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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Zielstellung der Arbeit

Erkrankungen aus dem Kreis des Metabolischen Syndroms (z.B. Adipositas, Diabetes mellitus,
Lipidstoffwechselstorungen, Herz-Kreislauf-Erkrankungen) nehmen weltweit rasant zu.
Mittlerweile ist in Europa fast jede dritte Frau im gebarfahigen Alter Ubergewichtig. Eine
maternale Adipositas und / oder ein maternaler Diabetes mellitus erhéht das Risiko der
Nachkommen, im Erwachsenenalter am Metabolischen Syndrom zu erkranken [1-20].

Der britische Wissenschaftler Professor David J. P. Barker hat aufgrund epidemiologischer
Untersuchungen zu Beginn der 1990er Jahre die nach ihm benannte Hypothese formuliert, der
zufolge es einen Zusammenhang zwischen dem Geburtsgewicht und dem Risiko flr bestimmte
Erkrankungen im Erwachsenenalter gibt (Barker-Hypothese, auch DOHaD (Developmental
Origin of Health and Disease) genannt) [21]. Je niedriger das Geburtsgewicht ist, desto hoher
ist die Anfalligkeit fur Krankheiten des Metabolischen Syndroms. Die Barker-Hypothese wurde
inzwischen in Tiermodellen experimentell untermauert [22—25] und konnte auch in Studien an
Patienten bestatigt werden [21,26—42]. Der Einfluss des miutterlichen Stoffwechselgeschehens
auf die Entwicklung der Nachkommen betrifft bereits die ersten Tage der Schwangerschaft, die
Praimplantationsphase, und erstreckt sich nach neueren Untersuchungen schon auf die
Oozytenentwicklung vor der Befruchtung [43—45].

Im Zentrum des wissenschaftlichen Interesses stehen die Fragen nach den Wechselwirkungen
zwischen Mutter und Embryo, die bei der Weitergabe von Stoffwechselstérungen von der
Mutter auf ihre Nachkommen zum Tragen kommen. Fettgewebshormone wie die Adipokine
spielen in der Atiologie des Metabolischen Syndroms eine wichtige Rolle. Es ist von
wissenschaftlichem und klinischem Intresse zu kldaren, welche Funktionen Adipokine in der
Prdaimplantationsphase haben und ob sie an einer prédnatalen Dysregulierung und
metabolischen Programmierung beteiligt sind.

In der vorliegenden Arbeit soll am Versuchtiermodell des Kaninchens geklart werden, wie das
Hormon Adiponektin den embryonalen Metabolismus in der Praimplantationsphase
beeinflusst. Desweiteren soll untersucht werden, ob und wie Adiponektin an der embryo-
maternalen Interaktion in dieser Phase beteiligt ist. Dazu wurde das Adiponektin-
Adiponektinrezeptorsystem in Blastozysten und im graviden Uterus charakterisiert. Die
Wirkungen von Adiponektin auf die beiden Zelllinien in der Blastozyste, den Embryoblasten
und Trophoblasten, wurde durch in vitro Stimulations- und Inhibitionsversuche analysiert.
Hierbei standen die Signaltransduktion und Funktion fiir die Glukoseaufnahme im Fokus.
Zudem wurde der Einfluss eines maternalen, experimentell induzierten Diabetes mellitus Typ 1
auf das Adiponektin-Adiponektinrezeptorsystem in Blastozysten und im graviden Uterus
untersucht. Es wurde analysiert, ob ein experimentell induzierter Diabetes mellitus Typ 1 zu

einer veranderten Adiponektin-Signaltransduktion und Wirkung in Blastozysten fiihrt.
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1.2 Adipokine

Adipokine sind Hormone, die — laut der urspriinglichen Definition — vom Fettgewebe sezerniert
werden. Seit der Entdeckung der Adipokine gilt das Fettgewebe nicht mehr nur als inaktiver
Fettspeicher. Das Fettgewebe ist ein endokrines Organ, das eine Vielzahl biologisch aktiver
Polypeptide sezerniert, die den Metabolismus und die Energiehomeostase regulieren [46—48].
Zu diesen Hormonen gehoéren unter anderem Adiponektin, Leptin, Resistin, Visfatin, Chemerin

und Apelin.

1.2.1 Adiponektin

Adiponektin ist ein 26-kDa grol3es Polypeptid, das vorwiegend, aber nicht ausschlieRlich durch
adulte Fettzellen synthetisiert und sezerniert wird. Strukturell wird es der Komplement 1g-
Familie (siehe Abb. 2) zugeordnet [49-52]. Das humane Adiponektingen konnte auf dem
Chromosom 3 Locus q27 lokalisiert werden. Dieser wird mit einer Pradisposition fir Diabetes
mellitus Typ 2 und fir kardiovaskulare Erkrankungen assoziiert [53]. Die Genstruktur weist drei
Exons und zwei Introns auf und zeigt eine hohe Ubereinstimmung mit dem Leptingen, dem
Anti-Adipositasgen par excellence [54]. Im Adiponektingenlokus konnten verschiedene
Einzelbasenaustausche (SNPs) lokalisiert werden. Diese SNPs werden mit Diabetes mellitus Typ
2 [55,56], einem ansteigenden Body Mass Index (BMI) [57], erhéhtem Bauchumfang [58,59],
Dyslipidamie [60], Bluthochdruck und aortokoronaren Erkrankungen [55,56] korreliert.
Adiponektin kommt als full-length Protein (fl-Adiponektin) oder als kleineres, globulares
Fragment (g-Adiponektin) im Plasma vor (siehe Abb. 2) [61]. Das g-Adiponektin entsteht durch
proteolytische Spaltung, die z.B. durch eine Leukozyten-Elastase, aus aktivierten Monozyten
und Neutrophilen katalysiert wird [62]. Die pathophysiologische Bedeutung dieser Spaltung in
vivo ist noch nicht geklart.

Adiponektin ist in der Lage, charakteristische Homomultimere zu formen (siehe Abb. 1) [52],
die durch Disulfidbrickenbindungen am Cys-39 entstehen [63]. Durch eine native
Polyacrylamidgelelektrophorese kann eine Separierung der verschiedenen Adiponektin-
Multimere (siehe Abb. 1a) erreicht werden [64]. Humanes und murines Serum weisen eine
Vielzahl dieser Multimere auf. Die Bandbreite geht von Trimeren und Hexameren uber
hochmolekulargewichtige (HMW) Multimere [64] wie z.B. Dodekamere [52,65,66].
Adiponektin zirkuliert unter physiologischen Bedingungen in Konzentrationen von 0,5 — 30
pg/ml im Plasma und kann bis zu 0,01% der gesamten Plasmaproteine ausmachen [67]. Die
Aktivierbarkeit der intrazellularen Signalwege ist von der jeweiligen Adiponektinisoform und

der Rezeptorausstattung abhangig [68].
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Abb. 1: Adiponektinisoformen

(a) Western Blot-Analyse von Adiponektin
(b) Schematische Darstellung der Adiponektinmultimere

HMW = High molecular weight Adiponektin;
MMW = Middle molecular weight Adiponektin;
LMW = Low molecular weight Adiponektin
(aus Kadowaki und Yamauchi, 2005 [69])

Adiponektin bt mannigfaltige Funktionen im Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel aus. Seit
seiner Entdeckung 1996 durch vier unabhangige Forschergruppen [43,70-72] implizieren viele
Publikationen eine Rolle von Adiponektin in pathologischen Prozessen, wie z.B. Adipositas oder
Diabetes mellitus Typ 2. Paradoxerweise, obwohl es unter anderem vom Fettgewebe
sezerniert wird, ist die Adiponektinkonzentration mit Adipositas und Adipositas-assoziierten
Erkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus Typ 2, kardiovaskuldre Erkrankungen oder hepatische
Dysfunktionen, invers korreliert [44,73-77]. Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ 1

hingegen weisen eine erhohte Adiponektinkonzentration auf [78-80].

Clq 1 28 31 112 245
NH2 — — COOH

Signal- Kollagen-ahnliche globulare Domane
peptid Domane
Adiponektin 11743 110 247
NHz — — COOH

t

Prozessierung

gAdiponektin

Abb. 2: Schematische Darstellung von Adiponektin und Komplement 1q.

Adiponektin besteht aus einer N-terminalen Kollagen-ahnlichen Sequenz und einer C-
terminalen globuldren Region.

Clg - Komplement 1q; gAdiponektin — globulares Adiponektin
(modifiziert nach Kadowaki und Yamauchi, 2005 [69])
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1.2.2 Adiponektinrezeptoren

Die biologische Wirkung von Adiponektin wird Uber die Bindung an spezifische
membranstandige Rezeptoren, den Adiponektinrezeptoren 1 und 2 (AdipoR1/2), vermittelt
[81]. Eine bemerkenswerte Eigenschaft dieser beiden Rezeptoren ist die groRe Anzahl an
Geweben, in denen sie exprimiert werden. Sie wurden in nahezu allen humanen und murinen
Geweben nachgewiesen [82,83].

AdipoR1/2 sind integrale Membranproteine, die in ihrer Aminosduresequenz zu ca. 67%
identisch sind [82] (siehe Abb. 3). Diese beiden Rezeptoren sind in der Lage, sowohl Homo- als
auch Heteromultimere zu bilden [84,85]. Diese Multimere dissoziieren vermutlich nach der
Ligandenbindung wieder auseinander [84].

Die Tertidrstruktur beider Rezeptorisoformen ist bisher noch nicht aufgeklart. Es wird
angenommen, dass es sich um heptahelikale Rezeptoren handelt [82], die in ihrer Topologie
den G-Protein gekoppelten Rezeptoren dhneln [86—88]. Ein Unterschied besteht in der Lage
des N-Terminus, welcher intrazelluldr lokalisiert ist, und des C-terminalen Endes, welches
extrazellular orientiert ist [82,89]. Dies entsprache einer entgegengesetzten Topologie aller
bisher bekannten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Aufgrund dieser strukturellen
Besonderheiten wurden die Adiponektinrezeptoren in eine neue Superfamilie eingeordnet.
Zusammen mit den Progestinrezeptoren gehoren sie der Progestin- und Adiponektinrezeptor-
Superfamilie (PAQR) an [90], die bisher elf Mitglieder umfasst. Zu diesen zahlen die beiden
AdipoRs und drei Progestinrezeptoren (Progesteronrezeptor-a, -B, -y). Die restlichen
Familienmitglieder sind strukturahnliche Rezeptoren mit unbekannter Funktion. Die
Klassifizierung in diese Familie erfolgt ausschlieBlich anhand der Anwesenheit der sieben
Transmembranhelices, die durch drei kurze Aminosauresequenzen flankiert werden. Welcher
molekulare Mechanismus die Grundlage bildet und welcher physiologische Vorteil sich durch
die Orientierung der Rezeptoren ergibt, ist noch nicht geklart.

AdipoRs sind hochkonserviert. Das Homologon in der Hefe, YOLOO2c, reguliert unter anderem
den Lipidmetabolismus wie in anderen Saugern [91].

Obwohl bisher noch keine exakte Bindungsstelle des Adiponektins an die beiden Rezeptoren
bekannt ist, weisen die Rezeptoren unterschiedliche Bindungsaffinitaten fir fl- und g-
Adiponektin auf [81,82]. AdipoR1 bindet globuldres Adiponektin mit hoher Affinitat, wahrend
fl-Adiponektin eine geringere Affinitdt zeigt. Dagegen weist AdipoR2 eine intermedidre
Affinitdat fir beide Adiponektinisoformen auf. Ob diese unterschiedliche Bindungsart
physiologisch relevant ist, ist nicht geklart, da tGberwiegend fl-Adiponektin im Plasma vorliegt

[69], wahrend g-Adiponektin nur in geringen Konzentrationen im Blut prasent ist [61,64].
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Abb. 3: Struktur der Adiponektinrezeptoren.

AdipoR1 und R2 weisen 7 Transmembrandoméanen, einen extrazelluldren C- und einen
intrazellularen N-Terminus auf. AdipoR2 ist in 66,7% der Aminosduren mit AdipoR1 identisch.
(modifiziert nach Kadowaki et al., 2006 [68])

1.3 Adiponektin und der Zellmetabolismus

1.3.1 Zellulare Signalwege der Adiponektinrezeptoren

Die beiden Adiponektinrezeptoren werden in Geweben unterschiedlich exprimiert. AdipoR1
kommt vorwiegend im Skelettmuskel und AdipoR2 hauptsachlich in der Leber vor [82]. Hinzu
kommt, dass die beiden Rezeptoren, wie bereits im Kapitel 1.2.2 beschrieben, unterschiedliche
Affinitaten fur die verschiedenen Isoformen von Adiponektin aufweisen.

Die metabolische Wirkung von Adiponektin vermittelt die AMP-Kinase alpha 1/2 (AMPK) (siehe
Abb. 4). Diese reguliert sowohl den Glukosemetabolismus als auch den Lipidmetabolismus
[92]. Dabei induziert die Phosphorylierung der AMPK katabolische Stoffwechselwege wie z.B.
Fettsdureoxidation und Glykolyse, wdahrend anabole Wege (z.B. Lipogenese und
Glukoneogenese) abgeschaltet werden. Bekannte Ziele der AMPK sind die Acetyl-Coenzym A
Carboxylase (ACC), die den Lipidmetabolismus reguliert, die Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
2 (PEPCK), das Schlisselenzym der Glukoneogenese und der Glukosetransporter 4 (GLUT4), der
Insulin-sensitiv die Aufnahme von Glukose in die Zelle reguliert [93-96].

Die Charakterisierung dieser Signalwege im Einzelnen steht erst am Anfang. Am Beispiel des
Skelettmuskels und der Leber soll dies verdeutlicht werden (siehe Abb. 4). Allgemein l&sst sich
sagen, dass alle Isoformen im Skelettmuskel aktiv sind, wahrend in der Leber nur fl- und HMW-

Adiponektin eine biologische Antwort induzieren kénnen [64,92,97].

Adiponektin-Signalkaskade in Skelettmuskelzellen

Im Skelettmuskel sind alle Adiponektinvarianten aktiv [98]. Durch die Bindung von Adiponektin
an AdipoR1 interagiert der N-Terminus des Rezeptors mit dem intrazelluldren Bindungspartner
APPL1 (adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper containing
1) [99]. Dieser stimuliert die Phosphorylierung von AMPK und p38MAPK und steigert so die B-

Oxidation und die Glukoseaufnahme [99]. Letzteres wird bedingt durch die Interaktion von
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Rab5 mit APPL1, wodurch die Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran induziert wird
[99]. Die Aktivierung der AMPK beruht auf einer direkten Interaktion von APPL1 mit LKB1, der
wichtigsten AMPK-Kinase [100]. Die so aktivierte AMPK ist ihrerseits in der Lage, die ACC zu
phosphorylieren und folglich zu inhibieren [101]. Die ACC stellt das Schliisselenzym der
Fettsdauresynthese dar. Durch ihre Inhibierung kommt es zu einer Reduzierung der Malonyl-
CoA-Konzentration im Zytoplasma und daher zu einem gesteigerten Import von freien
Fettsduren in die Mitochondrien durch die Carnitin-Palmitoyltransferase 1 (CPT1) [102,103]. In
den Mitochondrien werden diese Fettsauren oxidiert.

Desweiteren wird die p38MAPK durch die AMPK phosphoryliert, so dass diese PPARa
aktivieren kann [86,104]. PPARa ist ein Transkriptionsfaktor, der die Promotoraktivitat vieler
Gene des Fettsduremetabolismus kontrolliert. Hierzu zdhlen unter anderem Cluster of
Differentiation (CD36), Acetyl CoA Oxidase (ACO), Uncoupling Protein 2 (UCP2) und das Sterol
regulatory element-binding protein 1c (SREBP1c). Adiponektin erhéht die Expression von CD36,
ACO und UCP2, wahrend SREBP1c herunterreguliert wird. Diese vier Proteine sind
Schliisselenzyme, die Fettsduretransport, -synthese oder -abbau regulieren [105,106].
Adiponektin beeinflusst in der Skelettmuskulatur den Glukose- und Fettsdauremetabolismus
hauptsachlich iber AdipoR1, indem die Oxidation freier Fettsduren und die Translokation von
GLUT4 zur Plasmamembran gesteigert werden [69,81,99,102].

Adiponektin-Signalkaskade in Leberzellen

Die Leberzelle reagiert ausschlieflich auf fl- oder HMW-Adiponektin, obwohl AdipoR2 alle
Isoformen in gleichem MaRe binden kann [82,98]. In der Leber reguliert Adiponektin ebenfalls
den Glukose- und Fettsduremetabolismus, jedoch anders als in der Skelettmuskulatur.

Eine Gemeinsamkeit zwischen der Muskel- und der Leberzelle ist die Interaktion zwischen
AdipoR1 und APPL1 mit nachgeschalteter Aktivierung der AMPK und Inhibierung der ACC. Die
aktivierte AMPK fiihrt in der Leber zu einer Reduzierung der Schliisselenzyme der hepatischen
Glukoneogenese (Glukose-6-Phosphatase (G6P) und Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
(PEPCK)) [81,92,99,107].

Die PEPCK katalysiert die Umkehrreaktion der Glykolyse vom Oxalacetat zum
Phosphoenolpyruvat. In adulten Leberzellen wird die PEPCK durch cAMP aktiviert und durch
Insulin gehemmt [108]. Die Regulation durch Insulin erfolgt Gber den Transkriptionsfaktor
FOXO, dessen Phosphorylierung Uber den PI3-K/Akt-Weg zur Abnahme der PEPCK-
Transkriptmenge fiihrt [109].

Desweiteren wird PPARa hier nicht Gber die AMPK aktiviert, sondern, tiber AdipoR2 [81]. Es
werden aber dennoch die gleichen Gene (CD36, ACO, UCP2 und SREBP1c) wie in der
Skelettmuskulatur reguliert.

Adiponektin zeigt eine andere Wirkung auf die Leber- als auf die Skelettmuskelzelle. Es

inhibiert die Glukoneogenese und aktiviert die B-Oxidation [81,92,99].
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Abb. 4: Adiponektin-Signalkaskade in der Skelettmuskulatur und der Leberzelle

ACC — Acetyl-CoA Carboxylase; ACO — Acetyl-CoA Oxidase; AdipoR1/2 — Adiponektinrezeptor
1/2; AMPK — AMP-aktivierte Proteinkinase; APPL1 — Adaptor protein, phosphotyrosine
interaction, PH domain and leucine zipper containing 1; CD36 — Cluster of Differentiation 36;
G6P — Glukose-6-Phosphatase; GLUT4 — Glukosetransporter 4; LKB1 — Serin/Threoninkinase 11;
p38MAPK — p38-mitogenaktivierte Proteinkinase; PEPCK — Phosphoenolpyruvatcarboxykinase;
PPARa - Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor alpha; Rab5 — RAS-related protein 5; UCP2
— Mitochondrial uncoupling protein 2; SREBP1c — sterol regulatory element-binding protein, ® —
Phosphorylierung

1.3.2 Die Regulation des Glukosemetabolismus durch Adiponektin

Adiponektin kann wie gerade beschrieben den Glukosemetabolismus in der Leber und im
Skelettmuskel regulieren. Dazu gehort eine gesteigerte Glukoseaufnahme im Skelettmuskel,
die durch eine verstarkte GLUT4-Translokation zur Plasmamembran ausgelost wird [82,110].
AuBerdem wird die Expression der Glukose-6-Phophatase (G6P) und der
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase  (PEPCK), die Schlisselenzyme der hepatischen
Glukoneogenese sind, reduziert [81,92,99]. Diese Effekte werden alle durch den AdipoR1, der
nach Bindung von Adiponektin die Phosphorylierung der AMPK initiiert, vermittelt [81].

Wie genau die durch Adiponektin induzierte Signaltransduktion ablauft, ist bisher noch nicht
vollstandig aufgeklart. Im Jahr 2006 konnte das erste AdipoR-Adaptorprotein identifiziert
werden — APPL1 [99]. Dieses interagiert mit dem N-Terminus beider AdipoRs. Die Bindung von
APPL1 an AdipoR1 aktiviert die AMPK und steigert die Glukoseaufnahme [99]. Die AMPK wird
phosphoryliert indem APPL1 direkt mit der Serin-/Threoninkinase 11 (LKB1 oder STK11)
interagiert, eine der wichtigsten AMPK-Kinasen [100]. Daraufhin kommt es zur
Phosphorylierung von CREB (cAMP responsive element-binding protein) regulated
transcriptional coactivator 2 (CRTC2) [111]. Dies ist ein CREB-Coaktivator, der die hepatische
Glukoneogenese transkriptionell reguliert [112]. Es kommt zur Reduktion der G6P und PEPCK.
AulRerdem kann die AMPK den orphan nuclear receptor small heterodimer partner (SHP)

aktivieren. Dieser Transkriptionsrepressor verhindert die Transkription des PEPCK-Gens [113].
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Neben der Aktivierung der AMPK kann Akt durch Adiponektin phosphoryliert werden. Dies
kann zusatzlich die Transkripton der PEPCK inhibieren, wie es unter dem Einfluss von Insulin
der Fall ist [114].

Die Glukoseaufnahme wird liber die Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran gesteigert.
Sowohl g-Adiponektin als auch fl-Adiponektin kénnen den Einbau von GLUT4 in die Membran
AdipoR1-vermittelt induzieren. Die Aktivierung von AdipoR1 fiihrt zur Bindung von APPL1
[99,115] und der GTPase Rab5 (Ras-related protein Rab-5) [99]. Dies resultiert in der
Translokation des GLUT4-Proteins [99]. Desweiteren ist es moglich, dass die AMPK selber und
die p38MAPK (p38-mitogenaktivierte Proteinkinase) zur GLUT4-Translokation beitragen [99].
Die weitere Abfolge innerhalb der Adiponektin-induzierten GLUT4-Translokation ist noch nicht

bekannt.

1.4 Adiponektin in der Schwangerschaft

Der physiologische Adiponektin-Serumspiegel ist abhangig vom Schwangerschaftsstadium:
Hohe Adiponektinkonzentrationen in der frilhen Schwangerschaft verbessern die maternale
Speicherung von Nahrstoffen. Abnehmende Werte in der spateren Schwangerschaft
beglinstigen die Bereitstellung von Energiespeichern. Im Verlauf der Schwangerschaft adiposer
Frauen gibt es dagegen keine Konzentrationsunterschiede von Adiponektin [116].

Auch aus Untersuchungen bei Mausen ist bekannt, dass zum Ende der Graviditdt die
Adiponektinkonzentration im maternalen Serum abnimmt [117]. Deshalb wird vermutet, dass
Adiponektin bei der Entwicklung der Insulinresistenz in der spaten Schwangerschaft eine Rolle
spielt. Diese Insulinresistenz ist eines der Kennzeichen einer humanen Schwangerschaft [118—
122]. Interessanterweise weist eine Anderung der Adiponektinkonzentration im maternalen
Serum auf eine Veranderung der maternalen Insulinsensitivitat hin [123-126].

Die Schwangerschaft erfordert eine groRe Energieaufnahme und —aktivierung durch die
Mutter [127]. Um eine normale fetale Entwicklung zu gewahrleisten, wird die erste Halfte der
Schwangerschaft dazu genutzt, auf maternaler Seite Fettreserven anzulegen. In der zweiten
Halfte bildet sich eine Insulinresistenz bei der Mutter aus. Diese verhindert einen Anstieg der
hepatischen Glukoneogenese und eine Abnahme der maternalen Glukoseaufnahme in den
eigenen Skelettmuskel und das eigene Fettgewebe und steigert gleichzeitig die Lipolyse im
Fettgewebe, um Glukose und Lipide dem Fotus zur Verfligung zu stellen [128,129].

In Ubereinstimmung mit den Stoffwechselprozessen ist die Adiponektinkonzentration der
Mutter im Serum in der ersten Halfte der Schwangerschaft erhéht [130,131]. In der zweiten
Halfte der Schwangerschaft fallt der Adiponektinspiegel im maternalen Serum [121]
proportional zum Anstieg des mitterlichen BMI und der sich entwickelnden Insulinresistenz
wieder ab [121,131,132].

Frauen mit Gestationsdiabetes weisen eine geringere Adiponektinkonzentrationen im Serum
auf [126,133]. Ein Gestationsdiabetes zeichnet sich durch eine Insulinresistenz und
Glukoseintoleranz aus. Desweiteren sind niedrige Adiponektinkonzentrationen typischerweise

mit einem gesteigerten Risiko verbunden, Babys mit einem erhéhten Geburtsgewicht (/large for
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gestational age) oder makrosome Babys zu bekommen [134]. Geringe
Adiponektinkonzentrationen im ersten Trimester sind ein Indiz fiir einen spateren
Gestationsdiabetes [135,136]. Wenn die Adiponektinkonzentration einer Schwangeren
unterhalb von 6,4 pg/mlim Serum liegt, ist das Risiko fiir einen Gestationsdiabetes um das 2,4-
fache erhoht. Kommt zu diesem niedrigen Wert auch noch eine Adipositas hinzu, dann erhéht
sich das Risiko um den den Faktor 11 [136]. Ein Gestationsdiabetes tritt bei insgesamt 2 bis 8%
aller Schwangerschaften auf [137,138].

Die Adiponektinkonzentration im Nabelschnurblut des Fetus nimmt ab der 24. Woche der
Schwangerschaft deutlich zu. Um den Entbindungstermin herum erreichen diese Werte ein
Plateau und die Konzentration ist gegeniiber der 24. Woche um das 20-fache gestiegen [139].
Diese Konzentrationen liegen deutlich iber denen im Serum eines Erwachsenen (Faktor 2 bis
3) [139-147].

Im dritten Trimester der Schwangerschaft steigert sich das Fettgewebe im Fotus deutlich.
Parallel zu dieser Zunahme nimmt auch die Adiponektinkonzentration im Nabelschnurblut zu
[139], d.h. im Fotus liegt eine positive Korrelation der Adiponektinkonzentration mit dem BMI
vor [139], wahrend in Erwachsenen und Kindern ein negativer Zusammenhang existiert.
Vermutlich ist dieses Phanomen auf das braune Fettgewebe des Fotus zuriickzufiihren. Dieses
macht ca. 5 % des Gesamtgewichtes des Fotus aus [148]. Im braunen Fettgewebe wird die
Expression von Adiponektin anders reguliert als im weiflen. Insulin wirkt in weiBen Adipozyten
inhibitorisch auf die Synthese von Adiponektin [149], wadhrend es in braunen Adipozyten
stimulierend wirkt [150].

Adiponektin in der Pra- und Periimplantationsphase der Schwangerschaft
Adiponektin und seine beiden Rezeptoren sind wahrend der Pra- und Periimplantationsphase

in verschiedenen Sdugern prasent. Dies weist daraufhin, dass Adiponektin schon zu diesem
Zeitpunkt wichtig fur den Embryo ist.

Bisher konnten Adiponektin und seine beiden Rezeptoren wahrend der Praimplantationsphase
in Maus- [151-153], Rind- [154] und Kaninchenembryonen [151,155] nachgewiesen werden
(siehe Tabelle 1). Die genaue Datenlage in einzelnen Spezies wahrend der
Praimplantationsphase ist in Tabelle 1 zusammengestellt.

Auf maternaler Seite konnte Adiponektin im Uterus wahrend der Periimplantationsphase von
Maus und Kaninchen [151,152] und die beiden Adiponektinrezeptoren (AdipoR1 / R2) im
humanen [156] und Schweineuterus [157] nachgewiesen werden. Eine relevante Rolle von
Adiponektin wahrend der Implantation wird dadurch unterstrichen, dass Adiponektin und
seine beiden Rezeptoren in den Implantationsbereichen im Uterus der Maus hochreguliert
werden [152]. Adiponektin Knock out-Mause sind fertil. Offensichtlich konnen die Aufgaben
von Adiponektin durch complement-C1lq TNF-related proteins (CTRPs) oder bisher noch
unbekannte Vertreter kompensiert werden [158].

Ein Fehlen von Adiponektin beeinflusst die Fertilitdt von Mausen nicht [158]. Dennoch sind zu

niedrige mditterliche Adiponektinkonzentrationen ein Indiz fiir eine verdnderte
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Stoffwechsellage der Mutter, die die Wahrscheinlichkeit von Schwangerschaftskomplikationen,

wie beispielsweise einem Gestationsdiabetes, erhéhen [135,136].

