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Zusammenfassung

Der Typ 2 Diabetes mellitus ist heute angesichts seiner global zunehmenden Inzidenzrate
eine der haufigsten endokrinen Stoffwechselerkrankungen des Menschen. Neben der oft als
Primardefekt auftretenden Insulinresistenz peripherer Gewebe ist diese Krankheit vor allem
auf funktionelle Stérungen des endokrinen Pankreas und insbesondere auf ein
Sekretionsversagen der pankreatischen B-Zellen zurlckzuflihren. Therapiefortschritte bei
dieser Erkrankung beruhen nicht zuletzt auf der Erforschung der zugrunde liegenden
Mechanismen. Deshalb war es Ziel dieser Arbeit, neue molekulare Regulatoren zu
analysieren, um unser Verstandnis der Differenzierung pankreatischer Inseln und des

Funktionserhaltes adulter 3-Zellen verbessern.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde untersucht, welche Rolle dem Transkriptionsfaktor
Pax6, insbesondere seinen beiden DNA-Bindedomanen, der Paired-Domane (PD) und der
Homoéodomane (HD) sowie der Transaktivierungsdomane (TA), bei der Differenzierung
endokriner Pankreaszellen zukommt. Mittels eines Vergleiches von vier verschiedenen
Mauslinien, die spezifisch in einer dieser Domanen eine Mutation besalen, konnte gezeigt
werden, dass vor allem die PD von Pax6 essentiell fir die Ausdifferenzierung der
glukagonproduzierenden a-Zellen ist. Eine Inaktivierung dieser Domane fihrt zu einem
schwerwiegenden, dem Pax6-Knockout (Pax6™) ahnlichem Pankreasphanotyp, der durch
ein Fehlen der glukagonpositiven a-Zellen und auch durch eine merkliche Reduzierung
insulinproduzierender B-Zellen sowie durch eine gestdrte Inselstruktur gepragt ist. Hingegen
sind die HD und auch die TA fur den finalen a-Zelltyp von geringerer Bedeutung. Mutationen
dieser Domanen fuhren entweder zu einem morphologisch unauffalligen Pankreasphanotyp
oder zu einem Pankreasphanotyp mit verminderter a- und B-Zellzahl. Uber die Durchfiihrung
intraperitonealer  Glukosetoleranztests konnte nachgewiesen werden, dass der
Transkriptionsfaktor Pax6 auch fur eine normale physiologische Funktion des endokrinen

Pankreas bei adulten Tieren von grof3er Bedeutung ist.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Identifizierung neuer Gene bzw.
Proteine, welche eine Regulatorrolle in der [(-Zellfunktion einnehmen. Hier konnte
insbesondere fiur das bisher ausschlieBlich an Hefen und Insektenzellen beschriebene,
Uberwiegend nukleare Protein Eny2 gezeigt werden, dass dieses in die regulatorischen
Zellablaufe insulinproduzierender Vertebratenzellen involviert ist. Eine siRNA-vermittelte
Suppression von Eny2 bewirkte eine deutlich gesteigerte glukosestimulierte und auch
inkretininduzierte Insulinsekretion. Weiterfiihrende Untersuchungen weisen darauf hin, dass
die Verstarkung der sekretorischen Antwort zumindest teilweise auf einen erhohten

Glukosemetabolismus und eine  verstarkt ablaufende  PKA-Signaltransduktion
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zurtckzufiihren ist und mit einer merklichen Konzentrationszunahme des intrazellularen
Kalziums einhergeht. Diese Befunde zeigen, dass Eny2 zumindest in vitro als negativer
Regulator der glukosestimulierten, als auch der inkretinvermittelten Insulinsekretion fungiert.
Noch ist allerdings unklar, auf welche Weise die bislang nachgewiesenen, vorwiegend
nuklearen Funktionen des Eny2 Proteins mit den hier beschriebenen Effekten verknipft sind.
Da die Effekte des Eny2-Knockdowns glukoseabhangig und additiv zum Inkretin-Signal sind,
ist dieses Modell sehr attraktiv, um neue Erkenntnisse Uber die Insulinsekretion von 3-Zellen
zu gewinnen und um neue Ansatzpunkte fir die medizinische Therapie des Typ 2 Diabetes

mellitus zu finden.
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Abstract

Considering the globally increasing rate of incidence, Type 2 diabetes mellitus belongs to the
most frequent endocrine metabolic disorders today. In addition to insulin resistance of
peripheral tissues, this disease is the result of dysfunction of the endocrine pancreas and in
particular of the functional failure of B-cells. The progress of therapeutical strategies is based
on the research of the underlying mechanisms. The aim of the present dissertation was the
analysis of new molecular regulators which might improve our underdstanding of the

differentiation of pancreatic islets and the functional maintenance of adult B-cells.

The first part of this work concerned the role of the transcription factor Pax6 and especially
the role of its transactivation domain (TA) and of its two DNA binding domains, the paired
domain (PD) and the homeodomain (HD), in differentiation of pancreatic endocrine cells. By
analyzing four different mouse lines with specific mutations in one of these three domains,
we found that the PD of Pax6 is essential for differentiation of glucagon producing a-cells.
Inactivation of this domain resulted in a phenotype similar to that of Pax6 knockout mice
(Pax6™) with a near complete absence of glucagon positive a-cells, a markedly reduced
number of insulin producing B-cells, and a disorganized islet structure. Mutations of HD or TA
showed a less severe pancreatic phenotype. lIslets either exhibited no morphological
changes or they showed a reduction of a- and B-cells. Intraperitoneal glucose tolerance tests
demonstrated the utmost importance of the transcription factor Pax6 for maintenance of

normal pancreatic endocrine function in adult animals.

In the second part of this study we identified new genes and proteins, respectively, which
could play a regulatory role in normal function of B-cells. In particular it was possible to show
that Eny2, hitherto a protein only described in yeast or invertebrates like drosophila, is
involved in the regulation of insulin secreting vertebrate cells. si-RNA mediated knockdown of
Eny2 resulted in markedly increased glucose and incretin-induced insulin secretion. This
could be at least in part attributed to a higher glucose-dependent cellular metabolism and an
enhanced signal transduction via protein kinase A and is accompanied by elevated levels of
intracellular calcium. Taken together, these results indicate that Eny2 functions as a negative
regulator of glucose-stimulated and incretin-mediated insulin secretion, at least in vitro.
However, a gap of knowledge still remains between the established nuclear functions of
Eny2 and the cellular phenotype we observed upon its suppression. Nevertheless, the
effects of an Eny2-knockdown are glucose dependent and additive to the incretin signaling.
This feature makes this model attractive to obtain new insights in how insulin secretion of (3-

cells proceeds and how to find new therapeutical strategies to treat type 2 diabetes mellitus.



1 Enleitung 1

1 Einleitung

Um eine weitgehende Konstanz der Zusammensetzung von Korperflissigkeiten zu
gewahrleisten, muss der Intermediarstoffwechsel eines Organismus rasch und flexibel auf
Anderungen, wie zum Beispiel Nahrungszufuhr und Nahrungskarenz, reagieren kénnen. Fiir
die Aufrechterhaltung der Glukosehomdostase wird dies durch das koordinierte
Zusammenspiel von vor allem Insulin und Glukagon, beides Hormone des endokrinen
Pankreas, erreicht. Unter der Wirkung von Insulin werden zum einem die Zellen zur
Glukoseaufnahme stimuliert, zum anderen wird ein Substratiberschuss in Form von
Glykogen aber auch als Triacylglycerole in entsprechenden, als Energiedepots fungierenden
Geweben, wie Leber, Fett und Muskulatur gespeichert. Sinkt der Glukosespiegel der
extrazelluldren Flussigkeit, kommt es einerseits zur Hemmung der Insulinfreisetzung und
andererseits kommen der Hauptgegenspieler des Insulins, das Glukagon, aber auch andere
Hormone, wie die Katecholamine und Glukokortikoide, zum Tragen. Diese Insulin-
antagonistischen Hormone bewirken sowohl die Glykogenolyse als auch die
Glukoneogenese, Prozesse bei denen Glukose wieder gebildet wird. Ziel des
Zusammenspiels von Insulin und dessen Antagonisten, wie dem Glukagon, ist die
Aufrechterhaltung physiologischer Blutzuckerwerte, um die Versorgung obligat auf Glukose
angewiesener Gewebe, wie des Zentralnervensystems, zu gewahrleisten. Kommt es zu
einer Stérung des Verhaltnisses dieser Hormone, flihrt dies unweigerlich zu einem gestorten
Kohlenhydratstoffwechsel und demzufolge zu schweren Erkrankungen. Neben
Hypoglykadmie-Syndromen ist hierbei vor allem der Diabetes mellitus von herausragender

klinischer Bedeutung.

1.1 Klinische Bedeutung des Diabetes mellitus

Der Begriff Diabetes mellitus vereint eine heterogene Gruppe von Stoffwechselstérungen,
deren gemeinsames Charakteristikum die Hyperglykdmie ist. Die Ursachen, die dieser
Hyperglykdmie zugrunde liegen, sind jedoch je nach Diabetestyp unterschiedlich und lassen
sich im Wesentlichen auf eine Insulinresistenz, worunter man den Wirkverlust von Insulin an
seinen Zielzellen versteht, einen Insulinmangel oder einer Kombination aus beidem
zurlUckfuhren.

Der Mangel der Insulinwirkung bedingt, dass mit der Nahrung zugefihrte Glukose nur in
vermindertem Umfang von der Leber aufgenommen werden kann. Ebenso ist die Aufnahme
und Verstoffwechselung in den peripheren Geweben, vor allem in der Muskulatur, stark
verlangsamt, wohingegen die hepatogene Glykogenolyse und die Glukoneogenese, bewirkt

durch die kontrainsulindren Hormone, verstarkt ablaufen. Diese Mechanismen fiihren dazu,
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dass die physiologischen Glukosewerte (55-100 mg/dl beim Mensch im venésen Vollblut)
nicht mehr eingehalten werden kénnen. Wird bei mehrmaliger Bestimmung der Glukose im
Blutplasma nuchtern ein Wert von 126 mg/dl oder postprandial ein Wert von 200 mg/dI
Uberschritten, gilt ein Diabetes mellitus als manifest.

Glukose steht den Zellen insulinabhangiger Gewebe ohne hinreichende Insulinwirkung nicht
mehr als energielieferndes Substrat, flr die Aufrechterhaltung der zellularen Funktion, zur
Verfigung. Intrazellular zeigt sich der Diabetes mellitus damit als ein
Glukosemangelzustand, wohingegen es extrazellular zu einem Glukoseiberschuss kommt.
Dieser Glukoselberschuss wird lediglich zu einem geringen Teil, wie Uber die Glukosurie,
direkt beseitigt. Ein weit grofRerer Teil wird jedoch abgelagert oder es kommt zur Aktivierung
anderer Stoffwechselwege, Uber die Glukose umgesetzt wird. Die Folge sind pathologische
nichtenzymatische Glykosylierungen von sowohl Proteinen als auch anderen Stoffen, die als
so genannte AGEs (advanced glycation end products) bezeichnet werden (Shimoike et al.,
2000), weiterhin ein gesteigerter Polyolstoffwechsel (Cameron and Cotter, 1992) sowie eine
gesteigerte Glukose-Umsetzung durch den Hexosaminweg (Veerababu et al., 2000), als
auch, bedingt durch die glukoseinduzierte Diacylglycerinsynthese, eine Aktivierung der PKC
(Proteinkinase C; Inoguchi et al., 2000; Sheetz and King, 2002).

Diese hyperglykdmisch verursachten Pathomechanismen fuhren zu Schadigungen vor allem
im Bereich der kleinen GefaRe und stehen daher im Zentrum der Auffassung Uber die
Entstehung der diabetesassozierten Erkrankungen (Picchi et al., 2010). Die Mehrzahl der
diabetischen Spatkomplikationen, wie Neuro-, Nephro- oder Retinopathien, ist auf solche
Mikroangiopathien zurtckzufiihren. Aber auch Makroangiopathien, deren Folge koronare,
zerebrale und auch periphere arterielle Verschlusskrankheiten, bis hin zum finalen Versagen
entsprechender Organe sind, werden durch eine diabetische Stoffwechsellage begtinstigt.
Um den diabetischen Patienten vor den Sekundarkomplikationen seiner Krankheit zu
schitzen, ist daher die Einstellung einer euglykamischen Stoffwechsellage durch geeignete
Therapien und Medikamente unerlasslich.

Der Diabetes mellitus wird heute in vier Hauptgruppen unterteilt, die ihrerseits in Unterformen
auftreten koénnen. Ein Anteil von 5-10 % der Patienten haben Diabetes mellitus Typ 1
(Daneman, 2006). Es handelt sich dabei um eine der haufigsten Stoffwechselerkrankungen
im Kindes- und Jungendalter, die multifaktoriell- und autoimmunvermittelt zur spezifischen
Zerstorung der insulinproduzierenden B-Zellen des endokrinen Pankreas fuhrt. Mit einem
Anteil von 90 % ist der Diabetes mellitus Typ 2 die weit haufigste Diabetesform (Gerich,
2003). Diese Krankheit entsteht infolge des Unvermdgens der 3-Zelle ausreichend Insulin zu
produzieren, um dem Bedarf des Organismus gerecht zu werden, wobei der erhdhte Bedarf

meist aus einer mangelnden Insulinwirkung an den Zielzellen resultiert.
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Die Ursachen der Gruppe, die als andere spezifische Diabetes-Typen bezeichnet wird, sind
sehr unterschiedlich. Sie reichen von genetisch bedingten Stérungen der Insulinsekretion
oder der B-Zelle Gber Endokrinopathien und Pankreasdefekten bis hin zu Infektionen oder
gehen auf verschiedene Medikamente zurlick.

Bei der Gruppe des Gestationsdiabetes handelt es sich um eine erstmals wahrend der
Schwangerschaft diagnostizierte Glukose-Intoleranz, die sich haufig nach der Geburt wieder
normalisiert, aber auch schon auf einen sich entwickelnden Diabetes mellitus Typ 2
hindeuten kann (Kim et al., 2002).

1.2 Das Pankreas

Das Pankreas spielt eine Schllsselrolle in der Aufrechterhaltung der ernahrungsbedingten
Homoostase, da es sowohl exokrine als auch endokrine Drisenanteile vereint, wobei das
endokrine Pankreas an der Entstehung aller Diabetesformen beteiligt ist.

Das exokrine Pankreas setzt sich aus den Azinuszellen und dem dazu gehdrigem
Gangsystem zusammen. Es ist verantwortlich fiir die Produktion und Sekretion einer Reihe
von Verdauungsenzymen, wie der a-Amylase, Lipasen, RNasen, DNasen, bzw. deren
Vorstufen, wie Trypsinogen und Chymotrypsinogen. Zudem findet im exokrinen Pankreas die
Bildung von Bikarbonat statt, welches eine tragende Rolle bei der Sdure-Base-Balance des
Verdauungstraktes spielt.

Cirka 2 % der Zellen des Pankreas sind jedoch im Inselorgan, den so genannten
Langerhansschen Inseln, kompartimentiert. Diese stellen die funktionelle Einheit des
endokrinen Pankreas dar. Verteilt sind die Langerhansschen Inseln Uber das gesamte
Pankreas, wobei der Hauptanteil beim Menschen im Kérper und im Schwanz dieses Organs
zu finden ist.

In einer Langerhansschen Insel sind finf verschiedene Arten endokriner Zellen clusterartig
organisiert. Das sind mit einem Anteil, der je nach Spezies rund 50-80 % betragen kann
(Brissova et al., 2005; Kulkarni, 2004), die insulinproduzierenden B-Zellen, mit einem Anteil
von 15-20 % die a-Zellen, welche Glukagon bilden, die somatostatinbildenden &-Zellen, die
5-10 % des Inselzellanteils ausmachen sowie die PP- und die erst zu Beginn des 21.
Jahrhunderts identifizierten ¢-Zellen (Prado et al., 2004; Wierup et al., 2002; Wierup et al.,
2004), welche fur die Sezernierung des pankreatischen Polypeptids, bzw. des Ghrelins
verantwortlich sind. Insulin und Glukagon spielen, wie oben aufgeflihrt, antagonistische
Rollen in der Regulation des Glukoselevels. Somatostatin hingegen hat eine parakrine,
inhibitorische Wirkung auf die benachbarten a- und 3-Zellen, wohingegen das pankreatische

Polypeptid hemmend auf die Sekretion des exokrinen Pankreas und des Magensaftes wirkt.
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Uber die Funktion des in den pankreatischen ¢-Zellen produzierten Ghrelins ist man sich
noch nicht schllssig (Heller et al., 2005; Wierup et al., 2002).

1.2.1 Die Embryonalentwicklung des Pankreas

Wahrend der Embryogenese kommt es am Tag 8,5-9,0 (E 8,5-9,0), bei einer sich
entwickelnden Maus, zu dorsalen und ventralen Ausstllpungen des sich aus dem Entoderm
bildenden Duodenums. Diese Auswiichse wachsen, verzweigen und differenzieren sich,
fusionieren miteinander und bilden schlieRlich das Pankreas mit seinen exo- und endokrinen
Anteilen (Edlund, 2002).

Die ersten endokrinen Zellen die erscheinen (E 9,5), sind unreife a-Zellen. Eine
Subpopulation dieser glukagonpositiven Zellen exprimiert gleichzeitig auch Insulin (Teitelman
et al, 1993). Interessanter Weise stellen diese ko-exprimierenden Zellen weder
Vorlauferzellen von ausdifferenzierten a- noch (B-Zellen dar (Herrera, 2000). In signifikanter
Zahl treten die ersten Insulin-produzierenden B-Zellen ab E 13,5 (Herrera et al., 1991) auf,
wahrend die ersten Somatostatin-bildenden &-Zellen ab E 15 anzutreffen sind. Die PP-Zellen
sind schlieBlich die letzten der klassischen Inselzellen, die erscheinen (Pictet et al., 1972).
Diese differenzieren sich erst ab E 18, also kurz vor der Geburt.

Die Entwicklung des Pankreas unterliegt dabei der strengen Kontrolle einer kaskadenartigen
Expression von Transkriptionsfaktoren. Der Transkriptionsfaktor, durch den die
Pankreasorganogenese initiiert wird, ist der Homéodomanen-Transkriptionsfaktor Pdx1
(pancreatic and duodenal homeobox). Wie durch Knockouttiere (Pdx7”) nachgewiesen
wurde, fuhrt ein Fehlen dieses Faktors dazu, dass kein Pankreas angelegt wird (Jonsson et
al., 1994; Offield et al., 1996). Bei einem sich normal entwickelnden Mausembryo ist Pdx71
zwischen dem Tag E 8,5 und E 9 nachweisbar, wahrend sich erste pankreatische
Ausstllpungen des Duodenums erst ab E 9,0-E 9,5 histologisch belegen lassen (Edlund,
2002). Ab dem Tag E 15,5 wird Pdx1 dann ausschlieBlich in den B-Zellen und einigen
wenigen 0-Zellen exprimiert (Edlund, 2001; McKinnon and Docherty, 2001). Ein anderer
Transkriptionsfaktor, der ebenfalls fiir die friihe Pankreasentwicklung wichtig ist, ist der basic
Helix Loop Helix- (bHLH) Transkriptionsfaktor Ptf1a (pancreas specific transcription factor
1a). Anfanglich fur die Entwicklung aller Pankreaszellen, bzw. fir deren raumliche
Anordnung verantwortlich, erstreckt sich seine Expression ab E 13,5 nur noch auf
Vorlauferzellen der Azini (Krapp et al., 1998).

Bedeutsam flr die Einleitung der Bildung der endokrinen Vorlduferzellen ist der bHLH-
Transkriptionsfaktor Ngn3 (neurogenin 3) (Collombat et al., 2003; Gu et al., 2002). Dieser tritt
ab E 9 auf und bewirkt die Initiilerung einer sequenziellen Aktivierung verschiedener weiterer

Transkriptionsfaktoren, wie Is/1, Insm1 (insulinoma-associated 1), NeuroD1 (neurogenic
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differentiation), Arx (aristales-related homeobox) (Ahigren et al., 1997; Gierl et al., 2006;
Naya et al., 1997) sowie Mitglieder der Nkx- (NK-related homeobox) und der Pax- (paired
box) Familie, welche schlielich fur die Zellzahl und die finale Differenzierung der einzelnen
Inselzellpopulationen wichtig sind (Abb. 1.1).

Zwei Transkriptionsfaktoren, Pax4 und Pax®6, sind flir die Auspragung der endokrinen Zellen
von besonderer Bedeutung. Ein Verlust dieser beiden Faktoren hat, wie ein Fehlen von
Ngn3, ein Fehlen jeglicher endokriner Zellen zufolge (Gradwohl et al., 2000). Pax4 tritt dabei
nur voribergehend in der Embryogenese auf und ist flir die Differenzierung von - und &-
Zellen wichtig (Sosa-Pineda et al., 1997). Pax6 hingegen ist ab E 9,5 in allen Inselzellen
bzw. deren Vorstufen prasent und ist auch postnatal noch in allen Langerhanszellen, mit
Ausnahme der e-Zellen, aktiv (Dohrmann et al., 2000; Heller et al., 2005; Sander et al.,
1997).

Endokrine Vorlduferzelle
Ngn3

Insm 1 NeuroD sl

Paxé Paxé Paxé

Arx Pax4
Nkx2.2  Nkx2.2 Nkx2.2

o-Zele pB-Zelle &§-Zele PP-zZele e-Zelle

Glukagon Insulin Somato- Pankreatisches  Ghrelin
statin Polypeptid

Abb. 1.1: Differenzierung endokriner Pankreasinseln und einiger der daran beteiligten
Tanskriptionfaktoren. Ausgehend von einer endokrinen Vorlduferzelle wird die Bildung der einzelnen
Inselzellpopulationen durch entsprechende Transkriptionsfaktoren initiiert (nach Murtaugh, 2007).

1.2.2 Der paired-box-Homoodomanen Transkriptionsfaktor Pax6

Pax6 ist ein evolutionar hoch konservierter Transkriptionsfaktor, der sowohl in Vertebraten
als auch in Invertebraten wesentliche Funktionen wahrend der Embryogenese, aber auch
dariber hinaus, ausubt. Pax6 ist neben der Entwicklung des Pankreas (St-Onge et al., 1997)
auch an der Bildung verschiedener anderer Organe, wie der Nase, des Auges (Grindley et
al., 1995; Quinn et al., 1996) oder des Gehirns beteiligt (Gotz et al., 1998; Grindley et al.,
1997). Wie man beispielsweise an Sey- (small eye) Mausmutanten feststellen konnte (Hill et
al., 1991), fihren homozygote Inaktivierungen von Pax6 zu einem vollstandigen Fehlen von
sowohl Auge als auch Nase. Betroffene Individuen versterben kurz nach der Geburt.

