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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

11 G-Proteine

Die Entdeckung der G-Proteine gelang durch die intensive Erforschung der Adenylylcyclase,
eines Enzyms, das die Umsetzung von ATP (Adenosin-5’-triphosphat) zu cAMP (cyclisches
Adenosin-3',5 -monophosphat) katalysiert. Damals stand die Frage nach dem Mechanismus
der Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Adenylylcyclase im Vordergrund. Rodbell et al.
(1971) zeigten, dal3 ein Hormon die Adenylylcyclase nur aktivieren kann, wenn auch GTP
vorhanden ist. Rekonstitutionsversuche an einer Zellinie mit nicht funktionstiichtiger
Adenylylcyclase machten deutlich, dal3 die Kopplung zwischen Rezeptor und Adenylylcyclase
durch ein bisher unbekanntes Protein erfolgte (Ross und Gilman, 1977). Da dieses Protein
GTP hinden kann, prégten sie den Ausdruck GTP-bindendes Protein oder kurz: G-Protein.
Gleichzeitig fuhrte Pfeuffer (1977) eine teilweise Trennung von Adenylylcyclase und diesem
aktivierenden Protein an einem mit Guaninnukleotiden substituierten Harz durch. Sternweis
(1981) und Northup (1980) gelang die Aufreinigung, Isolierung und Charakterisierung des
aufgrund seiner stimulatorischen Wirkung auf die Adenylylcyclase Gs genannten Proteins.
Die Entdeckung, dal3 die Behandlung von Zellen mit Pertussistoxin die Hemmung der
Adenylylcyclase durch Hormone verhindert (Katada und Ui, 1979), fihrte zur
Charakterisierung des inhibitorischen Gi-Proteins (Bokoch et al., 1984; Katada et al., 1984).

Inzwischen sind weitere G-Proteine entdeckt worden und es wurde deutlich, welche wichtige
Rolle sie bei der Ubertragung eines Signals zwischen den Rezeptoren an der Zelloberflache
und den Effektorproteinen im Zellinneren spielen. Fir ihre grundlegenden Untersuchungen,
die zur Entdeckung der G-Proteine fuhrten, erhielten A. G. Gilman und M. Rodbell 1994 den
Nobelpreisfur Medizin.

Zur grofden Familie der GTP-bindenden Proteine gehdren neben den oben beschriebenen
Proteinen, die an der Signaltransduktion beteiligt sind, auch die sogenannten kleinen
G-Proteine wie ras und ras-dhnliche Proteine und Elongations- und Initiationsfaktoren der
Proteinsynthese (Ubersicht bei Kaziro et al., 1991). Da diese Proteine sich in ihrer Struktur
deutlich von einander unterscheiden, werden sie in verschiedene Subfamilien der Familie der
GTP-bindenden Proteine eingeteilt. Als G-Proteine im engeren Sinne werden nur die

heterotrimeren, an Rezeptoren koppel nden Proteine bezeichnet.



2 Einleitung

1.1.1 Struktur

G-Proteine sind Heterotrimere, die aus je einer o-, B- und y-Untereinheit zusammengesetzt
sind. Sie verhalten sich jedoch wie dissoziierbare Dimere, denn die o-Untereinheit kann sich
von dem By-Komplex trennen, der als Einheit zusammen bleibt. Die Bezeichnung o, B und y
erfolgte entsprechend der Proteingrof3e. Die a-Untereinheit hat eine Grof3e von 39-52 kDa,
die B-Untereinheit von 35-36 kDa und die y-Untereinheit von 7-10 kDa.

40 60 80 100
\ \ \ \
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Abb. 1.1  Sequenzhomologie von G-Protein-a-Untereinheiten
Die Achse tiber der Abbildung gibt die Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz (in %) an
(nach Smon et al., 1991).
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Die a-Untereinheiten werden aufgrund ihrer DNA-Sequenzhomologie in vier Familien
eingeteilt: Gs, Gi, Gqund G, (Abb. 1.1).

Die Mitglieder der Gs-Familie werden ubiquitér exprimiert und vermitteln die Stimulation der
Adenylylcyclase. Zur Gi-Familie gehdren die Pertussistoxin-sensitiven G-Proteine, u. a. Gi13
und Geo. Sie hemmen die Adenylylcyclase und regulieren die Aktivitdt von Ca™*- und
K*-Kandlen (Schultz et al., 1990). G, ist Pertussistoxin-insensitiv und unterscheidet sich in
seiner Struktur deutlich von den anderen Mitgliedern der G;-Familie. Es wurde hauptsachlich
in Nervenzellen und Blutpl&ttchen gefunden. In Rekonstitutionsversuchen kann es durch
verschiedene Rezeptoren aktiviert werden und hemmt die Adenylylcyclase (Offermanns und
Schultz, 1994). G4 und G, sind relativ neue Familien, deren Mitglieder zum Teil ubiquitér,
zum Tell nur in spezifischen Geweben vorkommen. G4-Proteine stimulieren die 3-1soform der
Phospholipase C (Taylor et al., 1991; Lee et al., 1992). Die Mitglieder der Gi,-Familie
scheinen eine Rolle bel der Regulation des Zellwachstums zu spielen, aber der genaue
Mechanismus ist noch unbekannt (Offermanns und Schultz, 1994). Bisher wurden
einschliefdlich der Splicing-Varianten 23 G-Protein-a-Untereinheiten entdeckt, die von 17
Genen kodiert werden. Zu den ersten klonierten o-Untereinheiten gehtren o, o3 und ol
(Jones und Reed, 1987; Beals et a., 1987; Bray et a., 1987).

Durch Klonierung und Sequenzierung sind bis heute finf - und sieben y-Untereinheiten
identifiziert worden. Die B-Untereinheiten weisen untereinander hohe Homologie auf,
waéhrend die y-Untereinheiten heterogen aufgebaut sind (Fisher et al., 1992; Watson et al.,
1994). Im Gegensatz zur o-Untereinheit besitzt der By-Komplex hohe Lipophilie. Uber die
Prenylierung der y-Untereinheit erfolgt die Verankerung in der Zellmembran (Simonds et al.,
1991). Urspringlich wurde vermutet, die o-Untereinheiten waren unspezifisch mit
verschiedenen By-Untereinheiten verbunden. Es hat sich aber herausgestellt, dal3 die
Interaktion zwischen einzelnen B- und y-Untereinheiten selektiv stattfindet (Pronin und
Gautham, 1992) und dal3 nur eine bestimmte Kombination von -, B- und y-Untereinheit
bevorzugt an einen Rezeptor koppelt (Kleuss et a., 1992; Schultz und Hescheler, 1993).

1.1.2 Funktionsweise

G-Proteine leiten hormonelle Signale ins Zellinnere weiter. Der erste Schritt ener
Signalkaskade ist aso die Aktivierung des G-Proteins nach Bindung eines Agonisten an den
Rezeptor. Dies wird durch die Bindung verschiedener Guaninnukleotide ermoglicht. Die
o-Untereinheit mit gebundenem GDP ist inaktiv und hat eine hohe Affinitdt zum
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By-Komplex. Durch die Bindung eines Agonisten an den Rezeptor wird der Austausch von
GDP gegen GTP kataysiert. Die damit einhergehende Konformationsédnderung verursacht
die Dissoziation der aktivierten o-Untereinheit von der By-Untereinheit (Ubersicht bei
Gilman, 1987; Birmbaumer et al., 1990). Die freigesetzte o-Untereinheit interagiert nun mit
dem Effektor, bis aufgrund der intrinsischen GTPase-Aktivité das gebundene GTP zu GDP
hydrolysiert wird, die Untereinheiten wieder assoziieren und damit der Ausgangszustand
wieder hergestellt ist. Die Geschwindigkeit, mit der nach Aktivierung des Rezeptors GDP
gegen GTP ausgetauscht wird, ist bel den verschiedenen G-Proteinen unterschiedlich. G; und
G, tauschen GDP schnell gegen GTP aus. Gs und die Proteine der G4-Familie haben eine
langsamere Austauschrate, und am langsamsten vollzieht sich der Austausch bei Gy, und Gy
(Fields et al. 1994; Laugwitz et al., 1994).

Rezeptorakt|V|erung

\ Wirkung auf
GDP@ . den Effektor

Abb. 1.2  Aktivierungs-/I naktivierungszyklus von G-Proteinen
Die Aktivierung des G-Proteins nach Stimulation des Rezeptors erfolgt durch den Austausch
von GDP gegen GTP an der o-Untereinheit. Durch die Hydrolyse des GTP gelangt die

o-Untereinheit wieder in die inaktive GDP-gebundene Form.

Ursprunglich wurde angenommen, ausschliefdlich die aktivierten a-Untereinheiten seien an
der Signaltransduktion beteiligt. Inzwischen wurden aber direkte Wechselwirkungen
zwischen By-Untereinheiten und verschiedenen Effektoren wie Adenylylcyclase,
Phospholipase C und lonenkandlen beobachtet (Ubersicht bei Clapham und Neer, 1993;
Gierschik und Camps, 1994).

Neben der oben beschriebenen Aktivierung des G-Proteins durch den Austausch von GDP
gegen GTP werden zwei weitere Mechanismen diskutiert. Die erste Moglichkeit ist die

direkte Phosphorylierung des GDP zu GTP, ohne dal3 das Guaninnukleotid ausgetauscht
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wird. Vermittelt wird diese Phosphorylierung von einer Nukleotiddiphosphat-Kinase (NDP-
Kinase), die eine Phosphatgruppe von ATP direkt auf das G-Protein-gebundene GDP
Ubertrégt (Kikkawa et a., 1990). Eine zweite Méglichkeit bezieht die B-Untereinheit mit ein.
Die B-Untereinheit wird phosphoryliert und diese Phosphatgruppe wird dann auf das an die
o-Untereinheit gebundene GDP Ubertragen, so dal3 eine aktivierte GTP-gebundene
o-Untereinheit resultiert (Wieland et al., 1993; Kowluru et al., 1996).

Diesen Mechanismus, nach dem das an den Rezeptor gekoppelte G-Protein-Heterotrimere
nach Aktivierung in o-Untereinheit und By-Komplex dissoziiert, beschreibt die sogenannte
Dissoziationstheorie von Gilman (1987). Untersuchungen der funktionellen Massen des
Rezeptor-G-Protein-Komplexes (Schlegel et a., 1979) wiesen aber darauf hin, dal3 es sich
um einen Multimeren-Komplex handelt, der sich erst nach Wechselwirkung mit dem
Agonisten in die Monomere trennt. Rodbell (1992) bezeichnete dies als
Disaggregationstheorie und fuhrte weitere Untersuchungen dazu durch (Jahangeer und
Rodbell, 1993).

Rezeptor Rezeptor

Abb. 1.3 Mdogliche Anordnung von Rezeptoren und G-Proteinen
Alle Komponenten bleiben wahrend des Prozesses mit der Zellmembran verbunden. Die

G-Proteine liegen als Multimere am Rezeptor vor (modifiziert nach Neubig, 1994).

Auf diese Weise fuhrt die Kopplung des Rezeptors an G-Protein-Multimere zu einer
Amplifizierung des Signals, denn ein Rezeptormolekil kann viele G-Proteine innerhalb kurzer
Zeit aktivieren. Zum Beispiel aktiviert ein einzelner Licht-aktivierter Rhodopsinrezeptor
3.000 G-Proteine pro Sekunde (Hargrave et al., 1993).

Die Vorstellung von G-Protein-Multimeren steht auch im Einklang mit Beobachtungen, die
zeigen, dal3 bestimmten Rezeptoren nur eine begrenzte Menge von G-Proteinen zugangig ist.
Jede Zelle besitzt ein organisiertes Cytoskelett und die freie Beweglichkeit von Proteinen,
besonders von membrangebundenen Proteinen, wird dadurch eingeschréankt. Nur so ist es zu

verstehen, da3 zum Beispiel trotz eines 30fachen Uberschusses von G, das an
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o-Adrenozeptoren koppeln kann, noch Rezeptoren nachgewiesen werden kdnnen, die nicht
mit Gi, gekoppelt sind (Ubersicht bei Neubig, 1994). Die Interaktionen zwischen Rezeptor

und G-Protein sind also von der Organisation und Kompartimentierung der Zelle abhangig.

1.1.3 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Alle G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind nach dem gleichen Prinzip aufgebaut (Abb. 1.4).
Sie bestehen aus einer Aminosaurekette, deren sieben hydrophobe Bereiche die Membran
durchspannen, wobei das C-terminale Ende intrazelluld&r und das N-terminale Ende
extrazellular lokalisiert ist. Durch diese Anordnung existieren drei extrazellulare und drel
intrazelluldre Schleifen, die zusammen mit dem N- bzw. C-Terminus die Bindung des

Agonisten bzw. des G-Proteins vermitteln.

Abb. 1.4  Grundstruktur eines G-Protein gekoppelten Rezeptors

Alle G-Protein gekoppelten Rezeptoren besitzen sieben transmembranare Domanen (I1-VI1),
die durch drei extrazellulare und drei intrazellulére Schleifen verbunden sind. Die dritte
intrazellulare Schleife und das C-terminale Ende spielen eine Rolle bei der Bindung des

G-Proteins.

Anhand ihrer Sequenzhomologie werden drel  Subfamilien unterschieden: die
Rhodopsin/B-Adrenozeptor-Familie,  die  Sekretin/Vasoaktives intestinales Peptid (V1P)-
Rezeptorfamilie und die Familie der metabotropen Glutamatrezeptoren (Strader et al., 1995).
Die meisten der bisher Uber 300 identifizierten Rezeptoren gehtren zur erstgenannten

Familie.
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Die Agonisten, die an die Rezeptoren der drei Subfamilien binden, gehdren zu verschiedenen
Substanzklassen. Dementsprechend unterscheiden sich auch die Regionen, die die Bindung
des Liganden an den Rezeptor vermitteln (Abb. 1.5). Die Catecholamine, die Agonisten der
Adrenozeptor-Subfamilie sind, interagieren mit den transmembrandren Bereichen des
Rezeptors. Durch Versuche mit systematischen Mutationen verschiedener Aminosduren
stellte sich heraus, dal3 insbesondere die transmembrandgren Doménen 11, V und VI die
Bindung vermitteln (Strader et a., 1989). Andere Neurotransmitter und kleinere Peptide, die
ebenfalls als Agonisten dieser Rezeptorfamilie fungieren, binden an extrazelluldre

Rezeptorregionen und ebenfalls an Bindungsstellen der Transmembranhelices.

Zur Sekretin/VIP-Rezeptorfamilie gehdren unter anderem die Rezeptoren fur Sekretin,
Glucagon, glucagon-like peptide-1 (GLP-1), gastric inhibitory peptide (GIP), VIP und
Calcitonin. Diese Rezeptoren weisen untereinander 25-50% Homologie der
Aminosiuresequenz  auf, haben aber ene geringere  Ahnlichkeit mit  der
Rhodopsin/B-Adrenozeptor-Familie. Ein charakteristisches Merkmal dieser Subfamilie ist
eine hydrophobe Doméne am N-Terminus, an die sich eine hydrophile Sequenz anschliefit.

Diese Region vermittelt die Rezeptor-Liganden-Bindung.

N
\Y4
/N

NS A
\_/ \_/

Abb. 1.5 Bindungsstellen fur Liganden von G-Protein gekoppelten Rezeptoren

A Die Bindungsstelle des Liganden liegt in einer hydrophilen Tasche, die von den
transmembranéren Helices gebildet wrd. B Peptide haben neben der
Transmembrandoméne noch Bindungsstellen an den extrazellularen Regionen. C
Proteinhormonrezeptoren sind durch die grole extrazellulare N-terminale Doméane
charakterisiert, die die spezifische Ligandenbindung vermittelt. ZusétzZlich werden auch

Bindungsstellen an anderen Regionen vermutet (modifiziert nach Gudermann et al., 1995).

Die metabotropen Glutamatrezeptoren bilden die dritte Subfamilie (Bockaert et al., 1993).

Diese Rezeptoren besitzen neben einem langen N-terminden Ende auch ene lange
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intrazellulére C-terminale Region und unterscheiden sich dadurch von den anderen G-Protein

gekoppelten Rezeptoren.

Die Regionen, welche die Bindung des G-Proteins vermitteln, unterscheiden sich bel
verschiedenen Rezeptoren und sind auch fir bestimmte G-Proteine unterschiedlich
ausgepragt (Savarese und Fraser, 1992). Es handelt sich aber immer um eine Kombination
verschiedener intrazelluldrer Regionen. Bei den meisten untersuchten Rezeptoren stellten sich
die dritte cytoplasmatische Schleife, das intrazellulare Ende der Transmembrandoméne 111
und die C-termindle Region nahe der Transmembrandomédne VII als die wichtigsten
Bindungsstellen heraus (Ubersicht bei Gudermann et al., 1995). In welchem AusmaR diese
Regionen bel einer bestimmten Rezeptor-G-Protein-Kopplung betelligt sind, muf3 im

Einzelfall experimentell bestimmt werden.

Neuere Ergebnisse lassen vermuten, dal3 an der Signaltransduktion Uber G-Proteine noch
weitere, bisher unbekannte Proteine beteiligt sind. Sato et a. (1995) untersuchten die
Rezeptor/G-Protein-Interaktion in  verschiedenen rekonstituierten Zellsystemen. Bel
identischen Rezeptor- bzw. G-Proteinmengen ist die Aktivierung des Effektors in PC-12
Zellen stérker ausgepragt als in den anderen untersuchten Zellen. Daraufhin gelang die
Isolierung eines Makromolekiils aus PC-12 Zellen, das konzentrationsabhangig die Bindung
von GTPYS an das G-Protein erhoht. Die Autoren schliefien daraus, dal3 die Agonisten-
induzierte Aktivierung des G-Proteins durch dieses noch nicht identifizierte Protein verstarkt
wird. Auch wenn Rezeptor, G-Protein und Effektor die Hauptkomponenten des
Signaltransduktionsweges sind, scheinen doch weitere Proteine direkt durch Beeinflussung
der G-Proteinkopplung oder -aktivierung oder auch indirekt aufgrund von

Kompartimentierungen mitbeteiligt zu sein.

1.1.4 Effektoren

G-Proteine vermitteln die Weliterleitung eines Signals vom Rezeptor auf einen Effektor.
Bekannte G-Protein gekoppelte Effektoren sind auf der einen Seite Enzymsysteme wie
Adenylylcyclasen und Phospholipasen und auf der anderen Seite lonenkandle, z. B. fur K*
oder Ca®*. Aber entsprechend den Subtypen eines Rezeptors existieren auch auf der Ebene
der Effektoren verschiedene | soformen eines Enzyms, die sich in ihrer Substratspezifitéat oder
Stimulierbarkeit unterscheiden. So wurden 16 verschiedene Phospholipase C |soformen
(Rhee und Choi, 1992) und acht verschiedene Adenylylcyclase-Typen (lyengar, 1993)

kloniert und charakterisiert.
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1.1.4.1 Adenylylcyclase

Alle bisher identifizierten Adenylylcyclasen werden durch Gais stimuliert und bilden daraufhin
den second messenger CAMP. Daneben werden die verschiedenen Isoformen noch durch
andere Signale in ihrer Aktivitét moduliert (Abb. 1.6). Die Isoformen | und |11 werden durch
Ca”*/Camodulin  unabhéngig von Gos stimuliert. Inhibitorische G-Proteine und der
By-Komplex bewirken eine Hemmung. Die Typ I1-Adenylylcyclase wird neben Gois auch vom
By-Komplex und der Proteinkinase C aktiviert. Die Isoformen IV und VII dhneln in ihrem
Verhalten der Typ II-Adenylylcyclase. Zur letzen Gruppe gehdren die Isoformen V und VI.
Beide werden von Gos und verschiedenen Isoenzymen der Proteinkinase C aktiviert.
Hemmend wirken inhibitorische G-Proteine und erhdhte Ca?*-Konzentrationen (Ubersicht bei

DeVivo und lyengar, 1994).

Gq, etc. G W achstums- Gg,etc G G,G G Gq, etc.
l l faktoren l l l l /
PKCao Go PKCd PKC Go By Goa PKC  Ca2t/CAM
ACV VI AC Il AC I, Il
Hemmung / \ T / \
Ca2* Go,Go ? By Go,Go ,Go
Gq, etc G,G G,G,G

Abb. 1.6 Regulation der Adenylylcyclaseaktivitat
Die verschiedenen Isoformen werden auf unterschiedlichem Wege aktiviert oder gehemmt

(nach Taussig und Gilman, 1995).

Durch die Erhéhung der cAMP-Spiegel wird die Proteinkinase A aktiviert, die dann je nach

Zéellsystem verschiedene Proteine phosphorylieren kann.
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1.1.4.2 Phospholipasen

Aus der Gruppe der Phospholipasen (PL) spielen PLC, PLD und PLA, eine Rolle bel der
Signaltransduktion Uber G-Proteine. Daher werden sie auch as signal-activated
phospholipases (SAP) bezeichnet (Liscovitch, 1992). Am besten untersucht ist in dieser
Hinsicht die Phospholipase C. Durch biochemische Charakterisierung und Klonierung wurden
drei Typen der Phospholipase C gefunden, die as PLC-, PLC-y und PLC-6 bezeichnet
werden (Rhee und Choi, 1992). Von diesen werden nur die Isoenzyme der PLC- durch
G-Proteine aktiviert. Die PLC-3 wird sowohl durch Pertussistoxin-sensitive, als auch durch
Pertussistoxin-insensitive G-Proteine stimuliert. Als nicht Pertussistoxin-sensitive G-Proteine
wurden die Mitglieder der Gq-Familie identifiziert, die die Isoenzyme PLC-f1, 2 und 3
aktivieren konnen (Hepler et a., 1993). Daneben kann die Aktivitdt der PLC-f3 auch durch
den By-Komplex moduliert werden (Camps et a., 1992). Eine Stimulation der
Phospholipase C durch das Pertussistoxin-sensitive G, konnte an Xenopus Oocyten
nachgewiesen werden (Moriarty et al., 1990). Esist aber noch nicht endgiltig geklart, ob dies
ein direkter Effekt ist.

Eine Aktivierung der Phospholipase C fuhrt zur Hydrolyse von Phosphatidylinositol, einem
Zellmembranbestandteil. Es entstehen  Inostol-1,4,5-trisphosphat (IP5) und
1,2-Diacylglycerol (DAG), die beide eine Rolle as second messenger bel der
Signaltransduktion spielen. Das in das Cytosol freigesetzte |P; vermittelt seine Wirkung tiber
die Bindung an enen intrazellulren Ca®*-Kanal am Endoplasmatischen Reticulum. Das
membranstandige Diacylglycerol aktiviert die Proteinkinase C (PKC). Sie gehort zur Gruppe
der Serin/Threonin-phosphorylierenden Kinasen. Es wurden 12 verschiedene 1soenzyme der
Proteinkinase C identifiziert (Akimoto et al., 1994; Stabel, 1994), die sich in ihrer
Stimulierbarkeit unterscheiden, aber einen &dhnlichen strukturellen Aufbau besitzen. Sie
bestehen aus einer Peptidkette, die in eine regulatorische Doméane am N-Terminus und eine
katalytische Doméne am C-Terminus unterteilt werden kann (Lee und Bell, 1986). Nach der
Trandokation vom Cytosol zur Zelmembran wird die PKC durch DAG und
Phosphatidylserin, das als Cofaktor fungiert, aktiviert. Bel einigen Isoenzymen erfolgen
Translokation und Aktivierung Ca’*-abhéngig. Nach Stimulation phosphoryliert die PKC
bevorzugt basische Proteine. Zu ihren wichtigsten physiologischen Substraten gehtren
myristoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS) und verwandte Proteine wie das
MARCKS-related protein (MRP) (Ubersicht bei Azzi et al., 1992). Daneben wird noch eine
Vielzahl weiterer Proteine phosphoryliert (Jones et a., 1992).
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Welche Rolle die Aktivierung mittels G-Proteinen fir Phospholipase A, und D spielt, ist
weniger gut untersucht. Von Phospholipase D konnten ebenfalls unterschiedliche 1soenzyme
identifiziert werden, die sich in ihrer Substratspezifitat und beztglich ihrer Stimulierbarkeit
unterscheiden (Liscovitch et a., 1996). Die Aktivierung durch Wachstumshormone kann tber
G-Protein gekoppelte Rezeptoren oder Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitét erfolgen
(Boarder, 1994).

Auch bel der Phospholipase A, lassen sich verschiedene Isoformen unterscheiden, die
extrazellular, cytosolisch oder an der Innenseite der Zellmembran lokalisiert sind (Mayer und
Marshall, 1993). Es wird vermutet, dal? bei Erhéhung der intrazelluldren Ca*-Konzentration
eine Trandokation der PLA, vom Cytosol zur Zellmembran stattfindet und so erst die
Maoglichkeit zur Interaktion mit G-Protein gekoppelten Rezeptoren geschaffen wird
(Liscovitch, 1992).

1.1.4.3 lonenkandle

G-Proteine konnen lonenkandle direkt oder indirekt beeinflussen. Indirekte Effekte werden
Uber second messenger wie cCAMP, DAG oder IP; vermittelt, die nach Aktivierung von
Enzymsystemen durch G-Proteine gebildet werden. Durch die Erhéhung der cAMP-Spiegel
wird die Proteinkinase A aktiviert, die spannungsabhangige Ca’*-Kanale phosphorylieren und
so einen Ca*-Einstrom in die Zelle ausldsen kann (Y atani und Browm, 1989). Auch (iber das
Phospholipase C-System konnen Ca’*-Kandle beeinflult werden. Die Aktivierung der
Proteinkinase C durch DAG erhdht nach Phosphorylierung des Kanaproteins dessen
Offenwahrscheinlichkeit (Gollasch et al., 1993).

G-Proteine kénnen lonenkandle auch unabhéngig von second messenger Systemen aktivieren
oder hemmen. Um diese Interaktion testen zu konnen, missen die lonenkande unter
Ausschaltung anderer Signaltransduktionwege der Zelle untersucht werden. Derartige
Messungen ermdglicht die inside-out patch-clamp Technik, bei der nur der Ionenkana
isoliert vom Zéellinhalt bestimmten Substanzen ausgesetzt werden kann. Auf diese Weise
wurde die direkte Wechselwirkung von Gz mit K™-Kandlen des Herzens nachgewiesen
(Yatani et a., 1987). Weitere Versuche zeigten, dal3 neben Gj3 auch Gj;, G und Gy
K*-Kandle in verschiedenen Geweben oder Zellinien aktivieren konnen (Ubersicht bei
Birnbaumer et al., 1990 a). Die direkte Wirkung wird von den o-Untereinheiten vermittelt,
aber der Py-Komplex kann ebenfals, alerdings indirekt Uber die Aktivierung der
Phospholipase A, K*-Kanale 6ffnen (Kim et al., 1989).
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Untersuchungen am Herzen zeigten, da® Gs unabhdngig von der Stimulation der
Adenylylcyclase einen schnellen Einstrom von Ca* in die Zelle hervorrufen kann, der auf eine
direkte Kopplung von Gs an den Ca®*-Kanal hinweist (Yatani und Brown, 1989). In
GHs-Zellen scheint G, Ca**-Kandle direkt aktivieren zu kénnen (Gollasch et al., 1993),
wahrend in anderen Geweben oder Zellinien tGber inhibitorische G-Proteine eine Hemmung
von Ca*-Kandlen vermittelt wird (Ubersicht bei Birnbaumer et al., 1990 a).

1.2 Insulinsekretion

Die Sekretion von Insulin aus den B-Zellen der Langerhansschen Inseln dient der Regulation
des Blutglucosespiegels. Steigt nach Nahrungsaufnahme die Glucosekonzentration im Blut
an, wird Insulin durch Exocytose aus den Speichergranula freigesetzt. An den Erfolgsorganen
bewirkt es daraufhin eine erhthte Glucoseaufnahme in die Zellen, Steigerung der
Glykogenbildung in Leber und Muskel und vermehrten oxidativen Glucoseabbaul.

1.2.1 Glucose-induzierte I nsulinsekretion

Das wichtigste Stimulans der Insulinsekretion ist Glucose. Daneben konnen andere
Kohlenhydrate sowie ihre Metaboliserungsprodukte, die Aminosduren Arginin und Leucin
und auch Arzneistoffe aus der Gruppe der Sulfonylharnstoffe die Freisetzung von Insulin
hervorrufen. Diese Substanzen, die die Insulinsekretion induzieren konnen, bezeichnet man
als Initiatoren. Im Gegensatz dazu beeinflussen Modulatoren die Insulinsekretion nur bei
gleichzeitiger Anwesenheit eines Initiators. Zu den Modulatoren gehdren zum Beispiel
Neurotransmitter wie Adrenalin oder Acetylcholin und die Inkretinhormone (Kap. 1.2.3).
Diese Substanzen vermitteln ihre Wirkung Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(Kap. 1.1.3).

Die Voraussetzung fur die Stimulation der Insulinsekretion durch Glucose stellt ihre
Aufnahme in die B-Zelle dar. Glucose wird durch Glucosetransporter (GLUT) aktiv ins
Zellinnere befordert (Ubersicht bei Newgard et al., 1994). An den Langerhansschen Insein
der Ratte wird die Glucoseaufnahme hauptséchlich durch den Subtyp GLUT-2 vermittelt
(Thorens et al., 1988; Johnson et al., 1990). Glucose induziert die Insulinsekretion nicht
durch die Bindung an einen Rezeptor, sondern Uber die nach ihrer Metabolisierung gebildeten
Stoffwechselprodukte. Die erste Reaktion ist die Phosphorylierung zu Glucose-6-phosphat

durch verschiedene Hexokinasen. Die Hexokinasen !, Il und Ill bestzen K.,-Werte fir
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Glucose, die niedriger als 0,1 mmol/l sind, so dal3 diese Enzyme schon bei basaen
Blutglucosespiegeln aktiv sind. Die Hexokinase IV wird erst von Glucosekonzentrationen ab
10 mmol/l angesprochen und ist somit fir die gesteigerte Metabolisierungsrate bel erhohten
Blutzuckerspiegeln verantwortlich (Wilson, 1984). Aufgrund ihrer Substratspezifitét wird die
Hexokinase IV auch as Glucokinase bezeichnet. Die wichtige Bedeutung der
Glucokinaseaktivitét fir die Glucose-induzierte Insulinsekretion zeigt das Sekretionsverhalten
der Zdllinie RINmSF. Diesen Zellen fehlt die Glucokinaseaktivitdt und sie reagieren daher auf
eine Steigerung der Glucosekonzentration nicht mit verstarkter Glucosemetabolisierung und
auch nicht mit erhohter Insulinsekretion (Halban et al., 1983). Die Glucokinase dient also als
Glucosesensor der B-Zelle und generiert den ersten Metaboliten der Signalkaskade, die zur
Freisetzung von Insulin fuhrt (Matschinsky, 1990).

Das durch Phosphorylierung entstandene Glucose-6-phosphat wird in der Glykolyse weiter
umgesetzt. Schon hierbei entsteht neben NADH+H" und Pyruvat auch ATP. Das Pyruvat
wird in die Mitochondrien eingeschleust, in denen die oxidative Decarboxylierung erfolgt.
Deren Produkt Acetyl-CoA geht in den Citronensaurezyklus ein, wo wiederum NADH+H"
und ATP gebildet werden. Die neben ATP entstehenden Metaboliten konnen die
Insulinsekretion weiter verstérken. Fructose-1,6-bisphosphat und Diphosphoglycerinsaure
bewirken eine Erhohung der IPs-Konzentration vermutlich Uber die Hemmung des
IPs-Abbaus mittels Phosphatasen (Laychock, 1990). Andere noch nicht genau
charakteriserte Metabolite, bei denen es sich um Acyl-CoA Derivate handeln kann,
stimulieren die Phospholipase C (Rasmussen et a., 1995). Durch die Erhthung des
ATP/ADP-Quotienten werden ATP-abhéangige K*-Kanale der B-Zelle geschlossen. Infolge
der Abnahme der Kaliumpermeabilitdt wird die Zelle depolarisert, wodurch sich
spannungsabhangige Ca*-Kanale 6ffnen und C&* in die B-Zéelle einstrémt. Die Steigerung
der intrazelluldren Ca®*-Konzentration bewirkt die Offnung von Ca®*-sensitiven K*-Kanéen.
Durch den K*-Ausstrom wird die Zelle repolarisiert, so da die Ca**-Kandle sich wieder
schliel}en. Wenn der ATP/ADP-Quotient noch erhoht ist, wird Uber die Schlief3ung der
ATP-abhdngigen K'-Kandle die B-Zelle wieder depolarisert und es erfolgt erneut ein
Ca™*-Einstrom. Durch dieses Wechselspiel zwischen Depolarisation und Repolarisation
entstehen oszillierende Ca**-Stréme, die mit der pulsatilen Insulinfreisetzung korrelieren
(Lund und Helman, 1992; Bergsten, 1995). Die Erhthung der intrazelluldren
Ca™*-Konzentration ist der Trigger fur die kontrollierte Exozytose (Burgess und Kelly, 1987).



