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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1. Adipositas und Regulation des Kdrpergewichts

Adipositas ist als {ibermidBige Vermehrung oder Bildung von Fettgewebe definiert
(Pschyrembel, 1998). Der Body mass index (BMI) dient der indirekten Abschitzung der
Fettmasse; ein Wert < 25 kg/m” gilt als normal. In der Bundesrepublik Deutschland be-
trigt die Privalenz der Adipositas Grad 1 (25 kg/m* < BMI < 30 kg/m?) 40 %, der Adi-
positas Grad 2 (30 kg/m2 < BMI <40 kg/mz) 16 % und der Adipositas Grad 3 (BMI =
40 kg/m?) 1 % (Wechsler et al., 1996). Da Adipositas Risikofaktor fiir eine Reihe von
Erkrankungen ist, wie z. B. Diabetes mellitus Typ 2, Arterielle Hypertonie, Koronare
Herzkrankheit, Apoplex, Phlebothrombose, Schlafapnoe-Syndrom, einige Krebsformen,
Arthrose usw. (Herold, 1999; Bray, 1998), handelt es sich um ein wichtiges bevolke-
rungsmedizinisches Problem (Wirth, 1998; Wechsler, 1997).

Auch wenn Adipositas zu einem groflen Teil eine Erscheinung unserer Wohlstandsge-
sellschaft ist (fettreiche Ernihrung im UberfluB kombiniert mit Bewegungsmangel)
(Blundell, 1996), so gab es sie, wenn auch in viel geringerer Haufigkeit, in allen Epo-
chen der Menschheitsgeschichte. Die dlteste bekannte Darstellung von Adipositas ist die
Venus von Willendorf, eine Kalksteinstatuette aus der Steinzeit (ca. 25.000 v. Chr.)
(Bray, 1990).

Die Atiologie der Adipositas und der in der Pathogenese dieser Krankheit involvierten
Faktoren sind multifaktoriell und komplex (Roberts und Greenberg, 1996). Zwar spielt
das individuelle Erndhrungsverhalten, das durch Kultur, Erziehung und sonstige gesell-
schaftliche Einfliisse geprdgt wird, eine sehr wichtige Rolle (Weck und Fischer, 1997;
Wechsler et. al., 1996), doch darf die genetische Komponente der Adipositas im Sinne
einer familidren Pradispositionen nicht unterschétzt werden (Chagnon et al., 1998), wie
Zwillingsstudien eindrucksvoll gezeigt haben (Hebebrand und Remschmidt, 1995;
Meyer und Stunkard, 1994; Sorensen und Stunkard, 1994; Bouchard et al., 1990). Der
genetische EinfluB auf Ernihrungsverhalten und Ubergewicht wird auf 25 - 50 %
geschatzt (Weck, 1998), und dabei spielt das Leptinsystem (das Hormon Leptin und sein

Rezeptor) eine nicht unwesentliche Rolle.
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Schon lange vor Entdeckung des Leptinsystems haben sich Forscher gefragt, auf welche
Weise die Langzeitregulation des Korpergewichts funktioniert. Werden z. B. Ratten fiir
einen bestimmten Zeitraum {iberfiittert und dadurch adipds und kénnen sich dann wie-
der ad libidum erndhren, halten sie instinktiv eine hypokalorische Diit ein, bis sie wie-
der ihr Normalgewicht erlangt haben (Cohn und Joseph, 1962). Ein anderes Beispiel:
Wird Ratten chirurgisch etwas Korperfett entfernt, fressen sie automatisch mehr, und
zwar solange, bis sie ihre urspriingliche Fettgewebsmasse erreicht haben (Larson und
Anderson, 1978). Welche inneren Signale sorgen dafiir, daB3 das Ist-K&rpergewicht dem
Soll-Gewicht angepalit wird, dal unter physiologischen Bedingungen also eine Ho-
moostase besteht?

Vor tiber 40 Jahren wurde durch Hervey erstmals die Existenz eines Séttigungshormons
aufgezeigt (Hervey, 1959), indem eine aufgrund einer Lision des ventromedialen Hy-
pothalamus (dort liegt das Séttigungszentrum) adipdse Ratte mit einer gesunden para-
biotisch (also via Kreuzzirkulation beider Blutkreisldufe) verbunden wurde. Das eigent-
lich gesunde Tier horte auf zu fressen und verhungerte. Die damalige (aus heutiger Sicht
vollig korrekte) Interpretation des Versuchsergebnisses lautete: Die adipose Ratte ver-
fiigt liber eine so groBe Menge an Sittigungsfaktor, dal sich bei der schlanken Ratte,
die liber den gemeinsamen Blutkreislauf mit diesem quasi ,,liberflutet” wird, tiberhaupt
kein Hungergefiihl mehr einstellt; das adipdse Tier spricht aufgrund des zentralen De-
fektes auf sein eigenes Sattigungshormon nicht an.

In den 70iger Jahren fiihrte Coleman dhnliche Experimente durch (Coleman, 1978). In
einem davon wurden die Blutkreisldufe einer ob/ob-Maus (,,0b* steht fiir ,,obese* bzw.
,»obesity”) (Ingalls et al., 1950) und einer db/db-Maus (,,db* steht fiir ,,diabetic®)
(Hummel et al., 1966) miteinander verbunden. Beide Mausestimme sind homozygote
Trager von Gendefekten, die zu einem anndhernd identischen Phénotyp fiihren: Sie
zeichnen sich durch massive Adipositas mit einem Korpergewicht, das dem dreifachen
der Norm entspricht, durch Hyperphagie, Hyperglykédmie, Hyperinsulinimie mit Insu-
linresistenz, Adynamie, erniedrigte Korpertemperatur, verminderte Immunantwort und
Infertilitdt aus. Was geschieht unter der Kreuzzirkulation? Nur die ob/ob-Maus dndert
ihr FreBverhalten und nimmt ab, die db/db-Maus dndert ihr Verhalten nicht. Offenbar
verfiigt die db/db-Maus iiber eine groBe Menge an Sittigungshormon, welches aller-
dings bei ihr selbst nicht wirken kann; der ob/ob-Maus hingegen fehlt der Satigungs-
faktor, so daB} bei ihr erst durch dessen Zufuhr iiber den Parabionten ein Sittigungsge-

fiihl eintritt.
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normal ob/ob  db/db

Hypothalamus

fridt unver-
andert weiter

hort auf

Fettgewebe zu fressen

Schematische Darstellung des Parabioseexperimentes von Coleman
[modifiziert nach Campfield et al., 1996]

Mittlerweile ist bekannt, daB3 es sich bei diesem Sattigungshormon um Leptin (auch ob-
Protein genannt) handelt. Bei den ob/ob-Mausen wurden je nach Inzuchtstamm zwei
verschiedene Mutationen des ob-Gens aufgezeigt: eine Mutation im Codon 105, welche
zur Expression einer abnormen m-RNA fiihrt, so dal} post translationem ein funktions-
untiichtiges Protein resultiert, sowie eine Mutation in der Promotorregion, so daf3 iiber-
haupt keine m-RNA und somit kein Protein gebildet wird (Zhang et al., 1994). Substi-
tuiert man einer ob/ob-Maus Leptin, verschwinden sdmtliche vorhin genannten Sym-
ptome (Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995; Rentsch
et al., 1995). Die db/db-Maus hat zwar sehr viel Leptin, aber einen Leptinrezeptorde-
fekt, so dall das Leptin nicht wirken kann (Chen et al., 1996; Lee et al. 1996).

Dal} adipése Menschen kein ausreichendes Séattigungsgefiihl haben, warf unmittelbar
nach der Entdeckung der Genmutationen bei den ob/ob-Maiusen die Frage auf, ob die
Ergebnisse von der Maus auf den Menschen iibertragbar sind, d. h. ob es bei einem Teil
der adiposen Menschen ebenfalls Gendefekte gibt, so daB kein oder ein funktionsun-
tiichtiges Leptin gebildet wird. Zwar wurden weltweit einige wenige Familien mit
unterschiedlichen Mutationen des bei Menschen auf Chromosom 7 lokalisierten (Isse et
al., 1995) ob-Gens gefunden (Clément et al., 1998; O"Rahilly, 1998; Strobel et al.,
1998; Montague et al., 1997a), aber hierbei handelt es sich um extrem seltene Einzel-

falle, so dal} dieser Befund beim Menschen eine ausgesprochene Raritét darstellt.



Einleitung 4

1.2. Das Hormon Leptin

Zunéchst eine kurze Anmerkung zur Namensgebung. Das Wort ,,Leptin® leitet sich aus
dem Griechischen ab: ,Aémewv heiBt ,,abschilen”, und das dazugehorige Adjektiv
~AEMTOG™ ,,abgeschilt, enthiilst, ausgedroschen und (davon abgeleitet) ,,diinn“ im ne-
gativen Sinne von ,kraftlos und ,,schwach® (Gemoll, 1954). Insofern erscheint die Na-
mensgebung etwas ungliicklich, da wir ,,diinn“ im Sinne von ,,schlank® als positives
Attribut verstehen. Betrachtet man den Namen des Hormons jedoch im Kontext der
Evolution, konnte man ihn folgendermallen interpretieren: Leptin ist, evolutionshisto-
risch betrachtet, nicht das Schlankheitshormon, das vor Adipositas schiitzen soll, son-
dern der Mangel an Leptin in Hungerperioden, in denen die Menschen geschwécht sind,

ist wahrscheinlich als das eigentliche Signal zu verstehen.

Leptin ist ein Proteohormon, fiir welches das 1994 durch positionelles Klonieren und
Sequenzieren bei der ob/ob-Maus auf Chromosom 6 identifizierte ob-Gen kodiert
(Zhang et al., 1994). Das 167 AS lange Peptid (inklusive einer 21 AS langen
Signalsequenz) (Zhang et al., 1994) weist eine C-terminale Disulfidbriicke auf, welche
zu einem groflen Loop am hinteren Drittel des Proteins fiihrt (Zhang et al., 1997). Die
Tertidrstruktur ist die eines globuldren Proteins mit vier a-Helices und zwei B-Sheets
(Zhang et al., 1997). Zwischen Codon 106 und 167 ist, wie Studien mit
Peptidfragmenten gezeigt haben, die Leptinaktivitdt lokalisiert (Frihbeck et al., 1998a;
Grasso et al., 1997). Leptin weist eine Homologie zur Klasse I-Zytokin-Familie auf
(Campfield und Smith, 1998). Die Homologie zwischen Mensch und Maus betragt 84 %
(Considine et al., 1995; Zhang et al., 1994), die zwischen Mensch und Ratte 83 %
(Ogawa et al., 1995).

Die Hauptproduktionsstitte fiir Leptin ist das Fettgewebe (Maffei et al., 1995a;
Masazuki et al., 1995; Zhang et al., 1994). AuB3er von Adipozyten wird Leptin, wenn-
gleich auch in wesentlich geringerer Menge, von den Synzytiotrophoblasten der Pla-
zenta (Hassink et al., 1997; Hoggard et al., 1997; Masuzaki et al., 1997) sowie von den
Epithelzellen der weiblichen Brustdriise (O"brien et al., 1999; Smith-Kirwin et al.,
1998) und der Magenfundusmukosa (Mix et al., 1999; Bado et al., 1998) synthetisiert.
AuBerdem wurde bei der Ratte Leptin auch in einigen Hirnarealen gefunden (Morash et

al., 1999; Li et al., 1999). Die Leptinausschiittung weist einen pulsatilen Verlauf mit
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einer Pulsdauer von ca. 30 min (Licinio et al., 1997; Sinah et al., 1996b) sowie eine
zirkadiane Rhythmik mit ndchtlichem Anstieg (Matkovic et al., 1997; Sinha et al.,
1996a) auf.

Beziiglich seiner Wirkung als Sattigungshormon 148t sich {iber Leptin folgendes sagen:
Es gibt eine Vielzahl von Peptiden und Transmittern im Gehirn, welche teils appetit-
steigernd (wie z. B. NPY [Neuropeptid Y] (Stanley und Leibowitz, 1984), MCH [Mela-
nin-konzentrierendes Hormon] (Qu et al., 1996), PYY [Peptid YY] (Morley et al.,
1985), AgRP [Agouti-verwandtes Protein] (Rossi et al., 1998), GH-RH [Wachs-
tumshhormon-Releasinghormon] (Vaccarino et al., 1985), Galanin (Kyrkouli et al.,
1990), Orexin A und B (Sakurai et al., 1998), B-Endorphin (Grandison und Guidotti,
1977), Dynorphin (Morley et al., 1982) und Noradrenalin (Coons und Quartermain,
1970)), teils appetithemmend (wie z. B. a-MSH [0-Melanozyten-stimulierendes Hor-
mon] (Fan et al., 1997), CRH [Kortiktropin-Releasinghormon] (Rohner-Jeanrenaud et
al., 1989), CART [Kokain- und Amphetamin-reguliertes Transkript] (Kristensen et al.,
1998), TRH [Thyreotropin-Releasinghormon] (Konturek et al., 1981), CCK [Chole-
zystokinin] (Gibbs et al., 1973), GLP [Glukagon-dhnliches Peptid] (Turton et al., 1996),
Insulin (Woods et al., 1996), Bombesin (Ohi-Hamazaki et al., 1997), Urokortin (Spina
et al., 1996), 5-Hydroxitryptophan (Blundell und Latham, 1979), Somatostatin (Levine
und Morley, 1982), Serotonin (Rezek und Novin, 1975) und Neurotensin (Luttinger et
al., 1982)) wirken. Zur Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts zwischen diesen Mo-
dulatoren, welches fiir die Konstanz des Korpergewichts notwendig ist, sind Signale aus
der Peripherie erforderlich, die via feed back auf die zentralen Faktoren regulatorisch
EinfluB3 nehmen.

Leptin hat eine solche Signalfunktion. Es gelangt von seiner Hauptproduktionsstitte,
dem Fettgewebe, auf dem Blutweg {iber einen noch nicht vollstindig bekannten séttig-
baren Transportmechanismus ins Gehirn (Banks et al., 1996), wo als Sattigungssignal
fungiert, indem es eine Verminderung der Nahrungsaufnahme (Barinaga, 1995; Weigle
et al., 1995) und durch Sympathikusaktivierung einen Anstieg des Energieverbrauchs
bewirkt (Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995;
Rentsch et al., 1995). Somit kann Leptin als Lipostat bezeichnet werden. Bei einer aus-
geglichenen Energiebilanz spiegelt der Leptinplasmaspiegel die Menge an Korperfett
wieder und korreliert hochsignifikant mit dem BMI (Sinha et al., 1997; Considine et al.,
1996; McGregor et al., 1996; Rosenbaum et al., 1996; Maffai et al., 1995b).
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Nahrungsaufnahme 7: Nahrungsaufnahme /:

NPY a-MSH
MCH CRH

PYY CART

AgRP TRH

GH-RH CCK

Galanin GLP

Orexin A und B Insulin

B-Endorphin Bombesin

Dynorphin Urokortin
Noradrenalin 5-Hydroxytryptophan

Somatostatin

Serotonin

Neurotensin
[Gehirn]

A

Nahrungsaufnahme |
Energieverbrauch 1

i

[Fettgewebe]

Schematische Darstellung der Leptinwirkung: Das im Fettgewebe produ-
zierte Hormon Leptin reprasentiert den Energiestatus des Organismus
und wirkt als Sattigungssignal, wobei es einige der aufgelisteten zentralen
Faktoren direkt oder indirekt beeinfluf3t.

Bei sehr schnellen Verschiebungen der Energiebilanz kommt es voriibergehend zu iiber-
schieBenden Verdnderungen des Leptinplasmaspiegels, so z. B. bei eintdgiger massiver
Hyperalimentation ohne Gewichtszunahme zu einer Erh6hung um 40 % (Kolaczynski et
al., 1996b). Leptin kommt somit eine bivalente Aufgabe zu, ndmlich ecinerseits die der
Langzeitregulation des Korpergewichts, andererseits aber auch die eines kurzfristigen

Regulators.
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1.3. Der Leptinrezeptor

Ende 1995 wurde durch Expressionsklonieren und Sequenzieren der Leptinrezeptor
(OB-R) entdeckt (Tartaglia et al., 1995). Durch Bindungsstudien mit radioaktiv
markiertem oder mit alkalischer Phosphatase fusioniertem Leptin wurden im murinen
Plexus chorioideus hochaffine spezifische ob-Bindungsstellen ermittelt, welche durch
Screening einer aus den Plexuszellen hergestellten cDNA-Bibliothek identifiziert
werden konnten. Das gefundene Leptinrezeptorgen befindet sich bei der Maus auf
Chromosom 4 im den db-Locus beinhaltenden Intervall (Tartaglia et al., 1995) und
kodiert fir ein Protein, welches Homologien zur Familie der Klasse I-
Zytokinrezeptoren, insbesondere zur Signaltransduktionsuntereinheit gp 130 des IL-6-
Rezeptors (Taga et al., 1989), des G-CSF (Granulocytenkolonie-stimulierender Faktor)-
Rezeptors (Fukunaga et al., 1990) und des LIF (Leuk&mie-inhibitorischer Faktor)-
Rezeptors (Gearing et al., 1991) zeigt (Tartaglia et al., 1995).

Der Leptinrezeptor setzt sich aus einem Leptin-bindenden extrazellulédren Anteil, einer
Transmembranregion und einer zytoplasmatischen Domane zusammen (Tartaglia,
1997) und wird posttransmembrands alternativ gesplei3t, so dafl der intrazellulére Be-
reich unterschiedlich lang ist; bei der Maus existieren finf SpleiRvarianten (OB-Ra,
OB-Rb, OB-Rc, OB-Rd und OB-Re), welche im C-terminal kodierenden Exon variabel
sind (Chen et al., 1996; Lee et al., 1996). OB-Rb ist mit 1162 AS die ldngste Rezeptor-
form und enthélt die Proteinmotive Box 1 und Box 2 (Lee et al., 1996), welche zur
Aktivierung der JAK-STAT-Signaltransduktion notwendig sind (Stahl et al., 1995;
Baumann et al., 1994; Narazaki et al., 1994; Murakami et al., 1991). OB-Ra (894 AS),
OB-Rc (892 AS) und OB-Rd (900 AS) sind verkirzte Rezeptoren; ihnen fehlt die Box
2-Sequenz (Lee et al., 1996). OB-Re (805 AS) endet sogar bereits vor der
transmembrandsen Domane; es handelt sich somit um einen léslichen Rezeptor (Lee et
al., 1996).

Mit Hilfe einer murinen Leptinrezeptor-cDNA-Sonde gelang es, den humanen Leptinre-
zeptor aus einer humanen cDNA-Bibliothek des gesamten Gehirns zu identifizieren
(Tartaglia et al., 1995). Beim Menschen ist das fiir den Leptinrezeptor kodierende Gen
auf Chromosom 1 angesiedelt (Chung et al., 1996). Die Leptinrezeptorhomologie zwi-
schen Mensch und Maus liegt auf Aminosédureebene fiir die extrazellulare Doméne bei
78 %, fur die intrazellulare bei 71 % (Chen et al., 1996; Tartaglia et al., 1995).
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Ob-Ra
Ob-Rb Ob-Rc ©Ob-Re Vehikel
Ob-Rd innerhalb der

) Blutzirkulation ?
Leptin

Leptinrezeptor
Box 1

‘]AK‘ Box 2 \
Vehikel
Signal- ins Gehirn ?

transduktor

Schematische Darstellung der Leptinrezeptorspleillvarianten und ihrer
maoglichen Funktionen [modifiziert nach Misra und Garg, 1996]

Der lange Rezeptor (OB-Rb) beinhaltet bei der db/db-Maus aufgrund eines abnormen
Spleil3ens ein Insert mit einem pramaturen Stop-Codon, wéhrend die anderen Rezeptor-
formen von der Mutation nicht beeintréchtigt sind (Chen et al., 1996; Lee et al., 1996).
Daraus &Rt sich ableiten, dal} der lange Rezeptor fir die Leptinwirkung essentiell ist.
Ein besonders hoher Expressionsspiegel fir OB-Rb befindet sich in hypothalamischen
Neuronen (Ncl. arcuatus, Ncl. dorsomedialis, Ncl. lateralis, Ncl. paraventricularis, Ncl.
ventromedialis), Kerngebieten, die in die Regulation des Korpergewichts involviert sind
(Elmquist et al., 1998; Mercer et al., 1996). Der Stellenwert dieser ZNS-Areale als Tar-
get der Leptinwirkung wird u. a. durch die Tatsache gestiitzt, daf3 icv.-Infusionen von
Leptin bereits in dulRerst geringen Konzentrationen (3 ng/h) zu einer deutlichen Wir-
kung fihren, wéhrend bei peripherer Applikation wesentlich héhere Dosen (500 ng/h)
erforderlich sind (Halaas et al., 1997). Die Signaltransduktion lauft, ganz kurz darge-
stellt, folgendermalien ab: Durch die Ligand-Rezeptor-Bindung mit anschlieRender Ag-
gregation der Rezeptorhomodimere (Nakashima et al., 1997; White et al., 1997) kommt
es zu einer Aktivierung der Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinase JAK (Januskinase)
(Firmbach-Kraft et al., 1990), durch welche der Rezeptor selbst sowie zytoplasmatische
Transkriptionsfaktoren, die sog. STAT’s (Signaltransduktoren und -aktivatoren der
Transkription) (Fu, 1992), phosphoryliert werden (Darnell, 1996). Die STAT's (und

zwar vor allem STAT-3 (Vaisse et al., 1996)) dimerisieren daraufhin und wandern zum
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Zellkern, um dort die Transkription spezifischer Gene zu initiieren (Darnell, 1996). Es
sei angemerkt, dal® die Signaltransduktion bei den Mitgliedern der Klasse I-Zytokinre-
zeptor-Familie, zu denen der Leptinrezeptor gehort, neben dem JAK-STAT-System
auch durch MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) und PI-3 (Phosphatidylinositol-3)
vermittelt werden kann (Heldin, 1995; Kishimoto et al., 1994). Die Suppressoren der
Zytokin-induzierten Signaltransduktion SOCS (Suppressor der Zytokinsignalweiterlei-
tung) (Nicholson und Hilton, 1998) und PIAS (Proteininhibitor von aktiviertem STAT)
(Chung et al., 1997) sind als negative Regulatoren in die Signaltransduktionskaskade
involviert; von SOCS-3 ist bekannt, dal’ seine Expression im Hypothalamus durch Lep-

tin induziert wird (Emilsson et al., 1999).

Die kurzen Rezeptoren (OB-Ra, ¢ und d) sind nur unwesentlich zur Signaltransduktion
befahigt (Bjorbaek et al., 1997). Sie haben mit groBer Wahrscheinlichkeit eine Trans-
portfunktion beim Ubergang zwischen Blut und Gehirn (Friedman und Halaas, 1998),
eine Hypothese, die durch die Tatsache, dal3 ein sattigbarer Transport von Leptin ins
Gehirn besteht (Banks et al., 1996), und insbesondere durch das Vorhandensein grolier
Mengen an OB-Ra im Plexus chorioideus (Tartaglia et al., 1995) gestitzt wird. Neben
einer Transportfunktion von Leptin aus dem Blut in den Liquor, von wo das Hirnge-
webe per diffusionem erreicht werden konnte, kdnnte der kurze Leptinrezeptor auch

eine Clearance-Aufgabe haben (Tartaglia et al., 1995).

Die Spleillvariante fir den l6slichen Rezeptor (OB-Re) ist bisher nur beim Nagetier
nachgewiesen worden (Fei et al., 1997; Takaya et al., 1996a); eine entsprechende Iso-
form scheint es beim Menschen nicht zu geben (Chua et al., 1997). Es ist denkbar, dal}
beim Menschen post translationem aus einer der kurzen Rezeptorformen der eztrazellu-
lare Bereich durch proteolytische Spaltung (Rezeptor-Shedding) freigesetzt wird und so

ein l6sliche Leptinrezeptor gebildet wird.
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1.4. Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Wenn die Langzeitregulation des Korpergewichts durch das Leptinsystem im Sinne
eines negativen feed back korrekt funktioniert, sollte es eigentlich keine Adipositas ge-
ben, da der bei beginnender Zunahme der Fettgewebsmasse steigende Leptinplas-
maspiegel sofort eine Verringerung der Nahrungsaufnahme durch Appetithemmung
sowie eine Steigerung des Energieverbrauchs durch Sympathikusaktivierung bewirken
miRte. Die Tatsache, dal es im Tierreich unter natiirlichen Lebensumstanden praktisch
keine Adipositas gibt und daR auch beim Menschen in Zeiten knapper Nahrungsmittel-
resourcen (wie z. B. im und unmittelbar nach dem Zweiten Weltkrieg) Adipositas eine
ausgesprochene Seltenheit war, weist auf den groRen EinfluR der bezuglich des ER- und
Bewegungsverhaltens unphysiologisch veranderten Lebensumstdnde unserer sog.
Wohlstandsgesellschaft als atiologisch wichtigen Faktor der hohen Adipositas-Inzidenz

und -Pravalenz hin.

Doch neben diesen exogenen, verhaltensbedingten Ursachen gibt es auch endogene,
genetische Einfliisse auf das Ernahrungsverhalten und den Koérperfettgehalt, wobei (ne-
ben etlichen anderen Regulationssystemen) dem Leptin und seinem Rezeptor eine be-
deutende Rolle zukommt. Betrachtet man ausschliel3lich das Leptinsystem, so gibt es
flr die Entstehung der Adipositas u. a. folgende Mdglichkeiten: Entweder wird zu we-
nig Leptin produziert, oder es liegt eine Leptinresistenz vor. Im letzteren Fall konnte:

Leptin aufgrund einer fehlerhaften Leptinrezeptorexpression oder -regulation un-

wirksam sein,

Leptin nach Bindung an den langen Leptinrezeptor aufgrund einer gestorten Signal-

transduktion nicht wirken,

Leptin durch ein defektes Carriersystem wie dem kurzen Leptinrezeptor in nicht

ausreichendem MaRe zu seiner Wirkstétte im Gehirn gelangen,

Leptin im BlutgefaRsystem durch ein Bindungsprotein wie eventuell dem lIdslichen

Leptinrezeptor abgefangen und so vielleicht inaktiviert werden.
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- Gehirn

Fettgewebe

Schematische Darstellung von moéglichen Defekten des Leptinsystems: Es
kdnnte zu wenig Leptin produziert werden, Leptin kdnnte aufgrund eines
defekten OB-Rb nicht ausreichend wirken, Leptin kénnte aufgrund eines
defekten OB-Ra nicht ausreichend ins Gehirn gelangen, oder Leptin
konnte durch OB-Re inaktiviert werden. [Abbildungen von Fettgewebe,
Blutgefall und Gehirn von Schéffler und Schmidt, 1995]

Diese Maglichkeiten experimentell zu beleuchten, war Ziel dieser Arbeit:

Fragestellung 1:

Wie wirkt sich sich eine langfristige Hochfettdiat auf den Expressionsspiegel des Lep-
tinrezeptors aus, und hat sie einen EinfluR auf die Expression von Suppressoren der

Zytokin-induzierten Signaltransduktion?

Fragestellung 2:

Kann die Blut-Liquor-Barriere flr Leptin durch einen Leptinrezeptor-vermittelten

Transport Gberwunden werden?
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Fragestellung 3:

Gibt es beim Menschen eine lésliche Form des Leptinrezeptors?

Fragestellung 4:

Gibt es neben dem humoralen Weg auch nervale Afferenzen, die die Signalubertragung

von Leptin aus der Peripherie zum ZNS vermitteln?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Molekularbiologische Arbeitstechniken

2.1.1. Total-RNA-Isolierung

Reagenzien:

 Solution D
¢ 100 g Guanidinthiozyanat [Roth]
e 117,20 ml DEPC-Wasser (s. u.)
e 7,04 ml Natriumzitrat (750 mM, pH 7,0) [Merck]
¢ 10,43 ml N-Lauroylsarkosin (20 %) [Roth]
e 2,41 ml 2-Merkaptoethanol [Fluka]

» Natriumazetat (2 M, pH 4,0) [Merck]

 Phenol (wassergesattigt)
- Kristallines Phenol [Merck] wird bei 65 °C geschmolzen, mit 1 VVol. DEPC-Wasser versetzt und
300 mg 8-Hydroxichinolin [Merck] hinzugegeben. Dann wird fir mindestens 30 min gemischt. Da-
nach findet bei Raumtemperatur innerhalb von 30 min die Phasentrennung statt.

* Chloroform [Roth]

* Isoamylalkohol [Roth]
* Isopropanol [Roth]
 Ethanol [Roth]

» DEPC-Wasser
— Ag. dest. wird mit DEPC [Roth] in einer Endkonzentration von 0,1 % versetzt, 3 h gerthrt und 3 x
autoklaviert.

Durchfiihrung:
Gewebe wurde unmittelbar nach Entnahme in flissigem Stickstoff weggefroren; Zellen

wurden direkt in Solution D aufgenommen. Pro 100 mg Gewebe bzw. pro 1 x 10’ Zel-
len wurde 1 ml Solution D verwendet. Gewebe wurde mit einem Dispergiergeréat
[Polytron, Kinematica] homogenisiert, Zellen wurden durch mehrfaches Aufziehen
durch eine englumige Kanile Scherkréften ausgesetzt. Nachdem das Lysat 15 min auf
Eis stehengelassen worden war, wurden 0,1 Vol. 2 M Natriumazetat (pH 4,0) hinzuge-
geben und 10 s geschuttelt, dann 1 Vol. wassergesattigtes Phenol und wieder 10 s ge-
schuttelt und schlieBlich 0,2 VVol. Chloroform / Isoamylalkohol (49 + 1) und 2 min kré&f-
tig gevortext. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden die Ansétze zentrifugiert
(10.000 x g, 15 min, 4 °C) [Mikroliter 1394, Hettich]. Die obere (wassrige) Phase

wurde abgenommen und in ein neues Tube Uberfiihrt; die Interphase und die untere
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(phenolische) Phase wurden verworfen. Wenn die Interphase sehr dick war, was insbe-
sondere bei proteinreichen Geweben der Fall war, wurden die Arbeitsschritte ab der
Natriumazetet-Zugabe wiederholt. Die obere Phase wurde mit 1 VVol. eiskaltem Isopro-
panol vermischt und die RNA fiir mindestens 1 h bei -20 °C gefallt. Nach Zentrifuga-
tion (10.000 x g, 15 min, 4 °C) [Mikroliter 1394, Hettich] wurde das Pellet in 0,2 Vol.
der anfangs eingesetzten Solution D-Menge aufgenommen und nochmals 1 Vol. eiskal-
tem Isopropanol fiir mindestens 1 h bei -20 °C gefallt, zentrifugiert (10.000 x g, 15 min,
4 °C) [Mikroliter 1394, Hettich], das Pellet 3 x mit eiskaltem 75 %igem Ethanol gewa-
schen, getrocknet und in DEPC-Wasser geldst, wobei fiir 5-10 min auf 60 °C erwérmt
wurde. Quantifizierung und Qualitatskontrolle der extrahierten Total-RNA erfolgten
fotometrisch (s. 2.1.15.) sowie gelelektrophoretisch (s. 2.1.9.): Flr die Mengenberech-
nung gilt ndherungsweise: 1 ODygo = 40 ug RNA. Um die Reinheit der isolierten RNA
zu beurteilen (Kontaminationsgefahr mit aus der Interphase stammenden Protein),
wurde der Quotient OD,gg / OD2gp berechnet; dieser lag stets zwischen 1,7 und 2,1. Die
gelelektrophoretische Darstellung der RNA auf einem 1 %igen Agarosegel (s.2.1.9.)
zeigte, daB keine Degradation stattgefunden hatte. SchlieRlich wurde die RNA aliquo-
tiert und bei -80 °C gelagert.