Heterozygote Mutationen duflern sich beim Menschen in Aniridie, wobei die Iris in Teilen
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oder vollstandig fehlen kann (Glaser et al. 1992). Ebenso zeigen sich Defekte in Cornea,
Linse, im optischen Nerv und auch der Retina (Curto et al., 2007). Wegen der Beteiligung
von Pax6 an der Entwicklung des endokrinen Pankreas sind heterozygote Mutationen dieses
Transkriptionsfaktors dariber hinaus oft diabetesassoziiert (Ashery-Padan et al., 2004;
Yasuda et al., 2002).

Pax6 gehort zur Familie der paired box- (pax) Proteine, deren gemeinsames
Strukturmerkmal die Paired-Doméane (PD) am N-Terminus des Proteins ist (Bopp et al.,
1986). Diese ihrerseits setzt sich aus zwei globularen Untereinheiten, der PAI-Subdomane
und der RED-Subdomane, die unterschiedliche DNA-Bindungseigenschaften aufweisen,
zusammen (Czerny et al., 1993; Jun and Desplan, 1996). Dartber hinaus verfiigt Pax6 Uber
eine zweite DNA-Bindedomane. Dies ist die Homéodoméane (HD), die durch ein Glutamin-
und Glycin-reiches Linkersegment mit der PD verbunden ist (Abb. 1.2). Neben der DNA-
Bindung ist die HD ebenfalls in der Lage, Protein-Protein-Interaktionen einzugehen. HD und
PD konnen sich so gegenseitig bei der DNA-Bindung beeinflussen (Jun and Desplan, 1996;
Mishra et al., 2002; Singh et al., 2000). Am carboxyterminalen Ende von Pax6 befindet sich
eine Prolin/Serin/Threonin- (PST) reiche Region, die so genannte Transaktivierungsdomane
(TA; Tang et al., 1998; Walther and Gruss, 1991).

Fir das Pax6-Gen sind verschiedene Splice-Varianten beschrieben worden (Anderson et al.,
2002; Epstein et al., 1994; Mishra et al., 2002). Die meisten betreffen die PD, bei welcher es
oft zu einer Integration eines zusatzlichen, 14 Aminosauren grof3en Fragmentes, dem Exon
5a [Pax6(5a)], kommt (Abb.1.2). Je nach Abwesenheit oder Prasens des Exon 5a andern
sich die Bindungseigenschaften des Pax6 Transkriptionsfaktors durch die PD. Wahrend die
kanonische, Exon 5a-freie Form, via PAI-Subdomane an die DNA des Zielgens bindet,
bedingt die Insertion des Exon 5a eine Bindung durch die RED-Subdomane (Epstein et al.,
1994). Das richtige Verhaltnis dieser Splice-Varianten ist unter anderem wichtig bei der
Differenzierung bestimmter Organe, wie zum Beispiel dem Auge (Dominguez et al., 2004;
Singh et al., 2002).

Ebenso wie die beschriebenen Splice-Varianten der PD spielen die verschiedenen Doméanen
von Pax6 bei der Auspragung unterschiedlicher Organe distinkte Rollen.

Dies scheint auch die Pankreasinseln zu betreffen. Wahrend Pax6-Knockout-Mause (Pax6™)
keinerlei a-Zellen bilden, eine reduzierte B-Zellzahl und auch eine desorganisierte
Inselstruktur aufweisen (St-Onge et al., 1997), ist der Phanotyp der Sey-Mutanten weit
weniger ausgepragt. Bei dieser Mutation entsteht ein trunkiertes Pax6-Protein mit
Deletionen, die entweder die HD und TA oder nur die TA betreffen (Pax6°%, Pax6°%""*"; Hill
et al., 1991; Sander et al., 1997). Bei dieser Mutation kommt es zwar zur Differenzierung

aller endokrinen Zellen, jedoch sind diese in ihrer Zellzahl reduziert.
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Exon5a
xoné

2 M = T

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des paired-box-Homéodomanen-Transkriptionsfaktors Pax6.
Das Pax6-Protein besteht aus verschiedenen Domanen. N-Terminal befindet sich die so genannte Paired-
Doméne (PD), welche uber ein Linkersegment mit der Homéodomane (HD) verbunden ist. C-Terminal
befindet sich die Prolin-, Serin-, Threonin-reiche Transaktivierungsdomane (TA). Durch alternatives
Spleil’en kann es zur Insertion eines 14 Aminosauren groen Segmentes, dem Exon 5a, kommen.

-

1.2.3 Die B-Zelle

Die pB-Zelle ist die hochspezialisierte endokrine Zelle, welche das einzige
blutzuckersenkende und daher auch bedeutendste anabole Hormon des Organismus, das
Insulin, bildet. Dieses 5,8 kDa groRe Proteohormon wird zusammen mit dem C-Petid,
welches wie Insulin aus dem Proinsulin hervorgeht, auf einen Stimulus hin sezerniert.

Sowohl fiir die Entwicklung als auch Differenzierung der 3-Zelle wahrend der Embryogenese
spielen, wie oben erwahnt, viele Transkriptionsfaktoren, wie NGN3, Pax4, Pax6, Pdx1 eine
wichtige Rolle (Gradwohl et al., 2000; Jonsson et al., 1994; Offield et al., 1996; Sosa-Pineda
et al., 1997). Aber auch postnatal sind viele dieser Proteine, unter ihnen Pdx1, der
Insulinrezeptor (IR), die Insulinrezeptorsubstrate-1 und -2 (IRS-1, -2), for das B-
Zellwachstum, die B-Zellreplikation sowie fir die Aufrechterhaltung des [B-Zell-Phanotyps
unentbehrlich (Bruning et al., 1997; Melloul et al., 2002; Otani et al., 2004). Pdx1
beispielsweise ist der Hauptregulator der Insulin-Gen-Expression und interagiert ebenso mit
den Promotorregionen mehrerer anderer Gene, darunter auch die IAPP (Islet Amyloid
Polypeptide), der Glukosetransporter-2 (Glut-2) oder die Glukokinase (Melloul, 2004). Dieser
Transkriptionsfaktor ist daher, neben anderen, ein entscheidender Regulator fir die

wesentlichste Funktion der 3-Zelle, die Insulinsekretion.

1.2.3.1 Insulinsekretion

Die glukosestimulierte Insulinsekretion

Der primare Ausléser der Insulinsekretion ist Glukose (Matschinsky, 1996). Steigt die
extrazellulare Glukosekonzentration Uber einen Wert von ~5mM (Matschinsky and Collins,
1997), beginnt die B-Zelle mit einer gesteigerten Insulinsekretion. Unter physiologischen
Bedingungen verlauft die Sekretion des Hormons dabei kongruent mit steigenden
Blutglukosespiegeln bis zu einem Blutglukosewert von ~20mM und gewahrleistet somit den

Aufrechterhalt der Normoglykdmie des Organismus.
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Zwei Schlisselkomponenten, welche die Starke der Insulinsekretion an die extrazellulare
Glukosekonzentration koppeln, sind ein in der Membran der B-Zelle verankertes
Glukosetransportprotein (Glut-2 bei Nagern; hLAT1 beim Menschen) und die Glukokinase.
Uber das Glukosetransportprotein, ein hoch-K,, Glukosetransporter, wird die Hexose von den
B-Zellen aufgenommen und durch die Glukokinase phosphoryliert. Dieses Enzym besitzt
ebenfalls, wie auch das Glukosetransportprotein, eine geringe Affinitat fur Glukose und
determiniert daher die Glykolyse- und damit auch Glukosemetabolismusrate der 3-Zelle. Das
entstandene Glukose-6-Phosphat wird tber die weiteren Schritte der Glykolyse zu Pyruvat
metabolisiert, welches dem Tricarbonsaure-Zyklus (TCA-, Citrat- oder Krebs-Zyklus) der
Mitochondrien zugefiihrt wird. Uber die Generierung verschiedener Reduktionséquivalente,
wie NADH und FADH, (Ishihara et al., 1999), wird die Elektronentransportkette aktiviert.
Dieses flihrt zu einer Hyperpolarisation der mitochondrialen Membran und stellt damit den
entscheidenden Schritt fir die Bildung von ATP (Adenosintriphosphat) aus ADP
(Adenosindiphosphat) auf der extramitochondrialen Seite. Die Erhéhung des zytosolischen
ATP/ADP Verhaltnis fahrt zum Verschluss plasmamembranstandiger ATP-abhangiger
Kalium-Kanale (K'atp-Kanale) (Ashcroft and Gribble, 1999; Rorsman, 1997). Diese Kanale
setzen sich sowohl aus einer porenformenden, Kir6.2, als auch einer regulatorischen
Untereinheit, SUR1 (sulphonylurea receptor), zusammen (Aguilar-Bryan and Bryan, 1999;
Seino, 1999). Die Bindung von ADP an SUR1 bewirkt die Offnung des K'arp-Kanals, was
unter nicht-stimulatorischen Glukosebedingungen, unter welchen das ATP/ADP-Verhaltnis
zu Gunsten des ADP’s verschoben ist, zum Ruhemembranpotential der B-Zelle beitragt. Die
Bindung von ATP an Kir6.2 hingegen fuhrt zum Verschluss des Kanals, was die
Depolarisation der Zelle nach sich zieht (Gribble et al., 1998; Henquin et al., 2003). Bei
Erreichen eines Schwellenpotentials kommt es zur Offnung, ebenfalls membranstandiger,
spannungsabhangiger Kalzium-Kanale (L-Type VDCC, voltage dependent calcium channels)
und damit zum Einstrom von Kalziumionen. Die daraus resultierende Erhéhung der
intrazelluldren Kalziumkonzentration ([Ca®']) stellt das Trigger-Signal fiir die Exozytose
Insulin-haltiger Granula dar, ein Prozess, der eine Reihe weiterer Proteine, wie die SNAREs
(soluble N-ethylmalemide-sensitive factor attachment protein receptors), GTP-binding
proteins sowie das Zytoskelett involviert (Kowluru, 2003; Lang, 1999; Leung et al., 2007; Li et
al., 2004). Fur die Repolarisation der pankreatischen (-Zelle spielen spannungsabhangige
Kalium-Kandle (K,-Kanale) eine entscheidende Rolle. Sie 0ffnen infolge der
glukoseinduzierten Membrandepolarisation und bewirken so den Auswartsstrom positiv
geladener Kalium-lonen.

Neben dem oben beschriebenen, so genannten Triggering Pathway, wird die
glukoseinduzierte Insulinsekretion in den pankreatischen B-Zellen noch durch einen anderen

Weg kontrolliert, der ebenfalls vom Glukosemetabolismus der Zellen abhangt. Dieser, als



1 Enleitung 9

Metabolic Amplifying Pathway bezeichnete Verstarkungsmechanismus des Triggering-
Pathways (Henquin, 2009), ist jedoch nicht direkt von den K*arp-Kanalen abhangig und fiihrt
auch zu keiner weiteren Erhdhung der [Ca?'], wie zwei unabhingige Studien belegen
konnten (Gembal et al., 1992; Sato et al., 1992; Sato et al., 1999). Sie zeigten an Maus- bzw.
Ratteninseln, dass trotz depolarisierender extrazellularer KCI-Konzentration in Anwesenheit
von Diazoxid, eine Substanz, welche die Offnung der K*arp-Kanale bewirkt, eine Steigerung
der Insulinsekretion durch Erhéhung der Glukosekonzentration moglich ist.

Uber mégliche Komponenten oder Effektoren, die diesen Weg der Verstarkung der
Insulinsekretion induzieren, ist man sich noch uneins. Es werden unter anderem sowohl
ATP, cAMP, NADPH/NADP" (Panten and Rustenbeck, 2008), Intermediarprodukte des TCA
sowie die Proteinkinasen A und C (PKA, PKC), Phospholipase A,, ebenso die Insulin-
Granula-Translokation durch das Zytoskelett diskutiert (Chen et al., 2008; Henquin, 2000;
Rorsman and Renstrom, 2003; Sato and Henquin, 1998).

Sowohl in vivo als auch in vitro zeigt die glukosestimulierte Insulinsekretion einen typischen
biphasischen Verlauf. Die erste Phase auflert sich mit einer schnellen, jedoch transienten
Zunahme der Sekretionsaktivitat, als Folge des schnellen Anstiegs der [Ca?'], nach
entsprechendem Glukosestimulus. Die erste Phase umfasst eine Dauer von circa 10-15
Minuten und geht schlieRlich in die zweite Phase Uber. Diese ist durch eine stabil
anhaltende, teilweise oszillatorisch verlaufende und zum Teil auch wieder ansteigende
Insulinsekretion gekennzeichnet (Henquin, 2009).

Ausgehend von der Hypothese uUber die Existenz verschiedener Pools insulinhaltiger
Granula (Bratanova-Tochkova et al., 2002) ist fUr die schnelle Exozytose wahrend der ersten
Phase der Insulinsekretion der so genannte releasable Pool verantwortlich. Dieser umfasst
sowohl sich in unmittelbarer Nahe zur Membran befindliche als auch bereits an die Membran
gebundene, zur Sekretion bereite Exozytosevesikel, die auf einen Ca?*-Stimulus hin ihren
Inhalt in den Extrazellularraum entleeren (Barg et al., 2002). Wahrend der zweiten Phase
kommt es zum Transport, zur Reifung sowie zur Membranverschmelzung insulinhaltiger
Granula aus dem so genannten Reserve-Pool. Diese letzt genannten Prozesse sind, neben
Kalzium, auch abhangig von dem Energie-Status der B-Zelle und werden daher vermutlich

eher vom Metabolic Amplifying Pathway beeinflusst (Rorsman and Renstrom, 2003).

Die inkretinvermittelte Insulinsekretion
Die Insulinsekretion der B-Zelle wird nicht nur allein durch Glukose kontrolliert. Andere
Faktoren, wie Fettsduren oder Aminosduren, tragen ebenfalls zur Potenzierung der

glukoseinduzierten Insulinsekretion bei (Boden, 2005; Floyd et al., 1966; Newgard and
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McGarry, 1995; Zawalich et al., 2004). Gleichermallen unterliegt sie auch der neuronalen
und hormonellen Regulation. Dies schlieRt, neben der pakrinen Wirkung anderer
Inselhormone sowie der autokrinen Wirkung des Insulins selbst, auch die insulinotrophischen
Effekte so genannter Inkretin-Hormone mit ein. Inkretine sind Hormone, die von
enteroendokrinen Zellen des Darms gebildet und durch einen neuronalen Stimulus oder
durch Stimulation infolge von Nahrungsaufnahme sezerniert werden. Von besonderer
Bedeutung sind hierbei das gastroinhibitorische Peptid (GIP) sowie das GLP-1 (Glucagon
Like Peptide-1), die beide in Synergie zur Glukose eine deutliche Steigerung der
Insulinsekretion hervorrufen. Wie angedeutet, ist jedoch in jedem Fall die Anwesenheit von
Glukose als primarer Ausloser der Insulinsekretion essentiell.

Das mit dem Glukagon strukturverwandte GLP-1 wird von den L-Zellen der intestinalen
Mukosa gebildet. Es entsteht durch alternatives Splicen des Proglukagongens durch die
Prohormonkonvertase 1 (Dhanvantari et al., 2001). GLP-1 bindet an spezifische,
membranstandige, heptahelikale Transmembranrezeptoren der 3-Zelle und aktiviert so Gber
ein gekoppeltes heterotrimeres G-Protein (Thorens et al., 1993) die Adenylatcyklase (AC;
(Delmeire et al., 2003). Dies wiederum fuhrt zur Erhéhung der intrazelluldaren cAMP-
Konzentration, was auf der einen Seite zur Aktivierung des PKA-Signalweges (Wang et al.,
1999) und auf der anderen Seite zur Aktivierung des Epac- (exchange proteins directly
activated by cAMP; de Rooij et al., 1998) Signalweges flhrt (Holz, 2004). Uber diese beiden
Signalwege werden dann andere Effektoren, wie die K'arp-Kanale (Holz et al., 1993; Kang et
al., 2006), L-Type VDCC (Britsch et al., 1995; Ammala et al., 1993), Ky-Kanale (Ashcroft and
Rorsman, 1989; MacDonald et al., 2003), nicht-selektive lonenkanéle (Leech and Habener,
1997), aber auch intrazellulare Kalzium-Kanale des ER’s (Gromada et al., 1995; Holz et al.,
1999; Kang et al., 2005) sowie direkt an der Exozytose insulinhaltiger Vesikel beteiligter
Komponenten (Renstrom et al., 1997), in ihrer Aktivitdt moduliert und bewirken letztlich die

Zunahme der glukoseinduzierten Insulinsekretion.

1.2.3.2 Insulinwirkung in den peripheren Geweben

Insulin ist, neben der Stimulation der Zellen zur Glukoseaufnahme, fiir eine Vielzahl anderer
Signalwege verantwortlich, welche die Gewebsdifferenzierung, das Zellwachstum sowie
Genexpression und Proteinsynthese beeinflussen (Desbois-Mouthon et al., 2000). Neben
anderen Geweben fallen, wegen ihrer Masse und der Stoffwechselbedeutung fur den
Organismus, besonders die Muskulatur, das Fettgewebe und die Leber als Insulin-
empfindliche Gewebe ins Gewicht. Dort bindet Insulin an seinen membranintegralen
Rezeptor, ein Tetramer aus zwei verschiedenen Untereinheiten mit Tyrosinkinase-Aktivitat.

Nach Aktivierung der Tyrosinkinase und Autophosphorylierung des Insulinrezeptors kommt
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es zur Rekrutierung spezifischer Proteine. Die wichtigsten dieser so genannten Adapter-
Proteine sind die Insulinrezrezeptorsubstrate (IRS) und von ihnen insbesondere IRS-1 und
IRS-2. Diese werden durch die Tyrosinkinase-Aktivitat an verschiedenen Tyrosinresten
phosphoryliert und stellen ihrerseits wiederum Aktivatoren fir andere Proteine, wie der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) oder der Proteinkinase B (PKB) dar. Es kommt zur
Induktion verschiedener anderer gewebsspezifischer Signaltransduktionsmechanismen, die,
zumindest in den Myo- und Adipozyten, zur Translokation des Glukosetransporters-4 (Glut-4)
(Huang and Czech, 2007) in die Zellmembran und damit zur Aufnahme von Glukose in diese
Gewebe flihren. Weiterhin kommt es zur Induktion der Genexpression von in die Glykolyse
und Lipogenese involvierten Enzymen sowie zur Repression von Glukoneogenese- und
Lipolyse-Enzymen. In den Hepatozyten hingegen bewirkt Insulin keine Translokation von
Glukosetransportmolekilen. Sie besitzen, wie die pankreatische B-Zelle, konstitutiv in die
Membran integrierte Glukosetransporter vom Typ 2 (Glut-2) und nehmen Glukose, innerhalb
gewisser Grenzen, ebenfalls proportional zur extrazelluldren Glukosekonzentration auf.
Insulin bewirkt in den Leberzellen, neben anderen Effekten, vor allem, dass Enzyme der
Glykogenolyse reprimiert und die der Glykogensynthese aktiviert werden (Lee and White,
2004).

Neben den angeflhrten Effekten zur Senkung der Blutglukose und damit zur Einstellung
einer normoglykdmischen Stoffwechsellage in den peripheren Geweben ist Insulin auch
para- und autokrin aktiv. Durch die autokrine Wirkung des Insulins kommt es in der 3-Zelle,
ebenfalls Uber die Phosphorylierung von IRS-2 (Kim and Novak, 2007), zur Aktivierung einer
Reihe von Signalkaskaden, die auf verschiedenen Ebenen die glukoseinduzierte
Insulinsekretion, die Insulinsynthese an sich, aber auch das Wachstum der B-Zelle
beeinflussen. Neben Anderen stellen moglicherweise diese Rickkopplungsmechanismen
wichtige  Angriffspunkte  fir  pathophysiologische  B-Zellfunktion im Zuge der

Diabetesentstehung dar.

1.3 Bedeutung der Pankreasinsel sowie der B-Zelle fiir die
Diabetesentstehung

1.3.1 Typ 1-Diabetes mellitus

Diese Form des Diabetes mellitus manifestiert sich zumeist bereits im juvenilen Alter, kann
jedoch, wie im Fall des Latent Autoimmune Diabetes with onset in Adults (LADA), auch erst
im Erwachsenenalter auftreten.

Bedingt durch eine Autoimmunreaktion fuhrt diese Erkrankung mehr oder weniger rasch,

zum Teil auch Uber Jahre verlaufend, zu einer progredienten spezifischen Destruktion der [3-
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Zellen des endokrinen Pankreas, was wiederum einen akuten Insulinmangel und damit eine
Hyperglykdmie mit allen Folgeerscheinungen zur Konsequenz hat.

Die Ursachen, die dieser Krankheit zugrunde liegen, sind bisher jedoch unvollkommen
verstanden. Diskutiert werden sowohl genetische, als auch Erndhrungs- beziehungsweise
Umgebungskomponenten.

Im Zusammenhang mit den genetischen Faktoren konnte eine Assoziation zwischen der
Krankheitsanfalligkeit und den MHC-Klasse-ll-Allelen HLA-DR3 und HLA-DR4 festgestellt
werden (Nerup et al., 1974). Aber auch andere Genloci, die das Insulingen betreffen (Bain et
al., 1992), wie beispielsweise die VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) oberhalb des
Insulingens oder eine Splice-Variante des T-Zell-Funktionsregulators CTLA-4 (Ueda et al.,
2003), werden mit der Krankheitspradisposition in Verbindung gebracht. Der Genotyp allein
entscheidet jedoch meist nicht, ob es zur Erkrankung kommt. Moglicherweise bedarf es
hierflr eines Triggerereignisses. Hierfir stehen zum Beispiel Virusinfekte (Hyoty et al., 1988;
Yoon et al., 1978; Yoon et al., 1978), die frihe Exposition gegentber Kuhmilch oder Gluten
(Ludvigsson, 2006; Wasmuth and Kolb, 2000), aber auch verschiedene Toxine in der
Diskussion.