14 Einleitung

Sie vermittelt eine Signalkaskade, die schlief3lich zur Fusion der exozytotischen Granula mit

der Zellmembran fihrt.
1.2.2 Mediatoren der Insulinsekretion

1.2.2.1 Calcium

Der auddsende Faktor fir die Freisetzung von Insulin ist eine Erh6hung der freien
cytosolischen Ca*-Konzentration durch Einstrom von Ca®* durch spannungsabhangige
Ca’*-Kandle. An B-Zellen der Ratte wurden zwel Typen von spannungsabhangigen
Ca™*-Kandlen identifiziert: T-Typ Kandle und L-Typ Kandle (Sala und Matteson, 1990;
Ashcroft et al., 1990). Diese Kandle unterscheiden sich in ihrer Spannungsempfindlichkeit,
ihrem Offnungsverhalten und ihrer Sensitivitat gegeniiber Agonisten. L-Typ Kande (long
lasting) spielen fur die Insulinsekretion die grofRere Rolle. Sie werden durch Dihydropyridine,
Diltiazem oder Verapamil blockiert. Die Bedeutung des Ca&-Einstroms fur die
Insulinsekretion wurde durch Versuche deutlich, in denen das Entfernen von Ca®* aus dem
Medium oder der Einsatz von Ca**-Kanalblockern die Freisetzung von Insulin verhindern
konnten (Prentki und Matschinsky, 1987).

Der genaue Mechanismus, Uber den eine Erhdhung der Ca**-Konzentration die Exozytose
auslost, ist noch nicht bekannt. Verschiedene Angriffspunkte fiir Ca2* werden diskutiert. Ca®*
bindet an Calmodulin und aktiviert die Ca®*/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase I1. Dieses
Enzym phosphoryliert nachfolgend weitere Proteine, die den Veskeltransport zur
Zellmembran beeinflussen (Ashcroft und Hughes, 1990). Auch die Proteinkinase C scheint
eine Rolle bei der C&?*-induzierten Vesikelfusion zu spielen (Calle et al., 1992). Durch den
Ca’™*-Einstrom wird also eine Signalkaskade eingeleitet, die schlieRlich zur Exozytose der
Insulingranula filhrt. Daher kann die Ca®*-induzierte Insulinsekretion auch distal noch weiter
moduliert werden. So zeigten Ullrich und Wollheim (1988), dal3 in permeabilisierten
RINmSF-Zellen die Ca**-induzierte Freisetzung von Insulin durch Adrenalin gehemmt
werden kann. Die Erhdhung der Ca?*-Konzentration stellt also einen wichtigen, aber nicht

den letzten Schritt auf dem Weg zur Insulinsekretion dar.

1.2.2.2 Phospholipase C-System

Neben der Aktivierung der Phospholipase C durch G-Proteine (Kap. 1.1.4.2) wird die
|soform PLC-§ unter anderem durch Ca®* aktiviert (Best, 1986; Biden et al., 1993; Kelley et
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al., 1995). Glucose kann daher (iber die Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration die
PLC-6 aktivieren. Aulerdem konnen Metaboliten, die bei der Verstoffwechselung der
Glucose in der B-Zelle entstehen, eine Isoform der PLC auch Ca’*-unabhangig aktivieren
(Rasmussen et al., 1995). Eine besondere Rolle spielt die Stimulation der PLC fir die
biphasische Insulinsekretion von Langerhansschen Inseln der Ratte und des Menschen. Wird
die PLC nicht ausreichend aktiviert, wie dies bel Mauseinseln der Fall ist, so ist die zweite
Phase der Insulinsekretion nur schwach ausgepragt (Ubersicht bei Zawalich und Zawalich,
1996).

Nach Stimulierung der PLC wird Phosphatidylinosit-3,4-bisphosphat zu 1P; und DAG
hydrolysiert. DAG kann auch durch Neusynthese aus Dihydroxyaceton gebildet werden.
Dieser zweite Mechanismus wird insbesondere durch Glucose stimuliert (Zawalich und
Rasmussen, 1990). IP; bewirkt die Freisetzung von C&* aus dem Endoplasmatischen
Reticulum, was zu einer Verstdrkung der Insulinsekretion fihren kann. In Abwesenheit von
Glucose 16st die Erhéhung der 1Ps-Spiegel aber keine Insulinsekretion aus (Zawalich et al.,
1989). Ob die verschiedenen Inositolphosphatmetaboliten ebenfalls die Freisetzung von
Insulin beeinflussen, ist noch unbekannt. DAG stimuliert die Proteinkinase C. Verschiedene
Autoren konnten zeigen, dal3 die Aktivierung der PKC eine Steigerung der Insulinsekretion
hervorruft (Arkhammar et al., 1989; Thams et al., 1990; Jones et al., 1992). Dieser Effekt
kann Uiber eine Steigerung der Empfindlichkeit des Sekretionsmechanismus gegeniiber Ca*
vermittelt sein (Jones et al., 1985; Hughes et al., 1987). AulRerdem kann die PKC die
cytosolische Ca’*-Konzentration regulieren (Arkhammar et al., 1994; Bode und Goke, 1994)
und die Adenylylcyclase stimulieren (Thams et al., 1988). Ob diese Mechanismen allerdings
bei der Glucose-induzierten Insulinsekretion eine entscheidende Rolle spielen, wird
kontrovers diskutiert (Ubersicht bei Zawalich und Zawalich, 1996).

1.2.2.3 Phospholipase A,-System

Die Aktivierung der Phospholipase A, fuhrt zur Hydrolyse von Phospholipiden der
Zellmembran. Dabei entstehen Lysophospholipide und Arachidonséure. Die Phospholipase A,
wird durch second messenger wie cAMP und Ca®* stimuliert. Daneben wird auch eine
Aktivierung Uber G-Protein  gekoppelte Rezeptoren diskutiert (Kap. 1.1.4.2).
Phospholipase A, wurde in den B-Zellen des Pankreas und in insulinsezernierenden Zellinien
identifiziert (Metz et al., 1991). Frihere Untersuchungen hatten gezeigt, dal3 bel erhohter
Glucosekonzentration der Anstieg der Insulinsekretionsrate mit einer Steigerung des Gehalts
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an Arachidonsaure und deren Metabolisierungsprodukten einhergeht (Turk et al., 1984). Wie
es zur Glucose-induzierten Aktivierung der Phospholipase A, kommt, wird kontrovers
diskutiert. Ein 1soenzym der Phospholipase A, wird Ca’*-abhéngig stimuliert, so daRR Glucose
durch die Erhéhung der intrazellularen Ca®*-Konzentration dessen Aktivierung bewirken
kann (Metz, 1988 b; Jolly et a., 1993). AulRerdem kann Arachidonsaure auch durch
Hydrolyse von Diacylglycerol gebildet werden. Die Inkubation von Inseln mit exogener
Arachidonsiure fiihrt zur Freisetzung von Ca®* aus Zellorganellen und zur Stimulation der
Insulinsekretion (Metz, 1988). Versuche mit Hemmstoffen des Arachidonsaurestoffwechsels
zeigten, dal3 Arachidonsauremetaboliten an der Insulinsekretion beteiligt sein kdnnen. Eicosa-
5,8,11,14-tetrynsaure, das die Synthese von Lipoxygenase- und Cyclooxygenaseprodukten
hemmt, senkt die Glucose-induzierte Insulinsekretion um ca. 70 %. Indometacin, ein
Cyclooxygenase-Inhibitor, hat keinen Effekt (Turk et al., 1984). Diese Untersuchungen
weisen auf eine wichtige Rolle des Phospholipase A,/Arachidonsaure-Systems bel der
Regulation der Insulinsekretion hin (Ubersicht bei Jones und Persaud, 1993).

1.2.2.4 Adenylylcyclase-System

Die Adenylylcyclase katalysiert die Umsetzung von ATP zu cAMP. Von diesem Enzym
wurden verschieden Isoformen identifiziert (Kap. 1.1.4.1), die sich anhand ihrer
Aktivierbarkeit unterscheiden. Glucose selbst kann die Adenylylcyclase nicht direkt
aktivieren. Da Glucose aber einen Anstieg der intrazelluléren Ca?*-Konzentration hervorruft,
kann eine Stimulation von Ca*/Calmodulin-sensitiven |soformen der Adenylylcyclase
erfolgen. Durch eine Erhdhung der cAMP-Spiegel wird die Proteinkinase A aktiviert. Sie
phosphoryliert verschiedene Proteine der B-Zelle und verstdrkt dartber die
Ca’*-Empfindlichkeit des Sekretionsmechanismus (Ashcroft et al., 1994). Ein alleiniger
Anstieg des Gehadlts an CAMP, der nicht von erhdhten Glucosespiegeln begleitet ist, fuhrt
aber nicht zu einer Steigerung der Insulinsekretion. Glucose selbst bewirkt auch nur eine
geringe und kurzzeitige Zunahme an CAMP. Beides deutet darauf hin, dal3 cAMP nicht der
aud6sende Faktor der durch Glucose hervorgerufenen Insulinsekretion sein kann (Persaud et
al., 1990). Eine wichtige Rolle spielt die Erhdhung der cAMP-Spiegel aber fur die hormonell

gesteuerte Potenzierung der Glucose-induzierten Insulinsekretion.
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1.2.3 Stimulatoren der Insulinsekretion

Die Glucose-induzierte Insulinsekretion kann durch verschiedene Hormone oder
Neurotransmitter moduliert werden. Als Stimulatoren der Insulinsekretion spielen Hormone,
die nach Nahrungsaufnahme vom Darm freigesetzt werden, die wichtigste Rolle. Die orade
Aufnahme von Glucose ruft einen weitaus starkeren Anstieg der Plasmainsulinspiegel hervor,
as eine intravendse Glucoseinjektion, die zum gleichen Blutzuckerspiegel fuhrt. Die
Insulinsekretion ist je nach aufgenommener Glucosemenge nach oraler Gabe 20-60% hdher
(Creutzfeld und Nauck, 1992). Diese Steigerung bezeichnet man as Inkretineffekt. Ende der
zwanziger Jahre konnten endokrine Faktoren identifiziert werden, die vom Darm freigesetzt
werden und die Insulinsekretion steigern. Diese Faktoren wurden von LaBarre (1932)
zusammenfassend als Inkretin bezeichnet. Der Begriff enteroinsulére Achse (Unger und
Eisentraut, 1969) beschreibt die Wirkung dieser Darmhormone auf das endocrine Pankress.
Eine Vielzahl an Peptiden wurde daraufhin aus Darmextrakten isoliert. Darunter waren
Sekretin, Cholezystokinin (CCK), vasoactive intestinal polypeptide (VIP), Gastrin, gastrin
releasing peptide (GRP) und Enteroglucagon, die in Anwesenheit basaler oder leicht
erhohter Glucosekonzentrationen die Insulinsekretion stimulieren konnen (Ubersichten bei
Ebert und Creutzfeld, 1987; Dupré, 1991). Die Wirkung dieser Peptide ist aber auch in hohen
Konzentrationen nur schwach ausgeprégt. Rushakoff et a. (1990) formulierten vier
Bedingungen, die ein Hormon erflllen muf3, damit man es als Inkretin betrachten kann.
Erstens soll es in den Epithelzellen des Darms produziert und durch verschiedene ord
aufgenommene Nahrstoffe, d. h. nicht ausschliefdlich Glucose, freigesetzt werden. Zweitens
soll die exogene Gabe des Hormons bei physiologischen Plasmakonzentrationen die Glucose-
induzierte, aber nicht die basale Insulinsekretion erhthen. Auflerdem konnen spezifische
Rezeptorantagonisten oder Antikoérper gegen das Hormon die postprandiale Insulinsekretion
vermindern. Schlief3lich missen Rezeptoren fur das Hormon an den B-Zellen des Pankreas

vorhanden sain.

Von den oben genannten Peptiden erflllt keines ale vier Kriterien. Zwei andere Hormone
entsprechen aber den Bedingungen, die an ein Inkretin gestellt werden: gastric inhibitory
peptide (GIP) und glucagon-like peptide-1 (GLP-1). Sie werden nach Nahrungsaufnahme
aus dem Darm freigesetzt und steigern dann die Insulinsekretion. Durch den Einsatz von
Antagonisten konnte der Beitrag beider Hormone zum Inkretineffekt bestimmt werden. Die
Gabe von Exendin(9-39)amid, einem Antagonisten des GLP-1-Rezeptors, verringert den
Inkretineffekt um 60% (Kolligs et al., 1995). GIP macht 30-50% der Inkretinwirkung aus,



18 Einleitung

wie Versuche mit GIP-Antikorpern zeigten (Ebert und Creutzfeld, 1982). Diese beiden
Hormone konnen in Kombination den Inkretineffekt in vollem Umfang hervorrufen und
stellen damit die wichtigsten physiologischen Modulatoren der Glucose-induzierten

Insulinsekretion dar.

1231 GIP

Gadtric inhibitory peptide wurde aufgrund seiner hemmenden Wirkung auf die
Saureproduktion entdeckt (Brown et a., 1975). Seit die Wirkung auf die Insulinsekretion
bekannt ist, wird es unter Belbehaltung der Abkirzung GIP auch as glucose-dependent
insulinotropic polypeptide oder glucose-dependent insulin-releasing polypeptide bezeichnet.
GIP besteht aus einer Peptidkette von 42 Aminosauren. Es ist strukturell verwandt mit den
anderen Peptiden der Sekretin- und der Glucagonfamilie, zum Beispiel Glucagon, Glicentin,
GLP-1, GLP-2 oder Sekretin.

GIP wird nur in wenigen Geweben exprimiert. Die htchste Konzentration findet man im
Duodenum und im oberen Jgunum (Polak et al., 1973; O’'Dorisio et al., 1976; Buchan et d.,
1978). Bei Ratte und Kaninchen konnte es in geringen Konzentrationen auch im Illeum
nachgewiesen werden (Buchan et a., 1982). Diese Gewebevertellung stimmt mit
immunocytochemischen Untersuchungen Uberein, die zeigten, dal3 GIP in den K-Zellen des
oberen Dunndarms lokalisiert ist (Buffa et al., 1975). Aus diesen Zellen wird GIP nach
Nahrungsaufnahme freigesetzt. Dabel stimulieren verschiedene Bestandteile der Nahrung die
GIP-Sekretion. Untersuchungen am Menschen zeigten, dal3 Glucose die GIP-Freisetzung aus
dem Duodenum, Fette dagegen hauptsachlich aus dem Jgjunum hervorrufen (Schattenmann
et al., 1984). Eine Aminosduremischung induziert ebenfalls die GIP-Sekretion. Einzeln
gegeben konnen aber nur bestimmte Aminosauren die Freisetzung ausldsen (Thomas et dl.,
1976 und 1978). Die Sekretion von GIP steht auRerdem unter vagaler und adrenerger
Kontrolle und wird konzentrationsabhangig durch gastrin-releasing peptide (GRP) gesteigert
(Larrimer et a., 1978; Flaten et al., 1982; Kieffer et a., 1994).

Die beiden wichtigsten Zielorgane fur GIP sind der Gastrointestinaltrakt und das Pankress.
Die Hemmung der Gastrinsekretion, die nach Entdeckung des Peptids zur Namensgebung
diente, wird heute aufgrund widerspriichlicher Daten kontrovers diskutiert (Ubersicht bei
Fehmann et al., 1995). Der Einflud auf die Insulinsekretion wird als Hauptwirkung
angesehen. GIP stimuliert die Insulinsekretion entsprechend der Definition eines

Inkretinhormons nur bei erhdhten Blutglucosespiegeln (Pederson und Brown, 1976). Seine
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Wirkung vermittelt es Uber die Bindung an enen GIP-spezifischen Rezeptor. Der
GIP-Rezeptor wurde an den B-Zellen des Pankreas und auch im Fettgewebe, im Gehirn und
im Duodenum nachgewiesen (Usdin et al., 1993). Er gehdrt zur Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren, genauer zur Sekretin/VIP-Rezeptorfamilie (Kap. 1.1.3). Wie alle
Mitglieder dieser Subfamilie ist er an Gs gekoppelt und bewirkt dariber eine Aktivierung der
Adenylylcyclase mit nachfolgender Erhohung der cAMP-Spiegel (Szecowka et a., 1982;
Amiranoff et al., 1984; Volz et a., 1995; Wheeler et a., 1995). Darlber hinaus vermittelt
GIP einen Anstieg der intrazelluléren Ca?*-Konzentration (Brunicardi et al., 1986; Wahl et
a., 1992; Lu et a., 1993). Beide Effekte treten nur bei gleichzeitig erhdhten Glucosespiegeln
auf (Ubersicht bei Dillon et al., 1994), so dal? man annehmen kann, dai3 der EinfluR auf die
cAMP- und Ca”*-Spiegel die Ursache der insulinotropen Wirkung von GIP ist (Straub und
Sharp, 1996).

1232 GLP-1

Dadie in vivo Immunoneutralisationsversuche von GIP gezeigt hatten, dal3 GIP alleine nur
einen Tell des Inkretineffektes ausmacht (Ebert und Creutzfeld, 1982), wurde nach weiteren
Inkretinhormonen gesucht. Die Charakterisierung von glucagon-like peptide-1 (GLP-1), das
entsprechend der Definition eines Inkretins aus Darmzellen freigesetzt wird, und die
Entdeckung seiner starken stimulatorischen Wirkung auf die Insulinsekretion fihrten dazu,

dal3 es als wichtiges Inkretin identifiziert wurde.

GLP-1 entsteht bel der Proteolyse von Preproglucagon (Abb. 1.7). Preproglucagon ist ein
Protein, das aus 180 Aminosauren besteht. Die Sequenz des Glucagons bilden die
Aminosauren 33 bis 61. Die beiden glucagon-like peptides GLP-1 und GLP-2 liegen
zwischen den Positionen 72 bis 108 und 126 bis 158 (Bell et al., 1983). Preproglucagon wird
sowohl in den intestinalen L-Zellen, as auch in den A-Zellen des Pankreas exprimiert. Die
Proteolyse lauft aber in beiden Zellsystemen unterschiedlich ab, so dal3 die pankreatischen
A-Zellen Glucagon, glicentin releated pancreatic polypeptide (GRPP) und major
proglucagon fragment (MPF) bilden. Die physiologische Funktion der letzten beiden Peptide
ist noch nicht bekannt. Die intestinalen L-Zellen spalten Preproglucagon so, dal3 Glicentin,
GLP-1 und GLP-2 entstehen (Patzelt und Schiltz, 1984; Mojsov et al., 1986).
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-20 1 30/33 61/64 72 78  108/111 123/126  158/160
Preproglucagon Leader | GRPP | Glucagon | IP1 GLP-1 JIP2] GLP-2

1 69 78 107 126 158
L-Zellen Glicentin GLP-1 GLP-2

1 30 33 61 72 158
A-Zellen GRPP||Glucagon M PF

Abb. 1.7  Proteolyse des Preproglucagonsin L-Zellen und in A-Zellen

Die Abkurzungen haben folgende Bedeutungen: GRPP (glicentin releated polypeptide), 1P1
und IP2 (intervening peptide 1 und 2), GLP (glucagon-like peptide), MPF (major
proglucagon fragment) (aus Thorens et al., 1994).

Das hiologisch inaktive GLP-1, das zunéchst aus 37 Aminosduren besteht, wird durch
Abspaltung der sechs N-terminalen Aminosduren zum biologisch aktiven GLP-1(7-37)
umgesetzt (Mojsov et al., 1986). Bel einem grof3en Tell der Peptidmolekile wird noch das
C-terminale Ende um eine Aminosdure verkirzt und amidiert, so dal3 GLP-1(7-36)amid
entsteht (drskov et al., 1989; Mojsov et al., 1990). Diese beiden Formen des aktiven GLP-1
besitzen die gleiche biologische Aktivitat, wobei beim Menschen aber 80% als verkirztes,
amidiertes Peptid vorliegen (@rskov et al., 1994). Der Einfachheit halber wird im Verlauf
dieser Arbeit statt von GLP-1(7-36)amid von GLP-1 gesprochen.

Die Gewebeverteilung von GLP-1 ergibt sich aus dem oben genannten Muster der
proteolytischen Spaltung. GLP-1-lmmunoreaktivitdt wurde in den L-Zellen des Darms
nachgewiesen. Dabei steigt die Anzahl an GLP-1 bildenden Zellen vom Duodenum Uber
Jgjunum, Ileum und Colon an, um schlief3lich im Rektum die maximale Zelldichte zu erreichen
(Eissele et al., 1992). In den L-Zellen findet man eine Co-Lokalisation von GLP-1 mit
anderen Peptiden, die mittels Proteolyse aus Preproglucagon entstehen. GLP-1 wurde auch in
der Medulla oblongata und im Hypothalamus mittels RIA nachgewiesen (Drucker et Asa,
1988; Lui et al., 1990). AulRerdem existieren Bindungsstellen fir GLP-1 in der Hypophyse
(Goke et al., 1995).

Der Mechanismus, der nach Nahrungsaufnahme zur Freisetzung von GLP-1 aus den L-Zellen
fuhrt, ist noch nicht abschliefiend geklart. Nahrstoffe konnen die Sekretion von GLP-1

induzieren, wenn sie nicht im Dinndarm resorbiert werden und schlief3lich den Dickdarm
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erreichen (Qrskov et a., 1986). Untersuchungen zeigen, dald die Blutspiegel von GLP-1
innerhalb von 10 bis 15 Minuten nach der Einnahme einer gemischten Mahlzeit ansteigen.
Eine aleinige Ausldsung der GLP-1-Sekretion durch Nahrungsbestandteile scheidet daher
aus, da die Néahrstoffe die tiefen Darmabschnitte, in denen der Hauptanteil an GLP-1
bildenden L-Zellen lokalisiert ist, erst sehr spa erreichen (Eissele et al., 1992). Im
Tierversuch konnte die Freisetzung von GLP-1 durch GIP oder cholinerge Agonisten
ausgelost werden (Brubaker, 1991) und durch Galanin gehemmt werden (Herrmannrinke et
al., 1996). Diese Ergebnisse lieflen sich aber am Menschen nicht bestétigen (Ubersicht bei
Fehmann et al., 1995).

Die stimulierende Wirkung von GLP-1 auf die Glucose-induzierte Insulinsekretion wurde
zuerst 1987 am isolierten, perfundierten Pankreas nachgewiesen (Holst et a., 1987; Mojsov
et a., 1987). Dieser Effekt tritt aber nur bei gleichzeitig erhohten Glucosekonzentrationen
auf. Die basale Insulinsekretionsrate bleibt unverandert. Fehmann et al. (1991) zeigten, dal3
eine kurze Vorbehandlung von insulinsezernierenden Zellen mit GLP-1 die Insulinsekretion
bei nachfolgenden Stimulationen mit Glucose erhoht. Diese Wirkung wird auch as priming
effect bezeichnet. Als Erklarung bieten Holz et al. (1993) die Beobachtung, dal3 nur ein Tell
der B-Zellen des Pankreas unter normalen Bedingungen sensitiv gegentiber Glucose ist und
dad die kurzzeitige Inkubation mit GLP-1 die Anzahl der Glucose-kompetenten Zellen
erhoht. Der Einflud von GLP-1 auf insulinsezernierende Zellen wird Uber spezifische
Rezeptoren vermittelt (Goke und Conlon, 1988; Thorens, 1992; Moens et a., 1996). Der
GLP-1-Rezeptor gehort wie der GlIP-Rezeptor zur Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren und zeigt Sequenzhomologie zu den Rezeptoren fur Sekretin, VIP und Glucagon
(Ubersicht bei Fehmann et al., 1995). GLP-1 stimuliert nach Bindung an den Rezeptor die
Adenylylcyclase, so dal3 die CAMP-Spiegel ansteigen (Drucker et al., 1987; Goke et d.,
1989; Ahrén, 1996). AuBerdem ruft GLP-1 eine Erh6hung der intrazelluldren
Ca™*-Konzentration hervor (Lu et al., 1993; Yada et al., 1993). Dieser Anstieg beruht nicht
dlein auf einer Offnung von spannungsabhangigen Ca’*-Kanéen, sondern wird durch einen
Ca™*-Einstrom durch nicht-selektive Kationenkandle unterstitzt (Holz et al., 1995). Die
Freisetzung von C&* aus intrazelluldren Speichern kann as Trigger fir die Offnung der
L-Typ Ca’*-Kandle dienen (Gromada et al., 1996). Noch ist unklar, ob die Effekte auf die
intrazelluldre Ca’*-Konzentration ausschlieRlich iber cAMP vermittelt werden, oder ob
GLP-1 die Ca’*-Kandle auch direkt beeinflussen kann. GLP-1 stimuliert nicht nur die

Glucose-induzierte Insulinsekretion, sondern erhdht auch die zelluldren Spiegel der
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Proinsulin-mRNA (Fehmann und Habener, 1992; Neye, 1996). Auf diese Weise erfillt esin
vollem Malle die Anforderungen eines Inkretinhormons, da es nicht nur die

Insulinfreisetzung, sondern auch die Insulinbiosynthese steigert.

Neben diesen Effekten auf die Insulinsekretion hat GLP-1 auch extrapankreatische
Wirkungen. Rezeptoren fur GLP-1 wurden in der Lunge gefunden (Richter et al., 1990).
Dort stimuliert GLP-1 die Mucussekretion und wirkt relaxierend auf die Pulmonalgeféiie
(Richter et al., 1993). Im Fettgewebe erhtht es die Lipolyse (Ruiz-Grande et al., 1992). Der
Nachweis von Rezeptoren im Gehirn deutet darauf hin, da? GLP-1 Funktionen als
Neurotransmitter, vermutlich bei der Regulation autonomer und neuroendokriner Prozesse,

Ubernimmt.

Die Glucose-abhangige Stimulation der Insulinsekretion macht GLP-1 zu einer interressanten
Substanz fur die Therapie des Diabetes mellitus vom Typ Il. Bel diesem auch als nicht-
insulinabhéngiger Diabetes bezeichneten Krankheitsbild liegt eine Insulinresistenz der
Erfolgsorgane und/oder ein Defekt der Insulinsekretion vor. Die Infusion von GLP-1 zeigt
einen antidiabetischen Effekt bei Patienten mit Typ I1-Diabetes (Gutniak et al., 1992; Nauck
et a., 1993). Die kombinierte Gabe von GLP-1 und Glibenclamid senkt die
Blutglucosespiegel stérker as die aleinige Anwendung eines der beiden Arzneistoffe
(Gutniak et al., 1996). Weitere Studien mit GLP-1 werden zeigen, ob GLP-1 as Arzneistoff
Eingang in die Diabetestherapie finden wird.

1.2.4 Inhibitoren der Insulinsekretion

1.2.4.1 op-Adrenozeptoragonisten

Bel der Regulation der Insulinsekretion greift das vegetative Nervensystem modulierend ein.
Das endokrine Pankreas wird von sympathischen, parasympathischen und peptidergen
Neuronen innerviert. Die Nervenfasern des vegetativen Nervensystems, die in das Pankreas
eindringen, sind gemischte Fasern, das heildt, sie enthalten einen sympathischen und einen
parasympathischen Antell. Beide Nervenbahnen verlaufen entlang den Arterien. Die
prégangliondren parasympathischen Fasern des Nervus vagus enden in Ganglien innerhalb des
Pankreas, wo die Umschaltung auf das postganglionére Neuron erfolgt, das direkt die Zellen
der Langerhansschen Insel innerviert. Das dort ausgeschittete Acetylcholin fihrt an der
B-Zelle Uber den Angriff an muskarinischen Ms-Rezeptoren zur Stimulation der

Insulinsekretion (Verspohl et a., 1990). In den Veskeln der parasympathischen Nerven
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findet man eine Co-Lokalisation von Acetylcholin und Neuropeptiden wie vasoactive
intestinal peptide (VIP) oder gastrin-releasing peptide (GRP). Diese Neuropeptide werden

nach Vagus-Aktivierung ebenfalls ausgeschiittet und verstérken die Freisetzung von Insulin.

Die postganglionéaren sympathischen Neurone verlaufen ausgehend vom Nervus splanchnicus
in das Pankreas (Brunicardi et al., 1987). Der Neurotransmitter Noradrenalin vermittelt seine
Wirkung an den Zellen der Langerhansschen Insel Uber B- und Uber o-Adrenozeptoren
(Lacey et a., 1993). Der Angriff an 3-Adrenozeptoren bewirkt eine schwache Steigerung der
Insulinsekretion, wahrend Uber op-Adrenozeptoren eine ausgeprégte Hemmung der
Insulinsekretion hervorgerufen wird. Auch in den sympathischen Nervenendigungen findet
man eine Co-Lokalisation von Noradrenalin mit peptidergen Neurotransmittern, insbesondere
mit Galanin (Kap. 1.2.4.3) (Dunning et al., 1986).

Schon 1966 zeigten Porte und Williams, dal3 die Stimulation sympathischer Nerven des
Pankreas die Insulinsekretion hemmt. Versuche mit Noradrenalin und selektiven
op-Rezeptoragonisten machten deutlich, dal3 diese Wirkung Uber o-Adrenozeptoren
vermittelt wird (Metz et a., 1978). Inzwischen sind auch verschiedene Subtypen des
o-Adrenozeptors bekannt. Anhand unterschiedlicher Affinitdten von Antagonisten wurden
die vier Subtypen oiza, 0z, 0zc UNd 0ip identifiziert (Ubersicht bei MacKinnon et al., 1994).
Fur die Hemmung der Insulinsekretion ist der an den B-Zellen lokalisierte aa-Adrenozeptor
verantwortlich (Niddam et al., 1990). Adrenozeptoren gehoren zur Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (Kap. 1.1.3). Untersuchungen mit Pertussistoxin zeigten, daf3
Pertussistoxin-sensitive G-Proteine an der Wirkung, die tber o,-Adrenozeptoren vermittelt
wird, beteiligt sind (Hillare-Buys et al., 1992). Der oy-Adrenozeptor interagiert mit
verschiedenen G-Proteinen. An RINm5F-Zellen konnte nachgewiesen werden, dal3 G;; und

beide Formen von G, an o,-Adrenozeptoren koppeln (Schmidt et al., 1991).

Die Hemmung der Insulinsekretion wird Uber verschiedene Mechanismen hervorgerufen.
Uber Gi, wird die Adenylylcyclase gehemmt, so dal3 der cAMP-Spiegel sinkt (Macrezlepretre
et al., 1995). AulRerdem bewirkt die Aktivierung von o-Adrenozeptoren eine Verminderung
des Ca’*-Einstroms in die Zelle (Wollheim et d., 1977; Hsu et al., 1991). Die Offnung von
G-Protein gekoppelten K*-Kanalen wirkt aufgrund der entstehenden Hyperpolarisation einer
Insulinsekretion entgegen (Rorsman et al., 1991). Solche durch G-Proteine aktivierbaren
K*-Kande wurden auch an anderen sekretorischen Zellsystemen, zum Beispiel an

chromaffinen Zellen und Mastzellen nachgewiesen, wo sie durch ihre Offnung die Exocytose
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beeinflussen kénnen (McCloskey und Cahalan, 1990; Cannon et a., 1993). Neuere
Untersuchungen zeigen, daid tber o,-Adrenozeptoren auch der Einstrom von Na', der an der
Depolarisation der Zellmembran betelligt ist, vermindert wird (Saha und Hellman, 1995).
Diese vier Mechanismen reichen aber nicht aus, um die Uber o,-Adrenozeptoren vermittelte
Hemmung der Insulinsekretion ausreichend zu erklaren. Die Gabe von cAMP-Anaoga kann
die inhibitorische Wirkung von Clonidin nicht verhindern und auch bei erhdhter intrazellulérer
Ca™*-Konzentration kann die Insulinsekretion durch op-Adrenozeptoragonisten noch
gehemmt werden (Ullrich und Wollheim, 1988). Daran wird deutlich, dai3
o-Adrenozeptoragonisten Uber die Bindung an ihren Rezeptor die Freisetzung von Insulin
unabhangig von der cAMP-Bildung und an einem Punkt distal der Erhthung der Ca?*-Spiegel

beainflussen kénnen.