2.1.2. Poly(A)*-mRNA-Isolierung

Reagenzien:

» Lysepuffer

e 100 mM Tris-HCI (pH 8,0) [Gerbu]

e 500 mM Lithiumchlorid [Merck]

« 10 mM EDTA [Roth]

e 1% SDS [Serva]

« 5mM DTT [Gerbu]

Dynabeads Oligo (dT),s [Dynal MPC]

Waschpuffer

e 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) [Gerbu]
¢ 150 mM Lithiumchlorid [Merck]
« 1 mM EDTA [Sigma]

SDS [Serva]

Tris-HCI (10 mM, pH 7,5) [Gerbu]

Durchfiihrung:
Gewebe wurde unmittelbar nach Entnahme in flussigem Stickstoff weggefroren; Zellen

wurden direkt in Lysepuffer aufgenommen. Pro 10 mg Gewebe bzw. pro 1 x 10° Zellen
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wurde 1 ml Lysepuffer verwendet. Gewebe wurde mit einem einem Dispergiergerat
[Polytron, Kinematica] homogenisiert, Zellen wurden durch mehrfaches Aufziehen
durch eine englumige Kanile Scherkréften ausgesetzt. Nachdem das Lysat 15 min auf
Eis stehengelassen worden war, wurden 20 pl Dynabeads Oligo (dT),s, welche zuvor in
Lysepuffer gewaschen worden waren, hinzugegeben und unter leichtem Schwenken fiir
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Ansatz wurde dann flr 2 min bei Raum-
temperatur auf einem Magnetpartikelkonzentrator [Dynal MPC] weiterinkubiert, bis
sich die Dynabeads am Magneten gesammelt hatten. Der Uberstand wurde verworfen
und die Dynabeads 2 x Waschpuffer plus 0,1 % SDS und 1 x mit Waschpuffer ohne
SDS gewaschen. AnschlieRend wurde bei fir 2 min bei 65 °C mit Tris-HCI eluiert.
Aufgrund der geringen Mengen waren Quantifizierung und Qualitatskontrolle nicht

mdoglich. Die m-RNA wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.1.3. Reverse Transkription

Reagenzien:

» Random Hexamer (50 M) [Roche]

dNTP-Mix (2 mM) [MPI Fermentas]

5 x Erststrangpuffer [Life Technologies]

DTT (100 mM) [Life Technologies]

* Superscript-11-Reverse Transkriptase (200 U/ul) [Life Technologies]

Durchfiihrung:
2 (1 -5) pg RNA wurden mit 2 pl Random Hexamer versetzt und durch Inkubation fir

10 min bei 70 °C und anschlieRendes Abschrecken fir 1 min auf Eis denaturiert. Dann
wurden pro Ansatz 4 (1-5) ul ag. dest., 5 ul dNTP-Mix, 4 ul Erststrangpuffer, 2 pl
DTT und 1 pl Superscript-11-Reverse Transkriptase zugegeben.. Der 20 pl-Ansatz
wurde dann fir 10 min bei RT, fiir 60 min bei 42 °C und fir 10 min bei 70 °C inkubiert.

2.1.4. Qualitative PCR

Reagenzien:

e dNTP-Mix (2 mM) [MPI Fermentas]
» 10 x REDTaqg-PCR-Reaktionspuffer [Sigma]
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e 5°-Primer (20 uM) [MWG Biotech]
o 3"-Primer (20 uM) [MWG Biotech]
* REDTag-DNA-Polymerase (1 U/ul) [Sigma]

Durchfiihrung:
2 (1 -5) pl RT-Produkt wurden mit 29 (26 — 30) pl ag. dest., 7,5 gl dNTP-Mix, 5 pl

10 x REDTaqg-PCR-Reaktionspuffer, 2 ul 5°-Primer, 2 pl 3"-Primer und 2,5 ul RED-
Tag-DNA-Polymerase versetzt. Bei speziellen Anwendungen, wie z. B. der Amplifika-
tion besonders langer oder besonders GC-reicher Sequenzen wurden teilweise andere
Polymerasen verwendet; in den Fallen, in denen moglichst keine Missmatchs auftreten
sollten., wurde ein Gemisch aus Tag- und Pwo-Polymerase (z. B. Expand High Fidelity
PCR System [Roche]) verwendet. Als Negativkontrollen dienten PCR-Ansatze ohne
RT-Produkt zum AusschluR einer Kontamination mit Template sowie PCR-Ansdtze mit
RNA ohne Rerverse Transkriptase-Reaktion zur Erkennung einer Kontamination mit
genomischer DNA. AuRerdem wurden die Primer, wann immer mdglich, so gewdhlt,
dall sie Intron-tberspannend waren. Das Amplifikationsstandardprogramm war:
1 Zyklus: 1 min 94 °C; 35 Zyklen: 30 s 94 °C, 45s 55 - 65 °C (je nach Primer), 1 min
72 °C; 1 Zyklus: 10 min 72 °C. Als Thermocycler wurde der GeneAmp 9600 [Perkin
Elmer] verwendet. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch (s.2.1.9.) darge-
stellt. Die Spezifitat des jeweiligen Amplifikates wurde durch Sequenzierung verifiziert.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Primer verwendet:

GAPDH (Mensch, Ratte) 5-CATCACCATCTTCCAGGAGCGA-3
5-GTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG-3
5-ACGGGAAACCCATCACCAT-3
5-CCAGCATCACCCCATTTGA-3
5-CACCTCTAATGTCAGTTCAGCC-3’
5-ATTCAGCATAGCGATGATGG-3
5-ATAGTTCAGTCACCAAGTGC-3
5-GTCCTGGAGAACTCTGATGTC-3"
5-GTGAATGTCTTGTGCCTGTGCC-3"
5-ATTCAGCATAGCGATGATGG-3
5-ACCAGCAAAATGATGCAGGG-3
5-TCAAAGAGTGTCCGCTCT-3
5-AACAGCAAAATGATGCAGGG-3’
5-GATGCTCAAATGTTTCAGGC-3
5-GGGAACCTGTGAGGATGAGTG-3
5-TAGCCCCTTGCTCTTCATCAG-3’
5-TCCAAGAAGAAGAAGACCCCA-3
- |5"-AGCCAAGGTTTCTTCCCTCAA-3’
5-CTTCAGCTCCAAGAGCGAGT-3"

- |5"-ACGGTCTTCCGACAGAGATG-3’

=+

+ |1

GAPDH (Ratte, fur TagMan)

4+ |

OB-R (Mensch)

+ |1

OB-Rb (Mensch)

+ 1

OB-R (Ratte)

+ |

OB-Ra (Ratte)

+ |

OB-Rb (Ratte)

+ |

OB-Rb (Ratte, fir TagMan)

+ |1

Leptin (Ratte)

+

SOCS-3 (Mensch)
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SOCS-3 (Ratte) +|5-CCTTTGAGGTTCAGGAGCAG-3’
- |5 -GGCTGGATTTTTGTGCTTGT-3

PIAS-3 (Ratte) +|5-CTGGGCGAATTAAAGCACA-3’
- |5°-GGGAGCCTACAGGAGAGGTG-3

2.1.5. Semiquantitative PCR

Reagenzien:

e dNTP-Mix (2 mM) [MPI Fermentas]

» 10 x REDTag-PCR-Reaktionspuffer [Sigma]
e 5"-Primer (20 uM) [MWG Biotech]

o 3"-Primer (20 uM) [MWG Biotech]

* REDTag-DNA-Polymerase (1 U/ul) [Sigma]

Durchfiihrung:
Der PCR-Ansatz sowie das Cycler-Programm entsprachen den Angaben bei der quali-

tativen PCR (s. 2.1.4.). Fur die Semiquantifizierung wurden innerhalb des exponentiel-
len Amplifikationsbereiches, der je nach Expressionsspiegel und Primer vorab zu
bestimmen war, von dem 50 ul-PCR-Ansatz nach z. B. 18, 21, 24, 27, 30, 33 und 36
Zyklen jeweils 5 pl entnommen und nach der PCR-Reaktion sdémtliche Proben auf
einem Agarosegel (s. 2.1.9.) visualisiert. Die Ethidiumbromidbanden wurden (ber eine
Videoeinheit [MWG Biotech] auf einen Datentrdger gespeichert und mit der ,,ONE-
Dscan“-Software [Scanalytics] die integrierte optische Dichte bestimmt. Als
BezugsgroRe wurde von sdmtlichen Proben die GAPDH-Message bestimmt. Mittels

einer Verdinnungskurve wurde die Linearitat der Mel3daten gezeigt.

2.1.6. Quantitative PCR

Reagenzien:

o dNTP-Mix (2 mM) [MPI Fermentas]

» 10 x PCR-Reaktionspuffer A [Perkin Elmer]

» Magnesiumchlorid (25 pM) [Perkin Elmer]

* 5°-Primer (3 uM) [MWG Biotech]

o 3"-Primer (3 uM) [MWG Biotech]

» TagMan-Sonde (2 uM) [Perkin Elmer]

» AmpErase Urazil-N-Glykosilase (1 U/ul) [Perkin Elmer]

* AmpliTaq Gold-DNA-Polymerase (5 U/ul) [Perkin Elmer]
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Durchfiihrung:
2,5 Ul RT-Produkt wurden mit 6,625 pl aq. dest., 2 ul dNTP-Mix, 2,5 ul 10 x PCR-

Reaktionspuffer A, 3,5 pl Magnesiumchlorid, 2,5 pl 5°-Primer, 2,5 pl 3"-Primer, 2,5 pl
TagMan-Sonde, 0,25 ul AmpErase Urazil-N-Glykosilase und 0,125 ul AmpliTag Gold-
DNA-Polymerase versetzt. Die TagMan-Sonden waren am 5" -Ende mit der fluoreszen-
ten Reporterfarbe FAM (6-Karboxifluoreszein), einem Fluoreszeinderivat, und am 3’-
Ende mit der Quencherfarbe TAMRA (6-Karboxitetramethylrhodamin), einem Rhoda-
minderivat, markiert und waren mit einem OH-blockierenden Phosphat ausgestattet. Die
Sondenauswahl wurde mit Hilfe der ,,Primer Express“-Software [Perkin Elmer] be-
werkstelligt. Die Sequenz der GAPDH (Ratte)-Sonde war: 5 -TTCCAGGAG-
CGAGATCCCGTCAAG-3; die der OB-Rb (Ratte)-Sonde: 5'-AGAGTCAACCCTCA-
GTTAAATATGCAACGCTG-3". Als Reaktionsgefalle wurden spezielle MicroAmp
Optical Tubes mit entsprechenden MicroAmp Optical Caps [Perkin Elmer] verwendet.
Als Negativkontrollen dienten PCR-Ansédtze ohne RT-Produkt zum Ausschluf} einer
Kontamination mit Template sowie PCR-Ansidtze mit RNA ohne Rerverse
Transkriptase-Reaktion zur Erkennung einer Kontamination mit genomischer DNA.
AuRerdem wurden die Primer, wann immer moglich, so gewahlt, da3 sie Intron-uber-
spannend waren. 1:2-Verdinnungsreihen mit cDNA aus den zu vermessenden Geweben
dienten der Anfertigung von Standardkurven, welche das gesamte MeRspektrum ab-
deckten und eine geringe Streuung hatten (r>0,98). Das Amplifikationsstandardpro-
gramm war: 1 Zyklus: 2 min 50 °C;10 min 95 °C; 40 Zyklen: 15s 95 °C, 1 min 60 °C.
Als Thermocycler wurde der ABI PRISM 7700 Sequence Detector [Perkin Elmer]
verwendet, welcher eine Echtzeitanalyse des Amplifikationsverlaufs ermdglicht. Die
Auswertung dieser Echtzeitanalyse erfolgte durch die ,,Sequence Detections Systems*-

Software [Perkin Elmer]. Samtliche MelRdaten wurden auf GAPDH bezogen.

2.1.7. Einzelzell-PCR

Reagenzien:

o dNTP-Mix (2 mM) [MPI Fermentas]

10 x PCR-Reaktionspuffer 11 [Perkin Elmer]
» Magnesiumchlorid (25 pM) [Perkin Elmer]
5-Primer (20 pM) [MWG Biotech]
3"-Primer (20 uM) [MWG Biotech]
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* AmpliTaq Gold-DNA-Polymerase (5 U/ul) [Perkin Elmer]

Durchfiihrung:

8 ul RT-Produkt wurden mit 20 pl ag. dest.,, 7,5ul dNTP-Mix, 5ul 10 x PCR-
Reaktionspuffer A, 5 ul Magnesiumchlorid, 2 pl 5°-Primer, 2 pl 3"-Primer und 0,5 pl
AmpliTaq Gold-DNA-Polymerase versetzt. Als Negativkontrollen dienten PCR-An-
sétze ohne RT-Produkt zum Ausschluf’ einer Kontamination mit Template sowie PCR-
Ansdtze mit RNA ohne Rerverse Transkriptase-Reaktion zur Erkennung einer Konta-
mination mit genomischer DNA. AuBerdem wurden die Primer, wann immer moglich,
so gewadhlt, daB sie Intron-Uberspannend waren. Das Amplifikationsstandardprogramm
war: 1 Zyklus: 2 min 94 °C; 60 Zyklen: 30 s 94 °C, 45s 55— 65 °C (je nach Primer),
1min 72 °C; 1 Zyklus: 10 min 72 °C. Als Thermocycler wurde der GeneAmp 9600
[Perkin Elmer] verwendet. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch (s. 2.1.9.)
dargestellt. Die Spezifitat des jeweiligen Amplifikates wurde durch Sequenzierung veri-

fiziert.

2.1.8. Mikrolaser-assistiertes Zellpicken

Reagenzien:

 Tissue-Tek [Sakura]
Azeton [Roth]
Ethanol [Roth]

Hamalaun
e 1 g Hamatoxilin [Fluka]
e 200 mg Natriumjodat [Fluka]
e 50 g Kaliumaluminiumsulfat [Fluka]
« 50 g Chloralhydrat [Merck]
e 1 g Zitronensaure [Fluka]
— Zundchst wird Hamatoxilin in 11 ag. dest. gelést, dann werden Natriumjodat und
Kaliumaluminiumsulfat zugegeben und zuletzt Chloralhydrat und Zitronensdure hinzugefiigt. Die
Loésung wird sterilfiltriert.
2 X Erststrangpuffer
e 52 mM Tris-HCI (pH 8,3) [Gerbu]
e 78 mM Kaliumchlorid [Roth]
¢ 3,1 mM Magnesiumchlorid [Roth]
* 1% lgepal CA-630 [Sigma]
* 4 % RNase-Inhibitor [Perkin Elmer]
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Durchfiihrung:
Mit der Methode des Mikrolaser-assistierten Zellpickens ist es moglich, aus einem Ge-

websschnitt einzelne Zellquerschnitte freizulegen und fir Untersuchungen auf Einzel-
zellebene, wie der Einzelzell-PCR (s. 2.1.7.), zu gewinnen. Das Gewebe, aus welchem
die lasergestiitzte Einzelzellpraparation durchgefuhrt werden sollte, wurde, wie folgt,
vorbehandelt: Das zu untersuchende Gewebepraparat wurde auf Filterpapier in Tissue
Tek [O.C.T.-Compound, Sakura] eingebettet und in flissigem Stickstoff eingefroren.
Die Lagerung erfolgte bei —80 °C. Die weitere Aufarbeitung der Gewebestiickchen be-
stand in der Kryosektion [Kryostat CM 1900, Leica]. Die 6 um dicken Schnitte wurden
auf vorbehandelte (Einlegen fir mind. 1 h in Azeton, anschliefend fur ca. 10 min in
100 %igem Ethanol; Trocknung an der Luft) Deckglaschen aufgebracht, fir 2 min mit
H&malaun gefarbt, kurz in ag. dest. getaucht und mit 100 %-igem Ethanol fixiert,. Die
Begutachtung der Schnitte erfolgte mit einem Inversmikroskop [Axiovert 135, Zeiss].
Unter mikroskopischer Kontrolle wurden mit einem UV-Laser-Mikrostrahl mit einer
Wellenldange von 337 nm [Laser-MicroBeam System, PALM] die zu untersuchenden
Zellen vom Umgebungsgewebe separiert, das zwischen diesen Zellen befindliche
Stroma fotolytisch eliminiert und sogar in den Zellen angeschnittene Nuklei wegge-
brannt. Die freipraparierten Zellquerschnitte wurden mit einer Mikromanipulator-
gesteuerten Nadel aufgenommen und in ein Reaktionstube tUberfuhrt, in welches bereits
10 pl 2 x Erststrangpuffer vorgelegt waren. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die

Tubes in flussigen Stickstoff gegeben und anschlieBend bei —80 °C gelagert.

2.1.9. Agarosegelelektrophorese

Reagenzien:

» Agarose [Life Technologies]

* 50x TAE
e 242 g Tris-Base [Roth]
« 57,1 ml Eisessig [Roth]
e 100 ml EDTA (500 mM, pH 8,0) [Roth]
— ad 11 aq. dest.
 Ethidiumbromid (0,5 %) [Serva]

» 10 x DNA-Probenpuffer

200 mM EDTA (pH 8,2) [Roth]
50 Vol.-% Glyzerin (87 %) [Roth]
0,25 % Bromphenoalblau [Sigma]
0,25 % Xylenzyanol [Sigma]
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- sterilfiltrieren
100 bp-Leiter [Life Technologies]

Durchfiihrung:
Die Agarose wurde in einer Konzentration zwischen 0,5 % und 2 % in 1 x TAE durch

Kochen gel6st, mit Ethidiumbromid (5 pl von 0. g. Stammlésung pro 100 ml) versetzt.
und in einen mit Klebeband an Ober- und Unterseite abgedichteten Gelschlitten gegos-
sen, in welchem ein Gelkamm eingesetzt war. Nach dem Abkuhlen und Erhérten wurde
der Kamm gezogen, das Klebeband entfernt und das Gel mitsamt dem Schlitten in eine
Gelkammer gesetzt, in welcher als Laufpuffer soviel 1 x TAE gegeben wurde, dal das
Gel vollstandig bedeckt war. Die mit DNA-Probenpuffer versetzten Proben wurden in
die Geltaschen pipettiert. Als Marker wurde meist eine 100 bp-Leiter verwendet. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 90 V [Electrophoresis Power Supply Model
493, ISCO] bis zur gewinschten Laufstrecke. Das sich in die Tertidrstruktur der
Nukleinsauren interkalierende Ethidiumbromid ermdglicht die Visualisierung der DNA
bei 312 nm mit einem UV-Transilluminator [Fluo-Link, Vilber Lourmat]. Zur Doku-

mentation wurde eine Sofortbildkamera verwendet [MP-4, Polaroid].

2.1.10. Formaldehydgelelektrophorese

Reagenzien:

» Agarose [Life Technologies]

* 10 x MOPS

e 200 mM MOPS [Roth]

« 50 mM Natriumazetat [Roth]

* 10 mM EDTA [Roth]

— ad 1 | aqg. dest.; auf pH 7,0 einstellen; sterilfiltrieren
» Formaldehyd (37 %) [Roth]
 Ethidiumbromid (0,5 %) [Serva]
 Denaturierungspuffer

e 10 ml Formamid [Roth]

¢ 3,5 ml Formaldehyd (37 %) [Roth]

e 1ml 10 x MOPS (s. 0.)

e 1 ml aqg. dest.
* 10 x RNA-Probenpuffer

* 200 mM EDTA (pH 8,2) [Roth]

* 50 Vol.-% Glyzerin (87 %) [Roth]

¢ 0,25 % Bromphenolblau [Sigma]

¢ 0,25 % Xylenzyanol [Sigma]

- sterilfiltrieren
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Durchfiihrung:
Fur ein 1,2 %-iges Gel wurde die entsprechende Menge Agarose zunéchst in ag. dest.,

dessen Menge so gewéhlt war, dal nach Zugabe aller Reagenzien die Endkonzentration
erreicht wurde, durch Kochen geldst. Dann wurden (bezogen auf das Endvolumen)
10 Vol.-% 10 x MOPS hinzugefiigt. Nach Abkuhlung auf ca. 60 °C wurden (bezogen
auf das Endvolumen) 18 Vol.-% Formaldehyd und Ethidiumbromid (5 pl von o. g.
Stammldsung pro 100 ml) zugegeben. Die Lésung wurde in einen Gelschlitten gegos-
sen, in welchem ein Gelkamm eingesetzt war. Nach dem Abkuhlen und Erhérten wurde
der Kamm gezogen und das Gel mitsamt dem Schlitten in eine Gelkammer tberfihrt, in
welcher als Laufpuffer soviel 1 x MOPS gegeben wurde, dalR das Gel vollstandig be-
deckt war. Ein Gelvorlauf fir 10 min bei 30 V wurde durchgefuhrt. Die RNA-Proben
wurden wurden in 3 Vol. Denaturierungspuffer aufgenommen, fir 15 min auf 65 °C
erhitzt, fur 1 min auf Eis abgeschreckt und sclief3lich in die Geltaschen pipettiert. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 30 V [Electrophoresis Power Supply Model
493, ISCO] bis zur gewiinschten Laufstrecke. Das sich in die Tertiarstruktur der
Nukleinsduren interkalierende Ethidiumbromid ermdglicht die Visualisierung der RNA
bei 312 nm mit einem UV-Transilluminator [Fluo-Link, Vilber Lourmat]. Zur Doku-
mentation wurde eine Sofortbildkamera verwendet [MP-4, Polaroid].

2.1.11. Glasmilchreinigung

Reagenzien:

» Natriumjodid (6 M) [BIO 101]
 Glasmilchsuspension [BIO 101]
» New Wash-Puffer [BIO 101]

Durchfiihrung:
Die zu isolierende DNA-Bande wurde unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem

TAE-Agarosegel herausgeschnitten und das Gelstiickchen in 3 Vol. Natriumjodid bei
55 °C geschmolzen. Dann wurde griindlich suspendierte Glasmilchsuspension (ca.
1 pl/500 ng DNA) hinzugegeben und fir mindestens 15 min langsam geschdittelt, so daR
sich die DNA an die Silikapartikel binden konnte. Dann wurde zentrifugiert
(10.000 x g, 10 s) [Mikroliter 1394, Hettich] und das Pellet 3 x mit New Wash-Puffer

gewaschen. Aus dem getrockneten Pellet wurde die DNA durch Inkubation fir 5 min
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bei 55 °C mit aq. dest. eluiert. Weil eine Glasmilchverunreinigung nachfolgende enzy-
matische Reaktionen inhibieren kann, wurde das Eluat nochmals zentrifugiert
(10.000 x g, 1 min) [Mikroliter 1394, Hettich] und bis auf einen winzigen Rest am
Boden des Reaktionsgefélies in ein neues Tube Uberfiihrt.

2.1.12. Elektroelution

Reagenzien:

« 50X TAE
e 242 g Tris-Base [Roth]
* 57,1 ml Eisessig [Roth]
« 100 ml EDTA (500 mM, pH 8,0) [Roth]
— ad 11aq. dest.

» TE-Puffer (pH 8,0)
e 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) [Gerbu]
« 1 mM EDTA [Roth]

Durchfiihrung:
Bei besonders groBen TAE-Agarosegelstiicken wurde die DNA per Elektroporation

aufgereinigt. Dazu wurde das unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnittene Gel-
stick mit einem mdoglichst geringen Volumen 1 x TAE in einen Dialyseschlauch
[Zellutrans, Roth] gegeben und dieser in eine 2,51 1 x TAE beinhaltende Elektrophore-
sekammer gehangt. Fir 30 min — 2 h (je nach GroRe des Gelstlicks) wurde eine Span-
nung von 45V angelegt [Electrophoresis Power Supply Model 493, ISCO], damit die
DNA aus der Agarosematrix auswanderte. Nachdem der Inhalt des Dialyseschlauches in
ein Reaktionsgefall uUberfiihrt worden war, wurde die im 1 x TAE-Puffer befindliche
DNA prazipitiert (s. 2.1.14).und in TE-Puffer (pH 8,0) gel0st

2.1.13. Phenol/Chloroform-Extraktion

Reagenzien:

 Phenol (wassergesattigt)
- Kristallines Phenol [Merck] wird bei 65 °C geschmolzen, mit 1 VVol. DEPC-Wasser versetzt und
300 mg 8-Hydroxichinolin [Merck] hinzugegeben. Dann wird fiir mindestens 30 min gemischt. Da-
nach findet bei Raumtemperatur innerhalb von 30 min die Phasentrennung statt.

* Chloroform [Roth]
* Isoamylalkohol [Roth]
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Durchfiihrung:
Die Extraktion von Nukleinsduren aus einer Losung erfolgte durch Zugabe von 1 Vol.

eines Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (25:24:1). Nach kraftigem Schit-
teln wurde zentrifugiert (10.000 x g, 15 min) [Mikroliter 1394, Hettich], um eine Pha-
sentrennung zu erhalten. Die obere (wassrige) Phase wurde abgenommen und zur Ent-
fernung von Phenolresten erneut mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (49:1), wie

eben beschrieben, extrahiert.

2.1.14. Nukleinsaureprazipitation

Reagenzien:

 Ethanol [Roth]
» Natriumazetat (3 M, pH 5,2) [Roth]

Durchfiihrung:
Nukleinsauren wurden aus einer Losung durch Zugabe von 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol

plus 0,1 Vol. Natriumazetat gefallt. Nach kurzem Mischen wurde die Ldsung fur min-
destens 1 h (bei geringen Nukleinsduremengen auch tber Nacht) bei —20 °C gelagert.
Das sich wéhrend dieser Zeit gebildete Prazipitat wurde durch Zentrifugation
(10.000 x g, 15 min, 4 °C) [Mikroliter 1394, Hettich] pelletiert und 3 x mit 70 %-igem
Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und konnte dann im gewunschten Puf-

fer oder in ag. dest. aufgenommen werden.

2.1.15. Nukleinsaurequantifizierung

Reagenzien:

» TE-Puffer (pH 8,0)
e 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) [Gerbu]
* 1 mM EDTA [Roth]

Durchfiihrung:
Die DNA- oder RNA-Quantifizierung erfolgte fotometrisch [Spektralfotometer U-2000,

Hitachi]. Die zu quantifizierende Nukleinsaure wurde mit Losungsmittel (meist TE-

Puffer (pH 8,0) oder aqg. dest.) verdiinnt (meist 10 pl/ml) und in einer Quarzglaskivette
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[Hellma] gegen das als Nullwert eingestellte Losungsmittel vermessen. Die
Absorptionsmessung bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nukleinséuren, diente
der eigentlichen Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren. Als Richtwert gilt:
1 OD260nm = 50 pg/ml DNA (doppelstrangig) = 37 pug/ml DNA (einzelstrangig) =
20 pg/ml Oligonukleotide (einzelstrangig) = 40 pg/ml RNA. Indem ein Spektrum von
300 - 220 nm abgefahren wurde, konnte auch die Reinheit der Nukleinsdurelésung
ermittelt werden. Durch Vergleich mit der Absorption bei 280 nm, dem Absorptions-
maximum von Proteinen, lieR sich eine diesbezlgliche Verunreinigung erkennen; der
Quotient ODygp nm/OD2go nm Sollte mindestens 1,8 betragen. Eine Gbermélig starke Ver-
unreinigung mit Salzen konnte dadurch ausgeschlossen werden, da das Absorptions-

spektrum im Bereich niedrigerer Wellenldngen (< 230 nm) nicht drastisch anstieg.

2.1.16. DNA-Restriktion

Reagenzien:

10 x Restriktionspuffer [Amersham]
* Restriktionsenzym (10 — 12 U/pl) [Amersham]

Durchfiihrung:
Der Restriktionsansatz bestand aus der zu schneidenden DNA (maximal 200 ng/ul), ag.

dest., dem zum Enzym gehdrenden Restriktionspuffer und dem jeweiligen Restriktions-
enzym (je Schnittstelle 3 — 5 U/ug DNA; maximal 10 Vol.-%/ul). Der Ansatz wurde fur
2—-3h bei 37°C (bei einigen Restriktionsenzymen existieren andere Temperatur-
optima) inkubiert. AnschlieBend wurde der Verdau agarosegelelektrophoretisch
(s. 2.1.9.) uberprift und ggf. fiir weitere Experimente mit Glasmilch (s. 2.1.11.) oder per
Elektroelution (s. 2.1.12.) aufgereinigt.

2.1.17. TA-Klonierung

Reagenzien:

* pCR 2.1-Vektor (25 ng/pl) [Invitrogen] oder pGEM-T-Vektor (50 ng/ul) [Promega]
» 10 x Ligationspuffer [Roche]
» T4-DNA-Ligase (3 Weiss-U/ul) [Roche]
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Durchfiihrung:
Bei den zu klonierenden Inserts handelte es sich um PCR-Produkte (s. 2.1.4.), wobei flr

die Amplifikation ein Gemisch aus Pwo- und Tag-Polymerase verwendet wurde, um
sowohl den Vorteil der geringen Fehlerrate als auch den A-Uberhang zu haben. Der
Ligationsansatz bestand aus dem PCR-Produkt, 2 pl pCR 2.1- oder 1 pl pGEM-T-
Vektor, 1pul 10 x Ligationspuffer, 1 pul T4-DNA-Ligase und ag. dest. auf ein
Gesamtvolumen von 10 ul. Die Menge an eingesetztem PCR-Produkt berechnete sich
nach folgender Formel: xng PCR-Produkt=(ybp PCR-Produkt) x (50 ng
Vektor) / (z bp Vektor) wurden fir ein 1:1-Verhéltnis von Insert und Vektor gewéhlt. Es
wurde Uber Nacht bei 14 °C inkubiert. Das Ligationsprodukt wurde direkt oder nach

Zwischenlagerung bei =20 °C zur Transformation (s. 2.1.20.) eingesetzt.

2.1.18. Anzucht und Stammhaltung von Bakterien

Reagenzien:

 E. coli JM 109 [Stratagene]
* LB-Medium
« 10 g Bacto-Trypton [Difco]
« 5 g Bacto-Hefeextrakt [Difco]
¢ 10 g Natriumchlorid [Roth]
— ad 11 aq. dest.
* LB-Agar
e 11LB-Medium (5. 0.)
e 15 g BiTek-Agar [Difco]
— Der BiTek-Agar wird durch Autoklavieren im LB-Medium gelést. Wenn dem LB-Agar Ampizillin
zugesetzt wird, mu darauf geachtet werden, daR dieses erst nach Abkiihlung des LB-Agars auf ca.
40 °C geschieht, um eine Inaktivierung des Antibiotikums zu vermeiden.

« Ampizillin (100 pg/ml) [Merck]
* Glyzerin (87 %) [Roth]

Durchfiihrung:
Bakterien (z. B. E. coli JM 109) wurden in LB-Medium hochgeziichtet. Bei Vorhanden-

sein einer Ampizillinresistenz (z. B. nach Transformation mit einem entsprechenden
Plasmid (s. 2.1.20.) wurde das LB-Medium mit 0,5 pl/ml Ampizillin versetzt. Zunachst
wurden die Bakterien (entweder eine gepickte Kolonie von einer Kulturplatte oder ca.
10 pl von einem Glyzerinstamm (s. u.)) in 5 ml LB-Medium in einem Schittelinkubator
fir mindestens 6 h bei einer Temperatur von 37 °C und einer Schittelfrequenz von

350/min inkubiert, dann wurden die Bakterien in ein gréfReres Volumen (300 - 500 ml)
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uberfuhrt und bis zur gewinschten Dichte bei 37 °C mit einer Schuttelfrequenz von
150/min vermehrt. Ein Glyzerinstamm wurde bevorzugt aus sehr dichten Bakterien-
suspensionen angelegt. Dazu wurden in Einfrierréhrchen [Nunc] 700 ul Glyzerin vor-
gelegt, 1 ml der auf 4 °C gekihlten Bakteriensuspension hinzugegeben, gemischt, in
Trockeneis/Ethanol eingefroren und bei —80 °C gelagert. Alle 6 Monate wurden vom
Glyzerinstamm Bakterien auf eine LB-Agarplatte (in Abh&ngigkeit vom Vorhandensein
einer Ampizillinresistenz ggf. mit Ampizillin) Gberimpft, eine einzelne Kolonie gepickt
und von diesem Klon, wie eben beschrieben, nach Vermehrung ein neuer Glyzerin-

stamm angelegt.