Tabelle 1: Adiponektin und seine beiden Rezeptoren in der Prdimplatationsphase verschiedener
Sauger (n.b. — nicht bekannt)

Kaninchen Maus Schwein Rind
[151,155] [151-153] [159] [154]
Oozyte
1- bis 16- = Qozyte
Adiponektin =  Blastozyste ) n.b.
Zellstadium = Blastozyste
Blastozyste
Oozyte
. Oozyte
1- bis 16- = Qozyte
AdipoR1 = Blastozyste . 2-Zellstadium
Zellstadium = Blastozyste
= Blastozyste
= Blastozyste
= QOozyte
= 1- 2-,4-, 8- = Qozyte
) = Oozyte
AdipoR2 = Blastozyste und 16- = 2-Zellstadium
) ® Blastozyste
Zellstadium = Blastozyste
= Blastozyste

1.5 Die Bedeutung der Glukose fiir die Blastozystenentwicklung
Die Energiegewinnung in Sadugetierembryonen wird durch verschiedene Stoffwechselwege
gesichert und ist abhangig von der Spezies und vom Entwicklungsstadium des Embryos. Vor
der Kompaktierung der Furchungsstadien werden als Substrate hauptsachlich Laktat und
Pyruvat verbraucht. Glukose wird erst ab der Blastozystenbildung metabolisiert [Mensch
[160,161], Maus [162-164], Ratte [165], Kaninchen [166], Rind [167,168], Schaf [169], Schwein
[170]]. In Schweine- und Rinderembryonen steigt der Glukoseverbrauch zwischen dem 1-/ 2-
Zellstadium und dem Blastozystenstadium um das ca. 150- bis 300-fache an [168,170].
Glukose, Laktat und Pyruvat dienen zur Energiegewinnung durch die Glykolyse, lber den
Zitratzyklus und durch oxidative Phosphorylierung. Pentosen fir die Nukleinsduresynthese
werden Uber den Pentosephosphatweg gebildet. Der Wechsel von Pyruvat zu Glukose ist
begleitet von einem Wechsel vom aeroben zum anaeroben Stoffwechsel, vermutlich bedingt
durch die sauerstoffarme Umgebung, in der sich der Embryo vor und wahrend der
Implantation im Uterus entwickelt [171,172]. Sind diese Stoffwechselwege im Embryo gestort,
Aber

bzw. postnataler

kann es zu Implantationsstérungen und  Aborten = kommen. auch

Entwicklungsverzogerungen mit langfristigen Nachwirkungen wie pra-
Mortalitdt konnen daraus resultieren [173].
Glukose ist ein polares Molekiil, welches Uber Transportproteine in die Zelle aufgenommen

wird. Diese sind entweder aktive Natrium-Glukose-Cotransporter (SGLT) oder
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energieunabhingige passive Glukosetransporter (GLUT). Der Praimplantationsembryo ist mit
mindestens drei GLUTs ausgestattet, die entwicklungsspezifisch exprimiert werden [174-176].
Die Rate der Glukoseaufnahme durch den Embryo liegt dabei im pM-Bereich [177-180].

1.6 Einfluss eines Diabetes mellitus Typ 1 auf die Embryonalentwicklung

Fiir einen erfolgreichen Implantationsprozess und die zeitgerechte Entwicklung des Embryos
ist eine enge Interaktion zwischen Mutter und Embryo erforderlich. Exogene Faktoren, wie
chronische oder akute Veranderung der Nahrungsaufnahme, haben einen Effekt auf die
Fertilitat von Sdugetieren. Infolge von maternalen Didten mit einer modifizierten Kalorienzahl
oder einer verdanderten Aufnahme bestimmter Nahrstoffe kann die Embryonal- und
Fetalentwicklung beeinflusst werden.

Der maternale Stoffwechsel kann auch durch pathologische Erkrankungen wie einen
maternalen Diabetes mellitus Typ 1 und 2 oder Adipositas fehlreguliert werden. Das
Erkrankungsbild eines Typ 1 Diabetes wird durch einen absoluten Mangel an Insulin
hervorgerufen.

Dieser Insulinmangel ist beim Menschen auf eine durch Infektionen und
Autoimmunreaktionen ausgeldste Zerstorung der pankreatischen B-Zellen zuriickzufihren
[181,182]. Infolge des Insulinmangels ergeben sich eine Reihe von Konsequenzen fir den
Organismus. Der Glukosetransport in die Zellen und die anschlieBende Oxidation oder
Speicherung der Glukose sind gestort, katabole Stoffwechselwege, wie die Lipolyse und
Proteolyse, sind aktiviert.

Insulin spielt eine wichtige Rolle im embryonalen Energiestoffwechsel. Das miitterliche
Nahrstoffangebot geht eng mit der Entwicklung des Embryos einher. Es ist von daher nicht
verwunderlich, dass es bei Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus zu Stérungen in
der Entwicklung des Embryos und zu einer erhéhten Fehlbildungs- oder Abortrate kommt
[183]. Es wird angenommen, dass der Hauptgrund fiir diabetogene Fehlbildungen und
Fehlgeburten die glukosevermittelte Apoptose ist [184]. Diabetes mellitus wahrend der
Schwangerschaft birgt zudem ein erhdhtes Risiko fiir Praeklampsie und Eklampsie [185].

Ein Insulinmangel wie beim Typ 1 Diabetes kann zu einem verringerten Geburtsgewicht flihren
(small for gestational age (SGA)) [22]. Diese SGA-Kinder weisen ein erhdhtes Risiko auf, im
Erwachsenenalter an Diabetes mellitus Typ Il oder dem Metabolischen Syndrom zu erkranken
(Barker-Hypothese) [186-189]. Insulingabe und die strenge Uberwachung der
Blutglukosekonzentration kann die negativen Auswirkungen des Diabetes mellitus auf die

Schwangerschaft reduzieren [190].

Experimenteller Diabetes mellitus Typ 1 im Tiermodell

Es werden verschiedene Tierversuchsmodelle genutzt, um die Pathophysiologie des Diabetes
mellitus Typ 1 aufzuklaren. Es gibt Versuchstiere, die spontan (BB-Ratte, NOD-Maus), Uber die
Ernahrung (hochkalorisches Futter) oder chemisch induziert (Streptozotozin, Alloxan) einen

Diabetes mellitus Typ 1 entwickeln.
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Im diabetischen Tiermodell der Maus mit erhohten Glukosekonzentrationen im Blut [191]
kommt es zu einer Verringerung der Glukoseaufnahme des Praimplantationsembryos , einer
gesteigerten Apoptoserate und einer erhéhten Anzahl an fetalen Resorptionen und
Fehlbildungen [192,193]. Embryonen von diabetischen Ratten haben eine schlechtere
Entwicklungspotenz [165,194,195]. Aber auch der Entzug von Glukose fiihrt zu einer
verringerten Blastozystenbildung und, je nach Ausmall des Glukosemangels, zum
Entwicklungsarrest [196,197].

Im diabetischen Kaninchenmodell fiihrt ein experimentell induzierter Diabetes mellitus Typ 1
zu Subfertilitat. Die Anzahl der Blastozysten am Tag 6 p.c. verringert sich um 40% [198]. Zudem
kommt es zu einer Entwicklungsverzégerung und zu einer verspateten Gastrulation [198]. Die
Expression des Insulinrezeptors und des IGF1-Rezeptors wird in der Kaninchenblastozyste
herunterreguliert, ebenso wie ihre metabolischen Zielgene (z.B. PEPCK) [198]. Die verringerte
Expression der Rezeptoren fihrt zu einer verminderten Insulin- und IGF1-Sensitivitdt, die

ursachlich an der verzogerten Entwicklung der Kaninchenblastozyste beteiligt sein konnte.

Das Versuchstiermodell Kaninchen

Das Versuchstiermodell Kaninchen besitzt aus entwicklungsbiologischer Sicht eine hohe
Relevanz, da die Kaninchenblastozyste aufgrund ihrer GroRe und der Morphologie ihrer
Keimscheibe gegeniiber anderen Tiermodellen Vorteile bei experimentellen Arbeiten bietet.
Des Weiteren besitzt das Kaninchen einen hdheren phylogenetischen Verwandtschaftsgrad
zum Menschen als die haufig genutzten Versuchstiere Maus und Ratte [199].

Ein Diabetes mellitus Typ 1 kann beim Kaninchen durch diabetogene Chemikalien, wie Alloxan
und Streptozotocin, experimentell induziert werden. Bei beiden handelt es sich um
zytotoxische Glukoseanaloga, die mit unterschiedlichen Mechanismen selektiv nur die
insulinproduzierenden pankreatischen -Zellen zerstéren und keinen Effekt auf die anderen
Inselzellen ausiiben [200,201].

Alloxan (2,4,5,6-Tetraoxypyrimidin) wird aufgrund seiner Strukturahnlichkeit zur Glukose von
dem u.a. in der B-Zellmembran lokalisierten insulinunabhdngigen Glukosetransporter 2 (GLUT
2) in das Zytosol der pankreatischen R-Zellen transportiert, akkumuliert dort [200,202,203] und
|6st verschiedene pathophysiologische Effekte aus.

Der entscheidende zytotoxische Effekt von Alloxan zur Zerstérung der insulinproduzierenden
R-Zellen ist die Generierung von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS - reactive oxygen
species), verursacht durch einen komplexen Reaktionszyklus des Reduktionsproduktes
Dialursdure. Das Tripeptid Glutathion (GSH) reduziert das vorhandene Alloxan in der R-Zelle
und induziert somit die Bildung von Dialursdure. Diese wird spontan autooxidiert und induziert
dadurch die zytotoxische ROS-Bildung [204,205]. Alloxan ist in seiner oxidierten Form, also in
Abwesenheit von GSH und somit im Extrazelluldrraum, nicht zytotoxisch [206]. Zum Schutz vor
ROS verfligen die Zellen Uber verschiedene antioxidative Enzyme wie z.B. die Superoxid-
Dismutase, die Superoxid-Anionen in Wasserstoffperoxid umwandelt, und die Katalase, die das

entstandene Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff katalysiert. Die Katalase weist
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einen signifikant besseren Schutz gegen die toxischen Effekte des Alloxan auf. Dennoch reicht
die Menge in den B-Zellen nicht aus, um die ablaufenden Redoxreaktionen zu verhindern.
Infolge der steigenden ROS-Konzentration unterliegen die B-Zellen dem nekrotischen Zelltod
[207]. Die B-Zell-Selektivitat des Alloxans beruht darauf, dass 8-Zellen im Vergleich zu anderen
GLUT2-exprimierenden Zielzellen, wie z.B. Hepato- und Enterozyten, unzureichend mit
Katalasen ausgestattet sind [208,209].

Nach der Injektion des Alloxans verandert sich der Blutglukosespiegel des Versuchstieres in
Abhangigkeit zur Plasmainsulinkonzentration. Man unterscheidet hierbei vier Phasen, die der

Abbildung 8 entnommen werden kénnen [210,211].
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Abb. 5: Schema des Zeitverlaufs der Blutglukosekonzentration bei Versuchstieren nach
Alloxaninjektion

Die Blutglukosekonzentration @ndert sich nach einer Alloxaninjektion zeitabhangig. Bis
zur Einstellung einer endgiiltigen Hyperglykamie (1V) unterscheidet man vier Phasen:

| — kurzfristige Hypoglykamie durch eine erhdhte Insulinsekretion der B-Zellen

Il — gleichzeitiger Abfall der Plasmainsulinkonzentration und Anstieg des
Blutglukosespiegels (Dauer: 2-4 h)

Il — Nekrose der B-Zellen und die dadurch bedingte Freisetzung des Insulins fiihren zur
Hyperinsulindmie (ca. 4-8 h nach Alloxangabe)

IV —absoluter Insulinmangel und klassische, permanente Hyperglykdamie

(aus Lenzen 2008 [211])

1.7 Charakterisierung der Keimscheibe im Kaninchen

Das Kaninchen ist zur Untersuchung der frihen Phasen der Embryonalentwicklung besonders
geeignet [212,213]. Die vergleichsweise spate Implantation am Tag 6 und 18 Stunden und die
durchschnittliche GroRe der Embryonen von 2,8 mm (6d p.c.) (siehe Abb. 6) [214] vereinfacht
deren Gewinnung und Manipulation. Neben der planen Morphologie der Keimscheibe

wahrend der Gastrulation [215] verlauft auch die Entwicklung der embryonalen und
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extraembryonalen Gewebe in Embryonen des Menschen und des Kaninchens dhnlich. Eine
weitere Gemeinsamkeit findet sich in der Art der Plazentation und der damit verbundenen

Versorgung des Embryos mit Nahrstoffen.

Die frihen Gastrulationsereignisse beim Kaninchen erfolgen vor der Implantation am 6.
Entwicklungstag und ermoglichen daher eine morphologische Beurteilung der Keimscheibe
unter der Stereolupe und eine Einteilung in definierte Entwicklungsstadien (Stadien 0-7), die
von Viebahn und Co-Autoren beschrieben wurden [213]. Bei der Entwicklung der
undifferenzierten Keimscheibe bis zum Zeitpunkt der Implantation kénnen 5
Entwicklungsphasen (Stadium 0 - 4) unterschieden werden [213,216] (siehe Abb. 7).

Dem Stadium 0 wird eine nach auflen hin locker abgegrenzte Keimscheibe (Embryoblast) aus
homogenen und morphologisch gleichen Zellen zugeteilt.

Im Stadium 1 kommt es am anterioren Pol entlang der Embryoblast-Trophoblast-Grenze zu
einer lichtmikroskopischen Verdichtung der Zellen. Diese wird morphologisch als vorderer
Randbogen (VRB) charakterisiert und stellt das erste Differenzierungsmerkmal einer posterior-
anterioren Orientierung dar. Er liegt dem sich spater entwickelnden Primitivstreifen
gegeniber. Die Deutlichkeit des VRB nimmt in den nachfolgenden Stadien weiter zu.

Mit dem Stadium 2 bildet sich ein weiteres morphologisches Merkmal, die posteriore
Gastrulaextension (PGE). Sie erscheint aufgrund einer verringerten Zelldichte im posterioren
Bereich heller. Die anterior-posteriore Ausdehnung der Keimscheibe wird durch den VRB und
die PGE begrenzt und legt noch vor der Ausbildung des Primitivstreifens die Kérperachsen fest.
Kennzeichnend flir das Stadium 3 ist die elongierte Keimscheibe mit dem erkennbaren
Primitivstreifen, der sich von posterior nach anterior ausbildet. Dieser bildet sich im
posterioren Teil der Keimscheibe durch die Einwanderung von Mesodermzellen zwischen
Epiblast und Hypoblast [217]. Die Bildung der migrierenden Epiblastzellen erfolgt im anterioren
Teil des Embryoblasten (VRB). In diesem Stadium beginnt der Embryo mit der Anlagerung an
die Uteruswand.

Das Stadium 4 ist durch die Vollendung der Primitivstreifenausbildung und der Anlage des

Primitivknoten (Hensen-Knoten) am posterioren Pol charakterisiert [218].

extrazelluldre Hiillen

Embryoblast

Trophoblast

Abb. 6: Kaninchenblastozyste am Tag 6 p.c.
(modifiziert nach Idkowiak et al. 2004 [219])
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Einleitung

Stadium 0 Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4

5,6 dpc 6,0 dpc 6,2 dpc 6,5 dpc 7,0 dpc
\\ ,,,,,,,,, !
PGE_/
Vorderer posteriore
Randbogen Gastrulaextension Primitivstreifen
(VRB) (PGE) Primitivknoten

Abb. 7: Morphologische Einteilung der friihen Keimscheibendifferenzierung beim Kaninchen

(A) Dorsale Aufsichten Osmium (OsO,)-fixierter Keimscheiben (Embryoblast) der Stadien 0 bis 4
und (B) schematische Darstellung der entsprechenden Stadien. Stadium 1 ist durch den
Vorderen Randbogen (VRB), Stadium 2 durch die posteriore Gastrulaextension (PGE), Stadium 3
durch den Primitivstreifen und Stadium 4 durch den Primitivknoten charakterisiert. Unter den
Stadien ist das durchschnittliche Entwicklungsalter in Tagen nach der Verpaarung angegeben
(days post coitum, dpc).

(aus Viebahn et al. 1995 [213])
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere
Die geschlechtsreifen New Zealand ZiKa Hybridkaninchen wurden von der Firma R. Krieg aus

Niederwinsch (Sachsen-Anhalt) bezogen.

2.1.1 Versuchstierhaltung

Die fur die Untersuchungen vorgesehenen Kaninchen (Koérpergewicht von 3,5 bis 4,5 kg)
wurden in fakultdtseigenen Versuchstierrdumen in Einzelkdfigen und einem Hell-Dunkel-
Rhythmus von 12:12 Stunden gehalten. Gefiittert wurden die Tiere mit handelsiblichem
Trockenfutter (REIKA Kraftfutter); Wasser stand ad libitum zur Verfigung. Zwischen dem
Eintreffen der Versuchstiere aus dem Zuchtbetrieb und dem Beginn der Versuche lagen drei

Wochen zur Eingewdhnung. Die weiblichen Kaninchen wurden in zwei Versuchsgruppen (siehe

Kapitel 2.1.2.) eingeteilt und nach dem Ablaufplan in Abb. 8 weiterbehandelt.

Eingewthnungsphase

3 Wochen
Alloxanbehandlung
; zur Induktion eines
e Diabetes Typ 1 und
Futterregime
< DT1 6 Tage
PMSG-Injektion
j 4 Tage
Verpaarung und hCG-Injektion
6 Tage

Entnahme der Organe und Gewinnung

der Embryonen

Abb. 8: Schema des Versuchsablaufes

PMSG — Pregnant Mare Serum Gonadotropin; hCG —humanes Choriongonadotropin; K —
Kontrolle ; DT1 — experimentell induzierter Diabetes mellitus Typ 1
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2.1.2 Versuchsgruppen

Im Rahmen der Untersuchung wurden zwei Versuchsgruppen verglichen:

1. Kontrolltiere mit Flitterungungsregime (gesund, normoglykamisch)
2. Kaninchen mit einem experimentell induziertem Diabetes mellitus Typ 1 und

Fltterungsregime (DT1, diabetisch)

Die diabetischen Kaninchen wurden wahrend der Versuchsphase in den Futterzeiten
eingeschrankt (siehe Abb. 9). Dieses Futterregime dient der Kontrolle und Begrenzung des
Blutglukosespiegels im Bereich von 214 mmol/l und <18-25 mmol/l. Zusatzlich wurde mit
Beginn der Fitterung und bei einem erhohten Blutglukosewert (218 mmol/l) nach Futterung
Insulin (s.c.) appliziert. Abends wurden zusatzlich 3 I.U. Lantus, ein Langzeitinsulin, injiziert. Die
Kontrolltiere wurden wie die diabetischen Tiere in gleichen Intervallen morgens und am
Nachmittag jeweils flir drei Stunden gefiittert (siehe Abb. 9). Zur Kontrolle wurde taglich das
Korpergewicht sowie die Menge des gefressenen Futters bei den Versuchstieren erfasst und
dokumentiert. Zusatzlich wurde der Blutglukosewert und die verabreichte Insulinmenge bei

den diabetischen Kaninchen gemessen.

A

v

Futter Wasser ad libitum Futter

& >

'T‘< Futter 3 Wasser ad libitum 4 Futter 4
Insulin Blutglukose- Insulin Blutglukose-
messung, messung,
Insulin Insulin,
Lantus

Abb. 9: Tagliches Behandlungsschema der zwei Versuchstiergruppen
DT1: weibliche Kaninchen mit experimentell induziertem Diabetes mellitus Typ 1 mit

Fltterungsregime
K: gesunde weibliche Kaninchen mit Fltterungsregime
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2.1.3 Experimentell induzierter Diabetes mellitus Typ 1 im Kaninchen

Der Diabetes mellitus Typ 1 wurde bei den Kaninchen durch die diabetogene Chemikalie
Alloxan induziert, die als Glukoseanalogon von den B-Zellen des Pankreas aufgenommen wird
und diese =zerstort (siehe Kapitel 1.5.1). Beginstigend wirkt sich eine geringe
Blutglukosekonzentration bei der Alloxangabe aus, weshalb den Kaninchen 16 Stunden vor der
Alloxangabe das Futter entzogen wurde. Die Injektion von Alloxan erfolgte am beruhigten und
schmerzbetdubten Tier. Dafiir wurden die Kaninchen mit Dormitor’ im. (0,25 mg/kg
Korpergewicht) und Ketanest™ S i.m. (15 mg/kg Kérpergewicht) betaubt.

Nach 10 min wurde die Alloxanlésung (120 mg/kg Korpergewicht in 10 ml PBS gelost) in die
Vena auricularis lateralis injiziert. Um eine lokale Gefaschadigung zu vermeiden, wurde
unmittelbar nach der Alloxaninjektion das GefaR mit 10 ml physiologischer Kochsalzlésung
gespult. Nach weiteren 10 min wurde in die Bauchfalte 50 ml 27,5 %-ige Glukoseldsung (s.c.)
appliziert. AnschlieRend wurden die Tiere in ihre Kafige zurlickgelegt und in den nachsten 24
Stunden stiindlich kontrolliert. Um eine lebensbedrohliche Hypoglykdmie zu verhindern,
standen den Tieren in den ersten 24 h zusatzlich trockenes Brot und 5%-iges
Glukosetrinkwasser zur Verfigung. Bei einem Abfall des Bluttzuckerspiegels <2,8 mmol/I
wurde den Tieren zusatzlich 20 ml 27,5%-ige Glukoselosung (s.c.) oder 10 ml 5%-ige
Glukoselésung (i.v.) verabreicht. Die Stabilisierung der Tiere und Einstellung eines
hyperglykdmischen Blutglukosespiegel dauerte 24 bis 48 Stunden. Der Blutglukosespiegel der
Versuchstiere wurde zweimal am Tag kontrolliert und mit Hilfe des Insulin Insuman’ Rapid (40
I.LE./ml) auf 214 mmol/I bis <18-25 mmol/| eingestellt. Um den Blutzuckerspiegel kontrollieren

zu kénnen, wurden die Tiere in zwei Intervallen von je drei Stunden gefiittert (siehe Abb. 9).

2.1.4 Gewinnung der Praimplantationsembryonen

Zur Steigerung der Embryonenzahl wurden die Spenderkaninchen mit 150 |.U. subkutan
injiziertem PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin) stimuliert und drei Tage nach der
Stimulation mit zwei fertilen Bécken gepaart. Um die Ausldsung der Ovulation zu unterstiitzen
wurden nach den Verpaarungen 75 |L.U. humanes Choriongonadotropin (hCG) in die Vena
auricularis lateralis injiziert. 3, 4 und 6 Tage (3d, 4d, 6d) nach der Paarung (post coitum, p.c.)
wurden die Spenderkaninchen durch Injektion einer Uberdosis Pentobarbital getétet und nach
Er6ffnung der Karotiden entblutet. Die Eileiter und die Uteri wurden anschlieRend entnommen
und die Embryonen mit sterilfiltriertem Spilmedium (basales synthetisches Medium (BSM Il)
mit 0,1% BSA) unter einer halbsterilen Werkbank aus dem Eileiter (3d, 4d p.c.) bzw. dem
Uterus (4 — 6d p.c.) ausgespiilt [220].

Um die Embryonen von anhiangenden Gewebe- und Sekretresten zu befreien, wurden sie
mindestens zweimal in frischem Spilmedium gewaschen. Die Embryonen von drei
Spendertieren wurden gesammelt und zufallig auf die Versuchsgruppen verteilt. Dadurch
wurde eine randomisierte Zuteilung der Embryonen der einzelnen Spendertiere auf die
Versuchsgruppen gewahrleistet. Die Keimscheiben der 6 Tage alten Blastozysten wurden
anschlieBend morphologisch beurteilt und dem entsprechenden Entwicklungsstadium

zugeordnet (siehe Abb. 7).
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Die Bildung des Vorderen Randbogens (VRB) in Stadium 1 ist nur schwach erkennbar und kann
zu Verwechslungen von Stadium O und 1 flihren. Um diesen systematischen Fehler
auszuschlieBen wurden Blastozysten im Stadium 0 und 1 einer Versuchsgruppe zugeteilt
(Stadium 0/1), wahrend Stadium 2 und 3 zweifelsfrei unter der Stereolupe zugeordnet werden
konnten und eigenstandige Versuchsgruppen bilden. Die Embryonen wurden entweder zur in
vivo Analyse oder fiur die in vitro Kultur (siehe Kapitel 2.1.6) verwendet. Die Blastozysten
wurden als Gesamtembryo oder separiert in Embryoblast und Trophoblast untersucht. Die
embryonalen Hillen wurden mechanisch entfernt. Fiir die RNA-Isolierung und die
Proteingewinnung wurden die in vivo Blastozysten in PBS-Puffer bzw. 100 ul RIPA-Puffer
aufgenommen und bei —80°C gelagert oder fiir die Immunhistochemie in 4% Paraformaldehyd
(PFA) fixiert und zur Lagerung in 100% Methanol Gberfiihrt (aufsteigende Methanolreihe) und
anschliefend bei -20°C aufbewahrt.

BSM I (11)

BSM 7,64¢g
NaHCO; 2,1g
Glukose 1,8¢g
Penicillin 0,061g

Streptomycin 0,15 g

2.1.5 Gewinnung der Blutproben

Direkt nach der Ero6ffnung der Karotiden wurde das Blut in S-Monovetten (Citrat oder EDTA-K)
aufgefangen und griindlich durchmischt. Danach wurden die S-Monovetten im Kiihlschrank bei
+4°C gelagert. Noch am selben Tag wurden die Proben bei 1 000 g und 4°C fiir 10 min
abzentrifugiert. Die obere Phase (Plasma) wurde abgenommen und bei -80°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.1.6 Entnahme der Uteri und Separation des Endometriums

Die Uteri (Uterus duplex) wurden entnommen und an einer semisterilen Arbeitsbank
prapariert. Das Uterusgewebe wurde entweder als gesamtes Organ oder nach Separation des
Endometriums flir RNA- und Proteinanalysen in fllssigen Stickstoff tiefgefroren und bei -80°C
gelagert. Zur Separation wurde das Endometrium mit einem Skalpell scharf vom Myometrium

abgeschabt.

2.1.7 Embryonenkultur

Die nach ihrem Entwicklungsstadium vorsortierten Blastozysten wurden kurzzeitig (ca. 5
Minuten) an das Kulturmedium (BSM Il mit 1,5% BSA) adaptiert [221] und anschlieRend zufallig
auf die Versuchsgruppen mit minimal 4 bis maximal 10 Embryonen in KulturgefaRe mit 3,9 ml
Kulturmedium aufgeteilt. Die in vitro Kultur erfolgte in einem Inkubator mit 5% O,, 5% CO, und

90% N, bei 37°C. Nach einer zweistliindigen Vorkultur in serumfreiem Medium wurde
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Adiponektin (1 pg/ml oder 10 pg/ml), gelést in 100 pl BSM 1I-Medium, direkt in die
Kulturschalen mit den Blastozysten dem Medium zugefiigt.

Den korrespondierenden Kontrollen wurde nur das Mediumvolumen zugefiigt. Die Zugabe des
Inhibitors Compound C (10 uM) erfolgte 60 min vor der Stimulation mit Adiponektin. Im
Anschluss an die in vitro Kultur wurden die Embryonen zweimal in kaltem, sterilen PBS-Puffer
gewaschen und wie unter Kapitel 2.1.4 beschrieben fir die verschiedenen Versuche

aufgearbeitet.

2.1.8 Mikrosektion von Blastozysten

Die Separation der beiden Zelllinien der Blastozyste wurde mechanisch mit Hilfe von Pinzette
und Schere in kaltem PBS, 0,1% PVA, durchgefiihrt. Unter der Stereolupe wurden die
Blastozystenhillen unter Zuhilfenahme eines Wolframdrahtes und der Pinzetten vorsichtig
entfernt. AnschlieBend wurde die Keimscheibe aus dem Trophoblastzellverband
herausprapariert. Bei dieser Technik ist das Anhaften von Trophoblastzellen am Embryoblasten
wahrscheinlich, weil weitrdumig geschnitten wird und/oder die Uber dem Embryoblasten
liegenden Trophoblastzellen (Rauber’sche Trophoblastschicht) erst ab dem Tag 6 p.c.
degenerieren. Demnach ist eine geringer Anteil von Trophoblastzellen in den

Embryoblastproben wahrscheinlich.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivierung der HEK-huACRP30-Zelllinie

Die HEK-huACRP30 Zellen sind stabil mit humanen Adiponektin-HA (human influenza
hemagglutinin) transfiziert worden. Daher (berexprimieren sie humanes, rekombinates
Adiponektin-HA, das sie in das Kulturmedium sezernieren.

