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1.1 Diabetes

Der Diabetes mellitus ist eine Regulationsstorung des Stoffwechsels, der durch den Leitbefund der
chronischen Hyperglykdmie charakterisiert ist. Das Hauptsymptom des Diabetes ist eine
Ausscheidung der Glucose mit dem Urin (Glucosurie). Nach den Leitlinien der Deutschen
Diabetesgesellschaft (DDG) erfolgt die Klassifikation des Diabetes mellitus in zwei Hauptformen:
Typ-1-Diabetes, Typ-2-Diabetes und weitere spezifische Diabetes-Typen (z. B. genetische Defekte der
B-Zellfunktion oder genetische Defekte der Insulinwirkung) und Gestationsdiabetes (sog.
Schwangerschaftsdiabetes) (DDG, 2009). Im Jahre 2013 gab es nach Schédtzungen der IDF
(International Diabetes Federation) bereits ungefahr 382 Millionen Diabetiker weltweit, dies entspricht
8,3 % der Bevolkerung. Fir das Jahr 2030 wird eine Zahl von 552 Millionen geschatzt (IDF, Atlas
2013). Die Diagnose des Diabetes mellitus erfolgt Gber die Bestimmung des Glucosespiegels im Blut
entweder im Nuchternzustand von > 126 mg/dl oder zwei Stunden nach der Gabe von 75 g Glucose
im oralen Glucosetoleranztest (0GTT) von >200mg/dl (=11 mM) (DDG, 2009). Die normale
Glucosetoleranz in gesunden Individuen betrigt < 110 mg/dl (< 6.1 mM/1).

1.1.1 Typ-1-Diabetes

Der Typ-1-Diabetes (T1D) ist eine Autoimmunerkrankung, der zur progredienten Zerstdrung der
insulinproduzierenden B-Zellen und damit zu einem absoluten Insulinmangel fuhrt. Durch die Zellen
des korpereigenen Immunsystems werden die Langerhans-Inseln angegriffen. Dies 16st zunéchst eine
Entziindungsreaktion (Insulitis) aus und fiihrt anschlieend zur zunehmenden Zerstérung der B-Zellen,
bis mehr als 90 % der B-Zellen zerstort worden sind, so dass eine Storung der Glucosehomdostase und
schlieBlich ein absoluter Insulinmangel auftritt. Der T1D kann in jedem Lebensalter auftreten, haufig
bei Jugendlichen im Alter zwischen 10 und 14 Jahren (Marigliano et al., 2015). Etwa 5 % aller
Diabetiker sind Typ-1-Diabetiker. Postuliert wird, dass sowohl durch genetische als auch durch
Umweltfaktoren eine zytotoxische Autoimmunreaktion ausgeldst wird. Aber auch Virusinfektionen

konnen die Entstehung eines T1D fordern (American Diabetes Association, 2012).

1.1.2 Typ-2-Diabetes

Der Typ-2-Diabetes (T2D) bezeichnet eine chronische Glucosestoffwechselstdrung mit einem
relativen Insulinmangel. Diese multifaktorielle Erkrankung ist charakterisiert durch die Stérung der
Insulinwirkung (Insulinresistenz) und der B-Zelldysfunktion (Insulinsekretion und B-Zellapoptose).
Etwa 90 % aller Diabetiker sind Typ-2-Diabetiker. In der Regel entwickelt sich der T2D nicht vor

dem 40 - 45. Lebensjahr. Die Pravalenz des T2D nimmt mit steigendem Lebensalter zu (Nolan et al.,
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2011). Die Ursachen sind zwar noch nicht volistandig geklart, aber das metabolische Syndrom
(Adipositas, arterielle Hypertonie und Dyslipidamie) konnte als Hauptursache fir die Entwicklung des
T2D identifiziert werden (Weiss et al., 2004; Yadav et al., 2013). Darlber hinaus wird auch eine
genetische Disposition postuliert (Leahy, 2005). Insbesondere aber scheint der Lebensstil, gepragt
durch einen Mangel an korperlicher Bewegung sowie durch eine falsche Ernédhrungsweise und daraus
resultierender Adipositas, eine wesentliche Rolle zu spielen (Nolan et al., 2011). Insulinresistenz stellt
einen wesentlichen Faktor in der Pathogenese des T2D dar, so dass die Insulinwirkung an den
Zielgeweben (Skelettmuskel, Leber, Fettgeweben) vermindert wird, die Glucoseaufnahme in den
peripheren Zielgeweben gestért und der Glucosemetabolismus der Leber beeintréchtigt ist. Die
genauen molekularen Faktoren und Mechanismen, welche zur Entstehung einer Insulinresistenz
flihren, sind bis heute noch nicht vollstandig geklart. Verschiedene Faktoren sind an der Entwicklung
der Insulinresistenz beteiligt, zu denen die genetischen Faktoren, Adipositas, Erndhrung und
Fettverteilung gehdren. Die Adipositas ist mit einer Insulinresistenz assoziiert und durch eine abnorme
VergroBRerung des Fettgewebes gekennzeichnet. In den Adipozyten geht eine erhohte Lipolyseaktivitat
mit einer vermehrten Freisetzung von freien Fettsauren (FFA) und Glycerol einher (Cusi, 2010).
Neben den FFA wird die Menge der freigesetzten Adipozytokine (Leptin und Resistin) von
Adipozyten erhoht, wodurch die Insulinresistenz verstarkt wird (Boden Shulman, 2002; Kasuga,
2006). In verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass von Adipozyten und Immunzellen sekretierte
proinflammatorische Zytokine, z.B. Tumornekrosefaktor o (TNFa), Interleukin-1p (IL-1pB), eine
wichtige Rolle in diesem Zusammenhang spielen (Schinner et al., 2005). Als molekularer
Mechanismus der Insulinresistenz wird eine Storung in der Insulin-Signalkaskade angenommen. Der
chronisch erhdhte Plasmaspiegel an FFA gilt als Ursache fiir die Entstehung einer Insulinresistenz und
fiihrt dadurch zu einer erhohten intrazelluléren Lipidakkumulation (Ceramide, Diacylglycerol [DAG],
Triglyceride [TG]) in Muskel, Leber und weiteren Geweben und damit zur Stérung des Insulin-
Signalweges (Langeveld Aerts, 2009). Neben dem Grad der Adipositas scheint auch die Fettverteilung
eine wichtige Rolle zu spielen. Die androide oder viszerale Adipositas (Bauchfett) ist ein starker
Risikofaktor fiir Insulinresistenz durch eine erhohte Catecholaminempfindlichkeit, wéhrend
Individuen mit einer gynoiden Adipositas (Huftfett) keine Insulinresistenz aufweisen (Kahn, 2003).
Zur Kompensation der Insulinresistenz erfolgt eine dauerhaft erhdhte Insulinausschittung und
Steigerung der B-Zellmasse (Araujo et al., 2013). Durch diesen Prozess kann die Glucosetoleranz
aufrechterhalten werden. Die Hyperinsulindmie tragt zur Verschlechterung der Insulinresistenz bei.
Neben der verminderten Insulinwirkung wird fir die Entwicklung des T2D eine B-Zelldysfunktion
beschrieben, die durch eine gestorte Insulinsekretion und eine relative Verminderung der $-Zellmasse
gekennzeichnet ist (Prentki Nolan, 2006). Die Reduktion der B-Zellmasse tritt als Spétstadium des
T2D auf (Abb. 1.1.2). Eine mogliche Ursache des pB-Zellverlusts stellt die erhthte Apoptoserate dar.
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Unterschiedliche Mechanismen, die zum [B-Zellverlust flhren, werden in der vorliegenden Arbeit
diskutiert.

Adipositas Genetische Disposition Umweltfaktoren
Insulinresistenz
Pankreatische Insel Kompensierung B-Zellversage

Normale Insulinsekretion Verbesserung der B-Zellfunktion p-Zelldysfunktion
Erhohung der p-Zellmasse Reduktion der B-Zellmasse

Glucosetoleranz Glucoseintoleranz _

Abbildung 1.1.2: Pathogenese des T2D. Unter Einfluss verschiedener Faktoren entsteht eine

Insulinresistenz. Zur Kompensation der Insulinresistenz erfolgt eine Steigerung der pankreatischen [5-
Zellmasse und eine erhohte Insulinausschiittung. Als Folge kommt es zu einem B-Zellversagen und
damit zur Entwicklung des T2D. Modifiziert nach (Kasuga, 2006)

T2D erhoht zudem die Wahrscheinlichkeit an Folgeerkrankungen. Zu denen gehdren sowohl
Mikroangiopathien vorwiegend an Augen, Nieren und Nervenzellen als auch Makroangiopathien an
Herz, Gehirn und peripheren Arterien. Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die Hauptursachen der
erhdhten Morbiditdt und Mortalitdt der Diabetiker, wobei koronare Herzkrankheit, Herzinfarkt,
Schlaganfall und arterielle Hypertonie am haufigsten auftreten.

1.2 Insulin

Insulin ist ein Peptidhormon, welches eine entscheidende Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der
Blutglucosekonzentration hat. Es besteht aus zwei Peptidketten: einer A-Kette mit 21 Aminosauren
sowie einer B-Kette mit 30 Aminoséuren. Die beiden Ketten sind durch zwei Disulfidbriicken
miteinander verknupft, eine dritte Disulfidbricke verbindet die Cysteinreste der Positionen 9 und 11

der A-Kette (Derewenda et al., 1989). Die Insulinsynthese und Sekretion erfolgt in den B-Zellen der
4
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Langerhans'schen Inseln, die im endokrinen Teil des Pankreas liegen. Das Insulingen liegt auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 11. Das Insulin wird uber eine Vorstufe des Insulins synthetisiert:
Praproinsulin besteht aus einer Signalsequenz, einer A-Kette, einer B-Kette und einer C-Kette. Durch
Abspaltung der Signalsequenz des Prdproinsulins im rauen endoplasmatischen Retikulum der
pankreatischen B-Zellen entsteht das Proinsulin (inaktive Form). Bei Bedarf wird die C-Kette des
Proinsulins durch spezifische Peptidasen abgespalten, damit das Insulin aktiviert wird. Die
Insulinmolekiile werden in den Vesikeln des Golgi-Apparates durch Zink-lonen zu Hexameren
gebunden und so stabilisiert gespeichert (Zink-Insulin-Komplex) (Schatz, 1977). Die Steuerung der
Insulinsekretion ist von der Glucosekonzentration abhé&ngig; durch Erhdhung der extrazelluléaren
Glucosekonzentration wird die Insulinsekretion stimuliert. AuRerdem wird die Insulinsekretion durch
die Anwesenheit verschiedener Aminosauren und FFA sowie einiger gastrointestinaler Hormone wie
Gastrin, Sekretin und den Inkretinhormonen GIP (glucose-dependet insulintropic polypeptide) und

GLP-1 (glucagon-like peptide 1) gefordert.

Insulin vermittelt seine Wirkung durch die Bindung an den Insulinrezeptor an den Zielgeweben Leber,
Muskeln und Fettgewebe und aktiviert damit die intrazellulare Signalkaskade. In Muskeln und
Fettgewebe fordert Insulin die Translokation des Glucosetransportproteins GLUT4 zur Zelloberflache.
Dieses Protein sorgt daftr, dass Glucose durch erleichterte Diffusion in das Cytoplasma der Zellen

aufgenommen wird.

Bei Hepatozyten erfolgt die Glucoseaufnahme insulinunabhéngig tUber GLUT2-Transporter. Durch
Insulin werden Aminoséuren und Fettsduren in den Zellen verstarkt aufgenommen. Insulin férdert die
Lipogenese, die Glykogen- und Proteinsynthese in der Leber und den Muskeln und hemmt gleichzeitig
den Protein- und Glykogenabbau sowie die Glukoneogenese. Des Weiteren wird durch Insulin die
Lipolyse im Fettgewebe gehemmt. Somit kommt es zu einer Verminderung der FFA im Blut (Chang
et al., 2004; Pilkis Granner, 1992). Die Regulation des Zellwachstums ist eine weitere zentrale

Funktion des Insulins. Aulerdem beeinflusst Insulin auch die B-Zellen selbst (Leibiger et al., 2008).
1.2.1 Insulin-Signaltransduktion

Die Effekte von Insulin werden tber die Bindung an den Insulinrezeptor (IR) auf der Zelloberflache
der Zielgewebe Leber, Muskel und Fett initiiert. Durch die Insulinbindung wird der IR aktiviert und
intrazelluldre Kaskaden eingeschaltet. Der IR ist ein Transmembranrezeptor, welcher aus zwei o-
Untereinheiten und zwei B-Untereinheiten zusammengesetzt ist und zur Familie der
rezeptortyrosinkinasen (RTK) gehort (Keller Lienhard, 1994). Die beiden a-und B-Untereinheiten sind
jeweils durch eine Disulfidbriicke kovalent miteinander verbunden. Insulin kann an seine

extrazelluldre Bindungsstelle der a-Untereinheiten binden, wodurch eine Konformationséanderung des
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Rezeptors ausgelost und die Tyrosinkinaseaktivitit der B-Untereinheiten aktiviert wird. Die
Aktivierung der Rezeptorkinase fuhrt zur Autophosphorylierung der Tyrosinreste und zur Initiierung
der intrazellularen Signalkaskade. Die Weiterleitung der Signaltransduktion in die Zelle erfolgt tber
die Phosphorylierung intrazelluldrer Proteinsubstrate, wie z. B. Insulinrezeptorsubstrate (IRS) und
SHC-Protein (SH2-containing protein). IRS-Proteine bestehen aus mehreren
Tyrosinphosphorylierungsmotiven, an die SH2-Doménen verschiedener Signaltransduktionsproteine
binden kdénnen und dadurch aktiviert werden (Keller Lienhard, 1994). Die Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) stellt eine der wichtigsten nachgeschalteten Kinasen der IRS-Proteine dar. PI13K besteht
aus einer regulatorischen (P85) und einer katalytischen Untereinheit (P110) und phosphoryliert
verschiedene Signalmolekile wie die Phosphatidylinositol-abhéngige Kinase (PDK) (Kido et al.,
2001). Dadurch kann die Proteinkinase B (PKB), die auch als Akt bezeichnet wird, phosphoryliert und
aktiviert werden und damit die vielfaltige Insulinwirkung vermitteln. Die Glycogensynthese-Kinase3
(GSK3) wird durch die phosphorylierte Akt je nach a- oder B-Isoform an Serin21 oder 9
phosphoryliert, wodurch die Glykogensynthese (GS) inaktiviert und die Inhibierung der
Glykogensynthese aufgehoben wird. AuBerdem kann GSK3 den eukaryotischen Initiationsfaktor 2B
(elF-2B) inhibieren, was die Proteinsynthese aktiviert. Die Aktivierung von Akt durch Insulin fiihrt
auflerdem zu einer Anschaltung von mTOR (mammalian target of rapamycin) (Schinner et al., 2005;
Whiteman et al., 2002), die eine Serin/Threonin-Kinase ist und von TSC1 und TSC2 (tuberous
sclerosis complex) negativ reguliert wird. TSC2 wird Uber Akt phosphoryliert und inaktiviert und

anschlieBend wird mTOR aktiviert.
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Abbildung 1.2.1: Schematische Darstellung der Insulin-Transduktion.

Die beiden wichtigsten mTOR-Effektoren sind die P70 ribosomale S6-Kinase (P70S6K) und das an
den eukaryotischen Initiationsfaktor 4E bindende Protein (elF-4EBP) (Xie Herbert, 2012). Diese
Faktoren sind in der Lage, die Proteolyse, Translation und die Proteinsynthese zu regulieren.
Aullerdem kann mTOR den Transkriptionsfaktor SREBP1c (“Sterol regulatory element-binding
protein 1c*) aktivieren. SREBP1c reguliert die Fettsynthese durch die Induktion der Genexpression
und hemmt die Gluconeogenese (Hagiwara et al., 2012). Der Transkriptionsfaktor forkhead box 1
(FOXO01) befindet sich unter basalen Bedingungen im Zellkern. FOXO1 wird durch die
phosphorylierte Akt an Serin/Threonin-Resten (Serin319, Serin256 und Threonin24) phosphoryliert,
wodurch diese Kinase inaktiviert wird und vom Zellkern ins Cytosol transloziert. FOXO-Proteine
spielen eine wichtige Rolle bei der Induktion von Proteinen, die den Glucosemetabolismus und die
Apoptose beeinflussen (Lam et al., 2006). Durch FOXO wird die Expression der an der
Glukoneogenese beteiligten Enzyme Glucose-6-Phosphatase (G6Pase) und Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase (PEPCK) induziert (Langeveld Aerts, 2009). Uber den Signalweg IRS/PI3K wird die

GLUT4-Translokation induziert, was zu einer Steigerung der insulinabhangigen Glucoseaufnahme in
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das Muskelgewebe und in die Adipozyten fuhrt (Chang et al., 2004). Daruber hinaus kommt es durch
die Aktivierung der atypischen Proteinkinase C (aPKCA() zu einer Erhohung der GLUT4-
Translokation (Chang et al., 2004; Whiteman et al., 2002).

Die MAP-Kinasekaskade (mitogen-activated protein kinase) ist neben der PI3K der zweite wichtige
Signalweg des Insulins. Sowohl IRS als auch Shc binden am IR, und die MAPK wird durch die
Bindung des Adapterproteins Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) tber die SH2-Doméne an
die autophosphorylierte IRS und Shc aktiviert. Grb2 bindet mSOS (mammalian son of sevenless),
welches anschlieend das Ras, ein GTP-Bindungsprotein mit GTPase-Aktivitat, aktiviert. Die GTP-
bindende Form von Ras aktiviert die Raf-1-Kinase, was wiederum zu einer Aktivierung der MEK-
Kinase (MAPK-Effektor-Kinase) fiihrt. MEK kann dann die extrazelluldr regulierte Kinase 1/2
(ERK1/2) an Serin/Threonin-Resten phosphorylieren (Langeveld Aerts, 2009). ERK 1/2 kann die p60
R6-Kinase aktivieren und in den Zellkern translozieren, wo sie verschiedene Transkriptionsfaktoren
regulieren kann, die an Zellwachstum, Zellproliferation und Zelldifferenzierung beteiligt sind
(McCubrey et al., 2007).

1.2.2 Insulinwirkung in den B-Zellen

Aktuelle Forschungsergebnisse der letzten Jahre haben gezeigt, dass Insulin unterschiedliche zelluldre
Prozesse in den B-Zellen wie die Regulation der Insulingentranskription, Translokation, Ca?*-

Einstrom, B-Zellproliferation und -uberleben positiv beeinflusst.

Die p-Zellmasse resultiert vor allem aus balancierter Regulation zwischen Proliferation und Uberleben
der B-Zellen, was durch die Insulin-Signalkaskade reguliert wird (Paris et al., 2003). Insulin vermittelt
den mitogenen Effekt durch die Bindung an IR. Insulin vermittelt seine Wirkung hauptsachlich tber
zwei Isoformen des Insulinrezeptors, IR-A und IR-B. Dariiber hinaus kann Insulin auch an den
Insulin-like growth factor receptor 1 (IGF-1R) binden. IR-Knockout-Mause (BIRKO) zeigten eine
Reduktion der B-Zellmasse und eine erhohte Auffalligkeit fur die Entwicklung des Diabetes (Ohsugi et
al., 2005; Okada et al., 2007). Aulerdem sind vier Isoformen des IRS (1-4) in den B-Zellen
identifiziert. Die mitogene Wirkung des Insulins in B-Zellen wird tber IRS-2 vermittelt, wohingegen
IRS-1 die Insulinsekretion reguliert. Die erhdhte Expression von IRS-2 in den B-Zellen trdgt zum
Uberleben und zur Proliferation der B-Zellen bei (Dickson Rhodes, 2004). Die PI3K/Akt-
Signalkaskade nimmt eine zentrale Position in der Regulation der zelluldren Proliferation und
Apoptose durch Insulin ein (Lawlor Alessi, 2001). Die phosphorylierte Akt in den B-Zellen besitzt
eine proliferative, anti-apoptotische Wirkung. Die Uberexpression der aktivierten Form von PKBa in
den B-Zellen von transgenen Mausen fiithrt zur Zunahme der B-Zellmasse durch die Erhéhung der

Proliferationsrate und ZellgréRe (Tuttle et al., 2001). AuBerdem flhrt die Ablation von PDK1, durch
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Akt aktiviert, zu einer Abnahme der B-Zellmasse (Leibiger et al., 2008). Die Deaktivierung der FOXO
durch Akt bewirkt die Proliferation der -Zellen durch die Regulation des Zellzyklus. Dartiber hinaus
tragt dise Uberexpression von dauerhaft aktiven Formen von FOXO zum programmierten Zelltod
(Apoptose) durch die Aktivierung von verschiedenen pro-apoptotischen Genen bei (Lam et al., 2006).

Pancreatic duodenal homeobox 1 (PDX-1) ist ein Transkriptionsfaktor, der eine entscheidende Rolle
fiir die Entwicklung und Funktion des Pankreas hat. PDX-1 reguliert die Transkription der Insulingene
und der B-Zelldifferenzierung (Dickson Rhodes, 2004). Durch phosphoryliertes FOXO wird PDX-1
vom Cytoplasma in den Zellkern transloziert und aktiviert, was zur Proliferation der B-Zellen fihrt
(Johnson et al., 2006). Auferdem ist PDX-1 in die Regulation der Insulingene sowie Glut2 und
Glucokinase involviert, die am Glucosetransport und -metabolismus beteiligt sind (Blyth, 2012).
GSK3p wird durch die aktivierte Akt phosphoryliert und damit deaktiviert, wodurch die
Glykogensynthese und Proliferation der B-Zellen reguliert wird (Rayasam et al., 2009). Die
inaktivierte GSK3 fiihrt zu einer Steigerung der Cyclin-D1-Ebene in Inselzellen, wodurch sie den
Ubergang von Zellen aus der G1-Phase des Zellzyklus in die S-Phase fordert; dies hat eine P-
Zellproliferation zur Folge (Z. Liu et al., 2008). Die durch Insulin/IGF-1 stimulierte Akt kann den
Signalweg mTOR/S6K aktivieren und dadurch eine Steigerung der Proteinsynthese und des
Zellwachstums der -Zellen hervorrufen. Die Inhibierung von mTOR durch Rapamcyin flhrt zu einer
Hemmung der Akt-induzierten B-Zellexpansion und -gréRe sowie zu einer gesteigerten Proliferation
(Balcazar et al., 2009). Die MAPK ist an den mitogenen Insulin-Effekten beteiligt. MAPK-
Signalkaskaden (Ras/Raf, MEK, ERK1/2) werden durch Insulin aktiviert, wodurch es zur Steigerung
der B-Zellproliferation und zur Hemmung der Apoptose der -Zellen fihrt (Alejandro Johnson, 2008;
Beith et al., 2008). Die insulin-aktivierte PI3K kann PKCs aktivieren und somit die B-Zellmasse
regulieren (Vasavada et al., 2007). Das freigesetzte Insulin beeinflusst nicht nur die p-Zellmasse,
sondern auch die Insulinbiosynthese in den B-Zellen. Insulin fuhrt zur Induktion des Insulingens in
HIT-Zellen und MIN-6 Zellen sowie in Ratten-Inseln durch die Aktivierung der IRS-2/PI13K/P70S6K
und CaMKII-Signalwege (Leibiger et al., 1998; Ohsugi et al., 2005; Persaud et al., 2008). Im
Gegensatz dazu wurde in einer Vielzahl von Studien gezeigt, dass Insulin einen negativen oder keinen
Effekt auf die Insulinbiosynthese hat (Leibiger et al., 2008). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass
die Insulinexozytose durch das freigesetzte Insulin gehemmt wird, wohingegen in anderen Studien
gezeigt wurde, dass Insulin selbst die Insulinsekretion aus B-Zellen stimuliert, so dass Insulin an IR
bindet und den IRS-1/PI3K-Signalweg aktiviert, welcher zur Freisetzung von Calcium-lonen aus dem
ER ins Cytosol und dadurch zur Exozytose der Insulingranula fiihrt (Aspinwall et al., 2000; Persaud et
al., 2002; Roper et al., 2002). Ein anderer Signalweg der Insulinsekretion fihrt Gber die Induktion des

IRS2 durch IGF-1 oder Insulin zur Aktivierung von PI3K und dadurch zur Bildung von
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Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat  (PIP3) mit nachfolgender Offnung von Kaliumkanélen
(Leibiger et al., 2008).

1.3 Die Akt-Kinase

1.3.1 Die Aktivierung der Akt-Kinase

Die Akt ist eine Serin-Threonin-Kinase, die vielfaltige Prozesse wie Zellproliferation, Zellapoptose,
Zellwachstum und Zellmetabolismus reguliert. Drei Isoformen des Proteins Akt sind bekannt: Aktl,
Akt2, Akt3 (PKBa, PKBf, PKBy), welche zu 80 % identische Aminoséuren aufweisen. Jede der
Isoformen beinhaltet eine Pleckstrin-Homologie-Doméane (PH-Doméne) am N-Terminus, eine
katalytische Domane und eine regulatorische Doméane am C-Terminus (Abb. 1.3.1) (Elghazi et al.,
2006). Die Akt-Kinase wird durch RTK wie Insulin und IGF-1 oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
aktiviert. Die aktivierte PI3K phosphoryliert andere membranstéandige Phosphoinositide, insbesondere
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), an der dritten Position des Inositolringes, wobei PIP3
entsteht. PIP3 als second messenger bindet an die PH-Domaéne der Zielproteine Akt-Kinase und PDK1
und flhrt dadurch zur Translokation von Akt vom Cytosol zur Plasmamembran (Dickson Rhodes,
2004; Elghazi et al., 2006). Fir die volle Aktivierung der PKB ist eine Phosphorylierung an Ser473
und Thr308 erforderlich (Dickson et al., 2001). PDK1 vermittelt die Phosphorylierung von Akt an
Thr308. Ebenso erfolgt eine Phosphorylierung an Ser473 durch die mTORC2, die auch als PDK2
bezeichnet wird. Die phosphorylierte Akt-Kinase kann durch die Kinase-Domane der Substrate mit
der Konsensussequenz R-X-R-X-X-S/T-B phosphoryliert werden (Brazil et al., 2004; Dickson
Rhodes, 2004). Das Tumorsuppressor-Protein PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome 10) ist eine Lipidphosphatase und fuhrt durch Hydrolyse von PIP3 zu PIP2. Dadurch
wird die Fahigkeit des PI3K-vermittelten Signals unterbrochen und die Aktivitat der Akt-Kinase
verhindert. SH2-domain containing inositol-5’-phosphatase (SHIP) kann auch PIP3 in PIP2
umwandeln und anschlieBend die PI3K-Aktivitat reduzieren. Die Akt-Kinase kann noch Uber die
Aktivierung der Protein-Phosphatase 2A (PP2A) dephosphoryliert und deaktiviert werden. Des
Weiteren kann PHLPP (PH domain leucine-rich repeat phosphatase) die Dephosphorylierung der Akt
an Ser473 vermitteln (Elghazi et al., 2006; Liao Hung, 2010). Ferner kann die Aktivierung von Akt
auch durch die Bindung von TRB3 (Tribbles homolog 3) verhindert werden (B. Qian et al., 2008).
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Abbildung 1.3.1: Schematische Darstellung der humanen PKB- Doméanen. Modifiziert nach (Elghazi
et al., 2006)

1.3.2 Bedeutung der Akt-Kinase in der Apoptose

Durch die Substrate von Akt werden hauptsachlich der Zellzyklus und der kontrollierte Zelltod
beeinflusst. Akt kann durch die Aktivierung von anti-apoptotischen Proteinen beziehungsweise durch
die Inhibierung pro-apoptotischer Proteine die Apoptose hemmen. Eine besondere Bedeutung bei der
Inhibierung der Apoptose spielt die Bcl-2-Familie. Bcl-2 und Bcl-x.-Proteine schitzen die Zellen,
wahrend Bax und Bad den Zelltod fordern. So bindet Bad an Bcl-x. an der Mitochondrienmembran,
wodurch der anti-apoptotische Effekt von Bcl-x. blockiert wird, was dann zum Zelltod flhrt. Die
aktivierte Akt kann direkt Bad an Ser112 und Ser136 phosphorylieren, was zu einer Dissoziation von
Bcl-x. und einer anschlieenden Bindung an cytoplasmatische 14-3-3-Proteine flihrt, wodurch der
Zelltod gehemmt wird (Dickson Rhodes, 2004). Weiterhin kann Akt die Caspase 9 durch
Phosphorylierung inaktivieren und dadurch die pro-apoptotische Wirkung von Caspase 9 hemmen
(Elghazi et al., 2006). Des Weiteren kann Akt die erhohte Expression des Caspase 8-Inhibitors
(FLICE-Inhibitory Protein) sowie die Caspase-Inhibitoren IAPc-Familie (inhibitor of apoptosis
protein) und (1APs)-Familie durch direkte Bindung hemmen und dadurch die Apoptose verhindern
(Dickson Rhodes, 2004). So inhibiert Akt die Apoptose nicht nur direkt, sondern auch indirekt tber
eine Modifikation von Transkriptionsfaktoren, die an der Apoptose beteiligte Gene regulieren. Die
Uberexpression von FOXO fiihrt zum programmierten Zelltod durch die Aktivierung von
verschiedenen an der Apoptose beteiligten Proteinen. Dazu gehdren die pro-apoptotischen Mitglieder
der Bcl-2-Familie Bim und Bcl-6. AuBerdem induziert FOXO verschiedene Zytokine, welche an der
Apoptose beteiligt sind, wie Fas-Ligand, TRAIL (TNF-related apoptosis-including ligand) und
TRADD (TNF receptor type 1-associated death domain) (Glauser Schlegel, 2007; Lam et al., 2006).
Der Transkriptionsfaktor NF-kB wird durch die Akt-Kinase indirekt ber die Phosphorylierung von
IxB-Kinase (IKK) an Thr23 reguliert. NF-xB induziert wiederum die Transkription von anti-
apoptotischen Proteinen. Dartiber hinaus fuhrt die Inaktivierung von Ask-1 (apoptosis-signal
regulating kinase 1) durch Akt zu einer Reduktion der JNK-Aktivitat (C-Jun N-terminale Kinasen)
und somit zur Hemmung der Apoptose (Brazil et al., 2004; Lawlor Alessi, 2001).
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1.3.3 Bedeutung der Akt-Kinase in der Proliferation

Insulin und Wachstumsfaktoren fihren zur Zellproliferation durch eine Aktivierung der Akt-Kinase.
Akt agiert als ein zentraler Regulator von Zellwachstum und Proliferation durch ihre Substrate, welche
die Progression des Zellzyklus beeinflussen. GSKf reguliert Proteine (Cyclin D1, ¢c-Myc und B-
catenin), welche am Zellzyklus und somit an der Proliferation beteiligt sind (Diehl et al., 1998;
Tarabra et al., 2012). Durch GSK3p wird Cyclin D1 an Thr286 phosphoryliert, was zu einer
Translokation von Cyclin D1 vom Zellkern ins Cytoplasma flihrt, wo es abgebaut wird. So fuhrt die
Inaktivierung der GSK durch Akt zur Hemmung des Abbaus von Cyclin D1, wodurch die Ebene der
Transkription, Translation und Proteinstabilitit kontrolliert wird. Des Weiteren fithrt GSKf zur
Hemmung des Zellzyklusinhibitors P21¢"*, Der Transkriptionsfaktor c-Myc ist ein wichtiges Target
von GSKp und fiihrt durch den Ubergang von Zellen aus der G1-Phase des Zellzyklus in die S-Phase
zur Progression des Zellzyklus. Ein weiteres Substrat von GSKJ ist elF-2B, das durch GSKf3 gehemmt
wird und die Proteinsynthese aktiviert (Rayasam et al., 2009). Durch Akt aktiviertes mTOR stimuliert
das Zellwachstum und die Proliferation durch P70S6K und 4E-BP1 (Xie Herbert, 2012). Akt reguliert
auch die Progression des Zellzyklus durch die Phosphorylierung der Zellzyklus-Inhibitoren P21 an
Thr145 und P275?* an Thr187, was auch zu einer verstarkten Lokalisation im Cytoplasma und einer
Aufhebung der Inhibierung des Zellzyklus tber die Hemmung von Cyclin E und der cyclinabhéngigen
Kinase 2 (CDK?2) fiihrt (Zhou et al., 2001). CREB (cAMP response element binding protein) wird
durch Akt phosphoryliert, wodurch Mitogenese und Proliferation der 3-Zellen gesteigert werden (Jhala
et al., 2003). Dariiber hinaus wird der Zellzyklus durch FOXO-Transkriptionsfaktoren reguliert. So
konnte bei einer Uberexpression von aktiven Formen von FOXO die Expression des CDK-Inhibitors
P27P induziert und damit der G1/S-Ubergang des Zellzyklus gehemmt werden (Glauser Schlegel,
2007). Akt induziert die Phosphorylierung von Ubiquitin-ligase Mdm2 (murine double minute 2), was
zu einer Translokation der Mdm2 vom Cytoplasma in den Zellkern fihrt. Hier wird das P53-
Tumorsuppressor-Protein (vermittelt Transkription pro-apoptotischer Gene) proteosomal abgebaut,

was zur Zellproliferation und zum Wachstum fiihrt (Liao Hung, 2010).

1.4 Regulation der B-Zellmasse

Die pankreatische B-Zellmasse wird im physiologischen Zustand durch vier Mechanismen im

Gleichgewicht gehalten:

o [-Zellreplikation
e [(-Zellneogenese

o [(-ZellgroRe
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e [(-Zellapoptose

Die pankreatische B-Zellproliferation wird durch ein komplexes Zusammenspiel zwischen Cyclinen,
CDK und CDK-Inhibitoren (CDKI) reguliert. Die Cycline D1 und D2 werden in B-Zellen exprimiert
und spielen eine bedeutende Rolle in der Regulation der B-Zellproliferation. Wahrend CDK2 und
CDKG6 durch Cyclin D1, D2 aktiviert werden, wird CDK4 durch Cyclin E aktiviert. Auch in B-Zellen
stellt die CDK4 einen wesentlichen Regulator des B-Zellzyklus dar (Tarabra et al., 2012). Die
Uberexpression von CDK4 fiihrt zu einer Steigerung der B-Zellproliferation. Zwei Gruppen von CDK-
Inhibitoren werden in Inseln exprimiert: INK4-Proteine (P16, P15, P18 und P19, CDK 4 und 6
Inhibitoren) und CIP/KIP-Proteine (P21, P27 und P57). P27 ist der wichtigste Zellzyklus-Inhibitor, der
eine entscheidende Rolle in der Regulation der f-Zellmasse spielt. P27-defiziente Mé&use zeigen eine
Verbesserung der Glucosetoleranz sowie eine erhohte 3-Zellmasse und Proliferation (Rachdi et al.,
2006). Aulerdem wurde nachgewiesen, dass eine Akkumulation des P27 im p-Zellkern bei
diabetischen Méausen db/db und defizienten Mausen von IRS-2 (Irs”") stattfindet und somit zu einer
Reduktion der B-Zellmasse flhrt (Uchida et al., 2005).

Die Steigerung der B-Zellmasse geschieht sowohl unter physiologischen Bedingungen
(Schwangerschaft) als auch unter pathologischen Bedingungen (Adipositas). Die Adipositas scheint
einen Risikofaktor flr eine Insulinresistenz darzustellen, welche zur Zunahme der B-Zellmasse durch
die Steigerung der p-Zellproliferation und Hypertrophie fiihrt und kompensiert somit den erhdhten
Insulinbedarf. Bei nichtdiabetischen, adipdsen Nagetieren konnte im Vergleich mit schlanken Tieren
eine Steigerung der B-Zellmasse durch eine erhéhte Proliferation beobachtet werden (Karasawa et al.,
2009). Autopsiestudien an humanem Pankreas konnten auch zeigen, dass bei adipdsen
Nichtdiabetikern gegeniiber schlanken Personen eine Expansion der B-Zellmasse auftritt (Saisho et al.,
2013).

Verschiedene Faktoren sind in die Regulation der B-Zellmasse involviert. Insulin reguliert die p-
Zellmasse durch verschiedene Signalwege. Dabei spielt der IRS-2/PI3K eine bedeutende Rolle in der
Vermittlung der mitogenen und anti-apoptotischen Wirkung des Insulins. Glucose ist der wichtigste
physiologische Regulator der pB-Zellfunktion und p-Zellmasse. So induziert die Glucose in
Konzentrationen zwischen 5,5 - 11 mM eine Steigerung der B-Zellproliferation mit gleichzeitiger
Hemmung der Apoptose (Paris et al., 2003). Dies geschieht (iber die erhdhten intrazellularen cAMP-
und Ca?*-Spiegel mit nachfolgender Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) sowie der Ras/Raf/MEK-
Signalkaskade, wodurch ERK1/2 und andere MAPK-Wege aktiviert werden (Lingohr, Buettner, et al.,
2002). Die proliferativen und anti-apoptotischen Effekte der Glucose werden auch Uber den
Transkriptionsfaktor CREB vermittelt, der von PKA phosphoryliert wird. Durch CREB wird der IRS-
2/Akt-Signalweg aktiviert (Jhala et al., 2003). Der mTOR-Signalweg kann durch einen erhéhten

Glucosespiegel sowohl direkt als auch indirekt aktiviert werden. Die indirekte Aktivierung erfolgt
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Uber die ansteigende Konzentration intrazellularen ATPs, das nachfolgend zur Inaktivierung der
AMPK (AMP-activated protein kinase) flhrt und so inhibitorisch auf den mTOR-Signalweg wirkt
(Chang-Chen et al., 2008). Ebenfalls beschrieben ist, dass in die Regulation der 3-Zellmasse die PKCs
involviert sind. PKC{, ein Isoenzym der PKC-Familie, fordert die B-Zellreplikation, wohingegen
PKCs, ein weiteres Isoenzym der PKC-Familie, pro-apoptotisch wirkt (Schmitz-Peiffer Biden, 2008).
Glucose l6st eine Erhohung intrazellularer Ca?*-Konzentrationen aus. Ca?* bindet an Calcineuin-
phosphatase (Cn) und aktiviert diese dadurch, was zu einer Dephosphorylierung des
Transkriptionsfaktors NFAT (nuclear factor of activated T-cell) fiihrt, der in den Zellkern transloziert.
So kann Glucose eine Erhdhung der f-Zellmasse herbeiftihren (Heit et al., 2006; Tarabra et al., 2012).
Des Weiteren vermittelt Glucose das Wachstum und Uberleben der B-Zellen vermutlich auch durch
die Stimulation der Insulinsekretion und anschlieBender Aktivierung des Insulin-Sighalweges
(Assmann et al., 2009). IGF-1 bindet an seinem Rezeptor IGF-1R und l6st eine Autophosphorylierung
des Rezeptors durch intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitat der IGF-1R-B-Untereinheit aus, an die
phosphorylierten Tyrosinreste des Rezeptors lagern sich IRS an, die dann selber durch die
Tyrosinkinaseaktivitit der B-Untereinheit des Rezeptors an Tyrosin-Resten phosphoryliert werden.
Der mitogene Effekt von IGF-1 wird Uber die PI3K und den PKB/Akt-Weg sowie den ERK1/2-
Signalweg vermittelt (Chang-Chen et al., 2008; F. Ma et al., 2011). Darlber hinaus werden durch
PKB/Akt anti-apoptotisch wirkende Effekte vermittelt, so z.B. die Phosphorylierung und
Inaktivierung der Caspase 9, eine Hemmung der GSK3 und die Hemmung von FOXO-
Transkriptionsfaktoren (Chang-Chen et al., 2008). Die Inkretinhormone GIP und GLP-1 sind auch an
der Regulierung der Proliferation und Apoptose der B-Zellen beteiligt. GLP-1 und GIP fungieren
synergistisch mit Glucose als Wachstums- und Anti-Apoptose-Faktor fiir die f-Zellen. Die Bindung
von GLP-1 an den GLP-1R fuhrt zu einer Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration; dadurch
wird die PKA aktiviert, welche das CREB phosphoryliert. CREB kann die Expression von Cyclin D1
steigern und den Zellzyklus fordern (Friedrichsen et al., 2006; Jhala et al., 2003). GLP-1 stimuliert die
Expression des IRS-2 und steigert somit die Insulinsensitivitit, was zu einer erleichterten Aktivierung
der PI3K und seiner Downstream-Signalwege fiihrt, z. B. Akt und PKC(, was zur B-Zellproliferation
und B-Zellneogenese fuhrt (X. Ma et al., 2014). Die aktivierte Akt ihrerseits stimuliert andere
Signalmolekiile, infolgedessen wird die B-Zellproliferation gefordert (z. B. FOXO, PDX-1) und die B-
Zellapoptose gehemmt (Bcl-2-Aktivierung, Caspase 3-Inhibierung). Die Aktivierung des GLP-1R
fiihrt auch zur Akt-Aktivierung durch die Transaktivierung des Epidermal-Growth-Factor-Rezeptors
(EGFR) (Buteau et al., 2003). Auflerdem ist die MAPK (P42 und P44) bei der durch GLP-1-
induzierten B-Zellproliferation involviert (Friedrichsen et al., 2006). Die Erh6hung der Konzentration
von Ca?" durch GLP-1 filhrt zur Aktivierung des Calcineurin/NFAT-Signalweges und somit zur
Mitogenese (Heit et al., 2006). GIP reguliert auch die B-Zellmasse durch cAMP-und PI3K/Akt-
Signalwege (Friedrichsen et al., 2006).
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Es wurde nachgewiesen, dass Wachstumshormon (GH) ebenfalls die B-Zellmasse reguliert (Lingohr,
Buettner, et al., 2002). GH fihrt zu einer Aktivierung der Janus-Kinase-2-(JAK-2)/Signaltransduktor
und Aktivator des Transkription-5-Signalweges (STATS) zur Steigerung der mitogenen Prozesse
(Brelje et al., 2004; F. Ma et al, 2011). STAT5 transloziert in den Zellkern, wo er die
Gentranskription (Cyclin D1, D2) verstdrkt und zur -Zellmitogenese beitragt (Chang-Chen et al.,
2008; Lingohr, Buettner, et al., 2002). Auferdem induziert STAT5 die Expression des anti-
apoptotischen Proteins (Bcl-x.) und der Proteine der suppressor of cytokine signaling (SOCS)-Familie
und ist somit an der Anti-Apoptose der B-Zellen beteiligt.