Entweder spontan oder infolge eines solchen Auslésefaktors beginnt die Erkrankung, bei
vorliegender genetischer Pradisposition, mit einer Insulitis, worunter man die Infiltration der
pankreatischen Inseln mit Immunzellen versteht. Wie Untersuchungen an Tiermodellen aber
auch am Menschen belegen, handelt es sich bei den primar infiltrierenden Zellen vorwiegend
um Makrophagen, dendritische Zellen, aber auch um T-Lymphocyten (Hanenberg et al.,
1989; Imagawa et al., 2001). Lokalisiert sind sie, in dem als Peri-Insulitis bezeichnetem
frihem Stadium der Erkrankung, noch Uberwiegend in der Peripherie der Insel (Burkart and
Kolb, 1996; Dahlen et al., 1998). Durch die Freisetzung zytotoxischer Mediatoren, wie
Stickstoffmonoxid (NO) oder inflammatorischer Zytokine, wie verschiedene Interleukine (IL-
1B, IL-10), Interferon-y (INF-y) oder dem Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), bewirken die
Makrophagen und T-Lymphozyten jedoch ein Voranschreiten der Inselinfiltration. In den [3-
Zellen werden entsprechende apotoseinitiierende Signalkaskaden, wie der Fas-Signalweg
(Mandrup-Poulsen, 1996), aktiviert. Es kommt zur Rekrutierung weiterer Makrophagen, T-
Lymphozyten, aber auch NK-Zellen. Schlie3lich fihrt die Insulitis mit hoher Selektivitat zu
einer vollstandigen Destruktion der 3-Zellen, wahrend andere Inselzellen verschont bleiben.
Begleitet wird die Erkrankung in 85-90 % der Falle durch das Auftreten zirkulierender
Autoantikérper, was die autoimmune Reaktivitdt dieser Krankheit wiedergibt. Diese
Antikorper, die unter anderem gegen Inselzellstrukturen (ICA, Islet Cell Antibodies), Insulin
(IAA, Insulin-Autoantibodies), die Glutamatdekarboxylase (GAD65, Glutamic Acid
decarboxylase) oder gegen die Tyrosinphosphatase (lA-2, /nulinoma-Associated tyrosine

phosphatase) gerichtet sein kdnnen, entstehen sekundér als Folge der Freisetzung von
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Autoantigenen aus den Inseln und tragen nach heutigem Kenntnisstand selbst nicht zur
Zerstdrung der B-Zellen bei (Martin et al., 2001). Sie dienen als diagnostische Indikatoren fir
den Nachweis des Diabetes mellitus Typ 1. Da sie auch bereits in der pradiabetischen Phase
prasent sind, erlauben sie zudem die Friherkennung der Erkrankung und erméglichen so die

Einleitung entsprechender Praventivmalinahmen.

1.3.2 Typ 2-Diabetes mellitus (T2DM)

Der T2DM ist, wie die erhohte Pravalenz innerhalb von Familien betroffener Personen oder
innerhalb bestimmter Bevolkerungsgruppen zeigt, ebenfalls genetisch determiniert (Scott et
al., 2007; Sladek et al., 2007; Suchindran et al., 2009), wobei die genetische Anlage jedoch
nicht mit der des Typ 1-Diabetes mellitus identisch ist. Zusammen mit erworbenen
Umweltfaktoren, wie Adipositas, Bewegungsarmut, Rauchen (Targher et al., 1997), aber
auch ein hoheres Alter, bewirkt die Erkrankung eine gravierende Stérung des Kohlenhydrat-
sowie des Lipidstoffwechsels.

Charakteristisch fir die Pathogenese des T2DM ist eine Sekretionsinsuffizienz der B-Zelle in
Verbindung mit einer peripheren Insulinresistenz (Kahn and Flier, 2000; Kahn, 2000).
Welches die molekularen Mechanismen sind, die zu einer mangeinden Insulinwirkung an
den Zielzellen fihren, ist noch nicht abschlieRend geklart. In vielen Fallen konnte man
zeigen, dass zum Beispiel ein Postrezeptordefekt (z.B. Glut-4) in entsprechenden Zellen eng
mit der Insulinresistenz korreliert, wobei dieser oft sekundar infolge gestorter Signalkaskaden
(z.B. IRS Signalkaskade) auftritt (Goodyear et al., 1995; Rung et al., 2009; Virkamaki et al.,
1999).

Nach aktuellen Erkenntnissen sind die Ursachen der B-Zelldysfunktion polygenen Ursprungs,
wahrend die Ursachen, die der Insulinresistenz zugrunde liegen, auf externe Faktoren
zurtckzufiihren sind, wobei der Anteil der Genetik daran noch unklar ist (Ahlgvist et al.,
2011; Muoio and Newgard, 2008; Rung et al., 2009). Wie die hohe Zahl lbergewichtiger
Menschen mit Typ 2-Diabetes mellitus zeigt, ist dieser Diabetestyp zudem haufig Adipositas-
assoziiert (Maes et al., 1997). Ferner weisen viele dieser adipésen Patienten eine arterielle
Hypertonie sowie eine Dyslipidamie im Rahmen des metabolischen Syndroms auf.

Der aus der Insulinresistenz resultierende Mehrbedarf an Insulin, um eine physiologische
Blutglukose aufrecht zu halten, wird anfangs noch erfolgreich von der B-Zelle, durch
Erhéhung der B-Zellmasse, aber auch durch Verbesserung der sekretorischen Funktion,
kompensiert (Polonsky, 2000). Wird in diesem pradiabetischen Stadium nicht durch
geeignete Therapien, wie Erndhrungsumstellung, sportliche Aktivitat oder mittels geeigneter

Medikamente, interveniert, kommt es bei entsprechender genetischer Pradisposition bald zu
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einer eingeschrankten B-Zell-Kompensationskapazitat, bis hin zur B-Zell-Apoptose (Unger
and Zhou, 2001).

Wie letztendlich die Insulinresistenz zum Versagen der B-Zellen fiihrt, ist bisher jedoch
unzureichend verstanden. Inflammatorische Mediatoren, wie IL-1, IL-6 ,TNF-a, eine erhohte
Stresssituation des ER’s (Araki et al., 2003; Donath and Halban, 2004), zum Beispiel infolge
der erhdhten Insulinsynthese, das Auftreten reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, Reactive
Oxygen Species) (Kajimoto and Kaneto, 2004), gleichermalRen der Verlust fundamentaler
Komponenten der Sekretionsmaschinerie oder chronisch erhéhte intrazellulare Kalzium-
Level sowie die Akkumulation von IAPP (/slet Amyloid Polypeptide) (Kahn et al., 1999) in der
B-Zell-Membran und weitere Mechanismen werden in diesem Zusammenhang diskutiert.

Die auftretenden metabolischen Abnormalitaten, wie Hyperglykdmie und Hyperlipidamie,
verstarken noch zusatzlich die schlechte B-Zell-Situation. Briaud et al. konnten z.B. zeigen,
dass eine bestehende chronische Hyperglykamie zur Aktivierung des mTor-Signalweges
(mammalian Target of Rapamycin) in der B-Zelle fihrt und es infolge dessen zur IRS-2-
Phosphorylierung an den Aminosauren Serin (Ser) und Threonin (Thr) kommt (Briaud et al.,
2005). Entgegen der physiologischen Phosphorylierung der IRS-2-Moleklle an Thyrosin
(Lingohr et al., 2002; Lingohr et al., 2002) induziert die Ser/Thr-Phosphorylierung eine
Degradation des IRS-2 und nachfolgend die B-Zell-Apotose. Ebenso bedingt auch eine
bestehende chronische Hyperlipidamie die B-Zell-Apoptose, da sie Uber die Aktivierung so
genannter nPKC (novel class of Protein Kinase C isoforms) ebenfalls eine Ser/Thr-
Phosphorylierung des IRS-2 bewirken kann (White, 2002; Zick, 2001). Andere gluko- /
lipotoxisch induzierte Mechanismen, wie die Entstehung von Ceramiden aus der Fettsaure
Palmitat, tragen ebenfalls zur Verschlechterung der B-Zellfunktion und schlief3lich zu ihrer
Destruktion bei (Unger and Zhou, 2001; Wrede et al., 2002).

Nicht zu unterschatzen ist die Rolle der pankreatischen a-Zellen in der Pathogenese des
T2DM. Aufgrund der B-Zelldysfunktion und gleichermalRen des B-Zellverlustes sowie der
damit verbundenden nicht mehr vorhandenen inhibitorischen Wirkung des Insulins findet die
Glukagon-Suppression nur eingeschrankt statt. Darliber hinaus zeigt sich eine Zunahme der
relativen a-Zellzahl in den Langerhansinseln (Deng et al., 2004; Guardado-Mendoza et al.,
2009; Yoon et al., 2003). Diese Umstande bedingen eine Beschleunigung der T2DM-
Pathogenese, da die gesteigerte Glukagonwirkung einen weiteren Anstieg des
Blutglukosespiegels induziert (Surampudi et al., 2009).

Morphologisch betrachtet weist die pankreatische Insel wahrend der T2DM-Manifestation
eine desorganisierte Inselstruktur mit so genannten Amyloid-Plaques, eine reduzierte (-
Zellzahl (Jaikaran and Clark, 2001; Kahn et al., 1999; Rhodes, 2005) und eine erhdhte
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relative a-Zellzahl auf (Clark et al., 1988). Zudem férdert die fortschreitende Zellzerstérung

eine Infiltration von Immunzellen in das Inselgewebe (Ehses et al., 2009; Ehses et al., 2007).

Der Typ 2 Diabetes mellitus hat sich aufgrund seiner in den letzten Jahrzehnten
zunehmenden Inzidenz, vor allem auch bei jingeren Menschen (Alberti et al., 2004), zu
einem weltweit groRen gesundheitspolitischen Problem entwickelt (Zimmet et al., 2001).

Da der T2DM sowohl bei Uber- als auch normalgewichtigen Personen mit einer
eingeschrankten B-Zellfunktion, wie auch einer inadaquat niedrigen 3-Zellmasse, einhergeht
(Butler et al., 2003), kommt dem Verstandnis der physiologischen Adaptationsmechanismen
der pankreatischen B-Zelle besonderes Interesse zu. Zum Studium solch physiologisch
stattfindender Adaptationsvorgange bietet beispielsweise die murine Schwangerschaft ein

geeignetes Modell.

1.4 Adaptation der B-Zelle an den metabolischen Bedarf — Modell
der murinen Schwangerschaft

Die Fahigkeit, optimale Blutglukosespiegel unter verschiedenen metabolischen
Gegebenheiten aufrecht zu erhalten, ist abhangig von einer adaquaten Insulinproduktion
sowie Insulinsekretion. Dies wiederum erfordert eine angepasste B-Zellzahl und B-ZellgréRie,
zusammengefasst als p-Zellmasse, aber auch eine entsprechend angepasste B-Zellfunktion.
Insulin selbst, Inkretine, Wachstumsfaktoren wie |IGF (/nsulin-like Growth Factor) oder EGF
(Epidermal Growth Factor), Zellzyklusregulatoren, aber auch andere Hormone und Glukose
sind Faktoren, Uber die diese GroéRRen reguliert und an den Stoffwechsel gekoppelt werden
(Bouwens and Rooman, 2005).

Unter Normbedingungen ist die B-Zellmasse relativ konstant. Dass sie jedoch, um eine
metabolische Homdostase zu gewahrleisten, sehr adaptiv ist, zeigt die auftretende
Hyperinsulinamie infolge der Adipositas-assoziierten und auch nicht-adipdsen
Insulinresistenz. Im Zuge der Kompensierung kommt es bei Nagern (Pick et al., 1998) aber
auch bei Menschen (Butler et al.,, 2003) zu einer Zunahme der B-Zellfunktion sowie zur
Zunahme der B-Zellmasse. Ein Anstieg der B-Zellmasse kann auch durch einen mehr oder
weniger kurzfristigen Mehrbedarf an Insulin, beispielsweise nach erhdhter Nahrstoffzufuhr,
ausgelost werden. Ein Beispiel dafiir bietet die glukoseinduzierte voriibergehende
Hyperplasie und Hypertrophie pankreatischer 3-Zellen bei Ratten. Hier bewirkte eine nur 24-
stiindige Glukoseinfusion eine reversible Zunahme der B-Zellmasse um 50 % (Bernard et al.,
1999). Nach Wegfall des Glukosestimulus kam es rasch wieder zum Erreichen des

Basalniveaus.



1 Enleitung 16

Auf zelluladrer Ebene aufiern sich die Adaptationsvorgange durch eine verstarkte Synthese
des Insulins, einen gesteigerten  Glukosemetabolismus  sowie  verbesserte

Sekretionsmechanismen.

1.4.1 Adaptationsvorgange wahrend der murinen Schwangerschaft

Resultierend aus dem erhohten Mehrbedarf an Insulin, angesichts der zunehmenden
Insulinresistenz aufgrund des sich entwickelnden Fétus, kommt es, vor allem wahrend der
zweiten Halfte der Schwangerschaft, ausgelést durch die Hormone Prolaktin und plazentares
Laktogen (HPL, human placental lactogen), ebenfalls zu einer erhohten (-Zell-Expansion
(Parsons et al.,, 1995; Sorenson and Brelje, 1997), wohingegen andere endokrine Zellen
diesbezuglich kaum Veranderungen unterliegen.

Vorwiegend Studien an Nagetieren konnten zeigen, dass die B-Zellmasse am Ende der
Schwangerschaft um das 2-3-fache erhdht ist. Aber auch aus humanen Autopsien geht
hervor, dass ahnliche Kompensationsmechanismen auch beim Menschen stattfinden (Van
Assche et al., 1978).

Der enorme Anstieg der B-Zellmasse geht dabei mit einer bis zu 10-fach gesteigerten
Proliferationsrate einher. Diese zeigt ihr Maximum, bei einer maximal 21 Tage dauernden
murinen Schwangerschaft, zwischen dem Tag 10 bis 14 (Karnik et al., 2007; Kim et al.,
2010) und wird ebenfalls von einer stark erhdhten Sekretionskapazitat seitens der p-Zellen
begleitet (Abb.3.1). Innerhalb weniger Tage nach Beendigung der Tragezeit flhrt ein relativ
schneller Abfall der B-Zellmasse dazu, dass rasch wieder Ausgangsniveau erreicht wird.
Besonders apoptotische Prozesse, neben einer verminderten Proliferation, zeigen sich fir
diesen B-Zellverlust verantwortlich (Bonner-Weir, 2000).

Da ein B-Zellverlust, aber auch eine eingeschrankte Insulinsekretion offensichtlich zur
Pathogenese des Diabetes beitragen, kénnten diejenigen adaptiven Prozesse und Faktoren,
welche die enorme B-Zellproliferation, aber auch verbesserte —funktion wahrend der
Schwangerschaft  bedingen, Schlisselmolekile und —-mechanismen fir die

pharmakologische Behandlung dieser Krankheit darstellen.
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Abb. 1.3 Physiologische Adaptationsvorgidnge endokriner p-Zellen wahrend der murinen
Schwangerschaft.

Im Zuge des erhdhten Bedarfs an Insulin kommt es, aufgrund gesteigerter Proliferationsvorgange, zwischen
dem 10.-14. Tag einer durchschnittich 20 Tage dauerndern Schwangerschaft bei Mausen zu einem
erheblichen Anstieg der [p-Zellmasse. Eine verstarkte Apoptose bedingt nach Beendigung der
Schwangerschaft einen schnellen Abfall der B-Zellmasse auf das Ausgangsniveau (Lechner, unveréffentlichte
Ergebnisse).

1.5 Ziele der Arbeit

Der Typ 2 Diabetes mellitus ist schon heute eine der weltweit am haufigsten auftretenden
Stoffwechselerkrankungen. Trotz einer intensiven Forschung, vielfaltiger Therapien und
Medikamente ist sie bisher nur ungenligend behandelbar und geht nicht selten mit
diabetesassoziierten Sekundarerkrankungen einher. Funktionsstérungen der pankreatischen
Inseln tragen wesentlich zur Pathogenese des T2DM bei. Das zentrale Thema der
vorliegenden Arbeit ist daher, unser Verstédndnis der molekularen Mechanismen und
Faktoren, welche die Differenzierung und den Funktionserhalt des endokrinen Pankreas

regulieren, zu verbessern.

Es ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor Pax6 ein wesentlicher Regulator der
Differenzierung des endokrinen Pankreas ist. Eine Inaktivierung von Pax6 fuhrt zu
erheblichen morphologischen Veranderungen der Inselarchitektur und zu einer
nachweislichen Veranderung der Zahl aller endokrinen Zellen (St-Onge et al., 1997).
Gegenstand des ersten Teils dieser Arbeit war die Untersuchung der Bedeutung der beiden
DNA-Bindedomanen sowie der Transaktivierungsdomane von Pax6 fir die Entwicklung des
endokrinen Pankreas. Zu diesem Zweck wurden Uberwiedend in vivo Studien am
embryonalen Pankreas verschiedener Mauslinien durchgefiihrt, die entweder eine Mutation
in der Paired-, der Homdo- oder der Transaktivierungsdomane dieses Transkriptionsfaktors

aufwiesen.
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Der zweite Teil dieser Arbeit fokussierte sich auf die Identifizierung und die funktionelle
Charakterisierung neuer 3-Zell-Gene bzw. -Proteine, welche eine regulatorische Aufgabe bei
der Proliferation sowie der Funktion pankreatischer 3-Zellen Gbernehmen. Da sowohl eine
verminderte Proliferationsrate bei einer gesteigerten Apotose als auch ein Funktionsverlust
der B-Zellen entscheidend fir die Pathogenese des T2DM sind, kdnnten entsprechende
Regulatorproteine auch denkbare Angriffspunkte der Diabetes-Therapie darstellen. Als Basis
zur ldentifizierung entsprechender Kandidatengene dienten uns vergleichende
Expressionsprofile ruhender und proliferierender Langerhansinseln. Anhand dieser
Expressionsprofile wurde eine Auswahl von 4 Kandidatengenen getroffen, die in
pankreatischen Inseln mit niedriger Apoptose, gesteigerter Proliferationsaktivitat sowie hoher
Insulinsekretion, im Vergleich mit entsprechenden Kontrollinseln, entweder signifikant héher
oder niedriger exprimiert werden. Diese Kandidatengene sollten in vitro funktionell
charakterisiert werden. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf ein neu identifiziertes
Regulatorprotein, Eny2, gerichtet, welches im Hinblick auf die Insulinsekretion

pankreatischer $-Zellen detaillierter untersucht werden sollte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material und Gerate

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Cellulose Chromatography Papier
Cloning-Stanzzylinder: - Pyrex 8,8 mm
Cryoréhrchen
Deckglaser: - eckig

- rund
Drigalskispatel
Filterpapier
Impfése
Injektionskantlen (30G)
Objektrager: - SuperFrost®Plus
Pasteurpipetten (Glas und Plastik)
Petrischalen
Pipetten
Pipettenspitzen

- ohne Filter

- mit Filter
Reaktionsgefale:

-1,5und 2ml

- PCR-Reaktionsgefalle
Roéntgenfilme: - Amersham Hyperfilm™ECL
Scalpell
Spritzen: - Discardit™Il (5ml)
Stabpipetten (Stripetten)
Sterilfilter (0,2 um und 0,45 um)
Western-Blot-Membran:

- Immobilion PVDF Membran
Zahlkammer: - Neubauer
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten:

- 10 und 15cm

- 6-, 24-, 96-Well
Zellkulturréhrchen (15 ml und 50 ml)

Zellschaber

Whatmann
Corning Life Science
Nunc
Menzel-Glaser
Saur Laborbedarf
Merck

Whatman
Greiner

Braun

VWR

VWR

Roth

Eppendorf

Eppendorf
Neolab

Eppendorf

VWR

GE Healthcare
Feather

BD Bioscience
Corning Life Science

Millipore

Millipore
Hycor Biomedical
TPP

TPP
TPP
Greiner
Sarstedt
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2.1.2 Gerite

Brutschrank: -B15

- APT-Line™ KBF Binder Zellkultur

Bunsenbrenner
Elektrophoresekammer flir Agarosegele
- MGU-402T
Elektrophoresekammer flir SDS-PAGE:
- Mini Protean 3 Cell System
Filmentwicklungsmaschine:
- Curix60
Fluorometer. - Qubit
Inkubationsschiittler:
- KS15A
- LS20
Klvetten (Acryl)
Magnetruhrer: - Combimag RET
Mikroskope: - Standard-Labormikroskop BX41
- Stereomikroskop SMZ-140
- Steromikroskop Bo61
- Axioskop 40
- Laser Scanning Mikroskop
Microplate Reader:
- Magellan2
Netzgerat fur Elektrophoresekammern: E831
pH-Meter
Pipettierhilfe: - Pipetboy comfort

Photometer
Praparationsbesteck
Schiittler: - Shaker TH15

Sterilwerkbank:

-LaminAir HLB 2448 GS
Thermozykler:- PxE 0,2 Thermal Cycler
UV-Dokumentationsgerat/Transilluminator
Waagen: - Analysewaage

- Feinwaage TE412
Wasserbad

Western-Blot-Transferkammer:

Thermo Electron Cooperation/
Binder
Usbeck

C.B.S. Scientific Company

Bio-Rad

AGFA Health Care/Berlin

Invitrogen

Edmund Bahler GmbH
Gerhard

Eppendorf

IKA

Olympus

Motic

Olympus

Carl Zeiss/Jena

Leica

Tecan

Consort

HANNA Instruments
IBS Integra Biosciences
Eppendorf/Hamburg
Adolf Bausch

Edmund Bihler

Heraeus
Thermo Scientific
UVP Inc.
Satorius
Satorius

Medingen
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- Mini Transblot Cell System
Zentrifugen: - Kihlzentrifuge Labofuge 400 R
- Kuhlzentrifuge Micro 200 R

- Tischzentrifuge

2.1.3 Software

Erstellung von Abbildungen:

Erstellung von Diagrammen:

Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie:
Sequenzdatenvergleich / Alignment
Webtools:

Sequenzdatensuche

Erstellung von Oligonukleotidsequenzen:

Sequenzdatenvergleich

Bio-Rad
Heraeus
Hettich

Heraeus

AdobePhotshop CS
Sigma Plot 8.0

LSM510 Version 3.2 SP2
Vector NTI

NCBI (national centers for
biotechnology information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Primer3 Version 0.4.0)
http://frodo.wi.mit.edu/
ClustalW

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/cl

ustalw?2/

2.2 Chemikalien, Reagenzien und Medien

2.2.1 Laborchemikalien

Acrylamid-Bis-Ldsung (30 %)
Agarose Low Melt

Agarose (NEEO Ultraqualitat)
Albuminfraktion V (BSA)
Ampicillin-Natriumsalz
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Aqua ad iniectabilia
Calciumchloriddihydrat

Collagenase V (aus Clostridium histolyticum)

Complete, EDTA-free (protease inhibitor cocktail tablets)

DAPI

Doxycycline

Bio-Rad

Roth

Roth

Roth

Roth

Merck

Braun

Roth
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich

Clontech
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Essigsaure (100 %)

Ethanol absolute

Ethidiumbromid (1 %-L6sung)
Fluorescent Mounting Medium

Fotales Kalberserum (FCS) hitzeinaktiviert

Gelatine

Geneticindisulfat-Lésung (G418, 50 mg/ml)

Glukose D-(+)

Glycin

Glycerin

HEPES

Hanks'BSS (1x; +Ca, +Mg, -Phenol Red)
HEPES (1 M, pH 7,4)
Hygromycin

Isofluran (Forene®)
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycinsulfat
Lipofectamin RNAi MAX
LB-Agar

LB-Medium
Magnesiumchloridhexahydrat
B-Mercaptoethanol

Methanol

2-Methyl-2-Butanol
Milchpulver

Natriumchlorid
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natrium-Pyruvat (100 mM)

Roth

Roth

Roth

Roth
Merck
Roth
Medac GmbH
PAA

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

PAA

PAA
Clontech
Abbott AG
Roth

Roth

Roth

Roth
Invitrogen
Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Fluka
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

PAA
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dNTP Set, PCR Grade Qiagen
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin (100x Konzentrat) PAA

RPMI 1640 (+ L-Glutamin, + Phenolrot) PAA

RPMI 1640 (+ L-Glutamin, - Phenolrot) PAA
Roti®Fect Plus Transfektionsagenz Roth
Roti®-Load DNA (m. Glycerin) 6x Agarose-Gelladepuffer Roth
Roti®-Load 2 4x SDS-PAGE Ladepuffer Roth

(nicht reduzierend )

Salzsaure (= 32 %) Roth

TEMED Roth
Thiazolylblau (MTT) Sigma-Aldrich
2,2,2-Tribromoethanol Sigma-Aldrich
Tris (Ultra Qualitat) Roth

Triton X-100 Roth
Trypsin-EDTA (1:250) PAA
Tween®20 Sigma-Aldrich
Trypanblau Roth

Xylol Roth

Weitere Chemikalien, bzw. Reagenzien wurden, falls nicht anders vermerkt, von der Firma

Roth oder Sigma-Aldrich bezogen.

