konnte 

gezeigt werden, dass oxidativer Stress zu einer Insulinresistenz und einer Aktivie-

rung von mehreren Kinasen, darunter auch JNK, führt. Jedoch ist die Aktivität der 

JNK für die ausgelöste Störung der Signalweiterleitung in diesem Fall unerheblich 

(21). Eine weitere Studie zeigt, dass eine IKK-vermittelte, durch Fettsäuren induzierte 

Hemmung der insulinvermittelten Glucoseaufnahme in L6 Muskelzellen mit der 

NFKB-Translokation zusammenhängt (145). Eine Inhibierung der Translokation von 

NFKB verhinderte die mit Palmitinsäure induzierte Reduktion der Glucoseaufnahme 

(145). Demnach wäre es vorstellbar, dass die inhibitorische Wirkung der IKK im 

Muskel zumindest teilweise auf einer veränderten Genregulation beruht. 

Um den Einfluss erhöhter Serinkinaseaktivität auf die Insulinsignalweiterleitung in 

Muskelzellen untersuchen zu können, wurden zwei Kinasen ausgewählt und in einer 

Kardiomyoblasten-Zelline aktiviert. Zur Aktivierung der inflammatorischen Kinase IKK 

wurde dabei TNFα eingesetzt. Eine selektive Aktivierung der Stress-Kinase JNK 

erfolgte durch eine Inkubation mit Anisomycin. Dabei zeigte sich ein deutlicher 
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Anstieg der jeweiligen Kinaseaktivität. Nach einer Behandlung mit TNFα wurde der 

Inhibitor des Nukleären Faktors KB (IKB) innerhalb weniger Minuten phosphoryliert 

und vollständig abgebaut. Aktivierung der JNK wurde durch einen Anstieg der JNK 

Phosphorylierung angezeigt. Eine Anisomycingabe führte innerhalb von 15 Minuten 

zu einer prominenten Phosphorylierung der JNK, welche als Zeichen ihrer gestei-

gerten Aktivität gewertet wurde. Sowohl TNFα als auch Anisomycin waren in ihrer 

Wirkung hochspezifisch für die jeweilige Kinase, eine Aktivierung der IKK durch Ani-

somycin oder der JNK durch TNFα wurde nicht beobachtet. Im Gegensatz dazu 

wurde in der Literatur eine Korrelation zwischen TNFα-Stimulus und einer erhöhten 

JNK Aktivität in 3T3-L1 und HepG2 Zellen (58) sowie in HEK293 Zellen (83) 

beschrieben. Zusätzlich konnte in HEK293 Zellen keine Aktivierung der IKK mit TNFα 

beobachtet werden (83). Es wäre also denkbar, dass die Mechanismen der Aktivie-

rung dieser Serinkinasen in Muskel, Fett, Leber und Niere voneinander abweichen. 

Eine Aktivierung der IKK über einen Zeitraum von 15 und 60 Minuten hatte keine 

Auswirkungen auf die insulinabhängige Tyrosinphosphorylierung des Insulinrezep-

torsubstrates IRS-1 in den untersuchten Myolasten. Eine Behandlung mit Anisomycin 

verursachte ebenfalls keine messbare Reduktion der insulinvermittelten IRS-1 

Tyrosinphosphorylierung.  

Auf der Ebene der IRS-1/PI3-K Interaktion konnte ein geringfügiger, aber signifikan-

ter Rückgang der insulinvermittelten Bindung der p85α-Untereinheit an das IRS-1 

beobachtet werden, welcher erst nach einstündiger TNFα Behandlung auftrat. Eine 

ähnliche Tendenz konnte nach JNK-Aktivierung mittels Anisomycin beobachtet wer-

den.  

Die geringfügige Hemmung der insulinvermittelten Bindung zwischen IRS-1 und PI3-

Kinase scheint dennoch die Insulinsignalweiterleitung an stromabwärts liegende 

Effektoren nicht zu stören. Mittels Immunoblot-Analysen konnte gezeigt werden, dass 

eine Aktivierung der IKK mit TNFα weder nach 15 Minuten, noch nach einer Stunde 

zu einer Verminderung der Akt Aktivierung, gemessen an insulinabhängiger 

Phosphorylierung des Serins 473 und Threonins 308, führt.  
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Mittels Immunoblot wurde ebenfalls die Threoninphosphorylierung der Akt nach einer 

Anisomycin-Behandlung untersucht. Kurzfristig kam es nach 15 Minuten zu einem 

Anstieg der durch Insulin ausgelösten Phosphorylierung von Akt an Threonin 308 um 

ca. 80%, nach einer Stunde war bereits kein Unterschied zur unbehandelten Kon-

trolle mehr erkennbar. Die Aktivierung der JNK hatte darüber hinaus keine negativen 

Auswirkungen auf die insulinvermittelte Phosphorylierung der Akt an Serin 473. 

