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Zusammenfassung

Fragestellung und Ziele

Der kanonische Wnt-Signalweg spielt in der Regulation der Expression des
Proglucagon-Gens (Gcg) eine wichtige Rolle. Gecg kodiert in intestinalen endokrinen
L-Zellen fur das Inkretinhormon Glucagon-like peptide-1 (GLP-1). Dieses ist mit dem
anderen Inkretinhormon, Glucose-dependend insulinotropic polypeptide (GIP), bis zu
70% fur die Ausschittung von Insulin verantwortlich, was als ,Inkretin-Effekt"”
bezeichnet wird.

Bisher war jedoch nicht bekannt, inwieweit die Expression von endogenen Wnt
Signalmolekulen in L-Zellen durch pharmakologische und metabolische Stimuli
reguliert wird.

Deshalb wurde in dieser Arbeit die Hypothese untersucht, ob hohe
Glukosekonzentrationen und ausgewahlte Glukose senkende Substanzen einen
Effekt auf die Expression von Wnt Signalmolekllen in endokrinen intestinalen L-

Zellen haben.

Methodik

Hierzu wurden murine GLP-1 produzierende GLUTag Zellen, stellvertretend fur
humane §-Zellen, einerseits mit verschiedenen Glukosekonzentrationen (5.5 mM, 11
mM, 16.7 mM und 25 mM) und andererseits mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Glukose senkenden Substanzen (Exendin-4, Insulin, Metformin, Rosiglitazon
und Tolbutamid) 24 Stunden lang stimuliert. Die Quantifizierung der Expression von
Wnt Signalmolekulen wurde mittels quantitativer Real-Time Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Bezogen auf eine Konzentration von 5.5 mM Glukose fuhrte eine Stimulation mit
hoheren Glukosekonzentrationen in  murinen GLUTag Zellen zu einer
konzentrationsabhangigen Hemmung der Expression der Wnt Signalmolekuile, Wnt4
und TCF7L2. Nach 24 Stunden wurde die Wnt4 Expression bei einer Stimulation von
11, 16.7 und 25 mM Glukose um 21%, 55% und 61% gehemmt (bezogen auf 5 mM
Glukose).



Die Expression von TCF7L2 wurde nach 24 Stunden Stimulation mit
Glukosekonzentrationen von 11, 16.7 und 25 mM um 26%, 36% und 46% inhibiert
(bezogen auf 5 mM Glukose).

Es konnte kein regulatorischer Effekt auf die Expression von Wnt4 und TCF7L2 nach
der Behandlung mit den verschiedenen Glukose senkenden Substanzen gezeigt

werden.

Schlussfolgerung

Diese Daten zeigen, dass hohe Glukosekonzentrationen die endogene Wnt4 und
TCF7L2 mRNA-Expression in intestinalen endokrinen L-Zellen hemmen. Da Wnt
Signalmolekule Regulatoren der GLP-1 Expression sind, konnte dies einen
Mechanismus fur die verminderte GLP-1 Sekretion aus intestinalen L-Zellen bei

chronischer Hyperglykamie im Rahmen des Diabetes mellitus Typ 2 darstellen.
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1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus
1.1.1 Definition, Klassifikation und Epidemiologie

Der Diabetes mellitus wird definiert als eine Stérung des Stoffwechsels, dem eine
chronische Hyperglykamie als Leitbefund zugrunde liegt. Die Ursache liegt entweder
in einer gestorten Insulinsekretion oder einer gestorten Insulinwirkung. Beide
Storungen konnen ebenfalls zusammen vorliegen [1].

Der Diabetes mellitus verzeichnete in den letzten Jahrzehnten einen erheblichen
Anstieg der Inzidenz und Pravalenz. Laut der International Diabetes Federation (IDF)
lag die Pravalenz der Erkrankung im Jahre 2011 bei 366 Millionen. Eine Schatzung
besagt, dass 2030 die Pravalenz auf 552 Millionen steigen wird [2].

Die chronische  Hyperglykdmie fuhrt Gber die  Mikroangiopathie zu
Folgeerkrankungen, vorwiegend an Augen, Nieren und dem Nervensystem. Diese
kénnen in einer Erblindung oder Nierenversagen ihren Endpunkt haben. Uber die
Makroangiopathie kommt es vorwiegend zu Folgeerkrankungen an Herz, Gehirn und
peripheren Arterien. Die Inzidenz fur kardiovaskulare, periphere arterielle
Erkrankungen und Apoplex ist stark erhoht [1].

Aufgrund der epidemiologischen Entwicklung und der wirtschaftlichen Folgen ist der
Diabetes bereits jetzt eines der fuhrenden Gesundheitsprobleme der heutigen
Gesellschaft [3].

Bei der Einteilung des Diabetes werden verschiedene Typen unterschieden:

Der Diabetes mellitus Typ 1 zeichnet sich durch eine zellvermittelte autoimmune
Destruktion der f-Zellen des Pankreas aus. Hieraus resultiert ein absoluter
Insulinmangel. Symptome der Erstmanifestation dieser Erkrankung konnen eine
Bewusstseinseintribung oder ein Schwachegefuhl sein, die durch das Vorliegen
einer Ketoazidose zustande kommen. Zusatzliche Symptome wie eine Polyurie und
Polydipsie sind weitere klinische Merkmale. Das Vorkommen dieser ersten Form liegt
unter Diabetikern bei 5 — 10% [1].

Der Diabetes mellitus Typ 1 wird in der vorliegenden Arbeit nicht weiter behandelt.



Der Diabetes mellitus Typ 2 ist charakterisiert durch eine erworbene und/oder
vererbte Insulinsekretionsstorung und eine Insulinresistenz. Er tritt haufig bei
Adiposen im fortgeschrittenen Alter auf. Diese Form des Diabetes ist mit ca. 90%
aller Diabetiker die Haufigste [1].

Verschiedene Ursachen sind fur den Diabetes mellitus Typ 2 verantwortlich.

Zu erwahnen sind nicht-genetische Ursachen in Form eines
Bevdlkerungswachstums, einer zunehmenden Lebenserwartung und einer frihzeitig
diagnostizierten Erkrankung im Rahmen der optimierten medizinischen Versorgung
[4]. Umwelteinfliisse und Anderungen des Lebensstils wie kdrperliche Inaktivitat und
der daraus resultierenden Adipositas sind weitere Faktoren [5]. 60% aller
Diabetesfalle konnen mit einer Gewichtszunahme in Verbindung gebracht werden
[6].

Bei genetischen Veranderungen konnen die Beeintrachtigungen auf vielen
verschiedenen Genen verteilt sein. Zum einen gibt es Gene fur die Insulinsekretion
und zum anderen Gene fur die Insulinsensitivitat [1]. Der Einfluss genetischer
Faktoren fur die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 wurde in Zwillingsstudien
untersucht. Hier wurde bei monozygoten Zwillingen eine Konkordanz fur einen
Diabetes mellitus Typ 2 von 41 — 55%, bei Dizygoten von 10 — 15% nachgewiesen
[7].

Mittlerweile sind viele Genloci bekannt, die mit der Entwicklung eines Diabetes
mellitus Typ 2 in Verbindung stehen. Den haufigsten Beitrag zur Ausbildung eines
Diabetes mellitus Typ 2 liefert der bekannteste Genlocus — das TCF7L2. Dieser
kodiert fur einen Wnt-regulierten Transkriptionsfaktor, der die p-Zell-Entwicklung und
—Funktion beeinflusst. Personen mit diesem veranderten Transkriptionsfaktor haben
ein um 40% hoheres Risiko, einen Diabetes mellitus Typ 2 zu entwickeln [4]. In
friheren Studien wurden verschiedene Polymorphismen im TCF7L2-Gen
nachgewiesen. Diese befinden sich als Single-nucleotide polymorphism’s (SNP’s) in
den Introns 3 und 4 der fur TCF7L2 kodierenden Region [8-10]. Der genaue Einfluss
der SNP’s auf die Ausbildung eines Diabetes mellitus Typ 2 ist bisher nicht bekannt
[11]. Die beschriecbenen SNP’s in TCF7L2 sind jedoch mit einer gestorten
Insulinsekretion assoziiert [12].

Auf die Ursache anderer Diabetesformen, wie z.B. genetische Defekte der f3-

Zellfunktion oder Erkrankungen des exokrinen Pankreas bei Typ | Diabetes sowie auf
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den Gestationsdiabetes, soll hier nicht eingegangen werden.

1.1.2 Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2

Dem Diabetes mellitus Typ 2 liegen zwei pathophysiologische Ursachen zu Grunde.
Einerseits besteht in der Regel eine Insulinresistenz, wobei die Zellen des Korpers
nicht mehr adaquat auf das Hormon Insulin reagieren. Andererseits kommt es zu
Storungen bei der Insulinausschuttung der p-Zellen [1]. Diese sogenannte R-Zell-
Dysfunktion bezeichnet eine inadaquate Insulinausschuttung mit unzureichender
Senkung postprandial erhdhter Blutglukosespiegel.

Sowohl die Insulinresistenz, als auch die -Zell-Dysfunktion, fuhren zu einem Verlust
der Insulinwirkung.

Die zunachst erhohte korpereigene Insulinproduktion kann die herabgesetzte
Insulinsensitivitat nur begrenzt kompensieren. Langfristig kommt es aufgrund der
progredienten Insulinresistenz sowie der abnehmenden Sekretionsleistung der 13-
Zellen zu einem Ungleichgewicht der Glukosehomoostase. Es wird angenommen,
dass eine Dysfunktion der Insulinzielzellen fur die zunehmende Resistenz, ein
Verlust der p-Zell-Masse und —Funktion sowie eine erhdhte Apoptoserate der f3-
Zellen fur die herabgesetzte Sekretionsleistung ursachlich sind [3].

Initial kommt es zur Ausbildung eines ,Pra-Diabetes’. Entweder in Form einer
Impaired glucose tolerance (IGT) oder in Form einer Impaired fasting glucose (IFG).
Ein IGT zeichnet sich durch einen 2h-Plasmaglukose-Wert von 140 — 199 mg/dl, die
IFG durch einen Nuchtern-Blutzucker-Wert von 100 — 125 mg/dl aus [13].

Bei zunehmender Dauer des Diabetes mellitus Typ 2 kommt es nach mehreren
Jahren  der Insulinmehrproduktion  haufig zu einer  unzureichenden

Insulinausschuttung, wodurch langfristig exogene Insulingaben indiziert sein kdnnen

13].
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Abbildung 1: Zusammenfassung der Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2

1.1.3 Glukose senkende Substanzen

Indikation zur Therapie eines Diabetes mellitus sind ein zu hoher Blutglukose- und
ein zu hoher HbAc-Wert. Darunter ist ein Nuchternglukose-Wert von =126 mg/dl
(=7.0 mmol/l) oder ein 2h-Plasmaglukosewert von =200 mg/dl (=11.1 mmol/l) nach
Durchfuhrung eines oralen Glukosetoleranztestes (0GTT), sowie ein HbAc-Wert von
=26.5% zu verstehen, welche die Kriterien fur das Vorliegen eines Diabetes mellitus
darstellen.

Erst nach Ausschopfen konservativer Mallnahmen wie einer kalorien- und
fettreduzierten Ernahrung, wird eine medikamentose Behandlung des Diabetes
mellitus begonnen. Diese medikamentose Behandlung wird entweder als Mono- oder
Kombinationstherapie angewandt.



Ziel der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 ist das Vermeiden von
Akutkomplikationen wie das Entstehen eines hypoglykamischen oder eines
hyperglykamischen Komas und von bereits erwahnten Folgeerkrankungen.

Die Therapieziele sind zum Beispiel das Erreichen von individuell festgelegten
HbA1c-Zielkorridoren, die optimale Einstellung von Cholesterin- und Triglyzeridwerten

und der Prophylaxe oder Therapie einer arteriellen Hypertonie [3, 14].

Die Abbildung 2 verdeutlicht die Individualisierung der Therapieziele. Sie sind
abhangig von dem Lebensalter, der Lebenserwartung, Komorbiditat und den

Arzneimittelnebenwirkungen jedes einzelnen Individuums [3].

Bei KUV fir Metformin Auswahl eines anderen oralen Antidiabetikums:
Sulfonylhamstoffe/Glinide, DPP-IV-Inhibitor, GLP-1-Anafogon
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Abbildung 2: Medikamentése Stufentherapie des Diabetes mellitus Typ 2 nach der European
Association for the Study of Diabetes (EASD) [3, 14].



1.1.3.1 Biguanide — Metformin

Metformin ist seit 1950 auf dem Markt eingefuhrt. Es ist das Medikament der ersten
Wahl zur Behandlung eines Diabetes mellitus Typ 2. Es verbessert die
Insulinwirkung ohne den Insulinspiegel zu erhohen. Metformin entfaltet seine
Wirkung in der Leber und in der Muskulatur. Es reduziert die Anzahl von freien
Fettsduren, vermindert die Lipidoxidationsrate [15] und die hepatische
Glukoseproduktion [16].

Metformin besitzt multiple Wirkmechanismen. Beispielsweise vermittelt es seine
Wirkung Uber den Weg der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) [17] oder fuhrt zu
einer Signalweiterleitung Uber den Peroxisome-Proliferator-Activated Receptor o
(PPAR-a) [18].

Metformin ist bei allen mit Diabetes mellitus Typ 2 Erkrankten das Mittel der Wahl,
soweit keine Kontraindikationen sowie Unvertraglichkeiten gegen das Medikament
vorliegen [3].

Laut der United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) liegen die Vorteile
bei Metformin in der langen Erfahrung, in einer geringen Hypoglykamiegefahr, in
einer fehlenden Gewichtszunahme, sowie einer Verminderung von kardiovaskularen
Ereignissen [3].

Von Interesse fur die vorliegende Arbeit ist eine durch Metformin vermittelte
vermehrte GLP-1 Sekretion. Jedoch ist der Mechanismus der erhohten GLP-1-

Sekretion unter Metformin weiterhin unklar [19, 20].

1.1.3.2 Sulfonylharnstoffe — Tolbutamid

Sulfonylharnstoffe werden seit den funfziger Jahren des 20. Jahrhunderts
angewendet. Zu ihnen gehoren Substanzen wie Tolbutamid, Glibenclamid und
Glimepirid.

Sulfonylharnstoffe binden an Sulfonylharnstoff-Rezeptoren, die eine Untereinheit
ATP-sensitiver Kalium-Kanale der $-Zelle darstellen. Nach Bindung hemmen sie den

ATP-abhangigen Kalium-Kanal. Es kommt so zur Umkehr des Membranpotentials.



Dadurch stromen Calcium-lonen in die p-Zelle, die eine Ausschuttung von
Insulingranula bewirken [21].