HEK-Zellen sind eine seit Ende der 1970er Jahre bestehende humane Zelllinie, die als
Transformationsprodukt aus einer menschlichen embryonalen Nierenzellen (Human
Embryonic Kidney) mit DNA-Teilen des menschlichen Adenovirus 5 geschaffen wurde.
Spezifisch wurden 4,5 kb des viralen Genoms in das Erbgut der Nierenzelle eingebaut. Die HEK-
Zellen sind hypotriploide Epithelzellen, welche adharent wachsen. Die HEK-Zelllinie wird oft bei
der Entwicklung von Virenimpfstoffen, Chemotherapeutika sowie zur Produktion von
rekombinanten Proteinen verwendet. Sie kann gut in serumfreien Medien kultiviert werden.
Die Zelllinie wurde bei einer Temperatur von 37°C, 20% O, und 5% CO, in dem unten

genannten Medium kultiviert.

Kulturmedium fur HEK-huACRP30

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 500 ml
FKS 50 ml
Na-Pyruvat 5 ml
L-Glutamin 3ml
Penicillin/Streptomycin 6 ml
Geneticin 12 ml
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2.2.2 Gewinnung und Isolierung des iiberexprimierten humanen Adiponektins

Zur Gewinnung des humanen Adiponektin-HA wurden die Zellen in serumfreien DMEM, mit 1
mM Natrium-Pyruvat supplementiert, kultiviert. Nach zwei Tagen wird zum ersten Mal der
Kulturiberstand gewonnen und bei 3 000 g und 4°C fir 10 min zentrifugiert. Daran
anschlieRend wurde der Uberstand filtriert (PorengréRe; 45 uM) und bei -20°C bis zur Isolation
des humanen Adiponektin-HA gelagert. Diese ,Ernte” wurde wie zuvor beschrieben an den

Tagen 4, 6 und 8 wiederholt.

Serum-freies Kulturmedium fir HEK-huACRP30

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 500 ml
Natrium-Pyruvat 5 ml
L-Glutamin 2,5 ml
Penicillin/Streptomycin 6 ml
Geneticin 10 ml

Nachdem die Kulturiiberstande vorsichtig auf Eis aufgetaut wurden, wurden die Proteine mit
einer Ammoniumsulfatlésung (40% wt/vol) prazipitiert. Durch Zentrifugation (1 h, 3 000 g, 4°C
wurden die Proteine pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml eines
Salzpuffers (20 mM Hepes (pH 8) und 50 mM NaCl) resuspendiert.

Die Isolierung von Adiponektin wurde mithilfe des uMACS Epitope Tag Protein Isolation Kits
(LMACS Anti-HA MicroBeads; Miltenyi Biotec) durchgefiihrt. Hierbei wurden die Angaben des
Herstellers genau befolgt.

Nach der Isolierung des Adiponektins mittels des WMACS-Seperators wurde das Eluat mit
einem weiteren Salzpuffer (20 mM Hepes (pH 8) and 125 mM NaCl) {iber Nacht bei 4°C
dialysiert, um die Adiponektin-Konzentration zu erhohen. Die Salzlésung wurde einmal
ausgetauscht.

AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration spektroskopisch gemessen und sowohl ein
nativer als auch ein denaturierender Western-Blot (siehe Kapitel 2.5.3 — 2.5.7) mit einem
Antikorper gegen Adiponektin durchgefiihrt (siehe Tabelle 4).

Die Proteinlésung wurde aliquotiert und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA-Isolierung

2.3.1.1 RNA-Isolierung aus Geweben

Die Kaninchengewebe wurden sofort nach dem Toéten der Spendertiere entnommen, in
flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert. Das Gewebe
wurde in flissigem Stickstoff zermorsert, in 800 pl GTC-Puffer aufgenommen und mit einem
Ultraturax homogenisiert. AnschliefRend wurden 80 ul 2 M Natriumacetat (pH 4,0), 800 pl
Phenol und 200 ul Chloroform zu jeder homogenisierten Gewebeprobe gegeben, kraftig
geschittelt und bei Raumtemperatur fliir 20 min inkubiert. Danach wurden die Proben 25 min

bei 13 000 rpm und 10°C zentrifugiert und die obere wassrige Phase in ein neues 1,5 ml
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ReaktionsgefaR tberfiihrt. Die RNA-Fillung erfolgte durch Zugabe von 1 Volumen kaltem
Isopropanol, 30-minitiger Inkubation bei —-20°C und darauf folgender 30-minitiger
Zentrifugation bei 13 000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene
RNA-Pellet wurde zwei- bis dreimal mit 70%-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl

DEPC-Aqua dest. aufgenommen.

GTC-Puffer

Guanidiniumthiocyanathydrochlorid 4 M
Natriumcitrat 25 mM
Natriumlaurosylsarcosinat 17 mM
B-Mercaptoethanol 100 mM

Vor dem Einsatz wurde B-Mercaptoethanol frisch hinzugegeben.

DEPC Aqua dest.

1 ml Diethylpyrocarbonat (0,1% DEPC) wurde in einen Liter Aqua dest. gegeben und fir 4 h bei
37°C inkubiert. Danach wurde die Losung zweimal autoklaviert. Alle wassrigen Losungen fiir

die RNA-Isolierung wurden mit DEPC-Aqua dest. hergestellt.

2.3.1.2 RNA-Isolierung aus Zellen

Fir die Isolierung von RNA wurden ca. 70% - 80% konfluente Zellen genutzt. Die Zellen wurden
durch zweimaliges Waschen mit PBS-Puffer von Mediumresten befreit und dann in 800 ul GTC-
Puffer aufgenommen. Das Zelllysat wurde mit einer Spritze (0,45 x 12 mm, 26G) durch
mehrmaliges Aufziehen und AusstolRen homogenisiert. Um zu kontrollieren, ob die RNA nach
der lIsolierung intakt war, wurde 1 pg RNA der entsprechenden Probe auf ein 1,2%-iges
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. AnschlieBend wurde die RNA-

Isolierung wie unter Kapitel 2.3.1.1 beschrieben weitergefihrt.

2.3.1.3 mRNA-Isolierung aus Embryonen

Aus den vollstandigen Blastozysten bzw. den separierten Embryoblasten und Trophoblasten
wurde mRNA mittels des Dynabeads’ mRNA Direct™ Kit gewonnen (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland). Dynabeads” sind magnetische Polysterol-Perlen und verfiigen iiber kovalent an
die Oberflache gebundene Oligo(dT)25 Reste, an die die mRNA mit ihrem Poly-A-Schwanz
bindet. Die bei -80°C in PBS gelagerten Embryonen wurden aufgetaut, bei 13 000 rpm fir 10
min zentrifugiert und der Uberschissige PBS-Puffer abgenommen. Die Embryonen wurden
dann in 100 pl Lysis-Puffer resuspendiert und bei Raumtemperatur fir 15 min auf einem
Schittler inkubiert. Parallel dazu wurden die Dynabeads® mit Hilfe eines Magnetic Particle
Concentrator (Dynal MPC’) in Lysispuffer gewaschen. Pro Embryo wurden 10 pl gewaschene
Dynabeads® zum Lysat gegeben. Das Lysat wurde zweimal mit Waschpuffer A und dreimal mit
Waschpuffer B (je 30 ul) im Magnetic Particle Concentrator gewaschen. Die mRNA wurde in 11
pl DEPC-Aqua dest. durch Erhitzen auf 65°C in einem Thermocycler von den Oligo(dT)25 Resten

der Dynabeads® gelost. Um ein erneutes Verbinden der mRNA mit den Dynabeads® zu

22



Material und Methoden

verhindern, wurde die Probe umgehend in den Magnetic Particle Concentrator auf Eis gestellt

und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt.

Lysispuffer (50 ml): Bindepuffer (50 ml):

Licl (8 M) 3,125 ml Licl (8 M) 3,125ml
EDTA (0,5 M) 186,1 mg EDTA (0,5 M) 186,1mg
Tris (1 mM, pH 7,5) 605,7 mg Tris (1 mM, Ph 7,5) 605,7mg
SDS (10%) 500 mg

DTT  (0,1M) 38,56 mg

Waschpuffer A (100 ml): Waschpuffer B (100 ml):

LiCl (8 M) 1,875 ml LiCl (8 M) 1,875 ml
EDTA (0,5 M) 37,22 mg EDTA (0,5 M) 37,22 mg
Tris (1 mM, pH 7,5) 121,14 mg Tris (1 mM, pH7,5) 121,14 mg
SDS (10%) 100 mg

2.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mittels Absorptionsmessung bei A=260 nm
am Photospektrometer. Dafiir wurde die RNA 1:50 mit DEPC-Aqua dest. verdiinnt. Eine
Absorption von 1,0 bei 260 nm entspricht dabei einer Konzentration von 40 pug/ml RNA. Eine
eventuell auftretende Proteinverunreinigung wurde durch gleichzeitige Messung bei A=280 nm
festgestellt. Der Quotient aus gemessener optischer Dichte bei 260 nm und 280 nm sollte
wischen 1,7-2,0 liegen. Zur Kontrolle der intakten RNA wurde anschlieBend 1 pg RNA auf ein
1,2%-iges Agarosegel aufgetragen.

2.3.3 DNAse-Verdau
Um Anteile genomischer DNA in der RNA auszuschlieRen, wurde ein enzymatischer Verdau der

Proben mit DNase durchgefihrt.

Ansatz pro 20 ug Probe:

10x Puffer mit MgCl, 5ul
RNase Inhibitor 0,5 ul
DNase 0,5 ul
DEPC Aqua dest. ad 50 pl

Die Reaktion erfolgte bei 37°C und wurde nach 30 min durch Zugabe von 2 ul EDTA und
Erhitzen fir 10 min auf 65°C abgestoppt.

2.3.4 cDNA-Synthese

Die isolierte RNA wurde mittels Reverser Transkriptase (RT) in eine komplementdre DNA
(cDNA) umgeschrieben, welche als Matrize fiir eine anschlieBende Polymerase Kettenreaktion
(PCR) diente.
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2.3.4.1 cDNA-Synthese aus RNA von Gewebe
In die cDNA-Synthese aus RNA von Geweben wurden 3 pug RNA eingesetzt. Zur RNA wurden 1
pl Random Primer zugegeben, der Reaktionsansatz mit DEPC Aqua dest. auf 12 pl aufgefiillt

und fir 10 min bei 70°C im Thermocycler inkubiert. AnschlieBend wurden auf Eis hinzu

pipettiert:

5x RT-Puffer 4 pul
DTT (0,1 M) 2 ul
dNTP-Mix (10 mM) 1ul
Superscript 11 (200 U/ul) 0,5 ul
RNase-Inhibtor (400 U/ul) 0,2 ul
DEPC Aqua dest. 0,3 ul

Die weitere RT-Reaktion erfolgte im Thermocycler unter folgenden Bedingungen:
1) 10 min 22°C

I1.) 50 min 42°C

1) 15 min 70°C

Der Ansatz wurde mit 80 pl DEPC Aqua dest. auf 100 pl aufgefiillt.

2.3.4.2 cDNA-Synthese aus RNA von Blastozysten

Fiir die cDNA-Synthese von Blastozysten wurde die gesamte isolierte mRNA eingesetzt.

10x PCR Puffer (Mg frei) 2ul
MgCl, (50mM) 2ul
dNTP-Mix (10mM) 2ul
Random Primer (50pM) 1l
Superscript Il (200U/ul) 0,5ul
RNase-Inhibitor (400U/ul) 0,2ul
DEPC Aqua dest. 1,3ul

Die RT-Reaktion erfolgte im Thermocycler unter folgenden Bedingungen:

1.) 20min 25°C
I1.) 60min 42°C
I1.) 5 min 99°C

Der Ansatz wurde mit 80 pl DEPC Aqua dest. auf 100 pl aufgefiillt.

2.3.4.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Effizienz der durchgefiihrten RT-Reaktion wurde durch eine PCR Uberprift. Dafir wurde
eine Kontroll-PCR fiir das housekeeping Gen GAPDH mit den entsprechenden Primern (siehe

Tabelle 2) durchgefiihrt. Fiir die PCR wurden 1 ul cDNA und 49 ul Mastermix eingesetzt.
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10x Dream Taq Green Puffer 5 ul
MgCl, (50 mM) 0,75 ul
dNTP Mix (10 mM) 1l
Primer forward (10 uM) 1ul
Primer reverse (10 uM) 1l
Dream Taq DNA Polymerase (1,25 1.U./ul) 0,25 ul
Aqua dest. Nuclease frei 41 pl

Die PCR wurde in einem Thermocycler unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

1.) 3min 94°C Denaturierung/Initialisierung
I1.) 45s  94°C Denaturierung

Il.) 45s  60°C  Primer-Annealing

IV.) 1 min 72°C Elongation

V.) 39-fache Wiederholung ab Schritt Il.)

VL1.) 10 min 72°C  terminale Elongation

VIl.)  Pause 4°C

2.3.4.4 Real Time PCR

Die Real Time PCR ist eine effiziente und sensitive Methode zur absoluten und relativen
Quantifizierung von RNA und DNA. Die Quantifizierung der amplifizierten DNA-Fragmente ist
Uber die Messung von Fluoreszenzsignalen moglich. Der fluoreszierende Farbstoff SYBR' Green
interkaliert mit doppelstrangiger DNA. Die Zunahme der Ziel-DNA korreliert daher mit der
Zunahme der Fluoreszenzintenstitat bei steigender Zykluszahl. Die Vorteile der Real Time PCR
liegen im hohen Probendurchsatz und der Quantifizierung von Proben mit wenig
Ausgangsmaterial. Mit Hilfe der Real Time PCR wurden die Expression der Zielgene
Adiponektin, AdipoR1 und R2, GLUT1 und 4 und PEPCK ermittelt (verwendete Primerpaare
siehe Tabelle 2). Als interne Referenz der eingesetzten cDNA wurde das housekeeping Gen
GAPDH verwendet. Es wurden immer Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Pro Reaktion
wurden 3 pl cDNA und 17 pl Real Time Mastermix eingesetzt. Um eine Verunreinigung des
Ansatzes auszuschliefen, wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Eine Schmelzpunktanalyse
wurde immer durchgefiihrt um sicherzustellen, dass es nur ein PCR-Produkt gibt. Als Referenz
wurde eine Plasmid-DNA (Standard), die das entsprechende PCR-Produkt enthilt, in einer
Verdiinnungsreihe von 10’-10*® Molekiilen (Herstellung eines Plasmidstandards, siehe Kapitel
2.3.7.8) eingesetzt. Der Standard wurde mit den genspezifischen Primern zeitgleich mit den

Proben in der Real Time PCR amplifiziert.

Real Time-Mastermix:

Mastermix Plus for SYBR® Assay 10 ul

cDNA / Plasmid-DNA 3ul
Primer forward (10 uM) 1ul
Primer reverse (10 uM) 1ul
Aqua dest. Nuclease frei 5ul
Gesamtvolumen 20 ul
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Die PCR wurde mit Hilfe des iQ5 Real Time Detection Systems (Biorad, Minchen) mit

folgendem Programm durchgefiihrt:

1.) 5min 95°C Denaturierung/Initialisierung
I1.) 20s  95°C Denaturierung

Il.) 30s 60°C Primer-Annealing

IV.) 40s 72°C Elongation

V.) Plattendetektion
VL) 39-fache Wiederholung ab Schritt Il.)
VIL.) Erstellen einer Schmelzkurve von 60 bis 90°C in 0,5°C Intervallen

Zur Quantifizierung wurde der Ci-Wert der Proben ermittelt. Mit dem Ci-Wert wird die
Zyklenzahl bezeichnet, bei welcher die Fluoreszenzintensitat einen vorher festgelegten
Schwellenwert (iberschreitet. Dazu wurde die Regressionsgerade der Real Time PCR-
Amplifikation fiir jedes zu quantifizierende Gen ermittelt und der C;-Bereich, in dem die
Amplifikation annahernd linear verlauft. Die Auswertung der Messdaten erfolgte nach der
Molekilwertmethode. Ein Berechnungsbeispiel dem Anhang (siehe Kapitel 7.7.1) entnommen

werden.

2.3.5 RNA- und DNA-Gelelektrophorese

RNA-, DNA- und Plasmid-Fragmente wurden nach Zugabe von 0,15 Volumen Ladepuffer auf
1,2% bis 2,2%-igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Die RNA bzw. DNA wurde
durch Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht und mittels Videokamera und
Computer-unterstitzter Bildbearbeitung (BioCaptMW, LTF Labortechnik, Wasserburg)

dokumentiert.

6x Ladepuffer (100 ml): 10x TAE-Puffer:

Glycerin 30 ml Tris 48,4 g
Bromphenolblau 0,25g Eisessig 114¢
1x TAE-Puffer 70 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0) 20,0 ml
Agarosegel:

Agarose 1,0-20¢g

1x TAE-Puffer 100 ml

Ethidiumbromid (50 ug/ml) 3ul

Die Agarose wurde in 1x TAE Puffer aufgekocht und nach dem Abkihlen auf ca. 60°C wurde

Ethidiumbromid hinzugegeben.
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Tabelle 2: Verwendete Oligonukleotide fiir die Real Time PCR, PCR und Sequenzierung

Material und Methoden

(T=Annealing-Temperatur der Primer in der PCR-Reaktion, FG=Lange des amplifizierten DNA-
Fragmentes in Basenpaaren (bp))

Strang- Anzahl

Primername der DNA-Sequenz 5°->3° T..[°C] | FG [bp]

spezifitat
Basen

rab ACC forward 20 |AGG AGG GAA GGG AAT CAG AA 60 123
reverse 20 TGA CGA GACTGT TTG GCA AG

rab forward 20 | CCT GGT GAG AAG GGT GAA AA 60 158

Adiponektin | reverse 20 | GCT GAG CGG TAG ACATAG GC

rab AdipoR1 | forward 20 |ACT GGA CTATTC AGG GAT TG 54 238
reverse 20 CGATAG TAAAGT GCATGG TG

rab AdipoR2 | forward 24 | GTG TCCAAATGT TGC CTG TCT CTG 60 210
reverse 24 CCT ACAAGCCCATCATGCTAT GGA

rab AMPK forward 20 |ACG ATCTGG AGG TGA ACG AC 60 204
reverse 20 | ACT GCC CAT CCACAAAGAAC

rab APPL1 forward 20 |AGT GAG GGG CAGTTT GTT GT 60 113
reverse 20 CCCATC AAA AAG CAAGGGTA

rab CaMKK1 | forward 20 |GACATCAAGCCATCCAACCT 60 231
reverse 21 | GCACTT CCC ATA GAC AAA GCA

rab GAPDH | forward 19 |GCCGCTTCTTCTCGTGCAG 60 144
reverse 24 ATG GAT CAT TGA TGG CGA CAA CAT

rab GLUT1 forward 21 | TGCCCT GGATGT CCT ATCTGA 60 168
reverse 21 | TGA AATTCG AGG TCC AGT TGG

rab GLUT4 forward 18 |GGCGGCATGATTTCCTCC 60 396
reverse 20 |GAA GGG CAG CAG GAT CAGCT

rab LKB1 forward 20 |GAGCTG ATG TCG GTG GGT AT 60 161
reverse 20 |GAGTCCAGCACCTCCTTICAC

rab PEPCK forward 21 | CTG CGG CCT CCA AAG ATG ATG 60 143
reverse 22 | CCCTGG AAA CCT GGT GACAAG G

rab PPARa forward 20 |TTGTGG CTG CTATCATCT GC 60 146
reverse 20 |GAGTTT GGG GAA GAG GAA GG

T7 18 | AAT ACG ACT CAC TAT AGG 60

2.3.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die FragmentgrofRe wurde anhand eines mitgeflihrten GroBenmarkers bestimmt. Um PCR

Produkte zu sequenzieren bzw. klonieren zu kénnen, wurde das DNA-Fragment unter UV Licht

aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des

QuiaQuick Gel Extraction Kit (Quiagen, Hilden).
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2.3.7 Klonierung von PCR-Fragmenten

2.3.7.1 Ligation der PCR-Fragmente

Fir die Ligation wurde der pGEMT-Vektor der Firma Promega (Mannheim) genutzt. Pro
Reaktion wurden 8 pl gereinigtes PCR-Produkt (siehe Kapitel 2.3.6) eingesetzt. Die Klonierung
mittels pGEMT-Vektor ist fiir PCR-Produkte optimiert, die einen 3’-A-Uberhang besitzen, wie es
nach der RT-PCR mit der Tag-DNA-Polymerase der Fall ist. Der Vektor verfiigt liber einen

komplementiren 3’-T-Uberhang, dies macht die Ligation effizienter.

Ansatz:

Vektor 1l
2x Rapid Ligation Buffer 10 ul
T4 DNA-Ligase (1 1.U.) 1l
PCR-Produkt 8 ul

Die Reaktion wurde {ber Nacht bei 10°C durchgefiihrt und direkt am nachsten Tag zur

Transformation eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

2.3.7.2 Herstellung der kompetenten Bakterienzellen

Eine Bakterienkultur wurde in 2 ml LB-Medium angeimpft und (ber Nacht bei 37°C im
Schittelinkubator inkubiert. 100 ul dieser Kultur wurden in 10 ml LB-Medium Gberimpft und
nochmals bis zu einer OD550 von 0,3 inkubiert. Dann wurden wiederum 5 ml in eine 100 ml
Kultur Uberimpft und bei einer OD550 von 0,5 in 4 vorgekihlte 30 ml Corex-Réhrchen
aufgeteilt. Es wurde fiir 5 min bei 4 000 rpom und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 7,5 ml
kaltem transformation buffer | (TFBI) durch vorsichtiges Schwenken resuspendiert. Nach einer
erneuten Zentrifugation (5 min, 4000 rpm, 4°C) wurde das Pellet in 1 ml kaltem TFBII geldst.
Die Suspension wurde in kalte 1,5 ml Eppendorf-Tubes a 100 pl aliquotiert und in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

TFBI TEBII

Manganchlorid 50 mM MOPS pH 7,0 10 mM
Rubidiumchlorid 100 mM Calciumchlorid 75 mM
Calciumchlorid 10 mM Rubidiumchlorid 10 mM
Glycerin 15% Glycerin 15%
Kaliumacetat 30 mM

Die Losungen wurden bei -20°C gelagert.

2.3.7.3 Transformation

Die rekombinanten Plasmide wurden in kompetente E.coli X1 blue transformiert und auf
Agarplatten mit LB-Medium ausgestrichen. Fiir die Herstellung von Agarplatten wurden vor
dem Autoklavieren noch 15 g/l Agar hinzugefugt. Das feste LB-Medium wurde erwarmt bis es
flissig war und langsam wieder abgekihlt. Kurz vor dem AusgielRen wurde zu 200 ml LB-Agar

folgendes hinzugegeben: 2 ml Ampicillin, 400 pl X-Gal und 40 ul IPTG.
28



Material und Methoden

Die kompetenten Zellen wurden 20 min auf Eis aufgetaut, der gesamte Ligationsansatz
hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Es erfolgte eine weitere Inkubation fiir 20 min auf Eis.
Im Wasserbad wurden die Zellen fiir 45 s bei 42°C erhitzt und 2 min auf Eis abgekihlt. Nun
wurden sie mit 400 pl LB-Medium (ohne Ampicillin) fir 1 Stunde bei 37°C auf dem Schittler
inkubiert. Danach wurden sie in 50, 100 oder 200 pl auf Selektionsplatten ausgestrichen und
Uber Nacht im Inkubator bei 37°C kultiviert.

LB-Medium (Luria-Bertani, pH 6,4-7,5)

Pepton 10g
Hefe-Extrakt 5g
Natriumchlorid 10g
Aqua dest. ad 11

Stockldsungen:

Ampicillin: 50 mg / ml
X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactosid): 20 mg / ml in Dimethylformamid (DMF)
IPTG (Isopropylthio-B-D-Galactosid): 200 mg / ml in Aqua dest.

Selektion der positiven Klone (Blau-WeiR-Selektion):

Transformierte Bakterien, welche den pGEMT-Vektor enthalten, sind ampicillinresistent und
besitzen Uberdies eine funktionsfiahige B-Galaktosidase, die im Wirtsstamm E.coli XL1 blue
deletiert wurde. pGEMT-rekombinante Bakterien setzen X-Gal enzymatisch um und bilden
Galaktose und den blauen Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol, durch den die Kolonien blau
erscheinen. Der Einbau des DNA-Fragmentes in die multiple cloning site (liegt innerhalb eines
5’-Abschnitts des lacZ-Gens) zerstort das Leseraster des lacZ-Gens. Dadurch kann keine
funktionsfahige B-Galaktosidase mehr gebildet werden, so dass die betreffenden, positiven
Bakterienkolonien in Gegenwart von X-Gal farblos (weiB) bleiben. IPTG dient als Induktor fir
die B-Galaktosidase. Es kann durch die B-Galaktosidase nicht umgesetzt werden, wird somit

nicht verstoffwechselt und liegt dauerhaft als Induktor vor.

2.3.7.4 Plasmidisolation aus E.coli

Die weilRen Kolonien wurden von den Selektionsplatten mit einer sterilen 200 pul Pipettenspitze
abgenommen und in 3 ml LB-Medium mit Ampicillin (0,1 mg/ml) tiber Nacht bei 37°C auf dem
Schittler inkubiert. Die Plasmidisolierung wurde mit dem GFX Micro Plasmid Prep Kit (GE
Healthcare, Miinchen) nach dem Prinzip der alkalischen Lyse durchgefiihrt. 2 ml einer
Ubernachtkultur wurden in einem 2 ml ReaktionsgefaR fiir 1 min bei 13 000 rom und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und die DNA nach dem Herstellerprotokoll

eluiert.

29



Material und Methoden

2.3.7.5 Restriktion
Um den Klonierungserfolg und die GroRe des Inserts zu kontrollieren, wurden die

rekombinanten Plasmide durch Restriktion mit zwei Endonukleasen (Apal und Sacl)
geschnitten.

Ansatz:

Apal (51.U.) 0,5 ul
Sacl (5 I.U.) 0,5 ul
PufferB+ 1 ul
Plasmid bzw. PCR-Produkt 5l
Aqua dest. ad. 10 ul

Es wurden die Enzyme Apal und Sacl eingesetzt, fir die es je eine spezifische Schnittstelle in
der multiple cloning site des pGEMT-Vektors (siehe Abb. 10) gibt. Der Restriktionsverdau der
Plasmide erfolgte 60 min bei 37°C in einem vom Hersteller definierten Puffer. Der gesamte
Ansatz wurde auf ein 1,8 %-iges Agarosegel aufgetragen (siehe Kapitel 2.3.5) und ausgewertet.
Die erhaltenen Fragmente sind ca. 80 bp langer als das eigentliche PCR-Produnkt, da mit dem

Restriktionsverdau auch ein Teil des Vektors mit ausgeschnitten wird.

2.3.7.6 Glycerinkultur
Rekombinante Klone kdénnen fir unbestimmte Zeit als Glycerinkultur gelagert werden. Man
gibt in ein 2 ml ReaktionsgefaR 0,6 ml der Ubernachtkultur und fiigt 0,4 ml Glycerin hinzu.

Dieses wird gut gemischt, fiir 15 min auf Eis inkubiert und dann bei —80°C eingefroren.

Abb. 10: Vektorkarte des pGEM®-T Vektors (Promega, Mannheim)

30



Material und Methoden

2.3.7.7 Sequenzierung
Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten erfolgte mit dem BigDye® Terminator v

1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Forster City, USA).

Ansatz:

BigDye ® Terminator v 1.1 CycleSequencing 2,0 ul
BigDye ® Terminator v 1.1 v 3.1 5x Sequencing Buffer 1,5 pl
T7.2 Primer (5 pM) 0,5 ul
Plasmid 1,5 ul
Aqua dest. 4,5 ul

Die Reaktion erfolgte im Thermocycler mit folgendem Standardprogramm:

1.) 1 min 96°C Denaturierung / Initialisierung
I1.) 10s  96°C Denaturierung

Il.) 15s  55°C Primer-Annealing

IV.) 4 min 60°C Elongation

V.) 25-fache Wiederholung ab Schritt I11.)