Die Aktivierung der IKK mit TNFα hatte auf die Signalweiterleitung von Akt zu GSK3 

keinen signifikanten Einfluss. Die insulinabhängige Translokation von GLUT4-

Vesikeln zur Plasmamembran blieb trotz vorausgegangener einstündiger IKK Aktivie-

rung ebenfalls unverändert. 

Interessanterweise konnte eine signifikante, ca. 40%ige Reduktion der insulinver-

mittelten inhibitorischen Phosphorylierung von GSK3 nach einstündiger Anisomycin-

Behandlung beobachtet werden. Da zum gleichen Zeitpunkt keine Verringerung der 

Akt Phosphorylierung vorlag, scheint die Akt-Aktivität unvermindert hoch zu sein. Die 

Mechanismen, die zu der Reduktion der GSK3 Phosphorylierbarkeit führen, bleiben 

unbekannt. Möglicherweise vermag die JNK durch eine konkurierende Phosphorylie-

rung der GSK3 diese für die Phosphorylierung durch die Akt unzugänglich zu 

machen. Da die GSK3 gleichzeitig an der Regulation einer Vielzahl von Signalwegen 

beteiligt ist (39), könnte es auch zu unvorhergesehenen Wechselwirkungen mit JNK-

Signalwegen kommen. Eine Beteiligung der GSK3 an der JNK-Aktivierung wurde in 

der Literatur beschrieben (161;194). Ebenso wird eine aktive Phosphorylierung des 

JNK-Substrates c-Jun durch die GSK3 angenommen (76;119). Umgekehrt wurde 

auch eine Akt-unabhängige Aktivierung der Glycogen-Synthase durch die JNK be-

schrieben (115;149). Es wäre also vorstellbar, dass eine Aktivierung der JNK zu 

einer Änderung in den mit ihr vernetzten GSK3 Signalwegen führt. Alternativ kommt 

auch eine verstärkte Dephosphorylierung der GSK3 in Frage, möglicherweise durch 

eine erhöhte PP2A Aktivität (112). Da die PP2A ebenfalls ein negativer Regulator der 

JNK ist (142), wäre eine erhöhte PP2A Aktivität als Antwort auf übermässige JNK 

Aktivität vorstellbar.   
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Eine vorausgegangene Aktivierung der JNK führte zu einer geringfügigen Erniedri-

gung der Translokation der GLUT4-Vesikel im basalen und insulinstimulierten 

Zustand. Der insulinabhängige Anstieg der GLUT4 Translokation um den Faktor 1,8 

gemessen bezogen auf den jeweiligen Basalwert blieb dennoch unverändert. Die 

Insulinsignalweiterleitung in Richtung Glucoseaufnahme blieb demnach erhalten. 

Eine Behandlung mit hohen TNFα Konzentrationen führte über Nacht zu einer Schä-

digung und Ablösung der Myoblasten. Um mögliche längerfristige negative Folgen 

der IKK-Aktivierung auf die Insulinsignalweiterleitung untersuchen zu können, wurde 

zunächst die niedrigste zur IKK-Aktivierung noch ausreichende TNFα Konzentration 

bestimmt. Folgende Behandlung mit 0,1 nM TNFα über Nacht führte zu einer ver-

stärkten Insulinsensitivität auf der Akt-Ebene. Die insulinvermittelte Serinphosphory-

lierung von Akt stieg signifikant um ca. 80% an. Diese Daten stehen im Widerspruch 

zu der Beobachtung anderer Autoren, wonach eine chronische Exposition von Mus-

kelzellen gegenüber TNFα mit einer verringerten insulinabhängigen Akt-Aktivierung 

einhergeht (31). Andererseits existieren auch Berichte, dass freie Fettsäuren, nicht 

aber TNFα eine Inhibierung der Akt Phosphorylierung im Skelettmuskel bewirken 

(156). Eine vermehrte Akt Aktivität wäre auch im Rahmen einer antiapoptotischen 

Gegenregulation nach einer TNFα Behandlung denkbar. Eine Aktivierung der Akt in 

Hepatocyten der Maus nach einer Zugabe von TNFα wurde in der Literatur diskutiert 

(68). In neonatalen Kardiomyocyten der Ratte wurde ebenfalls eine Aktivierung der 

Akt nach einer TNFα Behandlung festgestellt (73). 