Dieser Vorgang wird als p-zytotroper Effekt bezeichnet. Er tritt dosisabhangig, jedoch
unabhangig von Hyper-, Normo- oder Hypoglykamie auf [14].

Ein Nachteil der Sulfonylharnstoffe besteht in einem haufigeren Auftreten von
Hypoglykamien und in einer Zunahme des Korpergewichts [3].

1.1.3.3 Thiazolidindione — Rosiglitazon

Thiazolidindione sind selektive Agonisten des Peroxisome-Proliferator-Activated
Receptor y Rezeptor (PPAR-y). Diese Rezeptoren sind intrazellular in verschiedenen
Zelltypen aufzufinden. In Adipozyten sind sie in einer hohen Dichte vorhanden.
Zudem sind sie in Muskel-, Leber- und p-Zellen nachweisbar. Thiazolidindione
verbessern die Insulinsensitivitat.

Trotz der positiven Stoffwechseleigenschaften sind Thiazolidindione inzwischen
aufgrund der Risikozunahme von kardiovaskularen Ereignissen nicht mehr

zugelassen [22].

1.1.34 Insulin

Mit Insulin werden Patienten therapiert, die keine ausreichende endogene
Insulinproduktion mehr besitzen oder bei denen das Therapieziel mit oralen Glukose
senkenden Substanzen nicht erreicht werden kann [14].

Insulin fuhrt Uber eine Bindung am Insulinrezeptor (IR) zur Aktivierung verschiedener
intrazellularer Signalwege [23].

Es gibt mindestens drei verschiedene Signalwege. Beim ersten Signalweg wird die
Wirkung Uber den Phosphatidylinositol-3-Kinase/Protein Kinase B-Signalweg (PI-3-
K/PKB) vermittelt. Dieser ermdglicht die postprandiale Glukoseaufnahme in die
peripheren Zellen. Zusatzlich hemmt er die hepatische Glukoneogenese, die die
basale Hyperglykamie bei Typ 2 Diabetikern unterhalt [24].



Der zweite Signalweg, der MAP-Kinase-Signalweg (Mitogen-Activated Protein)
reguliert unter anderem Zellwachstum und —differenzierung.

Der dritte Signalweg, der Cbl/CAP-Signalweg fuhrt auch zu einer Translokation von
Glukosetransportern (GLUT) in die Zellmembran [23].

Anhand der 10-Jahres Follow-Up-Studie der UKPD-Studie von Holman et al. konnte
gezeigt werden, dass Insulin einen positiven Effekt auf mikro- und makrovaskulare
Ereignisse im Rahmen eines Diabetes mellitus Typ 2 hat [25].

Mit Bezug auf die Thematik der vorliegenden Arbeit ist es erwahnenswert, dass
Insulin die Gcg mRNA-Expression in zwei unterschiedlichen Gcg-produzierenden
Zelllinien sowie in primaren FRIC-Zellen (fotale Rattendarmzelle) stimuliert. Yi et al.
konnten nach Stimulation mit Insulin in diesen Zellen eine Akkumulation von -
Catenin im Nukleus und eine dadurch folgende Aktivierung der Gecg mMRNA-
Expression nach Binden des p-Catenin/TCF4-Komplexes an den Enhancer G2
nachweisen. Somit kam es zum Anstieg des GLP-1 Spiegels. Dieser Effekt kam

durch eine Phosphorylierung der GSK-3p zustande (s.u.) [26].

1.2 Inkretine

1.2.1 Definition

Inkretine (intestinal secretion of insulin = incretin) sind Peptidhormone, die nach
oraler Nahrungsaufnahme von intestinalen endokrinen Zellen ausgeschuttet werden,
um zur Glukosehomoostase beizutragen.

Bei adaquater Aufnahme von Glukose wird bei stoffwechselgesunden Personen
nach oral versus intravends (i.v.) aufgenommener Glukose ein hoherer Insulinspiegel
nach oraler Aufnahme gemessen. Diese zusatzlich intestinal gesteuerte
Insulinsekretion wird als ,Inkretin-Effekt” bezeichnet (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Der Inkretin-Effekt, A) zeigt die zeitliche Entwicklung der Plasmaglukose nach
Aufnahme von 50g Glukose oral oder i.v., B) zeigt die unterschiedliche zeitliche Entwicklung des
Plasmainsulins in Beziehung zur in Abbildung A) gezeigten Glukoseaufnahme. Abbildung adaptiert an
Nauck et al. [27].

Dieser Effekt fuhrt zur Ausschuttung von bis zu 70% des gesamten freigesetzten
Insulins nach oraler Glukoseaufnahme [28].



1.2.2 Geschichte

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde unter dem Einfluss von lwan P. Pawlow
angenommen, dass alle physiologischen Korperfunktionen nerval gesteuert werden.
Diese Hypothese widerlegten William M. Bayliss und Ernest H. Starling im Jahre
1902, da sie in der intestinalen Mukosa einen Faktor fanden, der Uber den Blutstrom
die exokrine Sekretion des Pankreas stimulierte. Sie nannten diesen Faktor Sekretin
[29]. Aufgrund des Effektes von Sekretin auf den exokrinen Pankreas fuhrte Starling
den Begriff Hormon ein. Dieser definiert sich als ein chemischer Faktor, der die
Funktion anderer Organe Uber den Blutweg beeinflusst [30].
La Barre fuhrte 1932 den Begriff Inkretin ein. Damit beschrieb er eine Substanz, die
er aus der Mukosa des oberen Darmes extrahiert hatte. Diese reduzierte
Blutglukosespiegel ohne die exokrine Sekretion des Pankreas zu beeinflussen [31].
Erst 30 Jahre spater wurde die Erforschung des Inkretins wieder aufgenommen,
nachdem optimierte Untersuchungsverfahren wie Reinigungs- und
Sequenzierungsmethoden und sensitive Radioimmunoassays zur Verfugung
standen. Oral aufgenommene Glukose induziert eine signifikant hohere
Insulinantwort im Gegensatz zu intravenos verabreichter Glukose. Sogar im Falle
erhohter Blutglukosespiegel bei intravendser Gabe bestatigten sich diese Ergebnisse
[32, 33].
1967 schatzten Perley und Kipnis, dass etwa 50% vom sezernierten Insulin durch
jene gastrointestinale Faktoren freigesetzt wurden [34]. Dieses Phanomen wurde in
den folgenden Jahren als ,Entero-insulinare Achse“ bezeichnet. Ein regulatorisches
System in welchem die Sekretion von pankreatischen insulinaren Hormonen unter
dem partiellen Einfluss von Faktoren/Hormonen des Gastrointestinaltrakt steht [35].
Daraufhin wurden alle bis dahin bekannten gastrointestinalen Hormone als
potentielle Inkretin-Kandidaten alleine oder in Kombination untersucht. Doch keines
erfullte die folgenden Kriterien eines Inkretins [36, 37]:
. Die Inkretinhormone mussen von endokrinen intestinalen Zellen nach oraler
Applikation von Nahrung, vor allem in Form von Glukose, sezerniert werden
. Die freigesetzten Inkretinhormone mussen mit ihrer Konzentration, die sie
nach der Nahrungsaufnahme erreichen, die Sekretion von adaquaten
Insulinmengen gewabhrleisten konnen

. Das Inkretinhormon setzt Insulin nur bei erhdhten Blutglukosespiegeln frei
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(Glukoseabhangigkeit)
Das erste Inkretinhormon, welches entdeckt wurde, entstammte dem Dinndarm des
Schweins. Aufgrund seiner Magensaure-hemmenden Eigenschaft wurde es initial
gastric inhibitory polypeptide (GIP) genannt [38].
In folgenden Studien wurde jedoch ersichtlich, dass GIP in physiologischen Dosen
als Inkretin fungierte, da es die Insulinsekretion stimulierte. Die Magensaure-
hemmende Wirkung wurde nur bei pharmakologischen Dosen ersichtlich. Daher
wurde das Akronym GIP in glucose-dependent insulinotropic polypeptide umbenannt
[39]. GIP stammt aus den K-Zellen des Intestinums und wird vor allem nach
Aufnahme von Glukose oder Fett ausgeschuttet und potenziert die Glukose-
stimulierte Insulinsekretion.
Lauritsen et al. fanden 1980 heraus, dass GIP nicht alleine flr den Inkretin-Effekt
verantwortlich war. Selbst bei Nagetieren mit einer Immunneutralisierung der
endogenen GIP Aktivitat war der Inkretin-Effekt nicht erloschen. Selbst Menschen
nach lleoektomie besitzen eine verminderte Inkretinaktivitat bei intakten Plasma GIP
Spiegeln [40].
Ende 1970 machte die rekombinante DNA Technologie solche Fortschritte, dass das
fehlende Inkretin identifiziert wurde. 1983 fanden Bell et al., dass das Proglucagon-
Gen der Genlocus fur das noch fehlende Inkretin war [41].
Der Entdeckung des zweiten Inkretinhormon, Glukagon-like peptide-1 (GLP-1), folgte
die Klonierung und Sequenzierung von Sauger-Proglucagon-Genen und
komplementaren DNA'’s. Zusatzlich zum bereits bekannten Glukagon kodierte das
Proglucagon-Gen fur zwei weitere Peptide, die nahezu 50% homolog zum Glukagon
waren. Daher stammt der Name Glucagon-like peptide-1 und Glucagon-like peptide-
2 (GLP-2). Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu Glukagon wurden beide neuen
Hormone auf einen insulinotropen Effekt untersucht. Nur GLP-1 war dazu fahig, die

Insulinsekretion des Pankreas zu stimulieren [28].
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1.2.3 Inkretin-Hormone

1.2.3.1 GIP

Das menschliche GIP-Gen besteht aus 10 kb, die auf dem langen Arm des
Chromosom 17 lokalisiert sind. Diese 10 kb bestehen aus 6 Exons und 5 Introns [42].
Die reife und bioaktive Form von GIP (1-42) ist eine 42-Aminosaure-Sequenz [43].
GIP (1-42) wird in den intestinalen K-Zellen synthetisiert und von diesen auch
sezerniert [44]. Die Mehrheit der intestinalen K-Zellen ist im Duodenum und im
proximalen Jejunum lokalisiert [45].

Die Sekretion von GIP (1-42) wird durch die Aufnahme von Glukose und Fetten
stimuliert. Erste nachweisbare postprandiale Spiegel sind nach 10 — 20 min zu
erkennen [46].

GIP (1-42) wird im Plasma enzymatisch inaktiviert. Die Halbwertszeit betragt bei
gesunden und an Diabetes erkrankten Personen nur 5 — 7 min [47].

GIP kann Uber seinen Rezeptor in Geweben wie dem zentralen Nervensystem, dem
Fettgewebe, dem Knochen und naturlich den p-Zellen des Pankreas seine Wirkung
vermitteln [28].

Der Effekt von GIP der glukose-induzierten Insulinfreisetzung machte es zu einem
Kandidaten fur die Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2. Jedoch ist die
insulinotrope Wirkung von GIP bei Diabetikern nahezu verloren, obwohl GIP normal
oder vermehrt ausgeschuttet wird. Der Grund kdnnte eine verminderte GIP Rezeptor
Dichte oder eine verminderte Sensitivitat von p-Zellen auf GIP sein [48].

1.23.2 GLP-1

Das Inkretinhormon GLP-1 wird auf dem Proglukagon-Gen (Gcg) kodiert. Dieses
Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 2 lokalisiert. Es beinhaltet 6 Exons und
5 Introns, wobei sich die Sequenz von GLP-1 auf dem Exon 4 konzentriert [49].

Das Gcg wird in den a-Zellen des endokrinen Pankreas, welches dort fur Glukagon
kodiert, und in Nervenzellen des kaudalen Hirnstammes und des Hypothalamus
exprimiert. Wichtigster Bildungsort von GLP-1 sind die intestinalen endokrinen L-
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Zellen, welche im distalen Jejunum, im lleum und im Colon lokalisiert sind. Diese
Zellen stehen im direkten Kontakt mit dem intestinalen Lumen.

Alle der genannten Gewebe besitzen die gleiche mRNA. AnschlieRend wird es in
jedem einzelnen Gewebe in eine Vorstufe, das Preproglukagon, synthetisiert.
Danach findet ein gewebsspezifisches ,posttranslationales Processing“ statt [50].
Verschiedene Formen des GLP-1 werden sezerniert. Dazu gehoren die
wahrscheinlich in vivo inaktiven GLP-1 (1-37) und GLP-1 (1-36) und die 2 biologisch
aktiven und gleichwertigen Formen des GLP-1. Zum einen das GLP-1 (7-36),
welches die Hauptform beim Menschen darstellt, und zum anderen das mit Glycin
verlangerte GLP-1 (7-37). Die biologisch aktiven Formen werden durch die PC 1/3
aus den inaktiven Stufen gebildet [51, 52].

Ebenso wie bei GIP ist bei GLP-1 die Nahrungsaufnahme, vor allem von Glukose
und Fetten, der Stimulus zur Freisetzung [53]. Diese erscheint nach oraler
Nahrungsaufnahme in einem zweiphasigen Muster. Es gibt eine fruhe Phase (nach
10-15 min) und eine spate Phase (nach 30-60 min) der Sekretion von GLP-1 [54].
Aufgrund der distalen Dunndarmlokalisation von L-Zellen, kann die erste Phase
unmaoglich durch den direkten Kontakt der L-Zellen mit den Nahrstoffen vermittelt
werden. Diese wird durch das autonome Nervensystem, den Neurotransmittern
gastric-releasing polypeptide (GRP) und Acetylcholin sowie durch GIP nach oraler
Nahrstoffaufnahme vermittelt [55, 56].

Der Spiegel von aktivem GLP-1 bei Nuchtern-Blutzucker liegt normalerweise
zwischen 5 und 10 pmol/L. Dieser steigt um das zwei- bis dreifache nach
Nahrungsaufnahme an [46]. Der Hochstwert des Plasmaspiegels von GLP-1 ist
abhangig von der Zusammensetzung der Nahrung und der GroRe der Mahlzeit [57].
Die Halbwertszeit des GLP-1 betragt bei Gesunden und Diabetikern weniger als 2
min. Es kommt zu einem raschen Abbau durch die Dipeptidyl-Peptidase-IV (DPP-1V)
an Position 2 des Aminoendes. Es entstehen die Metabolite GLP-1 (9-37), GLP-1 (9-
36) oder GLP-1 (28-38) [58].

Die Halbwertszeit der GLP-1 Abbauprodukte ist nahezu 5 min, da diese Uber die
Nieren ausgeschieden werden. Bei Personen mit einer Niereninsuffizienz ist die
Ausscheidung der Metabolite entsprechend verzogert [59].