Bei schwangeren Nagern wird durch eine signifikante Steigerung der B-Zellproliferation und f-
ZellgroBe (Hypertrophie) eine Erhohung der f-Zellmasse um das 2- bis 4-Fache beobachtet (Rieck
Kaestner, 2010). Auch beim Menschen wird die B-Zellmasse wéhrend der Schwangerschaft durch die
erhohte Neogenese gesteigert (Butler et al., 2010). Innerhalb der ersten 10 Tage nach der Geburt
vermindert sich die f-Zellmasse und sinkt infolge einer erhohten B-Zellapoptose und gleichzeitiger
Reduktion der B-Zellproliferation und -gréRe wieder auf das normale Niveau (Rieck Kaestner, 2010).
Verschiedene Stimuli bedingen urséchlich die Expansion der B-Zellmasse in der Schwangerschaft
vorwiegend durch die Hormone Plazentalaktogen (PL), Prolaktin (PRL) und GH (Vasavada et al.,
2000). PL vermittelt die B-Zellproliferation (ber den intrazelluldren JAK-2/STAT-5-Signalweg
(Vasavada et al., 2000). Durch die Bindung von PRL an den PRL-Rezeptor werden mehrere
intrazelluldre Signalkaskaden aktiviert wie JAK-2/STAT-5, IRS/PI3K und MAPK; dies hat eine
Zunahme der B-Zellmasse zur Folge (Amaral et al., 2004; Brelje et al., 2004).

Die microRNAs (miRNAs) sind kleine, kodierende RNA-Nukleotide, die als posttranskriptionelle
Regulatoren der Genexpression in unterschiedlichste zelluldre Prozesse wie Proliferation, Apoptose
und Differenzierung eingreifen. Die miRNAs sind in der Lage, an komplementédre m-RNA zu binden
und so deren Translation oder Degradation zu regulieren oder zumindest zu beeinflussen (Bartel,
2004). Die Rolle von miRNAs bei der Regulation der B-Zellmasse ist noch nicht hinreichend
aufgeklart. Eine bestimmte miRNA-Sequenz (miR375) wurde in Langerhans-Inseln charakterisiert
und ist maBigeblich an der Regulation der Insulinsekretion und B-Zellmasse beteiligt. Die miR375
spielt eine wichtige Rolle bei der Pankreasentwicklung und die Ablation der Expression von miR375
fuhrt bei adipdsen Mé&usen (ob/ob) zum Verlust der B-Zellen (Poy et al., 2009). Zusatzlich scheint
miR7a ein negativer Regulator der adulten B-Zellproliferation zu sein. Durch die Hemmung der miR7a
wird die mTOR-Signalkaskade aktiviert und somit die 3-Zellreplikation in adulten Inseln bei M&usen
gefordert (Y. Wang et al., 2013). Weiterhin wurde gezeigt, dass miR34a und miR146a an der
Apoptose der B-Zellen beteiligt sind. Eine erhthte Expression von miR34a und miR146a wird in den

Inseln von diabetischen Mausen (db/db) und nach der Stimulation der B-Zellen mit Palmitat
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beobachtet. Daher vermindert die Behandlung mit anti-miR34a und anti-miR146a die Anzahl der

apoptotischen Zellen, die durch Palmitat induziert werden (Lovis et al., 2008).
1.5 Mechanismen des p-Zellverlustes

Nach derzeitigem Kenntnisstand wird der B-Zellverlust durch verschiedene molekulare Mechanismen

vermittelt.

Glucosetoxizitat: Wihrend physiologische Glucosekonzentrationen essentiell fir die B-Zellfunktion
und -differenzierung sind, besitzen chronische erhthte Konzentrationen eine zusétzliche toxische
Wirkung. Die chronische Hyperglykédmie trigt zu einem Verlust der Sekretionskapazitét der $-Zellen
sowie zum Verlust der 3-Zellmasse bei (Poitout Robertson, 2008). Der erhohte Glucosespiegel ist mit
einer verminderten Expression von Insulingenen und Transkriptionsfaktoren (PDX-1, BETA2/NeuroD
und MafA) assoziiert, die an der Regulation der B-Zellreplikation beteiligt sind (Andrali et al., 2008).
Der Mechanismus dieser Glucosetoxizitit ist noch nicht vollstindig geklart. Der aufgrund einer
chronischen Hyperglykdmie stindig erhohte Glucosemetabolismus in den B-Zellen verursacht eine
mitochondriale Dysfunktion, die zu einer erhdhten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
und Superoxiden sowie Stickstoffmonoxid (NO) flhrt (Bensellam et al., 2012). Durch oxidativen
Stress konnen verschiedene Stresssignalwege aktiviert werden, darunter JINK, NF-xB und die P38
(mitogen-aktivierte Proteinkinase) (Hou et al., 2008; Novotny et al., 2012). Diskutiert wird, dass -
Zellen eine starke Anfalligkeit gegeniiber oxidativem Stress haben, da B-Zellen geringe Mengen von
Antioxidantien wie Superoxiddismutase 1 und 2 (SOD1-2), Glutathionperoxidase (GPX1) und
Katalase (CAT)) exprimieren. Der oxidative Stress flhrt zur zelluldren Schadigung, der eine
wesentliche Rolle bei der Entwicklung der Insulinresistenz und p-Zelldysfunktion sowie der Apoptose
der B-Zellen spielt (Bensellam et al., 2012; Chang-Chen et al., 2008). JNK und P38 gehdren zu der
MAPK-Familie und werden vor allem als Antwort auf zellulare Stressfaktoren, Zytokine und FFA
aktiviert. JNK spielt eine zentrale Rolle bei der Insulinresistenz, B-Zelldysfunktion und Apoptose. Die
Aktivierung von JNK durch verschiedene Stimuli kann die Transkription der Insulingene hemmen.
Dies geschieht durch die Verminderung der Bindungsaktivitat an dem Transkriptionsfaktor PDX-1
oder durch die Phosphorylierung der Ser/Thr-Reste in den IRS1/2, wodurch der Insulin-Signalweg
gehemmt wird (Kaneto et al., 2005).

Ein weiterer Mechanismus, der tiber die Glucosetoxizitit an pankreatischen -Zellen ausgeldst wird,

sind die ER-Stresssignalwege. Viele Studien weisen darauf hin, dass der ER-Stress eine Rolle bei der

Pathogenese des T2D spielt, der aus B-Zellverlust und Insulinresistenz besteht (Eizirik et al., 2008).

Die erhohten ER-Stresssignalwege kdénnen sowohl in den Inseln von db/db-Mé&usen als auch in

humanen Inseln nachgewiesen werden (Laybutt et al., 2007). In den Membranen des ER sind drei
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transmembrane Signalproteine lokalisiert, die mit dem ER-Chaperon GRP78 (glucose-regulated-
protein 78; BIiP) assoziiert sind. Diese Bindung wird durch Stressfaktoren aufgehoben und
anschliefend werden drei Signalwege aktiviert, die zur Akkumulation von ungefalteten Proteinen in
dem ER-Lumen fiihren, die als ,,unfolded protein response* (UPR) bezeichnet werden. Zu denen
zéhlen die PERK (pancreatic ER-kinase), ATF6 (activating transcription factor 6) und IRE1 (inositol
requiring enzyme 1). PERK phosphoryliert elF-2a (eukaryotic translation initiation factor-20) und
hemmt somit die Proteintranslation und -akkumulation. AuRerdem induziert der aktivierte elF2a die
Translation bestimmter Transkriptionsfaktoren wie ATF4 (activating transcrition factor 4), welcher
wiederum zur Induktion von CHOP (C/EBP homologous protein) und ATF3 (activating transcription
factor 3) fuhrt. CHOP st ein Transkriptionsfaktor und induziert die Apoptose sowohl durch die
Reduktion der Expression von Bcl-2 und Bcl-x. als auch durch die Induktion der Expression
zahlreicher pro-apoptotischer Proteine wie Bax, Bak, Bim, Bik, PUMA und NOXA (J. Li et al., 2006;
McCullough et al., 2001). ATF3 kann auch eine B-Zellapoptose durch die Inhibition der IRS-2-
Aktivitat induzieren (Chang-Chen et al., 2008). IRE1 hat eine Endoribonukleasefunktion und aktiviert
XBP-1 (X-box binding protein) Die Uberexpression von XBP-1 in Ratten-Inselzellen 16st eine
Reduktion der B-Zelldifferenzierung, Hemmung der GSIS und Erhoéhung der B-Zellapoptoserate aus
(Allagnat et al., 2010). IRE1 vermittelt den Zelltod durch die Bindung an TRAF2 (TNF-receptor
associated factor 2) und aktiviert somit Ask-1, welche wiederum von JNK aktiviert wird, was zur
Phosphorylierung und Aktivierung von c-Jun fuhrt (Urano et al., 2000). AuBerdem induziert IRE1 den
Zelltod auch unabhéngig von Mitochondrien oder Todesrezeptoren und lauft tiber die Aktivierung der
Caspase-Kaskade und fihrt somit zur Apoptose (Yoneda et al., 2001). ATF6 ist ein
Transkriptionsfaktor, der auch durch GRP78 reguliert wird. Nach Dissoziation von Chaperons
transloziert ATF6 zum Golgi-Apparat, wo er durch Spaltung aktiviert wird. ATF6 lokalisiert in den
Nukleus und initiiert dort die Transkription verschiedener Gene wie XBP-1 und GRP78. Der ATF6-
vermittelte Signalweg ist noch nicht eindeutig als pro- oder anti-apoptotisch klassifiziert.

Das Polypeptid hIAPP (human islet amyloid polypeptide), auch Amylin genannt, ist ein Hormon des
Pankreas und wird von den B-Zellen zusammen mit Insulin synthetisiert. Physiologische Funktionen
sind die Regulation der Glucosehomgostase sowie die hemmende Wirkung auf die Magenentleerung.
Bei T2D kommt es zu einer Akkumulation des hIAPP im extrazelluldren Bereich des Pankreas, was
eine entscheidende Rolle fir die Zelltoxizitdt und den damit einen Verlust der B-Zellmasse spielt
(Bensellam et al., 2012; C. J. Huang et al., 2007).

Eine dauerhafte Steigerung der intrazellularen Ca?*-Konzentration gilt zusétzlich als Mechanismus der
Glucosetoxizitat tber die Aktivierung von ER-Stress-induzierten Signalwegen und der Bildung von
ROS (S. E. Choi etal., 2007; Y. Wang et al., 2011) .
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Durch hohe Glucosekonzentrationen wird der mTOR/S6K-Signalweg aktiviert und IRS-2 an Ser-
Resten ber einen negativen Rickkopplungsmechanismus phosphoryliert, wodurch der Insulin-
Signalweg gehemmt wird (Elghazi et al., 2010).

Des Weiteren wird durch die Hyperglykdmie eine Induktion von IL-1B ausgelost, was schlieBlich zu
einem f-Zelltod Uber die NF-kB-Aktivierung fuhrt (Maedler et al., 2002).

Glucolipotoxizitat: Sowohl die erhéhte Konzentration von Glucose als auch die erhohte
Konzentration von FFA werden in T2D festgestellt. Ein chronischer erhdhter FFA-Spiegel tragt zu
einer Senkung der GSIS und der B-Zellapoptose bei. Dies wird als Lipotoxizitat bezeichnet. Die
derzeitigen Erkenntnisse zeigen, dass die FFA alleine keine toxische Wirkung auf die f-Zellen haben.
Nur in Anwesenheit von Hyperglykdmie verursachen FFA Schidden an den [-Zellen
(Glucolipotoxizitat). Die toxische Wirkung von FFA liegt an dem Einfluss von Glucose auf den
intrazelluldren Stoffwechsel von Fettsduren. Die erhdhte Konzentration von Glucose inhibiert die -
Oxidation der FFA, was zur Akkumulation von Lipiden in B-Zellen fuhrt. Dies geschieht durch die
vermehrte Bildung von Malonyl-CoA im Cytosol, welches durch das Enzym Acetyl-CoA-Carboxylase
(ACC) von Acetyl-CoA im Rahmen der Fettsduresynthese synthetisiert wird. Malonyl-CoA hemmt die
Carnitin-Palmitoyltransferase-1 (CPT-1), transportiert Acyl-CoA vom Cytosol in die Mitochondrien,
wodurch die B-Oxidation der FFA geblockt wird und zu einer Akkumulation von langkettiger Acyl-
CoA (LC-CoA) im Cytoplasma fuhrt. Die Akkumulation von LC-CoA bewirkt entweder direkt oder
durch die Bildung von Lipid-Derivaten wie Ceramiden und TG die Beeintrachtigung der
Insulinsekretion sowie die B-Zellapoptose (L. O. Li et al., 2010; Newsholme et al., 2007). Zuséatzlich
zur Wirkung auf den Fettsduremetabolismus aktiviert Glucose die Expression von beteiligten Genen in
der Lipogenese. Glucose erhoht die Expression des X-Rezeptors (LXR) in der Leber, welcher zur
Steigerung der Expression von SREBP-1c¢ fiihrt und mit einer Lipidakkumulation, B-Zelldysfunktion
und dem B-Zelltod verknlpft ist (Choe et al., 2007). Die AMPK inaktiviert ACC durch eine
Phosphorylierung. Dies fuhrt zur Steigerung der Oxidation der FFA und zur Reduktion der
Insulinsekretion. Sowohl ACC als auch SREBP-1c werden durch AMPK reguliert (Foufelle Ferre,
2002). Die hohe Glucosekonzentration fuhrt zur Reduktion der AMPK-Aktivitdt und erhéht somit den
Malonyl-CoA-Spiegel oder steigert die Expression von SREBP-1c und erhoht dadurch die
Lipogenese. Weiterhin wurde gezeigt, dass ein erhéhter FFA-Spiegel im Plasma zu einer Zunahme des
Entkopplungsproteins UCP-2-Spiegel fiihrt, wodurch die ATP-Produktion und damit auch die
Insulinsekretion reduziert wird (Chang-Chen et al., 2008). Die Induktion der ER-Stress-Proteine sowie
des oxidativen Stresses gelten ebenfalls als Mechanismen der Glucolipotoxizitit (Cunha et al., 2008;
Eizirik et al., 2008).
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Proinflammatorische Zytokine: Die vermehrt freigesetzten proinflammatorischen Zytokine von
Adipozyten unter Adipositas sind an der Entstehung der Insulinresistenz und B-Zelldysfunktion sowie
der B-Zellapoptose beteiligt, die mit der Entwicklung des T2D assoziiert sind. IL-1pB, Interferon-y
(IFN-y) und TNFa sind die wichtigsten Zytokine, iiber die toxische Effekte an f-Zellen erzielt werden.
IL-1B bindet an seinem Rezeptor IL-13-Rezeptor und aktiviert dadurch verschiedene Signalwege wie
NF-«kB und MAPK (JNK/P38/ERK), was zu einer B-Zellapoptose fuhrt (Quan et al., 2013). NF-xB
wird in den Zellkern transloziert, wo verschiedene Zielgene induziert werden, darunter die iNOS
(induzierbare NO-Synthase), welche die Freisetzung von NO in den B-Zellen verursacht (Quintana-
Lopez et al., 2013). Mehrere Mechanismen werden flr die NO-vermittelte B-Zellapoptose dargestellt,
darunter die Induktion der DNA-Schédigung, die P53 aktiviert und dadurch die pro-apoptotische
Genexpression (Bax, Fas und Noxa) induziert (Eizirik et al., 2008). NO fuhrt auch zur Inhibierung der
Expression des Ca?*-Transporters SERCA2b und zum Verlust an ER-Ca?* und induziert somit ER-
Stress-Signalwege (Cardozo et al., 2005). AulRerdem vermittelt NO die Reduktion der Expression von
IRS-2 und fihrt zur Hemmung des IRS-2-Weges und zum p-Zellversagen (Tanioka et al., 2011). Der
Signalweg des durch INF-y- induzierten B-Zelltodes l&uft Uber die Aktivierung des JAK/STAT1-
Signalweges (Novotny et al., 2012). IFN-y und TNFa konnen ebenfalls zum B-Zelltod beitragen, und
zwar durch Steigerung der ROS-Produktion und Cytochrom c-Freisetzung, die einen wichtigen Schritt
zur Induktion der Caspase-Kaskasde darstellt. Weiterhin wird durch TNFa und INF-y der NF-xB
aktiviert, was zu einer Suppression des Bcl-2 flihrt und somit die Caspase 3 aktiviert, die eine
entscheidende Rolle fiir die Apoptose der B-Zellen spielt (Cao et al., 2013).

1.6 Proteinkinase C

Die PKC-Familie ist an der Regulierung zahlreicher zelluldrer Prozesse wie Proliferation, Apoptose
und Differenzierung beteiligt. Die PKC-Familie wird aufgrund der Struktur und Aktivierungsfaktoren
in drei Klassen unterteilt. Konventionelle PKC-Isoformen (cPKC: a, B1, B2, v) sind Ca?*-abhangig und
werden durch DAG und Phorbolester (PMA) aktiviert. Die neue PKC-Isoformen (nPKC: 3, 6, u, €, 1)
sind Ca?*-unabhangig und werden durch DAG und PMA ebenfalls aktiviert. Atypische PKC-
Isoformen (aPKC: A, €) sind Ca?*-unabhéngig und bendtigen Phosphatidylserin (PS) sowie PDK1 zur
Aktivierung. PKCs sind aus zwei Domanenstrukturen aufgebaut: einer N-terminalen regulatorischen
und einer C-terminalen katalytischen Domane, wobei vier konservierte Abschnitte (C1 bis C4)
vorliegen. Die C-terminale Kinase-Doméne besteht aus der Region-C3 (ATP-Bindungsbereich) und
aus der Region-C4 (Substratbindungsstelle). Die regulatorische Domane wird aus den Abschnitten C1
und C2 sowie einer Pseudosubstratsequenz aufgebaut, die zu einer Autoinhibition der Kinase fihrt,

indem sie mit der katalytischen Doméne in Wechselwirkung tritt (C4). In der C1-Region wird DAG
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oder PMA gebunden, wohingegen die C2-Region fiir die Bindung von Ca?" verantwortlich ist (Abb.
1.6) (Turban Hajduch, 2011; Yoshida, 2007).

Regulatorische Doméne Katalytische Doméne
DAG/PMA Calcium ATP Substrat
N M—“ Cc4 ——C konventionelle PKC
(o, B1. B2,7)

PS
neu PKC
v @
N m c4 L C autypische PKC
Cvn

Abbildung 1.6: Domanenstruktur der PKC-Isoformen. Modifiziert nach (Turban Hajduch, 2011).

1.6.1 PKC und p-Zellen

Sowohl in den nativen -Zellen als auch in den B-Zelllinien werden mindestens sechs Isoformen der
PKC exprimiert, wobei vor allem PKCao und PKC$ zu finden sind (Hennige et al., 2002; M. J. Kim et
al., 2001). Trotzdem bleibt die genaue Expression der PKC-Isoformen in den Inseln und in den f-

Zelllinien weiterhin kontrovers.

Seit langer Zeit ist bekannt, dass die Behandlung der §-Zellen mit PMA die Insulinsekretion von [3-
Zellen stimuliert (Jones et al., 1991). Daher scheint PKC an der GSIS von B-Zellen involviert zu sein.
Es konnte gezeigt werden, dass PKCa und PKCP die durch Glucose und PMA stimulierte
Insulinsekretion vermitteln kénnen (Miura et al., 1998). Untersuchungen mit verschiedenen PKC-
Inhibitoren an Ratteninseln und HIT-T15 Zellen aus Hamstern konnten zeigen, dass GSIS zum Teil
uber aPKCs vermittelt wird (Harris et al., 1996). Konstitutive aktive PKC({ (CA-PKC-{) Méuse, bei
denen die Expression von PKCC spezifisch in pankreatischen B-Zellen Uberexprimiert ist, zeigten eine
Erhohung der Expression von Insulingenen, was schlieflich die Insulinsekretion fordert (Velazquez-
Garcia et al., 2011).

Auch an der durch FFA-induzierten GSIS ist PKC involviert. FFA steigern die GSIS entweder direkt
durch Bindung an den GPR40/FFAR1-Rezeptor, was zu einer Aktivierung der PLC (Phospholipase C)

fuhrt, welche die DAG bildet und damit PKC aktiviert, was wiederum die Insulinsekretion beeinflusst,
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oder indirekt durch akkumuliertes LC-CoA im Cytosol, was die GSIS entweder direkt oder Uber
Aktivierung von PKC steigert (Schmitz-Peiffer Biden, 2008).

PKC beeinflusst als bedeutsamer Regulator die B-Zellproliferation. PKC{ wird sowohl durch Insulin
als auch durch verschiedene Wachstumsfaktoren (EGE, IGF-1, GLP-1) aktiviert und bewirkt eine
positive Wirkung auf die B-Zellproliferation (Vasavada et al., 2007). CA-PKC-{ Méuse zeigen eine
erhohte [B-Zellproliferation, -groe und -masse sowie eine Verbesserung der Glucosetoleranz
(Velazquez-Garcia et al., 2011). PKCC kann einerseits durch mTOR und seine Effektoren aktiviert
werden. Zusatzlich fuhrt mTOR zur Hochregulation von Cyclin A und D sowie auch zur
Herunterregulation von P21. Andererseits tragt PKCC zu einer Phosphorylierung und Inaktivierung
von GSK-3B und dadurch zu einer erhdhten Expression von Cyclin D bei. PKCS kann ebenfalls die
Proliferation der B-Zellen durch die Phosphorylierung und Inaktivierung der Zellzyklus-Inhibitoren
P21 fordern (Ranta et al., 2011). AulRerdem spielt PKC3 eine entscheidende Rolle bei der Induktion
der Apoptose in den -Zellen (unter Abschnitt 1.6.2).

1.6.2 Die anti- und pro-apoptotische Wirkung von PKCo

PKC3 gehort zu den nPKC-Isoformen und wurde urspriinglich in der Mausepidermis entdeckt. Spater
wurde PKCd auch in Ratten und Menschen nachgewiesen (Yoshida, 2007). PKCS benétigt zur
Aktivierung DAG, das an der C1-Doméne mit hoher Affinitat bindet, braucht aber keine Ca?*-lonen
zur Aktivierung, da der C2-Domane das zur Ca?*-Bindung notige Aspartat fehlt. Wahrend DAG direkt
als Kofaktor PKCS aktiviert, wird PKCS auch durch Phosphorylierung aktiviert. Eine der
Phosphorylierungsstellen von PKC9 stellt Ser643 dar, das die Enzymaktivitit beeinflusst. Es konnten
ebenfalls mehrere  Tyrosin-Reste (52, 187, 512, 523) nachgewiesen werden. Die
Tyrosinphosphorylierung der PKCS verdndert die Aktivitit der PKCS in Abhéngigkeit von der
Phosphorylierungsstelle und Stimuli, so dass eine Hemmung oder eine Aktivierung der PKCd
verursacht wird. PKC3 wird auch an Thr505 in der Aktivierungsschleife der enzymatischen Aktivitat
phosphoryliert (Basu Pal, 2010).

Die PKC3 reguliert die Apoptose und das Uberleben der Zellen in Abhiingigkeit von Zelltyp, Stimuli
und Translokalisation (Yoshida, 2007). Nach einem apoptotischen Signal wandert PKCS in den
Zellkern, wo die PKC38 durch Caspase 3 gespalten wird. Durch die Spaltung entsteht ein katalytisch
aktives Fragment (konstitutiv aktiv), das fir die Induktion der Apoptose in verschiedenen Zelltypen
wichtig zu sein scheint (Reyland, 2007). Verschiedene pro-apoptotische Signalwege werden durch
PKCo unter mehreren Stimuli (H.O., Ceramide, oxidativer Stress, TNFa und UV-Strahlung)
eingeschaltet. Durch PKC$ werden die intrinsischen Apoptosewege uber das Mitochondrium aktiviert.

Die konstitutiv aktive PKC3, die die Apoptose induziert, liegt im Cytosol, in den Mitochondrien oder
21



Einleitung

im Zellkern vor, wohingegen PKC3 im ER anti-apoptotische Eigenschaften zeigt (Gomel et al., 2007).
Unter oxidativem Stress fiithrt die PKCd im Zellkern zu einer IKKa-Aktivierung, was wiederum P53
aktiviert, das schlie}lich eine Apoptose induziert. Aullerdem kann die PKCS die Apoptose iiber die
MAPK vermitteln. Die cytosolische PKCd 16st die Apoptose durch Aktivierung von P38, Hemmung
der Akt und Verringerung der Expression von XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) aus,
wahrend die nukleare PKC3 die Apoptose durch Aktivierung von JNK vermittelt (Gomel et al., 2007).
Fiir PKC9 sind mehrere nukleare Proteine als Substrate identifiziert worden, welche fiir die Induktion
der Apoptose verantwortlich sind. Zu diesen gehoren Lamin B, DNA-PK (DNA-dependent
Proteinkinase-PK), c-Abl, P53, P73 und Rad9. FFA 16sen die B-Zellapoptose lber eine Translokation
von PKC3 in den Zellkern aus, wo Lamin B durch PKC3§ abgebaut wird (Eitel et al., 2003).

Neben der Induktion der Apoptose kann PKCS aber auch die Apoptose verhindern. So konnte in
Gliomzellen festgestellt werden, dass die PKCS eine protektive Wirkung gegen eine von TRAIL
ausgeloste Apoptose durch Phosphorylierung der PKCo am Tyrl55 besitzt und somit zu ihrer
Translokation in ER fihrt (Okhrimenko et al., 2005). Aulerdem kann PKCo das Zelliiberleben iiber
mehrere anti-apoptotische Wege fordern, einschlieflich der Akt, ERK und der NF-xB-Wege. PKC5
hemmt die Apoptose in den Darmkrebszelllinien Uber die NF-kxB-vermittelte Induktion des clAP2
(Basu Pal, 2010).

1.7 Lysophosphatidsaure (LPA)

1.7.1 Struktur und Biosynthese von LPA

LPA ist ein bioaktives Glycerophospholipid, welches als extra- und intrazelluldres Signalmolekiil
agiert. LPA ist ein wichtiges Zwischenprodukt bei der Synthese von Glycerophospholipiden, die einen
wesentlichen Bestandteil zellularer Membranen darstellen. Es besteht aus einer Fettsdure, die mit einer
freien Phosphatgruppe an Glycerol gekoppelt ist. Verschiedene LPA-Spezies unterscheiden sich durch
Kettenldnge und Sattigungsgrad der veresterten Fettsdure. Dazu zadhlen die gesattigten LPA-Spezies
(C16:0, C18:0) und die ungesattigten LPA-Spezies (C20:4, C18:1, 22:6). Die meisten biologischen
Effekte wurden mit 1-Oleoyl-LPA untersucht. LPA ist im Gegensatz zu den meisten anderen
Phospholipiden wasserldslich. LPA liegt in den unterschiedlichen biologischen Fliissigkeiten, wie
z.B. Serum, Plasma, Follikularfliissigkeit, Speichel und Hiihnerei-Eiweill sowie Gewebe und Gehirn
vor (Aoki, 2004; van Meeteren Moolenaar, 2007). Zwei mogliche Synthesewege des LPA wurden in

den letzten Jahren postuliert.

Die erste Mdglichkeit ist die intrazellulare Synthese von LPA. Hierbei wird Phosphatidsiure (PA) aus

Phospholipiden (PL) durch Phospholipase D (PLD) sowie aus DAG durch Diacylglycerol-Kinase
22



Einleitung

(DGK) generiert. Aus PA entsteht dann LPA durch Deacylierung tber Phospholipase Al oder A2
(Aoki, 2004). Dariiber hinaus entsteht LPA aus Glycerol-3-Phosphat (G3P) und Acyl-CoA (ber die im
ER oder in den Mitochondrien lokalisierte Glycerophosphat-Acetyltransferase (GPAT) sowie aus
Monoacylglycerol (MAG) durch die Monoacylglycerolkinase (MGK) (Okudaira et al., 2010; Pebay et
al., 2007).

Neben dem intrazelluldren LPA-Syntheseweg existiert auch die Maglichkeit der extrazelluldren LPA-
Produktion. LPA kann aus Lysophospholipiden (LPL) Uber die Lysophospholipase-D-Aktivitat
(LysoPLD) des Autotaxins (ATX) entstehen. Die physiologische Konzentration von LPA betrégt im
Plasma (100 nM - 1 uM), wihrend im Serum iiber 10 uM LPA vorliegen, die iiber die Abspaltung des
Cholinrestes der PL von der Zellmembran aktivierten Blutplattchen mittels ATX im Rahmen der
Thrombozytenaggregation freigesetzt wird. Dort wird LPA an Tragermolekile gebunden,
hauptséchlich an Albumin und LDL (low density lipoprotein) (Aoki, 2004; M. E. Lin et al., 2010).

AuBer von Thrombozyten wird LPA von zahlreichen Zellen, wie z. B. Adipozyten, Fibroblasten und
Krebszellen freigesetzt. ATX ist auch als Ectonukleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 2
(ENPP2) bekannt und gehort zu der Familie der ENPP (Nakanaga et al., 2010). ATX konnte wie LPA
in den meisten biologischen Flussigkeiten nachgewiesen werden und zeigt eine wesentliche
Bedeutung in physiologischen, aber auch pathologischen Prozessen wie Adipogenese, Neurogenese,
Angiogenese sowie auch Tumorgenese, Metastasierung und Fibrose. ATX-defiziente Méuse (ATX)
sterben am embryonalen Tag 10 (E10) aufgrund einer gestérten Angio- und Neurogenese, wohingegen
die ATX®? heterozygoten Mause lebensfahig sind, aber im Vergleich zu Wildtyp-Mausen nur die
Hélfte des LPA-Spiegels im Plasma besitzen, was darauf hindeutet, dass ATX wahrscheinlich der

primére Produzent von extrazellularem LPA ist (van Meeteren et al., 2006).

Unter physiologischen Bedingungen wird intrazelluldres LPA (ber die LPA-Acyltransferase (LPA-
AT) in PA umgewandelt und extrazelluldr (ber die Lipid-Phosphat-Phosphatasen (LPP) zu MAG
dephosphoryliert (Abb. 1.7.1) (van Meeteren Moolenaar, 2007).
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Abbildung 1.7.1: Biosynthese und Metabolismus des LPA.
1.7.2 Physiologische und pathophysiologische Effekte von LPA

LPA reguliert verschiedene biologische Prozesse, wie z. B. die Differenzierung von Keratinozyten,
eine Reorganisation des Cytoskeletts, aber auch Migration, Neurogenese, Angiogenese und
Neuritenretraktion. LPA hat die Fahigkeit die Thrombozytenaggregation zu stimulieren. Durch LPA
kann die Zellproliferation stimuliert sowie die Apoptose gehemmt werden. Weiterhin stimuliert LPA
die Kontraktion glatter Muskelzellen und reguliert den vaskuldren Tonus. AulRerdem fordert LPA die
Waundheilung und Zellrundung. LPA bewirkt weiterhin in einer Vielzahl von Zellen eine Ca?*-
Mobilisierung (J. W. Choi et al., 2010).
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LPA ist an der Entwicklung des zentralen Nervensystem (ZNS) beteiligt. So induziert LPA die
Neurogenese durch die Regulation der Proliferation, Apoptose, Differenzierung und Migration der
neuronalen Progenitorzellen (NPCs). AuRerdem ist LPA in die Astrozytenproliferation und
Neuritenretraktion involviert. Dartiber hinaus spielt LPA eine wichtige Rolle beim Wachstum und der
Faltung des cerebralen Cortex, Proliferation und Antiapoptose der Schwannzellen, Differenzierung der
Oligodendrozyten und dem Neuronenuberleben (J. W. Choi Chun, 2013). Zusatzlich zu
physiologischen Prozessen zeigt LPA einen pathologischen Einfluss auf das ZNS wie Schizophrenie
und neuropathischen Schmerz (Ueda, 2011).

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass LPA in verschiedene Reproduktionsprozesse wie
Spermatogenese, mannliche  Sexualfunktion, Eierstockfunktion, Befruchtung, embryonale
Implantation und Geburt involviert ist (Ye Chun, 2010). Neben den biologischen Funktionen ist LPA
an der Pathophysiologie verschiedener Krankheiten beteiligt.

In anderen Untersuchungen wurden erhdhte Konzentrationen von ATX-Serum und LPA-Plasma in
Nagetiermodellen sowie bei humanen Patienten mit Hepatitis-C-induzierter Leberfibrose
nachgewiesen (Watanabe et al., 2007). LPA wirkt proliferationsfordernd auf die hepatischen
Sternzellen, die eine exzessive Menge von extrazelluldren Matrixproteinen in der Leber bilden
kénnen. Darlber hinaus beeinflusst LPA die Anti-Apoptose sowie auch die Kontraktion von
Sternzellen und hat eine proliferationshemmende Wirkung auf die Hepatozyten, was darauf hindeutet,
dass LPA einen bedeutenden Einfluss auf die Entstehung der Fibrose besitzt (Ikeda et al., 1998).
AuBRerdem ist LPA an der Pathogenese der Lungen- und Nierenfibrose beteiligt (Oikonomou et al.,
2012; Pradere et al., 2008).

In-vivo- und in-vitro-Studien zeigen, dass LPA mit einer groBeren Tumoraggressivitat verbunden ist.
So konnte eine erhohte Konzentration von LPA in Plasma und in Aszites der Eierstocke bei
Ovarialkarzinompatientinnen nachgewiesen werden (Sedlakova et al., 2011). LPA aktiviert die
Proliferation und Anti-Apoptose der Ovarialkrebszellen (OCC) sowie die Migration (H. Li et al.,
2009). AuBerdem erhoht LPA die Expression von Urokinase Plasminogen Activator (uPA) und
Matrix-Metalloproteasen (MMP-2), die wichtige Mediatoren fir Metastasen und deren Invasion sind
(Jeong et al., 2012). Ferner stimuliert LPA eine Sekretion von VEGF (vascular endothelial growth
factor), der die Neubildung von BlutgefaBen im Tumorgewebe bewirkt (Y. L. Hu et al., 2001). LPA
spielt ebenfalls eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie anderer maligner Tumoren, wie z. B
Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Gliom und Bronchialkarzinom (Arriazu et al., 2013; J. W. Choi
etal., 2010).
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1.7.3 LPA-Rezeptoren

Die durch LPA hervorgerufenen Effekte werden Uber die Bindung an spezifische G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Die ersten drei entdeckten Rezeptore (LPA1/LPAL/LPA;) zdhlen zu
den Edg-Rezeptoren, die ursprunglich den Namen Endothelial Differentiation Gene (EDG) getragen
haben. Der Name leitet sich vom ersten Mitglied der Familie ab, das aus Endothelzellen isoliert wurde.
LPA bindet dabei mit hoher Affinitdt an die Rezeptoren LPA; (=edg-2), LPA; (=edg-4), LPA3
(=edg-7), deren humane Aminosduren-Sequenz zu 50 - 57 % identisch sind. Die drei spéater
entdeckten LPA-Rezeptoren gehdren nicht zur Edg-Familie, sondern sind mit purinergen Rezeptoren
(P2Y) verwandt. Die Aminoséuren-Sequenz der Rezeptoren LPAs; (=P2Y9), LPAs (= GPR92), LPAs
(=P2Y5) sind zu 35 - 55 % identisch (Yanagida Ishii, 2011).

Verschiedene LPA-Rezeptor-knockout (KO)-Mause wurden fir die Aufklarung der physiologischen
und pathologischen Funktionen der Rezeptoren generiert. 50 % der LPA1-KO-M&use sterben perinatal
und die Uberlebenden zeigen phanotypische Abnormalititen wie Reduktion des Korpergewichtes und
der Gehirnmasse, verkirzte Schnauze und kraniofaziale Dismorphismen (J. W. Choi et al., 2008). Die
LPA,-KO-Mduse zeigen keine Abnormalitaten, wahrend LPAJ/LPA,-KO-Mause die gleichen
phanotypischen Abnormalitaten wie LPA;-KO-Mause aufweisen (Okudaira et al., 2010). In den LPAs;-
KO-Méusen wurde eine verspatete embryonale Einnistung und Reduktion der Wiirfe nachgewiesen
(Hama Aoki, 2010). Keine Abnormalitdten wurde in den LPA4-KO-Mausen identifiziert (Yanagida
Ishii, 2011). Mduse, bei denen die Expression der LPAs und LPAs unterdriickt ist, sind bisher nicht

vorhanden.

Die LPA-Rezeptoren sind an die G-Proteine Gio, Gg, Gi2113 und Gs gekoppelt, welche verschiedene
intrazellulare Signalwege aktivieren. Uber die Aktivierung der Gio-Proteine wird die Adenylatcyclase
(AC) gehemmt, was zu einer Abnahme der intrazellularen cAMP-Konzentration fiihrt. Auf3erdem
induziert Gip die Steigerungsaktivitat der Tyrosinkinase Ras und schlieBlich eine Aktivierung der
MAPK-Kaskade, die die Zellproliferation und das Wachstum férdert. Darliber hinaus wird die PI3K
Uber Gis aktiviert, was sowohl zur Aktivierung eines Akt-vermittelten Zellliberlebens als auch zur
Aktivierung des kleinen GTPase-Proteins Rac und damit zur Zellmigration fiihrt. Uber Gi, und Gq
kann LPA weitere Signalwege aktivieren. In diesem Signalweg vermittelt PLC die Aktivierung von
IP3 und DAG. Dabei vermittelt die Erh6hung des intrazelluldren Calciums und DAG die Aktivierung
der PKC. Die Aktivierung des Gizis-Proteins 16st die Aktivierung des kleinen GTP-bindenden
Proteins Rho aus, was zur Stimulation der Rho-Kinase und SRF (serum response element) fuhrt und
dadurch eine vermittelte-Bildung von Aktin-Stress-Filamenten sowie eine Zellkontraktion und -

rundung bewirkt. Uber Gs-Proteine kann im Gegensatz zu G; die AC stimuliert werden, woraus ein
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Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentrationen erfolgt (J. W. Choi Chun, 2013; Moolenaar et al.,
2004; Okudaira et al., 2010; Pebay et al., 2007). Es konnte auch gezeigt werden, dass LPA aulRer an
membranstandige LPA-Rezeptoren auch an den intrazellularen Rezeptor PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor y) binden kann (Mclintyre et al., 2003). PPARYy steuert die Transkription
bestimmter Gene, die am Glucose- und Lipidmetabolismus beteiligt sind. AuRerdem beeinflusst

PPARy auch inflammatorische Prozesse, Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose.
1.7.4 Bedeutung von LPA in T2D

Die exzessive Akkumulation von Fettgewebe bei Adipositas ist ein Risikofaktor fiir die Entwicklung
der Insulinresistenz und Insulinsekretionsstérung sowie T2D. Neben seiner Funktion als Fettspeicher
sezerniert das Fettgewebe verschiedene bioaktive Mediatoren, die an der Entstehung einer

Insulinresistenz beteiligt sein konnen, darunter TNFa, Leptin, Resistin und Phospholipide.

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass ATX und LPA aus Adipozyten freigesetzt werden. Da
ATX aus Adipozyten sezerniert wird, lassen die In-vitro-Untersuchungen auf eine mdgliche
Beteiligung von ATX an der Entwicklung der Adipositas in Bezug auf T2D schliefen. In der
Préadipozyten-Linie 3T3F442A und in primédren Prdadipozyten wurde nachgewiesen, dass eine
erhohte Expression und Sekretion von ATX bei der Differenzierung der Praadipozyten zu Adipozyten
(Adipogenese) mit einer exzessiven Akkumulation von LPA im extrazelluldren Medium verbunden ist
(Boucher et al., 2005; Ferry et al., 2003). LPA scheint mit seiner Bindung an den LPAs-Rezeptor die
Inhibierung des Transkriptionsfaktors PPARY iiber die Aktivierung der Rho-Kinase zu bewirken, was
zu einer Hemmung der Differenzierung von Préaadipozyten fiihrt (anti-Adipogenese) (L. Li et al.,
2011; Simon et al., 2005). Auflerdem induziert LPA die Proliferation der Praadipozyten (ber den
LPA;:-Rezeptor und die Aktivierung des Ras/MAPK-Signalweges (Ferry et al., 2003; Holmstrom et
al.,, 2010). Weiterhin wurde eine erhohte Expression von ATX in Fettgewebe bei adipdsen
Hochfettdiat-(HFD)-Mausen und bei adip6sen Menschen nachgewiesen, was zu einer Steigerung der
LPA-Konzentration im Plasma fuhrt (Dusaulcy et al., 2011; Rancoule et al., 2012). Genetisch
veranderte Mause (FATX-KO), bei denen die Expression des ATX spezifisch in Fettgewebe
unterdriickt wird, zeigten einen reduzierten LPA-Spiegel im Plasma von 40 % (Dusaulcy et al., 2011).
Eine andere Studie erbrachte den Hinweis, dass eine erhdhte Expression von ATX bei adipdsen
diabetischen Mausen (db/db) sowie in Fettgewebe von insulinresistenten Patienten nachgewiesen
wurde, was mit einer Reduktion der Insulinsensitivitdat und der Glucoseintoleranz verbunden ist
(Boucher et al., 2005; Ferry et al., 2003).