2.2.2 Aktivatoren und Inhibitoren

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 2.1 aufgefihrten Aktivatoren, bzw.
Inhibitoren zur Stimulation verschiedener Teilschritte der Insulinsekretion von INS-1E-Zellen

verwendet.

Tabelle 2.1 Verwendete Aktivatoren und Inhibitoren.

Name Wirkung Eingesetzte Firma
Konzentration

e Forskolin AC-Aktivator 10 uM Sigma-Aldrich

e IBMX (3-Isobutyl-1- PDE-Inhibitor 100 pM Sigma-Aldrich

Methylxanthin)
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e 8-pCPT-2-O-Me- Epac-Aktivator 100 pM Biolog Life Science
cAMP (8-(4- Institut
Chlorophenylthio)-2°-

O-Methyladenosin-
37,5 -cyclic
Monophosphat)

¢ N6-Benzoyl-cAMP PKA-Aktivator 100 pM Biolog Life Science
(N6-Benzoyladenosin- Institut
3°,5-cyclic
Monophosphat)

e H-89 PKA-Inhibitor 10 uM Calbiochem

e Tolbutamid Kv-Kanal- 250 uM Sigma

Inhibitor
e Diazoxid Ky-Kanal-Offner 250 uM Sigma
e Exendin-4 GLP1-Rezeptor- 0,001-50 nM Byetta® ,Lilly
Agonist
2.2.3 Enzyme
Tabelle 2.2 Verwendete Enzyme.
Enzym Art Firma
DNase | DNA-Enzym Qiagen
Reverse Transkriptase PCR-Enzym Promega
Taq-DNA-Polymerase PCR-Enzym Qiagen
Phusion Hot Start High Fidelity DNA- PCR-Enzym Finnzymes
Polymerase
Pfx50™ DNA-Plymerase PCR-Enzym Invitrogen
Aatll Restriktionsenzym  New England Biolabs
Scal Restriktionsenzym  New England Biolabs
BamHI Restriktionsenzym  New England Biolabs
EcoRV Restriktionsenzym  New England Biolabs
BstEll Restriktionsenzym  New England Biolabs
Notl Restriktionsenzym  New England Biolabs

CIAP (Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase)

Phosphataseenzym

Invitrogen
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T4 Quick DNA-Ligase Ligationsenzym New England Biolabs
2.2.4 Antikorper und Seren
2.2.4.1 Priméare Antikorper und Seren
Tabelle 2.3 Verwendete primidre Antikorper sowie Seren.
Antikorper gegen/ Spezies Verwendung Verdin- Firma
Serum nung
e HA-Tag Maus Westernblot (WB) 1:500 New England
Biolabs
e [-Aktin Maus WB 1:20000 Sigma-Aldrich
Immunfluoreszenz ~ 1:500
e Amylase Ziege Immunfluoreszenz ~ 1:200 Santa Cruz
e Insulin Meerschwein  Immunfluoreszenz ~ 1:1000 Dako
e Glukagon Meerschwein  Immunfluoreszenz  1:1000  Linco
e Glukagon Hase Immunfluoreszenz ~ 1:500 Dako
e Glukagon Hase Immunfluoreszenz ~ 1:500 Chemicon
e Ghrelin Ziege Immunfluoreszenz  1:200 Santa Cruz
e Pax6 Hase Immunfluoreszenz ~ 1:2500 Chemicon
e Somatostatin Hase Immunfluoreszenz  1:100 Chemicon
e Pankreatisches Hase Immunfluoreszenz  1:30 Millipore
Polypeptid
Ziege Immunfluoreszenz ~ 1:100 Santa Cruz
e TetR Maus WB 1:1000 Clontech
e Normal Donkey Immunfluoreszenz ~ 1:250 Jackson
Serum Immuno
Research

2.2.4.2 Sekundare Antikorper und Kernfarbstoffe

Fur die Western-Blot-Analyse wurde Meerrettichperoxidase- (horse radish peroxidase, HRP)
gekoppelter Sekundarantikorper Ziege-anti-Maus-IgG-HRP (Santa Cruz) in der Verdlinnung
1:10000 verwendet.
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Fir die Immunfluoreszenz wurden Cy3 konjugierte Esel-anti-Maus, Esel-anti-Ziege, Esel-
anti-Meerschwein, Esel-anti-Hase und Cy2 konjugierte Esel-anti-Meerschwein, Esel-anti-
Ziege, Esel-anti-Hase Sekundarantikérper (Jackson Immuno Research) jeweils in der
Verdunnung 1:1500 eingesetzt.

Die Kernfarbung Immunfluoreszenz-markierter Praparate erfolgte mit Dapi (Sigma Aldrich)
oder TOPRO®-lodid (Invitrogen) in den Verdiinnungen 1:10000 bzw. 1:2500.

Fir Markierungen von B-Aktin wurde auRerdem noch Alexa Fluor® 546 konjugiertes

Phalloidin (Molecular Probes) in einer 1:40 Verdinnung angewendet.

2.2.5 Verwendete Kits

Tab. 2.4 Verwendete Kits.

Name Anwendung Firma
¢ Cyclic AMP ELISA/ o
_ . Thermo Scientific
Competitive ELISA Konzentrationsbestimmung
e ECL Plus Western Immundetektion Amersham Biosciences

Blotting Detection
System

e ImProm-I™ Reverse  Gentechnische Arbeiten Promega
Transcription System

e Phusion™Hot Start ~ Gentechnische Arbeiten Finnzymes
High-Fidellity DNA-
Polymerase Kit

e Phusion Site-Directed Gentechnische Arbeiten New England Biolabs
Mutagenesis Kit

e Qiafilter Plasmid Midi  Gentechnische Arbeiten Qiagen
Kit

e Qiaquick Gel Gentechnische Arbeiten Qiagen
Extraction Kit

e Qiaquick PCR- Gentechnische Arbeiten Qiagen
Purification Kit

e Quant-iT™dsDNA HS Konzentrationsbestimmung Invitrogen
Assay Kit

e Quant-T™dsDNA BR Konzentrationsbestimmung Invitrogen

Assay Kit
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e Quant-iT™RNA
Assay Kit

e Quant-iT™Protein
Assay Kit

¢ Quick Ligations Kit

e Quicklyse Miniprep
Kit

e Rat/Mouse Insulin
ELISA Kit

o Ultra sensitive mouse
insulin ELISA Kit

Konzentrationsbestimmung

Konzentrationsbestimmung

Gentechnische Arbeiten

Gentechnische Arbeiten

ELISA/
Konzentrationsbestimmung
ELISA/

Konzentrationsbestimmung

Invitrogen

Invitrogen

New England Biolabs
Qiagen

Linco Research bzw.
Millipore
Crystal Chem. Inc.

¢ RNeasy Plus Mini Kit  Gentechnische Arbeiten Qiagen
e Taq PCR Core Kit Gentechnische Arbeiten Qiagen
e Tet-Off Advanced Herstellung induzierbarer Clontech
Inducible Gene stabiler Zelllinien
Expression System
e Luciferase-Assay Kit ~ Uberpriifung induzierbarer ~ Promega
stabiler Zellklone
2.2.6 Haufig verwendeter Puffer
e PBS (Phosphate Buffered Saline) 137 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM Na;HPO,
2,7 mM KH,PO4

2.3 Biologische Materialien

2.3.1 Oligonukleotide

2.3.1.1 Primer

Alle die fur diese Arbeit verwendeten Primer wurden unter Angabe der gewlinschten

Sequenz, Aufreinigungsmethode etc. von der Firma Metabion bezogen und sind in den

Tabellen 2.5-2.8 zusammengefasst.
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Fir die Analyse und semiquantitative Analyse der Genexpression mittels rtPCR wurde die
aus der mRNA gewonnene cDNA mit den nachfolgenden Primern amplifiziert (Tabelle 2.5).
Die Konstruktion dieser Primer erfolgte unter der Beriicksichtigung gewisser Standards, wie
einer Lange von 18-24 Nukleotiden, der Einhaltung eines ausgeglichenen A/T zu G/C-
Gehaltes sowie dem Ausschluss von Homodimer-, Heterodimer- oder interner

Haarnadelschleifenbildung, mithilfe des Webtools Primer3.

Tab. 2.5 Fiir die rtPCR und semiquantitative rtPCR verwendete Primer. Die mit einem

Stern gekennzeichneten Primer wurden auRerdem auch zur Sequenzierung herangezogen

Gen Primername Primersequenz (5> 37)
GAPDH (Maus) 5°GAPDH mus musculus AACTTTGGCATTGTGGAAGG
3'GAPDH mus musculus ACACATTGGGGGTAGGAACA
Commd7 (Maus) 5"-Commd7 NEU mus musculus® CCAGCAGTGAATTAGAGAAAG
3"-Commd7 mus musculus* CGTCTGGCCTCAGTTCTTTC
1110008P14Rik 5°-Rik mus musculus® AAGAATGACCACCTCCATGC
(Maus)
3°-Rik mus musculus® CATGGCCTAGAGAGGTGAGG
Tcf25 (Maus) 5 Tef25 mus musculus® CCTGATACAGCAGGCACTCA
3°_Tcef25 mus musculus™ TGACCTCCCCAGGTACAGAC
Eny2 (Maus) 5°-Eny2 NEU mus musculus® CTGTTGATGACTTGGTGGC
3"-Eny2 mus musculus® TTCAGCCACCAAGTCATCAA
GAPDH (Ratte) 5°GAPDH rattus norvegicus GGCATTGCTCTCAATGACA
3'GAPDH rattus norvegicus TGTGAGGGAGATGCTCAGT
Commd7 (Ratte) 5°-Commd7 rattus norvegicus TCCAAATGGTGCATTGAAGA
3’-Commd?7 rattus norvegicus ACGTCACTCCAAACCTCCAC
1110008P14Rik 5°-Rik rattus norvegicus GCCCCACCCTTACCTCTCTA
(Ratte)
3"-Rik rattus norvegicus GCACCTGACTCCAGGAAGAG
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Tcf25 (Ratte) 5°-Tcf25 rattus norvegicus AGTCCATGGAGCCAAACAAC
3’-Tcf25 rattus norvegicus GTGGAACACACACTCCATGC
Eny2 (Ratte) 5°-Eny2 rattus norvegicus CTTAGGTGCCCGAGCTACTG
3’-Eny2 NEU rattus norvegicus TTGCTAACCACCATCACCGC
Insulin (Ratte) 5’-Ins 1 rattus norvegicus CACCTTTGTGGTCCTCACC
3’-Ins 1 rattus norvegicus CCAGTTGGTAGAGGGAGCA
Glukagon (Ratte) 5'-Gluc rattus norvegicus AACAACATTGCCAAACGTC
3’-Gluc rattus norvegicus CAGCTATGGCGACTTCTTC
PdxI (Ratte) 5°-Pdx 1 rattus norvegicus GGCTTAACCTAAACGCCA
3"-Pdx 1 rattus norvegicus GGGACCGCTCAAGTTTGT
Glukokinase (Ratte) 5°Glukokinase rat TCAGGACTTGCACTTTCACG
3’Glukokinase rat ACTCTCCTGGGGTCTGGTCT
Glukosetransporter 2 5°Glut2 rat AATTTCATCATCGCCCTCTG
(Ratte)
3'Glut2 rat GTCTCTGATGACCCCAGGAA
Phosphofruktokinase 5 Phosphofruktokinase rat CCTGGAGGCCATTGTAGAAA
(Ratte)
3’Phosphofruktokinase rat GGACATTGTTGCTGATGGTG
Cyklophilin (Ratte) 5"Cyclophilin rat GTGTGTGGTCTTTGGGAAGG
3 Cyclophilin rat TACAGGGTATTGCGAGCAGA
Beta-Aktin (Ratte) 5’beta Aktin rat AGCCATGTACGTAGCCATCC
3’beta Aktin rat GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA
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Tabelle 2.6 Verwendete Klonierungsprimer. Fir die Klonierung der gewahlten
Kandidatengene kamen folgende Primer zum Einsatz, bei denen die Restriktionsschnittstelle

jeweils unterstrichen ist.

Gen Primername Restrick- Primersequenz (5" 23")

tionsschnittstelle

TAATGGATCCTGGCACCATGGGCCGC

Commd?7 Commd7_F BamH| or
GCT AAA GGTAACC A GCT GAG GCA
Commd7_R2 BstEll CTC CATGCTC
. . TAATGGATCCAGCCCAATGTCGGGCC
1110008P14Rik Rik_F BamH| CCAA
EcoRV TTTTGATATCAGGCGTAATCCGGGACA
Rik R TCGTACGGGTACGGTAACCAGGGGCT
- BstEll GGCATCGCCAGG
Tcf25 Tof F BamHI TAATGGATCCGGTCCTATGTCGCGCC
- GG
GCTAAAGGTAACCACAGCTCTGTGGT
ch_R2_Bst BstEll GTAATTT
GGCCATGGATCCGCGGTGATGGTGGT
Eny2 Eny2_F BamHl TAGCAAG
EcoRV TTTTGATATCAGGCGTAATCCGGGACA
Eny2_HA_R TCGTACGGGTACGGTAACCAAAGGCT
- BstEll GGCATGCTGAGC

Tabelle 2.7 Zur Mutagenese-PCR verwendete Primer. Die aufgelisteten Primer wurden fir
die gerichtete Mutagenese doppelstrangiger Plasmid-DNA konstruiert unter Beachtung der

Angaben Finnzymes, dem Mutagenese-Kit Hersteller.

Primername Primersequenz (5 23") Ziel der Mutagenese
Pax6 M E P-GTGTCATCAATAAACAGAGTTCTTCGCA Deletion des Exon 5 und 6
- des Pax6-Gens
Deletion des Exon 5 und 6
Pax6_M_R P-CTGCAGAATTCGGGAAATGTCGCAC

des Pax6-Gens
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Tabelle 2.8 Verwendete Sequenzierungs-Primer. Zur Sequenzierung wurden die

nachfolgenden Primer verwendet. Die Mit einem Stern gekennzeichneten Primer dienten

aulerdem noch als Primer bei der Kolonie-PCR.

Primername Primersequenz (5 23")

Sp6™ GATTTAGGTGACACTATAG

T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA

M13 GTAAAACGACGGCCAG

T7* TAATACGACTCACTATAGGG
2.3.1.2siRNAs

Tabelle 2.9 Verwendete siRNA's.

Zielgen siRNA-Name Sequenz

Position innerhalb der
kodierenden Region des Gens

ausgehend vom Startcodon

Eny2 Eny2-siRNA1 CUGUAAAGAGGUAAUUAAALt 43 bp—- 61bp

Eny2 Eny2-siRNA3 AAAGGACUAGAACACGUUALtt 169 bp — 187 bp

--------- Ko-siRNA AAUUGUUCGACUUUCUUGG  ----------

2.3.2 Expressionsvektoren und Plasmide

2.3.2.1 Erworbene Plasmide

pcDNA3 (Invitrogen):

5,4 kb grolRer Expressionsvektor mit Cytomegalovirus-
Promotor  (CMV-Promotor), welcher uns als
Ausgangsplasmid fur die transiente als auch fir die
konstitutiv stabile Uberexpression der Kandidatengene
diente. Um ein Expressionskonstrukt zu erhalten, in
denen die Kandidatengen-cDNA unter der Kontrolle des
konstitutiven Cytomegalovirus (CMV)-Promotor steht,
wurde die Kandidatengen-cDNA in die MCS (multiple
cloning site) des pcDNA3 Vektor kloniert. Zusatzlich
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pEGFP-N1

pMXIG-Pax6 (AG M.Gbtz,

Minchen-Neuherberg)

pYX-Asc-Commd7 (RZPD)

pCMV-SPORTG6-1110008P14Rik
(RZPD)

pYX-Asc-Tcf25 (RZPD)

pCMY-SPORT6-Eny2 (RZPD)

enthalt dieser Vektor je ein Ampicillin- und

Neomycinresistenzgen.

4,7 kb groRRer Expressionsvektor mit CMV-Promotor. In
die MCS dieses Vektors integrierte Gene werden als
Fusionsproteine  mit  N-terminalem EGFP-Anteil
exprimiert. Dieser Vektor enthalt aulierdem ein Gen fir

die Neomycinresistenz.

7,3 kb groRRer Vektor, in welchen das vollstandige Pax6
Gen integriert ist. Leider fehlten uns bis auf die
Restriktionsschnittstellen der MCS jegliche

Informationen Uber diesen Vektor.

1691 bp grolRer Vektor mit T3- und T7-Promotor, der
zusatzlich die kodierende Sequenz (CDS) des
Kandidaten-Gens Commd7 (COMM domain containing
7) der Spezies mus musculus (Gen-ID: 99311; NCBI-
Zugangsnummer: NM_133850) und ein

Ampicilinresistenzgen enthalt.

4396 bp grofRRer Vektor mit M13- und Sp6-Promotor, der

zusatzlich die CDS des Kandidaten-Gens
1110008P14Rik (Riken cDNA 1110008P14) der Spezies
mus musculus (Gen-ID: 73737; NCBI-Zugangsnummer:

NM_198001) und ein Ampicillinresistenzgen enthalt.

enthalt zusatzlich die CDS des Kandidaten-Gens Tcf25
(transcription factor 25 (basic helix-loop-helix)) der
Spezies mus musculus (Gen-ID: 66855; NCBI-
Zugangsnummer: NM_001037877).

enthalt zusatzlich die CDS des Gens Eny2 (enhancer of
yellow 2 homolog (Drosophila)) der Spezies mus
musculus (Gen-ID: 223527, NCBI-Zugangsnummer:
NM_175009).
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pTet-Off-Advanced (Clontech) 7,1 kb groRer Vektor, welcher das 28 kDa grofe
Transkriptions-aktivierende Fusionsprotein tTA-
(tetracycline-controlled transaktivator) Advanced enthalt,
welches spezifisch an das TRE (Tet-Response Element)
des pTRE-Tight-Vektors bindet und in Abwesenheit des
Antbiotikums  Tetrazyklin, bzw. Doxyzyklin  die
Transkription des GOI (Gene Of Interest) aktiviert.
Zusatzlich enthalt dieser Vektor ein Neomycin- und

Ampicillinresistenzgen.

pTRE-Tight (Clontech) 2,6 kb groler Vektor, welcher die regulatorische
Sequenz, das TRE sowie einen minimal CMV-Promotor
und eine MCS, in welche das interessierende Gen (GOI)
integriert wird sowie ein Ampicillinresistenzgen enthalt.

pTRE-Tight-Luc (Clontech) pTRE-Tight-Vektor welcher zusatzlich das Gen fur das

Luciferase-Protein enthalt

2.3.2.2Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Plasmide

pcDNA3-Pax6+E6 pcDNA3-Vektor mit dem vollstandigen Pax6-Gen als
Insert zwischen der BamHIl- und der Notfl-

Restriktionsschnittstelle.

pcDNA3-Pax6AE6 pcDNA3-Vektor mit Pax6-Gen mit Deletion des Exon 5
und 6. Entstand durch entsprechende Mutagenese-PCR
des pcDNA3-Pax6+E6-Plasmids.

pcDNA3-Commd7-HA pcDNA3-Vektor mit zwischen BamHI- und EcoRV-
Schnittstelle integrierter Commd7-cDNA mit fusioniertem
Hamagglutinin-Tag (HA-Tag) mit dazwischenliegender
BstEll-Schnittstelle.

pcDNA3-Commd7 pcDNA3-Vektor mit Commd7-Gen als Insert. Entstand
durch den Verdau des pcDNA3-Commd7-HA-Vektor mit
BstEll und EcoRV.
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pcDNA3-1110008P14Rik-HA

pcDNA3-1110008P14Rik

pcDNA3-Tcf25-HA

pcDNA3-Tcf25

pcDNA3-Eny2-HA

pcDNA3-Eny2

pTRE-Tight-Eny2

p-TRE-Tight-Tcf25

pcDNA3-Vektor mit zwischen BamHI- und EcoRV-
Schnittstelle integrierter 1110008P14Rik-cDNA  mit
fusioniertem Hamagglutinin-Tag (HA-Tag) mit

dazwischenliegender BstEll-Schnittstelle.

pcDNAS3-Vektor mit 1110008P14Rik als Insert. Entstand
durch den Verdau des pcDNA3-1110008P14Rik-HA-
Vektors mit BstEll und EcoRV

pcDNA3-Vektor mit zwischen BamHI- und EcoRV-
Schnittstelle integrierter Tcf25-cDNA mit fusioniertem
Hamagglutinin-Tag (HA-Tag) mit dazwischenliegender
BstEll-Schnittstelle.

pcDNA3-Vektor mit Tcf25 als Insert. Entstand durch den
Verdau des pcDNA3-Tcf25-HA-Vektors mit BstEll und
EcoRV

pcDNA3-Vektor mit zwischen BamHI- und EcoRV-
Schnittstelle integrierter Eny2-cDNA mit fusioniertem
Hamagglutinin-Tag (HA-Tag) mit dazwischenliegender
BstEll-Schnittstelle.

pcDNAS3-Vektor mit Eny2 als Insert. Entstand durch den
Verdau des pcDNA3-Eny2-HA-Vektors mit BstEll und
EcoRV

pTRE-Tight-Vektor in dessen MCS Ulber die BamHI und
Notl-Restriktionsschnittstellen die Eny2-cDNA integriert

wurde.

pTRE-Tight-Vektor in dessen MCS uber die BamH| und
Notl-Restriktionsschnittstellen die Tcf25-cDNA integriert

wurde.

Alle hergestellten Plasmide mit dem Ausgangsplasmid pcDNA3 besitzen, wie der

Ausgangsvektor selbst, jeweils ein Gen fir die Ampicillin- und Neomycinresistenz.
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2.3.3 Bakterienstamm

Klonierungen wurden, da Plasmide verwendet wurden, welche eine Groéfle von 10 kb
unterschritten, mit dem bereits kompetenten E. coli Stamm Subcloning Efficiency™DH5a™
(Invitrogen) durchgeflihrt.