Insgesamt wurden keine negativen Auswirkungen der erhöhten IKK und JNK-Aktivi-

tät auf die frühe Insulinsignalkaskade sowie insulinvermittelte Glucosetransporter-

Translokation und Signalweiterleitung zur Glycogensynthese gefunden. Eine Aus-

nahme bildet hier lediglich die nach Aktivierung der JNK verminderte insulinabhän-

gige GSK3 Phosphorylierung. Eine schematische Übersicht der Ergebnisse ist in 

Abb. 52 dargestellt. 

Als möglicher Mechanismus der hemmenden Wirkung von Serinkinasen auf die 

Insulinsignalkaskade wird die inhibitorische Phosphorylierung des IRS-1 an Serin 

307 diskutiert. Eine Phosphorylierung an Serin 307 geht häufig mit einer verminder-
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ten Tyrosinphosphorylierung des IRS-1 einher. In CHO Zellen (eine ovarielle Hams-

ter-Zelline) wurde eine Phosphorylierung von Serin 307 durch die JNK nach einer 

Anisomycinbehandlung beschrieben (2). Mutation deses Serins zu Alanin hob die 

inhibitorische Wirkung einer TNFα Behandlung auf. Im Skelettmuskel der Maus 

führte eine Überexpression der JNK jedoch zu keiner Änderung der Phosphorylie-

rung von IRS-1 an Serin 307 oder an Tyrosinresten (53). Ein Anstieg der IRS-1 

Phosphorylierung an Serin 307 nach einer Behandlung mit Insulin, Ansiomycin und 

TNFα wurde ebenfalls in 3T3 Adipocyten beschrieben. In diesem Fall ging die 

Phosphorylierung mit erhöhter mTOR Aktivität einher und liess sich durch den mTOR 

Inhibitor Rapamycin unterbinden (26). Zahlreiche Publikationen belegen einen posi-

tive Wirkung von hohen Aspirindosen auf die Insulinsignaltransduktion 

(16;80;90;188). Dieser Effekt wurde einer Hemmung der IKK zugeschrieben (80), 

eine direkte Phosphorylierung des Serins 307 durch die IKK konnte 2002 belegt wer-

den (57). Im Rahmen dieser Arbeit konnte in vitro eine weitere Phosphorylierung des 

IRS-1 durch die IKK ausserhalb der PTB-Domäne gezeigt werden. Da aber im Tier-

experiment eine um 50% erniedrigte IKK Expression sowie ein kompletter Mangel an 

IKK im Muskel nicht genügte, um die Versuchstiere vor einer Insulinresistzen zu 

schützen, wäre es durchaus denkbar, dass die IKK im Muskel keine wesentliche 

Rolle bei der Resistenzinduktion spielt. Dafür spricht auch die Tatsache, dass die in 

dieser Arbeit untersuchten Myoblasten selbst nach maximaler Aktivierung der IKK 

keine Störung der Insulinsignaltransduktion zeigten. Eine Phosphorylierung des nach 

einer TNFα bzw. Anisomycin-Behandlung präzipitierten IRS-1 an Serin 307 konnte 

nicht detektiert werden, obwohl die Funktionalität und Spezifität der beiden verwen-

deten Serin 307-Antikörper durch vom Hersteller bereitgestellte Positiv- und Negativ-

Kontrollen belegt werden konnte. 

Erst nach transienter Überexpression von IRS-1 konnte eine Phosphorylierung an 

Serin 307 nach einer Anisomycin-Behandlung detektiert werden. Es wäre also denk-

bar, dass die JNK-vermittelte Serinphosphorylierung von IRS-1 in untersuchten 

Zellen zwar vorhanden, aber nur sehr schwach ausgeprägt ist und dadurch unterhalb 

der Nachweisbarkeit verbleibt. Eine solche marginale Phosphorylierung des Serins 

307 ist offenbar zu einer messbaren Resistenzinduktion nicht ausreichend.   
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Abb. 52 Übersicht der Auswirkungen aktivierter Serinkinasen auf die Weiterleitung des 
Insulinsignals auf verschiedenen Ebenen der Signalkaskade 

 