Die Wirkung von GLP-1 wird uber den GLP-1 Rezeptor (GLP-1R) vermittelt. Dieser
befindet sich in vielen Geweben wie in a-, -, 6-Zellen des Pankreas, Herz, Niere,
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Magen und Darm und weitere. Er gehort wie der GIP-Rezeptor zur Familie der G-
Protein-gekoppelten sieben-transmembrandomanen-Rezeptoren [60].

Die Wirkungen von GLP-1 konzentrieren sich hauptsachlich auf das Pankreas. Dort
fuhrt es zu einer Starkung der Glukose-induzierten Insulinsekretion sowie zu einer
vermehrten Gen-Expression von Insulin [61]. Es verhindert in vitro die p-Zell-
Apoptose und vermittelt eine p-Zell-Neogenese [62]. Des Weiteren verzogert GLP-1
die Magenentleerung, fordert das Sattigungsgefuhl und erleichtert den meist
adiposen Diabetikern die Gewichtsabnahme [28].

Unbekannt und daher wichtig fur die Thematik der vorliegenden Arbeit ist wie die

Bildung von GLP-1 pharmakologisch reguliert werden kann.

1.2.4 GLP-1 basierte Therapien

Bei Personen mit einer Glukosetoleranzstorung oder einem Diabetes mellitus Typ 2
ist der durch Nahrungsaufnahme stimulierte GLP-1 Spiegel signifikant herabgesetzt
[57]. Dies ist ein Grund fur das grof3e Interesse an GLP-1 bei der Therapie des
Diabetes mellitus Typ 2.
Wie bereits erwahnt, fuhrt GLP-1 und somit eine GLP-1 basierte Therapie zu einer
Erhohung der glukoseabhangigen Insulinsekretion, bewahrt p-Zellen in vitro vor
deren Apoptose, erhoht die Zelldifferenzierung dieser [63] und fuhrt zusatzlich zu
einer Gewichtsreduktion.
Bei pharmakologischer Anwendung fuhrt die GLP-1 basierte Therapie zu einer
Verbesserung der p-Zell-Funktion, Hemmung der Glukagonfreisetzung, Verzégerung
der Magenpassage, Appetithemmung, Korpergewichtsreduzierung und Reduktion
der freien Fettsauren im Serum [64].
Aufgrund des schnellen endogenen Abbaus von GLP-1 durch DPP-IV musste die
GLP-1 basierte Therapie kontinuierlich i.v. oder subcutan (s.c.) gegeben werden.
Dieses Vorgehen ware fur eine chronische Therapie jedoch nicht praktikabel. Daher
wurden die Therapieoptionen wie ein DPP-IV-Inhibitor sowie GLP-1 Analoga wie das
Exenatid und Liraglutid entwickelt. Diese sind resistent gegen den Abbau der
physiologischen DPP-IV [65].
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DPP-IV-Inhibitoren fuhren durch die Hemmung der DPP-IV zu einem verlangerten
Effekt von GLP-1. Die Wirkung ist abhangig vom Vorkommen des endogen
produzierten GLP-1. Sie kdonnen zu einer Verdopplung der GLP-1-Konzentration
fuhren [66].

DPP-IV-Inhibitoren senken den HbAc-Wert signifikant um ca. 0,5 — 1% (abhangig
vom Ausgangs -HbAc-Wert) und sind gewichtsneutral [67].

Es gibt zwei strukturell gleiche GLP-1-Analoga. Das natirlich vorkommende
Exendin-4 und dazu synthetisch hergestellte Pendant Exenatid. Exendin-4 ist ein 39
Aminosaure langes Protein, welches aus dem Speichel der Gila-Krustenechse
(Heloderma suspectum) gewonnen wurde [68].

GLP-1-Analoga fuhren zu einem signifikanten Abfall des HbAic-Wertes. Exenatid
senkt die HbA1c-Werte abhangig vom Ausgangsniveau um 0,8 bis 1,1%. AuRerdem
erreichen sie eine signifikante Reduktion des Korpergewichts [69-71]. Aus diesen

Grunden sind sie interessant fur die Therapie des Diabetes mellitus.

1.3 Wnt-Signalweg

1.3.1 Geschichte

Die Geschichte der Wnt-Forschung hat zu Beginn der 80-er Jahre ihren Ursprung.
Die Bezeichnung Wnt wird aus den Begriffen Int-1 und Wg (wingless) gebildet. Int-1,
mittlerweile Wnt-1, wurde als ein Gen entdeckt, welches bei der Integration durch
mouse mammary tumor virus (MMTV) provirale DNA in viral induzierten
Brusttumoren aktiviert wird und diese induziert [72]. Das Wg-Gen wurde im Rahmen
der Experimente von Drosophila melanogaster entdeckt. Dieses kontrolliert die
Segmentpolaritat wahrend des Larvalstadiums der Fliege [73]. 1987 wurde die
Homologie zwischen Wg und Wnt-1 entdeckt [74].

Der Wnt-Signalweg wurde aus Vielzellern (Metazoa) als Signalweg konserviert. Er
galt als Mittel der Verstandigung unter Vielzellern und als Prozess fur die

Zelldifferenzierung, -proliferation, -Uberleben und Apoptose [75].
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1.3.2 Whnt-Signalweg im Uberblick

Im kanonischen Wnt-Signalweg sind vom Liganden bis zum Zielgen mehrere
Strukturen an bzw. in die Zelle eingegliedert. Beteiligt sind die extrazellularen
Rezeptorliganden (Wnt), zellmembranstandige Rezeptoren mit eingeschlossen der
Corezeptoren und intrazellulare Komponenten, wie $-Catenin als wichtigen Regulator
fur die Transkription [76].

Wnt-Proteine sind sezernierte Glykoproteinliganden. Sie beinhalten ca. 300
Aminosauren (AS), die mit 21 bis 23 Cysteinresten in einem bestimmten Muster
versehen sind. Sie werden modifiziert, indem an einen Cysteinrest eine
Palmitinsaurekette konjugiert wird [77]. Die Palmitinsaurekette macht das Wnt-
Protein zu einem hydrophoben Glykoprotein. Diese Eigenschaft ermdglicht eine
effiziente Signaltransduktion und ist wichtig fur die Freisetzung von Wnt [78].

In den meisten Saugergenomen, damit eingeschlossen das humane Genom, sind 19
verschiedene Wnt-Proteine bekannt. Diese gliedern sich in zwolf Subfamilien [76].
Diese verschiedenen Wnt-Proteine besitzen unterschiedliche Aktivitaten an Liganden
und Signalwege. Sie lassen sich jedoch grob in Gruppen einteilen. Eine Gruppe, die
beispielsweise Wnt1 und Wnt3a beinhaltet, fuhrte in Experimenten zur
Transformation von C57MG-Zellen, einer murinen Brustepithel-Zelllinie [79]. Die
andere Gruppe, mit zum Beispiel Wnt4 und Wnt5a, zeigte diesen Effekt nicht [80].
Die erstere Gruppe fuhrte zu einem Anstieg des p-Catenins im Zytoplasma der Zelle,
wohingegen die zweite Wnt-Gruppe p-Catenin unabhangig zu sein scheint.

Auf diese Einteilung geht die Unterteilung der Wnt-Signalwege in den kanonischen
und den nicht-kanonischen Signalweg zurtck [81]. Der kanonische Signalweg fuhrt
uber seine Liganden zu einer Anreicherung des -Catenins und somit zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors -Catenin/TCF. Der nicht-kanonische Wnt-Signalweg ist -
Catenin unabhangig und aktiviert Rho-GTPasen, c-Jun N-terminale Kinasen und
andere Signalkaskaden [82].

Whnt-Proteine interagieren mit einem heterodimeren Rezeptorenkomplex, der aus
Frizzled (Fz) und low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 (LRP) besteht
[76].

Es sind 10 verschiedene Fz-Rezeptoren vorhanden. Alle besitzen eine sieben-

transmembranose Domane und eine grol3e extrazellulare N-terminale Cystein-reiche
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Domane (CRD) [83]. Diese extrazellulare Domane ist ideal zur Bindung von Wnt-
Proteinen [84].
Der Corezeptor LRP 5/6 besteht aus einer extrazellularen, transmembrandsen und

intrazellularen Domane. Diese sind fur die Signaltransduktion unabdingbar [85].

1.3.3 Der kanonische Wnt-Signalweg

Der entscheidende Moment im kanonischen Wnt-Signalweg ist die Akkumulation von
B-Catenin im Zytoplasma/Nukleus der Zelle. Ein Destruktionskomplex bestehend aus
dem Tumor Supressor Adenomatous Polyposis Coli (APC), Axin, der Serin-Threonin-
Kinase Glykogen-Synthase-Kinase-3f (GSK-3p) und Casein Kinase-1a (CK-1a) [86],
halt die Konzentration von g-Catenin unter Abwesenheit von Wnt gering. Dieser
Komplex erreicht eine niedrige p-Catenin Konzentration, indem er p-Catenin
phosphoryliert. Dies ist fur die Proteasomen der Zelle ein Signal p-Catenin zu
degradieren [87]. Dieser Vorgang wird in Abbildung 4A dargestellt.

In Anwesenheit von Wnt werden Fz und LRP 5/6 aktiviert. Anschliellend wird das
Signal Uber den Rezeptor an Dishevelled (Dvl) weitergeleitet. Folglich wird der
Destruktionskomplex um GSK-3f inhibiert und somit liegt p-Catenin im nicht
phosphorylierten Zustand vor. Durch den nicht stattfindenden Abbau kommt es zur
Akkumulation [88] und zur Translokation von p-Catenin in den Nukleus. Durch
Binden an Transkriptionsfaktoren der Familie der T-zell spezifischen
Transkriptionsfaktoren/Lymphoid enhancer-binding factor (TCF/LEF) reguliert -
Catenin die Expression der Zielgene [89]. Es entsteht p-Catenin/TCF. Diesen
Vorgang stellt Abbildung 4B dar.
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Abbildung 4 zeigt den kanonischen Wnt-Signalweg. A) Ohne Bindung eines Wnt-Liganden. §-
Catenin liegt im phosphorylierten Zustand vor und wird abgebaut. B) Vorliegen einer Bindung eines
Whnt-Liganden. p-Catenin liegt nicht phosphoryliert vor und bildet einen Komplex mit TCF/LEF. Somit

kommt es zur vermehrten Wnt-Zielgenexpression. Abbildung adaptiert an Schinner et al. [90].
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In Saugern sind vier verschiedene TCF bekannt. TCF-7, LEF-1, TCF7L1 (TCF-3) und
TCF7L2 (TCF-4). In intestinalen Zellen ist TCF7L2 der Hauptpartner von g-Catenin
[91].

In Abwesenheit von f-Catenin bindet TCF an die spezifische Sequenz
CTTTG(A/T)(A/T) am Wnt-Zielgen-Promotor und inhibiert dort die Expression. Bei
Aktivierung des Wnt-Signalweges, resultiert eine hohe Konzentration von (-Catenin
im Nukleus. TCF wird durch Bindung mit p-Catenin in einen Transkriptionsfaktor
verwandelt, der an das G2 enhancer element bindet. So geht der inhibierende Effekt
verloren und die Zielgene werden vermehrt abgelesen durch Rekrutierung von Co-
Aktivatoren bzw. Co-Repressoren [26].

1.3.4 Der Wnt-Signalweg und die intestinalen endokrinen L-Zellen

Aktuell steht der Wnt-Signalweg im besonderen Interesse der Diabetesforschung.
Eine in vitro Studie von Ni et al. verdeutlicht wie wichtig Wnt-Molekule fur die Gcg
Expression, also das GLP-1, sind.

Lithium, ein Inhibitor von GSK-3p, fuhrt Uber die Hemmung der GSK-3 zum
intrazellularen Anstieg von B-Catenin und dies zur Stimulation der Geg-Transkription
in intestinalen endokrinen Zellen. In weiteren Versuchen flhrte eine Zugabe von -
Catenin zur Stimulation der Transkription des Gcg vermutlich vermittelt durch den
Promotor G2 [92]. Zur Bestatigung sind weitere Studien notwendig.

2004 entdeckten Kanazawa et al. eine Verbindung zwischen einem Wnt-
Signalmolekul und der Entstehung eines Diabetes mellitus. Dort identifizierte die
Gruppe das Wnt-5B-Gen. Dieses legt den Verdacht nahe im Zusammenhang mit der
Ausbildung eines Diabetes mellitus Typ 2 zu stehen [93].

Im Jahre 2006 fanden Grant et al. und eine weitere Forschergruppe um Florez ein
weiteres Kandidatengen aus dem Wnt-Signalweg, welches in Verbindung mit der
Ausbildung eines Diabetes mellitus Typ 2 steht. Sie deckten bestimmte
Polymorphismen, sog. SNP’s (Single Nucleotide Polymorphism’s), im Intron 3 und 4
des fur den Transkriptionsfaktor TCF7L2 kodierenden Gens auf. Der gefundene
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Polymorphismus besitzt die grofdte Gen-Disposition zur Entstehung eines Diabetes
mellitus Typ 2 [8-10]. Es ist bisher nicht ersichtlich, wie diese SNP’s zur Ausbildung
eines Diabetes mellitus Typ 2 fuhren [11].

Die bisher untersuchten Polymorphismen im TCF7L2-Gen steigern das Risiko fur
jedes vererbte Allel um 30-50%, einen Diabetes mellitus Typ 2 zu entwickeln. Dieses
beschriebene Risiko ist doppelt so hoch im Vergleich zu anderen Risikogenen [90].
Einerseits belegten weitere Studien auf Genomebene [94-96] und andererseits mit
ethnischen Gruppen die Assoziation des TCF7L2 Polymorphismus mit Diabetes Typ
2 [97-99].

Noch nicht sicher ist, wie die Mutation im TCF7L2-Gen zur Entwicklung eines
Diabetes beitragt. Die Polymorphismen scheinen die Insulinsekretion mehr zu
beeinflussen als die Insulinsensitivitat. Zudem wird eine Verbindung zum
Inkretinsystem vermutet [100].

Eine Annahme, dass die GLP-1 Sekretion in Risikoalleltragern vermindert ist, wurde
durch Studien mittels Durchfuhrung von oGTT's in Risikoalleltragern und Nicht-
Risikoalleltragern wiederlegt. Es bestand kein signifikanter Unterschied in den GLP-1
Spiegeln von beiden Gruppen [101-103]. Der einzige Unterschied wurde in einer
veranderten Insulinsekretion beobachtet [12].

Daher liegt nahe, dass nicht eine veranderte GLP-1 Sekretion, sondern eine
Modulation der GLP-1-Wirkung auf die p-Zelle des exokrinen Pankreas durch die

Polymorphismen von TCF7L2 mdglich ist [90].

