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Einleitung  1 

1 EINLEITUNG 

1.1 Insulinstimulierte Signalwege 

1.1.1 Insulin 

Insulin ist zusammen mit seinem Gegenspieler Glucagon der Hauptregulator des Kohlen-

hydratstoffwechsels. Störungen im Kohlenhydratstoffwechsel führen zu einer Entgleisung 

der Glucosehomöostase. Die Hyperglykämie, eine Störung der Glucosehomöostase, ist 

ein Symptom des metabolischen Syndroms und des sich häufig daraus entwickelnden 

Typ II Diabetes mellitus. Das metabolische Syndrom ist eine Stoffwechselstörung, bei der 

die zentrale Adipositas im Mittelpunkt steht. Vom metabolischen Syndrom spricht man, 

wenn neben der zentralen Adipositas mindestens zwei Befunde aus Hypertonie, redu-

ziertem High-Density Lipoprotein-Cholesterol, Hypertriglyceridämie und Hyperglykämie 

vorliegen (INTERNATIONALE DIABETES FEDERATION 2006). Man geht davon aus, 

dass weltweit mehr als eine Milliarde Menschen übergewichtig sind, mindestens 

300 Millionen davon sind adipös (DAS 2009). Nach Schätzung des internationalen 

Diabetesverbandes leiden weltweit 250 Millionen Menschen an Diabetes mellitus Typ II. 

Diese Zahl wird bis zum Jahr 2025 voraussichtlich auf 380 Millionen ansteigen. Dann 

könnte bereits jeder zehnte Erwachsene betroffen sein (INTERNATIONALE DIABETES 

FEDERATION 2009). 

Insulin ist ein Peptidhormon aus 51 Aminosäuren, bestehend aus einer A- und B- Kette, 

die über zwei Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Eine seiner Hauptaufgabe ist 

die Senkung des Blutglucosespiegels. Insulin wird bei einer Erhöhung der Glucose-

konzentration im Blut verstärkt aus den Langerhans’schen Inseln des Pankreas freige-

setzt. Das sezernierte Insulin stimuliert die Glucoseaufnahme in die peripheren Gewebe, 

vor allem Muskel- und Fettgewebe, steigert die hepatische Glucoseverwertung und redu-

ziert die hepatische Gluconeogenese. Nach Transport über die Blut-Hirn-Schranke wirkt 

Insulin auch auf das Regulationszentrum der Nahrungsaufnahme im Gehirn. Dort hemmt 

es als sogenanntes Sättigungsignal die Nahrungsaufnahme (WOODS & SEELEY 2001). 

1.1.2 Der Insulinrezeptor 

Der Insulinrezeptor ist ubiquitär exprimiert und gehört zusammen mit dem Insulin-like 

Growth-Factor 1 (IGF1)-Rezeptor der Klasse II der Rezeptortyrosinkinasen an (ULLRICH 

und SCHLESSINGER 1990) (siehe Abb. 1). Er besteht aus jeweils zwei �- und zwei �-

Untereinheiten, die über Disulfidbrücken verbundene Heterotetramere darstellen. Die 

extrazellulär lokalisierte �-Untereinheit beherbergt die Insulinbindungsdomäne (YIP et al. 

1992). Die �-Untereinheit verfügt über eine kurze extrazelluläre Domäne, die über 
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Disulfidbrücken mit der �-Untereinheit verbunden ist. Darüber hinaus besitzt die 

�-Untereinheit eine Transmembrandomäne sowie eine intrazelluläre Tyrosinkinase-

domäne. Die Bindung von Insulin an die �-Untereinheit löst eine Konformationsänderung 

aus (HUBBARD 1997), die in der Autophosphorylierung von drei Tyrosinresten der 

�-Untereinheit resultiert (Tyr1158, Tyr1162, Tyr1163)1, was wiederum die Bindung von ATP 

und anderer Substrate an die katalytische Einheit ermöglicht (WHITE & KAHN 1994). Für 

die maximale Tyrosinkinaseaktivität ist die Phosphorylierung aller drei Tyrosinreste 

notwendig. Der intrazelluläre Teil der �-Untereinheit enthält außerdem eine Juxta-

membrandomäne, in der sich zudem das Motiv für die Internalisierung des Rezeptors 

befindet (VIRKAMÄKIE et al. 1999), und die C-terminale Domäne. In der Juxtamembran-

domäne dienen phosphorylierte Tyrosinreste als Bindungsstelle für Proteine mit einer 

sogenannten Phosphotyrosinbindedomäne (PTB)2. An den Insulinrezeptor binden die 

Insulinrezeptorsubstrate (IRS), Adapterproteine mit PH- und SH2-Domäne, sowie Shc-

Proteine (SH2 domain containing) (CHANG et al. 2004; YOUNGREN 2007). 

Serin/Threoninphosphorylierungsstellen befinden sich in der C-terminalen Domäne, hier 

ist der Insulinrezeptor im basalen Zustand phosphoryliert. Hyperphosphorylierungen 

dieser Serin/Threoninstellen hemmen die Weiterleitung des Insulinsignals (CHEATHAM & 

KAHN 1995; WHITE & KAHN 1994). 

                                                

1 Die Positionsangaben beziehen sich auf den humanen Insulinrezeptor. 

2 In der Literatur wird dieser Bereich auch oft als Src Homologie 2 (SH2)-Domäne bezeichnet. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Insulinrezeptors 

Der Insulinrezeptor ist ein Tetramer aus zwei �- und zwei �-Untereinheiten, die über Disulifidbrücken 
miteinander verbunden sind. Insulin bindet extrazellulär an die �–Untereinheiten. Die �-Untereinheit besitzt 
eine kurze extrazelluläre Domäne, eine Tansmembrandomäne, sowie eine intrazelluläre Tyrosinkinase-
domäne, welche sich in drei Bereiche unterteilen lässt: die Juxtamembrandomäne weist eine Autophosphory-
lierungsstelle bei Tyr965 auf; die kinaseregulatorische Domäne enthält verschiedene Tyrosinreste, die durch 
Rezeptoraktivierung phosphoryliert werden können. Für die vollständige Aktivierung der Tyrosinkinase ist die 
Phosphorylierung dreier Tyrosinreste notwendig (Tyr1158, Tyr1162 und Tyr1163). IRS-1 bindet mit seiner PTB-
Domäne an Tyr972 in der Juxtamembrandomäne des Insulinrezeptors. Die PH-Domäne des IRS-1 rekrutiert 
das Protein an die Plasmamembran. Im Rahmen der Interaktion werden IRS-1 Proteine durch den Insulin-
rezeptor an Tyrosinresten phosphoryliert, wodurch die Bindung von SH2-Adapterproteinen ermöglicht wird. 

1.1.3 Insulinrezeptorsubstrate 

Die Insulinrezeptorsubstrate (IRS) sind Schlüsselelemente der intrazellulären Insulin-

signalübertragung. Die IRS weisen selbst keine katalytische Aktivität auf, sie besitzen 

jedoch multiple Wechselwirkungsdomänen und Phosphorylierungsmotive (WHITE 2002). 

Es existieren vier Isoformen von IRS. IRS-1 und IRS-2 sind am weitesten verbreitet und 

repräsentieren die wichtigsten Substrate dieser Gruppe, wobei IRS-1 die Hauptfunktion im 

Skelettmuskel und IRS-2 die Hauptfunktion in Hepatozyten übernimmt (KIDO et al. 2001). 

IRS-3 konnte bisher nur in Adipozyten von Nagern nachgeweisen werden (LAVAN et al. 

1997a). Die Expression von IRS-4 ist begrenzt auf das Gehirn und die Niere (LAVAN et 

al. 1997b). IRS-4 ist jedoch wahrscheinlich nicht in für die in Abb. 2 dargestellten Signal-

ketten zur Modulation von Stoffwechselflüssen zwischengeschaltet (THIRONE et al. 

2006). Für alle IRS charakteristisch ist das Vorhandensein einer N-terminalen Pleckstrin-

Homologie-Domäne (PH), einer angrenzenden PTB-Domäne, sowie C-terminal Tyrosin- 

und Serinphosphorylierungsstellen (siehe Abb. 1). IRS-1 und IRS-2 besitzen mehr als 

zwanzig Bindestellen für Adapterproteine, IRS-3 und IRS-4 deutlich weniger (WHITE 

2002). Die PH- und die PTB-Domäne sind für die spezifischen Wechselwirkungen des 
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IRS mit dem Insulinrezeptor verantwortlich. Die PTB-Domäne des IRS interagiert mit dem 

NPX(p)Y972-Motiv (Aminosäuren Asparagin-Prolin-X-(phospho)Tyrosin) im Juxtamembran-

bereich des Insulinrezeptors (KABURAGI et al. 1995). IRS binden nur transient an den 

Insulinrezeptor (WHITE 1998). Die N-terminale PH-Domäne des IRS ist für die Bindung 

an Phospholipide verantwortlich, die eine Rekrutierung der IRS an die Plasmamembran 

ermöglichen, um dort die Phosphatidylinositol-3’-Kinase (PI3K) aktivieren zu können 

(siehe 1.1.4). Im Rahmen der Interaktion werden IRS-Proteine durch den Insulinrezeptor 

tyrosinphosphoryliert. Dies ermöglicht die Bindung von Effektorproteinen mit ihrer SH2-

Domäne, sogenannte SH2-Adapterproteine (VIRKAMÄKI et al. 1999). Zu den SH2-Adap-

terproteinen, von denen die meisten keine intrinsische Aktivität besitzen, sondern das 

Signal durch Protein-Protein-Wechselwirkungen weiterleiten, gehört die regulatorische 

Untereinheit p85 der PI3K, das Growth Factor Receptor-bound Protein 2 (Grb2), sowie die 

Phosphotyrosinphosphatase SHP-2 (VIRKAMÄKI et al. 1999; YOUNGREN 2007). 

1.1.4 Signalketten zur Regulation metabolischer Prozesse 

Eine Schlüsselrolle in der Regulation metabolischer Prozesse spielt die Phosphatidylino-

sitol-3’-Kinase (PI3K). Sie ist eine Lipidkinase, die aus einer regulatorischen Untereinheit 

(p85) und einer katalytischen Untereinheit (p110) besteht. Zwei SH-Domänen in der regu-

latorischen Untereinheit interagieren mit einem PTB-Motiv des IRS, wodurch die PI3K an 

die Plasmamembran rekrutiert und aktiviert wird (siehe Abb 2). Dort katalysiert die PI3K 

die Phosphorylierung der 3’-Position des Inositolrings von membranständigen Inositol-

phospholipiden und generiert Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Trisphosphat (PIns(3,4,5)P3) 

aus Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat (PIns(4,5)P2). PIns(3,4,5)P3 rekrutiert nun PH-

Domäne-enthaltene Proteine, wie die 3’-Phosphatidylinositol-abhängige Kinase 1 (PDK1) 

und die Proteinkinase B/Akt zur Plasmamembran (SALTIEL & KAHN 2001; SHEPHERD 

et al. 1998). 

Die 3’-Phosphatidylinositol-abhängige Kinase 1 (PDK1) ist eine ubiquitär exprimierte 

Serin/Threoninkinase. Sie besitzt eine N-terminale Kinasedomäne und eine C-terminale 

PH-Domäne, mit der sie PIns(3,4,5)P3 mit einer hohen Affinität binden kann (siehe 

Abb. 2). PDK1 phosphoryliert und somit aktiviert die Proteinkinase B/Akt (SCHEID & 

WOODGETT 2003; VANHAESEBROECK & ALESSI 2000). PDK1 aktiviert darüber 

hinaus die Proteinkinase C (PKC) (VANHAESEBROECK & ALESSI 2000), die Phospha-

tasen PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) und SHIP 

(SH2-Domäne-enthaltende Inositol 5’-Phosphatase) (CHANG et al. 2004). Letztere redu-

zieren PIns(3,4,5)P3-Level und schalten so den PI3K/Akt–Signalweg wieder ab (MATHE-

NEY & ADAMO 2009). 
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Abbildung 2: Übersicht über die insulinstimulierten Signalwege 

Die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor führt zur Autophosphorylierung des Rezeptors, wodurch dieser 
verschiedene Susbtrate binden und aktivieren kann. Zu ihnen gehören IRS-Proteine, die über die Aktivierung 
der PI3K metabolische Prozesse in der Zelle auslösen. Die PI3K generiert PIns(3,4,5)P3 in der Plasmamem-
bran, wodurch PH-Domäne-enthaltene Proteine wie PDK1 und Akt an die Membran rekrutiert werden. Akt 
wird PDK1-abhängig phosphoryliert und aktiviert und übt so seine zellulären Wirkungen aus. Die Bindung von 
IRS-Proteinen und Shc an den phosphorylierten Rezeptor leiten die insulinabhängige Steigerung der Trans-
kription weiterer Zielgene ein. IRS-Proteine und Shc werden phosphoryliert und binden das Adapterprotein 
Grb2, welches sich an SOS anlagert und so die GTP-Bindung des kleinen G-Proteins Ras ermöglicht. Ras 
aktiviert Raf und stimuliert dadurch eine Kinase-Kaskade, die über MEK1/2 zur Phosphorylierung und damit 
zur Aktivierung von ERK1/2 führt. Abkürzungen: Bad = Bcl-assoziiertes Dimer, ERK1/2 = extrazelluläre signal-
regulierte Kinasen 1 und 2, GLUT4 = Glucosetransporter 4, GSK3 = Glykogensynthasekinase-3, IRS = Insu-
linrezeptorsubstrat, MEK1/2 = MAP/ERK-Kinase, PD3B = Phosphodiesterase 3B, PDK1 = 3’-Phosphatidylino-
sitol-abhängige Kinase, PI3K = Phosphatidylinositol-3’-Kinase, PKA = Proteinkinase A, PP1 = Proteinphos-
phatase 1. 

Die Proteinkinase B/Akt ist eine Serin/Threoninkinase und gehört zur AGC3- Super-

familie der Proteinkinasen. Das 56 kDa große Phosphoprotein wurde 1977 von STAAL et 

al. als c-Akt (cellular homology of the transforming retrovirus Akt8) entdeckt. Durch die 

                                                

3 AGC steht für: cAMP-abhängige Proteinkinase A/Proteinkinase G/Proteinkinase C (PARKER & 

PARKINSON 2001). 
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starke Ähnlichkeit mit der Proteinkinase A (PKA) und der PKC, bekam sie ihren zweiten 

Namen PKB. Bisher wurden drei Isoformen von Akt identifiziert: Akt1, Akt2, Akt3 bzw. 

PKB�, PKB�, PKB�. Sie weisen eine hohe Aminosäurenhomologie auf und bestehen aus 

drei funktionell verschiedenen Regionen: der N-terminalen PH-Domäne, die mit den 

Lipiden der Plasmamembran interagiert, der zentralen katalytischen Domäne und dem 

C-terminalen hydrophoben Motiv. Akt1 und Akt2 werden ubiquitär exprimiert, wobei Akt2 

die vorherrschende Isoform in insulinsensitiven Geweben, wie Leber, Skelettmuskel und 

Fett, ist (DUMMLER & HEMMINGS 2007; MATHENY & ADAMO 2009). Akt2-knockout- 

Mäuse haben einen Defekt in der intrazellulären Weiterleitung des Insulinsignals (CHO et 

al. 2001). Akt3 hat man bisher nur im Gehirn und Testes in höheren Konzentrationen 

nachgewiesen (HANADA et al. 2004). 

Für die Aktivierung von Akt sind Serin- und Threoninphosphorylierungen notwendig, der 

Mechanismus ist bei allen Akt-Isoformen identisch. Durch die PI3K-abhängige Bildung 

von PIns(3,4,5)P3 wird die Akt-Kinase aus dem Cytosol an die Plamamembran rekrutiert. 

Die dadurch vollzogene Konformationsänderung ermöglicht es der ebenfalls an die 

Plasmamembran rekrutierten PDK1 (siehe Abb. 2), Akt in der Aktivierungsschleife an 

einem Threoninrest (zwischen PH- und Kinase-Domäne) zu phosphorylieren. Diese 

Phosphorylierung in der Aktivierungsschleife ist hinreichend für die Aktivierung des 

Enzyms, seine volle Aktivität wird aber erst durch die Serinphosphorylierung im 

hydrophoben Bereich erzielt, die das Enzym zudem stabilisiert (ALESSI et al. 1996; 

FACCHINETTI et al. 2008). Die durch Insulin vermittelte Serinphosphorylierung von Akt 

wird hauptsächlich mTORC2 (mTOR (mammalian target of rapamycin) rictor (rapamycin-

insensitive companion of mTOR) complex) zugesprochen (CAMERON et al. 2007; 

SARBASSOV et al. 2005). 

Akt stimuliert die Glyokogensynthese durch eine Phosphorylierung und Inaktivierung der 

Glykogensynthasekinase-3 (GSK3) (siehe Abb. 2), die in einer reduzierten Phosphory-

lierung und demzufolge Aktivierung des Schlüsselenzyms der Glykogensynthese der 

Glykogensynthase resultiert (CROSS et al. 1995). Darüber hinaus vermag Akt die Protein-

phosphatase 1 (PP1) zu aktivieren, ein Enzym das die Glykogensynthase durch Dephos-

phorylierung aktiviert (LAWRENCE & ROACH 1997). Die Steigerung der Nettoglykogen-

synthese erfolgt über die insulinabhängige Dephosphorylierung und Hemmung der 

Glykogenphosphorylase, dem Schlüsselenzym der Glykogenolyse (AISTON et al. 2003). 

Akt-abhängig wird zudem die Phosphodiesterase 3B (PDE3B) aktiviert (KITAMURA et al. 

1999), die den intrazellulären cAMP-Spiegel senkt und somit die Aktivität der PKA 

vermindert (KITAMURA et al. 1999). Durch die insulinvermittelte Hemmung der PKA-

Aktivität wird die Acetyl-CoA-Carboxylase aktiviert, die den geschwindigkeitsbestimmen-
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den Schritt in der Fettsäuresynthese darstellt (NAKAE et al. 1999). Dadurch hat Insulin 

über die Aktivierung von Akt auch einen positiven Effekt auf die Lipacidogenese 

(Umwandlung von Kohlenhydraten in Fettsäuren). Die insulinstimulierte Akt-Aktivierung 

steigert auch die Proteinsynthese, indem sie die Translationsmaschinerie aktiviert und die 

Ribosomenzahl erhöht (PROUD 2006). Insulin vermittelt die Aufnahme von Glucose in 

Muskel- und Fettgewebe vor allem über die Akt-induzierte Translokation des Glucose-

transporters 4 (GLUT4) von vesikulären intrazellulären Kompartimenten zur Plasmamem-

bran (SAKAMOTO & HOLMAN 2008). 

Die Aktivierung von Akt führt zur Phosphorylierung von FOXO (Forkhead Box subclass O) 

Transkriptionsfaktoren. Phosphoryliertes FOXO wird aus dem Zellkern geschleust und 

somit inaktiviert. Über die Inaktivierung von FOXO hemmt Akt die Transkription der 

Glucose-6-Phosphatase und der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase und somit die 

Gluconeogenese (PLAS & THOMPSON 2005; ZHANG et al. 2006). Das proapoptotische 

Molekül Bad (Bcl4-assoziiertes Dimer) kann durch Akt phosphoryliert werden, wodurch es 

seine proapoptotische Funktion verliert (DATTA et al. 1997). Dadurch hemmt Akt die 

Apoptose und verstärkt die Zellproliferation. 

1.1.5 Signalkette zur Steigerung der Mitogenese 

Die Aktivierung von mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK) initiiert Insulin über die 

Bindung des Adapterproteins Grb2 mit seiner SH2-Domäne an die phosphorylierten 

Tyrosinreste des IRS (siehe Abb. 2) (PEARSON et al. 2001). Grb2 kann sich aber auch 

an das phosphorylierte Protein Shc anlagern, das direkt mit seiner SH2-Domäne an den 

Insulinrezeptor bindet (YONEZAWA et al. 1994). Shc besitzt eine spezifische PTB-

Domäne, die die Interaktion mit dem Insulinrezeptor ermöglicht. Die Bindung von Grb2 

resultiert in der Rekrutierung des GTP-Austauschfaktors son of sevenless (SOS) zur 

Plasmamembran, der wiederum die GDP-gebundene Form von Ras in die aktive GTP-

gebundene Form überführt (TAKAI et al. 2001). Zur vollständigen Aktivierung von Ras 

wird die cytoplasmatische Tyrosinphosphatase SHP-2 benötigt, die die Signalgebung 

oberhalb von Ras reguliert. SHP-2 kann über seine SH2-Domäne an tyrosinphosphory-

lierte Rezeptoren, sowie an tyrosinphosphorylierte Adapterproteine wie die IRS-Proteine 

binden. Im Gegensatz zu anderen Proteintyrosinphosphatasen fördert SHP-2 dadurch die 

Aktivierung von Ras (MATOZAKI et al. 2009). 

Das aktivierte kleine G-Protein Ras aktiviert eine Proteinkinasekaskade. Ras bindet und 

                                                

4 Bcl ist ein Protein der gleichnamigen Proteinfamilie. Die Mitglieder der Familie wirken sowohl pro- 

als auch antiapoptotisch. 
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aktiviert die Proteinkinase Raf, die wiederum durch Serin/Threoninphosphorylierungen die 

MAP-Kinase-Kinase phosphoryliert und stimuliert (MKK)5. Die Isoformen MEK1 und MEK2 

aktivieren ihrerseits die Mitglieder der MAPK-Familie (PEARSON et al. 2001; SALTIEL & 

KAHN 2001). Zu der Familie der MAP-Kinasen gehören die cJun-N-terminalen Kinasen 

(JNK), die Isoformen der p38 MAPK, die extrazelluläre signalregulierte Kinase 5 (ERK5), 

sowie ERK1 und ERK2 (HILLS & BRUNSKILL 2008). Letztere gehören zu den am besten 

untersuchten Mitgliedern der MAPK-Familie. Aufgrund ihrer Größe werden ERK1 und 

ERK2 auch als p42/p44 MAPK bezeichnet. Sie besitzen zwei Threoninphosphorylierungs-

stellen in der Aktivierungsschleife, die durch MEK1 und MEK2 phosphoryliert werden 

(PEARSON et al. 2001). Die aktivierten ERK1/2 interagieren entweder mit cytoplasma-

tischen Komponenten oder translozieren in den Nukleus. Dort können ERK1/2 die 

Regulation von sogenannten immediate early genes, wie zum Beispiel cFos, steigern. 

Das Produkt des Protoonkogens cFos ist selbst ein Transkiptionsfaktor der für die Zellpro-

liferation unerlässlich ist (HOCHHOLDINGER et al. 1999). 

Ras kann die PI3K durch seine Bindung an die GTP-responsive Domäne der p85-Unter-

einheit aktivieren (RODRIGUEZ-VICIANA et al. 1994). Dies spricht für einen Crosstalk 

zwischen dem PI3K- und dem Ras/ERK-Signalweg. Ebenso kann ERK1/2 durch die PKC 

und die PI3K aktiviert werden (MORRISON & CUTLER 1997). PI3K-Lipidprodukte, wie 

zum Beispiel PIns(3,4,5)P3, aktivieren Mitglieder der PKC-Familie (TOKER et al. 1994), 

die den MAPK-Signalweg durch die Phosphorylierung von Raf aktivieren (DUCKWORTH 

& CANTLEY 1997). 

1.1.6 Negativer Rückkopplungsmechanismus der Insulinsignalkette 

Es gibt Mechanismen, die zu einer negativen Rückkopplung der Insulinsignalkette führen. 

Durch Insulin aktivierte Serinkinasen, wie zum Beispiel die JNK, können IRS an kritischen 

Serinresten phosphorylieren und somit die Weiterleitung des Signals blockieren 

(AGUIRRE et al. 2002). IRS-Proteine können durch Serinphosphorylierung nicht mehr als 

Substrat für den Insulinrezeptor fungieren (GUAL et al. 2005). Die insulinabhängige Akti-

vierung der Kinase mTOR kann ebenfalls durch Serinphosporylierung des IRS zur Unter-

brechung der Insulinsignalkette führen (TZATSOS & KANDROR 2006). Der negative 

Rückkopplungsmechanismus findet aber auch auf transkriptioneller Ebene statt, indem 

die Genexpression des Insulinrezeptors reguliert wird. In Abwesenheit von Insulin, also 

während des Fastens, bindet FOXO an den Promotor des Insulinrezeptors und stimuliert 

die Genexpression. Die insulinabhängige Phosphorylierung von FOXO hemmt somit die 

                                                

5 MKK wird auch als MAP/ERK-Kinase (MEK) bezeichnet. 
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FOXO-abhängige Transkription des Insulinrezeptors (PUIG & TIJAN 2005). Darüber 

hinaus reduziert Insulin selbst die Konzentration zellulärer Insulinrezeptoren, indem es die 

Internalisierung und den Abbau des Proteins fördert (OKABAYASHI et al. 1989). 

1.2 Die Rolle der insulinstimulierten Signalwege im ZNS 

Insulin spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation der Energiehomöostase durch das 

ZNS. Es wird glucoseabhängig freigesetzt und hemmt durch seine Wirkung im Hypothala-

mus die Nahrungsaufnahme, steigert den Energieverbrauch und verringert die hepatische 

Glucoseproduktion (siehe Abb. 3). Leptin, das proportional zur Körperfettmasse sezerniert 

wird, aber auch Nährstoffe selbst, wie Glucose und freie Fettsäuren, wirken ebenfalls im 

Hypothalamus und führen zu einer verringerten Nahrungsaufnahme. Leptin und Insulin 

informieren das Gehirn somit fortwährend über die Körperfettmasse und die aufgenom-

mene Glucose. Beide Hormone werden über die Blut-Hirn-Schranke transportiert 

(SCHWARTZ & PORTE et al. 2005; WOODS & D’ALLESSIO 2008). 

 

Abbildung 3: Schema zur Kontrolle der Nahrungsaufnahme  

Dieses Schema zeigt ein Modell zur Kontrolle des Energiegleichgewichts und der hepatischen Glucose-
produktion durch Glucose und freie Fettsäuren. Der Hypothalamus verarbeitet die Information von Hormonen 
wie Insulin und Leptin, die proportional zur Körperfettmasse und der aufgenommenen Nahrung sezerniert 
werden. Der Organismus reagiert auf diese Signale (Glucose und freie Fettsäuren) mit einer Hemmung der 
hepatischen Glucoseproduktion, einem gesteigerten Energieverbrauch und einer Hemmung der Nahrungs-
aufnahme. 
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Die wichtigsten Zentren des Hypothalamus, die in die Nahrungsaufnahme involviert sind, 

sind der Nucleus arcuatus und der Nucleus paraventricularis. Im Nucleus arcuatus sind 

Insulin- und Leptinrezeptoren co-exprimiert mit dem anorexigenen Neuropeptid Proopio-

melanocortin (POMC), welches die Vorstufe des Neurotransmitters �-melanocyte-

stimulating hormone (�-MSH) darstellt, sowie mit den orexigenen Peptiden Neuropeptid Y 

(NPY) und dem Agouti-related Protein (AgRP) (BENOIT et al. 2002). �-MSH bindet an 

neuronale Melanocortin3/4-Rezeptoren (MC3R/MC4R) und aktiviert dadurch den anorexi-

genen Melanocortinsignalweg. AgRP wirkt antagonistisch an den MC3R/MC4R. Der 

Signalweg über die POMC-Neuronen verringert die Nahrungsaufnahme und steigert den 

Energieverbrauch, indem es die Fettverbrennung erhöht. Bei langanhaltender Aktivität 

geht Körperfettanteil verloren. Im Gegensatz dazu resultiert der Signalweg über die 

NPY/AgRP-Neuronen in einer gesteigerten Nahrungsaufnahme. Insulin und Leptin 

hemmen die Bildung und Freisetzung der orexigenen Neuropeptide NPY und AgRP und 

stimulieren die Bildung und Freisetzung das anorexigene Neuropeptids POMC (siehe 

Abb. 4). Die verringerte Freisetzung von NPY und dem AgRP, sowie die gesteigerte 

Freisetzung von �-MSH resultieren in einer Hemmung der Nahrungsaufnahme. Neuronen 

des Nucleus paraventricularis werden darüber hinaus von Neuriten des Nucleus arcuatus 

erreicht6. Diese Neuronen exprimieren MC3R/MC4R und werden von AgRP/NPY-

Neuronen gehemmt und von POMC-Neuronen stimuliert, da das AgRP antagonistisch an 

MC3R/MC4R wirkt und �-MSH an diesen Rezeptor bindet. Die Insulin- und 

Leptinsignalgebung über Neuronen des Nucleus paraventricularis führt demzufolge 

ebenso zur Hemmung der Nahrungsaufnahme (PLUM et al. 2006; WOODS & D’ALESSIO 

2008). 

                                                

6 Deswegen werden Neuronen aus dem Nucleus arcuatus als ‚first order neurons’ und Neuronen 

aus dem Nucleus paraventricularis als ‚second order neurons’ bezeichnet (SMITH & FERGUSON 

2008). 
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Abbildung 4: Mechanismus der Insulin- und Leptinaktivität im Hypothalamus 

Insulin und Leptin üben im Nucleus arcuatus des Hypothalamus eine hemmende Wirkung auf NPY/AgRP-
Neuronen und eine stimulierende Wirkung auf POMC-Neuronen aus. Dies führt zur Freisetzung des anorexi-
genen Peptides �-MSH, welches aus POMC gebildet wird, sowie zu einer verringerten Freisetzung der 
orexigenen Peptide NPY und AgRP. Dadurch kommt es zur Hemmung der Nahrungsaufnahme. Neuriten des 
Nucleus arcuatus erreichen darüber hinaus Neuronen des Nucleus paraventricularis. Das freigesetzte �–MSH 
bindet dort an seinen MC3R/MC4R und aktiviert den anorexigenen Melanocortinsignalweg. Da das AgRP 
antagonistisch an MC3R/MC4R wirkt, kommt es folglich durch die Insulin- und Leptinsignalgebung über 
Neuronen des Nucleus paraventricularis ebenso zur Hemmung der Nahrungsaufnahme. 

Die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor aktiviert die PI3K über Akt in den Neuronen 

des Nucleus arcuatus. Dies führt zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors FOXO1 

im Nukleus (siehe 1.1.4). Phosphoryliertes FOXO1 wird aus dem Zellkern ausgeschleust 

und somit inaktiviert (siehe Abb. 5). Dies führt zu einer gesteigerten Gentranskription von 

POMC und einer Hemmung der Transkription des AgRP und resultiert in einer verringer-

ten Nahrungsaufnahme. Leptin übermittelt seine intrazelluläre Signalgebung über die 

lange Form des Leptinrezeptors. Leptin stimuliert so die Tyrosinkinase Januskinase 2 

(JAK2), die wiederum den signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) an 

Tyrosinresten phosphoryliert. Phosphorylierte STAT3-Dimere gelangen in den Nukleus 

und fördern die Transkription von POMC und hemmen die AgRP-Transkription. Dies führt 

ebenso zu einer verringerten Nahrungsaufnahme (PLUM et al. 2006). In einigen Zellen, 

wie auch den neuronalen Zellen, kann Leptin zusätzlich den IRS-PI3K-Signalweg akti-

vieren (NISWENDER et al. 2003). 
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Abbildung 5: POMC- und AgRP-Transkription durch Insulin und Leptin 

Insulin und Leptin führen über die Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges zur Phosphorylierung des Trans-

kriptionsfaktors FOXO1. Phosphoryliertes FOXO1 wird aus dem Nukleus ausgeschleust und somit inaktiviert. 

Foxo1 hemmt die POMC-Transkription und steigert die AgRP-Transkription. Durch die Akt-abhängige Phos-

phorylierung von FOXO1 stimulieren Insulin und Leptin die POMC-Transkription und hemmen die AgRP-

Transkription. Die Bindung von Leptin an seinen Rezeptor aktiviert den JAK-STAT3-Signalweg. Phosphory-

lierte STAT3-Dimere gelangen in den Nukleus und stimulieren die POMC-Transkription und hemmen die 

AgRP-Transkription. 

1.3 Die Insulinresistenz – Entzündungsprozesse bei Adipositas 

Insulinresistenz beschreibt einen Zustand des Körpers, in dem die insulinabhängige 

Glucoseverwertung der Zielgewebe, wie Leber, Fett- und Muskelgewebe deutlich 

herabgesetzt ist. Wenn die erhöhte kompensierende Insulinsekretion des Pankreas nicht 

mehr ausreicht, um die hepatische Glucoseproduktion zu unterdrücken und die Glucose-

aufnahme in Fett und Muskel zu induzieren, entsteht das Krankheitsbild des Diabetes 

mellitus Typ II. Neben genetischen Determinanten und Ernährungsfaktoren ist Adipositas 

der bedeutendste Risikofaktor zur Ausbildung einer Insulinresistenz. Die Ausbildung einer 

Insulinresistenz wird durch eine die Adipositas häufig begleitende unterschwellige 

Entzündung begünstigt. Von den Entzündungszellen freigesetzte Zytokine tragen zur 

Ausprägung der Insulinresistenz bei (WELLEN & HOTAMISLIGIL 2005; ZEYDA & 

STULNIG 2009). 
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Durch die Zunahme der Fettgewebsmasse kommt es zur Überproduktion von Zytokinen 

und Chemokinen, die für die adipositasinduzierte Entzündung verantwortlich sind (siehe 

Abb. 6). Hierzu gehören TNF� (Tumornekrosefaktor �), Interleukin-6 (IL-6), IL-1 und das 

Adipokin7 Leptin. Die proinflammatorischen Zytokine TNF� und IL-1 aktivieren die JNK 

und den IKK� (Inhibitor der NF-�B Kinase)/NF-�B (nuclear factor 'kappa-light-chain-

enhancer' of activated B-cells) Weg. Die beiden Serin/Threoninkinasen JNK (AGUIRRE et 

al. 2000) und IKK� (GAO et al. 2002) phosphorylieren IRS an Serinresten und blockieren 

dadurch die aktivierende Tyrosinphosphorylierung durch den Insulinrezeptor. Darüber 

hinaus kann IKK� den Inhibitor von NF-�B phosphorylieren und somit den Transkriptions-

faktor NF-�B aktivieren, der wiederum die Expression von Zytokinen wie TNF� und IL-6 

stimuliert (SHOELSON et al. 2003). Das Zytokin IL-1 kann auch über die Aktivierung der 

Serin/Threoninkinasen ERK1/2 zur gestörten Insulinsignalgebung beitragen (JAGER et al. 

2007). Auch die Serin/Threoninkinase mTOR, die während der adipositasinduzierten 

Insulinresistenz verstärkt aktiviert ist (KHAMZINA et al. 2005), kann die Insulinweiter-

leitung blockieren (siehe 1.1.6). Bei der Aktivierung von mTOR spielt das Adipokin Adipo-

nektin eine Rolle, welches eine insulinsensitivierende Wirkung hat (BASTARD et al. 

2006). Adipositas geht mit verringerten Adiponektinspiegeln einher (HU et al. 1996). Die 

durch Adiponektin aktivierte AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) stimuliert die Aktivität 

des tuberous sclerosis complex 1/2 (TSC1/2) (YAMAUCHI et al. 2003), welcher den 

mTOR-Signalweg negativ regulieren kann (HARRINGTON et al. 2004). Demzufolge 

resultiert die verringerte Adiponektinfreisetzung bei Adipositas in einer gesteigerten 

mTOR-Aktivierung. Da TNF� und IL-6 die Adiponektinfreisetzung in Adipozyten hemmen 

(BRUUN et al 2003), tragen die beiden Zytokine neben der Aktivierung von Serin/Threo-

ninkinasen über einen weiteren Mechanismus zur Insulinresistenz bei. 

Neben der Serin/Threoninkaskade tragen weitere Mechanismen im Fettgewebe zur 

entzündungsinduzierten Insulinresistenz bei. IL-6 wie auch das Adipokin Leptin können 

SOCS-Proteine (suppressor of cytokine signaling) induzieren (SENN et al. 2003). Zum 

einen können SOCS-Proteine direkt an phosphorylierte Tyrosinreste des Insulinrezeptors 

binden und somit mit den IRS um die Bindung kompetitieren, ohne jedoch die Auto-

phosphorylierung des Rezeptors zu verhindern (UEKI et al. 2004). Zum anderen 

verstärken SOCS-Proteine durch die Bindung an IRS die Ubiquitinylierung und proteaso-

male Degradation des IRS (RUI et al. 2002). Hierbei binden SOCS-Proteine mit ihrem 

                                                

7 Adipokine, wie zum Beispiel Leptin (ZHANG et al. 1994) und Adiponektin (MAEDA et al. 1996), 

werden ausschließlich in Adipozyten gebildet. Die hier genannten Zytokine werden dagegen auch 

in anderen Geweben gebildet. 
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Elonginbindemotiv in der sogenannten SOCS-Box an den E3 Ubiquitinligasekomplex, 

wodurch die IRS abgebaut werden (KAMURA et al. 1998). SOCS-Proteine können jedoch 

nicht nur im Fettgewebe, sondern auch in neuronalen Zellen eine Insulinresistenz 

auslösen (MORI et al. 2004). 

Durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) spielt zellulärer Stress ebenfalls eine 

Rolle bei der Initiation und Regulation von Entzündung und gestörter Insulinsignalgebung. 

ROS wie auch mitochondrialer Stress haben das Potential, die JNK und IKK� zu aktivie-

ren. Entzündungen selbst, wie auch die gesteigerte Freisetzung von freien Fettsäuren bei 

Adipositas führen zur Bildung von ROS (EVANS et al. 2003; HOTAMISLIGIL 2006). 

Insulinrezeptoren sind nicht nur in den peripheren Geweben, sondern auch im ZNS 

exprimiert (HAVRANKOVA et al. 1978). Insulin gelangt über die Blut-Hirn-Schranke 

mittels eines aktiven rezeptorvermittelten Transportsystems ins Gehirn (SCHWARTZ et al. 

1991), kann wohl aber auch zu einem kleinen Teil im Gehirn selbst produziert werden 

(PARK et al. 2001). Adipöse weisen geringere Insulinkonzentrationen im Gehirn als 

Normalgewichtige auf (KERN et al. 2006). Hierbei kommt es durch die erhöhten Plasma-

insulinspiegel, die auf eine periphere Insulinresistenz zurückzuführen sind, zu einem 

gestörten Insulintransport über die Blut-Hirn-Schranke (KAIYALA et al. 2000). Neben der 

verringerten Effizienz des Insulinstransportes über die Blut-Hirn-Schranke ist aber auch 

eine reduzierte Insulinsensitivität der Gehirnregionen, die in den Mechanismus der 

Energiehomöostase involviert sind (siehe 1.2), zu beobachten (HALLSCHMID et al. 

2008). Auf molekularer Ebene scheint ein Defekt im IRS-PI3K-Signalweg eine Ursache für 

diese lokale Insulinresistenz zu sein (HALLSCHMID & SCHULTES 2009; SCHWARTZ & 

PORTE 2005). Es wurde zudem aber auch eine Verringerung der Insulinrezeptoren 

beobachtet (OBICI et al. 2002). Adipositas und Diabetes mellitus Typ II stehen in engem 

Zusammenhang mit der zentralen Insulinresistenz (CARDOSO et al. 2009). Wie auch im 

peripheren Gewebe, werden als Folge einer Überernährung im Hypothalamus inflamma-

torische Signalwege aktiviert (ZHANG et al. 2008). Auch hier wird die Ausbildung der 

Insulinresistenz mit proinflammatorischen Zytokinen in Verbindung gebracht (POSEY et 

al. 2009). 
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Abbildung 6: Mediatoren und Signalwege die zur Insulinresistenz führen 

Inflammatorische Signalwege tragen zur Ausbildung einer Insulinresistenz bei. Die proinflammatorischen 
Zytokine TNF� und IL-1 aktivieren die JNK und den IKK�/NF-�B Weg, welche die beiden intrazellulären 
Hauptregulatoren der Insulinresistenz darstellen. Die beiden Serin/Threoninkinasen JNK und IKK� können 
IRS an kritischen Serinresten phosphorylieren und somit das Insulinsignal blockieren. IL-1 kann auch über die 
ERK1/2-vermittelte Serinphosphorylierung des IRS zur gestörten Insulinsignalgebung beitragen. Die verringer-
ten Adiponektinspiegel bei Adipositas führen zu einer gesteigerten mTOR-Aktivierung, die wiederum das 
Insulinsignal blockieren kann. IL-6 ist ein weiteres Zytokin involviert in die Ausbildung der Insulinresistenz. Es 
kann SOCS-Proteine induzieren und dadurch die Ubiquitinylierung und den proteasomalen Abbau der IRS 
verstärken. SOCS-Proteine können aber auch direkt an phosphorylierte Tyrosinreste des Insulinrezeptors 
binden und so die Weiterleitung des Signals blockieren. Durch mitochondrialen Stress oder freie Fettsäuren 
induzierte ROS können ebenfalls an der entzündungsassoziierten Insulinresistenz beteiligt sein. IKK� aktiviert 
den Transkriptionsfaktor NF-�B, der wiederum die Expression von TNF� und IL-6 stimuliert. 

1.4 Prostaglandin E2 

Prostanoide sind hormonähnliche Substanzen, die an Entzündungsreaktionen im mensch-

lichen Körper beteiligt sind. Zu ihnen zählen Prostaglandinen, Prostacycline und Throm-

boxane. Sie werden als Reaktion auf verschiedene Stimuli, wie zum Beispiel proinflamma-

torische Zytokine, in praktisch allen Geweben freigesetzt. Unter den Prostanoiden ist 

Prostaglandin E2 (PGE2) das am häufigsten synthetisierte Prostaglandin (NARUMIYA et 

al. 1999). PGE2 kann die Blut-Hirn-Schranke passieren (EGUCHI et al. 1988), wird aber 

auch zentral synthetisiert (CAO et al. 1996). Es entsteht aus der durch die Phospho-

lipase-A2 aus der Plasmamembran freigesetzten Arachidonsäure durch Cyclooxyge-

nase(COX)-Enzyme (FUNK 2001). Im initialen Schritt der COX-Reaktion katalysieren 
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COX-Enzyme die Bildung des instabilen Zwischenproduktes Prostglandin G2. Anschlie-

ßend wird Prostglandin G2 durch die Peroxydaseaktivität der COX-Enzyme zu Prosta-

glandin H2 reduziert (SMITH et al. 2000). Prostglandin H2 ist die Vorstufe für verschiedene 

strukturell verwandte Prostaglandine, die durch spezifische Prostaglandinsynthasen gebil-

det werden. PGE2 wird durch die PGE-Synthase gebildet (CHA et al. 2006). Bei der 

Cyclooxygenase wird zwischen der konstitutiven COX-1, die in allen Geweben exprimiert 

ist, und der durch Entzündung induzierbaren COX-2 unterschieden (SMITH et al. 1996). 

PGE2 übt seine Wirkungen über vier spezifische heptahelikale Transmembranrezeptoren 

(EP1-R, EP2-R, EP3-R, EP4-R) aus, die an heterotrimere G-Proteine gekoppelt sind. Für 

den EP3-R existieren in der Maus im C-terminalen Bereich drei Spleißvarianten: EP3�, 

EP3�, EP3�, wobei EP3� sensitiv für die Desensibilisierung ist (COLEMAN et al. 1994; 

IRIE et al. 1993). Die verschiedenen PGE2-Rezeptoren weisen nur eine geringe Ähnlich-

keit auf (SUGIMOTO & NARUMIYA 2007). Von den vier PGE2-Rezeptoren sind der EP3- 

und der EP4-R im ganzen Körper am weitesten verbreitet. Die Expression des EP1-R ist 

auf einige Organe beschränkt, wie zum Beispiel Lunge und Niere. Der EP2-R wird ins-

gesamt am wenigsten exprimiert. Im Hypothalamus sind alle vier Rezeptoren exprimiert, 

jedoch ist der EP3-R im Gehirn am weitesten verbreitet (NARUMIYA et al. 1999, SUGI-

MOTO et al. 1994). 

Die Aktivierung des EP1-R führt zu einer Erhöhung der freien intrazellulären Calciumkon-

zentration. Diese PGE2-abhängige Regulation der Ca2+-Kanäle wird über ein bisher nicht 

identifiziertes G-Protein reguliert. Als Gq-gekoppelter Rezeptor führt der EP1-R aber auch 

zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und dadurch zur Bildung der second messen-

ger Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 führt zum Ausstrom von Ca2+ 

aus dem Endoplasmatischen Retikulum ins Cytosol, DAG aktiviert die PKC. Die PKC 

selbst kann nun als Serin/Threoninkinase IRS serinphosphorylieren und dadurch die Sig-

nalweiterleitung unterbrechen (DE FEA & ROTH 1997). Über den Gq-gekoppelten EP1-R 

kann aber auch ERK1/2 über die PKC Ras/Raf-abhängig aktiviert werden (SCHÖNWAS-

SER et al. 1998). Neben der PKC-vermittelten Aktivierung kann ERK1/2 auch noch über 

den Mechanismus der Epidermal Growth Factor-Receptor (EGFR)-Transaktivierung phos-

phoryliert werden. PGE2 kann über alle G-Proteine den EGFR transaktivieren (BUCHA-

NAN et al. 2003; PAI et al. 2002). Hierbei kommt es durch die ��-Untereinheiten der 

heterotrimeren G-Proteine zur intrazellulären Aktivierung der Src-Kinase, die wiederum 

den EGFR tyrosinphosphorylieren und somit aktivieren kann. Dies führt zu einer gestei-

gerten ERK1/2-Phosphorylierung (DENT et al. 1999). 

EP2-R und EP4-R sind beide an ein Gs-Protein gekoppelt. PGE2 stimuliert über diese 

beiden Rezeptoren die Adenylatzyklase und erhöht somit die intrazelluläre cAMP-Konzen-



Einleitung  17 

tration (NEUSCHÄFER-RUBE et al. 1997; SCHWANER et al. 1995). Dies hat eine 

gesteigerte Aktivität der PKA zur Folge. Da es sich bei beiden Rezeptoren um eine 

Gs-gekoppelte Signalweiterleitung handelt, wurden die Rezeptoren zunächst nicht unter-

schieden, obwohl sie nur eine Homologie von 30 % und funktionelle Unterschiede in der 

Signalgebung aufweisen (REGAN et al. 1994). So ist der EP2-R viel stärker an die Signal-

gebung über cAMP gekoppelt als der EP4-R, bei dem die maximale cAMP-Bildung nur 

20-50% der cAMP-Bildung des EP2-R beträgt (FUJINO et al. 2002/2005). Dies hängt 

damit zusammen, dass der EP4-R desensibilisiert wird und somit nicht so effektiv an das 

Gs-Protein koppeln kann wie der EP2-R (DESAI & ASHBY 2001). Der EP4-R, nicht jedoch 

der EP2-R, kann darüber hinaus cAMP/PKA-unabhängig die PI3K (FUJINO & 

REGAN 2006) und ERK1/2 aktivieren (DESAI & ASHBY 2001). Diese PKA-unabhängige 

EP4-R-vermittelte Signalübertragung ist Gi-gekoppelt (FUJINO & REGAN 2006). 

Der EP3-R ist Gi-Protein gekoppelt und hemmt die intrazelluläre cAMP-Bildung durch die 

Reduktion der Adenylatzyklaseaktivität (NEUSCHÄFER-RUBE et al. 1997). Über die 

�-Isoform des Rezeptors ist die PGE2-Signalgebung auch an ein Gq-Protein gekoppelt, 

wodurch die PLC aktiviert wird (AN et al. 1994), was wiederum zur Aktivierung von 

ERK1/2 führt. Vor allem die Aktivierung von ERK1/2, die der Insulin- und der PGE2-Signal-

gebung gemein ist, zeigt, dass eine Wechselwirkung der beiden Signalwege möglich ist. 

In der Leber limitiert PGE2 die Akutphaseantwort, da es die IL6-abhängige Induktion 

positiver Akutphaseproteine hemmt (FENNEKOHL et al. 2000). Darüber hinaus beein-

flusst PGE2 in Hepatozyten den Kohlenhydratmetabolismus, indem es die Aktivität und 

Expression von glucogenen Schlüsselenzymen kontrolliert und sowohl glykogenolytisch 

als auch antiglykogenolytisch wirkt (PÜSCHEL et al. 1993). PGE2 spielt aber auch eine 

Rolle im ZNS, dort ist es verantwortlich für Fieber (DERIJK & BERKENBOSCH 1991; 

OSBORN et al. 2008). PGE2 scheint auch bei der Kontrolle des Körpergewichtes eine 

bedeutende Rolle zu spielen: es hemmt die Lipolyse und die Sekretion von Leptin im Fett-

gewebe (FAIN et al. 2000). Adipöse weisen erhöhte PGE2-Spiegel im Fettgewebe auf 

(FAIN et al. 2002). EP3-knockout-Mäuse weisen ein gesteigertes Fressverhalten auf, 

welches in einem adipösen Phänotyp mit erhöhten Leptin- und Insulinspiegeln resultiert 

(SANCHEZ-ALAVEZ et al. 2006). 
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1.5 Endocannabinoide 

Endocannabinoide sind endogene Lipidmediatoren, die mit der psychoaktiven Kompo-

nente Tetrahydrocannabinol (THC)8 strukturell verwandt sind und die an Endocanna-

binoidrezeptoren binden. N-Arachidonylethanolamin bzw. Anandamid (DEVANE et al. 

1992) und 2-Arachidonylglycerol bzw. 2-AG (MECHOULAM et al. 1995) wurden neben 

wenigen weiteren möglichen Liganden als Endocannabinoide identifiziert (MATIAS et al. 

2008). Im Gegensatz zu klassischen Neurotransmittern werden Endocannabinoide nicht 

gespeichert, sondern als Antwort auf zellulären Stress, der mit einer Erhöhung der intra-

zellulären Ca2+-Konzentration einhergeht, produziert. Phospholipide der Plasmamembran 

sind die Vorstufen der Endocannabinoide. Endocannabinoide entstehen nach Spaltung 

der Phosphodiesterbindung durch eine bisher unbekannte Ca2+-abhängige Phospholi-

pase. Durch intrazelluläre Enzyme werden sie schnell wieder abgebaut. Das Endocanna-

binoidsystem besteht aus den [Endo]Cannabinoidrezeptoren, den Endocannabinoiden 

selbst und einer Reihe von endocannabinoidsynthetisierenden und -abbauenden Enzy-

men (COTA et al. 2003a, ENGELI 2008; PIOMELLI 2003). 

Endocannabinoide wirken auf der Ebene des ZNS, dort führen sie zu einer gesteigerten 

Nahrungsaufnahme (COTA et al. 2003a). Der Hypothalamus erhält Hunger- und Sätti-

gungssignale aus der Peripherie und interagiert dadurch mit dem Endocannabinoidsystem 

(ENGELI 2008). So reduziert zum Beispiel das Sättigungssignal Leptin die Endocanna-

binoidspiegel im Gehirn und der Peripherie und trägt dadurch zur verringerten Nahrungs-

aufnahme bei (DI MARZO et al. 2001). Endocannabinoide weisen neben ihrer Bedeutung 

in der zentralen Kontrolle der Nahrungsaufnahme auch periphere metabolische Effekte 

auf. Sie stimulieren die Adipogenese sowie die Lipogenese in Adipozyten und reduzieren 

die Expression des antiinflammatorischen Adipokins Adiponektin. Im Muskel werden 

erhöhte Endocannabinoidspiegel mit einer verringerten Insulinsensitivität und einer herab-

gesetzten Glucosetoleranz assoziiert (COTA 2007). In der Leber induzieren Endocanna-

binoide die de novo Fettsäuresynthese über die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

steroid regulatory element-binding protein (SREBP)-1c, der die Expression der Fettsäure-

synthase kontrolliert (NOGUEIRAS et al. 2008). 

Die beiden heptahelikalen transmembranen Endocannabinoidrezeptoren CB1-R und 

CB2-R gehören zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren, sie sind Gi-gekoppelt 

(FELDER et al. 1995). Die Aktivierung beider Rezeptoren führt demnach zu einer ver-

                                                

8 THC wurde 1964 von GAONI & MECHOULAM aus der Hanfpflanze Cannabis isoliert. Cannabis 

ist der Oberbegriff für Haschisch und Marijuana. 
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ringerten cAMP-Synthese. Durch die Kopplung an ein G0-Protein können Endocannabino-

ide die Aktivität verschiedener Ionenkanäle modulieren (DEADWYLER et al. 1995). Der 

CB2-R ist überwiegend auf peripheren Zellen des Immunsystems lokalisiert (HOWLETT 

et al. 2002). Der CB1-R dagegen ist vor allem im Gehirn exprimiert (HERKENHAM et al. 

1990), geringere Expressionsspiegel sind aber auch im peripheren Gewebe zu finden 

(GALIÈGUE et al. 1995). In Neuronen ist der CB1-R auf Axonen und Nervenendigungen 

lokalisiert. Die präsynaptische Expression des CB1-R ermöglicht die sogenannte „retro-

grade Signalgebung“ – hierbei kommt es durch die postsynaptische transmitterstimulierte 

Freisetzung von Endocannabinoiden zur nachfolgenden Hemmung der Transmitterfrei-

setzung durch präsynaptische CB1-R (CHRISTIE & VAUGHAN 2001). Serotonin, Nor-

adrenalin, Glutamat und GABA (�-Aminiobuttersäure) gehören zu der Gruppe von Neuro-

transmittern, die durch präsynaptische CB1-R Stimulation verringert werden (COTA et al. 

2003a). CB1-R-abhängig kann ERK1/2 aktiviert werden (BOUABOULA et al. 1995; 

GALVE-ROPERH et al. 2002). Somit ist auch hier eine Wechselwirkung der Insulin- und 

Endocannabinoidsignalübertragung möglich. 

1.6 Ziel der Arbeit 

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass PGE2, das im Zuge der die 

Adipositas begleitende lokale oder systemische Entzündungsreaktion gebildet wird, über 

eine EP3-R-vermittelte ERK1/2-Aktivierung die Insulinsignalweiterleitung in Hepatozyten 

negativ moduliert (HENKEL et al. 2009). Die Ausstattung von Hepatozyten mit den unter-

schiedlichen EP-Rezeptoren variiert aber stark zwischen den unterschiedlichen Spezies 

und ist zudem offensichtlich vom Funktionszustand abhängig (FENNEKOHL et al. 1999). 

Daher war es das erste Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von PGE2 über seine vier Rezep-

torsubtypen auf den Insulinsignalweg zu untersuchen. Hierzu wurden stabil transfizierte 

Zelllinien generiert und charakterisiert, die jeweils nur einen der vier EP-Rezeptorsubty-

pen exprimierten. 

Eine gesteigerte PGE2-Bildung im Rahmen der Adipositas ist nicht auf die peripheren 

Gewebe beschränkt. Im Hypothalamus werden bei Adipositas erhöhte Konzentrationen 

von Markern der inflammatorischen Signalgebung nachgewiesen (POSEY et al. 2009), 

die letztendlich zur gesteigerten PGE2-Bildung führen können. Daher war es ein weiteres 

Ziel der Arbeit, das EP-Rezeptorprofil von primären hypothalamischen Neuronen und 

Modellzelllinien zu charakterisieren und zu prüfen, ob PGE2 in hypothalamsichen Neuro-

nen die Insulinrezeptorsignalkette in ähnlicher Weise unterbricht wie in Hepatozyten. 

Schließlich sollte geprüft werden, ob Endocannabinoide, die ebenfalls bei Adipositas im 

Hypothalamus erhöht sind (ENGELI et a. 2005), über ihre mit den EP-Rezeptoren ver-
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wandten Rezeptoren die Insulinsignalweiterleitung in ähnlicher Weise beeinflussen 

können wie PGE2. 
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2 MATERIAL 

2.1 Tiere und Tierhaltung 

Es wurden weibliche Wistar-Unilever-Ratten aus der Zucht der Firma Charles River 

(Sulzfeld) verwendet. Die Tiere wurden in einem 12-stündigen Hell/Dunkel-Rhythmus 

(7-19 Uhr Hellphase) bei einer Raumtemperatur von 19-23°C und einer relativen Luft-

feuchtigkeit von 50 % gehalten. Sie wurden mit der Rattenhaltungsdiät 1326 (altromin, 

Gesellschaft für Tierernährung, Lage) unter freiem Nahrungs- und Wasserzugang ernährt. 

2.2 Biochemikalien 

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30)  Roth  Karlsruhe  

Ammoniumpersulfat (APS)  Biomol  Hamburg  

Ampicillin Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Arachidonyl 2’-chlorethylamid (ACEA) Alexis Biochemicals Lörrach 

BES (PUFFERAN®  �99 %) Roth  Karlsruhe  

Bisindolylmaleimid X Hydrochlorid (BIM) Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Borsäure (kristallin)  Merck  Darmstadt  

Bovines Serumalbumin (BSA)  Roth  Karlsruhe  

Bromphenolblau (Natriumsalz)  Roth  Karlsruhe  

Calciumchlorid-2-hydrat  Merck  Darmstadt  

Casyton innovatis AG Reutlingen 

D(+)-Glucose Monohydrat  Roth  Karlsruhe  

Diethylpyrocarbonat (DEPC)  Roth  Karlsruhe  

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

dNTP-Set  MBI Fermentas GmbH  St. Leon-Rot  

Ethidiumbromid  Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)  Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)  Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom AG Berlin 

G418-BC (Geneticindisulfat) Biochrom AG Berlin 

Gelatine Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Glycerol  Roth  Karlsruhe  

�-Glycerolphosphat  Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Glycin  Roth  Karlsruhe  

Hefe-Extrakt GIBCO Eggenstein 
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Hydroxyethylpiperazinylethansulfonat 
(HEPES)  Roth  Karlsruhe  

Hexanukleotid Random-Primer-Mix Roth  Karlsruhe  

Hydrocortison 21-Hemisuccinat 
Natriumsalz Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

25-Hydroxycholesterol  Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Isobutylmethylxanthin (IBMX) Calbiochem - 
Novabiochem Bad Soden 

Insulin  Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Isopropanol (2-Propanol)  Roth  Karlsruhe  

Kälberserum PAA Cölbe 

Ketamin Albrecht Aulendorf 

LB-Agar (Lennox) Roth Karlsruhe 

Leptin Biomol Hamburg 

Leupeptin  Biomol  Hamburg  

L-Glutamin  Roth  Karlsruhe  

L-Glutamin (L-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin) Biochrom AG Berlin 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat  Roth  Karlsruhe  

MaximaTM SYBR Green qPCR Master 
Mix MBI Fermentas GmbH  St. Leon-Rot  

�-Mercaptoethanol  Roth  Karlsruhe  

Methanol  Roth  Karlsruhe  

Natriumacetat  Roth  Karlsruhe  

Natriumchlorid  Roth  Karlsruhe  

Natriumdodecylsulfat (SDS)  Roth  Karlsruhe  

Natriumhydrogencarbonat  Roth  Karlsruhe  

Natriumorthovanadat  Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Natriumpyrophosphat  Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Natriumtetraborat-Decahydrat Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

n-Butanol (1-Butanol)  Roth  Karlsruhe  

Oligo(dT)
12-18

 MBI Fermentas GmbH  St. Leon-Rot  

PBS (Dulbecco’s PBS (1x) ohne 
Calcium und Magnesium) 

PAA Cölbe 

Pefablock  Biomol  Hamburg  

Penicillin/Streptomycin  Biochrom AG  Berlin  

PD98,059 (2’-Amino-3’-Methoxy-Flavon) Alexis Biochemicals Lörrach 
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Poly-L-Lysin-Hydrobromid (PLL) Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Ponceau S  Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Prostaglandin E
2 
(PGE

2
)  Axxora  Lörrach 

[3H] Prostaglandin E
2 
(PGE

2
) GE Healthcare München 

Random Hexamer Primer MBI Fermentas GmbH  St. Leon-Rot  

Retinsäure (all-trans Retinsäure) Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Rotiszint® 22 (Scintillationsflüssigkeit) Roth  Karlsruhe  

Rompun (2% (v/v)) Bayer Leverkusen 

Salzsäure (37 % (v/v))  Roth  Karlsruhe  

Serva Blue G (Nr.35050)  Serva Electrophoresis 
GmbH  

Heidelberg  

Tetracyclin Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth  Karlsruhe  

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan 
(Tris) Roth  Karlsruhe  

Triton® X-100  Serva Electrophoresis 
GmbH 

Heidelberg 

Trypanblau Serva Feinbiochemicals Heidelberg 

Trypsininhibitor  Biomol  Hamburg  

Trypton aus Casein Roth  Karlsruhe  

Tween® 20  Roth  Karlsruhe  

U0126 (1,4-Diamino-2,3-Dicyano-1,4-
bis[2-Aminophenylthio]butadien) Alexis Biochemicals Lörrach 

2.3 Verbrauchsmaterialien 

Agarose ‚Molecular Biology Grade’ Eurogentec Köln 

GF 52 Filter Schleicher & Schüll Dassel 

Roti®-PVDF(Polyvenylidendifluorid)-
Membran  Roth  Karlsruhe  

Scintillationsgefäß Roth  Karlsruhe  

Zell- und Gewebekulturschalen 10 mm  Greiner bio-one  Frickenhausen 

Zell- und Gewebekulturschalen 35 mm  Greiner bio-one  Frickenhausen 

Zellkultur-Mikrotiterplatten (96 well)  Greiner bio-one  Frickenhausen 
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2.4 Geräte 

CEQ™ 2000XL DNA Analysis System  Beckman Counter  München  

ChemiDocTM-System  Bio-Rad  München  

Elektrophorese-System Mini-Protean II  Bio-Rad  München  

Flachbett-Elektrophoresekammer  Biometra  Göttingen  

Hettich-Zentrifuge Rotina 35 Hettich Tuttlingen 

Scintillationszähler LS6000LL  Beckmann  München  

SIGMA Zentrifuge 3K30  SIGMA  Osterode  

SORVALL® RC 5B PLUS-Zentrifuge  Thermo Electron 
Corporation  Langenselbold  

C1000TM Thermal Cycler mit dem 
CFX96TM Real-Time System Bio-Rad München  

Thermocycler T300  Biometra  Göttingen  

Tischzentrifuge Biofuge Pico  Heraeus  Osterode  

Tischzentrifuge Biofuge Primo  Heraeus  Osterode  

Transblot SD Semi-Dry Transfer Cell  Bio-Rad  München  

Vakuumzentrifuge Speed Vac PD 111V  Thermo Savant  Holbrook, NY, USA  

mit Drehschieber-Vakuumpumpe Typ 
RD4  Rudolph Brand  Wertheim  

und Kühlfalle Unicryo MC3l  Uniequip  Martinsried  

Wasseraufbereitungssystem HP6 
UV/UF  TAK  Niederelbert  

2.5 Zellkultur-Medien und Zusätze 

MEM Pulvermedium mit 
Earle’s Salzen 
mit nicht essentiellen Aminosäuren, 
mit L-Glutamin, ohne NaHCO3 

Katalog-Nr. 
# T437-50 

Biochrom AG Berlin 

DMEM Pulvermedium 
(5mM Glucose) 
mit Na-Pyruvat, mit L-Glutamin, 
ohne NaHCO3 

Katalog-Nr. 
# T041-10 

Biochrom AG Berlin 

DMEM Pulvermedium 
(25mM Glucose) 
ohne Na-Pyruvat, mit L-Glutamin, 
ohne NaHCO3 

Katalog-Nr. 
# T043-50 

Biochrom AG Berlin 

DMEM / Ham’s Nutrient 
Mixture F12 

Katalog-Nr. 
# D8437 

Sigma-Aldrich  Deisenhofen  

N-2 Supplement Katalog-Nr. 
#17502-048 

Invitrogen Karlsruhe 
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L-Glutamin-Konzentration in den verschiedenen Medien 

 MEM mit 
Earle’s Salzen 

DMEM 
(5 mM Gluc) 

DMEM 
(25 mM Gluc) 

DMEM / 
Ham’s F-12 

L-Glutamin 2 mM 4 mM 4 mM 2,5 mM 

NaHCO3-Konzentration in den verschiedenen Medien 

 MEM mit 
Earle’s Salzen 

DMEM 
(5 mM Gluc) 

DMEM 
(25 mM Gluc) 

DMEM / 
Ham’s F-12 

NaHCO3 - - - 1,2 g/l 

Zusatz 2,2 g/l 3,7 g/l 3,7 g/l - 

Endkonzentration 2,2 g/l (26 mM) 3,7 g/l (44 mM) 3,7 g/l (44 mM) 1,2 g/l (14 mM) 

Zusammensetzung N-2 Supplement (BOTTENSTEIN & SATO 1979) 

Putrescin 10 mM 
bindet an die regulierende Einheit des NMDA (N-
Methyl-D-Aspartat)-Rezeptors und verstärkt so den 
Ionenfluss 

Humanes Transferrin 1 µg/ml (1 mM) 
hat einen stimulatorischen Einfluss auf das Zell-
wachstum durch seine Eigenschaft, Eisen zu 
binden 

Selen 3 µM Bestandteil der Glutathionperoxidase, schützt so 
vor Peroxiden 

Insulin 5 µg/ml (86 µM) stimuliert das Zellwachstum 

Progesteron 2 µM wachstumsstimulierende Effekte 

2.6 Käufliche Reinigungs- und Nachweissysteme 

ECL AdvanceTM 
Western Blotting 

Detection Kit  GE Healthcare  München 

Eurx Gene MATRIX Universal RNA 
Purification Kit, Version 2.0 Roboklon Berlin 

GFX Micro Plasmid Prep-Kit GE Healthcare  München 

innuPREP RNA Mini Kit Analytik Jena Jena 

JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep-Kit GENOMED GmbH Löhne 

SuperSignal® West Pico  
Chemilumineszenzsubstrat  

Pierce  Rockford, Illinois, 
USA 

SV Total RNA Isolation System  Promega  Madison, USA  
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2.7 Molekulare Längenstandards 

2.7.1 Protein-Längenstandards 

Protein Molecular Weight Marker MBI Fermentas GmbH St. Leon-Rot 

Page RulerTM Prestained Protein Ladder MBI Fermentas GmbH St. Leon-Rot 

Die Protein-Längenstandards wurden bei -20°C gelagert.  

2.7.2 DNA-Längenstandards 

MassRuler™ DNA Ladder, Mix MBI Fermentas GmbH St. Leon-Rot 

Die Lösung wurde bei -20°C gelagert.  

2.8 Enzyme 

BIOTAQ Red™ DNA-Polymerase 1 U/µl BIOLINE  Luckenwalde  

DNase I   Promega  Madison, USA  

RevertAid™ H Minus M-MuLV  
Reverse Transkriptase  

200 U/�l  MBI Fermentas 
GmbH  St. Leon-Rot  

RevertAid™ M-MuLV  
Reverse Transkriptase 

200 U/�l  MBI Fermentas 
GmbH St. Leon-Rot  

2.9 pcDNA3 Vektor 

Der pcDNA3 Vektor der Firma Invitrogen (Karlsruhe) wurde für die Klonierung der 

EP-Rezeptorplasmide verwendet. 

 

Abbildung 7: Restriktionskarte des pcDNA3 Vektors 
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2.10 Oligonukleotide 

Die „sense“- und „antisense“-Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma MWG-Bio-

tech AG (Ebersberg) bezogen. 

Die Oligonukleotid-Sequenzen wurden auf Basis folgender Sequenzen erstellt: 

Tabelle 1: Primertabelle 

Gene Spezies Acc. Nummer Primersequenz (in 5’ � 3’ Richtung) Produkt- 
länge 

Annealing-
temperatur 

AgRP Ratte XM_001075738 fwd  TCACGTGTGGGCCCTTTATTAGAC 
rev  GTATTGAAGAAGCGGCAGTAGCAC 423 bp 59°C 

AgRP Maus NM_007427 fwd  GCACTGCCTCCCACACTG 
rev  AACCGTCCCATCCTTTATTCTC 412 bp 59°C 

�-Aktin Ratte 
Maus 

NM_031144/ 
NM_007393 

fwd  CCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGATG 
rev  AGGTCCCGGCCAGCCAGGTCCAG 222 bp 55°C 

CB1-R Mensch BC100968 fwd  ATACCACCTTCCGCACCATCACCAC 
rev  GCTGGGGTTCAGGACCATGAAACAC 314 bp 55°C 

CB1-R Ratte 
Maus 

NM_012784 
NM_007726 

fwd  CTGGTTCTGATCCTGGTGGT 
rev TTGTGCAGGCAGTCTGAGTC 269 bp 55°C 

Insulin-
rezeptor Mensch A18657 fwd  CAACGACCCCAAATCACAGAACCA 

rev  CGCCGGCCGAATCCTCATACTC 422 bp 60°C 

Insulin-
rezeptor 

Ratte NM_017071 fwd  ATCGGGCCCCTCATCTTCGTCTT 
rev  CAGGTCCCGGTGCACAAACTTCTT 606 bp 58°C 

Insulin-
rezeptor Maus NM_010568 fwd  CCCAGGCCATCCCGAAAGCG 

rev  GCCCCGCTCCAGGGCAAAAT 468 bp 58°C 

EP1-R Mensch NM_000955 fwd  TCGCTTCGGCCTCCACCTTCTTTG 
rev  CGTTGGGCCTCTGGTTGTGCTTAG 424 bp 57°C 

EP1-R Ratte 
Maus 

NM_013100/ 
NM_013641 

fwd  CCACCTTCCTGTTGTTCGTC 
rev  ATCATCGGGACCTGCG 539 bp 55°C 

EP2-R Mensch NM_000956 fwd  CGAGACGCGACAGTGGCTTCC 
rev  CGAGACGCGGCGCTGGTAGA 409 bp 57°C 

EP2-R Ratte 
Maus 

NM_031088/ 
NM_008964 

fwd  CGCGTGTACCTATTTCGCTT 
rev  CGTACTCCCCGTAGTTGAGC 215 bp 55°C 

EP3-R Mensch NM_198712 fwd  CGGGGCTACGGAGGGGATGC 
rev  ATGGCGCTGGCGATGAACAACGAG 440 bp 57°C 

EP3-R Ratte 
Maus 

NM_012704/ 
NM_011196 

fwd  GTCTTTCCTGCTGTGCATTG 
rev  GTCTTCATGTGGCTGGCATA 255 bp 55°C 

EP4-R Mensch NM_000958 fwd  TCGCGCAAGGAGCAGAAGGAGACG 
rev  GGACGGTGGCGAGAATGAGGAAGG 469 bp 57°C 

EP4-R Ratte 
Maus 

NM_032076/ 
NM_008965 

fwd  CCATCGCCACATACATGAAG 
rev  ATGTAAGAGAAGGCGGCGTA 334 bp 55°C 

Fettsäure-
snythase 

Ratte 
Maus 

NM_017332/ 
NM_007988 

fwd  GGCCTGGACTCGCTCATGGG 
rev  TGGGCCTGCAGCTGGGAGCA 512 bp 60°C 

GAPDH 
Mensch 
Ratte 
Maus 

NM_002046/ 
AB017801/ 
NM_008084 

fwd  TGATGACATCAAGAAGGTGG 
rev  TTACTCCTTGGAGGCCATGT 244 bp 55°C 

Leptin-
rezeptor Mensch HSU43168 fwd  TCGGAGTGAGCAAGATAGAAA 

rev  TGGGCTGAACTGACATTAGAGGT 422 bp 52°C 

Leptin-
rezeptor Ratte NM_012596 fwd  CCACCAGACCTCGAGGGAAGTTTA 

rev  GCAGGCTGGCCGATTTTGATT 603 bp 55°C 

POMC Ratte NM_139326 fwd  TCGGCCCCAGAAACAGC 
rev  GGGGGCCTTGGAGTGAGA 481 bp 59°C 

POMC Maus NM_008895 fwd  GGCGCCCGGTGAAGGTGTA 
rev  GAGCCGACTGTGAAATCTGAAAG 408 bp 58°C 

TrkB Mensch AF400441 fwd  TCTGCCAGCCCACTCCATCACATC 
rev  TCGCCCTCCACGCAGACG 404 bp 58°C 

TrkB Ratte NM_012731 fwd  GACTGGCACTGGCAGCTCGG 
rev  TGCAGGTTCGCCAGAGGGGT 590 bp 58°C 

RPL19 Mensch NM_000981 fwd  AGGCTTCAGAAGAGGCTCGC 
rev  CCATGAGAATCCGCTTGTTT 406 bp 55°C 
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2.11 E.coli XL-1 (blue) Bakterien 

E.coli XL-1 (blue) Stratagen Heidelberg 

recA1;endA1;gyrA96;thi-1;hsdR17;subE44,relA1;lac[FTM;proAB;lacl q ZWM15;Tn10(tet r)] 

2.12 Antikörper 

2.12.1 monoklonale Antikörper  

Maus-Anti-Mensch Phospho-p44/42  
MAPK (Thr202/Tyr204)-Antikörper 

Katalog-Nr. 
#9106  

Cell Signalling 
Technology  

Frankfurt am 
Main  

Maus-Anti-Maus Phospho-Akt (Ser473)  
(587F11)-Antikörper  

Katalog-Nr. 
#4051  

Cell Signalling 
Technology  

Frankfurt am 
Main  

2.12.2 polykonale Antikörper  

Kaninchen-Anti-Ratte p44/42 MAP  
Kinase-Antikörper  

Katalog-Nr. 
#9102  

Cell Signalling 
Technology  

Frankfurt am 
Main  

Kaninchen-Anti-Maus Akt-Antikörper  Katalog-Nr. 
#9272  

Cell Signalling 
Technology  

Frankfurt am 
Main  

Kaninchen-Anti-Mensch Phospho-
IRS-1 (Ser636/639)-Antikörper 

Katalog-Nr. 
#2388 

Cell Signalling 
Technology 

Frankfurt am 
Main 

Kaninchen-Anti-Mensch IRS-1-
Antikörper 

Katalog-Nr.  
#2382 

Cell Signalling 
Technology  

Frankfurt am 
Main  

Kaninchen-Anti-Mensch mTOR 
Antikörper 

Katalog-Nr. 
#2972 

Cell Signalling 
Technology  

Frankfurt am 
Main  

Kaninchen-Anti-Mensch Phospho-
mTOR (Ser2448) Antikörper 

Katalog-Nr. 
#2971 

Cell Signalling 
Technology  

Frankfurt am 
Main  

Ziege-Anti-Kaninchen IgG (H+L)-  
HRP Konjugat  

Katalog-Nr. 
170-6515  Bio-Rad  München  

Ziege-Anti-Maus IgG (H+L)-  
HRP Konjugat  

Katalog-Nr. 
170-6516  Bio-Rad  München  

Alle Erstantikörper wurden vor der Verwendung 1:1.500 in 5% BSA in TBS/TWEEN 

verdünnt. Die Zweitantikörper Ziege-Anti-Kaninchen HRP-Konjugat (1:5.000) und Ziege-

Anti-Maus HRP-Konjugat (1:10.000) wurden in der Blockierlösung verdünnt. 