Interessanterweise zeigte eine Studie, dass eine Verbesserung der Glucosetoleranz bei FATX-KO-

Méusen mit HFD gegeniiber Wildtyp-M&usen nachgewiesen wurde, was darauf hindeutet, dass LPA
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einen negativen Effekt auf die Glucosehomdostase hat (Dusaulcy et al., 2011). In einer aktuellen
Studie wurde untersucht, ob LPA tatsachlich die Glucosehomgostase beeinflussen kann. In ihr wurde
herausgefunden, dass die Injektion von LPA bei M&usen zur akuten und starken Beeintréchtigung der
Glucosetoleranz fiihrt (Rancoule et al., 2013). Dies ist auf eine Hemmung der durch GSIS
zurtickzufiihren. Diese Wirkung von LPA kann durch eine Injektion der LPA13-Antagonisten Kil6425
aufgehoben werden. Parallel dazu wurde der LPA-Spiegel in adipésen HFD-M&usen gemessen. Bei
diesen Méusen waren hohere LPA-Spiegel im Plasma messbar als bei nicht adipdsen Mausen
(Rancoule et al., 2013). Auch konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass durch die Behandlung der
HFD-Mé&use mit Kil6425 fir 3 Wochen die Insulin- und Glucosetoleranz verbessert und die
Glucoseoxidation im Muskel erhoht wird. AuBerdem wurde bei diesen mit Kil6425 behandelten
Maéusen eine Steigerung der B-Zellmasse beobachtet.

Des Weiteren konnte ebenfalls nach der Inkubation von primaren isolierten Langerhans-Inseln der
Maus mit LPA die dosisabhangige Hemmung der GSIS gezeigt werden (Rancoule et al., 2013). Nach
der kompensatorischen Phase wird die pankreatische B-Zelle bei adipdsen HFD-Mé&usen degeneriert.
Somit fuhrte die Behandlung der adipdsen HFD-Méuse mit Kil6425 zur erhéhten Anzahl der
Inselzellen, was darauf hinweist, dass LPA auch das Wachstum der B-Zellen beeinflusst (Rancoule et
al., 2013).

In einer weiteren Untersuchung konnte gezeigt werden, dass Lysophosphatidylcholin (LPC) an der
durch Palmitat-induzierten Insulinresistenz beteiligt ist. Eine Steigerung von LPC wurde nach
Inkubation mit Palmitat identifiziert, was zur Hemmung des Insulin-Signalweges und damit zur
Insulinresistenz fuhrt. Es ist noch nicht bekannt, welcher Lipidmetabolit direkt fiir die FFA-induzierte
Insulinresistenz, B-Zelldysfunktion und Apoptose verantwortlich ist. Da LPA aus LPC generiert
werden kann, besteht allerdings die Moglichkeit einer Beteiligung von LPA an der Insulinresistenz
und der Entwicklung des T2D.

1.8 Das Endothel

Das Endothel stellt eine physikalische Barriere dar, die aus einer einlagigen Schicht von Zellen
besteht. Es trennt den Blutstrom von der GefédBwand und ist in viele physiologische und pathologische
Prozesse involviert. Durch die chemische und physikalische Signale sowie auch auf zirkulierende
Hormone und Zytokine produziert die Endothelzellen verschiedener Mediatoren, die die Angiogenese,
Zelladhéasion, Gefalpermeabilitat, den Gefaltonus, die Antithrombose, sowie die Inflammation
regulieren. Das Endothel ist ein zentraler Regulator der vaskuldren Homd@ostase durch Produktion
sowohl vasorelaxierender Substanzen (z. B. NO, Prostazyklin, endothelium-derived hyperpolarizing
factor [EDHF]) als auch vasokonstringierender Molekiilen (z. B. Endothelin-1 [ET-1], Thromboxan
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A2). Der Gefaltonus ist abhéngig von dem Gleichgewicht dieser Faktoren sowie von der Fahigkeit der

glatten Muskelzellen, auf diese zu reagieren (Deanfield et al., 2007; Poredos Jezovnik, 2013).
1.9 Stickstoffmonoxid (NO)

NO ist ein freies, hochreaktives Radikalgas mit einer kurzen biologischen Halbwertszeit von 2 - 5 sec
und wird von verschiedenen Zellen und Geweben des Korpers freigesetzt (Thomas et al., 2001). Es
reguliert den GefaRtonus durch seine Bildung in den Endothelzellen der Blutgefale und hat eine
relaxierende Wirkung auf glatte Muskelzellen. 1980 wurde es zum ersten Mal von Furchgott und
Zawadzki als edothelium derived relaxing factor (EDRF) beschrieben (Furchgott Zawadzki, 1980).

Die Biosynthese von NO wird in Zellen durch das Enzym NO-Synthase katalysiert. NO-Synthasen
sind in der Lage das Radikal NO zu synthetisieren, indem die Aminosaure L-Arginin mit molekularem
Sauerstoff (O2) und NADPH reagiert, wobei N-Hydroxy-L-Arginin entsteht. Unter weiterem
Verbrauch von O, und NAPDH wird das gebildete Intermediat N-Hydroxy-L-Arginin zu Citrullin und
NO umgesetzt. Diese Reaktion erfordert neben O, und NAPDH die Anwesenheit mehrerer Kofaktoren
wie FAD (Flavinadenindinukleotid), ~FMN (Flavinadeninmononukleotid) sowie BH4
(Tetrahydrobiopterin), eine Ham-Gruppe und Ca?*/Calmodulin (Férstermann Sessa, 2012).

Bei der NO-Bildung sind drei Isoformen beteiligt, die sich in ihrer Lokalisation, Regulation sowie den
katalytischen Eigenschaften unterscheiden: die neuronale NO-Synthase (nNOS, NOSI), die
induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOSII) und die endotheliale NO-Synthase (eNOS, NOSIII).

Die nNOS liegt konstitutiv in hohen Konzentrationen in neuronalem Gewebe und im
Skelettmuskelgewebe vor. Sie ist im Cytosol lokalisiert und ihre Aktivitat ist abhangig von der
Anwesenheit von Ca?*/Calmodulin. Die NO-Synthese durch die nNOS erfolgt nach Stimulation durch
L-Glutamat und Lithium (F6rstermann Sessa, 2012).

Die iNOS ist durch verschiedene Zytokine in Makrophagen, Hepatozyten, Granulozyten und glatten
Muskelzellen induzierbar. Sie liegt im Cytosol vor und ihre Aktivitat ist von Ca?*/Calmodulin

unabhéngig (Forstermann et al., 1994).

Die eNOS liegt ebenfalls konstitutiv in den Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Thrombozyten und
Kardiomyozyten vor. Sie ist jedoch sowohl im Cytosol als auch membrangebunden in der Zelle
lokalisiert und ihre Aktivitdt ist von Ca?*/Calmodulin abhangig. Die Aktivierung der NO-Synthese
durch die eNOS erfolgt durch viele verschiedene Stimuli (Dudzinski Michel, 2007).
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1.9.1 Endotheliale NO-Synthase (eNOS)

Die eNOS ist ein Dimer, bestehend aus zwei identischen Monomeren von 134 kD. Jedes Monomer
besteht aus einer C-terminalen Reduktasedoméne und einer N-terminalen Oxigenasedoméne. An der
Oxigenasedomane befinden sich Bindungsstellen fur die Kofaktoren Hdm, BH4 und L-Arginin. An
der Reduktasedomane existieren Bindungsstellen fir die Kofaktoren FAD, FMN und NADPH. Die
beiden Domanen sind Uber eine Calmodulin-Bindungsstelle verbunden (Abb. 1.9.1) (Fleming Busse,
2003; J. Qian Fulton, 2013).

Die Aktivitat der eNOS wird durch posttranslationale Modifikationen der eNOS reguliert, wobei die
Erhéhung der intrazellularen Ca?-Konzentration den wichtigsten aktivierenden Mechanismus
darstellt. Innerhalb der Zelle ist die eNOS (ber N-Myristoylierung und Palmitoylierung in der
Plasmamembran verankert, wo sie in Caveolae von Mikrodomanen lokalisiert ist. Die ebenfalls dort
lokalisierten Proteine der Caveolin-Familie inhibieren direkt die Aktivitdt der eNOS. Nach einer
Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration erfolgt die Bildung des Ca?*/Calmodulin-Komplexes
und dadurch kann die Bindung der eNOS an Caveolin geldst und die eNOS aktiviert werden (Feron et
al., 1998). Neben Caveolin wird die Aktivitdt der eNOS durch Protein-Protein-Interaktionen wie
Hsp90, NOSIP (NOS-interacting protein) und NOSTRIN (NOS traffic inducer) reguliert (Dudzinski
Michel, 2007; Musicki et al., 2009).

Die eNOS kann jedoch auch Ca?*-unabhéngig aktiviert werden. Diese Aktivierung wird durch mehrere
Proteinkinasen und Phosphatasen vermittelt, die infolge ihrer Stimulation die eNOS phosphorylieren

und diese dadurch in ihrem Aktivitatszustand &ndern konnen (Fleming Busse, 2003).

Bislang sind die Phosphorylierungsstellen Ser116, Ser617, Ser635, Ser1179 und Thr497, Tyr83,
Tyr659 bekannt (bovine eNOS).

Die Phosphorylierungsstelle Ser1179 st die bekannteste und am h&ufigsten untersuchte
Phosphorylierungsstelle der eNOS. Stimuli wie VEGF, Estrogen, Bradykinin, Insulin und
Acetylcholin sowie auf das Endothel einwirkende Scherkréfte fiihren zu einer Phosphorylierung von
Ser1177 und damit zu einer eNOS-Aktivierung. eNOS kann durch Akt, cAMP-abhdngige PKA,
AMPK, Ca*/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il (CaMKIl) und Proteinkinase G an Serl177
phosphoryliert werden (Fleming Busse, 2003; Musicki et al., 2009; J. Qian Fulton, 2013).

Die Phosphorylierungsstelle Thr497 hemmt die Aktivitdt des Enzyms, was hauptséchlich Uber die
PKC und AMPK geschieht. Stimuli wie Bradykinin und Histamin, die hingegen zu einer
Dephosphorylierung der Thr497-Phosphorylierungsstelle fihren und damit zu einer eNOS-
Aktivierung, werden tiber PP1, PP2A und Calcineurin (PP2B) vermittelt (Musicki et al., 2009).
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Tyrs! Qerlld Thdos Qerls G633 Serll77
| | | | | |
NH2 ~[ Arg Him BH4 CaM FMN  FAD NADPH ]~COOH
Oxigenase Doméne Reduktase Doméne

Abbildung 1.9.1: Domé&nenstruktur der humanen eNOS. eNOS-Monomer bestehend aus einer
Oxigenase- und einer Reduktase-doméne mit den Bindungsstellen fiir die Kofaktoren der eNOS (Ham,
L-Arginin, FAD, FMN, NADPH und Calmodulin) und den Phosphorylierungsstellen der eNOS
(Ser1177, Ser114, Ser615, Ser633, Thr495, Tyr81)(rot Inaktivierung, griin Aktivierung).

1.9.2 Biologische Wirkung von eNOS/NO auf die vaskuldre Homdostase

NO ist bei Sdugetieren an verschiedenen physiologischen Regulationsprozessen beteiligt. Hormone
und Substanzen wie Acetylcholin und Bradykinin wirken hierbei tber spezifische Rezeptoren auf die
Endothelzellen. Physikalische Reize, wie auf das Endothel einwirkende Scherkrafte und erhohter
Blutfluss in den Gefalen, fuhren Uber die direkte Stimulation der Endothelzellen zur NO-Freisetzung
(Balligand et al., 2009). Neben seiner Wirkung als potenter Vasodilatator besitzt NO auch
antiatherogene Eigenschaften. Durch Unterdriickung der Expression des Adhésionsmolekiils
CD11/CD18 fiihrt NO auch zu einer verminderten Adhésion von Leukozyten an das GefaRendothel.
Durch die verhinderte Ausschiittung von PDGF (Platelet-derived growth factor) hemmt NO die
Proliferation glatter Gefalmuskelzellen und Produktion von Matrixmolekilen, wie Kollagen und
Elastin, und verhindert somit die Ausbildung fibroser Plaques an den Gefalwanden. Aufierdem
vermittelt NO eine Hemmung der Blutplattchenaggregation und -adhdsion an der GefaRwand

(Forstermann Sessa, 2012).

Eine besonders wichtige Rolle spielt es im kardiovaskuldren System als ein potenter Vasodilatator.
Das gebildete NO diffundiert aus dem Endothel in die glatte Muskelzelle der GefaRwand, wo es die
l6sliche Guanylyl-Cyclase aktiviert, die wiederum zur Entstehung von cyklischem cGMP aus GTP
fiihrt (Forstermann Sessa, 2012; J. Qian Fulton, 2013). Ein Anstieg der cGMP-Konzentration in den
Zellen flhrt zur Senkung der intrazellularen Ca?*-Konzentration in den glatten GefaBmuskelzellen und
zur Dephosphorylierung der leichten Myosinketten. Hieraus resultiert eine Relaxation der glatten

Gefalmuskelzelle mit nachfolgender Vasodilatation.
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1.10 Endotheliale Dysfunktion

Wenn das Endothel nicht mehr in der Lage ist, die physiologischen Mechanismen zur Regulation des
GeféBRtonus zu leisten, wird von endothelialer Dysfunktion gesprochen. Eine Stdrung des
Gleichgewichts von auf das Endothel vasodilatatorisch und vasokonstriktorisch wirkenden Faktoren
fuhrt zu einer endothelialen Dysfunktion (Feletou Vanhoutte, 2006; Herrera et al., 2010).
Charakteristisch fur eine endotheliale Dysfunktion sind folglich eine Beeintrachtigung der
endothelabhéngigen Vasorelaxation und eine erhdhte Permeabilitdit der Gefdlwand. Durch eine
verminderte Bioverfugbarkeit von NO (berwiegen die vom Endothel gebildeten kontrahierend
wirkenden Faktoren, was zur endothelialen Dysfunktion fuhrt (Herrera et al., 2010). Die Reduktion
der Verfligbarkeit von NO wird durch eingeschrankte Produktion und/oder durch verstarkte
Degradation verursacht. Durch zahlreiche Studien wurde belegt, dass oxidativem Stress eine wichtige
Rolle in der Entstehung der endothelialen Dysfunktion zugeschrieben werden kann (Muller
Morawietz, 2009). Oxidativer Stress flihrt zu einer erhohten Konzentration von ROS und dadurch zur
schnellen NO-Degradation. Die verminderte Produktion von NO kann sowohl durch eine reduzierte
eNOS-Expression als auch durch eine reduzierte eNOS-Aktivitat bedingt sein (Forstermann, 2010).
Jedoch wird die endotheliale Dysfunktion mit verschiedenen Risikofaktoren  wie
Hypercholesterindmie, Hypertension, Diabetes mellitus, Rauchen und mdglicherweise sogar mit
infektiosen Agenzien wie Chlamydia pneumoniae assoziiert (Grover-Paez Zavalza-Gomez, 2009). Die
11durch verringerte NO-Bioverfligbarkeit bedingte endotheliale Dysfunktion ist dabei ein

wesentlicher Grundmechanismus in der Entstehung der Atherosklerose.
1.11 Vasoaktive Wirkung von LPA

Eine mdgliche Beteiligung von LPA an der Regulation des Gefalitonus ist schon seit den 70er-Jahren
bekannt. Fur das LPA konnten hinsichtlich seiner vasoaktiven Funktion signifikante Unterschiede
festgestellt werden. Eine intravendse Injektion von LPA verursacht einen Anstieg des arteriellen
Blutdrucks bei Ratten und Schweinen, dahingegen Hypotonie bei Katzen und Kaninchen (Tokumura
et al., 1978). Auch in einer tierexperimentellen Studie mit hypertensiven Ratten und Wistar-Kyoto-
Ratten konnte der vasopressive Effekt von LPA gezeigt werden (Tokumura et al., 1995). Es gibt auch
Hinweise daflir, dass LPA einen vasoaktiven Effekt auf zerebrale Arterien bei neugeborenen
Schweinen besitzt. So flihrt die lokale Applikation von LPA zu einer Vasokonstriktion und Hemmung
der Vasodilatation der zerebralen Arterien (Tigyi et al., 1995). Dieser Effekt von LPA wurde auf eine
Gi-vermittelte  Hemmung der Adenylatcyklase zuriickgefiihrt. Endothelin-1 ist ein potenter
Vasokonstriktor und wird von Endothelzellen, Fibroblasten und Muskelzellen synthetisiert. LPA kann

in Aorten-Endothelzellen aus Ratten (RAEC) die mMRNA-Expression von praproET-1 sowie auch die
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ET-1-Freisetzung stimulieren (Chua et al., 1998) und bewirkt somit eine Verldngerung als auch
Verstarkung der durch LPA-ausgelosten Vasokonstriktion in Tiermodellen (Yakubu et al., 1997).
Vaskuldre Endothelzellen produzieren normalerweise ATX, bei der Schéadigung des Gefalles wird der
ATX-Spiegel in der GefaBwand erhoht, was zu einer vermehrten lokalisierten Produktion von
extrazellularem LPA entlang des geschadigten GefaRes fihrt. Eine lokale Erhéhung der LPA-
Konzentration im GefaR kann folglich das vaskuldre Remodeling durch die Stimulation der
Neointima-Bildung verursachen. Zusétzlich 16st die intravenose Injektion von LPA einen akuten und
systemischen Blutdruck bei M&usen aus (Panchatcharam et al., 2008). Es ist bekannt, dass chronische
Hypoxie zu Vasokonstriktion und pulmonaler Hypertonie fiihrt. Untersuchungen an einem
Rattenmodell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie zeigen, dass héhere LPA-Spiegel in
Serum und Lungengewebe vorhanden sind und in die Pathogenese der chronischen Hypoxie-
induzierten pulmonalen Hypertonie involviert zu sein scheinen (Shlyonsky et al., 2014). LPA ist in der
Lage, die myogene Vasokonstriktion in Widerstandsgefalen durch eine von der ROS-Produktion
vermittelte Integrin-Aktivitét in glatten Muskelzellen zu beeinflussen (Staiculescu et al., 2014). Unter
pathologischen Bedingungen induziert LPA eine Erhdéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration in
VSMC (ber die Aktivierug der PLC und PKC, was eine Kontraktion der VSMC und dadurch eine
Hypertension zur Folge hat (Xu et al., 2005).

Die Endothelzellen sind kritisch fir die Regulation des GefaRtonus. Mehrere epidemiologische
Studien haben gezeigt, dass LPA verschiedene Wirkungen auf das Endothel besitzt, die alle fur die
Pathogenese der Atherosklerose und Hypertension relevant sein konnten. In isolierten Aorten der
Maus wirkt LPA als endothelabhéngiger Vasokonstriktor unter erhéhtem Shear-Stress, indem LPA
den Ca%*-Einstrom in Endothelzellen férdert, was zu einer Produktion und Freisetzung des
Thromboxan A2 (vasokonstringierender Faktor) in Endothelzellen beitragt. Nachfolgend ist dies mit
einer Erhdhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration in den glatten Muskelzellen verbunden, was
eine Kontraktion nach sich zieht (Niioka et al., 2013). In verschiedenen Studien wurden gezeigt, dass
LPA zu einer endothelialen Dysfunktion fiihrt, was eine Stérung der Regulation des GefaRtonus und
Atherosklerose zur Folge hat. LPA erhoht die endotheliale Permeabilitat im Sinne einer endothelialen
Dysfunktion durch eine Verdnderung des Aktin-Zytoskeletts und der extrazelluldren Matrix (van
Nieuw Amerongen et al.,, 2000). Bei Entziindungsreaktionen konnte der Anstieg der LPA-
Konzentration im Plasma durch erhdhte PA-Produktion mittels sekretorischer sPLA2-11A und ein
negativer Einfluss auf das Endothelium beobachtet werden. Dabei tragt LPA sowie in vitro als auch in
vivo zu einer dosisabhangigen Erhohung der endothelialen Permeabilitdt bei. In HUVECs fiihrt LPA
zu einem Verlust der endothelialen Integritdt durch eine Induktion der Zellretraktion und somit
Reduktion der Konfluenz der Endothelzellen und folglich zur erhéhten Permeabilitit des Endothels.

Dartiber hinaus (bt LPA eine erhebliche Erhdhung der hydraulischen Permeabilitat der mesenterialen
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Venen der Ratten aus (Neidlinger et al., 2006). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass LPA in die
Pathologie der hypoxisch-ischamischen Schédigung involviert ist. Dabei konnte LPA sowohl in
HUVEC:s als auch in isolierten zerebralen mikrovaskuléren Endothelzellen der Schweine einen Zelltod
auslosen (Brault et al., 2007).

Im Rahmen der Angiogenese induziert LPA die Proliferation und Migration der Endothelzellen sowie
auch die Stimulation der MMP-2-Expression in Endothelzellen (Y. Chen et al., 2013; Wu et al., 2005).
LPA ist an der Initiation der atherosklerotischen Lé&sion durch die Aktivierung der Endothelzellen
beteiligt. So induziert LPA die Expression vo Adhésionsmolekilen in Endothelzellen, wie VCAM-1
und ICAM-1, die fur die Adhésion der Monozyten und Leukozyten am Endothelium der GefalRwand
verantwortlich sind (Shimada Rajagopalan, 2010). Auch bewirkt LPA die Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine und Chemokinasen, wie IL-1B, IL-8 und MCP-1, aus den
Endothelzellen (C. I. Lin et al., 2007).
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1.12 Ziel der Arbeit

Insulinresistenz, B-Zelldysfunktion und Reduktion der B-Zellmasse sind Faktoren, die der Atiologie
des T2D zugrunde liegen. Insulin ist Uber den IRS-2/PI3K-Signalweg fiir den Stoffwechsel, das
Uberleben, die Proliferation sowie die Differenzierung von PB-Zellen des Pankreas von groRer
Bedeutung. Eine Hemmung dieses Weges fiihrt zur Abnahme der B-Zellmasse und folglich zur
Entwicklung eines T2D. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass Adipositas malgeblich
mit dem Auftreten von T2DM einhergeht. Das vermehrte Fettgewebe bei der Adipositas reagiert mit
erhohter Lipolyse und Freisetzung von FFA, Zytokinen und Adipozytokinen. Erhohte Konzentrationen
von FFAs oder deren Metaboliten in den B-Zellen vermindern die biologische Wirksamkeit des
Insulins durch die Stérung des Insulin-Signalweges. LPA kann intrazellular aus FFA in der de-novo-
Synthese von TG entstehen. Auflerdem geht ein erhohter Plasmaspiegel von LPA mit einer
adipositasassoziierten Insulinresistenz einher. LPA stellt einen neuen pathologischen Mediator fiir eine
Entwicklung eines T2D dar. Bisher waren nur wenige Daten Uber die pathophysiologische Bedeutung
von LPA bekannt. Ziel der Arbeit war es deshalb, eine mdgliche Beteiligung von LPA bei der

Insulinresistenz in pankreatischen B-Zellen nachzuweisen.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden folgende Ziele erarbeitet:

e Analyse des intrazellularen LPA-Gehalts von MIN-6 Zellen nach der Gabe von Palmitat
e Untersuchung der Interaktion von LPA mit der Insulin-Signalkaskade

e Untersuchung des Einflusses von LPA auf die Proliferation der f-Zellen

e Untersuchung des Einflusses von LPA auf die Apoptose der B-Zellen

e Charakterisierung der beteiligten LPA-Rezeptoren

e Charakterisierung der verantwortlichen Mechanismen der LPA-Wirkung

LPA besitzt eine bedeutsame Rolle bei der Regulation der Gefalhamostase. LPA reguliert den
Blutdruck bei verschiedenen Spezies. Es wurde beschrieben, dass Endothelin-1 und LPA einen
synergistischen Effekt auf die Vasokonstriktion haben. Verschiedene Studien ergaben, dass LPA
einen erheblichen Einfluss auf das Endothel besitzt, welches der kritische Regulator der
Gefalhamostase ist. In einer Untersuchung an isolierten Aorten trug die Applikation von LPA zu einer
endothelabhangigen Konstriktion durch die Stimulation des Thromboxan A2 bei. In Endothelzellen
aktiviert LPA die eNOS, das ein Schlusselenzym der vaskuldren Homdoostase ist.
Ziel der Arbeit war daher die Untersuchung eines moglichen Einflusses von LPA auf den Geféltonus
und die Charakterisierung der dafiir verantwortlichen Mechanismen.
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden folgende Untersuchungen durchgefihrt:

e Untersuchung der endothelabhangigen GefaRrelaxation an den Pulmonalarterien des Schweins
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o Charakterisierung der an der Vasorelaxation beteiligten LPA-Rezeptoren
e Untersuchung der Mdoglichkeit einer eNOS-Aktivierung durch LPA

Identifizierungen der molekularen Mechanismen des Signalweges der LPA-vermittelten
eNOS-Aktivierung
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2.1 Material

2.1.1 Gerate

Autoklav

Brutschrank

Casy-1 TTC Modell
ChemiDoc XRS+ System

Elektrophoresesystem

Einkammer-Organbader, 20 ml,
temprierbar

Fluoreszenzmikroskop

Mikroplatte-Reader FLUOstar-Optima,
Sterilarbeitsbank

Magnetrihrer

PCR-Maschine

Mikroskop
pH-Meter
Pipetten
Pipettierhilfe

Vortexer

VarioklavH+P Medizintechnik, OberschleiBheim

Thermo scientific, Rockford, USA

Scharfesystem GmbH, Reutlingen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Mini-PROTEAN 3 Bio-Rad Laboratories GmbH,

Minchen

TSE, Bad Hamburg

BZ9000 Keyence, Neu-Isenburg Leica TCS SP5,
Wetzler

BMG, Offenburg

Hera-Safe Heraeus, Hanau

MR3001 Heidolph Instruments GmbH,
Schwabach

LightCycler 48011 Roche Applied Sciences,
Mannheim

EclipseTS100 Nikon, Diisseldorf

ProfiLab pH 597 WTW,Weilheim

Eppendorf Research, Hamburg

Pipetboy Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York,

USA
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Photometer
Reinstwasseranlage

Stromversorgung

Thermomixer

Trockenschrank

Ultraschallbad

Vakuumpumpe

Vakuumzentrifugen

Vortexmixer

Waagen

Wasserbad

Wippschittler

Zentrifugen

Transducer TF6V5

Verstérker, Transducer Coupler 4711

Organhékchen, Edelstahl, d=0.3 mm

Ultrospec 2010 Amersham Biosciences, Freiburg
Elix 10 Millipore, Schwalbach

Power Pac 1000 Bio-Rad Laboratories GmbH,
Mdinchen

Thermomixercomfort Eppendorf, Hamburg
WTB Binder, Tuttlingen

Sonorex RK100H Bandelin, Berlin

Laboport KNF Neuberger AG, Balterswil
Schweiz

Centrivac 1l Heraeus, Hanau Speed Vac SC 210
ARC Thermo Fisher, Dreieich

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York,
USA

BP211D Sartorius AG, Gottingen

SUB Universal Water Bath Grant, Cambridge UK
RT 45° Frobel Labortechnik, Schachen PMR-30
Grant, Cambridge UK

Biofugefresco 7500 3325 Heraeus, Hanau
Centrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg
FMI, Seeheim-Jugenheim

TSE, Bad Homburg

Eigenanfertigung
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2.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Acetonitril
AcrylamidRotiphorese® Gel 30
Agarose (Elektrophorese-Grad)
Agarosegelmarker
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ammoniumhydroxid
Ammoniumpersulfat

Aprotinin

BD Falcon Zellsiebe 40 um
BAPTA/AM
Bisindolylmaleimide I
Blotfilterpapier

Borsaure
Bradford-ReagenzRotiQuant
Bromphenolblau

1-Butanol

Calciumchlorid (CaCl.)
Coomassieblau
Diacylglycerolpyrophosphate (DGPP)
Diaminofluorescein-2 diacetate
(DAF2-DA)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
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VWR, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

New England Biolabs, Frankfurt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
VWR, Darmstadt
Millipore, Eschborn
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Bio-Rad

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

AvantiPolarLipid, USA

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
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Dikaliummonohydrogenphosphat (K:HPO.)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA GrolRenmarker

DNA Ladepuffer (Orange loading dye)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Modified Eagles

Medium (DMEM) lowglucose 1g/I
Dynabeads® Protein A

Endothelial Cell Growth Medium

(EGM-2 Bulletkit)

Einmalkanilen (Sterican Braun Gr.18)
Einmalkivetten, reduziert
Einmalspritzen (Braun Injekt 20 ml)
Eppendorfgefale Safe-Lock (0,5, 1,5, 2 ml)
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)
Fetales Kalberserum Superior (FKS)
Filterpapier, 10 cm

Fluoromount

Glycerol

Glycin

B-Glycerophosphat
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VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frankfurt

Biochrom, Berlin

Life Technologies, Darmstadt

Lonza, Ambiose, Frankreich
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
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GO6976

High-Pure-RNA-Isolation-Kit

Hydroxyethylpiperazin-N-ethansulfonsdure (HEPES)

Insulin, Human,recombinant, from yeast

Interferon-gamma (IFNy), Maus
Interleukin-1p (IL-1p), Maus
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO,)
4-Kammerobjkttrager

KN-93

Leupeptin

L-Glutamin

LightCycler 480® Multiwell Platte 96
LightCycler 480® Sealing Foil
LumiGlo® Chemilumineszenz Reagenz
LY?294002

Lysophosphatidsaure 16:0 (LPA)
Lysophosphatidsdure 18:1 (LPA)
Magermilchpulver Sucofin
Mercaptoethanol

Methanol

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)
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Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roche Diagnostics, Mannheim
Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
MiltenyiBiotec. Teterow
MiltenyiBiotec, Teterow
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
New England Biolabs, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Avanti Polar Lipid, USA
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
TSI, Zeven

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
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Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumfluorid (NaF)

Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO.)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumorthovanadat (NasVO.)
Natriumpyrophosphat (NasOP>)
No-Nitro-L-argininmethylesterhydrochlorid
(L-NAME)

Nonidet P-40
N,N,N',N'-Tetramethylenethylendiamin (TEMED)
1-Oleoyl-2-mythel-sn-glycerol-3-Phosphothionate
(2S)(OMPT)

Parafilm M

Paraformaldehyd

Penicillin

Pepstatin

Pertussis toxin (PTX)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatgepufferte Salzldsung,

Ca?*- und Mg?* frei

Phorpol 12 myristate 13-acetate (PMA)
Polyvinyliden-difluorid (PVDF)-Transfermembran
Ponceau S

Primer
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Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sigma Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Avanti Polar Lipid, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Merck Biosciences, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Millipore, Eschborn

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Eurofins, Ebersberg
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ProteingréRenmarker

Revert-Aid -First-Strand-cDNA-Synthesis-Kit
Rottlerin

Rundboden-Rohrchen, Falcon
Serumalbumin vom Rind, Fettsdure-frei (BSA)
Silikonldsung in Isopropanol
SterilfilterMinisart®, 0,22 um

Stickstoff, flussig

Streptomycin

SYBR Green PCR Master Mix
SzintillatorRotiszint 22

Tetrahydrofuran

Trichloressigsaure

Tris-Base

Tris-HCI

Trypanblau-Ldsung (0,4 %)

Trypsin

Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), Maus
Tween 20

VPC12249

Zellkulturflaschen TPP (25 cm2 und 75 cm2)
Zellkulturplatten 6-Loch, Flachboden, TPP
Zellkulturschalen TPP, 10 cm, 6 cm

Zellkulturschaber
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New England Biolabs, Frankfurt
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Serva, Heidelberg
Sartorius, Gottingen

Air Liquide, Berlin
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roche Diagnostics, Mannheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
VWR, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
MiltenyiBiotec, Teterow
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Avanti Polar Lipids, USA
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin
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Zentrifugenréhrchen TPP (15 und 50 ml)

Zitrononsaure

2.1.3 Antikorper

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Antikdrper

Hersteller

Phospho-Akt (Ser473)

New England Biolabs, Frankfurt

Akt

New England Biolabs, Frankfurt

Phospho-GSK3p (Ser9)

New England Biolabs, Frankfurt

GSK3p

New England Biolabs, Frankfurt

Phospho-FOXO (Thr24)/FOXO3a (Thr32)

New England Biolabs, Frankfurt

FOXO

New England Biolabs, Frankfurt

Phospho-eNOS (Ser1177)

BD Biosciences, Heidelberg,

eNOS BD Biosciences, Heidelberg,
IRB New England Biolabs, Frankfurt
IRS-2 New England Biolabs, Frankfurt

4G10® Platinum Anti-Phosphotyrosin,

New England Biolabs, Frankfurt

Phospho-JNK (Thr183/Tyr185)

New England Biolabs, Frankfurt

JNK

New England Biolabs, Frankfurt

Phospho-P70S6K (Thr389)

New England Biolabs, Frankfurt

Phospho-mTOR (Ser2448)

New England Biolabs, Frankfurt

mTOR

New England Biolabs, Frankfurt

Phospho-P13K-P85 (Tyr458)/P55 (Tyr199)

New England Biolabs, Frankfurt

PI13K-P85

New England Biolabs, Frankfurt

Phospho-PKCd (Thr505)

New England Biolabs, Frankfurt

PKC?s

New England Biolabs, Frankfurt

Anti-methyl-PP2A. C subunit Clon 2A10

Millipore, Eschborn

B-actin Antikorper, HRP-gekoppelt

Abcam, Cambridge, Grof3britanien

Anti-Maus Antikorper, HRP-gekoppelt

New England Biolabs, Frankfurt

Anti-Rabbit Antikérper, HRP-gekoppelt

New England Biolabs, Frankfurt
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2.1.4 Losung der Testsubstanzen

LPA:

Insulin;

OMPT:

VPC 12249:

DGPP:

PTX:

BAPTA/AM

PMA:

GF 109203X:

GO 6976:
Rottlerin:
LY294002:
L-NAME:
TNFa:
IL-1B:
IFN-y:
KN-93:

u73122:

Zur Herstellung der Stammlésung (2x10%) wurde LPA in einem silikonisierten
Glasrohrchen in Ethanol und Auga. bidest im Verhaltnis 1:1 gel6st und anschlieRend
im Ultraschallbad fur 15 min sonifiziert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. Vor der
Verwendung wurde die Stammlosung mit 0,1 %iger BSA/PBS auf 300 pM verdinnt.

100 uM Loésung in 0,1%iger BSA/PBS, pH-Wert auf 3 mit HCI eingestellt und steril
filtriert

1 mM Losung des LPA;-Rezeptoragonisten in 0,1 %iger BSA/PBS

1 mM Losung des LPA.3 -Rezeptorantagonisten in 3 %iger BSA/PBS
10 mM Losung des LPA;.3-Rezeptorantagonisten in 0,1 %iger BSA/PBS
100 ng/ml Lésung des Gi-Inhibitors in Aqua bidest

13 mM Losung des Ca*2-Inhibitors in DMSO

1 mM Losung des PKC-Aktivators in DMSO

1 mM L&sung des general PKC-Inhibitors in DMSO

10 mM Losung des konventionell PKC-Inhibitors (a.,31,2 in) DMSO
10 mM Losung des PKC3-Inhibitors in DMSO

10 mM Losung des PI3K-Inhibitors in DMSO

100 mM Ldésung des NO-Inhibitors in DMSO

100 pg/ml Losung in 0,1 %iger BSA/PBS

100 pg/ml Losung in 0,1 %iger BSA/PBS

100 pg/ml Losung in 0,1 %iger BSA/PBS

2 mM Loésung des CaMK TII-Inhibitors in DMSO

1 mM Losung des PLC-Inhibitors in DMSO

46



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Methoden zur Kultivierung der Zellen

2.2.1.1  Zellkultur

Fir diese Arbeit wurde die murine Insulinom B-Zelllinie MIN-6 (Prof. Schiirmann, Potsdam) sowie
die primare humane Pulmonlarterien Endothelzellen (HPAEC) von der Firma ATCC (American Type

Culture Collection) verwendet.

2.2.1.2  Losungen zur Zellkultivierung

HPAECs-Wachstumsmedium

Endothelzellen-Wachstumsmedium (EGM-2 BulletKit) wurde aus Endothelzellbasalmedium (EBM-2)
durch Zugabe folgender Substanzen hergestellt:

o 2%FKS
e Heparin
e VEGF

e R:IGF-1
e hEGF

e Hydrocortison

e Gentamicin Sulfat/Amphotericin-B
e hFGF-B

e Vitamin C

MIN-6 Zellen-Wachstumsmedium

Fir die Kultivierung der murineln B-Zelllinie MIN-6 wurde MIN-6 Wachstumsmedium aus DMEM
(low glucose 1g/L) durch Zugabe folgender Substanzen hergestellt:

e 10% FKS
e 4mM L-Glutamin
e 100 U/ml Penicillin

e 100 pg/ml Streptomycin
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Die Experimente wurden mit DMEM ohne Glucose, FKS und L-Glutamin durchgefiihrt, da Glutamin

Uber eine Stimulation der Insulinsekretion direkt den Akt-Signalweg beeinflussen kann.

Stoppmedium

10 % FKS

100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
in DMEM

HPAECs-Einfriermedium

10 % FKS
10 % DMSO
in EGM-2

MIN-6 Zellen-Einfriermedium

10 % FKS
10 % DMSO
in DMEM

Trypsin-EDTA-L6sung

1,67 mg/mi Trypsin

0,67 mg/ml EDTA

in PBS-Ldsung
Krebs-Henseleit-Puffer fur HPAECs

modifizierte Krebs-Henseleit-Ldsung (pH-7,4)

132 mM NaCl
3,9mM KCI
2,8 mM CaCl,
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1,2 mM MgCl:
1,5mM KH2PO,4
10 mM HEPES
5,5mM D-Glucose

3 h vor Versuchsbeginn mit HPAECs fand ein Mediumwechsel auf Krebs-Henseleit-Puffer statt.

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) (pH 7,4)

0,2 g/l KCI

8,0 g/l NaCl

0,2 g/l KH,PO,
1,44 g/l NaHPO,

in Agua bidest.

2.2.1.3 Passagierung der Zellen

Die Zellen wurden in Wachstumsmedium in T75 Kulturflaschen bei 37 °C, 5 % CO, und mindestens
95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Eine Passagierung der Zellen erfolgte wdchentlich in einem
Konfluenzgrad von 80 - 90 %. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml
PBS gewaschen um Reste des FKS-haltigen Wachstumsmediums zu entfernen, da diese die Wirkung
des Trypsins inhibieren. Das Abldsen der Zellen erfolgte durch Inkubation mit 1,5 ml Trypsin-EDTA-
Losung im Brutschrank fur 1 min fur MIN-6 Zellen und bei RT fiir HPAECs. Das Abldsen der Zellen
wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Da eine zu lange Inkubation mit Trypsin-EDTA
Schadigungen der Zellen auslosen kann, wurde die Trypsinreaktion durch Zugabe von 5 ml
Stoppmedium beendet. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml-Réhrchen tberfuhrt und fir 5 min bei
1200 rpm und 4 °C fur HPAECs und bei 900 rpm und 4 °C fir MIN-6 Zellen zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstandes wurden die Zellpellets in 10 ml Wachstumsmedium resuspendiert und
1,2 x 10° Zellen (MIN-6) bzw. 1 x1 0° Zellen (HPAECs) in 10 ml Medium in einer Zellkulturflaschen
eingesat. Alle 2 Tage wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und durch 10 - 15 ml frisches
Wachstumsmedium ersetzt. Fiir die Experimente wurden HPAECs in den Passagen 7 - 9 und MIN-6

Zellen in den Passagen 17 - 20 verwendet.
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2.2.1.4  Kryokonservierung und Auftauen der Zelle

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 80 - 90 % kultiviert. Dann
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, abtrypsiniert und bei 1000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in kaltem Einfriermedium derart resuspendiert, dass
1 ml Einfriermedium 1,5 x 10® MIN-6 Zellen bzw. 1 x 10°® HPAECs enthielt. Die Zellen wurden
zuné&chst fur 1 Woche bei -80 °C und anschlielend bei -196 °C in flussigem Stickstoff gelagert. Zum
Auftauen wurden die tiefgefrorenen Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und in ein 10 ml-
Rohrchen uberfuhrt, welches 9 ml PBS enthielt. Nach Zentrifugation bei 4 °C und 1000 rpm fiir 5 min
wurde der DMSO-haltige Uberstand abgesaugt, das Zellpellet durch Zugabe von frischem Medium
vorsichtig resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Gberfihrt. Nach 1 - 2 Tagen wurde das Medium

gewechselt.
2.2.1.5 Zellzahlbestimmung und Aussaat der Zellen

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde der Zellzahler CASY-1 verwendet. Nach Resuspendierung in
frischem Wachstumsmedium wurde die Bestimmung der Zellzahl aus 100 pl Zellsuspension in einem
GefaR mit 10 ml isotonischer Losung CASYton® gemischt und im Zellzdhler gemessen. Der
Messbereich flr die GroRRe der vitalen Zellen lag zwischen 8 bis 30 um. Entsprechend der benétigten
Zellzahl wurde die Zellsuspension mit Zellkulturmedium verdinnt und in die gewdhlten
Zellkulturschalen verteilt. Um die Zellen gleichmaRig in den Wells zu verteilen, wurde die Platte

vorsichtig geschwenkt. AnschlieBend wurde die Platte bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.2.2 Bestimmung der LPA-Gehalte mittels HPLC-ESI-MS/MS

Zur Gehaltsbestimmung verschiedener LPA-Spezies in MIN-6 Zellen wurde die Methode ESI-LC-
MS/MS (electrospray ionisation liquid chromatography/tandem mass spectrometry) verwendet. Diese
Methode ermdglicht eine Trennung und Bestimmng von Molekilen durch eine Kombination der
Flissigchromatographie mit der Massenspektrometrie. Dabei dient die Chromatographie zur
Auftrennung von  Molekilen in  einem  Extraktionsgemisch und die anschlieende
Massenspektrometrie zur Identifizierung und Quantifizierung der Substanzen. Die Lipidextraktion flr
die Gehaltsbestimmung wurde nach Bjerve und Baker unter Verwendung von 1-Butanol durchgefiihrt
(Baker et al., 2001; Bjerve et al., 1974).