1.2.4.2 Lithium

Lithium wird zur Behandlung und Prophylaxe von manisch-depressiven und schizoaffektiven
Psychosen eingesetzt. Im Tierversuch und auch am Menschen zeigte sich, dal3 Lithium die
Glucosetoleranz und die Insulinsekretion beeinflussen kann. Die Behandlung von Ratten mit
Lithium fuhrt zu einer Verminderung der Glucose-induzierten Insulinsekretion (Anderson und
Blackard, 1978; Shah und Pishdad, 1980). Untersuchungen zum Wirkmechanismus zeigten,
dal3 der Effekt von Lithium durch die Gabe des nicht selektiven o-Adrenozeptorantagonisten
Dihydroergotamin an isolierten Langerhansschen Inseln verhindert wird (Fontanela et al.,
1987). An Ratten hat neben Dihydroergotamin auch eine Adrenalektomie den gleichen Effekt
(Fontanela et al., 1986). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 Catecholamine an der
Wirkung von Lithium auf die Insulinsekretion beteiligt sind. Durch Einsatz spezifischer
o-Adrenozeptorantagonisten konnten Fontanela et al. (1990) zeigen, dal3 Lithium seinen
hemmenden Einfluld Gber diesen Rezeptorsubtyp vermittelt (Kap. 1.2.4.1). Wird die
Signaltransduktion Uber o,-Adrenozeptoren durch den Einsatz von Pertussistoxin, das das
koppelnde G, inaktiviert, unterbrochen, so kehrt sich der Effekt von Lithium ins Gegentell
um, und man beobachtet einen Anstieg der Plasmainsulinspiegel (Garcia Hermida et al.,
1991). Auch dies ist ein Hinweis, dal3 Lithium seine Wirkung Uber die Freisetzung von
Catecholaminen hervorruft. Nach Inkubation mit Pertussistoxin bleibt der 3-Adrenozeptor
funktionsfahig und vermittelt eine Steigerung der Insulinsekretion (Kap. 1.2.4.1). Die
Aktivierung des adrenergen Systems stellt also einen wichtigen Wirkmechanismus der

Lithium-induzierten Hemmung der Insulinsekretion dar.
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Daneben konnten Zawalich et a. (1989 b) auch einen Catecholamin-unabhangigen Effekt von
Lithium auf die Insulinsekretion nachweisen. Lithium hemmt die Inositolmonophosphatase,
so dal? die verfligbare Menge an freiem Inositol abnimmt und der Signaltransduktionsweg des
Phospholipase C-Systems (Kap. 1.2.2.2) beeintrachtigt wird (Ubersicht bei Manji et al.,
1995). Dieser Mechanismus scheint auch beim Einfluf3 von Lithium auf die Insulinsekretion
eine Rolle zu spielen, denn die zusétzliche Gabe von Inositol verhindert den hemmenden
Effekt von Lithium (Zawalich et al., 1989Db).

Bel Untersuchungen am Menschen stellte sich der Einflufd von Lithium nicht so eindeutig dar.
Waéhrend einige Autoren ebenso wie im Tierversuch und an isolierten Inseln eine verminderte
Insulinsekretion feststellten, konnten andere eine Verbesserung der Glucosetoleranz
nachweisen (Jones et a., 1983; Caviezdl et al., 1987). Die Ursache dieser antidiabetischen
Wirkung von Lithium liegt in seiner extrapankreatischen Wirkung auf den
Glucosestoffwechsel  begrindet. Lithium vermittelt &hnlich wie Insulin eine verstérkte
Aufnahme von Glucose aus dem Blut in die Muskelzellen (Clausen, 1968) und senkt so den
Blutzuckerspiegel (Vendsborg und Rafaelsen, 1973; Rosetti, 1989). Esist also schwierig, die
Ergebnisse aus dem Tierversuch auf Menschen zu Ubertragen, die mit Lithium behandelt
werden. Bei chronischer Therapie &ndern sich die Plasmakonzentrationen nur langsam, so
da3 die Effekte auf die Freisetzung von Catecholaminen und die Glucoseaufnahme in
periphere Zellen unterschiedlich stark ausgepragt sind. Der Einfluf3 auf den Blutzuckerspiegel
héngt davon ab, ob die pankreatische oder die extrapankreatische Wirkung tiberwiegt.

Auf zelluldrer Ebene gibt es verschiedene Maoglichkeiten, wie Lithium in die
Signaltransduktion eingreifen kann. Lithium vermittelt seine Wirkung nicht Gber Rezeptoren,
sondern hat seinen Angriffspunkt innerhalb der Zelle. Viele Untersuchungen zum
Wirkmechanismus wurden an Hirngewebe oder Blutpléttchen durchgefihrt. Lithium
inaktiviert inhibitorische G-Proteine, so dal3 der basale CAMP-Spiegel ansteigt (Masana et al.,
1992). Dieser Effekt ist in verschiedenen Geweben und Zellsystemen unterschiedlich
ausgepragt (Risby et al., 1991). Neben diesem Einflul3 auf das Adenylylcyclasesystem konnte
an isolierten Langerhansschen Inseln der Ratte gezeigt werden, dal3 Lithium auch mit dem
Phospholipase C-System interagiert (Zawalich et al., 1989b). Die Hemmung der
I nositolmonophosphatase fuhrt dazu, dal3 die Zellen an Inositol verarmen, das zur Synthese
von second messenger-Vorstufen fir die Signaltransduktion von Bedeutung ist. Daneben
beeinflufdt Lithium die Aktivitét der Proteinkinase C. Bel akuter Gabe bewirkt Lithium eine

Stimulation der Proteinkinase C, wahrend die chronische Anwendung zu einer Abnahme der



26 Einleitung

Aktivierbarkeit der Proteinkinase C fuhrt (Manji und Lenox, 1994). Die akute Stimulation
der Proteinkinase C ruft unter anderem die Freisetzung von Catecholaminen hervor. Ob alle
diese Eingriffsmoglichkeiten von Lithium in insulinsezernierenden Zellen genutzt werden und
wie grof3 ihr Beitrag zur Hemmung der Insulinsekretion ist, wurde noch nicht abschlief3end

untersucht.

1.2.4.3 Galanin

Galanin gehort zur Gruppe der pankreatischen Neuropeptide, die die Funktion der
Langerhansschen Inseln modulieren.. Ahnlich wie fir Inkretinhormone wurden auch fir
pankreatische peptiderge Neurotransmitter bestimmte Kriterien zu ihrer Definition aufgestellt
(Ahrén et al., 1986). Es handelt sich um Peptide, die in den Nerven des Pankreas lokalisiert
sind und durch nervale Stimulation im Pankreas freigesetzt werden. Sie beeinflussen
unabhangig von den klassischen adrenergen und cholinergen Neurotransmittern die
Sekretionsrate der Inselzellhormone. Aul3erdem soll im pharmakologischen Experiment ihre
Wirkung durch spezifische Antagonisten hemmbar sein, und die exogene Gabe des Peptids
soll die Wirkung auf die Sekretion der Inselzellhormone nachahmen konnen.. Anhand dieser
Kriterien unterscheiden sich die Neuropeptide durch ihre Lokalisation und den Mechanismus
ihrer Freisetzung von den Inkretinhormonen (Kap. 1.2.3). Gaanin wurde zusammen mit
Noradrenalin in den Vesikeln sympathischer Neurone des Pankreas nachgewiesen, und beide
Neurotransmitter werden nach nervaler Stimulation gemeinsam freigesetzt (Dunning et a.,
1986; Havel et al., 1992; Y amaguchi, 1992).

Galanin wurde erstmals 1983 aus dem oberen Dinndarm von Schweinen isoliert (Tatemoto
et a., 1983). Der Name setzt sich aus den Bezeichnungen der N- und C-terminalen
Aminosauren Glycin und Alanin zusammen. Bel den meisten Saugetieren ist Galanin en
Peptid von 29 Aminosduren Lange. Beim Menschen besteht es aus 30 Aminosauren. Das
C-terminale Ende unterscheidet sich bel verschiedenen Spezies. Bei Schwein, Schaf und Kuh
ist die letzte Aminosaure amidiertes Alanin, bel der Ratte amidiertes Threonin. Im Gegensatz
dazu ist beim Menschen anstelle der Amidierung an Threonin als zusétzliche Aminosdure
Serin gebunden (Bersani et a., 1991; McKnight et al., 1992).

Galanin und die Galanin-mRNA wurden sowohl in Hirn und Rickenmark, as auch in
peripheren Nerven, zum Beispiel des Gastrointestinaltrakts, des kardiovaskuldren Systems,
der Leber und des Pankreas, nachgewiesen (Ahrén et al., 1991; Shimosegawa et al., 1992).
Entsprechend dieser Gewebevertellung hat Galanin neben seinem EinfluR auf die
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Insulinsekretion auch viele extrapankreatische Wirkungen. Es wird mit Demenz vom
Alzheimer Typ in Verbindung gebracht, weil esin einigen Hirnregionen die Ausschiittung von
Acetylcholin hemmt. Aul3erdem vermindert es die Freisetzung von Glutamat, senkt die
Erregbarkeit von Neuronen im Locus coeruleus und verstéarkt die analgetische Wirkung von
Morphin (Bartfa et al., 1993). Galanin stimuliert die Sekretion von Wachstumshormon und
Prolaktin, so dal3 es an der Kontrolle von Wachstumsprozessen beteiligt zu sein scheint. Ein
weiterer zentraler Effekt ist die Steigerung des Hungergefuihls (Lee et al., 1994; Ubersicht bei
Bedecs et a., 1995). Zu den peripheren Wirkungen zdhlen die Beeinflussung der

Darmmotilitét und die Hemmung der Insulinsekretion.

Galanin vermittelt seine Wirkung tber die Bindung an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor
(Ubersicht bei Laburthe et al., 1994). Cormont et a. (1991) untersuchten in RINmSF-Zellen
mit Hilfe von Antikdrpern, welches G-Protein an den Galanin-Rezeptor bindet. lhre
Beobachtungen weisen auf G;; oder Gi; hin, zwischen denen der AntikOrper nicht
unterscheiden kann. Weltere Versuche zeigten, dal3 der Galanin-Rezeptor verschiedene
G-Proteine aktivieren kann. Mittels Immunprazipitation konnte in RINmM5F-Zellen die
Interaktion mit Gi;, Gi> und Giz nachgewiesen werden (Gillison und Sharp, 1994). Davon
fuhren Gi; und Gis zur Inhibierung der Adenylylcyclase (McDermott und Sharp, 1995) als
einem von vier Mechanismen zur Hemmung der Insulinsekretion (Ubersicht bei Lindskog und
Ahrén, 1991; McDermott und Sharp, 1993). Der zweite Angriffspunkt ist die Offnung von
K*-Kanden, so dal durch die Hyperpolarisation der Zellmembran der depolarisierenden
Wirkung von Glucose entgegengewirkt wird (DeWeille et a., 1988). Aul3erdem vermindert
Galanin den Einstrom von C&* in die Zelle. Ob dies ein direkter, von der Hyperpolarisation
unabhangiger Effekt ist, wie Homaidan et al. (1991) an RINm5SF-Zellen nachwiesen, ist
umstritten. Neuere Untersuchungen zeigten, dal3 Galanin einen biphasischen Einfluf3 auf den
intrazelluldren Ca’*-Spiegel ausiibt. Erst bewirkt es einen Anstieg der Ca’*-Konzentration
durch die Freisetzung aus intrazelluléren Speichern; danach folgt eine Absenkung unter das
Ausgangsniveau (Fridolf und Ahrén, 1993; Ahrén, 1996 a). Trotz dieser Kkurzfristigen
Erhdhung der Ca’*-Spiegel hemmt Galanin die Insulinsekretion (Lang et al., 1994). Fir die
Hemmung scheint demnach ein zusétzlicher Mechanismus verantwortlich zu sein. Galanin
kann &hnlich wie o,-Adrenozeptoragonisten die Insulinsekretion durch direkte Interaktion mit
dem Exozytosemechanismus unabhangig vom cAMP-Spiegel und der Ca*-Konzentration
verhindern (Ullrich und Wollheim, 1989; Sharp et al., 1989). Dabel scheint die Stimulierung

der Proteinphosphatase Calcineurin eine wichtige Rolle zu spielen, da die Hemmung der
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Phosphataseaktivitdt den Einflu® von Galanin auf die Exocytose verhindert (Renstrom et a.,
1996).

1.3  Regulation der Genexpression

Damit eine Zelle sich an veranderte Bedingungen in ihrer Umgebung anpassen kann, mul3 sie
in der Lage sein, ihre Enzym- und Proteinausstattung entsprechend zu andern. Die Menge
eines Proteins kann Uber Proteinstabilitét, Trandationskontrolle oder mRNA-Stabilitét
variiert werden (Abb. 1.8). Der erste und haufig entscheidende Schritt ist aber die Kontrolle
der mRNA-Synthese, das heil3t der Transkriptionsrate von Genen.

Abb. 1.8  Angriffspunkte zur Regulation der Proteinausstattung einer Zelle

Die Proteinmenge kann anhand von Proteinstabilitdt, Trandationseffizenz, mRNA-
Sabilitdt und Transkriptionsrate verandert werden (modifiziert nach Milligan und Green,
1991).

Die ersten Untersuchungen zur Genregulation befalsten sich mit der Enzyminduktion bei
Bakterien. Jacob und Monod (1961) entwickelten daraufhin das Operonmodell. Danach sind
Gene Funktionseinheiten, die aus dem fir ein Protein kodierenden Abschnitt und einer
Kontrollregion, die die gewebespezifische Expresson und die Anpassung an enen
veranderlichen Bedarf steuern, bestehen. Die Bindung eines Repressors an die Kontrollregion
gines Strukturgens verhindert die Transkription dieses Gens. Bei Anderung der
Stoffwechsellage 10st sich der Repressor von der DNA und die Transkription wird
ermoglicht. Fur ihre Untersuchungen, die schliefdlich zur Regulator-Operator-Hypothese
fuhrten, erhielten Jacob und Monod 1965 den Nobelpreis fur Medizin.

Die beschriebene negative Genregulation, d. h. die Hemmung der Transkription, findet man
Uberwiegend bei Bakterien. In eukaryotischen Zellen wird die Transkriptionsrate Uber eine
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positive Genregulation gesteuert. Auch der Aufbau der Kontrollregion ist in Eukaryoten
komplexer. Die Promotorsequenz, die den Initiationsstartpunkt und  die
Transkriptionsgeschwindigkeit festlegt, liegt wie bei Prokaryoten direkt neben der fur ein
Protein kodierenden Region. Andere regulatorische Sequenzen, die die Genaktivitat
verstdrken (enhancer) oder vermindern (silencer), konnen aber tausende Basenpaare vom
Strukturgen entfernt liegen. Bei der positiven Genregulation wird die Transkription durch die
Anlagerung von Transkriptionsfaktoren an die Kontrollregion stimuliert. Ohne die Bindung
von Aktivatoren besitzt die RNA-Polymerase nur geringe Affinitét zu dem Promotor des
entsprechenden Gens. Transkriptionsfaktoren konnen anhand ihrer Spezifitdt eingeteilt
werden. Generelle Faktoren werden flr eine geringfligige basale Transkriptionsaktivitat aller
Gene benttigt. Die spezifischen Transkriptionsfaktoren sind wichtig fur die Regulation ganz
bestimmter Gene und kdnnen deren Transkriptionsrate um ein Vielfaches steigern. Dabel sind
sie aber auf die gleichzeitige Anwesenheit der generellen Faktoren angewiesen. Durch das
Zusammenwirken verschiedener Transkriptionsfaktoren in der enhancer-Region wird
spezifisch bei einem oder enigen wenigen Genen die Transkription verstdrkt oder erst

ermaglicht.

Zur Charakteriserung der enhancer-Sequenzen und der an sSe bindenden
Transkriptionsfaktoren stehen verschiedene Methoden zur Verfligung. Die Untersuchung der
Kontrollregion erfolgt mittels sogenannter Reportergen-Assays (Ubersicht bei Bronstein et
al., 1994). Dabei wird die Kontrollregion in ein Plasmid eingebaut und statt an ihr eigentliches
Strukturgen an ein Reportergen gekoppelt. Oft verwendete Reportergene kodieren fur die
Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) oder die Luziferase. Diese Enzyme kommen
normalerweise in eukaryotischen Zellen nicht vor und konnen aufgrund ihrer Aktivitét leicht
in einem Enzymtest nachgewiesen werden. Wird das Plasmid in Zellen transfektiert, in denen
das Strukturgen exprimiert wird, so wird das Reportergen in gleichem Ausmal3 transkribiert.
Durch den Einbau verkirzter oder mutierter Kontrollregionen kann die genaue Lage der

enhancer und silencer bestimmt werden.

Die Identifizierung von Transkriptionsfaktoren erfolgt aufgrund ihrer Fahigkeit, an bestimmte
DNA-Sequenzen zu hbinden. Im footprinting-Assay wird durch die Bindung des
Transkriptionsfaktors dieser Teil des DNA-Strangs vor dem Abbau durch DNase | geschiitzt,
so dal3 man seine Sequenz ermitteln kann. Beim electro mobility shift assay (EMSA) andert
sich aufgrund der Protein-DNA-Interaktion die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen
Feld.
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1.3.1 cAMP abhéangige Genregulation

Hormone konnen Uber die Beeinflussung von second messenger Systemen die
Transkriptionsrate von Genen verandern. Dies geschieht mittels Transkriptionsfaktoren, die
durch second messenger in ihrer Aktivitéat reguliert werden. Ein wichtiger second messenger,
der grof3e Bedeutung fir die Genregulation hat, ist CAMP. Entsprechend nennt man die
DNA-Sequenzen, die cAMP-abhangig die Transkriptionsrate steigern, CAMP response
element (CRE). Bei dem Versuch, diese Sequenz zu charakterisieren, fanden Roeder et a.
(1988) das aus acht Basenpaaren bestehende Paindrom 5-TGACGTCA-3. Der
Transkriptionsfaktor, der an das CRE bindet, wird als CREB (CRE-binding protein)

bezeichnet.
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Abb. 1.9 Regulation der Transkription durch CRE

Die Simulation der Adenylylcyclase (AC) durch einen Gs-gekoppelten Rezeptor fuhrt tber
die Bildung von cAMP zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Dadurch kommt es zur
Trandokation der PKA in den Zellkern, wo das CRE-binding protein (CREB) phosphoryliert

wird und so eine Erhéhung der Transkripitionsrate ver mittelt.
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Durch eine Erhéhung der cAMP-Spiegel in der Zelle wird die Proteinkinase A aktiviert (Abb.
1.9). Dabei trennt sich die aktivierte katalytische Untereinheit von der regulatorischen
Untereinheit ab und diffundiert in den Zellkern. Dort phosphoryliert se CREB an Serin 133,
wodurch die Transkriptionsrate gesteigert wird (Nigg et a., 1985; Gonzalez et al., 1989).
Der genaue Mechanismus, Uber den die Phosphorylierung die CREB-Aktivitéat andert, ist
nicht bekannt. Es ist moglich, dald die Konformationsénderung die Interaktion mit anderen
basalen Transkriptionsfaktoren erméglicht und dartiber die Transkription aktiviert (Karin,
1992).

Neben CREB sind weitere CRE-Modulatoren (CREM) beschrieben. Wahrend einige Proteine
dieser Familie wie CREM+ die Transkriptionsrate steigern, bewirken CREMa, B und y, dal3
die Transkription der Zielgene unterdrickt wird. Sie stellen also Repressoren der

Gentranskription dar.

Eine weitere DNA-Sequenz, die eine cAMP-abhangige Genregulation ermoglicht, ist die
AP-2 Bindungsstelle (Imagawa et al., 1987). Diese Sequenz kann die Transkription nur
aktivieren, wenn sie in mehreren Kopien in der Promotorregion vorkommt. Auf3erdem
unterscheidet sie sich vom CRE, weil nicht nur erhthte cAMP-Spiegel, sondern auch

Phorbolester zu einer Aktivierung fuhren.
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14  Zielsetzung

Chronische Exposition eines biologischen Systems mit einem Agonisten fuhrt haufig zu einer
Verminderung der zelluléaren Antwort. Ist infolge der Adaptationsprozesse nicht nur die
Reaktion auf den verwendeten Agonisten beeintréchtigt, sondern sind auch die Effekte, die
Uber andere Rezeptoren vermittelt werden, betroffen, so spricht man von heterologer
Desensitivierung. Eine Ursache fir die heterologe Desensitivierung eines Zellsystems kénnen
Veranderungen der Menge bestimmter G-Proteine sein. Der Proteingehalt kann Uber die
vorliegende Menge an mMRNA gesteuert werden. An Rattenmyokardzellen zeigten
Eschenhagen et al. (1991), dal3 die chronische Gabe von Isoprenalin eine Zunahme der
MRNA von inhibitorischen G-Protein-a-Untereinheiten hervorruft. Diese Regulation wird
von einer verstarkten Ansprechbarkeit auf Carbachol, einem Agonisten an muskarinischen
ACh-Rezeptoren begleitet (Eschenhagen et a., 1992b).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob an INS-1 Zellen ene heterologe
Desensitivierung der Insulinsekretion unter Beteiligung der Regulation der mRNA von

G-Protein-o-Untereinheiten stattfindet. Dazu sollten folgende Fragen gekléart werden:
1. Welche G-Protein-a-Untereinheiten sind in INS-1 Zellen vorhanden?

2. Hat die chronische Inkubation von INS-1 Zellen mit Adrenalin einen Einflul3 auf den
Gehalt an as- und 0i-mRNA? Nachfolgend wurde der zeitliche Verlauf der Regulation
bestimmt und der Rezeptor identifiziert, Gber den der Effekt vermittelt wird.

3. Bewirken andere Hormone, die die Insulinsekretion hemmen oder stimulieren, ebenfalls

eine Regulation der as- und o>-MRNA?

4. |st der Einfluld auf den Gehalt an os- und oj-mRNA abhangig von der Aktivierung eines
G-Protein gekoppelten Rezeptors oder bewirkt eine Substanz, die nicht Uber G-Protein
gekoppelte Rezeptoren wirkt, auch eine Regulation der os- und oi>-mMRNA?

5. Ist die Regulation der ais- und oi,-mRNA abhéngig von einem Ca’*-Einstrom in die Zelle?

6. Andert sich parallel zur Regulation der os- und oi.-mRNA die Wirkung der untersuchten

Substanzen auf die Insulinsekretion?

7. Wird pardlel zur Regulation der os- und oi-mRNA auch die Glucose-induzierte

I nsulinsekretion beainfluft?
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2 M ATERIAL

21  ZdlinieINS1

Die in dieser Arbeit eingesetzte Zellinie INS-1 stammt von einem Ratteninsulinom ab und
wurde von Asfari et al. (1992) etabliert. Die Zellen werden in Zellkulturflaschen von 75 cnm?®
Wachstumsflache in 20 ml Komplettmedium bel 37 °C und 5 % CO,-Begasung unter sterilen
Bedingungen als Monolayer kultiviert. Einmal wochentlich erfolgt die Passagierung und am
funften Tag jeder Passage wird das Komplettmedium erneuert. Am funften Tag konnen die

Zellen fur Versuche eingesetzt werden.

2.2 Bakterienstamm und Plasmidvektoren

Die cDNAs fur Gos, Goiji, Goiz, Gois und Go, wurden von Jones und Reed (1987) aus
olfaktorischem Neuroepithel der Ratte gewonnen und in das Plasmid pGEM-2 eingefligt. Das
Plasmid hat eine Grof3e von 2869 bp. Die Inserts befinden sich innerhalb der multi-cloning
site in der EcoRI-Schnittstelle. Eine fir die B-Lactamase kodierende Region (Amp') verleint
den Bakterien, die mit pGEM-2 transfektiert werden, Ampicillinresistenz.

SP6

EcoR|
Sacl
Ampr Aval
Xbal
Sall
Pstl

T7

Ori

Abb. 2.1  Vereinfachte Restriktionskarte des Plasmids pGEM-2
SP6 und T7 bezeichnen die Sartpunkte fur die gleichnamigen RNA-Polymerasen. Ori stellt
den Replikationsstartpunkt des Plasmids dar. Die Amp'-Region kodiert fur die S-Lactamase.

Als Wirtszelle fir den Vektor pGEM-2 wird das Darmbakterium Escherichia coli verwendet.
Der eingesetzte, sichere E. coli-Stamm DH5aq ist nicht zur Rekombination fahig und weist
eine hohe Transfektionseffizienz auf.
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2.3 Geréate

Blotapparatur TurboBlotter ™
Elektrophoresekammer
Filterpapier GB 003
FLUO-Link FLX
Gamma-Counter LB 2111
Hybridisierungsofen OV 1
Laserdensitometer UltroScan® XL
mit Software Gel Scan® XL
Nylonmembran Nytran® 0,45 pm
Reagenz- und Zentrifugenrohrchen:
Polybutadienstyrol, 15 ml
Polypropylen, 50 ml
Polystyrol, 5 ml
Rontgenfilm Hyperfilm®-ECL
Spannungsguelle
UNO-Thermoblock
UV-Photometer UV 160A
Vortex Genie2™
Zellkulturgefalie:
Kulturflaschen
Multiwells

Schleicher & Schuell, Dassdl
Eigenherstellung der Institutswerkstatt
Schleicher & Schuell, Dassel

MWG Biotech, Ebersberg

Berthold, Wildbad

Biometra, Gottingen

LKB-Pharmacia, Freiburg

Schleicher & Schuell, Dassel

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Waldeck Laborbedarf, Minster
Amersham Buchler, Braunschweig
Biorad, Minchen

Biometra, Gottingen

Shimadzu, Duisburg

Bader & Hobein, Zurich/Schweiz

Falcon, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden

Weitere hier nicht aufgefiihrte Geréate entsprechen der Ublichen Laborausstattung.

24  Chemikalien, Kitsund Enzyme

Agar

Agarose, DNA-Grad

Ampicillin
Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat
Anti-Meerschweinchen-1gG (Ziege)
Anti-Ratteninsulin-1gG
Blockierungsreagenz

Carrier-1gG vom Meerschweinchen
Caseinhydrolysat

DIG Luminescent Detection Kit
DIG DNA Labeling Kit
Dimethylpyrocarbonat (DMDC)

Sigma Chemie, Deisenhofen
Biomol, Hamburg

Sigma Chemie, Deisenhofen
Boehringer Mannheim

Linco Research Inc., St. Louis/USA
Linco Research Inc., St. Louis/USA
Boehringer Mannheim

Linco Research Inc., St. Louis/lUSA
Sigma Chemie, Deisenhofen
Boehringer Mannheim

Boehringer Mannheim

Fluka Biochemika, Buchs/Schweiz
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Dinatrium 3-(4-methoxyspiro{ 1,2-dioxetan-
3,2'-(5'-chloro)tricyclo[3.3.1.1.3,7]decan} -
4-yl)phenyl-phosphat (CSPD®)

Galanin, human

GIP(1-42), vom Schwein

GLP-1(7-36)amid, human

Glucose

Guanidiniumisothiocyanat

125]-Insulin vom Schwein

Minera dl

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Oligotex™ mRNA Mini Kit

PCR Core Kit

PCR-primer

QIAEX™ Gel Extraction Kit

QIAGEN® Plasmid Midi Kit

Ratteninsulinstandard

Restriktionsenzyme

Rinderserumalbumin, Fraktion V (BSA)

Roentofix (Fixierer)

Roentogen (Entwickler)

Sarcosy!

1% Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR

UK 14.304

Verapamil

Boehringer Mannheim

Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden
Saxon Biochemicals, Hannover
Saxon Biochemicals, Hannover

J.T. Baker B.V., Deventer/Niederlande
Fluka Biochemika, Buchs/Schweiz
Hoechst, Frankfurt

Sigma Chemie, Deisenhofen

Fluka Biochemika, Buchs/Schweiz
QIAGEN, Hilden

Boehringer Mannheim

Eurogentec, Seraing, Belgien
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Novo Nordisk, Bagsvaerd/Danemark
Boehringer Mannheim

Biomol, Hamburg

Tetenal, Norderstedt

Tetenal, Norderstedt

Fluka Biochemika, Buchs/Schweiz
Boehringer Mannheim

Pfizer, UK

Fluka Biochemika, Buchs/Schweiz

Gebrauchliche Chemikalien sind nicht weiter aufgefiuhrt. Sie werden grundsétzlich in p. a

Qualitét benutzt.

25  Losungen

Alle Loésungen werden mit degtilliertem Wasser hergestellt und vor der Verwendung

autoklaviert. Sofern nichts anderes angegeben ist, werden die Ldsungen bei Raumtemperatur

aufbewahrt.

2.5.1 Losungen fur die Transformation von E. coli

CaCl,-Losung, pH 7 CaCl, 60 mmol/|
PIPES 10 mmol/l
Glycerin 15%
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2.5.2 Losungen fur die Anzucht der E. coli
LB-Medium mit Ampicillin

Beim LB-Medium nach Luria Bertani handelt es sich um ein komplexes oder undefiniertes
Medium. Die genaue Zusammensetzung ist unbekannt, da seine Bestandtelle selbst komplexe
Mischungen sind. Trypton liefert im wesentlichen Aminosduren und kleine Peptide.
Hefeextrakt enthdlt Stickstoff, Zucker sowie organische und anorganische Nahrstoffe.

Zusétzlich wird Natriumchlorid zugegeben.

LB-Broth Base (Sigma) ist ein fertiges Gemisch von Caseinhydrolysat, Hefeextrakt und
Natriumchlorid im Verhdtnis 2:1:1.

LB-Broth Base (Sigma) 2,5 % mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt

Ampicillin wird in ener Endkonzentration von
50 pg/ml nach dem Autoklavieren zugegeben, da es
hitzeempfindlich ist.

LB-Agar mit Ampicillin LB-Broth Base 3%
(auf pH 7,4 eingestellt)
Agar 15%

Ampicillinwird in einer Endkonzentration von
50 pg/ml nach dem Autoklavieren zugesetzt und
der LB-Agar in Petrischalen ausgegossen.

Ampicillin-Stamml 6sung Ampicillin Img/ml aliquotiert zu 1 mi
Lagerung bei -20 °C

Glycerolhdtige Bakterienstammkultur ~ LB-Medium mit 40 % Glycerol

2.5.3 Losungen fur die Plasmidisolierung

Puffer P1 (Resuspensionspuffer) RNase A 100 pg/ml
TRISHCI 50 mmol/I
EDTA 10 mmol/I
pH 8,0; Lagerung bei 4 °C

Puffer P2 (Lysepuffer) NaOH 200 mmol/I
SDS 1%

Puffer P3 (Neutralisationspuffer) K-Acetat 3,0 mal/l

pH 5,5; Lagerung bei 4 °C
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Puffer QBT (Equilibrierungspuffer) NaCl 750 mmol/I
MOPS 50 mmol/I
Ethanol 15%
TritonX-100 0,15%
pH 7,0

Puffer QC (Waschpuffer) NaCl 1,0 mol/I
MOPS 50 mmol/I
Ethanol 15%
pH 7,0

Puffer QF (Elutionspuffer) NaCl 1,25 mol/|
TRISHCI 50 mmol/I
Ethanol 15%
pH 8,5

25.4 Losungen fur die Gewinnung spezifischer DNA-Fragmente

TAE-Puffer TRIS-Acetat 40 mmol/|
EDTA 1 mmol/l
pH 7,6

RE-Inkubationspuffer H TRIS-HCI 50 mmol/I
NaCl 100 mmol/Il
MgCl, 10 mmol/l
DTT 1 mmol/l
pH 7,5 (bei 37 °C)

RE-Inkubationspuffer B TRIS-HCI 10 mmol/I
NaCl 100 mmol/I
MgCl, 5 mmol/l
2-Mercaptoethanol 1 mmol/l

pH 8,0 (bei 37 °C)

255 Losungen fur die DNA-Markierung

Hexanukleotid-Mix 10x Statistische Mischung von Hexanukleotiden als

Primer fur die Strangverléngerung in:

TRIS-HCI 500 mmol/I
MgCl, 100 mmol/I
DTT 1 mmol/l
BSA 2mg/ml

pH 7,2; Lagerung bei -20 °C
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dNTP-Gemisch

EDTA-Ldsung
Na-acetat-L 6sung
TE-Puffer, pH 8,0

dATP, dCTP, dGTP  jeweils 1 mmol/l

dTTP 0,65 mmol/|
DIG-11-dUTP 0,35 mmol/I
Lagerung bei -20 °C

0,2 mal/l, pH 8,0

3 moal/l, pH 5,5

TRIS-HCI 10 mmol/I
EDTA 1 mmol/I

2.5.6 Losungen fur die RNA-Isolierung

Losung D

ss-Phenol

Na-acetat-L 6sung, pH 4,0

Chloroform/Isoamylalkohol

Guanidiniumthiocyanat 4 mol/I

Na-citrat, pH 7 25 mmol/Il
Sarcosy! (30 %) 0,5%
2-Mercaptoethanol 0,1 mol/Il
DMDC 0,1 %
Phenol 22,79
TRIS,2M,pH74 5ml
Aquabidest. 6,5 ml

Uber Nacht 16sen und am néchsten Morgen die

wassrige Phase abnehmen
TRIS, 2M, pH 7,4 5ml

m-Cresol 1,25 ml
M ercaptoethanol 50
8-OH-Chinolin 25 mg
bel 4 °C vier Wochen haltbar
Na-acetat 2mol/l
DMDC 0,1 %
24+1

2.5.7 Losungen fur Gelelektrophorese und Northern Blot

Agarosegdl, 1 %

Agarose (DNA-Grad) 1%
MOPS 10 %
Formaldehyd 2,2 mol/l
DMDC 0,1 %
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MOPS (10x)

Ethidiumbromid-Stammldsung

Farbmischung

Elektrophoresepuffer
Alkalischer Transferpuffer

3-(N-morpholino-)propansulfonsre.0,2 mol/I

2.5.8 Losungen fur dieHybridisierung

DNA-Préhybridisierungspuffer

DNA-Hybridisierungspuffer

SDS-Stammldsung

Waschldsungen

SSC (2x)

Na-acetat 0,05 mol/I
EDTA 0,01 mal/l
pH 7

Ethidiumbromid 10 mg/ml

EDTA 372mg
Bromphenolblau 125 mg

Xylencyanol 125 mg

Glycerin (anhydr.) 25,0

Wasser (DMDC) 25,0

MOPS 1x

NaCl 3 mal/l

NaOH 8 mmol/l
(high-SDS-Puffer):

Formamid 50 %

SSC 5%

Na-phosphat, pH 7 50 mmoal/Il

Blocking Reagenz 2%
N-Lauroylsarcosin 0,1%

SDS 7%

Lagerung bei -20 °C

Vor der Wiederverwendung wird die Ldsung fur
10 min auf 68 °C erwarmt.