2.13 Spezielles Präparationsbesteck 

Original Schweizer Dumont Präzisionspinzetten: 
Nr. 1, Nr. 5; Nr. 7 

Roth Karlsruhe 
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3 METHODEN 

3.1 Kultivierung permanenter Zelllinien 

3.1.1 HepG2-Zellen 

HepG2-Zellen sind menschliche Hepatomzellen (KNOWLES et al. 1980). In der Literatur 

sind HepG2-Zellen beschrieben, die PGE2-Rezeptoren exprimieren (BREINIG et al. 

2008). Der in dieser Arbeit verwendete Zellklon exprimiert aber keinen der bekannten 

EP-Rezeptoren funktionell. Er konnte daher mit dem humanen EP1-, Ratten-EP3�- und 

dem Maus-EP4-Rezeptor stabil transfiziert werden, um Zelllinien zu generieren, die 

jeweils nur einen der vier Rezeptoren exprimierten. 

3.1.1.1 Puffer und Lösungen 

Die Puffer und Lösungen wurden, wenn nicht anders aufgeführt, durch einen 0,2 �m-Filter 

sterilfiltriert und in autoklavierten Glasflaschen bei 4°C aufbewahrt. H2O bezeichnet immer 

autoklaviertes Reinstwasser.  

MEM-Medium 

Pulvermedium MEM (T437)  9,78 g  

NaHCO3  2,2 g  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert des Mediums wurde auf pH 7,4 eingestellt. 

Penicillin/Streptomycin 

Die Lösung lag als fertiges Gemisch von 10000 U Penicillin und 10000 �g/ml 

Streptomycin vor und wurde in 10 ml-Aliquots bei -20°C aufbewahrt. Den Zellkulturmedien 

wurden immer 1 % dieses Gemisches, also 100 U Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin, 

zugesetzt. 

HepG2-Kulturmedium I 

FCS 10 % 10 ml  

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

MEM-Medium  ad 100 ml  

HepG2-Kulturmedium II 

FCS 0,5 % 500 µl  

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

MEM-Medium  ad 100 ml  



Methoden  30 

10 x PBS-Stammlösung 

NaCl 1370 mM 80,06 g  

KCl 27 mM 2,015 g  

KH2PO4 15 mM 2,041 g  

Na2HPO4  
x 2 H2O 80 mM 14,239 g  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde auf pH 7,3 eingestellt. Die Lösung wurde bei Raum-

temperatur gelagert. 

1 x PBS-Lösung 

10 x PBS-Stammlösung 1 x 100 ml  

H2O  ad 1000 ml  

Die Lösung wurde bei Raumtemperatur gelagert.  

10 x Trypsinlösung 

Trypsin 0,5 % (w/v) 500 mg  

EDTA 5,4 mM 158 mg  

NaCl 145 mM 850 mg  

1 x PBS  ad 100 ml  

EDTA wurde in der Lösung bei pH 8,0 gelöst, anschließend wurde der pH-Wert der 

Lösung auf pH 7,4 eingestellt. Die Lösung wurde durch einen 0,2 µm-Filter sterilfiltriert 

und in 50 ml Aliquots bei -20°C gelagert. 

1 x Trypsinlösung 

10 x Trypsin 1 x 100 ml  

1 x PBS  ad 1000 ml  

PLL-Stammlösung (100 x) 

PLL 10 mg/ml 100 mg  

1 x PBS  ad 10ml  

PLL-Lösung in PBS 

PLL 0,1 mg/ml 1 ml 100 x-Stammlsg. 

1 x PBS  ad 100 ml  
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3.1.1.2 Zellkultivierung 

Alle Zellen wurden, wenn nicht anders aufgeführt, in 75 cm2 Zellkulturflaschen im jeweili-

gen Kulturmedium I bei 37°C und 5 % CO2-Begasung im Brutschrank kultiviert. Bevor die 

Zellen eine vollständige Konfluenz erreicht hatten, wurden sie passagiert. Zum Passa-

gieren und zur Aussaat der Zellen wurde zunächst das Medium abgesaugt und die Zell-

kulturflaschen mit je 10 ml 1 x PBS gewaschen, um trypsinhemmende Serumreste zu 

entfernen. Um die Zellen vom Flaschenboden zu lösen, wurden je 2 ml 1 x Trypsin 

zugefügt und die Zellkuturflaschen für  3 min bei 37°C und 5 % CO2-Begasung im Brut-

schrank inkubiert. Durch leichtes Klopfen wurden die Zellen anschließend vom Boden 

abgelöst. Die HepG2-Zellen wurden noch zwei weitere male für jeweils 3 min mit Trypsin 

im Brutschrank inkubiert. Hierfür wurde kein frisches Trypsin zugegeben. Anschließend 

konnten die Zellen durch leichtes Klopfen vollständig vom Boden abgelöst werden. Nach 

der Trypsinierung wurde die Zellsuspension mit 8 ml Kulturmedium I versetzt und 5 min 

bei 110 x g zentrifugiert (Hettich-Zentrifuge). Das Pellet wurde in Kulturmedium I resus-

pendiert. Zum Passagieren der Zellen wurden die Zellen einer Zellkulturflasche auf zwei 

Flaschen aufgeteilt (d.h. 1:2 verdünnt). 

Vor der Aussaat der Zellen wurden 35 mm Zellkulturschalen mit PLL-Lösung in PBS 

beschichtet und für 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde die 

Lösung abgesaugt und die Zellkulturschalen einmal mit 1 x PBS gewaschen. Zur Aussaat 

der Zellen wurde die Zellzahl der Zellsuspension bestimmt. Hierfür wurde nach Trypsi-

nierung und Zentrifugation das Pellet ebenfalls in Kulturmedium I resuspendiert. An-

schließend wurden 20 �l der Zellsuspension in ein Röhrchen mit 10 ml Casytonpuffer 

gegeben und mit Hilfe eines Zählgerätes die Zellzahl der Zellsuspension bestimmt. Die 

Zellsuspension wurde daraufhin in dem Maße mit Kulturmedium I verdünnt, dass die 

HepG2-Zellen mit einer Zellzahl von 3 x 105 Zellen in 1,5 ml Kulturmedium I pro 35 mm 

Zellkulturschale ausplattiert werden konnten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 

die HepG2-Zellen mit dem EP1-Rezeptor stabil transfiziert (siehe 3.2). 

3.1.2 Fh-hTert-Zellen 

Fh-hTert-Zellen sind humane fötale Hepatozyten, die durch Reaktivierung der Telo-

meraseaktivität der katalytischen Untereinheit TERT (telomerase reverse transcriptase) 

immortalisiert wurden (WEGE et al. 2003). Die Zellen wurden von Dr. med. Henning 

Wege vom Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf zur Verfügung gestellt. 
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3.1.2.1 Puffer und Lösungen 

DMEM-Medium Niedrig-Glucose (5 mM) 

Pulvermedium DMEM (T041)  10,15 g  

NaHCO3  3,7 g  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert des Mediums wurde auf pH 7,4 eingestellt. 

Insulinstammlösung (100 µM) 

Insulin 100 µM 29 mg  

BSA 0,1 % (w/v) 50,0 mg  

0,9 % (w/v) NaCl-Lösung  ad 50 ml 0,5 M-Stammlsg. 

Insulin wurde bei pH 3,0 in 20 ml 0,9 % (w/v) NaCl-Lösung gelöst, der pH-Wert auf pH 7,4 

eingestellt und anschließend BSA zugegeben. Beim Auffüllen der Lösung auf 50 ml wurde 

der pH-Wert kontrolliert. Die Lösung wurde in Aliquots bei -20°C gelagert. 

Hydrocortison-Stammlösung (10 mM) 

Hydrocortison 21-
Hemisuccinat Natriumsalz 

 96,6 mg  

0,9 % (w/v) NaCl-Lösung  ad 20 ml 0,5 M-Stammlsg. 

Fh-hTert-Kulturmedium I 

FCS hitzeinaktiviert 10 % 10 ml  

Insulin 870 nM 870 µl 100 µM-Stammlsg. 

Hydrocortison 5 µM 50 µl 10 mM-Stammlsg. 

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

DMEM-Medium 
(5 mM Glucose)  ad 100 ml  

Fh-hTert-Kulturmedium II 

FCS hitzeinaktiviert 0,5 % 500 µl  

Hydrocortison 5 µM 50 µl 10 mM-Stammlsg. 

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

DMEM-Medium 
(5 mM Glucose)  ad 100 ml  

 

3.1.2.2 Zellkultivierung 

Die Zellkulturschalen wurden unbeschichtet verwendet, da PLL toxisch auf diese Zellen 

wirkt. Zur Trypsinierung wurden die Zellen für 3 min mit 2 ml Trypsin pro Zellkulturflasche 

im Brutschrank inkubiert. Zum Passagieren der Zellen wurden die Zellen einer Zellkultur-
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flasche auf zwei Flaschen aufgeteilt (d.h. 1:2 verdünnt). Fh-hTert-Zellen wurden mit einer 

Zellzahl von 2 x 105 Zellen in 1,5 ml Fh-hTert-Kulturmedium I pro 35 mm Zellkulturschale 

ausplattiert. 

3.1.3 SH-SY5Y-Zellen 

SH-SY5Y ist eine Subzelllinie der Neuroblastomzelllinie SK-N-SH, die 1970 aus der 

Knochenmarkbiopsie eines vierjährigen Mädchens mit metastasierendem Neuroblastom 

isoliert wurde (BIEDLER et al. 1973 und 1978). Die Zellen wurden der Arbeitsgruppe von 

Prof. Dr. med. Hans Rommelspacher von der Charité in Berlin zur Verfügung gestellt. Die 

ursprüngliche Zelllinie SK-N-SH umfasst zwei morphologisch und biochemisch unter-

schiedliche Phänotypen. Es wird zwischen dem neuronalen (N-Typ) und dem substrat-

adhärenten oder Schwann-Zell-ähnlichem (S-Typ) Typ unterschieden (ROSS et al. 1983). 

SH-SY5Y als neuroblastischer Subklon, weist nur einen geringen Anteil an S-Typ Zellen 

auf, die Gliazellen repräsentieren. Durch die Behandlung der Kulturen mit Retinsäure 

(10 µM) differenzieren N-Typ Zellen zu einem neuronalen Phänotyp aus – es kommt zur 

Ausbildung von Neuriten (PAHLMAN et al. 1984). Zellen des S-Typs unterliegen hierbei 

keinen morphologischen Veränderungen. 

3.1.3.1 Puffer und Lösungen 

Retinsäure-Stammlösung 

Retinsäure wurde in einer Konzentration von 50 mM in 100 % (v/v) DMSO gelöst und in 

Aliquots lichtgeschützt bei -20°C gelagert. 

SH-SY5Y-Kulturmedium I 

FCS 10 % 10 ml  

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

MEM-Medium  ad 100 ml  

SH-SY5Y-Kulturmedium II 

FCS 10 % 10 ml  

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

Retinsäure 10 µM 20 µl 50 mM-Stammlsg. 

MEM-Medium  ad 100 ml  

SH-SY5Y-Kulturmedium III 

FCS 0,5 % 500 µl  

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

MEM-Medium  ad 100 ml  
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3.1.3.2 Zellkultivierung 

Die Zellkulturschalen wurden wie unter 3.1.1.2 beschrieben mit PLL beschichtet und für 

die Aussaat vorbereitet. Zur Trypsinierung wurden die Zellen für 3 min mit 2 ml Trypsin 

pro Zellkulturflasche im Brutschrank inkubiert. Zum Passagieren der Zellen wurden die 

Zellen einer Zellkulturflasche auf zwei Flaschen aufgeteilt (d.h. 1:2 verdünnt). Die Zellen 

wurden mit einer Zellzahl von 7 x 105 Zellen in 1,5 ml SH-SY5Y-Kulturmedium I 

pro 35 mm Zellkulturschale ausplattiert. Die SH-SY5Y-Zellen wurden außerdem mit dem 

EP3�-R stabil transfiziert (siehe 3.2). 

3.1.3.3 Ausdifferenzierung mit Retinsäure 

Zum Ausbilden von neuronencharakteristischen Eigenschaften (wie z.B. Neuriten) 

mussten SH-SY5Y-Zellen mit Retinsäure ausdifferenziert werden. Die Retinsäure wurde 

jedoch erst nach dem Ausplattieren zugegeben. Im Folgenden werden die undifferenzier-

ten, nicht mit Retinsäure behandelten Zellen SH genannt und die mit Retinsäure aus-

differenzierten Zellen mit D2 (2 Tage mit Retinsäure ausdifferenziert), D5  (5 Tage mit 

Retinsäure ausdifferenziert) bis D15 bezeichnet. 

3.1.4 N-41-Zellen 

N-41-Zellen sind immortalisierte hypothalamische Neuronen der Maus. Die primären 

Kulturen wurden durch einen retroviralen Transfer mit SV40 T-Ag immortalisiert und 

käuflich bei CELLutions Biosystems erworben (BELSHAM et al. 2004). 

3.1.4.1 Puffer und Lösungen 

DMEM-Medium Hoch-Glucose (25 mM) 

Pulvermedium DMEM (T043)  13,5 g  

NaHCO3  3,7 g  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert des Mediums wurde auf pH 7,4 eingestellt. 

N-41-Kulturmedium Hoch-Glucose I 

FCS 10 % 10 ml  

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

DMEM-Medium (25 mM)  ad 100 ml  

N-41-Kulturmedium Hoch-Glucose II 

FCS 0,5 % 500 µl  

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

DMEM-Medium (25 mM)  ad 100 ml  
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N-41-Kulturmedium Niedrig-Glucose I 

FCS 10 % 10 ml  

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

DMEM-Medium (5 mM)  ad 100 ml  

N-41-Kulturmedium Niedrig-Glucose II 

FCS 0,5 % 500 µl  

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

DMEM-Medium (5 mM)  ad 100 ml  
 

3.1.4.2 Zellkultivierung 

Für die Zellkulturversuche zur Genexpression (siehe 3.4.2) wurde DMEM-Medium Hoch-

Glucose verwendet (BELSHAM et al. 2004). Für die Zellkulturversuche zum immunolo-

gischen Nachweis der Phosphorylierungen von Akt und ERK1/2 (siehe 3.4.2) wurde 

dagegen DMEM-Medium Niedrig-Glucose verwendet, da dieses Medium für den immuno-

logischen Nachweis der Akt- und ERK1/2-Phosphorylierung besser geeignet ist (persön-

liche Kommunikation BELSHAM). Zur Trypsinierung wurden die Zellen für 3 min mit 2 ml 

Trypsin pro Zellkulturflasche im Brutschrank inkubiert. Zum Passagieren der Zellen 

wurden die Zellen einer Zellkulturflasche auf drei Flaschen aufgeteilt (d.h. 1:3 verdünnt). 

Die Zellkulturschalen wurden wie unter 3.1.1.2 beschrieben mit PLL beschichtet. Sie 

wurden mit einer Zellzahl von 2 x 105 Zellen in 1,5 ml N-41-Kulturmedium I pro 35 mm 

Zellkulturschale ausplattiert. 

3.2 Stabile Transfektion der Zelllinien mit einer modifizierten Calcium-

Phosphat-Methode 

3.2.1 Prinzip 

Die verwendete Calcium-Phosphat-Präzipitationsmethode zur stabilen Transfektion stellt 

eine Modifikation des Protokolls von GRAHAM et al. (1973) dar. Die DNA wurde hierbei in 

Form von feinkörnigen Calcium-Phosphat-Präzipitaten, die durch Mischen einer DNA/ 

Calciumchlorid-Lösung mit einer phosphathaltigen Lösung entstanden, auf die Zellen 

aufgebracht und von diesen durch Endocytose aufgenommen. Folgende stabil trans-

fizierte Zellen lagen in der Abteilung bereits vor: HepG2-EP3� und HepG2-EP4. Die 

HepG2-Zellen wurden mit dieser Methode mit dem EP1-Rezeptor9 und die SH-SY5Y-

Zellen mit dem EP3�-Rezeptor stabil transfiziert. 

                                                

9 Die stabil transfizierte Zelllinie HepG2-EP1, die für die vorliegende Arbeit verwendet wurde, 

wurde von Dr. Andrea Pathe-Neuschäfer-Rube aus der Arbeitsgruppe etabliert. 
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3.2.2 Puffer und Lösungen 

Die Puffer und Lösungen wurden, wenn nicht anders aufgeführt, durch einen 0,2 µm-Filter 

sterilfiltriert und bei 4°C aufbewahrt. 

Calciumchlorid-Stammlösung 

CaCl2 2 M 29,4 g  

H2O  ad 100 ml  

Die 10 ml-Aliquots wurden bei -20°C gelagert.  

25-Hydroxycholesterol-Stammlösung (1000 x) 

25-Hydroxycholesterol 0,25 % (w/v) 25 mg  

Ethanol  ad 10 ml  

Die 10 ml-Aliquots wurden bei -20°C gelagert. 

2 x BBS-Puffer 

BES 50 mM 1,07 g  

NaCl 280 mM 1,64 g  

Na2HPO4 x 2 H2O 1,5 mM 1 ml 150 M Stammlsg. 

H2O  ad 100 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde auf pH 6,96 eingestellt und die Lösung aliquotiert (10 ml). 

MBS-Medium (Medium mit Bovine Serum) 

Kälberserum 5 % 5 ml  

25-Hydroxycholesterol 1x 100 µl 1000 x Stammlsg. 

entsprechendes Medium  ad 100 ml  

G418 (100 mg/ml) 

G418 100 mg / ml 2,5 g  

1 x PBS  25 ml  

Die Lösung wurde in 15 ml-Aliquots bei -20°C gelagert. 

Selektionsmedium 

G418 0,5 mg/ml 500 µl 200 x Stammlsg. 

entsprechendes Kulturmedium  ad 100 ml  
 

3.2.3 Stabile Transfektion der Zelllinien 

Die Zellen wurden wie unter 3.1 beschrieben für 24 h kultiviert. Für die Transfektion 

wurden sie mit einer Zellzahl von 1 - 1,5 x 106 Zellen in 10 ml Kulturmedium I pro 10 cm 



Methoden  37 

Zellkulturschale ausplattiert.  Der Transfektionsansatz wurde in Polystyrolröhrchen ange-

setzt und durch leichtes Schwenken gemischt. Ein Ansatz bestand aus 10-15 �g Plasmid-

DNA ad 1 ml H2O, 50 �l 2 M CaCl2-Lösung und 500 �l 2 x BBS-Puffer pro 10 cm Zell-

kulturschale. Nach einer 20-minütigen Inkubation des Gemisches bei Raumtemperatur 

hatten sich DNA-Calcium-Phosphat-Präzipitate gebildet, was durch eine leichte Trübung 

der Lösung sichtbar war. Anschließend wurden jeweils 1 ml des Transfektionsansatzes 

auf 10 ml MBS-Medium getropft und durch leichtes Schwenken gemischt. Das im MBS-

Medium enthaltene 25-Hydroxycholesterol diente hierbei zur Verbesserung der Trans-

fektionseffizienz. Die nachfolgende Inkubation erfolgte für 3 h im Brutschrank bei 37°C 

unter 3 % CO2. Nach 3 h wurde das MBS-Medium entfernt und die transfizierten Zellen 

mit 10 ml Selektionsmedium im Brutschrank bei 37°C unter 5 % CO2 
inkubiert. 

3.2.4 Selektion mit G418 

Die Selektion der positiven Klone beruht auf dem im Selektionsmedium enthaltenen 

Antibiotikum G418. Bei G418 handelt es sich um ein, dem Gentamycin verwandtem 

2’-Desoxystreptamin-Antibiotikum. Es kann durch Aminoglykosid-3’-Phosphotransferase-

Aktivitäten, welche von den Kanamycin- und Neomycinresistenzgenen kodiert werden, 

inaktiviert werden. Das Neomycinresistenzgen war in den verwendeten Plasmiden loka-

lisiert und sollte bei einer stabilen Expression in den transfizierten Zellen für eine Resis-

tenz gegenüber G418 sorgen. Mikroskopisch sichtbare Zellhaufen (Klone) von mehr als 

15 Zellen wurden mit einem Stift auf der Schalenunterseite markiert, die Zellen mit einer 

Pipette aspiriert und in die Vertiefung einer 24-Well Platte mit 1 ml Selektionsmedium 

überführt. Der Zelltransfer wurde danach mikroskopisch überprüft. Die Klone wurden 

weiter kultiviert und mittels qPCR auf die Expression der transfizierten EP-Rezeptoren 

getestet. Abschließend wurde die Effizienz der stabilen Transfektion mit Hilfe des PGE2-

Bindungsassays geprüft (siehe 3.10). Nach erfolgreicher stabiler Transfektion wurden die 

Zellen weiter mit ihrem entsprechenden Kulturmedium in Gegenwart von G418 kultiviert. 

Ab dem Zeitpunkt an dem die Zellen für den Zellversuch ausplattiert wurden, wurden die 

Zellen ohne G418-Zusatz kultiviert. 

3.3 Isolierung und Kultivierung von primären hypothalamischen Neuronen 

der Ratte 

Für die Präparation embryonaler hypothalamischer Kulturen wurden trächtige Ratten am 

17. Tag der Gestation (E17; der Tag der Paarung wird als „Tag 0“ gezählt) verwendet. 

3.3.1 Puffer und Lösungen 

Für die Isolierung und Präparation von hypothalamischen Neuronen wurde ausschließlich 

steriles, käuflich erworbenes 1 x PBS verwendet. 
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Gelatine (2,5 %) 

Gelatine 2,5 % 2,5 g  

H2O  ad 100 ml  

Die Gelatine wurde bei 37°C im Wasserbad gelöst, danach autoklaviert und bei 4°C 

gelagert. Vor Gebrauch wurde die Lösung bei 37°C im Wasserbad verflüssigt. 

Boratpuffer 

Natriumtetraborat-
Decahydrat 0,15 M 57 g  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde auf pH 8,4 eingestellt und der Puffer anschließend 

autoklaviert. 

PLL-Lösung in Boratpuffer 

PLL 10 µg/ml 100 µl  

Borat-Puffer  ad 100 ml  

Die Lösung wurde autoklaviert und bei 4°C gelagert. 

Glucose (30 %) 

Glucose  30 g 50 x-Stammlsg. 

H2O  ad 100 ml  

Neuronenlösung 

FCS 10 % 1 ml  

Glucose 0,6 % 2 ml 50 x-Stammlsg. 

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

PBS  ad 100 ml  

Die Lösung wurde frisch angesetzt. 

Neuronen-Kulturmedium I 

N-2 Supplement 1 % 1 ml 100 x-Stammlsg. 

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

DMEM/F-12 Medium  ad 100 ml  

Neuronen-Kulturmedium II 

Penicillin/Streptomycin 1 % 1 ml  

DMEM/F-12 Medium  ad 100 ml  
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Trypanblaulösung 

Trypanblau 0,4 % 1 mg  

1 x PBS  ad 250 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde auf pH 7,3 eingestellt und die Lösung bei Raum-

temperatur gelagert. 

3.3.2 Isolierung des embryonalen Hypothalamus der Ratte 

Trächtige Ratten wurden mit einer Ketamin-Xylazin-Lösung anästhesiert: 100 mg/kg 

Körpergewicht Ketamin zur Betäubung und 10 mg/kg Körpergewicht Rompun zur Muskel-

relaxation. Embryonen wurden durch eine Schnittentbindung zügig entnommen und sofort 

in kaltes steriles PBS mit 10 % FCS, 0,6 % Glucose und 1 % Penicillin/Streptomycin 

(Neuronenlösung) gelegt und dekapitiert (LOUDES et al. 1999). 

3.3.3 Präparation der hypothalamischen Kulturen 

Die Präparation wurde mit Hilfe eines Mikroskops unter sterilen Bedingungen durch-

geführt. Nach der Dekapitation wurde der weiche Schädel geöffnet und dieser sowie die 

Meningen von der Gehirnoberfläche entfernt. Das Gehirn wurde umgedreht, so dass 

Kleinhirn und Medulla abgetrennt werden konnten. Die Hypothalami wurden isoliert und in 

der Neuronenlösung aufbewahrt. Die Neuronenlösung wurde abgesaugt und die Hypo-

thalami 2 x mit sterilem PBS gewaschen. Anschließend wurden sie mit 1 x Trypsinlösung 

(0,75 ml/Hypothalamus) bei 37°C für 10 min im Wasserbad inkubiert. Danach wurde zwei-

mal mit Neuronenlösung gewaschen und das Gewebe mechanisch mit einer Pasteur-

pipette dissoziiert. Die Zellsuspension wurde für 10 min bei 500 x g zentrifugiert und das 

Pellet in serumfreiem Medium (Neuronen-Kulturmedium I) resuspendiert. 

3.3.4 Mikroskopische Zellzählung 

Zur Auszählung der primären Neuronen wurden 96 �l Trypanblau (zur Vitalfärbung von 

Zellen) in eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte pipettiert und mit 4 �l der Neuronensus-

pension gemischt (Verdünnung 1:25). Die Suspension wurde in eine mit einem Deckglas 

verschlossene NEUBAUER-Kammer (0,0025 mm2/Kästchen bei einer Tiefe von 0,1 mm) 

gefüllt und unter dem Mikroskop bei einer 10-fachen Vergrößerung ausgezählt.  

3.3.5 Beschichtung der Zellkulturschalen 

Um das Anheften der Zellen zu erleichtern, wurden die Zellkulturschalen vorbehandelt 

und zuerst mit 1 ml einer 2,5 %igen Gelatinelösung für 30 min beschichtet. Danach 

erfolgte eine Behandlung mit 1 ml einer PLL-Boratlösung für 90 min. Abschließend 

wurden die Zellkulturschalen für 20 min mit sterilem PBS plus 10 % FCS beschichtet. 
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3.3.6 Kultivierung von primären Neuronen der Ratte 

Die Neuronen wurden mit einer Zellzahl von 7 x 105 Zellen in 1,5 ml Neuronen-Medium I 

pro 35 mm beschichteter Zellkulturschale ausplattiert. Die Neuronen wurden für vier Tage 

kultiviert. 

3.4 Zellkulturversuche 

Die Kultivierung und das Ausplattieren der Zellen wurde wie unter 3.1 und 3.3 beschrie-

ben durchgeführt. Nach 24 h wurde das alte Medium abgesaugt und alle Platten einmal 

mit ihrem entsprechenden auf 37°C temperiertem Medium ohne Zusätze gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen in 1,5 ml ihres spezifischen Kulturmediums II für weitere 

16 h kultiviert. Vor den nachfolgenden Behandlungsschritten fand ein Mediumwechsel 

statt. Es wurde in allen Fällen 10 µl einer entsprechenden Vorverdünnung des Stimulus zu 

1 ml Medium gegeben. Zum Abstoppen der Reaktionen aller Zellkulturversuche wurden 

die Zellkulturschalen zweimal mit 1 ml 1 x PBS gewaschen und in flüssigen Stickstoff 

überführt. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung bei -70°C. 

3.4.1 Puffer und Lösungen 

Prostaglandin E2-Stammlösung 

PGE2 
wurde in einer Konzentration von 10 mM in 70 % (v/v) Ethanol gelöst und in Aliquots 

bei -20°C gelagert. Vor der Verwendung wurde das Ethanol abgedampft und die Substanz 

mit einer Konzentration von 1 mM in Medium gelöst. 

Insulinstammlösung (10 µM) 

Insulin 10 µM 2,9 mg  

BSA 0,1 % (w/v) 50,0 mg  

0,9 % (w/v) NaCl-Lösung  ad 50 ml 0,5 M Stammlsg. 

Die Insulinstammlösung wurde wie unter 3.1.2.1 beschrieben hergestellt. Für die Zell-

kulturversuche mit einer Insulinkonzentration von 10 nM wurde die Substanz mit einer 

Konzentration von 1 µM in Medium gelöst. Für die Zellversuche mit höheren bzw. 

niedrigeren Insulinkonzentrationen (Dosiswirkungskurve der insulinabhängigen Akt-Phos-

phorylierung) wurde die Substanz entsprechd anders in Medium vorverdünnt. 

ACEA-Stammlösung 

ACEA lag gekauft in Methylacetat gelöst vor. Vor der Verwendung wurde das Methyl-

acetat unter einem Stickstoffstrom auf Eis abgedampft. Anschließend wurde ACEA in 

einer Konzentration von 55 mM in 100 % Ethanol gelöst und in Aliquots bei -20°C 
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gelagert. Vor der Verwendung wurde die Substanz auf eine Konzentration von 1 mM mit 

Medium verdünnt. Die Ethanolkonzentration im Stimulationsmedium betrug 0,18 Promille. 

PD98059-Stammlösung 

PD98059 wurde in einer Konzentration von 100 mM in 100 % DMSO gelöst und in 

Aliquots bei -20°C gelagert. Vor der Verwendung wurde die Substanz auf eine Konzentra-

tion von 5 mM mit Medium verdünnt. 

U0126-Stammlösung 

U0126 wurde in einer Konzentration von 25 mM in 100 % DMSO gelöst und in Aliquots 

bei -20°C gelagert. Vor der Verwendung wurde die Substanz auf eine Konzentration von 

5 mM mit Medium verdünnt. 

BIM-Stammlösung 

BIM wurde in einer Konzentration von 15 mM in 100 % DMSO gelöst und in Aliquots bei 

-20°C gelagert. Vor der Verwendung wurde die Substanz auf eine Konzentration von 

15 µM mit Medium verdünnt. 

3.4.2 Behandlungsschemata 

Dosiswirkungskurve der insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung 

Die Wechselwirkung zwischen Insulin und PGE2 bzw. ACEA sollte bei einer Insulin-

konzentration untersucht werden, bei der die insulinabhängige Akt-Phosphorylierung 

gerade maximal war. Für die neuronalen Zellen war diese Konzentration nicht bekannt. 

Daher wurden die SH-SY5Y-, die N-41-Zellen und die primären Neuronen wie unter 3.4 

beschrieben behandelt und mit Insulin für 15 min im jeweiligen Medium mit 0,01 nM bis 

100 nM Insulin inkubiert. 

Kinetik der insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung 

Zur Ermittlung einer geeigneten Inkubationszeit wurde bei den SH-SY5Y-, N-41- Zellen 

und den primären Neuronen die Kinetik der insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung 

untersucht. Die Zellen wurden für 0, 5, 10 und 15 min mit 10 nM Insulin inkubiert. Zur 

Überprüfung, ob Insulinzielgene in den Zellen reguliert werden, wurden die N-41-Zellen 

und die primären Neuronen für einen Zeitraum von 1 h bis 8 h mit 10 nM Insulin inkubiert. 

Testversuch mit PGE2 / ACEA 

Zur Ermittlung der akuten PGE2- und ACEA-Wirkung auf die neuronalen Zellen wurde im 

Vorfeld ein Testversuch mit PGE2 bzw. ACEA durchgeführt. Die Zellen wurden wie unter 

3.4 beschrieben behandelt und für 15 min mit PGE2 (10 µM) bzw. ACEA (10 µM) und zum 
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Vergleich mit Insulin (10 nM) inkubiert. In parallelen Ansätzen wurde immer die jeweilige 

Lösungsmittelkontrolle mitgeführt. 

Vorbehandlung mit PGE2 / ACEA 

Die Zellen wurden wie unter 3.4 beschrieben behandelt, mit 10 µM PGE2 oder 10 µM 

ACEA für 330 min vorbehandelt und danach ohne vorherigen Mediumwechsel mit einer 

Insulinkonzentration von 10 nM für 15 min stimuliert (siehe Abb. 8). 

 

 

Abbildung 8: Behandlungsschemata für die Vorinkubation mit PGE2 und ACEA 
 

Vorbehandlung mit Inhibitoren 

HepG2-Zellen und Fh-hTert-Zellen wurden wie unter 3.4 beschrieben behandelt, zusätz-

lich mit verschiedenen Inhibitoren (150 nM BIM, 50 µM PD98059, 50 µM U0126) vorbe-

handelt und gleichzeitig mit PGE2 für 330 min vorinkubiert (siehe Abb. 9). Anschließend 

wurden sie für 15 min mit 10 nM Insulin stimuliert. Parallel wurden auch Zellen zur 

Kontrolle ohne Inhibitoren mit DMSO-Zusatz (in der Konzentration der geringsten 

Inhibitorverdünnung) behandelt. 

 

Abbildung 9: Behandlungsschemata für die Behandlung mit Inhibitoren 
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3.5 Isolierung von Gesamt-RNA 

3.5.1 Puffer und Lösungen 

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit drei verschiedenen käuflich erworbenen Kits 

(siehe 2.6). Die in den Kits enthaltenen Puffer und Lösungen wurden wie vom Hersteller 

beschrieben, wenn nötig mit �-Mercaptoethanol oder Ethanol (95 % (v/v)) versetzt und bei 

der angegebenen Temperatur gelagert. 

DEPC-H2O 

DEPC 0,1 % (v/v) 1 ml/l  

Reinstwasser wurde mit 0,1 % (v/v) DEPC versetzt und für 12-14 h bei 37°C inkubiert, um 

RNasen vollständig zu inaktivieren. Das verbliebene DEPC wurde durch Autoklavieren 

zersetzt. Alle Puffer und Lösungen für die RNA-Isolierung wurden mit DEPC-H2O 

angesetzt, um den Abbau von RNA durch exogene RNasen zu verhindern. 

3.5.2 Isolierung von Gesamt-RNA mit Hilfe käuflicher Nachweis- und 

Reinigungssysteme 

Die Zellen wurden wie unter 3.4.2 beschrieben behandelt und bei 4°C lysiert. Jeweils drei 

Zellkulturschalen, die dem gleichen Behandlungsschemata unterlagen, wurden dazu mit 

dem jeweiligen RNA-Lysepuffer versetzt und die Zellen abgeschabt. Die weitere Vor-

gehensweise erfolgte anhand des Protokolls des jeweiligen Herstellers. Bei den RNA-Kits 

von Analytik Jena und Roboklon erfolgte die Trennung der DNA von der RNA durch 

Bindung der DNA an die erste Säule. Die RNA wurde auf der zweiten Säule festgehalten 

und konnte von dort eluiert werden. Die Isolierung der RNA mit Hilfe dieser beiden 

Nachweis- und Reinigungssysteme enthielt keinen DNase-Verdau. Für die Isolierung der 

RNA mit Hilfe des Isolierungssystems von Promega wurde nur eine Säule verwendet, auf 

welcher die RNA zurückgehalten wurde. Ein DNase-Inkubationsgemisch verhinderte 

hierbei die Kontamination mit genomischer DNA. 

Nach der Isolierung der Gesamt-RNA wurde diese photometrisch quantifiziert. Ein Aliquot 

der RNA wurde hierfür 1:100 mit DEPC-H2O verdünnt. Die RNA-Konzentration und die 

Reinheit der Präparation wurden durch die Absorption der jeweiligen verdünnten RNA-

Lösung bei 260 nm und 280 nm ermittelt. Die Konzentrationsbestimmung beruht auf dem 

Absorptionsmaximum der aromatischen Purin- und Pyrimidinringe der Nukleinsäurebasen 

bei 260 nm. Proteine zeigen aufgrund ihrer aromatischen Aminosäureresten ein Absorp-

tionsmaximum bei 280 nm. Der Wert des Quotienten aus der Absorption bei 260 nm und 

280 nm sollte bei einer kontaminationsfreien RNA-Lösung zwischen 1,7 und 2,0 liegen. Es 
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wurde nur RNA verwendet, deren Quotient 260 nm/280 nm > 1,7 und < 2,0 war. Die RNA-

Konzentration wurde nach folgender Formel berechnet: 

  RNA-Konzentration [ng/µl] = �E 260 nm x Verdünnung x 40 ng/�l. 

Die RNA wurde bei -70°C gelagert. 

3.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

3.6.1 Puffer und Lösungen 

Oligo (dT)18 von Fermentas 

500 ng/µl 

Random Hexamer Primer von Fermentas oder Hexanukleotid Random-Primer-Mix v. Roth 

200 ng/�l 

5 x Reaktionspuffer für M-MUL V RT und (H Minus) M-MUL V RT 

Tris/HCl 250 mM   

KCl 250 mM   

MgCl2 20 mM   

DTT 50 mM   

Die Lösung hatte einen pH-Wert von pH 8,3 und war den beiden RevertAid™ M-MuLV 

Reversen Transkriptasen beigefügt.  

Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) (10 mM; 2 mM) 

dATP, dCTP, dGTP und dTTP standen in einer Konzentration von 100 mM zur Verfügung. 

RevertAidTM M-MUL V Reverse Transkriptase 

200 U/µl 
Die Lösung war im ‚RevertAidTM First Strand cDNA Synthese Kit’ enthalten. 

RevertAidTM (H Minus) M-MUL V Reverse Transkriptase 

200 U/µl 
Die Lösung war im ‚RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthese Kit’ enthalten. 

Diese Transkriptase ist eine gentisch modifizierte M-MUL V Reverse Transkriptase, der 

die RNase H-Aktivität fehlt. Das Entfernen der RNase H-Aktivität erhöht die Effizienz der 

reversen Transkription. 

10 x Puffer Polymerase 

(NH4)2SO4 160 mM   

Tris/HCl 670 mM   

Tween-20 0,1 %   
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Der Puffer hatte einen pH-Wert von pH 8,3 und war der BIOTAQ Red™ DNA Polymerase 

beigefügt. 

Magnesiumchlorid-Lösung (50 mM)  

Die Lösung war in einer Konzentration von 50 mM der BIOTAQ Red™ DNA Polymerase 

beigefügt.  

MaximaTM SYBR®Green qPCR Master Mix (2 x) 

enthält: MaximaTM Hot Start Taq DNA Polymerase, MaximaTM SYBR Green qPCR Buffer, 

SYBR®Green I, dUTP, dNTPs von Fermentas. 

100 x Fluoreszein 

Fluorescein wurde in einer Konzentration von 1 �M in H2O gelöst. 

3.6.2 Reverse Transkription 

Für die reverse Transkription wurde die RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Trans-

kriptase (bei sehr wenig RNA) und die RevertAid™ M-MuLV Reverse Transkriptase ver-

wendet. In beiden Fällen handelt es sich um eine retrovirale Polymerase aus E.coli, die in 

Gegenwart eines DNA-Oligonucleotids (Oligo(dT)12-18) als Startermolekül (Primer) und 

einzelsträngiger RNA als Matrize, DNA synthetisiert. Für die cDNA-Synthese wurden 

zwischen 1 µg und 3 �g RNA eingesetzt, die mit DEPC-H2O auf ein Gesamtvolumen von 

11 �l aufgefüllt wurden. Zu dieser RNA-Lösung wurden 2 µl eines Gemisches, das aus je 

1 µl Oligo(dT) und 1 µl Random Hexamer Primern bestand, gegeben. Das Gemisch 

wurde für 5 min bei 70°C zur Denaturierung von Sekundärstrukturen innerhalb der RNA 

inkubiert und danach in Eiswasser für 5 min schockgekühlt, um die Wiederausbildung von 

Sekundärstrukturen zu verhindern. In der Zwischenzeit wurde eine Lösung aus 5 x RT-

Puffer, dNTPs und reverser Transkriptase hergestellt: 

5 x RT-Puffer 4 µl 

dNTPs (10 mM) 2 µl 

Reverse Transkriptase 1 µl (200 U) 
 

Je 7 µl dieses Gemisches wurden den Ansätzen zugesetzt. Die weiteren Schritte erfolgten 

nun im Thermocycler: 10 min bei 25°C, 90 min bei 42°C und 10 min bei 70°C. Während 

dieser Inkubation erfolgte die reverse Transkription, wobei Oligo (dT) oder Random 

Hexamer Primer als Startermolekül fungierten. Das Erhitzen der Ansätze auf 70°C als 

letzten Schritt des Programms diente der Beendigung der Reaktion durch Denaturierung 

des Enzyms. Die erhaltene cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt. 
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3.6.3 Allgemeines Protokoll für die PCR 

Die PCR bezeichnet eine Technik, bei der von bestimmten DNA-Abschnitten mit Hilfe der 

DNA-Polymerase eine Vielzahl von Kopien angefertigt wird. Pro Zyklus wird die Kopien-

zahl des DNA-Abschnitts verdoppelt (ERLICH et al. 1991). Die Schritte 2-4 (Tabelle 2) 

wurden für 33-50 Zyklen wiederholt. 

Tabelle 2: Allgemeines Protokoll für die PCR 

1. Initiale Denaturierung 3 min 95°C 

2. Denaturierung 1 min 95°C 

3. Anlagerung / Annealing 1 min primerspezifisch 

4. Verlängerung / Extension 
produktspezifisch 
1 min / kb 

72°C 

5. Finale Verlängerung 10 min 72°C 

 

3.6.4 Semiquantitative RT-PCR 

Die semiquantitative RT-PCR wurde für die vorliegende Arbeit für die Charakterisierung 

der neuronalen Zellen bezüglich des CB1-R, des Insulinrezeptors, des Leptinrezeptors 

und der Tyrosinkinase B (TrkB) verwendet. Hierfür wurde die BIOTAQ Red™ DNA-

Polymerase verwendet. Es handelt sich um ein thermostabiles Enzym, das aus Thermus 

aquaticus aufgereinigt wurde. In der PCR für den Insulinrezeptor in SH-SY5Y-Zellen 

wurde cDNA aus U-937-Zellen eingesetzt, um zu prüfen, ob die PCR für den 

Insulinrezeptor erfolgreich war. Die ribosomale RNA (RPL19) und die Glycerinaldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH, Enzym der Glykolyse) wurden in den PCR’s für den 

Leptinrezeptor, den CB1-R sowie die TrkB eingesetzt, um zu prüfen, ob die cDNA-

Synthese erfolgreich war. Bei RPL19 und GAPDH handelt es sich um unregulierte Gene, 

die in den unterschiedlich behandelten Zellen in etwa in gleicher Menge vorkommen. Sie 

dienen daher als Bezugspunkt, um die unterschiedliche Effizienz der RNA-Reinigung und 

cDNA-Synthese korrigieren zu können. Die Primer und die Annealingtemperaturen sind in 

Tabelle 1 aufgeführt. Ein PCR-Ansatz wurde wie folgt angesetzt (Tabelle 3): 
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Tabelle 3: PCR-Mix für eine Probe (semiquantitative RT-PCR) 

 Konzentration Menge Stammlösung 

10 x PCR-Reaktionspuffer 1 x 2,5 µl 10 x 

dNTPs 0,2 mM 2,5 µl 2 mM 

MgCl2 1,5 mM 0,75 µl 50 mM 

cDNA  2 µl  

sense-Oligonukleotid 0,3 µM 0,75 µl 10 µM 

antisense-Oligonukleotid 0,3 µM 0,75 µl 10 µM 

BIOTAQ Red™ DNA-Polymerase 0,4 U 0,4 µl 1 U/µl 

H2O  ad 25 µl  
 

Die PCR erfolgte im Thermocycler für 35 Zyklen unter den in Tabelle 7 aufgeführten 

Bedingungen. Der DNA-Syntheseschritt des letzten Zyklus wurde wie in der Tabelle auf-

geführt, auf 10 min verlängert, um die Synthese unvollständig replizierter DNA-Stränge 

abzuschließen. Für die PCR wurden 2 µl der unverdünnten cDNA-Stammlösungen als 

Matrize eingesetzt. Die PCR-Proben wurden im Thermocycler T300 (Biometra) amplifi-

ziert, anschließend in einem Agarosegel aufgetrennt und die Ergebnisse analysiert (siehe 

3.7.2). 

3.6.5 Quantitative Real-Time-PCR (qPCR) 

Die quantitative Real-Time-PCR (qPCR) erlaubt die Quantifizierung der amplifizierten 

DNA. Hierbei stehen zwei generelle Quantifizierungsstrategien zur Verfügung: die 

absolute und die relative Quantifizierung (PFAFFL 2004). Bei der relativen Quantifizierung 

wird die Genexpression eines Zielgens auf ein weiteres nicht reguliertes Referenzgen 

bezogen. Die qPCR ermöglicht eine genaue Eingrenzung der exponentiellen Phase. In 

dieser Phase besteht ein direkter proportionaler Zusammenhang zwischen der Ausgangs-

menge der Zielsequenz und der amplifizierten Produktmenge. Die cDNA wurde mit H2O 

1:5 verdünnt und der PCR-Mix wie folgt angesetzt (Tabelle 4): 

Tabelle 4: PCR-Mix für eine Probe (qPCR) im C1000TM Thermal Cycler 

 Konzentration Menge Stammlösung 

MaximaTM
 SYBR Green qPCR Master Mix 1 x 5 µl 2 x 

Fluoreszein 1 x 0,1 µl 100 x 

cDNA-Verdünnung  4,4 µl  

sense-Oligonukleotid 0,25 µM 0,25 µl 10 µM 

antisense-Oligonukleotid 0,25 µM 0,25 µl 10 µM 

H2O  ad 10 µl  
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Der MaximaTM
 SYBR Green qPCR Master Mix (2 x) enthielt die MaximaTM

 Hot Start Taq 

DNA Polymerase, die bei Raumtemperatur inaktiv ist. Darüber hinaus waren dNTPs und 

SYBR Green I im Mix enthalten. Bei SYBR Green handelt es sich um einen inter-

kalierenden Farbstoff, der nach Einlagerung zwischen die Basen der doppelsträngigen 

DNA fluoresziert. Die neu synthetisierte, doppelsträngige DNA wurde somit selektiv 

anhand der Stärke des Fluoreszenzsignals erfasst und konnte als Maß für die RNA-

Menge quantifiziert werden. Das Fluoreszein diente der Normalisierung der Werte, da die 

Fluoreszenz des Fluoreszeins unabhängig vom DNA-Gehalt und in allen Proben identisch 

ist. Die Ergebnisse wurden in Ct-Werten (Schwellenwertzyklus) angegeben. Dieser 

Ct-Wert beschreibt den Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmalig ein festgelegtes 

Fluoreszenzniveau übersteigt, dort beginnt die exponentielle Phase. Anhand der Ct-Werte 

kann eine quantitative Aussage über die Ausgangsmenge der Zielsequenz bezüglich des 

zu untersuchenden Gens getroffen werden. Im Falle einer 100 %-igen Effizienz der PCR 

verdoppelt sich mit jedem Zyklus die DNA-Produktmenge und analog dazu das Fluores-

zenzsignal. Zur Normalisierung der Werte wurden die Referenzgene GAPDH und Aktin 

(als Strukturprotein Bestandteil der Zytoskeletts) verwendet. Bei beiden handelt es sich 

um unregulierte Gene (siehe 3.6.4). 

In den N-41-Zellen und den primären Neuronen sollte mit Hilfe der qPCR überprüft 

werden, ob in diesen Zellen folgende Insulinzielgene positiv oder negativ reguliert sind: 

Fettsäuresynthase, Proopiomelanocortin (POMC), Agouti-related Protein (AgRP). Als 

Referenzgene dienten Aktin und GAPDH. Die cDNA-Stammlösungen wurden 1:5 oder 

1:10 mit H2O verdünnt eingesetzt. Die Primer und Annealingtemperaturen sind in 

Tabelle 1 aufgeführt. 

Die Berechnung der n-fachen Induktion des untersuchten Gens X in der Probe bezogen 

auf die Kontrollprobe K erfolgte mit der ��Ct-Methode: 

 

               2
(Ct X (K) – Ct X (Probe)) 

_______        

2
(Ct Referenzgen (K) – Ct Referenzgen (Probe)) 

 

Die absolute Quantifizierung wird anhand einer gegebenen Kalibrierungsgeraden durch-

geführt, die auf einer Verdünnungsreihe von Plasmiden basiert. In allen verwendeten 

Zelllinien sowie den primären Neuronen wurden auf diese Weise die EP-Rezeptoren 

quantifiziert. Als Standards für die Kalibrierungsgerade dienten in der Arbeitsgruppe 

vorliegende EP-R-Plasmide. Anhand der DNA-Konzentration der Plasmide sowie ihrer 

Größe konnte die Kopienzahl/µl berechnet werden. Als Standards für die EP-R wurden 

jeweils 101 - 106 Kopien eingesetzt. Für das Referenzgen GAPDH wurden 104 - 108 



Methoden  49 

Kopien eingesetzt. Die cDNA-Stammlösungen wurden mit H2O 1:5 verdünnt. Die Primer 

und die Annealingtemperaturen sind in Tabelle 1 aufgeführt. Mit Hilfe der aus den 

Standards erstellten Kalibrierungsgerade konnte die Kopienzahl der EP-Rezeptoren sowie 

des Referenzgens ermittelt werden. Zur Normalisierung der Werte wurde der Quotient aus 

dem jeweiligen EP-Rezeptor und dem Referenzgen gebildet: Kopienzahl EP-Rezeptor / 

Kopienzahl Referenzgen. 

3.7 Agarosegelelekrophorese 

3.7.1 Puffer und Lösungen 

10 x TAE-Puffer 

Tris 0,5 M 16,56 g  

Natriumacetat 0,2 M 16,4 g  

EDTA 0,02 M 7,44 g  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde mit Essigsäure auf pH 8,0 eingestellt. Die Lösung wurde 

autoklaviert und bei 4°C gelagert.  

1x TAE-Puffer 

TAE-Puffer (10 x) 1 x 100 ml  

H2O  ad 1000 ml  

Ethidiumbromidlösung 

Ethidiumbromid 10 mg/ml 100 mg  

TAE-Puffer (1 x)  10 ml  

Die Lösung wurde bei 4°C gelagert. Für das Ethidiumbromidfärbebad wurden 300 ml 

1 x TAE-Puffer mit 75 �l dieser Lösung versetzt.  

3.7.2 Auftrennung von DNA in Agarosegelen 

Das Agarosegel stellt ein komplexes Netzwerk an polymeren Molekülen dar, das die 

Diffusion der DNA-Moleküle herabsetzt. DNA-Moleküle sind negativ geladen und wandern 

in einem elektrischen Feld durch das Gel. Dabei bestimmt die Größe der DNA-Moleküle 

ihre Wanderungsgeschwindigkeit; sie ist umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer 

relativen Molekülmasse. Zur Größenbestimmung der DNA-Fragmente wurde die Gel-

elektrophorese mit Standard-DNA-Fragmenten bekannter Größe durchgeführt. Die 

Agarosekonzentration des Gels richtete sich nach der Größe der zu trennenden DNA-

Fragmente und betrug 1 % oder 2 % (w/v) Agarose. Die eingewogene Agarose (1,6 g 

bzw. 3,2 g) wurde in 160 ml 1 x TAE-Puffer in einem Mikrowellengerät aufgekocht und 
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entgast. Die Lösung wurde auf ca. 60°C abgekühlt und in eine Flachbettkammer mit zwei 

senkrecht eingesteckten Kämmen gegossen. Nach Erstarren des Gels wurden die 

Kämme entfernt. Das Gel wurde in eine Laufkammer gelegt und diese so weit mit 

Laufpuffer (1 x TAE-Puffer) gefüllt, dass das Gel mit einer Pufferschicht bedeckt war. Die 

Geltaschen wurden nun mit 10-20 �l PCR-Ansatz beladen; zur Bestimmung der 

Fragmentlänge wurde eine Geltasche mit dem Längenstandard ‚Massruler™ DNA-

Ladder’ beladen. Die Auftrennung der DNA erfolgt bei 80 V für 1,5-2 h, bis der Farbstoff 

des Standards die anodische Gelkante erreicht hatte. Anschließend wurde das Gel aus 

der Kammer genommen und für 20-30 min in ein Ethidiumbromidbad gelegt. Ethidium-

bromid ist eine aromatische Verbindung, die mit den Basen der DNA interkaliert und durch 

UV-Licht zu orangener Fluoreszenz angeregt wird. So konnten die DNA-Fragmente mit 

Hilfe des ‚GelDocTM’-Systems der Firma BioRad sichtbar gemacht und dokumentiert 

werden. Neben der Abschätzung der Fragmentgröße konnte der DNA-Längenstandard 

‚MassRuler™’ auch zur semiquantitativen Bestimmung der DNA-Menge in den Proben 

genutzt werden. Bei einer Auftragsmenge von 10 �l DNA-Längenstandard entsprachen 

die einzelnen Banden des MassRuler™ einer Konzentration von 8 bis 100 ng DNA. 

3.8 Herstellung der EP-Rezeptorplasmide 

Für die absolute Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren (siehe 3.6.5) wurden EP-Rezeptor-

plasmide verwendet, die von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe hergestellt wurden und für die 

vorliegende Arbeit zur Verfügung standen. Für die stabile Transfektion der SY-SY5Y-

Zellen mit dem EP3�-Rezeptor und der HepG2-Zellen mit dem EP1-Rezeptor (siehe 3.2) 

wurden ebenfalls diese Plasmide verwendet. 

3.8.1 Die Transformation kompetenter E.coli XL-1 (blue)-Zellen durch 

Elektroporation 

3.8.1.1 Puffer und Lösungen 

SOB-Medium 

Trypton 20 % (w/v) 20 g  

Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v) 5 g  

NaCl 10 mM 600 mg  

KCl 2,7 mM 200 mg  

H2O  ad 1000 ml  

Die Lösung wurde auf pH 7,0 eingestellt, autoklaviert und bei 4°C gelagert. 
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Mg2+-Stammlösung (2 M) 

MgCl2 1 M  20,33 g  

MgSO4 1 M 12,4 g  

H2O  ad 100 ml  

SOC-Medium (1 ml) 

SOB-Medium   980 µl  

Glucose 20 mM 10 µl 2 M Stlsg. 

Mg2+ 20 mM 10 µl 2 M Stlsg. 

Die Lösung wurde unmittelbar vor Gebrauch angesetzt und auf 37°C erwärmt. 

Elektroporationslösung 

Glycerol 10 % (v/v) 100 ml  

H2O  ad 1000 ml  

LB-(Tetra)-Agarplatten 

LB-Agar 3,2 % (w/v) 32 g  

Tetracyclin 0,5 % (w/v) 5 g  

H2O  ad 1000 ml  

Die Lösung wurde autoklaviert, auf 46°C abgekühlt, mit Tetracyclin versetzt und 20 mL 

pro Petrischale ausplattiert. Die Platten wurden bei 4°C gelagert. 

LB-(Tetra)-Medium 

Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v) 5 g  

Tetracyclin 0,5 % (w/v) 5 g  

Trypton 1 % (w/v) 10 g  

NaCl 1 % (w/v) 10 g  

H2O  ad 1000 ml  

Das Medium wurde autoklaviert und bei 4°C gelagert. 

LB-Medium 

Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v)  5 g  

Trypton 1 % (w/v) 10 g  

NaCl 1 % (w/v) 10 g  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde auf pH 7,3 eingestellt und die Lösung unmittelbar nach 

dem Ansetzen autoklaviert. 
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Ampicillin-Stammlösung 

Ampicillin 5 mg/ ml 250 mg  

H2O  ad 50 ml  

Die Lösung wurde durch einen 0,4 µm-Filter sterilfiltriert und in Aliquots bei -20°C gela-

gert. 

LB-(Amp)-Medium 

LB-Medium  5 ml  

Ampicillin 50 µg/ ml 50 µl 5 mg/ ml Stlsg. 

LB-(Amp)-Platten 

LB-Agar 3,2 % (w/v) 32 g  

Ampicillin 50 µg/ ml 10 ml 5 mg/ ml Stlsg. 

H2O  ad 1000 ml  

Die Lösung wurde autoklaviert, auf 46°C abgekühlt, mit Ampicillin versetzt und 20 ml pro 

Petrischale ausplattiert. Die Platten wurden bei 4°C gelagert. 

3.8.1.2 Die Herstellung kompetenter E.coli XL-1 (blue)-Zellen für die 

Elektroporation 

Die Herstellung kompetenter E. coli XL-1 (blue) Zellen und die Elektroporation erfolgte 

nach DOWER et al. (1988). 5 µl einer Glycerinkultur von E. coli XL-1 Zellen wurden auf 

LB-(Tetra)-Agarplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Anschließend 

wurde eine Kolonie in 5 ml LB-(Tetra)-Medium überführt und wiederum über Nacht im 

Thermoschüttler bei 37°C inkubiert. Diese 5 ml Bakteriensuspension wurde dann in 

250 ml LB-(Tetra)-Medium überführt und bei 37°C inkubiert, bis die Bakteriensuspension 

eine optische Dichte von 0,5-1,0 (mittlere logarithmische Wachstumsphase) erreicht hatte. 

Die Bakterien wurden im Eisbad abgekühlt und 15 min bei 4000 rpm (Hettich Universal 

16-Zentrifuge mit Rotor 1617; 25 x g, 4 °C) sedimentiert. Danach wurden die Bakterien mit 

vorgekühlter Elektroporationslösung einmal mit dem Ausgangsvolumen der ursprüng-

lichen Bakteriensuspension, einmal mit 1/2 Volumen und einmal mit 1/20 Volumen 

Elektroporationslösung gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurden die Bakterien bei 

4 °C 15 min bei 4000 rpm (25 x g, 4 °C) zentrifugiert. Am Ende der Waschschritte wurde 

das Sediment in 1/500 Volumen der ursprünglichen Zellsuspension mit Elektroporations-

lösung resuspendiert (Zellzahl ca. 1010/ mL). Es wurden je 50 µL der Zellsuspensionen in 

1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C 

gelagert. 
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3.8.1.3 Die Transformation kompetenter E.coli XL-1 (blue)-Zellen durch 

Elektroporation 

Zur Transformation von Plasmiden in E. coli XL-1 (blue) Zellen wurden 50 µl elektro-

kompetenter Zellen während des Auftauens mit 1 µl Ligationsansatz gemischt. Die Zellen 

wurden in die zuvor gekühlten Transformationsküvetten mit einem Elektrodenabstand von 

2 mm pipettiert und mit einem Puls von 2500 V, einem Widerstand von 200 Ohm und 

einer Kapazität von 25 µF elektroporiert. Um das Absterben der Zellen zu minimieren, 

wurde sofort nach dem Puls 950 µl auf 37°C erwärmtes SOC-Medium zu den Zellen 

gegeben und die Suspension 60 min bei 37°C im Thermoschüttler inkubiert. Anschließend 

wurden 100 µl der Bakteriensuspension auf eine LB-(Amp)-Platte ausgestrichen und 24 h 

bei 37°C inkubiert. Da der pGL3basic Vektor ein Resistenzgen für Ampicillin enthielt, 

konnten nur transformierte Bakterienklone auf der LB-(Amp)-Platte wachsen. Einige 

dieser Kolonien wurden mit Hilfe einer Pipette ‚gepickt’, in 5 ml LB-(Amp)-Medium 

überführt und über Nacht bei 37°C im Schüttler inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde dann 

isoliert, gereinigt und sequenziert. 

3.8.2 Analyse rekombinanter Bakterienkolonien durch Plasmidpräpara-

tion im Mini-Maßstab 

Die Plasmidpräparation wurde mit dem GFX Micro Plasmid Prep-Kit der Firma GE 

Healthcare nach Anweisung des Herstellers durchgeführt. Die Plasmid-DNA wurde dabei 

durch Affinitätschromatografie über eine Glasfaser-Matrix isoliert und gereinigt. 

3.8.2.1 Puffer und Lösungen 

Die Puffer waren im verwendeten Kit enthalten. Sie wurden bei Raumtemperatur gelagert. 

Resuspendierungspuffer (Lösung 1) 

Tris-HCl (pH 7,5) 100 mM 

EDTA 10 mM 

RNase I 400 µg/ ml 

Lysispuffer (Lösung 2) 

NaOH 1 M 

SDS 5,3 % (w/v) 

Der Puffer wurde als 5,3-fach konzentrierte Lösung geliefert und wurde mit destilliertem 

H2O verdünnt. 

Neutralisationspuffer (Lösung 3) 

Der Puffer enthielt Acetat und Guanidinhydrochlorid ohne nähere Konzentrationsangaben 

des Herstellers. 
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Waschpuffer (Lösung 4) 

Der Puffer enthielt Ethanol, NaCl, EDTA und Tris-HCl ohne nähere Konzentrationsan-

gaben des Herstellers. 

3.8.2.2 Die Reinigung von Plasmid-DNA durch Affinitätschromatografie im Mini-

Maßstab 

Es wurden 2 x 1,5 ml der Übernachtkultur in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß bei 13.000 rpm 

(Biofuge pico, 16.060 x g) sedimentiert, der Überstand verworfen und das Sediment in 

300 �l Lösung 1 resuspendiert. Zum Lysieren der Zellen wurden 300 �l Lösung 2 

dazugegeben und die Lösung durch Invertieren gemischt, dann zur Neutralisation 600 �l 

Lösung 2 addiert und das 1,5 ml-Reaktionsgefäß weiter invertiert, bis sich eine homogene 

Phase gebildet hatte. Die Suspension wurde 5 min zentrifugiert und der Überstand auf 

eine Mini-Säule mit Glasfaser-Matrix, die im Kit enthalten war, gegeben. Nach einer 

Inkubationszeit von 1 min wurde 30 s zentrifugiert, die Säule mit 400 �l Lösung 4 

gewaschen und erneut 1 min zentrifugiert. Die Mini-Säule wurde dann in ein neues 1,5 ml-

Reaktionsgefäß überführt, mit 100 �l Reinst-H2O für 1 min inkubiert und 1 min zentri-

fugiert. Die DNA befand sich somit im Überstand. 

Die Plasmid-DNA wurde zum Nachweis der erfolgreichen Klonierung mit entsprechenden 

Restriktionsenzymen gespalten und durch Auftragen auf ein Agarosegel analysiert. 

Plasmide, die nach der Spaltung auf dem Agarosegel DNA-Fragmente der richtigen 

Größe lieferten, wurden anschließend für die Subklonierung in den pcDNA3-Vektor 

verwendet (siehe Tabelle 5). Diese Plasmid-DNA’s wurden letzendlich im Maxi-Maßstab 

isoliert. 

3.8.3 Isolierung der Plasmid-DNA im Maxi-Maßstab  

Die Präparation wurde mit dem ‚JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep’-Kit der Firma 

GENOMED GmbH nach Anweisung des Herstellers durchgeführt. Es handelte sich dabei 

ebenfalls um eine Affinitätschromatografie. 

3.8.3.1 Puffer und Lösungen 

Alle verwendeten Lösungen waren im Kit enthalten und wurden, wenn nicht anders 

erwähnt, bei Raumtemperatur gelagert. 

Resuspendierungspuffer (Lösung 1) 

Tris 50 mM   

EDTA 10 mM   

RNase 100 �g/m   

Der Puffer hatte einen pH-Wert von pH 8,0 und wurde bei 4°C gelagert. 
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Lysispuffer (Lösung 2) 

NaOH 200 mM   

SDS 1 % (w/v)   

Neutralisationspuffer (Lösung 3) 

Kaliumacetat 3,1 M   

Der Puffer hatte einen pH-Wert von pH 5,5. 

Waschpuffer (Lösung 4) 

NaCl 800 mM   

Natriumacetat 100 mM   

Der Puffer hatte einen pH-Wert von pH 5,0. 

Elutionspuffer (Lösung 5) 

NaCl 1250 mM   

Tris 100 mM   

Der Puffer hatte einen pH-Wert von pH 8,5. 

Äquilibrierungsspuffer (Lösung 6) 

NaCl 600 mM   

Natriumacetat 100 mM   

TritonX-100 0,15 %   

Der Puffer hatte einen pH-Wert von pH 5,0. 

3.8.3.2 Isolierung der Plasmid-DNA durch Ionenaustauschchromatografie im Maxi-

Maßstab 

Es wurden 150 ml LB-(Amp)-Medium mit 2 ml der entsprechenden transformierten E. coli 

XL-1-Bakterienkultur angeimpft und bei 37°C über Nacht inkubiert. Die Bakteriensuspen-

sion wurde 15 min bei 6000 rpm (SORVALL-Zentrifuge, Rotor SORVALL SLA-1500; 3685 

x g, 4°C) sedimentiert. Das Pellet wurde in 10 ml Lösung 1, die 0,1 mg/ml RNase enthielt, 

resuspendiert und nach Zugabe von 10 ml Lösung 2 für 5 min bei Raumtemperatur lysiert. 

Zur Neutralisierung des Lysats wurden 10 ml Lösung 3 zugegeben, die Suspension durch 

Invertieren des Reaktionsgefäßes gemischt und bei 15.000 rpm (SORVALL-Zentrifuge, 

Rotor SORVALL SS-34; 20.584 x g) für 10 min bei 20°C zentrifugiert. Der Überstand 

wurde auf eine Ionenaustauschchromatographie-Säule gegeben, die zuvor mit 30 ml 

Lösung 6 äquilibriert worden war. Nachdem der Überstand die Säule passiert hatte, wurde 

diese mit 60 ml Lösung 4 gewaschen und anschließend die Plasmid-DNA mit 15 ml 

Lösung 5 aus der Säule eluiert. Die Plasmid-DNA-haltige Lösung wurde mit 10,5 ml 
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Isopropanol versetzt und die so präzipitierte Plasmid-DNA 60 min bei 15.000 rpm 

(SORVALL-Zentrifuge, Rotor SORVALL SS-34; 20.584 x g, 4°C) sedimentiert. Das Pellet 

wurde dann zweimal mit 750 �l 70% (v/v) Ethanol (-20°C) resuspendiert und in ein 2 ml-

Reaktionsgefäß überführt. Nach dem Zentrifugieren für 15 min bei 15.000 rpm (SIGMA 

3K30 Zentrifuge, Rotor SIGMA 1215/4-H; 20.627 x g, 4°C) wurde der Überstand vorsichtig 

abgenommen und die Plasmid-DNA etwa 15 min bei Raumtemperatur getrocknet. Sie 

wurde anschließend in 400 �l Reinst-H2O resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Zur photometrischen Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration wurden 10 �l 

der DNA-Lösung in 500 �l H2O verdünnt und die optische Dichte (OD) bei 260 nm und 

280 nm gemessen. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde nach folgender Formel 

bestimmt:  

DNA-Konzentration = �E 260 nm x Verdünnung x 50 �g/ml. 

Die Reinheit wurde durch Quotientenbildung der OD 260 nm zur OD 280 nm errechnet. 

Eine ausreichende Reinheit wurde durch einen Quotienten OD 260 nm / OD 280 nm > 1,8 

definiert. 

3.8.3.3 Die EP-Rezeptorplasmide 

Mit dieser Methode wurden folgende EP-Rezeptorplasmide hergestellt und aufgereinigt 

(Tabelle 5). 
 

 

Tabelle 5: EP-Rezeptorplasmide (pcDNA3) 

 
Multiple Cloning 

site des Vektors 
Acc. Nummer Position 

EP1-R (human) XbaI / XbaI NM000955 122-1327 

EP2-R (human) EcoRI / XbaI XM-007322 160-1233 

EP3-R (human) EcoRI / XbaI X83857 53-1518 

EP4-R (human) Hind III / XbaI L28175 478-1854 

EP1-R (Ratte) XhoI / XbaI D88752.1 587-2216 

EP2-R (Ratte) EcoRI / XbaI U48858 2-1174 

EP3-R (Ratte) NotI / XbaI X80133 106-1191 

EP4-R (Maus) HindIII / XbaI BC011193 617-2079 
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3.9 Aufarbeitung der Zellkulturversuche für die Western-Blot-Analyse 

3.9.1 Puffer und Lösungen 

Lysepuffer für Westernblot 

Tris/HCL (pH 7,5) 20 mM 4 ml 1 M Stammlsg 

NaCl 150 mM 1,752 g  

EDTA 1 mM 400 �l  0,5 M Stammlsg. 

EGTA 1 mM 76 mg  

Trition x-100 1 %(v/v) 2 ml  

Natriumpyrophosphat 2,5 mM 223 mg  

ß-Glycerolphosphat 1 mM 43 mg  

NaF 50 mM 420 mg  

H2O  ad 200 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde mit HCl auf pH 7,5 eingestellt und die Lösung bei 4°C 

gelagert. 

Proteaseinhibitoren (1000 x) 

Pefablock 200 mM 47,8 mg  

Leupeptin 1% (w/v) 10 mg  

Trypsininhibitor 1% (w/v) 10 mg  

Die Proteaseinhibitoren wurden jeweils in 1 ml H2O gelöst und getrennt aliquotiert. Sie 

wurden bei -20°C gelagert. 

Natriumorthovanadat (Tyrosinphosphataseinhibitor) 

Na3VO4 200 mM 36,8 mg  

H2O  ad 1 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde auf pH 10,0 eingestellt. Zur Aktivierung wurde die Lösung 

so lange auf Siedetemperatur erhitzt und wieder abgekühlt, bis ihre Farbe von gelblich 

nach farblos umschlug. Die Lösung wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

Vor Gebrauch wurden dem Lysepuffer pro ml frisch zugesetzt: 

Pefablock 200 �M 1 �l 200 mM Stammlsg 

Leupeptin 10 �g/ml 1 �l 10 mg/ml Stammlsg. 

Trypsininhibitor  10 �g/ml 1 �l 10 mg/ml Stammlsg. 

Na3VO4 1 mM 5 �l 200 mM Stammlsg.  
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Bradford-Reagenz 

Serva Blue (Nr.35050)  0,01 % (w/v) 100 mg   

Ethanol (95 %) 4,75 % (v/v) 50 ml   

Phosphorsäure (85 %) 8,5 % (v/v) 100 ml   

H2O  ad 1000 ml   

Die Lösung wurde durch einen Faltenfilter filtriert und bei Raumtemperatur gelagert.  

BSA-Standard 

BSA 0,1 % (w/v) 10 mg   

H2O  ad 10 ml  

Die Lösung wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.  

3.9.2 Herstellung der Zelllysate 

Die Zellen wurden wie unter 3.3.2 beschrieben behandelt und bei -70°C gelagert. Alle 

Aufarbeitungsschritte erfolgten bei 4°C. Zunächst wurden zu jeder Zellkulturplatte 100 �l 

Lysepuffer versetzt mit Natriumorthovanadat und Proteaseinhibitoren gegeben. Anschlie-

ßend wurden die Zellen abgeschabt und die Lysate in 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt. 

Zum besseren Zellaufschluss wurde die Zellsuspension für 10 s mit Ultraschall homo-

genisiert (Ultraschallstab Bandelin UW 2070, Power 55 %, Cycle 5). Dann wurden die 

Zelllysate für 15 min bei 10.000 x g zentrifugiert (SIGMA 3K30 Zentrifuge, Rotor SIGMA 

1215/4-H) und der Überstand in neue 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt. Diese Zelllysate 

wurden bei -20°C gelagert. Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte nach der 

Methode von BRADFORD (1976). 

3.9.3 Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) 

Zur Proteinbestimmung nach BRADFORD wurden die Zelllysate so mit H2O vorverdünnt, 

dass die Proteinkonzentrationen innerhalb der Kalibrierungsgerade lagen. Von dieser 

Vorverdünnung wurden in einer Doppelbestimmung 10 �l in neue 1,5 ml-Reaktionsgefäße 

überführt und mit 90 �l H2O nochmals 1:10 verdünnt. Zur Erstellung einer Kalibrierungs-

geraden wurden aus einer BSA-Stammlösung (1 mg/ml) sechs Verdünnungen in Doppel-

bestimmung erstellt (Tabelle 5). 

Tabelle 5: BSA-Standardreihe 

�l BSA (1 mg/ml) 0 1 2 4 6 8 10 

µl H2O 100 99 98 96 94 92 90 

BSA (µg / µl) 0 0,01 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 
 

20 �l jeder Probe und des zu vergleichenden Standards (BSA-Verdünnungsreihe) wurde 

in ein Well der 96-Well Platte gegeben. Mit einer Multipipette wurden anschließend 200 �l 



Methoden  59 

BRADFORD-Reagenz in jede Vertiefung hinzugefügt. Je nach Proteingehalt entwickelte 

sich nach kurzer Zeit eine Blau/Grau-Färbung, die nach 10 min stabil war und bei 578 nm 

photometrisch quantifiziert werden konnte. Mit Hilfe der aus der BSA-Verdünnungsreihe 

erstellten Kalibrierungsgerade konnte der Proteingehalt in den Zelllysaten ermittelt 

werden. 

3.10 Immunologischer Nachweis der Phosphorylierung von Akt, ERK1/2, 

mTOR und IRS durch Western-Blot-Analyse 

3.10.1 Puffer und Lösungen 

Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Lösungen bei Raumtemperatur gelagert.  

5 x SDS-Probenpuffer 

Tris/HCl (pH 7,5) 400 mM 2,5 ml  1 M Stammlsg. 

SDS 10 % (w/v) 50 ml 20 % (w/v) Stammlsg 

Glycerol 25 % (w/v) 28,74 ml 87 % (w/v) Stammlsg. 

Bromphenolblau 0,0125 % (w/v) 125 mg  

H2O  ad 100 ml  

Probenpuffer 

5 x SDS-Probenpuffer 4 x 800µl  

�-Mercaptoethanol 20 % 200µl  

Die Lösung wurde frisch angesetzt. 

Acrylamid-Stammlösung (30 % (w/v))  

Die Lösung wurde gebrauchsfertig von der Firma Roth gekauft und bei 4°C gelagert.  

Trenngelpuffer 

Tris 1,5 M 18,17 g  

SDS 0,4 % (w/v) 4 ml 10 % Stlammsg. 

H2O  ad 100 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde mit HCl auf pH 8,8 eingestellt. Die Lösung wurde bei 4°C 

gelagert. 