Fur die Quantifizierung des intrazellularen LPA-Gehaltes wurden 2x10° MIN-6 Zellen in 6 c¢cm
Zellkulturschalen ausgesat und fir 48 h kultiviert. Nach der Stimulation mit 300 uM Plamitat in

15 mM Glucose enthaltendem Medium Uber einen Zeitraum von 24 h, wurden die Zellen mit PBS
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gewaschen. Mit Hilfe eines Zellschabers wurden die Zellen in 200 ul von Zitronenséure-Phosphat-
Puffer (30 mM Zitronenséure, 40 mM Na;HPO,, geldst in Aua. bidest, pH=4) abgekratzt. Die
Suspension wurde in einem silikonisierten Glasréhrchen Gberfiihrt und im Ultraschallbad auf Eis fur
15 min homogenisiert. Das Volumen der Proben wurde durch Zugabe von Zitronensdure-Phosphat-
Puffer auf exakt 1 ml aufgeftllt und fir 1 min durchgemischt. Nun erfolgte die Zugabe von 2 pl von
17:1-LPA (100 pM) als internem Standard, 2 ml 1-Butanol und 1 ml wassergesattigtes 1-Butanol (1
Teil H,O, 1 Teil 1-Butanol, kréftig schiitteln, obere Phase ist wassergeséttigtes 1-Butanol). Das
Gemisch wurde erneut durchgemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch 10-min(tiges Zentrifugieren
bei 4000 rpm und 10 °C. Die obere Phase (Butanolphase) wurde sorgfaltig abgenommen und in ein
neues Rohrchen tberfuhrt. Die Butanolphase wurde unter Stickstoff eingedampft und in 100 pl MeOH
resuspendiert und kurz gevortext und fir 10 min auf Eis im Ultraschallbad inkubiert. Die Detektion
von LPA erfolgte im targeted-Modus unter Aufzeichnung der dazugehérigen Full-scan-MS-Spektren
(m/z 30 - 700) und Full-scan-MS/TOF-Spektren (m/z 30 - 70). Die Messung erfolgte im negativen

lonenmodus.
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Tabelle 2.2.2: Parametereinstellungen fiir die LPA-Bestimmung am Gerét im negativen lonenmodus

Mobile Phase A Wasser mit 0,1 % Ammoniumhydroxid

Mobile Phase B Methanol/Acetonitril 9:1 (v/v)

Elutionsart Gradientenelution:

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]

0 30 70
2 0 100
4 0 100
10 30 70

Flussrate 0,5 ml/min

Octopolspannung 800V

Sdule X-Bridge™ C18 von Waters

Skimmer 65V

Sheatgastemperatur 300 °C

Sheatgasflussrate 9 I/min

Nebulizer pressur 30 psig

Dryinggastemperatur 350 °C

Dryinggasflussrate 8 I/min

Kapillarspannung 3000V

Fragmentatorspannung 200V

Nozzlespannung 2000 V

Kollisionsenrgie LPA 23V (17:0-LPA 20V)

Precrusor-lonen [M-H] 17:0-LPA m/z 423,2517

18:1-LPA m/z 435,2517

Detektionszeit 15 min+ 5 min post run
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2.2.3 Methoden zum Nachweis von Proteinen

2.2.3.1  Zelllyse

Losung zur Zelllyse

RIPA-Puffer

50 mM Tris-HCI (pH 7,5)

150 mM NaCl

1% Nonidet P-40

0,5% Na-Desoxycholinséure

0,1% SDS

in Ca?*-und Mg?*-freier PBS-LG6sung

supplementiert mit:

10 mM NaF
1mM NazVOs4
1mM PMSF

2 pg/m Aprotinin
10 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin
5mM EDTA

1 mM EGTA

Durchfiihrung der Zelllyse

MIN-6 Zellen wurden in einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen in 6-Wellplatten fir Western-Blot-
Experimente eingesit, ebenso wie 3 x 10° Zellen HPAEC-Zellen in 6 cm Zellkulturschalen. Nach der
Stimulation wurden die Zellen mit eiskalter PBS-Losung gewaschen, mit 50 pl Lyspuffer behandelt

und danach 30 min bei 4 °C auf dem Schaukelschiittler inkubiert. Mit Hilfe des Zellschabers wurden
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die Zellen abgekratzt und die erhaltenen Zelllysate in Eppendorf-Réhrchen tGberfihrt. AnschlieRend
wurden die Zelllysate bei 4°C fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur

Proteingehaltsbestimmung nach Bradford genutzt.

2.2.3.2  Proteinbestimmung

Der Proteingehalt des Zelllysates wurde mittels einer modifizierten Methode nach Bradford
guantifiziert (Bradford 1976). Zur Proteinbestimmung wurde Bradford-Reagenz im Verhéltnis 1:5 mit
Agua bidest verdunnet. Zunachst wurde mittels einer BSA-Ldsung bekannter Konzentration (1 pg/ul
Aqua bidest) eine Eichkurve erstellt, welche einen Proteingehalt von 0 - 20 pg Protein umfasst. Die
Ansétze wurden mit Aqua bidest. zu 100 pl ergénzt und mit 1 ml Bradford-Losung gemischt. Die
Reagenzmischung wurde mit Hilfe eines Photometers bei 595 nm quantifiziert. Fiir die
Proteinbestimmung der Proben wurden 5 pl Zelllysat mit 95 ul Aqua bidest. und 1 ml Bradford-
Losung gemischt und anschliefend der Gehalt an Protein mit Hilfe des Photometers und einer
erstellten Standardkurve ermittelt. Es wurde fir die anschlieBende Elektrophorese zwischen 50 pug und

80 ug Protein eingesetzt.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Losung flr die Gelelektrophorese und Western-Blot-Analyse

Trenngelpuffer (pH 8.8)

15M Tric-HCI
in Agua bidest.
Trenngel

Tabelle 2.2.3.3: Trenngelzusammensetzung

Polyacrylamidkonzentration 8% 10 % 12%

Agua bidest. 4,7ml 4,1 ml 3,4ml

SDS (10 % in Aqua bidest.) 100 pul 100 pul 100 pul

Trenngelpuffer 2,5ml 2,5ml 2,5ml
TEMED 5pl 5ul 5l

APS (0,1 g/ml Aqua bidest.) 50 ul 50 ul 50 ul
AcrylamidRotiphorese® Gel 30 2,7 ml 3,3ml 4 ml
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Sammelgelpuffer (pH 6,8)

0,5M Tris-HCI
in Agua bidest.

Sammelgel (4 % Polyacrylamid)

6,1 ml Agua bidest.

100 pl SDS (10 % in Aqua bidest.)
2,5ml Sammelgelpuffer

10 pl TEMED

50l APS (0,1 mg in Aqua bidest.)
1,3ml AcrylamidRotiphorese® Gel 30

Laufpuffer (10 %, pH 8.3)

30,3 g/l Tris-Base

144 g/l Glycin
10 g/l SDS
in Agua bidest.

Laemmli Sample Puffer (6x)

1,29 SDS
6,0g Glycerol

6 mg Bromphenolblau

385 mg DTT

2,5ml Tris-HC1 (1,5 M, pH 6,8)

Die ganze Mischung wurde auf ca. 50°C erwdrmt und bis zur vollstdindigen Losung aller

Komponenten mit einem Minirlhrfisch durchmischt.
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Durchfiihrung der SDS-PAGE

Die beschriebene Methode bezieht sich auf das Minigel-System der Firma Biometra. Die Auftrennung
des Proteingemisches erfolgte elektrophoretisch durch die diskontinuierliche Gelelektrophorese, mit
der Trennung der Proteine nach ihrer Molekularmasse. Trenngelmix (8-12 % Polyacrylamid) wurde
zwischen zwei Glasplatten pipettiert und mit Isopropanol beschichtet, um eine Austrocknung und
unregelmassige Polymerisation des Gels zu verhindern und etwa 20 min bei RT gehalten. Das 4 %ige
Sammelgelmix wurde zusammenpipettiert, kurz gemischt und sofort gegossen. AnschlieBend wurde

der Taschenkamm eingesetzt. Das Sammelgel war nach etwa 20 min bei RT polymerisiert.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte nach Laemmli (Laemmli 1970). Dazu wurden 20 - 70 ug
Protein aquivalente Volumina des Zelllysats mit der entsprechenden Menge an 6 x Laemmli Sample
Puffer versetzt und zur Denaturierung der Proteine fiir 5 min auf 95 °C im Heizblock erhitzt. Die
aufbereiteten Proben und der ProteingréRenmarker wurden in die Geltaschen eines diskontinuierlichen
Systems aus Sammel- und Trenngel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei konstanter

Spannung von 200 V und 60 mA pro Gel in einem mit Laufpuffer gefillten Elektrophoresesystem.

2.2.3.4  Western-Blot-Analyse

Losung flr die Western-Blot-Analyse

Blotpuffer (10x, pH 8,3)

144 g/ Glycin
30 g/l Tris-Base
in Agua bidest.

Bjerrum-Schéfer-Nielsen-Puffer

5,829/l Tris-Base

2,93 g/l Glycin

3,75 ml 10%ige SDS —Losung
in Agua bidest.

TBS Puffer (10x%)

12,14 g/l Tris-HCI
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87,66 g/l NaCl
in Agua bidest
zur Herstellung von TBST wurde 0,1 % Tween 20 hinzugefiigt und der pH-Wert auf 8 eingestellt.

Ponceau S-Ldsung

0,2 % Ponceau S
In 3%iger Trichloressigsaure

Coomassie-Blue Ldsung

45 % Methanol
9% Essigsdure

0,25 % Coomassie Blue R250

BlockPuffer
5% MagermilchpufferSucofin®
in TBST

Sauer-Basisch Strip-Puffer

Pufferl

15,01 g/l Glycin
29,22 g/l NaCl

in Agua bidest.

Der pH wurde mit HCI auf 2 eingestelit.

Puffer 2
60,57 g/l Tris
in Agua bidest.

Der pH wurde mit NaOH oder HNO3 auf 11 eingestelit.
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Durchfiihrung des Western Blots

Beim Western Blot wurden die aufgetrennten Proteine aus dem Gel durch Anlegen eines elektrischen

Feldes auf eine Polyvinylidendifluorid-(PVDF)-Membran transferiert.

Die Gele wurden aus der Elektrophoresekammer genommen und zusammen mit den Filterpapieren
und Schwammen flr 15 min in Blottpuffer gelegt. In der Zwischenzeit erfolgte die Aktivierung der
PVDF-Membranen in Methanol fiir 15 sec. AnschlieBend wurde die Membran mit Aqua bidest. fir
2 min gewaschen und dann in Blotpuffer fur 15 min equilibriert. Der Proteintransfer erfolgte in zwei
Systemen: ein Tank-Blot fiir Proteine >120 kDa, ein Semi-dry-System fiir kleine Proteine <10 kDa. Im
Tank-Blot wurde 1000 ml Blotpuffer in eine Tank-Blotkammer geflllt und ber Nacht bei konstanter
Spannung von 30 V und 90 mA pro Gel geblottet. Im Semi-dry-System diente Bjerrum-Schafer-
Nielsen-Puffer als Transferpuffer und hier wurde bei 25 V fiir 30 min geblottet (Bjerrum und Schafer-
Nielsen 1986).

Zur Uberprifung des erfolgreichen Transfers der Proteine wurden die Membran mit Ponceau und das
Gel mit Coomassie geféarbt. Die Membran wurde dann kurz in TBST-Puffer gewaschen und in 5 %iger
Magermilchlésung in TBST eine Stunde in Blockpuffer bei 37 °C geblockt, um eine unspezifische
Bindung von Proteinen an der Membran zu verhindern. Nach drei Waschschritten mit TBST flr
jeweils 5 min bei RT wurden die Membranen mit dem priméren Antikérper in einer Verdinnung von
1:1000 in TBST mit 5 % BSA {iber Nacht bei 4 °C auf dem Schaukelschiittler inkubiert. Danach
wurde die Losung des Primérantikorpers entfernt und dreimal mit TBST gewaschen. AnschlieRend
erfolgte die Inkubation mit Sekundéarantikdrper (Verdiinnung 1:1000 in Blocklésung) bei RT fur 1 h.
Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurde die Membran mit Hilfe des
LumiGlo® Chemilumineszenz-Reagenzes behandelt, um die gebundenen Antikorper zu detektieren.
Diese Lumineszenzsignalstarke erfolgt mit Hilfe des Detektors ChemiDoc XRS+ System. Fir die
Detektion von weiteren Proteinen auf derselben Membran wurden die Antikdrper durch Inkubation der
Membran in Strip-Puffer entfernt. Dazu wurde die Membran kurz in Puffer 1 vorgespiilt und 10 min
bei RT inkubiert, anschliefend erfolgte ein kurzes Spilen mit Puffer2 und 15 min Inkubation,
ebenfalls bei RT.

2.2.4 Immunprazipitation mit Dynabeads

Mit spezifischen Antikérpern konnen gezielt Proteine aus einem Proteingemisch, wie z. B. Zelllysate,
gebunden werden. Danach werden der Antikorper an Protein-A- und Protein-G-Beads gekoppelt und

die Antikorper-Protein-Komplexe aus dem Proteingemisch prézipitiert. Die Immunprazipitation in
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dieser Arbeit wurde mit Hilfe eines magnetischen Protein-A-Beads (Dynabeads Protein A)

vorgenommen.

Die MIN-6 Zellen wurden in 10 c¢cm Kulturschalen eingeséat. Nach der Versuchsdurchfiihrung erfolgte
die Proteinisolierung und -bestimmung. Fiir die IP wurde 0,5 mg Protein mit 2 ug Antikorper iiber
Nacht bei 4 °C und unter stidndiger Rotation inkubiert. In einem Reaktionsgefal wurden 50 pl vom
Dynabeads Uberfilhrt und danach mit Hilfe eines Magnetstianders der Uberstand entfernt. Nach der
Mischung des AK-Protein-Komplexes mit den Beads erfolgte eine 30-minitige Inkubation bei RT
unter Rotation, um die Bindung des AK an die Beads zu ermdglichen. Danach wurden unter
Verwendung eines Magnetstanders der Uberstand entfernt und die Beads-AK-Komplexe dreimal mit
200 pl PBS/0,01-Tween-20 gewaschen und anschlieBend mit 1x Laemmli Sample Puffer vermischt
und bei 95 °C im Heizblock erhitzt. Dann fand eine SDS-Elektrophorese statt.

2.2.5 Untersuchung der mRNA-Transkription

2.25.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus MIN-6 Zellen und HPAEC-Zellen erfolgte unter Verwendung
des RNA Isolierungskits (High Pure RNA Isolation Kit) der Firma Roche. Nach der Stimulation
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 200 pl PBS und 400 pl Lysepuffer behandelt.
Mittels Zellschaber wurden die Zellen abgeldst, das Lysat in eine Glasfasersaule in einem
Sammelgefal Oberfiihrt und 15 sec bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen.
Daraufhin wurden die Proben mit jeweils 100 pul DNase I Losung (90 pul DNasel Inkubationspuffer
und 10 pl DNasel) fiir 15 min bei RT inkubiert. Hierauf erfolgten zwei Waschvorginge mit 500 ul
Waschpuffer | bzw. Waschpuffer Il, wonach jeweils 15 sec bei 800 x g zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen wurde. Zum Trocknen der Sdule erfolgte am Ende fiir 2 min eine Zentrifugation
bei 13.000 x g, nachdem je 200 pl Waschpuffer II auf die Sdulen pipettiert worden war. Danach
wurden die Sdulen jeweils in ein steriles Tube gestellt und die RNA mit 50 pl Elutionspuffer durch
1-minutige Zentrifugation bei 8000 x g in ein von DNase- und RNase freies Eppendorf Tube eluiert.

Die eluierten Proben wurden anschlieBend sofort auf Eis gestellt.

Die Konzentration der RNA-Ldsung wurde mit Hilfe eines Photometers unter Verwendung eines pH-
neutralen, sterilen Tris-HCI-Puffers bestimmt. In einer Quarzkiivette erfolgte die Vermessung von 2 pl
RNA-Probe in 98 pl Tris-HCI Puffer (Verdinnung 1:50) im Photometer bei 260 nm und 280 nm.

Die Berechnung der RNA-Konzentration folgt der Formel:

RNA-Konzentration [ng/pl] = Azsonm X 40 X Verdiinnungsfaktor
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Azsonm =Absorption bei 260 nm

Einen Anhalt zur Reinheit der isolierten RNA gibt das Verhéltnis A260/A280. Fir die weiteren
Analysen wurden nur Gesamt-RNA-Proben verwendet, bei denen die Berechnung dieses Quotienten

einen Wert von > 1,6 ergab.

2.2.5.2 cDNA-Synthese mittels reverser Transkription

Zur cDNA-Synthese aus der isolierten RNA wurde das Revert Aid™ -First-Strand-cDNA-Synthesis-
Kit der Firma Fermentas verwendet. 2 - 3 pg der isolierten RNA aus MIN-6 Zellen und HPAECs
wurden zusammen mit 1 pl Oligo-dTPrimern (0,5 pg/ml) bei 65 °C fur 5 min denaturiert. Dazu
erfolgte die Zugabe von 4 ul des Reaktionspuffers, zusammengesetzt aus 20 nM Tris-HCI (pH 8,3),
3,75 mM KCI und 15 mM MgCl,, sowie 1 pl des Ribonuclease-Inhibitors RiboLock™ in einer
Konzentration von 20 U/ul. Weiterhin wurden 2 pl Desoxynukleosidtriphosphaten (ANTP, 10 mM)
und 1 pl RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase (200 U/ul) zugesetzt und nach Zentrifugation des
Gemisches bei 42 °C fir 60 min inkubiert. Das Erhitzen des Reaktionsansatzes auf 70 °C fur 10 min
terminierte die Reaktion. Die synthetisierte ¢cDNA wurde fur spatere Anwendungen bei -80 °C

aufbewahrt.

2.2.5.3 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die real time RT-PCR ist eine Methode zur quantitativen Analyse der Genexpression. Denaturierung
der doppelstrangigen DNA, Bindung spezifischer Oligonukleotidprimer an die jeweiligen
komplementaren DNA-Strange und Polymerisation neuer DNA-Doppelstrange dienen der raschen
Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. Gleichzeitig interkaliert der Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green in die doppelstrangige DNA. Die Quantifizierung der DNA Menge erfolgt durch
Fluoreszenzmessung am Ende jedes PCR-Zyklus, wobei das Fluoreszenzsignal zur Menge der PCR-

Produkte direkt proportional ist. Fiir die Amplifikation wurde das Gerat LightCycler 480®) verwendet.

Zur Durchfiihrung des Versuchs wurden zunéchst geeignete Primer mit Hilfe der Primer Design
Software LaserGene (DNAStar, Madison, USA) ausgewdhlt (Tab. 2.2.5.3). Die nachfolgenden
Arbeitsschritte wurden unter Kiihlung durch Eis durchgefihrt. AnschlieBend erfolgte die Herstellung
der Reaktionsansétze, welche sich aus je 2 ul DEPC-Wasser, 0,5 ul sowohl des Reverse- als auch des
Forward-Primers (je 10 uM) und 5 ul des SYBR Green I Master Mixes® zusammensetzte. In einer
96-Multiwellplatte wurden 2 pl (entsprechend 50 ng/ul) cDNA vorgelegt, 8 ul der Reaktionslésung
zugegeben und die Platte mit Hilfe einer Verschlussfolie verschlossen. Nach Zentrifugation der Platte

wurde die Real-Time PCR unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: initiale Denaturierung fr
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10 min bei 95 °C, 45 Zyklen bestehend aus Denaturierung fr 10 sec bei 90 °C, Annealing fur 10 sec

bei 60 °C und Elongation flr 10 sec bei 72 °C. AnschlieBend wurde eine Schmelzkurve fiir 1 min bei

65 °C, gefolgt von einer kontinuierlichen Temperaturerh6hung von 0,1 °C/sec bis auf 95 °C erstellt,

um die Bildung von unspezifischen Primerdimeren zu kontrollieren. Die relative mRNA-Expression

des untersuchten Gens wurde durch die Normalisierung der erhaltenen Daten gegen GAPDH als

Referenzgen berechnet.

Gelelektrophorese Uberpruft.

Tab. 2.2.5.3: Sequenzen der verwendeten Primer

Die GroBRe des jeweiligen PCR-Produktes wurde mittels Agarose-

Zielgen Vorwarts-Primer Rickwarts-Primer
LPAL hum 5-TGGCAATCTATGTCAACC-3' 5-AGGAGCCATGTGCTAAC-3'
LPA2 hum 5-ACTCGCATCATGCTTCC-3' 5-TCAGTCAGTCCTGTTGGT-3'
LPAS3 hum 5-GACTGTCTTAGGGGCGTTTGTGGT-3' 5-TTCACGACGGAGTTGAGCAGCG-3'
LPA4 rum 5-GGACCCTGCCCAATGGTAAC-3' 5-AGTAGCATTGCCCAACCTGG-3'
LPAS5 hum 5-CCTGAGGAGGTCTCTGCTG-3' 5-GGAGGTCATGGGAATGTGGG-3'
GAPDH nym 5-ATCATCCCTGCCTCTACT-3' 5-CTGCTTCACCACCTTCTT-3'
LPAL mur 5-ACCGCCGCTTCCATTTCCCTATT-3' 5-CACAGATGCAGTTCCAGCCCACAC-3'
LPA2 mur 5-GCCCCGTCGCCCCCATACA-3 5-CCTTCCTTCCAACCCCAGCGTTCC-3'
LPA3 mur 5'CCCCGGGTCTGGTGGTTC-3' 5-GAGGCGTCCGTGGCTTAGG-3'
LPA4 mur 5-GAATGAGCGGTTTGCAGTAAGGAG-3' | 5-TGAGTGCCCAAGAAAGAGTGTGC-3'
LPAS5 mur 5-CTGGCGGCTGTCGTCTATTCGTCT-3' 5'-AGCACCCCGCGCACCTGAT-3'
PKCo. mur 5-GTCGGGAAATTTAAGGAGCCACAA-3' | 5-TAGTCCGGAGTCCCACAGAAGGTC-3'
PKCB mur 5-ATCGCTGCTGTATGGACTTATTCA-3' 5-TCTTGGTCTTCTGTTTGCTCTCAC-3’
PKC3 mur 5-CACATTGGATTGGCTGGCATTTC-3' 5-AAGTGGGCTGGATAGGCGTTTTC-3'
PKCO mur 5-GTCTCCCATGCTCCACCAAAAAC-3' 5-CTCGACGTCATCATCCATCAACAC-3'
PKCY mur 5-TCACAACCAGGGCATCATCTACAG-3' | 5-CTCTTCCTCATCTTCCCCATCAAA-3'
PKCE mur 5-AGACTGGGACCTGCTGGAAAAGAA-3' 5-CTGGGGCCTGGACACAAGAGAT-3'
PDX-1 mur 5'-ACCATGAACAGTGAGGAGCAGTA-3' 5-TTTTGGAACCAGATTTTGATGTG-3'
GAPDH mur 5-TTTGGCATTGTGGAAGGGCTCAT-3' | 5-GACGGACACATTGGGGGTAGGAAC-3'
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2.2.6 Proliferationsnachweis mittels [*H]-Thymidin-Inkorporation

Lyse-Puffer

50 ml 1% SDS- Ldsung

166,7 ml 0,3 M NaOH-Ldsung
Ad 500 ml Aqua bidest.
Versuchsdurchfihrung

Die Proliferation der Zellen wurde durch Einbau von [*H]-Thymidin in die neue gebidete DNA sich
teilender Zellen quantifiziert. Dazu wurden 7 x 10* MIN-6 Zellen in 6-Loch-Platten eingesat. Nach
48 h folgte ein Mediumwechsel auf das Basalmedium, und danach eine Stimulation der Zellen fir
24 h. In den letzten 4 h wurde folgte 2 pCi[*H]-Methyl -Thymidin zugegeben. Die nachfolgenden
Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Nach der Stimulation wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Zunéchst wurden die Zellen mit 10 %iger eiskalter
Trichloressigsaure fiir 30 min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit 5 %iger eiskalter
Trichloressigsaure fur jeweils 10 min erfolgt die Behandlung der Zellen mit 300 ul Lysispuffer und
das Sammlen der Zellreste mit der prazipitierten-DNA mit Milfe eines Zellschabers. In
Szintillationsréhrchen wurden 5 ml des SzintillatorsRotiszint 22 vorgelegt und das DNA-Prézipitét in
die Szintillationsréhrchen tberfuhrt und danach die Proben in einem Flissigszintillationsspektrometer
(Beckman Coulter LS6000 LL) gemessen.

2.2.7 Quantifizierung der Aktivitat der Caspase 3/7

In dieser Arbeit wurde der Caspase-Glo 3/7-Assay der Firma Promega verwendet. Die Caspase-Glo
Kit beinhaltet die prolumineszente Substanz Tetrapeptidsequenz Z-DEVD-Aminoluciferin, durch die
in der Probe enthaltene Caspasen 3/7 gespalten wurden. Dadurch entsteht ein Substrat, das durch das
Enzym Luciferase unter Lumineszenz zur Freisetzung von Licht fihrt (Abb. 2.2.7). Das gemessene

Lumineszenzsignal ist proportional zur Caspase-Aktivitét in den Zellen.
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Abbildung 2.2.7: Abspaltung der Z-DEVD-Sequenz von Aminoluciferin durch Caspas 3 und 7 flhrt

zur Freisetzung von Licht. Caspase-Glo 3/7 Assay , Promega

Fir die Durchfiihrung des Versuchs wurden 20 x 10* MIN-6 Zellen in einer weilen 96-Loch Platte
eingesat und die Zellen 48 h im Brutschrank anwachsen gelassen. Auf dem Basalmedium erfolgte eine
Stimulation der Zellen, anschliefend wurden 50 ng/ml TNFa, 50 ng/ml IFN-y und 10 ng/ml IL-1
zugegeben und flr 18 h inkubiert. Nach dem Protokoll des Herstellers wurden Caspase-Glo3/7 und
Caspase 3/7 Puffer im vorgegebenen Verhaltnis miteinander gemischt und 100 pl davon in jedes Well
gegeben, anschlieBend die Platte fiir 1 h im Brutschrank inkubiert. Die entstandene Fluoreszenz wurde
mit dem Mikroplattenlesegerat FLUOStar OPTIMA® bei 37 °C analysiert.

2.2.8 NO-Bestimmung durch DAF-2D

Eine direktere Detektion der intrazellularen NO-Produktion bietet die Fluoreszenzmikroskopie. Der
Fluoreszenzfarbstoff ist das membranpermeable Diaminofluorescindiazetat DAF-2DA, das in die
Zellen geschleust wird, um intrazelluldares NO zu messen. Durch die Aktivitét intrazellularer Esterasen
entsteht 4, 5-Diaminofluorescein (DAF-2), das mit NO in Anwesenheit von O, zum stark
fluoreszierenden Triazolofluorescein (DAF-2T) reagiert (Kojima et al., 1998). Die zugrunde liegende
Reaktion ist in Abb. 2.2.8 dargestellt.
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DAF-2DA

Abbildung 2.2.8: NO-Bestimmung mit DAF-2DA. Madifiziert nach (Kojima et al. 1998).

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden 4 x 10* Zellen von HPAECs in einer 12-Loch-Platte eingesét.
Nach 24 h folgte 3 h Inkubation der Zellen mit Krebs-Henseleit Puffer und anschlieBend wurden die
Zellen fir 30 min in einem Brutschrank mit 10 uM DAF-2DA inkubiert. Nach der Stimulation mit
LPA (10 uM fiir 10 min) wurden die Zellen mit PBS-Ldsung gewaschen und mit 10 pl Fluoromount-

Losung fixiert. Im Anschluss wurde die NO-Bildung mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie detektiert.
2.2.9 Organbad-Experimente

In Organbadstudien werden Kontraktion und Relaxation verschiedener Gewebe (Blutgefale und
Bronchius) untersucht. Das Organbad besteht aus doppelwandigen Glasbehaltern, welches mit 20 ml
Krebs-Henseleit-Losung befiillt sind. Durch kontinuierliche Begasung dieser Lésung mit Carbogen
(Gasgemisch aus 95 % O, und 5 % CO_) wird ein physiologischer pH-Wert von 7,4 gewéhrleistet. Um
in den Organb&dern eine gleichbleibende Temperatur von 37 °C zu gewahrleisten, werden die &uf3eren
Hohlrdume der GlasgefaRe mit zirkulierendem, 37 °C warmen Wasser aus dem Heizkreislauf beftillen.
Die einzelnen Gefal3ringe wurden an jeweils zwei Edelstahlhaken in eine Organbadkammer befestigt.
Wéhrend der untere Edelstahlhaken unbeweglich am Boden der Kammer eingehdngt wurde, war der
obere Edelstahlhaken mit einem isometrischen Kraftaufnehmer (TF6V5) und Verstarker (Transducer
Coupler TSE 4711 W. Fleck, Mainz, Germany) verbunden, um die Kraftdnderung der Ringe zu
vermessen. der Messverstarker tibertrug die Werte auf einen graphischen Schreiber (Compensograph
Siemens C1016).
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GefaRpraparation

Die Untersuchung der Vasoeffekte von LPA erfolgte an der isolierten Pulmonalarterie des Schweins.
Die Lungen wurden von weiblichen und kastrierten méannlichen Schlachtschweinen (Sus scrofa) von
der Lehr- und Versuchsanstalt Teltow-Ruhlsdorf mit einem Gewicht zwischen 100 - 120 kg isoliert
und in einen gekihlten 4 °C Krebs-Henseleit-Puffer transportiert. Die Pulmonalarterien wurden aus
Schweinslungen prapariert und in eine Petrischale mit kalte, und durch Carbogen begaster (95 % O, 5
% CO-), modifizierter Krebs-Henseleit-Ldsung gelegt. Nach der Entfernung der umliegenden Binde-
und Fettgewebe wurden die Gefale in 3 - 4 mm lange und 2 mm breite Ringe geschnitten. Mit grofer
Vorsicht, um das Endothel des Gefalringes nicht zu verletzen, wurden die Ringe horizontal zwischen
zwei L-férmige Edelstahlhaken (300 um Durchmesser) aufgehangt. Anschlieflend wurden die Ringe in

den Organb&dern eingehangt.

Losungen fir Organbadversuche

modifizierter Krebs-Henseleit-Ldsung (KHS-Ldsung) (pH-7.,4)

118 mM NaCl

4,7 mM KCI
2,5mM CaCl,

1,2 mM MgSO.
1,2 mM KH2PO,
25 mM NaHCOs3
10 mM D-Glucose

Ablauf des Organbad-Experiments

Die zugeschnittenen Gefaliringe wurden mit einer Vorspannung von 20 mN fur ca. 1 h dquilibriert.
Wahrend dieser Aquilibrierungsphase wurde die KHS-Losung in den Kammern alle 15 min
(Ruhephase) ausgetauscht und nach jeder Spiilung die Vorspannung der Ringe wieder auf 20 mN
justiert. Sobald die Vorspannung stabil war, begann der Versuch gestartet. Danach erfolgte die Zugabe
von 30 mM KCI in den Kammern, um eine Kontraktion auszuldsen. Nachdem die maximale
Kontraktion erreicht worden war, wurde 5 min mit frischer KHS-L6sung gespiilt. Danach folgte eine

Ruhephase von 15 min. Sowohl das Waschen als auch die Ruhephase wurden wiederholt, um KCI-
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Reste von den Gefalen zu entfernen. Anschliefend wurden die Geféalringe mit 10 nM U46619
(Thromboxan Rezeptor Agonist) vorkontrahiert. Nach vollstandiger Kontraktion erfolgte die Zugabe
von 10 nM Bradykinin, einem potenten endothelabhangigen Vasodilatator. Dieser Schritt ist
erforderlich, um die Integritdt der Endothelschicht zu Uberpriifen. Die durch Bradykinin-induzierte
Relaxation der Arterien wurde mit der von U46619 bewirkten Kontraktion durch ins Verhaltnis
gesetzt, um die Endothel-Intaktheit prozentual zu ermitteln. Wenn durch die Zugabe von Bradykinin
mindestens 80 % der Kontraktion reduziert worden war, wurden die entsprechenden Arterienringe
weiter verwendet. Nach einem Waschschritt von 10 min und einer Ruhephase von 15 min erfolgt der
relaxierende Effekt von LPA. Anschlielend wurden die Geféalle mit 10 nM U46619 vorkontrahiert.
Nachdem die Kontraktionsplateaus erreicht worden war, wurde LPA in aufsteigenden Konzentrationen
zugegeben. Nach Erreichen des maximalen relaxierenden Effektes von LPA wurde 10 nM Bradykinin
zugesetzt und damit die vollstandige Relaxation ausgeldst. Die relaxierenden Effekte von LPA wurden
in Prozent des maximalen erreichbaren Effekts bei der vollstdndigen Relaxation nach der Zugabe von
Bradykinin angegeben. Nach der Gabe von LPA folgte ein Waschschritt von 10 min mit KHS-Lésung
und einer 60-mindtige Ruhephase. Das Intervall von 60 min war suffizient, um die Desensibilisierung
von LPA zu vermeiden. Die Experimente wurden parallel in Ab- und Anwesenheit des LPA-
Rezeptorantagonisten DGPP (10 uM) durchgefiihrt. Die Inkubation mit DGPP erfolgte fiir 15 min vor
der Zugabe von U46619. Durch Entfernung des Endothels bzw. Anwendung von eNOS-Inhibitor
konnte ausgeschlossen werden, dass die Wirkung von LPA endothelabhéngig, bzw. eNOS-vermittelt
war. Dabei wurde jeder Ring mit einer Pinzette gerollt um die Endothelschicht der GefaRringpraparate

mechanisch zu entfernen.
2.2.10 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse wurden mindestens zweimal unabhé&ngig voneinander durchgefiihrt und anschlieRend
die Mittelwerte + Standardabweichung berechnet. Die Daten der Organbad-Experimente wurden als
Mittelwerte + S.E.M. (,,standard error of the mean*), mit Angabe der Anzahl der Experimente n
prasentiert. Die Untersuchung der Daten auf signifikante Unterschiede erfolgte mit dem Student‘s
t-Test ausgewertet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant

angesehen.
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Ergebnisse

3.1 Bedeutung von LPA fiir die Insulinresistenz in p-Zellen

3.1.1 Einfluss von Palmitat auf den intrazellularen LPA-Spiegel in MIN-6
Zellen

Die erhohte Konzentration von FFA ist ein entscheidender Risikofaktor in der Pathogenese des T2D.
Eine Erhdhung von FFA fiihrt zur Akkumulation von TG in Nichtfettgewebe, was mit einer
Lipotoxizitat verbunden ist. Eine Akkumulation von TG in Muskelgewebe und Leber vermindert die
durch Insulin stimulierte Glucoseaufnahme und Glucoseoxidation, wohingegen die Akkumulation von
TG in pankreatischen B-Zellen zur Reduktion der Insulinsekretion und zur B-Zellapoptose fihrt.
Verschiedene Lipidmediatoren werden aus FFA synthetisiert, die die Pathogenese der peripheren
Insulinresistenz und B-Zelldysfunktion beeinflussen. LPA ist seit langem als ein Zwischenprodukt des
intrazelluléren Fettstoffwechsels wahrend der de-novo-Synthese von TG bekannt. LPA kann in den
Zellen aus Acyl-CoA und G3P durch die GPAT entstehen. Es wird beschrieben, dass die Inkubation
der B-Zellen INS832/13 mit Palmitat und Glucose zum Anstieg der Expression von GPAT fihrt, was
mit einer intrazelluldren Akkumulation von DAG und TG und mit einer B-Zelldysfunktion und -tod
verbunden ist (El-Assaad et al., 2010). Zudem besteht die Mdéglichkeit, dass der Gehalt an LPA (ber
den FFA/TG-Zyklus erhoht wird. Aus diesen Griinden wurde der Gehalt von LPA im 15 mM Glucose
enthaltenden Medium nach Stimulation mit Palmitat analysiert. Zu diesem Zweck wurden MIN-6
Zellen fur 24 h mit 300 uM Palmitat stimuliert; als Negativkontrollen dienten dabei die unstimulierten
Zellen. AnschlieBend wurde der intrazelluldre LPA-Gehalt von MIN-6 Zellen mittels HPLC-ESI-
MS/MS quantifiziert. Die Analyse der intrazellularen LPA-Spezies von MIN-6 Zellen ergab eine
signifikante Steigerung im 16:0-LPA-Spiegel im Vergleich zu Negativkontrollen, aber keine
signifikante Anderung der 18:1-, 18:0-LPA-Spiegel (Abb. 3.1.1).
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Abbildung 3.1.1: Einfluss von Palmitat auf den intrazellularen LPA-Spiegel in MIN-6 Zellen. Die
Zellen wurden mit 300 UM Palmitat in Anwesenheit von 15 mM Glucose flr 24 h stimuliert. Die LPA-
Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-ESI-MS/MS.

3.1.2 Einfluss von LPA auf die Insulin-vermittelte physiologische Wirkung
in MIN-6 Zellen

3.1.2.1 Insulin-stimulierte p-Zellproliferation

Insulin spielt eine bedeutsame Rolle in der Regulation der B-Zellmasse durch Erhdhung der
Proliferationsrate und Forderung einer anti-apoptotischen Wirkung in B-Zellen (Alejandro Johnson,
2008; Ohsugi et al., 2005). Daher wurde der mitogene Effekt von Insulin durch [*H]-Thymidin-
Inkorporation untersucht. MIN-6 Zellen wurden 4h in Basalmedium inkubiert, anschlieBend mit
Insulin in verschiedenen Konzentrationen fur 24 h stimuliert und in den letzten 4 h mit Thymidin
behandelt. Die Stimulation mit 1 uM Insulin zeigte den stirksten wachstumsfoérdernden Effekt im

Vergleich zu unstimulierten Zellen (Abb. 3.1.2.1).
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Abbildung 3.1.2.1: Einfluss von Insulin auf die Proliferation der MIN-6 Zellen. MIN-6 Zellen
wurden flir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen von Insulin stimuliert. Die Proliferationsrate

wurde durch Inkorporation mit [*H]-Thymidin untersucht. *p<0,05
3.1.2.2 Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte MIN-6 Zellproliferation

Die B-Zellmasse resultiert vor allem aus der balancierten Regulation zwischen -Zellwachstum und f-
Zellapoptose, welches unter Insulinbediirfnissen fiir einen konstanten Umsatz der B-Zellen sorgt. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass die mitogene Aktivitdt der B-Zellen durch die Stimulation mit
Wachstumshormon oder verschiedene Faktoren wie IGF-1 und Insulin ansteigt. Typ-2-Diabetiker
weisen im Vergleich zu Gesunden eine 40 - 50 % Reduktion in der $-Zellmasse auf. Dies wird durch
eine Reduktion die Proliferation der B-Zellen und durch eine erhdhte Apoptoserate bewirkt. Die
Akkumulation von Metaboliten aus FFA in den pankreatischen B-Zellen fihrt zur Hemmung der
Insulinsekretion und Reduktion der B-Zellmasse. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Anstieg des
LPA-Gehaltes in B-Zellen nach der Behandlung mit Palmitat nachgewiesen. Zahlreiche Studien
konnten zeigen, dass LPA mit einer Pradisposition fir Diabetes korreliert. Hierbei wird eine erhohte
Konzentration von LPA im Plasma der Adipositas/Insulinresistenz und in adiptsen HFD-M&usen
nachgewiesen (Dusaulcy et al., 2011; Rancoule et al., 2012). AulRerdem 16st LPA sowohl eine Stérung
der Glucosehoméostase iiber die Hemmung der GSIS als auch eine Reduktion der B-Zellmasse aus
(Rancoule et al., 2013). Aus diesen Grunden war die Untersuchung von grofRem Interesse, ob LPA

auch das Wachstum von pankreatischen -Zellen beeinflussen kann. Der autokrine Effekt von Insulin
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fordert die p-Zellproliferation; daher wurde untersucht, ob LPA eine Wirkung auf den mitogenen
Effekt des Insulins in MIN-6 Zellen zeigt. Zu diesem Zweck wurde die Proliferation der MIN-6 Zellen
mit Hilfe der Thymidin-Inkorporation verifiziert. Nach einer Inkubation von 4h in Basalmedium
wurden MIN-6 Zellen fur 10 min mit 10 uM LPA vorbehandelt und danach mit 1 uM Insulin fir 24 h
inkubiert. In den letzten 4 h wurde Thymidin eingesetzt. Die Stimulation mit 1 uM Insulin induzierte
die Proliferation der MIN-6 Zellen, aber die Vorbehandlung mit LPA senkte die insulin-induzierte
Proliferation der MIN-6 Zellen. AuBerdem zeigte die Inkubation mit LPA allein keinen signifikanten
Einfluss auf die Proliferation der $-Zellen (Abb. 3.1.2.2).
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Abbildung 3.1.2.2: Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte MIN-6 Zellproliferation. Nach einer
Vorinkubation der Zellen fir 10 min mit 10 uM LPA erfolgte eine Stimulation mit 1uM Insulin fur

24 h. Die Proliferationsrate wurde durch Inkorporation mit [*H]-Thymidin untersucht. *p<0,05

3.1.2.3 Einfluss von LPA auf den Insulin-vermittelten anti-apoptotischen
Effekt in den MIN-6 Zellen

Neben der mitogenen Wirkung auf B-Zellen kann Insulin auch einen anti-apoptotischen Effekt
ausuben (Elghazi et al., 2006; Johnson et al., 2006). In einer Untersuchung mit MIN-6 Zellen konnte
nachgewiesen werden, dass Insulin eine konzentrationsabhéngige anti-apoptotische Wirkung induziert

(Mdller et al., 2006). Die erhdhte Apoptoserate der Inselzellen beim T2D konnte durch die Hemmung
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der insulin-vermittelten Zytoprotektion auftreten. Daher wurde untersucht, ob LPA die anti-
apoptotische Wirkung des Insulins beeinflussen kann. Hierzu wurden die Zellen mit 10 uM LPA fiir
10 min behandelt und mit 1 uM Insulin fiir 10 min stimuliert. Die Induktion der Apoptose erfolgte
durch Behandlung der Zellen mit der Zytokinmischung (TNFa, IL-1B, INF-y) fir 18 h. Die
Apoptoserate wurde durch eine Messung der Caspase 3/7-Aktivitat luminometrisch bestimmt. Dabei
zeigte sich ein Anstieg der Caspaseaktivitdt der behandelten Zellen mit Zytokinen im Vergleich zu
nicht behandelten Kontrollen. Die durch Zytokine induzierte Apoptose wurde durch Insulin auf 55 %
der apoptotischen Kontrolle reduziert. Die Kombination mit Insulin und LPA fuhrte zur Reduktion der
anti-apoptotischen Wirkung des Insulins und einem Anstieg der Caspaseaktivitit bis 30 % im
Vergleich zu alleiniger Stimulation mit Insulin (Abb. 3.1.2.3). Eine Hemmung der Caspaseaktivitét
konnte auch durch die alleinige Inkubation mit LPA auftreten. Diese anti-apoptotische Wirkung ist in

verschiedenen Zelltypen bekannt.
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Abbildung 3.1.2.3: Hemmung der anti-apoptotischen Wirkung des Insulins durch LPA. MIN-6
Zellen wurden fir 10 min mit 10 uM LPA vorbehandelt, und nach der Stimulation mit 1 uM Insulin fir
10 min erfolgte die Inkubation mit Zytokinmischung (TNFa+IL-15+1FNy) fir 18 h. Die Apoptoserate

wurde durch Caspase 3/7-Aktivitit mit Hilfe des Luminometers untersucht. *p<0,05
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3.1.3 Einfluss von LPA auf Insulin-vermittelte Signalwege in MIN-6 Zellen
3.1.3.1 Bedeutung von Insulin fir die Akt-Aktivierung

Sowohl Insulin als auch IGF-1, GLP und GIP spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der f-
Zellmasse durch Steigerung der Proliferationsrate und Verminderung der Apoptoserate (Elghazi et al.,
2006). Die proliferative und anti-apoptotische Wirkung des Insulins wird vor allem durch die
Aktivierung der Akt-Kinase vermittelt (Lawlor Alessi, 2001).