VL1.) Pause 4°C

Bei der direkten Sequenzierung von PCR-Produkten musste gegebenenfalls die Annealing-
Temperatur angepasst werden. Nach der Sequenzierungsreaktion wurde das Produkt
aufgereinigt. Daflir wird 1 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 40 pl 96%-iges Ethanol zum
Reaktionsansatz gegeben und 30 min bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss
wurde zweimal mit 70%-igen Ethanol gewaschen (400 pl bzw. 100 ul) und fiir 20 bzw. 10 min
bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die Proben wurden 5 min vakuumgetrocknet (SpeedVac).
Die automatische Auftrennung am ABI 3100 Genetic Analyzer C der Firma Applied Biosystems
wurde durch den Sequenzierservice des Zentrums fiir Medizinische Grundlagenforschung
(ZMG) der Medizinischen Fakultat vorgenommen. Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte
mit der Software GeneRunner® v. 3.05. Die Sequenzanalyse erfolgte tUber das Nucleotid Basic

Local Alignment Search Programm (BLASTn).

2.3.7.8 Herstellung des DNA-Plasmid-Standards

Die PCR-Produkte der Zielgene wurden kloniert und sequenziert. Die Konzentration der
Plasmide wurde in Doppelbestimmungen spektrophotometrisch ermittelt. Fiir jedes Plasmid
wurde eine Verdiinnungsreihe in 10er Schritten von % 10® — % 10% Molekiilen in H,0 als DNA-

Standard fir die Real Time PCR hergestellt, aliquotiert und bei -20° C gelagert.

2.4 Immunhistochemische Methoden (IHC)

Die Lokalisation von Adiponektin, seinen beiden Rezeptorisoformen und GLUT4 wurde durch
immunhistochemische Untersuchungen an Gewebeschnitten und Embryonen untersucht. Die
Embryonen wurden dafiir im Ganzen (Whole Mount) oder als ausgeschnittene Keimscheiben

untersucht (Mikrosektion siehe Kapitel 2.1.8).
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2.4.1 Anfertigung der Schnitte

Silanisierung der Objekttrager:

Damit die Praparate auf dem Objekttrager besser haften, wurden diese zuvor beschichtet.
Dazu wurden die sauberen Objekttrager 2 min in 2 % APES (Aminopropyltriethoxysilan) in

Aceton getaucht, in Wasser gespiilt und danach bei Raumtemperatur getrocknet.

Fixierung und Einbettung:

Die Gewebe wurden fiir 68 Stunden in Bouin-Losung fixiert. Anschliefend wurden die fixierten
Gewebe in Paraffin eingebettet. Die Einbettung erfolgte am automatischen Einbetter nach

folgendem Protokoll:

Ethanol 70% - Ethanol 80% —> Ethanol 90% - Ethanol 96% —> 2x Isopropanol = 2x Xylol;

je 1 Stunde pro Losungsmittel.

Bouin-Lésung:

Pikrinsdure (gesattigt) 75 ml
Formaldehyd 25 ml
Essigsaure (konzentriert) 5 ml (erst kurz vor Gebrauch dazugegeben)

Anfertigen von Paraffinschnitten:

Die Gewebe wurden mit einem Mikrotom in 5 um diinne Schnitte geschnitten und auf
Objekttrager plaziert. Die Schnitte auf den Objekttragern wurden mindestens 2 Stunden bei

40°C getrocknet.

2.4.2 Immunhistochemie an Paraffinschnitten

Paraffinschnitte von Geweben des Kaninchens wurden vor dem Einsatz in die IHC fir 2 - 24
Stunden bei 60°C entparaffiniert und anschlielend zweimal in Xylol und einer absteigenden
Ethanolreihe von 95 % -> 80 % > 75 % - 50 % - 25 % — Aqua dest. (je 5 min) rehydriert. Die
Objekttrager wurden 3x mit PBST gewaschen. Die endogenen Peroxidasen wurden durch
Inkubation in 3% Wasserstoffperoxid/Methanol blockiert. Danach wurde erneut in PBST
gewaschen. Unspezifische Antikdrper-Wechselwirkungen wurden durch Inkubation mit 10%-
igem Ziegen- oder Eselserum in PBST fir mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur
unterdriickt. Die Bindung des Primarantikorpers (siehe Tabelle 3) erfolgte Gber Nacht bei 4°C in
einer feuchten Kammer. Danach wurden die Objekttrager 2x 5 min und 3x 30 min in PBST
gewaschen. Die Bindung des horseradish Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundarantikorpers
(siehe Tabelle 3) erfolgte fiir 2 h. Danach wurden die Objekttrager 2x 5 min und 4x 30 min mit
PBST gewaschen. Zur Detektion wurde das Substrat Diaminobenzidin (DAB) zugegeben, dass
nach Umsatz ein braunes, unl6sliches Prazipitat bildet. Die Reaktion wurde lichtmikroskopisch
verfolgt und bei sichtbarem Niederschlag abgestoppt. Als Kontrollen wurden Gewebeschnitte
ohne Primarantikérper mit 1% BSA/PBST inkubiert, aber ansonsten gleich behandelt. Die

Zellkerne wurden teilweise mit Himalaun gegengefarbt (siehe Kapitel 2.4.5). Nach Entwassern
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der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe folgte die Einbettung mit DPX. Die IHC-
Reaktion wurde am Lichtmikroskop (Zeiss, Software Axiovision 2.05) ausgewertet und

dokumentiert.

PBS und PBST Puffer (pH 7,4)

NacCl 8¢g
KCl 02g
Na,HPO4x2H,0 1,8¢g
KH,PO, 0,24 ¢
Aqua dest. ad 1L

Zur Herstellung von PBST wurde auf 1 | PBS 1 ml Tween 20 zugegeben.

2.4.3 Whole Mount-Immunhistochemie

Fir die Whole Mount Immunhistochemie (IHC) wurden 6 Tage alte Kaninchenblastozysten
verwendet. /n vivo und kultivierte Embryonen / Keimscheiben wurden zweimal in kaltem PBS
gewaschen und 2 — 24 h in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. AnschlieBend wurden sie direkt
in die IHC eingesetzt oder nach Dehydrierung tiber eine Methanolreihe (50 %, 70 %, 100 %, je 5
min) in 100 % Methanol bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Die Lagerung hatte keinen
Einfluss auf die Qualitat der Immunhistochemie.

Vor dem Einsatz in der IHC wurden die Embryonen je 5min Uber eine absteigende
Methanolreihe von 75 % - 50 % - 25 % rehydriert. Anschliefend wurden sie in PBS mit PVA
(0,05 %) Uberfahrt. Nach mechanischem Entfernen der extrazellularen Blastozystenhiillen

mittels Mikroschere und Pinzette wurden die Embryonen in die IHC eingesetzt.

PBS mit PVA (pH 7,4)

NacCl 8¢g
KCl 02g
Na,HPO4x2H,0 1,8¢g
KH,PO, 0,24¢g
PVA 0,58
Aqua dest. ad 1L

2.4.3.1 Whole Mount-lImmunhistochemie mit DAB-Detektion

Die wie zuvor beschrieben behandelten Embryonen (siehe Kapitel 2.4.3) wurden zur
Blockierung endogener Peroxidasen fir 15 min bei Raumtemperatur in 3%
Wasserstoffperoxid/Methanol inkubiert und anschlieRend dreimal je 5 min bei
Raumtemperatur in PBST gewaschen. Vor der Reaktion mit dem Primarantikérper wurden
unspezifische Ladungen mit 10% Ziegen- oder Eselserum fir 1 h bei Raumtemperatur
abgeblockt. Folgend wurden die Embryonen mit dem Primdrantikdrper iber Nacht bei 4°C
inkubiert (siehe Tabelle 3).

Als Kontrolle dienten Embryonen, die ohne den Primarantikorper, aber ansonsten gleich

behandelt wurden. Am nachsten Tag wurden die Blastozysten zweimal fiir 5min und dreimal

33



Material und Methoden

far 30 min mit 0,05 % PVA/PBS bei Raumtemperatur gewaschen. Danach wurden die
Embryonen fiir 1 h bei Raumtemperatur mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper inkubiert (siehe Tabelle 3). Im anschlieRenden Waschschritt von zweimal 5
min und dreimal 30 min mit 0,05 % PVA/PBS (Raumtemperatur) wurde der Uberschissige
Sekundarantikoérper entfernt. Die Detektion der positiven Immunreaktion erfolgte mit dem
Substrat DAB unter Sichtkontrolle am Lichtmikroskop. Die Farbreaktion wurde bei sichtbarem
Niederschlag nach ca. 10 min durch Umsetzen der Embryonen in Aqua dest. gestoppt.
AnschlieBend erfolgte eine Kernfarbung mit Hamalaun (siehe Kapitel 2.4.5). Nach der
Uberfithrung der Blastozysten in Aqua dest. wurden sie auf silanisierten Objekttrigern mit
Moviol eingebettet. Die Farbreaktionen wurden am Lichtmikroskop ausgewertet und

dokumentiert.

Pepsinlésung (pH 2,0) Moviol

HCl conc. (31%) 291,67 pl Glycerol 6g

Pepsin (0,2mg/ml) 25 ul Moviol ® 4-88 Reagent 2,4g

Aqua dest. 10 ml Tris/HCL 0,2M pH 8,5 12 ml
Aqua dest. 6 ml

In einem 50 ml Polypropylenréhrchen wurde das Glycerol eingewogen, mit dem Moviol
versetzt und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wurde der Tris-Puffer
zugegeben und das Gemisch auf 53°C erwarmt, bis sich das Moviol gelost hat. Nach
Zentrifugation bei 4 000 - 5 000 rpm fiir 20 min wurde die Moviol-Losung in Aliquots bei -20°C
gelagert.

2.4.3.2 Whole Mount-Immunhistochemie mit fluoreszierendem Sekundarantikorper

Die Blockierung unspezifischer Ladungen und die Inkubation mit dem Primarantikorper
erfolgen wie unter Kapitel 2.4.3.1 beschrieben. Als zweiter Antikérper wurde ein Fluoreszenz-
markierter Sekundarantikorper verwendet (siehe Tabelle 3). Die Kernfarbung erfolgte
zeitgleich mit dem Farbstoff 7-AAD in einer Verdiinnung von 1:50. Nach einer Inkubationszeit
von 90-120 min wurden die Embryonen mit 0,05% PVA/PBS griindlich gewaschen und
anschlieRend in Moviol auf einem Objekttrager eingedeckt. Die Auswertung erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland).

2.4.4 Immunhistochemie an separierten Embryoblasten (Keimscheiben)

Nach dem Ausspllen der Blastozysten aus dem Uterus des Kaninchens und zweimaligem
Waschen wurden sie in 4 % PFA fiir mindestens 2 Stunden fixiert und danach mit PBS-Puffer
gewaschen. Unter einer Stereolupe und mit Hilfe einer feinen Pinzette und Schere wurde
anschlieRend die Keimscheibe mit dem daran angrenzenden Trophoblasten ausgeschnitten.
Diese wurden sofort fir die IHC genutzt oder nach Dehydrierung Uber eine aufsteigende
Methanolreihe in 100 % Methanol bei -20°C gelagert. Die IHC erfolgte mit HRP-gekoppeltem
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oder Fluoreszenz-markiertem Sekundarantikérper wie im Kapitel 2.4.3.1 und 2.4.3.2

beschrieben.

2.4.5 Hamalaunfarbung

Die Zellkerne der Embryonen und Gewebe wurden nach IHC mittels DAB-Detektion mit
Hamalaun gegengefarbt. Daflir wurden die Schnitte flir 5 min bzw. Embryonen fiir ca. 1 min in
Hamalaun (nach Mayer) inkubiert, anschlieBend wurden die Schnitte 20 min mit
Leitungswasser flieBend gewassert und 1 min in Aqua dest. gesplilt. Die Embryonen oder
Keimscheiben wurden dreimal mit Leitungswasser gewaschen und dann in Aqua dest.
Uberfihrt.

Hamalaun nach Maver (saurer Himalaun)

1g Hamatoxylin wurde in 10 ml absolutem Ethanol geldst und auf 11 mit Aqua dest. aufgefiillt.
AnschlieBend wurden 0,17 g Natriumiodat und 50 g Kalium-Aluminium-Sulfat zugegeben und
sorgfaltig gemischt. Nach vollstandiger Lésung wurden 50 g Chloralhydrat und 0,1 g

Zitronensaure zugefiigt. Die Losung ist mehrere Monate haltbar.

Tabelle 3: Verwendete Antikorper fiir die Immunhistochemie

Primar- Firma Sekundar-
antikorper Spezies Verdiinnung (Katalog-Nr. #) antikorper Verdiinnung Firma
1:250in abcam Goat Anti Mouse,
Adiponektin mouse 3% BSA / PBS (# ab22554) HRP-konjugiert 1:2in PBS DAKO
1:500 in abcam Donkey Anti Goat, 1:250in
AdipoR1 goat 3% BSA / PBS (# ab53398) HRP-konjugiert 3% BSA / PBS abcam
1:500 in abcam Donkey Anti Goat, 1:250 in
AdipoR2 goat 3% BSA / PBS (#ab53399) HRP-konjugiert 3% BSA / PBS abcam
1:2 000 in abcam Goat Anti Mouse Molecular
GLUT4 mouse 3% BSA / PBs (# ab48547) Alexa fluor® 488 1:300 in PBS Probes

2.5 Proteinbiochemie

2.5.1. Proteinisolation und -quantifizierung

Die Gewebe wurden mit einem Moérser in flissigem Stickstoff homogenisiert und in 800 pl
kaltem RIPA-Puffer aufgenommen, gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden mit 800 ul kaltem RIPA-Puffer versetzt und von ihren Zellkulturflaschen mit Hilfe eines
Schabers gelost. Die gewonnenen Embryonen (in 100 pl RIPA) wurden auf Eis aufgetaut und
ebenso wie die Zellen mit einer Spritze (0,45 x 12 mm, 26G) (Omnifix, Braun Meisungen AG,
Karlsruhe) homogenisiert. Die Gewebe wurden mittels Ultraturrax homogenisiert. Nach
sorgfdltigem Mischen wurden die Suspensionen fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert und
anschlieRend fiir 20 min bei 14 000 rom und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Proteinkonzentration bestimmt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte in Doppelbestimmung mittels Bradford-

Assay.
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Ansatz:

Bradford- Reagenz 200 ul
Aqua dest. 800 ul
Proteinprobe 1l

Daflir wurde der Ansatz gemischt und die Absorption am Spektrophotometer bei 595 nm nach
fliinfminitiger Inkubation bei Raumtemperatur gemessen. Als Leerwert wurde ein Ansatz aus
800 ul Aqua dest. und 200 pl Bradford-Reagenz verwendet. Die Proteinmenge wurde anhand

einer Eichkurve ermittelt, welche mit bekannten Konzentrationen von BSA in RIPA erstellt war.

RIPA-Puffer:

10x PBS 20 ml
Nonidet (NP40) 1ml
Na-Desoxycholat 0,5g
Aqua dest. ad 11

Der RIPA-Puffer wurde bei 4°C gelagert. Vor der Verwendung wurde Phosphatase-Inhibitor-
Cocktail (2 pl / 100 pl) und Protease-Inhibitor-Cocktail (2 ul / 100 pl) frisch hinzugegeben.

2.5.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen nach ihrer
MolekiilgréBe. Im Sammelgel, einem 4%-igen Polyacrylamidgel, werden die Proben auf eine
moglichst kleine Bande konzentriert. Die Auftrennung der Proteingemische findet durch das
Trenngel statt.

Fir die Herstellung wurden die Komponenten fir das jeweilige Gel zusammenpipettiert und
nach Zugabe von 10%-igen APS (Ammoniumpersulfat) und TEMED (Tetramethylethylendiamin)
wurde die Polymerisation ausgeldst. Das Trenngel wurde bis auf % der Hohe in vorgefertigte
Gelkassetten der Firma Invitrogen gegossen und mit 70%-igem Ethanol Gberschichtet. Nach
der Auspolymerisation des Trenngels wurde das Sammelgel bis zum oberen Rand gegossen.
Fiir die Ausbildung der Ladetaschen wurde ein Kamm eingesetzt. Das auspolymerisierte
Polyacrylamidgel wurde in eine NOVEX Elektrophoresekammer eingesetzt und mit
Elektrophoresepuffer gefiillt. Der Kamm wurde entnommen und die Ladetaschen mit

Elektrophoresepuffer ausgespiilt.

Elektrophoresepuffer (10x Laemmli)

Tris/HCI (250 mM) 30,25¢g
Glycin (2,5 M) 144,25 g
SDS (10%) 10,00 g
Aqua dest. ad 11

Vor der Verwendung wurde der 10x Laemmli mit Aqua dest. 1:10 verdinnt.
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Herstellung eines Polyacrylamidgels:

Trenngel: 8% Gel 10% Gel 12% Gel

H,0 4,3 ml 4,0 ml 3,3ml
30% Acrylamid 3,0 ml 3,3ml 4,0 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 2,5ml 2,5 ml
10% SDS 0,2 ml 0,1 ml 0,1 ml
10% APS 0,2 ml 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 6 pl 4l 4l

Sammelgel:

H,0 2,7 ml
30% Acrylamid 0,67 ml
1,0M Tris (pH 6,8) 0,5 ml
10% SDS 40 ul
10% APS 40 ul
TEMED 4l

Probenaufbereitung

Zu den Proben wurden je nach aufzutragender Proteinmenge 5xSDS-Ladepuffer gegeben, so
dass eine Einfachkonzentrierung des SDS-Ladepuffers resultierte. AnschlieRend wurden die
Proben in einem Wasserbad fir 10 min bei 75°C denaturiert und in die Ladetasche des
Sammelgels aufgetragen. Zum GréRenvergleich wurde der Proteinmarker SM0671 (Fermentas)
aufgetragen. Wahrend des Laufs im Sammelgel wurde eine Spannung von 120 V angelegt.
Nach Durchlaufen durch die Trennschicht wurde die Spannung auf 180 V erhoht. Die

Auftrennung wurde nach der Migration des SDS-Ladepuffers durch das Trenngel beendet.

5x Laemmli Ladepuffer:

Tris/HCl pH 6,8 (1 M) 30,25¢g
SDS 5g
Glycerol 25 ml
B-Mercaptoethanol 5 ml
Bromphenolblau 2,5g
Aqua dest. ad 50 ml

2.5.3 Native Gelelektrophorese

Bei einer Gelelektrophorese unter nativen Bedingungen werden die Proteine abhangig von
ihrer GroRe, Struktur und Ladung aufgetrennt. Native Gele enthalten kein SDS, somit richtet
sich die Ladung der Proteine im Gel nach ihrem isoelektrischen Punkt und dem pH-Wert des
verwendeten Puffers. Es findet folglich keine Auftrennung nach dem Molekulargewicht statt.
Dieses Verfahren dient allein der Uberpriifung der Reinheit und Homogenitét von Proteinen.
Das native Gel wird genauso gegossen wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben, ebenso wird die
Gelelektrophoresekammer in gleicherweise vorbereitet. Es muss nur bedacht werden, dass
sowohl die Gele als auch die zu verwendenden Puffer kein SDS, DTT oder B-Mercaptoethanol

enthalten dirfen.
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Trenngel: 8% Gel Sammelgel:

H,0 4,3 ml H,0 2,7 ml
30% Acrylamid 3,0ml 30% Acrylamid 0,67 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 1,0M Tris (pH 6,8) 0,5ml
10% APS 0,1 ml 10% APS 40 pl
TEMED 6 ul TEMED 4l

10x Elektrophoresepuffer (natives Polayacrylamidgel):

Tris/HCI (250mM) 30,25 ¢g
Glycin (2,5M) 144,25 g
Aqua dest. ad 11

Vor der Verwendung wurde der 10x Elektrophoresepuffer mit Aqua dest. 1:10 verdlnnt.

Probenaufbereitung

Zu den Proben wurden je nach aufzutragender Proteinmenge 5x-Ladepuffer ohne SDS
gegeben, so dass eine Einfachkonzentrierung des Ladepuffers resultierte. Das daran
anschlieRende auftragen der Proben und der Gellauf erfolgten wie bereits in Kapitel 2.5.3

beschrieben.

5x Ladepuffer:

Tris/HCl pH 6,8 (1 M) 30,25¢g
Glycerol 25 ml
Bromphenolblau 2,5g
Aqua dest. ad 50 ml

2.5.4 Western-Blot

Fir den Western-Blot wurden die Proteine des SDS-Gels bzw. des nativen Gels
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran (ibertragen. Die Bindung der Proteine an
die Membran erfolgte iber hydrophobe Wechselwirkungen. Um die Proteinbindungsstellen
der Nitrozellulosemembran zu aktivieren, wurde dem Blotpuffer 20%-iges Methanol zugesetzt.
Das Blotten erfolgte unter Kiihlung in einer Blot-Kammer und bei einer Spannung von 150 mA
flir 120 min. Der Aufbau des Western-Blots kann der Abbildung 12 entnommen werden. Der
Transfer wurde durch eine Ponceaurot S Farbung Uberprift und eine Kopie der Membran

angefertigt. Die Farbung wurde durch Waschen mit TBST 3 x 2 min entfernt.

Western-Blot-
Transferpuffer 3:

Western-Blot-
Transferpuffer 2:

Western-Blot-
Transferpuffer 1:

Tris 36,3g (0,3M) 3g (25mM) 3g (25mM)
Methanol (100%) 200ml (20%) 200ml (20%) 200ml (20%)
Aminocapronsaure - - 5,2g (40mM)
Aqua dest. ad 1l ad 1l ad 1l
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Aufbau der Blot-Kammer:

Kathode (-)
3x Filterpapier in
Transferpuffer 3
N Polyacrylamidgel

I  trozelulosemembran

2x Filterpapier in
Transferpuffer 2

3x Filterpapier in
Transferpuffer 3

Abb. 11: Schema des Aufbaus einer Western-Blot-Kammer

2.5.5 Hybridisierung mit spezifischen Antikdrpern

Um unspezifische Proteinbindungsstellen abzusattigen, erfolgte eine Blockierung in 5%-igen
Magermilchpulver in TBST. Danach wurde die Membran mit dem entsprechenden
Primarantikorper (siehe Tabelle 4) Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Am zweiten Tag wurde die
Nitrozellulosemembran fiir 3x5 min mit TBST gewaschen und anschlieBend wurde der HRP-
konjugierte Sekundarantikorper fir 60-90 min bei Raumtemperatur zugegeben. Durch
Waschen mit TBST fir 3x5 min wurde der Uberschiissige ungebundene Sekundarantikorper

entfernt. Vor der Detektionsreaktion wurde die Membran noch zweimal mit TBS gewaschen.

TBS-Puffer: TBST-Puffer

Tris (1,5M pH7,5) 10ml Tris (1,5M pH7,5) 10ml

NacCl 5,8g NaCl 5,8g

Aqua dest. ad 1l Tween 20 Iml
Aqua dest. ad 1l

2.5.6 Detektion und Auswertung

Die Detektion des Sekundéarantikérpers erfolgte tiber eine Chemilumineszenzreaktion. Die an
den Sekundarkorper konjugierte horseradish Peroxidase (HRP) katalysiert die Oxidation von
Luminol und |6st damit eine Chemilumineszenz aus. Dazu wurde die Nitrozellulosemembran
mit dem Immobilon Western Detection Reagent (Millipore) nach Herstellerangaben entwickelt.
Die Detektion der Chemilumineszenzreaktion erfolgte entweder tber einen Réntgenfilm oder
Uber eine Kameraaufnahme am ChemiDoc-It Imaging System (UVP, Cambridge, UK), mit dem
eine Quantifizierung der Lichtemission direkt moglich war. Die Roéntgenfilme wurden
eingescannt und mit der Labworks-Software (UVP, Cambridge, UK) ausgewertet. Dabei wurde

Uber die Schwarzung des Films oder die Menge des emittierten Lichtes (iber die Flache der
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entsprechenden Proteinbanden  eine  relative  Proteinmenge  abgeleitet. Die
Mengenunterschiede bei der Proteinbeladung der Proben wurden durch den Bezug auf

endogenes B-Actin verrechnet.

2.5.7 Abwaschen der Nitrozellulosemembran

Um die Membran fir eine erneute Antikdrperreaktion zu nutzen, mussten die hybridisierten
Antikorper von der Membran entfernt werden. Dafiir wurde die Membran bei 70°C fir 30 min
in Stripping-Puffer inkubiert, 4x5 min mit TBST gewaschen und wieder in 5%-igen
Magermilchpulver/TBST blockiert. Eine so gereinigte Membran konnte wiederholt fiir die

Hybridisierung mit einem neuen Primadrantikdrper verwendet werden.

Stripping-Puffer:

SDS (10%) 10ml
B-Mercaptoethanol 0,7ml
Tris-HCL (pH 6,8) 6,25ml
Aqua dest. ad 50ml

Tabelle 4: Verwendete Primar- und Sekundarantikorper

Primar- Firma Sekundar-
antikorper | Spezies Verdiinnung (Katalog-Nr. #) antikorper Verdiinnung Firma
1:1 000 in Abcam Goat Anti Mouse, 1:45 000 in
Adiponektin | mouse 3% BSA / TBST (# ab22554) HRP-konjugiert 3% BSA / TBST Dianova
1:750 in Abcam Goat Anti Mouse, 1:10 000 in
AdipoR1 mouse 3% BSA / TBST (# ab50675) HRP-konjugiert 5% Milch / TBST | Dianova
1:1 000 in Cell Signaling Goat Anti Rabbit, 1:12 000 in
pAMPK rabbit 5% BSA / TBST (#2531) HRP-konjugiert 3% BSA / TBST DAKO
1:1000 in Cell Signaling Goat Anti Rabbit, 1:12 000 in
AMPK rabbit 5% BSA / TBST (#2532) HRP-konjugiert 3% BSA / TBST DAKO
1:1 000 in Cell Signaling Goat Anti Rabbit, 1:12 000 in
pACC rabbit 5% BSA / TBST (#3661) HRP-konjugiert 3% BSA / TBST DAKO
1:1 000 in Cell Signaling Goat Anti Rabbit, 1:12 000 in
pAkt rabbit 5% BSA / TBST (#9271) HRP-konjugiert 3% BSA / TBST DAKO
1:1000 in Cell Signaling Goat Anti Rabbit, 1:12 000 in
Akt rabbit 5% BSA / TBST (#9272) HRP-konjugiert 3% BSA / TBST DAKO
1:40 000 in Sigma Goat Anti Mouse, 1:45 000 in
B-Actin mouse 3% BSA / TBST (# A5441) HRP-konjugiert 3% BSA /TBST | Dianova

2.5.8 Adiponektin-ELISA

Dieser ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, AdipoGen) ist fir die quantitative
Determinierung von Adiponektin im Serum, Plasma, Urin, verschiedenen Geweben und
2.1.5)

Proteinproben (siehe Kapitel 2.5.1) einzelner, separierter Praimplantationsembryonen (6 dpc)

Zellkulturiberstanden geeignet. Es wurden Plasmaproben (siehe Kapitel und
aus dem Kaninchen untersucht.
Der ELISA wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Ein kurzes

Ablaufschema ist in der Abb. 12 dargestellt.
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Antikdrper
beschichtete
Mikroplatte

100pl Proben, Standard, A Y )
= ] positiv und negativ Kontrolle -

1h 37°C 3x waschen _

100p! Sekundar-

= antikérper hinzufiigen I-T T,
% 1h 37°C 3x waschen B g

]

100pl Detector-Losung w

hinzufiigen

5x waschen

1h 37°C

_— 100pl Substrat-Losung hinzufugen. -2-8 L,
Fur 20min bei RT inkubieren

100pl Stopp-
Lésung Ergebnis-

hinzufigen berechnung ‘ /

Abb. 12: Ablaufschema des Adiponektin-ELISAs

2.6 Glukoseaufnahme von Kaninchenblastozysten

Die Glukoseaufnahme der Praimplantationsembryonen wurde durch Messung der
Inkorporation von Tritium [*H]-markierter 3-O-Methyl-D-Glukose in einem Szintillations-
messgerat [Beckmann Coulter] bestimmt.