Philippe zeigte in zwei Studien, dass Insulin zur Inhibierung der Gcg MmRNA-
Expression in a-Zellen des Pankreas fuhrt. Diese Inhibition ist physiologisch von
hoher Wichtigkeit, denn die Gcg mRNA-Expression in a-Zellen fuhrt zur Produktion
vom Gegenspieler des Insulin, dem Glukagon [104, 105].

Yi et al. fanden an Zelllinien heraus, dass Insulin die Gcg-Expression in intestinalen
L-Zellen stimuliert. Insulin benutzt verschiedene Molekile des kanonischen Wnt-
Signhalwegs um die Gcg mRNA-Expression zu stimulieren. Eine fehlende Insulin-
stimulierte Gcg mMRNA-Expression stellte sich in Zellen mit fehlender p-Catenin-
Produktion oder fehlender Funktion von TCF7L2 heraus [26].
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Eine Erklarung daflr, dass Insulin nicht auch die Gcg-Expression in den a-Zellen
stimuliert, zeigten Yi et al. bereits drei Jahre zuvor. a-Zellen exprimieren kein
TCF7L2 [91].

1.4 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit wurde die Hypothese untersucht, dass hohe Glukosekonzentrationen
die Expression von Wnt-Signalmolekulen in L-Zellen inhibieren. Weiterhin wurde
untersucht, ob ausgewahlte Glukose senkende Substanzen einen regulierenden
Effekt auf die Expression von Wnt Signalmolekulen in endokrinen intestinalen L-
Zellen haben.
Diese Hypothese beruht auf folgenden Hintergrund:
GLP-1 ist auf dem Gcg in endokrinen intestinalen L-Zellen kodiert. Neben dem oben
beschriebenen Inkretin-Effekt fuhrt das Inkretin GLP-1 auch zu einer Proliferation und
verringerten Apoptoserate von pankreatischen $-Zellen in vitro und in Tiermodellen.
Beim Diabetes mellitus Typ 2 kommt es zu einem progredienten Verlust von
pankreatischen p-Zellen. Die GLP-1 Freisetzung ist beim Diabetes mellitus Typ 2
vermindert. Zudem wird das Inkretinkonzept seit einigen Jahren therapeutisch
genutzt, indem entweder GLP-1-Analoga zugefuhrt werden oder der Abbau von
endogenem GLP-1 gehemmt wird. Es ist deshalb von grol3em pathophysiologischen
und therapeutischen Interesse zu verstehen, wie die Expression und Sekretion von
endogenem GLP-1 in L-Zellen reguliert wird.
Arbeiten der letzten Jahre zeigten, dass der Wnt-Signalweg ein zentraler Regulator
metabolischer Funktionen (u.a. der GLP-1 Sekretion, s.u.) ist.
In dieser Arbeit gehe ich auf den kanonischen Wnt-Signalweg ein, da dieser im
metabolischen Kontext eine Rolle spielt. In der Kaskade des kanonischen Whnt-
Signalwegs kommen extrazellulare Rezeptorliganden (Wnts), membranstandige
Rezeptoren (Fz), Korezeptoren (LRP 5/6) sowie intrazellulare Signalkomponenten
vor, unter denen p-Catenin und die Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie eine
besondere Rolle fur die Expressionsregulation von Wnt-Zielgenen spielen.
Besondere Aufmerksamkeit wurde dem Wnt-Signalweg im Bereich der
Diabetesforschung zuteil, als herausgefunden wurde, dass bestimmte genetische
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Varianten innerhalb des TCF7L2-Gens die bisher starkste Assoziation mit dem
Auftreten von Diabetes mellitus Typ 2 zeigen.

Einige Arbeiten der letzten Jahre weisen dem Wnt-Signalweg eine wichtige Rolle in
der Regulation der Gcg Expression in L-Zellen zu [92]. In diesen Arbeiten wurde
gezeigt, dass Zugabe exogener Wnt Signalmolekule oder pharmakologische
Aktivierung des Signalweges zu einer vermehrten Bildung von GLP-1 fuhrt. Weiterhin
ist bekannt, dass Wnt Signalmolekule in L-Zellen exprimiert werden; wie diese in
ihrer Expression reguliert werden, ist jedoch bisher nicht bekannt und Gegenstand
dieser Arbeit.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

Substanz

Lieferant

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Aqua destillata

Otto Fischar GmbH & Co KG,

Saarbricken-Scheidt

Beta-Catenin (aktive S45A-Mutante)

Wolfson Digestive Dieases Centre,
University of Nottingham, UK)

Biotin

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Bromphenolblau

Merck (Darmstadt)

CelLytic™m Cell Lysis Reagent

Sigma-Aldrich (Steinheim

D-(+)-Glukose

Sigma-Aldrich (Steinheim

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich (Steinheim

D-Pantothenat

)
)
)
)

Sigma-Aldrich (Steinheim

Ethanol

Merck (Darmstadt)

Exendin-4

Bachem AG (Bubendorf, Schweiz)

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-
Piperazinyl-Ethansulfonsaure)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Insulin

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Kalberserum, fetales (FKS)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Kaliumchlorid

Merck (Darmstadt)

Kalziumchlorid

Merck (Darmstadt)

Kollagenase (Collagenase NB 8 Broad

Range)

Serva Electrophoresis (Heidelberg)

Magnesiumsulfat

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Metformin (1,1 Dimethylbiguanid
Hydrochlorid)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
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Nanofectamin

PAA Laboratories GmbH (Colbe)

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Natriumdihydrogenphosphat

Merck (Darmstadt)

Natriumhydrogencarbonat

Merck (Darmstadt)

PCR-Primer:
- Mus musculus:
* Actin, beta (Actb)
* TCF7L2 (TCF4)
*  Wingless-related MMTV
integration site 4 (Wnt4)

TIB Molbiol (Berlin)
Qiagen GmbH (Hilden)
Qiagen GmbH (Hilden)

Penicillin-Streptomycin-L6sung (10.000
U/ml Penicillin, 10.000 ug/ml

Invitrogen (Darmstadt)

Streptomycin)
Plasmide:
* TOPflash Upstate Cell Signaling Solutions
(Charlottesville, Virginia, USA)
* FOPflash Upstate Cell Signaling Solutions

(Charlottesville, Virginia, USA)

pRL-TK-Plasmid

Promega (Mannheim)

Tolbutamid

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Trypanblaulésung (0,4%)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Trypsin (5% Trypsin EDTA)

Invitrogen (Darmstadt)

Wnt3a, rekombinant

R&D Systems GmbH (Wiesbaden-
Nordenstadt)

2.1.2 Medien

Medium

Lieferant

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
High Glucose, with Sodium Pyruvate, with L-

Glutamine

PAA Laboratories GmbH (Colbe)




DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Invitrogen (Darmstadt)

Low Glucose, GlutaMAX™, Pyruvate

2.1.3 Lo6sungen, Puffer und Medium

Losung/Puffer

Zusammensetzung/Lieferant

DPBS (Dulbecco’s Phosphat Buffered

Saline)

Invitrogen (Darmstadt)

Krebs-Ringer-Puffer (KRP) (pH 7,1 — 7,3)

154 mM Natriumchlorid
154 mM Magnesiumsulfat
154 mM Kaliumchlorid

100 mM Kalziumchlorid

100 mM Natriumdihydrogenphosphat

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Filterpapier

Bio-Rad (Munchen)

High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit

Applied Biosystems (Foster City,
California, USA)

Kryo-Rohrchen

Nunc (wiesbanden)

MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate
(0,1 ml)

Applied Biosystems (Foster City,
California, USA)

MicroAmp® Optical Adhesive Film

Applied Biosystems (Foster City,
California, USA)

Pasteurpipetten (steril)

Ratiolab GmbH (Dreieich)

PCR Tubes (0,2 ml)

Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf)
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Pipettenspitzen:
- mit Filter:
» Bevelled Filter Tips (1 — 100 ul)
* Extended Length Filter Tips (101 —
1000 ul)
* Filter Tips (0,1 =10 ul)
* Natural Filter Tips (10 ul XL)
- ohne Filter:
* Extended Length, Natural Tips
(0,17 =10 wl)
* Natural Bevelled Filter Tips (1 —
200 ul)
* Natural Graduated Pipette Tips
(101 — 1000 ul)

Starlab (Ahrensburg)

Reaktionsgefale (1,6 ml, steril)

Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf)

Rneasy® Plus Micro Kit

Qiagen GmbH (Hilden)

Rneasy® Plus Mini Kit

Qiagen GmbH (Hilden)

Sterile Polypropylen-(PP)-Rdhrchen (15
ml, 50ml)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Stripetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Corning Incorporated Costar (Corning,
New York, USA)

UVetten®

Eppendorf (Hamburg)

Zellkulturflaschen mit Filtertop (50 ml,
250 ml)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Zellkulturplatten
e 6-Well-Platte
e 24-Well-Platte

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Nunc (Wiesbaden)

Zellkulturschalen (Ultra-Low-Attachment)

Corning Incorporated Costar (Corning,
New York, USA)
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2.1.5 Gerate

Gerat

Hersteller

BioPhotometer
+ DPU414 Thermal Printer

Eppendorf (Hamburg)

Seiko Instruments Inc. (Neu-Isenburg)

Brutschrank BBD 6220

Heraeus (Hanau)

Luminometer (Lumat LB9507)

Berthold Technologies (Bad Wildbad)

Neubauer-Zahlkammer

Brand (Wertheim)

Polystyrol-Réhrchen

Sarstedt (NUmbrecht)

QIAschredder™

Qiagen GmbH (Hilden)

Real-Time PCR-Gerat (StepOne-Plus™
Real-Time PCR-System)

Notebook inklusive StepOne™-Software
v 2.0.1

Applied Biosystems (Foster City,
California, USA)
DELL (Round Rock, Texas, USA)

Schuttler (Shaker AGT 50)

Rettberg (Gottingen)

Sicherheitswerkbank (Hera Safe)

Heraeus (Hanau)

Thermocycler

Biometra — Biomedizinische Analytik
GmbH (Gottingen)

Thermomixer compact

Eppendorf (Hamburg)

Vortexer (Type REAX 1)

Heidolph (Kelheim)

Zellschaber (Dispenser)

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

Zentrifugen:
* Biofuge pico
* Centrifuge 5810 R
* Zentrifuge universal 30 RF

Heraeus (Hanau)
Eppendorf (Hamburg)
Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur GLUTag Zellen

In der Zellkultur wurde mit GLUTag Zellen, die von Dr. Daniel J. Drucker (Mount
Sinai Hospital, Samuel Lunenfeld Research Institute, University of Toronto, Kanada)
bereitgestellt wurden, gearbeitet. Dies ist eine stabile immortalisierte murine
enteroendokrine Zelllinie, welche Gcg exprimiert und Glucagon-like peptide
sezerniert. GLUTag Zellen wurden von einem Glukagon-produzierenden
enteroendokrinen Tumor isoliert, der in Gecg SV40 T Antigen transgenen Mausen
entstand [106, 107]. GLUTag Zellen werden haufig fur die Analyse von GLP-1/GLP-2
sekretionsfordernden Mitteln benutzt. Aulerdem fur Studien, die sich mit der Gcg
Transkription befassen [108].

Die Arbeitsschritte in der Zellkultur wurden allesamt unter der Sterilbank (Hera Safe,
Hereus Instruments, Hanau) abgehalten. Die GLUTag Zellen wurden bei 37°C, 5%
COz und bei einer Luftfeuchtigkeit von 90% in einem Brutschrank (BBD 6220, Hereus
Instruments, Hanau) in Kultur gehalten.

Zur Kultivierung wurden 50 ml bzw. 250 ml Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One,
Frickenhausen) verwendet. Die kleinen Zellkulturflaschen wurden mit 8 ml und die
groRen mit 20 ml DMEM High Glucose Medium (PAA Laboratories GmbH, Colbe)
befullt. An Zusatzstoffen kamen 10% FKS (Sigma-Aldrich, Steinheim), 100 U/ml
Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin (Invitrogen, Darmstadt) hinzu.

Pro Woche wurden die Zellen zwei Mal passagiert. Hierzu wurde das Medium mit
einer Pipette (Stripette, Corning Incorporated Costar, Corning, New York, USA)
abgesaugt. Anschlielend wurden die jetzt freiliegenden GLUTag Zellen mit 2,5 ml
DPBS (Invitrogen, Darmstadt) gewaschen. Nach dem Absaugen des DPBS wurden
die Zellen zum Ablésen vom Zellkulturflaschenboden drei Minuten mit 2,5 ml Trypsin
(Invitrogen, Darmstadt) versetzt. Um die I16sende Wirkung des Trypsins zu blocken,
werden die gelosten Zellen mit zusatzlichen 7,5 ml des oben genannten Mediums in
ein steriles 50 ml Rohrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) uberfuhrt. Nach einer
Zentrifugation bei 4°C, 12.000 rpm und 5 min (Zentrifuge universal 30 RF, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen) wurde der Uberstand vom Pellet entfernt. Die Zellen wurden

je nach Verwendung oder Versuchen im Verhaltnis 1:2 bis 1:8 ausgesat.
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Fir die einzelnen Versuchsreihen wie der Transfektion und der Stimulation wurden
die Zellen auf 24-Well- bzw. 6-Well-Platten ausgesat. Um zu gewahrleisten, dass das
richtige Zellvolumen auf die einzelnen Wells ausgesat wird, wurden die Zellen nach
der Passagierung in der Neubauer Zahlkammer (Brand, Wertheim) mit
Trypanblaulésung (Sigma-Aldrich, Steinheim) versetzt und gezahilt.

Zur Zellkultur gehort auch die Konservierung der Zellen. Hierzu wurde ein
Einfriermedium hergestellt, welches zu 1:5 aus FKS und 4:5 aus DMSO (Sigma-
Aldrich, Steinheim) bestand. Dieses wurde 1:1 mit 2 x 10° Zellen, die im oben
beschriebenen Medium gelost waren, gemischt. Die Zellen wurden flr 24h bei
— 80°C tiefgefroren. Anschlieliend wurden sie in flissigen Stickstoff bei — 196°C
konserviert.

Um die konservierten Zellen wieder in Kultur zu nehmen, bedarf es einiger Schritte.
Die eingefrorenen Zellen werden mit 9 ml DMEM Medium in ein 50 ml Rohrchen
uberfuhrt und somit vom fur die Zellen toxischen DMSO befreit. Nach funfminutiger
Zentrifugation bei 0.g. Bedingungen wurde das Uberstehende Medium abgesaugt
und das Pellet mit 8 ml DMEM Medium inklusive 10% FKS und 1%
Penicillin/Streptomycin suspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen in eine 50 ml
Zellkulturflasche Uberfuhrt und fur 24h in den Brutschrank gestellt. Je nach Konfluenz
der Zellen wurde ein Mediumwechsel oder eine Passagierung in eine 250 ml
Zellkulturflasche durchgefuhrt.