Prahybridisierungspuffer mit DIG-markierter DNA

Lagerung bei -20 °C

Vor der Wiederverwendung wird die Ldsung fur
10 min auf 68 °C erwarmt.

SDS 10 %
SSC 2%, 0,1 % DMDC

SSC 0,1x, 0,1 % DMDC mit 0,1 % SDS

NaCl
Nagcitrat
pH 7

300 mmol/l
30 mmol/Il
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RNA-Prahybridisierungspuffer

RNA-Hybridiserungspuffer

25.9 Losungen fur die Detektion

Blocking Reagenz-Stamml 6sung

Puffer 1

Puffer 2

Puffer 3

Anti-DIG-AP-Konjugat-L 6sung

CSPD-L6sung

Formamid 50 %

SSC 5%

Blocking Reagenz 2%

N-Lauroylsarcosin 0,1%

SDS 0,2%

Lagerung bei -20 °C

Vor der Wiederverwendung wird die Lésung fur
10 min auf 68 °C erwarmt.

Prahybridisierungspuffer mit DIG-markierter RNA
Lagerung bei -20 °C

Vor der Wiederverwendung wird die Ldsung fur
10 min auf 68 °C erwarmt.

Blocking Reagenz 10 % in Puffer 1
Lagerung bei 4 °C

Maeinsdure 0,1 mol/l

NaCl 0,15 mol/I

pH 7,5

Blocking Reagenz-Stammlésung 1 Tell
Puffer 1 9Tele
Tris-HCI, pH 9,5 100 mmol/l

NaCl 100 mmol/I

MgCl, 50 mmol/Il

polyklonales Anti-Digoxigenin-Fab-Fragment vom
Schaf, konjugiert mit alkalischer Phosphatase
(75 U/ml)

Stammldsung bei 4 °C aufbewahren

Verdinnung 1:10.000 in Puffer 2

CSPD wird 1:100 in Puffer 3 verdinnt
Lagerung bei 4 °C im Dunkeln

2.5.10 Losungen fur diereverse Transkription

Reaktionspuffer 10x

TRIS 100 mmol/I
KCl 500 mmoal/I
pH 8,3
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MgCl,-Losung 25 mmol/l
Deoxynukleotidmix jeweils 10 mmol/l dATP, dCTP, dTTP, dGTP

25.11 Losungen fur diePCR

PCR-Puffer 10x TRIS-HCI 100 mmol/I
MgCl, 15 mmol/|
KCl 500 mmol/I
pH 8,3 (bei 20 °C)

dNTP-Stammlésung jeweils 10 mmol/l dATP, dCTP, dTTP, dGTP
pH 7,0

2.5.12 Losungen fur die Southern Technik

Denaturierungspuffer NaOH 0,5 mal/l
NaCl 1,5 mol/l

Neutralisationspuffer TRIS-HCI 1 moal/l
NaCl 1,5 mol/l

2.5.13 Losungen fur Insulinsekretionsver suche

Krebs-Ringer-Hepes-Puffer NaCl 118,4 mmol/|
KCl 4,84 mmol/l
KH,PO, 1,19 mmol/I
MgSO, 1,19 mmol/I
CaCl, 2,54 mmol/Il
HEPES 10,0 mmol/I

Diese LoOsung wird am Versuchstag frisch
hergestellt, und nach Zusatz von 0,5 % BSA auf pH

7,4 eingestellt.

Waschpuffer NaCl
NaHPO,
KH,PO,
EDTA
Thiomersal

154,0 mmol/I
46,0 mmol/I
4,8 mmol/l
31,7 mmol/l
0,01 % (m/V)

pH 7,4; Lagerung bei 4 °C

RIA-Puffer Waschpuffer mit 1 % BSA

pH 7,4
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| sotopenpuffer KRH-Puffer mit 0,1 % Natriumazid und 0,5 %
BSA
pH 7,4

Anti-Ratten-1gG in 2 ml RIA-Puffer gel6st; am Versuchstag mit

RIA-Puffer 100fach verdiinnt
Lagerung bei -20 °C

Anti-Meerschweinchen-1gG in Waschpuffer unter Zusatz von 3 % PEG 6000

und Carrier-1gG gelost
Lagerung bei -20 °C

Ratteninsulinstandard in Waschpuffer unter Zusatz von 10 % BSA gel6st
Lagerung in Aliquots von 20 pl bei -20 °C

2| Insulin in 1,2 ml |sotopenpuffer gelést; am Versuchstag
200fach verdinnt eingesetzt

Lagerung bei -20 °C

2.5.14 Stammlésungen fur die lnkubationen

Adrendin 510" mol/l
Galanin 510" mol/l
GIPund GLP-1 10* mol/l
|soprenalin 210" mol/l
Lithium 10 mol/l
UK 14.304 10° mol/l
Verapamil 10° mol/l

Vor dem Versuch werden die Stammlésungen mit Komplettmedium auf die einzusetzende
Konzentration eingestellt. Fur die 90 min Stimulation bei den Sekretionsversuchen wird
anstelle des Komplettmediums KRH-Puffer mit einer Endkonzentration von 8,3 mmol/I

Glucose verwendet.
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3 M ETHODEN

3.1 Herstdlung selektiver Sonden

3.1.1 Transformation von E. coli

Transformation bedeutet die Aufnahme von DNA-Molekilen in eine Zelle. Viele Bakterien
konnen DNA-Molekile aus dem Kulturmedium aufnehmen. Diese DNA-Molekile werden
aber oft in der Zelle abgebaut. Handelt es sich dagegen um en Plasmid, dessen
Replikationsstartpunkt von der Wirtszelle erkannt wird, besteht die Moglichkeit, dald es im

Bakterium verbleibt und dort repliziert wird.

Die meisten Bakterienarten, darunter auch E. coli, nehmen DNA unter normalen
Bedingungen nur in begrenztem Umfang auf. Um solche Arten wirksam transformieren zu
kbnnen, mu3 man durch chemische und physkalische Behandlung der Zellen ihre
Bereitschaft, DNA-Molekile aufzunehmen, erhdhen. Bakterien, die einer solchen Behandlung

unterzogen wurden, bezeichnet man al's kompetent.

Die Methode basiert auf der Beobachtung von Mandel und Higa (1970), dal3 Bakterien, die
in einer eisgekuhlten Calciumchloridlsung inkubiert und anschlief3end kurz erwarmt werden,
DNA des Bakteriophagen A aufnehmen. Auf die gleiche Weise gelang Cohen et al. (1972) die
Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA und Oishi und Codoy (1972) die
Transformation von E. coli mit chromosomaler DNA. Dagert und Ehrlich (1979) zeigten, dal3
die Effizienz der Transformation um das Vier- bis Sechsfache ansteigt, wenn man die Zellen
12 bis 24 Stunden bei 4 °C in der Calciumchloridldsung aufbewahrt.

Arbeitsvorschrift

E. coli werden in LB-Medium bei 37 °C inkubiert, bis eine OD von 0,375 erreicht ist.
Gemessen wird bel einer Wellenlange von 590 nm. 50 ml der Bakteriensuspension
werden in ein vorgekuhltes Falcontube Gberfihrt und 10 min auf Eis inkubiert. Man
zentrifugiert 7 min bei 4 °C und 6000xg und dekantiert den Uberstand ab. Das Pellet
wird in 10 ml CaCl,-L6sung suspendiert, erneut bei 4 °C fir 5 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 10 ml CaCl,-Lésung resuspendiert und fir
30min auf Eis gestellt. Danach wird der Ansatz 5min bei 6000xg und 4 °C
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet in 2ml CaCl,-L6sung

aufgenommen. Um die Transformationseffizienz zu steigern, wird die
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Bakteriensuspension Uber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Am nachsten Tag aliquotiert man
250 I in sterile Geféide und bewahrt diese bel -70 °C auf.

Man vermutet, dal3 durch das Calciumchlorid die DNA an der Aul3enseite der Zellen ausfallt
oder aufgrund einer Veranderung der Zellwand eine bessere Anheftung der DNA an die Zelle
bewirkt wird. Der Hitzeschock veranlaldt die Aufnahme der DNA in die Zelle. Auf diese
Weise erhédlt man ungefahr 10 transformierte Bakterien pro pg Plasmid-DNA.

Arbeaitsvorschrift

20-50 ng des Plasmids werden mit Aqua bidest. auf 10 pl aufgeftllt. Man gibt 100 pl
kompetenter E. coli dazu und inkubiert 10 min auf Eis. Die Bakteriensuspension wird
2 min auf 42 °C erwérmt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium (ohne Ampicillin) wird
eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die transfektierten Bakterien kdnnen bei -70 °C

eingefroren werden.

Mit Hilfe eines selektierbaren Markers, der in dem Plasmid enthalten ist, fihrt man eine
Auslese der transformierten Zellen durch. Als Marker werden haufig Antibiotikaresistenzen
verwendet. Das Plasmid pGEM-2 verleint dem Bakterium Ampicillinresistenz (Kap. 2.2). Im
Anschlul3 an die Transformation werden die Bakterien erst fur kurze Zeit in einem
antibiotikafreilen Medium inkubiert, denn die Plasmidgene miissen in der Zelle erst exprimiert
werden, um die Antibiotikaresistenz zu entwickeln. Dann werden die Zellen auf ampicillin-
haltigen Agarplatten ausplattiert, auf dem nur die erfolgreich transformierten Bakterien

wachsen kénnen.

3.1.2 Aufzucht der E. coli

Da die Anzucht von Bakterien fur die Plasmidisolierung aus einer Kolonie erfolgen soll,
werden die E.coli der Flussigstammkulturen mit einer sterilen Impfose auf einer
ampicillinhaltigen Agarplatte vereinzelt. Die Kulturen werden tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Am néachsten Morgen wird eine einzelne Kolonie in 10 ml LB-Amp-Medium tberfuhrt. In
LB-Medium, das bei 37 °C gehalten und auf einem Schittler bei 180 Umdrehungen pro
Minute durchlUftet wird, teilen sich E. coli-Zellen ungefahr alle 20 Minuten, bis die Kultur
ihre maximale Dichte von 2 bis 3x10° Zelen je Milliliter erreicht hat. Mit 1 ml
Bakteriensuspension aus dieser Uber-Tag-Kultur werden 300 ml  LB-Amp-Medium
angeimpft. Dieser Ansatz wird Uber Nacht bel 37 °C in Schikanekolben auf dem Schiittler

inkubiert und kann am néchsten Morgen geerntet werden.



Methoden 45

3.1.3 Isolierung der Plasmide

Die Plasmide werden mit Hilfe des Qiagen Plasmid Kits isoliert. Die Isolierung beruht auf der
Methode nach Birnboim und Doly (1979), bei der die Lyse der Bakterien unter alkalischen
Bedingungen mit NaOH und SDS durchgefihrt wird. Die anschlief3ende Reinigung mittels
Phenolextraktion wird durch eine chromatographische Aufreinigung der Plasmid-DNA
ersetzt.

Die Isolierung von Plasmiden findet in drei Schritten statt. Durch Zerstéren von Zellwand
und Zellmembran wird ein Zellextrakt hergestellt. Die Plasmid-DNA wird von den Ubrigen
Zel|bestandteilen abgetrennt und schlief3lich gereinigt.

Zur Lyse der Zellen werden EDTA und SDS verwendet. EDTA komplexiert die fur die
Aufrechterhaltung der Gesamtstruktur der Bakterienhtlle unentbehrlichen Magnesiumionen.
Aulerdem hemmt es DNA-abbauende Enzyme. Detergentien wie SDS unterstiitzen die
Zellyse, weil sie durch Angriff an den Lipidmolekilen zum Zerreil3en der Zellmembran

fUhren.

Um die Plasmid-DNA von der chromosomalen DNA zu trennen, bedient man sich der
unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften der beiden DNA-Molekile. In akalischem
Milieu ist eine Trennung aufgrund der Konformation maglich. Die meisten Plasmide liegen in
der Zelle nicht in der ringférmigen Konformation vor, sondern als tiberspiralisierte Molekile
(supercoils). Stellt man den pH-Wert des Zellextraktes durch NaOH auf einen Wert zwischen
12,0 und 12,5 ein, wird die nicht Gberspiraliserte DNA denaturiert. Die Wasserstoffbriicken
zwischen den Basen werden aufgebrochen, die Doppelhelix entwindet sich und die
Polynukleotidstrange trennen sich auf. Die Uberspiraisierten Plasmide hingegen bleiben
intakt.

Neutraisert man den Zellextrakt mit Kaliumacetatpuffer, lagern sich die denaturierten
Strange der chromosomalen DNA zusammen und lassen sich durch Zentrifugieren entfernen.
Auch die Proteine, die einen SDS-Kaliumacetat-Proteinkomplex bilden, die Ubrigen
Zellbestandtelle und SDS koénnen abzentrifugiert werden. Die Plasmid-DNA wird bel
neutradlem pH-Wert vollstandig renaturiert und verbleibt nach dem Zentrifugieren im
Uberstand. RNase, die zu Beginn zugesetzt wird, zerstort die Bakterien-RNA.

Die Reinigung der Plasmide erfolgt chromatographisch. Der Qiagen Plasmid Kit enthdlt
Séaulen, die mit Silikatkugeln von durchschnittlich 100 um Grofke gefllt sind. An die
Silikatgruppen ist als Anionenaustauscher die Diethylaminoethylgruppe gekoppelt, die
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Nukleinsauren in Abhangigkeit von pH-Wert und Salzkonzentration bindet. Die Plasmid-
DNA bleibt auf der Saule, wahrend die denaturierte RNA und verbleibende Proteine mit
einem Natriumchloridpuffer (1 mol/l) ausgewaschen werden. Die Elution der Plasmid-DNA
wird mit 1,25 mol/l NaCl-Puffer durchgefthrt. Durch Fallung der DNA mit Isopropanol
werden Salzrickstdnde entfernt und nach Ldsen in TE-Puffer konnen die gereinigten

Plasmide bei -20 °C gelagert werden.
Arbeitsvorschrift

Die Bakterien werden aus der in Kap. 3.1.2 beschriebenen Suspensionskultur durch
Zentrifugieren fiir 15 min bei 6000xg, 4 °C geerntet und der Uberstand wird verworfen.
Das Bakterienpellet wird in 10 ml Puffer P1 suspendiert. Nach Zugabe von 10 ml
Puffer P2 wird vorsichtig gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Man gibt
10 ml auf 4 °C vorgekuhlten Puffer P3 dazu, mischt vorsichtig und inkubiert 20 min bei
4 °C. Die Suspenson wird 30 min bei 30000xg und 4 °C in der Ultrazentrifuge
zentrifugiert und der Uberstand sofort abgenommen. Ist er nicht klar, sollte der
Uberstand erneut 15 min zentrifugiert werden. Ein Quiagen-tip wird mit 10 ml
Puffer QBT aquilibriert und der klare Uberstand wird auf die Saule gegeben. Die Saule
wird zweimal mit je 30 ml Puffer QC gewaschen. Dann wird die Plasmid-DNA mit
15 ml Puffer QF von der Saule eluiert. Die DNA wird mit 0,7 Teilen Isopropanol durch
Zentrifugieren fur 30 min bei 15000xg und 4 °C gefallt und der Uberstand verworfen.
Das DNA-Pdllet wird mit 5 ml kaltem 70 %igen Ethanol gewaschen, zentrifugiert, der
Ethanol dekantiert und das Pellet fir 5 min an der Luft getrocknet. Die Plasmid-DNA
wird in 500 Yl TE-Puffer gel6st und bei -20 °C gelagert.

3.1.4 Gewinnung spezifischer DNA-Fragmente

Die cDNAs fur Gos, Goii, Goie, Gois und Go, wurden von Jones und Reed (1987) aus
olfaktorischem Neuroepithel der Ratte gewonnen und in das Plasmid pGEM-2 eingefigt. Die
o-Untereinheiten der G-Proteine weisen eine hohe Sequenzhomologie auf. Besonders
schwierig ist die Unterscheidung zwischen Gai; und Gous, weil die Nukleotidhomologie der
codierenden Regionen 94 % betragt. Deshalb werden cDNAs zum Nachwels der mRNA von
Gaii, Goiz und Go, nicht aus der gesamten in das Plasmid eingefigten DNA gewonnen,
sondern aus den Fragmenten, die ein spezifisches Erkennen ermdglichen. Man verwendet von
der Goi;-cDNA das 600 bp Xbal/EcoRI-Fragment des 3'-Endes, von der Goys-cDNA das
625 bp EcoRV/EcoRI-Fragment des 3-Endes und von der Go,-cDNA das 600 bp
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EcoRV/EcoRI-Fragment des 5-Endes. Es handelt sich jeweils um nicht codierende
Sequenzen. Von Gos und Goi, wird das gesamte cDNA-Insert verwendet. Zur Gewinnung
der DNA-Fragmente muf3 durch die Restriktionsendonuklease EcoRI die eingefligte cDNA
aus dem Plasmid herausgeschnitten werden. Dies geschieht durch Inkubieren fir 90 Minuten
bei 37 °C. Durch Erhitzen auf 68 °C fur 10 Minuten wird das Restriktionsenzym inaktiviert.
Dann erfolgt ein zweiter Schnitt bei Goi; mit Xbal, bei Goiz und Go, mit ECORV. Fur die
Restriktionsschnitte von Gois-, Goii- und Gou-cDNA wird der RE-Puffer H verwendet, fr
Goiz- und Go,-cDNA der RE-Puffer B. Dadurch wird gewahrleistet, dal3 bel den
Doppel schnitten beide Restriktionsenzyme eine 100 %ige Aktivitét erreichen.

Arbeitsvorschrift

10 yl Plasmidiésung, 5 pl Restriktionspuffer, Aqua bidest. (ad 50 pl) und 10U
Restriktionsenzym werden 90 min bei 37 °C inkubiert. Durch Erhitzen auf 68 °C fur 10
Minuten wird das Restriktionsenzym inaktiviert. Nach Zugabe von 10 U des zweiten
Restriktionsenzymes wird 60 min bel 37 °C inkubiert.

cDNA Restriktionspuffer | Restriktionsenzym Fragmente (bp)

Gos H EcoRlI 2869, 1120

Gaiy H EcoRI + Xbal 2835, 1345, 600, 34
Gz H EcoRlI 2869, 1720

Gais B EcoRI + EcoRV 2869, 2445, 625
Gol, B EcoRI + EcoRV 2869, 1460, 600

Tab. 3.1 Restriktionsschnitte der cDNAsvon G-Protein-a-Untereinheiten
Die fett gedruckten Fragmente dienen zur Herstellung der DIG-markierten Sonden fur die
Northern Blot Technik. Das 2869 bp Fragment ist der Vektor pGEM-2.

Fur die Herstellung von DIG-markierten DNA-Sonden zum Nachweis der PCR-Produkte
(Kap. 3.3.3) und as Positivkontrolle in der PCR (Kap. 3.3.2) dient die Gesamt-cDNA von

ail Und ao.

Durch Gelelektrophorese in einem 1 %igen Agarosegel mit TAE-Puffer werden die DNA-
Fragmente nach ihrer GrofRe aufgetrennt. Ein Zusatz von Ethidiumbromid zum Agarosegel
ermdglicht das Erkennen der DNA-Banden unter UV-Licht. Die bendtigten DNA-Fragmente
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werden aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit dem Qiaex Gel Extraction Kit aus dem

Agarosegel zuriickgewonnen.

Durch Inkubieren in Natriumperchlorat-haltigem Puffer bei 50°C werden die
Wasserstoffbriicken zwischen den Zuckern im Agarosepolymer aufgebrochen, so dal? sich die
Agarosegelstiicke aufldsen. Die dadurch freigesetzten DNA-Fragmente binden an
Silikagelpartikel. Diese Adsorption wird durch chaotrope Reagenzien wie Perchlorat
verstarkt. Durch wiederholtes Waschen wird die Agarose entfernt. Die Elution erfolgt mit
1 mmol/l Tris-Puffer bei pH 8-8,5. In niedrigkonzentrierten Losungen bei einem pH-Wert
Uber 7,5 kann keine Adsorption an die Silikagelpartikel mehr stattfinden und die DNA-

Fragmente 16sen sich im Puffer. Sie kénnen dann bei -20 °C gelagert werden.
Arbeitsvorschrift

Mit einem scharfen, sauberen Skalpell wird das Gelstiick, das die DNA-Bande enthdlt
ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefald Gberflihrt. Das Gelstiick wird mit 300 pl
Puffer QX1 pro 100 mg Gel und 2 ul Qiaex-Suspension pro pg DNA gemischt und
10 min bei 50 °C inkubiert. Wahrend dieser Zeit wird der Ansatz alle 2 min gevortext.
Die Suspension wird 30 s bei 12000xg zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig mit
einer Pipette abgenommen. Das Pellet wird erst zweimal mit je 500 pl Puffer QX2 und
danach zweimal mit je 500 pl Puffer QX3 gewaschen. Danach 183t man das Pellet
10-15 min an der Luft trocknen. Die DNA wird durch Inkubation fir 5min in TE-
Puffer bel Raumtemperatur eluiert, wobei der Ansatz alle 2 min gevortext wird. Die
DNA wird bel -20 °C eingefroren.

3.1.5 Herstellung einer Digoxigenin-markierten DNA durch random-priming

Um DNA zu markieren, baut man in die Molekile entweder Nukleotide ein, die das
radioaktive Phosphorisotop **P enthalten, oder man verwendet Nukleotide, an die Substanzen
gekoppelt sind, die mittels Antigen-Antikorper-Reaktion nachgewiesen werden koénnen. Es
sind verschiedene Methoden entwickelt worden, DNA-Strange zu markieren. Am
verbreitetsten sind die Nick-Trandation, das Auffillen von Enden und die Markierung mit
Hilfe von Zufalls-primern. Besonders mit dem letztgenannten Verfahren erreicht man einen

hohen Markierungsgrad.

Durch Erhitzen wird die DNA in Einzelstrénge aufgespalten, an die sich Oligonukleotide mit

Zufallssequenzen als primer anlagern. Das Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase |
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synthetisiert ausgehend von dem primer den Komplementarstrang, der durch Einbau von
Digoxigenin-11-Desoxyuridinphosphat markiert ist. Digoxigenin (DIG) ist ein Steroid-
Hapten. Fur die Markierung von DNA ist Digoxigenin Uber eine Alkali-labile Esterbindung an
dUTP gekoppelt.
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Abb.3.1 Forme von DIG-dUTP (R = -H) bzw. DIG-UTP (R = -OH)

Die Markierung mit DIG-11-dUTP anstelle des sonst Ublichen **P-dUTP bietet einige
Vortelle. Radioaktiv markierte Sonden koénnen nur kurze Zeit verwendet werden, well die
Radioaktivitét schnell abklingt. Benutzt man DIG-markierte Sonden, so kdnnen diese bis zu
einem Jahr und langer gelagert werden und in diesem Zeitraum wiederholt verwendet
werden. AulRerdem sind die Expositionszeiten (Kap. 3.2.5) wesentlich kirzer im Vergleich

zur Detektion nach **P-Markierung.
Arbeitsvorschrift

500 ng der gereinigten DNA werden 10 min im kochenden Wasserbad denaturiert und
danach sofort bel -20°C far 10 min abgekdhlt. Auf Eis fugt man 2 ul
Hexanukleotidmix, 2 pul dNTP-Labelingmix, Aqua bidest. (ad 19 ul) und 1 pl Klenow-
Enzym zu. Der Ansatz wird kurz anzentrifugiert und Gber Nacht bel 37 °C inkubiert.
Durch Zugabe von 2 ul EDTA-L6sung (0,2 mol/l, pH 8) wird die Markierungsreaktion
beendet. Nach Zusatz von 2,5 pl Natriumacetat-L6sung (3 mol/l, pH 5,5) und 75 pl
vorgekihltem Ethanol wird die DNA bel -70 °C 30 min ausgeféllt und danach 20 min
bei 14000xg und 4 °C zentrifugiert. Das luftgetrocknete Pellet wird in 50 pl TE-Puffer
gel6st und bei -20 °C gelagert.
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3.1.6 Ermittlung der Einbaurate markierter Uridinphosphate

Man ermittelt die Einbaurate markierter Uridinphosphate einerseits, um zu zeigen, dal3 die
Markierungsreaktion erfolgreich verlaufen ist, und andererseits, um die Ausbeute an
DIG-markierter DNA abschétzen zu kdnnen. Als Kontrolle dient Digoxigenin-markierte
pBR328-DNA von bekannter Konzentration.

Von der Kontroll-DNA wird eine Verdinnungsreihe hergestellt, so da3 Losungen der
Konzentrationen 1 pg/ul, 10 pg/ul, 100 pg/ul, 1 ng/pl und 10 ng/pl zur Verfigung stehen.
Die DNA-Probe wird ebenfallsin Dezimalschritten verdiinnt.

Je 1 pl jeder Verdinnung wird punktformig auf einer Nylonmembran aufgetragen. Nach dem
Trocknen wird die DNA durch UV-Bestrahlung auf der Membran fixiert.

Die Detektion wird geméal3 der in Kapitel 3.2.5 beschriebenen Vorschrift durchgefthrt. Die
Ausbeute an markierter DNA kann nun durch Vergleich mit der durch die Kontroll-DNA auf

dem Film erzeugten Schwérzung ermittelt werden.

3.2 Northern Technik

3.2.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus INS-1 Zellen wird mittels der 1-Schritt-Methode von
Chomczynski und Sacchi (1987) durchgefthrt. Hierbei wird die Lyse der Zellen durch die
chaotrope Substanz Guanidiniumthiocyanat erreicht, die sowohl Proteine denaturiert, as
auch RNasen inaktiviert. Die Kombination von Guanidiniumthiocyanat mit dem
Reduktionsmittel Mercaptoethanol wurde 1979 von Chirgwin et al. verwendet, um intakte
RNA aus RNase-reichem Gewebe, z.B. Pankreas, zu isolieren. Chomczynski und Sacchi
ersetzten die Ultrazentrifugation in CsCl durch eine Phenol-Chloroformextraktion. Nach dem
Zentrifugieren befinden sich DNA und Proteine in der Interphase und in der Phenolphase. Die
RNA ist in der waldrigen Phase und kann aus dieser mittels Isopropanolféllung isoliert
werden. Das RNA-Péllet wird in Formamid gelost. Formamid ist als Losungsmittel besser
geeignet als Wasser oder TE-Puffer (Chomczynski, 1992), weil es die RNA vor dem Abbau
durch RNasen schitzt. Dadurch bleiben die RNA-Proben trotz wiederholtem Auftauen und
Einfrieren Uber ein Jahr lang stabil.
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Arbeitsvorschrift

Nach Absaugen des Mediums werden die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und durch
Abschaben in dieser Losung suspendiert. Die Zellsuspension wird 5 min bel 1000xg und
4 °C zentrifugiert und der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird in Lésung D
suspendiert. Nach Zugabe von 100 ul Natriumacetat-L6sung (3 mol/l), 1 ml ss-Phenol
und 200 pl Chloroform-1soamylalkohol-Mischung (24+1) wird 10 s gevortext und
15 min auf Eis inkubiert. Danach zentrifugiert man 20 min bei 10000xg und 4 °C. Der
waRrige Uberstand wird in neue EppendorfgefalRe tiberfilhrt. Durch Zugabe von einem
Teil Isopropanol und Inkubation bel -20 °C fir eine Stunde wird die RNA ausgeféllt.
Durch Zentrifugation bel 10000xg und 4 °C fir 20 min erhdt man ein Pellet, das nach
Verwerfen des Uberstandes in 300 pul Losung D aufgelost wird. Wieder wird das
gleiche Volumen I sopropanol zugesetzt und bei -20 °C fir eine Stunde inkubiert. Nach
Zentrifugieren bei 10000xg und 4 °C fir 20 min und Verwerfen des Uberstandes wird
das RNA-Pellet mit 50 pl eiskaltem 75 %igen Ethanol gewaschen und die Waschldsung
nach Zentrifugieren fur 5 min bei 10000xg und 4 °C verworfen. Das luftgetrocknete
RNA-Pellet wird in 20 yl Formamid gel6st und kann bei -20 °C gelagert werden.

Der Gehat an RNA wird durch Bestimmung der Absorption bel 260 nm und 280 nm
ermittelt. Das Verhdltnis der Absorption bei 260 nm zu der Absorption bei 280 nm sollte
anndhernd 2:1 sein; dann ist die RNA weitgehend von Verunreinigungen durch Proteine, die

bei 280 nm absorbieren, abgetrennt.

3.2.2 Geéeektrophorese

Die Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von Makromolekilen nach ihrer Ladung und
Grofse. Fur die Auftrennung von RNA werden denaturierende Agarosegele verwendet. Die
denaturierenden  Agentien Glyoxal, Methyl-Quecksilberhydroxid oder Formaldehyd
verhindern, dal3 sich bei den RNA-Molekilen Sekundérstrukturen ausbilden, die die
Wanderungsgeschwindigkeit verandern. Um RNA-Molekile mit Grofden zwischen 0,5 und
10 kb aufzutrennen, wird die Gelelektrophorese in einem formaldehydhaltigen 1 %igen
Agarosegel durchgefihrt. Als Elektrophoresepuffer dient MOPS-Puffer.

Um Sekundarstrukturen der RNA schon vor dem Auftragen auf das Gel zu zerstoren, wird
die RNA in dem Probenpuffer, der Formamid und Formaldehyd enthalt, erhitzt.
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Probenvorbereitung

10 ug RNA werden mit 2 pul MOPS, 4 pl Formaldehyd und Formamid (ad 20 pl)
versetzt. Der Ansatz wird kurz anzentrifugiert und durch Erhitzen auf 65 °C fur 10 min
denaturiert. Nach Zugabe von 2 pl Farbemix wird die Lésung in die Taschen des Gels
pipettiert.

Die Elektrophorese wird bei 70 V fur 2 h durchgefhrt.

3.2.3 Northern Blot

Der Northern Blot ist von dem Southern Blot abgeleitet, der 1975 von Southern entwickelt
wurde. Er ist ein Verfahren zum Transfer und zur Immobilisierung von gelelektrophoretisch
aufgetrennten  RNA-Molekilen auf geeignete Membranen. Nylonmembranen bieten
gegenuber Nitrocellulosemembranen den Vorteil, dal3 sie mehrere Hybridisierungen (Kap.
3.2.4) hintereinander erlauben, ohne dal3 es zu einem Verlust des Hybridiserungssignals
kommt. Auflerdem binden Nylonmembranen Nukleinsduren nach UV-Bestrahlung
irreversibel, so dald es nicht wie bei Nitrocellulosemembranen zum Ablosen der RNA
wéahrend der Hybridisierungsreaktion und der nachfolgenden Waschschritte kommen kann.
Weiterhin sind Nylonmembranen im Gegensatz zu Nitrocellulosemembranen fur die

Chemilumineszenzdetektion (Kap. 3.2.5) geeignet.

Der Transfer kann mittels verschiedener Methoden erfolgen: Vakuumtransfer, Elektroblotting
oder Kapillartransfer. Gewohnlich wird beim Kapillartransfer aufsteigend geblottet. Das hat
den Nachteil, dal3 bel beginnender Dehydratation des Gels durch das Gewicht, das auf dem
Gel lastet, die Gelporen noch weiter zerstort werden. Dadurch wird der Ubergang der
Nukleinséuren aus dem Gel auf die Membran beeintréchtigt. Um dies zu verhindern, wurde

ein absteigender Kapillarblot durchgeftihrt.