Nach einer einstiindigen Adiponektin-Exposition (1 pug/ml) (siehe Kapitel 2.1.7) wurden die
Blastozysten drei Mal mit Glukose-freiem BSM Il Medium gewaschen und im Anschluss in 600
ul Glukose-freies BSM Il Medium, mit 0,3 mM 3—O—methyI—D—[1-3H]GIukose (3-OMG; 37 GBq/I;
Amersham) und 25 mM OMG (Sigma-Aldrich) supplementiert, liberfiihrt. Dort wurden sie fir
genau 3 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Reaktion abgestoppt, indem die
Blastozysten in eiskaltes, Glukose-freies BSM |l Medium und anschlieBend einzeln in
Szintillations-gefdsse mit 200 pl aqua dest. Uberfihrt wurden. Der Durchmesser der
Blastozysten wurde zuvor mittels eines kalibrierten Okulareinsatzes unter der Stereolupe
bestimmt. Als Hintergrundkontrolle wurden 3-mal 2 pl Medium-Proben aus dem letzten
Waschschritt entnommen. Als MesskontrollgroRe der Radioaktivitdt wurden 3-mal jeweils 10
ul des heiRen Tropfens in 5 ml aqua dest. gemischt und daraus 200 pl in ein Szintillationsgefass
Uberfiihrt. Fir den Messvorgang wurden zu jeder Probe 5 ml Szintillationscocktail zugegeben,

gemischt und im Counter die *H-Radioaktivitit in cpm vermessen. Die Glukoseaufnahme wird
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in Nanomol pro Minute pro Oberfliche (cm?) dargestellt. Die Oberfliche der spharischen

Blastozyste ergibt sich aus folgender Formel: 4nr® (r = Radius der Blastozyste).

2.7 Statistische Analysen

Fiir die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse wurde das Programm SigmaPlot®
verwendet. Die Daten wurden zunachst auf ihre Normalverteilung untersucht und dann
mithilfe der Varianzanalyse (ANOVA) unter Berlicksichtigung der Bonferroni Korrektur auf ihre
Signifikanz hin analysiert. Die verschiedenen Signifikanzniveaus werden wie folgt
gekennzeichnet: Irrtumswahrscheinlichkeit p kleiner 5% als p < 0,05, p kleiner 1% als p < 0,01
und kleiner 0,1% als p < 0,001. Die Mittelwerte der Messungen wurden als Mittelwert +
Standardfehler (Mw = SEM) angegeben. Es wurden folgende Symbole verwendet: Mw -
Mittelwert, SEM - Standardfehler des Mittelwertes, n - Zahl der Proben, N - Zahl der

unabhangigen Versuche. Alle Versuche wurden mindestens dreimal durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von Adiponektin und seinen Rezeptoren in Prdimplantations-
embryonen des Kaninchens

Die Expression von Adiponektin und seinen beiden Rezeptoren (AdipoR1/2) wéhrend der
Embryonalentwicklung wurde in Morulae (3 dpc), friihen Blastozysten am Tag 4 (4 dpc),
Blastozysten am Tag 5 (5 dpc) und expandierten Blastozysten am Tag 6 (6 dpc) mittels RT-PCR
untersucht. Die Blastozysten am Tag 6 wurden zusatzlich in die Gastrulationsstadien 0 bis 3
(siehe Abb. 7) unterteilt. Die zelllinienspezifische Verteilung der Gene in Embryoblast- und
Trophoblastzellen (Em und Tr) wurde an 6 Tage alten Blastozysten analysiert.

AdipoR1 und R2 waren ab dem Morulastadium nachweisbar und die Expression nahm bis zur
Blastozyste am Tag 6 kontinuierlich zu (siehe Abb. 13). Im Gegensatz dazu konnte Adiponektin
erst ab dem 5. Tag detektiert werden (siehe Abb. 13). Die mRNA war sowohl im Embryoblasten
als auch im Trophoblasten nachweisbar (siehe Abb. 13).

Die Proteinexpression von Adiponektin konnte in Kaninchenblastozysten des Stadiums 0/1
nachgewiesen werden. Auch hier war eine deutliche Expression in beiden Zelllinien erkennbar
(siehe Abb. 14). Dies gilt auch fiir die Adiponektinrezeptoren (AdipoR1/R2), die ebenso in
Embryoblast- und Trophoblastzellen immunhistochemisch nachgewiesen werden konnten
(siehe Abb. 15).

de6

M @& d3 d4 d5 O 1 2 3 Em Tr +

Adiponektin
AdipoR1

AdipoR2

GAPDH

Abb. 13: Expression von Adiponektin, AdipoR1 und AdipoR2 in Praimplantationsembryonen des
Kaninchens

Auftrennung der RT-PCR-Produkte fiir Adiponektin, AdipoR1 und R2 im Agarosegel von
Morulae (d3), Blastozysten (d4 und d5) und expandierten Blastozysten (d6) der
Gastrulationsstadien 0 bis 3 und fiir separierte Embryoblasten (Em) und Trophoblasten
(Tr) des Stadium 1

@ - PCR-Kontrollreaktion ohne cDNA (Negativkontrolle)
+ - PCR-Kontrollreaktion an Gewebe (Positivkontrolle)

(Adiponektin (158 bp): Herz; AdipoR1 (238 bp): Skelettmuskel; AdipoR2 (210 bp): Leber)
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Abb. 14: Lokalisation von Adiponektin in der Kaninchenblastozyste

Whole Mount IHC an 6 Tage alten in vivo Kaninchenblastozysten. Die IHC zeigt eine positive
Farbung fur Adiponektin (A) und die IHC-Kontrollreaktion ohne 1. Antikorper, in der die Kerne
durch Hamalaun (blau) gegengefarbt wurden (B,C). Der Pfeil zeigt auf die Grenze zwischen
Embryoblasten (Em) und Trophoblasten (Tr). Die dargestellte IHC an einer Blastozyste steht
reprasentativ fir 8 untersuchte Blastozysten (n = 8).

Malstab = 200 um

Kontrolle

Abb. 15: Lokalisation von AdipoR1 und AdipoR2 in der Kaninchenblastozyste

Whole Mount IHC an 6 Tage alten in vivo Kaninchenblastozysten. Die IHC zeigt eine positive
Farbung fur AdipoR1 (A) und AdipoR2 (B) im Embryoblasten (Em) und Trophoblasten (Tr). Die
IHC-Kontrollreaktion von A und B ist in (C) gezeigt. Die Kerne wurden mit Hamaluan (blau)
gegengefarbt. Die dargestellte IHC an einer Blastozyste steht reprasentativ fiir 8 untersuchte
Blastozysten (n = 8) verschiedener Gastrulationsstadien.

MaRstab = 100 um (A); 200 um (B, C)

44



Ergebnisse

3.2 Expression von Mitgliedern der Adiponektin-Signalkaskade in Praimplantations-
embryonen des Kaninchens

Die Expression der wichtigsten Mitglieder der Adiponektin-Signalkaskade wurde an
Blastozysten am Tag 6 im Stadium 0/1 mittels RT-PCR untersucht. Zudem wurde die Verteilung
in Embryoblast- und Trophoblastzellen analysiert.

Die Transkripte fiir Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC), AMP-abhangige Kinase (AMPK), Adaptor
protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper containing 1 (APPL1),
Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaMKK), Serin/Threoninkinase 11
(LKB1) und Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor alpha (PPARa) waren in der Blastozyste
am Tag 6 nachweisbar (siehe Abb. 16). Fir APPL1 und PPARa konnte ein deutliches PCR-
Produkt in beiden Zelllinien gezeigt werden (siehe Abb. 16). Fliir AMPK und CaMKK ergab sich
im Trophoblasten nur eine schwache Bande, wahrend im Embryoblasten eine starkere
Expression nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 16). Ein PCR-Produkt fiir ACC und LKB1

wurde auschlieRlich im Embryoblasten nachgewiesen (siehe Abb. 16).

M @ dé6 Em Tr +

ACC
AMPK
APPL1
CaMKK

LKB1
PPARa
GAPDH

Abb. 16: Expression von Mitgliedern der Adiponektin-Signalkaskade in Praimplantationsembryonen
des Kaninchens

Auftrennung der RT-PCR-Produkte der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC), AMP-abhdngige Kinase
(AMPK), Adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper
containing 1 (APPL1), Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaMKK),
Serin/Threoninkinase 11 (LKB1) und Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor alpha
(PPARa) im Agarosegel von expandierten Blastozysten (d6) und fir separierte Embryoblasten
(Em) und Trophoblasten (Tr) des Stadium 1 (N=3; n=3)

@ - PCR-Kontrollreaktion ohne cDNA (Negativkontrolle)
+ - PCR-Kontrollreaktion an der Leber (Positivkontrolle)
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3.3 Expressionsprofil von Adiponektin und seinen Rezeptoren in vivo unter dem

Einfluss eines experimentell induzierten maternalen Diabetes mellitus Typ 1

3.3.1 Adiponektin und seine Rezeptoren auf embryonaler Seite

3.3.1.1 Adiponektin

Mittels Real time PCR wurde ein Einfluss des DT1 auf die Kaninchenblastozyste (6 dpc) der
Stadien 1 und 2 analysiert. Die Adiponektin-Transkriptmenge war in den diabetischen
Blastozysten beider Stadien erhoht, mit einem p-Wert von 0,0507 (Stadium 1) und 0,0504
(Stadium 2) (siehe Abb. 17 A).

Die Verifizierung der Transkriptionsregulation wurde durch einen Adiponektin-ELISA
vorgenommen, wobei zum Einen die Adiponektinmenge der gesamten Blastozyste gemessen
wurde. Hierbei wiesen Blastozysten des Stadium 1 aus diabetischen Tieren eine Erhéhung der
Adiponektinmenge um ungefahr 50 % auf. Im Stadium 2 war dieser Anstieg nur noch marginal
und nicht signifikant (siehe Abb. 17 B).

Desweiteren wurden separierte Embryoblasten und Trophoblasten aus den beiden
Versuchsgruppen mittels ELISA verglichen. Wahrend in Blastozysten aus gesunden Tieren die
Adiponektinkonzentration im Embryoblasten und Trophoblasten anndhernd den gleichen Wert
erreichte (ca. 0,1 ng/ml), war die Menge bei Blastozysten aus diabetischen Tieren deutlich
unterschiedlich. Die Adiponektinkonzentration stieg im Trophoblasten um ca. das Vierfache
auf 0,4 ng/ml, wihrend im Embryoblasten kein Adiponektin mehr messbar war (siehe Abb. 18).
Damit konnte geklart werden, dass der Anstieg der Adiponektinkonzentration in der
diabetischen Blastozyste auf der Hochregulierung von Adiponektin im Trophoblasten basiert
(siehe Abb. 18). Im Embryoblasten war Adiponektin in den diabetischen Blastozysten nicht
mehr nachweisbar. Immunhistochemisch konnte dieses verdnderte Expressionsmuster
untermauert werden. In den Kontrollblastozysten war Adiponektin im Embryoblasten und
Trophoblasten nachweisbar (siehe Abb. 19 A, B, C) in den DT1-Blastozysten ausschlieBlich im
Trophoblasten (siehe Abb. 19 D, E, F).
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Abb. 17: Quantifizierung von Adiponektin-RNA und -Protein in Kaninchenblastozysten am Tag 6 p.c.

A Quantifizierung der Transkriptmenge von Adiponektin [Kopien / 10° GAPDH Molekiile] in 6
Tage alten in vivo Kaninchenblastozysten (Stadium 1 und 2) mittels Real time PCR. Die
Adiponektin-Mengen wurden nach Abgleich gegen GAPDH derselben Probe ermittelt. N = 3, n
=12

B Quantifizierung der Proteinmenge von Adiponektin [ng / ml / Blastozyste] in 6 Tage alten
Kaninchenblastozysten (Stadium 1 und 2) mittels ELISA. Der ELISA stellt das Ergebnis von 3
unabhangigen Experimenten (N=3) mit jeweils 3 Pools a 10 Blastozysten pro Experiment dar
(n=30)
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Abb. 18: Adiponektinkonzentration in Embryoblasten und Trophoblasten von 6 Tage alten

Kaninchenblastozysten

Quantifizierung der Proteinmenge von Adiponektin [ng / ml] in separierten Embryoblasten und
Trophoblasten (6dpc) mittels ELISA. Das Diagramm stellt den Mittelwert (MwzSEM) von 3
unabhangigen Experimenten (N=3) mit jeweils 8 Blastozysten pro Experiment dar (n=8)
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Trophoblast

Ubersicht Embryoblast

Gesund

Abb. 19: Immunhistochemische Detektion von Adiponektin in der Kaninchenblastozyste

Adiponektin-IHC an Keimscheiben von 6 Tage alten Kaninchenblastozysten aus Kontrolltieren (A
- C) und diabetischen Tieren (D - F). Neben der Ubersicht (A; D) ist eine VergréRerung des
Embryoblasten (B; E) und des Trophoblasten (C; F) dargestellt. Die IHC zeigte eine positive
Farbung (braun) des Embryoblasten (Em) (A; B) und Trophoblasten (Tr) (A; C) bei den
Kontrollen. Unter dem Einfluss eines DT1 (D; E; F) war die Farbung des Embryoblasten (Em) (D;
E) deutlich schwacher im Vergleich zu den Kontrollen wahrend der Trophoblast (Tr) (D; F) eine
starkere Farbung aufweist. Die Kerne wurden durch Hamalaun (blau) gegengefarbt. Die
dargestellte IHC an einer Blastozyste ist reprdsentativ fur 8 untersuchte Blastozysten (n = 8).

Malstab = 50 um

3.3.1.2 Adiponektinrezeptoren

Protein
AdipoR1 (siehe Abb. 20 A, B) und R2 (siehe Abb. 20 C, D) waren immunhistochemisch in den

Blastozysten aus gesunden und diabetischen Tieren nachweisbar. Sie waren im Embryoblasten
und Trophoblasten lokalisiert und wiesen hauptsachlich eine zytoplasmatische Farbung auf.
Mit einer deutlich schwacheren Intensitat lagen sie in der Zellmembran vor. Es zeigten sich
keine Unterschiede in der AdipoR2-Lokalisation oder der Intensitdt der Immunhistochemie
zwischen den Blastozysten aus gesunden oder diabetischen Tieren (siehe Abb. 20 C, D). Die
AdipoR1-Immunhistochemie hingegen wies eine verstarkte Farbung des Embryoblasten und
des Trophoblasten unter diabetischen Bedingungen auf, aber die Lokalisation des Rezeptors
blieb unverandert (siehe Abb. 20 B).
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AdipoR1

AdipoR2

Abb. 20: Immunhistochemischer Nachweis von AdipoR1 und AdipoR2 in der Kaninchenblastozyste

IHC an Keimscheiben von 6 Tage alten in vivo Kaninchenblastozysten aus Kontrolltieren (A; C)
und diabetischen Tieren (B; D). Die IHC zeigte eine positive Farbung des Embryoblasten (Em)
und Trophoblasten (Tr) der Kontrollen (A; C) und unter dem Einfluss eines DT1 (B; D). AdipoR2
wies keinen Unterschied zwischen der Kontrolle (C) und dem DT1 (D) auf, wahrend bei AdipoR1
unter diabetischen Bedingungen (B) Em und Tr eine starkere Farbung zeigten. Die Kerne
wurden mithilfe von Himalaun (blau) gegengefarbt. Die dargestellte IHC an einer Blastozyste ist
reprasentativ fir 8 untersuchte Blastozysten (n = 8).

Mafstab = 50 um

RNA

Die AdipoR2-Transkriptmenge zwischen den untersuchten Gastrulationsstadien (0-2) blieb
unverdndert (siehe Abb. 21 B). Auch ein maternaler Diabetes zeigte keine Auswirkungen auf
die AdipoR2-Transkriptmenge (siehe Abb. 21 B). Die Transkription von AdipoR1 war unter
diabetischen Bedingungen in allen untersuchten Stadien (0 - 2) um mindestens das Dreifache
hochreguliert (siehe Abb. 21 A). Wahrend die mRNA-Menge zwischen den untersuchten

Gastrulationsstadien konstant blieb.
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Abb. 21: Quantifizierung von AdipoR1- und -R2-mRNA in Kaninchenblastozysten

A Quantifizierung der Transkriptmengen von AdipoR1 [Kopien / 10° GAPDH Molekiile] und B
AdipoR2 [Kopien / 10’ GAPDH Molekiile] in 6 Tage alten in vivo Kaninchenblastozysten
(Stadium 0 bis 2) mittels Real time PCR. Die AdipoR-Mengen wurden nach Abgleich gegen
GAPDH derselben Probe ermittelt. N=3,n=12

3.3.2 Adiponektin und seine Rezeptoren auf maternaler Seite
Im Plasma und Endometrium gravider Kaninchen am Tag 6 p.c. wurden die

Adiponektinmengen quantifiziert und von diabetischen und gesunden Tieren verglichen.

3.3.2.1 Adiponektin im Plasma

Mittels ELISA war eine ca. vierfache Steigerung der Adiponektinkonzentration im Plasma
gravider diabetischer Kaninchen messbar (siehe Abb. 22). Die Konzentration im Plasma
diabetischer Tiere betrug 4,6 + 1,2 ng/ml [MW * SEM] gegeniber gesunden Kontrolltieren 1,2
+0,4 ng/ml [MW + SEM].

[$2)
)
i

Adiponektinkonzentration [pg/ml]

Gesund DT1

Abb. 22: Adiponektinkonzentrationen im Plasma gravider Kaninchen (6 dpc)

Quantifizierung der Adiponektinproteinmenge [ug/ml] im Blutplasma gravider Kaninchen am
Tag 6 p.c. mittels ELISA (Mw = SEM). Der ELISA stellt das Ergebnis von 3 unabhangigen
Experimenten (N = 3) mit jeweils 5 Blutproben pro Experiment dar (n=5)
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3.3.2.2 Adiponektin im Endometrium

Die mittels Real time PCR gemessene Adiponektin-Transkriptmengen waren in den
Endometrien diabetischer und gesunder Tiere vergleichbar hoch (siehe Abb. 23 A).

Die Quantifizierung des Adiponektinproteins im Endometrium mittels Western Blot (siehe Abb.
23 C) ergab hingegen eine Verdoppelung der Proteinmenge im Endometrium diabetischer
Tiere (siehe Abb. 23 C).
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Abb. 23: Quantifizierung von Adiponektin im Endometrium gravider Kaninchen am Tag 6 p.c.

A Quantifizierung der Transkriptmenge von Adiponektin [Kopien / 10°> GAPDH Molekile] im
Endometrium gravider Kaninchen(6 dpc) mittels Real time PCR. Die Adiponektin-Mengen
wurden nach Abgleich gegen GAPDH derselben Probe ermittelt (N = 3, n = 12; Mw + SEM).

C Nachweis von Adiponektin im Western Blot und anschlieBende densitometrische Auswertung
(B) der relativen Adiponektinproteinmenge im Endometrium (6 dpc) nach Abgleich gegen B-
Aktin (Mw = SEM). Der Western Blot stellt das Ergebnis von 3 unabhangigen Experimenten (N =
3) mit jeweils 10 Blastozysten pro Experiment dar (n=10).

3.3.2.3 Adiponektinrezeptoren im Endometrium

Um die beiden Adiponektinrezeptoren im Endometrium nachweisen zu kdnnen, wurde die
Transkriptmenge von AdipoR1 und R2 mittels Real time-PCR quantifiziert.

Die mRNA-Mengen von AdipoR1 und R2 wiesen keine signifikanten Unterschiede im
Endometrium der diabetischen Kaninchen auf.

Mittels Western Blot-Analysen konnte AdipoR1 im Endometrium nachgewiesen werden. Im
Endometrium diabetischer Kaninchen kam es zu einer signifikanten Verdreifachung der

AdipoR1-Proteinmenge.
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Abb. 24: Quantifizierung der Adiponektinrezeptoren im Endometrium gravider Kaninchen (6 dpc)

Quantifizierung der Transkriptmenge von AdipoR1 [Kopien / 10° GAPDH Molekiile] (A) und
AdipoR2 [Kopien / 10’ GAPDH Molekiile] im Endometrium (6 dpc) mittels Real time PCR (B).
Die AdipoR-Mengen wurden nach Abgleich gegen GAPDH derselben Probe ermittelt (N =3, n =
12; Mw £ SEM).

Nachweis von AdipoR1 im Western Blot (D) und anschlieBende densitometrische Auswertung
(C) der relativen AdipoR1-Proteinmenge im Endometrium (6 dpc) nach Abgleich gegen B-Aktin
(Mw £ SEM). Der Western Blot stellt das Ergebnis von 3 unabhéngigen Experimenten (N = 3) mit
jeweils 10 Blastozysten pro Experiment dar (n=10)

3.4 Aktivierung des Adiponektin-Signalweges in Prdimplantationsembryonen des
Kaninchens durch Adiponektin in der In-vitro-Kultur

3.4.1 Aktivierung des Schliisselenzyms AMPK

Metabolische Reaktionen als Antwort auf eine Adiponektin-Stimulation werden vorrangig liber
die Phosphorylierung der AMPK (pAMPK) vermittelt. Nach einer 15-minltigen In-vitro-Kultur
wurden die Blastozysten aus gesunden Tieren mithilfe von Western Blot-Analysen untersucht.
Die Supplementation mit 1 pg/ml Adiponektin steigerte die Phosphorylierung der AMPK in den
kultivierten Blastozysten (Normoglykdamie; 6 dpc) signifikant (siehe Abb. 25 A, B). Die Menge
der phosphorylierten AMPK erhéhte sich anndhernd um das Vierfache. Dies deutet auf einen
funktionalen Adiponektin-Signalweg in Prdaimplantationsembryonen des Kaninchens am Tag 6
hin.
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In den Blastozysten aus diabetischen Tieren wurden die Messpunkte nach der In-vitro-Kultur
mit 5 und 15 min festgelegt. Es gab nur bei der kurzzeitigen Stimulation eine geringfiigige
AMPK-Phosphorylierung (siehe Abb. 25 A, B). Insgesamt fallt bei Blastozysten aus diabetischen
Kaninchen die Aktivierbarkeit der AMPK deutlich geringer aus.
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Abb. 25: Phosphorylierung der AMPK nach Adiponektin-Stimulation

Nachweis der pAMPK im Western Blot (A) und anschlieRende densitometrische Quantifizierung
(B) der relativen pAMPK-Proteinmenge in Blastozysten (6 dpc) gesunder oder diabetischer
Kaninchen (DT1), die fir 5 oder 15 min mit Adiponektin (1 pg/ml) stimuliert wurden nach
Abgleich gegen B-Aktin (Mw = SEM). Als Kontrolle dienten Blastozysten, denen eine dquivalente
Menge Kulturmedium zugegeben wurde. Die jeweils korrespondierende Kontrolle wurde 100 %
gesetzt und ist als waagerechte Linie im Diagramm dargestellt. Der Western Blot stellt das
Ergebnis von 3 unabhangigen Experimenten (N = 3) mit jeweils 10 Blastozysten pro Experiment
dar (n=10)

3.4.2 Aktivierung des PI3-Kinase- / Akt-Signalweges durch Adiponektin in
Kaninchenblastozysten

Eine 15-mindtige Stimulation mit 1 pg/ml Adiponektin fuhrte in den 6 Tage alten
Kaninchenblastozysten zu einem signifikanten Anstieg der Akt-Phosphorylierung um 70% bis
740% (siehe Abb. 26 A, B).

In den Blastozysten aus diabetischen Tieren wurden die Zeitpunkte in der in vitro-Kultur mit 5

und 15 min festgelegt. Es gab nur bei der kurzzeitigen Stimulation eine um den Faktor 2
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erhohte Akt-Phosphorylierung (siehe Abb. 26 A, B). Wie zuvor fur die AMPK gezeigt, fallt auch

bei Akt die Aktivierbarkeit in den Blastozysten aus diabetischen Kaninchen geringer aus.
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Abb. 26: Phosphorylierung von Akt nach Adiponektin-Stimulation in Kaninchenblastozysten

Nachweis der pAkt im Western Blot (A) und anschlieRende densitometrische Analyse (B) der
relativen pAkt-Proteinmenge in Blastozysten (6 dpc) gesunder oder diabetischer Kaninchen
(DT1), die fur 5 oder 15 min mit Adiponektin (1 pug/ml) stimuliert wurden nach Abgleich gegen
B-Aktin (Mw * SEM). Die korrespondierende Kontrolle wurde 100 % gesetzt und ist als
waagerechte Linie im Diagramm dargestellt. Der Western Blot stellt das Ergebnis von 3
unabhangigen Experimenten (N = 3) mit jeweils 10 Blastozysten pro Experiment dar (n=10)

3.4.3 Wirkung von Adiponektin auf seine Rezeptoren

Um zu Uberpriifen, ob Adiponektin die Expression seiner beiden Rezeptoren in Embryonen
transkriptionell reguliert, wurden Blastozysten (Stadium 0/1; 6 dpc) aus den Kontroll- und DT1-
Tieren in vitro mit Adiponektin (1 und 10 pg/ml) fir 1 und 4 Stunden stimuliert. Mittels Real
time PCR wurde die Expression in den nach der Kultur separierten Embryoblasten und

Trophoblasten analysiert.

3.4.3.1 AdipoR1
Nach einer ein- oder vierstiindigen Stimulation mit Adiponektin (1 und 10 pg/ml) zeigten sich

im Embryoblasten und Trophoblasten der Blastozysten der DT1- und Kontrolltiere keine
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Veranderungen der AdipoR1-Transkriptmenge (siehe Abb. 27 A - D). Auch zwischen
Embryoblast und Trophoblast liel sich kein signifikanter Unterschied mittels Real time PCR

ermitteln.
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Abb. 27: Quantifizierung der AdipoR1-Transkriptmenge in Blastozysten (6 dpc, Stadium 0/1) nach
Adiponektinstimulation

Quantifizierung der AdipoR1-Transkriptmenge [% der Kontrolle] in gesunden und diabetischen
(DT1) Blastozysten nach einstindiger (A, B) oder vierstiindiger Stimulation mit Adiponektin (C,
D). Die AdipoR1-Mengen wurden nach Abgleich gegen GAPDH derselben Probe ermittelt (N = 3,
n =15; Mw + SEM).

3.4.3.2 AdipoR2

Eine vierstlindige Stimulation der Blastozysten (6 dpc) aus den gesunden Tieren mit
Adiponektin (1 pg/ml) steigerte die AdipoR2-Transkriptmenge ausschlieBlich in den
Embryoblastzellen um das Dreifache (siehe Abb. 28 C). Im gleichen Zeitintervall fihrte 10
pug/ml Adiponektin zu einer Erhéhung der AdipoR2-Transkriptmenge in beiden Zelllinien (siehe
Abb. 28 C). Hier war die Expression im Embryoblasten signifikant um ca. den Faktor 10 erhoht

und im Trophoblasten war sie verdoppelt.
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In den DT1-Blastozysten konnte nach einer vierstlindigen Stimulation fir beide getesteten
Konzentrationen kein Unterschied in der Transkriptmenge nachgewiesen werden (siehe Abb.
28 B). Allerdings zeigte eine einstiindige Stimulation der DT1-Blastozysten fiir beide getesteten
Adiponektinkonzentrationen (1 und 10 pg/ml) einen signifikanten Anstieg der AdipoR2-
Transkriptmenge, jedoch ausschlieBlich in den Trophoblastzellen. Die niedrigere Konzentration
bewirkte eine Verdopplung der AdipoR2-mRNA und die héhere Konzentration eine Steigerung

um 50% (siehe Abb. 28 D).
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Abb. 28: Quantifizierung der AdipoR2-Transkriptmenge in Blastozysten (6 dpc, Stadium 0/1) nach
Adiponektinstimulation

Quantifizierung der AdipoR2-Transkriptmenge [% der Kontrolle] in gesunden und diabetischen
(DT1) Blastozysten nach einstiindiger (A, B) oder vierstiindiger Stimulation mit Adiponektin (C,
D). Die AdipoR1-Mengen wurden nach Abgleich gegen GAPDH derselben Probe ermittelt (N = 3,
n =15; Mw + SEM).
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3.4.4 Wirkung von Adiponektin auf den Glukosestoffwechsel von Kaninchenblastozysten
Die Beeinflussung des Glukosestoffwechsels durch Adiponektin wurde durch eine In-vitro-
Kultur (1 und 4 h) von Blastozysten (Stadium 0/1; 6 dpc), die mit Adiponektin (1 pg/ml)

stimuliert worden waren, untersucht.