Die Akt-Aktivierung wurde durch die Phosphorylierung an Ser473 mittels Western Blot untersucht.
Wie in der Abbildung 3.1.3.1 zu sehen ist, fihrt die Behandlung mit Insulin zu einer im Vergleich zur
Kontrolle deutlich gesteigerten Phosphorylierung von Akt an Ser473 nach 10 min und erreichte die
maximale Phosphorylierung nach einer Stimulationsdauer von 30 min. Die Untersuchung der
Konzentrationsabhangigkeit zeigte, dass Akt bei Konzentrationen 1 nM und 10 nM von Insulin kaum
aktiviert wurde, wéhrend bei 100 nM eine deutliche Phosphorylierung zu erkennen war. Die maximale

Aktivierung von Akt wurde bei einer Konzentration von 1 uM Insulin erreicht.

73



Ergebnisse

ARt | S S BN S

K 2min S5min 10min 15min 3Omin K 2min Smin 10min 15min 30min

A
t — C— g 8 \\
P-Ak ﬁ 6 §
g * \
: .
¢ | — = oo . . \
Insulin [10 min] - - Tnsulin [10 mi:; -
B j *
P-Akt — > G D E 5

N
||
|
1
|

Insulin [1 pM ] Tnsulin [1 pM |

Abbildung 3.1.3.1: Aktivierung der Akt Kinase durch Insulin. Murine s-Zellen (MIN-6) wurden mit
Insulin in Konzentrationsreihe (A) oder Zeitreihe (B) stimuliert und durch eine Western-Blot-Analyse
auf phospho-Akt (Ser473) untersucht. Die Quantifizierung erfolgte gegen die gesamte Akt-Menge.
*0<0,05, **p<0,01

3.1.3.2  Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte Akt-Aktivierung

Die Akt-Kinase scheint ein positiver Regulator der B-Zellmasse zu sein, so dass eine Reduktion der
Akt-Aktivitdt in den B-Zellen zur Steigerung der Apoptoserate und zur Erniedrigung der (-
Zellproliferation fiihrt, was mit einer Reduktion der B-Zellmasse einhergeht (Wrede et al., 2002).

LPA hemmt die insulin-induzierte B-Zellproliferation und besitzt einen apoptotischen Effekt. Daher
wurden im Folgenden die molekularen Mechanismen dieser Prozesse untersucht. Zuerst sollte
ermittelt werden, ob LPA eine Hemmung der Insulin-induzierten Akt-Aktivierung hervorruft.

Dafur wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von LPA fir 5 min vorinkubiert und
nachfolgend mit 1 pM Insulin stimuliert. AnschlieBend wurde die Akt-Phosphorylierung mittels
Western-Blot-Analyse untersucht. Wie in der Abbildung 3.1.3.2A dargestellt, konnte eine deutliche
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Reduktion der Insulin-induzierten Akt-Aktivierung durch LPA ab einer Konzentration von 1 uM
gezeigt werden. Die maximale Hemmung wurde bei einer Konzentration von 10 uM LPA erreicht. Es
konnte auch eine Zeitabhéngigkeit der Hemmung der Insulin-induzierten Akt-Phosphorylierung durch
LPA nachgewiesen werden. Hierzu wurden MIN-6 Zellen mit 10 uM LPA {iber verschiedene
Zeitrdaume behandelt und danach mit 1 uM Insulin stimuliert. Es wurde nach einer Vorinkubation von
LPA nach S5min eine maximale Hemmung der Insulin-aktivierten Akt-Kinase beobachtet
(Abb.3.1.3.2B). Interessanterweise verstirkte eine Vorinkubationsdauer von 60 min mit LPA die
Insulin-induzierte Akt-Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle, die ausschlielich mit Insulin
stimuliert wurde, wéhrend bei einer Inkubationsdauer fir 60 min mit LPA allein, also ohne
Stimulation mit Insulin, keine aktivierte Akt nachweisbar war.
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Abbildung 3.1.3.2: Hemmung der Insulin-induzierten Akt-Aktivierung durch LPA. MIN-6 Zellen
wurden mit steigenden Konzentrationen fiir 5 min (A) oder mit 10 uM LPA (ber verschiedene
Zeitraume (B) vorinkubiert und anschlieend mit Insulin stimuliert. Akt-Aktivierung wurde mittels
Western Blot durch Verwendung phospho-Akt (Ser473) Antikorper detektiert. Die Quantifizierung
erfolgte gegen die gesamte Akt-Menge. *p<0,05, **p<0,01
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3.1.3.3  Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte IRB-Aktivierung

Die Bindung von Insulin an seinem IR fiihrt zu einer Tyrosin-Autophosphorylierung an der B-
Untereinheit des Rezeptors und reguliert somit verschiedene Funktionen in den B-Zellen. Hierzu
gehodren Insulingehalt, GSIS und B-Zellmasse. Die Reduktion der Phosphorylierung des IR hat eine
Reduktion in der B-Zellmasse zur Folge (Ohsugi et al., 2005). LPA konnte die Insulin-induzierte Akt-
Aktivierung hemmen, daher war es von Interesse, zu detektieren, auf welcher Ebene LPA den Insulin-
Signalweg inhibieren kénnte. Deshalb wurde untersucht, ob LPA auf die Phosphorylierung des IR
einwirken kann. Die MIN-6 Zellen wurden mit 10 uM LPA fur 5 min vorinkubiert und danach mit
1 uM Insulin fiir 10 min stimuliert. Die Tyrosin-Phosphorylierung von IRf wurde mittels Western-
Blot-Analyse untersucht. Die Abbildung 3.1.3.3 zeigt, dass die Vorinkubation mit LPA zu einer
Hemmung der Insulin-induzierten Tyrosin-Phosphorylierung des IR fuhrt.
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Abbildung 3.1.3.3: Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung von IRp.
MIN-6 Zellen wurden flir 5 min mit 10 uM LPA vorinkubiert und anschlieend mit 1 uM Insulin fir 10

min stimuliert. Phospho-Tyrosin des IR wurde mittels IP-Analyse untersucht.
3.1.3.4 Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte IRS-2-Phosphorylierung

Das IRS-2 besitzt eine Schlisselfunktion fiir die Regulation der B-Zellproliferation und des f-
Zelllberlebens. Frihere Studien konnten zeigen, dass die Behandlung mit FFA zu einer Reduktion der
Tyrosin-Phosphorylierung von IRS-2 fiihrt und dadurch die Apoptoserate der -Zellen erhoht ist, was
eine Reduzierung der B-Zellmasse zur Folge hat(Lingohr et al., 2003).

Daher wurde der Effekt von LPA auf die Tyrosinaktivitit des IRS-2 mittels Western-Blot-Analyse
untersucht. Hierfir wurden MIN-6 Zellen mit 10 uM LPA fiir 5 min vorinkubiert und danach fir
10 min mit 1 pM Insulin stimuliert. Wie in der Abbildung 3.1.3.4 zu sehen, fiihrt die Vorinkubation
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mit LPA im Vergleich zu von Insulin-stimulierten Zellen zur Reduktion der Tyrosin-Phosphorylierung
von IRS-2.

IRS-2

K Ins LPA+Ins LPA

Abbildung 3.1.3.4: Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung des
IRS-2. MIN-6 Zellen wurden mit 10 uM LPA fiir 5 min vorinkubiert und anschlieBend mit 1 uM
Insulin fir 10 min stimuliert. Phospho-Tyrosin des IRS-2 wurde mittels IP-Analyse untersucht.

3.1.3.5 Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte PI3K-Aktivierung

Des Weiteren wurde der Einfluss von LPA auf die Insulin-vermittelte PI3K-Aktivitat mittels Western-
Blot-Analyse  nachgewiesen.  Hierzu  wurde die  Phosphorylierung von PI3K an
P85 (Tyrd58)/P55 (Tyr199) untersucht. Es konnte eine deutliche Erniedrigung der PI3K-
Phosphorylierung durch die Vorinkubation der MIN-6 Zellen mit 10 uM LPA im Vergleich zu den
stimulierten Zellen mit 1 pM Insulin detektiert werden (Abb. 3.1.3.5).
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Abbildung 31.3.5: Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte PI13K-Phosphorylierung. Murine f-
Zellen (MIN-6) wurden mit 10 uM LPA fiir 5 min vorinkubiert und anschliefend mit 1 uM Insulin fir
10 min stimuliert. Phospho-PI3K an P85(Tyr458)/P55(Tyr199) wurde mittels Western-Blot-Analyse
untersucht.
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3.1.3.6  Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte GSK-3p-Phosphorylierung

Akt vermittelt die Regulation der B-Zellmasse iiber verschiedene Signalwege. GSK3 wird von Akt
phosphoryliert und spielt eine wichtige Rolle in der Proliferation und Funktion der B-Zellen. Eine
Uberexpression von GSK-3B in diabetischen Mausmodellen zeigt, dass es zur Reduktion der p-
Zellproliferation und Abnahme der f-Zellmasse kommt (Z. Liu et al., 2008).

Daher wurde untersucht, ob LPA die GSK-3f beeinflussen kann. Die Detektion der Phosphorylierung
an Ser9 der GSK-3p erfolgte mittels Western Blot. Hierzu wurden die Zellen fiir 5 min mit 10 pM
LPA vorbehandelt. AnschlieBend erfolgte die Stimulation fiir 10 min mit 1 uM Insulin. Tatséchlich
konnte gezeigt werden, dass Insulin die GSK-3 phosphorylieren kann und diese Phosphorylierung
durch die Vorinkubation mit LPA aufgehoben wird (Abb. 3.1.3.6).
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Abbildung 3.1.3.6: Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte GSK3p-Phosphorylierung. Murine
p-Zellen (MIN-6) wurden mit 10 uM LPA fiir 5 min vorinkubiert und anschlieend mit 1 uM Insulin
fir 10 min stimuliert. Phospho-GSK3p4 an Ser9 wurde mittels Western-Blot-Analyse untersucht.
**p<0,01

3.1.3.7 Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte mTOR/P70S6K-
Phosphorylierung

Das Protein mTOR stellt ein Substrat der Akt dar und reguliert ebenfalls die GroRe, Proliferation und
Masse der B-Zellen. Es ist bekannt, dass eine Hemmung von mTOR durch Rapamycin zu einer
deutlichen Reduzierung der Akt-induzierten GrofBe, Proliferation und Expansion der B-Zellen fuhrt.

S6K ist ein Target von mTOR und ein wesentlicher Regulator fiir die Proteinsynthese und ZellgréRe
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(Blandino-Rosano et al., 2012). Die genetische Ablation der S6K in Mé&usen fihrt zur Reduktion der
B-ZellgroBe und zur Abnahme der B-Zellmasse (Xie Herbert, 2012). Folglich wurde eine mdgliche
Beteiligung des mTOR/S6K-Signalweges am Effekt von LPA auf den Insulin-Signalweg in MIN-6
Zellen nadher untersucht. Hierzu wurde die Phosphorylierung von mTOR an Ser2448 und die
Phosphorylierung der S6K an Thr389 mittels Western Blot untersucht. Wie in Abb. 3.1.3.7 zu sehen
ist, fihrt die Vorinkubation mit LPA zu einer leichten Reduktion der Insulin-induzierten mTOR-

Phosphorylierung und zu einer deutlichen Abnahme der Insulin-aktivierten S6K.
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Abbildung 3.1.3.7: Einfluss von LPA auf den Insulin-induzierte mTOR/S6K Signalweg. Nach einer
Vorbehandlung der MIN-6 Zellen fir 5 min mit 10 pM LPA erfolgte einer Stimulation fir 10 min mit
1 puM Insulin. Phospho-mTOR an Ser2448 (A) und Phospho-S6K an Thr389 (B) wurden mittels
Western-Blot-Analyse untersucht. Die Quantifizierung erfolgte gegen die gesamte mTOR- und fS-actin-

Menge.
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3.1.3.8  Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte FOXO-Phosphorylierung

Im weiteren Verlauf wurde der Einfluss von LPA auf die FOXO1 untersucht. FOXO1 ist ein wichtiges
Target fur den Insulin-Signalweg und der Regulation der B-Zellmasse. Aus der Literatur ist bekannt,
dass die Uberexpression von FOXO1 die Proliferation und Uberleben der B-Zellen hemmt (Buteau et
al., 2006). Zur Durchfiihrung des Versuchs wurden MIN-6 Zellen fiir Smin mit 10 uM LPA
vorinkubiert und danach mit 1 uM Insulin stimuliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation
der Zellen mit Insulin eine deutliche Phosphorylierung der FOXO1 hervorruft, wohingegen die
Vorinkubation mit LPA zu einer Hemmung der Insulin-vermittelten FOXO1-Phosphorylierung fiihrt
(Abb.3.1.3.8).
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Abbildung 3.1.3.8: Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte FOXO-Phosphorylierung. MIN-6
Zellen wurden flir 5 min mit 10 uM LPA vorbehandelt, nachfolgend 10 min mit Insulin stimuliert und
durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung spezifischer phospho-FOXO (Thr24)/FOX03a(Thr32)

Antikdrper untersucht.

3.1.3.9 Einfluss von LPA auf Insulin-Aktivierte PDX-1

Weiterhin wurde der Einfluss von LPA auf die PDX-1 untersucht. PDX-1 ist ein Transkriptionsfaktor,
der eine entscheidende Rolle bei der pankreatischen B-Zellfunktion und -proliferation spielt. Es ist
bekannt, dass PDX-1-Knockout-Mause eine Storung der GSIS sowie eine Reduktion der B-Zellmasse
aufweisen, was zur Entwicklung des T2D beitragt. Hierzu erfolgten die Vorinkubation der MIN-6
Zellen mit 10 uM LPA im Verlauf von 2, 4, 6 h und anschlieB3end die Stimulation mit 1 uM Insulin fiir
2h. Fir die Untersuchung der Expression von PDX1 wurde der mRNA-Ebene durch RT-PCR
vorgenommen. Wie in der Abbildung 3.1.3.9 dargestellt, zeigte die VVorinkubation der MIN-6 Zellen

80



Ergebnisse

mit LPA eine Reduktion der Expression von PDX-1 im Verlauf der VVorinkubationszeit gegeniiber den

mit Insulin stimulierten Zellen.
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Abbildung 3.1.3.9: Einfluss von LPA auf die Aktivierte PDX-1 durch Insulin. MIN-6 Zellen wurden
tiber verschiedene Zeitrdume mit 10 uM vorinkuibiert und anschlieffend mit 1 uM Insulin fiir 2 h
stimuliert. PDX-1-Expression wurde durch RT-PCR untersucht. Die Normalisierung erfolgte gegen
GAPDH als Referenzgen. Die Ergebnisse konnten jeweils in zwei weiteren unabh&ngigen

Experimenten reproduziert werden.
3.1.3.10 Einfluss von 16:0-LPA auf die Insulin-vermittelte Akt-Aktivierung

In der vorliegenden Arbeit wurde herausgefunden, dass 16:0-LPA-Spiegel in MIN-6 Zellen durch die
Stimulation mit Palmitat gesteigert werden. Da alle bisherigen Experimente dieser Arbeit mit 18:1-
LPA durchgefuhrt wurden, welche eine hohe Affinitdt zu den LPA-Rezeptoren besitzt, war von
Interesse zu untersuchen, ob 16:0-LPA einen dhnlichen Einfluss auf den Insulin-Signalweg zeigt. Fir
dieses Ziel wurde die Akt-Aktivierung mittels Western Blot detektiert. Eine Vorstimulation der MIN-6
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von LPA fiir 5 min und anschlieBender Stimulation fiir
10 min mit 1 pM Insulin fithrte zu einer signifikanten Hemmung der Akt-Phosphorylierung bei
Konzentrationen von 1uM und 5uM (Abb. 3.1.3.10A). LPA zeigte auch eine zeitabhdngige
Hemmung der Akt-Phosphorylierung in MIN-6 Zellen. Eine signifikante Hemmung der Akt-
Phosphorylierung konnte bei 5 min beobachtet werden (Abb. 3.1.3.10B). Dies weist darauf hin, dass
beide, 16:0- und 18:1-LPA, einen dhnlichen Effekt auf den Insulin-Signalweg austiben.
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Abbildung 3.1.3.10: Einfluss von LPA 16:0 auf die Insulin-induzierte Akt-Aktivierung. MIN-6
Zellen wurden mit unterschiedlichen LPA-Konzentrationen fir 5 min (A) oder mit /0 uM LPA iiber
verschiedene Zeitrdume (B) vorinkuibiert und anschliefsend mit 1 uM Insulin fiir 10 min behandelt. Im
Anschluss erfolgte die Untersuchung der Akt-Aktivierung mittels Western Blot unter Verwendung
spezifischer phospho-Akt (Ser473) Antikérper. Die Quantifizierung erfolgte gegen die gesamte Akt-
Menge. *p<0,05, **p<0,01

3.1.3.11 Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte ERK-Phosphorylierung

ERK1/2 wird durch den zweiten Insulin-Signalweg (Ras/Raf/MAPK) aktiviert. ERK1/2-Aktivierung
fordert vor allem die Proliferation und das Wachstum der B-Zellen (Alejandro et al., 2010). Nun wurde
die Interaktion zwischen LPA und ERK1/2 untersucht. Daflr wurden spezifische Antikdrper fiir
Phospho-P44/42-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) mittels Western Blot verwendet. Es zeigte sich, dass
Insulin zu einer deutlichen ERK1/2-Phosphorylierung in MIN-6 Zellen fuhrte. AuRerdem induzierte
LPA eine Phosphorylierung der ERK1/2 in den MIN-6 Zellen. Im Gegensatz zur insulinabhdngigen-
ERK-Phosphorylierung war jedoch durch Vorbehandlung der Zellen mit LPA die ERK1/2-
Phosphorylieung stark reduziert (Abb. 3.1.3.11).
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Abbildung 3.1.3.11: Einfluss von LPA auf die Insulin-induzierte ERK-Phosphorylierung. Nach
einer Vorbehandlung der MIN-6 Zellen fur 5 min mit 10 uM LPA erfolgte einer Stimulation fuir 10 min
mit 1 uM Insulin. Phospho-P44/42-ERK1/2 an (Thr202/Tyr204) wurde mittels Western-Blot-Analyse
untersucht. Die Quantifizierung erfolgte gegen die gesamte ERK-Menge.

3.1.4 Bedeutung von LPA-Rezeptoren bei der Hemmung der Insulin-
vermittelten Signalwege

3.14.1 Expression von LPA-Rezeptoren in MIN-6 Zellen

LPA kann einen groRen Teil seiner zelluldren Effekte (iber sechs Subtypen von G-Protein-gekoppelten
LPA-Rezeptoren vermitteln. Unterschiedliche Expressionsmuster der LPA-Rezeptoren sind vom
Zelltyp abhéngig. In der humanen B-Zelllinie von PANC-1-Zellen ist die Expression der LPA/23)-
Rezeptorsubtypen nachgewiesen, jedoch wird LPAs-Rezeptor stark exprimiert, der LPA,-Rezeptor
sehr gering (Liao et al., 2013). Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der humanen PANC-1 Zellen mit
den in dieser Arbeit verwendeten murinen MIN-6 Zellen wurde der Gehalt an mMRNA-Transkripten der
LPA-Rezeptoren in den MIN-6 Zellen Uber eine quantitative Real-Time-PCR charakterisiert. Die
Normalisierung der gewonnenen Daten gegen GAPDH als Referenzgen zeigte alle LPA-
Rezeptorsubtypen in MIN-6 Zellen mit der stirksten Expression des LPAj-Rezeptorsubtyps im
Vergleich zu den PANC-1 Zellen (Abb.3.1.4.1). Der LPAg-Rezeptor in MIN-6 Zellen wurde in dieser
Arbeit nicht quantifiziert.
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Abbildung 3.1.4.1: LPA-Rezeptorexpression in murinen g-Zellen (MIN-6). MIN-6 Zellen wurden flr
24 h in Wachstumsmedium kultiviert. Die mRNA wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben,
anschlieend wurde die LPA-Rezeptorexpression mittels RT-PCR analysiert. Die Normalisierung
erfolgte gegen GAPDH als Referenzgen. Die Ergebnisse konnten jeweils in zwei weiteren

unabhéngigen Experimenten reproduziert werden.

3.1.4.2 Einfluss von LPA-Rezeptoren-Agonisten und -Antagonisten auf die
Insulin-vermittelte Akt-Aktivitat

Nachdem gezeigt wurde, dass LPA fir die Inhibierung der Insulin-induzierten Akt- Phosphorylierung
mit nachfolgender Reduktion der [-Zellproliferation und Hemmung des [-Zelluberlebens
verantwortlich war, sollte im Folgenden untersucht werden, uber welchen Rezeptor die Akt-
Phosphorylierung gehemmt wird. Daftir wurde der rezeptorspezifische Agonist OMPT, ein Agonist
am LPAs-Rezeptor, eingesetzt und anschliefend mit Insulin stimuliert. Die Vorinkubation der MIN-6
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von OMPT flihrte zur signifikanten Hemmung der Insulin-
induzierten Akt-Aktivitit, die maximale Hemmung war bei einer Konzentration von 1 uM von OMPT
messbar (Abb. 3.1.4.2A). Aulerdem wurde auch VPC12249, ein Antagonist an LPA;-Rezeptoren,
verwendet. Durch den Einsatz von 10 pM VPC12249 fiir 30 min wurde die Hemmung der Insulin-
vermittelten Akt-Aktivierung durch LPA im Vergleich zu mit LPA und Insulin inkubierten Zellen
aufgehoben (Abb. 3.1.4.2B).
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Abbildung 3.1.4.2: Einfluss von VPC12249 und OMPT auf die Hemmung der Akt-
Phosphorylierung durch LPA. MIN-6 Zellen wurden mit unterschiedlichen OMPT-Konzentrationen
fir 10 min vorstimuliert und anschlieBend mit Insulin stimuliert (A) Nach der Behandlung der MIN-6
Zellen mit 10 uM VPC12249 fur 30 min erfolgte eine Vorstimulation mit LPA und anschlielend mit
Insulin stimuliert (B). Die Bestimmung der Akt-Aktivierung erfolgte durch Western-Blot-Analyse unter
Verwendung spezifischer phospho-Akt (Ser473) Antikorper. Die Quantifizierung erfolgte durch eine
Bildung der Quotient aus phosphoryliertem Akt zu gesamten Akt-Menge. *p<0,05

3.1.4.3 Einfluss von LPA-Rezeptor-Agonisten auf die Insulin-induzierte -

Zellproliferation

Die vorliegende Arbeit zeigt eine mogliche Beteiligung des LPAs-Rezeptors an der Hemmwirkung des
LPA auf die Insulin-induzierte Akt-Aktivierung. Im nachfolgenden wurde untersucht, ob die
proliferationshemmende Wirkung des LPA auch durch den LPAs-Rezeptor vermittelt wird. Dazu

wurden die Zellen mit 5 uM OMPT fiir 10 min vorinkubiert und anschlieBend mit 1 uM Insulin fiir
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24 h stimuliert. Die Vorbehandlung mit OMPT fiihrte zur Hemmung der Insulin-induzierten [-
Zellproliferation im Vergleich zu mit insulin-stimulierten Zellen (Abb. 3.1.4.3). Fiir diesen Versuch
konnte kein LPAus-Antagonist (VPC12249) verwendet werden, da VPC12249 bei langer

Inkubationsdauer auf MIN-6 Zellen toxisch wirkte.
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Abbildung 3.1.4.3: Einfluss von OMPT auf die Insulin-induzierte MIN-6 Zellproliferation. Nach
einer Vorinkubation der Zellen mit 10 pM LPA und 1 pM OMPT fir 10 min erfolgte Stimulation mit
1UM Insulin (iber 24 h. Die Proliferationsrate wurde durch Inkorporation mit [*H]-Thymidin
untersucht. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um die jeweiligen Mittelwerte von den drei

unabhdngigen Versuchen. *p<0,05

3.1.4.4 Einfluss von LPA-Rezeptor-Agonisten auf den anti-apoptotischen
Effekt des Insulins

Da die Hemmung der Insulin-induzierten Akt-Aktivitat Uber den LPAs-Rezeptor vermittelt wird, sollte
die Beeinflussung von OMPT auf den durch Insulin vermittelten anti-apoptotischen Effekt untersucht
werden. Wie zu erwarten war, filhrte die Vorinkubation mit OMPT zu einer signifikanten Hemmung
der anti-apoptotischen Wirkung des Insulins. Dariiber hinaus zeigte die alleinige Stimulation mit
OMPT ohne Insulin eine leichte anti-apoptotische Wirkung (Abb. 3.1.4.4).
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Abbildung 3.1.4.4: Einfluss von OMPT auf die anti-apoptotische Wirkung des Insulins. MIN-6
Zellen wurden mit 10 pM LPA und 1 uM OMPT fur 10 min vorbehandelt, und nach Stimulation mit
1 pM Insulin fur 10 min erfolgte die Inkubation mit TNFa+IL-15+IFNy fir 18 h. Die Apoptoserate
wurde duch Caspase 3/7 Aktivitat mit Hilfe des Luminometers untersucht. Die Ergebnisse konnten in

zwei weiteren unabhdngigen Experimenten reproduziert werden. *p<0,05, **p<0,01

3.1.45 Einfluss von PTX bei der LPA-vermittelten Wirkung

Es ist bekannt, dass LPA sein Wirkung nach der Bindung an den LPA-Rezeptoren Uber verschiedene
G-Proteine Giznz, Gi und Ggui-Proteine vermitteln kann. Um eine mogliche Beteiligung von Gi-
Proteinen an der hemmenden Wirkung von LPA auf die Insulin-vermittelte Akt-Aktivierung und die
folgende Proliferationshemmung zu (Gberprifen, wurde Pertussistoxin (PTX) eingesetzt. PTX
katalysiert die Ribosylierung der a-Unterheit des Gi-Proteins und verhindert so die Aktivierung der
nachgeschalteten Signaltransduktion. Die MIN-6 Zellen wurden mit 200 ng/ml PTX fiir 60 min
behandelt. Nach der Vorinkubation mit LPA wurden die Zellen mit Insulin stimuliert und die Akt-
Phosphorylierung mittels Western Blot ermittelt. In Abb. 3.1.4.5 ist zu sehen, dass die Hemmung der

Insulin-stimulierten Akt-Phosphorylierung durch LPA nach Inkubation mit PTX aufgehoben wurde.
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Abbildung 3.1.4.5: Einfluss von PTX auf die LPA-vermittelte Hemmung der Akt-Aktivitat. MIN-6
Zellen wurden 1 h mit 200 ng PTX vorinkubiert, mit LPA behandelt und anschliefend mit Insulin
stimuliert. Die Akt-Aktivierung wurde mittels Western Blot unter Verwendung spezifischer phospho-
Akt (Serd73) Antikorper ermittelt. Die Quantifizierung erfolgte gegen die gesamte Akt-Menge.
*p<0,05

3.1.5 Bedeutung von LPA-induzierten Signalwegen fur die Hemmung der

Insulin-vermittelten Wirkung und Signalwege

Wie Dbereits gezeigt worden ist, kann LPA die Insulin-Signalkaskade unterbrechen. Im Folgenden soll

dargestellt werden, tiber welche intrazellularen Signalwege LPA den Insulin-Signalweg modulierte.

3.1.5.1 PP2A-Aktivierung durch LPA

PP2A besteht aus einer strukturalen Untereinheit (A), einer regulatorischen Untereinheit (B) und einer
katalytischen Untereinheit (C) (Stanevich et al., 2011). Unterschiedliche Effektoren kdnnen PP2A
beeinflussen und damit aktivieren, wodurch die Akt-Aktivitat gehemmt wird (Galbo et al., 2011).
PP2A wird durch die Methylierung der katalytischen Untereinheit aktiviert. Es wurde nachgewiesen,
dass die Aktivierung einer mitochondrialen PP2A durch Ceramide zur Dephosphorylierung der Akt
fithrt und damit wahrscheinlich zur Einleitung der Apoptose in den B-Zellen und zur Hemmung der
GSIS (Lang et al., 2011). Daher wurde untersucht, ob die Aktivitat der PP2A durch LPA erhéht wird.
MIN-6 Zellen wurden mit 10uM LPA iiber verschiedene Zeitrdume stimuliert und der
Methylierungsstatus des PP2A mittels Western Blot untersucht. Die Untersuchung des PP2A zeigte
allerdings keinen Anstieg der PP2A-Aktivitat durch LPA, sondern die Aktivitat nahm durch LPA ab
(Abb. 3.1.5.1).
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Abbildung 3.1.5.1: Einfluss von LPA auf die PP2A-Aktivierung. MIN-6 Zellen wurden mit 10 uM
stimuliert. Anschlieend erfolgte eine Western-Blot-Analyse mit einem Anti-methyl-PP2A AntikOrper.

Als Proteinladekontrolle diente die Bestimmung der f-actin.

3.1.5.2 Untersuchung zur Beteiligung von JNK an der LPA-Wirkung auf die
Akt-Aktivitat

Zellulérer Stress kann bestimmte Mitglieder der MAPK-Familie aktivieren. ERK1/2, INK/SPAK und
P38 sind Mitglieder der MAPK-Familie. ERK hat eine groRe Bedeutung fur die Induktion der
zelluldren Prozesse Proliferation, Uberleben und Differenzierung, wahrend JNK und P38 durch Stress
aktiviert werden und an der Induktion der Apoptose beteiligt sind. JNK wird vor allem durch
oxidativen Stress und ER-Stress sowie pro-inflammatorische Zytokine aktiviert. Die Aktivierung der
JNK induziert die Apoptose in B-Zellen und bewirkt eine Verringerung der GSIS (Fransson et al.,
2014; Quan et al., 2013). Zu Beginn wurde untersucht, ob LPA eine Aktivierung der JNK durch die
Phosphorylierung an Thr183/Tyr185 in MIN-6 Zellen induzieren kann. Die Stimulation mit 10 uM
LPA (ber verschiedene Zeitrdume zeigte tatsachlich mit steigender Inkubationsdauer eine Zunahme
der INK-Phosphorylierung. Nach 30 min wurde eine deutliche Phosphorylierung nachgewiesen, wobei
nach 60 min die maximale Aktivierung erreicht war (Abb. 3.1.5.2A).

Des Weiteren wurde die Wechselwirkung zwischen LPA und Insulin auf die JNK untersucht.
Erstaunlicherweise fihrte die Stimulation mit Insulin zu einer JNK-Phosphorylierung, wéhrend die
Vorbehandlung mit LPA zu einer Reduktion der Insulin-aktivierten JNK beitrug (Abb. 3.1.5.2B).
Somit deutet dies Ergebnis darauf hin, dass die JNK-Aktivierung mit der hemmenden Wirkung des
LPA nicht korreliert.
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Abbildung 3.1.5.2: Einfluss von JNK auf die hemmende Wirkung des LPA. MIN-6 Zelen wurden mit
10 uM LPA uber verschiedene Zeitraume stimuliert (A). MIN-6 Zellen wurden mit LPA vorinkubiert
und anschlieBend mit Insulin stimuliert (B). Die INK-Aktivierung wurde mittels-Western-Blot-Analyse
durch Verwendung spezifischer phospho-JNK (Thr183/Tyr185) Antikérper detektiert. Als
Proteinladekontrolle diente die Bestimmung der gesamten JNK-Menge.

3.1.5.3 Einfluss von LPA auf den Ca?*-Haushalt in MIN-6 Zellen

Postuliert wird, dass eine Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentrationen zur Apoptose der -
Zellen Uber Induktion verschiedener Apoptose-Signalwege fiihrt, was zur Progression des T2D
beitragt (Y. Wang et al., 2011). In einer Untersuchung mit MIN-6 Zellen wurde gezeigt, dass der
Anstieg des intrazellularen Ca?* eine Dephosphorylierung und Inaktivierung der Akt und dadurch eine
B-Zellapoptose induziert (S. E. Choi et al., 2007). Um festzustellen, dass LPA eine mdgliche Erhéhung
des intrazellularen Ca?* in MIN-6 Zellen induzieren kann und dadurch eine Dephosphorylierung der
Akt ausiibt, wurde ein Ca?*-Chelator BAPTA/AM (25 puM, 30 min) eingesetzt und ein Western Blot
zur Detektion der Akt-Phosphorylierung an Ser473 durchgefiihrt. Wie in der Abbildung 3.1.5.3
dargestellt, verstarkte die Anwesenheit von BAPTA/AM die Hemmung der Insulin-stimulierten Akt-
Phosphorylierung durch LPA. Auch verminderte BAPTA/AM die Phosphorylierung von Akt durch
Insulin im Vergleich zur Insulinbehandlung ohne Vorinkubation. Die verstarkte Hemmung der Akt-
Phosphorylierung durch LPA in Anwesenheit von BAPTA/AM konnte jedoch auf die Reduktion der
Insulin-induzierten Akt-Phosphorylierung durch BAPTA/AM zuriickgefihrt werden. Demnach scheint
die erhohte intrazellulare Ca?*-Konzentration an der LPA-induzierten Akt-Hemmung nicht beteiligt zu

sein.
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Abbildung 3.1.5.3: Einfluss der Ca’-Hemmung auf die Akt Aktivitit. MIN-6 Zellen wurden mit
25 pM BAPTA flr 30 min vorbehandelt. AnschlieRend wurden die Zellen mit 10 pM LPA fiir 5 min
vorinkubiert und danach mit Insulin stimuliert. Es folgte eine Analyse der Akt-Aktivierung mittels
Western Blot. *p<0,05

3.1.5.4 Untersuchung zur Beteiligung von PKC an der LPA-Wirkung auf die
Akt Aktivitat

3.1.5.4.1 Hemmung der Insulin-induzierten Akt-Phosphorylierung durch eine PKC-
Aktivierung

Aus der Literatur besitzt PKC an verschiedenen Zelltypen sowohl aktivierende als auch hemmende
Effekte auf den Insulin-Signalweg (Turban Hajduch, 2011). Bei der Adipositas und T2D konnte
nachgewiesen werden, dass verschiedene Lipidmetaboliten eine Aktivierung von PKC ausldsen, was
zur Abschwéchung des Insulin-Signalweges fuhrt. Die Aktivierung von PKC fiuhrt zu einer Serin-
Phosphorylierung am Insulinrezeptor und zur Hemmung der Tyrosin-Phosphorylierung oder zur
Hemmung der Akt-Kinase und dadurch zur Insulinresistenz, B-Zelldysfunktion sowie auch -
Zellapoptose. Um zu Gberpriifen, ob die Aktivierung von PKC eine Hemmung der Insulin-induzierten
Akt-Phosphorylierung auslésen kann, wurde PMA, ein PKC-Aktivator, verwendet. Nach der
Vorinkubation mit verschiedenen Konzentrationen von PMA fur 10 min wurden MIN-6 Zellen mit
1 uM Insulin fiir 10 min stimuliert. Eine konzentrationsabhdngige Hemmung der Insulin-induzierten
Akt-Aktivierung durch PMA konnte gezeigt werden, wobei eine maximale Hemmung mit 1 uM
erreicht war (Abb. 3.1.5.4.1). Das deutet darauf hin, dass PKC eine bedeutende Rolle in der Hemmung
der Akt-Aktivitat spielt.
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Abbildung 3.1.5.4.1: Einfluss der PKC-Aktivierung durch PMA auf die Akt-Phosphorylierung.
MIN-6 Zellen wurden mit unterschiedlichen PMA-Konzentrationen fir 10 min vorinkubiert und
anschliefsend mit 1 uM Insulin fiir 10 min behandelt. Im Anschluss erfolgte die Untersuchung der Akt-
Aktivierung mittels Western Blot unter Verwendung spezifischer phospho-Akt (Ser473) Antikorper.
Die Quantifizierung erfolgte gegen die gesamte Akt-Menge. **p<0,01

3.1.5.4.2 Expression der PKC in MIN-6 Zellen

Um den Effekt von PKC hinsichtlich der Hemmung der Akt-Phosphorylierung néher zu untersuchen,
wurde im Folgenden die Expression der PKC in MIN-6 Zellen mittels RT-PCR mit spezifischen
Primern gegen PKCa, PKCp, PKCy, PKC3, PKCO und PKC( quantifiziert. Die Normalisierung erfolgt
durch GAPDH als Referenzgen. Abbildung 3.1.5.4.2 zeigte eine starke Expression von PKCa, PKCS
und PKCO in MIN-6 Zellen. Eine Expression von PK { wurde in MIN-6 Zellen nicht gefunden.
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Abbildung 3.1.5.4.2: Quantitative Bestimmung der Expression der PKC-Isoformen in MIN-6
Zellen. Die PKC-Isoformen-spezifischen mRNA Transkripte MIN-6 Zellen wurden mittels Real-time
PCR-Analyse quantifiziert. Die Normalisierung erfolgte gegen GAPDH als Referenzgen. Der Versuch

wurde drei Mal wiederholt, wobei vergleichbare Ergebnisse erhalten wurden.

3.1.5.4.3 Einfluss des generalen PKC-Inhibitors (GF109203X) auf die Hemmung der
Insulin-induzierten Akt-Aktivierung durch LPA

Zur weiteren Verifizierung der Bedeutung einer Aktivierung der PKC wurde die Aktivitat der Akt-
Kinase durch Einsatz von GF109203X, einem selektiven PKC-Inhibitor, untersucht. Im ersten Schritt
wurden MING-Zellen mit 200nM von GF109203X inkubiert, dann mit PMA vorbehandelt und
anschlieend mit 1 UM Insulin stimuliert. Es konnte gezeigt werden, dass die PMA-vermittelte
Hemmung der Insulin-induzierten Akt-Phosphorylierung durch GF109203X reduziert war (Abb.
3.1.5.4.3A). Um zu untersuchen, ob PKC an der Wirkung von LPA beteiligt ist, wurde dieser Versuch
parallel mit LPA durchgefiihrt. Nach der Behandlung der MIN-6 Zellen mit 200 nM GF109203X fiir
30 min erfolgte eine Vorinkubation fiir 5 min mit 10 uM LPA und anschlielend eine Stimulation mit
1 uM Insulin. GF109203X konnte die Hemmung der Insulin-vermittelten Akt-Phosphorylierung durch
LPA vollstdndig aufheben (Abb. 3.1.5.4.3B). Auch verstarkte GF109203X die Phosphorylierung von
Akt durch Insulin. Es ist demnach sehr wahrscheinlich, dass die PKC-Aktivierung einen

entscheidenden Einfluss auf die hemmende Wirkung von LPA hat.