2.2.2 Herstellung von Fat cell-conditioned Medium (FCCM)

Far die Experimente mit FCCM wurden vier verschiedene Fettgewebsproben
verarbeitet. Dazu wurde wahrend elektiver viszeral-chirurgischer Eingriffe
abdominales Fettgewebe gewonnen. Fettgewebsbeispiele mit einem Gewicht von 6
— 8 g wurden sofort in serumfreien DMEM Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin in
das Labor transportiert.

Das Fettgewebe wurde anschliefend steril unter der Sterilbank verarbeitet. Die
Gewebestlcke wurden in eine Zellkulturschale (Corning Incorporated Costar,
Corning, New York, USA) mit DPBS gegeben. Dort wurden makroskopisch
erkennbares Drusen- und Bindegewebe, sowie Blutgefalle entfernt. Nach der
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Zerkleinerung des Fettgewebes wurde dieses mit warmen DPBS gewaschen und in
ein 50 ml Rohrchen gegeben.

Gleichzeitig wird eine Kollagenaselosung (Serva Electrophoresis, Heidelberg) in KRP
zubereitet und steril filtriert. 3 ml Kollagenase werden auf 1 g Fettgewebe zum
Verdau in das Rohrchen gegeben. Die Rohrchen werden sorgfaltig verschlossen und
waagerecht im Wasserbad bei 37°C fur 45 — 60 min unter leichtem Schutteln (ca. 70
Schlage/min) inkubiert.

Beim Verdau der Sticke wurde die Losung dreimal durch ein Nylonsieb mit 250 um
Porengrofe filtriert und mit KRP gewaschen.

2,5 ml des Aussaatmediums wurden pro Well einer 6-Well-Platte (Greiner Bio-One,
Frickenhausen) gegeben und mit 2 ml gepackten Adipozyten Uberschichtet. Diese
Platte wurde unter definierten Bedingungen des Brutschrankes (37°C, 5% CO2, 99%
Luftfeuchtigkeit) inkubiert.

Nach 24h wurde der Unterstand eines jeden Wells abgesaugt, gepoolt, steril filtriert
und in 15 ml Rohrchen aliquotiert.

Das Kontrollmedium (CM) wurde hergestellt, indem Aussaatmedium ohne
Adipozyten in den Brutschrank Uber 24h gestellt wurde. Unter den gleichen
Bedingungen wie FCCM. Am nachsten Tag wurde auch dieses abgenommen,
gepoolt, steril filtriert und in 15 ml Réhrchen aliquotiert.

Fur die FCCM-Gewinnung lag das Ethikvotum des Universitatsklinikum Dusseldorf
mit der Nummer 2292 vor.

2.2.3 Transiente Transfektion von GLUTag Zellen

Fir die transiente Transfektion von GLUTag Zellen wurden die zwei Plasmide
TOPFlash (TF) und pRL-TK (Promega, Mannheim) benutzt. TOPFlash (Upstate Cell
Signaling Solutions, Charlottesville, Virginia, USA) ist ein TCF-Reporter Plasmid. Es
dient als Zielgen fur den Wnt-Signalweg in der Zielzelle. Neben der TCF-Region
befinden sich das Gen fur die Leuchtkafer-Luciferase (Firefly luciferase) und der
vorgeschaltete Thymidinkinase-Promotor des Herpes-simplex Virus auf dem
Plasmid. Dieser Thymidinkinase Promotor fuhrt zu einer niedrigen basalen
Expression der Luciferase. Des Weiteren liegen vor dem Promotor drei
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Bindungsstellen fur TCF-Transkriptionsfaktoren. Bei einer Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalwegs in der Zelle wird durch diese TCF Bindungsstellen die
Expression der Luciferase gesteigert. Somit dient das TOPFlash-Plasmid als
Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurde das FOPFlash-Plasmid (FF) benutzt.
FOPFlash besitzt eine mutierte TCF-Region. TCF-Transkriptionsfaktoren konnen
somit nicht binden und der kanonische Wnt-Signalweg kann nicht aktiviert werden.
Die Leuchtkafer-Luciferase (Promega, Mannheim) kodiert auf dem Plasmid fur ein
Protein, welches durch eine Oxidationsreaktion eine Biolumineszenz hervorruft.

Das andere Plasmid, pRL-TK, besitzt eine andere Art der Luciferase. Diese wird als
Seefeder-Luciferase (Renilla Luciferase) bezeichnet. Sie besitzt ebenso einen
vorgeschalteten Thymidinkinase-Promotor, der gleichermal3en wie der Promotor des
TF fur eine niedrige basale Expression der Luciferase sorgt.

Die emittierten Lumineszenzen konnen mit einem Luminometer gemessen werden.
Je mehr emittiertes Licht gemessen wird, umso mehr Luciferase wurde exprimiert
und gebildet. Die beiden unterschiedlichen Luciferasen werden bei unterschiedlichen
Wellenlangen des Lichts aktiviert. Die vom TF bei 562 nm und die des pRL-TK bei
482 nm. Letztlich werden die beiden Aktivitaten relativ zueinander ins Verhaltnis
gesetzt. Da die Luciferase des pRL-TK konstitutiv gebildet wird, ist sie ein relatives
Mald fur die Anzahl der erfolgreich transfizierten Zellen. Damit wird dieses Mal} fur
die Transfektionseffizienz herangezogen. Die Menge und Aktivierung der TF
Luciferase ist von vorhandenen Aktivatoren des kanonischen Wnt-Signalwegs
abhangig. Somit ist dieser Wert ein relatives Mal} fur die Aktivierung durch g-Catenin.
In jeder Probe wird das emittierte Licht der TF Luciferase auf die emittierte Menge
der pRL-TK Lichtmenge bezogen.

Fiir die Transfektion wurden 2 x 10° Zellen pro Well auf einer 24-Well-Platte (Nunc,
Wiesbaden) ausgesat. Diese Platte wurde fur 24h in den Brutschrank gestellt und
anschlieRend mit den oben beschriebenen Plasmiden versehen. Pro Well wurden
0,25 ug TF und 0,1 ug pRL-TK transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde
Nanofecatamin (PAA, Laboratories GmbH, Colbe) verwendet. Mit seiner
polykationischen Oberflachenstruktur zeigt es sich in der Lage mehrere
Nukleinsauren zu binden und mit ihnen Lipoproteinkomplexe zu bilden. Diese
sogenannten Transfektionskomplexe fusionieren mit der Zellmembran und entlassen

daraufhin die Nukleinsauren in das Zellinnere.
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Die Plasmide wurden in serumfreien Medium und Nanofectamin in DPBS (Invitrogen,
Darmstadt) gelost. Diese beiden Losungen wurden anschliefend zusammengefuhrt
und bei Raumtemperatur inkubiert, um zu gewahrleisten, dass sich die
Transfektionskomplexe bilden bevor sie auf die Zellen pipettiert wurden.

Nach 30 min wurden auf jedes Well 100 ul der Transfektionsldsung pipettiert. Die
Transfektion fand Uber 24h im Brutschrank statt.

Zur Auswertung der Transfektion wurde das Dual-Luciferase® Reporter Assay
System (Promega, Mannheim) hinzugezogen. Das Medium der GLUTag Zellen in
den Wells wurde abgenommen. AnschlieRend wurde auf die Zellen fur 7 min 100 ul
eines passiven Lysepuffers (Passive Lysis Buffer, Promega, Mannheim) gegeben.
Das nach Abschluss der 7 min resuspendierte homogene Zelllysat wurde auf Eis
gestellt. 5 ul jedes einzelnen Zelllysats wurden mit 25 ul des ersten Substrats,
Luciferase Assay Reagent (LAR; Promega, Mannheim), in ein Polystyrol-Rohrchen
(Sarstedt, Nurnberg) gegeben und resuspendiert.

Die erste photometrische Messung wurde mit einem Luminometer (Lumat, LB 9507,
Berthold Technologies, Bad Wildbad) vorgenommen. Anschlie®Bend wurden dem
Gemisch 25 ul des zweiten Substrats, der Stop & Glow Reagenzlésung (Promega,
Mannheim), hinzugeflgt. Sinn dieses Substrats ist es zu einer starken Abnahme der
Firefly-Luciferase-Aktivitat zu fuhren. Stop & Glow enthalt gleichzeitig die Renilla-
Luciferase, deren Aktivitat bei der zweiten photometrischen Messung ermittelt wurde.
Um zu berechnen wie hoch die TF-Aktivitat, also die Aktivitat des Wnt-Signalwegs,
war, wurde der Quotient fur jede Probe aus dem photometrischen Wert der Firefly-
und der Renilla-Luciferase gebildet. Daraufhin wurden die drei Quotienten der
gleichbehandelten Proben gemittelt. Die errechneten Mittelwerte wurden zu den
Mittelwerten der Kontrolle in Relation gesetzt und in Prozent angegeben.

Kotransfektion mit einem konstitutiv aktiven g-Catenin Mutanten

Ein Plasmid, das p-Catenin (konstitutive aktive S45A-Mutante, T. Hagen, Wolfson
Digestive Diseases Centre, University of Nottingham, UK [109]) wurde nach dem
ersten Tag der transienten Transfektion auf die einzelnen Proben in
unterschiedlichen Konzentrationen (0,25 ug, 0,1 ug und 0,05 ug) pipettiert. f-Catenin
wurde mit dem jeweiligen Plasmiden auf die Zellen pipettiert. Zur Kontrolle wurden
jeweils drei Wells mit derselben p-Catenin-Plasmid-Konzentration behandelt.
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Stimulation mit rekombinanten Wnt3a

GLUTag Zellen wurden mit rekombinanten Wnt3a (R&D Systems GmbH,
Wiesbaden-Nodenstadt) in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (100 ng/ml und
10 ng/ml) stimuliert. Wnt3a wurde in serumfreiem Medium gelost und einen Tag nach
der Transfektion auf jeweils drei Wells pipettiert. Dieses inkubierte fur 24h.
Anschliellend wurde auf die transfizierten Zellen wie oben beschrieben die
Luciferase pipettiert. So konnte mittels photometrischer Messung die Aktivitat des
Whnt-Signalwegs bestimmt werden.

Stimulation mit Fat cell-conditioned Medium (FCCM)

In einem Teil der Experimente wurden GLUTag Zellen zusatzlich mit 750 ul FCCM
stimuliert. FCCM wurde einen Tag nach der Transfektion auf drei Wells pipettiert.
Dieses inkubierte fur 24h. AnschlieRend wurde auf die transfizierten Zellen wie oben
beschrieben die Luciferase pipettiert. So konnte mittels photometrischer Messung die
Aktivitat des Wnt-Signalwegs bestimmt werden. Als Kontrolle des FCCM diente das
eigens fur das FCCM hergestellte Kontrollmedium (CM).

2.2.4 Stimulation von GLUTag Zellen

Fir die Stimulation wurden pro Well 1 x 10° Zellen auf einer 6-Well-Platte ausgesét.
Nach Inspektion unter dem Mikroskop, ob die Zellen adharent und konfluent sind,
wurde am nachsten Tag das Medium abgesaugt und mit 2 ml DMEM inklusive des
Stimulanz aufgefullt.

Die Stimulantien wurden fur die Versuche frisch aus hergestellten Stocklosungen
bereitgestellt. Die tatsachliche Stimulation der GLUTag Zellen erfolgte Uber 24h im
Brutschrank.

Im Anschluss an die Stimulation fand die weitere Verarbeitung im Sinne einer RNA-
Isolation, Umschreiben in cDNA und Auswerten mittels einer PCR (Polymerase
Chain Reaction) statt.
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2.2.4.1 Stimulation mit Glukose

GLUTag Zellen wurden mit 2 ml DMEM Medium mit verschiedenen
Glukosekonzentrationen stimuliert. An verschiedenen Glukosekonzentrationen
wurden 5,5 mM (99 mg/dl), 11mM (198 mg/dl), 16,7 mM (300 mg/dl) und 25 mM (450
mg/dl) benutzt. Als Kontrolle zur Ermittlung der Expression der Wnt-Signalmolekile

wurde die Konzentration von 5,5 mM verwendet.

2.2.4.2 Stimulation mit oralen Glukose senkenden Substanzen

GLUTag Zellen wurden mit den verschiedenen Glukose senkenden Substanzen
(Exendin-4, Insulin, Metformin, Rosiglitazon und Tolbutamid) stimuliert. Fur die
einzelnen Substanzen waren aufgrund des Losungsmittels verschiedene Kontrollen
vorhanden. Insulin wurde in HEPES gelost Tolbutamid in DMSO und die anderen in
sterlem Wasser bzw. in DMEM. Tabelle 1 gibt einen Uberblick Uber die

verschiedenen eingesetzten Konzentrationen der Glukose senkenden Substanzen.

Antidiabetikum Konzentration in mol
Exendin-4 10 nM, 20 nM
Insulin 10 uM, 20 uM
Metformin 0,5 mM, 1 mM
Rosiglitazon 10 uM, 20 uM
Tolbutamid 250 uM, 500 uM

Tabelle 1: Eingesetzte Konzentration von verschiedenen Antidiabetika. Die Konzentrationen fur die
Antidiabetika wurden anderen in vitro Studien entnommen. Exendin-4 [110-112], Insulin [113, 114],
Metformin [115], Rosiglitazon [116], Tolbutamid [117].
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2.2.5 RNA-Extraktion aus GLUTag Zellen

Die Extrahierung der RNA aus GLUTag Zellen erfolgte mithilfe des RNeasy® Plus
Mini Kits (Qiagen GmbH, Hilden).

Nach Stimulation der Zellen wurde von jedem einzelnen Well das Medium
abgesaugt. AnschlieRend wurden 350 ul des RLT-Puffers, dem zuvor im Verhaltnis
1:100 pB-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim) hinzugefugt wurde, auf jedes
einzelne Well gegeben. Jetzt wurden mit einem Zellschaber (Dispenser, TPP-Tissue
Culture and Laboratory Technology, Trasadingen, Schweiz) die adharenten Zellen
vom Wellboden geldst. Diese Zellsuspension wurde auf den QlAshredder (Qiagen
GmbH, Hilden) pipettiert. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation (Biofuge pico,
Heraeus, Hanau) fur zwei Minuten bei 13.000 rpm.

Um das Lysat von Uberflussiger genomischer DNA zu befreien, wurde das Lysat auf
eine gDNA Eliminatorsaule (Qiagen GmbH, Hilden) gegeben. Die Eliminatorsaulen
wurden 30 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert.