Der Transfer kann mit neutraem oder alkalischem Transferpuffer durchgefiihrt werden.
Alkalischer Transfer bietet den Vorteil, dal3 die Transferdauer verkirzt wird. Wird ein
neutraler Transfer normalerweise tber Nacht durchgeftihrt, so dauert der alkalische Transfer

je nach Dicke des Gels und Grof3e der Nukleinsauremol ekile zwischen ein und drei Stunden.
Arbeitsvorschrift

Das Gel wird viermal je 10 min in Aqua bidest. gewaschen. Der Blot wird absteigend
aufgebaut, so dal’ auf einem Stapel an Filterpapier die Membran und darauf das Gel
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und einige angefeuchtete Lagen Filterpapier liegen. Das oberste Filterpapier steht in
Kontakt mit dem Transferpufferreservoir. Die Transferzeit betragt drei Stunden.
Danach wird die Nylonmembran an der Luft getrocknet. Die Nukleinsduren werden
durch UV-Bestrahlung (125 kJ/c?) auf der Membran fixiert. Die Membran wird in

Folie eingeschwel (3t und bis zur Hybridisierung bel Raumtemperatur aufbewahrt.

3.2.4 Hybridisierung

In der Molekularbiologie bedeutet Hybridiserung die Zusammenlagerung zweier
Nukleinséureeinzelstrénge, die komplementdre Basensequenzen besitzen, zu enem
Doppelstrang. Hybridisierung kann zwischen zwei DNA-Strangen, einem DNA- und einem
RNA-Strang und zwischen zwei RNA-Strangen stattfinden. Die auf der Nylonmembran
immobilisierten RNA-Molekile kdnnen also mit komplementéaren, markierten DNA- bzw.
RNA-Fragmenten (Kap. 3.1.5) hybridiseren und mit Hilfe der Markierung nachgewiesen

werden.

Der Hybridisierungsvorgang lauft in drei Schritten ab: Préhybridisierung, Hybridisierung und
Waschen. Wahrend der Préhybridiserung werden Membranstellen, die durch unspezifisches
Binden der markierten Sonde zu unerwinschtem Hintergrund fuhren konnen, durch ein
Blockierungsreagenz besetzt. Im Hybridisierungsschritt wird die Membran mit einer Lésung
inkubiert, die die spezifische, DIG-markierte Sonde enthélt. Der Hybridisierungspuffer enthalt
ebenfalls das Blockierungsreagenz und Formamid. Formamid ermdglicht die Hybridisierung
bei niedrigeren Temperaturen und begunstigt die Bildung von DNA-RNA-Hybriden
gegeniiber der Renaturierung zweier DNA-Strange. Die Hybridisierung mit oi.-cDNA-Sonde
wird in DNA-Hybridisierungspuffer bei 42 °C durchgefihrt, die mit as-cDNA-Sonde bel
50 °C. Die Hybridiserung mit der RNA-Sonde fur B-Actin von Neye (1996) erfolgte in
RNA-Hybridisierungspuffer bel 68 °C.

Sonde Hybridisierungstemperatur | Waschbedingungen 1 | Waschbedingungen 2

0i>-DNA 42 °C 2x10 min, RT 3x15 min, 65°C
os-DNA 50°C 2x10 min, RT 3x15 min, 68 °C
B-Actin-RNA 68 °C 2x10 min, RT 3x15min, 68 °C

Tab. 3.2 Hybridisierungs- und Waschbedingungen
Die Abklrzung RT steht fir Raumtemperatur.
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Nach dem Hybridiseren wird die Hybridiserungsdsung abgegossen und fur die weitere
Verwendung eingefroren. Die Membran wird gewaschen, um Uberschissige Sonde zu
entfernen. Die Bedingungen wahrend der Waschschritte werden so angepaldt, dal3 nur bei
kompletter Basenpaarung mit der immobiliserten RNA die Hybride stabil bleiben. Die
Membran wird im ersten Waschschritt mit 2xSSC gewaschen und im zweiten Waschschritt
mit 0,1xSSC+0,1 % SDS.

3.25 Chemilumineszenzdetektion

Durch die Markierung mit Digoxigenin kann die RNA Uber einen Immunoblot detektiert

werden.
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Abb. 3.2 Mechanismus der Hybridisierung und Detektion mittels DI G-Markierung

Die DIG-markierte Sonde hybridisiert mit der komplementaren RNA auf der Membran. Bel
der Detektion bindet ein Antikorper an das Digoxigenin. Durch Aktivierung der alkalischen
Phosphatase des Antikorpers wird das Chemilumineszenzsubstrat CSPD gespalten und

erzeugt Licht.

Die Chemilumineszenzdetektion ist ein dreischrittiger Prozef3. Zuerst wird die gewaschene
Nylonmembran mit dem Blockierungsreagenz-haltigen Puffer 2 behandelt, um eine
unspezifische Bindung des Antikorpers zu verhindern. Dann inkubiert man mit dem Puffer,
der neben dem Blockierungsreagenz den Antikorper enthdt. Als Antikorper wird ein Anti-
Digoxigenin-Fab-Fragment verwendet, das mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Im
dritten Schritt wird das Chemilumineszenzreagenz CSPD (3-(4-methoxyspiro{ 1,2-dioxetan-
3,2'-(5' chloro)tricyclo [3.3.1.1.3"]decan} -4-yl) Phenylphosphat, Dinatriumsalz) dazugegeben.
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Durch die alkalische Phosphatase wird CSPD enzymatisch dephosphoryliert. Dabel entsteht
das entsprechende Hydroxyphenyl-1,2-dioxetan. Durch die Oxidation des Dioxetans unter
basischen Pufferbedingungen bildet sich ein instabiles Phenoxid-dioxetan. Dieses zerfdlt in
das chlorierte Adamantanon und das singlet angeregte Methyl-meta-oxybenzoat, wobel Licht

mit einer Wellenldnge von 477 nm emittiert wird.

O—0O —
OCHs 0—0 OCHs o CHs
Alkalische Phosphatase O
. +
Cl o Cl
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Abb. 3.3  Chemilumineszenzreaktion
CSPD wird durch die alkalische Phosphatase zum Hydroxyphenyl-1,2-dioxetan
dephosphoryliert. Das im nachsten Schritt entstehende Oxidationsprodukt ist instabil und

zerfallt unter Lichtemission.

Die Lichtemission wird mit einem Rontgenfilm aufgenommen. Der Schwérzungsgrad auf dem
Rontgenfilm ist ein relatives Mal3 fur die Konzentration der detektierten RNA (Holtke und
Kessler, 1990).

Arbeaitsvorschrift

Die Membran wird 5 min in Puffer 1 gewaschen und dann 30 min in Puffer 2 inkubiert.
Der Anti-DIG-Antikdrper mit der ankonjugierten akalischen Phosphatase wird
1:10.000 in Puffer 2 verdinnt. Nach Absaugen der Blockierungddsung wird die
Membran 30 min mit der Antikoérperverdinnung inkubiert. In einer neuen Petrischale
wird die Membran zweimal je 15min in Puffer 1 mit 0,3% Tween gewaschen.
Schliefdlich aquilibriert man die Membran fir 5 min in Puffer 3 und schafft so ein
geeignetes pH-Milieu fir die alkalische Phosphatase. Uberschiissige Fliissigkeit 183t
man von der Membran ablaufen und legt die Membran einige Sekunden mit der
Ricksate nach unten auf ein Stiick Whatman-Papier, ohne aber die Membran vdllig
trocken werden zu lassen. Die Membran wird auf eine Metallplatte gelegt und mit
5 ul/cm? CSPD-Verdiinnung betraufelt, so daR die Lésung gleichméRig verteilt ist. Die
feuchte Membran wird mit Frischhatefolie bedeckt und fir 30 min bel 37 °C inkubiert,
um die Reaktion ins steady-state zu bringen. In einer Fotokassette wird ein Rontgenfilm
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durch die entstehende Chemilumineszenz belichtet. Nach Ende der Expositionszeit wird
der Film 30-60 s entwickelt, 30 s gewéssert, 5 min fixiert und abschlief3end noch 30 min

gewassert.

Mit einer Membran konnen Mehrfachexpositionen durchgefihrt werden, da die
Chemilumineszenz Uber einen Zeitraum von 24 Stunden erhaten bleibt. Fur weitere
Hybridiserungen mit anderen Sonden kann die Membran feucht aufbewahrt werden. Vor
dem erneuten Hybridiseren missen Sondenreste durch dreimaliges Waschen bel 70 °C mit
0,1x SSC mit 0,1 % SDS Uber je 15 min entfernt werden.

3.2.6 Laserdensitometrie

Bei der Chemilumineszenzdetektion erhdlt man geschwérzte Banden, die der Lage und
Menge der untersuchten mRNA auf der Membran entsprechen. Um diese Schwérzungen zu
quantifizieren, wird der Rontgenfilm mit einem Laserdensitometer vermessen. Dabei wird der
Film mit einem Laserstrahl abgetastet und die Lichtabsorption an den geschwérzten Banden
ermittelt. Die mit dem Laserstrahl erfaléte Spurbreite ist so eingestellt, dal3 die gesamte Bande
vermessen wird. Die ermittelte Absorption ist damit ein Mal3 fur die FleckgrofRe und den
Schwérzungsgrad. Die Daten werden mit Hilfe der Software GelScan XL verarbeitet und
ausgewertet. Dazu werden die Absorptionsspektren jeder Spur integriert und die
Peakfléchen, die den Banden der G-Protein-mRNA entsprechen, ausgerechnet. Um einen
semiquantitativen Vergleich zu erhaten, werden die integrierten Flachen der einzelnen
Banden eines Films in Beziehung zum Kontrollversuch gesetzt, der als 100 % definiert ist. Da
der Schwarzungsgrad und die Fleckgrof3e von verschiedenen Faktoren, wie der Behandlung
beim Blotten, dem Hybridisieren und vor allem der Belichtungszeit abhéngen, konnen nur die
Absorptionswerte, die von einem Film stammen, miteinander verglichen werden. Um
Unterschiede in der Beladung des Gels oder beim Blotten auszuschalten, wird dann um den
internen Standard, die B-Actin-mRNA, korrigiert.

33 PCR

Die Polymerasekettenreaktion PCR bietet eine Moglichkeit zur invitro-Amplifikation
spezifischer DNA-Sequenzen. Die Methode wurde von Mullis und seinen Mitarbeitern (1986,
1987) entwickelt und mit dem Namen Polymerasekettenreaktion bezeichnet.
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DNA-Polymerasen synthetiseren in 5 —3'-Richtung den zu einem DNA-Einzelstrang
komplementéren Strang, wobei sie allerdings an einer doppelstrangigen Stelle starten miissen.
Dies bezeichnet man als primer extension. Bel der PCR werden nun zwel primer benutzt,
wobel der erste primer zu einer Sequenz des einen DNA-Stranges komplementéar ist und der
zweite primer zu einer Sequenz des anderen DNA-Stranges. Damit die primer sich anlagern
konnen, mul3 der DNA-Doppelstrang durch Hitzedenaturierung in zwei Einzelstrénge
aufgespalten werden. Die primer werden so ausgewahlt, dal3 die an einem primer startende
DNA-Synthese in Richtung auf den anderen primer ablauft. Dadurch kann der am ersten
primer synthetisierte Strang im néchsten Zyklus mit Hilfe des zweiten primers verdoppelt
werden. Dadurch wird die DNA-Sequenz, die von beiden primern flankiert wird,
vervidfdtigt.

Die Polymerasekettenreaktion lauft also in sich wiederholenden Zyklen ab, wobe jeder
Zyklusausdrel Schritten besteht:

1. Hitzedenaturierung des DNA-Doppelstranges in Einzelstrange
2. Anlagerung der primer (annealing)
3. Synthese des komplementéren Stranges ausgehend von einem primer (primer extension)

Die grundlegenden Prinzipien, auf denen die PCR beruht, wurden schon Jahre vorher
beschrieben (Kleppe et al., 1971; Panet et a., 1974). Urspringlich wurde das Klenow-
Fragment der E. coli DNA-Polymerase | zur Amplifizierung benutzt. Dieses Enzym ist aber
nicht hitzestabil und wird bei den hohen Temperaturen, die nétig sind, um die DNA-Strénge
zu denaturieren, inaktiviert. Deshalb muf3te fir jeden Zyklus ein neues Aliquot Enzym
zugesetzt werden. Dieses Problem wurde durch die Einfihrung (Saiki et a., 1988) ener
thermostabilen DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus
(Chien et a., 1974) gel6st. Dieses Enzym, das auch langer dauernde Inkubationen bei 95 °C
Uberstent, wird wahrend des Hitzedenaturierungsschrittes der PCR kaum inaktiviert. Dies
ermoglicht es, auch die Anlagerung der primer und die DNA-Synthese bel hbheren
Temperaturen durchzuftihren. Dadurch wird die Haufigkeit falscher primer-Anlagerungen
verringert und die Spezifitdt und Ausbeute der Reaktion verbessert. Auf3erdem kann die PCR

leicht automatisiert werden, da ein wiederholter Zusatz des Enzyms entféllt.

Mit dieser Methode kann man ein DNA-Fragment aus 50 ng genomischer DNA innerhalb
von 25-35 Zyklen auf eine Menge von 100 ng - 1 pg vermehren.
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3.3.1 ReverseTranskription

Haufig genutzte Methoden zur Analyse und Detektion von RNA, wie z. B. die Northern
Technik (Kap. 3.2), sind oft nicht empfindlich genug, um RNA nachzuweisen, die nur in
geringen Mengen exprimiert wird. Mit Hilfe der PCR bietet sich die Mdglichkeit, kleine
DNA-Mengen zu vervielfdltigen. Da RNA-Molekile aber nicht als Vorlage bei der PCR
dienen konnen, muf3 die vorliegende RNA zuerst in komplementare DNA umgeschrieben

werden. Dies geschieht mittels reverser Transkription.

Reverse Transkriptasen sind RNA-abhéngige DNA-Polymerasen. Zusétzlich konnen reverse
Transkriptasen aber auch ausgehend von enem einzelstrangigen DNA-Strang den
komplementédren Strang synthetiseren. Die virden reversen Transkriptasen des avian
myoblastosis-Virus  (AMV, en Voge-Myeloblastosevirus) und des moloney
murine leukemia-Virus (M-MuLV, ein Maus-Leukdmievirus) besitzen aul3erdem noch
RNase H-Aktivitdt. Nach Zugabe von Hexanukleotiden als Zufallsprimer oder von
Oligo(dT)-primern wird ein zu der RNA komplementérer DNA-Strang aufgebaut. Dieser
einstrangige cDNA-Strang dient als Vorlage bei der PCR.

Arbeitsvorschrift

Fur die gewlnschte Anzahl an Reaktionsansdtzen wird ein Mastermix hergestellt.
Dieser enthdt pro Reaktionsansatz 2 pl Reaktionspuffer, 4 ul MgCl,-Lésung
(25 mmol/l), 2 pl Deoxynukleotidmix, 2 pl Zufallsprimer, 1 pl RNase-Inhibitor, 0,8 pl
AMV-reverse Transkriptase, 1 ug Gesamt-RNA und Aqua bidest. ad 20 pl. Dieser
Mastermix wird aliquotiert und 10 min bei 25 °C inkubiert. Wahrend dieser Zeit erfolgt
die Anlagerung der primer. Die reverse Transkription findet wahrend einer
einstindigen Inkubation bei 42 °C statt. Dann erhitzt man fur 5 min auf 99 °C, um die
AMV -reverse Transkriptase zu denaturieren und kuhlt sofort fiir 5 min auf 4 °C ab. Die
erhaltene cDNA wird bel -20 °C gelagert.

3.3.2 PCR der ai;- und o,-cCDNA
Zur Amplifizierung der cDNA von oj; und o, werden die von Vaerio et a. (1993)
beschriebenen Bedingungen tbernommen (Tab. 3.3).
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Denaturierung 94°C 30s
primer annealing 60 °C 30s
primer extension 72°C 60 s

Tab. 3.3 Zyklusbedingungen der PCR

Nach dem Durchlaufen von 30 Zyklen wird eine abschliel3ende Inkubation Uber 8 min zur

primer extension durchgefihrt. Gearbeitet wird mit einer MgCl,-Konzentration von

1,5 mmol/l, einer primer-Konzentration von 1 pmol/l und einer Deoxynukleotidkonzentration

von 200 pmol/I.
o-Untereinheit primer-Sequenz Nukleotide | PCR-Produkt
Olix 5-CTTTATGACCGCGGAGCTCGCC-3 | 569-590 541 bp
S-CTTCATATGTGTTTGAGCCTGC-3' | 1089-1110
Olo 5-GTGACGTGGTGAGTCGCATGGA-3' | 1029-1050 631 bp
5-TTCTTTGTTGGGTGAGCGGTTT-3 | 1639-1660

Tab. 3.4 Oligonukleotidprimer fir die PCR

Arbeitsvorschrift

Ein Mastermix wird hergestellt, der pro Reaktionsansatz 5 pl PCR-Puffer, 1 pl dNTP-
Mix, je 50 pmol beider primer, 1 U Tag-DNA-Polymerase und Aqua bidest. ad 45 pl
enthdlt. Dieser Mastermix wird aliquotiert. Zu jedem Reaktionsansatz werden 5 pl

DNA-Vorlage pipettiert, wobei die aus der reversen Transkription erhaltene cDNA

(Kap. 3.3.1) direkt eingesetzt werden kann. Als Vergleich dient eine Losung, die 10 ng

der DNA-Fragmente aus den Kontrollplasmiden (Kap. 3.1.4) in 5 pl enthélt. Ein Ansatz
ohne DNA-Vorlage dient der Kontrolle der Reaktionsbedingungen. Die PCR-Gefdl3e
werden gemischt, mit 100 pl Mineraol Uberschichtet und in einem Thermocycler unter
den in Tab. 3.3 beschriebenen Bedingungen inkubiert. Nach der abschlief3enden
extension wird auf 4 °C gekihlt. Die Proben konnen bei -20 °C eingefroren werden.

3.3.3 ldentifizierung der amplifizierten Fragmente

Um zu untersuchen, ob die mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente auch wirklich den

gewtnschten Sequenzen entsprechen, kommen verschiedene Methoden in Frage. Als erstes
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wird kontrolliert, ob die GroRRe der vervielfdtigten DNA-Fragmente mit der publizierten
DNA-Sequenz Ubereinstimmt. Ist dies nicht der Fall, handelt es sich um unspezifische
Amplifikationsprodukte. Um auszuschlief3en, dal? es sich um eine zuféllige Ubereinstimmung
der Molekulgrofien handelt, sollten weitere Untersuchungen durchgefihrt werden. Dafir
bieten sich entweder eine Sequenzierung oder ein Nachweis mittels Hybridiserung mit
bekannten Sonden nach der Southern Technik an. In dieser Arbeit wurde die zweite
Moglichkeit gewahlt.

3.3.3.1 Bestimmung der Grol3e

Entsprechend der von Reed und Jones (1987) publizierten Sequenzen betragt die Lange des
PCR-Produktes von ai; 541 bp und von o, 631 bp. Zur GréRRenbestimmung der aus RNA
nach reverser Transkription amplifizierten DNA-Fragmente wird eine Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Daneben wird ein DNA-Grof3enstandard eingesetzt, dessen DNA-Fragmente
eine GrofRe zwischen 100 bp und 1500 bp aufweisen. Als zusétzliche Positivkontrolle dienen
die aus der Plasmid-cDNA (Kap. 3.1.4) amplifizierten DNA-Fragmente. Die
Gelelektrophorese  wird in einem 1%igen Agarosegel mit TAE-Puffer als
Elektrophoresepuffer durchgefiihrt. Bel 100V betrédgt die Dauer der Elektrophorese eine
Stunde. Der Zusatz von Ethidiumbromid erméglicht das Erkennen der nach ihrer Grof3e
aufgetrennten DNA-Banden unter UV-Licht.

3.3.3.2 Southern Technik

Die Southern Technik ist eine von Southern (1975) entwickelte Technik zum Nachweis und
zur Analyse von DNA-Fragmenten. Die Prinzipien der Southern Technik wurden spéter in
modifizierter Weise auch fur Untersuchungen von RNA (Northern Technik, Kap. 3.2) und
Proteinen (Western Technik) herangezogen. Die Southern Technik kann in drel Teilschritte
untergliedert werden: die Auftrennung der DNA-Fragmente durch Gelelektrophorese
(Kap. 3.2.2), der Transfer der DNA-Fragmente auf eine Trdgermembran durch Blotten und

der Nachweis von spezifischen Fragmenten durch Hybridisierung mit markierten Sonden.

De Transfer der aufgetrennten DNA-Fragmente ist der zentrale Schritt der Southern
Technik. Im Gegensatz zu RNA-Gelen miissen DNA-Gele vor dem Transfer vorbehandelt
werden. Durch Einwirken von Salzsdure werden einige Zucker-Phosphat-Bindungen der
DNA gespaten und die so entstehenden kleineren Bruchstiicke besitzen eine bessere
Mobilitdt aus dem Gel auf die Membran. Diese Behandlung ist bel den mittels PCR
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entstehenden ohnehin  kurzen Stiicken nicht notig. Durch alkalisches Waschen
(Denaturierung) des Trenngels und die Verwendung einer hoch salzhatigen Transferlosung
wird sichergestellt, dal? die DNA schliefdlich in denaturierter, einzelstrangiger Form vorliegt.

Diesist wichtig fur dieim néchsten Schritt erfolgende Hybridisierung mit markierter Sonde.

Bel der Kapillartransfer-Methode werden die DNA-Fragmente aus dem Gel auf die Membran
gesaugt (geblottet, von engl. to blot = aufsaugen). Als Transferpuffer wird 20xSSC-Puffer
verwendet. Die Transferzeit betragt drel Stunden.

Die Hybridiserung erfolgt wie unter 3.2.4 beschrieben. Verwendet werden DIG-markierte
DNA-Sonden, die von der Gesamt-cDNA von o;; und o, hergestellt werden, da die mittels
PCR amplifizierten Fragmente nicht den Abschnitten der in Kapitel 3.1.4 beschriebenen
spezifischen Sonden entsprechen. Hybridisiert wird bei einer Temperatur von 42 °C. Der
zweite Waschschritt erfolgt bel 68 °C. Die Detektion wird gemal3 Kapitel 3.2.5 durchgefhrt.

3.4 Inkubationsbedingungen der Versuche zur Beeinflussung des mMRNA-Gehaltes
Der Einflul von GIP, GLP-1, Adrendin, Isoprenalin, UK 14.304, Lithium und Galanin
einzeln und in Kombination mit Verapamil auf den Gehalt an os- und oi,-mRNA wird
untersucht. Daftr werden INS-1 Zellen in grof3en Kulturflaschen mit einer Wachstumsflache
von 75 cm” und 20 ml Komplettmedium ausgesit. Am fiinften Tag wird eine Zelldichte von
8-10° Zellen/ml erreicht.

Die Zellen werden Uber vier, acht und 24 Stunden mit den oben angegebenen Substanzen
inkubiert. Fur eine 24sttindige Inkubation wird am vierten Tag ein Mediumwechsel mit
anschlief3endem Zusatz der Versuchssubstanz durchgefihrt. Bei Inkubationen tber vier und
acht Stunden erfolgt der Mediumwechsel samt Zugabe der Versuchssubstanz am fuinften Tag.
Auch bei den als Kontrolle dienenden Zellen wird ein Mediumwechsel durchgefiihrt. So
konnen die Zellen am funften Tag zum gleichen Zeitpunkt geerntet werden. Durch diese
| nkubationsbedingungen wird sichergestellt, da? eine Anderung des mRNA-Gehaltes nicht
auf Unterschieden im Entwicklungsstadium der Zellen beruht. Die eingesetzten
Konzentrationen der Versuchssubstanzen, die Inkubationszeiten und die eingesetzten
Passagen der Zellkultur sind Tab. 3.5 zu entnehmen.
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Substanz Konzentration Inkubationszeit Passage
Adrenalin 50 pmol/I 4,8,und 24 h 64-67, 83-84
Isoprenain 10 pmol/I 4,8,und 24 h 65-68, 83-84
UK 14.304 1 pmol/I 4,8,und 24 h 77-78, 88-89

GIP 10 nmol/l 4,8,und 24 h 65-68, 88-89
GLP-1 10 nmol/l 4,8,und 24 h 65-68, 88-89
Gdanin 50 nmol/l 8h 64-67
Lithium 10 mmol/I 8h 64-67

Verapamil 50 pmol/I 8h 64-67

Tab. 3.5 Inkubationsbedingungen der Versuche zur Beeinflussung des mMRNA-
Gehaltes

3.5 Vesuchezur Insulinsekretion

Die Versuche zur Insulinsekretion der INS-1 Zellen werden in 24er-Multiwells durchgefiihrt.
Die Zellen werden in einer Konzentration von 1,5-10° Zellen/ml in jedem Well ausgesét und
nach funf Tagen fur die Sekretionsversuche eingesetzt. Die Insulinsekretion wird wahrend
einer statischen Inkubation ermittelt, das heil3t die Zellen befinden sich in einem bestimmten
Volumen an Losung, in welchem sich das sezernierte Insulin ansammelt. Auf diese Weise
kann nur die Gesamtmenge an Insulin, die wahrend des Untersuchungszeitraumes freigesetzt
wird, gemessen werden. Den zeitlichen Verlauf der Insulinsekretion kann man mit Hilfe eines
Perifusionsversuches darstellen, bei dem die Zellen fortlaufend mit frischer Lésung umspult

werden.

In dieser Arbeit sind statische Sekretionsversuche durchgefiihrt worden, bel denen die INS-1
Zellen erst mit verschiedenen Substanzen vorinkubiert werden, bevor die Insulinsekretion

untersucht wird.
Arbeitsvorschrift

INS-1 Zellen werden Uber 8 h in Komplettmedium mit oder ohne Zusatz der zu
testenden Substanzen bei 37 °C im Brutschrank vorinkubiert. Danach werden die Zellen
auf Eis dreimal mit je 1 ml KRH-Puffer mit 3,0 mmol/l Glucose gewaschen. Fir den

folgenden Sekretionsversuch tGber 90 min werden die Zellen mit 1 ml KRH-Puffer mit
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8,3 mmol/l Glucose (Kontrolle) oder 1 ml KRH-Puffer mit 8,3 mmol/l Glucose und den
zu untersuchenden Substanzen inkubiert. Eine Inkubation mit 1 ml KRH-Puffer mit
3,0 mmol/l Glucose dient zur Kontrolle, ob eine Steigerung der Glucosekonzentration
auf 8,3mmol/l, wie se in den anderen Wells vorliegt, einen Anstieg der
Insulinsekretion zur Folge hat. Nach Beendigung der Inkubation wird die Lésung im
Multiwell durch vorsichtiges Schwenken durchmischt, auf Eis werden je 100 pl des

Uberstandes abgenommen und bei -20 °C aufbewahrt.

Die Menge an Insulin wird mittels Radioimmunoassay (RIA) bestimmt. Das Testprinzip
berunt auf der Doppelantikorpermethode (Morgan und Lazarow, 1963; Hales und
Randle,1963). Hierbei konkurrieren eine bekannte Menge an radioaktiv markiertem
2| |Insulin mit der zu bestimmenden Menge an unmarkiertem Insulin um die begrenzte
Anzahl von Antikorperbindungsstellen. Der zweite Antikorper ist gegen den Insulinantikorper
gerichtet und ermoglicht unter Zusatz von weiterem Carrier-1gG das Ausféllen des gebildeten
Antigen-Antikorper-Komplexes. Die Radioaktivitdt des gefélten *I-Insulins wird im
Gamma-Counter vermessen. Anhand einer Kalibrierungskurve von bekannten Ratteninsulin-
mengen kann die zu bestimmende Insulinmenge errechnet werden. Da der Methode eine
Antigen-Antikorper-Reaktion zugrunde liegt, wird nur das Insulin erfal3t, das mit dem
eingesetzten Antikorper reagiert. Berechnet wird aso die Menge an immunoreaktivem Insulin
(IRI).

Arbeitsvorschrift

Die bel -20 °C gelagerten Proben der Insulinsekretionsversuche werden aufgetaut und
10 pl jeder Probe werden mit RIA-Puffer auf 400 pl verdunnt. Alle Losungen werden
im Eisbad hergestellt und im Khlschrank gelagert. Von der verdiinnten Probe werden
100 yl in einem RIA-Rohrchen mit RIA-Puffer auf 200 pl aufgefllt. Fur die
Kdibrierungskurve wird vom Ratteninsulinstandard mit  RIA-Puffer  eine
Verdinnungsreine mit Konzentrationen zwischen 0 und 25 pU Insulin/200 pl erstellt.
Die Lésungen der Verdunnungsreihe werden geteilt, so dal3 jede Verdinnung doppelt
bestimmt wird.

Den Proben- und Kalibrierungdésungen werden je 100 pul **I-Insulin und Anti-
Ratteninsulin-1gG (1. Antikorper) zugesetzt. Zur Bestimmung der unspezifischen
Bindung (NSB) enthalten zwei Ansétze 300 ul RIA-Puffer und 100 pl *#I-Insulin, aber
nicht den 1. Antikorper. Um die eingesetzte Menge an Radioaktivitét (total counts, TC)
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zu ermitteln, werden zwei RIA-Réhrchen nur mit 100 pl *I-Insulin ohne weitere
Zusétze gefillt. Die maximale Bindung des Antikdrpers (Bo) wird bestimmt, indem
200 pl RIA-Puffer, der kein unmarkiertes Insulin enthalt, mit 100 pl **I-Insulin und
100 pl Anti-Ratteninsulin-1gG versetzt werden. Diese Ansdtze werden gemischt und
20 h bel 4 °C inkubiert. Danach wird allen Lésungen mit Ausnahme der TC je 100 pl
Anti-Meerschweinchen-1gG (2. Antikorper) und Carrier-1gG zur Vervollstandigung der
Falung zugegeben und 2 h bei 4 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml Waschpuffer wird
der Niederschlag bei 4 °C tber 20 min bei 2.500xg zentrifugiert. Der Uberstand wird

dekantiert und das Pellet 2 min im Gamma-Counter vermessen.

Die Umrechnung der Zerfallsrate in die absoluten Insulinmengen erfolgt mit Hilfe des

RIA-Programms des Gamma-Counters.

3.6 Statistik

Die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen werden, werden als
Mittelwerte + SE. bei Versuchen zum mRNA-Gehalt und als Mittelwert + SEE.M. bel
Versuchen zur Insulinsekretion dargestellt. Die Mittelwerte werden aus der in der jeweiligen
Abbildung angegebenen Anzahl unabhéngiger Versuche (n) errechnet. Die statistische
Prifung auf Gleichheit der Varianzen wird mit dem F-Test durchgefihrt. Kann gemal3 F-Test
die Homogenitéat der Streuung als statistisch signifikant nachgewiesen werden, schliefdt sich
die Prifung auf Gleichheit der Mittelwerte an. Mit Hilfe der Multifaktor-Varianzanalyse
(Multifaktor-ANOVA) werden die Mittelwerte der einzelnen Versuchsrethen miteinander
verglichen, um statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten zu erkennen.
Die statistischen Berechnungen werden mit dem Statistikprogramm Statgraph Plus, Version
6.0 durchgefihrt.
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4 ERGEBNISSE

41 Vorkommen von G-Protein-a-Untereinheiten in INS-1 Zedllen

Zum Vorkommen von G-Proteinen in INS-1 Zellen sind his jetzt noch keine Untersuchungen
publiziert worden. Anhand der Wirkung verschiedener Neurotransmitter und Hormone auf
die Insulinsekretion und enige Effektorsysteme kann man auf das Vorhandensein von
G-Proteinen schlief3en. So zeigten Asfari et al. (1992), dal3 Somatostatin und Adrenalin die
Glucose-induzierte Insulinsekretion in INS-1 Zellen hemmen. Diese Hemmung wird in
anderen insulinsezernierenden Zellen Uber inhibitorische G-Proteine vermittelt. GLP-1
stimuliert in INS-1 Zellen die Adenylylcyclase und fuhrt intrazelluldr zu einem Anstieg an
CAMP (Waeber et a., 1993; Widmann et a., 1994). Da der GLP-1-Rezeptor an Gs
gekoppelt ist, kann man aus der Aktivierung der Adenylylcyclase auf das Vorhandensein von
Gs riickschlief3en.