2.1.19. Kompetentmachung von Bakterien

Reagenzien:

» E. coli JM 109 [Stratagene]

SOB-Medium
« 20 g Bacto-Trypton [Difco]
« 5 g Bacto-Hefeextrakt [Difco]
10 ml Natriumchlorid (1 M) [Roth]
2,5 ml Kaliumchlorid (1 M) [Roth]
10 ml Magnesiumchlorid (1 M) [Roth]
10 ml Magnesiumsulfat (1 M) [Roth]
— ad 11 aqg. dest.; Magnesiumchlorid und Magnesiumsulfat erst unmittelbar vor Gebrauch zugeben
« TFB
¢ 100 mM Kaliumchlorid [Roth]
¢ 45 mM Magnesiumchlorid [Roth]
¢ 3 mM Hexamikobalt-3-chlorid [Merck]
e 45 mM Magnesiumchlorid [Roth]
e 10 ml MOPS (pH 6,3; mit Kalilauge einzustellen) [Sigma]
— ad 1l aq. dest.; sterilfiltrieren
« DMSO [Roth]

« DTT (2,25 M) [Roth]
- 3,47 g DTT und 400 pl Kaliumazetat (1 M, pH 6,0) [Roth] wird mit aqg. dest. auf 10 ml aufgefullt
und sterilfiltriert.

Durchfiihrung:
Die kompetent zu machenden Bakterien (z. B. E. coli JM 109) wurden in 50 ml SOB-

Medium hochgezichtet (37 °C, 250/min), bis eine OD von 0,45 - 0,55 [Spektralfoto-
meter U-2000, Hitachi] erreicht war. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen
abzentrifugiert (2.000 x g, 10 min, 4 °C) [Rotanta 128, Hettich] und das Pellet in 17 ml
TFB resuspendiert. Nach erneuter Inkubation fiir 15 min auf Eis wurde wieder zentrifu-
giert (2.000 x g, 10 min, 4 °C) [Rotanta 128, Hettich]; das Pellet wurde nun in 2 ml
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TFB aufgenommen. Es folgten die Zugabe von 70 ul DMSO, 5 min Inkubation auf Eis,
die Zugabe von 70 pl DTT und 10 min Inkubation auf Eis. Die auf diese Weise kompe-

tent gemachten Zellen wurden frisch Fur die Transformation verwendet.

2.1.20. Transformation

Reagenzien:

» SOC-Medium
« 20 g Bacto-Trypton [Difco]
« 5 g Bacto-Hefeextrakt [Difco]
¢ 10 ml Natriumchlorid (1 M) [Roth]
¢ 2,5 ml Kaliumchlorid (1 M) [Roth]
« 10 ml Magnesiumchlorid (1 M) [Roth]
¢ 10 ml Magnesiumsulfat (1 M) [Roth]
« 10 ml Glukose (2 M) [Roth]
— ad 11 aq. dest.; Magnesiumchlorid, Magnesiumsulfat und Glukose erst unmittelbar vor Gebrauch
zugeben
* LB-Agar
e 11LB-Medium (s. 2.1.18.)
e 15 g BiTek-Agar [Difco]
— Der BiTek-Agar wird durch Autoklavieren im LB-Medium gelést. Wenn dem LB-Agar Ampizillin
zugesetzt wird, mu darauf geachtet werden, daR dieses erst nach Abkiihlung des LB-Agars auf ca.
40 °C geschieht, um eine Inaktivierung des Antibiotikums zu vermeiden.

* Ampizillin (100 mg/ml) [Merck]
« IPTG (100 mM) [Roth]
» X-Gal [Roth]
— 20 mg werden in 1 ml DMF [Roth] gel6st; Lagerung bei —20 °C im Dunkeln

Durchfiihrung:
Zu 200 pl kompetenten Bakterien (s. 2.1.19.) wurde das zu transformierende Plasmid

gegeben, wie beispielsweise 1 - 10 pl Ligationsprodukt (s. 2.1.17.), vorsichtig gemischt
und fir 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde der Ansatz fur 1,5 min auf 42 °C erhitzt
und sofort fir 2 min auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 800 pl SOC-Medium wurden
die Bakterien im Schuttelinkubator fur 1 h bei einer Temperatur von 37 °C und einer
Schittelfrequenz von 150/min inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (500 x g,
10 min) [Rotanta 128, Hettich]. Das Pellet wurde in 200 pul SOC-Medium
resuspendiert. Je 100 ul wurden auf eine LB-Agarplatte ausplattiert. Damit moéglichst
nur transformierte Bakterien Kolonien bilden, wurde in Abhangigkeit von den Eigen-
schaften des Plasmids eine Selektion uber die Ampizillinresistenz sowie tber das Blau-
Weil3-Screening durchgefiihrt. Der pCR 2.1-Vektor, in welchen die meisten PCR-Pro-

dukte Kkloniert worden waren (s. 2.1.17.), verflgt Uber beide Selektionsmdoglichkeiten.
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Fur die Selektion tber die Ampizillinresistenz wurde dem LB-Agar 1 pl/ml Ampizillin,
fir die Selektion Uber das Blau-Weil3-Screening 5 pl/ml IPTG sowie 4 pl/ml X-Gal
beigefiigt. Positivkontrolle (Kontrollplasmid mit o. g. Selektionsmdglichkeiten zur
Uberpriifung der Transformationseffizienz) und Negativkontrolle (linearisierter Vektor,
welcher ohne Insertzugabe einer Ligationsreaktion unterzogen worden war, zur Ermitt-
lung des Bachgrounds) wurden mitgefiihrt. Die angeimpften LB-Agarplatten wurden
uber Nacht im Trockenschrank bei 37 °C inkubiert. Weile, abgrenzbare Klone wurden
gepickt und zur Durchfuhrung von Mini-Plasmidpraparationen (s.2.1.21.) und zum
Anlegen von Glyzerinstammen (s. 2.1.18.) in 6 ml Ampizillin-haltigem LB-Medium
hochgeziichtet (s. 2.1.18.).

2.1.21. Miniplasmidpréaparation

Reagenzien:

* Resuspensionspuffer

 Tris-HCI (50 mM pH 8,0) [Gerbu]
» Lysepuffer I
e 25 mM Tris-HCI (pH 8,0) [Gerbu]
¢ 10 mM CDTA [Sigma]
¢ 50 mM Glukose [Roth]
¢ 4 mg/ml Lysozym [Merck]
Lysepuffer 11
¢ 200 mM Natronlauge [Roth]
e 1% SDS [Serva]
Neutralisationspuffer
« 3 M Kaliumazetat (pH 4,8) [Roth]
TE-Puffer (pH 8,0)
e 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) [Gerbu]
* 1 mM EDTA [Roth]

Durchfiihrung:
Die Miniplasmidpréparation wurde aus 5 ml dichter Bakteriensuspension durchgefuhrt.

Das Bakterienpellet (Zentrifugationsbedingungen: 2.000 x g, 10 min, 4 °C [Rotanta
128, Hettich]) wurde 1 ml Resuspensationspuffer aufgenommen, erneut zentrifugiert
(2.000 x g, 10 min, 4 °C) [Rotanta 128, Hettich]), das Pellet in 100 pl Lysepuffer I
resuspendiert, 5 min stehengelassen, 200 ul Lysepuffer Il zugegeben, vorsichtig ge-
schwenkt und wieder 5 min stehengelassen. Schlieflich wurden 150 pl Neutralisa-
tionspuffer hinzugefugt, gevortext und 10 min auf Eis inkubiert. Dann wurde das Lysat
hochtourig zentrifugiert (10.000 x g, 15 min) [Mikroliter 1394, Hettich] und der Uber-
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stand in ein neues Tube Uberflhrt. Das Plasmid wurde Phenol/Chloroform-extrahiert
(s. 2.1.13.), Ethanol-prazipitiert (s. 2.1.14), quantifiziert (s. 2.1.15.) und in TE-Puffer
(pH 8,0) gelost.

2.1.22. Maxiplasmidpréaparation

Reagenzien:

» Resuspensionspuffer [Quiagen]
¢ 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
« 10 mM EDTA
¢ 100 pg/ml Rnase A
» Lysepuffer [Quiagen]
e 200 mM Natronlauge
* 1% SDS
 Neutralisationspuffer [Quiagen]
« 3 M Kaliumazetat (pH 5,5)
« Aquilibrationspuffer [Quiagen]
e 750 mM Natriumchlorid
+ 50 mM MOPS (pH 7,0)
* 15 % Isopropanol
¢ 0,15 % Triton X-100
» Waschpuffer [Quiagen]
* 1 M Natriumchlorid
« 50 mM MOPS (pH 7,0)
« 15 % Isopropanol
* Elutionspuffer [Quiagen]
» 1,25 M Natriumchlorid
¢ 50 mM Tris-HCI (pH 8,5)
* 15 % Isopropanol

* Isopropanol [Roth]

 Ethanol [Roth]

» TE-Puffer (pH 8,0)
e 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) [Gerbu]
+ 1 mM EDTA [Roth]

Durchfiihrung:
Die Maxiplasmidpréparation wurde aus 300 ml dichter Bakteriensuspension durchge-

fuhrt. Das Bakterienpellet (Zentrifugationsbedingungen: 2.000x g, 10 min, 4°C
[Rotanta 128, Hettich]) wurde 10 ml Resuspensationspuffer aufgenommen. 10 ml
Lysepuffer wurden zugegeben und 6 x geschwenkt. Dann wurden 10 ml Neutralisa-
tionspuffer hinzugefugt und wieder 6 x geschwenkt. Nach 20 min Inkubation auf Eis
wurde das Lysat hochtourig zentrifugiert (20.000 x g, 45 min, 4 °C) [J-218, Beckman].

Wahrenddessen wurde eine Anionenaustauschsaule [Ouiagen-Tip 500, Quiagen] durch
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Auftragen von 10 ml Aquilibrierungspuffer aquilibriert. Dann wurde die Saule mit dem
Zentrifugationsiiberstand beladen. Nach zweimaligem Waschen der Sé&ule mit jeweils
30 ml Waschpuffer erfolgte die Elution mit 15 ml Elutionspuffer. Durch Zugabe von
10,5 ml Isopropanol wurde das Plasmid geféllt, mit 70 %igem Erthanol gewaschen und
in TE-Puffer (pH 8,8) geldst

2.1.23. DNA-Sequenzierung

Reagenzien:

* AmpliTag-FS-Big-Dye-Terminator-Premix [Perkin Elmer]
e Primer (5 uM) [MWG Biotech]
* EDTA (50 uM, pH 8,0) [Roth]

Durchfiihrung:

Der Sequenzierreaktionsansatz setzte sich aus 4 pl AmpliTag-FS-Big-Dye-Terminator-
Premix, 1yl Primer, DNA (entweder 10 - 100 ng PCR-Produkt oder 200 - 500 ng
Plasmid) und aqg. dest. (Reaktionsvolumen: 15 ul) zusammen. Das Amplifikationspro-
gramm war: 25 Zyklen: 10s 96 °C, 5s 50— 60 °C (je nach Primer), 4 min 60 C. Als
Thermocycler wurde der GeneAmp 9600 [Perkin Elmer] verwendet. Nach erfolgter
PCR wurde der Reaktionsansatz mit aq. dest. auf 100 ul aufgefullt und Ethanol-prézipi-
tiert (s. 2.1.14.). Das getrocknete Pellet wurde in 4 pl EDTA aufgenommen, 2 min auf
90 °C erhitzt und auf Eis gestellt. Die automatische Sequenzierung aus diesem Ansatz
wurde mit dem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer [Perkin Elmer] durchgefihrt.

2.1.24. DIG-cRNA-Sonden-Herstellung

Reagenzien:

» dNTP-Markierungs-Mix [Roche]
+ 10 mM ATP
« 10mM CTP
« 10mM GTP
+ 6,5mM UTP
+ 3,5mM DIG-UTP
10 x Transkriptionspuffer [Roche]
* RNase-Inhibitor (20 U/ul) [Roche]

* RNA-Polymerase (SP6 oder T7) (20 U/ul) [Roche]
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Durchfiihrung:
Die DIG-cRNA-Sonden-Herstellung erfolgte durch in vitro-Transkription mit Einbau

von DIG-gekoppelten UTP’s. Das einzusetzende DNA-Template in Form eines das fur
die Sonden-Herstellung zu verwendende Insert enthaltenden Vektors mit entsprechender
Promotorsequenz fiir die RNA-Polymerase war durch Restriktion (s. 2.1.16.) stromauf-
warts des in der richtigen Orientierung einklonierten PCR-Amplifikates (s. 2.1.17.) mit
5 -Uberhang oder blunt end linearisiert worden, so daR bei der in vitro-Transkription,
ausgehend vom entsprechenden Promotor, die in cCRNA umzuschreibende Sequenz in
Antisenserichtung bis zur Restriktionsstelle abgefahren wurde. Der Reaktionsansatz fur
die In vitro-Transkription war: 1 pug DNA-Template, ag. dest. (Reaktionsvolumen:
20 pl), 2 pl dNTP-Markierungs-Mix, 2 pl 10 x Transkriptionspuffer, 1 ul RNase-Inhi-
bitor und 1 pl RNA-Polymerase. Der Ansatz wurde flr 2 h bei 37 °C inkubiert, danach
mit aq. dest auf 100 ul aufgefillt und ohne weitere Aufreinigung in 10 pl-Aliquots auf-
geteilt und bei —20 °C gelagert.

2.1.25. Northern Blot

Reagenzien:

» 20x SSC
< 3 M Natriumchlorid [Roth]
¢ 300 mM Natriumzitrat [Roth]
- auf pH 7,0 einstellen

Durchfiihrung:
Die im Northern Blot eingesetzte RNA wurde zunéchst in einem Formaldehydgel elek-

trophoretisch aufgetrennt (2.1.10.). Je nach zu erwartender Signalstarke wurden zwi-
schen 2,5 und 10 pug Total-RNA pro Spur eingesetzt. Im Rahmen der Vorversuche
wurde auBerdem mit Poly(A)*-mRNA gearbeitet, um die Spezifitit des Ergebnisses zu
erh6hen. Dann wurde das Gel 2 x 20 min in aqg. dest. und 2 x 10 min in 10 x SSC ein-
gelegt. Fur den Transfer der RNA vom Gel auf die Nylonmembran [Hybond-N,
Amersham], wurde folgender Blottingaufbau gewéhlt: In eine mit 10 x SSC gefullte
Plastikwanne war ein auf den Kopf gestellter, quasi als Briicke tber den Flussigkeits-
spiegel ragender Gelschlitten plaziert, welcher mit 3 links und rechts in das 10 x SSC
eintauchenden Lagen Filterpapier [3 M Whatman, Schleicher und Schuell] bedeckt war.

Die Filterpapiere wurden mit 10 x SSC befeuchtet und das Gel mit der Unterseite nach



Material und Methoden 33

oben daraufgelegt. Die nachste Lage bildete die direkt auf das Gel gelegte Membran,
welche zuvor in 10 x SSC getrankt worden war. Darauf wurden 3 Lagen mit 10 x SSC
befeuchtetes Filterpapier gelegt und darauf viele Lagen trockener Zellstoff [Pehazell,
Hartmann] (ca. 10 cm hoch). Es war darauf zu achten, dal} sich zwischen den einzelnen
Lagen des Blottingaufbaus, insbesondere zwischen Gel und Membran, keine Luftblasen
bildeten, welche den Transfer an dieser Stelle verzégert oder sogar unterbrochen hétten.
Der Aufbau wurde mit einer kleinen Glasplatte beschwert. Die Plastikwanne wurde mit
Frischhaltefolie abgedichtet, damit das 10 x SSC nicht verdunsten konnte. Der Blot-
tingaufbau blieb Uber Nacht stehen; wahrend dieser Zeit konnte der RNA-Transfer vom
Gel auf die Nylonmembran tber Kapillarkrafte stattfinden. Am nachsten Tag wurde die
Transfereffizienz unter UV-Licht [Fluo-Link, Vilber Lourmat] kontrolliert und die
Hohe der 18 S- und 28 S-Banden auf der Membran durch Nadeleinstiche markiert. Die
RNA wurde durch Backen fiir 2 h bei 80 °C oder durch UV-Bestrahlung fiir 10 min bei
312 nm an die Membran fixiert. Die Membran konnte bei 4 °C bis zur Weiterverarbei-

tung fiir mehrere Monate gelagert werden.

2.1.26. Hybridisierung

Reagenzien:

 Hybridisierungspuffer
5x SSC (s. 2.1.25.)
50 % Formamid [Roth]
0,1 % N-Lauroylsarkosin [Sigma]
0,02 % SDS [Serva]
5 % Blockierungsldsung (s. u.)
» Maleinséurepuffer
¢ 100 mM Maleinséaure [Roth]
e 150 mM Natriumchlorid [Roth]
- auf pH 7,5 einstellen
» 10 %-ige Blockierungslosung
« 100 g Blockierungsreagenz [Roche]
- ad 1 | Maleinsaurepuffer (s. 0.); autoklavieren

Durchfiihrung:
Eine Nylonmembran [Hybond-N, Amersham], an die via Northern-Blot RNA fixiert

worden war, wurde zunachst fiir 1 h bei 65 °C mit 10 ml Maleinsaurepuffer pro 100 cm?
Membranflache préhybridisiert, indem die Membran mit dem vorerhitzten Puffer in eine

Polypropylentite [Brand] eingeschweil3t und in einem entsprechend heilRen Wasserbad
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geschuttelt wurde. Danach folgte die Hybridisierung, wobei mit einem DIG-cRNA-
Sonden-Aliquot (s. 2.1.24.) versetzter Maleinsdurepuffer in eben beschriebener Weise
eingesetzt wurde. Die Hybridisierungstemperatur war dabei sehr stringent; sie lag in
Abhéngigkeit von der Sonde zwischen 65 und 68 °C. Hybridisiert wurde Uber Nacht.
Am néchsten Tag schloB sich die Detektion (s. 2.1.27.) an.

2.1.27. CDP-Chemilumineszenzdetektion

Reagenzien:

» 20x SSC

« 3 M Natriumchlorid [Roth]

¢ 300 mM Natriumzitrat [Roth]
- auf pH 7,0 einstellen

SDS [Serva]

» Maleinséurepuffer

¢ 100 mM Maleinséure [Roth]
¢ 150 mM Natriumchlorid [Roth]

- auf pH 7,5 einstellen
2 %-ige Blockierungslosung
« 20 g Blockierungsreagenz [Roche]

- ad 1 | Maleinsaurepuffer (s. 0.); autoklavieren
AP-gekoppelter Anti-DIG-Antikdrper (150 mU/ul) [Roche]
Detektionspuffer
e 100 mM Tris-HCI [Gerbu]
¢ 100 mM Natriumchlorid [Roth]
¢ 50 mM Magnesiumchlorid [Roth]

CDP-Star (gebrauchsfertig) [Tropix]

Durchfiihrung:
Eine Nylonmembran [Hybond-N, Amersham], an die via Northern-Blot RNA fixiert

und die mit einer DIG-cRNA-Sonden hybridisiert worden war, wurde 2 x 5 min bei
Raumtemperatur in 2 x SSC plus 0,1 % SDS, 2 x 15 min bei 65 °C in 0,1 %SSC plus
0,1 % SDS und 5 min bei Raumtemperatur in Maleinsdurepuffer plus 0,5 % SDS ge-
schuttelt. Dann wurde der Blot 30 min bei Raumtemperatur in 2 %-iger Blockierungslo-
sung, fir 30 min bei Raumtemperatur in 2 %-iger Blockierungslosung plus 0,01 % AP-
gekoppeltem Anti-DIG-Antikoérper und dann wieder 30 min bei Raumtemperatur in
2 %-iger Blockierungsldsung geschittelt. Schlieflich wurde 2 x 20 min bei Raumtem-
peratur in Maleinsaurepuffer plus 0,5 % SDS gewaschen und 2 x 2 min bei Raumtempe-
ratur mit Detektionspuffer gespult. SchlieBlich wurde der Blot 5 min bei Raumtempe-

ratur mit einer in Detektionspuffer 1:10 verdiinnten Losung des Chemilumineszenz-
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substrats fur alkalische Phosphatase CDP-Star befeuchtet und im noch angefeuchteten
Zustand in eine Klarsichttiite eingeschweifit. Nach ca. 2 h Aufbewahrung im Dunkeln
hatte die Lichtemission des Chemilumineszenzsubstrats ihr Maximum erreicht und
wurde durch Belichtung eines Rontgenfilms [Hyperfilm MP, Amersham] dokumentiert;
die Belichtungszeit schwankte je nach Signalintensitat zwischen 10 s und 10 min. Der
Film wurde maschinell entwickelt [Crurix 60, Agfa], Uber eine Videoeinheit [MWG
Biotech] auf einen Datentrager gespeichert und mit der ,,ONE-Dscan“-Software
[Scanalytics] die integrierte optische Dichte bestimmt. Als Bezugsgrofle wurde von
samtlichen Proben die GAPDH-Message bestimmt. Mittels einer Verdunnungskurve

wurde die Linearitat der MelRdaten gezeigt.
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2.2. Biochemische Arbeitstechniken

2.2.1. SDS-Page

Reagenzien:

 Acrylamidlésung (30 %)
e 292 g Acrylamid [Serva]
» 8 g Bisacrylamid [Serva]
— ad 11 aqg. dest; Zugabe von Amberlite [Roth], 1 h riihren lassen und filtrieren
* 4 x Trenngelpuffer
e 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) [Gerbu]
e 0,4 % SDS [Serva]
« APS(10 %) [Roth]
* TEMED [Roth]
» 4 x Sammelgelpuffer
¢ 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) [Gerbu]
¢ 0,4 % SDS [Serva]
» 5x Laufpuffer
e 125 mM Tris-HCI [Gerbu]
* 960 mM Glycin [Roth]
e 0,5 % SDS [Serva]
* Protein-Probenpuffer
¢ 62,5 mM Tris-HCI [Gerbu]
¢ 10 % Glyzerin (87 %) [Roth]
e 2% SDS [Serva]
* 1% 2-Merkaptoethanol [Fluka]
¢ 0,25 % Bromphenolblau [Sigma]
» SDS-Page-Molekulargewichtsstandard Broad Range [Bio-Rad]
» Coomassie Blue-Farbelésung
« 0,1 % Coomassie Brilliant Blue G [Sigma]
« 50 % Methanol [Roth]
* 10 % TCA [Roth]
 Entfarber
e 25 % Methanol [Roth]
e 7,5 % Essigsdure [Roth]

Durchfiihrung:
Es wurden 6,25 %-ige Vertikalgele mit einer Dicke von 1 mm gegossen. Als Gielvor-

richtung wurden zwei mit Klammern zusammengehaltene und mit Agarose an den Rén-
dern abgedichtete Glasplatten verwendet, die sich durch Spacer in einem definierten
Abstand zueinander befanden. Zunéchst wurde das Trenngel gegossen. Das Pipettier-
schema fir das Trenngel war: 20,83 % Acrylamidlésung, 53,73 % aq. dest., 25 %
Trenngelpuffer, 0,4 % APS und 0,04 % TEMED. Das noch fliissige Trenngel wurde
vorsichtig mit etwas ag. dest. Gberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das ag.

dest. abgekippt und das Sammelgel gegossen, welches sich, wie folgt, zusammensetzte:
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13,31 % Acrylamidlésung, 61,25 % aq. dest., 25 % Sammelgelpuffer, 0,4 % APS und
0,04 % TEMED. Dann wurde ein Gelkamm eingesetzt. Nachdem auch das Sammelgel
polymerisiert war, wurde der Kamm wieder gezogen, die Klammern und Spacer ent-
fernt und das zwischen den Glasplatten befindliche Gel in eine Gelkammer eingesetzt,
welche mit 1 x Laufpuffer angefllt war. Nachdem sé&mtliche Luftblasen entfernt wor-
den waren, wurden die in Protein-Probenpuffer aufgenommenen und 5 min auf 95 °C
erhitzten und auf Eis abgekihlten Proben in die Geltaschen pipettiert. Als Marker diente
der SDS-Page-Molekulargewichtsstandard Broad Range. Die elektrophoretische Auf-
trennung erfolgte bei 120 V [Power Supply Model 493, ISCQO] bis zur gewinschten
Laufstrecke. Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte durch Baden des Gels fir
ca. 10 min in Coomassie Blue-Farbelosung und anschliefend im Entféarber, bis der
Gelhintergrund wieder transparent war. Der SDS-Page wurde entweder im Entfarber
aufbewahrt oder mit einem Geltrockner [Biotec-Fischer] auf ein Filterpapier [3 M

Whatman, Schleicher und Schuell] aufgetrocknet.

2.2.2. Proteinprazipitation

Reagenzien:

* TCA (20 %) [Roth]
» Azeton [Roth]

Durchfiihrung:
Proteine wurden aus einer Lsung entweder durch Zugabe von 2 VVol. TCA oder durch

Zugabe von 4 Vol. eiskaltem Azeton geféllt. Nach kurzem Mischen wurde die Losung
fir mindestens 1 h (bei geringen Proteinmengen auch ber Nacht) entweder bei 4 °C
(TCA-Fallung) oder bei —20 °C (Azetonféllung) gelagert. Das sich wahrend dieser Zeit
gebildete Prazipitat wurde durch Zentrifugation (2.000 x g, 30 min, 4 °C) [Rotanta 128,
Hettich] pelletiert. Das Pellet wurde getrocknet und konnte dann im gewt(inschten Puffer

oder in ag. dest. aufgenommen werden.
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2.2.3. Proteinquantifizierung

Reagenzien:

* PBS plus Proteaseinhibitoren
< 8 g Natriumchlorid [Roth]
e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]

240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]

2 mg Aprotinin [Roth]

500 mg Bazitrazin [Roth]

370 mg EDTA [Roth]

1 mg Pepstatin A [Sigma]

100 mg PMSF [Sigma]
— ad 11 aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen; Stammldsungen der nicht in ag. dest geldsten eingesetzten
Proteaseinhibitoren; 10 mg Aprotinin / ml Hepes (10 mM, pH 8,0) [Roth], 1 mg Pepstatin A /
ml Ethanol [Roth], 1,74 mg PMSF / ml Isopropanol [Roth]

* BSA (2 mg/ml) [Pierce]

» Coomassie Protein-Assay-Reagenz [Pierce]

Durchfiihrung:
Fur die fotometrische Vermessung der Proteinkonzentration wurden Leerprobe,

Standardproben und Mel3proben in einem Volumen von jeweils 1 ml in Plastikkivetten
[Brand] pipettiert. Als Leerprobe diente der Puffer (PBS plus Proteaseinhibitoren), in
welchem das zu vermessende Protein geldst war. Die Standardproben wurden von einer
BSA-Verdinnungsreihe (geldst in PBS plus Proteaseinhibitoren) gebildet, wobei der flr
die MeRproben erwartete MelRbereich abgedeckt werden sollte; die Standardproben la-
gen meist zwischen 10 und 250 pg/ml BSA. Die MeRproben wurden in 2 verschiedenen
Verdinnungen (meist 1:100 und 1:200) eingesetzt. Alle Proben lagen als Doppelwerte
vor. Zu samtlichen Proben wurde je 1 ml Coomassie Protein-Assay-Reagenz zugege-
ben, gemischt und fur die Ausbildung des Farbumschlags 10 min stehengelassen. Die
sich zur Proteinkonzentration proportional verhaltende Farbintensitdt wurde fotome-

trisch [Spektralfotometer U-2000, Hitachi] bei 595 nm gemessen.

2.2.4. Sephadex G-75-Chromatografie

Reagenzien:

* PBS plus Proteaseinhibitoren
< 8 g Natriumchlorid [Roth]
e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]
1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
¢ 240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]
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2 mg Aprotinin [Roth]

500 mg Bazitrazin [Roth]

370 mg EDTA [Roth]

1 mg Pepstatin A [Sigma]

100 mg PMSF [Sigma]

— ad 11 aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen; Stammldsungen der nicht in aqg. dest gelésten eingesetzten
Proteaseinhibitoren: 10 mg Aprotinin / ml Hepes (10 mM, pH 8,0) [Roth], 1 mg Pepstatin A /
ml Ethanol [Roth], 1,74 mg PMSF / ml Isopropanol [Roth]

* Natriumazid [Roth]

Durchfiihrung:
4 g S&dulenmaterial [Sephadex G-75, Pharmacia] quellten tber Nacht in 100 ml ag. dest.

auf, wurden am néchsten Tag 1,5h auf 90 °C erhitzt, etwas abgekihlt und in eine
35 ml-Saule [Pharmacia], welche bereits mit ag. dest. angefullt war, gegossen. Nach-
dem sich das Saulenmaterial gesetzt hatte, wurde die Sdule mit PBS plus Proteaseinhi-
bitoren plus 0,02 % Natriumazid gespult und in einem Kuhlraum (4 °C) aufgestelit. Die
Detektion der chromatografisch aufgetrennten Substanzen erfolgte bei 215 nm und
wurde Uber einen Mehrkanalschreiber [BBC Goerz-Metrawatt] aufgezeichnet. Die
FluRrate betrug 15 ml/h. Es wurden 1 ml-Fraktion gesammelt und vakuumgetrocknet
[Speed Vac, Bachofer].
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2.3. Immunologische Arbeitstechniken

2.3.1. **®3-Tracer-Herstellung

Reagenzien:

Jodo-Gen (4 mg/ml) [Pierce]

Humanes Leptin [Biotrend]

Murines Leptin [Hoechst]

Humanes Erythropoetin [Roche]

125) [Amersham]

Natriumphosphatpuffer (100 mM)

e 77,4 ml 1 M Diatriumhydrogenphosphat [Roth]
e 22,6 ml1 M Natriumdihydrogenphosphat [Roth]
— ad 11 aq. dest

Saulenlaufpuffer

* 0,2 % BSA [Sigma]

¢ 0,1 % Kaliumjodid [Roth]

-~ ad11PBS(s.2.3.8)

Durchfiihrung:
Ein 1,5 ml-Tube wurde durch gleichméafiiiges Drehen und Erwarmen mit der Hand am

Boden und der bodennahen Wandung mit 20 ul verdunstetem Jodo-Gen benetzt. In das

so vorbehandelte Reaktionsgefall wurden 10 pg Protein (hier:Leptin oder Erythropoetin)

sowie 500 uCi

125 J

in Natriumphosphatpuffer bei einem Gesamtvolumen von 25 pl

gegeben und 15 min unter vorsichtigem Schutteln inkubiert. AnschlieRend wurde der

Inhalt (ber eine mit Sdulenlaufpuffer &quilibrierte Sephadex G25-Sdule [NAP,

Pharmacia] gegeben. Es wurden 200 ul-Eluatfraktionen gesammelt und im y-Counter

[1277 Gammamaster, LKB Wallac] vermessen. Die Fraktionen des 1. Peaks (**J-Leptin

oder *?°J-Erythropoetin) wurden gesammelt, gepoolt und bei —20 °C gelagert.