Die Aktivierung von IKK mittels TNFα dagegen führte selbst nach massiver Überex-

pression des IRS-1 zu keiner detektierbaren Phosphorylierung an Serin 307. Über-

einstimmend mit diesen Beobachtungen wurde auch keine Beeinträchtigung der 

insulinvermittelten Tyrosinphosphorylierung des IRS-1 in den mit Anisomycin 

beziehungsweise TNFα behandelten Zellen gefunden. Offenbar spielt dieser Mecha-

nismus der Resistenzentstehung in den untersuchten Myoblasten keine Rolle.  
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Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass eine gesteigerte Aktivität der Serin-

kinasen IKK oder JNK zur Auslösung einer umfassenden Insulinresistenz in den 

untersuchten Muskelzellen nicht ausreicht.  

Frühere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe belegen, dass bereits geringe TNFα 

Mengen innerhalb von 15 Minuten eine ausgeprägte Insulinresistenz in humanen 

Adipocyten verursachen können (104). Ein negativer Einfluss aktivierter IKK auf 

Insulinsignaltransduktion in Adipocyten konnte in der Literatur mehrfach gezeigt 

werden (59;70). Eine TNFα vermittelte Insulinresistenz wurde in Myoblasten nach 

einer 24-stündigen Inkubation beschrieben (31).  

Dabei kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass es sich um indirekte Auswir-

kungen der IKK handelt. Möglicherweise ist in diesem Fall vielmehr eine durch IKK 

veränderte Genexpression für die Veränderungen ursächlich. Eine durch direkte 

inhibitorische Serinphosphorylierung ausgelöste Hemmung der Signalkaskade wäre 

theoretisch bereits wenige Minuten nach einer Aktivierung der IKK zu erwarten, da 

auch das natürliche Substrat der IKK, IKB, innerhalb von 5 Minuten nach einer TNFα-

Behandlung vollständig phosphoryliert wird (Abb. 16). Übereinstimmend damit wurde 

die maximale Aktivierung der IKK in primären Hepatozyten der Ratte 5 Minuten nach 

Zugabe von TNFα beschrieben (141). Interessanterweise zeigen frühere 

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, dass erst eine zweitägige Behandlung mit 

hohen Konzentrationen von TNFα eine Signalhemmung in humanen Skelettmuskel-

zellen zu Folge hat (37). Niedrigere TNFα Mengen oder kürzere Inkubationsdauer 

führten nicht zu einer vergleichbaren Resistenzinduktion.  

Da auch Literaturdaten existieren, die eine indirekte IKK vermittelte Resistenzinduk-

tion über den NFKB Signalweg in Muskelzellen belegen (145), wäre es denkbar, dass 

die IKK in Adipocyten zwar direkt durch eine Phosphorylierung des IRS-1, in 

Muskellzellen aber nur indirekt über eine Änderung der Transkription zu der Entste-

hung einer Insulinresistenz beiträgt.  

Möglicherweise spielen auch die Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zellty-

pen eine entscheidene Rolle bei der Resistenzinduktion. Durch Ko-Kultur mit Adipo-

cyten sowie durch Adipocyten-konditioniertes Medium konnte unabhängig von hohen 



DISKUSSION 

 

 - 110 - 

TNFα Mengen eine Insulinresistenz in Muskelzellen induziert werden (37). Dabei 

wurde der NFKB Signalweg in den Muskelzellen aktiviert (36).  

Die aktuelle Datenlage spricht insgesamt dafür, dass Serinkinasen wie IKK und JNK 

an einer Resistenzinduktion in Fettzellen und möglicherweise weiteren Geweben 

beteiligt sein könnten, ohne unmittelbar durch Phosphorylierung des IRS-1 in Mus-

kelzellen zu wirken. Es wäre dennoch denkbar, dass sie in vivo auf indirektem Wege 

zum Beispiel über sekretorische Faktoren den Stoffwechsel der Muskelzellen beein-

flussen. Eine kürzlich erschienene Publikation demonstriert, dass ein Knockout der 

IKKβ in der Leber zu einer Aufrechterhaltung der Insulinsensitivität der Leber unter 

einer resistenzauslösenden Behandlung führt, jedoch keine Insulinresistenz im Mus-

kel und Fettgewebe verhindert (6). Interessanterweise konnte ein Ausschalten der 

IKKβ in Makrophagen einer Entwicklung der Insulinresistenz bei den Versuchstieren 

vorbeugen (6). Diese Daten legen nahe, dass die IKK in einigen Geweben nur eine 

lokale Wirkung auf die Insulinsensitivität hat, während eine von der IKK in den 

Makrophagen über den NFKB Signalweg vermittelte Aktivierung der inflammatori-

schen Prozesse zu einer umfassenden Insulinresistenz im Organismus führt. Auf 

diese Weise wäre es möglich, dass die aktivierte IKK zu einer systemischen Insulin-

resistenz beiträgt, obwohl sie wie in dieser Arbeit gezeigt, lokal in Muskelzellen keine 

Signalstörung verursacht.  