Bakteriengenotyp: F-®80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(r.,m¢") phoA
SupE44 thi-1 gyrA96 rel AN

2.3.4 Zelllinien

e INS-1E-Zellen Ratteninsulinomzellen

(C. Wollheim, Universitat Genf, Schweiz)

2.3.5 Tierstamme

Fir die in dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen wurden Mausstamme verwendet,
welche der institutseigenen Zucht des Helmholz Zentrum Minchen-Neuherberg
entstammten. Fir den Nachweis der im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit untersuchten
Kandidatengene fanden C57BL/6-Mause Anwendung, welche Uber die Firma Charles River
bezogen wurden. Alle Tiere wurden bei 23°C und einem 12-stiindigem Hell-/Dunkelrhythmus
gehalten und hatten standigen Zugang zu Standardnahrung und Wasser. Sowohl die
Haltung als auch die an und mit ihnen durchgefiihrten Versuche, bzw. Gewebeentnahmen
waren behordlich genehmigt und entsprachen sowohl den gesetzlich als auch den
institutseigen determinierten Richtlinien.

Im Rahmen des ersten Teils dieser Arbeit, hinsichtlich der Rolle der verschiedenen Pax6-
Domanen flr die Differenzierung des endokrinen Pankreas, wurden Mause mit C3HeB/FeJ-
Hintergrund verpaart, welche heterozygote Trager entweder der Pax6"®¥', PaxS®¥Nev
Pax6*"* oder Pax6'**"*N“_Mutation waren. Die eigentliche Analyse fand an 18,5 Tage alten
Embryonen (E 18,5), homozygot fir eine der aufgefihrten Pax6-Mutationen, im Vergleich zu
entsprechenden Wildtyptieren statt. Die Identifizierung der Embryonen als Wildtyp,
heterozygote, bzw. homozygote Trager der entsprechenden Pax6-Mutation erfolgte dabei
anhand ihres Augen-Phénotyps. Da sich Individuen mit homozygoter Pax6'*?"*Ne“_Mutation
nach der Geburt als lebensfahig prasentierten, wurden in diesem Fall 6 Wochen alte Tiere

analysiert.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte mittels PCR

Um spezifisch eine DNA-Sequenz zu amplifizieren, wurden in der vorliegenden Arbeit
verschiedene PCR’s durchgefuhrt, die im Wesentlichen alle dem gleichen Prinzip folgen.
Zwei gegenlaufige Primer binden sequenzspezifisch an die DNA (Annealing), welche
nachfolgend von der DNA-Polymerase kopiert wird (Elongation). Der entstandene DNA-
Abschnitt dient nun seinerseits ebenfalls als Matritzenstrang, so dass die urspriingliche DNA-

Sequenz nach und nach vervielfaltigt (amplifiziert) werden kann.

Standard PCR-Ansatz:

Komponenten Endkonzentration
PCR-Puffer (10x) 1x

dNTPs (10 mM) 0,3 mM

Forward- (5°-) Primer (100 pmol/ul) 0,3-0,5uM
Reverse- (3’-) Primer (100 pmol/ul) 0,3-0,5uM
DNA-Polymerase 25-5U

DNA 50 ng -100 ng
Aqua dest X ul

Endvolumen: 18 - 100 pl

Die eingesetzten Volumina sowie Konzentrationen der verschiedenen Komponenten dieses
Standard PCR-Ansatzes wurden entsprechend den verwendeten Kits und DNA-Polymerasen

nach den Angaben der Hersteller variiert, bzw. nach angewandter PCR modifiziert.

2.4.1.1 Klonierungs-PCR

e Kit: Pfx50 ™-DNA-Polymerase-Kit (Invitrogen)
mit Pfx50™
DNA-Polymerase

e Art der eingesetzten DNA: Plasmid-DNA

e Endvolumen: 50-100 ul

Eine Klonierungs-PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt, um Kandidatengene
aus dem kommerziell bezogenen Plasmid zu isolieren, zu amplifizieren und gleichzeitig fr
die Klonierung in einen geeigneten Expressionsvektor zu gestalten. Dafir wurden Primer

konstruiert, die einerseits Restriktionsschnittstellen, andererseits aber auch einen HA-Tag,
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zur Visualisierung des Kandidatengens auf Proteinebene, an das interessierende Gen
fusionieren. Zur Realisierung der Genauigkeit dieser PCR wurde die Pfx50™ DNA-
Polymerase (Invitrogen) verwendet, die sich gegenlber der Tag-Polymerase, aufgrund ihrer
3'—>5" Proofreading-Exonuklease-Aktivitat, durch eine weit groBere Genauigkeit

auszeichnet.

2.4.1.2 Kolonie PCR

e Kit: Taq Core Kit (Qiagen) mit Tag-DNA-
Polymerase

e Art der eingesetzten DNA: Plasmid-DNA

e Endvolumen: 18 i

Mittels Kolonie-PCR kann auf schnelle Art der Erfolg einer Klonierung Uberpriift werden.
Dafir wurde eine einzelne Kolonie transformierter, auf selektiven LB-Agarplatten
gewachsener Bakterien mittels sterilem Zahnstocher angeimpft, zunachst zur weiteren
Vermehrung auf einen kleinen gekennzeichneten Bereich einer neuen selektiven LB-
Agarplatte ausgestrichen und dann in ein PCR-Reaktionsgefals mit vorgelegtem PCR-
Reaktionsansatz Ubertragen. Das Primerpaar dieses Reaktionsansatzes wurden so gewahlt,
dass einer der Primer innerhalb des interessierenden DNA-Abschnittes bindet, wahrend der
gegenlaufige Primer auf einem Abschnitt des zur Klonierung verwendeten Plasmides

hybridisiert, welcher das interessierende DNA-Fragment flankiert.

2.4.1.3 Reverse Transkriptase (rt)PCR und semiquantitative rtPCR

o Kit: Taq Core Kit (Qiagen) mit Tag-DNA-
Polymerase

o Art der eingesetzten DNA: cDNA

e Endvolumen: 18 i

Diese PCR diente dem Nachweis der Expression bestimmter Gene in eukaryontischen
Zellkulturen, murinen Langerhansinseln oder murinen embryonalen Pankreata oder wurde
angewandt, um die Starke der Expression bestimmter Gene semiquantitativ unter
verschiedenen Bedingungen zu vergleichen. Wie nachfolgend aufgeflihrt (2.4.11), wurde
dafur zunachst die mRNA aus den Zellen, bzw. Geweben isoliert und durch reverse
Transkription in cDNA umgeschrieben. Durch eine sich anschlieBende Standard-PCR mit

gegenlaufigen Primern, die ein ca.150-500 bp groRRes DNA-Sequenzstick innerhalb des
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ORF (Open Reading Frame) des interessierenden Genes flankieren, kann so eine
entsprechende  Expression nachgewiesen werden. Fir den semiquantitativen
Expressionsvergleich erfolgte zunachst die Bestimmung der einzusetzenden cDNA-
Konzentration mithilfe der ubiqiutar exprimierten GAPDH unter Durchfihrung einer PCR mit
GAPDH-Primern, bei welcher eine relativ geringe Zyklenzahl (15-22 Zyklen) zur
Amplifizierung gewahlt wurde, um minimale Konzentrations-Unterschiede erkennbar zu
machen. Wiesen die verschiedenen Proben durch Einsatz entsprechender cDNA-Mengen
gleiche GAPDH-Bandenintensitaten auf, wurden diese cDNA-Konzentrationen eingesetzt,

um die Proben hinsichtlich der Expressionstarke des interessierenden Gens zu analysieren.

2.4.1.4Mutagenese-PCR

e Kit: Phusion™Hot Start High-Fidellity DNA-
Polymerase Kit
(Finnzymes)

o Art der eingesetzten DNA: Plasmid-DNA

e Endvolumen: 100 pl

Um gezielt das Exon 6 des Pax6-Transkriptionsfaktors zu deletieren, wurde eine
Mutagenese PCR nach Angaben des Mutagenese-PCR-Kit-Herstellers durchgefiihrt. Die
verwendeten Primer wurden so gewahlt, dass sie den zu deletierenden DNA-Abschnitt
flankierten und den kompletten Vektor unter Ausschluss dieses Sequenzbereichs
amplifizierten. Zur Gewahrleistung des Ringschlusses des neu synthetisierten Plasmids,

waren die Primer zudem am 5°-Ende phosphoryliert.

2.4.2 Restriktionsverdau

Fir die sequenzspezifische Hydrolyse der DNA wurden Restriktionsendonukleasen und die
dazugehorigen Puffersysteme von der Firma New England Biolabs verwendet, wobei die

Durchfiihrung nach den Richtlinien des Herstellers erfolgte.

2.4.3 Agerosegel-Elektrophorese und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus
Agerosegelen

e TAE-Puffer 40 mM Tris

20 mM Essigsaure
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2 mM EDTA
> pH 8,1

e Agarose

Sowohl fir analytische als auch fiir praparative Zwecke erfolgte die Auftrennung von DNA-
Fragmenten hinsichtlich ihrer Grofie, mittels horizontaler Gelelektrophorese. Zu diesem
Zweck wurden 1 bis 1,5 %-ige Agerosegele verwendet, denen 0,05 pg/ml Ethidiumbromid
pro ml TAE-Puffer zugefligt wurden. Dieses interkaliert mit der DNA und ermdglicht so eine
Visualisierung der DNA unter UV-Licht. Als Langenstandards dienten je nach GroRe der
aufzutrennenden Fragmente die 100 bp oder 250 bp-DNA-Leiter von Roth. Wurde bei der
PCR kein CoralLoad PCR-Puffer (Qiagen) verwendet, wurde die Probe vor der Auftragung
mit Gel-Ladepuffer (Roth) versetzt, was im Verhaltnis von 1:6 (Vi adeputier: VDNA-Probe) €rfOlgtE.
Zur Isolation eines gewulnschten DNA-Fragmentes wurde dieses unter UV-Licht aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach den
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Diese Methode beruht auf der Auflésung des Agarose-
DNA-Fragmentes in einem Hochsalzpuffer. Die DNA wird anschlieBend an eine Silica-

Membran gebunden und schlie3lich durch leicht alkalische Niedrigsalzbedingungen eluiert

2.4.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Messung der Konzentration von Nukleinsauren, wie der isolierten RNA oder DNA wurde
mithilfe des Quant-iT™ —Assay Kit (Invitrogen) unter Verwendung eines Qubit-Fluorometers

(Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.4.5 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA

Um die Religation eines linearisierten Plasmides zu unterbinden, wurde bei diesem
spezifisch die 5°-terminale Phosphodiesterbindung durch Verwendung der alkalischen
Phosphatase CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) hydrolysiert. Die eigentliche
enzymatische Reaktion erfolgte bei 50°C fir 5 min. Der dephosphorylierte Vektor wurde

anschlieflend mit dem Qiaquick PCR-Purification Kit aufgereinigt

2.4.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation eines gewiunschten DNA-Fragmentes in einen Expressionsvektor erfolgte
mithilfe der T4-DNA-Ligase (Quick Ligation Kit; New England Biolabs) nach den Angaben
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des Herstellers. Dieses Enzym katalysiert die Phosphodiesterverknipfungen zwischen der

endstandigen 5°-Phosphat- und der 3 -Hydroxylgruppe doppelstrangiger DNA.

2.4.7 Transformation kompetenter Bakterien

e E. coli Stamm Subcloning Efficiency™DH5a™ (Invitrogen)
e LB-Flussigmedium (selektiv)

e LB-Agarplatten (selektiv)

Zu 30 ul kompetenten E. coli-Zellen wurden 1-5 ul des Ligationsansatzes, bzw. 1-10 ng
Plasmid-DNA gegeben und das Plasmid-Bakterien-Gemisch fir 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurde der Transformationsansatz fiir 25 sec auf 42°C erhitzt, hernach sofort
fir 2 min in Eis gekdhlt und dann 1 ml, mit entsprechendem Antibiotika versetzten LB-
Flissigmedium zugefligt und weitere 1,5 Stunden bei 37°C unter permanentem Schdtteln
(225 rpm) inkubiert. Schliefdlich wurde die Bakteriensuspension bei 6000 rpm fir 2 min
zentrifugiert, der Uberstand weitestgehend verworfen, das Bakteriensediment in einem

kleinen Restvolumen resuspendiert und auf einer Selektiv-LB-Agar-Platte ausgestrichen.

2.4.8 Praparative Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA wurde eine auf einer slektiven LB-Agarplatte gewachsene
Bakterienkolonie wie unter 2.5.1 beschrieben in LB-FlUssigselektivmedium zur Vermehrung
gebracht. Die Bakterien wurden anschliel3end pelletiert und weiter nach den Angaben des
Produzenten des verwendeten Kits behandelt.

Zur schnellen Charakterisierung von Plasmiden wurden diese in kleinen Mengen isoliert, was
unter Verwendung des Quicklyse Miniprep Kit der Firma Qiagen geschah. Zur Isolation
grolkerer Mengen sehr reiner Plasmid-DNA wurde das Qiafilter Plasmid Midi Kit, ebenfalls
von der Firma Qiagen, verwendet, wobei man sich zunachst auf das empfohlene
Standardprotokoll des Herstellers bezog. Konnte auf diese Art nur eine inadaquate Ausbeute
an Plasmid-DNA gewonnen werden, wurde eine Midi-Plasmid-Isolation nach dem Very-Low-

Copy-Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.
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249 Sequenzierung

Zur Uberpriifung der korrekten, bzw. vollstandigen Sequenz konstruierter Plasmide wurden
diese, wie auch bestimmte PCR-Amplifikate, unter Verwendung entsprechender Primer von

der Firma Medigenomix sequenziert.

2.4.10 Glycerolstocks

Da Glycerol die Ausbildung von Eiskristallen verhindert, wurde dieses fur die
Langzeitlagerung von Bakterienkulturen (E.coli), zur Anfertigung sogenannter Glycerolstocks
verwendet. 750 pl einer bei 37°C Uber Nacht gewachsenen Kultur wurden zu diesem Zweck
mit 150 pl einer sterilen 30 %-igen Glycerol-Lésung versetzt und unter gelegentlichem
Invertieren flr 2 Stunden bei Raumtemperatur und folgend noch 1 Stunde auf Eis inkubiert,
bevor sie bei -80°C eingelagert wurde. Fur das erneute Ausplattieren der Glycerolkultur
reichte die oberflachliche Bakterienentnahme, so dass der Stock nicht aufgetaut werden

musste.

2.4.11 RNA-Isolation

Zum Zwecke der Isolierung der Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellkulturen (INS-1E),
murinen Langerhans Inseln sowie aus dem kompletten embryonalen Mauspankreas wurde
das RNeasy Mini Kit (Qiagen) verwendet. Sowohl adharente INS-1E-Zellen, isolierte Maus-
Inseln (2.8.1) als auch praparierte Pankreata von Mausembryonen (2.8.2) wurden zun&chst
mit PBS gewaschen, sofort auf Eis gestellt und mit 350 yl RLT-Puffer (RNeasy Mini Kit)

lysiert und anschlieRend laut den Angaben des Kit-Herstellers weiter bearbeitet.

2.4.12 Reverse Transkriptase Reaktion

Die Synthese der komplementaren DNA (cDNA) durch die reverse Transkription der
isolierten mRNA mittels reverser Transkriptase erfolgte unter Verwendung des ImProm-II™
Reverse Transcription System (Promega) nach dem Protokoll des Herstellers. Dabei dienten

Oligo-dT-Nukleotide, die an den polyadenylierten Schwanz der mRNA binden, als Primer.



2 Material und Methoden 42

2.5 Zellkulturelle Methoden

2.5.1 Kultivierung prokaryontischer Zellen

Die Kultivierung prokaryontischer Zellen aus einer Glycerindauerkultur sowie nach der
Transformation fand auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikazusatz statt. Nach
der Ausplattierung der Bakterien erfolgte die Inkubation bei 37°C Uber Nacht in einem
Bakterieninkubator, bzw. 2 Tage bei Raumtemperatur auf der Werkbank. Fur die
Durchfiihrung einer Plasmidpraparation (2.4.8) erfolgte die Inokulation einer Bakterienkolonie
in 3 ml entsprechendem LB-Flissigselektivmedium mit anschliefiender Inkubation bei 37°C
unter Schitteln bei 220 rpm. Fand eine Mini-Plasmidpraparation statt, betrug die
Inkubationszeit 16 h. Sollte eine Midi- oder Maxi-Plasmidpraparation durchgeflihrt werden,
wurde zunachst fur 8 h inkubiert. AnschlieBend wurde diese Bakterienkultur durch
Ubertragung von 50 pl in 50 ml, bzw. 250 ul in 250 ml frisches LB-Fliissigselektivmedium
1:1000 verdinnt und weitere 12-16 h bei 37°C und unter Schitteln inkubiert.

2.5.2 Kultivierung eukaryontischer Zellen

e INS-1E-Medium RPMI 1640 (+ L-Glutamin, + Phenolrot)
+5 % FCS
+ 10 mM HEPES
+ 1 mM Na-Pyruvat
+ 100 IU/ml Penicillin
+ 100 pg/ml Streptomycin
+ 50 uM B-ME

Die Kultivierung adharent wachsender eukaryontischer INS-1E-Zellen erfolgte bei 37°C, 5 %
CO; und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit unter sterilen Bedingungen in spezifischem INS-1E-
Medium. Das Medium wurde alle 3 Tage ersetzt. Nach Erreichen der Konfluenz (5-7 Tage)
wurden die Zellen mit sterilem PBS gewaschen und durch Trypsin/EDTA von der
Zellkulturschale abgelést. Nach Zugabe von INS-1E-Medium wurden die Zellen 3 min bei
1200 x g pelletiert, in INS-1E-Medium resuspendiert und in einer Verdinnung von 1:3 in
neue Zellkulturschalen uberfuhrt. Sollten die Zellen fur experimentelle Analysen eingesetzt
werden, wurde vorab die Zellzahl bestimmt und die Zellen dann in einer fur das Experiment

ermittelten Verdinnung in entsprechende Zellkulturschalen ausgesat.
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2.5.2.1 Bestimmung der Zellzahl

e Trypanblaulésung 1 % in 0,9 % NaCl

Fir die Aussaat einer definierten Zelldichte wurde die Zellzahl bestimmt. Zu diesem Zweck
wurden die Zellen wie unter 2.3.2 beschrieben trypsiniert, pelletiert und resuspendiert. Von
der Zellsuspension wurden 100 pl mit 900 ul Trypanblauldsung vorsichtig vermischt, 1 min
inkubiert und 10 pl dieser Lésung auf eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Die Zellzahlung
erfolgte dann unter dem Mikroskop indem die Zellen zumeist von 4 Grof3quadraten
ausgezahlt wurden. Fur die Berechnung der definitiven Zellzahl fand folgende Formel

Anwendung:

Anzahl Zellen x Verdiinnungsfaktor / Anzahl Quadrate = Zellzahl x 10 / ml

2.5.2.2 Kryokonservierung und Auftauen von INS-1E-Zellen

e Einfriermedium INS-1E Medium

+10 % DMSO

Fir die Konservierung sowohl stabil transfizierter als auch nativer INS-1E-Zellen wurden
diese durch Trypsinisation von der Zellkulturschale gelést, nach entsprechendem
Zentrifugationsvorgang in Einfriermedium auf Eis resuspendiert und in Kryordhrchen
Uberfiihrt. Anschlielend wurden die aliquotierten Zellen schrittweise weiter herabgekinhlt
Dazu wurden die Aliquots zunachst 2 Stunden bei -20°C inkubiert, anschlieRend 1 Tag in
einer Styropor-Box bei -80°C belassen, bevor sie schliellich in flissigen Stickstoff Gberflhrt
wurden.

Das Auftauen von in flissigem Stickstoff eingelagerten INS-1E-Zellen erfolgte zigig unter
leichtem Schitteln bei 37°C im Wasserbad. Die aufgetauten Zellen wurden dann mittels
Pipette in ein Zellkulturréhrchen mit vorgelegtem INS-1E-Medium Uberfiihrt, 3 min bei 1200 x
g zentrifugiert, das erhaltene Pellet in INS-1E-Medium resuspendiert und die Zellsuspension

in eine Zellkulturschale ausgesat.

2.5.3 Transfektion von INS-1E-Zellen
2.5.3.1 Transiente Plasmid-DNA Transfektion an INS-1E-Zellen

Fiur die transiente Plasmid-DNA Transfektion der INS-1E-Zellen wurde die Methode der
kationischen Lipofektion unter Verwendung des Transfektionsreagenz Roti® Fect Plus (Roth)

gewahlt. Bei dieser Methode binden Kationen die negativ geladene DNA und die
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entstandenen Liposomen-DNA-Komplexe koénnen dann mit der Zellmembran der zu
transfizierenden Zellen fusionieren, so dass die zu transfizierende DNA in das Innere der
Zelle gelangt und dort von den zelleigenen Mechanismen transkribiert und translatiert
werden kann. Die Optimierung dieser Methode, hinsichtlich Zellzahl, einzusetzender
Plasmid-DNA-Konzentration sowie dem  Verhaltnis  von Plasmid-DNA  und
Transfektionsreagenz erfolgte, unter Berlcksichtigung der Herstellerangaben, mit dem
Plasmid pEGFP-N1, welches die konstitutive Expression des GFP (Green Fluorescence
Proteine) in den Zellen bewirkt. Entsprechende Informationen sind so einzig durch
fluoreszenzmikroskopische Betrachtung zu gewinnen. So optimiert, wurden, falls nicht
anders angegeben, 1,5 x 10° Zellen/24-Well bzw. 3 x 10° Zellen/6-Well ausgesat und
innerhalb einer Stunde mit einem 1:3-Transfektionsgemisch, bestehend aus DNA in
Antibiotika-freien INS-1E-Medium und Transfektionsreagenz, transfiziert. Im 24-Well-
Malstab wurden 2 pg und im 6-Well-MalRstab 4 ug Plasmid-DNA eingesetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden wurde ein kompletter Mediumwechsel durchgefiihrt und die

Zellen eine dem Versuch entsprechende Zeit weiter inkubiert.