Auf das in Sammelrohren aufgefangene Eluat wurden 350 ul -20°C kaltes 70%-iges
Ethanol tropfenweise pipettiert. Diese 700 ul Losung wurde resuspendiert und auf
eine spezielle RNeasy® Mini Saule Ubertragen. Das 700 ul groRe Volumen wurde
mit dieser Saule erneut 15 sec bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die sich nach der
Zentrifugation an der Saule befindliche RNA wurde in drei Waschschritten gereinigt.
Das abzentrifugierte Lysat wurde verworfen.

Zuerst wurden 700 ul des RW1-Puffers (Qiagen GmbH, Hilden) auf die Saule
gegeben und 15 sec bei 13.000 rpm zentrifugiert. Dann wurden zweimal
hintereinander 500 ul des RPE-Puffers (Qiagen GmbH, Hilden) auf die Saule
pipettiert und jeweils 15 sec bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Anschliel3end wurde die
Saule ohne Hinzugabe eines weiteren Puffers fur 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert.
Die Saule mit der darauf gewaschenen RNA wurde jetzt, zum Losen und Auffangen
der RNA, in ein neues Sammelrohrchen Uberfuhrt. Dafir wurden 50 ul RNAse-freies
Wasser auf die Saule gegeben und dieses wurde fur 1 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Durch diesen Schritt wurde die RNA von der Saule geldst und im
Sammelrohrchen aufgefangen. Zur Erhohung der RNA-Konzentration in dem
Sammelrohrchen wurde der letzte Schritt ein zweites Mal durchgefuhrt.
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Die Saulen wurden daraufhin verworfen. Der nachste Schritt bestand in der Messung

der Konzentration der in dem Sammelrohrchen eliminierten RNA.

2.2.5.1 Photometrische Messung der RNA-Konzentration

Von den Proben der RNA-Extraktion wurden jeweils 5 ul in einer UVette®
(Eppendorf, Hamburg) in einem Verhaltnis von 1:20 mit RNase freiem Wasser
verdunnt. Mit einem Biophotometer (Eppendorf, Hamburg) wurde in dieser UVette®
die Konzentration der isolierten RNA mithilfe der Messung optischen Dichte
bestimmt. Die optische Dichte wurde bei einer Wellenlange von 260 nm Uber das
Lambert-Beer'sche Gesetz errechnet.

Zum Vermeiden von Verunreinigungen durch Proteine, wurde darauf Wert gelegt,
dass das Verhaltnis der optischen Dichte bei 260 nm zur optischen Dichte bei 280

nm zwischen 1,8 und 2 lag.

2.2.6 cDNA Reverse Transkription

Zur Uberfiihrung der RNA von GLUTag Zellen in einzelstrangige cDNA wurde das
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA) benutzt.

Dazu wurden maximal 2 ug RNA von jeder zuvor gewonnenen Probe bereitgestellt.
Je nach Ausbeute bei der RNA-Extraktion wurde das bendtigte Volumen von RNA
ausgerechnet und mit sterilen Pipetten in kleine Reaktionsgefalle (PCR-Tubes,
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) gefullt. Je nach Volumen wurde dieses
auf 10 ul mit Nuklease freiem Wasser komplettiert.

Diesem 10 ul groBem RNA-Volumen wurden 10 ul eines zuvor produzierten
Reaktionsgemisches hinzugeflgt. Dieses bestand aus den in Tabelle 2 ersichtlichen
Bestandteilen.
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Komponente Volumen/Reaktion in ul
10x RT Buffer 2,0
25x dNTP Mix (100mM) 0,8
10x RT Random Primers 2,0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0
Nuklease freies Wasser 4,2
Gesamtvolumen 10,0

Tabelle 2: Bestandteile des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Master Mix.

Dieses neu hergestellte Gemisch wurde vorsichtig resuspendiert und anschlief3end
kurz abzentrifugiert, sodass sich die gesamte vorhandene RNA im Gemisch befand.

Damit die Reaktionen fur die Umschreibung in cDNA ohne Probleme ablaufen
konnten, war die Uberfiihrung der Tubes in einen Thermocycler mit in Tabelle 3

folgendem Programm (Biometra-Biomedizinische Analytik GmbH, Goéttingen) notig.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur in °C 25 37 85 4
Zeit in min 10 120 5 o0

Tabelle 3: Schritte der reversen cDNA Transkription.

2.2.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der Amplifikation von DNA. Diese Methode beruht auf einen immer
wiederkehrenden Zyklus. Dieser besteht aus drei Schritten:

Im ersten Schritt wird die zu vervielfaltigende DNA denaturiert (Denaturierung),
indem der Doppelstrang der DNA an den Wasserstoffbrickenbindungen
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aufgespalten wird. Die Primer kdonnen sich anschlielend an den freien Stlcken
anlagern (Primer-Annealing). Diese dienen als Startpunkt fur die DNA-Polymerasen,
welche die DNA kopieren (Elongation). Hierdurch kommt es zur Amplifikation
spezifischer DNA-Fragmente.

Bei der hier angewandten PCR-Methode handelt es sich um eine quantitative Real-
Time PCR. Mit der Verwendung eines Fluoreszenzfarbstoffs. Diese Methode wird
verwendet, um die Gen-Expression bestimmter Gene zu analysieren. Aul3erdem
ermoglicht diese Methode die Amplifikation und die Detektion der DNA-Abschnitte in
einem Schritt [118, 119].

Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green | (Qiagen GmbH, Hilden) wurde in dieser
Arbeit verwendet. Dieser Farbstoff kann in der Elongationsphase an doppelstrangige
DNA binden und detektiert somit PCR-Produkte wahrend ihrer Akkumulation in den
einzelnen Zyklen. Das hier verwendete PCR-Gerat (Step One Plus Systems, Apllied
Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) detektiert das emittierte Licht des
gebundenen SYBR® Green Farbstoffes und andert es in ein elektrisches Signal um.
Dieses Vorgehen findet jeweils am Ende der Elongationsphase jedes einzelnen
Zyklus statt. Nach dieser Phase ist die DNA-Menge amplifiziert und die Fluoreszenz
fallt starker aus.

Der nachste Zyklus beginnt wieder mit der Denaturierung und der SYBR® Farbstoff
I0st sich von den Strangen, um sich anschlieliend an die vermehrt gebildeten
Doppelstrange zu binden.

Aus den von dem PCR-Gerat gemessenen Emissionen werden Amplifikationskurven
gebildet. Mit diesen wird der Ct-Wert (Cycle-Threshold) fur ein konstant definiertes
Fluoreszenzniveau ausgerechnet. Der Ct-Wert beschreibt eine theoretische Grole,
die den Beginn des exponentiellen Wachstums einer Kurve darstellt. In anderen
Worten besagt dieser Wert, wie viel Zyklen einer PCR notwendig sind, um ein
konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen, also einen Schwellenwert
(Threshold). Die Grole spielt vor allem eine Rolle bei der Quantifizierung von DNA-
Molekulen.

Die Genexpression wurde mit der AA-Cr-Methode ausgerechnet. Diese Methode
erlaubt eine relative Quantifizierung von Genen. Es wird die Expression eines
Zielgens auf die Expression eines konstant exprimierten Referenzgens

(housekeeping gene) bezogen. Die Definition des Referenzgens lautet, dass diese
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Gene unbeeinflusst von Versuchsbedingungen reguliert, Uberall und homogen
exprimiert werden.

Je fruher der Zyklus, bei dem das konstant definierte Fluoreszenzniveau erreicht
wurde, desto mehr Kopien einer spezifischen DNA haben zu Beginn des Versuches
vorgelegen.

Um den A-Cr-Wert der Probe zu errechnen, wird der Ct-Wert des housekeeping
genes vom Ct-Wert des Zielgens subtrahiert. Der AA-Ct-Wert wird durch Subtraktion
des A-Cr-Wertes der Kontrollprobe mit dem A-Ct-Wert der behandelten Probe
errechnet. Die Berechnung des relativen Unterschiedes der Kontrolle und der

behandelten Probe ergibt sich aus folgender Formel:

ACr=Cr Zielgen ~ Cr Referenzgen
AA C1 = ACt probe - CT Kontrolle

Ratio=2 »°T

Es wird davon ausgegangen, dass sich die DNA Menge bei jedem Zyklus der PCR
verdoppelt. Dafur muss der Threshold der Fluoreszenz so gewahlt werden, dass er
im exponentiellen Bereich der Amplifikationskurve der PCR liegt (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Darstellung von Amplifikationskurven einer quantitativen Real Time PCR. Als Beispiel
sind die Amplifikationskurven von p-Actin (rot), Wnt4 (hellgrin/gelb) und TCF7L2 (turkis-griin)
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dargestellt. Die Kurven liegen in halblogarithmischer A) und in linearer B) Form vor. Die normierte
Fluoreszenz (ARnN) ist auf der y-Achse dargestellt. Die Anzahl von PCR-Zyklen ist auf der x-Achse zu
erkennen. Der Schwellenwert ist in der halblogarithmischen und in der linearen Darstellung bei ARn =
1 (die beige horizontale Linie). Dieser liegt in der halblogarithmischen Form im linearen Abschnitt der
Kurvenverlaufe. In der linearen Darstellung entspricht die Linie dem exponentiellen Abschnitt der
Amplifikationskurven. Der Schwellenwert von Wnt4 in Probe 1 wurde friiher Gberschritten als in Probe

2 bei vergleichbaren Ct-Werten fur p-Actin. In Probe 1 haben somit mehrere Startkopien vorgelegen.

Die PCR wurde mithilfe des QuantiTect® SYBR® Green PCR Handbook’s (Qiagen,
August 2009, Hilden) durchgefuhrt.

Bei dieser Methode wurde der 2x QuantiTect® SYBR® Green PCR Master Mix
verwendet. Dieser besteht aus Bestandteilen wie HotStarTaq DNA Polymerase,
QuantiTect SYBR Green PCR Buffer, SYBR Green | und dem ROX, einen passiven
Referenzfarbstoff.

Die HotStarTag DNA Polymerase wurde von Qiagen modifiziert und liegt bei
Raumtemperatur im inaktiven enzymatischen Zustand vor. Diese Tatsache fuhrt zu
einer hohen Spezifitdt der PCR, da vor der ersten Denaturierung keine Produkte
gebildet werden koénnen. Das Enzym wird erst bei einer Temperatur von 95°C
aktiviert.

Der QuantiTect® SYBR Green PCR Buffer ist ein speziell hergestellter Puffer fur die
SYBR® Green basierte PCR. Er beinhaltet KCI und (NH4)2S04, welche wahrend
des Annealings fur eine hohe spezifische Primerbindung sorgen. Auch dieser
Inhaltsstoff fuhrt zu einer hoheren Spezifitat der PCR.

SYBR® Green | ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich an doppelstrangige DNA
anlagert und bei dieser Bindung Fluoreszenz emittiert. Die Erregungs- und
Emissionsmaxima liegen bei einer Wellenlange von 494 nm und 521 nm.

ROX ist ein passiver Referenzfarbstoff. Die Fluoreszenzen dieses Farbstoffes sind
wahrend der PCR konstant und andern sich nicht. Somit werden die anderen
Fluoreszenzen auf diesen ROX Farbstoff normalisiert. Dieser Referenzfarbstoff sorgt
daflr, dass Fluoreszenzunterschiede durch Pipettierfehler der einzelnen Wells
ausgeglichen werden.

Fiur die PCR wurden QuantiTect® Primer Assay benutzt (Qiagen, Hilden), die fir den

Gebrauch mit Qiagen Kits mit SYBR® Green basierter Real-time PCR bestimmt sind.
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Die hier benutzten Primer binden an Exonregionen der Gene um die Bildung von

Koamplifikationen von genomischer DNA zu vermeiden. Diese wurde zu einer

herabgesetzten Spezifitat der PCR fuhren.

Um eine weitere Fehlerquelle zu vermeiden, wurde darauf geachtet, dass die

Amplifikationsprodukte alle eine ahnliche Lange aufweisen. Somit kann jedes PCR-
Produkt ahnlich viel SYBR Green binden. Bei langeren PCR-Produkten wirde
gleichzeitig mehr SYBR Green gebunden werden und das Fluoreszenzsignal wirde

falsch zu hoch ausfallen.
FiUr diese PCR wurden folgende Primer benutzt:

Name Abkurzung Spezies Lange des Amplikonlange
Tanskripts
transcription factor Mus
7-like 2, T-cell TCF7L2 musculus 793 bp 144 bp
specific, HMG-box
wingless-related Mus
MMTYV integration Wnt4 musculus 1213 bp 93 bp
site 4

Tabelle 4: Eigenschaften der benutzten Primer TCF7L2 und Wnt4.

Name Abkurzung Spezies Primersequenz
Actin, ACTB 1 Mus 5 - gATCAAgATCATTgCTCCTCCTgAgCg
beta musculus
forward
Actin, ACTB 1 Mus 5 - CgCAgCTCAgTAACAgTCCgCC
beta musculus
reverse

Tabelle 5: Eigenschaften des benutzten housekeeping genes Actb-1.
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Fir jeden Primer wurde ein Reaktionsgemisch vorbereitet, welches auf Eis gelegt
wurde. Das Reaktionsgemisch beinhaltete 12,5 ul von 2x QuantiTect® SYBR®
Green PCR Master Mix, 2,5 ul 10x QuantiTect® Primer Assay und 7,5 ul RNase
freies Wasser. Dies entsprach einem Volumen von 22,5 ul, welches pro Well auf
einer 96-Well-Platte (MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA) aufgetragen wurde. Anschlieliend wurden 2,5 ul pro
Well der Proben cDNA zu den 22,5 ul pipettiert, sodass in jedem Well ein
Endvolumen von 25 ul zu finden war. Diese 2,5 ul der Proben cDNA beinhalteten
jeweils 100 ng cDNA. Die spatere Messung der Amplifikation wurde in einer
Dreifachbestimmung durchgefuhrt um Fehler zu vermeiden.

Die 96-Well-Platte wurde nach Abschluss des Pipettierens mit einer Folie abgeklebt
(MicroAmp® Optical Adhesive Film Apllied Biosystems, Foster City, Kalifornien,
USA). Daraufhin wurde die Platte eine Minute bei 10.000 rpm und 4°C zentrifugiert
(Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Hamburg).