4.3 Untersuchung der induzierten Insulinresistenz in einer 
Kardiomyoblasten-Zelllinie 

In der Literatur wird eine Dämpfung des Insulinsignals durch an der Signaltransduk-

tion beteiligte Kinasen wie PKCζ (106;111;174) und GSK3 (42;63) postuliert. Zusätz-

lich wurde eine insulinabhängige Aktivierung von mehreren inhibitorischen Kinasen, 

wie konventionelle PKC Isoformen (100;137) und JNK (74;98), beschrieben. Auch 

hohe Glucosekonzentrationen sollen zu einer erhöhten PKC Aktivität und einer 

verminderten Glucoseaufnahme in Muskelzellen führen (30). Es wäre also möglich, 

dass auch an der eigentlichen Signalweiterleitung unbeteiligte Kinasen zu einer 

Löschung des Insulinsignals im Rahmen einer negativen Rückkopplung beitragen. 
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Eine Hyperaktivierung dieser natürlichen Modulationmechanismen könnte eine 

pathologische Signalstörung zu Folge haben. 

Anhand eines Zellmodells sollte überprüft werden, welche Faktoren an einer Hem-

mung der Signalkaskade mittels übermässig aktivierter negativer Rückkopplung in 

Muskelzellen beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurde ein zelluläres Resistenzmodell 

etabliert. Zur Auslösung der Insulinresistenz wurden embryonale Myoblasten über 

Nacht im serumfreien Medium mit hohen Insulin- und Glucosekonzentrationen inku-

biert. Diese Behandlung ahmt die im Anfangsstadium der Diabeteserkrankung 

vorkommenden hohen Blutspiegel von Glucose und Insulin nach. Nach anschlies-

sendem Waschschritt folgte eine einstündige serumfreie Inkubation, um das verblei-

bende Insulin zu entfernen und eine Löschung des akuten Insulinsignals zu bewir-

ken. Anschliessend wurden die Zellen einem erneuten akuten Insulinstimulus ausge-

setzt. Eine Behandlung mit hohen Glucosekonzentrationen führte zu einer Abnahme 

der insulinstimulierten Akt Phosphorylierung an Serin 473 um ca. 15-20%. Eine 

Behandlung mit Insulin über Nacht resultierte in einer um ca. 50% verminderten 

Serinphosphorylierung von Akt. Beide Substanzen gemeinsam ergaben eine kumu-

lative Reduktion der Signalkaskade-Aktivität. Dabei wurde eine Reduktion der insu-

linvermittelten Serinphosphorylierung  von Akt um ca. 60% beobachtet. Noch drama-

tischer war die Abnahme der Threoninphosphorylierung von Akt – hier wurde eine  

Abnahme um ca. 80% gemessen. Eine ähnlich additive Reduktion der insulinvermit-

telten Akt Phosphorylierung durch Glucose und Insulin wurde in in 3T3 Adipocyten 

ebenfalls beschrieben, dabei war die inhibitorische Auswirkung hoher Insulinmengen 

stärker als die hoher Glucosekonzentrationen (118).  

An diesem Resistenzmodell sollte geprüft werden, auf welcher Ebene der Signalkas-

kade die Signalhemmung erstmalig auftritt. Zu diesem Zweck wurden die an der 

frühen Signalweiterleitung beteiligten Kaskade-Proteine Insulinrezeptor, IRS-1, PI3-

Kinase und PDK1 untersucht.  