2.5.3.2 Generierung stabil mit Plasmid-DNA transfizierter INS-1E-Zellklone

Fur die Generierung stabil transfizierter Zellen wurde ebenfalls die Methode der kationischen
Lipofektion mit dem Transfektionsreagenz Roti® Fect Plus gewahlt. Um jedoch die stabile
genomische Integration der zugesetzten DNA zu erleichtern, wurde das Plasmid mit dem
interessierenden Gen (GOIl; Gene Of Interrest) zuvor durch enzymatischen Verdau
aulerhalb der GOI-Region linearisiert. Im 6-Well-MaRstab erfolgte dann die Aussaat von 6 x
107 INS-1E-Zellen/Well. Zu diesen wurde innerhalb einer Stunde das Transfektionsgemisch,
bestehend aus 6 ug entsprechender Plasmid-DNA und dem Transfektionsreagenz im
Verhaltnis 1:3, zugegeben. Nach 24-stundiger Inkubation wurde das Medium gewechselt. Da
das Ausgangsplasmid pcDNA3, bzw. das Plasmid pTet-Off-Advanced die Information fur die
Neomycinresistenz besitzt, wurde dem Medium von nun an zur klonalen Selektion G418, in
einer vorab ermittelten Konzentration von 50 pg/ml zugesetzt. Zellklone, die der Herstellung
zur induzierbaren stabilen Uberexpression dienten und bereits stabil mit dem pTet-Off-
Advanced Plasmid transfiziert waren, erhielten von nun an Hygromycin in einer ebenfalls
zuvor bestimmten Konzentration von 80 ng/ul. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen
eines 6-Wells auf eine 15 cm Zellkulturplatte Ubertragen und bei 3-tagig stattfindenden
Mediumwechsel inkubiert, bis eindeutig abgrenzbare Zellkolonien erkennbar waren. Zur
Isolation einzelner Zellklone wurde das Medium von der Zellkulturplatte entfernt. Die Platte
wurde hernach mit einem 1:1 Gemisch aus Low-Melt-Agarose und 2-fach konzentrierten

Zellkulturmedium Uberschichtet und bis zur Polymerisation bei Raumtemperatur, bzw. bei
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langer als 20 min andauerndem Polymerisationsvorgang bei 37°C, inkubiert. Durch
Trypsinieren in aufgesetzten Cloning-Zylindern wurden einzelne Zellklone von der
Zellkulturplatte abgelést und in einem Well einer 24-Well-Platte zur Expansion gebracht.
Nach Erreichen der entsprechenden Zelldichte wurden diese dann in zwei Wells einer 24-
Well-Platte gesplittet, wobei die Zellen eines dieser Wells zur weiteren Expansion des
Zellklons bestimmt waren, wahrend die Zellen des anderen Wells dem Screening hinsichtlich
positiver stabiler Integration des GOI dienten. Fir die stabile Transfektion zur konstitutiven
Uberexpression erfolgte dies durch eine rtPCR unter Verwendung eines entsprechenden
Primerpaares. Die Zielsequenz des Forward-Primers lag dabei innerhalb der kodierenden
Region des GOI, wahrend der Reverse-Primer so gewahlt wurde, dass er die das Stopp-
Kodon des GOI flankierende Vektor-DNA hybridisierte. Fir die stabile Transfektion zur
induzierbaren Uberexpression erfolgte das Screening hinsichtlich der stabilen tTA-
Expression (tetracycline-controlled TransActivator) durch Immundetektion mittels TetR-
Antikérper an der Westernblot-Membran.

Zusatzlich wurden bei jeder stabilen Transfektion Klone mit dem entsprechenden Leervektor

transfiziert.

2.5.3.3 Transiente siRNA-Transfektion an INS-1E-Zellen

Um die Expression endogenen Eny2-Proteins 2zu inhibieren, wurden transiente
Transfektionen mit Eny2-spezifischer siRNA (Silencer select®; Ambion) unter Verwendung
des Transfektionsreagenz Lipofektamin RNAi MAX® (Invitrogen), nach dem reversen
Transfektions-Protokoll des Herstellers, durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden, sofern nicht
anders aufgefiihrt, 1,5 x 10 frisch gesplittete INS-1E-Zellen/24-Well ausgesét. In diese
Wells wurde zuvor eine Mischung aus kompletten INS-1E-Medium, welches jedoch keine
Antibiotika enthielt, und Komplexen aus Kontroll- bzw. Eny2-spezifischer siRNA und
Lipofektamin vorgelegt. Ohne weiteren Mediumwechsel wurden die Zellen fur 3-4 Tage, bis

zur Durchfihrung des Experiments, unter Standard-Kulturbedingungen inkubiert.

2.6 Proteinchemische Methoden
2.6.1 Gewinnung von INS-1E-Zelllysaten

o Lysepuffer: 50 mM HEPES
0,1 % Triton X-100
1 mMDTT

1x Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche)
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Adhéarente INS-1E-Zellen wurde zunachst mit eiskaltem PBS gewaschen. Anschlielend
wurde Lysispuffer hinzugefugt (150 pl / Well im 24-Well-MaRstab, 500 pl / Zellkulturplatte &
10 cm) und die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden des Kulturgefalies geldst. Nach
Transferieren der Zellsuspension in ein Eppendorfgefal3, einer 30-minttigen Lyse bei 4°C
unter permanentem Schitteln sowie einem nachfolgenden Zentrifugationsschritt bei 12000
rom und ebenfalls 4°C, wurde der klare Uberstand als Zelllysat gewonnen und

gegebenenfalls bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C aufbewahrt.

2.6.2 Bestimmung des Proteingehalts in Zelllysaten

Fir die Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde das Quant-iT™ Protein Assay Kit
(Invitrogen) sowie das entsprechende Fluorometer (Qubit; Invitrogen) nach Angaben des

Herstellers verwendet.

2.6.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

e Sammelgel 4,5 % Acrylamid-Bisacrylamid
125 mM Tris-HCI pH 6,8
0,1 % SDS
0,1 % APS
0,1 % TEMED

e Trenngel 10-15% Acrylamid-Bisacrylamid
375 mM Tris-HCI pH 8,8
0,1 % SDS
0,05 % APS
0,05 % TEMED

o SDS-PAGE-Laufpuffer 192 mM Glycin
25 mM Tris
0,1 % SDS
o SDS-Probenpuffer 5x 10 % SDS
(reduzierend) 500 mM DTT

125 mM TRIS (pH 6,8)
0,001 % Bromphenolblau
50 % Glycerol
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e SDS Probenpuffer 4x von Roth

(nicht reduzierend)

Um Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde eine SDS-PAGE im
diskontinuierlichen Laemmli-System (Laemmli, 1970) durchgefiihrt. Im Allgemeinen wurden
hierbei 10-15 %ige Trenngele und 4,5 %ige Sammelgele verwendet. Vor dem Auftragen der
Proteinproben auf das Gel wurden diese mit Probenpuffer versetzt und bei 95°C fir 5 min
denaturiert. Das Gel wurde mit 25 ug Protein pro Spur beladen. Zusatzlich wurde zu den
Proben ein Molekulargewichtsmarker (Precision Plus Protein Standard dual color, Bio-Rad)
auf das Gel aufgebracht. Die Laufzeit betrug 1-2 Stunden bei einer angelegten Spannung
von 80-120 V.

2.6.4 Western Blot

e Transferpuffer 192 mM Glycin
25 mM Tris
20 % Methanol

Der Proteintransfer vom SDS-Polyacrylamidgel auf die PVDF-Membran erfolgte im Biorad
Transfer Cell System im Tankblot-Verfahren. Die angelegte Spannung betrug 105 V bei einer
Laufzeit von 1,5 h, wobei der Blot, wie nachfolgend aufgezeigt, geschichtet war und sowohl

die Schwamme als auch Filterpapiere zuvor mit Transferpuffer durchtrankt wurden.

Kathode (-)
Schwamm

Filterpapier
SDS-Polyacrylamidgel
PVDF-Membran
Filterpapier
Schwamm

Anode (+)

2.6.5 Immundetektion und ,,Stripping“ der PVDF-Membran

e Blocking-Puffer 5 % Milchpulver
100 mM NacCl
10 mM Tris
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0,1 % Tween20
>pH7,2

o Waschpuffer 100 mM NaCl
10 mM Tris
0,1 % Tween20
> pH7,2

e Antikorperinkubationslésung 100 mM NaCl
1 mM NaPO,
0,2 % Tween20
0,1 % BSA
> pH7,.2

e Stripping-Puffer 200 mM Gilycin
100 mM NaCl
2> pH2,2

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte das Abblocken
unspezifischer Bindungsstellen mit Blocking-Puffer. AnschlieRend wurde die Membran kurz
mit  Waschpuffer gewaschen und der primare  Antikdérper verdinnt in
Antikorperinkubationslésung aufgetragen und entweder flr 3 Stunden bei Raumtemperatur
oder bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Es folgten 3 5-minltige Waschschritte mit Waschpuffer
um ungebundene Antikoérper zu entfernen. Nach dem Waschen wurde der entsprechende
sekundare Antikorper, gekoppelt an HRP (Horse Raddish Peroxidase), deren Verdinnung
ebenfalls mit Antikérperinkubationsldésung erfolgte, auf die PVDF-Membran aufgebracht und
verblieb dort fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde abermals 3-malig fiir
5 Minuten mit Waschpuffer gewaschen, bevor die Detektion des Antikdrpers erfolgte. Dazu
wurde die PVDF-Membran mit ECL (Enhanced Chemi-Luminescence, Thermo Scientific)
inkubiert und die Chemiluminenszenz-Farbung auf Amersham Hyperfim™ECL (GE
Healthcare) dokumentiert.

Sollte die Membran zusatzlich zum ersten primaren Antikdrper mit einem weiteren primaren
Antikérper aus der gleichen Spezies inkubiert werden, wie beispielsweise nach dem HA-Tag-
Antikérper mit einem Antikdrper gegen B-Aktin (beide in Maus generiert), erfolgte vor der
zweiten Detektion zunachst das so genannte ,Strippen® der Membran. Dabei wird sowohl der
primare als auch der sekundare Antikérper von der Membran entfernt. Dies erfolgte, indem
die PVDF-Membran nach erster Detektion kurz in Waschpuffer gewaschen und

anschliefend 30 Minuten in Methanol inkubiert wurde. Nachfolgend wurde die Membran
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zweimal fur eine Minute mit Aqua dest gewaschen, dann fur 30 Sekunden in Stripping-Puffer
inkubiert und nochmals 1-mindtig mit Aqua dest gespllt, bevor sich, wie bereits bei der
ersten Detektion, erneut eine Inkubation mit Blocking-Puffer sowie die weiteren Schritte der

Immundetektion anschlossen.

2.7 Zellbiologische Methoden

2.7.1 Insulinsekretions-Assay und Bestimmung des Gesamt-Insulingehalts

e INS-1E-KRBH-Puffer 135 mM NaCl
3,6 mM KCI
1,5 mM CaCl,
0,5 mM NaH,PO,
0,5 mM MgCl,
5 mM NaHCOs;
10 mM HEPES
0,1 % BSA
>pH7,2

Fur die Bestimmung der Insulinsekretion wurden Zellen grundsatzlich im 24-Well-Malstab
ausgesat. Nach einer Transfektionszeit von 72 Stunden fiir Uberexpressionsexperimente,
72-96 Stunden flur siRNA-vermittelte Suppression, bzw. nach Erreichen der Konfluenz fir
stabil transfizierte INS-1E Klone wurden die Zellen 2-mal mit je 0,5 ml KRBH-Puffer/Well
gewaschen und 30 min bei 37°C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchte im Zellkultur-Brutschrank
mit 1 ml KRBH-Puffer/Well vorinkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen abermals mit 0,5 ml
KRBH-Puffer/Well gewaschen und erneut 30 min im Zellkultur-Brutschrank mit 1ml KRBH-
Puffer/Well inkubiert Bei diesem Inkubationsschritt waren dem KRBH-Puffer jedoch Glukose
in unterschiedlichen physiologischen Konzentrationen (2,8-16,7 mM) und entsprechend dem
Experiment verschiedene Sekretagoga bzw. Inhibitoren zugesetzt (Diazoxid, Exendin-4,
Forskolin, H-89, Tolbutamid, 8-(4-Chlorophenylthio)-2-O-Methyladenosin-3",5 -cyclic
Monophosphat, N6-Benzoyladenosin-3",5-cyclic Monophosphat). Nach Beendigung der
Inkubationszeit wurden die Zellen sofort auf Eis gestellt, 500 ul Uberstand abgenommen und
bei 1000 rpm fir 1 min zentrifugiert, um eventuell im Uberstand befindliche Zellen zu
entfernen. 300 pl dieses Uberstandes wurden in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und bis
zur Bestimmung der Insulinkonzentration bei -20°C gelagert. Um mogliche Differenzen
hinsichtlich der Zelldichte zwischen den einzelnen Wells zu umgehen, wurde der Gehalt des
sezernierten Insulins auf den Proteingehalt normalisiert. Zu diesem Zweck wurde der in den

Wells der Zellkulturplatte verbliebene KRBH-Puffer von den Zellen abgesaugt, die
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adharenten Zellen zweimalig mit PBS gewaschen und durch Zugabe von Lysispuffer,
Abschaben der Zellen und nachfolgendem Vortexen das Protein extrahiert. Zur Bestimmung
des Insulingehalts transfizierter Zellen, wurden die Zellen nach entsprechender
Transfektionszeit ebenfalls in Lysispuffer homogenisiert und sowohl die Protein- als auch die
Insulinkonzentration in den Homogenaten analysiert. Die eigentliche Messung der
Insulinkonzentration erfolgte mittels eines ELISA-Kits (Millipore) nach den Empfehlungen des

Herstellers.

2.7.2 Bestimmung des Glukosemetabolismus mittels MTT-Assay

e MTT-Stammldsung 5 mg/ml MTT in RPMI-Medium (ohne
Phenolrot)

Die Bestimmung des glukoseabhangigen Metabolismus in INS-1E-Zellen erfolgte mit MTT-
Reagenz (C,N-Diphenyl-N"-4,5-Dimethylthiazol-2-yl-Tetrazoliumbromid) nach einer von
Janjic and Wollheim (1992) beschriebenen Methode. Hierbei reduzieren zytoplasmatische
Reduktionsaquivalente, welche aus der Glykolyse und zu einem sehr geringen Anteil auch
aus der mitochondrialen Oxidation hervorgehen, das gelbe MTT zu einem blau-violetten
Formazan.

INS-1E-Zellen wurden dafir im 24-Well-MaRstab ausgesat und ftransfiziert. Nach
entsprechender Transfektionszeit wurde das Medium von den Zellen entfernt, die Zellen mit
glukosefreien INS-1E-KRBH-Puffer gewaschen und anschlieliend mit 1 ml des gleichen
Puffers 30 min im Zellkultur-Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden anschliel3end
nochmals gewaschen und erneut 30 min mit INS-1E-KRBH-Puffer, dem unterschiedliche
Glukosekonzentrationen sowie 0,5 mg/ml MTT beigefugt waren, bei 37°C belassen. Zur
Solubilisation der entstandenen Formazankristalle wurde der INS-1E-KRBH-Puffer entfernt
und durch 1 ml Isopropanol / 10 % DMSO ersetzt und weitere 5 min inkubiert. Die Lésung
wurde im Anschluss noch 10-mal pro Well vorsichtig auf- und abpipettiert, um die
vollstdndige Auflésung der Formazankristalle zu gewahrleisten. Die Absorption des
entstandenen Formazan wurde schliellich durch photometrische Messung bei 550 nm

bestimmt.
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2.7.3 Bestimmung der Proliferation / Vitalitat mittels MTT-Test

Da das MTT-Reagenz von lebenden Zellen aufgenommen und durch die oben
beschriebenen (3.7.2) Mechanismen umgesetzt wird, sind mittels Durchfiihrung eines MTT-
Test’s Aussagen Uber die Vitalitat moglich.

Ohne Durchfiihrung eines Mediumwechsels wurden dem Medium transfizierter INS-1E-
Zellen (500ul), nach einer entsprechenden Transfektionszeit, 50 ul einer MTT-Stammlésung
beigeflgt. Nach einem Inkubationsschritt von 1,5 Stunden bei 37°C im Zellkultur-Brutschrank
wurde die Medium-MTT-Ldsung abgenommen und verworfen, 550 pul Isopropanol / 10 %
DMSO-L6sung zu den Zellen gegeben und fur 5 min bei 37°C zum Herauslosen der
Formazankristalle inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und zur Bestimmung der
Absorption des entstandenen Formazan bei einer Wellenlange von 550 nm photometrisch

vermessen.

2.7.4 Bestimmung des sich formierten cAMP mittels cAMP-Assay

Fur die Messung gebildeten cAMP’s wurde das Medium transfizierter, im 24-Well-Malstab
ausgesater INS-1E-Zellen nach einer entsprechenden Transfektionszeit entfernt, die Zellen
2-mal mit vorgewarmten INS-1E-KRBH-Puffer gewaschen und im gleichen Puffer fir 30 min,
bei 37°C im Zellkultur-Brutschrank vorinkubiert. Danach wurden die Zellen abermals
gewaschen und in 0,5 ml vorgewarmten INS-1E-KRBH-Puffer, versetzt mit 16,7 mM
Glukose, mit oder ohne Exendin-4 unterschiedlicher Konzentration sowie mit oder ohne 100
UM IBMX, inkubiert. Nach 3-15 min wurde der Uberstand von den Zellen entfernt und das
entstandene cAMP durch sofortige Zugabe von 0,1 mol/l HCI / 0,5 % Triton X-100 zu den
Zellen extrahiert. Nach Transferieren des Extrakts in ein Reaktionsgefa} und einem sich
anschlielienden Zentrifugationsschritt (600 x g, 10 min), wurde die cAMP-Konzentration im
Uberstand mittels kompetitiven cAMP-ELISA-Kits nach dem Protokoll des Produzenten

(Thermo Scientific) analysiert.

2.7.5 Bestimmung des intrazellularen Kalziums
o Fura-2-AM (Calbiochem) 2 UM in INS-1E-KRBH-Puffer

Um Veradnderungen der intrazelluldaren Kalziumkonzentration von INS-1E-Zellen
aufzuzeichnen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2-Acetoxymethylester (Fura-2-AM)
gewahlt. Dabei handelt es sich um einen Kalzium-Chelator, welcher im nahen UV-Bereich
absorbiert und Uberdies aufgrund der Acetoxymethylreste gut membranpermeabel ist. Die

Intensitat des Fluoreszenzfarbstoffes stellt eine Funktion der Kalzium-Konzentration dar, die
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von einer Reihe, zum Teil unbekannter Faktoren abhangig ist. Da Fura-2 jedoch in der
Kalzium-gebundenen Form mit einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat bei der Anregungs-
Wellenlange 340 nm und gleichzeitig mit einem Abfall der Fluoreszenzintensitat bei der
Anregungs-Wellenlange 380 nm reagiert, ist es mdglich zwei Fluoreszenzmessungen kurz
hintereinander durchzufiihren und Uber die Ratio-Bildung viele der unbekannten Grélen zu
eliminieren. Durch diese Methode eréffnet sich die Mdglichkeit, in lebenden Zellen die
Kalziumkonzentration, bzw. deren Veranderung zu ermitteln.

Fir die Bestimmung des intrazelluldaren Kalziums in INS-1E-Zellen wurden diese auf
Gelatine-beschichtete Deckglaschen, im 24-Well-Malstab transfiziert und ausgesat. Nach
entsprechender Transfektionszeit wurden die Zellen mit INS-1E-KRBH-Puffer gewaschen
und fir 30 min bei 37°C mit 2 yM Fura-2-AM beladen. AnschlieRend wurden die Zellen
abermals mit KRBH gewaschen und mit 400 yl KRBH Uberschichtet in die Messapparatur,
ein DMIRB Inversionsmikroskop (T.l.L.L. Photonics), ausgestattet mit einem Temperatur-
geregelten Mikroskopschlitten sowie einem 40x/1,30 Ol-Immersionsobjektiv (Zeiss),
eingebracht. Die Registrierung der Fluoreszenzsignale erfolgte, nach dem Passieren eines
dichroitischen Spiegel und eines 520 nm Bandpassfilters, mit einer gekiihiten CCD-Kamera.
Fir die Bedienung des gesamten Kalzium-Imaging-Systems sowie zum Aufzeichnen und
Bearbeiten der Daten wurde das Programm Vision 2.06 (T.I.L.L. Photonics) verwendet.

Nach dem Einbringen der Zellen in das Versuchssystem wurde zunadchst die Basislinie der
Fluoreszenzsignale der Zellen in Glukose-freien KRBH-Puffer aufgenommen. Die
Veranderung der Versuchsbedingungen erfolgte dahingehend, dass 200 ul des KRBH von
den Zellen vorsichtig abgenommen und sofort durch 200 pl KRBH mit entsprechendem
Zusatz ersetzt und entsprechende Zeit inkubiert wurden. Uber die Dauer des gesamten
Versuches wurden dabei flr die beiden Exzitations-Wellenlangen (340 und 380 nm) 20
Bilder in der Minute aufgezeichnet. Auf einem dieser Bilder wurden nach Versuchsende
mindestens 15 einzelne Zellen als einzelne Flachenelemente, so genannte ROI (Region Of
Interest), festgelegt und von diesen fiir jedes Einzelbild der aufgenommenen Bildsequenz die
mittelere Emissions- (Fluoreszenz-) Intensitat nach Hintergrund-Subtraktion bestimmt.
AnschlieRend wurde der Quotient dieser Intensitaten bei den beiden Anregungs-

Wellenlangen ermittelt und ber die Zeit aufgetragen.

2.8 Tierexperimentelles Arbeiten
2.8.1 Isolation Langerhansscher Inseln

e Kollagenase-Ldsung Hank’s BSS
+ 10 mM HEPES
+ 0,1 % BSA
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+ 1 mg/ml Collagenase V

e |solations-Medium Hank’s BSS
+ 10 mM HEPES
+10 % FCS

Fur die Isolation muriner Langerhansscher Inseln wurde die Maus durch Inhalation
steigender Isofluran-Konzentrationen anasthesiert und anschlieRend durch zervikale
Dislokation getdtet. Dann wurde der Bauchraum eroffnet und zum Ausbluten lassen des
Tieres eines der groRen Abdominal-GefalRe durchtrennt. Das Hepar wurde nach cranial
geklappt und mit einem Ethanol-getrankten Tupfer fixiert. Die nachfolgenden Schritte wurden
dann bei stereomikroskopischer Betrachtung ausgefiihrt. Zunachst wurde der Ductus
pancreaticus unmittelbar vor der Papilla duodeni major mittels kleiner GefalRklemme
abgeklemmt. Anschlielend wurden 3 ml eiskalte Kollagenase-Ldsung, unter Verwendung
einer Spritze mit 30G-Injektionskanule Uber den Ductus choledochus in das Pankreas
injiziert. Das aufgespritzte Organ wurde vorsichtig aus dem Abdomen préapariert und in ein
50 ml Reaktionsgefal® mit 1 ml vorgelegter, eiskalter Kollagenase-Losung Uberfiihrt. Um den
Organverdau zu starten, wurde das Reaktionsgefall bei 37°C im Wasserbad inkubiert, wobei
das Reaktionsgefal® hin und wieder kraftig per Hand geschittelt wurde, um die Zerkleinerung
des Gewebes zu unterstitzen. Nach 5-8 min wurde damit begonnen, den Verdau
mikroskopisch zu kontrollieren. Sobald sich Langerhans Inseln frei von exokrinem
Pankreasgewebe erkennen lieRen, wurde der Collagenase-Verdau durch Zugabe von 45 mi
eiskalten Isolations-Mediums und sofortigem 2-maligen Invertieren des Reaktionsgefalies
gestoppt. Es folgte die Zentrifugation bei 800 x g und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet in 25 ml Isolations-Medium resuspendiert und abermals bei 800 x g und 4°C
zentrifugiert. Nach Wiederholung dieses Waschschrittes wurde das Pellet schliellich in 15 ml
Isolation-Medium aufgenommen und die Inseln unter einem Stereomikroskop, mittels

ausgezogener Glas-Pasteurpipette isoliert.