Sammelgelpuffer 

Tris 0,5 M 50 ml 1 M Stammlsg. 

SDS 0,4 % (w/v) 4 ml 10 % Stammlsg. 

H2O  ad 100 ml  
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Der pH-Wert der Lösung wurde mit HCl auf pH 6,8 eingestellt. Die Lösung wurde bei 4°C 

gelagert. 

APS-Stammlösung (10 % (w/v)) 

APS 10 % (w/v) 10 g  

H2O  ad 100 ml  

Die Lösung wurde bei 4°C gelagert. 

10 x SDS-Elektrophorese-Laufpuffer 

Tris 250 mM 30,3 g  

Glycin 1,91 M 144,1 g  

SDS 1 % (w/v) 100 ml 10 % (w/v) Stammlsg. 

H2O  ad 100 ml  

1 x SDS-Elektrophorese-Laufpuffer 

10 x SDS-Elektrophorese-Laufpuffer 1 x 100 ml  

H2O  ad 1000 ml  

10 x TBS-Puffer 

Tris 0,20 M 24,2 g  

NaCl 1,36 M 80,0 g  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde auf pH 7,6 eingestellt. 

Tween-Stammlösung (20 % (v/v)) 

Tween 20 % (v/v) 20 ml  

H2O  ad 100 ml  

TBS/Tween-Puffer 

10 x TBS-Puffer 1 x 100 ml  

Tween 0,1 % (v/v) 5 ml  

H2O  ad 1000 ml  

Blottransferpuffer A 

Tris 300 mM 300 ml 1 M Stammlsg. 

SDS 0,1 % (w/v) 10 ml 10 % (w/v) Stammlsg. 

Methanol 20 % (v/v) 200 ml  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde auf pH 11,5 eingestellt.  
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Blottransferpuffer B 

Tris 25 mM 25 ml 1 M Stammlsg. 

SDS 0,1 % (w/v) 10 ml 10 % (w/v) Stammlsg. 

Methanol 20 % (v/v) 200 ml  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde auf pH 10,5 eingestellt. 

Blottransferpuffer C 

Tris 25 mM 25 ml 1 M Stammlsg. 

SDS 0,1 % (w/v) 10 ml 10 % (w/v) Stammlsg. 

Methanol 20 % (v/v) 200 ml  

H2O  ad 1000 ml  

Der pH-Wert der Lösung wurde mit 1 M Borsäure auf pH 9,0 eingestellt. 

Ponceau S-Färbelösung 

Ponceau S 0,25 % 1,25 g  

Essigsäure 15 % 75 ml  

Methanol 40 % (v/v) 200 ml  

H2O  ad 1000 ml  

Die Lösung wurde durch einen Faltenfilter filtriert. 

Blockierlösung 

Magermilchpulver 5 % (w/v) 5 g  

TBS/Tween-Puffer  ad 100 ml  

Die Lösung wurde bei 4°C gelagert. 

3.10.2 Vorbereitung der Proben für die SDS-Polyacrylamidgelelekro-

phorese (SDS-PAGE) 

Der Proteingehalt wurde wie unter 3.8.3 beschrieben ermittelt und alle Proben eines 

Versuchsansatzes mit Lysepuffer auf einen identischen Proteingehalt in einem Volumen 

von maximal 45 �l verdünnt. Jeder Probenansatz wurde anschließend mit 1/3 Volumen 

Probenpuffer versetzt, 5 min auf 95°C erhitzt und bei 13.000 rpm (16.050 x g, 5 min) in 

der Biofuge pico zentrifugiert. Dann wurden die Proben auf das Polyacrylamidgel 

aufgetragen. 

Damit die Western-Blot-Analyse auswertbare Ergebnisse liefern konnte, wurde bei jedem 

der vier Antikörper getestet, in welchem Bereich die Signalstärke (Bandenintensität) von 

der eingesetzten Proteinmenge linear abhängig war. Außerhalb des Bereiches befand 
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man sich in der Sättigung und konnte Unterschiede in der Signalstärke nicht richtig 

nachweisen. Die Ergebnisse dieser Vorversuche definierten eine optimale Proteinmenge 

pro Spur des Polyacrylamidgels je nach Antikörper und Zelltyp, die im linearen Bereich 

der Konzentrationsreihen lag. 

Protein-Längenstandards für SDS-PAGE 

Für den immunologischen Nachweis der Phosphorylierungen von Akt (60 kDa) und 

ERK1/2 (44 und 42 kDa) wurde der Protein-Längenstandard ‚Protein Molecular Weight 

Marker’ verwendet. Dieser wurde zusammen mit den Proben 5 min auf 95°C erhitzt und 

bei 13.000 rpm (16.050 x g, 5 min) in der Biofuge pico zentrifugiert und mit den Proben 

auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Für den immunologischen Nachweis der Phos-

phorylierung von mTOR (289 kDa) und IRS (180 kDa) wurde dagegen der Protein-

Längenstandard ‚Page RulerTM Prestained Protein Ladder’ benutzt. Dieser wurde direkt 

mit den Proben auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. 

3.10.3 Vorbereitung der Polyacrylamidgele 

Zur analytischen Trennung von Proteinen anhand des Molekulargewichtes wurden 

diskontinuierliche Polyacrylamidgele nach LAEMMLI (1970) eingesetzt. Die verwendeten 

Gele hatten eine Stärke von 1 mm und eine Abmessung von 8,5 x 5,5 cm. Sie wurden mit 

dem Elektrophorese-System Mini Protean II (BioRad) gegossen und betrieben. Die 

Glasplatten wurden mit Aceton gereinigt und mit Hilfe von zwei Abstandhaltern (Spacern) 

zwischen den Platten zusammengesetzt und abgedichtet. Die Trenngele für Akt und 

ERK1/2 (10 %) und für mTOR und IRS (6 %) wurden wie folgt gegossen (Tabelle 6): 

Tabelle 6: Trenngele für die Western-Blot-Analyse 

 10 % (w/v) Polyacrylamid 6 % (w/v) Polyacrylamid 

Acrylamid (30 %) 3,00 ml 1,8 ml 

H2O 3,75 ml 4,95 ml 

Trenngelpuffer 2,25 ml 2,25 ml 

TEMED 15 µl 15 µl 

APS-Stammlösung (10 % (w/v)) 75 µl 75 µl 
 

 

Die einzelnen Komponenten wurden gemischt und bis zu einer Höhe von 5,5 cm 

zwischen die Glasplatten gefüllt. Zur Glättung der Oberfläche wurde das Gel an-

schließend mit n-Butanol überschichtet. Nachdem das Trenngel vollständig polymerisiert 

war, wurde das n-Butanol entfernt, die Geloberfläche kurz mit Wasser gespült und dann 

vorsichtig mit einem Filterpapier getrocknet. Anschließend wurde das Sammelgel wie folgt 

gegossen (Tabelle 7): 
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Tabelle 7: Sammelgel für die Western-Blot-Analyse 

 4,45 % (w/v) Polyacrylamid 

Acrylamid (30 %) 0,5 ml 

H2O 2,0 ml 

Sammelgelpuffer 833 µl 

TEMED 5 µl 

APS-Stammlösung (10 % (w/v)) 25 µl 
 

 

Die Lösungen wurden gemischt, bis zum oberen Rand zwischen die Glasplatten gefüllt 

und der Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt. Nach ca. 20 min wurde das Gel in die 

Elektrophoresekammer eingebaut und diese mit 1 x Elektrophorese-Laufpuffer gefüllt. 

Anschließend konnte der Probenkamm entfernt und gegebenenfalls vorhandene Luft-

blasen weggespült werden.  

3.10.4 Trennung der Proteine durch SDS-PAGE 

Die aufbereiteten Proben (maximal 60 �l) wurden in die Geltaschen pipettiert. Die Elektro-

phorese erfolgte mit 15 mA/Gel im Sammelgel bzw. mit 20 mA/Gel im Trenngel. Für den 

Nachweis der Phosporylierung von Akt und ERK1/2 wurde sie beendet, wenn die Brom-

phenolblaubande den unteren Rand des Trenngels erreicht hatte. Für den Nachweis der 

Phosphorylierung von mTOR und IRS wurde die Elektrophorese ca. 20 min, nachdem die 

Bromphenolbande aus dem Gel herausgelaufen war, beendet. 

3.10.5 Transfer der getrennten Proteine auf PVDF-Membran durch 

Western-Blot 

Nach der Gelelektrophorese wurde das Sammelgel vorsichtig abgetrennt, die linke obere 

Ecke des Trenngels zur Markierung entfernt und das Gel für 15 min in Blottransferpuffer C 

äquilibriert. Währenddessen wurden eine PVDF-Membran und vier Gel-Blotting-Papiere 

auf die entsprechende Größe des Gels (8,5 x 5,5 cm für ein Gel bzw. 8,5 x 11,0 cm für 

zwei Gele) zugeschnitten und die linke obere Ecke der Membran ebenfalls markiert. 

Durch kurzes Schwenken der PVDF-Membran in reinem Methanol wurde diese 

gleichmäßig angefeuchtet. Danach wurde sie mehrmals mit Wasser gespült und 

anschließend in Blottransferpuffer B für 15 min äquilibriert.  

Der Blotaufbau erfolgte auf der Anodenplatte der Blotvorrichtung. Als erstes wurde ein 

Filterpapier in Blottransferpuffer A angefeuchtet und aufgelegt. Darauf wurde ein zuvor mit 

Blottransferpuffer B benetztes Filterpapier gelegt. Anschließend wurden auf diese beiden 

Filter zunächst die PVDF-Membran und dann das Polyacrylamidgel vorsichtig aufgelegt, 

so dass die beiden markierten Ecken übereinander lagen. Als letztes wurden zwei zuvor 
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in Blottransferpuffer C angefeuchtete Filter auf das Gel geschichtet. Die einzelnen 

Schichten wurden möglichst luftblasenfrei aufeinander gelegt. Um eventuell noch 

vorhandene Luftblasen und überschüssige Flüssigkeit zu entfernen, wurde der gesamte 

Aufbau mit einem Glasröhrchen, das über das oberste Filterpapier gerollt wurde, 

vorsichtig komprimiert. Überschüssiger Puffer wurde mit Zellstoff entfernt und die 

Kathodenplatte vorsichtig aufgelegt. Der Transfer erfolgte bei konstanter Stromstärke von 

1,2 mA/cm2 
Gelfläche (= 56 mA/Gel) über einen Zeitraum von 45 min für den Nachweis 

der Phosphorylierung von Akt und ERK1/2. Für den Nachweis der Phosphorylierung von 

mTOR und IRS erfolgte der Transfer über einen Zeitraum von 2 h. 

3.10.6 Nachweis der geblotteten Proteine durch Ponceau S-Färbung 

Nach Ablauf der Transferzeit wurde der Blotaufbau abgebaut und die PVDF-Membran mit 

Hilfe einer Pinzette entnommen. Durch kurzes Schwenken in einer Schale mit 

Ponceau S-Färbelösung wurden die Proteinbanden reversibel angefärbt. Nach mehr-

maligem Spülen mit Wasser zur Eliminierung der Hintergrundfärbung war es möglich, die 

Banden des Molekulargewichtsstandards mit Nadelstichen zu markieren. Die Membran 

wurde anschließend durch Schwenken in TBS/Tween-Puffer vollständig entfärbt. 

3.10.7 Immunologischer Nachweis der Proteine in der Western-Blot-

Analyse durch eine peroxidasevermittelte Chemilumineszenz-

reaktion 

Zur Absättigung der unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran für 60 min bei 

Raumtemperatur in der Blockierlösung schwenkend inkubiert. Danach wurde sie 3 x 

10 min mit TBS/Tween-Puffer gewaschen und über Nacht bei 4°C mit dem Erstantikörper 

inkubiert. Die Verdünnung der Erstantikörper ist unter 2.10 beschrieben.  

Am nächsten Tag wurde der Erstantikörper entfernt und die Membran erneut 3 x für je 

10 min mit TBS/Tween-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem peroxidasegekoppelten 

Zweitantikörper erfolgte für zwei Stunden bei Raumtemperatur in Blockierlösung. Je nach 

verwendetem Erstantikörper wurde als Zweitantikörper ein Ziege-Anti-Maus-HRP-

Konjugat oder ein Ziege-Anti-Kaninchen-HRP-Konjugat  verwendet (siehe 2.10). Nach der 

Inkubation wurde die Membran erneut 3 x 10 min mit TBS/Tween-Puffer gewaschen. Der 

Nachweis wurde durch eine Chemilumineszenzreaktion mit dem Chemilumineszenz-

substrat (SuperSignal® West Pico Chemilumineszenzsubstrat) nach Anweisung des 

Herstellers abgeschlossen. Dazu wurden die Lösungen 1 und 2 zu gleichen Teilen zu 

einem Endvolumen von 1 ml/46,75 cm2 
PVDF-Membran gemischt und auf die Membran 

gegeben. Die Lösung wurde durch langsames Schwenken möglichst gleichmäßig auf der 

Membran verteilt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Membran in 
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Frischhaltefolie eingelegt und überschüssiges Chemilumineszenzsubstrat durch 

vorsichtiges Abrollen mit einem Glasröhrchen entfernt. Die durch Nadelstiche in der 

Membran markierten Banden des Molekulargewichts-Standards konnten mit einem 

wasserfesten Stift nachgezogen werden. Die entstehende Chemilumineszenz wurde mit 

Hilfe des ‚ChemiDocTM’-System (BioRad) detektiert und die angefärbten Banden mit dem 

Software-Programm ‚Quantity One’ der Firma BioRad quantifiziert. Falls keine oder nur 

sehr schwache Banden zu erkennen waren, wurde das sensitivere Chemilumineszenz-

substrat (ECL Advanced Chemilumineszenzsubstrat) verwendet. Die Membran wurde mit 

1 x TBS/ Tween-Puffer gewaschen, mit je 500 �l der Lösung 1 und 2 des Chemilumines-

zenzsubstrats überschichtet und 5 min inkubiert. Anschließend konnte der Blot mittels 

‚ChemiDocTM’-System erneut ausgewertet werden. 

3.10.8 Auswertung der Western-Blot-Analysen 

Es wurden alle elektrophoretisch aufgetrennten Zelllysate eines Zellkulturversuchs auf 

eine Membran geblottet, um sie untereinander vergleichbar zu machen. Die Entwicklung 

der Blots mit dem Chemilumineszenzsubstrat verlief zwar prinzipiell immer nach dem 

gleichen Protokoll, jedoch waren die Färbereaktionen bzw. die Schwarzfärbung der detek-

tierten Banden oft unterschiedlich. Um den Vergleich zwischen verschiedenen Experimen-

ten mit dem gleichen Versuchsansatz zu gewährleisten, wurde daher zunächst die aus-

zuwertende Bande durch die Summe aller Bandenintensitäten des jeweiligen Blots divi-

diert und erst dann der Quotient zwischen phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem 

Protein gebildet. 

3.11 Radioaktive Bestimmung der PGE2-Bindung 

Die PGE2-Bindung wurde mit radioaktivem PGE2 in allen Zellen überprüft, die stabil mit 

einem der vier EP-Rezeptoren transfiziert und in der vorliegenden Arbeit verwendet 

wurden. Im Rahmen der Arbeit wurde der PGE2-Bindungsassay für die SH-SY5Y-EP3�-

Zellen und die HepG2-EP1-Zellen10 durchgeführt. 

3.11.1 Prinzip des PGE2-Bindungs-Assays 

Der PGE2-Bindungsassay basiert auf der Bindung von [3H]-radioaktiv markiertem PGE2 an 

die vier PGE2-Rezeptoren der verschiedenen Zelltypen. Nicht-radioaktiv markiertes PGE2 

wird in einem parallelen Ansatz im Überschuss zugegeben, um die unspezifische Bindung 

des markierten PGE2 zu bestimmen. Um die freien und die gebundenen Liganden von-

                                                

10 Der PGE2-Bindungsassay für die HepG2-EP1-Zellen wurde von Dr. habil. Frank Neuschäfer-

Rube aus der Arbeitsgruppe durchgeführt. 
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einander zu trennen, werden die Zellhomogenate auf einen Glasfilter gepumpt. Das auf 

dem Filter gebundene [3H]-PGE2 wird zur Messung im β-Counter mittels Scintillator-

flüssigkeit verwendet. 

3.11.2 Puffer und Lösungen 

PGE2-Bindungspuffer 

Tris/HCl 10 mM 10 ml 1 M Stammlsg. pH 6,2 

EDTA 1 mM 2 ml 0,5 M Stammlsg. 

MgCl2 10 mM 5 ml 2 M Stammlsg. 

H2O  ad 1000 ml  

Der Puffer wurde auf pH 6,2 eingestellt und bei 4°C gelagert. 

Vor Gebrauch wurde dem PGE2-Bindungspuffer pro ml frisch zugesetzt: 

Pefablock 200 �M 1 �l 200 mM Stammlsg 

Leupeptin 10 �g/ml 1 �l 10 mg/ml Stammlsg. 

Trypsininhibitor  10 �g/ml 1 �l 10 mg/ml Stammlsg. 

[3H]-PGE2 (541 nM): 

Die Substanz wurde als Lösung in 70 % Ethanol vom Hersteller geliefert und bei 4°C 

gelagert. 

[3H]-PGE2 (20 nM): 

Die [3H]-markierte PGE2-Stammlösung wurde mit PGE2-Bindungspuffer auf eine 

Konzentration von 20 nM verdünnt. Die Lösung wurde frisch angesetzt. 

3.11.3 Herstellung der Homogenate 

Die entsprechenden Zellen wurden wie unter 3.1 beschrieben kultiviert und einmal mit 

1 x PBS gewaschen. Die Zellen wurden bei 4°C mit 250 µl Bindungspuffer mit Protease-

inhibitoren abgeschabt und die Homogenate in 1,5 ml-Reaktionsgefäße bei 4°C überführt. 

3.11.4 Messung der PGE2-Bindung 

Die Homogenate wurden für die Bindungsreaktion in 3 ml Ria-Röhrchen mit 50 µl der 

[3H]-PGE2 20 nM-Lösung und zur Bestimmung der unspezifischen Bindung in einem 

parallelen Ansatz zusätzlich mit einem 1000-fachen Überschuss PGE2 (10 µM) in einem 

Endvolumen von 100 µl für 1 h bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. Alle Messungen 

wurden in einer Doppelbestimmung durchgeführt. Um anschließend die gebundenen und 

die ungebundenen Liganden voneinander zu trennen, wurden die Zellsuspensionen über 

einen GF 52 Filter vakuumfiltriert. GF 52 Filter wurden in PGE2-Bindungspuffer einge-

weicht. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen simultan durch Vakuumfiltration 
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über GF 52 Filter und mit einer Absaugevorrichtung vom Inkubationsansatz getrennt und 

5 x mit 4 ml eiskaltem Bindungspuffer gewaschen. Die Filter wurden in Scintillationsge-

fäße überführt, mit 5 ml Scintillationsflüssigkeit versetzt und die [3H]-Aktivität im β-Counter 

gemessen. 

3.12 Statistische Auswertung 

Alle Experimente wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgefürt. An-

schließend wurde der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Die Signifikann-

zen wurden mittels gepaartem, zweiseitigen Sudents’s t-Test ermittelt. Alle Tests wurden 

mit Hilfe des Programms Excel durchgeführt, wobei das Signifikanzniveau auf p < 0,05 

festegelegt wurde. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in primären Hepatozyten der 

Ratte und Hepatomzelllinien 

4.1.1 Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in primären Hepatozyten 

Zum Vergleich der Hepatomzelllinien mit der Situation im natürlichen System, wurde 

zunächst die Genexpression der vier PGE2-Rezeptoren (EP1-4) in primären Hepatozyten 

der Ratte mittels quantitativer Real-Time-PCR bestimmt (Abb. 10). Die primären Hepato-

zyten der Ratte wurden innerhalb der Arbeitsgruppe11 durch nicht-rezikulierende Perfusion 

mit Ca2+-freiem Medium isoliert, über einen Dichtegradienten gereinigt und für zwei Tage 

in Medium 199 mit 1 % Penicillin/Streptomycin, 100 nM Dexamethason und 0,5 nM Insulin 

kultiviert. Für die ersten vier Stunden wurden die Zellen zusätzlich mit 4 % neonatalem 

Kälberserum kultiviert. Die Genexpression der PGE2-Rezeptoren wird als Verhältnis aus 

den Kopien für die PGE2-Rezeptoren und den Kopien für GAPDH angegeben. 

 

 

Abbildung 10: Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in primären Rattenhepatozyten 

Primäre Hepatozyten der Ratte wurden durch nicht-rezirkulierende Perfusion mit Ca2+-freiem Medium isoliert 
und für zwei Tage in Medium 199 mit 1 % Penicillin/Streptomycin, 100 nM Dexamethason und 0,5 nM Insulin 
kultiviert. Für die ersten vier Stunden wurden die Zellen zusätzlich mit 4 % neonatalem Kälberserum kultiviert.. 
Die RNA wurde isoliert (siehe 3.5) und die mRNA-Kopienzahl für die PGE2-Rezeptoren und GAPDH anhand 
von Eichgeraden mit entsprechenden Plasmid-DNA’s quantifiziert (siehe 3.6.5). Die gezeigten Werte sind 
Mittelwerte + SEM von vier unabhängigen Versuchen in Dreifachbestimmung. 

                                                

11 Die Präparation und die Isolierung der primären Rattenhepatozyten wurden von Manuela Kuna 

und Janin Henkel aus der Arbeitsgrupe durchgeführt. 
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Die mRNA für den EP2- und EP4-Rezeptor konnte in den primär kultivierten Hepatozyten 

der Ratte praktisch nicht nachgewiesen werden, das EP-R/GAPDH-Verhältnis lag bei 

0,0001. Das Gen für den EP1-Rezeptor war in den Zellen schwach exprimiert, das 

EP-R/GAPDH-Verhältnis lag bei 0,001. Die primären Hepatozyten der Ratte exprimierten 

am stärksten den EP3-Rezeptor. Dieser wird circa 60 mal stärker exprimiert als der EP1-

Rezeptor. Der EP3-R war damit in Rattenhepatozyten sehr viel stärker exprimiert als 

irgendein anderer PGE2-Rezeptor in primären Zellen oder nicht transfizierten Zelllinien, 

die innerhalb der Arbeitsgruppe zum Vergleich zur Verfügung standen. 

4.1.2 Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in HepG2-Zellen 

HepG2-Zellen sind menschliche Hepatomzellen. Sie wurden in vorangegangenen 

Arbeiten mit dem EP3β- und dem EP4-Rezeptor stabil transfiziert (siehe 3.2). Im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit wurde eine stabile HepG2-EP1-Rezeptozelllinie (HepG2-EP1) 

generiert. Der Erfolg der stabilen Transfektion wurde mit Hilfe des PGE2-Bindungsassays 

(Daten nicht gezeigt) und RT-PCR überprüft. 

 

Abbildung 11: Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in HepG2-Zellen 

Die nicht transfizierten HepG2-Zellen (A) und die stabil transfizierten HepG2-Zellen HepG2-EP1 (B), 

HepG2-EP3β (C) und HepG2-EP4 (D) wurden wie unter 3.1.1 beschrieben kultiviert. Die RNA wurde isoliert 
(siehe 3.5) und die mRNA-Kopienzahl für die PGE2-Rezeptoren und GAPDH anhand von Eichgeraden mit 
entsprechenden Plasmid-DNA’s quantifiziert (siehe 3.6.5). Für (A-C) wurden die humanen Primer für den 
EP4-R verwendet (siehe Tabelle 1). Da die HepG2-EP4-Zellen (D) mit dem murinen EP4-R stabil transfiziert 
wurden, wurden hierfür die Ratte/Maus-Primer verwendet. Hierzu wurde jeweils ein Versuch durchgeführt. 
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In untransfizierten HepG2-Zellen konnte keiner der vier PGE2-Rezeptoren auf mRNA-

Ebene nachgewiesen werden (Abb. 11). Das EP-R/GAPDH-Verhältnis lag bei allen in 

einem Bereich unterhalb der technischen Nachweisgrenze. HepG2-EP1-Zellen exprimier-

ten nur den EP1-Rezeptor, HepG2-EP3β-Zellen nur den EP3β Rezeptor und HepG2-EP4-

Zellen ausschließlich den EP4-Rezeptor. 

4.1.3 Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in Fh-hTert-Zellen 

Fh-hTert ist eine humane fötale Hepatozytenzelllinie. Die mRNA für den EP1- und den 

EP3-Rezeptor konnte in den Fh-hTert Zellen nicht nachgewiesen werden (Abb. 12). Die 

Fh-hTert-Zellen exprimierten den EP2- und den EP4-Rezeptor. 

4.2 Modulation der Insulinsignalkette durch Vorinkubation mit PGE2 in 

HepG2-Zellen 

4.2.1 Modulation der insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung 

Die Akt-Kinase (PKB) ist ein Enzym der intrazellulären Signalübertragung von Insulin. 

Ihre Aktivität korreliert mit dem Ausmaß der Phosphorylierung an Ser473. Durch Western-

Blot-Analysen mit spezifischen Antikörpern gegen Ser473-phosphorylierte Akt (pAkt) und 

Gesamt-Akt konnte der Aktivierungsgrad des Enzyms bestimmt werden. Hierbei handelt 

es sich um Antikörper, die alle Akt-Isoformen erkennen. Für die vollständige Aktivierung 

der Akt-Kinase (siehe 1.1.4) ist die Phosphorylierung des Threoninrestes in Position 308 

und des Serinrestes in Position 473 notwendig (VANHAESEBROECK et al. 2000; 

SCHEID & WOODGETT 2003). Die Phosphorylierung von Serin473
 ist der Threoninphos-

phorylierung des Enzyms durch PDK1 nachgeschaltet. Für die Zellversuche in HepG2-

Zellen wurden diese 330 min + PGE2 und danach zusätzlich für 15 min mit 10 nM Insulin 

inkubiert. 

Die 15-minütige Insulinstimulation steigerte in allen HepG2-Zellen, den nicht transfizierten, 

sowie den transfizierten, die Phosphorylierung von Akt signifikant (Abb. 13). Die Vorbe-

handlung der Zellen für 330 min mit PGE2 allein aktivierte Akt in den HepG2-Zellen um 

den Faktor 1,5 und in den HepG2-EP1-Zellen um den Faktor 1,7. In den HepG2-EP3�- 

und den HepG2-EP4-Zellen steigerte PGE2 allein unter diesen Bedingungen die Akt-

Phosphorylierung nicht. In den HepG2-Zellen, die keinen der PGE2-Rezeptoren 

exprimierten, beeinflusste diese Vorinkubation mit PGE2 die insulinstimulierte Akt-

Phosphorylierung nicht. In den HepG2-EP1-, HepG2-EP3�- und HepG2-EP4-Zellen 

hemmte die Vorbehandlung der Zellen mit PGE2 die insulinstimulierte Akt-Phospho-

rylierung signifikant: bei den HepG2-EP1- und den HepG2-EP3�-Zellen um den Faktor 3, 

bei den HepG2-EP4-Zellen dagegen nur um den Faktor 1,4. 
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Abbildung 12: Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in Fh-hTert-Zellen 

Fh-hTert-Zellen wurden wie unter 3.1.2 beschrieben kultiviert. Die RNA wurde isoliert (siehe 3.5) und die 
mRNA-Kopienzahl für die PGE2-Rezeptoren und GAPDH anhand von Eichgeraden mit entsprechenden 
Plasmid-DNA’s quantifiziert (siehe 3.6.5). Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM von drei unabhängigen 
Versuchen in Dreifachbestimmung. 

In drei Versuchen war es möglich, die Aktivierung von Akt in HepG2-, HepG2-EP1- und 

HepG2-EP3�-Zellen miteinander zu vergleichen, da die Zelllysate auf das gleiche Gel 

aufgetragen und auf die gleiche Membran geblottet wurden. Hierbei zeigte sich, dass die 

insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung in den HepG2-EP3�-Zellen mehr als doppelt so 

stark war, als in den HepG2- und HepG2-EP1-Zellen. Dieser Unterschied war signifikant 

(Abb. 14). Allerdings ist zu berücksichtigen, dass in diesen drei Experimenten die insulin-

abhängige Akt-Phosphorylierung gemessen als pAkt/Akt-Verhältnis in den HepG2-EP1-

Zellen deutlich schwächer war als im Durchschnitt der Versuche (Abb. 14 mit n=3 vs. 

Abb. 13B mit n=11). Das Ausmaß der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung in den 

HepG2-EP3�-Zellen stimmte dagegen mit dem Mittelwert aller Vesuche überein (Abb. 14 

mit n=3 vs. Abb. 13C mit n=11). 
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Abbildung 13: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt durch 

Vorinkubation mit PGE2 in HepG2-Zellen 

HepG2- (A), HepG2-EP1- (B), HepG2-EP3β- (C) und HepG2-EP4-Zellen (D) wurden wie unter 3.1.1 beschrie-
ben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min behandelt und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min 
stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9). Es wurden jeweils 50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse 
eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAkt bzw. Akt gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-
konjugiert. Hierzu wurde die in der Abbildung angegebene Anzahl unabhängiger Experimente durchgeführt. 
Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. a: signifikant versus ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus 
ohne PGE2-Vorinkubation; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist jeweils ein 
repräsentativer Western-Blot. 



Ergebnisse  73 

 

Abbildung 14: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt durch 

Vorinkubation mit PGE2 in HepG2-Zellen: Vergleich der Zelllinien 

HepG2-, HepG2-EP1- und HepG2-EP3β-Zellen  wurden wie unter 3.1.1 beschrieben kultiviert, mit PGE2 
(10 µM) für 330 min behandelt und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Die Zellen wurden 
lysiert (siehe 3.9). Es wurde jeweils 50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der 
Erstantikörper war gegen pAkt bzw. Akt gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Die gezeigten 
Werte sind Mittelwerte + SEM aus drei unabhängigen Experimenten. a: signifikant versus ohne Insulin-
stimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; c: signfikant versus HepG2-Zellen; p < 0,05; 
Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist ein repräsentativer Western-Blot. 

4.2.2 Modulation der insulinabhängigen ERK1/2-Phosphorylierung 

Die Aktivierung der extrazellulären signalregulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2) konnten 

wie die der Akt-Kinase durch Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden. Dazu wurden 

spezifische Antikörper gegen Threonin202- und Tyrosin204-phosphorylierte ERK1 bzw 

Threonin185- und Tyrosin187-phosphorylierte ERK2 (pERK1/2) und Gesamt-ERK1/2 

verwendet. Durch die Phosphorylierung dieser beiden Reste in den ERK-Isoformen 

werden die Enzyme vollständig aktiviert (PEARSON et al. 2001). 

Weder Insulin noch PGE2 steigerte in den nicht transfizierten HepG2-Zellen die ERK1/2-

Phosphorylierung signifikant (Ab. 14). In den HepG2-EP1-Zellen steigerte Insulin die 

ERK1/2-Phosphorylierung nicht, PGE2 jedoch stimulierte die ERK1/2-Aktivität signifikant 

um den Faktor 5,5. In diesen Zellen war die ERK1/2-Phosphorylierung nach PGE2-

Stimulation bereits maximal und ließ sich durch Insulin nicht noch weiter steigern. Die 15-

minütige Insulinstimulation steigerte die ERK1/2-Phosphorylierung in den HepG2-EP3�-

Zellen signifikant, wie auch die alleinige Vorinkubation mit PGE2. Diese PGE2-abhängige 

ERK1/2-Phosphorylierung wurde in den HepG2-EP3�-Zellen durch die anschließende 

Insulinstimulation noch signifikant um das Dreifache gesteigert. Auch in den HepG2-EP4-

Zellen erhöhte die Insulinstimulation die ERK1/2-Phosphorylierung signifikant um das 
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Doppelte. Die alleinige PGE2-Vorinkubation aktivierte ERK1/2 in diesen Zellen ebenfalls 

signifikant, jedoch nur 1,5fach. Wie auch in den HepG2-EP3�-Zellen war die PGE2-

abhängige Aktivierung von ERK1/2 in den HepG2-EP4-Zellen nach Insulinstimulation 

maximal. 

 

Abbildung 15: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von ERK1/2 

durch Vorinkubation mit PGE2 in HepG2-Zellen 

HepG2- (A), HepG2-EP1- (B), HepG2-EP3β- (C) und HepG2-EP4-Zellen (D) wurden wie unter 3.1.1 beschrie-
ben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min 
stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9). Es wurden jeweils 50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse 
eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pERK1/2 bzw. ERK1/2 gerichtet. Der Zweitantikörper 
war HRP-konjugiert. Hierzu wurde die in der Abbildung angegebene Anzahl unabhängiger Experimente durch-
geführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. a: signifikant versus ohne Insulinstimulation; b: signifi-
kant versus ohne PGE2-Vorinkubation; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist 
jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 
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4.2.3 Modulation der insulinabhängigen mTOR-Phosphorylierung 

Durch die Western-Blot-Analyse konnte auch die Aktivierung der Serin/Threoninkinase 

mammalian Target of Rapamycin (mTOR) nachgewiesen werden. Hierfür wurden spezi-

fische Antikörper gegen Serin2448-phosphorylierte mTOR (pmTOR) und Gesamt-mTOR 

verwendet. Die Kinase mTOR wird durch die Serin2448-Phosphorylierung und anschließen-

der Autophosphorylierung an Serin2481 vollständig aktiviert (NAVÉ et al. 1999; PETERSON 

et al. 2000). 

In den nicht transfizierten HepG2-Zellen steigerte die 15-minütige Insulinstimulation die 

mTOR-Phosphorylierung stärker als die Vorinkubation mit PGE2 (Abb. 16). Diese Stei-

gerungen waren jedoch nicht signifikant. In den HepG2-EP1-Zellen war die basale mTOR-

Phosphorylierung gegenüber den anderen transfizierten Zelllinien und den untransfi-

zierten Zellen erhöht. Hier steigerten weder Insulin noch PGE2 die mTOR-Phosphory-

lierung. Die Vorinkubation mit PGE2 mit nachfolender Stimulation mit Insulin steigerte die 

mTOR-Phosphorylierung in den HepG2-EP1-Zellen, dies jedoch nicht signifikant. 

In den HepG2-EP3�-Zellen steigerte Insulin die mTOR-Phosphorylierung signifikant um 

das Dreifache (Abb. 16). Die PGE2-Vorinkubation aktivierte mTOR um das Doppelte 

gegenüber der Kontrolle. Diese Steigerung war signifikant, jedoch geringer als die insulin-

stimulierte Enzymaktivierung. Die Vorbehandlung der HepG2-EP3�-Zellen mit PGE2 

beeinflusste die insulinstimulierte mTOR-Phosphorylierung nicht. In den HepG2-EP4 

Zellen aktivierte Insulin mTOR ebenfalls signifikant. Hier war die insulinstimulierte mTOR-

Phosphorylierung doppelt so stark wie in der Kontrolle. Die Vorinkubation mit PGE2 

steigerte die mTOR-Phosphorylierung leicht und hemmte, ebenfalls nur leicht, die insulin-

stimulierte Phosphorylierung von mTOR, die dadurch nicht mehr signifikant unterschied-

lich von der Kontrolle war. 

4.2.4 Modulation der insulinabhängigen IRS-Phosphorylierung 

Mittels der Western-Blot-Analyse war ebenfalls der Nachweis der Serinphosphorylierung 

des Insulinrezeptorsubstrates (IRS) möglich. Hierfür wurden spezifische Antikörper gegen 

Ser639/639-phosphoryliertes IRS (pIRS) und Gesamt-IRS verwendet. Die IRS werden durch 

Tyrosinphosphorylierung des Insulinrezeptors phosphoryliert und somit aktiviert. Serin-

phosphorylierungen der IRS durch Serinkinasen blockieren die insulininduzierte Signal-

weiterleitung (siehe 1.1.6/1.3). 
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Abbildung 16: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von mTOR 

durch Vorinkubation mit PGE2 in HepG2-Zellen 

HepG2- (A), HepG2-EP1- (B), HepG2-EP3β- (C) und HepG2-EP4-Zellen (D) wurden wie unter 3.1.1 beschrie-
ben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min 
stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9). Es wurden 60-80 µg Protein für die Western-Blot-Analyse 
eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pmTOR bzw. mTOR gerichtet. Der Zweitantikörper war 
HRP-konjugiert. Hierzu wurden jeweils drei unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind 
Mittelwerte + SEM. a: signifikant versus ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinku-
bation; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist jeweils ein repräsentativer Western-
Blot. 