Weder die Expression noch die insulinabhängige Phosphorylierbarkeit des stabil 

exprimierten Insulinrezeptors wurden durch die resistenzauslösende Behandlung 

beeinträchtigt. Eine signifikante Abnahme der Rezeptormenge durch veränderte 
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Expression, Internalisation bzw. Degradation wäre im untersuchten Zellmodell nicht 

zu erwarten, da der Insulinrezeptor aufgrund der Überexpression im Überschuß vor-

liegt. Eine Reduktion der insulinabhängigen Rezeptorphosphorylierung wurde in der 

Literatur nach einer Behandlung mit hohen Glucosekonzentrationen in Fettzellen 

gezeigt (116). In Fibroblasten der Ratte, welche wie die in dieser Arbeit eingesetzte 

Zelline stabil den humanen Insulinrezeptor exprimieren, konnte dieser Effekt eben-

falls beobachtet werden (88). Die Resistenz konnte in beiden Fällen durch eine 

Inhibierung der PKCs aufgehoben werden. Es existieren aber auch Untersuchungen, 

wonach in den Fibroblasten nicht die PKCs sondern eine verstärkte Dephosphorylie-

rung des Indulinrezeptors durch cytosolische Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) 

für die Abnahme der Tyrosinphosphorylierung verantwortlich sein soll (107). In den 

untersuchten Muskelzellen scheinen diese Mechanismen nicht relevant zu sein, da 

die insulinabhängige Rezeptorphosphorylierung nach erfolgter Resistenzinduktion 

nicht abnahm und eine Hemmung der PKC Isoformen sowie eine Überexpression 

der PKCzeta keinen Einfluss auf die Resistenzentwicklung hatten. 

Auch in der insulinvermittelten Tyrosinphosphorylierung des IRS-1 wurden keine 

Unterschiede zu der unbehandelten Kontrolle festgestellt. Die Bindung  der PI3-K 

Untereinheit p85α an den aktivierten Insulinrezeptor war geringfügig, aber signifikant 

um 10% erniedrigt. In der Phosphorylierung der PDK1 hingegen wurden keine Unter-

schiede gemessen. Somit trat die massive Insulinresistenz erst auf der Ebene der 

Akt in Erscheinung. Ein ähnliche Beobachtung wurde nach einer Vorbehandlung mit 

Glucose und Insulin in 3T3 Adipocyten beschrieben: trotz unveränderter IRS-1, PI3-K 

und Akt Proteinmengen und unveränderter insulinabhängiger PI3-Kinase Aktivierung 

wurde eine Abnahme der Akt Phosphorylierung gemessen (117;118). Andere 

Publikationen belegen jedoch eine Störung des PI3-Kinase/Akt Signalweges bei 

einer langanhaltenden Insulineinwirkung, bedingt durch eine Degradation (74;129) 

sowie mangelnde Phosphorylierbarkeit (135) des IRS-1. Da in dem untersuchten 

Zellmodell keine nennenswerte Beeinträchtigung der frühen Insulinsignalkaskade 

beobachtet werden konnte, scheint in diesem Fall ein anderer Mechanismus vorzu-

liegen. 
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Um zu prüfen, ob die auf der Akt-Ebene induzierte Insulinresistenz die in der Signal-

kaskade stromabwärts liegenden Prozesse beeinflusst, wurde die Signalweiterleitung 

zur Glycogensynthese untersucht. Ein signifikanter Rückgang der GSK3-Phosphory-

lierung um ca. 60% konnte im Resistenzmodell beobachtet werden. Übereinstim-

mend mit diesen Ergebnissen wurde eine Abnahme der insulinstimulierten Glyco-

gensynthase Aktivität nach Inkubation mit hohen Glucose- und Insulinkonzentratio-

nen im Skelettmuskel beschrieben (71).  

Die Signalweiterleitung in Richtung Glucoseaufnahme wurde anhand der Transloka-

tion des insulinabhängigen Glucosetransporters 4 (GLUT4) zur Plasmamembran 

bestimmt. Unter Resistenzbedingungen wurde eine signifikante Abnahme der insu-

linvermittelten GLUT Translokation gemessen. Literaturdaten belegen eine durch 

anhaltende Insulinstimulation verursachte Hemmung des Glucosetransportes auf-

grund einer Reduktion der Menge an Transportern (51). Da GLUT4 zur Messung der 

Translokation transient überexprimiert wurde, kann ein Mangel an GLUT4 im unter-

suchten Zellsystem ausgeschlossen werden.  

Eine Behandlung mit hohen Glucose- und Insulinmengen induziert über Nacht dem-

nach eine massive Insulinresistenz, welche sich erstmalig auf der Akt-Ebene mani-

festiert und die Signalweiterleitung in Richtung Glucoseaufnahme und Glycogen-

synthese nachhaltig stört. Eine Übersicht der Befunde ist in Abb. 53 dargestellt.  