Mit Hilfe der Northern Blot Technik wird untersucht, ob die mRNA von o, o1, Oz, oiz und
0, iN INS-1 Zellen exprimiert werden. Durch Einsatz spezifischer DIG-markierter DNA-

Sonden kénnen ais-, oiz- und oiz-MRNA nachgewiesen werden (Abb. 4.1).

-288

-18S

O3 Ctjn Olg

Abb. 4.1 Nachweisder mRNA von a3, o;2 und as mittels Northern Blot Technik
Je 10 ug der Gesamt-RNA aus INS1 Zellen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt,
geblottet und mit spezifischen Sonden nachgewiesen. 18 S und 28 S geben die Lage der

ribosomalen RNA an.
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Die oi-cDNA-Sonde hybridisiert mit einer mRNA der Groflze von 2,4 kb, die ais-Sonde
detektiert eine MRNA von 3,5 kb und die a.s-Sonde detektiert eine mRNA von 1,9 kb. Diese
MRNA-Grdf3en stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten, die an anderen Zellen
gewonnen wurden, Uberein (Weinstein et al., 1988; Kozasa et al., 1988; Eschenhagen et al.,
1991). Wie auch in RINm5F-Zellen auf Proteinebene nachgewiesen (Cormont et al., 1991),

sind as- und ai-MRNA in INS-1 Zellen mengenmé&ldig vorherrschend.

Die mRNA der ai;- und a-Untereinheit konnen im Northern Blot nicht detektiert werden,
weil ihre Menge unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Da aber beide Untereinheiten in anderen
insulinsezernierenden Zellen nachgewiesen worden sind (Kap. 5.1), wird mit ener
sensitiveren Methode auf ihr Vorkommen getestet. Eine Moglichkeit, in geringen Mengen
vorkommende mRNA zu vervielféltigen, bietet die RT-Polymerasekettenreaktion (Kap. 3.3).
Nach einer reversen Transkription werden mittels spezifischer primer die cDNAs von o;; und
o, amplifiziert. Die ldentifizierung erfolgt nach Gelelektrophorese anhand der Gréfe im
Vergleich zu einem DNA-Grof3enstandard und einer Positivkontrolle (Abb. 4.2).

DNA-GroBen-
standard (bp)

-2072
- 1500

- 600

- 100

aus RNA L aus Plasmid
Cly C oy oo C o

Abb. 4.2 Nachweis der PCR-Produkte von ¢i; und o,
Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid unter
UV-Licht detektiert. L ist der DNA-Grolenstandard und C die Negativkontrolle.

AulRerdem werden die Fragmente mit Hilfe der Southern Technik durch Hybridiserung mit
spezifischen DIG-markierten Sonden nachgewiesen. Abb. 4.3 zeigt einen von drel gleichen

Versuchen.
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DNA-GroBen-
standard (bp)

- 600

Abb. 4.3 Nachweis der PCR-Produkte von ¢i; und o, mittels Southern Technik

Die PCR-Produkte der RNA von INS-1 Zellen (nach reverser Transkription) bzw. der cDNA
der Kontrollplasmide (P) wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit
spezifischen Sonden detektiert.

Wie von Vaerio et a. (1993) angegeben, amplifiziert man von o;; ein 541 bp-DNA-Fragment
und von o, ein 631 bp-DNA-Fragment. Die mRNAS der oj;- und o,-Untereinheiten kdnnen

also ebenfalsin INS-1 Zellen nachgewiesen werden.

4.2  Regulation der as- und ai;-mRNA

Chronische Stimulation eines G-Protein gekoppelten Rezeptors kann zeitabhéngig zu einer
verminderten zelluldren Antwort fuhren. Dieser als Desendtivierung bezeichnete Vorgang
kann sowohl auf einer Regulation des Rezeptors, als auch auf einer Regulation der beteiligten
G-Proteine beruhen. Kommt es zu einer Anderung des Gehalts bestimmter G-Proteine,
konnen verschiedene Signaltransduktionswege, die sich dieser G-Proteine bedienen, betroffen
sein. Dadurch werden neben den Effekten des ausdésenden Agonisten selbst auch Effekte, die
Uber andere Rezeptoren vermittelt werden, beeinflu3t. In diesem Fall spricht man von

heterologer Desensitivierung.

Die Menge an verfigbarem G-Protein kann Uber verschiedene Mechanismen verandert

werden. Eine Moglichkeit stellen dabel Unterschiede in der Menge der entsprechenden
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MRNA dar. Eine Verénderung des mRNA-Gehalts hat in vielen Féllen Auswirkungen auf die

Trandation und damit auch auf die Proteinmenge.

4.2.1 Regulation durch Adrenozeptoragonisten

Die Desensitivierung des -Adrenozeptor/Adenylylcyclase-Systems ist gut untersucht. Eine
Langzeitstimulation mit [-Adrenozeptoragonisten vermindert die Ansprechbarkeit dieses
Systems aufgrund einer verminderten Anzahl an B-Adrenozeptoren. Auch Rezeptor-
unabhangige Stimulatoren der Adenylylcyclase sind in ihrer Wirkung herabgesetzt. Dies

spricht fur eine zusétzliche Beteiligung von G-Proteinen an der Desensitivierung.

Hadcock et a. (1990) zeigten in 49 mouse lymphoma cells, dal3 eine Stimulation mit
| soprenalin zu einem Anstieg des Gehalts an oi-mRNA fuhrt, wahrend die as-mRNA Menge
kurzfristig ansteigt, aber bei langer dauernder Stimulation abnimmt. Ahnliche Ergebnisse
lieferten auch Untersuchungen an Ratten (Eschenhagen et al., 1991). Eine chronische
Infusion von Isoprenalin Uber vier Tage bewirkt einen Anstieg des oi-mRNA Gehalts im
Rattenmyocard. Die as-mRNA Spiegel werden nicht beeinflul3.

Es stellt sich daher die Frage, ob eine derartige Regulation der mRNA von G-Protein-
o-Untereinheiten nach Gabe eines Adrenozeptoragonisten auch in insulinsezernierenden
Zéellen stattfindet. Aus diesem Grund wird zuerst der zeitabhangige Einfluf3 von Adrenalin auf
den Gehalt an as- und oiz-mRNA in INS-1 Zellen untersucht.

Adrendin (50 umol/l) fuhrt zeitabhéngig zu einer Regulation sowohl des os-, as auch des
ai-MRNA Gehaltes (Abb. 4.4). Die Menge an as-mRNA ist nach 4 und 8 h in behandelten
Zellen mit 34 % und 58 % deutlich niedriger als in den Kontrollzellen, wahrend nach 24 h
wieder das Ausgangsniveau erreicht wird. Auch die oj;-mRNA Spiegel sinken anfénglich
unter 100 %. Durch achtstiindige Inkubation mit Adrenalin verringert sich die oi-mRNA
Menge auf 72 %. Nach 24 h bewirkt Adrenalin jedoch einen Anstieg des Gehalts der
aiz-MRNA auf 150 % der Kontrolle.
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Abb. 4.4 Zeitabhéngiger Einflu3 von Adrenalin auf den Gehalt an as- und a;,-mRNA
INS-1 Zellen wurden 4, 8 oder 24 h mit Adrenalin (50 pmol/l) inkubiert. Als Kontrolle (C)
dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SE. der G-Protein-mRNA
bezogen auf den internen Sandard S-Actin-mRNA aus 3-4 Versuchen; *p<0,05 vs.
Kontrolle, Multifaktor ANOVA.

Insulinsezernierende Zellen koénnen sowohl B- as auch o-Adrenozeptoren enthalten
(Kap. 1.2.4.1). Um festzustellen, Uber welche Rezeptoren die Regulation der mRNA
vermittelt ist, wird der B-Adrenozeptoragonist |soprenalin eingesetzt. 1soprenain (10 pumol/l)
ruft keine Anderung des mRNA-Gehalts hervor (Abb. 4.5). Die Werte unterscheiden sich

nicht signifikant von der Kontrolle.
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Abb. 45 Zeitabhéngiger Einfluf3 von I soprenalin auf den Gehalt an as- und ai-mRNA
INS-1 Zellen wurden 4, 8 oder 24 h mit Isoprenalin (10 umol/l) inkubiert. Als Kontrolle (C)
dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SE. der G-Protein-mRNA
bezogen auf den internen Standard S-Actin-mRNA aus 3-4 Versuchen; Multifaktor ANOVA.

UK 14.304 ist ein selektiver ap-Agonist. Der as-mRNA Spiegel sinkt nach Inkubation mit
UK 14.304 (1 pmol/l) Gber 4 und 8 h auf 72 % bzw. auf 45 % der Kontrolle, um nach 24 h
wieder das Ausgangsniveau zu erreichen (Abb. 4.6). Auch der Gehalt an oi,-mRNA ist nach
4 und 8 h deutlich auf 60 % bzw. 73 % erniedrigt, aber wieder zeigt sich nach 24 h ein
Anstieg auf 144 % der Kontrolle.
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Abb. 4.6 Zeitabhéngiger Einfluf3 von UK 14.304 auf den Gehalt an as- und ai-mRNA
INS-1 Zellen wurden 4, 8 oder 24 h mit UK 14.304 (1 umol/l) inkubiert. Als Kontrolle (C)
dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SE. der G-Protein-mRNA
bezogen auf den internen Sandard S-Actin-mRNA aus 3-5 Versuchen; *p<0,05 vs.
Kontrolle, Multifaktor ANOVA.

Die Effekte gleichen denen, die nach Inkubation mit Adrenalin zu beobachten sind. Die

Adrenainwirkung scheint also tber o,-Adrenozeptoren vermittelt zu sein.

4.2.2 Regulation durch Modulatoren der Insulinsekretion

Adrenalin und UK 14.304 hemmen die Insulinsekretion Uber o-Adrenozeptoren (Metz et a.,
1978; John et al., 1990). In weiteren Versuchen sollte gezeigt werden, ob Substanzen, die die
Insulinsekretion steigern, ebenfals einen Einfluld auf den Gehalt an as- und oi-mRNA

ausiben.

Die beiden Darmhormone gastric inhibitory polypeptide (GIP) und glucagon-like peptide-1
(GLP-1) wirken insulinotrop (Kap. 1.2.3). Die Inkubation mit GIP (10 nmol/l) fuhrt nach 8 h
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zu einem Anstieg der os- und oi-mRNA Spiegel auf 131 % bzw. 182 % (Abb. 4.7). Nach
24 h besteht kein signifikanter Unterschied mehr zur Kontrolle. Der mRNA-Gehalt erreicht
wieder den Basalwert.
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Abb. 4.7 Zeitabhéngiger Einflu3 von GIP auf den Gehalt an as- und ai-mRNA

INS-1 Zellen wurden 4, 8 oder 24 h mit GIP (10 nmol/l) inkubiert. Als Kontrolle (C) dienten
unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SE. der G-Protein-mRNA bezogen
auf den internen Sandard B-Actin-mRNA aus 3-5 Versuchen; *p<0,05 vs. Kontrolle,
Multifaktor ANOVA.

Nach achtstindiger Inkubation mit GLP-1 (10 nmol/l) steigt der Gehat an oi-mRNA auf
137 % an, um nach 24 h wieder auf das Ausgangsniveau zu erreichen (Abb. 4.8). Der
ossMRNA Spiegel dagegen ist schon nach 4 h signifikant auf 136 % erhdht und bleibt Gber
den gesamten untersuchten Zeitraum auf diesem erhohten Niveau. Nach achtstindiger
Inkubation betrégt er noch 129 % und nach 24 h 124 % der unbehandelten Kontrollzellen.
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Abb. 4.8 Zeitabhéngiger Einflu3 von GLP-1 auf den Gehalt an as- und ai-mRNA
INS-1 Zellen wurden 4, 8 oder 24 h mit GLP-1 (10 nmol/l) inkubiert. Als Kontrolle (C)
dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SE. der G-Protein-mRNA
bezogen auf den internen Sandard S-Actin-mRNA aus 3-4 Versuchen; *p<0,05 vs.
Kontrolle, Multifaktor ANOVA.

Um zu zeigen, ob die nach Inkubation mit Adrenalin und UK 14.304 beobachtete Regulation
der mRNA spezifisch fir op-Agonisten ist oder ob auch andere Hemmstoffe der
Insulinsekretion dhnliche Effekte hervorrufen, wurde die Wirkung von Galanin auf die os-
und oi,-mRNA untersucht. Da die vorherigen Untersuchungen zeigen, dald der stérkste
Einflul auf die mRNA-Spiegel nach einer Inkubation tber 8 h ausgelibt wird, wird in den

weiteren Versuchen nur die Regulation nach einer achtstiindigen Inkubation untersucht.

Galanin (50 nmol/Il) fuhrt nach einer Inkubationsdauer von 8 h zu einer Abnahme des a.s- und
oiz-MRNA  Gehalts auf 57 % bzw. 84 % (Abb. 4.9). Damit wird deutlich, dal3 die

Herrunterregulierung der mRNA nicht allein auf einen Angriff an o,-Adrenozeptoren
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zuriickgefuhrt werden kann, sondern auf Anderungen in gemeinsam genutzten second

messenger Systemen der Zelle beruht.
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Abb. 4.9 Einflu von Galanin und Lithium auf den Gehalt an as- und o5,-mRNA

INS-1 Zellen wurden 8 h mit Galanin (50 nmol/l) oder Lithium (10 mmol/l) inkubiert. Als
Kontrolle (C) dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SE. der
G-Protein-mRNA bezogen auf den internen Sandard p-Actin-mRNA aus 3-4 Versuchen;
*p<0,05 vs. Kontrolle, Multifaktor ANOVA.

Die bisher eingesetzten Substanzen sind Agonisten an G-Protein gekoppelten Rezeptoren.
Um auszuschlief3en, dal3 Regulationen auf Rezeptorebene Einfluld auf die G-Protein-mRNA
austiben konnen, sollte eine Substanz getestet werden, deren Angriffspunkt direkt in der Zelle
liegt. Deshalb wurden INS-1 Zellen tUber 8 h mit Lithium (10 mmol/l) inkubiert. Lithium
bewirkt einen starken Anstieg des oi-mRNA Gehalts auf 209 %, wahrend die Menge an
ossMRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen nicht signifikant verandert ist (Abb. 4.9).
Der Einflud von Lithium auf den Gehat an oi--mRNA macht wahrscheinlich, dal3
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Veranderungen im second messenger System der Zelle der mRNA-Regulation zugrunde

liegen.

4.2.3 Einflul3 von Verapamil auf die Regulation der mRNA

Ein wichtiger second messenger, der auch besonders fur die Insulinsekretion von Bedeutung
ist, ist Ca®* genauer die intrazellulére Ca’*-Konzentration. Durch weitere Versuche sollte die
Frage geklart werden, ob ein Ca™*-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum und die daraus
resultierende Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration an der Regulation der os- und
aiz-MRNA beteiligt sind.
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Abb. 4.10 Einflu3von Verapamil auf den Gehalt an ass-mRNA

INS-1 Zellen wurden 8 h mit GIP (10 nmol/l), GLP-1 (10 nmol/l), UK 14.304 (1 pmol/l)
und/oder Verapamil (50 pumol/l) inkubiert. Als Kontrolle (C) dienten unbehandelte Zellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SE. der G-Protein-mRNA bezogen auf den internen
Sandard B-Actin-mRNA aus 3-5 Versuchen; *p<0,05 vs. ohne Verapamil; Multifaktor
ANOVA.
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Eingesetzt wurde der Ca®*-Kanalblocker Verapamil (50 pumol/l). INS-1 Zellen wurden (iber
8 h mit Verapamil aleine inkubiert oder mit einer Kombination aus Verapamil mit GIP
(10 nmol/l), GLP-1 (10 nmol/l) oder UK 14.304 (1 pumol/l). Verapamil hat keinen
signifikanten Einflul3 auf den Gehalt an ais-mRNA (Abb. 4.10). Verapamil hat auch bei der
Inkubation in Kombination mit GIP, GLP-1 oder UK 14.304 keinen Einflu3 auf die
ossMRNA. Die Spiegel unterscheiden sich weder von denen in unbehandelten Zellen, noch

von den as-mRNA Mengen, die nach Inkubation mit GIP oder GLP-1 aleine resultieren.
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Abb. 4.11 Einflu von Verapamil auf den Gehalt an a;.-mRNA

INS-1 Zellen wurden 8 h mit GIP (10 nmol/l), GLP-1 (10 nmol/l), UK 14.304 (1 pmol/l)
und/oder Verapamil (50 pmol/l) inkubiert. Als Kontrolle (C) dienten unbehandelte Zellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SE. der G-Protein-mRNA bezogen auf den internen
Sandard B-Actin-mRNA aus 3-5 Versuchen; *p<0,05 vs. ohne Verapamil; Multifaktor
ANOVA.

Einen deutlichen Effekt hat Verapamil auf die oi,-mRNA. In Abb. 4.11 sieht man, dal3
Veragpamil aleine zu einer Abnahme des Gehdts an ai-mRNA auf 85 % fihrt. Eine
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Inkubation mit GIP oder GLP-1 fiihrt zu einem Anstieg des oi-mRNA Spiegels auf 182 %
bzw. 137 %. Durch Behandlung der Zellen mit GIP bzw. GLP-1 in Kombination mit
Verapamil kommt es dagegen zu einer Abnahme des Gehalts an ai>-mRNA auf 54 % bzw.
77 %. Da eine Inkubation mit UK 14.304 aleine schon eine Verringerung der oi-mRNA
Spiegel auf 73 % hervorruft, hat eine Kombination von UK 14.304 mit Verapamil keinen
dartiber hinaus gehenden Effekt. Der Gehalt an ai,-mRNA bleibt auf 82 % gesenkt.

Der Ca’*-Kanalblocker Verapamil verhindert den durch GIP bzw. GLP-1 hervorgerufenen
Anstieg der oi.-mRNA Menge. Das Ansteigen des Gehalts an ai>-mRNA ist also abhangig
von einem Ca-Einstrom in die Zellen und der daraus resultierenden Erhéhung der

intrazellularen Ca2*-K onzentration.

4.3 Einflul® einer Vorinkubation auf die I nsulinsekretion

Wie im Kapitel 4.2 gezeigt wurde, bewirkt eine Vorinkubation der INS-1 Zellen Gber 8 h mit
GIP, GLP-1, UK 14.304, Galanin oder Lithium eine Regulation der os- und oj-mRNA. Die
Inkretinhormone fUhren zu einem Anstieg der os- und oi-mRNA Spiegel, wahrend der
o-Adrenozeptoragonist UK 14.304 und Galanin den Gehalt an as- und oi-mRNA senken.
Lithium ruft einen Anstieg des Gehalts an ai,-mRNA hervor, hat aber keinen Effekt auf die
ossMRNA. Die folgenden Versuche sollten zeigen, ob die achtstiindige Vorinkubation mit
den oben genannten Agonisten parallel zu den Anderungen bestimmter mRNA-Mengen auch
die Insulinsekretion beeinfluft.

Stimulation Vorinkubation (8 h)

ohne GIP GLP-1 UK 14.304 | Gadanin Lithium
GLP-1 X X X
GIP X X X X X
UK 14.304 X X X X X
Gaanin X X X X
Lithium X X X
Glucose X X X X X X

Tab. 4.1 Kombination von Vorinkubation und akuter Stimulation
INS-1 Zellen werden Uber 8 h vorinkubiert. Nach Auswaschen der angegebenen Substanz
erfolgen Sekretionsversuche, bei denen Uber 90 min mit den in der ersten Spalte

aufgelisteten Substanzen stimuliert wird.
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INS-1 Zellen wurden Gber 8 h mit GIP (10 nmol/l), GLP-1 (10 nmol/l), UK 14.304
(1 pmol/l), Galanin (50 nmol/l) oder Lithium (10 mmol/l) vorinkubiert. Im Sekretionsversuch
wurden die vorinkubierten Zellen Uber 90 Minuten stimuliert. Die Tabelle zeigt die

Kombination der Substanzen bel V orinkubation und akuter Stimulation.

Als Kontrolle dienten Zellen, die ohne Vorbehandlung mit 3,0 mmol/l Glucose oder

8,3 mmol/l Glucose stimuliert wurden.
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Abb. 4.12 Einflul3 einer Vorinkubation mit GIP auf die I nsulinsekretion

INS-1 Zellen wurden 8 h mit GIP (10 nmol/l) vorinkubiert. Die Insulinsekretion wurde nach
90 min Stimulation mit GLP-1 (10 nmol/l), UK 14.304 (1 umol/l) oder Lithium (10 mmol/l)
in KRH-Puffer ermittelt. Die Insulinsekretion bei 8,3 mmol/l Glucose ist als 100 % definiert.
Dargestellt snd die Mittelwerte + SE.M. aus 3 Versuchen, *p<0,05 vs. ohne
Vorinkubation; Multifaktor ANOVA.

Abb. 4.12 zeigt den Einflul einer Vorinkubation mit GIP. Die Glucose-induzierte
Insulinsekretion wird auf 50 % gesenkt. GLP-1 fuhrt ohne Vorinkubation zu einer Steigerung
der Insulinsekretion auf 143 %. Die Vorinkubation mit GIP verhindert die Wirkung von
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GLP-1, so dal3 GLP-1 nur noch eine Insulinsekretion von 105 % hervorruft, die sich nicht
mehr signifikant von der Sekretion unbehandelter Zellen unterscheidet. UK 14.304 senkt die
Insulinsekretion auf 37 % der Kontrolle. Durch Vorbehandlung mit GIP wird der Effekt von
UK 14.304 nicht verandert. Lithium hat keinen Einfluld auf die Insulinsekretion von INS-1
Zéellen. Die Vorinkubation mit GIP bewirkt, dal3 die Insulinsekretion nach Stimulation mit
Lithium auf 57 % abnimmt.
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Abb. 4.13 Einflul3 einer Vorinkubation mit GLP-1 auf die I nsulinsekretion

INS-1 Zellen wurden 8 h mit GLP-1 (10 nmol/l) vorinkubiert. Die Insulinsekretion wurde
nach 90 min Simulation mit GIP (10 nmol/l), UK 14.304 (1 umol/l) oder Galanin
(50 nmol/l) in KRH-Puffer ermittelt. Die Insulinsekretion bei 8,3 mmol/l Glucose ist als
100 % definiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SE.M. aus 3 Versuchen; *p<0,05 vs.
ohne Vorinkubation; Multifaktor ANOVA.

Die Wirkung einer Vorinkubation mit GLP-1 entspricht den Effekten, die auch die GIP-
Vorbehandlung hervorruft (Abb. 4.13). GIP fuhrt ohne Vorinkubation zu einer Steigerung
der Insulinsekretion auf 239 %. Die Vorinkubation mit GLP-1 bewirkt, dal3 diese Steigerung
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weniger stark ausgepragt ist und nach Stimulation mit GIP nur noch 123 % betrégt. Die
Hemmung der Insulinsekretion durch UK 14.304 wird durch Vorinkubation mit GLP-1 noch
verstarkt. Die Insulinsekretion sinkt auf 27 % der Kontrolle. Ohne Vorbehandlung hemmt
Galanin die Insulinsekretion, so dal3 sie 44 % der Kontrolle betrégt. Auch in diesem Fall
verstarkt die Vorinkubation mit GLP-1 die Hemmung der Insulinsekretion auf 25 %. Die

Glucose-induzierte Insulinsekretion verringert sich auf 47 %.

Eine Vorinkubation mit den Inkretinhormonen GIP und GLP-1 fihrt zu einer Verminderung

von Glucose-induzierter und durch Agonisten hervorgerufener Insulinsekretion.
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Abb. 4.14 EinfluR einer Vorinkubation mit UK 14.304 auf die I nsulinsekretion

INS-1 Zellen wurden 8 h mit UK 14.304 (1 pmol/l) vorinkubiert. Die Insulinsekretion wurde
nach 90 min Stimulation mit GLP-1 (10 nmol/l), GIP (10 nmol/l) oder Galanin (50 nmol/I)
in KRH-Puffer ermittelt. Die Insulinsekretion bei 8,3 mmol/l Glucose ist als 100 % definiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SE.M. aus 3-4 Versuchen; *p<0,05 vs. ohne
Vorinkubation; Multifaktor ANOVA.
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Genau den gegenteiligen Effekt beobachtet man nach Vorbehandlung der Zellen mit
UK 14.304 bzw. Galanin. Die Glucose-induzierte Insulinsekretion erhdht sich nach
Vorinkubation mit UK 14.304 auf 137 %. Die durch GLP-1 schon erhohte Insulinsekretion
steigt nach Vorbehandlung der Zellen mit UK 14.304 noch weiter auf 227 % (Abb. 4.14). Die
Insulinsekretion nach Stimulation mit GIP bleibt bel 232 %. Die Hemmung der
Insulinsekretion durch Galanin ist nach Vorinkubation mit UK 14.304 weniger stark
ausgepragt und betragt 59 % der Kontrolle.
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Abb. 4.15 Einflu3 einer Vorinkubation mit Galanin auf die I nsulinsekretion

INS-1 Zellen wurden 8 h mit Galanin (50 nmol/l) vorinkubiert. Die Insulinsekretion wurde
nach 90 min Stimulation mit GIP (10 nmol/l), UK 14.304 (1 umol/l) oder Lithium
(20 mmol/l) in KRH-Puffer ermittelt. Die Insulinsekretion bei 8,3 mmol/l Glucose ist als
100 % definiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SE.M. aus 3 Versuchen; *p<0,05 vs.
ohne Vorinkubation; Multifaktor ANOVA.

Der Einflul einer Vorinkubation mit Galanin entspricht den Effekten, die sich nach
Vorbehandlung mit UK 14.304 zeigen. Die Glucose-induzierte Insulinsekretion steigt auf
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151 % im Vergleich zu nicht vorbehandelten Zellen (Abb. 4.15). Auch die Insulinsekretion
nach Stimulation mit GIP ist durch Galanin-Vorinkubation auf 277 % erhéht. Die Hemmung
der Insulinsekretion durch UK 14.304 bleibt bel 41 %. Die durch Lithium hervorgerufene
Insulinsekretion steigt durch Vorbehandlung mit Galanin auf 127 %.
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Abb. 4.16 EinfluR einer Vorinkubation mit Lithium auf die I nsulinsekretion

INS-1 Zellen wurden 8 h mit Lithium (10 mmol/l) vorinkubiert. Die Insulinsekretion wurde
nach 90 min Simulation mit GIP (10 nmol/l), UK 14.304 (1 umol/l) oder Galanin
(50 nmoal/l) in KRH-Puffer ermittelt. Die Insulinsekretion bei 8,3 mmol/l Glucose ist als
100 % definiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SE.M. aus 3 Versuchen; *p<0,05 vs.
ohne Vorinkubation; Multifaktor ANOVA.

Obwohl Lithium selbst keinen Effekt auf die Insulinsekretion zeigt, beeinflu3t eine
Vorinkubation mit Lithium die Agonist-induzierte Insulinsekretion (Abb. 4.16). Die Glucose-
induzierte Insulinsekretion wird nicht verandert. Eine Vorinkubation mit Lithium verringert
die durch GIP hervorgerufene Steigerung der Insulinsekretion von 239 % auf 186 %. Die
Hemmung der Insulinsekretion durch Stimulation mit UK 14.304 bzw. Galanin ist nach
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Vorbehandlung mit Lithium weniger stark ausgepragt. UK 14.304 senkt in diesem Fall die
Insulinsekretion noch auf 50 %. Die Hemmung der Insulinsekretion durch Galanin betragt

nach Vorinkubation mit Lithium noch 51 %.
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5 DISKUSSION

51 Vorkommen von G-Proteinen in insulinsezer nierenden Zellen

G-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion der durch Neurotransmitter
oder Hormone vermittelten Modulation der Insulinsekretion. Die Betelligung von
Pertussistoxin-sensitiven G-Proteinen an der Insulinsekretion wurde erstmalig 1979 von
Katada und Ui nachgewiesen. Sie konnten zeigen, dal3 Pertussistoxin die Hemmung der
Insulinsekretion durch Adrendin verhindern kann. Es wurden weitere Untersuchungen
durchgefuihrt um herauszufinden, welche G-Protein-o-Untereinheiten in insulinsezernierenden

Zdllen vorkommen.

Das Vorhandensein von Gs konnte durch Choleratoxin-vermittelte ADP-Ribosylierung an
Langerhansschen Inseln der Ratte gezeigt werden (Svoboda et al., 1985). Zwei Gos-
Isoformen wurden in HIT-Zellen von Walseth et al. (1989) durch Gos-Antikorper

nachgewiesen.

Terashima et a. identifizierten 1987 mit Hilfe eines spezifischen Antiserums Go, In
Langerhansschen Inseln der Ratte. Durch Pertussistoxin-vermittelte ADP-Ribosylierung
konnten Persaud et al. (1989) ein Protein mit einem Molekulargewicht von 41 kDa
nachweisen, bei dem es sich um G; handelte. Durch den Einsatz spezifischer Antiseren zeigten
Berrow et al. 1992, dal? Goi, und zwei Formen von Go, vorhanden sind. Der Ga;-Spiegel
lag unterhalb der Detektionsgrenze. Zigman et a. (1994) untersuchten die Expression der
G-Protein-o-Untereinheiten in Inseln aus Mausepankreas. Sie benutzten degenerierte
Oligonukleotidprimer in einer RT-Polymerasekettenreaktion (Kap. 3.3), klonierten die
amplifizierten cDNA-Fragmente und sequenzierten sie. Damit wurde durch den Nachweis der
MRNA das Vorhandensein von os und o, bestétigt. Aul3erdem wurden o, oder s, 011, O,
oz und o gefunden. Interessant ist hierbei vor allem der Nachweis von oz und oy, da
frihere Untersuchungen darauf hingewiesen haben, dal3 oz hauptséchlich in Gehirn, Netzhaut
und Nebenniere vorkommt und o, vorwiegend in den Sehstdbchen des Auges exprimiert
wird. Diese an ganzen Inseln durchgefihrten Versuche wurden erganzt durch die
Untersuchungen von aus Ratteninseln isolierten 3-Zellen (Skoglund et a., 1995). Mit Hilfe
spezifischer Antikorper wurde in B-Zellen das Vorkommen von Gos, Goiii-3, Go, und Goyg
nachgewiesen. Daneben fand man ebenfals Goz, Gow, und auch Gowr. Goge und Goig

konnten nicht nachgewiesen werden.
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Entsprechende Untersuchungen wurden auch an insulinsezernierenden Zellkulturen
durchgefuhrt. Seaquist et a. (1992) wiesen in HIT-T15-Zellen Goirz und Go, im
Immunoblot nach und Kowluru et al. (1994) zeigten das Vorhandensein von drel
Pertussistoxin-sensitiven G-Proteinen an Zellmembranen von HIT-Zellen. In RINm5F-Zellen
wurden Goi;-3 und zwei Formen von Ga, gefunden (Cormont et al., 1991). DeMazancourt et
al. (1994) benutzten Antisense-Oligonukleotide, um den Gehat an Gaoiz, Gaiz und Go, zu
senken. Gai; konnten sie in RINmSF-Zellen nicht nachweisen. Zum gleichen Ergebnis kamen
Remaury und Paris (1992) mittels Immunodetektion. Dagegen konnten Schmidt et al. (1991)
mittels spezifischer Antikorper Go,, Goya und Gaip, nicht aber Gous identifizieren. Eine

Zusammenstellung der zum Tell widerspriichlichen Befunde zeigt die folgende Tabelle.

Zéelen Os |01 Oiz | O3 0, |Sonstige Literatur

Inseln der Ratte | + Svobodacet al., 1985
Inseln der Ratte + Terashimaet al., 1987
Inseln der Ratte - + + Berrow et al., 1992
Inselnder Maus | + | Hoiz | + | Houp 011, Olag, Oz, Oz | Zigman et a., 1994
Ratten-B-Zellen | + + + + - | 0g, Olaif, Oz, Oz | Skoglund et al., 1995
HIT-T15 + Walseth et al., 1989
HIT-T15 + |+ |+ |+ Seaquist et |., 1992
RINMSF + + + + Cormont et al., 1991
RINMSF - + + + DeMazancourt et al., 1994
RINmM5SF + + + Remaury und Paris, 1992
RINmMSF + + - + Schmidt et al., 1991

Tab.5.1 Vorkommen von G-Proteinen in insulinsezernierenden Zellen

Nach der Entdeckung der ersten G-Proteine nahm man zuerst an, bestimmte G-Proteine
wirden nur in wenigen Zelltypen vorkommen, z. B. schien Goi; nur in Gehirn und
Nervenzellen nachweisbar zu sein. Durch Anwendung von Techniken wie der RT-PCR
gelang spéter die Detektion verschiedener G-Proteine in vielen Organen. In dieser Arbeit

wurden os-, aiz-a- und 0-MRNA in INS-1 Zellen nachgewiesen. Dieses Ergebnis steht somit
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im Einklang mit den oben zitierten Untersuchungen in B-Zellen bzw. in anderen

insulinsezernierenden Zdlinien.