Die 15-minütige Insulinstimulation steigerte in den nicht transfizierten HepG2-Zellen die 

IRS- Serinphosphorylierung signifikant (Abb. 17). Die PGE2-Vorinkubation erhöhte die 

Serinphosphorylierung des IRS nicht und hatte keinen Einfluss auf die insulinstimulierte 

IRS-Serinphosphorylierung. In den HepG2-EP1-Zellen steigerte die alleinige Insulinstimu-

lation die Serinphosphorylierung des IRS nicht. Die PGE2-Vorinkubation dagegen ver-

stärkte die IRS-Serinphosphorylierung signifikant um das Doppelte. Die anschließende 

Insulinstimulation steigerte die PGE2-abhängige Serinphosphorylierung des IRS noch. In 

den HepG2-EP3�-Zellen erhöhten die Insulinstimulation und die PGE2-Vorinkubation die 
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Serinphosphorylierung des IRS signifikant (3fach). Die anschließende Insulinstimulation 

hatte einen signifikanten additiven Effekt auf die PGE2-abhängige IRS-Serinphosphory-

lierung (1,5fach). In den HepG2-EP4-Zellen steigerte die Insulinstimulation, wie auch die 

alleinige PGE2-Vorinkubation, die Serinphosphorylierung des IRS ebenfalls signifikant. Die 

PGE2-Vorinkubation verstärkte die insulinabhängige Serinphosphorylierung des IRS um 

das 1,5fache. Dieser additive Effekt war signifikant. 

 

Abbildung 17: Modulation der insulinabhängigen Serinphosphorylierung von IRS 

durch Vorinkubation mit PGE2 in HepG2-Zellen 

HepG2- (A), HepG2-EP1- (B), HepG2-EP3β- (C) und HepG2-EP4-Zellen (D) wurden wie unter 3.1.1 
beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert und anschließend mit Insulin (10 nM) für 
15 min stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9). Es wurden jeweils 60-80 µg Protein für die Western-
Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pIRS bzw. IRS gerichtet. Der Zweit-
antikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurde die in der Abbildung angegebene Anzahl unabhängiger 
Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. a: signifikant versus ohne Insulin-
stimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stich-
proben. Dargestellt ist jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 
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4.3 Modulation der Signalketten durch die Behandlung mit Inhibitoren in 

HepG2-Zellen 

Zur Identifizierung der Signalwege, die an der PGE2-abhängigen Modulation der primären 

Insulinsignalketten in HepG2-Zellen beteiligt sind, wurden die stabil transfizierten HepG2-

Zellen HepG2-EP1, HepG2-EP3β und HepG2-EP4 mit dem PKC-Inhibitor Bisindolylmale-

imid X Hydrochlorid (BIM) sowie den MAPK Kinase Kinase/ERK Kinase (MEK)-Inhibitoren 

PD98059 (2’-Amino-3’-Methoxy-Flavon) und U0126 (1,4-Diamino-2,3-Dicyano-1,4-bis[2-

Aminophenylthio]butadien) behandelt. Die untransfizierten HepG2-Zellen wurden nicht mit 

Inhibitoren behandelt, da die Vorbehandlung mit PGE2 die Insulinsignalkette in diesen 

Zellen nicht beeinflusste. MEK1 und MEK2 werden durch Phosphorylierung an zwei 

Serinresten (Ser217 und Ser221) durch Raf-ähnliche Proteine aktiviert. MEK selbst aktiviert 

ERK1 durch Thr202- und Tyr204-Phosphorylierung und ERK2 durch Thr185- und Tyr187-Phos-

phorylierung (PEARSON et al. 2001). 

PD98059 und U0126 sind zwar beide MEK-Inhibitoren, unterscheiden sich jedoch in ihrer 

Wirkungsweise. PD98059 bindet an die nicht phosphorylierte und somit inaktive Form von 

MEK1/2 und hemmt so die Phosphorylierung der den MAP-Kinasen vorgeschalteten Kina-

sen (DUDLEY et al. 1995). Die bereits phosphorylierte Kinase kann PD98059 jedoch nicht 

inhibieren (ALESSI et al. 1995). U0126 hemmt dagegen MEK1/2 unabhängig von deren 

Phosphorylierung und Aktivitätszustand – sowohl die inaktive, als auch die aktive Form. 

PD98059 hemmt MEK2 etwa zehnmal schwächer als MEK1. U0126 ist ein gegenüber 

PD98059 weitaus wirksamerer Inhibitor, er besitzt eine mindestens vierzigfach höhere 

Affinität zu MEK1/2 als PD98059 (FAVATA et al. 1998). Bei beiden Inhibitoren handelt es 

sich um hoch selektive, nicht-kompetitive Inhibitoren. Darüber hinaus vermag PD98059 

die COX-1 und -2 zu hemmen, U0126 dagegen nicht (BÖRSCH-HAUBOLD et al. 1998). 

Für die insulinabhängige Akt- und ERK1/2-Phosphorylierung wurde für die transfizierten 

HepG2-Zellen eine große Anzahl von Versuchen gemacht. Die Versuche mit Inhibitoren, 

zur Identifizierung der an der PGE2-abhängigen Modulation beteiligten Signalketten, 

wurden in einer geringeren Anzahl durchgeführt. Hierbei ergibt sich ein Problem, das 

wahrscheinlich auf einen technischen Fehler bei der Western-Blot-Analyse zurückzu-

führen ist. Die PGE2-vermittelte Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung, 

die bei der großen Anzahl der Versuche in allen transfizierten HepG2-Zellen beobachtet 

wurde, konnte in den Versuchen mit den Inhibitoren (n=3 bzw. n=5) nicht immer reprodu-

ziert werden. Auch die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung selbst war in den Ver-

suchen mit den Inhibitoren zum Teil deutlich schwächer als der Mittelwert aller Versuche. 
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4.3.1 HepG2-EP1-Zellen 

Die insulinstimulierte, die PGE2-abhängige sowie die Hemmung der insulinstimulierten 

Akt-Phosphorylierung durch PGE2 wurde in den HepG2-EP1-Zellen weder durch die 

Behandlung mit dem Inhibitor BIM noch mit PD98059 beeinflusst (Abb. 18A). Die 

Vorinkubation mit PGE2 steigerte in den DMSO-behandelten Kontrollzellen die ERK1/2-

Phosphorylierung signifikant (Abb. 18B, Abb. 15B) BIM verringerte die ERK1/2-Phos-

phorylierung nach Vorinkubation mit PGE2 signifikant. Die Behandlung der Zellen mit dem 

Inhibitor PD98059 hemmte die PGE2-abhängige ERK1/2-Phosphorylierung um den 

Faktor 11 signifikant gegenüber den DMSO-behandelten Zellen. 

 

Abbildung 18: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 in HepG2-EP1-Zellen durch die Behandlung mit BIM und PD98059 

HepG2-EP1-Zellen wurden wie unter 3.1.1 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert 
und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit DMSO als 
Kontrolle, BIM (150 nM) oder PD98059 (50 µM) inkubiert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurde 
jeweils 50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen 
pAKT bzw. AKT (A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu 
wurden jeweils drei unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. 
a: signifikant versus ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; c: signfikant 
versus jeweiliger Stimulus ohne Inhibitor; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist 
jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 



Ergebnisse  80 

HepG2-EP1-Zellen wurden darüber hinaus mit dem MEK-Inhibitor U0126 behandelt. Dies 

steigerte die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung signifikant um das Doppelte 

(Abb. 20A). Jedoch ist hier zu berücksichtigen, dass die insulinstimulierte Akt-Phosphory-

lierung in den DMSO-behandelten Kontrollzellen in diesen drei Versuchen schwächer war, 

als im Mittel aller Versuche (Abb. 13B). U0126 steigerte ebenfalls die insulinstimulierte 

Akt-Phosphorylierung nach Vorinkubation mit PGE2 signifikant um den Faktor 3, wobei die 

PGE2-Vorbehandlung in U0126-behandelten Zellen die insulinstimulierte Akt-Phosphory-

lierung immer noch hemmte. Allerdings war diese 2,6fache Hemmung deutlich geringer 

als in den DMSO-behandelten Zellen (3,5-fach). PGE2 alleine hatte keinen Effekt auf die 

Akt-Phosphorylierung in den Kontroll- und den U0126-behandelten Zellen. Die Behand-

lung der Zellen mit U0126 hob die induzierte ERK1/2-Phosphorylierung unter allen 

Bedingungen fast vollständig auf (Abb. 19B). Dieser Effekt war wesentlich stärker als die 

durch PD98059 hervorgerufene Hemmung. 

 

Abbildung 19: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch die Behandlung mit U0126 in HepG2-EP1-Zellen 

HepG2-EP1-Zellen wurden wie unter 3.1.1 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert 
und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit DMSO als 
Kontrolle und U0126 (50 µM) inkubiert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurden jeweils 50 µg 
Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAKT bzw. 
AKT (A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurden jeweils 
drei unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. a: signifikant 
versus ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; c: signfikant versus jeweiliger 
Stimulus ohne Inhibitor; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist jeweils ein 
repräsentativer Western-Blot. 
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4.3.2 HepG2-EP3ββββ-Zellen 

Die Behandlung der HepG2-EP3�-Zellen mit den Inhibitoren BIM und PD98059 beein-

flusste die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung nicht signifikant (Abb. 20A), tendenziell 

kam es zu einer leichten Steigerung. Wie auch im Mittel aller Versuche steigerte die 

alleinige PGE2-Vorinkubation die Akt-Phosphorylierung in diesen drei Versuchen nicht. 

Die Inhibitoren hatten keinen Effekt auf die PGE2-abhängige Hemmung der insulin-

stimulierten Akt-Phosphorylierung. Die Vorinkubation mit PGE2 allein steigerte die 

ERK1/2-Phosphorylierung (Abb. 20B, 15C). BIM veränderte in HepG2-EP3�-Zellen die 

insulin- und PGE2-abhängige ERK1/2-Phosphorylierung nicht signifikant. Die Behandlung 

der Zellen mit PD98059 erniedrigte sowohl die insulinstimulierte als auch die PGE2-

abhängige ERK1/2-Phosphorylierung signifikant. 

 

Abbildung 20: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 in HepG2-EP3ββββ-Zellen durch die Behandlung mit BIM und PD98059 

HepG2-EP3�-Zellen wurden wie unter 3.1.1 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert 
und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit DMSO als 
Kontrolle, BIM (150 nM) oder PD98059 (50 µM) inkubiert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurden 
jeweils 50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen 
pAKT bzw. AKT (A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu 
wurden jeweils drei unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigte Werte sind Mittelwerte + SEM. 
a: signifikant versus ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; c: signfikant 
versus jeweiliger Stimulus ohne Inhibitor; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist 
jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 
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Auch die HepG2-EP3�-Zellen wurden mit dem MEK-Inhibitor U0126 behandelt. Die 

Inkubation der Zellen mit U0126 hob die PGE2-vermittelte Hemmung der insulin-

stimulierten Akt-Phosphorylierung praktisch vollständig auf (Abb. 21A). Wie auch in den 

HepG2-EP1-Zellen hemmte die Behandlung der Zellen mit U0126 sowohl die basale als 

auch die induzierte ERK1/2-Phosphorylierung fast komplett (Abb. 21B). 

4.3.3 HepG2-EP4-Zellen 

Die Betrachtung der Ergebnisse, in denen die Wirkung der Inhibitoren untersucht wurde, 

ist in den HepG2-EP4-Zellen problematisch (siehe 4.3). Im Gegensatz zur Gesamtzahl 

aller Versuche (n=18), hemmte die Vorinkubation mit PGE2 in diesen fünf Versuchen die 

insulinstimulierte Akt-Phospohorylierung nicht. Daher kann die Aufhebung oder Verstär-

kung der PGE2-vermittelten Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung nicht 

eindeutig auf die durch die Inhibitoren beeinflussten Zielstrukturen zurückgeführt werden. 

 

 

Abbildung 21: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch die Behandlung mit U0126 in HepG2-EP3ββββ-Zellen 

HepG2-EP3�-Zellen wurden wie unter 3.1.1 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert 
und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit DMSO als 
Kontrolle und U0126 (50 µM) inkubiert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurden jeweils 50 µg 
Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAKT bzw. AKT 
(A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurden jeweils drei 
unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. a: signifikant versus 
ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; c: signfikant versus jeweiliger 
Stimulus ohne Inhibitor; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist jeweils ein 
repräsentativer Western-Blot. 
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Die Behandlung der HepG2-EP4-Zellen mit dem Inhibitor BIM steigerte die insulinstimu-

lierte Akt-Phosphorylierung um den Faktor 1,5 (Abb. 22A). Dies war jedoch nicht signifi-

kant. Die Behandlung der Zellen mit dem Inhibitor PD98059 dagegen steigerte die insulin-

stimulierte Akt-Phosphorylierung signifikant um das Vierfache. Die PGE2-Vorinkubation 

hemmte nur in den mit PD98059-behandelten Zellen die insulinstimulierte Akt-Phos-

phorylierung. 

Die signifikante Steigerung der PGE2-abhängigen ERK1/2-Phosphorylierung der Gesamt-

zahl aller Versuche (Abb. 15D) konnte nicht in den DMSO-behandelten Zellen, sondern 

nur in den BIM-behandelten Zellen reproduziert werden (Abb. 22B). Ebenso wie in den 

anderen HepG2-Zelllinien verringerte die Behandlung der HepG2-EP4-Zellen mit 

PD98059 sowohl die insulinstimulierte als auch die PGE2-abhängige ERK1/2-Phosphory-

lierung signifikant. 

 

 

Abbildung 22: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 in HepG2-EP4-Zellen durch die Behandlung mit BIM und PD98059 

HepG2-EP4-Zellen wurden wie unter 3.1.1 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert 
und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit DMSO als 
Kontrolle, BIM (150 nM) oder PD98059 (50 µM) inkubiert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurden 
jeweils 50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen 
pAKT bzw. AKT (A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu 
wurden jeweils fünf unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. 
a: signifikant versus ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; c: signfikant 
versus jeweiliger Stimulus ohne Inhibitor; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist 
jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 
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Die Behandlung der HepG2-EP4-Zellen mit dem Inhibitor U0126 hemmte die insulin-

stimulierte Phosphorylierung von Akt leicht, jedoch nicht signifikant (Abb. 23A). Die 

insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung nach Vorinkubation mit PGE2 wurde ebenfalls 

leicht gehemmt. Die signifikante Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung 

durch PGE2 der Gesamtheit aller Versuche (Abb. 13D) konnte in diesen drei Versuchen in 

den DMSO-behandelten Zellen nicht reproduziert werden. 

Die Vorinkubation mit PGE2 steigerte die insulinstimulierte ERK1/2-Phosphorylierung 

(Abb. 23B). Im Gegensatz zur Gesamtzahl aller Versuche (Abb. 15D) war dies in diesen 

drei Versuchen jedoch nicht signifikant, es war aber ein Trend zu erkennen (p < 0,1). Die 

Behandlung der Zellen mit dem MEK-Inhibitor U0126 hemmte die ERK1/2-Phosphory-

lierung in den HepG2-EP4-Zellen unabhängig von der Insulin- bzw. PGE2-Behandlung 

fast vollständig und signifikant. 

 

 

Abbildung 23: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch die Behandlung mit U0126 in HepG2-EP4-Zellen 

HepG2-EP4-Zellen wurden wie unter 3.1.1 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert 
und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit DMSO als 
Kontrolle und U0126 (50 µM) inkubiert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurden jeweils 50 µg 
Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAKT bzw. AKT 
(A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurden jeweils drei 
unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. a: signifikant versus 
ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; c: signfikant versus jeweiliger 
Stimulus ohne Inhibitor; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist jeweils ein 
repräsentativer Western-Blot. 
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4.4 Fh-hTert-Zellen 

4.4.1 Modulation der Insulinsignalketten durch die Vorinkubation mit 

PGE2 

Die 15-minütige Insulinstimulation erhöhte die Akt-Phosphorylierung in den Fh-hTert-

Zellen signifikant um das 2,5fache (Abb. 24A). Die Vorbehandlung der Zellen mit PGE2 

alleine steigerte die Phosphorylierung von Akt nicht. Jedoch verringerte die PGE2-Vorinku-

bation die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung signifikant um die Hälfte. 

Insulin steigerte in Fh-hTert-Zellen die ERK1/2-Phosphorylierung signifikant um das 

1,5fache (Abb. 24B). Im Gegensatz zu allen anderen PGE2-Rezeptor-exprimierenden 

hepatischen Zellen, hemmte die Vorbehandlung der Zellen mit PGE2 die ERK1/2-Phos-

phorylierung signifikant um den Faktor 1,7. Die anschließende 15-minütige Insulinstimu-

lation hob die PGE2-abhängige Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung wieder etwas 

auf. Jedoch war die PGE2-abhängige Hemmung der insulinstimulierten ERK1/2-Phos-

phorylierung gegenüber der alleinigen Insulingabe signifikant um die Hälfte verringert. 

 

Abbildung 24: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 in Fh-hTert-Zellen 

Fh-hTert-Zellen wurden wie unter 3.1.2 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert und 
anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurden 
jeweils 40 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen 
pAKT bzw. AKT (A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu 
wurden jeweils acht unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigte Werte sind Mittelwerte + SEM. 
a: signifikant  versus ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; p < 0,05; 
Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 
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4.4.2 Modulation der Signalketten durch die Behandlung mit Inhibitoren 

Fh-hTert-Zellen wurden nicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit, aber innerhalb der 

Arbeitsgruppe mit dem Inhibitor PD98059 behandelt. Wie in den HepG2-EP4-Zellen stei-

gerte PD98059 die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung signifikant (Abb. 25A). Im Ge-

gensatz zu den transfizierten HepG2-Zelllinien war in den Fh-hTert-Zellen durch die 

Behandlung mit PD98059 weder die insulinstimulierte noch die PGE2-abhängige ERK1/2-

Phosphorylierung signifikant verringert (Abb. 25B). 

 

 

Abbildung 25: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 in Fh-hTert-Zellen durch die Behandlung mit PD98059 

Fh-hTert-Zellen wurden wie unter 3.1.2 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert und 

anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit DMSO als Kontrolle, 

oder PD98059 (50 µM) inkubiert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurden jeweils 40 µg Protein für 

die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAKT bzw. AKT (A), pERK1/2 

bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurden jeweils drei unabhängige 

Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. a: signifikant versus ohne Insulin-

stimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stich-

proben. Dargestellt ist jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 
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4.5 SH-SY5Y-Zellen 

4.5.1 Charakterisierung der SH-SY5Y-Zellen 

Durch die Behandlung der SH-SY5Y-Zellen mit Retinsäure differenzieren N-Typ Zellen zu 

einem neuronalen Phänotyp aus (siehe 3.1.3.3). Die damit einhergehende Ausbildung von 

Neuriten (PAHLMAN et al. 1984) konnte mikroskopisch beobachtet werden. In undifferen-

zierten Zellen bildeten sich keine Neuriten aus (Abb. 26A). In den mit Retinsäure behan-

delten Zellen dagegen konnte die Ausbildung von Axonen und Dendriten gezeigt werden 

(Abb. 26B-D). Diese sind für die für neuronale Zellen charakteristische Netzwerkbildung 

verantwortlich, welche in den D7-differenzierten Zellen deutlich zu erkennen war. 

 

Abbildung 26: Kultur der neuronalen SH-SY5Y-Zellen 

SH-SY5Y-Zellen wurden wie unter 3.1.3 beschrieben kultiviert. Zum Ausbilden von neuronencharakteris-
tischen Eigenschaften wurden die Zellen mit Retinsäure (10 µM) ausdifferenziert. Im Gegensatz zu den 
undifferenzierten Zellen (Abb. 26A) kam es durch die Bahndlung der Zellen mit Retinsäure zur Ausbildung von 
Neuriten (Abb. 26B-D). 
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Neurotrophine sind endogene Signalstoffe, die das Überleben, die Reifung sowie die 

Funktion von Neuronen regulieren. Der brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ist einer 

von fünf Neurotrophinen, der über die Bindung an die membranständige Tyrosinkinase B 

(TrkB) einen antiapoptotischen Effekt auf neuronale Zellen ausübt. Neurotrophin-Rezep-

toren werden in Abhängigkeit vom Differenzierungsstand verstärkt exprimiert. TrkB diente 

in der vorliegenden Arbeit als neuronaler Nachweis für die ausdifferenzierten SH-SY5Y-

Zellen. In Übereinstimmung mit KAPLAN et al. (1993) wurde gezeigt werden, dass Retin-

säure die Expression der TrkB in SH-SY5Y-Zellen bereits an Tag 2 induziert (Abb. 27A). 

 

 

Abbildung 27: Charakterisierung der SH-SY5Y-Zellen 

Die SH-SY5Y-Zellen wurden wie unter 3.1.3 beschrieben kultiviert. Für die RNA-Isolierung (siehe 3.5) wurden 
undifferenzierte Zellen (SH) sowie mit Retinsäure ausdifferenzierte Zellen (D2, D5, D7, D15) verwendet (siehe 
3.1.3.3). Die unterscheidlich ausdifferenzierten Zellen wurden mittels semiquantitativer RT-PCR (siehe 3.6.4) 
auf die Genexpression der Tyrosinkinase B (A) als neuronalen Marker, sowie auf die Genexpression des 
Insulinrezeptors (B), des CB1-R (C) und des Leptinrezeptors (D) getestet. Die Genexpression von RPL19 
einer Probe wurde mitgeführt, um für den Fall eines negativen PCR-Ergebnisses bei den untersuchten Genen 
einen Anhaltspunkt dafür zu haben, dass die RNA-Isolierung und die Reverse Transktiption erfolgreich waren. 
U937-Zellen wurden in (B) eingesetzt, um zu prüfen, ob die PCR für den Insulinrezeptor erfolgreich war. 
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Da in den SH-SY5Y-Zellen vor allem der Insulinsignalweg untersucht werden sollte, 

wurde zuerst die Genexpression des Insulinrezeptors geprüft. Die SH-SY5Y-Zellen expri-

mierten endogen den Insulinrezeptor in undifferenziertem sowie in differenziertem 

Zustand (Abb. 27B). Darüber hinaus wurde die mRNA für den CB1-R in undifferenzierten 

und in Retinsäure-differenzierten Zellen nachgewiesen (Abb. 27C). Die mRNA für die 

lange Form des Leptinrezeptors (Ob-Rb) wurde ebenfalls in undifferenzierten und 

differenzierten SH-SY5Y-Zellen exprimiert (Abb. 27D). 

4.5.2 Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren 

Die Genexpression der vier verschiedenen PGE2-Rezeptoren (EP1-4) wurde in un-

differenzierten sowie in differenzierten (D2, D5, D7, D15) SH-SY5Y-Zellen mittels quanti-

tativer Real-Time-PCR bestimmt (Abb. 28). 

Das Gen für den EP1-Rezeptor war in den SH-SY5Y-Zellen sehr gering exprimiert. Die 

undifferenzierten SH-SY5Y-Zellen exprimierten am stärksten den EP2-Rezeptor, was 

auch HOSHINO et al. (2007) in ihrer Arbeit zeigen konnten. Dies gilt auch für die differen-

zierten Zellen, außer den D2-differenzierten Zellen, die insgesamt die geringste EP-

Rezeptorexpression aufwiesen. Durch die Ausdifferenzierung mit Retinsäure schienen der 

EP3- und der EP4-Rezeptor in den D2- bis D7-differenzierten Zellen herunterreguliert zu 

werden. Dagegen wiesen die D15-differenzierten Zellen die höchste EP3-Rezeptor-

expression auf. Der EP4-Rezeptor wurde nach fortlaufender Behandlung mit Retinsäure 

in den D15-differenzierten Zellen wieder verstärkt exprimiert. 

 

 
 

Abbildung 28: Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in SH-SY5Y-Zellen 

Die SH-SY5Y-Zellen wurden wie unter 3.1.3 beschrieben kultiviert. Die RNA wurde isoliert (siehe 3.5) und die 
mRNA-Kopienzahl für die PGE2-Rezeptoren und GAPDH anhand von Eichgeraden mit entsprechenden 
Plasmid-DNA’s quantifiziert (siehe 3.6.5). Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM von drei unabhängigen 
Versuchen in Dreifachbestimmung. SH = undifferenzierte Zellen; D2-15 = mit Retinsäure ausdifferenzierte 
Zellen. 
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SH-SY5Y-Zellen wurden stabil mit dem EP3β-Rezeptor mit einer modifizierten Calcium-

Phosphat-Methode transfiziert (3.2). Obwohl die Transfektionsrate der Zellen sehr gering 

war, konnte eine SH-SH5Y-EP3β-Rezeptorzelllinie generiert werden. Jedoch war die 

Wachstumsrate der Zellen so gering, dass die Zelllinie für weitere Untersuchungen nicht 

verwendet werden konnte. 

4.5.3 Kinetik und Dosiswirkungskurve der insulinabhängigen Akt-Phos-

phorylierung 

Zur Ermittlung der geeigneten Inkubationszeit wurde für die SH-SY5Y-Zellen die Kinetik 

der insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung untersucht. Nach 15- und 30-minütiger 

Inkubation der Zellen mit Insulin (10 nM) war die Phosphorylierung von Akt unabhängig 

vom Differenzierungsgrad maximal (Abb. 29A). Als geeignete Inkubationszeit für die Zell-

versuche mit den SH-SY5Y-Zellen wurden 15 min gewählt. In nicht mit Insulin behandel-

ten Zellen (Kontrollen) wurde das Enzym nicht aktiviert. 

Um die geeignete Insulinkonzentration zu ermitteln, wurden die Zellen für 15 min mit 

unterschiedlichen Insulinkonzentrationen (0 nM – 100 nM) stimuliert (Abb. 29B). Die 

insulinstimulierte Phosphorylierung von Akt war bei einer Konzentration von 100 nM am 

stärksten. Für die Zellversuche wurden 10 nM als geeignete Insulinkonzentration gewählt. 

 

Abbildung 29: Kinetik und Dosiswirkungskurve der insulinabhängigen Akt-Phos-

phorylierung in SH-SY5Y-Zellen 

Die SH-SY5Y-Zellen wurden wie unter 3.1.3 beschrieben kultiviert und für die Kinetik der insulinabhängigen 
Akt-Phosphorylierung (A) für 5, 15 und 30 min mit Insulin (10 nM) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und es 
wurden jeweils 30 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war 
gegen pAkt bzw. Akt gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurden vier unabhängige 
Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. Für die Dosiswirkungskurve der 
insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung (B) wurden die Zellen mit unterschiedlichen Insulinkonzentrationen 
(0 nM - 100 nM) für 15 min stimuliert. Hierzu wurde ein Experiment an D2 und ein Experiment an D7 durch-
geführt. Die Ergebnisse wurden gemittelt. 
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4.5.4 Akutstimulation mit PGE2 und Insulin 

Um den akuten Einfluss von PGE2 auf die Phosphorylierung von Akt zu untersuchen, 

wurden die SH-SY5Y-Zellen für 15 min mit PGE2 stimuliert. Die 15-minütige Behandlung 

der Zellen mit PGE2 steigerte die Phosphorylierung der Akt-Kinase nicht (Abb. 30). Insulin 

aber steigerte nach einer Inkubationszeit von 15 min die Akt-Phosphorylierung 11-fach im 

Vergleich zur Kontrolle. Die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit PGE2 und Insulin 

veränderte die Akt-Phosphorylierung nicht. 

 

Abbildung 30: Akutstimulation mit PGE2 und Insulin in SH-SY5Y-Zellen 

Die SH-SY5Y-Zellen wurden wie unter 3.1.3 beschrieben kultiviert und für 15 min mit PGE2 (10 µM) + Insulin 
(10 nM) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und es wurden jeweils 30 µg Protein für die Western-Blot-Analyse 
eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAkt bzw. Akt gerichtet, der Zweitantikörper war HRP-
konjugiert. Hierzu wurde ein Experiment an D2 und ein Experiment an D7 durchgeführt. Die Werte wurden 
gemittelt. Dargestellt ist ein repräsentativer Western-Blot. 

4.5.5 Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch Vorinkubation mit PGE2 

Die Vorbehandlung der Zellen mit PGE2 für 330 min hemmte als Ergebnis von 

15 unabhängigen Versuchen die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung nach 15 min 

nicht (Abb. 31aA). Für dieses Ergebnis wurden D2- und D7-differenzierte Zellen zusam-

mengefasst. Innerhalb dieser 15 Versuche gab es jedoch acht Versuche, in denen die 

Vorinkubation mit PGE2 die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung signifikant um den 

Faktor 1,6 hemmte (Abb. 31aC). In den restlichen sieben Versuchen steigerte die PGE2-

Vorinkubation signifikant die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung um das 1,3fache 

(Abb. 31aD). Die 15-minütige Insulinstimulation verstärkte die Phosphorylierung von 

ERK1/2 in nicht vorbehandelten sowie in mit PGE2-vorbehandelten Zellen signifikant 

gegenüber der Kontrolle (Abb. 31aB). Die Vorbehandlung mit PGE2 allein steigerte die 
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Enzymphosphorylierung nicht. In PGE2-vorbehandelten Zellen war die insulinstimulierte 

ERK1/2-Phosphorylierung gering, jedoch signifikant vermindert gegenüber der insulin-

stimulierten ERK1/2-Phosphorylierung in nicht vorbehandelten Zellen. 

In den acht Versuchen, in denen die Vorinkubation mit PGE2 die insulinstimulierten Akt-

Phosphorylierung signifikant hemmte, war die insulinstimulierte ERK1/2-Phosphorylierung 

nach PGE2-Vorinkubation leicht, jedoch nicht signifikant verringert (Abb. 31aE). Dieses 

Ergebnis stimmt mit der Gesamtzahl aller Versuche überein (Abb. 31aB). Auch in den 

sieben Versuchen, in denen die Vorinkubation mit PGE2 insulinstimulierte Akt-Phos-

phorylierung signifikant steigerte, war die insulinstimulierte ERK1/2-Phosphorylierung 

nicht verändert (Abb. 31aF). Auch hier hemmte die PGE2-Vorinkuabtion die insulinstimu-

lierte ERK1/2-Phosphorylierung leicht. Es gibt somit keinen Zusammenhang zwischen der 

PGE2-vermittelten Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung und der PGE2-

abhängigen ERK1/2-Aktivierung. 

Um zu überprüfen, ob der Differenzierungszstand der SH-SY5Y-Zellen einen Einfluss auf 

die PGE2-vermittelte Modulation der insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung hatte, 

wurden die Ergebnisse der D2- und D7-differenzierten Zellen auch getrennt begutachtet. 

In den D2-differenzierten Zellen hatte die Vorinkubation mit PGE2 ebenfalls keinen Ein-

fluss auf die insulinabhängige Akt-Phosphorylierung (Abb. 31bG). In den D7-differenzier-

ten Zellen hemmte die PGE2-Vorinkubation die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung 

leicht, dies jedoch nicht signifikant (Abb. 31bI). Die insulinstimulierte ERK1/2-Phosphory-

lierung wurde in den D2- differenzierten (Abb. 31bH) und den D7-differenzierten 

(Abb. 31bJ) Zellen leicht durch die PGE2-Vorinkubation gehemmt. 
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Abbildung 31b: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von 

Akt/ERK1/2 durch Vorinkubation mit PGE2 in SH-SY5Y-Zellen 

Die SH-SY5Y-Zellen wurden wie unter 3.1.3 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert 

und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Es wurden D2- und D7-differenzierte Zellen 

verwendet. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurde jeweils 30 µg Protein für die Western-Blot-

Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAkt bzw. Akt (A, C, E, G, I), pERK1/2 bzw. 

ERK1/2 (B, D, F, H, J) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurde die in der Abbildung 

angegebene Anzahl unabhängiger Experimente durchgeführt. Abbildung 31a zeigt die zusammengefassten 

Ergebnisse von D2- und D7-differenzierten Zellen. Abbildung 31b zeigt die Ergebnisse der D2- und D7-

differenzierten Zellen getrennt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. a: signifikant versus ohne Insulin-

stimulation; b: signifikant versus ohne PGE2-Vorinkubation; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stich-

proben. Dargestellt ist jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 
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4.6 N-41-Zellen 

4.6.1 Charakterisierung der N-41-Zellen 

N-41 sind immortalisierte hypothalamische Neuronen der Maus. Sie wurden auf die Gen-

expression des Insulinrezeptors und des CB1-Rezeptors untersucht. Die mRNA für diese 

beiden Rezeptoren wurden in den N-41-Zellen nachgewiesen (Abb. 32). Die mRNA für die 

lange Form des Leptinrezeptors (Ob-Rb) konnte in den Zellen nicht nachgewiesen 

werden. 

4.6.2 Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in N-41-Zellen 

Die Genexpresison der vier PGE2-Rezeptoren (EP1-4) wurde in den Zellen mittels quanti-

tativer Real-Time-PCR bestimmt (Abb. 33). Die hypothalamischen Zellen exprimierten am 

stärksten den EP1-Rezeptor und den EP4-Rezeptor. Der EP3- und der EP2-Rezeptor 

wurde in den Zellen praktisch nicht exprimiert. 

 

 

Abbildung 32: Charakterisierung der N-41-Zellen 

Die N-41-Zellen wurden wie unter 3.1.4 beschrieben kultiviert. Die RNA wurde isoliert (siehe 3.5) und die 
PGE2-Rezeptoren mittels semiquantitativer RT-PCR (siehe 3.6.4) auf die Genexpression des Insulinrezeptors, 
Leptinrezeptors und des CB1-Rezeptors getestet. Die Genexpression von GAPDH diente hierbei als Kontrolle 
für die Effizienz der RNA-Isolierung und cDNA-Synthese. 
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Abbildung 33: Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in N-41-Zellen 

Die N-41-Zellen wurden wie unter 3.1.4 beschrieben kultiviert. Die RNA wurde isoliert (siehe 3.5) und die 
mRNA-Kopienzahl für die PGE2-Rezeptoren und GAPDH anhand von Eichgeraden mit entsprechenden 
Plasmid-DNA’s quantifiziert (siehe 3.6.5). Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM von fünf unabhängigen 
Versuchen in Dreifachbestimmung. 

 

4.6.3 Kinetik und Dosiswirkungskurve der insulinabhängigen Akt-Phos-

phorylierung 

Zur Emittlung der geeigneten Inkubationszeit wurde für die N-41-Zellen eine Kinetik der 

insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt untersucht. Nach 15- und 30-minütiger 

Inkubation der Zellen mit Insulin (10 nM) hatte die Phosphorylierung von Akt ein Plateau 

erreicht, welches bis zur 30-minütigen Stimulation kaum gesteigert werden konnte 

(Abb. 34A). Aus diesem Grund wurde als geeignete Inkubationszeit für die Zellversuche 

mit den N-41-Zellen 15 min gewählt. In den nicht mit Insulin behandelten Kontrollzellen 

wurde das Enzym nicht aktiviert. 

Um die geeignete Insulinkonzentration zu ermitteln, wurden die Zellen für 15 min mit 

unterschiedlichen Insulinkonzentrationen (0 nM – 100 nM) stimuliert. Die insulinstimulierte 

Phosphorylierung von Akt ließ sich konzentrationsabhängg steigern. Da der Unterschied 

zwischen 10 nM und 100 nM gering war, wurden 10 nM als geeignete Konzentration 

gewählt (Abb. 34B). 
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Abbildung 34: Kinetik und Dosiswirkungskurve der insulinabhängigen Akt-

Phosphorylierung in N-41-Zellen 

Die N-41-Zellen wurden wie unter 3.1.4 beschrieben kultiviert und für die Kinetik der insulinabhängigen Akt-
Phosphorylierung (A) für 5, 15 und 30 min mit Insulin (10 nM) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) 
und es wurden jeweils 30-50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erst-
antikörper war gegen pAkt bzw. Akt gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurden drei 
unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. Für die Dosiswirkungs-
kurve der insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung (B) wurden die Zellen mit unterschiedlichen Insulinkonzen-
trationen (0 nM – 100 nM) für 15 min stimuliert. Hierzu wurde ein Experiment durchgeführt. 

4.6.4 Akutstimulation mit PGE2 und Insulin in N-41-Zellen 

Dieses Experiment wurde wie auch in den SH-SY5Y-Zellen durchgeführt, um den akuten 

Einfluss (15 min) von PGE2 auf die Phosphorylierung von Akt zu untersuchen. Die 

15-minütige Behandlung der Zellen mit PGE2 steigerte die Akt-Phosphorylierung nicht 

(Abb. 35). Insulin steigerte nach einer Inkubationszeit von 15 min die Akt-Phos-

phorylierung im Vergleich zur Kontrolle fast vierfach. Die gleichzeitige Stimulation mit 

Insulin und PGE2 erzielte die stärkste Phosphorylierung von Akt, der Unterschied zur 

alleinigen Stimulation mit Insulin war jedoch nicht signifikant. 

4.6.5 Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch Vorinkubation mit PGE2 in N-41-Zellen 

Die 15-minütige Insulinstimulation erhöhte die Akt-Phosphorylierung in den N-41-Zellen 

signifikant um das 3,5fache (Abb. 36A). Die Vorbehandlung der Zellen mit PGE2 für 

330 min hatte keinen Einfluss auf die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung. Die PGE2-

Vorinkubation alleine hemmte tendenziell die Phosphorylierung von Akt gegenüber der 

Kontrolle (p < 0,1). ERK1/2 wurde durch Insulin in den N-41-Zellen gegenüber der 

Kontrolle signifikant um das 1,7fache phosphoryliert (Abb. 36B). Die Vorbehandlung der 

Zellen mit PGE2 reduzierte die insulinstimulierte ERK1/2-Phosphorylierung, dies jedoch 

nicht signifikant. PGE2 alleine steigerte die ERK1/2-Phosphorylierung nicht. 
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Abbildung 35: Akutstimulation mit PGE2 und Insulin in N-41-Zellen 

Die N-41-Zellen wurden wie unter 3.1.4 beschrieben kultiviert und für 15 min mit PGE2 (10µM) + Insulin 
(10 nM) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und es wurde jeweils 30-50 µg Protein für die Western Blot-
Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAkt bzw. Akt gerichtet, der Zweitantikörper 
war HRP-konjugiert. Hierzu wurden drei Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + 
SEM. a: signifikant versus ohne Insulinstimulation; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. 
Dargestellt ist ein repräsentativer Western-Blot.  