In folgenden Experimenten wurde eine mögliche Beteiligung von Serinkinasen an der 

Resistenzentstehung untersucht. Die Serinkinasen IKK, JNK, mTOR und GSK3 

wurden während der Resistenzinduktion mit hochspezifischen Inhibitoren gehemmt. 

Diese Hemmung verringerte in keinem Fall das Ausmass an induzierbarer Insulinre-

sistenz. Desweiteren führte eine Inhibierung der PKC Isoformen α, β, γ, δ, ε, η und ζ 

mit Bisindolylmaleimid IX nicht zu einer Aufhebung der Insulinresistenz auf der Akt-

Ebene. Eine adenovirale Überexpression rekombinanter PKCζ hatte ebenfalls 

keinerlei Einfluss auf die Resistenzentstehung. Obwohl die genannten Kinasen in der 

Literatur wiederholt mit der Hemmung des Insulinsignals in Verbindung gebracht 

werden konnten (42;57;63;74;98;100;106;111;122;137;174), kann anhand dieser 
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Befunde ihre Beteiligung an der mittels Glucose und Insulin induzierten Insulinresis-

tenz ausgeschlossen werden. 

 

Abb. 53 Auswirkungen der Resistenzinduktion auf die Signalweiterleitung auf verschiedenen 
Ebenen der Insulinsignalkaskade 

 

Da die Signalhemmung auf der Ebene von Akt auftratt, lag die Vermutung nahe, 

dass es sich bei den beteiligten Faktoren um direkt mit Akt interagierende Proteine 

handelt. Zu solchen Akt-Bindungspartnern zählt das Hitzeschockprotein 90. In seiner 

Funktion als Chaperon (172;186) trägt Hsp90 zu einer Stabilisierung zahlreicher 

Proteine (131;191), darunter auch des Akt-Proteins (17) bei. Neuere Publikationen 
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liefern Hinweise dafür, dass das Hsp90 die Aktivität der gebundenen Proteine beein-

flusst (140). Als mögliche Mechanismen wurde eine veränderte Konformation der 

gebundenen Substrate sowie eine beschleunigte Dephosphorylierung der im Hsp90-

Komplex gebundenen Substrate vorgeschlagen (185;189;192). 

Eine kurzfristige selektive Inhibierung von Hsp90 mit dem Geldanamycin-Analogon 

17-AAG verminderte signifikant das Ausmass der induzierbaren Resistenz auf der 

Ebene der Serinphosphorylierung von Akt. Die insulinabhängige Threoninphosphory-

lierung von Akt konnte auf diese Weise sogar vollständig wiederhergestellt werden. 

Auf die Akt-Phosphorylierung der unbehandelten Kontrolle hatte eine Hemmung des 

Hsp90 dagegen nur einen vergleichsweise geringen insulin-sensitivierenden Einfluss. 

Um zu prüfen, ob diesem Effekt eine Modulation der Akt-Dephosphorylierung 

zugrunde liegt, wurde die Geschwindigkeit der Dephosphorylierung in der Resistenz-

situation und der unbehandelten Kontrolle, jeweils mit und ohne Zugabe von 17-AAG 

untersucht. In den Kontrollysaten wurde tatsächlich eine teilweise Hemmung der 

Dephosphorylierung durch 17-AAG beobachtet, was die leicht gesteigerte, insulinab-

hängige Akt-Phosphorylierung in nicht-resistenten Kontrollzellen nach einer Hsp90-

Inhibierung erklärt.  

Diese Beobachtung stimmt mit einer während dieser Arbeit erschienenen Publikation 

überein, in der ein ähnlicher Effekt für eine IGF-1 abhängige Akt-Phosphorylierung 

beschrieben wurde (140). In einer folgenden Arbeit wurde die Hsp90-vermittelte 

verstärkte Akt-Dephosphorylierung der Protein-Phosphatase 2A zugeschrieben 

(189). 

Die Dephosphorylierungsrate in resistenten Zellen wies trotz geringerer initialen Akt-

Phosphorylierung keine Unterschiede zu der unbehandelten Kontrolle auf. Interes-

santerweise war es in der Resistenzsituation im Gegensatz zu der Kontrollsituation 

nicht möglich, die Akt-Dephosphorylierung mittels Hsp90-Inhibierung zu hemmen. Es 

scheint also eine Veränderung der Hsp90 Funktion in Folge der Resistenzinduktion 

vorzuliegen. Möglicherweise wird im Fall der Insulinresistenz bereits die initiale 