2.3.2.RIA

Reagenzien:

Essigsaure [Roth]
Ethanol [Roth]
Methanol [Roth]
TFA [Merck]
Azetonitril [Merck]
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RIA-Puffer

e 100 mM Tris-HCI (pH 7,4) [Gerbu]

« 0,1 % Polygeline aus Hamakzel [Behring]

¢ 0,1 % Triton X-100 [Roth]

« 00,1 % Natriumazid [Roth]

» Humanes Leptin [Biotrend]

1. Antikorper (gegen die ersten 20 N-terminalen AS von Leptin gerichtet)
NRS [selbst gewonnen]

2. Antikorper (Anti-Kaninchen) [Sigma]
* Prazipitationspuffer

+ 100 g PEG [Roth]

~ ad 11PBS(s.2.3.8.)

Durchfiihrung:
Die Plasma- oder Serumproben wurden fiir den RIA folgendermafen vorbereitet: 1 ml

Plasma/Serum wurde mit 3 ml 4 %-iger Essigsaure versetzt und zentrifugiert (2.000 x g,
20 min, 4 °C) [Rotanta 128, Hettich] und Uber eine Sep-Pak-Kartusche [Waters] gege-
ben, welche zuvor mit 5 ml 4 %-iger Essigséaure in 86 %-igem Ethanol, dann mit 5 ml
Methanol, dann mit 5 ml ag. dest. und schlieBlich mit 5 ml 4 %-iger Essigsaure vorge-
spult worden war. Nach dem Auftragen der Probe wurde mit 4 %-iger Essigsaure und
mit 5 ml 20 % Azetonitril in 0,1 % TFA nachgespllt. Die Elution erfolgte mit 3 x1 ml
50 % Azetonitril in 0,1 % TFA. Die Eluate wurden vakuumgetrocknet [Speed Vac,
Bachofer] und, wie folgt, untersucht: Pro RIA-Ansatz wurden 100 pl in RIA-Puffer
aufgenommene Probe (Plasma/Serum; die geeignete Gesamtmenge an eingesetztem
Probenmaterial war durch Vorversuche ermittelt worden) oder in RIA-Puffer angesetz-
ter Standard (humanes Leptin), 200 pl RIA-Puffer, 100 pl 1. Antikorper (1:80.000 ver-
dinnt in RIA-Puffer) und 100 pl **J-Leptin (ca. 5.000 cpm in RIA-Puffer) (s. 2.3.1.) in
Polystyrenréhrchen [Greiner] zusammenpipettiert. Die Standards wurden als 1:2-Ver-
dinnungsreihe von 2 —1.024 pg angesetzt. Desweiteren wurden Ansatze fur die Be-
stimmung der Gesamtaktivitat (nur 100 pl *?°J-Leptin), der Gesamtbindung (300 pl
RIA-Puffer, 100 pl 1. Antikérper und 100 pl **°J-Leptin) sowie des Blankwertes (400 pl
RIA-Puffer und 100 pl *2°J-Leptin) hergestellt. Die Polystyrenréhrchen mit den 100 pl
Tracer fir die Gesamtaktivitatsbestimmung wurden direkt verschlossen. Alle anderen
RIA-Ansédtze wurden gevortext und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am né&chsten Tag
wurden 100 pl RNS (1:300 verdunnt in RIA-Puffer) und 100 pl 2. Antikérper (1:20
verdunnt in RIA-Puffer) hinzugegeben, gevortext und wieder tber Nacht bei 4 °C inku-
biert. Am folgenden Tag wurden die Ansatze geféllt, indem 1 ml Prézipitationspuffer

zugefugt, gevortext und zentrifugiert (2.500 x g, 30 min, 4 °C) [Cryofuge 500, Heraeus]
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wurde. Die Uberstinde wurden abgesaugt, die Polystyrenréhrchen verschlossen und im

y-Counter [1277 Gammamaster, LKB Wallac] vermessen.

2.3.3. Bindungsstudie

Reagenzien:

» RPMI-Puffer
« 3,6 g Hepes [Roth]
e 10 g BSA [Sigma]

2 mg Aprotinin [Roth]

500 mg Bazitrazin [Roth]

370 mg EDTA [Roth]

1 mg Pepstatin A [Sigma]

100 mg PMSF [Sigma]
- ad 1|1 RPMI- Medium [PAA]; auf pH 7,4 einstellen; Stammldsungen der nicht in aq. dest geldsten
eingesetzten Proteaseinhibitoren: 10 mg Aprotinin / ml Hepes (10 mM, pH 8,0) [Roth], 1 mg Pepsta-
tin A/ ml Ethanol [Roth], 1,74 mg PMSF / ml Isopropanol [Roth]

» Humanes Leptin [Biotrend]

* Murines Leptin [Hoechst]

» Humanes Erythropoetin [Roche]

 PBS
< 8 g Natriumchlorid [Roth]
e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]
1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
¢ 240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]
— ad 1l aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen

Durchfiihrung:
Das Bindungsverhalten wurde sowohl an Zellmembranen (s. 2.4.10.) als auch an intak-

ten Zellen untersucht. Pro Ansatz wurden 100 pl in RPMI-Puffer aufgenommene Probe
(Zellmembranen/Zellen; die geeignete Gesamtmenge an eingesetztem Probenmaterial
war durch Vorversuche ermittelt worden), 200 ul RPMI-Puffer, 100 ul kaltes Protein
(Leptin/Erythropoetin in RPMI-Puffer; unterschiedliche Konzentrationen (s. u.)) und
100 pl Tracer (**°J-Leptin/**J-Erythropoetin (ca. 100.000 cpm) in RPMI-Puffer)
(s. 2.3.1.) in einem 1,5 ml-Tube zusammenpipettiert. Um die Affinitat der Rezeptorbin-
dungsstellen herauszufinden, wurde in Gegenwart von kaltem Protein in steigenden
Konzentrationen (zwischen 102 und 10”7 M) inkubiert und somit eine Verdrangungs-
kurve erstellt. Zur Ermittlung der unspezifischen Bindung wurde die Halfte aller An-
satze mit einem samtliche Bindungsstellen absattigenden UberschuB (10°° M) an kaltem
Protein durchgefiihrt. Desweiteren wurden Ansétze flr die Bestimmung der Gesamtak-
tivitat (nur 100 pl Tracer), der Gesamtbindung (100 pl Probe, 300 ul RPMI-Puffer, und
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100 ul Tracer) sowie des Blankwertes (400 pul RPMI-Puffer und 100 ul Tracer) herge-
stellt. Um zu Uberprifen, ob die Bindung auch den Gesetzen einer Sattigungskinetik
unterliegt, wurde zusétzlich eine Verdunnungsreine vom Tracer (ca.2.000.000 -
1.000 cpm in RPMI-Puffer) bei einer konstanten Menge an kaltem Leptin unterhalb der
vollstdandigen Verdrangung angesetzt. Die Ansatze mit den 100 pl Tracer fur die Ge-
samtaktivitatsbestimmung wurden direkt in Polystyrenréhrchen [Greiner] Gberflhrt und
verschlossen. Alle anderen Ansétze wurden gevortext und tber Nacht bei 4 °C inku-
biert. Am n&chsten Tag wurde zentrifugiert ( bei Zellmembranen: 500 x g, 10 min, 4 °C
[Rotanta 128, Hettich]; bei Zellen: 10.000 x g, 10 min, 4 °C [Mikroliter 1394, Hettich])
und 3 x mit eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Spitzen des Reaktions-
gefalles mit einer Zange gekappt, in Polystyrenréhrchen tberfiuhrt und im y-Counter

[1277 Gammamaster, LKB Wallac] vermessen.

2.3.4. Internalisierungsassay

Reagenzien:

* RPMI-Puffer
« 3,6 g Hepes [Roth]
e 10 g BSA [Sigma]
¢ 2 mg Aprotinin [Roth]
* 500 mg Bazitrazin [Roth]
e 370 mg EDTA [Roth]
* 1 mg Pepstatin A [Sigma]
¢ 100 mg PMSF [Sigma]
- ad 11 RPMI- Medium [PAA]; auf pH 7,4 einstellen; Stammldsungen der nicht in ag. dest geldsten
eingesetzten Proteaseinhibitoren: 10 mg Aprotinin / ml Hepes (10 mM, pH 8,0) [Roth], 1 mg Pepsta-
tin A/ ml Ethanol [Roth], 1,74 mg PMSF / ml Isopropanol [Roth]

» Humanes Leptin [Biotrend]
* Murines Leptin [Hoechst]
* Humanes Erythropoetin [Roche]
* PBS
« 8 g Natriumchlorid [Roth]
e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]
1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
« 240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]
— ad 1l aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen
» S&urewaschpuffer
e 29 g Natriumchlorid [Roth]
- ad 1 | aq. dest; mit Essigsaure auf pH 2,5 einstellen
» Lysepuffer
e 200 mM Natronlauge [Roth]
¢ 0,1 % SDS [Serva]
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Durchfiihrung:
Das Internalisierungsverhalten wurde sowohl an adharenten Zellen in Kultur (hier:

porcine Plexus chorioideus-Epithelzellen) als auch an in Suspension kultivierten Zellen
(hier: K562-Zellen) untersucht. Im folgenden wird das Procedere fir die adh&renten
Zellen beschrieben. (Das fur die in Suspension befindlichen Zellen unterscheidet sich
von jenem lediglich darin, dal sie bei jedem Ldsungswechsel oder Waschschritt
pelletiert werden mufiten (500 x g, 10 min, 4 °C) [Rotanta 128, Hettich], nicht lysiert
werden brauchten und alle Arbeitsschritte in Polystyrenrohrchen [Greiner] durchge-
fuhrt wurden.) Bei den adharenten Zellen, welche sich in 8 cm?-Kulturschalen [Nunc]
befanden, wurde das Medium abgenommen und bei der einen Halfte durch durch einen
Mix aus 2 ml RPMI-Puffer und 1 ml Tracer (**J-Leptin/*?*J-Erythropoetin (ca. 200.000
cpm) in RPMI-Puffer) (s. 2.3.1.), bei der anderen Halfte durch einen Mix aus 2 ml kal-
tem Protein (Leptin/Erythropoetin in RPMI-Puffer) im UberschuB (10° M) und 1 ml
Tracer ersetzt. Die Inkubation wurde Gber Nacht bei 4 °C durchgefuhrt. Am nachsten
Tag wurden die Ansétze in 6 Gruppen (Kontrollwert, 0 min-Wert, 5 min-Wert, 10 min-
Wert, 20 min-Wert, 40 min-Wert) gestaffelt weiterverarbeitet: Es wurde 3 x mit eiskal-
tem PBS gewaschen und dann mit 3 ml auf 37 °C vorgewarmtem RPMI-Puffer 0, 5, 10,
20 bzw. 40 min im 37°C warmem Wasserbad inkubiert. Der Uberstand wurde abge-
nommen und auf die Zellen 3 ml eiskalter Sdurewaschpuffer gegeben und 20 min auf
Eis inkubiert; lediglich die Ansatze flir den Kontrollwert wurden nicht mit Saure-
waschpuffer behandelt. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 3 ml Lyse-
puffer vom Kulturgefaboden abgeldst, in Polystyrenréhrchen Gberfihrt und im y-

Counter [1277 Gammamaster, LKB Wallac] vermessen..

2.3.5. Cross-Linking

Reagenzien:

* RPMI-Puffer

« 3,6 g Hepes [Roth]

e 10 g BSA [Sigma]
2 mg Aprotinin [Roth]
500 mg Bazitrazin [Roth]
370 mg EDTA [Roth]
1 mg Pepstatin A [Sigma]
100 mg PMSF [Sigma]
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- ad 11 RPMI- Medium [PAA]; auf pH 7,4 einstellen; Stammldsungen der nicht in aq. dest geldsten
eingesetzten Proteaseinhibitoren: 10 mg Aprotinin / ml Hepes (10 mM, pH 8,0) [Roth], 1 mg Pepsta-
tin A/ ml Ethanol [Roth], 1,74 mg PMSF / ml Isopropanol [Roth]

* Humanes Leptin [Biotrend]
* PBS
« 8 g Natriumchlorid [Roth]
e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]
1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
« 240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]
— ad 1l aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen
e DSS-L0Osung
e 3,61 mg DSS [Pierce]
- ad 1 ml DMF [Roth]
» Hepes-Puffer
e 11,9 g Hepes [Roth]
« 910 mg Magnesiumchlorid [Roth]
— ad 1l aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen

 Stop-Puffer

e 242 g Tris-Base [Roth]

— ad 11 aqg. dest; auf pH 6,8 einstellen
* Protein-Probenpuffer

e 62,5 mM Tris-HCI [Gerbu]

« 10 % Glyzerin (87 %) [Roth]

e 2% SDS [Serva]

« 1% 2-Merkaptoethanol [Fluka]

« 0,25 % Bromphenolblau [Sigma]

Durchfiihrung:
Das Cross-Linking wurde mit in Suspension kultivierten Zellen (hier: K562-Zellen)

durchgefuhrt. Ein Ansatz setzte sich aus 300 pl in RPMI-Puffer aufgenommene Probe
(Zellen; die geeignete Gesamtmenge an eingesetztem Probenmaterial war durch Vor-
versuche ermittelt worden), 150 ul RPMI-Puffer und 150 pl Tracer (**J-Leptin (ca.
400.000 cpm) in RPMI-Puffer) (s.2.3.1.) zusammen, der andere Ansatz bestand aus
300 pl Probe, 150 pl kaltem Protein (Leptin in RPMI-Puffer) im UberschuB (10° M)
und 150 pl Tracer. Die Inkubation wurde tber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt. Am néch-
sten Tag wurden die Zellen abzentrifugiert (500 x g, 10 min, 4 °C) [Rotanta 128,
Hettich], 3 x mit eiskaltem PBS gewaschen und in 750 ul Hepes-Puffer resuspendiert.
Dann wurden 75 pl DSS-L6sung hinzupipettiert, gemixt, 30 min bei Raumtemperatur
stehengelassen und schlieBlich die Reaktion durch 15 min Inkubation bei Raumtempe-
ratur mit 90 pl Stop-Puffer beendet. Danach wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen
und durch dreimaliges Frieren (Trockeneis/Ethanol) und Tauen (37 °C warmes Wasser-
bad) sowie durch Pottern [Glas/Teflon-Potter, Braun Melsungen] lysiert. Schliel3lich
wurde zentrifugiert (2.000 x g, 10 min, 4 °C) [Rotanta 128, Hettich], der Uberstand
abgenommen und erneut zentrifugiert (10.000 x g, 10 min, 4 °C) [Mikroliter 1394,
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Hettich]. Die Pellets wurden in 25 — 50 pl Protein-Probenpuffer aufgenommen und via
SDS-Page (s. 2.2.1.) elektrophoretisch aufgetrennt. Mit dem Gel wurde ein Rontgenfilm
[Hyperfilm MP, Amersham] belichtet, wobei die Belichtungszeit je nach Signalintensi-
tdt zwischen 1und 3 d schwankte, und der Film maschinell entwickelt [Crurix 60,
Agfa].

2.3.6. Western Blot

Reagenzien:

* Methanol [Roth]

» Kathodenpuffer

e 25 mM Tris-Base [Roth]

¢ 40 mM 6-Aminohexansaure [Roth]

e 20 % Methanol [Roth]

— Methanol erst direkt vor Gebrauch dazugeben
» Anodenpuffer |

¢ 30 mM Tris-Base [Roth]

¢ 20 % Methanol [Roth]

— Methanol erst direkt vor Gebrauch dazugeben
» Anodenpuffer Il

« 300 mM Tris-Base [Roth]

e 20 % Methanol [Roth]

— Methanol erst direkt vor Gebrauch dazugeben
* Ponceau S

* 400 mg Ponceau S [Roth]

« 100 ml Essigsaure [Roth]

— ad 1| aq. dest; sterilfiltrieren
* Entfarber

e 7,5 % Essigsdure [Roth]
« 10xTBS

e 12,1 g Tris-Base [Roth]

« 87,1 g Natriumchlorid [Roth]

— ad 1l aq. dest.; auf pH 7,4 einstellen

Tween 20 [Roth]

Durchfiihrung:
Das im Western Blot eingesetzte Protein wurde zundchst in einem SDS-Page elektro-

phoretisch aufgetrennt (2.2.1.). Je nach zu erwartender Signalstdrke wurden zwischen
10 und 500 pg Protein pro Spur eingesetzt. Fir den Transfer der RNA vom Gel auf die
Zellulosemembran [Immobilon-P Typ PVDF, Millipore], wurde folgender Blottingauf-
bau gewdhlt: Auf das Anodenblech der Blotkammer [Trans-Blot Semi-Dry, Bio-Rad],

das mit einem aq. dest.-getrankten Tuch angefeuchtet worden war, wurden 4 in



Material und Methoden 47

Anodenpuffer 11 getrankte Filterpapiere [3 M Whatman, Schleicher und Schuell] und
auf diese 4 in Anodenpuffer | getrankte Filterpapiere gelegt. Darauf wurde die Zellulo-
semembran gelegt, die vorher kurz in Methanol, dann kurz in aq. dest. und schlieBlich
mindestens 10 min in Kathodenpuffer eingelegt war. Auf die Membran kam das Gel,
welches zuvor mindestens 10 min in Kathodenpuffer gelegen hatte. Obenauf wurden
4 in Kathodenpuffer Il getrankte Filterpapiere gelegt und der Kathodendeckel der Blot-
kammer geschlossen. Dann wurde der Strom angeschlossen [Electrophoresis Power
Supply Model 493, 1SCO], wobei pro cm? Blotflache 0,8 mA fiir 1 h angelegt wurden.
Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran 30 s in Ponceau S und dann 3 min in den
Entfarber gelegt, um die Proteinbanden anzufarben und somit die Transfereffizienz zu
dokumentieren. AnschlieBend wurde die Membran mit TBS plus 0,05 % Tween 20
abgespdlt. Sie konnte in TBS plus 0,05 % Tween 20 luftdicht verpackt bei 4 °C bis zur
Weiterverarbeitung fur einige Tage gelagert werden.

2.3.7. Antikorper-Peroxidase-Chemilumineszenzdetektion

Reagenzien:

« 10xTBS
e 12,1 g Tris-Base [Roth]
« 87,1 g Natriumchlorid [Roth]
— ad 1l aqg. dest.; auf pH 7,4 einstellen

Tween 20 [Roth]

» Magermilchpulver [Heirler]

1. Antikorper (gegen die ersten 20 N-terminalen AS von OB-R gerichtet)
2. Antikorper (Anti-Kaninchen-Peroxidase) [Pierce]

Super-Signal Ultra-Chemilumineszenz-Peroxid [Pierce]

Super-Signal Ultra-Chemilumineszenz-Substrat [Pierce]

Durchfiihrung:
Eine Zellulosemembran [Immobilon-P Typ PVDF, Millipore], an die via Western-Blot

Protein gebunden worden war, wurde zunédchst 2 x 5 min in TBS plus 0,05 % Tween 20
gewaschen. Dann wurde durch 30 min Schitteln in mit 5 % Magermilchpulver versetz-
ten TBS plus 0,05 % Tween 20 blockiert und abermals 2 x 5 min mit TBS plus 0,05 %
Tween 20 gewaschen. Die Inkubation mit dem 1. Antikérper (1:500 verdinnt in mit
5 % Magermilchpulver versetzten TBS plus 0,05 % Tween 20) erfolgte Giber Nacht. Am

nachsten Tag wurde 5 x 5 min mit TBS plus 0,05 % Tween 20 gewaschen, 2 h mit dem



Material und Methoden 48

2. Antikorper (1:20.000 verdinnt in mit 0,5 % Magermilchpulver versetzten TBS plus
0,05 % Tween 20) inkubiert und wieder 5x 5 min mit TBS plus 0,05 % Tween 20
gewaschen. Danach schlof? sich die Detektion an: Dazu wurden Super-Signal Ultra-
Chemilumineszenz-Peroxid und Super-Signal Ultra-Chemilumineszenz-Substrat im
Verhaltnis 1:1 miteinander vermischt und der Blot 10 min damit befeuchtet und im noch
angefeuchteten Zustand in eine Klarsichttlte eingeschweif3t. Nach ca. 2 h Aufbewah-
rung im Dunkeln hatte die Lichtemission des Chemilumineszenzsubstrats ihr Maximum
erreicht und wurde durch Belichtung eines Rdéntgenfilms [Hyperfilm MP, Amersham]
dokumentiert, wobei die Belichtungszeit je nach Signalintensitat zwischen 5s und

5 min schwankte. Der Film wurde maschinell entwickelt [Crurix 60, Agfa].

2.3.8. Fluoreszenzimmunhistochemie

Reagenzien:

» Zamboni
e 150 ml Pikrinsdure [Merck]
« 50 ml Formaldehyd (37 %) [Roth]
¢ 500 ml Natriumphosphatpuffer (200 mM) (s. u.)
» 350 ml ag. dest.
 Natriumphosphatpuffer (200 mM)
e 154,8 ml 1 M Diatriumhydrogenphosphat [Roth]
e 45,2 ml 1 M Natriumdihydrogenphosphat [Roth]
— ad 11aq. dest
Kryoprotektionspuffer
« 180 g Saccharose [Roth]
— ad 1 1 100 mM Natriumphosphatpuffer (s. 0.)
Absattigungspuffer
« 4,48 g Natriumchlorid [Roth]
¢ 10 % NSS [Schlachthof GieRen]
¢ 0,1 % BSA [Sigma]
¢ 0,5 % Tween 20 [Roth]
— ad 11100 mM Natriumphosphatpuffer (s. 0.)
1. Antikorper (gegen die ersten 20 N-terminalen AS von Leptin bzw. OB-R gerichtet)

Natriumchloridpuffer

« 8,96 g Natriumchlorid [Roth]

— ad 1 1 100 mM Natriumphosphatpuffer (s. 0.)
* PBS

« 8 g Natriumchlorid [Roth]

e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]

« 240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]

— ad 1l aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen
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2. Antikorper (Anti-Kaninchen-Biotin) [Amersham]

Streptavidin-CY-3-Konjugat [Amersham]

Glyzerinpuffer

— 2 Teile Glyzerin (wasserfrei) [Roth] plus 1 Teil Natriumkarbonatlésung (500 mM, pH 8,6)

(500 mM Natriumhydrogenkarbonat [Roth]) mit 500 mM Natriumkarbonat [Roth] auf pH 8,6 ein-
stellen)

Murines Leptin [Hoechst]

Durchfiihrung:
Das fur die Fluoreszenzimmunhistochemie zu verwendende Gewebestlick wurde 6 h in

10 Vol. Zamboni-fixiert, 4 x 1 h und 1 x Gber Nacht in 100 mM Natriumphosphatpuffer
gewaschen, zum Gefrieschutz iber Nacht in Kryoprotektionspuffer eingelegt, in fllssi-
gem Stickstoff weggefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei —80 °C gelagert.
SchlieBlich wurde das so vorbehandelte Gewebestiick mit Tissue Tek [O.C.T.-
Compound, Sakura] auf dem Probenpléattchen des Krystaten [500 OM Microm,
Walldorf] befestigt, und es wurden 8 um dicke Gefrierschnitte angefertigt. Diese wur-
den auf Objekttrager aufgebracht und 30 min getrocknet. Nachdem auf den Objekttra-
gern die Areale, die von Interesse waren, mit einem Fettstift umrandet worden waren,
wurde die Schnitte als erstes mit Absattigungspuffer betrufelt und 1 h in einer feuchten
Kammer belassen. Es folgte die Inkubation mit dem 1. Antikorper (1:600 (Leptin) bzw.
1:1.000 (OB-R) verdunnt in Natriumchloridpuffer) Gber Nacht in einer feuchten Kam-
mer. Am ndchsten Tag wurden die Schnitte 2 x 10 min mit PBS gewaschen und mit
dem 2. Antikorper (1:400 verdinnt in Natriumchloridpuffer) 1 h im Dunkeln in einer
feuchten Kammer inkubiert. Dann wurde wieder 2 x 10 min mit PBS gewaschen, mit
Streptavidin-CY-3-Konjugat (1:100 verdinnt in Natriumchloridpuffer) 1 h im Dunkeln
in einer feuchten Kammer inkubiert und erneut 2 x 10 min mit PBS gewaschen. Zum
SchluB wurden die Schnitte in Glyzerinpuffer eingedeckelt und lichtdicht gelagert. Die
Auswertung der Schnitte erfolgte fluoreszenzmikroskopisch [Epifluoreszenzmikroskop
BX, Olympus]. Zur Ermittlung der Spezifitdt der Immunoreaktivitdt wurde der
1. Antikorper durch eine Inkubation ber Nacht bei 4 °C mit 1 pg/ml Leptin préabsor-
biert.
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2.4. Zellbiologische Arbeitstechniken

2.4.1. Anlegen einer Primarzellkultur

Reagenzien:

* PBS

« 8 g Natriumchlorid [Roth]

e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]

« 240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]

— ad 11 aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen
e Trypsin/EDTA (500 mg Trypsin [1:250] + 200 mg EDTA /| PBS) [PAA]
« FCS [PAA]

- Hitzeinaktivierung fur 30 min bei 56 °C
 Kulturmedium

¢ RPMI-Medium [PAA]

* 10 % FCS [PAA]

e 200 mM L-Glutamin [PAA]

e 100 U/ml Penizillin G [Biochrom]

¢ 100 pg/ml Streptomyzin [Biochrom]
» Poly-D-Lysin [Sigma]
Zytosin-Arabinofuranosid [Sigma]

Durchfiihrung:
Zum Anlegen einer Primérzellkultur aus porcinen Plexus chorioideus-Epithelzellen

wurden im Schlachthof halbe Schweinehirne enthommen, in kaltem PBS aufbewahrt
und ins Labor transportiert. Dort wurden die Plexus mit einer Pinzette entnommen, in
kaltem PBS gesammelt und 5 x mit kaltem PBS gewaschen. Ca. 40 Plexus wurden in
20 ml 37 °C warmem Trypsin/EDTA unter vorsichtigem Schwenken im 37 °C warmen
Wasserbad inkubiert. Die 1. Fraktion (30 min) wurde verworfen, die Fraktionen 2 —7
(40, 50, 60, 70, 80 und 90 min) wurden nach mikroskopischer Kontrolle (es sollten
keine Einzelzellsuspensionen, sindern kleine Zellcluster vorliegen) unter Trypsininhibi-
tion (Zugabe von 0,2 Vol. FCS) auf Eis gestellt. Die gesammelten Fraktionen wurden
abzentrifugiert (500 x g, 10 min, 4 °C) [Rotanta 128, Hettich], 2 x mit kaltem PBS
gewaschen und (in Abhéngigkeit von der Zellausbeute) in ca. 50 ml warmem Kultur-
medium aufgenommen. Schliel3lich wurden die Zellen in mit Poly-D-Lysin beschichte-
ten KulturgeféaBen [Nunc] (Poly-D-Lysin war in einer Konzentration von 0,1 mg/ml aq.
dest. in das zu beschichtende Kulturgefa® mit einem Volumen von 100 pl/cm? Kultur-
gefalbodenflache pipettiert, 30 min bei 37 °C inkubiert und wieder abpipettiert worden;

danach war 3 x mit PBS gewaschen worden) ausgesat. Die Kultivierungsbedingungen
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im Brutschrank [Hera Cell, Heraeus] waren: 37 °C, 100 % rel. Luftfeuchtigkeit, 5 %
CO,. Nach 16 — 24 h wurden die bereits adhédrenten Zellen 3 x sehr grindlich mit 37 °C
PBS gewaschen, um die Erythrozyten zu entfernen, und neues Kulturmedium zugege-
ben, welches zur Inhibition des Fibroblastenwachstums mit Zytosin-Arabinofuranosid
in einer Endkonzentration von 2 x 10° M versetzt worden war. Die Zellen wurden bis
zum Erreichen der gewtinschten Konfluenz weiterkultiviert, wobei durchschnittlich 2 x
wdchentlich das Kulturmedium plus Zytosin-Arabinofuranosid gewchselt wurde. Pas-
sagiert wurden die Zellen nicht, weil sie sich erst dann ausreichend ablésten, wenn sie
durch die Trypsinierung vereinzelt worden waren, danach aber sehr sehr schlecht wieder

anwuchsen.

2.4.2. Mediumwechsel

Reagenzien:

 Kulturmedium

RPMI-Medium [PAA]

10 % FCS [PAA]

200 mM L-Glutamin [PAA]

100 U/ml Penizillin G [Biochrom]
100 pg/ml Streptomyzin [Biochrom]

Durchfiihrung:
Nachdem die Zellen zun&chst unter einem Inversmikroskop [Wilovert, Will] beziglich

Konfluenz, Morphologie und etwaiger Verkeimung begutachtet worden waren, wurde
bei adhérenten Zellen (hier: porcine Plexus chorioideus-Epithelzellen) das Medium
nach vorsichtigem Schwenken des Kulturgefales [Nunc] abpipettiert und durch fri-
sches, auf Brutschranktemperatur erwérmtes Medium ersetzt; bei als Suspensionskultur
(hier: K562-Zellen) wachsenden Zellen wurden diese abzenrifugiert (500 x g, 10 min,
4 °C) [Rotanta 128, Hettich], in frischem, auf Brutschranktemperatur erwérmtem
Medium resuspendiert und in ein Kulturgefal? [Nunc] gegeben. Die porcinen Plexus
chorioideus-Epithelzellen sowie die K562-Zellen wurden mit dem gleichen Medium

kultiviert.
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2.4.3. Passagieren

Reagenzien:

 PBS
< 8 g Natriumchlorid [Roth]
e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]
« 1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
¢ 240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]
— ad 11 aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen
* Trypsin/EDTA (500 mg Trypsin [1:250] + 200 mg EDTA /| PBS) [PAA]
» Kulturmedium
RPMI-Medium [PAA]
10 % FCS [PAA]
200 mM L-Glutamin [PAA]
100 U/ml Penizillin G [Biochrom]
100 pg/ml Streptomyzin [Biochrom]

Durchfiihrung:
Nach mikroskopischer [Wilovert, Will] Kontrolle der adhédrenten Zellen (Konfluenz,

Morphologie, Verkeimung) wurde das Medium nach vorsichtigem Schwenken des
Kulturgefalles [Nunc] abpipettiert und der KulturgefdRboden mit auf Brutschranktem-
peratur erwarmtem PBS gespiilt. Dann wurden fiir jeden cm? KulturgefaRbodenflache
ca. 25 pl Trypsin/EDTA zugegeben und 5 — 10 min (in Abhangigkeit von der Starke der
Adhérenz) im Brutschrank [Hera Cell, Heraeus] bei 37 °C inkubiert. Die abgel6sten
Zellen wurden in FCS-haltigem Medium aufgenommen, abzentrifugiert (500 x g,
10 min, 4 °C) [Rotanta 128, Hettich], in frischem, auf Brutschranktemperatur erwéarm-
tem Medium resuspendiert und die gewinschte Menge (s.2.4.6.) lebender Zellen

(s. 2.4.7. oder 2.4.8.) in neue KulturgefalRe ausgesat.