4.6.6 Akutstimulation mit ACEA in N-41-Zellen 

Dieses Experiment wurde durchfgeführt, um den akuten Einfluss von ACEA12 (15 min) auf 

die Phosphorylierung von Akt zu untersuchen. Die 15-minütige Behandlung der N-41-

Zellen mit Insulin steigerte die Akt-Phosphorylierung um den Faktor 13,5 (Abb. 37). ACEA 

steigerte nach einer Inkubationszeit von 15 min die Akt-Phosphorylierung im Vergleich zur 

Kontrolle 2,4-fach. Die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit Insulin und ACEA verän-

derte die insulinabhänge Akt-Phosphorylierung nicht. 

                                                

12 ACEA = Arachidonyl 2’-chlorethylamid; ein CB1-R-Agonist. 
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Abbildung 36: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch Vorinkubation mit PGE2 in N-41-Zellen 

Die N-41-Zellen wurden wie unter 3.1.4 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min vorstimuliert und 
anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurde 
jeweils 30-50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen 
pAkt bzw. Akt (A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu 
wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigte Werte sind Mittelwerte + SEM. a: signifikant  
versus ohne Insulinstimulation; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist jeweils ein 
repräsentativer Western-Blot. 

 

 

 

Abbildung 37: Akutstimulation mit ACEA und Insulin in N-41-Zellen 

Die N-41-Zellen wurden wie unter 3.1.4 beschrieben kultiviert und für 15 min mit ACEA (10µM) + Insulin 
(10 nM) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und es wurde jeweils 30-50 µg Protein für die Western Blot-
Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAkt bzw. Akt gerichtet, der Zweitantikörper 
war HRP-konjugiert. Hierzu wurde ein Experiment durchgeführt. 
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4.6.7 Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch Vorinkubation mit ACEA in N-41-Zellen 

Die 15-minütige Insulinstimulation steigerte die Akt-Phosphorylierung in N-41-Zellen 

signifikant um das 3,5fache (Abb. 38A). Die Vorstimulation der Zellen mit ACEA für 

330 min steigerte die Akt-Phosphorylierung nicht. Wurden die Zellen dagegen nach der 

Vorbehandlung mit ACEA für 15 min mit Insulin stimuliert, kam es zu einer signifikanten 

Steigerung der insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung um den Faktor 1,6. Die Insulin-

stimulation verstärkte in den N-41-Zellen auch die ERK1/2-Phosphorylierung signifikant 

(Abb. 38B). Die Vorbehandlung der Zellen mit ACEA veränderte die ERK1/2-Phos-

phorylierung nicht. Diese Vorbehandlung hatte ebenso keinen Einfluss auf die insulin-

stimulierte ERK1/2-Phosphorylierung. 

 

 

Abbildung 38: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch Vorinkubation mit ACEA in N-41-Zellen 

Die N-41-Zellen wurden wie unter 3.1.4 beschrieben kultiviert, mit ACEA (10 µM) für 330 min vorstimuliert und 
anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurden 
jeweils 30-50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen 
pAkt bzw. Akt (A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu 
wurden vier unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. 
a: signifikant versus ohne Insulinstimulation; b: signifikant versus ohne ACEA-Vorinkubation; p < 0,05; 
Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Dargestellt ist jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 
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4.6.8 Überprüfung der Expression von Insulinzielgenen in N-41-Zellen 

In N-41-Zellen sollte überprüft werden, ob bekannte Insulinzielgene durch die Behandlung 

mit Insulin reguliert werden. Als Zielgene, die durch Insulin in Nervenzellen induziert 

werden, wurden POMC und FAS gewählt. Beim AgRP handelt es sich um ein Gen, 

welches durch Insulin in Nervenzellen herunterreguliert wird (siehe 1.2). Von den drei 

untersuchten Genen wurde bei keinem die Expression positiv oder negativ durch Insulin 

(1-4 Stunden) beeinflusst (Daten nicht gezeigt). 

4.7 Primäre hypothalamische Neuronen der Ratte 

4.7.1 Charakterisierung der embryonalen hypothalamischen Zellen 

Für die embryonale hypothalamische Zellkultur wurden trächtigen Ratten an E 17 die 

Embryonen entnommen. Die Neuronen wurden aus den embryonalen Hypothalami isoliert 

und für ein bis vier Tage kultiviert. Die hypothalamischen Neuronen wiesen am ersten Tag 

in Kultur nur wenige Neuriten auf (Abb. 39A). Am vierten Tag in Kultur konnte die Aus-

bildung zahlreicher Neuriten beobachtet werden (Abb. 39B). Mit steigender Kulturdauer 

starben immer mehr Zellen ab. Am siebten Tag enthielten die Kulturen fast nur noch tote 

Zellen, so dass alle Experimente mit den primären Neuronen am vierten Tag in Kultur 

durchgeführt wurden. 

 

 

Abbildung 39: Embryonale hypothalamische Kulturen der Ratte 

Trächtigen Ratten wurden an E 17 die Embryonen zur Präparation embryonaler hypothalamischer Kulturen 
entnommen (siehe 3.3). Die Hypothalami wurden wie unter 3.3.3 beschrieben isoliert, die Zellen vereinzelt 
und die Neuronen mit einer Zellzahl von 7 x 105 Zellen pro 35 mm beschichteter Zellkulturschale ausplattiert. 
Die Neuronen wurden für vier Tage kultiviert. 
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Die primären Neuronen exprimierten am vierten Tag in Kultur die Tyrosinkinase B nur 

schwach (Abb. 40). Ab dem siebten Tag in Kultur war der neuronale Marker weitaus 

stärker exprimiert. Da die Neuronen gemäß der Expression der Tyrosinkinase B am 

siebten Tag in Kultur besser differenziert waren, wären Neuronen in diesem Differen-

zierungszustand für die Experimente besser geeignet gewesen. Da jedoch die Kulturen 

am siebten fast nur noch tote Zellen enthielten, wurden die Experimente mit Neuronen am 

vierten Tag in Kultur durchgeführt. 

Die primäre Neuronen wurden auch auf die Genexpression des Insulinrezeptors, der 

langen Form des Leptinrezeptors (Ob-Rb) und des CB1-Rezeptors untersucht. Die mRNA 

für alle drei Rezeptoren konnte in den Neuronen nachgewiesen werden (Abb. 40). 

4.7.2 Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in primären hypothala-

mischen Neuronen 

Die mRNA für den EP3-Rezeptor konnte in den primären Neuronen praktisch nicht 

nachgewiesen werden (Abb. 42A). Die primären Neuronen exprimierten am stärksten den 

EP1-Rezeptor. Der EP2- und der EP4-Rezeptor wurden nur schwach exprimiert. Zum 

Vergleich der PGE2-Rezeptorgenexpression der embryonalen Neuronen mit der Situation 

im adulten Tier wurden die Rezeptoren ebenfalls im adulten Rattenhypothalamus quanti-

fiziert (Abb. 42B). Hier waren der EP1-, EP-2 und der EP3-Rezeptor etwa gleich stark 

exprimiert. Die mRNA für den EP4-Rezeptor konnte im adulten Rattenhypothalamus 

praktisch nicht nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 40: Neuronaler Marker in primären hypothalamischen Neuronen 

Primäre Neuronen wurden wir unter 3.3.6 beschrieben kultiviert. Die RNA wurde am vierten und am siebten 
Tag in Kultur isoliert (siehe 3.5) und mittels semiquantitativer RT-PCR (siehe 3.6.4) auf die Genexpression der 
Tyrosinkinase B als neuronaler Marker getestet. Zum Vergleich diente isolierte RNA vom adulten Ratten-
hypothalamus. Die Genexpression von GAPDH diente hierbei als Kontrolle für die Effizienz der RNA-
Isolierung und cDNA-Synthese. 
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Abbildung 41: Charakterisierung der primären Neuronen 

Primäre Neuronen wurden wie unter 3.3.6 beschrieben kultiviert. Die RNA wurde am vierten Tag in Kultur 

isoliert und mittels semiquantitativer RT-PCR (siehe 3.6.4) auf die Genexpression des Insulinrezeptors, 

Leptinrezeptors und des CB1-Rezeptors getestet. Die Genexpression von GAPDH diente hierbei als Kontrolle 

für die Effizienz der RNA-Isolierung und cDNA-Synthese. 

 

 

 

 

Abbildung 42: Quantifizierung der PGE2-Rezeptoren in primären hypothalamischen 

Neuronen sowie im adulten Rattenhypothalamus 

Primäre Neuronen (A) wurden wie unter 3.3.6 beschrieben kultiviert. Die RNA wurde am vierten Tag in Kultur 
isoliert (siehe 3.5) und die mRNA-Kopienzahl für die PGE2-Rezeptoren und GAPDH anhand von Eichgeraden 
mit entsprechenden Plasmid-DNA’s quantifiziert (siehe 3.6.5). Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM 
von jeweils drei unabhängigen Versuchen in Dreifachbestimmung. 
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4.7.3 Kinetik und Dosiswirkungskurve der insulinabhängigen Akt-Phos-

phorylierung 

Zur Emittlung der geeigneten Inkubationszeit wurde für die primären Neuronen eine 

Kinetik der insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung untersucht. Nach 15-minütiger Inku-

bation der Zellen mit Insulin (10 nM) war die Phosphorylierung von Akt maximal 

(Abb. 43A). Als geeignete Inkubationszeit für die Zellversuche mit den primären Neuronen 

wurden deshalb 15 min gewählt. Um die geeignete Insulinkonzentration zu ermitteln, wur-

den die primären Neuronen für 15 min mit unterschiedlichen Insulinkonzentrationen 

(0 nM – 100 nM) stimuliert. Die insulinstimulierte Phosphorylierung von Akt war bei einer 

Insulinkonzentration von 100 nM am stärksten (Abb. 43B). Bei einer Konzentration von 

10 nM war die insulinstimulierte Phosphorylierung von Akt nur gering gegenüber der 

Kontrolle (0 nM) gesteigert. Da jedoch die neuronalen Zelllinien SH-SY5Y und N-41 mit 

einer Insulinkonzentration von 10 nM stimuliert wurden, wurde auch für die Zellversuche 

mit den primären Neuronen 10 nM als geeignete Insulinkonzentration gewählt. Die Ergeb-

nisse aller nachfolgenden Versuche deuten darüber hinaus darauf hin, dass die schwache 

Akt-Phosphorylierung, die in diesem Versuch mit 10 nM Insulin beobachtet wurde, nicht 

repräsentativ war. 

 

 

Abbildung 43: Kinetik und Dosiswirkungskurve der insulinabhängigen Akt-

Phosphorylierung in primären hypothalamischen Neuronen 

Primäre Neuronen wurden wie unter 3.3.6 beschrieben kultiviert und für die Kinetik der insulinabhängigen Akt-
Phosphorylierung (A) für 5, 15 und 30 min mit Insulin (10 nM) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) 
und es wurden jeweils 30-50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erst-
antikörper war gegen pAkt bzw. Akt gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurden fünf 
Experimente durchgeführt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM. Für die Dosiswirkungskurve der 
insulinabhängigen Akt-Phosphorylierung (B) wurden die primären Neuronen mit unterschiedlichen Insulin-
konzentrationen (0 nM – 100 nM) für 15 min stimuliert. Hierzu wurde ein Experiment durchgeführt. 
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4.7.4 Akutstimulation mit PGE2 und Insulin in primären hypothala-

mischen Neuronen 

Die 15-minütige Behandlung der Zellen mit Insulin steigerte die Akt-Phosphorylierung um 

mehr als das Dreifache im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 44). PGE2 steigerte die Akt-Phos-

phorylierung nicht. Die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit PGE2 und Insulin veränderte 

die insulinabhängige Akt-Phosphorylierung nicht. 

4.7.5 Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch Vorinkubation mit PGE2 in primären Neuronen 

Die 15-minütige Insulinstimulation erhöhte die Akt-Phosphorylierung in den primären 

Neuronen etwa 14fach (Abb. 45A). Diese Steigerung war signifikant. Die Kontrolle in 

diesem Zellversuch zeigte ein deutlich geringeres pAkt/Akt-Verhältnis als die Kontrolle 

des Zellversuches für die Akutstimulation mit Insulin und PGE2 (Abb. 44). 

Die Vorbehandlung der Zellen mit PGE2 steigerte die insulinstimulierten Akt-

Phosphorylierung leicht, aber nicht signifikant. PGE2 alleine erhöhte die Phosphorylierung 

von Akt gegenüber der Kontrolle, dies jedoch nicht signifikant. Insulin steigerte die 

ERK1/2-Phosphorylierung in den primären Neuronen um das 1,6fache sowohl mit als 

auch ohne PGE2-Vorbehandlung (Abb. 45B). PGE2 erhöhte die ERK1/2-Phosphorylierung 

nicht. 

 

 

Abbildung 44: Akutstimulation mit PGE2 und Insulin in primären hypothalamischen 

Neuronen 

Die primären Neuronen wurden wie unter 3.3.6 beschrieben kultiviert und für 15 min mit PGE2 (10 µM) oder 
Insulin (10 nM) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) und es wurde jeweils 30-50 µg Protein für die 
Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstantikörper war gegen pAkt bzw. Akt gerichtet, der 
Zweitantikörper war HRP-konjugiert. Hierzu wurde ein Experiment durchgeführt. 
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Abbildung 45: Modulation der insulinabhängigen Phosphorylierung von Akt und 

ERK1/2 durch Vorinkubation mit PGE2 in primären hypothalamischen Neuronen 

Die primären Neuronen wurden wie unter 3.3.6 beschrieben kultiviert, mit PGE2 (10 µM) für 330 min 
vorstimuliert und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Die Zellen wurden lysiert (siehe 3.9) 
und es wurde jeweils 30-50 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt (siehe 3.10). Der Erstanti-
körper war gegen pAkt bzw. Akt (A), pERK1/2 bzw. ERK1/2 (B) gerichtet. Der Zweitantikörper war HRP-
konjugiert. Hierzu wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt. Die gezeigte Werte sind Mittelwerte + 
SEM. a: signifikant versus ohne Insulinstimulation; p < 0,05; Student’s t-Test für gepaarte Stichproben. Darge-
stellt ist jeweils ein repräsentativer Western-Blot. 

 

4.7.6 Überprüfung der Expression von Insulinzielgenen in primären 

Neuronen 

Wie auch in den N-41-Zellen wurde die Genexpression von POMC, AgRP und FAS in den 

primären Neuronen überprüft (siehe 4.5.8). Auch hier wurde die Expression von keinem 

der drei untersuchten Gene durch Insulin (1-4 Stunden) positiv oder negativ beeinflusst 

(Daten nicht gezeigt). 
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5 DISKUSSION 

5.1 Modulation der insulinstimulierten Signalwege durch PGE2 

PGE2 wird während entzündlicher Reaktionen im Organismus freigesetzt. Es wirkt vor-

wiegend lokal und kann zur kurz- und langfristigen Anpassung des Stoffwechsels in unter-

schiedlichen Geweben führen (McCOY et al. 2002). Bei länger anhaltenden Entzün-

dungen, wie im Fall des Krankheitsbildes Adipositas oder Typ II Diabetes mellitus, sind 

die Zellen dauernd erhöhten Spiegeln von PGE2 ausgesetzt. Diese pathophysiologische 

Situation sollte in vitro durch die Vorinkubation der Zellen für 330 min mit PGE2 nach-

gestellt werden. Die Auswirkungen dieser Vorinkubation auf die nachfolgende Insulin-

stimulation wurden anschließend untersucht. Ein Fokus lag hierbei auf der Signalgebung 

über die vier verschiedenen PGE2-Rezeptoren. Die verschiedenen Subtypen haben sich 

entwickelt, um fundamental verschiedene Funktionen bezüglich der Zellsignalgebung 

auszuüben (FUJINO & REGAN 2003). Das Gewebshormon PGE2 kann also je nachdem 

an welchen Rezeptor es bindet, sehr verschiedene Signalwege aktivieren. 

In vorangegangen Arbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe wurde der Einfluss von PGE2 auf 

die hepatische Insulinresistenz untersucht. In primären Hepatozyten der Ratte schwächte 

PGE2 die insulinabhängige Akt-Aktivierung ab (HENKEL et al. 2009). Primäre Ratten-

hepatozyten exprimierten ausschließlich den EP3-R auf einem hohen Niveau (Abb. 10). 

Für die vorliegende Arbeit wurden stabil transfizierte HepG2-Zellen, die jeweils nur einen 

der EP-Rezeptorsubtypen (EP1, EP3� bzw. EP4) exprimierten (Abb. 11) herangezogen, 

um den Einfluss von PGE2 über seine verschiedenen Rezeptoren auf den Insulinsignal-

weg zu untersuchen. Die Vorinkubation mit PGE2 resultierte in diesen Zellen ebenfalls in 

einer Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung (Abb. 13). Da es im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit nicht gelang, eine HepG2-Zelllinie zu generieren, die nur den 

EP2-R exprimierte, wurden Fh-hTert-Zellen herangezogen, die den EP2- und den EP4-R 

exprimierten (Abb. 12), um die Signalgebung über den EP2-R näher betrachten zu 

können. Auch in diesen Zellen hemmte die Vorinkubation mit PGE2 die insulinstimulierte 

Akt-Phosphorylierung signifikant (Abb. 23A).  

Die Ergebnisse aus den primären Hepatozyten haben gezeigt, dass durch die Vorinku-

bation mit PGE2 die Tyrosinphosphorylierung des Insulinrezeptors nicht beeinflusst wird 

(HENKEL et al. 2009). Das Insulinsignal wurde distal des Insulinrezeptors und proximal 

von Akt auf der Ebene des IRS durch die Vorinkubation mit PGE2 unterbrochen. 

Serin/Threoninkinasen, wie zum Beispiel ERK1/2, können IRS an kritischen Serinresten 

phosphorylieren und somit die Weiterleitung des Insulinsignals blockieren (siehe Abb. 6). 

In allen drei untersuchten stabil transfizierten HepG2-Zelllinien steigerte die Vorinkubation 
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mit PGE2 die insulinstimulierte ERK1/2-Phosphorylierung (Abb. 15). In diesen 

transfizierten HepG2-Zelllinien konnte darüber hinaus eine PGE2-abhängige Serinphos-

phorylierung des IRS nachgewiesen werden (Abb. 17). Dies deutet daraufhin, dass die 

Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung über den EP1-, EP3�- und EP4-R und eine 

ERK1/2-abhängige Serinphosphorylierung des IRS als gemeinsamer Mechanismus einen 

Beitrag zur beobachteten Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung leisten. 

5.1.1 Modulation über den EP1-Rezeptor 

Die Signalgebung von PGE2 über den Gq-gekoppelten EP1-R führt über PLC zur 

Aktivierung der PKC (siehe Abb. 46 und 1.4). Die PKC könnte nun als Serin/Threonin-

kinase die IRS-Phosphorylierung an Serinresten katalysieren und dadurch die Signal-

weiterleitung unterbrechen. Die PGE2-abhängige Serinphosphorylierung des IRS in den 

HepG2-EP1-Zellen (Abb. 17B) könnte daher durch PKC vermittelt worden sein. Allerdings 

hob die Behandlung der HepG2-EP1-Zellen mit dem PKC-Inhibitor BIM die PGE2-

vermittelte Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung nicht auf (Abb. 18A), 

so dass die PKC offensichtlich nicht an der PGE2-abhängigen Hemmung der Akt-

Phosphorylierung beteiligt war. 

ERK1/2 ist eine weitere Serin/Threoninkinase, die zu der beobachteten IRS Serinphos-

phorylierung führen und das Insulinsignal unterbrechen könnte (BOUZAKRI et al. 2003). 

Deswegen wurde der Einfluss von PGE2 auf die insulinvermittelte ERK1/2-Phos-

phorylierung untersucht. Tatsächlich wurde eine PGE2-vermittelte Phosphorylierung von 

ERK1/2 in den HepG2-EP1-Zellen beobachtet, die offensichtlich stärker war als die PGE2-

abhängige ERK1/2-Phosphorylierung in allen anderen EP-R-exprimierenden Hepatom-

zelllinien (Abb. 15B). ERK1/2 kann Raf- oder Ras-abhängig über den Gq-gekoppelten 

EP1-R PKC-vermittelt aktiviert werden (siehe 1.4). Der PKC-Inhibitor BIM hemmte in den 

HepG2-EP1-Zellen die PGE2-abhängige ERK1/2-Phosphorylierung deutlich (Abb. 18B). 

Neben der PKC-vermittelten Aktivierung, kann ERK1/2 auch noch über alle G-Proteine 

über den Mechanismus der EGFR-Transaktivierung phosphoryliert werden (siehe 1.4). 

Die Behandlung der Zellen mit dem MEK-Inhibitor PD98059 hemmte die PGE2-abhängige 

ERK1/2-Phosphorylierung zwar signifikant, aber nicht vollständig (Abb. 18B). PD98059 

hob die Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung durch PGE2 nicht auf 

(Abb. 18A). Es könnte daher sein, dass die nach Behandlung mit PD98059 verbleibende 

PGE2-abhängige gesteigerte ERK1/2-Aktivität noch ausreicht, um die insulinabhängige 

Akt-Phosphorylierung zu hemmen. Dies wurde aber durch den Einsatz des zweiten MEK-

Inhibitors U0126 bestätigt. U0126, ein weitaus wirksamerer MEK-Inhibitor als PD98059 

(siehe 4.3), hemmte die PGE2-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung fast vollständig und 

schwächte die PGE2-abhängige Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung 
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deutlich ab, hob sie aber ebenfalls nicht vollständig auf (Abb. 19). Somit spielte ERK1/2 

mit Sicherheit eine Rolle bei der Modulation des Insulinsignals über den EP1-R. Es ist 

aber nicht auszuschließen, dass daneben noch andere Signalwege an der Hemmung der 

insulinabhängigen Akt-Aktivierung durch PGE2 in den EP1-R-exprimierenden Zellen 

beteiligt sind. 

U0126 steigerte in den HepG2-EP1-Zellen die insulinabhängige Akt-Phosphorylierung 

(Abb. 19A). Da in den HepG2-EP1-Zellen Insulin die ERK1/2-Phosphorylierung nicht 

steigerte, deutet dies daraufhin, dass ERK1/2 anscheinend PGE2-unabhängig das Insulin-

signal in diesen Zellen unterbrechen kann. 

Die PI3K ist ein weiterer Effektor der PGE2-vermittelten Signalübertragung über den 

EP1-R. Während die GTP-gebundene �-Untereinheit des Gq-gekoppelten Rezeptors die 

PLC aktiviert, resultiert die Bindung dieser Untereinheit an die PI3K in der Hemmung ihrer 

Lipidkinaseaktivität (BALLOU et al. 2000; BOMMAKATI et al. 2000). Dies geschieht durch 

eine direkte Bindung an die PI3K, die PLC-unabhängig ist (BALLOU et al. 2003; FAN et 

al. 2003) und in einer verringerten Akt-Aktivierung resultiert. Zwar hemmte PGE2 alleine 

die Akt-Phosphorylierung nicht, jedoch kann dieser Mechanismus zur beobachteten 

Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung nach PGE2-Vorinkubation bei-

tragen (Abb. 13B). Die aktivierte �-Untereinheit des Gq-gekoppelten Rezeptors verhindert 

darüber hinaus die Bindung von Ras an die PI3K. Die Bindung von aktivem Ras an die 

PI3K ist ein alternativer Weg zu deren Aktivierung (siehe 1.1.5), der so unterbunden wird 

und dadurch einen Beitrag zur PGE2-abhängigen Hemmung der insulinvermittelten Akt-

Aktivierung leisten könnte. Es ist möglich, dass der Aktivierung von Ras eine große 

Bedeutung bei der PGE2-abhängigen Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphory-

lierung zugesprochen werden kann. Der gleichzeitige Einsatz von Inhibitoren, die die Ras-

Aktivierung verhindern, wie ein PKC- und ein EGFR-Inhibitor, wäre hierbei von großem 

Interesse. 

Leider kann in diesen Zellen keine Aussage über die Beteiligung der Kinase mTOR an der 

PGE2-abhängigen Modulation des Insulinsignalweges gemacht werden. Bei den vor-

liegenden HepG2-Zellen handelt es sich um Tumorzellen, in denen häufig eine Überakti-

vierung des mTOR-Signalweges zu beobachten ist (SAWYERS 2003). In Übereinstim-

mung mit anderen Arbeitsgruppen konnte eine basale Aktivierung dieses Signalweges in 

HepG2-Zellen bestätigt werden (KHAMZINA et al. 2005; MOTTET et al. 2003). In den in 

der Arbeit verwendeten HepG2-Zellen, sowie den HepG2-EP1-Zellen konnte nicht einmal 

die in der Literatur beschriebene insulinstimulierte mTOR-Phosphorylierung (ROUDIER et 

al. 2006; VARMA & KHANDELWAL 2007) beobachtet werden, da die basalen Phospho-

mTOR-Spiegel bereits sehr hoch waren (Abb. 16B). 
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Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit, dass PGE2 über einen Gq-gekoppelten Rezeptor 

der Insulinantwort entgegenwirkt, geht mit Ergebnissen aus früheren Studien einher. Aller-

dings wurde dort der zugrunde liegende Mechanismus noch nicht aufgeklärt. In Astro-

zyten und Muskelzellen hemmten Agonisten, die an Gq-Protein gekoppelte Rezeptoren 

binden, die insulinvermittelte Aktivierung der PI3K (BATTY & DOWNES 1996; FOLLI et al. 

1997; VELLOSO et al. 1996). In Hepatozyten hatten Gq-Protein gekoppelte Rezeptoren 

durch die Inaktivierung der Glykogensynthase und die Aktivierung der Gluconeogenese 

ebenfalls anatgonistische Auswirkungen auf den insulinvermittelten Effekt (HUTSON et al. 

1976). 

In der folgenden Abbildung sind die möglichen Mechanismen dargestellt, über die in der 

vorliegenden Arbeit EP1-R-abhängig wahrscheinlich das Insulinsignal moduliert wurde. 

 

Abbildung 46: Modell über die Mechanismen der EP1-vermittelten Modulation der 

Insulinsignalgebung durch PGE2 

Der EP1-Rezeptor führt über die Kopplung an Gq-Proteine zur Aktivierung der PKC, die durch die Akti-vierung 
von ERK1/2 zur Blockierung des Insulinsignals beiträgt. Durch die Gq�/�-Untereinheiten kann auch der EGFR 
transaktiviert werden, dies führt ebenso zu einer ERK1/2-Aktivierung. Die G�-Untereinheit kann auch die PI3K 
binden und somit ihre weitere Signalübertragung verhindern. 
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5.1.2 Modulation über den EP3�-Rezeptor 

Der Hauptsignalweg von PGE2 über seinen EP3-R resultiert in der Hemmung der 

Adenylatzyklase über ein Gi-gekoppeltes Protein (siehe 1.4). Das inhibitorische G-Protein 

verringert die cAMP-Konzentration und unterdrückt somit die Aktivierung der PKA (siehe 

Abb. 47). Daneben bleibt durch die verringerte cAMP-Konzentration auch die Aktivierung 

von Epac (exchange protein activated by cAMP), einem weiteren cAMP-Effektor neben 

der PKA, aus (KAWASAKI et al. 1998). Epac fungiert als GTP-Austauschfaktor für die 

kleine GTPase Rap1 (DE ROOIJ et al. 1998). Epac kann die Kinase Akt stimulieren (MEI 

et al. 2002). Die Hemmung von Epac über den Gi-gekoppelten EP3�-R könnte einen 

Beitrag zur PGE2-vermittelten Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung 

leisten (Abb. 13C). 

Über die �-Isoform des EP3-R ist die Signalgebung von PGE2 aber auch an ein 

Gq-Protein gekoppelt, wodurch die PLC aktiviert wird (siehe 1.4). Die Aktivierung der PLC 

führt, wie bereits beschrieben, zu einer Aktivierung von ERK1/2, die in den HepG2-EP3�-

Zellen nach Insulinstimulation auch beobachtet wurde (Abb. 15C). Allerdings hob die 

Behandlung der Zellen mit dem PKC-Inhibitor BIM die PGE2-vermittelte Hemmung der 

insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung nicht auf (Abb. 20A), so dass dieses Enzym an 

der EP3-R-abhängigen Unterbrechung des Insulinsignals nicht beteiligt war. ERK1/2 kann 

aber auch über die für alle EP-Rezeptoren charakteristische Transaktivierung des EGF-

Rezeptors aktiviert werden. Die Behandlung der HepG2-EP3�-Zellen mit dem MEK-

Inhibitor PD98059 hemmte zwar die PGE2-abhängige ERK1/2-Phosphorylierung stark 

(Abb. 20B), hob jedoch ebenfalls die PGE2-vermittelte Hemmung der insulinstimulierten 

Akt-Phosphorylierung nicht auf (Abb. 20A). Der weitaus wirksamere MEK-Inhibitor U0126 

jedoch hemmte die ERK1/2-Phosphorylierung fast komplett und verhinderte die PGE2-

vermittelte Hemmung der insulinstimuilerten Akt-Phosphorylierung (Abb. 21). Dieses 

Ergebnis spricht der PGE2-abhängigen Aktivierung der Serinkinase ERK1/2-Kinase eine 

bedeutende Rolle bei der PGE2-vermittelten Unterbrechung des Insulinsignals zu. Die 

Unterbrechung des Insulinsignals konnte in den HepG2-EP3�-Zellen durch eine 

gesteigerte PGE2-abhängige Steigerung der insulinabhängen Serinphosphorylierung des 

IRS beobachtet werden (Abb. 17C). Dies ist im Einklang mit bereits publizierten 

Ergebnissen der Arbeitsgruppe (HENKEL et al. 2009). 

Die PGE2-abhängige Aktivierung der Kinase mTOR kann ebenfalls durch IRS-Serinphos-

phorylierung das Insulinsignal blockieren. Zwar steigerte PGE2 in den HepG2-EP3�-

Zellen die mTOR-Phosphorylierung (Abb. 16C), jedoch ist der Beitrag der PGE2-vermittel-

ten mTOR-Phosphorylierung zur Hemmung des Insulinsignals nicht eindeutig, da die 

PGE2-Vorinkubation die insulinstimulierte mTOR-Phosphorylierung nicht weiter steigerte. 
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Eine Akt-vermittelte mTOR-Aktivierung (MATHENY & ADAMO 2009) durch PGE2 ist sehr 

unwahrscheinlich, da PGE2 die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung in den HepG2-

EP3�-Zellen hemmte. Der Mechanismus, wie PGE2 über den EP3�-R mTOR aktivieren 

konnte, ist bislang noch unklar. 

Die folgende Abbildung gibt einen Überblick über die Mechanismen über die in der 

vorliegenden Arbeit EP3�-vermittelt wahrscheinlich das Insulinsignal moduliert wurde. 

 

Abbildung 47: Modell über die Mechanismen der EP3�-vermittelten Modulation der 

Insulinsignalgebung durch PGE2 

Durch die primäre Kopplung des EP3�-R an ein Gi-Protein wird der cAMP-Effektor Epac gehemmt. Dies 
resultiert in einer verminderten Epac-vermittelten Aktivierung von Akt. Die Gq-Kopplung des EP3�-R führt zur 
Aktivierung der PKC und ERK1/2. Die Gi- und Gq-vermittelte Transaktivierung des EGFR resultiert ebenfalls in 
einer ERK1/2-Aktivierung. Die Serin/Threoninkinasen ERK1/2 kann IRS-Proteine an kritischen Serinresten 
phosphorylieren und somit das Insulinsignal blockieren. Über einen bislang unbekannten Mechanismus wurde 
mTOR EP3-R-abhängig aktiviert. Die Kinase mTOR kann ebenfalls durch Serinphosphorylierung das Insulin-
signal negativ modulieren. 
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5.1.3 Modulation über den EP2- und EP4-Rezeptor 

Die Signalgebung von PGE2 über den EP2-R und den EP4-R erfolgt in beiden Fällen 

hauptsächlich über ein Gs-gekoppeltes Protein, wodurch die Adenylatzyklase aktiviert wird 

und die intrazelluläre cAMP-Konzentration steigt (siehe 1.4). Die durch cAMP-aktivierte 

PKA hat einen hemmenden Effekt auf die Kinase Akt (KIM et al. 2001) (siehe Abb. 48), 

die durch eine Blockierung der Bindung zwischen der PDK1 und Akt vermittelt wird. Diese 

Gs-gekoppelte Hemmung von Akt könnte zur Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phos-

phorylierung durch PGE2 beitragen, die in den HepG2-EP4-Zellen (Abb. 13D) und den 

Fh-hTert-Zellen (Abb. 24A) beobachtet wurde. Die Tatsache, dass der EP2-R stärker an 

die cAMP-Bildung gekoppelt ist (siehe 1.4), ist wohl der Grund dafür, dass die Hemmung 

der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung in den Fh-hTert-Zellen, die neben dem 

EP4-R auch den EP2-R exprimierten, deutlich stärker war als in den HepG2-EP4-Zellen. 

Der EP4-R, nicht jedoch der EP2-R, kann über eine Gi-gekoppelte Signalübertragung die 

PI3K und ERK1/2- aktivieren (siehe 1.4). Die EP4-R-abhängige ERK1/2-Phosphorylierung 

wurde in den HepG2-EP4-Zellen (Abb. 15D) im Gegensatz zu den Fh-hTert-Zellen 

beobachtet. In den Fh-hTert-Zellen hemmte PGE2 die insulinstimulierte ERK1/2-Phos-

phorylierung signifikant (Abb. 24B), wie es bei keiner der stabil transfizierten HepG2-

Zellen zu beobachten war (Abb. 15). Dies ist somit ein EP2-R-spezifischer Effekt und wohl 

darauf zurückzuführen, dass die EP2-R-abhängige massive Aktivierung der PKA die 

ERK1/2-Phosphorylierung in den Fh-hTert-Zellen reduzierte. Tatsächlich konnte gezeigt 

werden, dass die Raf-Phosphorylierung durch die PKA deren Aktivität hemmt und letzt-

endlich zur Hemmung der Raf-vermittelten ERK1/2-Aktivierung führt (DHILLON et al. 

2002; SIDOVAR et al. 2000). Befunde in der eigenen Arbeitsgruppe deuten daraufhin, 

dass eine Hemmung der PKA zwar die insulinabhängige Akt-Phosphorylierung verstärkt, 

jedoch die PGE2-vermittelte Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung nicht 

aufhebt. Daher scheint neben der PKA-abhängigen Hemmung der intrazellulären Weiter-

leitung des Insulinsignals über Akt noch ein weiterer paralleler Weg die insulinstimulierte 

Aktivierung von Akt unterdrücken zu können. 

Die PGE2-vermittelte Aktvierung von ERK1/2 in den HepG2-EP4-Zellen könnte neben der 

PKA-unabhängigen Aktivierung auch zusätzlich durch die EGFR-Transaktivierung erzielt 

worden sein. Die Betrachtung der Ergebnisse, in denen die HepG2-EP4-Zellen mit Inhibi-

toren behandelt wurden, lässt aufgrund der unter 4.3.3 beschriebenen Problematik keine 

Beurteilung über die Beteiligung der beeinflussten Zielstrukturen zu. Es kann lediglich die 

Aussage getätigt werden, dass aufgrund der durch PD98059-vermittelten signifikanten 

Steigerung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung (Abb. 22A) der Kinase ERK1/2 
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eine Beteiligung an der negativen Rückkopplung der Insulinsignalübertragung zuge-

sprochen werden kann. 

Die Behandlung der Fh-hTert-Zellen mit dem MEK-Inhibitor PD98059 hemmte nur leicht 

die insulinstimulierte ERK1/2-Phosphorylierung (Abb. 25B), steigerte jedoch signifikant die 

insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung, ohne deren PGE2-abhängige Hemmung zu beein-

flussen (Abb. 25A). Dies deutet daraufhin, dass ERK1/2 in den Fh-hTert-Zellen, wie auch 

in den HepG2-EP1-Zellen (siehe 5.1.1), PGE2-unabhängig das Insulinsignal unterbrechen 

kann. 

In den HepG2-EP4-Zellen steigerte die Vorinkubation mit PGE2 die Serinphosphorylierung 

des IRS (Abb. 17D). Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde die Serinphosphorylierung der 

Fh-hTert-Zellen durch die Vorinkubation mit PGE2 genauer untersucht. In diesen Zellen 

steigerte PGE2 nicht die Serinphosphorylierung des IRS (Daten nicht gezeigt), was sicher-

lich zum Teil auf die fehlende Aktivierung der Serin/Threoninkinase ERK1/2 zurückzu-

führen ist (Abb. 24B). PGE2 kann über einen Gs-gekoppelten Rezeptor über die Transakti-

vierung des TNF-Rezeptors IKK� aktivieren (BANU et al. 2009). Die Serinkinase IKK� 

könnte ebenfalls einen Beitrag zu der bei den HepG2-EP4-Zellen beobachteten Serin-

phosphorylierung des IRS leisten. TNF� kann aber auch über die Aktivierung der Kinase 

IKK� mTOR aktivieren, welche wiederum IRS serinphosphorylieren kann (LEE et al. 