93



Ergebnisse

A
140 -
-
Z 120
P-Akt -
— - § 100
=2 80
& 60
_ h= 40 - §
Akt e e e i i g 20 G \ § §
e 0 - T T Q T T & T 1
LIRC “'&-\“' & RS Yg&“‘ vx\& = & &
a S ¥
< o & & ‘f\ &
; A
© &
B
180
£ 160
< 140 -
P-Akt - - Ce - E - 120 -
< E 100
ol < 80
o 60 -
£ 40 |
Akt — 0 | ‘ ﬁ,,®;
RERCIIRC IR RO S a1y M 6‘47 N
v & UV ANC
x Q‘P
$ IR

Abbildung 3.1.5.4.3: Einfluss des PKC-Inhibitors auf die Akt-Aktivitdt. MIN-6 Zellen wurden mit
200 nM GF109203X vorinkubiert, danach mit PMA (A) oder mit LPA (B) behandelt. Im Schluss
erfolgte die Stimulation mit Insulin. Eine Detektion der Akt-Aktivierung erfolgte durch Western-Blot-
Analyse unter Verwendung spezifischer phospho-Akt (Ser473) Antikorper. Die Quantifizierung
erfolgte gegen die gesamte Akt-Menge. **p<0,01

3.1.5.4.4 Einfluss des konventionellen PKC-Inhibitors (GO6976) auf die Hemmung
der Insulin-induzierten Akt-Aktivierung durch LPA

Die bereits gezeigten Ergebnisse lassen die Mdglichkeit zu vermuten, dass LPA die Akt-Hemmung
durch einen PKC-abhangigen Signalweg vermittelt. Verschiedene PKC-Subtypen regulieren die
Proliferation der Zellen sowohl positiv als auch negativ. Nun stellte sich die Frage, welcher PKC-
Subtyp an der durch LPA vermittelten Wirkung beteiligt ist. Die cPKC-Isoformen, PKCa und PKCp
spielen eine entscheidende Rolle bei der Hemmung des Insulin-Signalweges und der nachfolgenden
Induktion der Insulinresistenz (Sajan et al., 2015). Hierfir wurde der Hemmstoff GO6976 (Inhibition
der cPKC) in einer Konzentration von 100 nM fiir 30 min angewendet. Aus der Literatur ist bekannt,
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dass PMA die cPKC und nPKC aktivieren kann. GO6976 konnte die PMA-vermittelte Hemmung der
Insulin-induzierten Akt-Phosphorylierung nicht beeinflussen (Abb. 3.1.5.4.4A). Ebenfalls zeigte
GO6976 keine Auswirkung auf die LPA-induzierte Hemmung der Insulin-vermittelten Akt-
Aktivierung (Abb. 3.1.5.4.4B). Zusétzlich wurde die Phosphorylierung von Akt durch Insulin in
Anwesenheit von GO6976 verstarkt.

Vermutlich war die cPKC nicht an der Hemmung des Insulin-Signalweges durch LPA beteiligt.
Ebenfalls scheinet cPKC in die Hemmung der Insuin-induzierten Akt-Aktivierung durch PMA nicht

involviert zu sein.
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Abbildung 3.1.5.4.4 : Einfluss des konventionellen PKC-Inhibitors auf die Akt-Aktivitat. Nach der
Behandlung der MIN-6 Zellen mit 100 nM GO6976 erfolgte die vorinkubation entweder mit PMA (A)
oder mit LPA (B) und anschlielend die Stimulation mit Insulin. Eine Detektion der Akt-Aktivierung
erfolgte durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung spezifischer phospho-Akt (Ser473)
Antikdrper. Die Quantifizierung erfolgte gegen die gesamte Akt-Menge. *p<0,05
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3.1.5.4.5 Einfluss des PKCé-Inhibitors (Rottlerin) auf die Hemmung der Insulin-
induzierten Akt-Aktivierung durch LPA

PKCS$ reguliert die Zellapoptose und das Uberleben in Abhangigkeit von Zelltypen und Stimuli. In
zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass PKCS verschiedene pro-apoptotische Signalwege
beeinflusst, hierzu gehéren JNK/P38, Caspase 3-Aktivierung und Akt-Hemmung (Basu Pal, 2010;
Gomel et al, 2007). Die Aktivierung von PKCd vermittelt die Akt-Hemmung an
Ratteninsulinomazellen und humanen B-Zellen und die nachfolgende Proliferationshemmung und
Apoptoseinduktion (Wrede et al., 2003). Die durch FFA-induzierte nukleare Akkumulation von PKCd
fahrt zu einer Aktivierung der TRB3, wodurch Akt inhibiert wird (Qin et al., 2014). Im folgenden

wurde eine mogliche Beteiligung von PKCd an der LPA-induzierten Akt-Hemmung untersucht.

Die Regulation der Aktivitdt der Akt-Kinase wurde in Anwesenheit des spezifischen PKCo-
Hemmstoffs Rottlerin in einer Konzentration von 5 puM untersucht. Nach einer Inkubation mit
Rottlerin fiir 30 min wurden die Zellen fiir 5 min mit 1 uM LPA vorinkubiert und danach mit 1 uM
Insulin stimuliert. Die Vorinkubation mit Rottlerin veranderte die hemmende Wirkung von PMA nicht
(Abb. 3.1.5.4.5A), wahrend Rottlerin die Hemmung der Insulin-stimulierten Akt-Phosphorylierung
durch LPA hingegen reduzieren konnte (Abb. 3.1.5.4.5B).

Die hemmende Wirkung von LPA koénnte somit teilweise durch PKCd bedingt sein. Obwohl PMA
PKC3 aktivieren kann, scheint jedoch PKCd an der PMA-induzierten Akt-Hemmung nicht beteiligt zu

sein.
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Abbildung 3.1.5.4.5: Einfluss des PKCd-Inhibitors auf die Akt-Aktivitat. MIN-6 Zellen wurden mit
5 UM Rottlerin vorinkubiert, anschlieBend erfolgte die vorinkubation entweder mit PMA (A) oder mit
LPA (B) und zunéachst die Stimulation mit Insulin. Die Akt-Aktivierung wurde durch Western-Blot-
Analyse unter Verwendung spezifischer phospho-Akt (Ser473) Antikorper untersucht. Die
Quantifizierung erfolgte gegen die gesamte Akt-Menge. *p<0,05

3.1.5.4.6 PKCad-Aktivierung durch LPA

Um zu untersuchen, ob LPA seine Wirkung auf den Insulin-Signalweg (ber eine Aktivierung der
PKC3 vermittelt, wurde der Einfluss von LPA auf die PKC3-Aktivierung néher untersucht. Hierfur
wurde die Aktivierung der PKCo durch LPA iiberpriift. Die Aktivierung der PKCé an Thr505 wurde
mittels Western-Blot-Analyse detektiert. Als Positivkontrolle diente die Stimulation fur 10 min mit
1 uM PMA. In der Tat flihrte eine Stimulation der MIN-6 Zellen mit PMA zu einer PKC6-
Aktivierung. Gleichzeitig induzierte LPA eine konzentrationsabhéngige Aktivierung der PKC3, eine
maximale Phosphorylierung wurde mit 10 uM LPA erreicht (Abb. 3.1.5.4.6).
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Abbildung 3.1.5.4.6: Aktivierung der PKCo durch LPA. MIN-6 Zellen wurden mit verschiedenen
LPA-Konzentrationen fir 5 min stimuliert. Eine Inkubation mit 1uM PMA fur 10 min diente als
Positivkontrolle. Eine Detektion der PKCo-Aktivierung erfolgte durch Western-Blot-Analyse unter
Verwendung spezifischer phospho-PKCo (Thr505) Antikérper. Die Quantifizierung erfolgte gegen die
gesamte PKCé-Menge.

3.2 Bedeutung von LPA bei der Relaxation der vorkontrahierten

Pulmonararterien vom Schwein

3.2.1 Konzentrationsabhangigkeit der Vasorelaxation durch LPA

In-Vivo- und in-Vitro-Studien konnten gezeigt werden, dass LPA eine groe Bedeutung innerhalb des
GefaBsystems besitzt und so an der Blutdruckregulation beteiligt ist. Die physiologischen und
pathophysiologischen Einflisse von LPA auf die Gefalregulation sind bis heute lediglich
unzureichend untersucht. In einer Untersuchug moduliert LPA den Gefatonus in Abhdngigkeit vom
Endothelium. So fuhrt LPA zur Reduktion der Bradykinin-induzierten endothelabhéngigen
Vasodilatation der isolierten Koronararterien von Schweinen (C. Chen et al., 2012). Andererseits kann
LPA den Blutdruck verschiedener Tiere beeinflussen (Tokumura et al., 1978). Deshalb sollte in einer
Versuchsreihe untersucht werden, welche vasoaktive Wirkung LPA besitzt. Um die Wirkung von LPA
auf den GefaRtonus zu Uberprifen, wurden Organbadversuche an isolierten Pulmonalarterien von
Schweinen durchgefihrt. Dazu wurden GefaRringe mit intaktem Endothel durch die Applikation von
10nM  U46619 vorkontrahiert wund anschlieBend, nach Erreichen eines konstanten
Vorkontraktionsniveaus, LPA in steigenden Konzentrationen (16 - 5000 nM) hinzugefiigt. Nach
Erreichen des maximalen relaxierenden Effektes wurde 10 nM Bradykinin appliziert und die

vollstindige Relaxation induziert. Durch LPA kam es zu einer deutlichen dosisabhangigen
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Vasodilatation der vorkontrahierten Gefédfiringe (Abb. 3.2.1). Sie betrug 40 % der durch Bradykinin-
induzierten Vasodilatation. Die Effekte sind als Prozent der maximal ausldsbaren Relaxation, induziert
durch Bradykinin (10 nM), dargestelt.

Gleichzeitig wurden die Experimente auch in der Anwesenheit des selektiven LPAy;-
Rezeptorantagonisten DGPP (10 uM) durchgefiihrt. Die Konzentrations-Wirkungskurve zeigt, dass
LPA im Vergleich zu Ansatzen mit LPA allein zur Abschwéchung der Vasodilatation fuhrt
(Abb.3.2.2).
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Abbildung 3.2.1: Relaxierende Effekte von LPA an der Schweinepulmonalarterie in Ab- und
Anwesenheit des LPAus-Rezeptoren-Agonist (10 uM DGPP). Dargestellt sind Mittelwerte als %

bezogen auf die maximale Relaxation durch 10 nM Bradykinin £ S.E.M. von 4 Tieren.
3.2.2 Die LPA-induzierte Vasorelaxation ist NO-abhangig

Um die Abhangigkeit der ersichtlichen Vasodilatation von der eNOS und der damit verbundenen NO-
Produktion zu uberpriifen, wurde die eNOS durch den spezifischen Hemmstoff N-Nitro-L-Arginine
Methyl Ester (L-NAME) (100 uM) irreversibel gehemmt. Dafiir wurden die Gefa3ringe durch U46619

vorkontrahiert und nach Erreichen eines konstanten Vorkontraktionsniveaus wurde LPA (2 uM)
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zugegeben. LPA war in der Lage, eine Vasodilatation durch eNOS zu stimulieren, welche durch L-

NAME vollig gehemmt werden konnte (Abb. 3.2.2).

Zur zusatzlichen Uberpriifung der endothelabhéngigen Vasodilatation durch LPA wurde das
Endothelium der Gefalle mechanisch entfernt und anschlieBend der Versuch durchgefiihrt. Nach
Endothelentfernung ist ebenfalls keine Vasodilatation mehr durch LPA auslésbar (Abbildung nicht

gezeigt).
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Abbildung 3.2.2: Relaxierender Effekt von LPA an der Schweinepulmonalarterie in Ab- und
Anwesenheit des eNOS-Inhibitors (L-NAME 100 uM). Dargestellt sind Mittelwerte als % bezogen auf

die maximale Relaxation durch 10 nM Bradykinin = S.E.M. von 4 Tieren.

3.3 Beteiligung von Signalkaskaden am dilatierenden Effekt von
LPA auf die humane Pulmonalarterien Endothelzellen

(HPAECs)

3.3.1 Aktivierung der eNOS durch LPA

Unter normalen Bedingungen spielt die eNOS die wichtigste Rolle bei der Regulation des lokalen
GefaBtonus. Die Aktivierung der eNOS mit anschlieRender NO-Sekretion bewirkt eine direkte
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Relaxation glatter GefaRmuskelzellen mit einer damit einhergehenden Vasodilatation der GefalRe. Um
zu untersuchen, ob die LPA-vermittelte endothelabhdngige Vasorelaxation durch eine Aktivierung der
eNOS hervorgerufen wird, wurde eine Western Blot-Analyse zur Detektion einer Phosphorylierung
der eNOS an Serl177 durchgefuhrt. Durch die begrenzte Verfigbarkeit von Endothelzellen vom
Schwein wurden primédre humane Pulmonalarterien Endothelzellen (HPAECs) als mdgliche
Alternative bei diesem Prozess verwendet, da Schweine sehr nah mit dem Menschen verwandt sind.
Die Stimulation mit 10 uM LPA fihrte zu einer beginnenden eNOS-Aktivierung nach 5 min, mit
einem detektierbaren Maximum der eNOS-Phosphorylierung nach 15 min (Abb. 3.3.1A). Dariiber
hinaus konnte eine Konzentrationsabhangigkeit bei der Aktivierung der eNOS durch LPA gezeigt
werden. Erst ab 10 nM setzte die Phosphorylierung der eNOS ein und erreichte bei der Stimulation mit
10 uM LPA den maximalen Effekt (Abb. 3.3.1B).
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Abbildung 3.3.1: Aktivierung der eNOS durch LPA. HPAECs wurden mit 10 pM LPA (ber
verschiedene Zeitraume (A) oder mit steigenden Konzentrationen fur 15 min (B) inkubiert. Die eNOS-
Phosphorylierung an Ser 1177 wurde durch Western Blot untersucht. Die Blots sind reprasentativ fur

3 unabhangige Experimente mit vergleichbaren Resultaten.
3.3.2 Einfluss von LPA auf die NO-Freisetzung in den HPAECs

In den vorherigen Ergebnissen wurde nachgewiesen, dass LPA zur eNOS-Aktivierung flhrte. Nun
stellt sich die Frage, ob die eNOS-Aktivierung tatséchlich zu einer verstarkten NO-Bildung fuhrt. Zum
direkten Nachweis der durch LPA induzierten NO-Produktion wurde die fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung mit dem NO-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff 4,5-Di-Amino-Fluorescein-Di-Acetat
(DAF-2DA) an HPAECs durchgefiihrt. Wie in der Abbildung 3.3.2 zu sehen ist, konnte gezeigt
werden, dass die Stimulation der HPAECs mit 10 uM LPA fiir 15 min eine starke Fluoreszenz

hervorrief;, demgegeniber war bei unbehandelten Zellen kaum Fluoreszenz messbar. Durch
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gleichzeitige Stimulation der HPAECs mit 10 uM LPA und dem eNOS-Inhibitor L-NAME (100 uM)
fir 30 min zeigte sich eine signifikante Verminderung der Fluoreszenz im Vergleich zu dem LPA-

induzierten Fluoreszenzanstieg und die erkennbare NO-Produktion war gleich der basalen NO-
Produktion unstimulierter HPAECs.

Abbildung 3.3.2: Einfluss von LPA auf die NO-Bildung in HAPECs. Nach einer Inkubation der
HAPECs mit DAF-2DA fiir 30 min erfolgte eine Stimulation fir 15 min mit 10 uM LPA in Ab- und
Anwesenheit von eNOS-Inhibitor (L-NAME 100 pM). Die NO-Produktion wurde durch
Fluoreszenzmikroskopie detektiert. Die fluoreszenzmikroskopische Detektion des NO wurde in zwei

weiteren unabhéngigen Experimenten reproduziert.

3.3.3 Untersuchung der Signalkaskade der LPA-vermittelten eNOS-
Phosphorylierung
3.3.3.1 Expression der LPA-Rezeptoren in den HPAECs

LPA vermittelt seine zellularen Effekte Uber die Aktivierung von G-Protein-gekoppelten LPA-
Rezeptoren. Daher wurde der Gehalt an mMRNA-Transkripten der LPA-Rezeptoren in den HPAECs
Uber eine quantitative Real-Time-PCR-Analyse charakterisiert. Die Normalisierung erfolgte gegen

GAPDH als Referenzgen und es wurde die relative mMRNA-Expression quantifiziert. Es konnte gezeigt
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werden, dass alle untersuchten LPA.5-Rezeptorsubtypen mit dem am stérksten exprimierten LPA,-
Rezeptor in den HAPECs nachgewiesen wurden (Abb. 3.3.3.1).
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Abbildung 3.3.3.1: LPA-Rezeptorexpression in HPAECs. HPAECs wurden fiir 24 h in
Wachstumsmedium kultiviert. Die mRNA wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben, anschlieRend
wurde die LPA-Rezeptorexpression mittels RT-PCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte gegen
GAPDH als Referenzgen. Die Ergebnisse konnten jeweils in zwei weiteren unabhangigen

Experimenten reproduziert werden.

3.3.3.2 Einfluss des LPA-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten auf die eNOS-
Aktivierung

Im folgenden Schritt sollte nun der an der eNOS-Aktivierung beteiligte LPA-Rezeptorsubtyp durch
den Einsatz von Agonisten und Antagonisten identifiziert werden. Dazu wurden DGPP und
VPC12249 als LPAus-Rezeptorenantagonisten verwendet und die eNOS-Phosphorylierung mittels
Western Blot untersucht. Die Vorbehandlung der Zellen mit diesen Rezeptorantagonisten (10 pM,
30min) fithrte zu einer Hemmung der durch LPA-induzierten eNOS-Phosphorylierung (Abb.
3.3.3.2A,B). Im Weiteren wurde der selektive LPA3-Rezeptoragonisten OMPT eingesetzt. Tatsachlich
flihrte die Stimulation der HPAECs mit OMPT zu einer konzentrationsabhangigen eNOS-Aktivierung.
Der maximale Effekt wurde bei der Konzentration von 5 uM (OMPT) detektiert (Abb.3.3.3.2C).
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Abbildung 3.3.3.2: Einfluss von LPA-Rezeptorantagonisten und -agonisten auf die eNOS-
Aktivierung. HPAECs wurden mit DGPP und VPC12249 vorbehandelt und danach mit LPA stimuliert
(A,B). Mit den LPAs-Agonisten OMPT wurden die Zellen fur 15 min stimuliert (C). Im Anschluss
erfolgte die Untersuchung der eNOS-Aktivierung mittels Western Blot unter Verwendung spezifischer
phospho-eNOS (Ser1177) Antikorper. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt, wobei vergleichbare

Ergebnisse erhalten wurden.
3.3.3.3  Einfluss von PTX auf die eNOS-Aktivierung

Um eine Beteiligung der LPA-Rezeptoren an der Aktivierung der eNOS zu untersuchen, wurden die
Zellen mit PTX behandelt und anschlieBend mit LPA fur 15 min stimuliert. Die Western-Blot-Analyse
zeigte, dass die Hemmung der Signaltransduktion ber Gi-gekoppelte Rezeptoren durch PTX zu einer
vollstdndigen Aufhebung der eNOS-Phosphorylierung des LPA fiihrte (Abb. 3.3.3.3). Das Gi-Protein
und damit gekoppelte Rezeptoren scheinen an der durch LPA-vermittelten Aktivierung der eNOS

beteiligt zu sein.
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Abbildung 3.3.3.3: Einfluss von PTX auf die LPA-induzierte eNOS-Aktivierung. Vor der
Stimulation mit LPA wurden HPAECs mit 200 ng/ml fir 1h vorinkubiert und anschlieBend eNOS-
Aktivierung unter Verwendung spezifischer phospho-eNOS (Ser1177) Antikorper durch Western Blot
untersucht. Die Ergebnisse konnten jeweils in zwei weiteren unabhangigen Experimenten wiederholt

werden.

3.3.3.4 Bedeutung der PI3K/Akt fur die eNOS-Aktivierung

Nun sollte der molekulare Mechanismus des Signaltransduktionswegs der eNOS-Aktivierung nach
Stimulation mit LPA untersucht werden. In zahlreichen Studien konnte erfolgreich nachgewiesen
werden, dass die eNOS uber einen von der P13/Akt-Kinase abhangigen Weg durch Phosphorylierung
an der Phosphorylierungsstelle Ser1177 aktiviert wird (Dimmeler et al., 1999). Daher sollte nun der
Einfluss des PI3K/Akt-Signalweges auf die Aktivierung der eNOS verifiziert werden. Zur
Untersuchung einer modglichen Beteiligung der PI3K/Akt am Signalweg der eNOS-Phosphorylierung
durch LPA wurden die folgenden Versuche durchgefhrt.

3.3.3.4.1 Einfluss von LPA auf die Akt-Phosphorylierung

Zur Untersuchung des Einflusses von LPA auf die Akt-Aktivitat wurde eine Western-Blot-Analyse fur
die Detektion der Akt-Phosphorylierung an Ser473 durchgefiihrt. Die Stimulation der HPAECs mit
10 uM LPA (ber verschiedene Zeitrdume flhrte nach 5 min zu einer signifikanten Akt-
Phosphorylierung, die nach 60 min wieder das Kontrollniveau erreichte (Abb. 3.3.3.4.1A). Darlber
hinaus konnte eine Konzentrationsabhéngigkeit fiir die durch LPA hervorgerufene Akt-
Phosphorylierung gezeigt werden. Die 10 uM-Konzentration von LPA zeigte die starkste Aktivierung
der Akt (Abb. 3.3.3.4.1B).
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Abbildung 3.3.3.4.1: Aktivierung der Akt durch LPA. HPAECs wurden mit 10 pM LPA (Uber
unterschiedliche Zeitraume (A) oder mit unterschiedlichen LPA-Konzentrationen fir 15 min (B)
stimuliert. Die Akt-Phosphorylierung wurde unter Verwendung spezifischer phospho-Akt (Ser473)
Antikdrper durch Western-Blot-analyse untersucht. Die Blots sind reprasentativ fiir 3 unabhangige

Experimente mit vergleichbaren Resultaten.

3.3.3.4.2 Einfluss von LPA-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten auf die Akt-
Aktivierung

Durch den Einsatz von spezifischen Agonisten und Antagonisten wurde der an der Akt-
Phosphorylierung beteiligte LPA-Rezeptorsubtyp identifiziert. die Vorinkubation der HAPECs mit
den LPAs-Antagonisten DGPP und VPC12249 fiihrte zur signifikanten Erniedrigung der Akt-
Phosphorylierung im Vergleich zu den mit LPA behandelten Zellen (Abb. 3.3.3.4.2A,B). Weiterhin
fihrte die Stimulation der Endothelzellen mit steigenden Konzentrationen des LPAs-Agonisten
(OMPT) zur signifikanten Phosphorylierung der Akt bei einer Konzentration von 5puM (Abb.
3.3.3.4.2C).
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Abbildung 3.3.3.4.2: Einfluss von LPA-Rezeptorantagonisten und -agonisten auf die Akt-
Aktivierung. HPAECs wurden mit DGPP und VPC12249 vorbehandelt und danach mit LPA stimuliert
(A, B). Mit den LPAs-Agonisten OMPT wurden die Zellen fiir 15 min stimuliert (C). Im Anschluss
erfolgte die Untersuchung der Akt-Aktivierung mittels Western Blot unter Verwendung spezifischer
phospho-Akt (Ser473) Antikdrper. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt, wobei vergleichbare
Ergebnisse erhalten wurden.

3.3.3.4.3 Einfluss von PTX auf Akt-Aktivierung

Die Beteiligung von Gi-Protein-gekoppelten Rezeptoren an der LPA-vermittelte Wirkung erfolgte
durch den Einsatz von PTX. HPAECs wurden mit 200 ng/ml PTX vorbehandelt und anschlieBend mit
10 uM LPA stimuliert. Durch PTX konnte die durch LPA hervorgerufene Akt-Phosphorylierung
verhindert werden (Abb. 3.3.3.4.3).
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Abbildung 3.3.3.4.3: Einfluss von PTX auf die LPA-induzierte Akt-Aktivierung. HPAECs wurden
mit 200 ng/ml PTX fir 1 h vorbehandelt und danach fir 15 min mit 10 uM LPA stimuliert.
AnschlieRend wurde die Akt-Aktivierung mittels Western Blot unter Verwendung spezifischer phospho-
Akt (Ser473) Antikorper untersucht. Die Ergebnisse konnten jeweils in zwei weiteren unabhéngigen

Experimenten wiederholt werden.
3.3.3.4.4 Einfluss der Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges auf die eNOS-Aktivierung

Die vorherigen Ergebnisse zeigten, dass LPA zu einer Akt-Aktivierung fihrt. Nun sollte untersucht
werden, ob die Phosphorylierung von Akt an Ser473 durch PI3-K wiederum eNOS an Serll77
phosphoryliert. Dafiir wurden die Zellen mit dem PI3-Kinase-Inhibitor (LY 294002) in einer
Konzentration von 1 uM fiir 30 min vorbehandelt und anschlieBend mit LPA stimuliert. Die Western-
Blot-Analyse der Phosphorylierung von eNOS an Ser1177 und Akt an Ser473 zeigte, dass der Einsatz
von LY?294002 zu einer vollstandigen Hemmung der durch LPA hervorgerufenen Akt-Aktivierung
flhrte, aber nicht zur Senkung der eNOS-Phosphorylierung (Abb. 3.3.3.4.4). Die PI3K/Akt scheint
daher nicht in den Signalweg der eNOS-Aktivierung durch LPA involviert zu sein.
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Abbildung 3.3.3.4.4: Einfluss der Hemmung der PI3K auf die LPA-induzierte Akt- und eNOS-
Aktivierung. HPAECs wurden mit LY294002 fiir 30 min vorbehandelt und danach mit LPA stimuliert.
Durch Western Blot erfolgte die Detektion der Phospho-Akt (A) und Phospho-eNOS (B). Die Blots

sind reprasentativ flr zwei weitere unabhangige Experimente mit vergleichbaren Resultaten.
3.3.3.5  Einfluss des PLC-Inhibitors auf die eNOS-Aktivierung

Das vorherige Ergebnis zeigte, dass der Signalweg PI3K/Akt in der eNOS-Phosphorylierung durch
LPA nicht beteiligt ist. Daher wurde der weitere Signaltransduktionsweg der eNOS-Aktivierung
untersucht. In den Untersuchungen weiterer moglicher Signalwege bei der Aktivierung der eNOS
wurde die PLC-abhangige Ca?*-Mobilisation tberpriift. Zu diesem Zweck wurden HPAECs mit dem
PLC-Inhibitor U73122 (100 nM fiir 30 min) vorinkubiert und anschlieRend mit LPA stimuliert. Durch
den PLC-Inhibitor erfolgte eine Erniedrigung der eNOS-Phosphorylierung (Abb. 3.3.3.5).
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Abbildung 3.3.3.5: Einfluss der Hemmung der PLC auf die LPA-induzierte eNOS Aktivierung.
HPAECs wurden mit dem Inhibitor U73122 in einer Konzentration von 100 nM fiir 30 min
vorinkubiert, anschlieBend mit 10 uM LPA fur 15 min stimuliert. Im Anschluss erfolgte die
Untersuchung der eNOS-Aktivierung mittels Western Blot unter Verwendung spezifischer Phospho-
eNOS (Ser1177) Antikorper. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt, wobei vergleichbare Ergebnisse

erhalten wurden.
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3.3.3.6  Einfluss des Ca?*-Inhibitors (BAPTA/AM) auf eNOS-Aktivierung

Die Aktivitat der eNOS stellt durch Erhohung der intrazelluldaren Ca?*-Konzentration den wichtigsten
aktivierenden Mechanismus dar (Fleming Busse, 1999). Zur Untersuchung der mdglichen
intrazelluléren Calciumabhéngigkeit der eNOS-Aktivierung durch LPA wurden die Zellen mit dem
Calciumchelator BAPTA/AM in der Konzentration von 25uM fiir 30 min vorbehandelt und
anschliefend mit LPA stimuliert. Interessanterweise flihrte die Vorinkubation mit BAPTA-AM zu
einer deutlichen Hemmung der LPA-induzierten Akt-Phosphorylierung (Abb.3.3.3.6A). Die
Vorbehandlung der HPAECs mit dem Calciumchelator BAPTA-AM verhinderte vollstdndig die durch
LPA-hervorgerufene  Phosphorylierung der eNOS (Abb. 3.3.3.6B). Die LPA-induzierte

Phosphorylierung der eNOS ist somit ebenfalls Calciumabhangig
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Abbildung 3.3.3.6: BAPTA-AM verhindert die LPA-induzierte Akt- und eNOS-Phosphorylierung.
Nach Vorbehandlung der HPAECs mit dem Calciumchelator BAPTA-AM (25 M) flr 30 min erfolgte
die Stimulation mit LPA. Die Phospho-Akt (A) und Phospho-eNOS (B) wurden mittels Western-Blot-
Analyse untersucht. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt, wobei vergleichbare Ergebnisse erhalten

wurden.
3.3.3.7 Beteiligung von Ca?*/CaMKII an der eNOS-Aktivierung

Durch die intrazellulare Ca?-Erh6hung und Bildung des Ca?*/CaMKII kann die eNOS aktiviert
werden. Daher wurde der Einfluss der Hemmung des Ca?*/CaMKII auf die Aktivierung der eNOS
untersucht. Nach der Vorbehandlung der Zellen mit dem CaMK-Inhibitor KN-93 in der Konzentration
von 25uM fiir 30 min erfolgte die Stimulation mit LPA. Der Inhibitor KN-93 fuhrte zu einer
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signifikanten Verminderung der eNOS-Phosphorylierung (Abb. 3.3.3.7). Die CaMKII scheint am
Signaltransduktionsweg der eNOS durch LPA beteiligt zu sein.

P-eNOS T ———

Abbildung 3.3.3.7: Einfluss von KN-93 auf die LPA-induzierte eNOS-Aktivierung. HPAECs wurden
mit dem Inhibitor KN-93 der CaMKII (10 uM) fiir 30 min vorbehandelt und anschlieRend mit LPA flr

15 min stimuliert. Die eNOS-Phosphorylierung an (Ser1177) wurde durch Western Blot untersucht.
Die Blots sind reprasentativ fiir 3 unabhéngige Experimente mit vergleichbaren Resultaten.
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Diskussion

4.1 Beteiligung von LPA an der Insulinresistenz in pankreatischen
p-Zellen

Beim T2D sind die B-Zellen des Pankreas erhdhten Konzentrationen von FFA und Glucose ausgesetzt,
was bei chronischem Verlauf zu Apoptose fiihrt. Hohe Plasmakonzentrationen von LPA wurden bei
der Adipositas festgestellt. Diese konnen die Insulinsensitivitdt beeintrachtigen, so dass eine
Insulinresistenz entsteht. Ein Zusammenhang zwischen LPA und der Entstehung einer Insulinresistenz
in pankreatischen B-Zellen wurde bisher nicht beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, welche Auswirkung eine chronische Behandlung mit LPA auf die -Zellhomdostase hat,
indem die Proliferationsrate und das Uberleben der B-Zellen ermittelt wurden. Gegenstand der
weiteren Untersuchung war der Einfluss von LPA auf den Insulin-Signalweg in pankreatischen -

Zellen und zugrunde liegende molekulare Mechanismus.

4.1.1 Bedeutung von Palmitat auf den intrazellularen LPA-Spiegel in
MIN-6 Zellen

FFA ist ein wesentlicher Faktor fir die Entwicklung der Insulinresistenz und die Entstehung eines
T2D. Studien mit Insulinresistenten und Adiptsen/ Typ-2-Diabetikern zeigten, dass ein erhdhter FFA-
Spiegel im Blut auf die Erndhrung oder auf die Lipolyse in Fettgeweben zurlckzufuhren ist. Die
toxische Wirkung von FFA trat vor allem bei der Exposition von geséttigten Fettsduren (Palmitat und
Stearat), nicht aber nach Behandlung mit ungesattigten Fettsauren (Palmitoleat und Oleat) auf (Eitel et
al., 2002). Dieser Unterschied ist wahrscheinlich auf die Fahigkeit von gesattigten Fettsauren zur
Bildung intrazelluldrer TG zuriickzufiihren. In der Tat kann Palmitat die Insulinsekretion und die
Insulingenexpression inhibierend beeinflussen und das B-Zelliberleben hemmen, wenn diese uber
einen langeren Zeitraum erhdhten Konzentrationen ausgesetzt sind. Verschiedene Untersuchungen mit
isolierten pankreatischen Inseln und B-Zelllinien konnten zeigen, dass eine erhdhte Konzentration von
Palmitat nur bei gleichzeitig hohen Glucosekonzentrationen eine Beeintrachtigung der B-Zellen zur
Folge hat (Glucolipotoxizitat) (EI-Assaad et al., 2003; Prentki et al., 2002). Die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen der Pathogenese der Glucolipotoxizitit in den PB-Zellen sind nicht
vollstandig geklart. Eine erhohte Konzentration von Palmitat in Kombination mit einer erhohten
Glucosekonzentration fihrt zur Akkumulation von TG und verschiedenen intrazelluldren
Lipidmetaboliten wie Ceramiden und DAG mit mehreren nachgeschalteten Signalwegen und

verursacht somit eine $-Zelldysfunktion und Apoptose.

LPA ist ein anderer Lipidmediator, der in der de-novo Synthese von TG und aus G3P und Acyl-CoA

mittels GPAT in den Mitochondrien und im ER entstehen kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
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LPA-Gehalt in einer pankreatischen B-Zelllinie MIN-6 mittels HPLC-ESI-MS/MS gemessen. Ein
erhohter intrazelluldrer Gehalt von 16:0-LPA wurde in MIN-6 Zellen nach vermehrter Zugabe von
Palmitat in 15 mM Glucose enthaltendem Medium nachgewiesen. Diese Ergebnisse wurden in einer
Studie bestétigt. So wurde eine erhohte Konzentration von LPA 16:0 in INS-1 Zellen nach der
Behandlung mit 500 uM Palmitat und 16,6 mM Glucose beobachtet (EI-Azzouny et al., 2014). Mit in
vivo-Untersuchungen bei Zucker-diabetic-fatty (fa/fa)-Ratten konnte nachgewiesen werden, dass eine
erhohte Expression von GPAT1 in Langerhans-Inseln mit einer Insulinresistenz, bedingt durch eine
Akkumulation der TG, assoziiert ist (Lee et al., 1997). Die Unterdriickung der Expression von GPAT1
fuhrt zu einem verminderten LPA-Gehalt in Hepatozyten und zum Schutz vor der hepatischen
Insulinresistenz sowie zu einer verbesserten Glucosetoleranz (Neschen et al., 2005). Eine
Uberexpression des Enzyms GPAT1 ist mit einer erhdhten LPA-Synthese in den Hepatozyten
verbunden und geht mit Entstehung einer Insulinresistenz einher (Zhang et al., 2012). Bei diabetischen
Maéusen db/db konnte ein erhohter LPC-Spiegel in der Leber und im Muskel gemessen werden, was
durch Bromoenol-Lacton (BEL), einen Inhibitor der calciumunabhéngigen Phospholipase A2
(iPLA2), die die Umwandlung von Palmitinsaure zu LPC vermittelt, unterdriickt wird. Zusatzlich
wurde nachgewiesen, dass die Behandlung der db/db-Méause mit BEL zu einer Verbesserung der
Insulinresistenz und des Diabetes fihrt. Andererseits wurde ebenfalls durch Exposition einer erhdhten
Palmitatkonzentration eine Steigerung des LPC-Spiegels in L-6 Muskelzellen nachgewiesen. LPC
libte eine Hemmung der Insulin-Signalkaskade in L-6 Muskelzellen aus und war so an der Entstehung
der Insulinresistenz beteiligt (Han et al., 2011). Jedoch kénnte auch eine Erhéhung der endogenen
LPA-Biosynthese aus LPC durch ATX induziert werden und so an der Insulinresistenz beteiligt sein.

Eine Erhohung der extrazelluldren LPA-Konzentrationen in HFD-Mé&usen wurde durch die
Freisetzung von LPA aus den Adipozyten festgestellt (Dusaulcy et al., 2011; Gesta et al., 2002). Eine
vermehrte Lipoprotein (LDL)-Produktion wurde durch einen Anstieg der hepatischen Lipogenese bei
adipositasassoziierten Typ-2-Diabetikern beobachtet (M. Li et al.,, 2012). Aus dem im Blut
freigesetzten LDL wird durch Lecithin-Cholesterol-Acyltransferase (LCTA) LPC produziert. Aus dem
entstehenden LPC wird dann wiederum LPA durch ATX generiert. Die erhéhte Konzentration von
ATX wird von Adipozyten in adipdsen und diabetischen Mausen freigesetzt (Boucher et al., 2005).

Dies kénnte moglicherweise einen zusétzlich erhéhten extrazellularen LPA-Spiegel induzieren.
4.1.2 Regulation der Zellproliferation durch LPA

Die Proliferation der f-Zellen besitzt eine mafigebliche Bedeutung bei der Steigerung der B-Zellmasse
bei adulten Nagetieren und vermutlich beim Menschen wéhrend der spateren Embryonalentwicklung.

Eine physiologische Expansion der -Zellen kdnnte in der Schwangerschaft aufgrund einer erhéhten
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Proliferationsrate der B-Zellen auftreten (Rieck Kaestner, 2010). Ebenfalls kommt es bei Adipositas
und bei der Insulinresistenz zu einer gesteigerten B-Zellproliferation, die eine Kompensierung des
erhohten Insulinbedarfs ermoglicht (Karasawa et al., 2009; Saisho et al., 2013). Die Regulation der f3-

Zellproliferation ist ein sehr komplexer Prozess.

Verschiedene Hormone und Faktoren wie Insulin, IGF-1, GIP, GLP-1 sowie Glucose fiihren sowohl
in Tiermodellen als auch beim Menschen Uber verschiedene Signalwege und die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren zu einer gesteigerten Proliferation der B-Zellen (Bernal-Mizrachi et al., 2014;
Friedrichsen et al., 2006). Cyclin D1 und D2 werden in B-Zellen exprimiert. Bei einer in-vivo-
Untersuchung wurde herausgefunden, dass die Uberexpression von Cyclin D1 zu einer gesteigerten -
Zellproliferation und -masse fiihrt (Tarabra et al., 2012). Cyclin D2-Knockout-Mause zeigen eine
Reduktion der B-Zellmasse und einen verminderten Insulinspiegel (Chang-Chen et al., 2008). Auch in
B-Zellen fungiert die CDK4 als Regulator des B-Zellzyklus (Tarabra et al., 2012). So fihrt die
Uberexpression von CDK4 zu einer Steigerung der B-Zellproliferation. Dariiber hinaus wurde in
transgenen Miuse mit Uberexpression von P27 eine Beeintrichtigung der B-Zellproliferation
beobachtet, was zu einer verminderten B-Zellmasse und Diabetes fihrt (Uchida et al., 2005). Daher
wire es eine therapeutische Strategie, iiber die Steigerung der B-Zellmasse durch eine erhdhte -
Zellproliferation den T2D zu verhindern oder zu behandeln. In verschiedenen Untersuchungen mit
Primér- und B-Zelllinien wurde gezeigt, dass Insulin-Signalweg eine entscheidende Rolle bei der
Proliferation der B-Zellen und der Regulation ihrer Masse spielt (Beith et al., 2008; Ohsugi et al.,
2005). In MIN-6 Zellen konnte auch eine gesteigerte Proliferationsrate durch Insulin beobachtet
werden (Miller et al., 2006). Dies konnte auch in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Insulin
induziert auch die Proliferation der Myoblasten C2C12 (Conejo Lorenzo, 2001). Eine Stérung der
Insulin-Signalwege auf verschiedenen Ebenen fiihrt zu einer Reduktion der B-Zellproliferation und

anschlieBend zu einer Reduktion der B-Zellmasse und damit Progression des T2D.