2.4.4. Einfrieren von Zellen

Reagenzien:

e Trypsin/EDTA (500 mg Trypsin [1:250] + 200 mg EDTA /| PBS) [PAA]
» Kulturmedium

RPMI-Medium [PAA]

10 % FCS [PAA]

200 mM L-Glutamin [PAA]

100 U/ml Penizillin G [Biochrom]

¢ 100 pg/ml Streptomyzin [Biochrom]

« DMSO [Roth]
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Durchfiihrung:
Die einzufrierenden Zellen wurden, wenn sie adhérent waren, mit Trypsin vom Kultur-

gefalboden [Nunc] gelost (s. 2.4.3.), als Suspension gesammelt und gezéhit (s. 2.4.6.).
Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (500 x g, 10 min, 4 °C) [Rotanta 128,
Hettich], das Pellet in nicht erwérmten (4 °C) Kulturmedium aufgenommen und dann
DMSO in einer Endkonzentration von 8 % hinzugegeben.. Die Mediummenge war so
gewahlt, daR die Zellkomzentration 2 x 10° lebender Zellen/ml betrug (fur Zellzahlung
s. 2.4.9.; fur Vitalitatsbestimmung s. 2.4.7. oder 2.4.8.). Jeweils 500 pul wurden in ein
Einfrierréhrchen [Nunc] pipettiert. Die Einfrierréhrchen wurden nun stufenweise abge-
kihlt: 30 min auf Eis, 1 h bei —=20 °C, 8 — 16 h bei —80 °C, um schlieBlich in flissigem
Stickstoff (-196 °C) gelagert zu werden.

2.4.5. Auftauen von Zellen

Reagenzien:

 Kulturmedium

RPMI-Medium [PAA]

10 % FCS [PAA]

200 mM L-Glutamin [PAA]

100 U/ml Penizillin G [Biochrom]
100 pg/ml Streptomyzin [Biochrom]

Durchfiihrung:
Die bendtigte Einfrierampulle [Nunc] wurde aus dem flissigen Stickstoff genommen

und in einem 37 °C warmen Wasserbad unter vorsichtigem Schwenken aufgetaut. Un-
mittelbar danach wurde die Zellsuspension in auf Brutschranktemperatur erwérmtes
Kulturmedium gegeben, wobei das VVolumen von der gewiinschten Aussaatdichte ab-
hing, und in KulturgefaRe [Nunc] uberfuhrt. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt

(s. 2.4.2.), um das vorhandene DMSO zu eliminieren.

2.4.6. Zellzahlung

Reagenzien:

 PBS
< 8 g Natriumchlorid [Roth]
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e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
« 240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]
— ad 1l aq. dest; auf pH 7,4 einstellen

Durchfiihrung:
Die zu zdhlenden Zellen wurden, wenn sie adhdrent waren, mit Trypsin vom Kulturge-

faBboden [Nunc] gel6st (s. 2.4.3.) und als Suspension gesammelt. Bei sehr hoher Zell-
dichte wurde die Suspension ggf. mit PBS verdiinnt. Die Zellen wurden mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer [Brand] unter dem Mikroskop [Wilovert, Will] ausgewertet:
4 groRe Quadrate (ein groRes Quadrat beinhaltet mit einer Flache von 1 mm? und einer
Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 pl) wurden ausgezahlt und der Mittelwert ge-
bildet. Dieser Wert, multipliziert mit 10*, ergab die Zellzahl pro ml.

2.4.7. Trypanblau-Vitalitatsfarbung

Reagenzien:

 PBS
< 8 g Natriumchlorid [Roth]
e 200 mg Kaliumchlorid [Roth]
1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
¢ 240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]
— ad 1l aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen

» Trypanblau (0,5 %) [Sigma]

Durchfiihrung:
Die auf ihre Vitalitat zu testenden Zellen wurden, wenn sie adhdrent waren, mit Trypsin

vom Kulturgefaltboden [Nunc] gel6st (s. 2.4.3.) und als Suspension gesammelt. 100 pl
Zellsuspension wurden mit 3,7 ml auf 37 °C erwarmtem PBS verdunnt; dann wurden
2,7 ml auf 37 °C erwarmtes Trypanblau hinzugegeben, vorsichtig gemischt und 5 min
bei 37 °C inkubiert. Nach nochmaligem vorsichtigem Mischen wurden die Zellen in
einer Neubauer-Zahlkammer [Brand] mikroskopisch [Wilovert, Will] ausgewertet. Alle
angeférbten Zellen, auch diejenigen, die nur sehr schwach angeféarbt waren, wurden als
tot betrachtet. Als Ergebnis der Vitalfarbung wurde der Prozentsatz der lebenden Zellen

angegeben.
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2.4.8. MTT-Test

Reagenzien:

 PBS
< 8 g Natriumchlorid [Roth]
200 mg Kaliumchlorid [Roth]
1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]
— ad 11 aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen
o MTT [Sigma]
— 5 mg werden in 1 ml PBS (s. 0.) gel6st; sterilfiltrieren
» Lysepuffer
7,5 g SDS [Serva]
20 ml DMF [Roth]
10 ml Essigsaure [Roth]
2 ml Salzséure (5 %) [Roth]
20 ml aqg. dest.

Durchfiihrung:
Mit dem MTT-Test wurden Zellen direkt im KulturgefaR (meist Wellplates) [Nunc] auf

ihre Vitalitadt getestet, ohne dal} sie, wenn sie adhérent waren, abtrypsiniert werden
muBten. Pro cm?® KulturgefaRbodenflache wurden 20 ul MTT zugegeben und 2 h bei
37 °C im Brutschrank [Hera Cell, Heraeus] inkubiert. Dann wurden 200 pl/cm? Lyse-
puffer hinzugefugt und bei Uber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen. Die Aus-
wertung erfolgte fotometrisch [Spektralfotometer U-2000, Hitachi] bei 570 nm gegen
einen Leerwert (Probe ohne Zellen). Je starker die Farbstoffbildung war, desto groRer
war (eine konstante Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen vitaler Zellen vor-

ausgesetzt) der Anteil lebender Zellen.

2.4.9. Mykoplasmentest

Reagenzien:

» Wandantikorper [Roche]
 Blockierungslosung [Roche]

» Waschpuffer [Roche]

 Probenpuffer [Roche]

» Kontrollésung [Roche]
 Detektionsantikorper [Roche]

« Streptavidin-alkalische Phosphatase [Roche]
 Substratlésung [Roche]
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Durchfiihrung:
Zum Ausschluf3 der in S&ugerzellkulturen am haufigsten vorkommenden Mykoplas-

men / Acholeplasmen (M. arginini, M. hyorhinis, M. orale und A. laidlawii) wurden in
regelmaRigen Abstdnden Mykoplasmentests durchgefiihrt. Fir jede einzelne Spezies
stand ein polyklonaler Antikorper zurVerfugung, so dall 4 getrennte Bestimmungen
durchzufuhren waren; 250 pl Antikorper (wegen seiner Adsorption an Plastik-
kulturgefalwande ,,Wandantikorper* genannt) wurden in die Vertiefungen einer Mikro-
titerplatte (96-Wellplate) [Nunc] pipettiert und die Platte 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach
der Fixierung des Antikorpers wurde die restliche Losung entfernt, 250 pl Blockie-
rungslésung zugegeben und weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Dann wurde die
Blockierungslésung entfernt und die Mikrotiterplattenvertiefung 3 x mit Waschpuffer
gespilt. SchlieRlich wurden die Proben (Uberstande adharent wachsender Zellen oder
Zellsuspensionen) mit Probenpuffer verdinnt (2 ml Probe plus 500 pl Probenpuffer)
sowie die Kontrollen (Negativkontrolle: Kulturmedium; Positivkontrolle: Kontroll-
osung) entsprechend vorbereitet und je 200 ul in die Mikrotiterplattenvertiefung
pipettiert. Die Platte wurde Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am ndchsten Tag folgten
3 Waschschritte mit Waschpuffer. Dann wurden 200 pl Detektionsantikorper hinzuge-
flgt, 2 h bei 37 °C inkubiert, die restliche Losung entfernt, 4 x mit Waschpuffer gespuilt,
200 ul Streptavidin-alkalische Phosphatase zugegeben, 1 h bei 37 °C inkubiert und
wieder 4 x mit Waschpuffer gespult. Nun wurden 200 pl Substratlésung hineinpipettiert
und die Mikrotiterplatte 1 h bei Raumtemperatur stehengelassen Die Auswertung er-
folgte visuell (farblos = negativ; gelb = positiv).

2.4.10. Zellmembranpraparation

Reagenzien:

» PBS plus Proteaseinhibitoren

8 g Natriumchlorid [Roth]

200 mg Kaliumchlorid [Roth]

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
240 mg Kaliumdihydrogenphosphat [Roth]
2 mg Aprotinin [Roth]

500 mg Bazitrazin [Roth]

370 mg EDTA [Roth]

1 mg Pepstatin A [Sigma]

100 mg PMSF [Sigma]
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— ad 11 aqg. dest; auf pH 7,4 einstellen; Stammldsungen der nicht in aqg. dest gelésten eingesetzten
Proteaseinhibitoren: 10 mg Aprotinin / ml Hepes (10 mM, pH 8,0) [Roth], 1 mg Pepstatin A /
ml Ethanol [Roth], 1,74 mg PMSF / ml Isopropanol [Roth]

Durchfiihrung:
Ca. 1 g Gewebe wurde mit Skalpell oder Schere in mehrere kleine Stiickchen zerteilt, in

30 ml PBS plus Proteaseinhibitoren gegeben und mit einem Dispergiergerat [Polytron,
Kinematica] unter Eiskihlung homogenisiert. AnschlieBend wurde das Homogenat
unter Eiskihlung gepottert [Glas/Glas-Potter, Braun Melsungen], danach zentrifugiert
(2.000 x g, 10 min, 4 °C) [Rotanta 128, Hettich]) und der Uberstand unter Eiskiihlung
durch 5 Lagen Mull gesiebt. Das Filtrat wurde ultrazentrifugiert (100.000 x g, 1 h, 4 °C)
[L7-65, Beckman] und das Pellet in 1 ml PBS plus Proteaseinhibitoren aufgenommen
und erneut gepottert [Glas/Teflon-Potter, Braun Melsungen]. Die auf diese Weise pra-

parierten Membranen wurden bei —20 °C gelagert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Untersuchungen zum Einflu3 einer Hochfettdiat auf das
Leptinsystem

Fragestellung:

Wie wirkt sich eine langfristige Hochfettdiat auf den Expressionsspiegel des Lep-
tinrezeptors aus, und hat sie einen Einflu auf die Expression von Suppressoren

der Zytokin-induzierten Signaltransduktion?

Die Untersuchungen des Leptinsystems sowie der Suppressoren der Zytokin-induzierten
Signaltransduktion SOCS-3 und PIAS-3 wurden mit Geweben und Organen von méann-
lichen Wistar-Ratten durchgefiihrt, die wie folgt vorbehandelt worden waren: Insgesamt
40 Tiere wurden fiur 144 d zu gleichen Teilen einer Normalfuttergruppe (6,5 g
Fett/100 g [= 15 % der metabolisierbaren Energie], 47,0 g Kohlenhydrat/100 g und
23,5 g Protein/100 g) und einer Hochfettdiatgruppe (21,0 g Fett/100 g [= 42 % der
metabolisierbaren Energie], 49,2 g Kohlenhydrat/100 g und 19,8 g Protein/100 g) zu-
geordnet und konnten ad libidum fressen. Die fettreich erndahrten Tiere fraRen auf Ge-
wichtsbasis des Futters bezogen weniger als die Kontrolltiere, so dal? sie sogar auf einen
etwas geringeren kalorischen Intake kamen (93,5 £ 14,3 kcal/d/Ratte in der Hochfett-
diatgruppe vs. 103,5 = 14,7 kcal/d/Ratte in der Normalfuttergruppe). Trotzdem ent-
wickelten sich die Korpergewichtskurven nach 7 Wochen signifikant auseinander; die
Hochfettdiattiere wurden adipds. Das Ausgangsgewicht der Ratten hatte im Mittel
70,4 + 4,1 g betragen, das Endgewicht lag bei den normal geftterten Tieren bei 411,5 +
40,7 g, bei den fettreich ernédhrten bei 449,8 + 39,4 g. Die starkere Gewichtszunahme
betraf im wesentlichen das Fettgewebe; die epididymalen Fettpolster waren deutlich
vergroRert (Kontrollgruppe: 3,4 + 0,7 g; Hochfettdiatgruppe: 6,4 + 1,3 g).

Die Leptinmessung erfolgte per RIA. Der Leptinserumspiegel war bei den adipdsen
Ratten auf etwa das Doppelte erhoht (P < 0,001), wie in Abb. 1 zu sehen ist. Bei beiden
Tiergruppen Kkorrelierten Leptinserumspiegel und Gewicht des epididymalen Fettgewe-
bes hochsignifikant (Kontrollgruppe: y = 30,7 x + 34,5; r* = 0,376; P < 0,001; Hochfett-
diatgruppe: y = 35,1 x + 28,0; r* = 0,297; P < 0,001), wie in Abb. 2 dargestellt ist.
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Abb. 1:
Ergebnis der radioimmunologischen Bestimmung des Leptinserumspie-

gels von einer Hochfettdiat unterzogenen Ratten (n = 20) im Vergleich zu
normal erndhrten Kontrolltieren (n = 20)
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Abb. 2:

Die Leptinserumspiegel der Ratten aus der Hochfettdiatgruppe (Kreise)
sowie aus der Kontrollgruppe (Quadrate) korrelieren hochsignifikant mit
dem Gewicht des epididymalen Fettgewebes.
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Um zu Uberprifen, ob es auch beim Leptinrezeptor zu Veranderungen gekommen ist,
wurden in beiden Tiergruppen im Hypothalamus, im Fettgewebe und verschiedenen
anderen peripheren Geweben und Organen OB-Rb und OB-Ra auf transkriptionaler
Ebene quantifiziert. Desweiteren wurden die Expressionsspiegel der Suppressoren der
Zytokin- und somit auch Leptin-induzierten Signaltransduktion SOCS-3 und PIAS-3
gemessen. Die experimentelle Durchfuhrung erfolgte mittels semiquantitativer RT-
PCR. Dabei wurden fur die jeweiligen Templates die PCR-Protokolle so festgelegt, dal
die exponentielle bzw. (semilogarithmisch) lineare Phase nicht tiberschritten wurde; die
PCR-Amplifikate wurden per Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfarbung
visualisiert, mittels einer Densitometrie-Software die integrierte Dichte der Banden
gemessen und diese auf das aus derselben cDNA ermittelte GAPDH-Signal bezogen.
Die auf diese Weise von jeweils 10 Gewebe- bzw. Organproben je Tiergruppe und zu
untersuchendem Template erhaltenen MelRwerte wurden mit der Fragestellung nach
signifikanten Unterschieden statistisch ausgewertet. Die Intra-Assay-Variation betrug
13,9 %.

Abb. 3 zeigt die RT-PCR-Produkte von OB-Rb (189 bp), OB-Ra (188 bp), SOCS-3
(328 bp), PIAS-3 (258 bp) und GAPDH (342 bp). Auf der jeweils ersten Spur der
dargestellten Gele ist ein L&ngenmarker (100 bp-Leiter) aufgetragen. Die Spezifitat der

Amplifikate wurde durch Sequenzierung bestétigt.

Abb. 3:

Qualitative RT-PCR"s von RNA aus dem Hypothalamus der Ratte (linke
Spur eines jeden Gels: 100 bp-Leiter; OB-Rb: 189 bp, OB-Ra: 188 bp,
SOCS-3: 328 bp, PIAS-3: 258 bp, GAPDH: 342 bp.
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Um die Diskriminierungsfahigkeit der Methode zu bestimmen, wurden innerhalb der
Préplateausphase RT-PCR’s mit unterschiedlichen Mengen an eingesetzter RNA
durchgefuhrt. Dabei konnte gezeigt werden, daR ein Faktor 2 eindeutig zu erkennen
war, wie in Abb. 4 exemplarisch gezeigt ist. Hier wurden 1,25 ug, 2,5 ug, 5 pug und
10 pg Hypothalamus-RNA mit Primern fir OB-Ra in 24 Zyklen amplifiziert und die

RT-PCR-Banden, wie beschrieben, densitometrisch ausgewertet:

3_
o o
Integrierte
Dichte 5
1_
0 T T T T 1
1.25 25 5 10
RNA [ug]

Abb. 4:
Beziehung zwischen in die RT-PCR-Reaktion eingesetzte RNA-Menge
und Intensitat des Amplifikationssignals

Abb. 5 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR’s. Es
wurden folgende Zykluszahlen verwendet: OB-RDb: 27 Zyklen, OB-Ra: 24 Zyklen,
SOCS-3: 27 Zyklen, PIAS-3: 24 Zyklen, GAPDH: 21 Zyklen. Die auf GAPDH
bezogenen gemessenen integrierten Dichtewerte ergaben, dal sich sowohl das
Expressionsverhalten der kurzen und langen Form des Leptinrezeptors als auch das von
SOCS-3 und PIAS-3 stabil verhielt, sich zwischen Hochfettdidtgruppe und

Kontrollgruppe also kein statistisch signifikanter Unterschied einstellte.
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Kontrolle  Hochfettdiat
Hypothalamus 0,965 + 0,088 0,855 + 0,056
WeiRes Fettgewebe | 0,273 + 0,070] 0,351 + 0,353
OB-Rb | en
Braunes Fettgewebe| 5,653 + 1,605| 6,296 = 0,947
Leber 0,454 + 0,562 0,248 + 0,241
Hypothalamus 3,064 + 0,078 3,227 = 0,154
WeiRes Fettgewebe | 2,161 + 1,034]2,693 + 0,128
OB-Ra J
Braunes Fettgewebe| 6,038 + 1,084 6,345 = 0,993
Leber 4,307 + 0,281 4,026 + 0,462
Hypothalamus 2,753 + 0,210] 2,196 + 0,177
WeiRes Fettgewebe | 2,522 + 0,248 2,104 + 0,276
SOCS-3 J
Braunes Fettgewebe| 1,197 + 0,697 | 1,012 = 0,525
Leber 2,974 + 0,730] 2,814 + 0,620
Hypothalamus 2,109 + 0,279 2,208 + 0,278
Weilles Fettgewebe | 0,775 + 0,330 1,031 = 0,178
Leber 1,282 + 0,139] 1,405 + 0,180
PIAS-3
Skelettmuskulatur 1,199 + 0,112 1,262 + 0,159
Herz 1,273 + 0,196 ] 1,077 = 0,152
Lunge 1,282 + 0,378 1,295 + 0,172
Abb. 5:

Ergebnis der semiquantitativen RT-PCR-Analyse von Hypothalamus,
weiBem Fettgewebe und anderen peripheren Geweben bzw. Organen von
einer Hochfettdiat unterzogenen Ratten (n = 10) im Vergleich zu normal

erndhrten Kontrolltieren (n=10) bezuglich des OB-Rb-,

OB-Ra-,

SOCS-3- und PIAS-3-Expressionsspiegels (angegeben als auf GAPDH
normalisierte integrierte Dichte der Intensitat der durch Gelelektropho-
rese und Ethidiumbromidfarbung erhaltenen Bande des RT-PCR-Pro-

dukts)

Zusétzlich zu den semiquantitativen RT-PCR-Messungen wurde die OB-Rb-Message

im Hypothalamus auch mittels Real-time-PCR quantifiziert (Abb. 6). Die MeRdaten

wurden auf ebenfalls per Real-time-PCR ermitteltes GAPDH bezogen und als auf eine

Standardkurve bezogene Relativwerte angegeben. Bei der Standardkurve handelte es

sich um eine 1:2-Verdinnungsreihe (beginnend mit der cDNA-Menge eines RT-
Ansatzes mit 1 ug RNA), deren Verdlnnungsschritte mit 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256,
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512 und 1024 bezeichnet wurden; der Korrelationskoeffizient der Standardkurve fir
OB-Rb betrug 0,940.

600 -
500 -
400 |
300 |

200 4

OB-Rb-Expressionslevel

100 ~

Kontrolle Hochfettdiat

Hypothalami

Abb. 6:

Ergebnis der quantitativen RT-PCR-Analyse von Hypothalami von einer
Hochfettdiat unterzogenen Ratten (n =10) im Vergleich zu normal er-
nahrten Kontrolltieren (n = 10) beziglich des OB-Rb-Expressionsspiegels
(angegeben als auf die Standardkurve bezogener dimensionsloser Wert)

Die Wirkung der Hochfettdiat auf das Leptinsystems laBt sich somit folgendermalien
zusammenfassen: Trotz Adipositas mit einem auf im Vergleich zu den Kontrolltieren
ungefahr auf das Doppelte angestiegenen Leptinserumspiegel gab es beziglich des
Expressionsspiegels des Leptinrezeptors zentral wie peripher keine VVeranderung, weder
fur die lange, noch fiir die kurze Spleilvariante. Die Suppressoren der Zytokin-
induzierten Signaltransduktion SOCS-3 und PIAS-3 verhielten sich ebenfalls stabil.

Da die im Rahmen der fettreichen Didt entwickelte Verdopplung des
Leptinserumspiegels nicht ausreichte, Veranderungen der OB-Rb-, OB-Ra-, SOCS-3-
oder PIAS-3-Message zu bewirken, wurde in einem weiteren tierexperimentellem
Ansatz Uberprift, wie sich die entsprechenden mRNA-Spiegel verhalten, wenn Ratten
exogenes Leptin zugefuhrt wird. Dazu wurde normal erndhrten mannlichen Wistar-
Ratten (n = 7) an 2 aufeinanderfolgenden Tagen um 9.00 Uhr und um 18.00 Uhr jeweils
1,5 mg/kg Korpergewicht Leptin intraperitoneal appliziert; einer gleich groflen Kon-

trollgruppe wurde 0,9 % NaCl injiziert.
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Die nur zweitégige Leptinadministration reduzierte die Futteraufnahme um 11,8 %
verglichen mit der Kontrollgruppe. So war die Zunahme des Korpergewichts bei den
Leptin-behandelten Ratten signifikant geringer (8,2 £ 5,8 g vs. 15,0 + 2,9 g; p < 0,05).
Wahrend die Leptinapplikation auf OB-Rb und OB-Ra keinen Einfluf3 hatte, gab es
deutliche Verénderungen beim SOCS-3-Expressionsspiegel, sowohl im Hypothalamus
(P < 0,001), als auch in der Leber (P = 0,0011), im Sinne eines Anstiegs um etwa den
Faktor 2,5. Bei PIAS-3 konnte ein lediglich grenzwertig signifikanter (P = 0,0488)
Anstieg in der Leber verzeichnet werden. Die Ergebnisse der auf GAPDH bezogenen
semiquantitativen RT-PCR’s sind in Abb. 7 zu sehen. Abb. 8 zeigt exemplarisch

hypothalamische SOCS-3-PCR-Amplifikate von Leptin- und Kontrollgruppe im

Vergleich.
Kontrolle Leptingabe

OB-RDb [Hypothalamus 0,257 + 0,110 | 0,416 + 0,149

Hypothalamus 0,352 + 0,067 0,480 * 0,111
OB-Ra | 7P y

Leber 0,466 + 0,2320,552 + 0,203

Hypothalamus 0,194 + 0,040] 0,502 + 0,156 |***
socs-3| P

Leber 0,262 + 0,080(0,836 = 0,333 **

Hypothalamus 0,646 + 0,198 0,567 + 0,134
PIAS-3 [P -

Leber 0,505 + 0,699 1,194 + 0,243]| *

Abb. 7:

Ergebnis der semiquantitativen RT-PCR-Analyse von Hypothalamus und
Leber von Leptin-behandelten Ratten (n = 7) im Vergleich zu Kontrolltie-
ren (n =7) bezuglich des OB-Rb-, OB-Ra-, SOCS-3- und PIAS-3-Expres-
sionsspiegels (angegeben als auf GAPDH normalisierte integrierte Dichte
der Intensitat der durch Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfarbung
erhaltenen Bande des RT-PCR-Produkts)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17

Abb. 8:

SOCS-3-RT-PCR-Amplifikate (328 bp) von RNA aus dem Hypothalamus
der Ratte nach Leptingabe (Spuren 10 - 16) und bei Kontrolltieren
(Spuren 2 - 8); auf den Spuren 1, 9 und 17 ist die 100 bp-Leiter
aufgetragen.
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3.2. Untersuchungen zum Leptintransport durch die Blut-Li-
guor-Schranke

Fragestellung:

Kann die Blut-Liquor-Barriere fur Leptin durch einen Leptinrezeptor-vermittel-

ten Transport tberwunden werden?

Es ist bekannt, dafl Leptin {iber einen séttigbaren Transport ins Gehirn gelangt (Banks et
al., 1996). AuBlerdem weill man, daf3 der Plexus chorioideus, die Barriere zwischen Blut
und Liquor (Johanson, 1995; Cserr, 1971) und der Entstehungsort des Liquor cere-
brospinalis (Spector und Johanson, 1989), eine besonders hohe Rezeptordichte, und
zwar fast ausschlieBlich der kurzen Spleifiform, aufweist (Tartaglia et al., 1995). Wenn
es stimmt, daf} der kurze Rezeptor ein Transporter fiir Leptin durch die Blut-Liquor-
Schranke ist, dann sollten die Plexus chorioideus-Epithelzellen in der Lage sein, Leptin
spezifisch zu internalisieren. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden als Test-
system porcine Plexus chorioideus-Zellen primarkultiviert und beziiglich der Leptin-
internalisation untersucht. Aus Schweinehirnen vom Schlachthof wurden die Plexus
entnommen und von diesen mittels Trypsinverdau kleine Zellcluster abgelost, welche
auf ungecoatete Plastikkulturgefa3e ausgesit wurden. Nach 10 - 14 d Kultivierung unter
Zusatz von Zytosin-Arabinosid zur Inhibition der Fibroblastenproliferation lagen
gleichméBig konfluente Monolayer mit einer fiir Epithelzellen typischen Pflasterstein-

morphologie vor (Abb. 9).
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Abb. 9:
Konfluenter Monolayer von porcinen Plexus chorioideus-Epithelzellen
(VergroRerung: 400-fach)

Um zu iiberpriifen, ob nach bis zu zweiwochiger Kultivierung der Leptinrezeptor wei-
terhin exprimiert wird, wurden die Zellen diesbeziiglich zunédchst durch RT-PCR- und
Northern Blot-Analyse auf RNA-Ebene untersucht.

Die PCR-Primer waren gegen die extrazellulire Rezeptordomédne und somit gegen
samtliche Spleiflvarianten gerichtet. Das Resultat ist in Abb. 10 dargestellt: Spur 1 zeigt
eine 100 bp-Leiter als Marker, Spur 2 das RT-PCR-Produkt von GAPDH als Positiv-
kontrolle und internen Standard und schlieBlich Spur 3 das RT-PCR-Amplifikat des

Leptinrezeptors.
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Abb. 10:

RT-PCR-Analyse von RNA aus kultivierten porcinen Plexus chorioideus-
Epithelzellen (Spur 1: 100 bp-Leiter, Spur 2: GAPDH, Spur 3: OB-R
[samtliche Spleiliformen])

Die Hybridisierungssonde fiir die Northern Blot-Analyse, die als DIG-gelabelte cRNA-
Probe angefertigt wurde, erkannte ebenfalls den Extrazelluldrbereich des Leptinrezep-
tors. Wie auf Abb. 11 zu sehen, liegt das Leptinrezeptorsignal oberhalb von 28 S
(5,1 kb), das von GAPDH unterhalb von 18 S (1,9 kb). Auf der rechten Seite wurden
10 pug Total-RNA aus der Plexuskultur auf das Formaldehydgel aufgetragen, links
10 pg Total-RNA vom intakten Plexus chorioideus; der Vergleich der Quotienten der
Bandenintensitidten von Leptinrezeptor durch GAPDH zeigt, da3 die kultivierten Zellen
einen gleich hohen Leptinrezeptor-mRNA-Spiegel aufwiesen wie das native Gewebe.
Die absolut geringeren Bandenintensititen auf der linken Seite sind durch Teildegrada-

tion der RNA im Schlachthof bzw. wihrend des Transportes ins Labor zu erkléren.
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28 S -
18 S - .

Abb. 11:

Northern Blot-Analyse von RNA aus dem porcinen Plexus chorioideus
(Spur 1: 10 pg Total-RNA vom intakten Plexus, Spur 2: 10 pug Total-RNA
von kultivierten Plexuszellen). Das Leptinrezeptorsignal liegt oberhalb
von 28 S, das GAPDH-Signal unterhalb von 18 S.

Nach der Charakterisierung der kultivierten Plexuszellen auf transkriptionaler Ebene
wurden Funktionsstudien beziiglich des Ligand-Rezeptor-Bindungsverhaltens ange-
schlossen, zuerst mit aus frischen Plexus priparierten Zellmembranen, dann mit Zellen
in Kultur; die Ergebnisse waren absolut vergleichbar.

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens wurden die Zellen bei 4 °C fiir 4 h mit '*°J-
markiertem rekombinanten murinen Leptin mit einer spezifischen Aktivitit von ca. 500
Ci/mmol inkubiert, wobei 1 % BSA zur Reduzierung der unspezifischen Bindung und
ein Cocktail aus verschiedenen Proteaseinhibitoren zum Schutz von Rezeptor und
Tracer zugegeben waren. Um die Affinitdt der Leptinbindungsstellen zu bestimmen,
wurden die Inkubationen in Gegenwart von kaltem Leptin in steigenden Konzentratio-
nen durchgefiihrt. Zur Ermittlung der nicht vermeidbaren verbleibenden unspezifischen
Bindung wurde die Hilfte der Kulturen mit einem Uberschul an kaltem Leptin inku-
biert, um die Rezeptorbindungsstellen vollstindig abzusittigen. In Abb. 12 ist eine
Verdrangungskurve dargestellt; auf der Abszisse ist die Molaritdt des nicht markierten

Leptins, auf der Ordinate die spezifische Bindung aufgetragen. Der Kp-Wert liegt bei
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8 x 107'°. Neben der spezifischen Verdriingbarkeit ist die Sittigbarkeit der spezifischen
Bindung ein zu forderndes Kriterium fiir eine Ligand-Rezeptor-Bindung; die Plexus-
zellkulturen erfiillen, wie Sattigungskinetiken ergeben haben, auch diese Bedingung

(Abb. 13). Der B.x-Wert betrdgt 171 fmol/mg Protein.
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Abb. 12:

Verdrangungskurve an kultivierten porcinen Plexus chorioideus-Epithel-
zellen mit **J-Leptin
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Abb. 13:
Séattigungskinetik an kultivierten porcinen Plexus chorioideus-Epithelzel-

len mit **J-Leptin
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Die bisher vorgestellten Ergebnisse an den kultivierten Plexus chorioideus-Epithelzellen
waren Voraussetzung fiir den beziiglich der Fragestellung entscheidenden Versuch, die
Internalisierungsstudie. Dabei wurden die Plexuszellmonolayer mit '*’J-markiertem
Leptin inkubiert und anschlieBend griindlich mit eiskaltem Puffer gespiilt, um ungebun-
denen Liganden zu entfernen. Dann wurden die Zellen fiir 0, 5, 10, 20 und 40 min mit
einem 37 °C warmen Puffer unter Konstanthaltung der Temperatur inkubiert, um ihnen
zu ermdglichen, das wéhrend der Inkubation bei 4 °C gebundene Leptin oder den ge-
samten Rezeptor-Ligand-Komplex zu internalisieren. Kontrollzellen wurden auf die
gleiche Weise, allerdings bei 4 °C, behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit
einem sauren Puffer versetzt, welcher eine Dissoziation der Leptinbindung vom Re-
zeptor bewirkt, und die sdureresistente Radioaktivitit (sie représentiert das internali-
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sierte “"J-markierte Leptin) im y-Counter gemessen. Innerhalb der ersten 10 min kam

es zu einem rapiden Anstieg und danach zu einem allméhlichen Absinken (Abb. 14).
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Abb. 14:
Internalisation von **J-Leptin in kultivierte porcine Plexus chorioideus-

Epithelzellen

Somit sind die porcinen Plexus chorioideus-Epithelzellen dazu in der Lage, Leptin
schnell und spezifisch zu internalisieren, was der erste Schritt des Transportes durch die

Blut-Liquor-Schranke sein konnte.
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3.3. Untersuchungen zur mdoglichen Existenz eines l0slichen
Leptinrezeptors beim Menschen

Fragestellung:

Gibt es beim Menschen eine l6sliche Form des Leptinrezeptors?