Nach der Zentrifugation wurde die Platte in den Real-Time Cycler eingesetzt (Step
One Puls Systems, Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) und
anlehnend an das Handbuch (QuantiTect® SYBR® Green PCR Handbook, Qiagen,
Hilden) folgend eingestellt:

Schritt Zeit Temperaturin °C Zusatzliche Info’s

Initialer Dieser Schritt aktiviert die
Aktivierungsschritt 15 min 95 HotStarTaq DNA
fur die PCR Polymerase
45 Zyklen:

* Denaturierung 15 sec 94

* Annealing 30 sec 95

* Elongation 30 sec 72 Fiahrt die

Fluoreszenzmessung
durch

Tabelle 6: Einzelne Schritte der quantitativen Real Time PCR.
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Nach Beenden der 45 Zyklen wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Bei
dieser wird die DNA durch langsame kontinuierliche Erhdhung der Temperatur auf
95°C gebracht. Hierbei wird bei einer fur das Fragment spezifischen Temperatur der
Doppelstrang der DNA in einen Einzelstrang aufgespalten. Hierdurch kann der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green nicht mehr binden und diese Anderung des
Signals wird registriert. Die Fluoreszenz wird gegen die Temperatur aufgetragen.
Das PCR-System berechnet die erste negative Ableitung. Somit kommt ein
Diagramm zustande, bei dem ein charakteristischer Peak entsteht. Dieser steht fur
die spezielle Schmelztemperatur eines Amplikons.

Die Schmelzkurvenanalyse lauft folgend ab:

Schritt Temperatur in °C Zeit
Denaturierung 95 15 sec
Renaturierung 60 60 sec
Erwarmen 1°C/min bis 95°C 35 min

Tabelle 7: Schritte der Schmelzkurvenanalyse.

2.2.8 Statistische Analyse

Alle Ergebnisse liegen als Mittelwerte und deren Standardabweichung vor. Die
statistischen Ergebnisse wurden mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. Als
signifikant wurden die Ergebnisse betrachtet, wenn der p-Wert < 0,05 war.
Ausgewertet wurde alles mit dem Computerprogramm ABI Prism 6.0 (Graph Pad

Software, San Diego, Kalifornien, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Aktivierbarkeit des kanonischen Wnt-Signhalweges in GLUTag
Zellen

Zur Untersuchung der Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges in murinen
GLUTag Zellen wurden diese mit den zuvor beschriebenen TOPFlash- und pRL-TK-
Plasmiden transfiziert.

In einer ersten Experimentenreihe wurde versucht, die Stimulierbarkeit des
kanonischen Wnt-Signalweges durch eine Kotransfektion einer konstitutiv aktiven (-
Catenin-Mutante hervorzurufen. Hierfur wurden die Zellen fur 24 Stunden mit
verschiedenen p-Catenin Konzentrationen (250 ng, 100 ng, 50 ng pro well)
kotransfiziert. Im Anschluss an die daran stattgefundene Lyse wurden die durch
Firefly- und die Renilla-Luciferase hervorgerufenen Biolumineszenzen gemessen, die
wahrend der Transfektion entstanden sind.

Somit konnte eine Aussage daruber getroffen werden in welchem Male die
verschiedenen p-Catenin Konzentrationen den kanonischen Wnt-Signalweg
aktivieren. Zudem konnte grundsatzlich gezeigt werden, dass die Aktivierbarkeit des
Whnt-Signalwegs in unseren experimentellen System funktioniert.

Die Kotransfektion mit der aktiven S45A-Mutante des {-Catenins steigerte
dosisabhangig die Transkription des TCF Reporter Gens TOPFlash. 250 ng f-
Catenin fuhrten zu einer signifikanten Steigerung der relativen TCF-Reporter-Gen
Aktivitat von 204,6 = 60,5% (p < 0.0001) im Vergleich zur Kontrolle ohne jegliche f3-
Catenin Kotransfektion. Eine Dosis von 100 ng fuhrte zu einer leichten Steigerung
von 110,6 = 28%. Diese war nicht signifikant genauso wie die Dosis von 50 ng. Dort
gab es keine Steigerung der relativen TCF Reportergen-Aktivitat auf 87,5 + 16,3% ab
(Abb. 6). Die angewandte Kontrolle wurde nicht mit $-Catenin kotransfiziert.

Als Kontrolle fur die spezifische Wirkung von TOPFlash wurde FOPFlash (FF)
benutzt. Eine Mutation des TF-Plasmids im Bereich der TCF-Region (s.0.) besteht im
FOPflash Konstrukt. In dieser Probe fuhrte erwartungsgemalf die Kotransfektion von
B-Catenin nicht zur Aktivierung des Reportergens (Abb. 7). Es stellt somit die

Negativkontrolle dar.
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Abbildung 6: Relative TCF-Reportergenaktivitdit in GLUTag Zellen unter Kotransfektion
verschiedener Dosen mit der S45A-Mutanten des p-Catenin (50 ng, 100 ng, 250 ng). Dargestellt sind
die Mittelwerte in Prozent (%) = SD von drei voneinander unabhangigen Versuchen in 3-fach
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Abbildung 7: Relative Reportergenaktivitat (mutierte TCF-Bindungsstellung) in GLUTag Zellen unter
Kotransfektion verschiedener Dosen mit der S45A-Mutanten des (3-Catenin (50 ng, 100 ng, 250 ng).
Dargestellt sind die Mittelwerte in Prozent (%) + SD von drei voneinander unabhangigen Versuchen in

3-fach Bestimmung.
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3.2 Wirkung von rekombinantem Wnt3a auf ein TCF-Reportergen in
GLUTag-Zellen

In einem weiteren Experiment wurden die mit TOPFlash- und pRL-TK-Plasmid
transfizierten Zellen mit Wnt3a, einem bekannten Wnt-Signalaktivator in p-Zellen,
Uber 24 Stunden stimuliert.

Eine Stimulation mit Wnt3a in den Konzentrationen von 100 ng/ml und 10 ng/ml
brachte keine signifikante Anderung der relativen TCF-Reportergen-Aktivitat im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Um zu demonstrieren, dass der kanonische Wnt-Signalweg der in diesem Versuch
benutzten Passage der GLUTag Zellen funktioniert, wurde eine Probe der Zellen mit
250 ng p-Catenin kotransfiziert. Hier zeigte sich ein positives Ergebnis. Der
kanonische Wnt-Signalweg lie3 sich mit einem Wert von 146 + 30% (p =< 0.001)
aktivieren (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Relative TCF-Reportergenaktivitat in GLUTag Zellen unter Stimulation mit Wnt3a in
verschiedenen Dosen (10 ng/ml und 100 ng/ml). Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte in
Prozent + SD von drei voneinander unabhangigen Versuchen in 3-fach Bestimmung. Statistisch
signifikant * p < 0,05. In diesem Fall fihrt zusatzlich eine Konzentration von 250 ng S45A-Mutante von
B-Catenin zu einer signifikanten Steigerung der Aktivierung des TCF-Reportergens (zur Kontrolle der

Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in diesen GLUTag Zellen).

47



3.3 Stimulierbarkeit des kanonischen Wnt-Signalwegs durch FCCM

In einem dritten Experiment wurden die mit TOPFlash- und pRL-TK-Plasmid
transfizierten Zellen mit Fat cell-conditioned medium (FCCM) dber 24 Stunden
stimuliert.

Eine Stimulation der GLUTag Zellen mit FCCM fuhrte zu einer signifikanten
Steigerung der relativen TCF-Reportergen-Aktivitat im Vergleich zum Kontroll-
Medium auf 122 = 25 % (p < 0.01). Somit zu einer Aktivitatssteigerung des
kanonischen Wnt-Signalwegs.

AuRerdem wurde die in diesem Versuch verwendete Passage der GLUTag Zellen
daraufhin untersucht, ob der kanonische Wnt-Signalweg in diesen funktioniert. So
wurde eine unstimulierte Probe mit 250 ng p-Catenin kotransfiziert (Positivkontrolle).
Hier zeigte sich ein Anstieg der relativen TCF-Reportergen Aktivitat auf 171,4 =
74,3% (p < 0.01). Dies ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Relative TCF-Reportergenaktivitdt in GLUTag Zellen unter Stimulation mit FCCM und
Kontrollmedium. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte in Prozent + SD von vier voneinander
unabhéngigen Versuchen. Statistisch signifikant * p < 0,05. In diesem Fall fihrt eine Konzentration
von 250 ng S45A-Mutante von B-Catenin zu einer signifikanten Steigerung der Aktivierung des TCF-
Reportergens (zur Kontrolle der Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in diesen GLUTag

Zellen). FCCM fihrt ebenso zu einer signifikanten Steigerung der TCF Reporter-Gen Aktivitat (s.o.).
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3.4 Regulation der mRNA-Expression von Wnt-Signalmolekililen durch
unterschiedliche = Konzentrationen von verschiedenen Glukose

senkenden Substanzen in GLUTag-Zellen

Murine GLUTag Zellen wurden fur 24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen

von Glukose senkenden Substanzen, wie im Methodikteil beschrieben, stimuliert.

. Metformin 500 uM, 1 mM
. Tolbutamid 250 uM, 500 uM
. Rosiglitazon 10 uM, 20 uM
. Exendin-4 10 nM, 20 nM
. Insulin 10 uM, 20 uM

Nach 24 Stunden wurde die mRNA aus den stimulierten Zellen extrahiert, in cDNA
umgeschrieben und die mRNA-Expression jeder einzelnen Probe wurde folglich
mittels quantitativer PCR untersucht. Es wurde die mRNA-Expression der Wnt-
Signalmolekile von Wnt4 und TCF7L2 gemessen. Die Ergebnisse wurden in
Relation zu den jeweils spezifischen Kontrollen gesetzt, die im Methodikteil naher
erlautert wurden.

Die mRNA-Expression von Wnt4 und TCF7L2 wurde von keiner Glukose senkenden
Substanz signifikant beeinflusst; auch nicht in unterschiedlichen Konzentrationen.
Somit zeigte sich kein vermuteter regulatorischer Effekt auf die Wnt4- sowie auf die
TCF7L2-Expression. Dies wird in Abbildung 10 und 11 verdeutlicht.
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Relative Wnt4 mRNA-Expression
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Abbildung 10: Stimulation tUber 24 Stunden mit verschiedenen Glukose senkenden Substanzen
zeigten keinen signifikanten Effekt auf die Wnt4 mRNA-Expression. Dargestellt sind die
arithmetischen Mittelwerte in Prozent + SD von funf voneinander unabhangigen Versuchen in 3-fach
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Relative TCF7L2 mRNA-Expression
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Abbildung 11: Stimulation tUber 24 Stunden mit verschiedenen Glukose senkenden Substanzen
zeigten keinen signifikanten Effekt auf die TCF7L2-Gen-Expression. Dargestellt sind die
arithmetischen Mittelwerte in Prozent + SD von finf voneinander unabhangigen Versuchen in 3-fach

Bestimmung. DMSO stellt die Kontrolle zu Tolbutamid und HEPES die Kontrolle zu Insulin dar.
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3.5 Regulation der mRNA-Expression von Wnt-Signalmolekiilen durch

unterschiedliche Glukosekonzentrationen

Murine GLUTag Zellen wurden fur 24 Stunden mit verschiedenen
Glukosekonzentrationen (11 mM, 16,7 mM, 25 mM) stimuliert. Dabei wurde die
Glukosekonzentration von 5 mM als Kontrolle genommen, da 5 mM einen
physiologischen Glukosespiegel darstellen (siehe Methodikteil).

Nach 24 Stunden der Stimulation mit Glukose wurde die mRNA aus den GLUTag
Zellen extrahiert und in cDNA umgeschrieben. So konnte mittels quantitativer Real-
Time PCR die mRNA-Expression fur die Wnt-Signalmolekule Wnt4 und TCF7L2
gemessen werden.

Es zeigte sich, dass hohe Glukosekonzentrationen die mRNA-Expression von Wnt4
und TCF7L2 in GLP-1 produzierenden GLUTag Zellen herunterregulieren. Die Gen-
Expression von Wnt4 wurde nach 24 Stunden Stimulation einerseits bei einer
Konzentration von 25 mM Glukose signifikant um 61% und andererseits bei einer
Konzentration von 16,7 mM Glukose signifikant um 55% gesenkt.

Die Gen-Expression von TCF7L2 wurde ebenfalls signifikant bei einer Konzentration
von 25 mM (um 46%) und 16,7 mM (um 36%) gesenkt (Abbildung 12 und 13).

Hohe Glukosekonzentrationen fuhren zu einer Inhibierung der Expression der Wnt-
Signalmolekule Wnt4 und TCF7L2 in murinen GLUTag Zellen.
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Abbildung 12: Wnt4-Gen-Expression. Stimulation Uber 24 Stunden mit verschiedenen
Glukosekonzentrationen zeigten einen signifikanten Effekt auf die Wnt4-Gen-Expression. Dargestellt

sind die arithmetischen Mittelwerte in Prozent = SD von funf voneinander unabhangigen Versuchen in
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3-fach Bestimmung. Statistisch signifikant * p < 0,05. 24 Stunden Stimulation mit 25 mM, 16,7 mM
Glukose fiihrte zu einer Inhibition von Wnt4 von 61% (p < 0.05) und 55% (p < 0.05) in Bezug auf die
Kontrolle (5 mM).
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Abbildung 13: TCF7L2-Gen-Expression. Stimulation uber 24 Stunden mit verschiedenen
Glukosekonzentrationen zeigten einen signifikanten Effekt auf die TCF7L2-Gen-Expression.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte in Prozent + SD von fiinf voneinander unabhangigen
Versuchen in 3-fach Bestimmung. Statistisch signifikant * p < 0,05. 24 Stunden Stimulation mit 11 mM,
16,7 mM und 25 mM fiihrten zu einer Inhibition von TCF7L2 von 26%, 36% (p < 0.05) und 46% (p <
0.05) im Vergleich zur Kontrolle (5 mM).
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4 Diskussion

Unsere aufgestellte Hypothese, dass hohe Glukosekonzentrationen einen
hemmenden Effekt auf die Expression von Wnt-Signalmolekilen in intestinalen L-
Zellen haben, wurde durch die gewonnenen Ergebnisse bestatigt. Der zweite Teil der
Untersuchung zeigte keinen Effekt von Glukose senkenden Substanzen auf die

Expression von Wnt Signalmolekilen in endokrinen intestinalen L-Zellen.

In dieser Arbeit wurden fur die Versuchsreihen die Wnt-Signalmolekule TCF7L2 und
Wnt4 ausgewahlt. TCF7L2 ist von besonderem Interesse, da einzelne Formen
dieses Signalmolekuls die grofte Gen-Disposition zur Entstehung eines Diabetes
mellitus Typ 2 besitzen.

Wnt4 vermittelt wie in der Arbeit von Heller et al beschrieben, eine proliferative
Wirkung von GLP-1 auf 3-Zellen des Pankreas in vitro.

Kurzfristig fuhren erhohte Glukosespiegel im Organismus physiologisch zu einer
vermehrten Sekretion von GLP-1.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen Erklarungen fur einen erniedrigten
chronischen GLP-1-Spiegel bei Typ 2 Diabetikern geben. Denn die aus den
Experimenten ersichtlichen Ergebnisse zeigen, dass hohe Glukosespiegel zu einer
herabgesetzten Expression von Wnt4 und TCF7L2 fuhren. Daraus kann eine
verminderte Expression von GLP-1 resultieren.