2.8.2 Praparation muriner embryonaler Pankreata am Schwangerschaftstag
E 18,5
e Avertin 122 mg Tribromoethanol
245 pl 2-Methyl-2-Butanol
ad Aqua dest. 10 ml

Nach dem Zusammenbringen weiblicher und mannlicher Tiere wurden am Folgemorgen eine

Verpaarung und damit eine mdgliche Schwangerschaft anhand eines vorhandenen
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Vaginalpfropfes beim weiblichen Tier festgestellt. Dabei handelt es sich um koagulierte
Proteine der mannlichen Samenflissigkeit, die nach Kopulation fiir annahernd 12 Stunden
bei der weiblichen Maus vorzufinden sind. Dieser Zeitpunkt wurde dann als
Schwangerschaftstag E 0,5 festgelegt. Am 18,5-ten Tag der Trachtigkeit (E 18,5) wurde das
Muttertier durch intraperitoneale Injektion von Avertin, was gleichzeitig zur Betaubung der
Embryonen flihrt, anasthesiert und durch anschlieRende cervikale Dislokation getotet.
Danach wurde der Bauchraum des trachtigen Weibchens eréffnet, der paarig angelegte,
Embryonen-beinhaltende Uterus entfernt und aus diesem die Embryonen herausprapariert.
Unter dem Stereomikroskop, in einer mit PBS geflillten Petrischale, erfolgte schliefdlich die
Praparation der embryonalen Pankreata, indem der Embryo sowohl unterhalb des Thorax als
auch oberhalb des Pelvis durchtrennt wurde und das Pankreas bis auf die Milz von allen

umgebenen Geweben isoliert wurde.

2.8.3 Intraperitonealer Glukosetoleranztest (ipGTT)

Nach Bestimmung des Kérpergewichtes wurde von sich seit 6 Stunden in Nahrungskarenz
befindenden Mausen durch Anritzen des Schwanzes, welcher zuvor mittels eines lokalen
Anasthetikums (Emla-Salbe) betdubt wurde, Blut aus der Schwanzvene, sowohl zur
Bestimmung des Ndichtern-Blutzuckers, als auch zur Ermittlung des Plasma-Insulins,
enthnommen (). Dem Tier wurden anschlieBend 2 Milligramm Glukose pro Gramm
Korpergewicht intraperitoneal injiziert, worauf nach 15, 30, 60 und 120 min abermals
Blutentnahmen zur Messung der Blutglukose-Konzentration sowie zur Bestimmung des

Plasma-Insulins erfolgten.

2.8.4 Bestimmung der Blutglukose-Konzentration

Die Messung der Blutglukose erfolgte mittels eines Blutzuckermessgerates (Ascensia

CONTOUR®; Bayer ) nebst dazugehdriger Teststreifen nach Angaben des Herstellers.

2.8.5 Bestimmung des Plasma-Insulins

Zur Bestimmung des Plasma-Insulins wurde eine Mindestmenge von 20 pl Blut mit einer Di-
Kalium-EDTA-Mikrovette (Sarstedt) aufgefangen. Nach einem Zentrifugationschritt (3000
rom, 3 min) wurden mindestens 5 pl des Blutplasma-Uberstandes abgenommen und bis zum
Gebrauch bei -20°C konserviert. Die Bestimmung des Plasma-Insulins erfolgte dann mit dem

Ultra sensitive mouse Insulin ELISA Kit (Crystal Chem. Inc.) nach Herstellerangaben.
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2.8.6 Bestimmung der a- und B-Zellmasse

Fir die Bestimmung der a- und B -Zellmasse wurde das Gewicht des Pankreas sofort nach
der Entnahme bestimmt und das Organ, wie nachfolgend (2.9.1) fir Paraffinschnitte
beschrieben, fiir die weitere mikroskopische Auswertung aufgearbeitet.

Die Auswertung erfolgte dann anhand entsprechend markierter Gewebeschnitte mithilfe
einer Okular-Gitter-Vorlage, welche mit 10 x 10 im Quadrat angeordneten Kleinquadraten
121 Kreuzungspunkte umfasste. Von mindestens 120 betrachteten Gesichtsfeldern pro
Gewebeschnitt wurden jeweils die Kreuzungspunkte ausgezahlt, welche sich (ber
pankreatischem (Pp), nicht-pankretischem (P.) sowie Uber Glukagon- (P,), bzw.
insulinpositiven (Pg) Gewebs-Arealen befanden. Unter zu Hilfenahme folgender Formel

wurde anschlieRend die a-, bzw. 3-Zellmasse bestimmt:

a- bzw. B-Zellmasse (mg/g Korpergewicht) =

(SPq bzw. Pg/ (3Pp + SPa + YP, bzw. Pg)) x Pankreasgewicht (mg)
Korpergewicht (g)

2.9 Immunfluoreszenzmikroskopie
2.9.1 Immunfluoreszenzmarkierungen an Gewebsschnitten

Fir Immunfluoreszenzmarkierungen an Gefrierschnitten wurde entnommenes embryonales
Pankreasgewebe zunéachst 10 min in 4 % PFA in PBS fixiert, anschlieRend fur jeweils eine
Stunde erst in 15 %- und dann in 30 %-iger Sucroselosung (in PBS) inkubiert und schlie3lich
in Tissue Tek OCT eingebettet. Mittels Gefriermikrotom wurden von diesem Gewebe 4 ym
starke Schnitte angefertigt und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen
der Schnitte wurden diese kurz in PBS gewaschen und nachfolgend, zur Verhinderung
unspezifischer Antikdrperbindungen, fir 1 Stunde in 1 % Normal-Esel-Serum sowie zur
Permeabilisierung mit 0,1 % des nicht-ionischen Detergens Triton-X-100 (in PBS) blockiert.
Nachfolgend fand die Inkubation des primaren, bzw. im Falle von Doppelmarkierungen einer
Mischung der beiden primaren Antikérper in PBS bei 4°C Uber Nacht statt. Nach dreimaligem
Waschvorgang mit PBS erfolgte die Inkubation mit entsprechenden Fluorochrom-
konjugierten (Cy2, bzw. Cy3) Antikérpern bei Raumtemperatur fir eine Stunde. Die
Gewebsschnitte wurden danach abermals dreimal in PBS gewaschen und abschlielend zur
Visualisierung der Zellkerne flir 5 min mit DAPI, bzw. TOPRO inkubiert und unter
Verwendung von Mounting Medium als Endeckmittel mit einem Deckglas abgedeckt.

Fur die Herstellung immunfluoreszenz-markierter Paraffinschnitte wurde entnommenes
Gewebe 24 Stunden in 4 %-iger PFA-LOsung (in PBS) fixiert, in Paraffin eingebettet und
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mittels Mikrotom in Schnitte ebenfalls der Starke 4 pum geschnitten, welche bis zum
Gebrauch bei Raumtemperatur verblieben. Durch eine zweimalige 10-minltige Inkubation
mit Xylol wurden die Gewebsschnitte entparaffiniert und in einer sich anschliellenden
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Dann erfolgte eine Behandlung der Gewebsschnitte
mit 0,01 M Na-Citrat (in PBS) im Dampfdruckgerat fir 30 min, um antigene Determinanten zu
demaskieren. Die nachfolgenden Schritte, wie das Blockieren, die Inkubation der primaren
und sekundaren Antikorper, als auch die Kernvisualisierungen sowie das Eindecken wurden

entsprechend, wie fir Immunmarkierungen an Gefrierschnitten beschrieben, durchgefihrt.

2.9.2 Immunfluoreszenzmarkierungen an Zellkulturen

FUr Immunfluoreszensmarkierungen an Zellkulturen wurden die Zellen auf Gelatine-
beschichtete Deckglaser ausgesat und entsprechend behandelt. Nach versuchsgemaler
Wachstumsdauer wurde zunachst das Zellkulturmedium entfernt und kurz mit PBS gespililt,
bevor die Fixierung der Zellen mit 4 % PFA-Losung (in PBS) erfolgte. Nach einer
Inkubationsdauer von 10 min wurden die Deckglaser dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen
und ebenfalls, wie oben am Gewebeschnitten beschrieben, blockiert, mit primaren und
sekundaren Antikoérper inkubiert, die Zellkerne mit DAPI, bzw. TOPRO markiert und das
Zellpraparat eingedeckt.

Abweichend von diesem Markierungsprotokoll erfolgte im Falle der Markierung des Aktins-
Zytoskeletts, nach der Fixierung und dem Waschen der Zellen, die Inkubation mit Alexa
Fluor® 546-konjugiertem Phalloidin fiir 20 min. Die Deckgléser wurden anschlieBend zweimal
fur 5 min mit PBS gewaschen, die Zellkerne mit DAPI markiert und das Praparat mit

Mounting Medium eingedeckt.

2.10 Statistische Analyse

Die Auswertung sowie die Darstellung erhaltener Daten erfolgte mit den Programmen Exelg
2010 und Sigma Plot 8.0. Die aufgezeigten Daten reprasentieren die Mittelwerte * der
Standardabweichung (SD, Standard Deviation) von mindestens 3 unabhangigen Versuchen.
Die statistische Analyse erfolgte unter Anwendung des ungepaarten, zweiseitigen Student’s
t-Test, sofern zwei experimentelle Bedingungen miteinander verglichen wurden. Bei einem
Vergleich von 3 oder mehr Versuchsbedingungen erfolgte die statistische Analyse Uber die
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, Analysis Of Variance) mit nachfolgendem Post-hoc-
Test (Bonferroni-Korrektur). Unterschiede wurden als signifikant gewertet bei einem Wert
von  P<0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Rolle der verschiedenen Pax6 Domanen fiir die
Differenzierung des endokrinen Pankreas

Der Transkriptionsfaktor Pax6 ist wesentlich fir die Entwicklung verschiedenster Organe,
einschliel3lich des endokrinen Pankreas. Dort ist Pax6 bedeutend flr die Zellzahl, die
Morphologie, aber auch fir die Expression verschiedener Insel-Hormone. Ein Pax6-
Knockout zieht einen Verlust der Glukagon-produzierenden a-Zellen sowie eine verminderte
B-Zellzahl, als auch eine desorganisierte Inselstruktur nach sich (St-Onge et al., 1997).

Neben einer C-terminalen Transaktivierungsdomane (TA) besitzt Pax6 zwei DNA-bindende
Domanen, eine Paired-Doméane (PD) und eine Homéodomane (HD). Die spezifische Rolle
dieser drei Domanen fir die Entwicklung des endokrinen Pankreas war bisher unklar.
Gegenstand des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war daher der Bedeutung der drei

Hauptdomanen von Pax6 fur die Ausbildung der pankreatischen Inselzellen nachzugehen.

Fir die Analyse der Funktion der verschiedenen Pax6-Domanen bei der Differenzierung
endokriner Pankreaszellen standen uns 4 Mauslinien zur Verfugung, die Mutationen in einer
dieser Domanen aufwiesen (Abb. 3.1).

Um die funktionelle Rolle der PD von Pax6 zu untersuchen, verwendeten wir die Pankreata
homozygoter Tiere der Linie Pax6"®'®. Ein Nukleotidaustausch am 3’-Ende des Intron 5a
fuhrt bei dieser Mauslinie, zu einer Veranderung der entsprechenden Splicestelle, was ein
Fehlen von sowohl Exon 5a als auch Exon 6 zur Konsequenz hat (Graw et al., 2005). Durch
diese Deletion wird eine Bindung der Ziel-DNA Uber die PAI-Subdomane der PD verhindert
(Graw et al., 2005). Der Rest des Pax6-Proteins bleibt hingegen intakt. Die Mauslinien
Pax*"® und Pax6'*>™Ne (Pax6'™") wurden genutzt, um die Rolle der HD zu analysieren.
Beide Linien weisen je eine Punktmutation im Pax6-Gen auf, wodurch es zu einem
Austausch benachbarter Aminosauren in der dritten Helix der Homdéodoméane des Pax6-
Proteins kommt, was die DNA-Bindung via HD unterbindet (Favor et al., 2008; Favor et al.,
2001). Bei der Mauslinie Pax6°®¥™*" sind dagegen die beiden DNA-Bindedoménen intakt,
jedoch ist bei diesen Mutanten das Pax6-Protein um die TA trunkiert.

Ahnlich den Pax6-Knockout Mausen (Pax6™) versterben homozygote Tréger der Pax6"®Y'5-,
der Pax6°®¥™ sowie der Pax6*“®“-Mutation innerhalb kurzer Zeit nach der Geburt, ein
Umstand der es erforderlich machte, embryonales Pankreasgewebe (E18,5) dieser Tiere zu
analysieren. Tiere mit homozygoter Pax6'*N®“-Mutation hingegen erreichen das

Erwachsenenalter und sind zudem fertil.
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3.1.1 Einfluss der Paired-Domane sowie der Transaktivierungsdomane von
Pax6 auf die Ausbildung endokriner Zellen

Zur Analyse des Einflusses der Paired-Domane sowie der Transaktivierungsdomane auf die
Differenzierung pankreatischer Inselzellen, wurden Gewebsschnitte von in Paraffin
eingebetteten embryonalen Pankreata homozygoter Pax6"®'® bzw. Pax6°¥™N“ Mause
gefertigt. Diese wurden in einer Immunfluoreszenz-Doppelfarbung zum einen gegen
Glukagon und zum anderen mit einem Antikdrper gegen eines der anderen Inselzellhormone
markiert und mit entsprechenden Gewebsschnitten von Wildtypmausen (WT) verglichen.
Uberdies erfolgte anhand der Gewebsschnitte mit Doppel-Markierung gegen Glukagon und
Insulin die quantitative Bestimmung des a- sowie des B-Zellanteils relativ zur
Gesamtpankreasflache.

Wie der morphologische Vergleich gegeniiber dem WT erkennen lasst (Abb. 3.2), zeigen
Tiere mit Pax6”®'®-Mutation einen ahnlichen Pankreasphanotyp wie Pax6”-Knockout-Tiere.
Es kommt zu einem fast kompletten Verlust glukagonpositiver a-Zellen (Abb. 3.2 B).
Lediglich mit dem sensitivsten von drei getesteten Antikérpern gegen Glukagon lie3en sich
durchschnittlich 0-4 schwach glukagonpositive Zellen pro Schnitt detektieren. Die
quantitative Auswertung der B-Zellfliche ergab, dass diese Mutation ebenfalls eine

Reduktion insulinpositiver Zellen zur Folge hat. Dies auf3erte sich in einer gegentber dem
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Wildtyp signifikant um 26 % verminderten insulinpositiven Zellflache (Abb. 3.2 J; p=0,01 vs.
WT). Dariiber hinaus, analog zu einem Pax6"-Knockout, erschien die Inselstruktur

ungeordnet.
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Abb. 3.2: Die Paired-Doméne von Pax6 spielt bei der Ausdifferenzierung glukagonpositiver Zellen eine
groBere Rolle als die Transaktivierungsdoméne.

A-l) Detektion insulin-, glukagon-, somatostatin- und PP-positiver Zellen an Pankreas-Gewebsschnitten von
Mausembryonen (E18,5) des Wildtyps bzw. mit homozygoter Pax6-Mutation (wie angegeben). Wahrend der
Pankreasphanotyp der Pax6"®'®-Mutanten ein fast vollstéandiges Fehlen glukagonpositiver a-Zellen indiziert,
ist diese Inselzellpopulation, mit einem Anteil von 25 % gegeniiber dem des Wildtyps, bei Pax65®™Ne'-
Mutanten jedoch vertreten. Beide Mutationen haben eine deutliche Abnahme insulinpositiver -Zellen als auch
eine ungeordnete Inselmorphologie zur Folge. Wahrend die Zahl der somatostatinpositiven Zellen sowohl von
der PD als auch der TA von Pax6 unbetroffen ist, flhrt eine Inaktivierung der PD im Gegensatz zur TA zu
einer scheinbaren Reduktion der PP-Zellen. J-L) Quantitative Bestimmung der insulin- und glukagonpositiven
Zellflache in Relation zur Gesamtpankreas-Flache. WT=Wildtyp; PP=pankreatisches Polypeptid. Die
dargestellten Werte reprasentieren den Mittelwert £ SD von 3-5 ausgewerteten Mausen pro Gruppe. *p<0,05.
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Die fluoreszenz-mikroskopische Betrachtung glukagon- und somatostatinmarkierter
Gewebsschnitte |asst vermuten, dass Pax6, bzw. die PD von Pax6, keinen Einfluss auf die
Auspragung somatostatinpositiver d-Zellen hat. Die Zahl dieses Inselzelltyps erscheint
gegeniber der des Wildtyps unverandert (Abb. 3.2 E). PP-Zellen hingegen lielen sich nur in
einer geringeren Anzahl detektieren (Abb. 3.2 H), womit die PD fir die Ausbildung einer
korrekten PP-Zellzahl wichtig erscheint. Da jedoch weder der &- noch der PP-Zellanteil
quantifiziert wurde, ist zu erwahnen, dass dies nur Rlckschlisse basierend auf rein visueller
Beobachtung sind.

Aus der Literatur ist bekannt, dass der Verlust der TA von Pax6 (Pax6°*™®) einen
endokrinen Pankreasphanotyp aufweist, der durch eine Reduktion der a-, -, &-, und PP-
Zellzahl sowie einer desorganisierten Inselstruktur gekennzeichnet ist (Sander et al., 1997).
Unsere Auswertungen der Pankreata homozygoter Pax6°®™N®-Embryonen bestitigen im
Wesentlichen diesen von Sander et al. beschriebenen Phanotyp. Auch wir konnten eine
anormale Inselarchitektur (Abb.3.2 C,F,l) mit deutlich verminderter Zahl sowohl
glukagonpositiver a- (C, L in Abb. 3.2) als auch insulinpositiver B-Zellen (C, K in Abb. 3.2)
feststellen. Ein Vergleich mit den Wildtyp-Kontrollen ergab eine Verringerung
glukagonproduzierender a-Zellen um 75 % (p=0,011). Insulinproduzierende B-Zellen waren
um 60 % reduziert (p=0,004). Die somatostatinpositiven &- und PP-positiven Zellen
hingegen, scheinen unbeeinflusst von der Pax65*™N*“-Mutation (F, | in Abb. 3.2), allerdings
fand unsererseits keine genaue Quantifizierung dieser Zellpopulationen statt.

Hinsichtlich der ZellgroRe und -morphologie zeigten sich gegenliber dem WT, weder durch

die Pax6"®'8- noch durch die Pax65®"N®“-Mutation, erkennbare Differenzen.

3.1.2 Einfluss der Hom6odomane von Pax6 auf die Ausbildung endokriner
Zellen

Um die Rolle der Homéodoméane von Pax6 zu untersuchen, standen uns zwei Mauslinien,
Pax6*N®" und Pax'" zur Verfiigung, die, wie oben beschrieben, an benachbarten Stellen
des Pax6-Proteins einen Aminosaureaustausch aufweisen.

Die Analyse der Pax6*"*'-Mutanten erfolgte dabei in einem Zeitabschnitt dieser Arbeit, als
noch kein Zugang zu einem Mikrotom fir Paraffinschnitte bestand. Die Auswertung dieser
Homdéodomanen-Mutation wurde daher ausschliellich an Gefrierschnitten getatigt.
Gefrierschnitte des Pankreas entsprechender Embryonen wurden zu diesem Zweck mit
Antikérpern gegen Glukagon bzw. Insulin und, zur eindeutigeren Abgrenzung endo- und
exokriner Pankreasanteile, mit einem Antikérper gegen Amylase markiert. Die Visualisierung

der Kerne erfolgte mittels Dapi.
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Abb. 3.3: Die Pax6*"*" Homdodominen-Mutation zeigt einen Pankreasphinotyp mit reduziertem a- als
auch B-Zellanteil.

A) Immunmarkierung embryonaler pankreatischer Gefrierschnitte des Wildtyps und angegebener Pax6-
Mutanten. Wahrend die Pax6*®'®-Mutation einen Verlust glukagonpositiver Zellen zur Folge hat, war dieser
Inselzelltyp bei Mutanten, welche die Pax6*"*"-Mutation tragen prasent. B) Die Quantifizierung glukagon- und
insulinpositiver a- bzw. B-Zellanteile in Bezug zum Gesamtpankreas zeigte jedoch, dass beide
Zellpopulationen durch die Pax6*"*'-Mutation signifikant vermindert in ihrer Zahl auftreten. WT=Wildtyp. Die
dargestellten Werte reprasentieren den Mittelwert £ SD von 6-7 ausgewerteten Mausen pro Gruppe. *p<0,05.

6°°¥'®_Mutation

Wie in Abbildung 3.3 dargestellt, zum Vergleich sind Gefrierschnitte der Pax
mit aufgefiihrt, zeigt der Pankreas-Phanotyp homozygoter Pax6*"*"-Tiere, dass sich die HD
von Pax6 fiur die Entwicklung der Inselzellpopulation nicht so dominierend wie die PD

6°°Y18_Mutation,

auswirkt. Neben insulinpositiven p-Zellen lieen sich, im Gegensatz zur Pax
eindeutig glukagonproduzierende a-Zellen nachweisen. Die Quantifizierung dieser

Zellpopulationen ergab jedoch fiir beide Zelllinien eine signifikante Reduktion gegentber
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dem Wildtyp, was eine Homéodomanen-Abhangigkeit der finalen a- und B-Zellzahl indiziert.
Der glukagonproduzierende a-Zellanteil zeigte sich infolge der Pax6*V®“-Mutation um 41 %
(p=0,04 vs. WT) und der insulinproduzierende B-Zellanteil um 39 % (p=0,03 vs. WT)
verringert. Das Verhaltnis dieser beiden Inselzelltypen zueinander, wird durch diese Mutation

jedoch nicht beeinflusst.

Die anhand der Pax6*"®'-Mutation gewonnenen Ergebnisse, wonach der HD von Pax6 bei

der Differenzierung endokriner Pankreaszellen eher eine untergeordnete Rolle beizumessen

614NeU)

ist, werden durch die Analyse der anderen Homéodomanen-Mutation (Pax unterstitzt.
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Abb. 3.4: Die Pax6'*"*" Homéodomainen-Mutation zeigt einen Pankreasphinotyp, der sich nur in der B-
Zellmasse von dem Pankreasphéanotyp des Wildtyps unterscheidet.