Beziiglich des I6slichen Leptinrezeptors ging es zundchst um die Suche nach einer ge-
eigneten Quelle fiir eine zirkulierende Form zur Durchfiihrung entsprechender Studien.
Zu diesem Zweck wurden verschiedene Gewebe, Organe und Zellen von Mensch, Ratte,
Maus, Hamster, Meerschweinchen und Schwein mittels RT-PCR beziiglich der Leptin-
rezeptorexpression liberpriift, und zwar mit Primern, die gegen die extrazelluldre Do-
méne gerichtet waren, also alle Spleilvarianten erkannten. Die folgende Aufzidhlung
gibt einen kleinen Eindruck von der ubiquitdren Verteilung des Leptinrezeptors, wie sie
im Rahmen dieser Arbeit aufgezeigt wurde: Subkutanes Fettgewebe (Mensch), viszera-
les Fettgewebe (Mensch), Plazenta (Mensch), Nabelschnur (Mensch), Herz (Mensch),
Niere (Mensch), Vene (Mensch), fetales Herz (Mensch), fetale Leber (Mensch), Leuko-
zyten (Mensch), Erythroleukdmiezellinie K562 (Mensch), Neuroblastomazellinie
SKNMC (Mensch), Hepatomazellinie Hep G2 (Mensch), subkutanes Fettgewebe
(Ratte), viszerales Fettgewebe (Ratte), braunes Fettgewebe (Ratte), Herz (Ratte), Lunge
(Ratte), Bronchus (Ratte), Trachea (Ratte), Leber (Ratte), Niere (Ratte), Nebenniere
(Ratte), Skelettmuskulatur (Ratte), Ganglion nodosum (Ratte), Ganglion trigeminale
(Ratte), Hypothalamus (Ratte), Zerebellum (Ratte), Hippokampus (Ratte), Mesenze-
phalon (Ratte), Kortex (Ratte), Kardiomyozyten (Ratte), Kardiofibroblasten (Ratte),
Insulinomazellinie RIN (Ratte), Insulinomazellinie INS-1 (Ratte), Insulinomazellinie
BTC-3 (Maus), Insulinomazellinie HIT (Hamster), Herz (Meerschweinchen), Plexus
chorioideus (Schwein).

Aufgrund der Tatsache, daf3 bei der Ratte in allen untersuchten Arealen des Gehirns die
Message fiir OB-R nachweisbar war, stellte sich die Frage, ob eventuell auch Tran-
skripte fiir den Liganden vorhanden seien, welcher im ZNS parakrin wirken kénnte. Die
in Abb. 15 dargestellten RT-PCR-Ergebnisse zeigen allerdings, daf} ein Leptinsignal nur
im als Positvkontrolle mitgefiihrtem Fettgewebe erhalten wurde. Selbstverstéindlich
wurden bei allen PCR’s die iiblichen Negativkontrollen (keine cDNA-Zugabe zur Er-

kennung einer Kontamination mit Template sowie keine Reverse Transkriptase-Zugabe
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zur Erkennung einer Kontamination mit genomischer DNA) durchgefiihrt und wurden

die Amplifikate sequenziert, um ihre Spezifitit zu beweisen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 15:

RT-PCR-Analyse von RNA aus Fettgewebe und verschiedenen Hirnarea-
len der Ratte mit gegen samtliche Spleiiformen von OB-R (oben) sowie
gegen Leptin (unten) gerichteten Primern (Spur 1: 100 bp-Leiter, Spur 2:
Fettgewebe, Spur 3: Hypothalamus, Spur 4: Hippokampus, Spur 5: Me-
senzephalon, Spur 6: Zerebellum, Spur 7: Kortex, Spur 8: Negativkon-
trolle (Wasser), Spur 9: 100 bp-Leiter)

Im Hippokampus der Ratte wurde der Leptinrezeptor auch auf Translationsebene, und
zwar per Fluoreszenzimmunhistologie mit einem alle Spleiliformen des Leptinrezeptors
erkennenden Antikorper detektiert. Abb. 16 zeigt die Fotos vom Hippokampus; das
obere Bild ist der Positivbefund ohne Zugabe von Antiserum, unten ist die Pridabsorp-

tionskontrolle dargestellt.
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Abb. 16:

Fluoreszenzimmunhistologie im Hippokampus der Ratte mit einem gegen
samtliche OB-R-Isoformen gerichteten Antiserum (oben: ohne Pr&ab-
sorption, unten: mit Praabsorption; VergréRerung: 900-fach)
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Das Vorkommen des Leptinrezeptors wurde in einigen Organen auch mittels Western-
Blot gezeigt. Der eingesetzte polyklonale Antikorper erkannte die ersten 20 N-
terminalen Aminosduren der humanen Sequenz und damit alle OB-R-Isoformen. In
Abb. 17 ist das Ergebnis des Western-Blots fiir humanen Plexus chorioideus, humanes
Fettgewebe und humane Leber gezeigt. Lange und kurze Splei3varianten lassen sich nur
schwer voneinander diskriminieren, weil beide Formen aufgrund der Bandbreite
unterschiedlicher Glykosilierungsgrade ineinander konfluieren; am ehesten kann man
noch bei dem schwicheren Signal in Spur 3 zwei Banden erkennen. Ganz links ist als
Positivkontrolle eingesetzter rekombinanter Leptinrezeptor zu sehen; er lief im SDS-
Page schneller als die humanen Gewebe, weil er nicht glykosiliert ist und deshalb ein

niedrigeres Molekulargewicht hat.

200 kD -

116 kD -
97 kD -

66 kD -

Abb. 17:

Western-Blot-Analyse von verschiedenen humanen Geweben bzw. Orga-
nen mit einem gegen samtliche Spleiliformen von OB-R gerichteten Anti-
korper (Spur 1: rekombinanter humaner OB-R, Spur 2: humaner Plexus
chorioideus, Spur 3: humanes Fettgewebe, Spur 4: humane Leber).

Der mit unterschiedlichen Methoden durchgefiihrte OB-R-Nachweis in mehreren
exemplarischen Geweben, Organen und Zellen verschiedener Spezies verdeutlicht, daf3
der Leptinrezeptor im Geno- wie im Phinotyp ubiquitir prisent ist. Uber seine
Aufgaben in der Peripherie ist auch heute noch viel unbekannt und bedarf weiterer
Erforschung. Insbesondere besteht die Frage nach einem ldslichen Leptinrezeptor beim
Menschen. Zwar gibt es cine entsprechende Spleilvariante wie beim Nagetier (Fei et

al., 1997; Takaya et al., 1996a) beim Menschen nicht (Chua et al., 1997), aber es
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konnte sein, dal durch enzymatisches Shedding ein zirkulierender Rezeptor von einer
anderen Isoform abgespalten wird.

Als Testsystem zur Klarung der Frage nach einer loslichen OB-R-Form diente die
humane Erythroleukdmiezellinie K562 (Lozzio und Lozzio, 1975). Sie wurde 1971 aus
einem Pleuraerguf3 eines Patienten mit chronisch myeloischer Leukdmie wihrend des
terminalen Blastenschubs gewonnen. Die pluripotente Zellinie hat mit 12 h eine sehr
kurze Populationsverdopplungszeit und liegt entsprechend ihrem anchorage

independent-Wachstum als Suspensionskultur vor (Abb. 18).

il

Abb. 18:
Suspensionskultur von K562-Zellen (Vergrolierung: 400-fach)

Der Grund, warum die K562-Zellinie als Testsystem gewéhlt wurde, war die Tatsache,
daB sie sich durch eine besonders hohe Leptinrezeptorexpression auszeichnet und sich
deshalb gut als Modell fiir Studien des Leptinrezeptors eignen sollte. Zunichst war es
notwendig, die K562-Zellen auf Transkriptions-, Translations- und Funktionsebene
diesbeziiglich genau zu charakterisieren, um entscheiden zu konnen, ob sie auch

wirklich als Testsystem geeignet waren.
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Die in Abb. 19 dargestellte RT-PCR zeigt, dafl die Zellen sowohl die lange wie auch die
kurze Rezeptorform besitzen. In Spur 1 ist die 100 bp-Leiter zu sehen, Spur 2 zeigt das
Leptinrezeptoramplifikat mit einem gegen alle Spleilvarianten gerichteten Primerpaar

und Spur 3 das PCR-Produkt des langen Rezeptors.

693 bp

351 bp

Abb. 19:
RT-PCR-Analyse von RNA aus K562-Zellen (Spur 1: 100 bp-Leiter,
Spur 2: OB-R [samtliche SpleiRformen], Spur 3: OB-Rb)

Mittels semiquantitativer RT-PCR konnte weiterhin gezeigt werden, da3 die kurze
Isoform bevorzugt exprimiert wird. Dazu wurden RT-PCR’s mit unterschiedlich vielen
Zyklen durchgefiihrt, wobei (beginnend mit so geringen Zykluszahlen, dall das
Amplifikat per Ethidiumbromidgelelektrophorese noch nicht zu detektieren war, und
endend in der Plateauphase) der gesamte exponentielle Bereich der PCR-Reaktion
erfait wurde. In Abb. 20 sind die RT-PCR-Amplifikate von OB-Rb und OB-Ra nach
18, 21, 24, 27, 30, 33 und 36 Zyklen zu sehen, wobei 4 verschiedene RNA-Mengen
(10 pg, 1 pg, 0,1 pgund 0,01 pug) eingesetzt wurden. Unter der Voraussetzung, dal3 sich
die Effizienz des Primer-Annealings nicht erheblich unterscheidet, zeigt das erheblich
frithere Auftreten der PCR-Signale bei der kurzen Leptinrezeptorisoform deren

mengenmiBiges Uberwiegen.
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OB-Rb OB-Ra

s 0,01 g

Abb. 20:

RT-PCR-Analyse von unterschiedlichen RNA-Mengen (10 pg, 1 ug,
0,1 pg und 0,01 pg) aus K562-Zellen nach 18, 21, 24, 27, 30, 33 und 36
Zyklen (links: OB-Rb, rechts: OB-Ra; Marker: 100 bp-Leiter)

Daf das Leptinrezeptortranskript in den K562-Zellen in auBBerordentlich grolen Mengen
vorkommt, ist daran zu erkennen, dafl auch mit weit weniger sensitiven Methoden
deutliche Signale zu erzielen sind. Im Northern-Blot lie} sich, wie in Abb. 21 gezeigt
ist, bereits mit 2,5 pg Total-RNA und einer Fimexpositionszeit von 1 min eine kriftige
Bande erhalten. Die Hybridisierungssonde, eine DIG-gelabelte cRNA-Probe, war gegen
die extrazellulire Doméne des Leptinrezeptors gerichtet, erkannte also alle Isoformen.
Das Leptinrezeptorsignal liegt oberhalb von 28 S (5,1 kb), das von GAPDH unterhalb
von 18 S (1,9 kb).
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28 S -

18 S -
- ew

Abb. 21:

Northern Blot-Analyse von RNA aus K562-Zellen (2,5 pg Total-RNA pro
Spur). Das Leptinrezeptorsignal liegt oberhalb von 28 S, das GAPDH-
Signal unterhalb von 18 S.

Auf Translationsebene liel sich der Leptinrezeptor ebenfalls gut nachweisen. Der in
Abb. 22 dargestellte Western-Blot mit einem gegen die ersten 20 N-terminalen Ami-
nosduren gerichteten polyklonalen Antikorper zeigt in Spur 2 das Signal der K562-Zel-
len. In Spur 1 befindet sich als Positivkontrolle rekombinanter Leptinrezeptor, der

unglykosiliert und damit niedermolekularer ist.

1 p
200kD - l
116 kD -
kD -
66 kD -

Abb. 22:

Western-Blot-Analyse von K562-Zellmembranen mit einem gegen samtli-
che Spleitformen von OB-R gerichteten Antikdrper (Spur 1: rekombi-
nanter humaner OB-R, Spur 2: K562-Zellen).
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Auch in Funktionsstudien beziiglich des Ligand-Rezeptor-Bindungsverhaltens erwies
sich die Zellinie K562 als geeignetes Studienobjekt fiir Untersuchungen des
Leptinrezeptors. Bei der Bindungsstudie wurden sowohl intakte Zellen als auch aus
diesen priparierte Zellmembranen bei 4 °C fiir 4 h mit 125J-markiertem rekombinantem
humanem Leptin (spezifische Aktivitét: ca. 500 Ci/mmol) inkubiert und durch Zugabe
von steigenden Konzentrationen von kaltem Leptin die Bindungsffinitit ermittelt. In

Abb. 23 ist die Verdringungskurve zu sehen; der Kp-Wert liegt bei 1 x 10
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Abb. 23:

Verdrangungskurve an K562-Zellen mit **J-Leptin

Abb. 24 zeigt die Sattigungskinetik; der Byax-Wert betrdgt 75 fmol/mg Protein:
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Abb. 24:
Sattigungskinetik an K562-Zellen mit ***J-Leptin
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AuBerdem wurde mit intakten K562-Zellen eine Cross-Linking-Studie durchgefiihrt,
indem die Zellen nach '**J-Leptin-Inkubation mit Disuccinimidylsuberat kreuzvernetzt
wurden. In Abb. 25 ist die Autoradiografie des entsprechenden SDS-Page’s dargestellt.
Man sieht einen Komplex von ca. 170 kD und einen im weit hohermolekularen Bereich,
woraus man schlieBen kann, da3 Leptin an Rezeptormonomere und -di- bzw. -polymere
bindet (Spur 1). Die Spezifitit ist durch die Verdringbarkeit durch einen Uberschuf3 an

kaltem Leptin gezeigt (Spur 2). Die Filmschwirzung im Bereich der Lauffront ist durch
125

freies °°J bewirkt.
1 2
200 kD -
116 kD -
97 kD -
66 kD -
45 kD -
<o -
Abb. 25:

Cross-Linking-Studie an K562-Zellen mit *°J-Leptin ohne (Spur 1) und
mit (Spur 2) einem UberschuR an kaltem Leptin

Da die K562-Zellen OB-Ra in besonders hohem Malle exprimieren, konnte man (analog
zu den Plexus chorioideus-Epithelzellen) erwarten, da3 im Sinne einer Transportfunk-
tion der kurzen Leptinrezeptorspleilvariante die Erythroleukdmiezellinie zur Leptin-
internalisation befdhigt sein sollte. Entsprechende, hdufig wiederholte Experimente
(Inkubation der Zellen mit '*J-Leptin, Entfernen von ungebundenem Liganden durch
eiskalten Puffer, Inkubation fiir 0, 5, 10, 20 und 40 min mit 37 °C warmem Puffer zur
Ermoglichung einer Internalisierung von gebundenem Liganden, Spiilen mit saurem
Puffer zur Dissoziation der Leptinbindung vom Rezeptor und schlielich Messung der
Saurewasch-resistenten Radioaktivitdt im y-Counter) fiihrten allerdings zu der Erkennt-
nis, dafl entgegen oben genannter Annahme die K562-Zellen nicht dazu in der Lage

sind, Leptin zu internalisieren, wie in Abb. 26 zu sehen ist.
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Abb. 26:

Keine Internalisation von **J-Leptin in K562-Zellen

Um sicherzustellen, daf3 dieser Negativbefund keine methodische Ursache hat, wurden

parallel zu den Leptininternalisierungsstudien Kontrollexperimente mit Erythropoetin

durchgefiihrt. Dazu mufite zundchst das Bindungsverhalten untersucht werden (Abb.

27), um schlieBlich die Fahigkeit zur Internalisierung von Erythropoetin zu iiberpriifen.

In Abb. 28 ist gezeigt, da3 die K562-Zellen Erythropoetin internalisieren kénnen.

Spezifische Bindung [%0]

Abb. 27:

100+

754

50

25+

T T T
1012 101 1010 109 108
Kaltes Erythropoetin [M]

Verdrangungskurve an K562-Zellen mit ***J-Erythropoetin
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Abb. 28:
Internalisation von **J-Erythropoetin in K562-Zellen

Nachdem die Erythroleukdmiezellinie K562 auf Transkriptions-, Translations- sowie
Funktionsebene ausgiebig charakterisiert worden war, wurde im folgenden die Frage
nach einem etwaigen l6slichen Rezeptor untersucht. Wenn man Analogien zwischen in
vitro-Modellen und der in vivo-Situation bilden mochte, dann konnte man das
Kulturmedium der K562-Zellen mit dem im menschlichen Korper zirkulierenden
Blutplasma vergleichen, d. h. sollten die K562-Zellen einen 16slichen Leptinrezeptor
produzieren, dann miiite dieser ins Medium abgegeben werden und dort nachzuweisen
sein.

Das diesbeziiglich untersuchte Medium von serumfrei kultivierten K562-Zellen wurde
nach Filtration durch ein 0,22 pm-Filter und Volumeneinengung per Centricon {iber
eine Sepharose-Séule gegeben, um eventuell noch vorhandene winzige Zellbruchstiicke,
welche den membranstindigen Rezeptor enthalten wiirden, mit Sicherheit zu
eliminieren.

Nachdem das auf diese Weise vorbehandelte Medium bei 4 °C fiir 4 h mit '*J-
markiertem Leptin inkubiert worden war, die eine Hélfte nur mit Tracer, die andere mit
einem Uberschuf an kaltem Leptin, wurden die Ansitze iiber eine Sephadex G-75-Séule

laufen gelassen und die Eluate fraktioniert gesammelt. Der Background wurde durch
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125

einen Kontrollauf nur mit Tracer (,, ~J-Leptin“) ohne Inkubation mit Medium

bestimmt.
Die Messung der Radioaktivitit der einzelnen Fraktionen ergab beim Ansatz ,,'*J-
Leptin + Medium* einen deutlichen Peak zu Beginn des Sdulenlaufs mit Maximum in

den Fraktion 7 - 8, der durch das unmarkierte Leptin (,,125

J-Leptin + Medium + kaltes
Leptin®) praktisch vollstindig verdrangt wurde; es handelte sich bei diesem Peak somit
um einen Komplex spezifischer Bindung zwischen Leptin und einem 16slichen
Bindungsprotein. Der zweite Peak mit Maximum in den Fraktion 12 — 13 ist freier
Tracer. Beim dritten Peak mit Maximun in den Fraktion 23 — 24 handelt es sich um

Tracerabbauprodukte. In Abb. 29 sind die Radioaktivitdtsmesungen dieser 3 Sdulenldufe

dargestellt.
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Abb. 29:

Chromatografische Auftrennung via Sephadex G-75-Saulenlauf von aus
K562-Zellkulturen gewonnenem Medium, welches (nach Filtration durch
ein 0,22 um-Filter, Volumeneinengung per Centricon und Aufreinigung
Uber eine Sepharose-Saule) mit **J-Leptin inkubiert worden war (Kreise),
im Vergleich zu einem entsprechendem Ansatz, dem zusatzlich ein
UberschuR an kaltem Leptin zugesetzt worden war (Dreiecke), sowie zu
einem Saulenlauf mit reinem Tracer (Vierecke). Auf der Ordinate sind die
einzelnen Eluat-Fraktionen aufgetragen, auf der Abszisse deren
gemessene Radioaktivitat
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DaB es sich bei dem 16slichen Bindungsprotein um den Leptinrezeptor handelt, konnte
durch Western Blot-Analyse gezeigt werden. In Abb. 30 ist dargestellt, daB3 das
Leptinrezeptorsignal im K562-Medium mit zunehmender Kultivierungsdauer (6 h, 12 h,
24 h, 48 h) starker wird. In Abb. 31 ist zu sehen, da} auch die Kultivierungstemperatur
iiber einen Zeitraum von 24 h einen Einflufl auf die freigesetzte Leptinrezeptormenge
hat; so wird die Bande von 4 °C iiber 20 °C bis zu 37 °C zunehmend kréftiger. Diese
beiden Befunde sprechen fiir eine aktive kontinuierliche Freisetzung eines 16slichen

Leptinrezeptors von den K562-Zellen ins Medium.

200 kD -

116 kD -
97 kD -

66 kD -

Abb. 30:

Western-Blot-Analyse mit einem gegen samtliche Spleiformen von OB-R
gerichteten Antikorper von aus K562-Zellkulturen gewonnenem Medium
nach unterschiedlich langen Kultivierungszeiten unter Standardbedin-
gungen (Spur 1: 6 h, Spur 2: 12 h, Spur 3: 24 h, Spur 4: 48 h)

1 2 3
116 kD - |IH
97 kD -
66 kD -

Abb. 31:

Western-Blot-Analyse mit einem gegen samtliche Spleiiformen von OB-R
gerichteten Antikorper von aus K562-Zellkulturen gewonnenem Medium
nach 24 h Kultivierung bei unterschiedlichen Temperaturen (Spur 1:
4 °C, Spur 2: 20 °C, Spur 3: 37 °C)
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3.4. Untersuchungen zur moglichen Leptin-vermittelten Si-
gnalUbertragung tber nervale Afferenzen

Fragestellung:

Gibt es neben dem humoralen Weg auch nervale Afferenzen, die die Signaltber-
tragung von Leptin aus der Peripherie zum ZNS vermitteln?

Im N. vagus verlaufen afferente Neurone, die Reize vom Magen-Darm-Trakt (sowie
auch von Herz und Lunge) zentripetal weiterleiten. Deren Perikaryen befinden sich im
Ganglion nodosum. Sollte das im Magen sezernierte Leptin tatsdchlich ber diese Neu-
rone wirken, dann miifdten an den gastralen Nervenendigungen Leptinrezeptoren existie-
ren, deren Synthese in den Zellkérpen und somit im Ganglion nodosum lokalisiert ware.
Im Ganglion nodosum der Ratte (Sprague-Dawley) durchgefiihrte RT-PCR"s mit gegen
samtliche Spleil3varianten gerichteten Primern sowie mit Primern, die nur die lange Iso-
form erkennen, ergaben positive Signale (Abb. 32). Auf die gleiche Weise wurde aul3er-
dem auch das Ganglion trigeminale der Ratte untersucht; auch dort war eine Leptinre-

zeptorexpression nachweisbar (Abb. 33).

693 bp -

342/
351 bp -

Abb. 32:

RT-PCR-Analyse von RNA aus dem Ganglion nodosum der Ratte (Spur
1: 100 bp-Leiter, Spur 2: GAPDH, Spur 3: OB-R [samtliche Spleil3for-
men], Spur 4: OB-Rb)
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Abb. 33:
RT-PCR-Analyse von RNA aus dem Ganglion trigeminale der Ratte (Spur
1: 100 bp-Leiter, Spur 2: OB-R [samtliche Spleiliformen], Spur 3: OB-Rb)

Um sicherzustellen, dalR die per RT-PCR amplifizierten Transkripte neuronalen Ur-
sprungs sind, wurden mit einem Laser-Mikroskop-System einzelne Neurone isoliert und
von diesen mit Primern gegen die lange sowie mit selektiv gegen die kurze Spleil3form
gerichteten Primern RT-PCR’s durchgeflhrt. Bei der relativ neuen Methode der Laser-
assistierten Zellisolierung werden 6 um dicke Gefrierschnitte nach Azeton/Ethanol-
Fixierung und Hamalaun-Féarbung wie folgt behandelt: Per UV-Laser-Fotolyse werden
einzelne Zellen vom Umgebungsgewebe separiert, dieses weggebrannt und die so frei-
praparierten Zellen mit einer per Mikromanipulator zu bewegenden Nadel gesammelt.
Pro Reaktionsansatz wurden 10 - 15 Zellquerschnitte gesammelt. In Abb. 34 sind die

einzelnen Schritte des Zellpickens dokumentiert:
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Abb. 34:

Laser-assistierte Zellisolierung von
Neuronen aus dem Ganglion no-
dosum der Ratte

fixierter und geféarbter Gefrier-
schnitt vor; die einzelnen Neurone
sind gut zu erkennen und deutlich
abgrenzbar; oberhalb davon befin-
det sich Glia, unterhalb die binde-
gewebige Kapsel

Foto 2 - Mit einem Laserstrahl
werden einzelne Neurone umfah-
ren und so vom Umgebungsgewebe
separiert.

Foto .3 - Das zwischen diesen
Neuronen befindliche Gewebe wird
per Laser-Fotolyse weggebrannt,
so daB die zu untersuchenden Zel-
len freiliegen.

Foto 4 - Die freipraparierten
Neuronquerschnitte werden mit
einer Mikromanipulator-gesteuer-
ten Nadel aufgesammelt und in ein
Reaktionstube fur die RT-PCR
Uberfahrt.

schlossen.
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Da aufgrund der kleinen Materialmenge die Reverse Transkription direkt ohne vorhe-
rige. RNA-Extraktion durchgefuhrt wurde, war es notwendig, Intron-lberspannende
Primer zu verwenden. In 75 % aller RT-PCR’s hat sich ein positives spezifisches Signal
gefunden, und zwar sowohl fur die lange als auch gegen die kurze SpleiRvariante (Abb.
35):

Abb. 35:

RT-PCR-Analyse von RNA aus mittels Laser-assistierter Zellisolierung
gepickten Neuronen des Ganglion nodosum der Ratte (linkes Foto: OB-
Rb, rechtes Foto: OB-Ra; jeweils erste Spur: 100 bp-Leiter)

Im Ganglion nodosum liel3 sich der Leptinrezeptor per Fluoreszenzimmunhistologie mit
einem gegen samtliche Spleil3varianten gerichteten Antikérper auch auf Proteinebene
nachweisen; 8,4 + 0,7 % der Perikarya reagierten mit dem Antikorper. Von diesen hat-
ten 81,4 + 0,9 % einen grofRen (= 25 um) und 18,6 £ 0,9 % einen kleinen (< 25 pum)
Durchmesser. Das obere Foto der Abb. 36 zeigt einen Cluster mit besonders vielen Lep-
tinrezeptor-positiven Neuronen; auf dem unteren Foto ist die Praabsorptionskontrolle zu

sehen:
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Abb. 36:

Fluoreszenzimmunhistologie im Ganglion nodosum der Ratte mit einem
gegen samtliche OB-R-Isoformen gerichteten Antiserum (oben: ohne
Praabsorption, unten: mit Praabsorption; VergréRerung: 450-fach)
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Um die den Leptinrezeptor exprimierenden Neurone weiter zu charakterisieren, wurde
in den Ganglia nodosa und trigeminalia von 8 Ratten, welchen am 2. und 3. postnatalen
Tag das Neurotoxin Capsaicin in einer Dosierung von 100 mg/kg KG intraperitoneal
injiziert worden war (die Effektivitat der Capsaicinapplikation war 5 Monate spater
durch den radioimmunologisch gemessenen Abfall der Neuropeptide CGRP [calcitonin
gene-related peptide] und Substanz P in der Lunge bestatigt worden) mittels quantitati-
ver RT-PCR ein mdglicher Capsaicineinflul auf den Leptinrezeptor-mRNA-Spiegel
untersucht; 10 unbehandelte Ratten dienten als Kontrolltiere.

Die fir die Real-time-PCR designten Primer und Sonde erkannten spezifisch die Se-
quenz von OB-Rb. Zusétzlich wurde fir alle Proben auch GAPDH quantitativ
bestimmt, so dal3 die gemessenen OB-Rb-Spiegel nicht nur auf die eingesetzte RNA-
Menge, sondern auch auf diesen internen Standard bezogen werden konnten. Da es sich
um eine vergleichende Untersuchung (Behandlungs- versus Kontrollgruppe) handelte,
waren nur Relationsangaben zwischen diesen von Interesse; so wurden die 1:2-
Verdlnnungsschritte der Standardkurve (beginnend mit der cDNA-Menge eines RT-
Ansatzes mit 1 ug RNA) mit 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 und 1024 bezeichnet
und die von den Proben erhaltenen MelRwerte auf diese Standardkurvenwerte bezogen.
Der Korrelationskoeffizient der OB-Rb-Standardkurve betrug 0,984.

Weder in den Ganglia nodosa noch in den Ganglia trigeminalia ergab sich bezuglich der
OB-Rb-mRNA-Menge kein Unterschied zwischen beiden Tiergruppen. Dabei spielte
es, da die GAPDH-Mengen konstant waren keine Rolle, ob die MelRwerte auf die RNA
oder GAPDH bezogen wurden. Aufgrund der bei PCR-Reaktionen unvermeidbaren
starken Schwankungen sind die Standardabweichungen grof3. In den beiden folgenden
Saulendiagrammen sind die Ergebnisse fir die Ganglia nodosa (Abb. 37) und tri-
geminalia (Abb. 38) gezeigt. Dal} die Capsaicin-sensitiven Neurone bezlglich der
Leptinrezeptorsynthese offenbar lediglich eine untergeordnete Rolle spielen, palit gut zu
der immunhistologischen Beobachtung, da mehr als vier Funftel aller Leptinrezeptor-
immunoreaktiven Neurone einen grof’en Durchmesser haben und damit nicht Capsaicin-

sensitiv sind.
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Abb. 37:

Ergebnis der quantitativen RT-PCR-Analyse von Ganglia nodosa von
Capsaicin-behandelten Rattenm (n =8) im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren (n = 8) beziiglich des OB-Rb-Expressionsspiegels (angege-
ben als auf die Standardkurve bezogener dimensionsloser Wert)
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Abb. 38:

Ergebnis der quantitativen RT-PCR-Analyse von Ganglia trigeminalia
von Capsaicin-behandelten Ratten (n = 8) im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren (n = 8) bezlglich des OB-Rb-Expressionsspiegels (angege-
ben als auf die Standardkurve bezogener dimensionsloser Wert)
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Im Plasma der Ratten wurde mit der Fragestellung einer méglichen Beeinflussung des
Leptinsystems durch die Capsaicin-bedingte nervale Schéadigung der Leptinplasma-
spiegel radioimmunologisch bestimmt. Doch auch hier unterschieden sich die beiden

Tiergruppen nicht voneinander, wie in Abb. 39 zu sehen ist:
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50
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Leptin-Plasmaspiegel [fmol/ml]

Kontrolle Capsaicin

Plasma

Abb. 39:

Ergebnis der radioimmunologischen Bestimmung des Leptinplasmaspie-
gels von Capsaicin-behandelten Ratten (n = 8) im Vergleich zu unbehan-
delten Kontrolltieren (n = 8)

Falit man die Daten der Leptinrezeptorexpression im Bereich der gastralen vagalen Af-
ferenzen zusammen, so laRt sich sagen, dal} knapp ein Zehntel der im Ganglion nodo-
sum vorhandenen Neurone (und zwar Uberwiegend die grof3en, Capsaicin-insensitiven)
an der Leptinrezeptorsynthese beteiligt sind. Dieser Befund unterstltzt die Hypothese
einer direkten, parakrinen Wirkung des im Magenfundus produzierten und insbesondere
bei fettreicher Nahrung durch Cholezystokinin verstarkt freigesetzten Leptins auf seinen
unmittelbar benachbarten Rezeptor im Sinne einer im Vergleich zum Blutweg schnelle-

ren und effektiveren kurzzeitregulatorischen Signaltbermittlung zum Gehirn.
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4. DISKUSSION

4.1. Untersuchungen zum Einflu® einer Hochfettdiat auf das
Leptinsystem

DaB3 Menge (hyperkalorisch vs. hypokalorisch) und Zusammensetzung (fettreich vs.
fettarm) der Nahrungsaufnahme auf die Entstehung der Adipositas und diese wiederum
auf die Leptinproduktion einen groBen Einflul haben, ist hinreichend bekannt. Doch
wie reagiert das Leptinsystem in seiner Gesamtheit, also nicht nur das Hormon Leptin,
sondern auch der Signaltransduktor OB-Rb sowie die kurze Isoform OB-Ra, auf eine
besonders fettreiche Erndhrung, und gibt es Verdnderungen bei den mit der Leptinsi-
gnaltransduktion interferierenden Faktoren SOCS-3 und PIAS-3?