3.4.4.1 Glukoneogenese

In der Real time PCR zeigte das Schlisselenzym der Glukoneogenese, die
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK), in separierten Embryoblasten und Trophoblasten
eine signifikante Herunterregulierung (siehe Abb. 29). Auffallend ist, dass in den diabetischen
Blastozysten keine Verdnderung der PEPCK-Transkriptmenge auftrat (siehe Abb. 29). Die
PEPCK war unter diabetischen Bedingungen gering exprimiert.

In Blastozysten, die vor der Adiponektinstimulation mit Compound C (6-[4-(2-piperidin-1-yl-
etoxy)-phenyl]-3-pyridin- 4-yl-pyrrazolo[1,5-a]pyrimidine), einem spezifischen Inhibitor der
AMPK, kultiviert worden waren, war die PEPCK-mRNA-Menge unverdandert hoch. Der
Adiponektineffekt blieb aus (siehe Abb. 30).
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Abb. 29: Quantifizierung der PEPCK-Transkriptmenge in Blastozysten (6 dpc) nach In-vitro-Kultur mit
Adiponektin

Relative PEPCK-Transkriptmenge [% der Kontrolle] in diabetischen und normoglykdmischen
Blastozysten nach einstiindiger Stimulation mit Adiponektin (1 und 10 pug/ml) mittels Real time
PCR quantifiziert. Die PEPCK-Mengen wurden nach Abgleich gegen GAPDH derselben Probe
ermittelt (N = 3, n = 15; Mw + SEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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Abb. 30: Quantifizierung der PEPCK-Transkriptmenge in Blastozysten (6 dpc) nach in vitro-Kultur mit
Adiponektin und einem AMPK-Inhibitor

relative PEPCK Transkriptmenge
[% der Kontrolle]

Quantifizierung der relativen PEPCK-Transkriptmenge [% der Kontrolle] in Blastozysten aus
gesunden Tieren nach In-vitro-Kultur mit dem AMPK-Inhibitor (Compound C), Lésungsmittel
(DMSO) und Adiponektin (1 pg/ml) mittels Real time PCR. Die PEPCK-Mengen wurden nach
Abgleich gegen GAPDH derselben Probe ermittelt (N = 3, n = 15; Mw * SEM; *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001)

3.4.4.2 Expression der Glukosetransporter 1 und 4

Um zu Gberprifen, ob Adiponektin die Expression der Glukosetransporter 1 und 4 (GLUT1/4)
beeinflusst, wurden Blastozysten (Stadium 0/1; 6 dpc) aus den Kontroll- und DT1-Tieren in vitro
mit Adiponektin (1 und 10 pg/ml) stimuliert (1 und 4 h). Mittels Real time PCR wurde die

Expression in den nach der Kultur separierten Embryoblasten und Trophoblasten analysiert.

3.4.4.2.1 Expression des Glukosetransporter 1

Unter normoglykdmischen Bedingungen war nach einer einstiindiger Stimulation kein
Unterschied in der GLUT1-mRNA-Expression in den Blastozysten detektierbar (siehe Abb. 31
A). Nach einer vierstiindigen Stimulation stieg die GLUT1-Transkriptmenge im Embryoblasten
(1 und 10 pg/ml) und Trophoblasten (10 pg/ml) auf das Doppelte an (siehe Abb. 31 C).

In den Blastozysten aus diabetischen Tieren hingegen war die GLUT1-Transkriptmenge nach
einer vierstiindigen Adiponektin-Supplementation unverdndert (siehe Abb. 31 D). Hier
reagierten die Blastozysten, wie zuvor bereits festgestellt, zeitiger auf Adiponektin (1 h). Die
Transkriptmenge von GLUT1 erhdhte sich hier ausschlieRlich im Trophoblasten um fast das
Dreifache (siehe Abb. 31 B).
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Abb. 31: Quantifizierung der GLUT1-Transkriptmenge in Blastozysten (6 dpc) gesunder und
diabetischer (DT1) Tiere nach Adiponektinstimulation

Quantifizierung der relativen GLUT1-mRNA [% der Kontrolle] in Blastozysten aus gesunden
Tieren nach einstindiger (A) oder vierstiindiger (C) Stimulation mit Adiponektin und in
Blastozysten aus diabetischen Tieren nach einstiindiger (B) oder vierstlindiger Stimulation mit
Adiponektin (D). Die GLUT1-Mengen wurden nach Abgleich gegen GAPDH derselben Probe
ermittelt (N = 3, n = 15; Mw + SEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

3.4.4.2.2 Expression des Glukosetransporter 4

Eine Adiponektinstimulation fihrte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte zu einer
veranderten GLUT4-Transkriptmenge, weder in den Blastozysten aus gesunden noch aus
diabetischen Tieren (siehe Abb. 32). Einzig im Trophoblasten kam es zu einer gesteigerten

GLUT4 mRNA-Menge im Vergleich zum korrespondierenden Embryoblasten (siehe Abb. 32).
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Abb. 32: Quantifizierung der GLUT4-Transkriptmenge in Blastozysten (6 dpc) ) gesunder und
diabetischer (DT1) Tiere nach Adiponektinstimulation

Quantifizierung der relativen GLUT4-mRNA [% der Kontrolle] in Blastozysten aus gesunden
Tieren nach einstliindiger (A) oder vierstindiger (C) Stimulation mit Adiponektin und in
Blastozysten aus diabetischen Tieren nach einstiindiger (B) oder vierstiindiger Stimulation mit
Adiponektin (D). Die GLUT4-Mengen wurden nach Abgleich gegen GAPDH derselben Probe
ermittelt (N = 3, n = 15; Mw + SEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

3.4.4.3 GLUT4-Translokation

GLUT4 liegt ohne Stimulus in Vesikeln im Zytoplasma der Zellen vor. Nach einer Stimulation,
z.B. mit Adiponektin oder Insulin, kommt es zu einer Translokation in die Plasmamembran.
Mittels Immunfluoreszenz wurde die Translokation von GLUT4 in den Blastozysten aus
gesunden und diabetischen Tieren, die mit Adiponektin (1 ug/ml; 1 h) in vitro stimuliert
worden waren, untersucht. In den unstimulierten Blastozysten war GLUT4 ausschlielRlich im
Zytoplasma nachweisbar (siehe Abb. 33 D, F, K, M). Nach einer Inkubation mit Adiponektin
veranderte sich die Lokalisation eindeutig. GLUT4 war nun in der Plasmamembran detektierbar
(siehe Abb. 33 A, E, G, L).

In den Blastozysten der gesunder Tiere war diese Translokation hauptsachlich in den Zellen des
Trophoblasten nachweisbar (siehe Abb. 33 A) und nur zu einem geringeren Anteil auch im
Embryoblasten (siehe Abb. 33 E). In den Blastozysten der diabetischen Kaninchen kam es nach

einer einstlindigen Stimulation mit Adiponektin zu einer Translokation des GLUT4 in beiden
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Zellkompartimenten (siehe Abb. 33 G, L). Ohne eine Stimulation mit Adiponektin war in den
Blastozysten aus diabetischen Tieren nur wenig GLUT4 detektierbar (siehe Abb. 33 K, M), wenn
man die Fluoreszenz mit den stimulierten oder den unstimulierten Kontrollblastozysten
vergleicht (siehe Abb. 33 D, F, G, L).

Gesund

Adiponektin Adiponektin

Abb. 33: Lokalisation von GLUT4 in der Kaninchenblastozyste (6 dpc) gesunder und diabetischer (DT1)
Tiere

Immunfluoreszenz an Keimscheiben von 6 Tage alten Kaninchenblastozysten aus Kontrolltieren
(gesund) (A-F) und diabetischen Tieren (DT1) (G-M) nach einer einstiindigen Stimulation mit
Adiponektin (1 pg/ml) (A; B; E; G ;H; L) oder ohne (C; D; F; I; K; M). Die Detektion des GLUT4
wurde mit einem FITC-markierten Sekundarantikorper (griin) durchgefiihrt. Die Kerne wurden
mit 7-AAD (rot) gegengefarbt. Die Abbildungen B, C, H und I stellen die Kontrollreaktionen zu
A, D, G und H dar. Eine Translokation des GLUT4 konnte sowohl unter normoglykdamischen
Bedingungen im Trophoblasten (A) als auch unter diabetischen Bedingungen im Trophoblasten
(G) und Embryoblasten (L) gezeigt werden. Die dargestellte IF an einer Blastozyste steht
reprasentativ fir 7 untersuchte Blastozysten (n = 7).

Em — Embryoblast; Tr — Trophoblast; DT1 — Keimscheiben von Blastozysten aus diabetischen
Kaninchen; Normoglykdmie - Keimscheiben von Blastozysten aus normoglykdmischen

Kaninchen

Malstab = 20 um
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3.4.4.4 Glukoseaufnahme

Die Grundaufnahme von Blastozysten aus normoglykdmischen und diabetischen Kaninchen
war identisch (siehe Abb. 34). Die Stimulation mit Adiponektin (1 pug/ml; 60 min) fiihrte in
beiden Versuchsgruppen zu einer signifikant gesteigerten Glukoseaufnahme. Die Blastozysten
aus gesunden Kaninchen nahmen die 3,5-fache Menge an Glukose auf, wahrend Blastozysten
aus diabetischen Tieren nur eine um den Faktor 2,5 erh6hte Glukoseaufnahme zeigten (siehe

Abb. 34). Dies bedeutet eine verringerte Glukoseaufnahme um 25%.
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Abb. 34: Glukoseaufnahme in gesunden und diabetischen (DT1) Blastozysten (6 dpc) nach
Adiponektinstimulation

Quantifizierung der Glukoseaufnahme in Blastozysten am Tag 6 nach einstlindiger Stimulation

mit Adiponektin (1 pg/ml) aus gesunden und diabetischen (DT1) Kaninchen.
(N =3, n=25; Mw £ SEM; ***p<0,001)
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4. Diskussion

4.1 Expression von Adiponektin und seinen Rezeptoren in Prdimplantations-
embryonen

Adiponektin ist fir den Praimplantationsembryo der Sdugetiere relevant. Bisher war bekannt,
dass Adiponektin die Entwicklung von Schweine- und Mausembryonen in vitro verbessert
[152,153,159]. Im Praimplantationsembryo des Kaninchens ist die Adiponektinsexpression vom
Entwicklungsstadium abhangig. Ein Adiponektintranskript ist an den Tagen 3 und 4 p.c. im
Kaninchenembryo nicht nachweisbar (siehe Abb. 13) oder liegt in einer so geringen Menge vor,
die unterhalb der methodischen Nachweisgrenze liegt. Erst ab Tag 5 p.c. konnte ein Transkript
nachgewiesen werden. Am Tag 6 p.c. kam Adiponektin in allen untersuchten
Gastrulationsstadien (0 bis 3) vor (siehe Abb. 13).

Mit der Entwicklung der Blastozyste kommt es zur Ausbildung des Embryoblasten und
Trophoblasten. Adiponektin und seine beiden Rezeptoren werden in beiden Zelllinien in
gleichem Male exprimiert (siehe Abb. 13, Abb. 14, Abb. 15) [151,155].

Die Expression der beiden Adiponektinrezeptoren konnte vom Morulastadium (d3 p.c.) an bis
zur expandierten Blastozyste (d6 p.c.) mit steigender Transkriptmenge nachgewiesen werden
(siehe Abb. 13). Von anderen Sdugern (Maus, Rind, Schwein) ist bereits bekannt, dass sowohl
AdipoR1 als auch AdipoR2 in der Praimplantationsphase exprimiert werden [151-154,159]. In
allen drei Spezies ist eine Expression von der Oozyte bis zur Blastozyste beschrieben (siehe
Tabelle 1).

Wenn auch Unterschiede zwischen den Spezies in den verschiedenen Ontogenesestadien
bestehen, so ist festzuhalten, dass liber die Bildung von Adiponektin und die Expression der
beiden Rezeptoren ein funktionaler Adiponektinsignalweg in der Praimplantationsphase — also

bereits vor der Implantation - besteht.

4.2 Expression von Mitgliedern der Adiponektin-Signalkaskade in Praimplantions-
embryonen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass alle wichtigen Signalmolekiile (ACC, AMPK, APPL1,
CaMKK, LKB1 und PPARa) der Adiponektinrezeptoren in Kaninchenblastozysten vorkommen
(siehe Abb. 16; Tabelle 5). Uberraschend ist der Befund, dass diese Gene zelllinienspezifisch
exprimiert werden (siehe Abb. 16; Tabelle 5). Wahrend der Embryoblast alle 6 untersuchten
Gene exprimiert, sind die Transkripte der ACC und LKB1 im Trophoblasten nicht nachweisbar.
Ausgehend von der klassischen Sicht des Transkriptionsweges sollte die Proteinmenge in
gleichem Malle wie die mRNA-Menge steigen oder sinken. Im Falle von LKB1 und ACC wiirde
dies bedeuten, dass kein bzw. nur sehr wenig Protein im Trophoblasten vorliegt. Es ist dennoch
moglich, dass aufgrund von posttranskriptionellen Modifikationen (siehe Kapitel 4.4.1.2)
ausreichend Protein vorliegt. Zum Einen kdnnte eine hoéhere Proteinsynthese durch eine
gesteigerte Translation bedingt sein oder zum Anderen durch eine Verringerung des Abbaus
des jeweiligen Proteins. Somit konnte der bereits beschriebene Adiponektinsignalweg

unverandert ablaufen (siehe Abb. 4).
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Geht man aber davon aus, dass keine mRNA auch kein Protein bedeutet, dann misste die
Signaltransduktion im Trophoblasten an dieser Stelle abbrechen. Dies kann aber in der
vorliegenden Arbeit widerlegt werden, da sowohl der Embryoblast als auch der Trophoblast
auf eine Adiponektinstimulation reagiert (siehe Abb. 29, Abb. 33).

Somit kommt es im Trophoblasten zu einer Signaltransduktion Uber die
Adiponektinrezeptoren, auch wenn diese sehr wahrscheinlich abweichend zu den bisher
beschriebenen Kaskaden (siehe Abb. 4) ablauft, da die Ausstattung des Trophoblasten durch
das Fehlen von ACC und LKB1 abweicht.

Das Fehlen der LKB1 im Trophoblasten ist hinsichtlich der Phosphorylierung der AMPK
vermutlich nicht von grofler Bedeutung, da die AMPK auch von der CaMKK aktiviert werden
kann und somit die Signaltransduktion gewahrleistet ist. Zudem kann die Aktivierung der
AMPK Uber LKB1 zu einer Unterdriickung von Wachstum und Proliferation fiihren [222-226].
Da die Blastozyste zu diesem frihen Zeitpunkt der Schwangerschaft noch nicht an den
mitterlichen Kreislauf angeschlossen ist, ist sie ausschlieRlich auf die Nahrstoffe im
Uterussekret angewiesen. Um zu verhindern, dass es durch ein schlechtes Nahrungsangebot
wahrend dieser Zeit zu einem Wachstumsstopp der Trophoblastzellen kommt, kdnnte die
Expression der LKB1 im Trophoblasten herunterreguliert sein. Dies wiirde gewahrleisten, dass
der Embryo sich addquat entwickeln kann, da mehr Trophoblastzellen eine bessere Versorgung
des Embryoblasten bedeuten.

Die zelllinienspezifische Expression der ACC erscheint zundchst unlogisch. Die ACC ist das
Schrittmacherenzym der Fettsdauresynthese und somit wichtig fir die de novo Synthese von
Fettsduren, die relevant fir das Wachstum und die weitere Entwicklung des Embryos sind.
Dieser synthetisiert aus den Fettsduren komplexe Lipide wie z.B. Sphingolipide, Glycolipide
oder Cholesterolester, die fir die Zellmembran, intrazellulare Signalwege oder
Triacylglyceridspeicher unerlasslich sind. Aus Studien ist bekannt, dass die Aktivitat der ACC in
der Plazenta jedoch gering ist [227—229]. Unter diesem Aspekt fligen sich die Expressiondaten
der ACC im Trophoblasten, der spater zur Plazentabildung maRgeblich beitragt, gut erklarlich
ein.

Die Unterschiede im Expressionsprofil sind vermutlich den unterschiedlichen Schicksalen
dieser beiden Zelllinien geschuldet. Der Embryoblast besteht aus pluripotenten Zellen, die den
spateren Embryo bilden. Er wird von dem Trophoblasten umgeben, der sich in
extraembryonale Gewebe differenziert und fiir die Plazentation verantwortlich ist. Er schirmt
die Zellen des Embryoblasten bis zur Implantation vom Uterusmillieu ab und reguliert die
Zusammensetzung der Blastozystenflissigkeit Giber transzelluldren Transport [230,231]. Damit
ist er verantwortlich fir die Zusammensetzung des Mikromillieus und Nahrstoffreservoirs fir
den Embryoblasten. Auch Hexosen wie Glukose werden durch den Trophoblasten transportiert
[177] und durch beide Zelllinien in vergleichbarem Umfang verbraucht [232]. Der Trophoblast
ist fir den Transport verantwortlich und gewahrleistet die Glukosehomdostase in der
Blastozystenflissigkeit und damit eine konstante Energieversorgung des Embryoblasten. Ein

gutes MaR fir die weitere Entwicklung in diesen Zelllinien ist die Gastrulation der Keimscheibe.
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Sie ist bei Blastozysten diabetischer Kaninchen verzogert [198]. Ob es sich um eine direkt durch
den Embryoblasten oder um einen indirekt durch den Trophoblasten vermittelten Effekt oder
um beides handelt, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden. Es bleibt
aber festzuhalten, dass die Kaninchenblastozyste ein gutes Repertoire an downstrem Targets
der Adiponektinrezeptoren aufweist und somit die Signaltransduktion dieses Adipokins im

Praimplantationsembryo gewahrleistet ist.

Tabelle 5: Nachweis der RNA von Mitgliedern der Adiponektinsignalkaskade im Embryoblasten und
Trophoblasten 6 Tage alter Kaninchenblastozysten

+ = positiver Nachweis; --- = negativer Nachweis
Embryoblast Trophoblast
ACC +++ -—-
AMPK +++ +
APPL1 +++ +++
CaMKK +++ +
LKB1 +++ -
PPARa +++ +++

4.3 Hormonelle Interaktionen zwischen Adiponektin und Insulin
Adiponektin ist mit Adipositas und Adipositas-assoziierten Erkrankungen wie Diabetes mellitus

Typ 2 negativ korreliert [44,73-77]. Adiponektin wird als potentielles, neues Medikament
gegen Diabetes mellitus und das Metabolische Syndrom diskutiert, da es antidiabetische und
antiatherogene Wirkungen hat [69].

Einige Adipokine kénnen direkt oder indirekt die Insulinsensitivitat beeinflussen, indem sie den
Insulinsignalweg und / oder Molekiile des Glukose- und Lipidmetabolismus regulieren [46].
Adiponektin kann auf mehreren Wegen den Insulinsignalweg beeinflussen. Die Adiponektin-
induzierte Aktivierung der AMPK fiihrt dazu, dass die S6-Kinase (S6K) inhibiert wird und somit
der inhibitorische Effekt dieser Kinase auf den Insulinsignalweg verhindert wird [233]. Das
Insulinrezeptorsubstrat (IRS) 1 wird folglich nicht mehr durch die S6K am Serin phosphoryliert,
so dass eine verstarkte Phosphorylierung des IRS1-Tyrosins ermdglicht wird. Das so aktivierte
IRS1 steigert die Akt-Phosphorylierung als Antwort auf einen Insulinstimulus [233].

Durch die Bindung von Adiponektin an seine Rezeptoren und die darauf folgende Anlagerung
von APPL1 an ihren N-Terminus kommt es zur Aktivierung der AMPK, die eine Interaktion mit
Mitgliedern der Insulinsignalkaskade ausldst [233]. Uber die AMPK kommt es zur Aktivierung
des TSC1/2-Komplexes, indem TSC2 am Ser®*** durch die AMPK phosphoryliert wird [234]. Die

so aktivierte TSC2 agiert zusammen mit TSC1 als ein GTPase-aktivierendes Protein, das die
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Aktivitdt von Rheb inhibiert [234,235]. Dies wiederum reduziert die mTOR/S6K vermittelte
Serinphosphorylierung des IRS [236], so dass es zu einer verstarkten Phosphorylierung der IRS-
Tyrosine kommt und somit zu einer Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges (siehe Abb. 26 und
Abb. 35). Dieser reguliert sowohl die Glukoseaufnahme (ber die GLUT4-Translokation (siehe
Abb. 33) als auch die Glukoneogenese durch eine Reduzierung der PEPCK-Transkriptmenge
(siehe Abb. 29) Uber FOXO1. SchlieBlich ist Insulin selbst ein negativer Regulator der
Adiponektinexpression [237-239]. Dieser Effekt wird zumindest in Teilen Uber verschiedene
Signalwege (Erk1/2, PI3K, S6K und CREB) erzielt [149,240].

Dvbﬂﬁv

Glukoneo- b
genese I
nahme
Abb. 35: Hormonelle Interaktion zwischen Insulin und Adiponektin

Adiponektin bindet an den Adiponektinrezeptor und aktiviert die AMPK via LKB1l. Die
Aktivierung des AMPK/TSC1/2-Signalweges reduziert die mTOR/S6K-vermittelte IRS-Serin-
phosphorylierung und dies fiihrt zu einer gesteigerten IRS-Tyrosinphosphorylierung und somit
zur Insulinsignalkaskade, die in einer gesteigerten Glukoseaufnahme und einer Inhibierung der
Glukoneogenese resultiert.

Akt — Proteininase B; AdipoR1 — Adiponektinrezeptor 1; AMPK — AMP-aktivierte Proteinkinase;
APPL1 — Adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper containing
1; FOXO1 - forkhead-box-protein O1; IR — Insulinrezeptor; IRS — Insulin-Rezeptor-Substrat; LKB1
— Serin/Threoninkinase 11; mTOR — mammalian target of rapamycin; PI3K — Phosphoinositid-3-
Kinase; PDK1 - phosphoinositide-dependent kinase 1; PEPCK -
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase; raptor — regulatory associated protein of mTOR; Rheb —
Ras-homolog-enriched-in-brain; S6K —protein S6 kinase; TSC1/2 — tuberous sclerosis protein 1/2;
e — Phosphorylierung
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4.4 Anpassung des embryonalen Adiponektin-AdipoR-Systems an einen miitterlichen
Diabetes

Das Wachstum des Embryos ist von endokrinen und parakrinen Regulationsmechanismen
sowie von der Nahrstoffverfligbarkeit durch den miutterlichen Organismus abhéangig. Der daftr
notwendige Hormon- und Stoffaustausch erfolgt zunachst liber das Uterussekret und den
Trophoblasten. Trotz der groBen Empfindlichkeit des Embryos gegeniiber Veranderungen im
Nahrstoffangebot verfiigt dieser Uber die Fahigkeit, sich an kurzfristige metabolische
Modifikationen anzupassen. Diese Adaption an veranderte Entwicklungsbedingungen kann
durch bisher ungeklarte molekulare Prozesse gespeichert werden und zu einer nachhaltigen
Pragung der Embryonalzellen flihren. Im weiteren Verlauf der Entwicklung und Differenzierung
des gepragten Embryos kann es zu Abweichungen vom urspriinglichen metabolischen
Programm der Zelle kommen, wodurch die Entwicklung des Organismus auf Dauer beeinflusst
werden kann.

Ein absoluter Mangel an Insulin, wie bei einem Diabetes mellitus Typ 1, beeintrachtigt die
Glukose- und damit Energieaufnahme in die Zelle und fiihrt zu einem Anstieg der
Glukosekonzentration im Blut (Hyperglykdmie). Auch die Metabolisierung der Glukose ist
gestort. Es werden die katabolen Stoffwechselwege der Lipolyse und Proteolyse aktiviert, um
eine ausreichende Versorgung des Korpers mit der nétigen Energie zu gewahrleisten.

In der vorliegenden Arbeit konnte die enge Verbindung zwischen dem mitterlichen
Stoffwechsel und dem sich entwickelnden Embryo bereits fiir die Prdaimplantationsphase
belegt werden. Ein insulinabhadngiger Diabetes mellitus Typ 1 fiihrt ohne addquate Behandlung
der Mutter in der Frihschwangerschaft zu Stoérungen in der Entwicklung und zu einem
erhohten Risiko flir angeborene Fehlbildungen und spontane Aborte [183]. Als mdgliche
Ursachen der fetalen Fehlbildungen werden die durch den Insulinmangel erhohte
Glukosekonzentration und die daraus resultierenden metabolischen Stérungen diskutiert
[241]. Detailliertere Untersuchungen fiihrten zu der Hypothese, dass fiir die Entstehung
Diabetes-assoziierter Fehlbildungen unter anderem die glukosevermittelte Apoptose
verantwortlich ist [192,242]. Das erhdhte Glukosevorkommen wird mit der Beeinflussung der
Expression regulatorischer Gene der Embryonalentwicklung und des Zellzyklus in Verbindung
gebracht, was letztlich zu einem vorzeitigen Zelltod und einer abnormalen Morphogenese
flihren kann [184]. Bisher liegen erst sperrliche Befunde vor, wann in der Ontogenese diese
Veranderungen auftreten und wirksam sind. Als vulnerable Phase wird unter anderem bereits
die Praimplantation in Betracht gezogen [43]. Dabei ist es wichtig zu betonen, dass
metabolische Veranderungen nicht nur die unmittelbaren Prozesse der Morphogenese der
Blastozyste beeinflussen, sondern auch den fetalen und postnatalen Phanotyp. Zum Beispiel
fihrt eine Proteinrestriktion weiblicher Ratten wahrend der kurzen Praimplantationsphase zu
einem gestorten Wachstum und einem erhéhten Blutdruck des Nachwuchses sowie einer
veranderten Expression metabolischer Regulatorenzyme in der fetalen Leber [22,243]. Im

Schaf kommt es bei einer Untererndhrung des Muttertieres noch vor der Befruchtung zu

67



Diskussion

Stérungen in der Entwicklung des fetalen GefdRsystems sowie des Stoffwechsels der
Nachkommen [244,245].

Wichtig fur das Anliegen der vorliegenden Arbeit ist der Hinweis, dass neben Diabetes auch
eine unzureichende Versorgung des Organismus mit Proteinen zu einer signifikanten Abnahme
des Peptidhormons Insulin flihrt, was eine Verringerung des Geburtsgewichtes zur Folge haben
kann [22,246]. Die Beeinflussung der Nachkommen durch das intrauterine diabetische Milieu
ist jedoch daneben der potenziell wichtigste Ausloser flir die embryonalen Effekte [18,247].
Dies belegen klinische Daten. Frauen mit einem Diabetes mellitus sind subfertil; 15% der
Schwangerschaften von Diabetikerinnen enden in einem Friihabort. Von den Kindern weisen 9
bis 20% Fehlbildungen auf und 45% leiden unter metabolischen Dysfunktionen [248,249].

4.4.1 Der Einfluss eines experimentell induzierten Diabetes mellitus Typ 1 in vivo auf
Adiponektin und seine Rezeptoren

Die Entwicklung der Blastozysten wird durch einen Diabetes mellitus Typ 1 wahrend der friihen
Phase der Schwangerschaft maRgeblich beeintrachtigt. Die gemessene Glukosekonzentration
im Uterussekret diabetischer Tiere und damit in der unmittelbaren Umgebung des
Praimplantationsembryos ist um das Dreifache erhoht [198]. Die Blastozyste unterliegt je nach
Auspragung des Diabetes einem relativen bis absoluten Insulinmangel. Eine daraus
resultierende Herabregulation der insulinregulierten Gene und der entsprechenden
Rezeptoren fiihrt zu einer Verzogerung der Praimplantationsentwicklung [198]. Weibliche
Kaninchen mit einem Diabetes mellitus Typ 1 weisen 40% weniger Blastozysten im Vergleich zu
den gesunden Tieren auf. Durch die Entwicklungsverzogerung konnten am Tag 6 p.c. keine
Blastozysten des Stadiums 3 gewonnen werden, was deutlich macht, dass die
Keimscheibenentwicklung (Gastrulation) verzogert ist [198].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein experimentell induzierter Diabetes
mellitus Typ 1 einen Einfluss auf die in vivo Expression von Adiponektin und seinen beiden
Rezeptoren AdipoR1 und R2 hat. Dabei treten deutliche Verdnderungen im maternalen und

embryonalen Adiponektin-Adiponektinrezeptor-System auf.