LPA-Konzentrationen werden im Rahmen der Adipositas erhoht, und es wurde ein Zusammenhang
mit der Entstehung der Insulinresistenz beschrieben. Im Hinblick auf die proliferative Wirkung von
LPA konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass LPA die Insulin-induzierte Proliferation
der MIN-6 Zellen hemmt. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen wurde in murinen Fibroblasten
3T3-Zellen ein anti-proliferativer Effekt von LPA beschrieben (Dong et al., 2014). Bei Patientinnen
mit Préeklampsie konnte ein erhghter LPA-Spiegel im Plasma nachgewiesen werden. So flihrte die
Inkubation von HUVECs mit diesem Plasma zu einer erhdhten Expression von LPA1;s-Rezeptoren
und so zu einer Hemmung der Zellproliferation (L. X. Li et al., 2013). AufRerdem konnte LPA durch
die Inhibierung der Cycline D1 und D2 und durch die erhdhte Expression von P21 und P27 die

Proliferation von Melanozyten hemmen (D. S. Kim et al., 2003). Zudem konnte bei alleiniger
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Inkubation der MIN-6 Zellen mit LPA in der vorliegenden Arbeit keinen mitogenen Effekt beobachtet
werden. Hingegen wurde in einer Studie nachgewiesen, dass LPA einen mitogenen Effekt die
neonatale B-Zellen der Ratten wirkt (Dunlop et al., 1996). Darlber hinaus stimuliert LPA die
Proliferation verschiedener Zelltypen. In Bezug auf die tumorprogressive Wirkung von LPA wurde
eine erhohte Proliferationsrate der Ovarialkrebszelllinie (SKOV3) durch LPA beschrieben (Goldsmith
et al., 2011). In Fibroblasten (Rate-2) flhrte die Stimulation mit LPA zu einer Forderung der
Zellproliferation (Kwon et al., 2009). Uber verschiedene Meschnismen induziert LPA die Proliferation
der glatten Muskelzellen (Xu et al., 2005). Eine Erklarung fir diesen gegenteiligen Effekt von LPA
konnte wahrscheinlich auf den Zelltyp oder/ und unterschiedliche Expression der LPA-Rezeptor-

vermittelten Signalwege zurlickzufiihren sein.
4.1.3 Regulation der Zellapoptose durch LPA

Das B-Zelliiberleben ist ein weiterer wichtiger Faktor, der an der Regulation der f-Zellmasse beteiligt
ist. Der B-Zellverlust beruht auf einer gesteigerten Apoptoserate, die durch die Replikation nicht
kompensiert werden kann. Bei der fortgeschrittenen Adipositas und Insulinresistenz wird durch eine
erhohte Apoptoserate die B-Zellmasse vermindert und trégt daher zu T2D bei. Der Insulin-Signalweg
kontrolliert die Apoptose durch die Regulation verschiedener anti- und pro-apoptotischer Proteine. Die
anti-apoptotische Wirkung von Insulin wurde in priméren humanen und in Maus-Inseln beschrieben
(Johnson et al., 2006). Auch vermag Insulin in anderen Zelltypen, wie z.B. in Kardiomyozyten und
Makrophagen anti-apoptotisch zu wirken (Leffler et al., 2007; Morisco et al., 2007). Verschiedene
Faktoren konnen die Insulinkaskade hemmen und so den B-Zelltod begiinstigen. Unter erhdhten
Konzentrationen von FFA und Glucose werden verschiedene Mediatoren aktiviert, welche den
Insulin-Signalweg unterbrechen und die anti-apoptotische Wirkung verhindern kdnnen. Bei Adipositas
konnen vermehrte pro-inflammatorische Zytokine von Adipozyten sezerniert werden und zu einer
Apoptose der B-Zellen fiihren. AuRerdem spielt eine erhéhte Ceramidproduktion mittels Cermidase im
FFA-induzierten B-Zelltod eine wesentliche Rolle durch die Hemmung des Insulin-Signalweges
(Boslem et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass LPA die anti-apototische Wirkung des Insulins
unterbrechen kann. Dabei konnte in MIN-6 Zellen eine anti-apoptotische Wirkung von Insulin
beobachtet werden, wohingegen bei der Vorinkubation der Zellen mit LPA die anti-apoptotische
Wirkung von Insulin vermindert war. In der Tat wurde bereits gezeigt, dass LPA in der Lage ist, eine
Apoptose in verschiedenen Zelltypen auszuldsen. In priméren hippocampalen Neuronen und in durch
den Nervenwachstumsfaktor (NGF) differenzierten PC12-Zellen kann LPA eine Apoptose durch die

Produktion von ROS und NO und durch eine Mitochondrien-Dysfunktion induzieren (Steiner et al.,
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2000). Bei der sauerstoff-induzierten Retinopathie (OIR) konnte eine Apoptose der retinalen
Ganglionzellen (RGC) durch LPA-aktivierte ROCK vermittelt werden (Yang et al., 2009).
Interessanterweise konnte auch in der vorliegenden Arbeit eine leichte anti-apoptotische Wirkung von
LPA in MIN-6 Zellen beobachtet werden, wenn die Zellen nur mit LPA und ohne Insulin stimuliert
wurden. Die anti-apoptotische Wirkung von LPA ist in verschiedenen Zelltypen beschrieben worden.
So wurde eine Zytoprotektion von Schwannzellen (SCs), Osteoklasten, und hippocampalen
Progenitorzellen gezeigt (Lapierre et al., 2010; Sun et al., 2010; Weiner Chun, 1999). LPA wirkt durch
eine Schadigung-induzierten Lungenfibrose Uber den LPA:-Rezeptor Signalweg einerseits anti-
apoptotisch auf Fibroblasten und andererseits pro-apoptotisch auf Epithelzellen (Funke et al., 2012).
Der genaue Mechanismus dieses gegensatzlichen Effekts von LPA ist allerdings noch nicht
vollstandig aufgeklart.

4.1.4 Einfluss von LPA auf Insulin-Signalkaskade

Der Insulin-Signalweg hat eine wesentliche Bedeutung fiir die Funktion sowie auch das Wachstum
und das Uberleben der p-Zellen. Eine Stérung dieses Signalweges kann eine Insulinresistenz und
Entwicklung des T2D hervorrufen. Verschiedene Faktoren wie Lipotoxizitat, Glucotoxizitdt und
inflammatorische Zytokine kdnnen eine Stdrung des Insulin-Signalweges hervorrufen. In der Tat
wurde in der vorliegenden Arbeit ein gesteigerter intrazelluldrer LPA-Spiegel in MIN-6 Zellen nach
der Behandlung mit Palmitat nachgewiesen. Der Effekt von endogenem LPA auf die Akt-
Phosphorylierung und Insulinresistenz in den (B-Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht. Wie bereits erwéhnt, wurden gesteigerte LPA-Konzentrationen im Plasma von HFD-
Maiusen mit daraus resultierender Hemmung der GSIS und eine Reduktion der B-Zellmasse
nachgewiesen. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit der Effekt des exogenen LPA auf

verschiedenen Ebenen des Insulin-Signalweges in pankreatischen 3-Zellen betrachtet.

4.1.4.1 Die Regulation der Akt-Kinase durch LPA

Die Akt, auch als PKB bezeichnet, ist ein wichtiges Substrat der Insulinkaskade, welches an der
Regulation des Glucosemetabolismus, der Insulinsekretion und der B-Zellmasse beteiligt ist. Drei
Isoformen von PKB (PKB a, PKB 3, PKB y) wurden identifiziert, wobei die Isoform PKBa in den [3-
Zellen am starksten exprimiert ist. Aktl Knockdown-Mause zeigen sowohl fetale als auch postnatale
Wachstumsdefizite. Akt2-Knockdown-Mause zeigen eine starke Insulin- und Glucoseintoleranz und
entwickeln einen T2D (Elghazi et al., 2007). Die Akt-Kinase wird durch die Phosphorylierung an
Threonin308 und Serin473 vollstandig aktiviert. In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivierung der
Akt-Kinase durch die Detektion der Phosphorylierung an Ser473 gemessen. Eine alleinige
Phosphorylierung an Thr308 kann Akt zwar aktivieren, allerdings fuhrt eine Phosphorylierung an
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Serd73 zu einer starkeren Aktivierung (Dickson et al., 2001). Anhand von in Vivo- und in Vito-
Untersuchungen wurde gezeigt, dass die phosphorylierte Akt demnach einerseits die J-
Zellproliferation fordert, andererseits die Apoptose in den B-Zellen verhindert. Die physiologische
Aktivierung der Akt erfolgt durch Insulin Giber RTK in verschiedenen Zelltypen. In der vorliegenden
Arbeit kann Insulin, wie erwartet, eine Phosphorylierung von Akt in MIN-6 Zellen ausldsen, was auch
in anderen Studien mit MIN-6 Zellen und weiteren B-Zellen gezeigt wurden (Johnson et al., 2006;
Trumper et al., 2000).

Bei einer Insulinresistenz und T2D wird durch eine Akkumulation verschiedener Lipidmetaboliten
eine Storung des Insulin-Signalweges in B-Zellen durch eine Dephosphorylierung von Akt beobachtet,
was zu einer Hemmung der Zellproliferation und einer gesteigerten Apoptoserate mit nachfolgender
Reduktion der B-Zellmasse fiihrt. Es wurde beschrieben, dass bei Fitterung von NZO-Mausen mit
HFD der S1P-Spiegel im Blut im Vergleich zu den mit Standarddiat (SD) gefutterten NZO-Mausen
erhoht ist. Ebenso ergaben sich erhéhte S1P-Konzentrationen in MIN-6 Zellen nach einer Stimulation
mit Palmitat. In diesem Zusammenhang konnte durch S1P eine Proliferationshemmung und
Apoptoseinduktion in den MIN-6 Zellen und folglich eine Reduktion der f-Zellmasse durch eine
Hemmung der Akt-Phosphorylierung dargestellt werden (Japtok et al., 2015).

Die Aktivierung der Akt Kinase durch LPA konnte bereits bei verschiedenen Zelltypen wie
Endothelzellen, Lymphozyten und Schwannzellen gezeigt werden (X. Hu et al., 2005; Ye et al., 2002),
wodurch unterschiedliche Wirkungen vermittelt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte
LPA keine Aktivierung von Akt in MIN-6 Zellen ausldsen, sondern fuhrt zu einer Hemmung der
Insulin-induzierten Akt-Aktivierung, was als einer der Hauptmechanismen der anti-proliferativen und
pro-apoptotischen Wirkung von LPA angesehen werden kann. So zeigt die Vorbehandlung mit LPA
fur Smin eine signifikante Hemmung der Insulin-induzierten  Akt-Phosphorylierung.
Interessanterweise verstarkte die Vorbehandlung mit LPA fur 60 min die Insulin-vermittelte Akt-
Phosphorylierung, wohingegen die alleinige Stimulation der Zellen mit LPA fiir 60 min keine
Phosphorylierung der Akt induzierte. Untersuchungen an verschiedenen Zelltypen konnten zeigen,
dass Cadmium Uber die Akt-Aktivierung den Zelltod induzieren kann (Coticchia et al., 2009; Jiang et
al., 2015). Andererseits zeigt die Akt-Kinase sowohl stimulierende als auch inhibitorische Effekte auf
die Proliferation. Eine negative Interaktion zwischen Ras/Raf-1/ERK- und PI3K/Akt-Signalweg wurde
in mehreren Studien beschrieben, wobei die Akt durch Inhibition von Raf-1 einen hemmenden Effekt
auf die Proliferation hat, dadurch die Weiterleitung der MEK/ERK-Signalkaskade unterbrochen wird
(Aksamitiene et al., 2012; Moelling et al., 2002). Sowohl die konstitutive Phosphorylierung von Akt
als auch die durch hohe Konzentrationen von IGF-1 mit langfristiger Inkubation induzieren schnelle
und starke Phosphorylierung der Akt, was eine Phosphorylierung der Raf-1 an Ser259 und damit deren

Inaktivierung auslést und dadurch zu einer Inhibierung der vom Raf/ERK Signalweg-vermittelten
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Proliferation flihrt (X. Chen Ruiz-Echevarria, 2013; Dickson et al., 2001; Rommel et al., 1999). In der
vorliegenden Arbeit fuhrte die Vorbehandlung mit LPA fir 60 min neben einer Verstarkung der Akt-
Phosphorylierung auch zu einer Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung. Diese Beobachtung lasst
vermuten, dass LPA uber unterschiedliche intrazellulére Signalwege den Insulin-Signalweg proximal
der Akt-Kinase modulieren kann, um die proliferative und anti-apoptotische Wirkung von Insulin zu
hemmen. Wahrend die kurzfristige Vorbehandlung mit LPA eine Hemmung der Insulin-induzierten
Akt-Phosphorylierung ausubte, verstarkte die chronische Vorbehandlung mit LPA die Insulin-
vermittelte Akt-Phosphorylierung, die mit einer Hemmung der ERK-Phosphorylierung verbunden ist.
Somit ware denkbar, dass die anti-proliferative und pro-apoptotische Wirkung von LPA sowohl mit
einer Hemmung der Akt-Aktivitét als auch mit einer Hyperaktivitdt von Akt einhergeht.

In der Literatur sind bisher wenige Daten Uber die Interaktion von LPA mit dem Insulin-vermittelten
Signalweg beschrieben worden. In Ovarialkarzinomazellen (CHO) wurde nachgewiesen, dass LPA
eine hemmende Wirkung auf die IGF-1-aktivierte Akt-Kinase hat, die in die Zellmigration involviert
ist (Sugimoto et al., 2006). Es wurde sowohl Uber negative als auch positive Wechselwirkungen
zwischen LPA und dem Insulin-Signalweg berichtet. LPA kdnnte mdglicherweise ein positiver
Regulator der Glucosehomgostase sein, ohne die Insulinsekretion zu beeinflussen. Dabei stimuliert
LPA die Translokation des Glut4 an die Zellmembran Uber eine Aktivierung des PI3K-Akt
Signalweges in Adipozyten und in Muskelzellen, was zu einer Stimulation der Glucoseaufnahme
fihrt. AuBerdem beeinflusst LPA synergistisch mit Insulin die Glucoseaufnahme in Muskel und
Fettgewebe (Yea et al., 2008). Neue Untersuchungen mit der murinen Makrophagen-Zelllinie J-774
lieferten den Beweis, dass LPA die Akt-Aktivitdt im Rahmen einer Entzlindungsreaktion modulieren
kann. Hierzu aktiviert das Lipopolysaccharid (LPS) unterschiedliche intrazellulare Kaskaden wie
MAPK, Akt und NF«B, die zur Initiation der Produktion von Entziindungsmediatoren wie COX-2 und
iNOS fihren. In diesem Zusammenhang zeigte LPA eine signifikante Hemmung der LPS-induzierten
Akt-Phosphorylierung, was eine Reduktion der iNOS sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf der
Protein-Ebene zur Folge hat (Chien et al., 2015). Dies kann als einer der Mechanismen der anti-

inflammatorischen Wirkung von LPA angesehen werden.

Zusammengefasst stellt die Akt Kinase wegen ihrer proliferationsférdernden und anti-apoptotischen
Wirkung ein therapeutisches Potential in der Behandlung des Diabetes bei einer Erhéhung der Akt-
Aktivitdt in B-Zellen und peripheren Geweben dar, indem die B-Zellmasse erhoht wird und die

Insulinsekretion und Glucoseaufnahme verbessert werden.
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4.1.4.2 Bedeutung von LPA bei weiteren Komponenten des Insulin-
Signalweges

Wie bereits nachgewiesen wurde, tibte LPA eine signifikante Hemmung der Insulin-induzierten Akt-
Aktivierung aus. Nun wurde im Rahmen dieser Arbeit der Effekt von LPA auf weiteren Ebenen des

Insulin-Signalweges untersucht.

IR ist kritisch fiir die Entwicklung und das Wachstum der p-Zellen. In einer Untersuchung mit MIN-6
Zellen wurde gezeigt, dass IR-Knockdown mittels siRNA zu einer Inhibierung des Insulin-
Signalweges fuhrt, was mit einer Hemmung der Zellproliferation und Zellzyklusprogression
einhergeht (Ohsugi et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass LPA in MIN-6
Zellen eine hemmende Wirkung auf der Ebene des IR besitzt. So tritt durch LPA eine Reduktion der
Insulin-induzierten IR Aktivierung auf. Im Gegensatz dazu wurde in aktuellen Untersuchungen mit
CHO-K1 Fibroblasten eine positive Wirkung von LPA auf den IGF-1R beschrieben (Olianas et al.,
2015). Uber einen PTX-sensitiven LPA;-Rezeptor induziert LPA eine Transaktivierung des IGF-1R,
was zu einer Aktivierung der ERK1/2-Signalkaskade und folglich zur Stimulation der Zellproliferation
fuhrt.

IRS-2 ist ein essentieller Bestandteil des Insulin-Signalwegs und agiert in der Regulation der B-
Zellmasse. Untersuchungen an IRS-2”-Miusen zeigten, dass es zu einer Reduktion der B-Zellmasse
durch eine gesteigerte Apoptoserate kommt, was mit einer Entwicklung eines T2D verbunden ist
(Dickson Rhodes, 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass LPA eine Reduktion der IRS-
2-Aktivitat verursacht. Durch eine Uberexpression von IRS-2 konnte eine groRe Bedeutung in der
proliferationsfordernden Wirkung von IGF-1 und Glucose detektiert werden, die eine Expansion der
B-Zellmasse zur Folge hat (Lingohr, Dickson, et al., 2002; Lingohr et al., 2003). Jedoch zeigt die
gesteigerte Expression von IRS-2 in B-Zellen eine anti-apoptotische Wirkung, die Schutz vor der
durch Streptozotocin und der durch FFA-induzierten Apoptose darstellt (Hennige et al., 2003). Des
Weiteren wurde eine Modulation der PI3K-Aktivitat durch LPA untersucht. LPA fihrte zu einer
Erniedrigung der aktivierten PI3K, was mit einer Abnahme der Akt-Phosphorylierung begleitet ist.
Das Ausschalten der GPAT1-Expression bei M&usen mit HFD-induzierter hepatischer Insulinresistenz
fuhrt zu einer Erniedrigung des hepatischen Gehalt an LPA und DAG, was mit einer Verbesserung der
hepatischen Insulinsensitivitat durch eine Steigerung der IRS-2-Expression und PI3K/Akt Aktivitét
verkniipft ist (Neschen et al., 2005). Daraus konnte somit eine mdgliche Beteiligung von LPA an der
Insulinresistenz durch eine Stérung der Insulin-Signalkaskade abgeleitet werden. Daher wurden neue
Strategien zur Therapie des T2D durch eine Erh6hung des IRS-2/P13K-Signalweges entwickelt.
GSK3p stellt eine wichtige Komponente des Insulinsignalweges dar. Akt inaktiviert die GSK-3 durch
Phosphorylierung am N-Terminus und beeinflusst als wichtiger Regulator die B-Zellmasse und

Glucosetoleranz. Méusen, bei denen die GSK3p iiberexprimiert wird, zeigen eine Reduktion der B-
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Zellproliferation und -masse sowie zur Storung der Glucosetoleranz (Z. Liu et al., 2008). Bei genetisch
modifizierten Méusen, bei denen die Expression der GSK3p spezifisch in pankreatischen B-Zellen
unterdriickt wird, ist die B-Zellmasse erhoht und die Glucosetoleranz verbessert. Diese Méause sind vor
einem HFD-induzierten Diabetes geschitzt (Y. Liu et al., 2010). Dieser Anstieg der B-Zellmasse
konnte eine Folge der Inhibierung der GSK3B-vermittelten negativen Ruckkopplung des Insulin-
Signalwegs sein, welcher fiir die B-Zellproliferation essentiell ist.

Als Folge des inhibitorischen Effekts von LPA auf Akt wurde eine Dephosphorylierung und
Aktivierung von GSK3p gezeigt. Eine Aktivierung der GSK3p hemmt verschiedene Substrate wie
Cyclin D1, P27, c-Myc, die an der Zellproliferation maRgeblich beteiligt sind. Somit wird die
Aktivierung der GSK3p durch LPA als Ursache fiir seine proliferationshemmende Wirkung in den -
Zellen angesehen. In der Tat kann LPA eine GSK3B-Dephosphorylierung lber Giz;nz in Neuro2A-
Zellen mit nachfolgender Neuritenretraktion ausldsen (Sayas et al., 2002). Im Gegensatz zu einer
Aktivierung der GSK3 durch LPA wurde auch eine Phosphorylierung und Inaktivierung durch LPA
bei anderen Zelltypen beobachtet. Dabei konnte LPA in hippocampalen Progenitorzellen eine
Phosphorylierung und Inaktivierung von GSK3p iiber Gisp und folglich Zelluberleben induzieren (Sun
et al., 2010).

Des Weiteren wurde der Effekt von LPA auf FOXO als wichtiges Substrat von Akt untersucht. Der
hemmende Effekt von Insulin auf FOXO1 wird durch LPA abgeschwacht. Dabei scheint LPA FOXO
zu dephosphorylieren und zu aktivieren. In der Tat kontrolliert FOXO den Zellzyklus, die Apoptose,
die Proliferation und die Differenzierung der Zellen. FOXO induziert die Expression einer Vielzahl
pro-apoptotischer Proteine und stellt einen positiven Regulator des Zellzyklus durch die Induktion von
Cyclin D1, D2 und CDKIs (Cycline-dependent kinase inhibitor) wie p21¢, p27K®! dar (H. Huang
Tindall, 2007; Kops et al., 2002). Durch die Zunahme der FOXO-Aktivitat durch LPA konnte das
Gleichgewicht zwischen Wachstum und programmiertem Zelltod gestort werden. Dies bewirkt eine
Inhibition der Zellzyklusprogression und eine Induktion der Apoptose. In murinen pB-Zellen MIN-6
scheint FOXO ein wichtiger Mediator fiir den durch Palmitat- und ER-Stress-induzierten -Zelltod zu
sein (Martinez et al., 2008). Hierbei wird FOXO in den Zellkern transloziert, wodurch pro-
apoptotische Gene aktiviert werden. FOXO ist an der Proliferation der B-Zellen durch die Induktion
der Transkription von PDX-1 beteiligt, der eine entscheidende Rolle in der Funktion und Proliferation
der B-Zellen spielt. Aktives FOXO vermindert die Expression von PDX-1 und es findet eine
Relokalisation von PDX-1 vom Zellkern ins Cytoplasma statt. So fiihrt der Verlust von PDX-1 zu
einer Hemmung der B-Zellproliferation und zur Entwicklung des T2D (Kawamori et al., 2006;
Kitamura et al., 2002). AuRerdem fuhrt der Verlust von PDX-1 zu einer Verminderung der anti-
apoptotischen Proteine BCl-x. und BCL-2 und zu einer Steigerung der Caspase 3-Aktivitét, worauf die
Apoptose aktiviert wird (Johnson et al., 2003). Eine Reduktion der Expression von PDX-1 wurde im

Rahmen dieser Arbeit in Anwesenheit von LPA detektiert. Die Stimulation durch Insulin flhrte zu
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einer verstarkten PDX-1-Expression, was mit einem Anstieg der Zellproliferation und dem Uberleben
der Pankreasinseln einhergeht. Es wére daher denkbar, dass die proliferationshemmende und pro-
apoptotische Wirkung von LPA in B-Zellen durch eine Reduktion der Expression von PDX-1 zu
erklaren ist.

Ein wichtiges Substrat von Akt ist mTOR, das durch die N&hrstoffe und Wachstumsfaktoren sowie
durch Hormone aktiviert wird und als ein zentraler Regulator von Zellwachstum, Proliferation und
Uberleben sowie vom Metabolismus agiert. In transgenen Mausmodellen wurde gezeigt, dass
mTORCI1 durch die Forderung der B-Zellproliferation und -groBe ein positiver Regulator der B-
Zellmasse ist. Dies wurde durch Phosphorylierung seiner Downstream-Targets elF4E und S6K
vermittelt. elF4AE trigt zur einer B-Zellproliferation durch Induktion der Expression von p21¢®Y,
p27¥PL und Cyclin D1, D2, D3, E und A bei, was den Ubergang von Zellen aus der G1-Phase des
Zellzyklus in die S-Phase fordert (X. Wang Proud, 2009). S6K reguliert die Proteinsynthese und
erhoht die B-ZellgroRe. Bei S6K-Knockout Mausen zeigten sich eine Reduktion der Zellmasse durch
eine Verringerung der B-Zellgrole um 24 % im Vergleich mit S6K-Wildtyp-Mé&usen, was mit einem
verringerten Insulingehalt in den Inseln dieser Méuse verbunden ist (Xie Herbert, 2012). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der Effekt von LPA auf mTOR und S6K untersucht. Wéhrend in Anwesenheit
von LPA die mTOR-Phosphorylierung nur leichte reduziert war, konnte dagegen eine deutliche
Hemmung der Insulin-induzierten S6K-Phosphorylierung nachgewiesen werden. Untersuchungen
haben hingegen gezeigt, dass die chronische Aktivierung von mTORC1 durch die Uberernahrung bei
Adipositas Uber einen negativen Rickkopplungsmechanismus durch S6K zu einer Reduktion des IRS-
2/Akt Signalweges in 3-Zellen fiihrt und eine Reduktion der B-Zellmasse zur Folge hat (Elghazi et al.,
2010). Eine indirekte Aktivierung von mTOR durch LPA wird diskutiert. Dabei wird gezeigt, dass PA
aus Phosphatidylcholin durch PLD1 generiert wird, wodurch mTOR aktiviert wird und die
Progression des Zellzyklus und Uberlebens vermittelt wird (Foster, 2007; Jaafar et al., 2013). In
diesem Zusammenhang wird postuliert, dass LPA die PLD1-generierte PA aktiviert, wodurch die
Aktivierung von mTOR und seiner Effektoren S6K und 4E-BP1 vermittelt wird, was zu einer
Proliferation der Fibroblasten (Rat-2) fuhrt (Kam Exton, 2004; Samadi et al., 2011).

Nachdem durch LPA eine Hemmung des Insulin-aktivierten PI3K/Akt-Signalweges induziert wird,
wurde auch in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob LPA ebenfalls zur Hemmung der Insulin-
aktivierten Ras/Raf/ERK in MIN-6 Zellen beitragen kann.

ERK1/2 sind Mitglieder der MAPK-Familie und werden durch Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Hormone und oxidativen Stress (ber GPCR und RTK aktiviert. Fur Zellwachstum und
Differenzierung sind ERK1/2 von grofier Bedeutung. Sowohl in MIN-6 Zellen als auch in isolierten
Inseln der Maus stellt der Insulin-aktivierte Raf-1/ERK1/2 Signalweg eine maligebliche Bedeutung fir
die Induktion der B-Zellproliferation und des Uberlebens dar (Alejandro Johnson, 2008; Beith et al.,

2008). In der vorliegenden Arbeit konnte der Nachweis erbracht werden, dass ERK1/2 durch Insulin
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aktiviert wird, wahrend die Vorbehandlung mit LPA zu einer Hemmung der ERKZ1/2-
Phosphorylierung beitragt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass LPA eine zusétzliche Wirkung
hinsichtlich der Hemmung der Insulin-stimulierten Zellproliferation und das Uberlebens tiber
Inhibierung der ERK1/2 vermittelt. Jedoch wird auch tber die negative Wirkung von ERK1/2 auf den
Insuin-Signalweg berichtet. So fihrt im Rahmen eines negativen Feedback-Mechanismus die
chronische Aktivierung der ERK1/2 durch Insulin zur Phosphorylierung von Serin-Resten des IRS-2
und vermindert so den Insulin-Signalweg (Fritsche et al., 2011). AuRerdem konnte in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass die alleinige Stimulation mit LPA zu einer deutlichen Aktivierung der
ERK1/2 fuhrt. LPA konnte in verschiedenen Zellen die ERK1/2 sowohl direkt als auch durch
Transaktivierung des EGF-Rezeptors aktivieren und dadurch die Proliferation und das Uberleben
bewirken (Cunnick et al., 1998; M. K. Kim et al., 2005; Rusovici et al., 2007). Da LPA eine leichte
Anti-apoptose in MIN-6 Zellen induzieren kann, wére es moglich, dass die anti-apoptotische Wirkung
des LPA in MIN-6 Zellen (iber eine Aktivierung der ERK1/2 vermittelt wird.

Demnach lassen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf schlieRen, dass erhéhte LPA- Konzentrationen im
Plasma einen hemmenden Einfluss auf den Insulin-Signalweg haben und zur Insulinresistenz in den f-

Zellen beitragen.
4.1.5 Beteiligung von PKCd an der hemmenden Wirkung von LPA

Insgesamt lasst sich aus den erhaltenen Daten ableiten, dass LPA eine Dephosphorylierung von Akt
auslost, was mit der Hemmung der Proliferation sowie Induktion der Apoptose einhergeht. In dieser
Hinsicht wurde untersucht, welche intrazellularen Signalkaskaden dieser Reaktion zu grunde liegen.
Schon langer ist bekannt, dass PKC-Isoformen die Insulin-Signalkaskade hemmen kénnen und bei der
Entstehung einer Insulinresistenz mafigeblich beteiligt sind. Dabei wurde im Vorversuch gezeigt, dass
die Aktivierung von PKC durch den PKC-Aktivator (PMA) zu einer dosis-abhangigen Hemmung der
Insulin-induzierten Akt-Phosphorylierung fiihrt. Dies stimmt mit anderen Studien (berein, in denen
die hemmende Wirkung von PMA in 3-Zellen nachgewiesen wurde (Wrede et al., 2002). Im Vergleich
zu PMA konnte die LPA-induzierte Akt-Hemmung durch einen PKC-abhdngigen Signalweg
vermittelt werden. Im Folgenden wurde das Expressionsmuster der PKC-Isoformen in MIN-6 Zellen
mittels RT-PCR untersucht. Die starkste Expression wurde von PKC in MIN-6 Zellen detektiert. Eine
niedrige Expression wurde von PKCa, B, y gefunden. Am geringsten wurde in MING6-Zellen die PKCO
exprimiert und die Expression von PKC({ unterblieb hier génzlich. In der fritheren Literatur sind
unterschiedliche Expressionsmuster der PKC-Isoformen in MIN-6 Zellen beschrieben worden. So
wurde zwar die mMRNA-Expression von PKCa, A, 8, { und € in MIN-6 Zellen detektiert, aber es wurde

nur eine geringe Expression von PKCS gezeigt (Tian et al., 1996). Als Ursache fur diesen Unterschied
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werden in den friheren Literaturen nicht hinreichend spezifische Primer angegeben, die eine genaue
Differenzierung der Expressionen der einzelnen Isoformen nicht zulieBen. In der f-Zelllinie RIN1046-
38 der Ratte konnte eine starke Expression der PKCd und eine niedrige Expression von PKCC gezeigt
werden (Hennige et al., 2002). Um festzustellen, ob die Inhibition der PKC einen modulierenden
Effekt auf die durch LPA induzierte Akt-Hemmung hat, wurde GF109203X als ein genereller
Inhibitor der PKC eingesetzt. Die hemmende Wirkung von LPA auf die Akt-Aktivierung wurde durch
GF109203X aufgehoben. Diese Hemmung weist darauf hin, dass LPA (ber eine Aktivierung der PKC
zu einer signifikanten Reduktion des Insulin-Signalweges fiihrt. Des Weiteren wurde untersucht,
welche PKC-Isoform an der hemmenden Wirkung von LPA beteiligt ist. So zeigte die Anwesenheit
von GO 6976, einen Inhibitor der konventionellen PKC, keinen Einfluss auf die hemmende Wirkung
von LPA. Damit ist eine Beteiligung der konventionellen PKC-Isoformen an der hemmenden Wirkung
von LPA auf die Akt-Aktivitdt unwahrscheinlich. Zundchst wurde Rottlerin eingesetzt, ein PKC-
Inhibitor, welcher die Aktivitit von PKCS blockiert. Obwohl Rottlerin als unspezifischer Inhibitor der
PKC5d beschrieben ist, kann es in Konzentrationen zwischen 3 und 6 uM als PKC3-Inhibitor eingesetzt
werden (Gschwendt et al., 1994). Bei einer Inkubation der Zellen mit 5 uM Rottlerin zeigte sich eine
Schwachung der LPA-induzierten Akt-Hemmung. Darliber hinaus wurde eine dosis-abhangige
Aktivierung der PKCS durch LPA beobachtet. Dabei konnte LPA bei 10 uM eine maximale
Aktivierung von PKCd erreichen. Daher ist es moglich, dass einer der Mechanismen fiir die durch
LPA-ausgeloste Hemmung der Akt-Aktivitéat iiber eine Aktivierung der PKCS vermittelt wird. Eine
Aktivierung der PKCS durch LPA wurde in dieser Arbeit erstmals in -Zellen gezeigt. LPA aktiviert
die PKC3 in verschiedenen Zellen und vermittelt dadurch mehrere Prozesse. In glatten Muskelzellen
induziert LPA die Transkription der Early Growth Response-1 (Egr-1) durch die Aktivierung der
PKCo, was zur Zellproliferation fithrt (lyoda et al.,, 2012). Auch ist LPA in der Lage, die
Differenzierung der Schwannzellen durch PKC$ auszulsen (Y. Li et al., 2003).

Der negative Effekt von PKCS auf den Insulin-Signalweg ist bereits in verschiedenen Studien
beschrieben worden. In INS-1 Zellen induziert FFA eine PKCd-vermittelte Dephosphorylierung der
Akt Kinase und somit eine Insulinresistenz in 3-Zellen (Wrede et al., 2003). AuRerdem wurde auch in
Keratinozyten eine durch die PKC3s-vermittelte Dephosphorylierung der Akt-Kinase durch S1P
beschrieben (Schippel et al., 2008). PKC8 kann nicht nur mit der Akt, sondern auch auf weiteren
Ebenen des Insulin-Signalweges interferieren. PKCd fiihrt zur Serin-Phosphorylierung des IRS und
verhindert damit die Insulin-vermittelte Tyrosin-Phosphorylierung von IRS. Dies fuhrt zu Stérungen
des Insulin-aktivierten PI3K/PKB-Signalweges (Waraich et al., 2008). In diesem Zusammenhang
konnte die Reduktion der Tyrosin-Phosphorylierung von IRS-2 durch die LPA-vermittelte PKCo-
Aktivierung angesehen werden. Neben der negativen Wirkung wird auch eine positive Wirkung von
PKCs auf den Insulin-Signalweg beschrieben. Hierbei konnte in einer Studie gezeigt werden, dass

PKCS ein positiver Regulator in Skelettmuskelzellen ist und den IR beeinflusst. So fiihrt die
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Uberexpression der PKCS zu einer Erhéhung der Tyrosin-Phosphorylierung des IR und des IRS-1 und
aktiviert damit die IR-Signalkaskade (Jacob et al., 2010). Neben der PKCd zeigen andere PKC-
Isoformen auch eine negative Beeinflussung der Akt-Kinase. Dabei wird diskutiert, dass eine
Aktivierung von PKC( durch Ceramide eine Dephosphorylierung von Akt auslésen kann (Fox et al.,
2007). Dartber hinaus hemmt LPC die Insulin-induzierte Akt-Aktivierung durch PKCa in vaskularen
glatten Muskelzellen (Motley et al., 2002). AuBlerdem fiihrt die Aktivierung der PKCO und PKCe
durch DAG im Sinn einer Insulinresistenz zu einer Verminderung der Tyrosin-Phosphorylierung des
IRS-1 und zu einer vermehrten der Serin-Phosphorylierung von IRS-1, was die Weiterleitung des
Insulin-Signalweges verhindert (Samuel et al., 2010).

Eine proliferationshemmende Wirkung der PKC3 konnte in Keratinozyten und INS-1 Zellen durch die
Interaktion mit dem Insulin-Signalweg gezeigt werden (Schippel et al., 2008; Wrede et al., 2003).
Hingegen fiihrte die Uberexpression der PKCS in INS-1 Zellen unter stressfreien Bedingungen zu
einem verstarkten Zellwachstum und Uberleben (Ranta et al., 2011). Es wurde berichtet, dass PKCS in
verschiedenen Zelltypen wie Hepatozyten, Keratinozyten und Skelettmuskelzellen durch Insulin
aktiviert wird und somit den mitogenen Effekt des Insulins und die Glucoseaufnahme vermittelt
(Brutman-Barazani et al., 2012; Gartsbein et al., 2006; Horovitz-Fried et al., 2006).

PKC3d scheint eine wichtige Bedeutung bei der Induktion einer Apoptose zu besitzen. Verschiedene
pro-apoptotische Signale werden durch PKCd eingeschaltet und damit wird die Apoptose in den
Zellen induziert. Die Aktivierung und Translokation der PKCS in den Zellkern wird durch die
Palmitat-induzierte B-Zellapoptose vermittelt (Eitel et al., 2003). Transgene Mé&use, bei denen eine
Kinase-inaktive PKC$ spezifisch in pankreatischen B-Zellen (PKCSKN) iiberexprimiert, sind vor einer
HFD-induzierten Apoptose geschitzt. Diese Untersuchung liefert einen weiteren Beweis dafiir, dass
die durch Palmitat-induzierte Akkumulation von FOXO im Zellkern bei (PKCSKN)-Mé&usen gehemmt
und dadurch die Apoptose verhindert wird (Hennige et al., 2010).

So konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die LPA-aktivierte PKC3 eine Suppression
der Akt-Aktivierung bewirkte und die Anwesenheit der Hemmstoffen GF109203X und Rottlerin zu
einer Verstarkung der Phosphorylierung der Akt-Kinase flihrten. Allerdings wurden der Einfluss der
PKC$ auf die Proliferationshemmung und die Apoptoseinduktion durch LPA in dieser Arbeit nicht
iiberpriift. Es kann jedoch angenommen werden, dass die PKCd-Aktivierung an diesen Prozessen
beteiligt ist (Abb. 4.1.5).
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Abbildung 4.1.5: Mdglicher Mechanismus der Insulin-Signalweg-Modulation durch LPA in
pankreatischen f-Zellen. Unter Adipositas wird die ATX-Freisetzung von Adipozyten erhdht, was mit
einer Steigerung der LPA-Konzentration im Plasma verbunden ist. LPA hemmt durch den Gi-Protein-
gekoppelten LPAs-Rezeptor-vermittelte Aktivierung der PKC6 die Akt-Kinase. Auch kdnnte LPA (ber
PKC6 den IRS-2 inhibieren und so die Weiterleitung den Insulin-Signalwegen PI3K/Akt und
Raf1/ERK1/2 verhindern. Dadurch werden die Proliferation und das Uberleben der p-Zellen
verhindert und so resultiert eine Reduktion der [-Zellmasse, was in der Pathogenese des T2D
involviert ist. LPA kann in der de novo Synthese von TG aus Acyl-CoA und G3P durch die GPAT
entstehen. Somit kdnnte der erhdhte intrazellulare LPA-Spiegel bei Adipositas an der Hemmung des

Insulin-Signalweges beteiligt sein.

126



Diskussion

4.1.6 Weitere mogliche Mechanismen der LPA-vermittelten Hemmung der

Insulin-Signalkaskade

Bisher konnte vor allem im Tiermodell gezeigt werden, dass ein erhohter FFA-Spiegel eine
wesentliche Rolle bei der Entstehung der adipositasassoziierten Insulinresistenz in B-Zellen spielt.
Unter dem Einfluss der Oxidation der akkumulierten Fettsduren kommt es zur Aktivierung
verschiedener Serinkinasen, wie JNK, PKC, GSK3p und mTOR. Diese Kinasen fiihren zur Hemmung
des Insulin-Signalweges auf mehreren Ebenen. Im Plasma adipdser Menschen und Mause werden
héaufig erhohte Konzentrationen an LPA gefunden, die zur Insulinresistenz fuhren kénnen. In Rahmen
dieser Arbeit wurde LPA als Ursache fiir die Insulinresistenz in B-Zellen identifiziert sowie auch

Signalwege aufgeklart, die an der LPA-induzierten Insulinresistenz beteiligt sind.

In genetischen und diatetischen Mausmodellen der Adipositas wurde eine Zunahme der JNK-Aktivitat
in peripheren Insulin-Zielgeweben wie Skelettmuskel, Fettgewebe und Leber beobachtet, welche die
Insulinresistenz  fordert (Hirosumi et al., 2002). AuBerdem lost die JNK-Aktivierung eine
Insulinresistenz in pankreatischen B-Zellen aus, indem eine Hemmung der Insulinsekretion sowie der
Verlust der B-Zellen vermittelt werden. JNK fiihrt zu einer Serin/Threonin-Phosphorylierung des
IRS1/2 und verhindert damit die Insulin-vermittelte Signalkaskade (Solinas et al., 2006). Dariiber
hinaus fihrt die Aktivierung von JNK zu einer Verminderung der PDX-1 Aktivitdt und folglich zu
einer Hemmung der Insulinexpression und antiapototischen Proteine (Kaneto et al., 2005; Kawamori
et al., 2006). Eine Zeitabhangigkeit der JNK-Phosphorylierung wurde in der vorliegenden Arbeit nach
der Behandlung der MIN-6 Zellen mit 10 uM LPA nachgewiesen. In einer weiteren Untersuchung
wurde eine kombinierte Stimulation mit LPA und Insulin durchgefuhrt und die JNK Phosphorylierung
detektiert. In der Tat wurde JNK als ein Stressfaktor beschrieben und in mehreren Zelltypen durch
Insulin herunterreguliert, jedoch 16ste Insulin in MIN-6 Zellen erstaunlicherweise eine
Phosphorylierung der JNK und in Anwesenheit von LPA nach 5 min eine Reduktion der aktivierten
JNK aus. Eine signifikante Hemmung der Akt-Phosphorylierung durch LPA wurde in MIN-6 Zellen
hervorgerufen, wahrend eine signifikante Zunahme der JNK-Phosphorylierung durch LPA bereits
nach 30 min beobachtet wurde. Daraus lasst sich folgern, dass eine Beteiligung der JNK-Aktivierung
an der LPA-abhangigen Hemmung der Insulin-induzierten Akt-Phosphorylierung unwahrscheinlich
ist. Die Aktivierung der JNK kann nicht nur durch Stress-Stimuli hervorgerufen werden, sondern auch
durch Wachstumsfaktoren wie z. B. TGF-B (transforming growth factor ), EGF und PDGF (Auf et
al., 2013; Seki et al., 2012). AuRerdem wird diskutiert, dass die Aktivierung der JNK in der Lage ist,
die Proliferation der Zellen zu stimulieren. Ebenfalls kann LPA die Proliferation verschiedener
Zelltypen wie Swiss 3T3 Fibroblasten und 1321N1 Astrozytomzellen (ber eine Aktivierung der JINK

fordern (S. Liu et al., 2004; Radhakrishnan et al., 2010). In einer Studie mit neuronalen
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Progenitorzellen ergab sich ein Beweis, dass die JNK-Aktivierung an der durch GH-induzierten
Zellproliferation beteiligt ist (Devesa et al., 2014; El-Haibi et al., 2011). In der Tat konnte auch gezeigt
werden, dass Insulin die Proliferation der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 (iber eine Aktivierung
von JNK und ERK foérdert (H. Chen et al., 2012). So l&sst sich aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
vermuten, dass Insulin in pankreatischen B-Zellen neben Akt und ERK die JNK aktivieren kann und
somit moglicherweise eine Zellproliferation vermitteln konnte. Aus der Literatur ist bekannt, dass die
JNK-Aktivierung die Bindungsaktivitat des PDX-1 mit daraus resultierender Proliferationshemmung
der B-Zellen vermindert. In diesem Zusammenhang l&sst sich ansehen, dass die zeitabhangige
Aktivierung von JNK durch LPA mit der Hemmung der Insulin-stimulierten PDX-1-Expression durch
LPA korreliert ist.

Eine weitere Mdglichkeit ist, dass die Phosphorylierung von Akt durch eine Phosphatase gehemmt
sein konnte. PP2A ist eine Serin-Threonin-Phosphatase, die eine Dephosphorylierung von Akt
bewirkt. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine Uberaktivierung von PP2A durch hohe
Konzentrationen von Glucose und die damit entstehende Glucolipotoxizitat an der Pathogenese der
Insulinresistenz beteiligt ist (Kowluru Matti, 2012). Auferdem induziert Ceramid eine PP2A-
Aktivierung, wodurch die Phosphorylierung von Akt katalysiert und anschliefend eine Hemmung der
Akt-Aktivierung ausgelost wird, was eine Apoptose und Dysfunktion der 3-Zellen zur Folge hat (Lang
et al.,, 2011). Eine Methylierung der PP2A wurde nach der Behandlung mit 10 uM LPA mittels
Western Blot untersucht. Es wurde in der vorliegenden Arbeit kein Einfluss von LPA auf die Aktivitat
der PP2A in MIN-6 Zellen beobachtet.