5.2 Regulation der as- und ai-mRNA

5.2.1 Identifizierung desfur die Regulation verantwortlichen Adrenozeptors

Verschiedene Arbeiten zeigen den Einflul3 von Adrenozeptoragonisten auf die Regulation der
MRNA von G-Protein-o-Untereinheiten. Hadcock et al. (1990) untersuchten die Wirkung
einer Inkubation Uber 24h mit dem -Adrenozeptoragonisten Isoprenalin an $S49
Lymphomazellen. Der Gehalt an oi-mRNA steigt nach 12 h um das Vierfache an und
erreicht nach 24 h wieder das Kontrollniveau. Der ossmRNA Spiegel steigt dagegen
kurzfristig um 25 % an, sinkt aber bei langer andauernder Inkubation (18 h) auf 75 % der
Kontrolle. Weitere Untersuchungen befassen sich mit der Regulation der mRNA am Herzen.
Eschenhagen et a. (1991) fanden nach chronischer Infusion von Isoprenalin Uber vier Tage
bei Ratten ebenfalls einen Anstieg der oi-mRNA um 49 % im Myocard. Die Menge an
os-sMRNA bleibt unverandert. Mittels nuclear run-on assay zeigten sie (Mdller et al. 1993),

dald der Anstieg der oi.-mRNA auf einer gesteigerten Transkription beruht.

Abweichend von den oben zitierten Organen und Zellinien wird in dieser Arbeit an INS-1
Zellen gezeigt, dal3 die Inkubation mit Adrenalin eine Abnahme des Gehalts an os- und
ai-MRNA hervorruft. Der Vergleich ist nur eingeschrankt moglich, da Adrenalin auf 3- und
o-Adrenozeptoren wirkt, wahrend Hadcock et al. und Eschenhagen eta. den reinen
B-Adrenozeptoragonisten I soprenalin einsetzten. An insulinsezernierenden Zellen findet man
sowohl B- als auch o,-Adrenozeptoren. B-Adrenozeptoren sind Gs-gekoppelt und bewirken
bei Bindung eines Agonisten eine Aktivierung der Adenylylcyclase und damit einen Anstieg
an cAMP. a,-Adrenozeptoren koppeln an Gi; und fuhren darliber zu einer Hemmung der

Adenylylcyclase mit nachfolgender Erniedrigung des CAMP-Spiegels.

Als reiner B-Adrenozeptoragonist wird auch in dieser Arbeit Isoprenalin eingesetzt.
Isoprenalin hat in INS-1 Zellen keinen Einfluf3 auf die os- und oi-mRNA. Das deutet darauf
hin, da3 INS-1 Zellen keine oder nur nicht funktionstiichtige B-Adrenozeptoren besitzen.
Zum gleichen Schlufd kommen auch Waeber et al. (1993), die zeigten, dald in INS-1 Zellen
die Inkubation mit Isoprenalin nicht zu einem Anstieg des cAMP-Spiegels fuhrt.
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Die Stimulation sympathischer Nerven am Pankreas fuhrt zu einer Hemmung der Glucose-
induzierten Insulinsekretion (Porte und Williams, 1966; Porte et al., 1973). Dieser Effekt
kann durch Noradrenalin oder o,-Adrenozeptoragonisten imitiert werden (Metz et al., 1978).
Inzwischen werden a-Adrenozeptoren noch in weitere Rezeptorsubtypen eingeteilt. Der
Rezeptor, der bel der Ratte fur die Hemmung der Insulinsekretion verantwortlich ist, wurde
as Subtyp opa charakterisert (Niddam et a., 1990). Durch den Einsatz eines
o-Adrenozeptoragonisten sollte dessen Einflu® auf die Regulation der mRNA untersucht
werden. Das sonst haufig eingesetzte Clonidin weist eine geringe o,-Spezifitét auf. Es bindet
auch an oy-Adrenozeptoren und an Imidazolinbindungsstellen, wie Versuche an Inseln nach
op-Blockade zeigten (Schulz und Hasselblatt, 1989). Die Imidazolinbindungsstellen von
isolierten Inseln oder insulinsezernierenden Zellinien unterscheiden sich von den in anderen
Geweben beschriebenen Subtypen 1, und I, und stellen wahrscheinlich einen neuen Subtyp
dar (Chan et al., 1994; Olmos et al., 1994). Das strukturverwandte UK 14.304 ist ein Agonist
mit hoher op-Selektivitdt (Cambridge, 1981). AulRerdem hat es keine Affinitdt zu den
Imidazolinbindungsstellen der Langerhansschen Insel (Chan et al., 1994). UK 14.304 fuhrt in
INS-1 Zellen nach achtstiindiger Inkubation zu einer Abnahme des Gehalts an os und
ai>-MRNA. Diese Ergebnisse legen den Schiul? nahe, dal3 Adrenalin neben der Hemmung der
Insulinsekretion auch die Regulation der os und oi-mRNA Uber den Angriff an
o-Adrenozeptoren vermittelt. Damit erklart sich auch, warum Adrenalin an INS-1 Zellen den
genau gegenteiligen Effekt im Vergleich zum Isoprenalin an $S49 Lymphomazellen oder
Rattenmyocardzellen zeigt: - und B-Adrenozeptoren haben eine entgegengesetzte Wirkung
auf das second messenger System der Zelle. Wahrend Uber B-Adrenozeptoren ein Anstieg
des CAMP-Spiegels vermittelt wird, rufen o,-Agonisten eine Hemmung der Adenylylcyclase
und damit niedrige cCAMP-Spiegel hervor. Aul3erdem fuhrt die Aktivierung von
o-Adrenozeptoren zu einer Abnahme des Ca’*-Einstroms in die Zelle und damit zu einer

Verminderung der intrazelluléren Ca?*-K onzentration (Hsu et a., 1991).

5.2.2 EinfluB der Zeit auf den mRNA-Gehalt

Untersucht wurde auch der zeitliche Verlauf der mRNA-Regulation. Durch Inkubation mit
Adrendlin oder UK 14.304 sinkt der Gehalt an assmRNA voribergehend, um nach 24 h
wieder das Ausgangsniveau zu erreichen. Auch der ai,-mRNA Spiegel ist nach achtsttindiger
Inkubation niedriger as in unbehandelten Zellen. Nach 24 h sieht man aber einen Anstieg auf
150 % bzw. 144 % der Kontrolle. Die Regulation der ai,-mRNA verlauft also biphasisch.
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Eine biphasische Regulation der Transkriptionsrate des oi,-Gens wurde auch bereits von
Muller et al. (1994) an Myokardzellen nachgewiesen. Im in vitro Transkriptionsassay fanden
se nach Inkubation von Ratten mit Isoprenalin Uber 48 h eine Abnahme der
Transkriptionsrate in Zellkernen aus dem Rattenmyokard um 37 % und nach 96 h einen
Anstieg um 45 %. Der Anstieg der Transkriptionsrate nach 96 h stimmt gut mit einem von
der gleichen Arbeitsgruppe zu diesem Zeitpunkt beobachteten Anstieg des Gehalts an
ai>-MRNA Uberein (Eschenhagen et a., 1992). Die aj,-mRNA Menge sinkt aber, trotz der
nachgewiesenen Abnahme der Transkriptionsrate nach 48 h, nicht unter das Kontrollniveau
ab. Die Regulation des mRNA-Gehalts verlauft also nicht biphasisch. Die Autoren schlief3en
daraus, dal3 neben der Regulation der Transkriptionsrate noch andere Mechanismen, zum
Beispiel Veranderung der mRNA-Stabilitét, die Menge an mRNA kontrollieren. Da es nicht
Ziel dieser Arbeit war, die mRNA-Stabilitdt oder die Transkriptionsgeschwindingkeit zu
untersuchen, kann die Ursache der beobachteten biphasischen Regulation des Gehalts der

0i>-MRNA nicht ndher erlautert werden.

Um das Wechselspiel von inhibitorischen und stimulatorischen Substanzen in Bezug auf die
zeitabhangige Regulation der mRNA weltergehend zu untersuchen, wurden als Stimulatoren
Inkretinhormone eingesetzt, weil sie eine besondere Bedeutung fur die Insulinsekretion
besitzen. Inkretine (Creutzfeld, 1979) sind definiert als endokrine Faktoren, die im
Gastrointestinaltrakt produziert werden, nach Nahrungsaufnahme freigesetzt werden und in
Anwesenheit ausreichend hoher Glucosemengen die Insulinsekretion steigern (Kap. 1.2.3).
Die Inkretine gastric inhibitory polypeptide (GIP) und glucagon-like peptide-1 (GLP-1)
benutzen dhnliche Signaltransduktionswege. Beide Hormone aktivieren die Adenylylcyclase
und steigern so den CAMP-Gehalt (Amiranoff et al., 1984; Drucker et al., 1987). Aul3erdem
bewirken sie einen C&*-Einstrom in die Zelle und damit eine Erhdhung der intrazelluléren
Ca’™*-Konzentration (Lu et al., 1993; Yadaet al., 1993; Holz et al., 1993).

Der Einflul3 von GIP oder GLP-1 auf die mRNA von G-Protein-a-Untereinheiten wurde in
der Literatur noch nicht beschrieben. In INS-1 Zellen ruft GIP einen transienten Anstieg des
Gehalts an as- und ai,-mRNA hervor. GLP-1 bewirkt auch eine Steigerung der as- und
ai-MRNA Spiegel; die Menge an as-mRNA bleibt aber Uber den gesamten untersuchten
Zeitraum erhoht. Neben diesem Unterschied des zeitlichen Verlaufs der mRNA-Regulation
unterscheidet sich auch die maximal erreichte Steigerung beider Hormone deutlich. GLP-1
vermehrt den Gehalt an oi.-mRNA auf 137 %, GIP sogar auf 182 %.
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Obwohl von GIP und GLP-1 bekannt ist, dal3 beide die Adenylylcyclaseaktivitét steigern und
den Ca™*-Einstrom erhdhen, zeigen beide Substanzen doch Unterschiede in ihrer Wirkung.
Die beobachteten Maximaleffekte stimmen gut mit der Steigerung der Insulinsekretion an
INS-1 Zellen tberein. Nach Inkubation mit GLP-1 nimmt die Insulinsekretion auf 143 % zu,
nach Inkubation mit GIP auf 239 % (Kap. 4.3). Auch Kloss und Verspohl (1996) zeigten,
dad3 GIP an INS1 Zelen starker insulinotrop wirkt als GLP-1. Dies scheint eine
Besonderheit der INS-1 Zellen zu sein, denn in anderen Untersuchungen in vitro und am
Menschen stellte sich GLP-1 als die wirksamere Substanz heraus (Andersen et al., 1990;
Nauck et al., 1993). Widmann et al. (1992) wiesen nach, dal3 INS-1 Zellen nur eine geringe
Anzahl an GLP-1-Rezeptoren exprimieren (2.000 Bindungsstellen/Zelle) im Vergleich zu
anderen Zellinien, die 50.000 bis 100.000 Bindungsstellen/Zelle aufweisen. Dies kénnte eine
Erklarung fur die geringe Wirkung von GLP-1 an INS-1 Zellen sein.

Nicht nur GIP und GLP-1, sondern auch UK 14.304 und Adrenalin regulieren die mRNA in
Abhangigkeit von der Zeit in unterschiedlichem Ausmal3, so dal3 eine transiente Erhthung
bzw. Erniedrigung resultiert. Verschiedene Autoren beschreiben einen zeitabhangigen Einflufd
von Agonisten auf die mRNA von G-Protein-a-Untereinheiten. In S49 Lymphomazellen
erhdht Isoprenain (1 pmol/l) nach 8 und 12 h den Gehalt an oi.-mRNA. Danach sinkt er
wieder auf das Kontrollniveau (Hadcock et al., 1990). Die Behandlung von Astrogliazellen
Uber 6 bis 9 h mit Isoprenalin (10 pmol/l) fuhrt zu einem Anstieg des as-mRNA Spiegels,
wobel nach 24 h die Werte wieder denen unbehandelter Zellen entsprechen (Dib et al., 1994).
Auch in GH; Zéllen, einer Prolaktin produzierenden Hypophysenzellinie, wird der Gehalt an
os- und oi;-mRNA nach Inkubation mit Thyreoliberin (1 pmol/l) oder Vasoaktivem
Intestinalen Peptid (1 umol/l) vortbergehend gesteigert (Paulssen et al., 1991).

Es gibt aber auch Untersuchungen, in denen eine konstante Herauf- oder Herunterregulation
der mRNA-Spiegel Uber einen langeren Zeitraum nachgewiesen wurde. Die Infusion von
Isoprenalin (2,4 mg/kg/Tag) fuhrt im Rattenmyocard nach drei Tagen zu einem Anstieg des
Gehalts an ai>-mRNA, wobel dieser erhohte Spiegel Uber die gesamte Behandlungszeit von
26 Tagen erhalten bleibt (Eschenhagen et al., 1992). Auch die in dieser Arbeit beobachtete
Zunahme der a.ssmRNA nach Stimulation mit GLP-1 scheint weniger zeitabhangig zu sein.
Fur eine abschlieRende Beurtellung ist jedoch der hier untersuchte Zeitraum von 24 h zu

kurz.
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Die in der Literatur mehrfach beschriebene und auch in dieser Arbeit gezeigte transiente
Anderung der mRNA-Menge kann Anzeichen einer erfolgten Gegenregulation sein. Eine
madgliche Ursache ist die homologe Desensitivierung des aktivierten Rezeptors. Dies fuhrt zur
Verringerung des intrazelluléren Signals, das der Audloser fur die Steigerung oder Abnahme
des mRNA-Gehalts ist. Die eingetretene Regulation der mRNA wird aso mit der Zeit
weniger stark ausgepragt und es stellt sich wieder der Basalwert ein. Besonders gut wurde
die Desensitivierung des B-Adrenozeptors untersucht (Ubersicht bei Hausdorff et al., 1990).
Es zeigte sich, dal3 man eine kurzfristige und eine langfristige Desensitivierung unterscheiden
kann. Die kurzfristige Desensitivierung erfolgt schon nach Agonistexposition von wenigen
Minuten und endet direkt mit Beendigung der Rezeptorstimulation. Hervorgerufen wird sie
durch die Phosphorylierung des Rezeptors mittels Proteinkinase A oder durch die
B-Adrenozeptorkinase B-ARK. Die langfristige Desenstivierung macht sich nach
Agonistexposition tber mehre Stunden bis Tage bemerkbar. Auch die Wiederherstellung des
urspriinglichen Zustands nach Ende der Inkubation kann Tage dauern. Verantwortlich fir

diese langsame Desengitivierung ist eéine Abnahme der Anzahl an Rezeptoren.

Bekannt sind auch Desensitivierungen der Rezeptoren fir GIP und GLP-1. GLP-1 und GIP
(je 100 nmol/l) fihren an HIT-T15 Zellen und an perifundierten B-Zellen nach 10 min zu
einer homologen Desensitivierung (Fehmann und Habener, 1991). Zu &hnlichen Ergebnissen
kommen auch Widmann et a. (1996), die in BTC3Zelen nach 15min eine
Rezeptordesensitivierung nachwiesen. Diese schnell erfolgende Desensitivierung kann fir die
Abnahme des Effekts auf die mRNA nach 24 h nicht von Bedeutung sein. Aber auch eine
Desensitivierung nach lang andauernder Inkubation konnte fir den GLP-1-Rezeptor
nachgewiesen werden. Die Inkubation von B-Zellen Uber 24 h mit GLP-1 (10 nmol/l) ruft
einen Verlust des insulinotropen Effekts durch die homologe Desensitivierung des
GL P-1-Rezeptors hervor (Gronau und Brubaker, 1995).

Neben der Desensitivierung des Rezeptors kann auch die Menge intrazelluldrer Mediatoren,
die fur die Regulation der mRNA verantwortlich sind, mit der Zeit abnehmen. Mller et al.
(1995) zeigten, dal3 die mRNA des cAMP response element binding protein CREB
(Kap. 1.3.1) nach Behandlung von Ratten tber vier Tage mit Isoprendin (2,4 mg/kg/Tag)
herunterreguliert wird. CREB spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Transkription
verschiedener Gene. Wenn die Menge an CREB nach chronischer Inkubation gesenkt wird,
[&3t die Stimulation der Transkription nach und der Gehalt an mRNA, der vorher mit Hilfe



Diskussion 91

von CREB gesteigert war, sinkt wieder ab. So kann eine Regulation der mRNA nur as

transiente Mengenanderung erfolgen.

5.2.3 Effektevon Galanin und Lithium

Da die Regulation der mRNA nach achtstindiger Inkubation am stérksten ausgepréagt ist,
wurde der Einfluf3 von Galanin und Lithium nur Uber diesen Zeitraum untersucht. Galanin ist
ein Peptidhormon, das unter anderem von Nervenendigungen in den Langerhansschen Inseln
frei gesetzt wird (Dunning et al., 1986). Es wirkt as Inhibitor der Insulinsekretion
(McDonad et a., 1985). Man kennt vier Wirkmechanismen, die der Hemmung der
Insulinsekretion zugrunde liegen (Kap. 1.2.4.3). Galanin erhoht die Aktivitat des ATP-
abhangigen K*-Kanals und fiihrt so zur Hyperpolarisation der Zelle. AuRerdem hemmt es
unabhéngig von der Hyperpolarisation spannungsabhéngige Ca*-Kanéle. Galanin ist ebenfalls
ein Inhibitor der Adenylylcyclase und schlief3dlich kann es tiber einen noch unbekannten Effekt

die Insulinsekretion unabhéngig von den oben genannten Systemen hemmen.

Galanin dhnelt also in seiner Wirkung auf die Signaltransduktionswege dem o-Agonisten
UK 14.304. Auch der Einfluld auf den Gehalt an as- und oi-mRNA ist vergleichbar. Wie
UK 14.304 fuhrt Galanin zu einer Erniedrigung der os- und ai-mRNA Spiegel. Die
Herunterregulierung der mRNA beruht also nicht ausschliefdlich auf einem Angriff an

o-Adrenozeptoren.

Im Gegensatz zu den bisher eingesetzten Substanzen wirkt Lithium nicht auf einen G-Protein
gekoppelten Rezeptor, sondern hat seinen Angriffspunkt direkt in der Zelle (Ubersicht bei
Manji et a., 1995). Aufgrund von Versuchen zur ADP-Ribosylierung mittels Pertussistoxin
wurde gezeigt, dald Lithium die inaktive Konformation von G; stabilisert (Masana et a.,
1992). AulRerdem fuhrt chronische Inkubation mit Lithium zu einer Verminderung der
Kopplung zwischen Rezeptor und G-Protein. Da G; durch Lithium inaktiviert wird, ist die
basale Adenylylcyclaseaktivitét gesteigert und die CAMP-Spiegel in der Zelle sind erhoht
(Hsiao et d., 1992). Einen Anstieg des cAMP-Spiegels bewirken auch GIP und GLP-1. Die
in dieser Arbeit an INS-1 Zellen durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dal3 Lithium wie die
Inkretinhormone die Menge an ai,-mMRNA erhoht. Die as-mRNA wird durch Inkubation mit
Lithium nicht beeinfluf.

Viele in der Literatur beschriebene Untersuchungen zu Lithium wurden an Hirngewebe oder
davon abgeleiteten Zellinien durchgefihrt. Im Cortex der Ratte nimmt nach chronischer
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Behandlung der Tiere mit Lithium (Serumspiegel 1 mmol/l) der Gehalt an oi;- und oi-mRNA
ab (Li et al., 1991), wahrend die Menge an o,- und os-mRNA unverandert bleibt (Colin et
a., 1991). In GHs-Zellen fihrt die Inkubation mit Lithium (2 mmol/l) Gber 96 h zu einer
Verringerung der Menge an oi;- und o-mRNA. Ein Anstieg der mRNA-Spiegel nach
Forskolinbehandlung wird durch Lithium verhindert. Anders sind die Effekte von Lithium in
PC12-Zellen. Hier bleibt die mRNA der G-Protein-o-Untereinheiten nach Lithiumgabe
unverandert und eine Zunahme des MRNA-Gehalts von o, und o3 nach Forskolinbehandiung
wird durch Inkubation mit Lithium noch verstarkt (Ebstein et al., 1994). Ein Anstieg,
alerdings auf Proteinebene, nach Inkubation mit Lithium wurde auch von Lesch et a. (1991)
gezeigt. Durch die Behandlung von Ratten tGber drei Wochen erhéht sich der Gehalt an Goy
im Hypothalamus und Hippocampus, wéahrend die Menge an Gas unverdndert bleibt.
McGowan et a. (1996) beobachteten bel Ratten, die Uber 14 Tage mit Lithium behandelt

wurden, einen Anstieg des Gehalts an as-, 0,,- und ai,-mRNA in verschiedenen Hirnregionen.

Eine Erklarung fir diese unterschiedlichen Befunde bieten Risby et a. (1991). Se
untersuchten den Einflu von Lithium auf die Adenylylcyclaseaktivitét in verschiedenen
Zellsystemen und stellten fest, dal3 die Wirkung von Lithium auf die Adenylylcyclase
spezifisch fur unterschiedliche Gewebe und Hirnregionen ist und man in enigen ene
Hemmung, in anderen eine Stimulierung der basalen Adenylylcyclaseaktivitdt findet. Unter
der Annahme, dal3 die CAMP-Spiegel die Regulation der G-Protein-mRNA beeinflussen,
kann dieses Ergebnis die oben beschriebenen unterschiedlichen Effekte von Lithium auf den
MRNA-Gehalt erklaren.

Da Lithium nicht einen extrazelluléren Rezeptor aktiviert, macht sein Einflul3 auf den Gehalt
an oi>-MRNA deutlich, dal3 die Wirkung auf die G-Protein-mRNA unabhéngig von einem
Angriffspunkt an G-Protein gekoppelten Rezeptoren erfolgt. Daher kann man annehmen, dal3
die Regulation der mRNA Uber eine Beeinflussung des second messenger Systems der Zelle

vermittelt wird.

5.2.4 cAMP und die Regulation der ci;-mRNA

CAMP vermittelt als second messenger nicht nur die schnelle Reaktion der Zelle auf eine
hormonelle Stimulation, sondern ist auch an anhaltenden Verédnderungen der
Transkriptionsrate im Rahmen der Genregulation beteiligt (Kap. 1.3). Erste Hinweise, dal3
CAMP auch an der Regulation der G-Protein-Genexpression betelligt ist, erbrachten die
Untersuchungen von Hadcock et al. (1990). Die Stimulation von $49 Lymphomazellen mit
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Isoprenalin oder Forskolin fihrt zu einem Anstieg der oi-mRNA Spiegel. Der gleiche
Versuch wurde auch mit der kin -Variante der S49 Lymphomazellen durchgefiihrt. Diesen
Zellen fehlt die Proteinkinase A-Aktivitdt (Hochman et al., 1975). Die Inkubation mit
Forskolin oder Isoprenalin hat in kin® S49 Lymphomazellen keine Erhéhung des Gehalts an
ai-MRNA mehr zur Folge. Eine Aktivierung der Proteinkinase A scheint aso fur die
Regulation der oi-mRNA notwendig zu sein. Weinstein et al. (1988) klonierten und
charakterisierten das Gen fur die oix-Untereinheit. Die Kontrollregion ist sehr GC-reich,
enthdlt mehrere GC-Boxen, die Bindungsstellen fir den Transkriptionsfaktor SP1 darstellen,
eine CCAAT-Box und eine Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor AP-2 (Kap. 1.3.1).
Diese AP-2 Doméne wurde als moglicher Mediator der cAMP-abhéngigen Genregulation
diskutiert.

Kinane et a. (1993) untersuchten den Einflu3 von Forskolin, einem Aktivator der
Adenylylcyclase, auf die oi;-mRNA in LLC-PK; Zellen. Mit Hilfe eines Luziferase-
Reportergens (Kap. 1.3) zeigten sie, dal3 die Inkubation mit Forskolin die Transkriptionsrate
des ai,-Gens um das Dreifache steigert. Mittels in vivo footprinting und mobility shift assay
(Kap. 1.3) untersuchten sie den Bereich, der fur die Forskolin-induzierte Genaktivitét
verantwortlich ist. Durch Mutationen dieses DNA-Segments identifizierten sie schliefdlich ein
CCAAT-Box Motiv, das die cAMP-abhangige Genregulation vermittelt. Welcher
Transkriptionsfaktor an diese DNA-Sequenz bindet und wie er durch veranderte CAMP-
Spiegel in seiner Aktivitat moduliert wird, ist noch nicht bekannt.

Ein Zusammenhang zwischen ai,-Genregulation und cAMP-Spiegeln wird auch in dieser
Arbeit deutlich. Substanzen wie GIP, GLP-1 und Lithium, die die Adenylylcyclase
stimulieren, erhéhen den Gehalt an oi-mRNA, wahrend Galanin, Adrenalin und UK 14.304,
die die Adenylylcyclase hemmen, den o;,-mRNA Spiegel senken.

Da die Transkriptionsrate des oi.-Gens nicht durch ein CRE mit dem typischen Palindrom
TGACGTCA kontrolliert wird, erfolgt die Regulation anders als bel Genen, die en
klassisches CRE in ihrer Kontrollregion enthalten. Der zeitliche Verlauf unterscheidet sich
deutlich. Die Induktion der Transkription durch ein CRE verlauft schnell, erreicht die
maximale Rate nach 30 min und nimmt dann langsam wieder ab (Montminy et al., 1990). Wie
in dieser Arbeit gezeigt, ist aber in INS-1 Zellen nach vierstindiger Inkubation noch keine
Veranderung des Gehalts an oi,-mRNA erkennbar. Erst nach 8 h sind die a-mRNA Spiegel

dgnifikant erhdht oder erniedrigt. Einen ahnlichen, also deutlich langsameren zeitlichen
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Verlauf der ai,-mRNA Regulation konnten auch andere Autoren nachweisen (Hadcock et al.,
1990; Eschenhagen et al., 1992). Dieser spéte Anstieg der Transkriptionsrate [&3t annehmen,
dal3 der Regulation des oi,-Gens ein anderer Mechanismus zugrunde liegt. Der Verlauf einer
CcAMP-abhangigen Steigerung der Transkriptionsrate tber ein CRE ist bekannt (Kap. 1.3.1).
Eine Erhdhung der cAMP-Konzentration in der Zelle fuhrt zur Aktivierung der
Proteinkinase A. Deren katalytische Untereinheit diffundiert daraufhin in den Zellkern und
phosphoryliert ein CRE-bindendes Protein. Durch die Phosphorylierung wird dieser
Transkriptionsfaktor aktiviert und leitet die Steigerung der Transkriptionsrate ein. Da fur die
Stimulation der Gentranskription keine Neusynthese von Proteinen, sondern nur eine
Phosphorylierung notig ist, kann die Transkriptionsrate sehr schnell beeinfluf3t werden.
Kinane et a. (1993) zeigten, da3 Cycloheximid, ein Proteinsyntheschemmstoff, die
Aktivierung der CCAAT-Box im ai>-Gen und damit die Steigerung der Transkriptionsrate
verhindert. Die oi,-Genregulation tber erhthte cAMP-Spiegel scheint demnach abhéngig von

neu synthetisierten Proteinen zu sein, was den langsamen zeitlichen Verlauf erklaren kdnnte.

5.25 Mechanismusder ass-mRNA Regulation

Der Mechanismus der as-Genregulation ist weniger gut untersucht. Kozasa et al. (1988)
isolierten und charakterisierten das humane os-Gen. Die Promotorregion ist GC-reich. Sie
enthdlt vier GC-Boxen, aber keine typische TATA- oder CCAAT-Box. Damit ist die Region
ahnlich aufgebaut, wie bel sogenannten housekeeping genes. Diese Gene werden in vielen
verschiedenen Geweben exprimiert und ihre Transkriptionsrate nur in geringem Umfang
variiert. Auch Gs kommt in sehr vielen Zellinien und Geweben vor. Verschiedene Autoren,
die eine Regulation der ai,-mRNA nachwiesen, konnten keine Verdnderung des Gehalts an
ossMRNA feststellen (McKenzie und Milligan, 1990; Loganzo und Fletcher, 1992; Bahouth,
1995). Eingesetzt wurden bei diesen Versuchen Follikel stimulierendes Hormon (FSH),
Trijodthyronin und Prostaglandin E;, also Substanzen, die die Adenylylcyclase beeinflussen.
McKenzie und Milligan (1990) setzten auch Forskolin ein und kamen zu der
Schluf¥folgerung, dal3 die as-mRNA nicht cAMP-abhangig transkribiert wird.

Eine Regulation der as-mRNA kann hingegen nach Inkubation mit Corticosteron gezeigt
werden (Saito et a., 1989). Nach viertdgiger Gabe von Corticosteron steigt im Cortex von
Ratten der Gehalt an ais-mRNA, wahrend der oi-mRNA Spiegel sinkt. Die Behandlung von
Kaninchen mit Dexamethason fihrt zu einem Anstieg der a.s-mRNA in der Leber (Jang und

Arinze, 1994). An Ratten, bei denen eine Ovarektomie vorgenommen wurde, sinken die
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ossMRNA Spiegel ab. Substituiert man diese Ratten mit Estradiol, steigt der Gehalt an
os-sMRNA wieder auf das Kontrollniveau an (DePergola et al., 1994). Diese Versuche deuten
darauf hin, dal3 die as-mRNA durch Corticosteroide reguliert wird.

Es gibt aber auch Untersuchungen, in denen Anderungen der o.s-mRNA nach Stimulation mit
Isoprenalin, Forskolin und dem stabilen cAMP-Anaogon 8-Bromo-cAMP beobachtet
wurden (Hadcock et al., 1990; Dib et a., 1994). Auch in Bezug auf INS-1 Zellen zeigt sich
eine Regulation der o.ssmRNA nach Inkubation mit Adrenalin, UK 14.304, Galanin, GIP oder
GLP-1. Ob diese Effekte wie bei der oi-mRNA auf einer cAM P-abhangigen Beeinflussung
der Transkriptionsrate beruhen, ist unklar. Dib et al. (1994) konnten an Astrogliazellen
zeigen, dal3 ein Anstieg des as-mRNA Spiegels nicht durch eine Verlangerung der
Halbwertzeit dieser mRNA hervorgerufen wird. Daraus schlief3en sie, dal3 die Regulation auf
der Ebene der Transkriptionsrate stattfindet. Die Abwesenheit einer cAMP-abhéngigen
Kontrollsequenz im os-Gen spricht aber dagegen. Moglich ist, da3 die os-mRNA
zellspezifisch reguliert wird, weil nur in einigen Zellen der fur die Regulation notige
Transkriptionsfaktor exprimiert wird. Auf3erdem kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 tiber
eine Erhdhung der cAMP-Spiegel und die daraus resultierende Aktivierung der
Proteinkinase A weiter Proteine beeinfluf3t werden, die schliefdlich je nach Zellsystem zu einer
Regulation der as-mRNA fuhren kdnnen. Damit wére der Effekt auf die assmRNA nur
indirekt tber cCAMP vermittelt.

5.2.6 Ca’*-abhangige Regulation der mRNA

Die Transkriptionsrate von Genen, deren Kontrollregion ein CRE enthdlt, steigt bel einer
Erhohung der cAMP-Spiegel in der Zelle an (Kap. 1.3.1). Zusatzlich zum second messenger
cAMP kann auch ein Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration die Genregulation iber
das CRE beeinflussen. Thompson et a. (1995) zeigten an PC12-Zellen, dal3 eine Erhdhung
der Ca®*-Konzentration eine Ca’*-abhéngige Kinase aktiviert, die nachfolgend das CRE-
binding protein phosphoryliert und auf diese Weise die Transkriptionsrate erhéht. Ca®* und
CAMP aktivieren verschiedene Proteinkinasen, die aber beide CREB phosphorylieren (Barthel
et al., 1996). An HIT-T15 Zellen fuhren Substanzen wie Bombesin und Acetylcholin, die die
Insulinsekretion steigern, zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration. Mittels
eines Reportergens unter der Kontrolle eines CRE zeigten Eckert et al. (1996), dal3
Bombesin und Acteylcholin Ca?*-abhangig die Transkriptionsrate steigern.
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Abb.5.1 Maodell zum Mechanismus der Regulation des a;-mRNA Gehalts

Galanin und UK 14.304 vermindern den oi-mRNA Spiegel durch die Hemmung des
Sgnaltransduktionssystems. -. GIP und GLP-1 erhdhen den oi-mRNA Spiegel durch
Stimulation des Sgnaltransduktionssystems: +.