4.4.1.1 Auswirkungen eines experimentell induzierten Diabetes mellitus Typ 1 in vivo auf den
miitterlichen Organismus

Adiponektin

Auf maternaler Seite zeigen sich Auswirkungen des experimentell induzierten Diabetes
mellitus Typ 1 in der Erhéhung der Adiponektin-Plasmakonzentration um das Vierfache (siehe
Abb. 22), ein Anstieg, der sich auch im Endometrium der graviden, diabetischen Kaninchen
widerspiegelt (siehe Abb. 23).

Bisher ist bekannt, dass im humanen [250] und murinen [152] Endometrium Adiponektin
exprimiert wird. Es spielt in vivo eine wichtige Rolle fiir die Rezeptivitdt des Uterus in der Maus
[152]. Kim et al. konnten zeigen, dass Adiponektin auf mMRNA- und Proteinebene in den

Implantationsbereichen (IS) der Maus am Tag 5 bis 8 p.c. hoher exprimiert ist als in den
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Interimplantatiosbereichen (lIS). Zudem konnten sie zeigen, dass bei einer kiinstlichen
Dezidualisierung des Mausuterus die endometrialen Stromazellen (ESC) die Proteinexpression
von Adiponektin und seinen beiden Rezeptoren signifikant steigern und die ESC nach der
Dezidualisierung Adiponektin sekretieren [152]. Daraus schlussfolgern sie, dass Adiponektin
autokrin (vom Embryo selber produziert), parakrin (vom Endometrium oder Ovidukt sekretiert)
und endokrin (endokrines Organ, z.B. Fettgewebe) eine wichtige Funktion fir die
Embryonalentwicklung und die Uterusrezeptivitat hat.

In dieses Bild passt, dass die Adiponektinkonzentration in Frauen mit Endometriose [250],
PCOS [251,252], Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 [253] verringert ist. Alle diese
Krankheitsbilder sind mit Subfertilitdt und Fehlern bei der Implantation sowie mit gesteigerten
Fehlgeburten assoziiert.

Aus humanen Studien ist bekannt, dass Adiponektin bei einem Diabetes melllitus Typ 1 in
hoheren Konzentrationen im Blut zirkuliert, wahrend bei einem Diabetes mellitus Typ 2 eine
verringerte Konzentration vorliegt [44,73-77]. Wichtig fir das Verstdndnis und die
Interpretation dieser vermeintlichen Gegensatze ist, dass ein Diabetes mellitus Typ 1 durch
einen absoluten Insulinmagel charakterisiert ist, wahrend ein Typ 2-Diabetes haufig auf einer
Kombination von Insulinresistenz, Hyperinsulinismus, relativem Insulinmangel und / oder
Sekretionsstérungen der pankreatischen B-Zellen beruht.

Insulin selber verhindert die Adiponektinexpression [237-239]. Die genaue Wirkung von
Insulin auf die mRNA-Synthese von Adiponektin ist bislang noch nicht geklart. Insulin wirkt
Uber verschiedene Signalwege (Erk1/2, PI3K, S6K und CREB) [149,240]. In einer Studie von
Fasshauer et al. konnte in 3T3-L1-Adipozyten gezeigt werden, dass eine pharmakologische
Inhibition bestimmter downstream Signalproteine des Insulinsignalweges (p44/42 MAPK, PI3K,
p70S6K) die inhibitorische Wirkung des Insulins auf die Adiponektinexpression aufhebt.
Deshalb ist davon auszugehen, dass diese Signalmolekiile in einer komplexen und bisher noch
nicht aufgeklarten Weise dafiir verantwortlich sind, dass Insulin die mRNA-Synthese von
Adiponektin negativ reguliert [149].

Ein potentieller Regulator der Adiponektintranskription ist das cyclic AMP responsive element
binding protein (CREB) [240]. CREB wirkt in verschiedenen Signalwegen als downstream
Effektor. Bisher sind mehr als 300 verschiedene Signale bekannt, die CREB aktivieren. Hierzu
zahlt unter anderem Insulin. Eine Phosphorylierung von CREB ist essentiell fiir die Bindung an
das CREB-Bindeprotein (CBP) und die folgende Bindung an die cyclic AMP response element-
Box (CRE-Box), wodurch die Transkription des Zielgens aktiviert wird, wie z.B. die der activating
transcription factors (ATFs). Unter diesen gehort ATF3 zu den Repressoren, die direkt an das
Adiponektingen binden und somit die Transkription verhindern [254,255]. Insulin kann somit
die Adiponektinexpression Uber einen CREB-ATF-vermittelten Weg inhibieren.

Bei einem Diabetes mellitus Typ 2 und einem Gestationsdiabetes liegt Insulin teilweise in
hohen Konzentrationen vor, so dass es zu einer Inhibierung der Adiponektinexpression kommt.
Anders ist die Situation bei einem Diabetes mellitus Typ 1. Hier entfallt die Inhibierung durch

Insulin, was zu einer Steigerung der Expression von Adiponektin fiihrt. Genau dies trift flr das
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Endometrium und Plasma der untersuchten Kaninchen mit einem experimentell induzierten
Diabetes mellitus Typ 1 zu. Adiponektin Gbernimmt in diesem Fall sogar in Teilen die Aufgaben
des fehlenden Insulins, so dass die Glukoseaufnahme und die Inhibierung der Glukoneogenese

zumindest partiell aufrechterhalten werden kann, wahrend die Lipolyse unbeeinflusst bleibt.

AdipoR

Auch die Adiponektinrezeptoren werden durch einen experimentell induzierten Diabetes
mellitus Typ 1 beeinflusst. Im Endometrium bleibt die mRNA-Expression beider Rezeptoren
durch einen DT1 unbeeinflusst (siehe Abb. 24 A und B und Tabelle 6). Jedoch zeigte sich auf
Proteinebene fiir AdipoR1 eine Hochregulierung (siehe Abb. 24 C und D und Tabelle 6).
Wodurch dieses divergente Expressionsprofil zwischen mRNA und Protein entsteht, ist nicht
eindeutig zu klaren. Eine Diskussion zu diesem Phianomen folgt im Kapitel 4.3.1.2.

Unter diabetischen Bedingungen Ubernimmt AdipoR1 die Aufgabe, den Glukose- und
Lipidstoffwechsel zu regulieren [256]. Bei Mausen konnte gezeigt werden, dass ein durch
Streptozotozin induzierter Diabetes mellitus Typ 1 die Transkript- und Proteinmenge von
AdipoR1 im Skelettmuskel hochreguliert, wahrend der in der Leber exprimierte AdipoR2
unbeeinflusst bleibt [256]. Dies zeigt eine gewebsspezifische Regulierung der AdipoR1-
Expression durch Insulin. Ergebnisse neuerer Studien untermauern diese Befunde [257-259]
und bestétigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (siehe Abb. 24). Insulin bewirkt, dass
der Transkriptionsfaktor FOXO1 inhibiert wird, so dass das AdipoR1-Gen nicht mehr abgelesen
werden kann [260].

Kim et al. konnten zeigen, dass die beiden Adiponektinrezeptoren auf mRNA- und
Proteinebene in den Implantationsbereichen (IS) der Maus am Tag 5 bis 8 p.c. h6her exprimiert
sind als in den Interimplantatiosbereichen (11S) [152]. Im humanen Endometrium sind AdipoR1
und R2 wahrend der mittleren Sekretionsphase, welche dem Zeitraum der Implantation
entspricht, auch starker exprimiert [156].

Adiponektin und seine Rezeptoren sind somit wichtige Stellglieder fir die Kommunikation

zwischen Mutter und Embryo in der friihen Graviditat.
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Tabelle 6: Vorkommen von Adiponektin und seinen Rezeptoren im Endometrium und in Blastozysten
diabetischer Kaninchen (Tag 6 p.c.)

Die Verdnderungen des RNA-Expressionsniveaus, () erhéht, (=) unverdndert und
(\v) vermindert, beziehen sich auf Embryonen aus gesunden Tieren.

nd — nicht detektierbar

Endometrium Blastozyste
RNA = N
Adiponektin
Protein N N
RNA = q)
AdipoR1
Protein N nd

N

4.4.1.2 Anpassungen der embryonalen Adiponektin-AdipoR-Expression an einen
miitterlichen Diabetes

In dieser Arbeit wurde bei einer gleichbleibenden mRNA-Menge in Embryonen aus
diabetischen Tieren eine erhéhte Proteinmenge von Adiponektin und AdipoR1 gemessen.
Dieser Unterschied in der Protein- und Genmenge suggeriert, dass Adiponektin und sein
Rezeptor nicht auf der Transkriptionsebene, sondern posttranskriptionell reguliert werden. Flr
Adiponektin und AdipoR1 ist der Mechanismus einer posttranskriptionellen Regulation bisher
unbekannt.

Es existieren Beispiele anderer Rezeptorproteine, die posttranskriptionell reguliert werden,
z.B. der Bl-Adrenorezeptor [261] , der NMDA-Rezeptor [262] und der Transferrin-Rezeptor
[263]. Folgende Prozesse konnten die Ursache fir eine hohere Adiponektinproteinsynthese
sein: @) Steigerung der Translation und b) Verringerung des Abbaus des jeweiligen Proteins.
Uber den Mechanismus, der den Abbau von Adiponektin und seinen Rezeptoren reguliert, ist
bisher wenig bekannt. Unter anderem kann der Abbau durch oxidativen StreR [264] und durch
advanced glycation end-products (AGEs) [265] beeintrachtigt werden. Eine andere Erklarung
konnte sein, daR die beiden Proteine wahrend eines experimentell induzierten Diabetes
mellitus Typ 1 eine hohere Halbwertszeit aufweisen, was in einer héheren Proteinmenge
resultiert. Ein so verringerter Abbau der beiden Proteine kdnnte die Diskrepanz zwischen
erhohten Protein- und unveranderten mRNA-Level wahrend eines experimentell induzierten
Diabetes mellitus Typ 1 erkldren. Unterstiitzt wird dies durch die Tatsache, dass Adiponektin
posttranslational hauptsachlich durch Glykosylierungen modifiziert wird [266]. Unter
diabetischen Bedingungen — also bei konstanter Hyperglykdmie — ist dieser Prozess sehr

wahrscheinlich verandert und kénnte die Funktion oder die Halbwertszeit von Adiponektin
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beeinflussen. Es ist bekannt, dass Glykosylierungen von Adiponektin einen Einfluss auf dessen
dreidimensionale Struktur haben und seine Konfiguration in eine biologisch aktivere Variante
umwandeln [266]. In ob/ob Mausen, die ein klassisches Tiermodell fiir den Typ 2 Diabetes
darstellen, konnte eine erhdhte Halbwertszeit von Adiponektin gezeigt werden [267].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Unterschied zwischen mRNA und Protein im
vorliegendem Fall durch den Diabetes selbst, eine erhdohte Halbwertszeit und/

oder durch eine verdnderte Translation zu erklaren sind.

4.4.1.3 Auswirkungen eines experimentell induzierten Diabetes mellitus Typ 1 in vivo auf den
Embryo

Adiponektin

Der unter diabetischen Bedingungen heranreifende Praimplantationsembryo (Stadium 0/1)
weist 50% mehr Adiponektin auf als der Embryo aus den Kontrolltieren. Auf
Transkriptionsebene ist diese Tendenz auch zu erkennen, so dass der Embryo selber die
Adiponektinkonzentration hochreguliert und (iber das erhohte maternale Angebot eine
Steigerung der Adiponektinkonzentration bewirken kann.

Mittels Immunhistochemie und ELISA konnte eine differentielle Expression von Adiponektin im
Embryoblasten und Trophoblasten nachgewiesen werden. Bei einem Diabetes mellitus Typ 1
war kein Adiponektin im Embryoblasten (siehe Abb. 19 D und E und Abb. 18) detektierbar, so
dass davon auszugehen ist, dass Adiponektin unter diabetischen Bedingungen ausschlieRlich
im Trophoblasten gebildet wird. Dies wird zum einen durch die verstarkte Farbung des
Trophoblasten in der Immunhistochemie deutlich (siehe Abb. 19 D und F), zum anderen durch
den Adiponektin-ELISA (siehe Abb. 18). In ihm konnte gezeigt werden, dass Adiponektin unter
diabetischen Bedingungen im Trophoblasten stark hochreguliert ist, wéahrend im
Embryoblasten Adiponektin unter der methodischen Nachweisgrenze lag.

Diese unterschiedliche Regulation der Adiponektinexpression in den beiden Zelllinien ist
vermutlich  einem  abweichenden |Insulin- und IGF-Signalweg geschuldet. In
Kaninchenblastozysten konnte eine Insulin- und IGF-abhdngige CREB-Aktivierung von
Adiponektin in vitro und in vivo gezeigt werden, wodurch die Adiponektintranskription
reduziert wird [268].

Da die Blastozyste auf maternales Insulin angewiesen ist und nicht in der Lage ist endogenes
Insulin zu synthetisieren, wie auch andere Praimplantationsembryonen anderer Sauger
[198,269-271], liegt in den Blastozysten aus den diabetischen Kaninchen kein Insulin vor [198].
Eine Aktivierung der PI3-Kinase ist ohne Insulin nicht moglich, so dass FOXO1 nicht deaktiviert
werden kann. Die AdipoR1-Expression wird folglich nicht blockiert und es kommt zu einer
verstarkten Expression (siehe Abb. 20 A). Wie zuvor schon beschrieben bleibt AdipoR2
unbeeinflusst von einem Diabetes (siehe Abb. 20 B), da hier keine Regulierung tber Insulin
vorliegt [256]. Insulin ist demzufolge ein negativer Regulator sowohl von AdipoR1 als auch von

Adiponektin.
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IGF1 und 2 sind in Blastozysten aus Kaninchen mit einem experimentell induzierten Diabetes
mellitus Typ 1 hochreguliert, vermutlich um das fehlende, maternale Insulin zu kompensieren
[272], denn sie werden unter anderem als Wachstumsfaktoren fir den Embryoblasten in
Betracht gezogen [272-275].

Im Embryoblasten konnte unter diabetischen Bedingungen eine gesteigerte IGF-Expression
nachgewiesen werden [272]. Dies flhrt zu einer Aktivierung von CREB und dessen Lokalisation
im Zellkern und verhindert somit die Expression von Adiponektin [268]. Dies spiegelt sich in
dem drastischen Abfall der Adiponektinkonzentration im Embryoblasten unter diabetischen
Bedingungen wieder (siehe Abb. 18 und Abb. 19).

Im Trophoblasten kénnen IGF 1 und 2 das fehlende Insulin nicht ersetzen, da der IGF-Rezeptor
dort nicht exprimiert wird [272,273]. Zudem konnte im Trophoblasten CREB nicht aktiviert
werden [268], so dass die Adiponektinsynthese nicht inhibiert wird. Folglich liegt Adiponektin
im  Trophoblasten in  hoheren  Konzentrationen vor. Die  unterschiedliche
Adiponektinexpression in den beiden Zelllinien ldsst sich durch die unterschiedliche
Signaltransduktion der IGFs im Embryoblasten und Trophoblasten erklaren (siehe Abb. 36).
Wie zuvor schon beschrieben, ist der Trophoblast fiir die Zusammensetzung des
Nahrstoffangebots fiir den Embryoblasten verantwortlich, was auch fiir den Transport der
Glukose zutrifft [177]. Insulin wirkt hauptsachlich Gber den Trophoblasten [273] und Ubt dort
metabolische und mitogene Funktionen aus. Insulin steigert die Proliferation der Zellen und
inhibiert die Glukoneogenese [273]. Im Embryoblasten ist ausschlielllich eine mitotische
Wirkung nachweisbar [273].

Wahrend die IGFs im Embryoblasten den Mangel an Insulin kompensieren und die
Glukoseaufnahme regulieren, Gbernimmt Adiponektin diese Aufgabe im Trophoblasten und
sichert so die Entwicklung des Embryos unter diabetischen Bedingungen.

An diesem Beispiel kann der Einfluss, den die mitterliche Stoffwechsellage auf den Embryo
nimmt, gut veranschaulicht werden. Desweiteren zeigt es die kompensatorische Plastizitat von
Stoffwechselwegen in der Blastozyste, die fiir ihr Uberleben entscheidend sein kénnen und

dass eine Komponente der Kompensation des Insulinmangels durch Adiponektin erfolgt.
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Abb. 36: Schema der Embryoblast- und Trophoblast-spezifischen Adiponektinexpression der
Blastozyste bei Insulinmangel

Die Expression von IGF1 und IGF2 ist in der Blastozyste aus diabetischen Kaninchen stark
erhoht. Embryoblast und Trophoblast unterscheiden sich in der Empfindlichkeit gegenliber IGFs
aufgrund einer unterschiedlichen IR- und IGFR-Expression [198]. (A) Die gesteigerte IGF1- und
2-Expression und die verbesserte Sensitivitdt des Embryoblasten gegeniber den IGFs (IGF1R
und IR-A werden exprimiert) fuhrt zu einer Aktivierung von CREB und dessen Kernlokalisation.
Dies resultiert in einer Herunterregulierung der Adiponektinsynthese, so dass Adiponektin im
Embryoblasten nicht mehr detektierbar ist. (B) Im Trophoblasten wird IGFR kaum exprimiert,
so dass IGFs hier nicht den Mangel an Insulin kompensieren kénnen. CREB liegt inaktiviert im
Cytosol vor und kann somit die Adiponektinexpression nicht inhibieren. Dies resultiert in einer
héheren Expression von Adiponektin in den Trophoblastzellen.

CREB — cAMP response element-binding protein; \GF1/2 — Insulin-like growth factor 1/2; IGF1-R
— |IGF1-Rezeptor, IR-A — Insulinrezeptorisoform A; IR-B — Insulinrezeptorisoform B; ® _
Phosphorylierung (modifiziert nach Schindler und Fischer et al. 2013 [268])

AdipoR

Die beiden Adiponektinrezeptoren sind ebenso wie im Endometrium unterschiedlich reguliert.
Der AdipoR2 zeigt eine konstante mMRNA-Menge unbeeinflusst von einem Diabetes mellitus
Typ 1, wahrend die AdipoR1-Transkription um ca. das dreifache unter diabetischen
Bedingungen gesteigert ist (siehe Abb. 21).

In Kaninchenblastozysten konnte eine Insulin- und IGF-abhangige Reduzierung der AdipoR1 -
Transkription gezeigt werden [268]. Die transkriptionelle Regulierung von AdipoR1 durch
Insulin ist bereits aus Geweben von Ratten und Mausen bekannt [256,276]. Wie bereits zuvor
im Kapitel 4.3.1.1 beschrieben, findet diese Regulierung durch Insulin Uber den
Transkriptionsfaktor FOXO1 statt [260].

Die Regulierung der Adiponektin- und AdipoR1-Expression kdnnte Teil eines embryonalen
Adaptationsprozesses sein. In dem der maternale Insulinmangel kompensiert wird, um den
embryonalen Glukosemetabolismus aufrecht zu erhalten [155]. In dieses Bild passt, dass die
Glukoseaufnahme in Blastozysten aus diabetischen und gesunden Kaninchen identisch ist
(siehe Abb. 34).
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Nicht nur Adiponektin, sondern auch AdipoR1 kann Uber Insulin reguliert werden. Unter
diabetischen Bedingungen kénnte dieses Sicherheitsnetz den Insulinmangel kompensieren und

die weitere Embryonalentwicklung gewahrleisten.

4.4.1.4 Zusammenfassung der Veranderungen eines experimentell induzierten Diabetes
mellitus Typ 1 auf das Adiponektinsystem

In der nachfolgenden Grafik ist zusammenfassend dargestellt, welche Veranderungen ein
experimentell induzierter Diabetes mellitus Typ 1 auf das Adiponektinsystem der Mutter und

in der Kaninchenblastozyste hat.

Praimplantations-
—
embryo

AdipoR1 T AdiponektinT Endometrium

~ Adiponektin T ~ maternales BlutgefaR

Abb. 37: Auswirkungen eines experimentell induzierten Diabetes mellitus Typ 1 auf das Adiponektin-
Adiponektinrezeptor-System in der Kaninchenblastozyste und deren Umgebung

AdipoR1 — Adiponektinrezeptor 1; X — kein Adiponektin mehr nachweisbar

4.4.2 Beeinflussung des Glukosestoffwechsels der Kaninchenblastozyste durch Adiponektin

Adiponektin ist in der Lage, den Glukosestoffwechsel in Kaninchenblastozysten in vitro zu
beeinflussen. Der funktionale Weg des Adiponektins startet mit der Phosphorylierung der
AMPK und endet in einer gesteigerten Glukoseaufnahme Uiber GLUT4 und einer Inhibierung

der Glukoneogenese (iber die Reduktion der PEPCK-Expression.

4.4.2.1 Glukoseaufnahme

Bisher war es nicht moglich, in Kaninchenblastozysten eine GLUT4-Translokation oder eine
gesteigerte Glukoseaufnahme durch Insulin nachzuweisen [277]. Adiponektin hingegen
steigert die Glukoseaufnahme in die Kaninchenblastozysten um ca. 70%. Unter diabetischen

Bedingungen fallt die Glukoseaufnahme um 25% geringer aus, was sich mit einer verringerten
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GLUT4-Menge in den Blastozysten erkldren |dsst [198]. Dies fiihrt zwar zu einer verringerten,
aber immer noch ausreichenden, Glukoseaufnahme. Eine Aktivierung von GLUT4 findet bei
Blastozysten aus diabetischen Tieren im Trophoblasten und Embryoblasten statt, wahrend bei
gesunden Tieren die Translokation fast ausschlielich im Trophoblasten nachweisbar ist (siehe
Abb. 33).

Ein weiterer Grund fir die verringerte, induzierbare Glukoseaufnahme konnten
Veranderungen der GLUT1-Expression sein, dessen Expression auch durch Adiponektin
reguliert wird [278]. In der vorliegenden Arbeit konnte diese Induzierung in der
Kaninchenblastozyste nachgewiesen werden (siehe Abb. 31). In den Blastozysten gesunder
Tiere erfolgte diese Induktion nach vier Stunden hauptsachlich im Embryoblasten, wahrend im
Trophoblasten in den unter diabetischen Bedingungen heranreifenden Blastozysten dies
bereits nach einer Stunde nachweisbar war. Warum Adiponektin einmal auf den
Embryoblasten und einmal auf den Trophoblasten wirkt, bedarf weiterer Untersuchungen. Wie
zuvor schon beschrieben, ist der Trophoblast fiir die Versorgung des Embryos relevant und
eine erhéhte GLUT1-Expression verbessert die Glukoseaufnahme und somit die Versorgung
des Embryos. Unter nicht-diabetischen Bedingungen weist der Trophoblast eine ausgewogene
Menge an GLUT1 und 4 auf, wahrend unter diabetischen Bedingungen GLUT4 herunter- und
GLUT1 - vermutlich kompensatorisch — hochreguliert ist [198]. Da eine Induktion des GLUT4
ausschlieBlich nach vierstiindiger In-vitro-Kultur unabhangig von Adiponektin nachgewiesen
werden konnte (siehe Abb. 32 C und D), ist davon auszugehen, dass Adipoenktin keinen
Einfluss auf die Expression von GLUT4 nimmt. Aber dennoch scheint Adiponektin einen
positiven Effekt auf das GLUT4-Protein auszuiiben, denn unter diabetischen Bedingungen ist
nach einer einstiindigen Stimulation mit Adiponektin ein verstarktes GLUT4-Signal in der
Immunfluoreszenz zu erkennen (siehe Abb. 33 G-M).

In der Kaninchenblastozyste ist davon auszugehen, dass die gesteigerte Glukoseaufnahme
durch die beiden Glukosetransporter 1 und 4 vermittelt wird. Dies spricht auch fir die
konstant bleibende Glukosegrundaufnahme unter normoglykdmischen und diabetischen
Bedingungen. Ein plausibler Grund dafir ist, dass in den Blastozysten diabetischer Tiere, wie
zuvor erwahnt, eine erhdhte Adiponektinkonzentration vorliegt (siehe Abb. 17). Dies
ermoglicht der Blastozyste, die Glukosegrundaufnahme auf dem gleichen Niveau aufrecht zu
erhalten.

Es zeigte sich zudem, dass die unter diabetischen Bedingungen heranreifende Blastozyste
schneller auf Adiponektin reagiert und die GLUT1- Expression bereits nach einer Stunde und
nicht erst nach vier Stunden induziert wird (siehe Abb. 31).

Die GLUT1-Expression wird nach vierstiindiger Adiponektinstimulation in den Blastozysten aus
diabetischen Kaninchen bereits wieder herunterrreguliert (siehe Abb. 31). Es ist bekannt, dass
GLUT1 bei niedrigen Glukosekonzentrationen vermehrt in der Membran lokalisiert ist,
wahrend hohe Glukosekonzentration, zumindest in der Plazenta, das Gegenteil bewirken [279—

282]. Nach einer vierstiindigen Kultivierung mit Adiponektin hat die Blastozyste vorerst genug
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Glukose aufgenommen, so dass die Glukosekonzentration erhoht ist und infolgedessen die
GLUT1-Expression herunterreguliert werden kann.

Bisher ist der Wirkmechanismus von Adiponektin noch nicht komplett aufgeklart. Adiponektin
ist in der Lage, liber zwei separate Wege die Glukoseaufnahme zu induzieren — auf der einen
Seite unabhdngig und auf der anderen Seite abhangig vom klassischen Insulinsignalweg.

In dieses Bild passt, dass Adiponektin eine gesteigerte Phosphorylierung von Akt in den
Kaninchenblastozysten hervorruft (siehe Abb. 26). Obwohl auch hier wieder nur zum friheren
Zeitpunkt eine Phosphorylierung in den diabetisch Blastozysten auftrat (siehe Abb. 26 E und F)
wurde sie unter normoglykdamischen und diabetischen Bedingungen erreicht.

Ob die Akt-Phosphorylierung abhangig von der Aktivierung der AMPK ist, ist zum jetzigen
Zeitpunkt noch unklar. Eine Adiponektin-vermittelte Aktivierung von Akt wurde auch in
CWR22Rv1 Prostatakarzinomzellen [283], in bovinen Aortaepithelzellen [284] und in humanen
Nabelschnurvenenendothelzellen [285] belegt. Ouchi und Kollegen konnten zeigen, dass
Adiponektin die Phosphorylierung von AMPK und Akt steigert [285]. Diese Aktivierung war
notwendig, um die endotheliale Stickstoffmonoxid Synthese (NOS3) und die Angiogenese zu
aktivieren. Diese Signalwirkung konnte durch eine dominant-negative AMPK oder dominat-
neagtives Akt verhindert werden. Die dominat-negative AMPK verhinderte die
Phosphorylierung von Akt nach einer Adiponektinstimulation, wahrend das dominant-negative
Akt oder eine Vorbehandlung mit einem PI3K-Inhibitor (LY294002 oder Wortmannin) dies nicht
konnten [285]. Aus diesen Daten geht hervor, dass die Phosphorylierung der AMPK vor der
Aktivierung von Akt im Adiponektinsignalweg steht — zumindest in Endothelzellen.
Dementsprechend ist es moglich, dass die Aktivierung von Akt auch in den Blastozysten
abhangig von einer Aktivierung der AMPK ist.

APPL1 wurde als erstes AdipoR1/2-interagierendes Protein identifiziert [99]. APPL1 interagiert
mit Rab5, einer kleinen GTPase [286], mit Akt und der PI3K [287]. Deshalb ist es auch moglich,
dass Akt unabhangig von der AMPK nach einer Adiponektinstimulation phosphoryliert werden
kann. Zuséatzlich verbessert Adiponektin die Bindung zwischen APPL1 und Rab5, einem der
Schliisselmolekiile der Endozytose. Diese Interaktion flihrt zu einer verstarkten GLUT4-
Translokation in die Membran und folglich zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme [99].

Akt ist ein typischer downstream Mediator fir metabolische Effekte des Insulins. Hierbei wird
es durch die aktivierte PI3K phosphoryliert und einer der nachgeschalteten Effekte ist die
GLUT4-Translokation und damit eine gesteigerte Glukoseaufnahme (siehe Abb. 34). Bereits auf
dieser Ebene ist Adiponektin in der Lage, in den Insulinsignalweg einzugreifen und Funktionen

des Insulins zu Ubernehmen.