2007). Es wurde bereits gezeigt, dass PGE2 die Expression von NF-�B positiv regulieren 

kann (POLIGONE & BALDWIN 2001). Erste Versuche innerhalb der Arbeitsgruppe 

zeigten mithilfe eines Reportergenassays eine deutliche PGE2-abhängige Aktivierung des 

NF-�B-Promotors in den HepG2-EP4-Zellen (Daten nicht gezeigt). Dazu hob die 

Behandlung der Zellen mit einem IKK�-Inhibitor die Hemmung der insulinstimulierten Akt-

Phosphorylierung in diesen Zellen auf (Daten nicht gezeigt). Warum PGE2 in den 

FH-hTert-Zellen den NF-�B-Promotor nicht aktivieren konnte (Daten nicht gezeigt), ist 

bislang ungeklärt. Es ist möglich, dass verschiedene Signalwege in den Fh-hTert-Zellen 

an der negativen Modulation der Insulinsignalübertragung durch PGE2 beteiligt sind, da in 

diesen Zellen der EP2-R und der EP4-R exprimiert sind. Hier bedarf es sicherlich weiterer 

Experimente sowie eine Kombination verschiedener Inhibitoren zur Aufklärung des 

Mechanismus der PGE2-vermittelten Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphory-

lierung über den EP2-R. Die Anfertigung einer stabil transfizierten HepG2-EP2-Zelllinie ist 

für die individuelle Untersuchung der Beteiligung des EP2-R an der Hemmung der insulin-

stimulierten Akt-Phosphorylierung durch PGE2 unabdinbar. 

Die folgende Abbildung stellt die Mechanismen dar, die in der vorliegenden Arbeit EP2-R- 

und EP4-R-abhängig wahrscheinlich das Insulinsignal modulieren konnten. 
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Abbildung 48: Modell über die Mechanismen der EP2- und EP4-vermittelten 

Modulation der Insulinsignalgebung durch PGE2 

Durch die Kopplung des EP2- und EP4-R an ein Gs-Protein wird die PKA aktiviert, wobei der EP2-R deutlich 
stärker Gs-gekoppelt ist als der EP4-R. Die Aktivierung der PKA führt zur Hemmung von Akt und ERK1/2. Die 
�/�-Untereinheiten der G-Proteine können den EGFR transaktivieren und dadurch ERK1/2 ebenfalls akti-
vieren. Der EP4-R kann über die Kopplung an �/�-Untereinheiten von Gi-Proteinen auch die PI3K und ERK1/2 
aktivieren. Eine TNFR-Transaktivierung erfolgt über die Gs-Proteine, was die Aktivierung von IKK� zur Folge 
hat. IKK� kann mTOR aktivieren. Die drei Serin/Threoninkinasen ERK1/2, IKK� und mTOR können IRS-
Proteine an kritischen Serinresten phosphorylieren und somit das Insulinsignal blockieren. 

5.2 Pathophysiologische Bedeutung der chronischen Exposition mit PGE2 

5.2.1 Die PGE2-Rezeptorausstattung neuronaler Zellen 

Die Modulation der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung durch PGE2 wurde auch in 

neuronalen Zellen untersucht, da im Hypothalamus bei Adipositas erhöhte Konzentra-

tionen von Markern der inflammatorischen Signalgebung nachgewiesen wurden, wie zum 

Beispiel IKK� und NF-�B (ZHANG et al. 2008) die letztendlich zu einer gesteigerten 

PGE2-Bildung führen können (siehe 1.6). Neuronen des Hypothalamus regulieren die 

Kontrolle der Nahrungsaufnahme (siehe 1.2). Der Insulinresistenz in diesen Neuronen 

wird eine Bedeutung bei der Ausbildung des Typ II Diabetes mellitus zugesprochen. Alle 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten neuronalen Zellen haben eine geringere 
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Expression der PGE2-Rezeptoren als die primären Rattenhepatozyten und die stabil 

transfizierten HepG2-Zellen. Die Höhe des EP-R-Expressionsspiegels in den hier unter-

suchten neuronalen Zellen ist der EP-R-Expression in den Fh-hTert-Zellen ähnlich. 

Die EP-R-Expression in den SH-SY5Y-Zellen variierte in Abhängigkeit von ihrem 

Differenzierungszustand (Abb. 28). SH-SY5Y-Zellen müssen zu einem neuronalen 

Phänotyp ausdifferenziert werden (siehe 3.1.3). Es gibt verschiedene Möglichkeiten, die 

Differenzierung der Zellen zu induzieren. Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) (SPINELLI 

et al. 1982), Dibutyryl-cAMP (SCHULZE & PEREZ-POLO 1982) und Retinsäure (PAHL-

MAN et al. 1984) gehören zu den am häufigsten verwendeten Differenzierungs-

reagenzien. In der vorliegenden Arbeit wurden die SH-SY5Y-Zellen mit Retinsäure aus-

differenziert, da BENOMAR et al. (2005) dieses Protokoll für eine ähnliche Fragestellung 

herangezogen haben. Die Wahl des geeigneten Differenzierungsreagenz ist jedoch von 

großer Bedeutung, da abhängig davon unterschiedliche metabolische Signalwege beein-

flusst werden. Retinsäure aktiviert den PI3K/Akt-Signalweg, der notwendig für die 

retinsäureinduzierte Differenzierung der Zellen ist (LÓPEZ-CARBALLO et al. 2002). Aus 

diesem Grund wurde den Zellen einen Tag vor dem Zellversuch (mit dem Wechsel auf 

das Kulturmedium III, siehe 3.1.3.1) die Retinsäure entzogen, da die Modulation des 

PI3K/Akt-Signalweges durch PGE2 in diesen Zellen untersucht werden sollte. Die 

Variation der EP-R-Expression in den SH-SY5Y-Zellen könnte zum einen darauf zurück-

zuführen sein, dass die Retinsäure die Expression der Rezeptoren verändert. Zum 

anderen könnte die Differenzierung selbst, ein komplexer Prozess, der durch ein 

Zusammenspiel verschiedener intrazellulärer Komponenten reguliert wird, für die 

Veränderung der EP-R-Genexpression verantwortlich sein. 

Mittels retroviralen Transfers von SV40 T-Ag in primäre hypothalamische Neuronen und 

anschließender Subklonierung wurde eine Reihe von immortalisierten hypothalamischen 

Zellmodellen generiert (BELSHAM et al. 2004). N-41 ist eine dieser hypothalamischen 

Zelllinien, die für die vorliegende Arbeit als Modellsystem zur Untersuchung der physio-

logischen Relevanz herangezogen wurde. Sie exprimierten den EP1- und EP4-R 

(Abb. 33). Die Quantifizierung der EP-Rezeptoren in den primären hypothalamischen 

Neuronen und im adulten Rattenhypothalamus zeigte, dass die Expression der EP-R 

abhängig vom Differenzierungszustand der Neuronen ist (Abb. 42). Dies konnte bereits 

bei den durch Retinsäure ausdifferenzierten SH-SY5Y-Zellen beobachtet werden 

(Abb. 28). Die primären Neuronen wurden nicht mit Retinsäure stimuliert. Da Retinsäure 

jedoch ein endogener Differenzierungsfaktor für die Entwicklung des Nervensystems 

darstellt (McCAFFERY & DRÄGER 2000), könnte Retinsäure in den primären Neuronen 

ebenfalls die EP-R-Expression moduliert haben. 
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5.2.2 Pathophysiologische Bedeutung in neuronalen Zellen 

Für die Untersuchung der Modulation der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung durch 

PGE2 wurden differenzierte SH-SY5Y-Zellen, N-41-Zellen und vier Tage lang kultivierte 

primäre Neuronen verwendet. Obwohl es sich in allen Fällen um immortalisierte bzw. 

noch nicht vollständig ausdifferenzierte fötale Zellen handelt, konnte die Akt-Phosphory-

lierung in allen Zelltypen durch Insulin gesteigert werden. Im Gegensatz zu den EP-R-tra-

genden hepatischen Zellen, hemmte die Vorbehandlung mit PGE2 in den neuronalen 

Zellen die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung nicht. Bei den SH-SY5Y-Zellen konnte 

allerdings innerhalb der Gesamtzahl aller Versuche ein Unterschied festestellt werden 

(Abb. 31): bei der einen Hälfte der Versuche hemmte PGE2 die insulinstimulierte Akt-

Phosphorylierung deutlich (Abb. 31C), bei der anderen Hälfte steigerte die PGE2-Vorinku-

bation dagegen die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung signifikant (Abb. 31D). Hierfür 

könnte eine unterschiedliche EP-Rezeptorexpression verantwortlich gewesen sein. Es ist 

denkbar, dass in den Zellen, in denen eine Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phos-

phorylierung beobachtet werden konnte, vermehrt die EP-R exprimiert waren, über die 

PGE2 in den stabil transfizierten HepG2-Zellen eine starke Hemmung hervorgerufen hatte, 

wie zum Beispiel der EP3�-R. In den Versuchen, in denen dagegen die insulinstimulierte 

Akt-Phosphorylierung gesteigert war, könnten insgesamt alle EP-R herunterreguliert 

gewesen sein oder, was wahrscheinlich erscheint, die Expression der assoziierten 

G-Proteine durch Retinsäure moduliert worden sein. Retinsäurebehandlung der 

SH-SY5Y-Zellen für sechs Tage induzierte die Expression inhibitorischer Untereinheiten 

der G-Proteine und reprimierte die Expression stimulatorischer Untereinheiten, was zu 

funktionellen Veränderungen der Signalweiterleitung über G-Protein gekoppelte Rezep-

toren führen kann (AMMER & SCHULZ 1994). Die mit Retinsäure kultivierten 

SH-SY5Y-Zellen sind als Modellsystem zur Untersuchung der pathophysiologischen Rele-

vanz nicht geeignet, da Retinsäure zusätzlich zur durch die Differenzierung veränderten 

Expression der EP-R die Expression der G-Protein Untereinheiten verändert. Zur Über-

prüfung der Expression der PGE2-Rezeptoren müssten parallel zu jedem Zellversuch Zell-

kulturschalen für die RNA-Isolierung mit herangezogen werden, um die EP-R Expression 

zu überprüfen. Darüber hinaus müsste gleichzeitig, zum Beispiel mittels Western-Blot-

Analyse, das Vorhandensein der verschiedenen G-Protein Untereinheiten überprüft 

werden. 

Die getrennte Betrachtung der D2- und D7-differenzierten Zellen zeigte eine leichte, nicht 

signifikante PGE2-vermittelte Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung in 

den D7-differenzierten Zellen im Gegensatz zu den D2-differenzierten Zellen (Abb. 31b). 
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Es konnte jedoch keine eindeutige Abhängigkeit der Modulation der insulinstimulierten 

Akt-Phosphorylierung durch PGE2 vom Differenzierungstag festgestellt werden. 

Die Hemmung der insulinstimulierten ERK1/2-Phosphorylierung durch PGE2 in den 

SH-SY5Y-Zellen ist bislang ungeklärt. Diese Hemmung wurde auch in den Fh-hTert-

Zellen beobachtet, dort wurde sie auf die Signalgebung über den EP2-R zurückgeführt 

(siehe 5.1.3). Da der EP2-R in den SH-SY5Y-Zellen am stärksten exprimiert war 

(Abb. 28), ist es möglich, dass die Signalgebung über diesen Rezeptor die insulin-

stimulierte ERK1/2-Phosphorylierung hemmte. Allerdings würde dies nicht mit der 

Erkenntnis übereinstimmen, dass Retinsäure die stimulatorischen Untereinheiten der 

G-Proteine herunterreguliert (AMMER und SCHULZE 1994). 

Die Vorinkubation mit PGE2 hatte in den N-41-Zellen keinen Einfluss auf die insulin-

stimulierte Akt-Phosphorylierung, hemmte jedoch leicht, wenn auch nicht signifikant, die 

insulinstimulierte ERK1/2-Phosphorylierung (Abb. 36). Da diese Zellen ausschließlich den 

EP1- und den EP4-R exprimierten (Abb. 33), könnte man in Anlehnung an die Ergebnisse 

aus den HepG2-Zellen (siehe 5.1) davon ausgehen, dass die Vorinkubation mit PGE2 zu 

einer Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung und einer Steigerung der 

insulinabhängigen ERK1/2-Phosphorylierung führt. Dies war hier jedoch nicht der Fall und 

ist eventuell in dem niedrigen EP-R-Expressionsniveau der N-41-Zellen im Gegensatz zu 

den untersuchten stabil EP-R-überexprimierenden Hepatomzellen begründet. Es könnte 

sein, dass die niedrigen Expressionsspiegel der EP-R nicht ausreichten, um die insulin-

stimulierte Akt-Phosphorylierung zu modulieren, was allerdings den Ergebnissen aus den 

Fh-hTert-Zellen widerspricht, da die Expressionsspiegel der EP-R in diesen Zellen eben-

falls gering waren. Die Hemmung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung und die 

Hemmung der insulinstimulierten ERK1/2-Phosphorylierung wurde in den Fh-hTert-Zellen 

der Signalübertragung über den EP2-R zugeschrieben. Dieser Rezeptor war jedoch in 

den N-41-Zellen praktisch nicht exprimiert. 

In den N-41-Zellen wurde die Expression von in der Literatur beschriebenen neuronalen 

Insulinzielgenen, die insulinabhängig durch Akt reguliert werden, erstmalig untersucht. 

Diese Gene waren weder positiv noch negativ durch Insulin beeinflusst: weder POMC 

(BENOIT et al. 2002), Fettsäuresynthase (KIM et al. 2007), noch AgRP (SCHWARTZ et 

al. 2000) wurden durch Insulin reguliert. Dies geht wahrscheinlich mit einem zu geringen 

Expressionsniveau dieser unterschiedlichen Gene in den N-41-Zellen einher (MAYER et 

al. 2009). Für die Untersuchung der Regulation dieser Insulinzielgene sind N-43/5 für die 

POMC-Genexpression (CAI et al. 2007) und N-46 für die AgRP-Genexpression (MAYER 

et al. 2009) besser geeingnet. 
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In den primären Neuronen beeinflusste die Vorinkubation mit PGE2 weder die insulin-

stimulierte Akt-Phosphorylierung, noch die insulinstimulierte ERK1/2-Phosphorylierung 

(Abb. 45). Diese fehlende Modulation könnte durch den geringen EP-R-Expressions-

spiegel begründet werden, der darüber hinaus durch das sich entwickelnde Nervensystem 

starken Schwankungen unterliegt. Die Zellversuche mit den primären Neuronen wurden 

bereits am vierten Tag in Kultur durchgeführt, da eine längere Kultivierung der Zellen nicht 

möglich war, obwohl das vorliegende System eine Situation widerspiegelte, in der die 

Zellen noch nicht ganz ausdifferenziert waren (Abb. 40). Durch das für die Präparation 

und Kultivierung herangezogene Protokoll wurde die Kokultivierung primärer Gliazellen 

weitestgehend verhindert. Jedoch könnten sich vereinzelt Gliazellen in der neuronalen 

Zellkultur angesiedelt haben, die zu anderen PGE2-Effekten führen. Gliazellen sind die 

Hauptregulatoren der angeborenen Immunantwort (CIMINO et al. 2008), synthetisieren 

selbst PGE2 und können durch EP2-R-abhängige PKA-Signalgebung BDNF sezernieren, 

der wiederum selbst zelluläre Signale auslöst (HUTCHINSON et al. 2009). 

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass sich die Regulation des Energiegleichgewichts 

im frühen Entwicklungsstadium von der Situation im adulten Tier unterscheidet. Das 

Neuropeptidsystem das in diese Regulation involviert ist, entwickelt sich erst zwei bis drei 

Wochen nach der Geburt (CARLO et al. 2007; DAS 2007). Davor wird die Expression der 

verschiedenen hypothalamischen Gene reguliert. POMC und das AgRP erreichen ihr 

Expressionsmaximum erst drei Wochen nach Geburt (AHIMA & HILEMAN 2000). Im 

Gegensatz zum adulten Tier konnte das Sättigungssignal Leptin im Hypothalamus von 

weniger als zwei Wochen alten Ratten die Nahrungsaufnahme nicht beeinflussen 

(PROULX et al. 2002). Diese unterschiedlichen, entwicklungsabhängigen Effekte auf die 

Nahrungsaufnahme und das Energiegleichgewicht sind ein adaptiver Mechanismus, um 

die Nahrungsaufnahme während der postnatalen Periode zu optimieren. In diesem 

kritischen Entwicklungszustand ist der Organismus abhängig von einer ausreichenden 

Energiezufuhr, die notwendig für Wachstum und Entwicklung ist (AHIMA & 

HILEMAN 2000). Dass das neuronale System während seiner frühen Entwicklung 

insensitiv für Sättigungssignale ist, unterstützt das Ergebnis der vorliegenden Arbeit. Die 

Genexpression von POMC und dem AgRP wurde in den primären Neuronen am vierten 

Tag in Kultur weder positiv noch negativ durch Insulin beeinflusst. Diese Erkenntnis liefert 

einen zusätzlichen Beweis dafür, dass die beiden Neuropeptide vor dem zwanzigsten Tag 

in Kultur nicht so reguliert werden wie im adulten System, da während der Entwicklung 

des Nervensystems eine ausreichende Energiezufuhr im Vordergrund steht. Von großem 

Interesse ist, ob und wie diese Neuropeptide zwischen dem vierten und dem zwanzigsten 
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Tag in Kultur durch Insulin reguliert werden. Hierfür unabdingbar ist eine längere Kulti-

vierungsdauer der primären hypothalamischen Neuronen. 

Zusammenfassend läßt sich sagen, dass PGE2 in den untersuchten neuronalen Zelllinien 

und primären Neuronen nicht wie in der Leber das Insulinsignal negativ moduliert. Man 

kann dagegen davon ausgehen, dass PGE2 über seine EP-R synergistisch mit Insulin im 

Hypothalamus wirkt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in SH-SY5Y- 

und N-41-Zellen PGE2 die Phosphorylierung der Serin/Threoninkinase ERK1/2 hemmte 

(Abb. 31B/36B). Dies könnte zu einer verringerten Serinphosphorylierung des 

Insulinrezeptorsubstrats führen, was letztendlich die intrazelluläre Übertragung des 

Insulinsignals steigert. Dass PGE2 im Hypothalamus eine insulinähnliche Wirkung hat, 

wurde bereits in verschiedenen Studien gezeigt. Die PGE2-Signalgebung über den EP4-R 

hemmte die Nahrungsaufnahme (OHINATA et al. 2006), während diese in EP3-knockout-

Mäusen gesteigert war (SANCHEZ-ALAVEZ et al. 2006). 

5.2.3 Pathophysiologische Bedeutung im peripheren Gewebe 

PGE2 wird als Reaktion auf proinflammatorische Zytokine aus verschiedenen Geweben 

von Zellen freigesetzt, deren Aufgabe nicht ausschließlich die Zytokinfreisetzung ist. Es 

wirkt auto- und parakrin (THOMAS & BALKWILL 1991). Im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine langfristige Exposition mit PGE2 die hepatische 

Insulinsignalgebung über alle PGE2-Rezeptoren negativ beeinflusst und somit zur Insulin-

resistenz beiträgt. Bei Erkrankungen, die mit einer akuten oder chronischen Entzündung 

einhergehen, kann PGE2 demzufolge die Ausbildung des Diabetes mellitus Typ II fördern. 

Das Krankheitsbild der Adipositas wird häufig von einer unterschwelligen Entzündung 

begleitet und geht mit erhöhten Spiegeln von Entzündungsmarkern wie zum Beispiel 

TNF� und IL-6 einher (DAS 2002; siehe auch 1.3). Die negative Wirkung von IL-6 

(LAGATHU et al. 2003; SENN et al. 2002) und TNF� (PLOMGAARD et al. 2005) auf die 

Insulinsensitivität wurde bereits nachgewiesen. Auch erhöhte PGE2-Spiegel korrelieren 

mit Adipositas (FAIN et al. 2002). Im peripheren Gewebe sind neben dem Fettgewebe 

selbst auch der Skelettmuskel und die Leber von der adipositasbedingten Entzündung 

betroffen. Die Insulinresistenz im adipösen Zustand entwickelt sich sukzessiv (DE LUCA 

& OLEFSKY 2008). Durch die Vergrößerung und Ausdehnung der Fettgewebsmasse, vor 

allem des intraabdominalen Fettes (DESPRÉS & LEMIEUX 2006), kommt es zur Hyper-

trophie und Hyperplasie der Adipozyten. Dies übersteigt das lokale Sauerstoffangebot und 

führt zur Hypoxie. Dadurch werden zelluläre stressbedingte Signalwege induziert, die zur 

lokalen Entzündung und der Freisetzung von Zytokinen und PGE2 führen. PGE2 gelangt 

nun über den Blutkreislauf in die Leber oder wird im Falle der Steatose (Lipidakkumulation 

der Leber) von Kupffer Zellen, den lokal ansässigen Makrophagen, in der Leber frei-
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gesetzt. Dort kann PGE2 dann die Insulinsignalübertragung hemmen und zur Ausbildung 

einer Insulinresistenz beitragen. Die lokalen Entzündungen aus Leber und Fettgewebe 

tragen dann zur systemischen Entzündung bei, von der auch der Skelettmuskel betroffen 

ist. 

5.3 Modulation der insulinstimulierten Signalwege durch Endo-

cannabinoide 

5.3.1 Modulation durch ACEA in N-41-Zellen 

Charakteristisch für das Krankheitsbild der Adipositas ist eine Überaktivierung des Endo-

cannabinoidsystems. Diese pathophysiologische Situation sollte in vitro durch die Vorinku-

bation neuronaler Zellen mit Endocanabinoiden nachgestellt werden. Zur Untersuchung 

der Signalwechselwirkung zwischen dem Insulinsignalweg und der Signalgebung über 

Endocannabinoide wurde die hypothalamische Zelllinie N-41 herangezogen. Bei dem 

hierfür verwendeten Endocannabinoidrezeptoragonisten ACEA handelte es sich um einen 

selektiven CB1-Rezeptoragonisten (HILLARD et al. 1999). Die in der Literatur beschrie-

bene CB1-Rezeptor-abhängige ERK1/2-Aktivierung (BOUABOULA et al. 1995; GALVE-

ROPERH et al. 2002) konnte in den Zellen nicht beobachtet werden (Abb. 38B). Jedoch 

ist hier zu berücksichtigen, dass es sich bei den Endocannabinoiden um Lipidmediatoren 

handelt, die durch intrazelluläre Enzyme schnell wieder abgebaut werden. Für die 

Versuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen für 330 min mit ACEA 

vorinkubiert. Es ist möglich, dass der Endocannabinoidrezeptoragonist während der Vor-

inkubation abgebaut wurde und dadurch keine ERK1/2-Phosphorylierung induzieren 

konnte. Gegen die Annahme, dass ACEA durch seinen schnellen Abbau keine Wirkung 

ausgeübt haben kann, spricht die Steigerung der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung 

nach Vorinkubation mit ACEA (Abb. 38A). Auch in einer Astrozytenzelllinie, die den 

CB1-R endogen exprimiert, konnte eine Aktivierung von Akt nachgewiesen werden, die 

Gi/Go-Protein-abhängig ist (GOMÉZ DEL PULGAR et al. 2000). Prostatazellen weisen 

denselben Mechanismus auf (SÁNCHEZ et al. 2003). Aufgrund der in den HepG2-EP3�-

Zellen erzielten Ergebnisse (Abb. 13C), hätte man durch den Gi-gekoppelten CB1-R (FEL-

DER et al. 1995) eine Hemmug der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung erwartet. Der 

CB1-R ist jedoch nicht ausschließlich an ein Gi-Protein gekoppelt, sondern auch an 

Gs-Proteine (BONHAUS et al. 1998). Darüber hinaus können Endocannabinoide durch die 

Kopplung an ein dem Gi-Protein eng verwandtes Go-Protein verschiedene Ionenkanäle 

modulieren (DEADWYLER et al. 1995; McALLISTER et al. 1999). Endocannabinoide 

hemmen spannungsabhängige Calciumkanäle (MACKIE et al. 1993) und aktivieren 

Kaliumkanäle (MACKIE et al. 1995). Über die Hemmung der spannungsabhängigen 

Calciumkanäle werden die Freisetzung von Neurotransmittern und die glucoseinduzierte 
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Insulinausschüttung gehemmt (SAFAYHI et al. 1997). Die Folgen einer verringerten 

Wirkung des Sättigungssignals Insulin stimmen mit der in der Literatur beschriebenen 

appetitsteigernden Wirkung von Endocannabinoiden überein (siehe 1.5). Allerdings 

konnte dieser Effekt im vorliegenden Experiment nicht beobachtet werden. Interessanter-

weise erzielten MOTAGHEDI & McGRAW (2008) ein identisches Ergebnis. Sie untersuch-

ten den Effekt eines natürlichen CB1-R-Agonisten auf die Insulinsignalgebung in einer 

Adipozytenzelllinie. Die Inkubation der Zellen mit dem CB1-R-Agonisten allein konnte die 

Phosphorylierung von Akt nicht beeinflussen, steigerte allerdings die insulinstimulierte 

Akt-Phosphorylierung, was in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte (Abb. 38A). 

Dies und die Tatsache, dass Endocannabinoide die Lipogenese in Adipozyten induzieren 

(COTA et al. 2003b), deuten auf einen insulinsensitivierenden Effekt von Endocannabi-

noiden hin. Die erhöhten Endocannabinoidspiegel bei Adipositas stellen eventuell einen 

kompensatorischen Mechanismus dar, um die Insulinwirkung zu verbessern und der 

Insulinresistenz entgegenzuwirken (MOTAGHEDI & McGRAW 2008). 

5.3.2 Pathophysiologische Bedeutung der chronischen Exposition mit 

ACEA 

Die Geschichte des medikamentösen appetitfördernden Einsatzes von Marijuana geht 

viele Tausend Jahre zurück. Die endogenen Cannabinoide wurden jedoch erst seit etwas 

mehr als 15 Jahren entdeckt (DEVANE et al. 1992). Obwohl in mehreren Systemen 

gezeigt wurde, dass Endocannabinoide die insulinabhängige Akt-Phosphorylierung ver-

stärken, konnte beobachtet werden, dass der Missbrauch von Marijuana Glucose-

intoleranz und Insulinresistenz induzieren kann (HOLLISTER & REAVEN 1974) und mit 

einem erhöhten Risiko für Steatose in Verbindung gebracht wird (HÉZODE et al. 2008). 

Dies ist unter Umständen auf einen indirekten Mechanismus zurückzuführen. Endocanna-

binoide sind ebenfalls in die Regulation der Nahrungsaufnahme und den Energiemetabo-

lismus involviert (MATIAS & DI MARZO 2007). Die Überaktivierung des Endocannabinoid-

systems bei Adipositas geht mit einer gesteigerten Nahrungsaufnahme und einer 

exzessiven Fettakkumulation einher (ENGELI 2008). Das Endocannabinoidsystem hat 

durch seine Wirkung auf Regulationszentren des Hypothalamus zentral eine entschei-

dende Rolle, durch die Expression des CB1-R in peripheren Geweben aber auch einen 

Einfluss auf Glucosehomöostase, Insulinsensitivität und Plasmalipidspiegel. Die die Adi-

positas begleitende unterschwellige Entzündung spielt eine wichtige Rolle bei der 

Aktivierung des Endocannabinoidsystems (KUNOS et al. 2008). Die dadurch vermittelte 

Makrophageneinwanderung korreliert mit einer gesteigerten Aktivität des Endocanna-

binoidsystems im viszeralen Fett von adipösen Patienten (KEMPF et al. 2007), da Makro-

phagen Endocannabinoide freisetzen können (DI MARZO et al. 1996). Die Erhöhung der 
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Fettgewebsmasse führt zu einer verringerten Adiponektinfreisetzung (OSEI-HYIAMA et al. 

2005; PERWITZ et al. 2006). Adiponektin wird eine insulinsensitivierende Wirkung zuge-

sprochen, die zumindest zum Teil über die Aktivierung der AMPK erzielt wird (YAMAUCHI 

et al. 2002). AMPK führt zur Tyrosinphosphorylierung des IRS und wirkt somit insulin-

verstärkend (FISHER 2006). Die appetitfördernde Natur der Endocannabinoidsignal-

gebung ist eventuell auf die negative Wechselwirkung mit der Adiponektinsignalgebung 

zurückzuführen. Endocannabinoide haben keine direkten Auswirkungen auf die Adiponek-

tinfreisetzung (PAGANO et al. 2007). Die verringerte Adiponektinkonzentration ist eher ein 

sekundärer Effekt, der mit der Erhöhung der Fettgewebsmasse einhergeht, die die Folge 

der appetitsteigernden Wirkung von Endocannabinoiden ist (NOGUEIRAS et al. 2008). 

Die Aktivierung der CB1-Rezeptoren in der Leber fördert die hepatische Lipogenese und 

kann eine hepatische Steatose zur Folge haben (GARY-BOBO et al. 2007). CB1-Rezep-

toren sind im Skelettmuskel bei Adipositas hochreguliert (PAGOTTO et al. 2006). Die 

erhöhten Plasmaendocannabinoidspiegel beeinflussen letztendlich die Regulation des 

Energiemetabolismus im Gehirn (D’EON et al. 2008), da sie leicht die Blut-Hirn-Schranke 

passieren (MECHOUALM et al. 1998). 

Die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene insulinsensitivierende Wirkung des Endo-

cannabinoidrezeptoragonisten (siehe 5.3.1.), könnte zunächst die Effizienz des Systems 

erhöhen. Auf lange Sicht dagegen, also bei einer lang andauernden Aktivierung des 

Endocannabinoidsystems durch Übergewicht, könnte die insulinsensitivierende Wirkung 

eine Überaktivierung des Akt-Signalweges hervorrufen, was letztendlich zu einer 

Herunterregulierung der Insulinwirkung führt. Die daraus resultierende Insulinresistenz 

führt wiederum zu einer Erhöhung der Endocannabinoidspiegel, da Insulin eine 

hemmende Wirkung auf die Endocannabinoidproduktion hat (IOZZO 2009). Die durch die 

Überaktivierung des Endocannabinoidsystems induzierte Insulinresistenz kann die Aus-

bildung des Diabetes mellitus Typ II fördern und zur Ausbildung weiterer Krankheiten des 

metabolischen Syndroms beitragen. 

Die insulinsensitivierende Wirkung der Endocannabinoide, die in der vorliegenden Arbeit 

aufgezeigt wurde, spricht nicht für die Behandlung von insulinresistenten Patienten mit 

dem Endocannabinoidrezeptorantagonisten Rimonabant. Endocannabinoidrezeptoranta-

gonisten, wie zum Beispiel Rimonabant, sind heute Ziel pharmakologischer Studien für 

die Adipositastherapie. Rimonabant wurde als Wirkstoff in einem Arzneimittel als Appetit-

zügler bei Übergewichtigen eingesetzt. Das Medikament wurde aufgrund seiner assoziier-

ten Risiken für Depressionen und Angstzustände 2006 in der Europäischen Union vom 

Markt genommen. Aus ähnlichen Gründen erhielt Rimonabant 2007 keine Zulassung in 

den USA (PACHER & STEFFENS 2009). 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Die adipositasbedingte Insulinresistenz geht mit einer unterschwelligen Entzündungsreak-

tion einher. Als Antwort auf dieses Entzündungsgeschehen wird PGE2 unter anderem von 

Kupffer Zellen der Leber freigesetzt und kann seine Wirkung über vier PGE2-Rezeptor-

subtypen (EP1-EP4) vermitteln. In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, 

dass PGE2 in Rattenhepatozyten über den EP3-R ERK1/2-abhängig die intrazelluläre 

Weiterleitung des Insulinsignals hemmt. Über die Modulation der Insulinrezeptorsignal-

kette durch andere EP-Rezeptoren war bisher nichts bekannt. Daher sollte in stabil trans-

fizierten Zelllinien, die jeweils nur einen der vier EP-Rezeptorsubtypen exprimierten, der 

Einfluss von PGE2 auf die Insulinrezeptorsignalkette untersucht werden. Es wurden 

HepG2-Zellen, die keinen funktionalen EP-Rezeptor aufwiesen, sowie HepG2-Zellen, die 

stabil den EP1-R (HepG2-EP1), den EP3�-R (HepG2-EP3�) oder den EP4-R 

(HepG2-EP4) exprimierten, sowie die humane fötale Hepatozytenzelllinie, Fh-hTert, die 

den EP2- und den EP4-R exprimierte, für die Untersuchungen verwendet. Die Zellen 

wurden für 330 min mit PGE2 (10 µM) vorinkubiert, um die pathophysiologische Situation 

nachzustellen und anschließend mit Insulin (10 nM) für 15 min stimuliert. Die insulin-

abhängige Akt- und ERK1/2-Phosphorylierung wurde im Western-Blot bestimmt. 

In allen Hepatomzelllinien die EP-R exprimierten, nicht aber in der Zelllinie, die keinen 

EP-R exprimierte, hemmte PGE2 die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung. In allen drei 

stabil transfizierten Zelllinien, nicht jedoch in den Fh-hTert-Zellen, steigerte PGE2 die 

basale und insulinstimulierte Phosphorylierung der Serin/Threoninkinase ERK1/2. In den 

HepG2-EP1- und den HepG2-EP3�-Zellen steigerte PGE2 mutmaßlich über die ERK1/2-

Aktivierung die Serinphosphorylierung des IRS, welche die Weiterleitung des Insulin-

signals blockiert. Die Hemmung der Aktivierung von ERK1/2 hob in EP3-R-exprimieren-

den Zellen die Abschwächung der Insulinsignalübertragung teilweise auf. In diesen Zellen 

scheint die ERK1/2-Aktivierung die größte Bedeutung für die Hemmung der insulin-

stimulierten Akt-Phosphorylierung zu haben. Da durch die Hemmstoffe die PGE2-

abhängige Modulation nicht vollständig aufgehoben wurde, scheinen darüber hinaus aber 

noch andere Mechanismen zur Modulation beizutragen. In den Fh-hTert-Zellen wurde die 

Insulinrezeptorsignalkette offensichtlich über einen ERK1/2-unabhängigen, bisher nicht 

identifizierten Weg unterbrochen.  

Eine gesteigerte PGE2-Bildung im Rahmen der Adipositas ist nicht auf die peripheren 

Gewebe beschränkt. Auch im Hypothalamus können bei Adipositas Zeichen einer Entzün-

dung nachgewiesen werden, die mit einer gesteigerten PGE2-Bildung einhergehen. Daher 

wurde das EP-R-Profil von primären hypothalamischen Neuronen und neuronalen Modell-
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zelllinien charakterisiert, um zu prüfen, ob PGE2 in hypothalamischen Neuronen die 

Insulinsignalkette in ähnlicher Weise unterbricht wie in Hepatozyten. In allen neuronalen 

Zellen hemmte die Vorinkubation mit PGE2 die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung 

nicht. In der neuronalen hypothalamischen Zelllinie N-41 wirkte PGE2 eher synergistisch 

mit Insulin. In durch Retinsäure ausdifferenzierten SH-SY5Y-Zellen waren die Ergebnisse 

allerdings widersprüchlich. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass die Expression 

der EP-Rezeptoren im Verlauf der Kultur stark schwankte und somit die EP-R-Ausstattung 

der Zellen zwischen den Zellversuchen variierte. Auch in den primären hypothalamischen 

Neuronen variierte die EP-R-Expression abhängig vom Differenzierungszustand und 

PGE2 beeinflusste die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung nicht. Obwohl in allen 

neuronalen Zellen die Akt-Phosphorylierung durch Insulin gesteigert wurde, konnte in 

keiner der Zellen eine insulinabhängige Regulation der Expression von Insulinzielgenen 

(POMC und AgRP) nachgewiesen werden. Das liegt wahrscheinlich an dem niedrigen 

Differenzierungsgrad der untersuchten Zellen.  

Im Rahmen der Adipositas kommt es zu einer Überaktivierung des Endocannabinoidsys-

tems. Endocannabinoidrezeptoren sind mit den EP-Rezeptoren verwandt. Daher wurde 

geprüft, ob Endocannabinoide die Insulinsignalweiterleitung in ähnlicher Weise beein-

flussen können wie PGE2. Die Vorinkubation der N-41-Zellen für 330 min mit einem Endo-

cannabinoidrezeptoragonisten steigerte die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung, was 

auf einen insulinsensitiven Effekt von Endocannabinoiden hindeutet. Dies steht im Wider-

spruch zu der in der Literatur beschriebenen endocannabinoidabhängigen Insulinresis-

tenz, die aber auf indirekte, durch Endocannabinoide ausgelöste Veränderungen zurück-

zuführen sein könnte. 
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