Zur Klérung dieser Fragen wurde folgendes Studiendesign gewéhlt: Jeweils 20 méannli-
che Wistar-Ratten wurden {iber einen Zeitraum von iiber 4 Monaten einer Normalfutter-
gruppe sowie einer Hochfettdidtgruppe zugefiihrt. Das Normalfutter setzte sich aus
6,5 g Fett/100 g (= 15 % der metabolisierbaren Energie), 47,0 g Kohlenhydrat/100 g
und 23,5 g Protein/100 g zusammen, das fettreiche Futter bestand aus 21,0 g Fett/100 g
(= 42 % der metabolisierbaren Energie), 49,2 g Kohlenhydrat/100 g und 19,8 g
Protein/100 g. Die Tiere konnten sich ad libidum erndhren und wurden in regelméBigen
Abstinden gewogen.

Obwohl die Hochfettdidttiere zwar eine geringere Futtermenge zu sich nahmen, so daf}
der aufgrund des groBeren Fettgehaltes hohere Brennwert des Futters sogar liberkom-
pensiert wurde und der kalorische Intake unter dem der normal ernéhrten Ratten lag,
zeigte sich bei ihnen ein um ca. 10 % stirkerer Anstieg der Korpergewichtskurven im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Beobachtung geht mit dem Sachverhalt konform,
daBl Fette (im Gegensatz zu Kohlenhydraten) kaum oxidiert, sondern vorwiegend ge-
speichert werden (Schutz et al., 1989; Flatt et al., 1985). Entsprechend dem hdheren
Korpergewicht war das viszerale Fettgewebe deutlich vermehrt und der Leptingehalt im
Serum etwa verdoppelt.

Beim Leptinrezeptor und den untersuchten Suppressoren der Signaltransduktion gab es
keine Verdnderungen; die mRNA-Mengen von OB-Rb und OB-Ra sowie von SOCS-3

und PIAS-3, gemessen im Hypothalamus sowie in mehreren peripheren Geweben wie
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weillem Fettgewebe, Leber usw., waren bei beiden Tiergruppen gleich. Somit zeigen die
Ergebnisse dieser Studie, dall Leptinsynthese und OB-R-Expression unter den Bedin-
gungen dieses Experiments unabhingig voneinander reguliert werden und dal3 eine
Hochfettdidt keinen SOCS-3- oder PIAS-3-Expressionsanstieg induziert.
Experimentelle Studien mit verschiedenen Spezies haben gezeigt, daB3 eine fettreiche
Erndhrung generell eine stirkeren Gewichtszunahme bewirken als fettarme Nahrung,
allerdings meistens durch Hyperphagie bedingt (Scafani, 1980). Der Grund, warum in
dieser Studie der ad libidum-Konsum einer Hochfettdidt zu keinem erhdhten kalori-
schen Intake gefiihrt hat, ist zwar nicht ganz klar, aber der Befund wird durch dhnliche
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, die vergleichbare Protokolle verwendet haben,
gestiitzt (Chavez et al., 1998; Giraudo et al., 1994). Daf3 es, obwohl die aufgenommene
kcal-Menge sogar etwas geringer war, bei den Hochfettdidttieren zu einer Fettgewebs-
und damit Korpergewichtszunahme gekommen ist, demonstriert eindriicklich, da} mit
der Nahrung aufgenommenes Fett in besonders hohem Malle im Korperfettdepot ge-
speichert wird und so zu einer stirkeren Korperfettzunahme fiihrt als bei einer Nah-
rungszusammensetzung mit einem geringeren Fettanteil (Boozer et al., 1995; Flatt,
1992).

Wihrend im Rahmen der vorliegenden Studie der Leptinserumspiegel proportional zum
Gewicht des epididymalen Fettgewebes anstieg, blieb der Expressionsspiegel des
Leptinrezeptors unverandert. Dieser Befund steht im Widerspruch zu Untersuchungen
einer anderen Arbeitsgruppe, welche bei ob/ob-Mdusen eine inverse Beziehung
zwischen Leptinsignal und hypothalamischer Leptinrezeptor-Expression festgestellt hat:
Die ob/ob-Maduse hatten 2 - 3-fach erhohte OB-Rb-mRNA-Spiegel im Vergleich zu
Wildtypkontrollen; eine systemische Leptinapplikation fiihrte bei den aufgrund einer
Mutation im Leptingen nicht zur Leptinproduktion befdhigten ob/ob-Midusen zu einer
Reduktion der OB-Rb-Expression, woraus man einen direkten oder indirekten
Suppressoreffekt des Hormons auf seinen Rezeptor ableiten kann (Baskin et al., 1998).
Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei db/db-Miusen erhalten: Auch hier war im
Hypothalamus die OB-Rb-mRNA auf das 2 - 3-fache der Norm erhoht; zwar haben
diese Miuse eine sehr hohe Leptinproduktion, doch ist aufgrund einer Mutation im
Leptinrezeptorgen die Leptinsignalwirkung gestort (Baskin et al., 1998; Mercer et al.,
1997). Die Frage, welchen Einflul eine akute Reduktion der Leptinsynthese durch
Fasten auf die Leptinrezeptortranskription hat, wird in der Literatur unterschiedlich

beantwortet. Befunden eines Anstiegs der hypothalamischen Leptinrezeptorexpression
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(Baskin et al., 1998), die mit deren inversen Beziechung zum Leptinsignal konform
gehen, stehen Daten eines Abfalls der Leptinrezeptor-mRNA im Hypothalamus unter
Fasten entgegen (Cai und Hyde, 1999; Bennett et al., 1998). Diese Diskrepanz macht
deutlich, daB zumindest im Zustand des Fastens die Leptinrezeptorexpression nicht
ausschlieBlich unter der Kontrolle des zirkulierenden Leptins steht, sondern zusdtzliche
Faktoren wie z. B. Metabolite andere Hormone eine Rolle spielen.

Bisher gibt es nur eine Studie, in welcher bei Ratten der Effekt einer Hochfettdidt auf
die Leptinrezeptorexpression untersucht worden ist: Dabei kam es bei ménnlichen
Wistar-Ratten nach einer Hochfettdiéit mit 34,0 g Fett/100 g iiber einen Zeitraum von
98 d in den Hirnkapillaren zu einem Anstieg der OB-Ra-mRNA auf das 11-fache des
Wertes einer Kontrollgruppe, wobei die Leptinserumspiegel in der Hochfettdidtgruppe
trotz Korpergewichtsanstieg um mehr als 20 % bezogen auf die Kontrolltiere nicht an-
gestiegen waren (Boado et al., 1998). Daraus schlossen die Autoren, da3 die Hochre-
gulation der OB-Ra-Expression unmittelbar durch die fettreiche Erndhrung bewirkt
worden sei und kein Zusammenhang mit dem zirkulierenden Leptin bestanden habe.
Leider gibt die Studie keinerlei Information zur OB-Ra-Expression in neuronalen Ge-
weben, was keinen direkten Vergleich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
ermoglicht. Offenbar wird die OB-Ra-Expression in Abhingigkeit von einer Hochfett-
didt in Hirnkapillaren und hypothalamischen Neuronen unterschiedlich reguliert.

Es ist bekannt, daB3 Leptin seine Effekte durch Aktivierung von OB-Rb und anschlie-
ende Stimulation des JAK-STAT-Systems bewirkt, welches an der Signaltransduktion
einer Reihe von Zytokinen beteiligt ist (Wang et al., 1997a). AuBBerdem gibt es mehrere
Zytokin-induzierbare Inhibitoren der JAK-STAT-Signalweiterleitung, wie den Suppres-
sor der Zytokinsignaltransduktion SOCS und den Proteininhibitor der aktivierten
Signaltransduktoren und Transkriptionsaktivatoren PIAS. In vitro-Experimente haben
gezeigt, dal SOCS-3 die Leptin-induzierte Signaltransduktion blockiert (Bjorbaek et
al., 1999). Die Tatsache, dal Leptin bei Ratten die SOCS-3-Expression im Hypotha-
lamus und einigen peripheren Geweben nach zentraler sowie nach peipherer Applika-
tion induziert (Emilsson et al., 1999; Bjorbaek et al., 1999), legt die Vermutung nahe,
daf die Aktivierung von SOCS-3 an der Entwicklung der Leptinresistenz beteiligt ist.
Da bei der vorliegenden Arbeit die durch die Hochfettdidt verursachte Adipositas mit
einem Anstieg des Leptinserumspiegels einherging, wurde bei den Hochfettdiéttieren
die Moglichkeit einer Leptin-induzierten SOCS-3-mRNA-Zunahme im Hypothalamus

und einigen peripheren Geweben untersucht. Zusétzlich wurde der PIAS-3-
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Expressionsspiegel bestimmt, von dem bekannt ist, da3 er durch Interleukin-6, welches
ebenso wie Leptin tiber den JAK-STAT-Weg agiert, erhoht wird (Chung et al., 1997).
Ein moglicher Grund, warum in dieser Arbeit die Transkription von SOCS-3 und
PIAS-3 unter der Hochfettdidt unverandert blieb, wahrend exogen zugefiihrtes Leptin
durchaus zu einer deutlichen Erhéhung des SOCS-3-mRNA-Gehaltes sowohl im Hypo-
thalamus als auch in der Peripherie fiihrte, konnte darin liegen, dall der Leptinserum-
spiegel unter der fettreichen Erndhrung trotz anndhernder Verdoppelung im Vergleich
zur Kontrollgruppe fiir die Aktivierung dieser Gene zu niedrig war. In den oben ge-
nannten Experimenten mit der SOCS-3-Expressionsinduktion nach Leptinapplikation
wurden sehr hohe Dosen verwendet (Emilsson et al., 1999; Bjorbaek et al., 1999), so
daB3 die Serumspiegel um ein Vielfaches hoher waren.

Somit fithren die im Rahmen des Hochfettdidtexperimentes gewonnenen Daten, ndm-
lich daB trotz Adipositas, Fettgewebszunahme und Leptinserumspiegelanstieg eine Ver-
anderung der Expressionsspiegel von OB-Rb, OB-Ra, SOCS-3 und PIAS-3
ausgeblieben ist, zu der Aussage, dal3 fettreiche Erndhrung per se keinen mefbaren
EinfluB3 auf die Transkription des Leptinrezeptors oder die untersuchten Suppressoren

der Zytokin-induzierten Signaltransduktion hat.

4.2. Untersuchungen zum Leptintransport durch die Blut-L.i-
guor-Schranke

Die Hypothesen, dafl das im Blut zirkulierende Leptin iiber den Plexus chorioideus, der
Barriere zwischen Blut und Liquor cerebrospinalis (Johanson, 1995; Cserr, 1971) und
der Stitte der Liquorproduktion (Spector und Johanson, 1989), aufgenommen und in
den Liquor cerebrospinalis transportiert wird oder dal es iiber den Plexus chorioideus
eine Leptinclearance aus dem Liquor cerebrospinalis in die Blutzirkulation gibt, sind so
alt wie die Entdeckung des Leptinrezeptors selbst. SchlieBlich wurde der Leptinrezeptor
erstmals im murinen Plexus chorioideus durch Expressionsklonieren und Sequenzieren
identifiziert, und zwar in iiberaus hohem Ausmal} die trunkierte Spleilform OB-Ra
(Tartaglia et al., 1995).

Einige indirekte experimentelle Hinweise scheinen die Richtigkeit dieser Hypothese zu
untermauern. Zum einen sind dies tierexperimentelle Untersuchungen, welche gezeigt

haben, dal3 Leptin {iber einen séttigbaren Transportmechanismus aus dem in der Peri-
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pherie zirkulierenden Blut ins Gehirn gelangt (Banks et al., 1996) und dal3 bei adipdsen
Maiusen bei Leptingabe via peripherer Infusion eine Leptinresistenz vorliegt, bei icv.-
Applikation hingegen die Leptinwirkung nicht eingeschrinkt ist (Halaas et al., 1997),
woraus man die Vermutung ableiten kann, da3 die Leptinresistenz bei peripherer Gabe
durch einen Transportdefekt ins ZNS bedingt sein kdnnte. Zum anderen gibt es experi-
mentelle Beobachtungen an Menschen: Die Leptinkonzentration im Liquor cerebrospi-
nalis hat sich bei adipdsen Probanden nicht proportional zum Leptinplasmaspiegel er-
hoht, sondern ist niedriger geblieben (Caro et al., 1996; Schwartz et al., 1996), was zu
der Annahme fiihren kann, daf es im Bereich der Blut-Liquor-Schranke eine limitierte
Transportkapazitit gibt. Aulerdem konnte beim Menschem iiber die radioimmunologi-
sche Messung des Liquor/Serum-Albumin-Quotienten gezeigt werden, dall es einen
sattigbaren Transport von zirkulierendem Leptin in den Intrathekalspalt gibt (Koistinen
etal., 1998).

All diese Experimente, bei denen eine systemische Leptininfusion mit gleichzeitiger
Leptinmessung im Liquor cerebrospinalis durchgefiihrt worden waren, sind zwar Me-
thoden der Wahl fiir die Untersuchung der Transportkinetik, sie sind aber nicht dazu
geeignet, den exakten Transportweg aufzuzeigen. Es gab bisher noch keine direkte ex-
perimentelle Bestitigung der Hypothese, dall der Leptintransport zwischen Blutzirkula-
tion und Gehirn spezifisch iiber die am Plexus chorioideus lokalisierte kurze Spleif3vari-
ante des Leptinrezeptors vermittelt wird.

Da fiir die Barrierefunktion der Blut-Liquor-Schranke sowie fiir die Liquorproduktion
die Epithelzellen des Plexus chorioideus verantwortlich sind (Netzky und Shuanghoti,
1975), wurden im Rahmen dieser Arbeit Primérzellkulturen von Epithelzellen des
porcinen Plexus chorioideus angelegt. Aus anderen Studien war bereits bekannt, daf3
Plexus chorioideus-Zellen in Kultur etliche fiir die Blut-Liquor-Schranke charakteristi-
sche Merkmale beibehalten (Gath et al., 1997).

Der Grund, warum die Plexusepithelzellen iiber den langen Zeitraum von 10 - 14 d kul-
tiviert wurden, bestand zum einen in der Tatsache, dall die Zellen eine sehr langsame
Populationsverdopplungszeit aufweisen, welche durch das zwecks Hemmung des Fi-
broblastenwachstums zugesetzte Zytosin-Arabinosid noch zusétzlich reduziert wurde,
und zum anderen in der Eigenheit der Zellen, nur in Form von Zellclustern gut an den
KulturgefaBboden anzuwachsen, weshalb die Zellaussaat nie so gleichméBig wie bei
einer Einzelzellsuspension sein konnte und ein vollstindig konfluenter Monolayer des-

halb erst nach entsprechend lédngerer Kultivierungsdauer ausgebildet war. Wegen der
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mangelnden Adhérenz als Einzelzellsuspension lieBen sich die Plexuszellen auch nicht
trypsinieren. Da Primérzellkulturen oftmals schon nach kurzer Kultivierungszeit dedif-
ferenzieren und somit typische Charakteristika verlieren konnen (Beuckmann et al.,
1995; Hirota et al., 1989), war es zunéchst notwendig, die kultivierten porcinen Plexus
chorioideus-Epithelzellkulturen beziiglich Expression und Funktion des Leptinrezeptors
zu iiberpriifen:

Mittels RT-PCR wurde gezeigt, da3 die Zellen iiber die OB-R-Message verfligen. Die
Polymerasekettenreaktion wurde in Ermangelung der porcinen Sequenz mit gegen den
humanen Leptinrezeptor gerichteten Primern durchgefiihrt. Mit einem an das Transkript
der extrazelluldren Domine annealenden und somit sémtliche Isoformen erkennenden
Primerpaar lieB3 sich das zu erwartende Signal fiir die OB-R-Amplifikation erhalten; die
Spezifitiat wurde durch Sequenzieren bestdtigt. Der Versuch, mit einem zweiten Primer-
paar OB-Rb zu detektieren, schlug fehl, entweder weil die lange SpleiBvariante in nur
geringen Malle exprimiert wird oder weil aufgrund der unterschiedlichen Spezies
(Schwein vs. Mensch) ein Primer-Mismatch vorlag.

Zusétzlich wurde eine Northern Blot-Analyse mit einer DIG-gelabelten cRNA-Sonde,
welche alle Leptinrezeptorisoformen erkannte, durchgefiihrt. Das durch Hybridisierung
und anschlieBende Detektion erhaltete Signal fiir den Leptinrezeptor befand sich knapp
oberhalb von 28 S und hatte damit ein sehr dhnliches gelelektrophoretisches Laufver-
halten wie entsprechende Northern Blot-Ergebnisse bei der Maus (Tartaglia et al.,
1995). Beim Vergleich von frischem Plexus chorioideus mit 2 Wochen lang kultivierten
Zellen zeigte sich, daB der OB-R-Expressionsspiegel bezogen auf GAPDH gleich
geblieben war. Absolut betrachtet war die Bandenintensitit des Leptinrezeptorsignals
bei den Plexus chorioideus-Zellen in Kultur sogar stirker als beim direkt vom
Schlachthof geholten Gewebe, bei welchem trotz Kiihlung eine Transport-bedingte
teilweise RNA-Degradation unvermeidbar war.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, da3 die porcinen Plexus chorioideus-Epithelzellen
in Kultur nicht nur Leptinrezeptortranskripte, sondern auch das intakte und funktions-
tiichtige Rezeptorprotein in hohem Mafe produzieren. Die fiir die Ligand-Rezeptor-
Funktionsstudien notwendigen Inkubationen wurden mit 125]-markiertem rekombinan-
tem murinem Leptin durchgefiihrt. Die spezifische Aktivitdt des Tracers betrug ca.
500 Ci/mmol. Das Bindungsverhalten der kultivierten Zellen wurde mit dem von aus
frischen porcinen Plexus chorioidei praparierten Zellmembranen verglichen und ergab

eine nahezu identische Bindungsaffinitit mit einer Dissoziationskonstanten von
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8 x 107"°. Dieser Kp-Wert stimmt gut mit der Affinitit der Leptinbindung an mit OB-Ra
transfizierten COS-7-Zellen iiberein (Tartaglia et al., 1995). Die Bindung war mit
kaltem Leptin verdrdangbar; aulerdem war sie sittigbar.

Aufgrund der Charakterisierung der porcinen Plexus chorioideus-Epithelzellen hatten
sich die Primérkulturen fiir Studien der Leptin-OB-R-Interaktion als duBlerst geeignet
erwiesen. Um herauszufinden, welchen Weg das '*°J-Leptin nach der Bindung an seinen
Rezeptor geht, wurde tiberpriift, ob die porcinen Plexus chorioideus-Zellen in der Lage
sind, Leptin spezifisch, d. h. Leptinrezeptor-vermittelt, zu internalisieren. Es ist bereits
gezeigt worden, daf Leptin liber den auf den Hirnkapillaren der Ratte lokalisierten Lep-
tinrezeptor internalisiert werden kann (Bjorbaek et al., 1998; Golden et al., 1997), und
Studien an mit OB-R transfizierten COS-7-Zellen (Barr et al., 1999) bzw. CHO-Zellen
(Uotani et al., 1999) ergaben ebenfalls die Moglichkeit der Leptininternalisation. Be-
zliglich des Internalisierungsverhaltens gibt es Parallelen zum verwandten Interleukin-6-
Rezeptor, weil dessen mit OB-R strukturelle Ahnlichkeit aufweisende gp 130-Unterein-
heit eine fiir die Fahigkeit zur Internalisation wichtige Dileuzinsequenz aufweist
(Dittrich et al., 1994).

Um zu kldren, wie es sich beziiglich der OB-R-vermittelten Leptininternalisierung bei
den Plexus chorioideus-Zellen verhélt, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Zellen in Kultur nach Tracerinkubation bei 4 °C fiir 4 h griindlich mit PBS gewaschen,
um nichtgebundenen Liganden moglichst vollstdndig zu entfernen, und dann durch In-
kubation bei 37 °C fiir unterschiedlich lange Intervalle von 0 - 40 min dem Leptinre-

125J-Leptin zu internalisieren. SchlieB3-

zeptor die Gelegenheit gegeben, das gebundene
lich wurden die Zellen zwecks Dissoziation nicht internalisierten '*°J-Leptins vom Re-
zeptor mit einem sauren Puffer (pH 2,5) gewaschen und die Sdurewasch-resistente Ra-

125J-Leptin bestimmt. Das Maxi-

dioaktivitdt als MaB fiir die Menge an internalisiertem
mum der Internalisierung wurde nach 5 - 10-mintitiger 37 °C-Inkubation erreicht, da-
nach kam es zu einem stetigen Abfall der Radioaktivitit. Ein solcher Abfall wurde auch
von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, und zwar bei Internalisationsstudien von an-
deren Zytokinen wie Erythropoetin und Interleukin-6; gedeutet wurde er als Freisetzung
der Radioaktivitdt nach Degradation des Liganden innerhalb der Zelle (Barr et al.,
1999). Vielleicht trifft diese Moglichkeit auch fiir den Abfall der gemessenen Radioak-

tivitdt im Rahmen dieser Arbeit zu; es konnte aber auch sein, da3 es sich um eine Lep-

tinrezeptor-vermittelte Exozytose des internalisierten Hormons handelt. Letztere Inter-
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pretation palit am ehesten zu der postulierten Transzytosefunktion des Plexus chorioi-
deus.

Aufgrund der mit den kultivierten porcinen Plexus chorioideus-Epithelzellen erhaltenen
Ergebnisse beziiglich Expression und Funktion des Leptinrezeptors 146t sich konstatie-
ren, dal} es sich um ein praktikables und geeignetes in vitro-Modell fiir Untersuchungen
der Leptin-OB-R-Interaktionen inklusive Transportstudien handelt, mit dem man auf
zelluldrer Ebene Aussagen iiber den Weg von '**J-Leptin nach dessen Bindung an sei-
nen Rezeptor machen kann. Die Beobachtung, da3 die Zellen Leptin schnell und spezi-
fisch internalisieren, konnte den ersten Schritt des Transportes durch die Blut-Liquor-
Schranke darstellen.

Ob ein Einwirtstransport in Richtung ZNS, wie er von einigen Autoren angenommen
wird (Devos et al., 1996; Lynn et al., 1996) funktionell tatsdchlich sinnvoll ist, ist nicht
endgiiltig geklért. Leptin hatte in Tierexperimenten, wenn es icv. injiziert wurde, zwar
dhnliche Effekte beziiglich der Korpergewichtsregulation wie nach peripherer Applika-
tion (Campfield et al., 1995; Stephens et al., 1995), wurde jedoch die Dosis reduziert,
verschwand die Wirkung, obwohl dieselbe Leptinmenge, direkt in den Hypothalamus
appliziert, die Nahrungsaufnahme deutlich verringerte (Jacob et al., 1997). Ein anderes
Ergebnis 146t ebenfalls an der physiologischen Relevanz eines Plexus chorioideus-ver-
mittelten Einwiértstransportes von Leptin ins Gehirn zweifeln, ndmlich der Befund, dal3
die Koletsky-Ratte (ihr fehlen aufgrund eines mutationsbedingten pramaturen Stop-Co-
dons in der extrazelluldiren Doméne samtliche OB-R-Isoformen (Ishizuka et al., 1998;
Takaya et al., 1996b)) keinen niedrigeren Leptingehalt im Liquor cerebrospinalis auf-
weist als normale Kontrolltiere (Wu-Peng et al., 1997). Zwar hat die Koletsky-Ratte
einen im Vergleich zur Norm etwa 10-fach erhdhten Leptinplasmaspiegel (Wu-Peng et
al., 1997) und ist bei ihr der Transport von Leptin aus dem Blut ins Gehirn reduziert
(Kastin et al., 1999), doch 14Bt sich das Vorkommen von Leptin im Liquor trotz
fehlenden OB-R-Besatzes der Epithelzellen der Blut-Liquor-Schranke nur dadurch
erkldren, da3 es neben einem spezifischen Transport durch den Plexus chorioideus einen
anderen, Leptinrezeptor-unabhingigen Weg der zentralen Leptinaufnahme geben muf3
und das Hormon per diffusionem von den zirkumventrikuldren Organen in den Liquor
gelangen kann (Bjorbaek et al., 1998). Bedenkt man weiterhin, daf} die Oberflache der
Blut-Hirn-Schranke die der Blut-Liquor-Schranke um mehr als das 1.000-fache
tiberschreitet (Pardridge, 1997), erscheint die Moglichkeit, da3 der Plexus chorioideus

das Leptin nicht aus dem Blut, sondern aus dem Gehirn erhélt, eher plausibel. Dann
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wire die OB-R-vermittelte Transportaufgabe der Blut-Liquor-Schranke vielmehr in
einem Auswirtstransport im Sinne einer Leptinclearance zu sehen (Uotani et al., 1999;
Elmquist et al., 1998). Welche dieser Optionen tatsdchlich von biologischer Bedeutung
ist, bleibt noch zu kldren. Sicher ist jedenfalls, daf3 die Plexus chorioideus-Epithelzellen

zu einer entsprechenden Internalisation befdhigt sind.

4.3. Untersuchungen zur mdoglichen Existenz eines l0slichen
Leptinrezeptors beim Menschen

Im Rahmen der Suche nach geeigneten Geweben, Organen oder Zellen als Quelle fiir
einen loslichen Leptinrezeptor, wurden in dieser Arbeit eine Vielzahl von OB-R-Nach-
weisen durchgefiihrt, welche die vielseitige Existenz des Rezeptors deutlich machen
und zeigen, da3 die Betrachtung von Leptin als bloBen Séttigungsfaktor mit Wirkung an
hypothalamischen Kerngebieten bei weitem nicht dem gesamten Spektrum des Hor-
mons gerecht wird; denn Leptin hat zusitzlich zu seiner zentralen Aufgabe mannigfal-
tige Funktionen in der Peripherie (Cioffi et al., 1996; Lee et al., 1996; Tartaglia et al.,
1995).

Wihrend der Leptinrezeptor ubiquitdr vorkommt, wird Leptin zum iiberwiegenden Teil
von den Adipozyten produziert und sezerniert, und zwar sowohl vom weil3en (Masazuki
et al., 1995; Zhang et al., 1994) als auch vom braunen Fettgewebe (Maffei et al.,
1995a). Die Leptin-mRNA ist in den subkutanen Adipozyten héher exprimiert als im
omentalem Fettgewebe (Montague et al., 1997b; Masuzaki et al., 1995). Bei einer
ausgeglichenen Energiebilanz ist das im Blut zirkulierende Leptin ein biologischer
Marker fiir die GroBBe der Fettgewebsdepots (Van Gaal et al., 1999), also fiir die vor-
handenen Energiespeicher, und korreliert deshalb mit dem Korperfettgehalt bzw. dem
BMI (Sinha et al., 1997; Considine et al., 1996; McGregor et al., 1996; Rosenbaum et
al., 1996; Maffai et al., 1995b).

Ist die Energiebilanz jedoch nicht im Steady-State, kommt es zu iiberschiefenden Ver-
anderungen des Leptinspiegels im Blut; so fiihrt plotzliches Fasten voriibergehend zu
einem heftigen Leptinabfall (Boden et al., 1996; Kolaczynski et al., 1996a), und eine
akute Steigerung der Nahrungsaufnahme bewirkt einen passageren Leptinanstieg

(Kolaczynski et al., 1996b).
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Desweiteren verdndert sich der Leptinspiegel proportional zur Leptin-mRNA
(MacDougald et al., 1995), wobei der Leptinexpressionsspiegel pro Zelle mit dem
Fettgehalt und der korrespondierenden Grofle des einzelnen Adipozyten korreliert
(Halaas et al., 1995). Auf welche Weise Adipozyten in der Lage sind, ihren eigenen
Fettgehalt zu messen und die Leptinexpression daran anzupassen, ist unbekannt
(Friedman und Halaas, 1998). Es gibt allerdings Hinweise auf einen direkten
parakrinen oder sogar autokrinen Effekt von Leptin auf die lipolytische Aktivitdt von
isolierten Adipozyten (Frihbeck et al., 1997), und man wei}, da Leptin die
Genexpression der Azetyl-CoA-Karboxilase, die Fettsduresynthese und die
Lipidsynthese, biochemische Reaktionen, die ohne den EinfluB zentral vermittelter
Regulationsvorginge zur Fettakkumulation beitragen, reduziert (Frihbeck et al., 1998b;
Bai et al., 1996) sowie zusitzlich zu dieser Inhibition der Lipogenese die Lipolyse
stimuliert (Frihbeck et al., 1997). Sympathikusaktivierung, z. B. durch Kélteexposition,
fiihrt zu einem Abfall der Leptin-mRNA-Menge und im gleichen Verhéltnis zu einem
Abfall des Leptinspiegels im Blut (Trayhurn, 1996; Trayhurn et al., 1995).

Zwar ist das Fettgewebe die bei weitem iiberwiegende Produktionsstitte fiir Leptin,
doch wird das Hormon auch von den Synzytiotrophoblasten der Plazenta (Hassink et
al., 1997; Hoggard et al., 1997; Masuzaki et al., 1997), den Epithelzellen der weibli-
chen Brustdriise (O brien et al., 1999; Smith-Kirwin et al., 1998), der Magenfundusmu-
kosa (Mix et al., 1999; Bado et al., 1998) sowie in mehrenen Hirnarealen der Ratte
(Morash et al., 1999; Li et al., 1999) synthetisiert, allerdings in so geringen Mengen,
daf} sie im Vergleich zum Fettgewebe quantitativ kaum ins Gewicht fallen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei der Ratte mit gegen die Leptin-mRNA gerichteten
Primern ausschlieflich im Fettgewebe eine starke Amplifikation erhalten, doch weder
im Hypothalamus, noch im Hippokampus, dem Mesenzephalon, dem Zerebellum oder
dem Kortex kam es zu einem positiven Signal. Der Widerspruch zur Literatur ist wahr-
scheinlich durch eine geringere methodische Sensitivitidt zu erkldren; es konnte aber
auch sein, dal der jeweilige Tierstamm oder der aktuelle Erndhrungsstatus des Tieres
EinflugroBen beziiglich einer zentralen Leptinsynthese darstellen.

Im Gegensatz zum Hormon kommt der Leptinrezeptor im Organismus an den unter-
schiedlichsten Lokalisationen vor, wie u. a. in nicht-hypothalamischen Hirnarealen, in
subkutanem und viszeralem Fettgewebe, in der Plazenta, der Nabelschnur, dem kardio-
vaskuldren System, den Nieren, dem Pankreas, den Knochenmarkzellen und den Leu-

kozyten, um nur einige wenige Beispiele zu nennen.
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Der Befund, daB3 der Leptinrezeptor nicht nur im Hypothalamus, sondern in vielen ande-
ren Bereichen des Gehirns exprimiert wird, macht deutlich, dal nicht blo das Satti-
gungszentrum Wirkort des Leptinsystems ist. Von einer anderen Arbeitsgruppe wurde
der unerwartete Befund erhoben, dal3 der OB-Rb-Expressionsspiegel im Zerebellum den
im Hypothalamus um das 5-fache iibersteigt (Bjorbaek et al., 1998); eine funktionelle
Erklarung dafiir steht noch aus.