4.4.2.2 Glukoneogenese

Blastozysten aus gesunden Kaninchen

Die Gegenspielerin der Glykolyse, die Glukoneogenese, wird in den Blastozysten aus gesunden
Tieren inhibiert, da die Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK) nach einer
Adiponektinstimulation herunterrreguliert wird (siehe Abb. 29). Die PEPCK ist eines der

Schliisselenzyme der Glukoneogense und katalysiert Oxalacetat zu Phosphoenolpyruvat.
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Im Embryoblasten und Trophoblasten wird die PEPCK exprimiert. Die Expression ist im
Trophoblasten signifikant erhéht. Durch eine Stimulation mit Insulin kommt es ausschlieBlich
im Trophoblasten zu einer Reduktion der PEPCK [273]. Adiponektin agiert daher in der
Kaninchenblastozyste anders als Insulin, da Adiponektin die PEPCK-Expression in beiden
Zelllinien reduziert (siehe Abb. 29) und die Glukoseaufnahme steigert (siehe Abb. 34).

Es zeigten sich unterschiedliche Effekte nach der Stimulation mit 1 und 10 pug/ml Adiponektin
auf die PEPCK-Expression (siehe Abb. 29). Die beiden Konzentrationen wurden ausgewahlt, da
sie physiologische Serumkonzentration widerspiegeln. Bislang ist noch nicht bekannt, welche
physiologischen Konzentrationen im Kaninchenuterus vorliegen, da die Werte unterhalb der
methodischen Nachweisgrenze liegen. Aus der Literatur liegen zu so einem frihen Zeitpunkt
der Schwangerschaft noch keine Daten vor. Ab dem zweiten Trimester konnte Adiponektin in
der humanen Amnionflissigkeit nachgewiesen werden [288]. Es wird davon ausgegangen,
dass die Adiponektinquelle der Embryo selber ist, da die Adiponektinkonzentrationen in
Abhingigkeit vom Geschlecht des Embryos (weiblich: @ 34,8 pg/ml; mannlich: @ 18,2 pg/ml)
und des Gestationsalters zum Zeitpunkt der Amniozentese variieren und es keinerlei
Zusammenhange zu maternalen Faktoren (BMI, Alter, Plasma) gibt [288].

Interpretiert man diese Befunde, dann ist es moglich, dass 10 pg/ml eine zu hohe
Konzentration darstellen und der Rezeptor moglicherweise durch sein eigenes Substrat
blockiert wird. Zudem miussen die unterschiedlichen Adiponektinisoformen in Betracht
gezogen werden, denn es besteht die Maoglichkeit, dass die unterschiedlichen
Adiponektinisoformen ihre Quartarstruktur andern und so ihre Bindungsfahigkeit mindern
oder génzlich verlieren.

Die verschiedenen Adiponektinkomplexe kdnnen in vivo, wenn sie erst einmal in den Kreislauf
sezerniert wurden, nicht mehr interkonvertieren [289]. Unter in vitro Bedingungen sieht dies
anders aus. Der pH-Wert und die Ca*-Konzentration iiben einen Einfluss speziell auf das
humane HMW-Adiponektin aus [289]. Dies zerféllt bei ph-Werten unterhalb von pH 7 in LMW-,
trimeres oder monomeres Adiponektin [289]. Wie zuvor schon erwdhnt wurde kann
monomeres- und trimeres-Adiponektin, aber nicht hexameres- oder HMW-Adiponektin die
AMPK im Skelettmuskel aktivieren [66]. Eine weitere Erklarung ist, dass unterschiedliche
Adiponektinkonzentrationen zu unterschiedlichen physiologischen Antworten fiihren.
Adiponektin erzielt im Embryoblasten und Trophoblasten unterschiedliche Wirkungen (siehe
Abb. 28; Abb. 29 A; Abb. 31 B und C und Abb. 33).

Der Adiponektinsignalweg wurde durch 10 uM Compound C, einem selektiven Inhibitor der
AMPK [290], inhibiert. Compound C inhibiert keine strukturahnlichen Kinasen. Es verhinderte
die Wirkung von Adiponektin auf die PEPCK in den Blastozysten. Mit diesem Versuch konnte
bewiesen werden, dass Adiponektin in der Kaninchenblastozyste den Glukosestoffwechsel
Uber die AMPK reguliert. Die dazugehorige Aktivierung der AMPK durch Adiponektin konnte in
den Blastozysten der gesunden und DT1-Tiere gezeigt werden. Die Sensitivitat der unter einem
Diabetes mellitus Typ 1 herangereiften  Blastozysten ist erniedrigt. Die

Phosphorylierungskinetik sollte unter gesunden und diabetischen Bedingungen gleich sein, d.h.
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die Phosphorylierung steigt am Anfang exponentiell an, erreicht ihren Hohepunkt um dann
langsam wieder abzuflachen. In den Blastozysten aus den gesunden Tieren konnte eine
erhohte Phosphorylierung nach 15 min festgestellt werden, in den diabetischen Tieren bereits
nach 5 min, wahrend nach 15 min keine Anderung mehr vorlag. Dies spricht dafiir, dass nach
15 min die Aktivierung der AMPK bereits im flacher werdenden Bereich der Kurve ist und der
Hohepunkt der Aktivierung zu einem friheren Zeitpunkt vorliegt, so dass in den Blastozysten
aus den diabetischen Tieren ausschlieflich nach 5 min ein verstadrktes Phosphorylierungssignal
detektiert werden kann. Vermutlich wiirde zu diesem Zeitpunkt das Signal in den Blastozysten
aus gesunden Tieren noch weiter erhoht sein, denn die Kinetik bleibt davon unbeeinflusst.
Insgesamt fallt bei Blastozysten aus diabetischen Tieren die Aktivierbarkeit der AMPK deutlich

geringer aus.

Blastozysten aus diabetischen Kaninchen

Glukose reguliert ihre eigene Produktion durch die Glukoneogenese Uber einen Feedback-
Mechanismus, der die PEPCK-Transkription inhibiert. In der adulten Leber ist Glukose ein
bekannter transkriptioneller Regulator fiir Enzyme der Lipogenese, Glykolyse und
Glukoneogenese [291-294]. Auch in der Kaninchenblastozyste konnte in vitro und in vivo diese
regulatorische Wirkung auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden [198]. Der genaue
Wirkmachanismus der Glukose ist allerdings noch nicht bekannt. Es werden die beiden
Transkriptionsfaktoren C/EBPB und FOXO1 in Betracht gezogen, da sie einerseits die PEPCK-
Expression regulieren [295,296] und andererseits selber durch Glukose reguliert werden
[297,298]. Die PEPCK-Expression wird auf Héhe der Transkription reguliert. Glukagon und
Glukocortikoide wirken induzierend auf die Genexpression der PEPCK, wahrend beispielsweise
Insulin inhibierend wirkt [299-301]. Studien im Kaninchen kommen zu dem Schluss, dass die
Glukoneogenese einen essentiellen metabolischen Signalweg in der Kaninchenblastozyste
darstellt [273].

Wie bereits gezeigt werden konnte, ist die PEPCK-Expression bei einem experimentell
induzierten Diabetes mellitus Typ 1 in der Kaninchenblastozyste signifikant reduziert,
ursdchlich hierfiir ist vermutlich die erhdhte Glukosekonzentration im Uterussekret
diabetischer Kaninchen [198]. Normalerweise reguliert Insulin die PEPCK-Expression herunter,
aber unter diabetischen Bedingungen liegt kein Insulin vor, so dass auf der einen Seite die
Glukose selber die PEPCK-Expression herunterreguliert und auf der anderen Seite liegt eine
erhohte Konzentration von Adiponektin in der Blastozyste vor, die wiederum die PEPCK-
Expression reduziert. In dieses Bild passt, dass unter diabetischen Bedingungen ein weiterer
Adiponektinstimulus die PEPCK-Expression der Blastozysten nicht beeinflusst, da deren
Expression unter diabetischen Bedingungen nach der In-vitro-Kultur unterhalb von 5 % der
Expression von Blastozysten aus gesunden Kaninchen liegt. Eine weitere Reduktion ist
vermutlich nicht mehr moglich. Hinzu kommt, dass die Blastozyste unter diabetischen

Bedingungen einem erhdhten Glukosespiegel ausgesetzt ist, so dass es nur logisch erscheint
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das Schlisselenzym der Glukoneogenese zu inhibieren, um einen weiteren Anstieg der
Glukosekonzentration und moglicher fataler Nebenwirkungen entgegen zu wirken.

Unter diabetischen Bedingungen wird nicht nur die PEPCK-Expression inhibiert, sondern auch
die der Hexokinase (HK) [198], die das Schlisselenzym der Glykolyse ist. Die
Herunterregulierung dieser beiden Enzyme hat Auswirkungen auf den Glukosestoffwechsel,
wie z.B. die Verwendung als Substrat fir die Energiegewinnung oder Biosynthese. Vermutlich
kommt es hierbei zu einer intrazelluldren Akkumulation von nicht-metabolisierter Glukose
[198]. Genau diese Defizite im Metabolismus sind vermutlich ein Grund fir die verzogerte
Entwicklung der Blastozysten aus diabetischen Kaninchen. Aus Untersuchungen an
verschiedenen Zelllinien ist bekannt, dass hyperglykdamische Kultivierungsbedingungen zu
oxidativem Stress flihren und somit stress-aktivierte Signalwege induziert werden [192]. Dies
fihrt zur Bildung von Entziindungs- und Apoptosemediatoren [192]. In Kaninchenblastozysten
konnte gezeigt werden, dass eine Hyperglykdmie zu einer gesteigerten Apoptoserate fiihrt
[198]. Die Verbindung zwischen Hyperglykdmie, Entzindungen und der Aktivierung der
Glukose-abhangigen Transkription fehlt bislang noch. Es wird angenommen, dass intrazellulare
Phosphorylierungsvorgange verandert sind. Dies wiirde in einer Storung vieler Glukose-
abhangiger Signalwege wund zu metabolischen Dysfunktionen, Lipidakkumulation,

Insulinresistenz, Diabetes und dem metabolischen Syndrom fiihren [302].

4.4.2.3 Zusammenfassung der Regulation des Glukosemetabolismus durch Adiponektin im
Praimplantationsembryo des Kaninchens

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Adiponektin in der Lage ist, den Glukosemetabolismus
in der Kaninchenblastozyste zu regulieren. Die Glukoneogenese wird inhibiert und die
Glukoseaufnahme tGber GLUT1 und 4 gesteigert. Unter diabetischen Bedingungen (DT1) kénnte
Adiponektin fir die Sicherstellung der Glukoseaufnahme &duBerst relevant sein, da das dafir
zustandige Insulin fehlt. Adiponektin stellt somit sicher, dass der Embryo trotz einer
Hypoinsulinamie fahig ist, Glukose aufzunehmen und sich weiterentwickeln kann. Das
Adiponektinsystem stellt unter den Bedingungen eines experimentell induzierten Diabetes
mellitus Typ 1 ein Sicherheitsnetz dar, das bei Insulinmangel das weitere Uberleben des
Embryos sicherstellt.

In der nachfolgenden Grafik ist zusammenfassend dargestellt, wie Adiponektin den

Glukosemetabolismus in der Blastozyste reguliert.
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Abb. 38: Regulation des Glukosemetabolismus durch Adiponektin in Zellen der Kaninchenblastozyste
AdipoR1 — Adiponektinrezeptor 1; AMPK — AMP-aktivierte Proteinkinase; Akt — Proteinkinase B;

GLUT1 — Glukosetransporter 1; PEPCK — Phosphoenolpyruvatcarboxykinase;
@ - Phosphorylierung
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig die Expression und Funktionalitdat von Adiponektin
und seinen beiden Rezeptoren AdipoR1 und R2 in Praimplantationsembryonen des Kaninchens
nachgewiesen. Praimplantationsembryonen aus stoffwechselgesunden und diabetischen
Tieren unterscheiden sich dabei deutlich. Die Adiponektin-Signaltransduktion wirkt
synergistisch zu Insulin und kompensiert somit moglicherweise den Insulinmagel bei Diabetes
mellitus Typ 1.

Im Einzelnen wurden folgende neue Erkenntnisse gewonnen:

= Adiponektin wird am Tag 5 p.c. und Tag 6 p.c. in Blastozysten der Stadien 0-3
exprimiert.

= Die beiden Adiponektinrezeptoren (AdipoR1 und R2) werden ab dem
Morulastadium (3 dpc) bis zum Blastozystenstadium am Tag 6 p.c. in allen
untersuchten Stadien exprimiert.

= Die Expression von Adiponektin und seinen Rezeptoren erfolgt sowohl im
Embryoblasten als auch im Trophoblasten von Blastozysten auf mRNA- und
Proteinebene.

=  Auf mRNA-Ebene konnte die Expression von ACC, AMPK, APPL1, CaMKK, LKB1 und
PPARa in Kaninchenblastozysten am Tag 6 p.c. im Stadium 0/1 gezeigt werden,

wobei sich Embryoblast und Trophoblast im Expressionsmuster unterscheiden.

Ein experimentell induzierter Diabetes mellitus Typ 1 (DT1) fiihrt zu folgenden Veranderungen

in der Expression von Adiponektin und seinen Rezeptoren AdipoR1 und R2:
- auf maternaler Seite:

= Die Transkriptmengen von Adiponektin, AdipoR1 und AdipoR2 im Endometrium
diabetischer Tiere sind unverandert.

= Adiponektin- und AdipoR1-Protein sind im Endometrium diabetischer Tiere
signifikant hochreguliert.

= Adiponektin ist im Serum gravider, diabetischer Kaninchen erhéht.

- bei

Blastozysten:

=  Adiponektin ist im Stadium 1 auf mRNA- und Proteinebene hochreguliert.

= |m Stadium 2 ist eine Tendenz zur erhéhten Adiponektin-mRNA-Menge messbar,
keine Veranderung ergibt sich bei der Proteinmenge.

= Die AdipoR1-Expression ist im Stadium 0-2 unter diabetischen Bedingungen
signifikant gesteigert.

= Die AdipoR2-Expression bleibt unbeeinflusst von einem experimentell induzierten
DT1.
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= Die Lokalisation und Rezeptorverteilung bleibt im Embryoblasten und
Trophoblasten unter dem Einfluss eines DT1 unverandert.

= Adiponektin ist unter diabetischen  Bedingungen in  Blastozysten
immunhistochemisch und mittels ELISA ausschlieRlich im Trophoblasten

nachweisbar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Signaltransduktion und Funktion von Adiponektin fiir den

Glukosestoffwechsel in Praimplantationsembryonen des Kaninchens untersucht.

= Adiponektin aktiviert die AMPK und Akt.

= Adiponektin bewirkt eine Expressionserhohung von AdipoR2 und GLUT1 im
Embryoblasten und Trophoblasten, wahrend AdipoR1 und GLUT4 auf mRNA-Ebene
unbeeinflusst bleiben.

= Die Glukoneogenese wird durch Adiponektin, gemessen lber die Reduzierung der
PEPCK, im Embryoblasten und Trophoblasten inhibiert.

= Die PEPCK-Expression wird tiber die AMPK reguliert.

= Die Glukoseaufnahme wird (iber die von Adiponektin stimulierte GLUT4-

Translokation gesteigert.

Folgender Einfluss diabetischer Entwicklungsbedingungen auf die Adiponektinwirkungen in

Blastozysten zeigte sich:

= Die Adiponektin-induzierte Aktivierung von AMPK und Akt fallt geringer aus.

= Adiponektin bewirkt eine Erh6hung der AdipoR2- und GLUT1-mRNA ausschlief8lich
im Trophoblasten nach einstlindiger Stimulation, wahrend AdipoR1 und GLUT4 auf
MRNA-Ebene unbeeinflusst bleiben.

= Die Glukoneogenese (gemessen Uber die Expression von PEPCK) wird durch
Adiponektin unter diabetischen Bedingungen nicht beeinflusst.

= Die Glukoseaufnahme von Blastozysten aus diabetischen Kaninchen wird lber eine

GLUT4-Translokation und erhéhte GLUT1-Expression gesteigert.

Eine wichtige Schlussfolgerung aus der vorliegenden Arbeit ist, dass essentielle
Weichenstellungen fir die pra- und postnatale Entwicklung bereits in sehr friihen Phasen der
Ontogenese erfolgen. Bei Storungen des Hormon- und Nahrstoffangebotes der Mutter im
Uterus sichern kompensatorische Mechanismen die Weiterentwicklung. So tGbernimmt bei
einem Diabetes mellitus Typ 1 Adiponektin wichtige Funktionen des Insulins fiir den
Glukosemetabolismus. Die kompensatorische Adaptation des Embryos kann jedoch zu
langerfristigen Auswirkungen fihren mit potentiell negativen Wirkungen im spateren Leben

(,metabolische Fehlpragung”). Adiponektin kann dabei eine zentrale Rolle zukommen.
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Es ist eine zwingende Folgerung der vorliegenden Arbeit, dass eine addquate Insulintherapie
und konsequente Uberwachung der Blutglukosekonzentrationen der Mutter vor, bei Eintritt
und wahrend der Schwangerschaft von grollter prophylaktischer Bedeutung fir die

Gesundheit des Kindes ist.
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Ein- und Dreibuchstabencode der Aminosduren

A Ala Alanin
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D Asp Asparaginsaure
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F Phe Phenylalanin
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H His Histidin

| lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin
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T Thr Threonin
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w Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin

Sequence Detection System Applied Biosystems,
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Biometra, Gottingen, Deutschland

Janke & Kunkel GmbH & Co. KG —IKA
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Perkin ElImer, Weiterstadt, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
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7.4.2 Software
BiolD Software
BioCaptMW

easy Win fitting E1.0a

Generunner Software 3.05

Software Axiovision 2.05
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LTF, Wasserburg, Deutschland

SLT Labinstruments Deutschland GmbH, Crailsheim,
Deutschland

Hastings Sofware Inc., USA

Zeiss, Jena, Deutschland
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

AdipoGen Inc., Incheon, Korea

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
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Sigma Research Genetics, Taufkirchen,
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Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Fermentas GmbH. St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas GmbH. St. Leon-Rot, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

GIBCO, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Omnifix, B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Bayer Schering Pharma, Berlin,
Deutschland

Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland
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Hyperfilm ECL (18x24 cm)
Igepal Ca-630

Immobilon Western Detection Reagenz

Insulin (bovin)

Insuman®Rapid 40 1.E./ml

Insulin-like growth factor 1 (IGF1)
Isopropanol
Isoprpylthio-R-D-galactosid (IPTG)

Kaliumacetat
Kalium-Aluminium-Sulfat

Kaliumchlorid
Kalium-di-hydrogenphosphat

Lantus 100Einheiten/ml

L-Glutamin
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Mangan(ll)chlorid-dihydrat (Manganchlorid)
Metaphore Agarose

Methanol (100%)

MEM Earle Medium
Minimal Eagle Medium

MOPS
(3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid),

Moviol® 4-88

Natriumacetat
Natriumchlorid

Natriumcitrat
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Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
FMC, Rockland, USA

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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Natrium-Deoxycholat

Natriumhydrogencarbonat

Natriumiodat

Natriumlaurosylsarcosinat

Natriumpyruvat
Oligonukleotide
Paraffin
Paraformaldehyd
PBS

Penicillin

Pentobarbital

Pepsin

Pepton

pGEMT-Vektor Kit

Phenol

Phosphatase-Inhibitor

Protease-Inhibitor

Pikrinsdure

Pregnant Mare Serum Gonadotropin

(PMSG)
Polyvinylalkohol (PVA)

Proteinmarker broad-range Marker

Proteinmarker prestained protein ladder

Quia Quick Gel Extraction Kit

random Primer

REIKA GmbH Kraftfutter

Restriktionsenzyme
Restriktionspuffer
RNAse-Inhibitor
Rubidiumchlorid
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Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
Biomers, Ulm, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
GIBCO, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Intervet, UnterschleiBheim, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Fermentas GmbH. St. Leon-Rot,
Deutschland

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Reinsdorfer Kraftfutterwerk, Reinsdorf,
Deutschland

Fermentas GmbH. St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas GmbH. St. Leon-Rot, Deutschland
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Salzsaure (36%)

S-Monovette” Gerinnung Citrat 1:10

S-Monovette” Hamatologie kalium-EDTA

Sodium-dodecyl-sulfat (SDS)

Streptomycin

Superscript Il Reverse Transkriptase

SYBR Green ®Mastermix
Taq DNA Polymerase

Tetra-Ethyl-Methyl-Ethylen-Diamin
(TEMED)

Tris-Base
Tris/HCI
Trypsin

Tween 20

Wasserstoffperoxid

X-GAL

Xylencyanol

Xylol

Ziegenserum

Zitronensaure

7.6 Antikorperverzeichnis

Alexa fluor® 488 Goat Anti Mouse
Donkey Anti Goat, HRP-konjugiert

Goat Anti Adiponectin Receptorl
Goat Anti Adiponectin Receptor2

Goat Anti Mouse, HRP-konjugiert
Goat Anti Rabbit, HRP-konjugiert
Mouse Anti Adiponectin (19F1)

Mouse Anti Adiponectin Receptorl

Mouse Anti 3-Actin mAb Isotyp 1gG1

Mouse Anti GLUT4

Rabbit Anti phospho-Akt (Ser 473) pAb
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Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sarstedt AG und Co., Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG und Co., Nimbrecht, Deutschland
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Dianova, Hamburg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Molecular Probes, Karlsruhe, Deutschland
Dianova, Hamburg, Deutschland

Cell Signaling Technology; Schwalbach,
Deutschland

Cell Signaling Technology; Schwalbach,
Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland
Dako, Hamburg, Deutschland
Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Abcam, Cambridge, UK

Cell Signaling Technology; Schwalbach,
Deutschland
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Rabbit Anti phospho-AMPKa (Thr 172) Cell Signaling Technology; Schwalbach,
Deutschland

Rabbit Anti phospho-Acetyl-CoA Cell Signaling Technology; Schwalbach,

Carboxylase (Ser 79) Deutschland

7.7 Beispiel fiir die Auswertung einer Real Time PCR

Bei der Real Time PCR wird durch den PCR-Zyklus bestimmt, bei welchem die Amplifikation des
PCR-Produktes erstmals detektiert werden kann. Je hoher die Kopienzahl des Zielgens in der
PCR ist, desto eher kann eine Amplifikation und ein Anstieg in der Floureszenz beobachtet
werden. Im Anfangsbereich der PCR gibt es kaum Anderungen des Floureszenzsignals. Diese
Intenstitat wird als baseline bezeichnet. Ein Anstieg des Signals Uiber die baseline zeigt eine
Akkumulation des PCR-Produktes. Eine gewdhlte feste Floureszenz kann nun oberhalb der
baseline gelegt werden. Der Parameter treshold cycle (CT) ist definiert als der Zyklus, in dem
die Floureszenz den treshold Uberschreitet. In der Wasserkontrolle (no template) steigt das
Floureszenzsignal nicht an. Ein Diagramm des Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge fir
verschiedene Verdiinnung gegen den CT-Wert ergibt eine lineare Gerade. Diese Gerade
bestimmt den CT-Bereich, in welchem ein linearer Zusammenhang zwischen Floureszenz und

Template-Menge besteht. Dieser Bereich muss fiir jedes Gen bestimmt werden.

A) B)
- —— /j, | ¢ Standard % Unknown
2 =
223 ]
N 203
% 10 % 3
N 247 o 13: L4
o 3 16
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=) = 3
[TH. 123 <
103
3 4 5 B 7 8 9
100 1 Log Starting Quantity,copy number
Anzahl der Zyklen [C,] o SYBRL E= 91, 6% RAZ=0,996 slope=-3,540 y-int=36..

Abb. 39: Modell eines Amplifikationsdiagramms der Real Time PCR.

A) Dargestellt sind exemplarisch die Fluoreszenzkurven einer Plasmidstandard-
Konzentrationsreihe, die mittels Real Time PCR amplifiziert wurde. Die
Fluoreszenzintensitat (Fluoreszenz) ist gegen die Anzahl der durchlaufenen Zyklen (C;)
aufgetragen. Der treshold (—) bestimmt den Zyklus bei dem es zur Akkumulation des PCR-
Produktes kommt.

B) Standardkurve fiur ein ein Zielgen (—). Von einer Plasmidstandard-Konzentrationsreihe

wurden die C;-Werte ermittelt und gegen den logarithmischen Konzentrationswert (Log)
aufgetragen.
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In der Real Time PCR wurden sowohl die Molekilwerte fiir das Standardgen (GAPDH) als auch
fur das Zielgen (hier PEPCK) mit Hilfe verschiedener Verdiinnungen des DNA-Standards
bestimmt (Kapitel 2.5.7.8.). Uber die Verdiinnungsreihe konnte eine Regressionsgerade auf
gestellt werden, in dem der CT-Wert gegen den dekadischen Logarithmus der eingesetzten
Molekiilzahl aufgetragen wird. Uber die Gleichung der Regressionsgeraden kann der CT-Wert

in die Molekilzahl umgerechnet werden.

Tabelle 7: Beispielauswertung einer Real time PCR nach der Molekiilwertmethode

Tier-
Nr. GAPDH PEPCK PEPCK/GAPDH MwW STABWN | FEHLER T-TEST
K| 125 24000 19334 0,81 1,23 0,52 0,16 | 0.00004

126 48600 63623 1,31

127 28700 58655 2,04

128 53100 17494 0,33

129 12900 15779 1,22

130 13800 25066 1,82

142 48400 79187 1,64

146 94900 52966 0,56

145 5210 7602 1,46

149 56500 60647 1,07

Adipo-
nektin| 139 61800 39965 0,65 0,41 0,24 0,06

141 39100 43660 1,12

144 34900 25914 0,74

176 77600 22334 0,29

181 73200 20844 0,28

182 119000 25411 0,21

185 58300 16452 0,28

188 250000 108174 0,43

189 87500 21720 0,25

207 90700 24209 0,27

210 90500 24936 0,28

211 120000 37462 0,31

212 207000 79040 0,38

216 177000 46350 0,26

220 229000 107254 0,47
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Anhang

7.8 AMPK-Phosphorylierung in RK13-Zellen

Zum Test der Wirksamkeit wurde rekombinantes humanes Adiponektin in den
Konzentrationen 1 und 10 pg/ml fir 15 min an der Kaninchen-Nierenzelllinie RK13 eingesetzt.
Zudem wurde als Kontrolle fiir die Phosphorylierung den Zellen Metformin (10 mM)
hinzugegeben. Metformin ist ein bekannter Aktivator der AMPK. AnschlieRend wurde die
Proteinisolierung durchgefiihrt und die Phosphorylierung der AMPK im Western Blot
untersucht (siehe Abb. 40). Der Kontrolle wurde nur Medium zugegeben. Die Stimulation mit 1
pg/ml Adiponektin resultierte in einer signifikantn Erhéhung der pAMPK-Menge. Mit der
Konzentration von 1 pug/ml Adiponektin wurden 6 Tage p.c. alte Kaninchenembryonen auf die
Aktivierung der AMPK untersucht.

p-AMPK Thr172

Abb. 40: AMPK-Phosphorylierung von RK13-Zellen

Western Blot der Phosphorylierung der AMPK in kultivierten RK13-Zellen nach Behandlung mit
Metformin (10 mM), 1 und 10 pg/ml Adiponektin (ACRP30) fiir 15 min. Als Kontrolle dienten
RK13-Zellen, denen eine dquivalente Menge Kulturmedium zugeben wurde und als
Positivkontrolle diente die Behandlung der RK13-Zellen mit Metformin. Das Experiment wurde
in zwei unabhéangigen Versuchen durchgefiihrt (N = 2).

Kultivierung der RK13-Zelllinie

Neben Kaninchenembryonen wurden die Zelllinie RK13 zur Versuchsstandardisierung und fur
Vorversuche analysiert. Bei der Zelllinie RK13 handelt es sich um eine Nierenzelllinie des
Kaninchens, die aus einem 5 Wochen alten Kaninchen gewonnen wurde. Die Zelllinie wurde
bei einer Temperatur von 37°C, 20% O, und 5% CO, in dem unten genannten Medium
kultiviert.

Fir die Stimulation mit Adiponektin wurden ca. 70%-80% konfluente Zellen genutzt. Nach
Inkubation der Zellen in verschiedenen Zeitintervallen wurden die Zellen zweimal mit PBS-
Puffer gesplilt. Zur RNA-Isolierung wurden sie in 800 ul LyseD-Puffer vom Kulturgefald abgelost
und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert. Fiir die Proteinisolation wurden die Zellen in 800pl

RIPA-Puffer aufgenommen.

Kulturmedium fir RK 13-Zellen
MEM (Minimal Eagle Medium) 500 ml

FKS 50 ml
Glutamin 6 ml
Penicillin/Streptomycin 6 ml
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