Die cAMP-abhéngige Kontrollregion des oi,-Gens entspricht nicht dem klassischen CRE. Im
os-Gen ist noch keine enhancer-Sequenz identifiziert worden, die eine second messenger
induzierte Steigerung der Transkriptionsrate vermittelt. Deshalb sollte in dieser Arbeit
untersucht werden, ob die Regulation der os- und oi.-mRNA durch Ca*-Konzentrations-
anderungen beeinfludt wird. Dazu wurden INS-1 Zellen Gber 8 h mit GIP, GLP-1 oder
UK 14.304 alleine oder in Kombination mit dem Ca**-Kanalblocker Verapamil inkubiert.
Verapamil hat keinen Effekt auf die as-mRNA und beeinflu3t auch nicht deren durch GIP,
GLP-1 oder UK 14.304 hervorgerufene Regulation. Die Inkubation mit Verapamil bewirkt
aber eine Abnahme des Gehalts an ai,-mRNA. AulRerdem wird der Anstieg der oi,-mRNA
Spiegel nach Behandlung mit GIP oder GLP-1 durch Verapamil verhindert. Statt einer
Erhohung ruft die Kombination von Verapamil und GIP oder GLP-1 eine Erniedrigung des

Gehalts an o;,-mRNA hervor. Verapamil verhindert den Einstrom von Ca* und damit
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erhohte intrazellulére Ca*-Spiegel. Aus den Versuchen wird deutlich, daR der Anstieg des
Gehalts an 0;-mRNA, nicht aber die Regulation der as-mRNA, abhangig von der Ca*-
Konzentration in der Zelle ist. Ob dieser Einflul3 auch, wie fir cAMP gezeigt, Uber die
CCAAT-Box vermittelt wird, oder dieser Regulation ein anderer Mechanismus zugrunde

liegt, wurde nicht untersucht.

An der Regulation des Gehalts an oi,-mRNA sind also die zwel second messenger cCAMP und
Ca”™" beteiligt. Abb. 5.1 zeigt ein Modell, wie UK 14.304 und Galanin auf der einen Seite den
ai-MRNA  Spiegel erniedrigen konnen, wahrend GIP und GLP-1 zu einem Anstieg an

oi--MmRNA fihren.

53 Modulation der Insulinsekretion

5.3.1 Heterologe Desensitivierung der Insulinsekretion

Langanhaltende Exposition eines biologischen Systems mit einem Agonisten fuhrt haufig zu
einer Abnahme des biologischen Effekts. Eine derartige Adaptation der zelluléaren Antwort
auf eine chronische Inkubation findet man auch in einer einzelnen Zelle. Eine Regulation kann
hier sowohl auf Rezeptorebene, als auch unter Beteiligung anderer Mediatoren der
Signaltransduktionswege stattfinden. Man unterscheidet zwischen homologer und heterologer
Desensitivierung. Die homologe Desensitivierung betrifft nur den aktivierten Rezeptor, so
dald nach seiner wiederholten Stimulation die zellulare Antwort vermindert ist. Bel der
heterologen Desengitivierung ist aufgrund der Betelligung von Mediatoren des
Signaltransduktionssystems auch der Effekt, der Uber andere Rezeptoren vermittelt wird,
beeintréchtigt. Einen Angriffspunkt fur die Ausbildung der heterologen Desensitivierung
stellen G-Proteine dar, da verschiedene Rezeptoren oder Effektoren tGber das selbe G-Protein
gekoppelt sein konnen.

Green et al. (1992) untersuchten die heterologe Desensitivierung an Adipozyten von Ratten.
Sie zeigten, dal die chronische Inkubation der Adipozyten mit dem
Adenosinrezeptoragonisten  N-Phenylisopropyladenosin (PIA) zu einer verminderten
Sensitivitdt der Zellen gegeniber ProstaglandinE; fihrt. Entsprechend bewirkt die
Behandlung mit PG E; ein schwécheres Ansprechen der Adipozyten auf PIA. Parallel zur
beobachteten Desensitivierung sinkt die Menge an Gai,.3; der Gehalt an Gois bleibt dagegen

unverandert. Die Abnahme der inhibitorischen G-Proteine scheint also die Ursache der
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heterologen Desengtivierung zu sein. Welterfuhrende Versuche wurden auch mit dem
o-Agonisten UK 14.304 durchgefihrt (Gasic und Green, 1995). Auch UK 14.304 ruft eine
Abnahme der Menge an Gouiz hervor und bewirkt dadurch eine Verschiebung der
DosigWirkungskurve von PIA nach rechts. Die Adipozyten sind gegentber PIA
desensitiviert. Eschenhagen et a. (1992 b) zeigten, dai in Ratten, die langer mit I1soprenalin
behandelt wurden, die Menge an o;,-mRNA zunimmt. Diese Anderung wird von einer
verstarkten Ansprechbarkeit auf den mACh-Agonisten Carbachol begleitet. Behandelt man
die Ratten Uber vier Tage mit Carbachol, so nimmt der Gehalt an G; ab (Eschenhagen et al.,

1996). Daraus resultiert ein erhdhter Effekt nach Gabe von Isoprenalin.

Die Betelligung von G-Proteinen an der Insulinsekretion wurde erstmals von Katada und Ui
(1979) gezeigt. Sie behandelten Langerhanssche Inseln der Ratte mit Pertussistoxin, das
wegen seines zuerst beobachteten Effekts auch als idet-activating protein bezeichnet wird.
Die mit Pertussistoxin inkubierten Inseln zeigen eine Steigerung der Glucose-induzierten
Insulinsekretion und der cAMP-Spiegel. Die Hemmung der Insulinsekretion nach
Vorbehandlung mit Adrenalin ist vermindert (Katada und Ui, 1981; Katada et a., 1982).

An INS-1 Zdlen sollte untersucht werden, ob es paralel zur Regulation der os- und
ai-MRNA zu einer heterologen Desensitivierung der Insulinsekretion kommt. Die
Inkretinhormone GIP und GLP-1 bewirken eine Zunahme des Gehalts an as- und ai-mRNA.
Eine Vorinkubation der INS-1 Zellen mit GIP vermindert die durch GLP-1 oder Lithium
erhdhte Insulinsekretion im Vergleich zu nicht vorbehandelten Zellen. Die Inkubation mit
GLP-1 fuhrt ebenfalls zu einer abgeschwachten Wirkung auf die Insulinsekretion nach
Stimulation mit GIP, UK 14.304 oder Galanin. Sowohl GIP, als auch GLP-1 verringern nach
achtstindiger V orinkubation die Glucose-induzierte Insulinsekretion. UK 14.304 und Galanin
dagegen senken den Gehalt an as- und ai,-mRNA. In den Sekretionsversuchen zeigen sie
dazu passend die genau gegenteiligen Effekte im Vergleich zu GIP und GLP-1. Die
Vorinkubation mit UK 14.304 bewirkt, daf3 die Insulinsekretion nach Stimulation mit GLP-1
oder Galanin verstarkt ist. Auch die Behandlung der Zellen mit Galanin erhéht die durch GIP
oder Lithium hervorgerufene Insulinsekretion. Durch Vorinkubation mit UK 14.304 oder

Galanin wird auch die Glucose-induzierte Insulinsekretion gesteigert.

Vergleicht man die an INS-1 Zellen durchgefihrten Versuche mit den oben zitierten
Beobachtungen, so kann man annehmen, dal3 ihnen der gleiche Mechanismus zugrunde liegt.

Einer Steigerung der o;-mRNA folgt eine entsprechende Zunahme des Gi,-Gehalts. Da somit
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die Menge dieses inhibitorischen G-Proteins erhoht ist, resultiert eine verstarkte Hemmung
der Insulinsekretion. Nimmt dagegen die Menge an ai-mRNA ab, liegt weniger
inhibitorisches G-Protein vor, und die Insulinsekretion ist gesteigert. Die Anderungen im
Gehalt der ais-mRNA scheinen keine Rolle zu spielen. Eine mogliche Erklarung dafir kénnen
Unterschiede zwischen mRNA-Menge und Proteingehalt sein. Hadcock et al. (1990) fanden
trotz gestiegener as-mRNA Spiegel eine Abnahme an Gs, da gleichzeitig die Halbwertzeit
von Gs verkirzt war. Aulerdem ist auch die Effektivitét der Trandation bel verschiedenen
G-Protein-o-Untereinheiten unterschiedlich: Li et al. (1996) untersuchten in Gehirn und Herz
von Ratten und in GHs-Zellen das Verhdtnis zwischen mRNA- und Proteinmenge. Dabei
stellte sich heraus, dai3 in allen drei Féllen die 10-20fache Menge an a.s-mRNA nétig ist, um
eine bestimmte Menge an Gs zu erhaten im Vergleich zu o,-mRNA bzw. G,. Besonders
ausgepragt ist dieser Unterschied in GHs-Zellen. Diese enthalten 94mal mehr o.s-mRNA als
o-MRNA, wéhrend aber die Proteinsyntheserate von Gs nur 9mal grof3er ist als die von G.
Im Falle von Gs haben also Anderungen im Gehalt an os-mRNA wenig EinfluR auf die
Proteinmenge an Gs. Bel Gi; zeigt sich dagegen eine Korrelation von oi>-mRNA- und
Gi-Proteinmenge (Hadcock et al., 1990; Levine et a., 1990; Eschenhagen et al., 1992; Liao
und Clark, 1995; Bahouth, 1995). Da der Einfluf3 auf die Insulinsekretion dies nahelegt, ist
anzunehmen, dal3 sich auch in INS-1 Zellen die Menge an G;, entsprechend dem Gehalt an

0i>-MRNA veradndert.

Der genaue Mechanismus, (ber den eine Anderung der Gi-Menge die heterologe
Desensitivierung bewirkt, ist unklar. Reithmann et al. (1990) untersuchten den Einflul3 auf die
Adenylylcyclase. Danach fihrt eine Zunahme an G; zur verstarkten Hemmung der
Adenylylcyclase, wéahrend die Abnahme an G; die Aktivitdt der Adenylylcyclase erhoht (Abb.
5.2).

Weitere Versuche wurden an transgenen Mausen durchgefihrt, bei denen Gi; durch
Einschleusen von antisense RNA ausgeschaltet wurde (Moxham et a., 1993). Diese Méuse
weisen erhohte basale cAMP-Spiegel auf und die Hemmung der Adenylylcyclase Uber den
Adenosin A;-Rezeptor ist beeintrachtigt. Einen Zusammenhang zwischen G-Proteinen und
Adenylylcyclaseaktivitdt scheint es auch bei der Ausbildung von Bluthochdruck zu geben
(Anand-Srivastava, 1996). Spontan hypertensive Ratten haben erhthte Mengen an G, und
ai-MRNA im Herzen und in der Aorta. Die stimulatorischen Effekte von Isoprenalin,

Glucagon, Dopamin, Adrenalin und Forskolin auf die Adenylylcyclase sind in diesen
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Geweben vermindert. Angiotensin |l und der atriale natriuretische Faktor dagegen hemmen
die Adenylylcyclase noch ausgepréagter.

GIP UK 14.304 @
C GLP-1 Galanin
G G G> G G
Giz <> AC
AC AC
Aktivitat ¥ Aktivitat 4

Abb. 5.2 Regulation der Adenylylcyclaseaktivitat durch Anderung der Menge an G;
Chronische Inkubation mit Agonisten, die Uber Gs die Adenylylcyclase stimulieren, fihrt zu
einem Angtieg an Gi, wodurch die Adenylylcyclaseaktivitdt gehemmt wird. Chronische
Inkubation mit Agonisten, die Uber G, die Adenylylcyclase hemmen, bewirkt eine Abnahme
an Gi; mit nachfolgend starkerer Aktivierbarkeit der Adenylylcyclase (modifiziert nach
Reithmann et al., 1990).

Auch die in dieser Arbeit beobachteten Effekte auf die Agonist-induzierte Insulinsekretion
konnen durch eine Beeinflussung der Adenylylcyclaseaktivitét erklart werden. GIP und
GLP-1 steigern die Insulinsekretion unter anderem durch Aktivierung der Adenylylcyclase
(Kap. 1.2.3). Ist die Aktivitdt der Adenylylcyclase durch eine Abnahme an Gi; nach
Inkubation mit UK 14.304 oder Galanin gesteigert, kann darlber auch die verstéarkte
Insulinsekretion bei Stimulation mit GIP oder GLP-1 erklart werden. Ist dagegen durch
Vorinkubation mit GIP oder GLP-1 die Menge an G, herauf reguliert, nimmt die
Aktivierbarkeit der Adenylylcyclase ab. Die akute Steigerung der Insulinsekretion mittels GIP
oder GLP-1 ist weniger stark ausgepragt. Galanin und UK 14.304 hemmen durch Angriff an
Giz-gekoppelten Rezeptoren die Adenylylcyclase (Kap. 1.2.4). Dies ist einer der
Angriffspunkte, tber den sie die Hemmung der Insulinsekretion vermitteln. Ist die Menge an
Gi; durch Behandlung der INS-1 Zellen heraufreguliert, ist also auch die Hemmung der
Insulinsekretion stérker ausgepragt. Im entgegengesetzten Fall, adso be erniedrigten
Gio-Spiegeln, wird die Insulinsekretion weniger stark gehemmt.
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Eine Sonderstellung bei der Beeinflussung der Insulinsekretion nimmt Lithium ein. Lithium
selbst hat an INS-1 Zellen keinen Effekt auf die Insulinfreisetzung und eine Vorinkubation
mit Lithium veréndert auch nicht die Glucose-induzierte Insulinsekretion. Die Vorbehandiung
der INS-1 Zellen mit Lithium bewirkt jedoch eine Abschwéchung der stimulatorischen
Wirkung von GIP. Dies kann auf der einen Seite durch die Zunahme der ai,-mRNA erkléart
werden. Aul3erdem ist auch ein direkter Eingriff durch Lithium moglich, indem es die
Kopplung zwischen Rezeptor und G-Protein vermindert (Manji et al., 1995). Ein anderes Bild
zeigt sich beim Einfluf3 von Lithium auf die durch UK 14.304 hervorgerufene Hemmung der
Insulinsekretion. Hier fahrt Lithium nicht, wie man aufgrund der Zunahme der oi-mRNA
erwartet, zu ener verstarkten Hemmung, sondern es schwacht die Hemmung der
Insulinsekretion sogar ab. Die Glucose-induzierte Insulinsekretion bleibt  durch
Lithiumvorinkubation unbeeinflul3t. Eine mogliche Erklarung hierfur ist, dald Lithium durch
einen zusdtzlichen Mechanismus anders als die oben beschriebenen Agonisten an G-Protein
gekoppelten Rezeptoren verhindert, dald die Regulation der oi,-mRNA von ener
entsprechenden Veranderung der Proteinmenge begleitet wird. In Frage kommt daftir z. B.
ein schneller Abbau von Gj,. Lithium hat aber wiederum auch eine direkte
Eingriffsmdglichkeit, indem es G, in seiner inaktiven Konformation stabilisert (Masana et al.,
1992). Somit kann auch eine Zunahme der Menge an Gi; keine verstarkte Hemmung der
Insulinsekretion durch UK 14.304 zur Folge haben.

5.3.2 EinfluB auf die Glucose-induzierte I nsulinsekretion

Die Vorinkubation mit GIP, GLP-1, UK 14.304 oder Galanin hat neben den Effekten auf die
Agonist-induzierte Freisetzung von Insulin auch Einflul auf die Glucose-induzierte
Insulinsekretion. Glucose stimuliert die Insulinsekretion nicht Uber einen Angriff an
Rezeptoren, sondern indem sie in die Zelle aufgenommen wird und dort metabolisiert wird
(Kap. 1.2.1). Dadurch verandert sich das intrazellulére Verhaltnis zwischen ATP und ADP,
der ATP-abhangige K*-Kanal wird geschlossen und es kommt zur Depolarisation der
Zellmembran. Als Folge 6ffnen sich spannungsabhangige Ca*-Kanale, und der Einstrom von
Ca™* vermittelt (iber noch unbekannte Mechanismen die Exozytose der Insulingranula. Die
Glucose-induzierte Insulinsekretion kann durch stimulatorische oder inhibitorische Hormone
moduliert werden. Um die Wechselwirkung zwischen dem durch Glucose aktivierten ATP-
abhangigen Regulationssystem und dem hormonal gesteuerten CcAMP-abhangigen
Signaltransduktionssystem zu beschreiben, wurde das Glucose-Kompetenz-Konzept
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entwickelt. Pipeleers et al. (1985) beobachteten, dald isolierte 3-Zellen schlechter auf Glucose
ansprechen und dal3 dies mit niedrigen intrazellularen cAMP-Spiegeln korreliert. Henquin und
Meissner vermuteten schon 1984, dall cAMP die Aktivitét von Ca*-Kandlen modulieren und
dariiber den Ca®*-Einstrom in die Zelle erleichtern kann. Eine Steigerung der Insulinsekretion
durch erhohte CcAMP-Spiegel erfolgt aber nur be gleichzeitig gesteigerter
Glucosekonzentration (Ubersicht bei Malaisse et al., 1984). Holz und Habener (1992)
zeigten, dald GLP-1 3-Zellen in einen Glucose-kompetenten Zustand versetzt, indem es den
CAMP-Gehalt steigert, so dal3 dann bei gleichzeitiger Erhthung der Glucosekonzentration die
Insulinsekretion verstarkt ist. Es sind verschiedene Hypothesen aufgestellt worden, Uber
welchen Mechanismus CAMP seine Wirkung hervorruft. Die Erhdhung des cAMP-Spiegels
aktiviert die Proteinkinase A. Holz und Habener (1992) untersuchten mittels patch-clamp
Technik die Aktivitét des ATP-abhangigen K*-Kanals. In isolierten B-Zellen bleibt der Kanal
durch Glucose noch unbeeinflufl3t, wahrend er bei der gleichen Glucosekonzentration in
intakten Inseln schon geschlossen ist. Durch kombinierte Gabe von GLP-1 und Glucose 1a/3t
sich der K*™-Kanal auch in isolierten B-Zellen blockieren. Die Autoren folgern daraus, daR
sowohl die Glucose-induzierte Zunahme des ATP-Gehalts, als auch hohe cAMP-Spiegel zur
Phosphorylierung des ATP-abhangigen K*-Kanals fuhren konnen. Die Aktivierung beider
Systemeist ndtig, um den Kanal zu inhibieren (Abb. 5.3).

ATP-abhéngiger

GLP-1 K +-K anal Glucose
@ GLUT-2
—L —
. B ,
ATP CAMP\ / * ’ Glucose
PKA ATP < Glykolyse << Glucose-6-P

Abb.5.3 Modell fur die durch GLP-1 hervorgerufene Induktion der Glucose-
Kompetenz

Die synergistische Interaktion von ATP und cAMP fuhrt zur Phosphorylierung des ATP-

abhéangigen K*-Kanals (nach Holz und Habener, 1992).

Daneben gibt es auch Untersuchungen, die weitere Angriffspunkte der Proteinkinase A

nahelegen. So kann die Aktivierung der Ca’*-Kandle durch Phosphorylierung gesteigert
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werden (Ashcroft et al., 1994). Zusétzlich kann cCAMP auch die Exozytose selbst unabhangig
von der Erhéhung der Ca®*-K onzentration beeinflussen (de Weille et d., 1989).

Die Inaktivierung inhibitorischer G-Proteine durch Pertussistoxin fuhrt zu erhdhten cAMP-
Spiegeln in Langerhansschen Inseln der Ratte und zur Steigerung der Glucose-induzierten
Insulinsekretion (Katada und Ui, 1979). Auch Moxham et al. (1993) beobachteten, dal3 eine
Abnahme an Gj; in einer Erhdhung der basalen cAMP-Spiegel resultiert. Wie in der
vorliegenden Arbeit an INS-1 Zellen gezeigt wird, ruft die Vorinkubation mit UK 14.304
oder Galanin eine Verringerung des Gehalts an oi,-mRNA hervor. Parallel dazu ist die
Glucose-induzierte Insulinsekretion erhdht. Es ist also naheliegend, dal3 die Steigerung der
Glucose-induzierten Insulinsekretion auch hier auf der erhdhten Menge an cAMP beruht
(Abb. 5.4). Diese wird durch die Abnahme an G, hervorgerufen.

Glucose

.

ST — -

K+

are A 4 % Exocytose
Glucose | ) Cat ——
# : // -
Glucose-6-P S T
M etabolismus Proteinkinase A
CAMP

Abb. 5.4 Maogliche Angriffspunkte der cAMP-vermittelten Steigerung der Glucose-
induzerten I nsulinsekretion

Der cAMP-Spiegel beeinfluld die Aktivitat der Proteinkinase A. Diese kann durch

Phosphorylierungsreaktionen (gestrichelte Linien) verschiedene Elemente des Glucose-

vermittelten Signaltransduktionsweges (durchgezogene Linien) modulieren (modifiziert nach

Thorens, 1994).
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Der Signaltransduktionsweg tber den second messenger CAMP ist aber nicht der einzige, der
durch die Regulation der Menge an G;; moduliert wird. In zwei verschiedenen Zellkulturen
wurde die Expresson von Gj; durch Einschleusen von antisense-mRNA unterdriickt
(Watkins et al., 1994). Dadurch weisen diese Zellen erhdhte basale 1Ps-Spiegel auf und die
Reaktion auf Hormone, die den Phospholipase C-Signaltransduktionsweg aktivieren, ist
verstarkt. Die gleiche Auswirkung zeigt sich auch in Adipozyten von transgenen knock-out
Mausen, bei denen Gi; nicht exprimiert wird. Im Gegensatz dazu fuhrt die Expression eines
mutierten und deshalb standig aktivierten G, zur Hemmung der Phospholipase C. Esist also
maoglich, dal3 die in dieser Arbeit gezeigte Desendtivierung der Glucose-induzierten
Insulinsekretion auch unter Beteiligung des Phospholipase C-Systems vermittelt wird. Die
Aktivierung der Phospholipase C fuhrt zur Bildung der second messenger 1P; und DAG, die
Uber die Freisetzung von Ca* bzw. Uber die Aktivierung der ProteinkinaseC die
Insulinsekretion steigern (Kap. 1.2.2.2). Kommt es nun durch chronische Inkubation mit
UK 14.304 oder Galanin zur Abnahme des Gehalts an ai,-mRNA, ist es mdglich, dal3 auch in
INS-1 Zellen die basale Aktivitét der Phospholipase C erhoht ist. Uber diese Erhdhung kann

eine Steigerung der Glucose-induzierten Insulinsekretion hervorgerufen werden.

Eine dritte Mdglichkeit, wie die Regulation der oi-mRNA die Glucose-induzierte
Insulinsekretion beeinflussen kann, ist die direkte Kontrolle der Exozytose von
Insulingranula. G-Proteine spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der Ubertragung
hormoneller Signale ins Zellinnere, sondern sind auch intrazelluldr am Transport von Vesikeln
beteiligt. Verschiedene G-Proteine regulieren die Degranulation von Mastzellen, die Fusion
von Granula in chromaffinen Zellen und auch den Transport von Veskeln des Golgi-
Apparates (Burgoyne, 1992; Ubersicht bei Nuoffer und Balch, 1994).

Durch den Nachweis von Pertussistoxin-sensitiven G-Proteinen an den sekretorischen
Granula von Langerhansschen Inseln der Ratte und des Menschen und von HIT-T15 Zellen
wurde deutlich, dal3 G-Proteine auch an der direkten Modulation der Exozytose von
Insulingranula betelligt sein konnen (Kowluru et a., 1994). Konrad et a. (1995)
identifizierten ein inhibitorisches G-Protein an Insulingranula der Zellinie B-TC3 und zeigten,
dali’ die durch Mastoparan hervorgerufene Insulinsekretion auf einer Stimulation der GT Pase-
Aktivitét bzw. einer Aktivierung bestimmter G-Proteine beruht. Schon friher hatten Befunde
auf eine Betelligung von G-Proteinen an der Hemmung der Insulinsekretion hingewiesen.
Ullrich und Wollheim (1988) beobachteten, dal’ in elektropermeabilisierten RINmM5F-Zellen

die Aktivierung von a-Adrenozeptoren die Ca’*-induzierte Exozytose inhibieren kann. Diese
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Hemmung wird durch die Vorbehandlung mit Pertussistoxin verhindert. Die Autoren
schlief3en daraus, dai3 diese direkte Wirkung Uber ein G-Protein vermittelt ist. Lang et a.
(1995) fuhrten weitere Versuche an HIT-T15 Zellen durch, die mittels Streptolysin O
permeabilisert wurden. Peptide, die G; aktivieren, blockieren ebenfalls die Insulinsekretion.
Am selben Zellsystem zeigt die Expression der mutierten und deshalb standig aktiven
a-Untereinheiten o3 oder o, dal? die a-Untereinheit alleine ausreicht, um die durch Ca®™
hervorgerufene Insulinsekretion zu verhindern. Go; kann aso direkt mit Komponenten
interagieren, die die Exozytose der Insulingranula bewirken. Der genaue Mechanismus, Uber

den die Insulinsekretion schliefdich moduliert wird, ist noch unklar.

Adrenalin
UK 14.304

Q Insulin

i ®

sekretorische
Granula

Abb. 5.5 Direkter Einfluld eines, exozytotischen“ G-Proteins auf die Exozytose
Die Aktivierung des Rezeptors kann distal zu bekannten Sgnaltransduktionswegen ein G;
aktivieren, das die Exozytose hemmt. Auf der anderen Seite kann ein Ge die Exozytose

stimulieren (modifiziert nach Ullrich und Wollheim, 1988).

Auch in INS-1 Zellen wurden Pertussistoxin-sensitive G-Proteine an den sekretorischen
Granula nachgewiesen (Kowluru et al., 1996). Glucose fuhrt nach ihrer Aufnahme in die
B-Zelle zur Bildung verschiedener Mediatoren, u. a. Arachidonsdure, Lysophosphatidylcholin
und Phosphatidsdure. Diese Lipide stimulieren die Insulinsekretion (Metz, 1991). Kowluru
und Metz (1994) zeigten, dal3 einer der zugrundeliegenden Mechanismen die Aktivierung von
G-Proteinen an den Insulingranula ist. Die Lipide steigern die GTP-Bindung, verlangsamen
seine Hydrolyse und stabiliseren so die G-Proteine in ihrer aktiven Konformation. Im
Gegensatz dazu beschleunigen Hemmstoffe der Insulinsekretion wie Adrenalin, Clonidin oder
PG E, die GTP-Hydrolyse (Ubersicht bei Kowluru und Metz, 1994b).
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Die in dieser Arbeit beobachtete Heraufregulation der Menge an ai>-mRNA in INS-1 Zellen
kann nach Stimulation mit Glucose Uber die Bildung von Arachidonsdure und &dhnlichen
Metaboliten also dazu fuhren, dal’ eine gréf3ere Anzahl an inhibitorischem G;, an den Granula
aktiviert wird und somit die Insulinsekretion vermindert ist. Eine Abnahme des Gehalts an
ai>-MRNA nach Inkubation mit UK 14.304 oder Galanin hat den gegenteiligen Effekt, so dal3

die Glucose-induzierte Insulinsekretion gesteigert ist.

Welcher dieser drei moglichen Wirkmechanismen - die Beeinflussung des cAMP- oder
IP;-Systems oder der direkte Angriff bei der Exozytose - der Sendtivierung bzw.
Desengitivierung der Glucose-induzierten Insulinsekretion zugrunde liegt oder ob der Effekt
auf einem Zusammenspiel der verschiedenen Signaltransduktionswege beruht, kann nicht
abschlief3end beurteilt werden. Die Regulation der ai>-mRNA scheint jedoch als Grundlage

der Modulation der Glucose-induzierten Insulinsekretion eine wichtige Rolle zu spielen.
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6

6.1

ZUSAMMENFASSUNG

Ergebnisse

Mittels PCR bzw. Northern Blot Technik kdnnen die mMRNAS von s, o1, 02, Oz und ol

in INS-1 Zellen nachgewiesen werden.

Adrenalin (50 pumol/l), das Uber o,- und B-Adrenozeptoren wirkt, senkt den Gehalt an
ossMRNA vorlbergehend wobei der Effekt nach 4 h am stérksten ausgepragt ist. Die
Menge an ai-MmRNA ist nach 8 h ebenfalls erniedrigt, wahrend nach 24 h eine Zunahme

zu beobachten ist.

Der B-Adrenozeptoragonist Isoprenalin (10 pmol/l) ruft keine Anderung des

mMRNA-Gehalts von as oder o, hervor.

Der oap-Adrenozeptoragonist UK 14.304 (1 umol/l) bewirkt eine transente
Verminderung des Gehalts an ass-mRNA. Die Menge an ai>-mRNA ist anféanglich
ebenfalls erniedrigt; nach 24 h ruft UK 14.304 eine Steigerung des Gehalts an oj-mRNA

hervor.

Die Inkretinhormone GIP (10 nmol/l) und GLP-1 (10 nmol/l) bewirken eine Zunahme
des mMRNA-Gehalts von oas und oi,. Dabel unterscheiden sie sich bezlglich ihres
Maximaleffekts und des zeitlichen Verlaufs der Regulation.

Galanin (50 nmol/l), ein Hemmstoff der Insulinsekretion, senkt den Gehalt an as- und
oi-MRNA.

Lithium (10 mmol/l) bewirkt eine ausgepragte Steigerung des Gehalts an oi>-mRNA,

wéhrend die Menge an ais-mRNA unveréandert bleibt.

Der Ca?*-Kanalblocker Verapamil (50 umol/l) hat keinen EinfluR auf die os-mRNA,
senkt aber den Gehalt an ai,-mRNA. In Kombination mit GIP oder GLP-1 verhindert
Vergpamil die Zunahme des mRNA-Gehalts und flhrt statt dessen zu einer
Verminderung des Gehalts an oi.-mRNA.

Die Vorinkubation von INS-1 Zellen Uber 8 h mit GIP (10 nmol/l) oder GLP-1
(10nmol/l) senkt die Glucose-induzierte oder durch Agonisten modulierte

I nsulinsekretion.
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10. Die Vorinkubation mit Lithium (10 mmol/l) verringert die durch GIP hervorgerufene
Steigerung der Insulinsekretion, wahrend die Insulinsekretion nach Gabe von UK 14.304
erhoht ist.

11. Die Vorinkubation mit UK 14.304 (1 pmol/l) oder Galanin (50 nmol/l) erhoht die

Glucose-induzierte oder durch Agonisten modulierte Insulinsekretion.

6.2 Schluf¥folgerungen

1. Adrendin vermittelt seinen EinfluR auf den Gehalt an os und oj>-mRNA Uber

o-Adrenozeptoren.

2. Hormone wie GIP oder GLP-1, die die Insulinsekretion steigern, fuhren zu ener
Zunahme des Gehalts an as- und oi-mRNA, wahrend Substanzen wie UK 14.304 oder

Gaanin, die die Insulinsekretion hemmen, den Gehalt an os- und oi-mRNA senken.

3. Die Regulation des mRNA-Gehalts ist unabhangig von der Aktivierung eines G-Protein
gekoppelten Rezeptors, denn auch Lithium beeinflul3t die Menge an a;>-mRNA.

4. Die von GIP oder GLP-1 hervorgerufene Zunahme des Gehats an oi-mRNA ist

abhangig von einem Ca**-Einstrom in die Zelle.

5. Hormone, die den Gehalt an o;;-mRNA erhdhen, flhren zu einer heterologen
Desensitivierung der Insulinsekretion, so da? eine nachfolgende Stimulation der
Insulinfreisetzung weniger stark ausgepragt ist. Die Hemmung der Insulinsekretion tber

andere Rezeptoren ist verstarkt.

6. Substanzen, die den Gehalt an oi-mRNA senken, steigern die Glucose-induzierte oder
durch Inkretinhormone stimulierte Insulinsekretion. Die Hemmung der Insulinsekretion

ist weniger stark ausgepragt.

= Die Regulation der oi;-mRNA ist also ein wichtiger Mechanismus bei der

heterologen Desensitivierung der Insulinsekretion.
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Anhang

8 ANHANG

Gs

| think that | shall never see
A protein lovelier than a G.
GS, Gi, transducin too

Each one it seems, has much to do.

Ef tu and tubulin

Are G proteins as well.

As genesfor new Gs are fished out,
The list indeed does swell.

G proteins give us IP3

And aso cyclicA.

They turn off cyclases rather well,
And take cyclic G away.

Severd ion channels may

By G proteins be gated.

It looks like many leukocytes
Through Gs are activated.

Some Gs act as oncogenes,
Controlling how cells grow.
Others manage how cell proteins
Do shuttle to and fro.

Gs even act as matchmakers
For copulating yeast.

Others control the process how
From cells, things are released.

It seems that there is nothing that
G proteins cannot do.

Come up with anew function and
We'll find the G for you.

So don’'t depredate G proteins or
You'll get me quite annoyed.
Since another function of them s

To keep us, happily, employed.

Mark M. Rasenick (1992)
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