Phosphorylierbarkeit der Akt durch eine Änderung innerhalb des Hsp90-Komplexes 

gestört. Da es in der Literatur auch Hinweise auf das Vorkommen von PDK1 im 
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Hsp90-Komplex gibt (55), wäre eine Hsp90-abhängige Verminderung der PDK1-Akt 

Interaktion vorstellbar. Da die zur Zeit erhältlichen Anti-Hsp90-Antikörper für eine Ko-

Präzipitation des nativen Hsp90 mit Bindungspartnern aus Muskelzell-Lysaten nicht 

geeignet sind, konnte die möglicherweise unter den jeweiligen Bedingungen variable 

Zusammensetzung der Hsp90-Komplexe in dieser Arbeit nicht überprüft werden. 

 

 

Abb. 54 Mögliche Mechanismen der Hsp90-Wirkung 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das Hsp90 ein bedeutender Modulator der 

Akt ist. Neben seiner positiven stabilisierenden Funktion beeinflusst das Hsp90 die 

Akt-Aktivität auf unterschiedlichen Wegen (Abb. 54). Dies geschieht einerseits über 

eine erhöhte Dephosphorylierung, wahrscheinlich mittels verstärkter Exposition von 

Akt gegenüber der PP2A. Auf der anderen Seite wurde im Resistenzmodell eine 

Änderung der durch 17-AAG inhibierbaren Hsp90-Funktion beobachtet. Da eine 

Hemmung von Hsp90 die Insulinresistenz auf der Akt-Ebene unabhängig von der 

Dephosphorylierung aufhebt, muss im Fall der Resistenz ein weiterer, noch unbe-

kannter Mechanismus der negativen Modulation von Akt durch das Hsp90 vorliegen. 

In diesem Punkt ist eine weitere Erforschung der beteiligten Mechanismen wün-

schenswert. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Eine inhibitorische Serinphosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrats zählt zu den 

möglichen Ursachen der Insulinresistenz. In der vorliegenden Arbeit wurde das Serin 

570 des IRS-1 in vitro als spezifische Phosphorylierungsstelle der PKCζ bestätigt. 

Desweiteren konnte erstmalig eine Phosphorylierung der PI3-Kinase bindenden Do-

mäne des IRS-1 durch die inflammatorische Kinase IKK in vitro belegt werden.  

Im Zellmodell konnte keine inhibitorische Auswirkung von aktivierten Serinkinasen 

IKK und JNK auf die Insulinsignaltransduktion in Myoblasten beobachtet werden. Es 

wurde keine detektierbare Phosphorylierung des endogenen IRS-1 an Serin 307 

festgestellt. Offenbar reicht eine erhöhte IKK- bzw. JNK-Aktivität als alleiniger Faktor 

nicht aus, um eine Insulinresistenz in den untersuchten Myoblasten zu verursachen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein zelluläres Resistenzmodell etabliert. Eine über-

Nacht Behandlung von Myoblasten mit hohen Glucose- und Insulinmengen hatte 

eine dramatische Insulinresistenz zu Folge. Die induzierte Signalhemmung trat auf 

der Ebene von Akt erstmalig in Erscheinung. Die folgende Signalweiterleitung in 

Richtung Glucoseaufnahme und Glycogensynthese war ebenfalls signifikant beein-

trächtigt. Durch Inhibitionsversuche und transiente Überexpression konnte belegt 

werden, dass die Serinkinasen IKK, JNK, GSK3, mTOR sowie PKC-Isoformen α, β, 

γ, δ, ε, η und ζ an der Entstehung der induzierten Insulinresistenz nicht beteiligt sind. 

Eine Hemmung des Akt-Chaperons Hsp90 mit einem Geldanamycin-Analogon führte 

zu einer deutlichen Abnahme der induzierbaren Resistenz. Das Hsp90 scheint die 

Aktivität der Akt in resistenten und nicht-resistenten Zellen auf unterschiedliche 

Weise zu modulieren. In unbehandelten Zellen konnte nach einer Inhibition von 

Hsp90 eine Abnahme der Akt Dephosphorylierung beobachtet werden. Im Resis-

tenzmodell hingegen bewirkte die Hemmung des Hsp90 einen von der Dephospho-

rylierungsrate unabhängigen Anstieg der insulinvermittelten Akt Phosphorylierung. 

Eine weitergehende Untersuchung der Wirkmechanismen von Hsp90 im Kontext der 

Insulinresistenz könnte neue Perspektiven für die Therapie von Diabetes mellitus er-

öffnen. 
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