Auf seine eigene Produktionsstitte, das Fettgewebe, wirkt Leptin vielleicht im Sinne
eines negativen feed back, eventuell sogar para- oder autokrin (Frihbeck et al., 1997).
Das Vorkommen des Leptinrezeptors in Plazenta und Nabelschnur 148t auf eine direkte
periphere Wirkung auf Wachstum und Entwicklung des Feten schliefen. Die Bedeutung
von Leptin in der fetoplazentaren Einheit wird allein schon durch die Leptineigenpro-
duktion der Plazenta deutlich (Henson et al., 1998; Hassink et al., 1997; Hoggard et al.,
1997; Masuzaki et al., 1997). In diesem Kontext sei der Einflul des Leptinsystems auf
die Reproduktion erwéhnt, welcher bereits durch die durch Leptingabe reversible Infer-
tilitdt der ob/ob-Méuse (Mounzih et al., 1997; Barash et al., 1996; Chehab et al., 1996)
sowie die Amenorrhd bei Anorexia nervosa (Audi et al., 1998; Stoving et al., 1998)
offenkundig ist. In der Evolution ist es sicher sinnvoll, wenn eine Substanz wie Leptin
das reproduktive System via Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse dariiber in-
formiert, ob die Fettdepots fiir eine erfolgreiche Fortpflanzung ausreichen; in Hunger-
perioden wire das Uberleben des Nachwuchses kaum gewihrleistet.

Die Wirkung des Leptinsystems auf das GefdBendothel wurde durch in vitro- und in
vivo-Experimente aufgezeigt, in welchen eine angiogenetische Aktivitdt von Leptin
nachgewiesen wurde (Bouloumie et al., 1998); so induziert Leptin bei normalen Ratten
in der Kornea eine Neovaskularisation, wéhrend bei den Leptinrezeptor-defizienten
fa/fa-Ratten diese Wirkung ausbleibt (Sierra-Honigmann et al., 1998).

Leptin wirkt auBerdem auf das Tubulussystem der Nieren im Sinne einer Steigerung der
Diurese und Natriurese. Eine zweistiindige Leptininfusion in eine A. renalis flihrt bei
der Ratte zu einer ipsilateralen Erhéhung des Urinvolumens und der Natriumausschei-
dung ohne Verdnderung der glomeruléren Filtrationsrate (Haynes et al., 1997).

Sehr interessant ist die Rolle von Leptin und seinem Rezeptor beim Pankreas. Leptin ist
ein Inhibitor der Insulinsekretion (Ahren und Havel, 1999; Poitout et al., 1998;
Emilsson et al., 1997; Fehmann et al., 1997; Kieffer et al., 1997), indem es das Zell-
membranpotential erhdht und die intrazelluldire Kalziumkonzentration erniedrigt. Man

kann sich die adipoinsulidre Achse so vorstellen, daf einerseits Insulin eine Signalwir-
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kung fiir den Adipozyten hat und die Leptinexpression und —sekretion erhoht (Rentsch
und Chiesi, 1996; Wabitsch et al., 1996), andererseits das von diesem freigesetzte Lep-
tin im Sinne eines negativen feed back dem endokrinen Pankreas meldet, dal kein wei-
teres Insulin mehr benotigt wird, um die Fettspeicher aufzufiillen. Insofern kdnnte eine
nicht ausreichende Insulinsuppression durch Leptin, sei es durch einen Hormon- oder
einen Rezeptordefekt, zu einer Hyperinsulindmie mit einer Beeintrdchtigung des Gluko-
semetabolismus fiihren.

Im Knochenmark scheint Leptin an der Himatopoese beteiligt zu sein (Umemoto et al.,
1997; Bennett et al., 1996). Die unmittelbare raumliche Nahe des Fettmarks zum blut-
bildenden Marks konnte auf einen lokalen Effekt des dort produzierten Leptins hinwei-
sen.

Bei Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten liegt eine Leptinbeteiligung an
Proliferation und Differenzierung vor (Santos-Alvarez et al., 1999; Lord et al., 1998;
Gainsford et al., 1996).

Alles in allem sind die Kenntisse iiber die spezifischen Aufgaben von Leptin an den
peripheren Organen bzw. Geweben bislang nur fragmentarisch. Die Tatsache, daf3 prak-
tisch jede Zelle den Leptinrezeptor aufweist, 148t, neben den lokalen Effekten, zusétz-
lich eine nicht-organspezifische periphere Leptinwirkung vermuten, in dem Sinne, daf3
jede einzelne Zelle zum Zwecke der Kontrolle ihres eigenen Energiestoffwechsels iiber
den Energiehaushalt des Gesamtorganismus informiert wird. Es wird davon ausgegan-
gen, dafl Leptin in Nonadipozyten die intrazellulire Homdostase von Fettsduren und
Triglyzeriden reguliert; bleibt dieser Regulationsmechanismus wegen eines OB-R-De-
fektes aus, so kann es in den betroffenen Zellen zu einem 100-fachen Anstieg kommen
(Unger et al., 1999).

Uber die Funktion des 18slichen, zirkulierenden Leptinrezeptors OB-Re weill man bis-
lang nur wenig. Wéhrend OB-Re lediglich bei Maus und Ratte nachgewiesen wurde
(Fei et al., 1997; Takaya et al., 1996a) und dort u. a. von der Plazenta freigesetzt wird
(Yamaguchi et al., 1998; Gavrilova et al., 1997), scheint beim Menschen diese Spleil3-
variante nicht zu existieren (Chua et al., 1997). Doch konnte der 16sliche Leptinrezeptor
beim Menschen durch enzymatisches Shedding gebildet werden.

Um Funktionsstudien beziiglich des 16slichen Leptinrezeptors beim Menschen durchzu-
filhren, wurde als Testsystem eine humane Zellinie verwendet, welche sich durch eine
besonders hohe Leptinrezeptorexpression auszeichnet. Es handelt sich um die Erythro-

leukdmiezellinie K562, die 1971 aus dem PleuraerguB3 eines an chronisch myeloischer
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Leukdmie erkrankten Patienten im terminalen Blastenschub isoliert wurde (Lozzio und
Lozzio, 1975). Die undifferenzierten Blastenzellen weisen mit einer Populationsver-
dopplungszeit von 12 h ein sehr schnelles Wachstum auf und liegen als Suspensions-
kultur vor oder wachsen in einer Soft-Agar-Matrix (Koeffler und Golde, 1980). Die plu-
ripotenten Zellen besitzen die Fahigleit, sich myeloid oder erythroid zu differenzieren
(Shen et al., 1992; Gahmberg und Andersson, 1981), weshalb sie u. a. den Erythropoe-
tinrezeptor exprimieren (McCaffery et al., 1989; Fraser et al., 1988). Die Erkenntnis,
dal3 sie auch den Leptinrezeptor in besonders hohem MaBe exprimieren (Cioffi et al.,
1996), machte diese Zellinie als mogliches in vitro-Modell fiir Untersuchungen des
Leptinrezeptors interessant.

Deshalb wurden die K562-Zellen im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunédchst auf
Transkriptionsebene (RT-PCR, Northern Blot), Translationsebene (Western Blot) und
Funktionsebene (Ligand-Rezeptor-Bindungssudien, Cross-Linking, Internalisierungsas-
say) charakterisiert: Die Zellinie exprimiert sowohl die lange als auch die kurze OB-R-
Isoform, letztere in weit groBerer Menge; dabei ist sie gegeniiber duBleren Stimuli wie
Leptin, Insulin, Dexamethason oder Ostradiol unter Konstanthaltung der Leptinrezep-
tor-Message weitgehend stabil. Das Western Blot-Signal befindet sich auf der gleichen
Hohe wie das im humanen Plexus chorioideus. Die K562-Zellen zeichnen sich weiter-
hin durch ein hochaffines, sittig- und verdringbares Bindungsverhalten gegiiber Leptin
aus. Beim Cross-Linking ergibt sich ein Komplex von ca. 170 kD. Warum die Zellen
trotz ihres starken OB-Ra-Besatzes Leptin nicht internalisieren, ist unklar.

Wenn man im Zellkulturiiberstand das mdgliche Vorhandensein eines 19slichen Leptin-
rezeptors Uberpriifen mochte, mufl man absolut sicherstellen, da3 keinerlei Artefakte zu
einem falsch positiven Ergebnis fiihren. Das Vorliegen von OB-R im Kulturmedium
selbst konnte leicht ausgeschlossen, indem dieses als Background-Negativkontrolle
mitgemessen wurde. Weitaus aufwendiger war der sichere Ausschluf} einer Kontamina-
tion mit in das Medium iibergegangenen Zellmembranbruchstiicken; dazu wurde der zu
untersuchende Kulturiiberstand zunéchst durch ein 0,22 um-Filter gegeben und nach an-
schlieBender Volumenreduktion iiber eine Sepharose-Sédule aufgetrennt, um Eluate mit
hohermolekularen Bestandteilen auszuschlieen. Somit weill man, dafl die nach dem
Sephadex G75-Saulenlauf im Uberstand gemessene, verdringbare '*°J-Leptin-Bindung
durch ein losliches Bindungsprotein mit hoher und spezifischer Affinitdt bewirkt wird,
und man weif} aufgrund der nachfolgenden Western Blot-Analyse weiterhin, da3 das

Laufverhalten dieses Bindungsproteins dem des Leptinrezeptors entspricht. Aufgrund
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der Glykosilierung des Rezeptors verlduft die Bande im SDS-Page sehr breit, so daf3 es
kaum moglich ist, die kurze von einer loslichen Spleifliform sicher zu unterscheiden,
zumal diese in ihrem Molekulargewicht um hochstens 10 kD auseinanderliegen (OB-
Ra: 894 AS vs. OB-Re: 805 AS).

Konnte es also auch moglich sein, dal K562-Zellen untergehen und dabei noch nicht
membranstindiger OB-Ra aus dem endoplasmatischen Retikulum passiv freigesetzt
wird? Auch diese Moglichkeit wurde durch die folgenden Zusatzexperimente ausge-
schlossen: Erstens wurde gezeigt, da3 es auch bei ldngerer Kultivierungsdauer zu kei-
nem mefbarem Zelluntergang gekommen war, da intrazellulire Substanzen, wie bei-
spielsweise LDH, nicht angestiegen waren. Zweitens wurden K562-Zellen unterschied-
lich lang unter Standardbedingungen kultiviert, oder sie wurden iiber einen konstanten
Zeitabschnitt bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert, wobei sich herausstellte,
daf} die im Western Blot erhaltene Leptinrezeptorbande aus dem Zellkulturiiberstand
beim ldngsten Kultivierungszeitraum (48 h) sowie der hochsten Inkubationstemperatur
(37 °C) am intensivsten war, was fiir eine aktive kontinuierliche Freisetzung eines 16sli-
chen Leptinrezeptors spricht. Unklar bleibt allerdings, ob es sich um OB-Re oder um
einen durch enzymatisches Shedding aus einer anderen Isoform, wie z. B. OB-Ra, her-
vorgegangenen l6slichen Rezeptor handelt.

Welche physiologische Rolle konnte dem 16slichen Leptinrezeptor zukommen?

Als zirkulierendes Vehikel kénnte er Leptin durch Bindung inaktivieren, also quasi als
Puffer fiir das im Blut befindliche Leptin fungieren (Lollmann et al., 1997), indem er
das Andocken an den membranstdndigen Rezeptor antagonisiert, wie Studien an mit der
extrazelluldiren Doméne von OB-R transfizierten COS-7-Zellen ergeben haben (Liu et
al., 1997). Diese Hypothese wurde durch Messungen der Serumspiegel des 16slichen
Leptinrezeptors bei Patienten mit Diabetes mellitus bekriftigt, bei welchen, insbeson-
dere bei denjenigen mit einer Insulinresistenz, erhohte Werte an zirkulierendem OB-R
gefunden wurden, die (im Gegensatz zu Normalprobanden) mit dem BMI korrelierten
(Lewandowski et al., 1999); die nun nicht mehr ausreichende Insulinsuppression durch
Leptin konnte ein Grund fiir das Vorliegen einer Hyperinsulindmie sein. Desweiteren
wurde bei gesunden Probanden herausgefunden, da3 der Spiegel an 16slichem Rezeptor
im Verlauf der Pubertét abfillt, woraus die Autoren dieser Studie folgerten, daf3 dieses
Abfallen eine Reduktion der Expression von trunkiertem OB-R reflektiere und damit
das Leptin dem langen, zur Signaltransduktion und somit zur Vermittlung einer biologi-

schen Wirkung befahigten Rezeptor vermehrt zur Verfiigung stehe (Quinton et al.,
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1999). Auflerdem ist bekannt, dal auch andere Zytokine in 16slicher Form im Blut zir-
kulieren (Leung et al., 1987), wobei sie in den meisten Féllen die Wirkung ihres Ligan-
den inhibieren (Li et al., 1998).

Andere Autoren hingegen postulieren eine gegensétzliche Funktion des zirkulierenden
Leptinrezeptors, da bei schlanken Menschen der Hauptanteil des Leptins in gebundener
Form vorliegt, wihrend es bei adipdsen Menschen vorwiegend in seiner freien Form
vorkommt (Sinha und Caro, 1998).

Zusammenfassend 148t sich beziiglich der humanen Zellinie K562 sagen, daf} die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Charakterisierung der Zellen auf Transkriptions-,
Translations- und Funktionsebene sie nunmehr zu einem gut geeigneten und besonders
interessanten Studienobjekt flir weiterfiihrende Untersuchungen hinsichtlich des Leptin-

rezeptors gemacht hat.

4.4. Untersuchungen zur moglichen Leptin-vermittelten Si-
gnalUbertragung tber nervale Afferenzen

Gemadl seiner Kontrollfunktion bei Nahrungsaufnahme und Energiestoffwechsel findet
sich der Leptinrezeptor, insbesondere OB-Rb, im zentralen Nervensystem (Lee et al.,
1996; Tartaglia et al., 1995), aber auch in peripheren Geweben und Organen wie z. B.
dem Fettgewebe und dem Gastrointenstinaltrakt (Fei et al., 1997). Der humorale Weg
von Leptin als vom Fettgewebe sezerniertem Hormon (Zhang et al., 1994), welches
iiber den Blutweg ins Gehirn gelangt (Golden et al., 1997), ist hinreichend beschrieben.
Doch ist es auch moglich, daB3 Leptin die Botschaft des Séttigungsgefiihls aus der Peri-
pherie ins ZNS auf dem Nervenweg {ibermittelt?

Dieser potentielle Weg der Signalweiterleitung erscheint insbesondere wegen der Tatsa-
che, daB3 Leptin in geringen Mengen im Magenfundus synthetisiert wird, wie mittels
RT-PCR und Immunhistologie in gastralen Mukosazellen gezeigt worden ist (Mix et al.,
1999; Bado et al., 1998), funktionell besonders interessant zu sein, und zwar insofern,
als eine Wirkung des im Magen produzierten Hormons durch parakrine Wirkung auf
afferente Nervenfasern eine besonders schnelle und effektive Form der Signalweiter-
gabe wire. Weiterhin ist bekannt, dal Nahrungsaufnahme und die Hormone Chole-
zystokinin und Gastrin Reize fiir eine verstiarkte Sekretion von Leptin von der Magen-

schleimhaut darstellen (Bado et al., 1998), was die Moglichkeit eines diesbeziiglichen
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physiologischen Mechanismus” der Kurzzeitregulation des Sittigungsgefiihls umso
wahrscheinlicher wirken 148t.

Dal} den Magen innervierende vagale Afferenzen auf Leptin ansprechen konnten, wurde
bereits vor der Entdeckung der gastralen Leptinsynthese vermutet und als mogliche
Wirkung des zirkulierenden Hormons angegeben (Wang et al., 1997b). Die Autoren
identifizierten in elektrophysiologischen Experimenten an einer isolierten Magen-Va-
gus-Priparation nach intraarterieller Bolusinjektion von Leptin zwei unterschiedliche
Typen von Leptin-empfindlichen Vagusafferenzen. Die Leptin-induzierte Steigerung
der Nervenaktivitidt wurde beim Typ 1 durch Cholezystokinin nicht beinfluflt, wihrend
beim Typ 2 zur Aktivierung eine Vorbehandlung mit Cholezystokinin notwendig war.
Beide Typen wiesen eine Mechanosensitivitit auf und reagierten auf intraarterielle
Cholezystokininapplikation, was wahrscheinlich macht, dafl es sich um C-Faser-Neu-
rone handelt. Dal} die meisten dieser Leptin-sensitiven Nervenendigungen im Fundus-
bereich lokalisiert wurden, pal3t sehr gut zu der ebenfalls dort vorhandenen Leptinsyn-
these (Mix et al., 1999; Bado et al., 1998) und 14t vermuten, daf nicht zirkulierendes,
sondern gastrales Leptin die genannten Effekte bewirkt.

Wenn entsprechende parakrine Reaktionswege tatsdchlich existieren, dann sollten die
gastralen Nervenendigungen den Leptinrezeptor tragen und die Leptinsynthese in den
Perikaryen dieser Neurone, welche sich im Ganglion nodosum, zu welchem u. a. Va-
gusafferenzen aus dem Magen ziehen, lokalisiert sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei der Ratte in den im Ganglion nodosum befindli-
chen Perikaryen der vagalen Afferenzen nach der OB-R-Message gesucht. RT-PCR’s
mit gegen sdmtliche SpleiBvarianten sowie gegen die lange Isoform gerichteten Primern
ergaben positive Signale. Dariliberhinaus wurden mit der Methode der Laser-assistierten
Zellisolierung (Fink et al., 1998; Kummer et al., 1998) in 6 um-Kryoschnitten des
Ganglion nodosum einzelne Neurone von der umgebenden Glia separiert und in ihnen
mit gegen OB-Rb sowie gegen OB-Ra gerichteten Primerpaaren die entsprechenden
Leptinrezeptoren nachgewiesen. Die Primer waren Intron-iiberspannend, so daf3 bei die-
ser Methode, bei der aus den Zellen direkt, ohne vorherige RNA-Extraktion, die RT-
Reaktion durchgefiihrt wird, weshalb das Vorhandensein von genomischer DNA mog-
lich ist, ein falsch positives Ergebnis ausgeschlossen werden konnte; selbstverstindlich
wurden sdmtliche PCR-Amplifikate sequenziert, um ihre Spezifitit zu verifizieren.
Wiéhrend Ob-Rb zur Signaltransduktion via JAK-STAT-vermittelter Aktivierung intra-
zelluldrer Transkriptionsfaktoren befahigt ist (Hakansson und Meister, 1998; Baumann
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et al., 1996; Ghilardi et al., 1996; Vaisse et al., 1996) und auf diese Weise zentral ein
Sattigungsgefiihl auslosen kann, kann OB-Ra dieser Aufgabe nur in geringerem Malle
nachkommen (Bjorbaek et al., 1997), besitzt aber, wie bei nicht-neuronalen Zellen ge-
zeigt wurde, die Fahigkeit zur Leptininternalisation (Bjorbaek et al., 1998), was die
Frage aufwirft, ob diese Form der Ligand-Rezeptor-Interaktion im Sinne eines retrogra-
den axonalen Transports auch bei den gastralen Afferenzen des N. vagus eine Rolle
spielen konnte.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit molekularbiologisch gewonnen Befunde wur-
den durch Fluoreszenzhistochemie auch fiir die Proteinebene bestitigt. Ungefahr 8 %
der im Ganglion nodosum mit einem gegen samtliche Spleilformen gerichteten Anti-
korper untersuchten Neurone waren OB-R-immunoreaktiv; die Spezifitit wurde durch
Verdrdngung nach Priaabsorption gezeigt. Von den OB-R-positiven Neuronen hatten ca.
80 % einen groflen (= 25 pm) und ca. 20 % einen kleinen (< 25 pm) Durchmesser.
Zwecks weiterer Charkterisierung der den Leptinrezeptor exprimierenden Neurone
wurde untersucht, ob in den Ganglia nodosa von am 2. und 3. postnatalen Tag mit
Capsaicin behandelten Ratten die Ob-R-Expression verdndert ist. Capsaicin, die scharfe
Komponente der Peperoni (Helliwell et al., 1998), ist ein Neurotoxin (Maggi und Meli,
1988), welches selektiv auf unmyelinisierte Nervenfasern wirkt (Lynn, 1990;
Fitzgerald, 1983). Capsaicin-sensitive Nervenfasern befinden sich u. a. auch im Ga-
strointestinaltrakt (Rodrigo et al., 1985; Matthews und Cuello, 1984). Obwohl, wie die
Messungen von Substanz P und CGRP gezeigt haben, die Capsaingabe wirksam war,
blieb der OB-Rb-Expressionsspiegel konstant. Dieser Befund stimmt gut mit der Beob-
achtung tiberein, dafl in der Immunhistochemie ca. 80 % der OB-R-positiven Neurone
einen groflen Durchmesser haben und deshalb wahrscheinlich myelinisiert, also
Capsaicin-insensitiv sind. Bedenkt man, daB3 insgesamt nur etwa 8 % der im Ganglion
nodosum befindlichen Neurone mit dem OB-R-Antikorper anfarbbar waren und bei der
Methode der quantitativen RT-PCR ein zu diskriminierender Unterschied mindestens
den Faktor 1,5 betragen muf3, geht das erhaltene Ergebnis mit den anderen Daten kon-
form.

Die bisher genannten Ergebnisse wurden durch die folgenden Daten einer kooperieren-
den Arbeitsgruppe (Fischer, personliche Mitteilung) erginzt:

Um die OB-R-Immunorektivitit in den Neuronen des Ganglion nodosum neuroche-
misch zu beschreiben, wurden Doppelfarbungen mit gegen Substanz P sowie gegen das

Lektin IB4 gerichteten Antikdrpern durchgefiihrt, die jeweils mit dem OB-R-Antikdrper
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kombiniert wurden. Dabei waren die OB-R-immunoreaktiven Neurone mit grofem
Durchmesser Substanz P- und Lektin IB4-negativ; bei den kleinen OB-R-immunoreak-
tiven Neuronen wurden drei Subgruppen identifiziert, und zwar zeigten 59 % weder
eine Reaktion mit dem Substanz P- noch mit dem Lektin IB4-Antikorper, 33 % waren
Substanz P-immunoreaktiv und 8 % Lektin IB4-positiv. Diese Befunde machen deut-
lich, daf} die OB-R-immunoreaktiven Neurone des Ganglion nodosum eine heterogene
Gruppe darstellen; die allesamt Lektin IB4-negativen Neurone mit einem Durchmesser
> 25 pm konnten myelinisierte A-Faser-Neurone sein, wéihrend es sich bei den Substanz
P-positiven kleinkalibrigen Neuronen um C-Faser-Neurone handeln konnte und die
Lektin IB4-positiven Neurone Nicht-Peptid-C-Faser-Primdrafferenzen zuzuordnen sein
konnten (Ambalavanar und Morris, 1992). In Anbetracht der Tatsache, da3 der abdo-
minelle N. vagus der Ratte fast vollstdndig aus unmyelinisierten Fasern besteht (Prechtl
und Powley, 1990), erscheint es sinnvoll, davon auszugehen, daf3 ein Teil der groBkali-
brigen OB-R-immunoreaktiven Neurone nicht zu den subdiaphragmalen Eingeweiden
projiziert, sondern eher die Lunge innerviert, zumal {iber 90 % der vom Ganglion nodo-
sum zum Respirationstrakt ziechenden Nervenfasern mechanosensitive Ad-Fasern sind
(Ricco et al., 1996).

Zum Ganglion nodosum ziehen nicht nur Nervenfasern vom Magen, sondern auch von
anderen Bereichen des Gastrointestinaltrakts sowie von thorakalen Organen wie der
Lunge und dem Herz (Zhuo et al., 1997). Um sicherzustellen, dal zumindest einige der
OB-R-immunoreaktiven Neurone im Ganglion nodosum das Leptinsignal im Magen
aufnehmen, wurde ein retrogrades neuronales Tracing durchgefiihrt. Dazu wurde in die
Magenfunduswand der fluoreszierende Farbstoff Fast Blue injiziert und iiberpriift, ob
dieser Marker zu den Ganglionzellen transportiert wird. Etliche Neurone des Ganglion
nodosum férbten sich an; 16 % davon waren OB-R-positiv, ein Befund, der die Hypo-
these untermauert, dafl vagale Afferenzen gastrales Leptin detektieren konnen (Bado et
al., 1998).

Desweiteren wurde ein Vagusnerv der Ratte in vitro mit einer Pinzette gequetscht und
24 h spater immunhistochemisch untersucht. Dabei war eine deutliche Akkumulation
der OB-R-Immunoreaktivitdt proximal der mechanischen Lision zu sehen. Diese Beob-
achtung zeigt, daf} die Leptinrezeptoren nach ihrer Synthese in den Perikaryen zu den
Nervenendigungen transportiert werden, wo sie die Aufgabe der Leptin-induzierten
Signalweiterleitung ibernehmen konnen. Indirekte Evidenz dafiir, da3 vagale Afferen-

zen den peripheren Leptinspiegel messen und diese Information zur Medulla oblongata
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weiterleiten konnen, wurde durch Studien erhalten, welche demonstrierten, dafl Zellen
des ventrobasalen Hypothalamus und des Stammbhirns, vor allem des Nucl. tractus soli-
tarii und des Nucl. parabrachialis, durch eine systemische Leptingabe aktiviert wurden
(Elmquist et al., 1997).

Immunhistologische Studien bei der Ratte beziiglich der OB-R-Immunoreaktivitét in
der Magenwand des Fundus zeigten zwar selten, aber dennoch regelmiflig OB-R-posi-
tive Nervenfasern. Wenn das primdre Antiserum mit dem Peptid prdabsorbiert wurde,
verschwand die Anfarbung; sie war somit spezifisch.

Fafit man all die genannten Befunde zusammen, kann man folgenden Pathway der kurz-
zeitregulatorischen Wirkung durch das in der Magenfundusmukosa produzierte Leptin
postulieren: Das besonders nach Aufnahme fettreicher Nahrung Cholezystokinin-ver-
mittelt verstarkt sezernierte Leptin konnte parakrin an den an freien Nervenendigungen
vagaler Afferenzen lokalisierten Leptinrezeptoren binden und auf diese Weise schneller
und effizienter als iiber die Blutzirkulation ein Sittigungssignal zu den hypothalami-

schen Kerngebieten weiterleiten.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Leptin ist ein hauptséchlich von den Adipozyten sezerniertes Proteohormon, das dem
Hypothalamus den Status quo der Fettgewebsspeicher meldet und via Reduktion der
Nahrungsaufnahme und Stimulation des Energieverbrauchs mafigeblich an der Regula-
tion des Korpergewichts beteiligt ist.
Seine Wirkung wird Uber den nicht nur in den hypothalamischen Kerngebieten lokali-
sierten, sondern ubiquitdr vorhandenen membranstandigen Leptinrezeptor (OB-R) ver-
mittelt. OB-R unterliegt am 3"-Ende posttransmembranal einem alternativen SpleilRen,
das zu verschieden langen Isoformen fuhrt. OB-Rb, die lange SpleiRform, ist zur
Signaltransduktion befdhigt. Bei OB-Ra, OB-Rc und OB-Rd, den kurzen Spleilvarian-
ten, ist der intrazelluldre Bereich trunkiert, so daf} sie an der Signalvermittlung kaum
beteiligt sind; ihnen wird eine Transportfunktion fiir Leptin, z. B. beim Ubergang vom
Blut ins Gehirn, zugeschrieben. OB-Re, der bisher nur beim Nager nachgewiesene 16s-
liche Rezeptor, endet bereits vor der transmembranalen Domane und zirkuliert im Blut,
maoglicherweise als Vehikel flr Leptin.
Beim Menschen ist die Atiologie der Adipositas multifaktoriell. In den Fallen, in denen
das Leptinsystem in die Pathogenese der Adipositas involviert ist, sind prinzipiell zwei
Defekte vorstellbar: Entweder ist die Leptinproduktion zu gering, oder es liegt eine
Leptinresistenz vor. Diese konnte durch eine fehlerhafte Bildung des OB-Rb oder
Veranderungen im Signaltransduktionssystem, einen OB-Ra,c,d-Fehler (unzureichender
Transport von Leptin ins Gehirn) oder ein UbermaR an OB-Re (mangelnde biologische
Verfligbarkeit von Leptin durch Bindung an das l6sliche Vehikel) bedingt sein. Unter
diesem Aspekt wurden in der vorliegenden Arbeit vier Forschungskomplexe bearbeitet:
1. Wie wirkt sich sich eine langfristige Hochfettdiat auf den Expressionsspiegel des
Leptinrezeptors aus, und hat sie einen Einflul} auf die Expression von Suppressoren
der Zytokin-induzierten Signaltransduktion?
2. Kann die Blut-Liquor-Barriere fur Leptin durch einen Leptinrezeptor-vermittelten
Transport Gberwunden werden?
3. Gibt es beim Menschen eine I6sliche Form des Leptinrezeptors?
4. Gibt es neben dem humoralen Weg auch nervale Afferenzen, die die Signallibertra-

gung von Leptin aus der Peripherie zum ZNS vermitteln?
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Die Experimente ergaben folgende Ergebnisse:

Ad 1: Eine langfristige Hochfettdiat fuhrte bei ad-libidum-fressenden Wistar-Ratten
trotz einer im Vergleich zu einer normal erndhrten Kontrollgruppe geringeren kalo-
rischen Aufnahme zur Adipositas mit einem vergréRerten Anteil an viszeralem Fett-
gewebe und einem erhéhten Leptinserumspiegel. Die im Hypothalamus und mehre-
ren peripheren Geweben gemessenen mRNA-Spiegel von OB-Rb und OB-Ra sowie
den Suppressoren der Zytokin-induzierten Signaltransduktion SOCS-3 und PIAS-3
blieben stabil, d. h. deren Expression wurde weder durch den erhdhten Fettanteil in
der Nahrung noch durch die gesteigerte Leptinsynthese reguliert. Es ist somit anzu-
nehmen, dal3 bei genetisch nicht zur Fettsucht neigenden Tieren eine Hochfettdiat
eine Leptinresistenz nicht auf dem Boden einer verminderten OB-R- oder einer er-
hohten Signaltransduktionssuppressor-Expression induziert.

Ad 2: Es wurden Primérkulturen von porcinen Plexus chorioideus-Epithelzellen
angelegt und gezeigt, dal die Zellen OB-R exprimieren. Leptin wird spezifisch und
mit hoher Affinitat gebunden und internalisiert. Dies kénnte der erste Schritt eines
Transportes von Leptin durch die Blut-Liquor-Schranke sein.

Ad 3: Die sich durch einen sehr hohen OB-R-Gehalt auszeichnende humane
Erythroleukdmiezellinie K562 wurde bezuglich OB-Ra und OB-Rb auf mRNA- und
Proteinebene sowie durch Ligand-Rezeptor-Bindungsassays umfangreich charakte-
risiert. Es wurde gezeigt, dal} die Zellen temperatur- und zeitabhangig l6slichen
OB-R sezernieren.

Ad 4: Es konnte bei Sprague-Dawley-Ratten erstmalig das VVorhandensein von OB-
R in gastralen Vagusafferenzen auf Transkriptions- ( RT-PCR’s von OB-Rb und
OB-Ra in durch Laser-assistiertes Zellpicken isolierten Neuronen des Ganglion no-
dosum) und Translationsebene (immunhistochemische Detektion von OB-R in Neu-
ronen des Ganglion nodosum) gezeigt werden, ein Befund, der die Hypothese unter-
stitzt, daB in der Magenfundusmukosa synthetisiertes und bei fettreicher Nahrungs-
aufnahme durch Cholezystokinin verstarkt sezerniertes Leptin im Sinne eines kurz-
zeitregulatorischen parakrinen Wirkmechanismus™ anstelle des humoralen einen di-

rekten nervalen Weg der Signalibermittlung zum Hypothalamus einschlagen kann.
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