Ein weiterer Mechanismus fiir die Entwicklung der B-Zelldysfunktion und T2D wurde durch erhdhte
intrazellulare Ca**-Konzentrationen dargestellt. Die Veranderung der intrazellularen Ca®*-
Konzentrationen reguliert verschiedene zellulare Prozesse wie Proliferation, Apoptose,
Differenzierung und Migration. Eine Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentrationen fiihrt zum -
Zelltod durch Aktivierung mehrerer pro-apoptotischer Signalwege wie ER-Stress, ROS, JNK und
Caspasen. Ein zusétzlicher Mechanismus fiir die Induktion der Apoptose durch Ca?* ist die
Dephosphorylierung der Akt-Kinase. In einer Untersuchung mit MIN-6 Zellen wurde gezeigt, dass
FFA zu einem Anstieg des intrazellularen Ca?*-Spiegels fiihren und so eine Dephosphorylierung der
Akt mit B-Zellapoptose ausliben kann (S. E. Choi et al., 2007). LPA kann Uber G4 oder G; die PLC
aktivieren. In der Folge kommt es zu einer Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration, wodurch
verschiedene zelluldre Prozesse wie Apoptose, Proliferation und Migration vermittelt werden (Nilsson
Svensson, 2003; Xu et al., 2005). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch, dass in MIN-6 Zellen
die LPA-induzierte Akt-Hemmung nicht von Ca?* abhangig ist. Die Hemmung der Insulin-induzierten
Akt-Phosphorylierung durch LPA wurde durch Einsatz des Ca?*-Chelators BAPTA/AM verstarkt.
AuRerdem konnte durch BAPTA/AM die Insulin-induzierte Akt-Phosphorylierung reduziert werden.

Diese Resultate deuten darauf hin, dass das intrazellulare Ca?* fur die Insulin-induzierte Akt-
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Phosphorylierung notwendig ist. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass ein erhéhter
intrazellularer Ca*-Spiegel mit einer Akt-Phosphorylierung assoziiert ist (Nicholson-Fish et al., 2015;
Secondo et al., 2015). AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass Ca?* in dem Insulin-Signalweg
involviert ist und somit in der Induktion der Zellproliferation. In Fibroblasten fuhrt Insulin zu einer
Aktivierung der Ca?*/CaMKI], die wiederum zu einer ERK-Aktivierung und somit zur Induktion der
Proliferation beitragt (Monaco et al., 2009). In diesem Zusammenhang kénnte man vermuten, dass die
Steigerung der intrazellularen Ca?*-Konzentrationen fir die Insulin-induzierte Akt-Phosphorylierung
von entscheidender Bedeutung ist.

4.1.7 Beteiligung des LPA3-Rezeptors an der hemmenden Wirkung von
LPA

Nachdem die MIN-6 Zellen eine LPA-induzierte Hemmung der Akt-Aktivierung zeigten, stellte sich
die Frage, welche LPA-Rezeptoren flr diese Wirkung verantwortlich sind. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die LPA-Rezeptoren auf mRNA-Ebene durch Anwendung der quantitativen Real-Time PCR
bestimmt. So konnte die Expression aller LPA-Rezeptoren mit dem am stérksten exprimierten LPA-
Rezeptorsubtyp in MIN-6 Zellen nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den durchgefiihrten
Versuchen zeigte sich auch in priméren Inseln aus Ratten ebenfalls eine verstarkte Expression des
LPA; (Laychock et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von PTX auf die LPA
induzierte Akt-Hemmung untersucht. In der Tat fiihrte die Vorbehandlung mit PTX zu einer
kompletten Inhibierung der LPA-induzierten Akt-Hemmung. Dies Resultat deutet darauf hin, dass die
LPA-induzierte Hemmung der Insulin-abh&ngigen Akt-Phosphorylierung tber G; vermittelt wird.
Obwonhl der LPA,-Rezeptor die starkste Expression in MIN-6 Zellen zeigt, weisen die Untersuchungen
durch den Einsatz von Agonisten und Antagonisten darauf hin, dass der LPAs;-Rezeptor an der
Dephosphorylierung der Akt-Kinase beteiligt ist. So fiihrt die Vorinkubation der MIN-6 Zellen mit
den spezifischen LPAs-Rezeptor-Agonisten OMPT zu einer Hemmung der Insulin-induzierten Akt-
Phosphorylierung. AuBerdem heben die LPAus-Rezeptor-Antagonisten die LPA-vermittelte
Hemmung der Akt- Dephosphorylierung auf. Insgesamt gibt es aktuell noch zu wenige Daten Uber die
Beteiligung der LPA-Rezeptoren an der Hemmung der Akt-Aktivitat. Die demonstrierte LPA-
abhangige Reduktion der Akt-Aktivitat kann bereits iber andere LPA-Rezeptoren nachgewiesen
werden. In Ovarialkarzinomazellen (CHO) konnte eine (ber den LPA:-Rezeptor vermittelte
Beeinflussung der Gizis-Rho-Signalkaskade und eine damit verbundene Hemmung der Akt-
Phosphorylierung beobachtet werden (Sugimoto et al., 2006).

Die Beteiligung des-Rezeptors an der LPA-induzierten Akt-Hemmung wurde auch in dieser Arbeit
durch OMPT in Proliferationsversuchen bestatigt. Allerdings ist der LPAs-Rezeptor fir die Hemmung

der Insulin-induzierten Proliferation der MIN-6 Zellen verantwortlich. Die proliferativen und anti-
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proliferativen Wirkungen des LPA sind vom Zelltyp und den jeweils exprimierten LPA-Rezeptoren
abhéngig. In murinen Astrozyten kann die Aktivierung des LPA;:-Rezeptors zu einer Induktion der
Proliferation fuhren (Shano et al., 2008). Die Aktivierung von LPA;:- und LPAs-Rezeptoren in einer
Zelle zeigt auf die Zellproliferation eine gegensétzliche Wirkung. Wéhrend der LPA;-Rezeptor
proliferationshemmend auf humane Mesangialzellen bewirkt, fiihrt der LPAs-Rezeptor in denselben
Zellen zu einer Proliferation (Xing et al., 2004). Hingegen konnte in weiteren Untersuchungen
nachgewiesen werden, dass der LPA;-Rezeptor in Endothelzellen F-2 die Proliferation induziert,
jedoch LPAs-Rezeptoren die Proliferation der Endothelzellen F-2 hemmen (Kitayoshi et al., 2012).
Diese Studie steht im Einklang mit unseren Untersuchungen flr eine Beteiligung vom LPA;-Rezeptor
an der hemmenden Wirkung der Proliferation. Des Weiteren wurde der LPAs-Rezeptor als negativer
Regulator weiterer zellularer Prozesse beschrieben. In Darmkrebszellen (HCT116) tragt die
Aktivierung des LPAs-Rezeptors zu einer Hemmung der Zellmigration und -invasion bei (Fukui et al.,
2012). Jedoch wird auch diskutiert, dass die anti-proliferative Wirkung von LPA (ber andere LPA-
Rezeptoren vermittelt wird. In Maus-Fibrobasten 3T3 kann die Aktivierung des LPAs-Rezeptors zu
einer Hemmung der Proliferation fiihren (Dong et al., 2014). Daruber hinaus vermittelt der LPAs-
Rezeptor die Proliferation kardialer Fibroblasten bei Neugeborenen und bei hohen Konzentrationen
von LPA wurde die Proliferation tiber LPA; gehemmt (J. Chen et al., 2006).

AuBRerdem konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass durch OMPT der anti-apoptotische
Effekt des Insulins unterdriickt wurde. Dies lieferte einen zusatzlichen Hinweis fir eine Beteiligung
des LPAs-Rezeptors an der hemmenden Wirkung von LPA. AuBerdem konnten OMPT wie auch LPA
alleine eine leichte anti-apoptotische Wirkung in MIN-6 Zellen induzieren. Die selektive Hemmun des
LPAs-Rezeptor durch LPAq;s-Rezeptor-Antagonisten (VPC12249) fuhrt zu einem zytoprotektiven
Effekt in einem Modell zum renalen Ischdmie-Reperfusionsschaden (I/R) (Okusa et al., 2003).
AuRerdem kann LPA iber weitere LPA-Rezeptoren apoptotisch beeinflussen. Uber den LPA;-
Rezeptor induziert LPA eine Apoptose in mehreren Zelltypen wie z.B Epithelzellen, retinalen
Ganglienzellen (RGC) und Endothelzellen (Brault et al., 2007; Funke et al., 2012; Yang et al., 2009).
Auch wirkt LPA anti-apoptotisch (ber eine Aktivierung des LPAs-Rezeptors. So konnte in
mesenchymalen Knochenstammzellen (BMSCs) ein protektiver Effekt von LPA (iber den LPAs-
Rezeptor gegen eine durch H,O2-induzierte Apoptose gezeigt werden (X. Y. Wang et al., 2015).

4.2 Bedeutung von LPA in der vaskularen Homdgostase

In zahlreichen epidemiologischen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen den LPA-Spiegeln und
dem Auftreten kardiovaskulérer Erkrankungen wie Thrombose, vaskuldres Remodeling und
Atherosklerose beschrieben (Cui, 2011). Der erhohte lokale LPA-Spiegel 16st vaskuldres Remodeling

durch die Stimulation der Neointima-Bildung und damit eine Progression der atherosklerotischen
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Lasion aus (Panchatcharam et al., 2008). LPA wirkt als phéanotypischer Modulator der glatten
Gefallmuskelzellen, die aus der Media in die Intima einwandern und dort proliferieren kdnnen, was fr
die Neointima-Bildung erforderlich ist (Yoshida et al., 2003). LPA moduliert den Blutdruck bei Ratten
und anderen S&ugetieren. AulRerdem beeinflusst LPA als Regulator den Gefél3tonus, indem die lokale
Applikation eine zerebrale VVasokonstriktion im Schwein verursacht (Tigyi et al., 1995).

Der Einfluss von LPA auf die endotheliale Funktion im Rahmen der Regulation des GefaRtonus wurde
in dieser Arbeit untersucht. LPA in physiologisch relevanten Konzentrationen (10 nM bis 5 uM)
fihrte im Versuch an isolierten Pulmonalarterien von Schweinen mit intaktem Endothel zu einer
signifikanten  dosisabh&ngigen  Vasorelaxation an  vorkontrahierten  GeféRringen.  Die
Endothelabhangigkeit der durch LPA vermittelten Vasodilatation wurde durch mechanische
Endothelentfernung der GeféRringpraparate oder durch chemische Hemmung der eNOS mittels des
spezifischen und irreversiblen Inhibitors L-NAME untersucht, wobei die Vasodilatation vollig
gehemmt wurde. Unterstutzt wird dies durch neue Daten von Untersuchungen an isolierten thorakalen
Aorten aus C57BL/6-Mé&usen, bei denen LPA eine signifikante dosisabhéangige Vasorelaxation in
vorkontrahierten Aortenringen bewirkt. Diese Vasodilatation kann durch Endothelentfernung der
Aortenringe vollig unterdriickt werden. Zusétzlich konnte in vorkontrahierten Aortenringen von
eNOS-defizienten Mdausen durch LPA ebenfalls keine signifikante Vasodilatation ausgeldst werden
(Ruisanchez et al., 2014). Alle Daten zeigen somit eindeutig, dass die durch LPA ausgel6ste
Vasodilatation ausschliellich vom Endothel abhdngig ist und Uber eine eNOS-abhdngige NO-
Produktion gesteuert wird. Hinsichtlich der Wirkung von LPA auf die untersuchten Geféle ergab sich
bei den Untersuchungen durch Ruisanchez, Dancs et al. eine weitere wichtige Beobachtung
(Ruisanchez et al., 2014). Unter basalen, nicht vorkontrahierten Bedingungen verursachte LPA eine
geringe Kontraktion in Aortenringen von C57BL/6-Mausen. Dariiber hinaus lést LPA sowohl nach der
Entfernung des Endothels als auch in isolierten GefdRen von eNOS-defizienten Mausen eine
Vasokonstriktion aus. In dieser Arbeit zeigte LPA keine vasokonstriktorische Wirkung weder durch
die Behandlung mit L-NAME noch auf den basalen Geféltonus.

In weiteren Untersuchungen wurde ebenfalls von vasokonstriktorischen Effekten des LPA berichtet.
Unter Shear Stress beeinflusst LPA eine endothelabhdngige Vasokonstriktion in isolierten
mesenterialen Arterien der Ratten und in Maus-Aorten (Niioka et al., 2013; Shibata et al., 2011). Die
in dieser Arbeit dargestellten Versuche wurden unter stressfreien-Bedingungen durchgefihrt. In
zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass LPA durch verschiedene Mechanismen eine
endotheliale Dysfunktion induzieren kann. Einer dieser Mechanismen ist die Beeintrachtigung der
Vasodilatation der Koronararterien vom Schwein. Dabei fihrt LPA zu einer dosisabhangigen
Reduktion der Bradykinin-induzierten Vasodilatation tber eine Reduktion der eNOS-Expression (C.

Chen et al., 2012). Die physiologische LPA-Konzentration liegt im Serum bei 5 - 10 uM, aber unter
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pathologischen Bedingungen kann sie um das Mehrfache héher sein. Die in der vorliegenden Arbeit
eingesetzte LPA-Konzentration liegt im Bereich von 16 nM bis 5000 nM und ist dquivalent zu der
physiologisch vorliegenden Konzentration im Serum und fiihrt damit zu einer direkten Vasodilatation.
Die in der Untersuchung von Chen, Ochoa et al. eingesetzten Konzentrationen von LPA lagen im
Bereich von 10 - 50 uM und fiihrten nach 24-stindiger Inkubation mit LPA zu einer VVasokontraktion
(C.Chenetal., 2012).

LPA vermittelt eine Vielzahl an physiologischen Prozessen durch Aktivierung verschiedener G-
Protein-gekoppelter LPA-Rezeptoren. Die LPA-Rezeptorexpression auf isolierten
Pulmonalendothelzellen von Schweinen wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. In der Untersuchung
von Ruisanchez, Dancs et al. konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von LPA;-, LPA,-,
LPA.- und LPAs-Rezeptoren mit dem am starksten vertretenen LPA4-Rezeptorsubtyp in den isolierten
murinen Endothelzellen aus Aorten stattfindet. Die LPA-induzierte Vasodilatation konnte in der
vorliegenden Arbeit durch DGPP, einen LPA;s-Antagonisten, abgeschwacht werden. Dies deutet auf
eine mogliche Beteiligung des LPA;:- und/oder LPA;-Rezeptorsubtyps hin. In Bezug auf die
Expressionsmuster der LPA-Rezeptoren wurde der LPAs-Rezeptor bei Ruisanchez, Dancs et al. nicht
gefunden (Ruisanchez et al., 2014). Dies deutet darauf hin, dass es keine Beteiligung des LPAs-
Rezeptor bei der LPA-vermittelten Wirkung gibt. Im Vergleich zu den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit zeigte sich bei Ruisanchez, Dancs et al. 2014 mit Hilfe von verschiedenen LPA-Rezeptoren-
Agonisten und -Antagonisten, dass der vasodilatierende Effekt der LPA vollstandig Gber den LPA;-
Rezeptor vermittelt zu sein scheint. Ebenfalls konnten Untersuchungen an LPA;-Rezeptor-defizienten
Mausen einen weiteren Hinweis liefern, dass der vasodilatierende Effekt von LPA Uber den LPA;-
Rezeptor vermittelt wird (Ruisanchez et al., 2014). Die Aktivierung der LPA1;-Rezeptoren ist an der
Pathogenese der pulmonalen Hypertonie beteiligt (Shlyonsky et al., 2014). Eine Studie mit
WiderstandsgefalRen der Rattenmodelle belegt, dass die myogene Vasokonstriktion durch den LPAs-

Rezeptor-induzierte Integrin-Aktivitat vermittelt wird (Staiculescu et al., 2014).
4.3 Einfluss von LPA auf die eNOS-Aktivierung in HPAECs

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse konnten zeigen, dass LPA an Pulmonalarterien mit
intaktem Endothel eine dosisabhangige endothelvermittelte Vasodilatation auslést, die durch
pharmakologische eNOS-Hemmung durch L-NAME und Endothelentfernung vollstandig aufgehoben
werden kann. So liegt die Vermutung nahe, dass LPA eine Aktivierung der eNOS mit nachfolgender
NO-Freisetzung induzieren kann. Dies wurde mit Hilfe von humanen pulmonalarteriellen
Endothelzellen (HPAECS) festgestellt. LPA fiihrt innerhalb von Minuten zu einer konzentrations- und
zeitabhé&ngigen Phosphorylierung an Ser1177 und somit Aktivierung der eNOS in den HPAECSs. Die

durch LPA induzierte NO-Produktion aus kultivierten HAPECs konnte mittels des NO-sensitiven
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Fluorophors DAF-2DA in fluoreszensmikroskopischen Versuchen reproduziert werden. Durch
pharmakologische Hemmung der eNOS durch L-NAME konnte der NO-abhédngige Fluoreszenz-
anstieg aufgehoben werden. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass
LPA ebenfalls in BAECs (bovin aortic endothelial cell) einen konzentrations- und zeitabh&ngigen
stimulierenden Effekt von LPA auf die eNOS-Aktivierung zeigt (Kou et al., 2002).

Es gibt jedoch Unterschiede in der zeitlichen Reihe der eNOS-Phosphorylierung in der Zellkultur im
Vergleich zum Relaxationsverhalten der Schweinegefairinge. Wahrend eine Phosphorylierung der
eNOS in den Zellkulturversuchen bereits nach 5 min auftrat, konnte die Relaxation der Gefaliringe
direkt nach der Zugabe von LPA beobachtet werden. AufRerdem wurde die maximale eNOS-
Phosphorylierung in der Zellkultur bei 10 uM hervorgerufen, wéhrend die maximale Relaxation der
Gefalringe bei 1,6 uM nachgewiesen wurde. Mogliche Ursachen dieser Differenzen konnten
unterschiedliche Versuchsbedingungen sein. In GeféaRringen funktioniert das Endothelium im
Zusammenspiel mit den umgebenden Geweben, wéhrend in der Zellkultur die Endothelzellen nur eine

isolierte Schicht bilden.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse kdnnten Hinweise dafur sein, dass LPA in der Lage ist,
die eNOS zu aktivieren und auf diesem Wege die Bioverfligbarkeit von NO zu erhdhen, was mit einer
Vasodilatation der Gefél3e einhergeht und damit eine Verbesserung der Endothelfunktion bewirkt. Im
Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass LPA (ber eine Reduktion der eNOS-Expression zu einer
endothelialen Dysfunktion fihrt (C. Chen et al., 2012). LPA induziert eine dosis- und zeitabhangige
Reduktion der eNOS-mRNA-Ebene in isolierten Koronararterien von Schweinen sowie auch in
humanen Koronararterien Endothelzellen (HCAECSs). AuBBerdem konnte LPA in einer Konzentration
von 10 pM eine Dephosphorylierung der eNOS in HCAECs auslosen, wahrend die Stimulation mit 10
UM in HAPEC zu einer erhéhten Phosphorylierung der eNOS flinrt. Dieser gegensétzliche Effekt von
LPA koénnte mdglicherweise auf den unterschiedlichen Zelltypen und/oder der Inkubationszeit der
Endothelzellen mit LPA beruhen. Bei Chen, Ochoa et al. wurden die HCAECs Uber 24 h mit LPA
inkubiert, was dann zur Reduktion der eNOS-Expression fiihrte (C. Chen et al., 2012). In unseren
Untersuchungen konnte LPA eine Phosphorylierung der eNOS erst ab Stimulationszeiten von 5 min
austben. Ebenfalls konnte in den Versuchen von Kou, Igarashi et al. in BAECs eine schnelle
Phosphorylierung der eNOS innerhalb einer Minute gezeigt werden. Diskutiert wird, dass andauerndes
freigesetztes NO im Sinne eines negativen Riickkopplungsmechnismus eine Inaktivierung der eNOS
beeinflusst (Vaziri Wang, 1999). So liegt der Gedanke nahe, dass die Behandlung mit LPA innerhalb
von Minuten zu einer eNOS-Aktivierung und damit zur NO-Bildung mit nachfolgender VVasodilatation
flihrt, jedoch mit dauerhaft erhéhter NO-Bildung durch LPA die eNOS-Expression reduziert wird und
damit eine Verschlechterung der Vasodilatation aufweist. Untermauert wird diese Hypothese durch die
Untersuchungen mit TNFo, indem die kurzfristige Behandlung der Endothelzellen mit TNFa eine
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Aktivierung der eNOS induziert, wahrend die langfristige Behandlung zur Reduktion der eNOS-
Expression fuhrt (Anderson et al., 2004; De Palma et al., 2006). Somit konnte geschlussfolgert
werden, dass der Einfluss von LPA auf die eNOS-Aktivierung zeitabhéngig ist.

Die Untersuchung der konzentrations- und zeitabhangigen Wirkung von LPA hinsichtlich der eNOS-
Aktivitat in den HAPECs zeigt eine Zunahme der eNOS-Aktivitat. Dies deutet auf eine Beteiligung
der LPA-Rezeptoren an der Phosphorylierung der eNOS hin. Durch eine Real-Time PCR-Analyse der
MRNA in den HAPECs wurde die Expression aller LPA-Rezeptoren mit dem am stérksten vertretenen
LPA>-Rezeptorsubtyp nachgewiesen. Untermauert wird dieses Ergebnis ebenfalls durch die
Untersuchung von Re, Guo et al. 2013. In HPAECs wurde festgestellt, dass die Aktivierung von eNOS
moglicherweise uber den LPAs-Rezeptor erfolgt. Dabei fuhrt die Stimulation der HAPECs mit dem
LPAs-Rezeptor-Agonist OMPT zu einer signifikanten Phosphorylierung der eNOS. Auferdem
konnten die LPAy3-Rezeptoren-Antagonisten VPC und DGPP die phosphorylierte eNOS durch LPA
reduzieren. Der LPAs-Rezeptor ist mit den Gi, Gq, G113 gekoppelt. Durch PTX konnte die aktivierte
eNOS durch LPA gehemmt werden, was auf eine modgliche Beteiligung von G; am eNOS-Signalweg
hindeutet. Verschiedene Kinasen tragen zur Phosphorylierung und damit Aktivierung der eNOS bei.
Seit langerer Zeit ist bekannt, dass die Aktivierung die Akt durch vermehrte Phosphorylierung eine
entscheidende Rolle in der Aktivierung der eNOS darstellt (Dimmeler et al., 1999). So fuhrt die
Behandlung von HPAEC mit LPA zu einer PI3K-abhéngigen Phosphorylierung der Akt, dosis- und
zeitabhangig tber die Bindung am LPA;-Rezeptor, gekoppelt mit G;. Diese Aktivierung von Akt durch
LPA konnte bereits in anderen Endothelzellen wie z. B. HUVECs gezeigt werden (Ptaszynska et al.,
2010). Die Aktivierung der eNOS durch LPA konnte nicht durch einen Einsatz des PI3K-Inhibitors
LY294002 unterdriickt werden. Dies deutet darauf hin, dass LPA eine Aktivierung der Akt in
HAPECs verursachen kann, diese Phosphorylierung aber nicht an der eNOS-Aktivierung mit
einhergehender Vasodilatation beteiligt ist. Untermauert werden diese Ergebnisse durch in vivo-
Versuche von Ruisanchez, Dancs et al. 2014, in denen eine Inhibierung der PI3K nicht zu einer
Hemmung der LPA-induzierte Vasodilatation fuhrte. Kou, Igarashi et al. 2002 kann hingegen zeigen,
dass die Aktivierung der eNOS durch LPA Uber eine Aktivierung der PI3K mit einhergehender
Aktivierung der Akt verlduft. Es ist bekannt, dass LPA in der Lage ist, durch Akt-Aktivierung
verschiedene Zellprozesse zu vermitteln. Die anti-apoptotischen Wirkungen von LPA werden fur die
Aktivierung des PI3K/AKkt Signalweges benétigt. LPA kann ebenfalls einen proliferativen Effekt Giber
eine Aktivierung der Akt ausiuben. Die LPA-induzierte Phosphorylierung der Akt kdnnte somit
vielfaltige Wirkungen, wie z. B. Uberleben, Proliferation und Migration in Endothelzellen vermitteln.
In einer Studie mit HUVECs wurde nachgewiesen, dass LPA die Migration der Endothelzellen (iber
Akt induziert (Ptaszynska et al., 2010). Im ersten Teil dieser Arbeit konnte LPA keine Aktivierung der

Akt-Kinase in den pankreatischen B-Zellen fordern, sondern fiihrte zu einer Hemmung der Insulin-
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induzierten Akt-Aktivierung, was zu einer Hemmung der durch Insulin ausgelsten Proliferation und
des Uberlebens der B-Zellen beitragt.

Alternativ zum PI3K/Akt-Signalweg stellte diese Arbeit einen weiteren Mechanismus zur Aktivierung
der eNOS durch LPA vor. Die erhohte intrazellulare Ca?*-Konzentration stellt einen kritischen
Regulator der eNOS-Aktivitat dar (Fleming Busse, 1999). Die Aktivierung der Gi- und Gg-Proteine
bewirkt durch die Aktivierung von Phospholipase C, welche IP3 bildet, eine Ca?*-Freisetzung aus dem
intrazellularen Ca?*-Speicher und damit einen Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration, was zur
Aktivierung der eNOS flhrt. Es konnte gezeigt werden, dass die HDL-induzierte eNOS-
Phosphorylierung und -Aktivierung teilweise durch die Erhéhung der Ca?*-Mobilisierung tiber PLC
vermittelt werden (Nofer et al., 2004). Daher wurde die Mdglichkeit eine Beteiligung der PLC bei der
LPA-abhangigen eNOS-Phosphorylierung untersucht. Durch spezifische Hemmung der PLC mit
U73122 konnte die LPA-induzierte eNOS-Phosphorylierung teilweise verhindert werden. Die durch
LPA-induzierte eNOS-Phosphorylierung erfolgt nur in Anwesenheit von intrazellularem Calcium, so
dass durch Einsatz des intrazellularen Calciumchelators BAPTA-AM eine vollstandige Hemmung der
eNOS erreicht werden konnte. Dadurch wurde nachgewiesen, dass LPA zu einer Erhéhung des
intrazelluldaren Ca?*-Spiegels fihrt und damit zu einer eNOS-Aktivierung. Die teilweise hemmende
Wirkung des PLC-Inhibitors deutet auf einen weiteren Weg fir die Ca?*-Mobilisierung und damit
eNOS-Aktivierung hin. In VSMC-Zellen kann LPA die Erhohung der Ca?-Konzentration durch
Freisetzung aus intrazellularen Ca?*-Speichern oder durch Einstrom von extrazellularem Ca?* Uber
verschiedene Kanéle in der Zellmembran fordern (Xu et al., 2005). Somit kdnnte vermutet werden,
dass LPA die Konzentration des intrazellularen Ca?* in Endothelzellen sowohl durch PLC als auch
durch die Forderung des Ca?*-Einstroms erhoht und damit eNOS aktiviert. In der Untersuchung von
Ruisanchez, Dancs et al. 2014 zeigt sich, dass die vasodilatierende Wirkung von LPA in isolierten
Aorten der Maus durch den PLC-Inhibitor aufgehoben wird (Ruisanchez et al., 2014). Die Ergebnisse
dieser Arbeit stehen in Ubereinstimmung mit Kou, Igarashi et al. 2002, dass die LPA-induzierte
eNOS-Phosphorylierung in BAEC ebenfalls auf Ca* angewiesen ist (Kou et al., 2002).
Erstaunlicherweise wurde in dieser Arbeit auch beobachtet, dass die Inhibierung des Ca?* zu einer
deutlichen Reduktion der LPA-induzierten Akt-Phosphorylierung fuhrt. Im ersten Teil dieser Arbeit
wurde erwahnt, dass Ca?* fiir die Akt-Aktivierung essentiell ist. Daher wurde vermutet, dass Ca?* an
der Aktivierung der Akt durch LPA beteiligt ist. Des Weiteren wurde eine weitere am Signalweg der
eNOS-Aktivierung durch LPA beteiligte Kinase untersucht: CaMKII (calmodulin-dependent protein
kinase Il) ist eine Ser/Thr-spezifische Proteinkinase, die durch den Ca?*/Calmodulin-Komplex
aktiviert wird. Verschiedene Stimuli wie Bradykinin ermdglichen eine direkte Phosphorylierung der
eNOS an Ser1177 durch Ca?*/CaMKII (Fleming et al., 2001). Durch die Anwendung des CaMKII-
Inhibitors KN93 wurde die LPA-abhéngige eNOS-Aktivierung gehemmt. Dadurch wurde nachge-
wiesen, dass CaMKII am LPA-aktivierten eNOS-Signalweg beteiligt ist. Es ist bekannt, dass der
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Ca?"/CaMKII-Signalweg auch andere zellulare Prozesse beeinflussen kann. Eine mogliche Beteiligung
der Ca?*/CaMKII an der LPA-induzierten Proliferation der Muskelzellen wurde beschrieben. In der
Anwesenheit des selektiven Ca?*/CaM-Inhibitors KN62 wurde die LPA-induzierte Proliferation der
Muskelzellen vollstandig gehemmt. Die Phosphorylierung von eNOS nach einer Stimulation mit LPA
scheint auf einem von der Akt-Kinase unabhangigen Weg, aber tber einen PLC/Ca?*/CaMKII-

Signalweg zu erfolgen (Abb.4.3).
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des méglichen Signalweges von LPA-induzierter eNOS-
Phosphorylierung in Endothelzellen. Uber den LPAs-Rezeptor aktiviert LPA die PLC und PI3K, was
zu einer Ca®*-Mobilisierung und Akt Aktivierung fuhrt. Die erhéhte intrazellulare Ca?* aktiviert die
CaMKIT und daraus resultierten Aktivierung der eNOS mit nachfolgender NO-Produktion. Das
gebildete NO diffundiert aus den Endothelzellen der Geféle in die glatten Muskelzellen. Dort aktiviert
es die sGC und fuhrt dadurch zur Bildung von cGMP aus GTP und somit zu Senkung der
intrazellularen Calciumkonzentration und daraus resultiert eine Relaxation der glatten
Gefalmuskelzelle mit nachfolgender Vasodilatation. Die LPA induzierte Akt Phosphorylierung kénnte
in Endothelzellen vielféltige Wirkungen, wie z.B. Anti-apoptose, Proliferation und Migration
hervorrufen.
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Hyperlipiddmie, Adipositas und Diabetes mellitus sind Risikofaktoren fur Funktionsveranderungen
des Endothels. Die Verénderungen betreffen zum einen die GefaRfunktion beziiglich der Regulation
des Gefalitonus. Bei adiposen und diabetischen Tiermodellen sowie bei Ubergewichtigen und
diabetischen Menschen kann die verminderte Bioverfligbarkeit von NO (durch reduzierte eNOS-
Expression und reduzierte eNOS-Aktivitadt) zu einer Verschlechterung der endothelvermittelten
Vasodilatation fuhren, so dass die endotheliale Dysfunktion eine zentrale pathogenetische Rolle fur
die diabetesassoziierten vaskuldren Komplikationen darstellt. Grund daflir kdnnte sein, dass eine
langfristig erhohte LPA-Konzentration bei Adipositas/Insulinresistenz sowie bei Diabetes auf das
Endothel einwirkt. Chen, Ochoa et al. bestatigen diesen Verdacht und zeigen, dass die chronisch hohe
Konzentration von LPA in der Lage ist, eine Reduktion der Expression von eNOS mit daraus
resultierender Beeintrachtigung der endothelabhédngigen Vasorelaxation zu induzieren, was zur
Pathogenese der endothelialen Dysfunktion gehért (Chen, Ochoa et al. 2012). Somit kénnte vermutet
werden, dass LPA sowohl an der Insulinresistenz (und damit an T2D) als auch an der Entstehung von
vaskuldren Komplikationen des T2D beteiligt ist.

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass Insulin verschiedene physiologische Funktionen
im vaskularen Gewebe besitzt. Uber den PI3K/Akt-Signalweg aktiviert Insulin eNOS und somit wird
die NO-Produktion in Endothelzellen mit nachfolgender endothelabhéngiger Vasorelaxation erhoht.
Bei Vorliegen einer Insulinresistenz fihren mehrere pathophysiologische Faktoren, wie ein erhéhter
Spiegel an freien Fettsduren, Hyperglykamie oder Inflammation, zu einer Hemmung der Insulin-
Signalkaskade in Endothelzellen.

Bei Insulinresistenz konnte die erhohte LPA-Konzentration einerseits die Hemmung des Insulin-
Signalweges in B-Zellen und somit B-Zellverlust verursachen, andererseits ebenfalls durch die
Hemmung der Insulin-Signalkaskade in Endothelzellen und daraus resultierend eine verminderte NO-
Freisetzung mit nachfolgender endothelialer Dysfunktion ausldsen.

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse ergaben, dass LPA die Endothelfunktion im
Sinne einer Stimulation der NO-Produktion verbessert, wenn es fur einen kurzen Zeitraum
physiologischen Konzentrationen ausgesetzt ist. So beeinflusst LPA durch die Phosphorylierung der
eNOS mit anschlieRender Steigerung der NO-Produktion ber Aktivierung des Ca?/CaMII-
Signalweges eine effektive Reduktion des Blutflusses infolge von Scherkréaften. Aulerdem konnte
LPA durch NO-Produktion eine endothelprotektive Wirkung entfalten. Die LPA-abhangige Akt-
Aktivierung koénnte eine zuséatzliche protektive Wirkung des Endothels sein.

Im Hinblick auf diese Ergebnisse kdnnte LPA eine mogliche therapeutische Strategie zur Pravention
und Therapie darstellen, der Hypertonie sowie endothelialen Dysfunktion und der daraus

resultierenden Entwicklung atherosklerotischer Lé&sionen entgegenzuwirken.
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Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

Die dem Typ-2-Diabetes mellitus zugrunde liegenden Pathogenesen beruhen auf einer Kombination
aus peripherer Insulinresistenz, B-Zelldysfunktion und Reduktion der B-Zellmasse. Adipositas,
arterielle Hypertonie und Dyslipiddmie im Rahmen des Metabolischen Syndroms sind Faktoren, die
mit dem Auftreten einer Insulinresistenz mit anschlieender Progression eines T2DM einhergehen.
FFA, vor allem Palmitat und seine Metaboliten wie Ceramide, DAG und S1P, spielen eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese des T2D. Ein erhohter Spiegel an FFA oder deren Metaboliten
fuhren zu einer Hemmung der Insulin-Signalkaskade. Dadurch wird die Fahigkeit des Insulins
reduziert, was zu einer Insulinresistenz beitragt.
LPA stellt einen Lipidmediator dar, der mit einer Progression eines T2D verbunden ist. Ein
Zusammenhang zwischen LPA und der Entwicklung von Adipositas wurde nachgewiesen. Erhohte
Plasmaspiegel von LPA sind mit Adipositas und einer reduzierten Insulin-Sensitivitat assoziiert. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte bewiesen werden, dass Palmitat in B-Zellen zu LPA
umgewandelt wird. Des Weiteren konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass LPA eine
Insulinresistenz in pankreatischen B-Zellen induzieren kann. LPA kann mit der Insulin-abhangigen
Regulation der B-Zellhomoostase interferieren. Im Rahmen einer Reduktion der B-Zellmasse bt LPA
eine proliferationshemmende Wirkung sowie auch eine Induktion der Apoptose in der pankreatischen
Betazelllinie MIN-6 aus. Als verantwortlicher Signalweg daftr wurde eine Hemmung der Insulin-
induzierten Akt-Aktivierung durch eine Aktivierung der PKCS identifiziert. Uber den LPA3-Rezeptor
unterbricht LPA den Insulin-Signalweg durch eine Verminderung der Tyrosin-Phosphorylierung des
IRS-2 und so die Weiterleitung des PI3K/Akt-Signalweg. Daraus resultiert eine anti-proliferative und
pro-apoptotische Wirkung von LPA in den -Zellen.
Das Endothel stellt einen wesentlichen Regulator des Geféltonus dar, indem es relaxierende oder
kontrahierende Faktoren freisetzt. Das vom Endothel freigesetzte NO spielt eine bedeutsame Rolle in
der Regulation der vaskuldren Homoostase durch die Vermittlung der Vasodilatation. Neben der
Vasodilatation besitzt NO eine protektive Wirkung fir das Gefd gegen die Entstehung der
Atherosklerose.
In dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass LPA eine endothelabhdngige Vasodilatation der
vorkontrahierten Pulmonalartieren der Schweine (ber die Aktivierung der eNOS durch die
Phosphorylierung an Ser 1177 mit nachfolgender NO-Produktion induziert. Ferner konnte gezeigt
werden, dass die LPA-induzierte VVasodilatation der Pulmonalartieren der Schweine durch die LPAys-
Rezeptor-Antagonisten signifikant reduziert wird. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass LPA
eine dosisabhéngige Aktivierung der eNOS in primdren humanen pulmonalarteriellen Endothelzellen
HPAECs ausiibt. Die Aktivierung von eNOS erfolgt Uber den Pertussistoxin-sensitiven LPAs-
Rezeptor-vermittelten Ca?*/CaMII-Weg, was wiederum zu einer Phosphorylierung an Ser1177 flhrt.
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Aulerdem konnte LPA eine Aktivierung der Akt induzieren, wodurch mdglicherweise eine anti-

apoptotische Wirkung in den Endothelzellen eintreten kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde einerseits ein Zusammenhang zwischen LPA und der Entwicklung
einer Insulinresistenz in pankreatischen B-Zellen nachgewiesen. Deshalb konnte hier ein mdgliches
pharmakologisches Ziel fur die Behandlung einer durch Adipositas-induzierten Insulinresistenz
vorliegen. Daneben fihrten die physiologisch relevanten LPA-Konzentrationen zu einer
endothelabhangigen Vasodilatation. Somit kdnnte sich LPA zusétzlich als ein neuer therapeutischer
Ansatzpunkt fur die Verbesserung der Endothelfunktion hinsichtlich der Regulation des Blutdrucks
und der Verhinderung der Progression atherosklerotischer L&sionen herausstellen.

5.2 Abstract

The pathogenesis of the type-2-diabetes mellitus underlying is characterized by a combination of
peripheral insulin resistance, -cell dysfunction and reduction in the B cell mass. Obesity, hypertension
and dyslipidemia termed as metabolic, which is associated with the onset of insulin resistance and
subsequent progression of T2DM. It has been proposed that increased plasma FFA levels, primarily
palmitate and its metabolites such as ceramides, DAG and S1P, play a crucial role in the pathogenesis
of T2D. The increasing of FFA level or their metabolites lead to inhibition of insulin signaling.
Consequent, the ability of insulin is reduced and therefore lead to insulin resistance

LPA is a lipid mediator that is associated with a progression of T2D. It has been suggested that LPA
and the development of obesity are strongly related. Elevation of LPA plasma was associated with
obesity and reduction of insulin sensitivity. In the present study it could be demonstrated that palmitate
is converted to LPA in B-cells. Indeed, this study clearly indicates for the first time that LPA induced
the insulin resistance in pancreatic beta cells. LPA could interfere with insulin signaling mediated
regulation of B-cell homeostasis. LPA inhibits the insulin-mediated proliferation und cytoprotection of
the pancreatic beta cell line MIN-6 with subsequent reduction of the -cell mass. As a responsible
pathway for LPA-mediated inhibition of insulin-elicited Akt phosphorylation by activation of PKC
was identified. It has also been demonstrated that LPA is able to interrupt insulin signaling via
stimulation of the LPA3; receptor subtype, which is capable of inhibiting insulin receptor tyrosine
kinase activity as inhibits insulin-mediated Akt phosphorylation and downstream signalling pathways.
Consequently, proliferative and antiapoptotic effects of LPA in the B-cells could be observed.

The endothelium plays a crucial role in the regulation of the vascular tone through the release of
relaxing or contracting factors. The release of endothelium-derived nitric oxide (NO) is recognized as
a major regulator of vascular homeostasis through the mediation of endothelium-dependent
vasodilation. In addition, NO has been shown to mediate a protective effect of the vasculature against

the development of atherosclerosis.
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In this work has also been shown that a LPA induced endothelium-dependent vasodilation of
precontracted porcine pulmonary arteries via activation of eNOS mediated by Serl177 eNOS
phosphorylation and subsequent production of NO. In addition, it has been showed that LPA-induced
vasodilatation of the porcine pulmonary arteries is significantly reduced by LPA3 receptor antagonist
DGPP. Furthermore, it was demonstrated that LPA exerts a dose-dependent activation of eNOS in
primary human pulmonary endothelial cells HPAECs. Moreover, the results this work indicate that
LPA activates eNOS by LPA receptor-mediated by pertussis toxin-sensitive G protein pathway that
involves activation of the Ca?* /CaMII, leading in turn to eNOS phosphorylation at Serl177. In
addition, LPA could induce activation of Akt that could mediate the anti-apoptotic effect in the
endothelial cells.

In the present work, we first showed that a relation between LPA and the development of insulin
resistance in pancreatic B-cells was detected. Thus, LPA might be a pharmacological target for
treatment of obesity-induced insulin resistance in B-cells. On the other hand, lead LPA at
concentrations within the physiological range to endothelium-dependent vasodilation. Thus, LPA
could prove to be a new therapeutic target for improving endothelial function that involving in the

regulation of blood pressure as well as prevention of the progression of atherosclerotic lesions.
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