Signifikante  Ergebnisse lieRen sich bei Stimulation mit ansteigenden
Glukosekonzentrationen nachweisen. Diese fuhrten nach 24 Stunden zu einer
verminderten Expression von Wnt4 und TCF7L2. Die Wnt4-Expression wurde um
annahernd die Halfte und die des TCF7L2 um knapp mehr als die Halfte in Bezug auf
die Kontrolle inhibiert.

Der Abfall der Wnt4- und der TCF7L2-Expression war konzentrationsabhangig und
zeigte sich am deutlichsten bei einer Glukosekonzentration von 25 mM.

Kurzfristig steigert Glukose die GLP-1 Freisetzung. Chronische Effekte sind aber

unvollstandig verstanden.

Vilsball publizierte 2001, dass der GLP-1 Spiegel im Gegensatz zum GIP Spiegel bei
Personen mit einem Diabetes mellitus signifikant erniedrigt ist [57]. Die Ursache fur
54



dieses Phanomen ist bisher nicht bekannt. Es existieren jedoch mehrere
Erklarungsansatze.

So behaupteten Grant et al. 2006, dass ein TCF7L2 Polymorphismus, der mit der
Entstehung eines Diabetes mellitus in Verbindung steht [8], auch einen verminderten
Inkretinspiegel oder Inkretinwirkung verursachen kann [9].

Im Folgenden bietet unsere Arbeit einen weiteren moglichen Erklarungsansatz auf
die o.g. Publikation von Vilsbegll aus dem Jahr 2001.

Bei Diabetikern ohne medikamentose Behandlung liegt immer eine chronische
Hyperglykamie vor. Es ist keine Seltenheit, dass Plasmaglukosespiegel von >11 mM
(>200 mg/dl) vorliegen. Ab dieser Konzentration kommt es hier zu einem
signifikanten Abfall der TCF7L2-Expression, die mittels PCR-Analysen gemessen
wurde. Ein Absinken von TCF7L2 in intestinalen endokrinen L-Zellen bewirkt eine
verminderte Aktivitat des kanonischen Wnt-Signalwegs. Die Konzentration von
endogenem GLP-1 konnte Uber diesen Mechanismus absinken. Die Inhibierung von
TCF7L2 durch erhohte Glukosespiegel konnte somit eine Ursache fur den
erniedrigten GLP-1 Spiegel bei Personen mit einem Diabetes mellitus Typ 2 sein.

In unserer Arbeit kam es neben der Inhibierung der TCF7L2 Expression bei
Stimulation der GLUTag-Zellen mit verschiedenen Glukosekonzentrationen auch zu
einer verminderten Expression von Wnt4.

Die Expression und die Wirkung von Wnt4 wurde bisher nur vereinzelt in
verschiedenen Geweben untersucht. 2011 beschrieben Bernardi et al., dass Wnt4,
als eigentliches nicht-kanonisches Wnt, trotzdem Uber eine Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalwegs zu einer Akkumulation von p-Catenin im Nukleus von
Muskelzellen fahrt [120].

2008 fuhrten Bernard et al. Arbeiten an humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-
293) durch. Diese Gruppe zeigte, dass Wnt4 zu keiner Veranderung der basalen
Whnt-Signalaktivitat fuhrte. Wnt4 vermittelte die Translokation von p-Catenin an die
Zellmembran. Dadurch konnte p-Catenin nicht in den Nukleus translozieren und die
Expression von Wnt-Zielgenen nicht aktivieren. So wurde Wnt4 eine Wnt-
inhibierende Wirkung zugesprochen [121].

Heller et al. aus unserer Arbeitsgruppe untersuchten die Rolle von Wnt4 in
endokrinen p-Zellen. Wnt4 beeinflusste hier nicht die Transkription und nicht die
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Sekretion von Insulin, sondern senkte die Expression von TNF-a. Hohe Spiegel von
GLP-1 fUhrten in der B-Zelle zu einer Steigerung der Expression von Wnt4. Aufgrund
dieser Beobachtung gehen Heller et al. von einer durch Wnt4 vermittelten
antiinflammatorischen und proliferativen Wirkung von GLP-1 auf $-Zellen aus [112].

Deshalb wurde in dieser Arbeit die Wirkung auf die Wnt4 Expression in L-Zellen

untersucht.

Hohe Glukosespiegel fuhren in der vorliegenden Arbeit zu einer geringen Wnt4
Expression. Ob Wnt4 insgesamt zu einer Erhohung oder Erniedrigung der GLP-1
Spiegel im Blut fuhrt, kann aus den vorliegenden Ergebnissen nicht abschliel3end
beurteilt werden.

FUr die Hypothese einer verminderten Sekretion von GLP-1 sprechen die Ergebnisse
von Heller. Hohe Glukosespiegel konnten aufgrund einer niedrigen Wnt4 Expression
zu einer Erhdhung der Apoptose von L-Zellen fuhren. Letztlich konnte eine
Verminderung der Anzahl der L-Zellen eine Erklarung fur erniedrigte GLP-1 Spiegel
bei Diabetikern sein [112].

Demgegenuber steht die Hypothese von Kritzfeldt et al. Wnt4 fungiert hier in
endokrinen p-Zellen des Pankreas als Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalwegs
[122]. Ausgehend von dieser Hypothese wiirde bei Ubertragung auf die L-Zelle eine
Inhibierung der Wnt4 Expression durch hohe Glukosekonzentrationen zu einer
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs fuhren, resultierend in einer
vermehrten GLP-1 Sekretion.

Um die genaue Wirkung von Wnt4 zu klaren, bedarf es weiterer Versuchsreihen. Fur
folgende Arbeiten ware die Wirkung von Glukose auf die GLP-1 Sekretion nach

Knockdown von TCF7L2 interessant.

In einer ersten Versuchsreihe wurden die Zellen mit Wnt3a stimuliert. Takada et al.
[123] zeigte anhand einer Drosophila S2 Zelllinie eine Aktivierung des Wnt-
Signalwegs durch Wnt3a. Entgegen dieser Arbeit konnte in der vorliegenden Arbeit
kein aktivierender Effekt von Wnt3a auf den kanonischen Wnt-Signalweg in GLUTag
Zellen nachgewiesen werden. Dadurch fehlt eine Erhohung der Aktivierung der
TOPflash-Transkription.

Dass in murinen GLUTag Zellen keine Aktivierung des p-Catenin/TCF-abhangigen

Whnt-Signalwegs durch Stimulation mit Wnt3a vorzufinden ist, steht im Gegensatz zu
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Befunden aus anderen Zellsystemen. Moglicherweise ist der endogene Spiegel von
Wnt3a in GLUTag Zellen bereits supraphysiologisch. Jedoch kam es bei der in dieser
Arbeit durchgefuhrten Stimulation mit Fat cell-conditioned Medium (FCCM), welches
neben Wnt3a andere Signalmolekule enthalt, zu einer signifikanten Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalwegs. Moglich ist, dass andere Bestandteile aus FCCM wie
Wnt10b zu einer Steigerung der TOPflash-Transkription fuhrten [124].

Andererseits ist ein stark erhohtes intrazellulares Vorhandensein von Wnt3a in
GLUTag Zellen denkbar, sodass eine Stimulation mit Wnt3a zu keiner weiteren
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs mehr fuhren kann.

In Studien mit Exendin-4 wurde gezeigt, dass dieses in p-Zellen den kanonischen
Whnt-Signalweg aktiviert. In murinen p-Zellen fuhrte eine Stimulation mit Exendin-4 zu
einer Aktivierung des TCF-abhangigen kanonischen Wnt-Signalwegs. Beweisend
dafur war ein Experiment mit TCF7L2- oder p-Catenin-Knockdown Inseln, bei denen
der proliferationsfordernde Effekt nach Stimulation mit Exendin-4 auf die
pankreatischen p-Zellen wedfiel [63].

Ein Einfluss von Exendin-4 auf die Expression von Wnt-Signalmolekulen in GLUTag
Zellen konnte in den hier durchgeflihrten Experimenten nicht nachgewiesen werden.
Es fuhrte weder zur Stimulierung noch Inhibierung der Expression von Wnt-
Signalmolekulen in intestinalen endokrinen L-Zellen.

Der ausbleibende Effekt von Exendin-4 in der vorliegenden Arbeit lasst sich mit der
Arbeit von Sangle et al. [111] vergleichen. Dort fuhrte eine Stimulation von GLUTag-
Zellen mit Exendin-4 zu keiner erhohten Freisetzung von endogenen GLP-1, im
Gegensatz zum DPP-IV-Inhibitor Sitagliptin. Sitagliptin fuhrte auf einem DPP-IV
unabhangigen Weg zu einer Erhéhung von GLP-1.

Zu vermuten ist in Sangle’s und unserer Studie, dass die Dichte von GLP-1-
Rezeptoren auf der Zelloberflache von GLUTag-Zellen zu gering ist. Somit bleibt ein
Effekt auf die Expression von endogenen Wnt-Signalmolekilen in unseren
Experimenten aus.

Um genauere Aussagen uber die Wirkung von Exendin-4 auf L-Zellen treffen zu
konnen, sollten weitere Experimente mit einer Langzeitstimulation von Exendin-4
durchgefiihrt werden. Eine Anderung der verwendeten Zellen kdénnte auch zu neuen

Erkenntnissen fuhren.
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In Bezug auf die Glukose senkende Substanz Metformin zeigten Manucci et al. und
Mulherin et al. anhand von Zelllinien, dass eine Langzeit Metformin Behandlung zu
einer Erhohung des GLP-1-Spiegels fuhrt. Es ist bis heute nicht bekannt Uber
welchen Mechanismus diese Wirkung zustande kommit.

Es wurden verschiedene Hypothesen uber den Mechanismus aufgestellt. Eine der
Hypothesen vermutete einen erhohten GLP-1 Spiegel durch Inaktivierung der DPP-
IV. Diese Hypothese erwies sich als falsch. Metformin beeinflusste nicht den GIP-
Spiegel. Da GIP von der DPP-IV rapide abgebaut wird, miusste bei einer Hemmung
der DPP-1V zusatzlich der Spiegel von GIP ansteigen [19, 125].

Kappe et al. konnten in einer Studie eine erhohte GLP-1-Sekretion in GLUTag-Zellen
durch eine Langzeitstimulation mit Metformin nachweisen. Diabetiker besitzen eine
erhohte Konzentration von freien Fettsauren, die zur Apoptose von GLP-1
sezernierenden Zellen fuhren. Metformin schutzt dem Anschein nach diese Zellen
vor der Lipoapoptose durch freie Fettsauren. Aullerdem wird eine direkte Wirkung
von Metformin auf die L-Zellen vermutet. Fur eine endgultige Aussage sind vor allem
in vivo Studien gefordert [20].

Die von uns aufgestellte Hypothese sollte mogliche Aufschlisse geben, ob Metformin
durch eine Zunahme der Expression von Wnt-Signalmolekllen zu einer erhohten
GLP-1-Sekretion fuhrt.

Metformin fuhrte jedoch in keinem der ausgefuhrten Experimente zu einer
signifikanten Expressionsveranderung von Wnt4 oder TCF7L2.

Eine Langzeitstimulation mit Metformin, vergleichbar mit Kappe et al., konnte

weiterfuhrende Ergebnisse erzielen [20].

Bezuglich Insulin veroffentlichte eine Gruppe um Yi 2008 in in vitro Experimenten
unter anderem mit GLUTag Zellen, dass Insulin zu erhdhten GLP-1 Spiegeln fuhrt.
Unter anderem kam es zu einem Anstieg der p-Catenin Konzentration im Nukleus
der Zelle. Dieses fuhrte zu einer Komplexbildung mit TCF7L2. Dieser Komplex band
an das G2 Enhancer element [26].

Dies bestatigte die Gruppe Liu et al. 2012, indem sie in vivo Experimente
durchfuhrten. Es kam in deren Experimenten zu einem signifikanten Anstieg des
GLP-1. Jedoch ist der Mechanismus der GLP-1 Erhdhung bisher nicht bekannt [126].
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In beiden erwahnten Studien kam es in den Versuchen zu einem Anstieg des
nuklearen p-Catenins. Daher liegt die Vermutung nahe, dass diese Wirkung Uber den
kanonischen Wnt-Signalweg vermittelt wird.

In unseren Ergebnissen zeigte sich durch Insulin kein stimulierender oder
inhibierender Effekt auf die Expression einzelner Wnt Signalmolekule. Somit fuhrte
nicht die Stimulation der Expression von Wnt4 oder TCF7L2 zur Erhdhung des GLP-
1 Spiegels. Auch hier sind weitere Nachforschungen anzustreben.

Im Zusammenhang mit den anderen untersuchten Glukose senkenden Substanzen
gibt es keine aktuellen Forschungsdaten, die eine Verbindung zum Wnt-Signalweg
herstellen.

Die in unserer Arbeit durchgefuhrten PCR-Analysen zeigen, dass die Wnt-
Signalkomponenten Wnt4 und TCF7L2 durch die restlichen Glukose senkenden
Substanzen dosisunabhangig nicht in ihrer Expression verandert werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit fur die hier eingesetzten Glukose
senkenden Substanzen kein signifikanter stimulierender oder hemmender Einfluss
auf die Expression von Wnt-Signalmolekilen in murinen GLUTag-Zellen
nachgewiesen werden.

Allerdings fand sich eine Hemmung der mRNA Expression der Wnt-Signalmolekule
TCF7L2 und Wnt4 in L-Zellen durch hohe Glukosespiegel. Dies konnte ein
Mechanismus sein, der zum verminderten GLP-1 Spiegel bei Patienten mit Typ 2
Diabetes mellitus beitragt.
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5 Zusammenfassung

Die Arbeit zeigt, dass die Stimulation mit hohen Glukosekonzentrationen, wie sie bei
Diabetikern vorliegen, die Expression einzelner Komponenten aus dem kanonischen
Whnt-Signalweg in intestinalen endokrinen L-Zellen hemmen.

Die Stimulation der intestinalen L-Zellen mit verschiedenen ausgewahlten Glukose
senkenden Substanzen wie Metformin, Tolbutamid, Rosiglitazon, Exendin-4 und
Insulin fuhren in verschiedenen Konzentrationen weder zu einer signifikanten
Stimulation noch Inhibierung der Expression der Wnt-Signalmolekule TCF7L2 und
Wnt4.

Die Daten dieser Studie zeigen, dass hohe Glukosekonzentrationen die endogene
TCF7L2 und Wnt4 Expression in intestinalen endokrinen L-Zellen inhibieren. Es
konnte ein Mechanismus fur die erniedrigte GLP-1 Sekretion aus L-Zellen bei

Diabetikern darstellen.
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