A-D) Immunmarkierung embryonaler pankreatischer Paraffinschnitte von WT und Pax6'*N*“-Mutanten.
Morphologisch zeigten sich Im Vergleich mit dem Wildtyp bei der Pax6'*N®'-Mutation keine offenkundigen
Abweichungen. E-F) Auch die Quantifizierung der InselgréRe und a-Zellmasse erbrachte keine Unterschiede
zwischen den beiden Populationen. Hinsichtlich der p-Zellmasse konnte jedoch eine signifikante Reduktion
bei den Pax6'*N®’-Mutanten gemessen werden. Die dargestellten Werte reprasentieren den Mittelwert + SD
von 3-6 Mausen/Gruppe. *p<0,05. WT=Wildtyp; Som=Somatostatin; PP=pankreatisches Polypeptid.
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Obgleich es bei der Pax6'*N*"-Mutation zu einem Austausch einer Aminosauresiure kommt,
welche unmittelbar an die Aminosaure grenzt, die bei der Pax6*Ne“-Mutation substituiert wird,
erreichen Tiere, die homozygot diese Mutation tragen, das Adult-Stadium. Dies ermdglichte
es uns den Pankreasphanotyp dieser Mutation an 6 Wochen alten Mausen zu untersuchen.
Wie durch die Abbildung 3.4 wiedergegeben, waren morphologisch keine Unterschiede im
Pankreas-Phanotyp der Pax6'*N®"-Mutation und des Wildtyps erkennbar. Gleich der Wildtyp-
Kontrolle zeigen die Langerhansinseln eine fir Nagetiere typische Architektur, mit im
Zentrum befindlichen insulinpositiven (-Zellen, umschlossen von den anderen Inselzell-
Populationen (A-D in Abb. 3.4). Das Diagramm E der Abbildung 3.4 zeigt zudem, dass auch
die GroRe der pankreatischen Inseln nicht durch die Pax6'*N®-Mutation beeinflusst wird.
Hingegen ergab die Quantifizierung der 3-Zellmasse gegeniber dem Wildtyp eine deutliche
Verringerung in Pax6'N*"-Individuen (WT: 0,064 + 0,0025 mg/g vs. 14Neu: 0,053 + 0,0047
mg/g; p=0,02), wahrend sich die a-Zellmasse statistisch unverandert zeigte (WT: 0,015 &
0,004 mg/g vs. 14Neu: 0,012 + 0,004 mg/g; p=0,44).

3.1.2.1 Einfluss der Homéodomanen-Mutation Pax6'N*" auf die Glukosetoleranz

Um der Frage nachzugehen, ob sich der Pax6'**'-Pankreasphanotyp, welcher eine
verminderte 3-Zellmasse zeigt, auch auf die Hormonproduktion, bzw. Sekretion und damit
auf die physiologische Funktion des endokrinen Pankreas, die Aufrechterhaltung der
Glukosehomoostase, auswirkt, wurden intraperitoneale Glukose-Toleranztestes (ipGTT),
parallel zur Ermittlung der Plasmainsulinkonzentration durchgefihrt. Dafiir wurden 6 Wochen
alten Mausen, sowohl vom Wildtyp als auch mit Pax6'N®-Mutation, nach einer
Nahrungskarenz von 6 Stunden, Blut aus der Schwanzvene entnommen. Anschliefsend
wurde ihnen eine Glukoselosung (2 g Glukose / kg Korpergewicht) intraperitoneal injiziert
und nachfolgend nach 15, 30, 60 und 120 min erneut Blut zu Bestimmung der
entsprechenden Parameter entnommen. Die graphische Darstellung dieses Versuchs zeigt
Abbildung 3.5.

Im niichternem Zustand zeigten Tiere, welche die Pax6'*"®"-Mutation tragen, gegeniiber dem
Wildtyp signifikant erniedrigte Blutzuckerwerte (A und Insertion in A; WT: 87,3 + 4,2 mg/dl vs.
Pax6'N®": 582 + 46 mg/dl; n=3-6 Tiere/Gruppe; p=0,00008), was angesichts der
verminderten B-Zellmasse Uberraschend ist. Innerhalb der ersten 15 min nach Glukose-
Injektion kam es in beiden Populationen zu einem ahnlichen Anstieg des Blutzuckerspiegels
(A in Abb. 3.5). Wahrend dieser 30 min nach Verabreichung der Glukose bei Wildtyptieren
bereits ricklaufig war, wiesen Tiere mit der Homdodomanen-Mutation von Pax6 bis zu dieser
Zeit noch eine Zunahme ihres Blutglukosewertes auf (WT:163,7 + 14,4 mg/dl vs. Paxg'*Ne":

255,8 + 17,6 mg/dl; p=0,0002). Erst ab diesem Zeitpunkt kam es dann auch in dieser Gruppe
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zu einem kontinuierlichen Absinken der Blutglukosekonzentration, wobei diese jedoch erst
nach cirka 120 min Kontroll-Niveau erreichte. Wie die Berechnung der AUC (Area Under
Curve; B in Abb. 3.5) wiedergibt, zeichnen sich somit bei Pax6'*N®"-Mutanten nach Glukose-
Injektion insgesamt erhéhte Blutzuckergehalte ab (WT: 15277 + 332 mg/dl vs. Pax6'*Neu:
18062 + 1670 mg/dl; p=0,03), was, wie Abb. 3.5 C und D aufzeigt, die Konsequenz deutlich
verminderter Plasmainsulinkonzentrationen ist (AUC WT: 67,4 + 12,7 ng/dl vs. AUC
Pax6'N": 31,6 + 14,3 ng/dl; p=0,008). Zudem fallt bei Betrachtung des Plasma-
insulinspiegels auch auf, dass dieser bei Pax'*N®“-Mutanten nach Glukoseinjektion keinen so
deutlichen Anstieg aufwies, wie ihn der Wildtyp zeigte (C in Abb. 3.5). Diese verminderte
Ausschittung von Insulin innerhalb der ersten 15 Minuten nach Glukoseinjektion, deutet auf
einen Verlust der ersten Phase der Insulinsekretion hin, ahnlich wie es fir den Typ 2

Diabetes mellitus postuliert ist (Efendic et al., 1988).
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A

Abb. 3.5: Infolge der Pax6'*"*“-Mutation zeigt sich, neben einer Glukoseintoleranz und erniedrigtem
Plasmainsulinspiegel, ein signifikant erniedrigter Niichtern-Blutzucker.

Wildtyp- und Pax6'*N®'-Mausen wurde nach einer 6-stundigen Nahrungskarenz Blut zur Bestimmung des
Nuchtern-Blutzuckers und Plasma-Insulins entnommen. AnschlieBend erfolgte eine intraperitoneale
Glukoseinjektion mit nachfolgender Blutentnahme nach 15, 30, 60 und 120 min zur Bestimmung der
entsprechenden GréRen. A) Blutzuckerkonzentration wahrend des ipGTT. Die Insertion zeigt zur
Veranschaulichung den Nichternblutzucker. C) Mittels entsprechendem ELISA bestimmte Plasma-
Insulinkonzentrationen. B und C) Ermittelte AUC der Blutzucker- bzw, Plasmainsulinkurve. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SD. n=3-5 Tiere pro Gruppe. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.

3.1.3 Einfluss der beiden DNA-bindenden Domanen von Pax6 auf die
Differenzierung pankreatischer e-Zellen

Heller et al. konnten eine antagonistische Rolle von Pax6 bei der Ausdifferenzierung
pankreatischer a- und ghrelinproduzierender ¢-Zellen feststellen (Heller et al., 2005). Sie
untersuchten die Pankreata Pax6-defizienter Mausembryonen, deren Pax6 um die HD und
TA trunkiert war (Pax6°®). Diese Mutation zeigt einen Pankreasphanotyp der bei
gleichzeitiger Reduktion der glukagonproduzierenden a-Zellen eine Expansion
ghrelinproduzierender Zellen aufweist.

Fir uns stellte sich daher die Frage, ob das fiir die Pax6"®'®

-Mutation festgestellte, fast
vollstandige Fehlen glukagonpositiver a-Zellen, bzw. die Reduktion des a-Zellanteils im Zuge
der Pax6*N®“-Mutation, ebenfalls mit der Zunahme ghrelinpositiver Zellen einhergeht.

Wie die fluoreszenz-mikroskopischen Aufnahmen ghrelin- und glukagonmarkierter
Gefrierschnitte erkennen lassen (A in Abb. 3.6), fuhrt die Inaktivierung der PD von Pax6 zu
einer deutlichen Zunahme ghrelinpositiver Zellen. Eine diesbezugliche Veranderung konnte
bei Pax6*“*“-Mutanten hingegen, gegeniiber den Wildtyp-Kontrollen, nicht festgestellt
werden.

Heller et al. (2005) beschreiben neben dem Auftreten glukagon- und ghrelin-
koexpremierender Zellen auch Zellen, die einzig das Hormon Ghrelin produzieren und daher
eine eigene Subpopulation endokriner Pankreas-Zellen, die e-Zellen, darstellen (Prado et al.,
2004). Entgegen dem Wildtyp und der Pax6*"*'-Mutation (Pfeile in A von Abb. 3.6) konnten
Glukagon-Ghrelin-positive Zellen bei Pax6"®'®-Mutanten nicht nachgewiesen werden. Die

AeY18_Mutation wurden von uns daher

ghrelinpositiven Zellen im Pankreasphanotyp der Pax
als e-zellen gewertet.

Die Bestimmung des ghrelinpositiven Zellanteils an Pankreas-Gewebsschnitten von
Pax6"®"®-Mutanten ergab, im Bezug zum Wildtyp, einen 5-fach erhéhten Wert (B in Abb.
3.6), wobei die Quantifizierung ungeachtet der Glukagon-Expression erfolgte.

Der Zuwachs an ghrelinproduzierenden Zellen entspricht dabei annahernd der Reduzierung

des a-Zellanteils, den wir als Konsequenz der Mutation der PD von Pax6 ermittelten. Dies
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l&sst am ehesten den Ruckschluss zu, dass Pax6 bei normaler Auspragung der a-Zellen, die
Entwicklung pankreatischer e-Zellen unterdrickt.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen ghrelin- und Pax6-markierter Gewebsschnitte
der Abbildung 3.6 C zeigen zum einen, dass das Pax6-Protein bei der Pax6"*'®-Mutation
exprimiert wird und zum anderen, dass ghrelinpositive Zellen, sowohl bei Wildtyp-Tieren als
auch bei Tieren mit Pax6"®'®-Mutation, in ihrer Expression des Pax6-Proteins variieren.
Neben Pax6-koexpremierenden ghrelinpositiven Zellen treten ebenfalls Pax6-defiziente
ghrelinpositive e-Zellen auf. Ein groRer Teil Pax6-positiver Zellen tragt jedoch keine Ghrelin-
Markierung und ist daher einer der anderen Inselzell-Population zuzuschreiben.

Darlber hinaus fallt bei der genaueren Betrachtung der zellularen Pax6-Lokalisation in der

Abbildung 3.6 C eine gegenlber dem Wildtyp diffusere Verteilung des Pax6-Proteins in der

Zelle auf.
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Abb. 3.6: Im Zuge der PD-Mutation von Pax6 kommt es zur Expansion ghrelinproduzierender e-Zellen.
A) Immunmarkierung an empryonalen pankreatischen Gefrierschnitten des Wildtyps, mit Mutation der PD
(Pax6"®'®) und mit Mutation der HD (Pax6*"®"). Das Pankreas von Pax6"®'"®-Mutanten zeigt eine Expansion
ghrelinpositiver Zellen, wahrend glukagonpositive Zellen nicht detektierbar sind. In Pax6*"*'-Mutanten sind
sowohl glukagonpositive a-Zellen als auch ghrelinpositive Zellen prasent. Letztere scheinen in &hnlicher Zahl
wie beim WT vertreten zu sein. Sowohl beim WT als auch bei Pax6**"-Mutanten ko-expremieren einige Zellen
sowohl Glukagon als auch Ghrelin (Pfeile). B) Ungeachtet der Glukagon-Expression ergab die Quantifizierung
des ghrelinpositiven Zellanteils eine signifikante Steigerung der e-Zellen im Zuge der PD-Mutation von Pax6.
Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD von 3 Mausen / Gruppe. *p<0,05. C) Pax6- und Ghrelin-Markierung an
Paraffinschnitten des Pankreas vom WT und mit Pax6"®''®-Mutation. Ghrelinpositive Zellen variieren in ihrer
Pax6-Expression, sowohl beim WT als auch bei Tieren mit Pax6"®"8-Mutation. WT=Wildtyp
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3.1.4 Einfluss der Paired-Domane von Pax6 auf die Expression anderer a-
zellspezifischen Gene

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die PD bei der Differenzierung

endokriner Pankreaszellen gegenlber den anderen Domé&nen von Pax6, vor allem der

glukagonproduzierenden a-Zellen, eine Ubergeordnete Rolle spielt. Wahrend sowohl die

Pax6'N*"" die Pax6*"*"- als auch die Pax6°®®"-Mutation eindeutig Pankreasphanotypen mit

6°*'8_Mutanten

glukagonpositiven a-Zellen zeigen, ist dieser Zelltyp im Pankreas der Pax
nahezu fehlend. Es stellt sich die Frage, ob es wirklich zu einem Verlust dieses Zelltyps
kommt oder ob durch einen in der PD mutierten Pax6-Transkriptionsfaktor lediglich die
Expression des zellspezifischen Hormons, in einer ansonsten ausdifferenzierten Zelle,
verhindert wird. Mittels rtPCR fuhrten wir daher Expressionanalysen anderer relativ a-Zell-
spezifischer Gene durch. Neben Glukagon untersuchten wir die Expression der
Prohormonkonvertase 2 (PC2), die aufier in a-Zellen, wo sie fiir die Konversion des
Proglukagons zum fertigen Glukagon bedeutend ist (Rouille et al., 1994), auch in
pankreatischen  und &-Zellen exprimiert wird (Guest et al., 2002; Malide et al., 1995). Mit
Smad7, welches bei Uberexpression die Expansion von a-Zellen férdert (Smart et al., 2006),
Brn4, Arx und Irx2 analysierten wir zudem noch weitere spezifische a-Zellgene (Collombat et

al., 2003; Heller et al., 2004; Hussain et al., 1997; Petri et al., 2006).

Wie das Ergebnis dieser Analysen verdeutlicht (Abb. 3.7), kommt es neben der erwarteten
Suppression von Glukagon ebenfalls zu einer deutlichen Reduktion der PC2-Expression. Arx
hingegen zeigt eine Erhéhung der Expression, wahrend das Expressionsniveau von Brn4,
Irx2 sowie Smad7 unverandert bleibt.

Diese Resultate zusammen mit den unter 3.1.3 aufgefiihrten Ergebnissen, wonach sich als
Konsequenz der Mutation der PD von Pax6 (Pax6*®'®) eine signifikante Expansion
ghrelinpositiver e-Zellen zeigt, deuten darauf hin, das Pax6 neben der Transkription des
Proglukagons noch flir andere a-Zell-spezifische Entwicklungsvorgange bedeutsam ist,
welche jedoch relativ spat in der a-Zelldifferenzierung, oberhalb von Brn4 und Irx2

stattfinden.

WT Aey18

Glukagon
PG2

GAPDH
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A

Abb. 3.7: Expressionsanlyse putativer a-Zell-spezifischer Gene.

Mittels semiquantitativer tPCR, mit entsprechenden Primern und der mRNA aus dem isolierten Pankreas von
WT- und Pax6"®'®-Mausembryonen, filhrten wir Expressionsanalysen a-Zell-spzifischer Gene durch. GAPDH
diente zur Quantifizierung der einzusetzenden cDNA-Menge. Wie erwartet, ist die Expression des Glukagons
aber auch die der Prohormonkonvertase 2 (PC2) vermindert, wahrend Brn4, Irx2 und Smad7 gegeniiber dem WT
keine Veranderung der Expression zeigten. Die Expression von Arx hingegen zeigte sich erhdht. WT=Wildtyp.

3.1.5 Einfluss der Paired-Domane von Pax6 auf die zellulare Lokalisation des
Pax6-Proteins

Wie bereits die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen Pax6-markierter Gewebsschnitte
der Abbildung 3.6 zeigten, flhrt die Mutation der PD von Pax6 zu einer nicht mehr so
eindeutig nukledren Lokalisation des Pax6-Proteins. Um diesen Umstand genauer zu
analysieren, wurden Gewebsschnitte vom embryonalen Pankreasgewebe von Wildtyp-Tieren
sowie Pax6"®'®-Mutanten mit einem Antikdrper gegen Pax6 und zur Kerndarstellung mit
TOPRO markiert. Das Ergebnis dieser Markierung ist in Abbildung 3.8 dargestellt. Wahrend
der Wildtyp einen Pankreasphanotyp mit ausschlieBlich nuklearer Lokalisation von Pax6
aufwies, variierte die zellulare Verteilung dieses Transkriptionsfaktors im Pankreas der Tiere

mit Pax6"¢Y8

-Mutation. Hier zeigten sich, neben Zellen mit eindeutig nukledrer Lokalisation,
Zellen bei denen das Pax6-Protein mehrheitlich auf das Zytoplasma beschrankt war und
auch Zellen, die sowohl eine Pax6-Markierung des Kerns als auch des Zytoplasmas trugen
(Pfeile in Abb. 3.8).

Eine ahnliche Beobachtung konnte auch von Go6tz et al. (unverdffentlichte Ergebnisse) im

Aey1
6ey8

Vorderhirn bei Tieren mit der Pax -Mutation festgestellt werden.

TOPRO Pax6 - TOPRO

C
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A

Abb. 3.8: Eine Mutation der PD von Pax6 (Pax6“®'"®) fiihrt zu Veranderungen in der zelluliren Verteilung
des Transkriptionsfaktors.

Embryonale Pankreasschnitte vom WT und Tieren mit Pax6
Visualisierung der Kerne diente TOPRO. Im Vergleich mit dem WT zeigte der Pankreasphanotyp der Pax6
Mutation, neben nukleér lokalisiertem Pax6-Protein, auch Inselzellen mit ausschlieBlich zytoplasmatisch oder
zytoplamatisch und im Kern auftretendem Pax6-Protein (Pfeile).

AY18_Mutation wurden Pax6-markiert. Zur

Aey18_

Exon 5a ist als gewebsspezifische Spleilvariante von Pax6 nicht immer im Pax6-Protein
integriert. Daher war es unsere Annahme, dass Exon 6 eventuell eine Erkennungssequenz
zur nukledren Lokalisation des Pax6-Proteins enthalt (NLS, nuklear localisation signal). Ein
Verlust dieser Sequenz, wie sie infolge der Deletion des Exon 6 bei der Pax"®¥'®-Mutation
auftritt, wirde demnach zu einer Anreicherung des Proteins im Zytoplasma flihren. Die
computergestitzte Analyse der Pax6-Sequenz mit dem PSORT Il Algorithmus konnte jedoch
keine NLS in der PD des Pax6-Proteins identifizieren. Um unsere Hypothese zu stitzen
fUhrten wir in vitro Experimente durch. Zu diesem Zweck wurde mittels Mutagenese-PCR
das Exon 6 der kanonischen Pax6-Form, welche zuvor in den pcDNA3-Expressionsvektor
kloniert wurde, entfernt. Anschlie3end transfizierten wir transient INS-1E-Zellen mit entweder
wildtypspezifischen oder Exon 6-deletierten Pax6 und markierten diese Zellen nach einer
Inkubationszeit von 72 Stunden mit einem Antikérper gegen Pax6, welcher spezifisch die TA
des Pax6-Proteins bindet. Mittels Fluoreszenzmikroskop wurden die transfizierten Zellen
dann hinsichtlich ihrer Pax6-Lokalisation ausgewertet. Das Ergebnis dieser Studie gibt die
Abbildung 3.9 wieder. Wahrend die Zellen mit Pax6-Protein, welches dem Wildtyp entspricht
ein zu 72 % nukleédr lokalisiertes Pax6-Protein aufwiesen, kam es infolge der Exon 6-
Deletion, ahnlich den in vivo Studien mit Pax6"®'®-Mutanten, zu einer signifikanten
Umverteilung von Pax6, so dass dieses nur noch zu 43 % im Kern nachweisbar war
(p=0,0006). Die zytoplasmatische Lokalisation hingegen nahm im Vergleich mit den Zellen
mit wildtypspezifischen Pax6 deutlich zu. Sie stieg von 16 % in Wildtyp-Pax6-transfizierten
Zellen auf 39 % in Zellen mit deletierten Pax6 (p=0,0008; n=3)

Unsere Hypothese wird durch dieses Ergebnis bestatigt. Trotzdem erklart es nicht vollstandig
den Pankreasphanotyps der Pax6"®'®-Mutation, da viele Zellen dennoch eine Pax6-

Lokalisation im Zellkern zeigten.
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Abb. 3.9: Das Exon 6 von Pax®6 ist bedeutend fiir die Lokalisation des Pax6-Proteins im Zellkern.
INS-1E-Zellen wurden auf Gelatine-beschichteten Deckglasern ausgesat und transient mit wildtypspezifischen
(pcDNA3-Pax6) oder Exon-6-deletierten (pcDNA3-Pax6AEG) Pax6 transfiziert. Nach einer Transfektionsdauer
von 72 Stunden wurden die Zellen gegen Pax6 und zur Kerndarstellung mit TOPRO markiert. Anschlielend
wurden die Zellen hinsichtlich ihrer Pax6-Lokalisation kategorisiert. Dabei wurden nur jene Zellen gewertet,
die eine eindeutige Expression von Pax6 lber dem Level endogenen Pax6 aufwiesen. A) Darstellung der
quantitativen Analyse der Pax6-Lokalisation. B und C) Reprasentative konfokale Aufnahmen Pax6-
Uberexpremierender INS-1E-Zellen mit nukleérer Lokalisation von Pax6, entsprechend dem WT (B) oder
zytoplasmatischer Pax6-Lokalisation, entsprechend Pax6 mit fehlendem Exon 6 (C). Die dargestellten Werte
reprasentieren den Mittelwert £ SD von 3 unabhangigen Experimenten. ***p<0,001. WT=Wildtyp.

3.2 Neue molekulare Regulatoren von -Zellproliferation /-
apoptose und -funktion

In der Pathogenese des Diabetes mellitus vom Typ 2 (T2DM) spielen neben der
Insulinresistenz peripherer Gewebe auch Anderungen der Proliferations- und Apoptoserate
sowie Funktionsdnderungen pankreatischer (-Zellen eine zentrale Rolle (Muoio and
Newgard, 2008; Rhodes, 2005). Die molekularen Defekte der B-Zellen, die bei dieser
Erkrankung relevant sind, sind jedoch noch in vielen Punkten unklar. Wie bereits einleitend

beschrieben (1.4.1) finden wahrend der Schwangerschaft physiologisch-adaptive
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Veranderungen der Langerhansschen Inseln, speziell der B-Zellen statt, die denen eines sich
entwickelnden T2DM entgegengesetzt sind (Parsons et al.,, 1992). Daran beteiligte
Mechanismen und Moleklle stellen somit potentielle Angriffspunkte flr die Verbesserung der
T2DM-Pathogenese dar.

3.2.1 Identifizierung neuer Kandidatengene

Fir den zweiten Projektteil dieser Arbeit wurden daher mRNA-Expressionsprofile
Langerhansscher Inseln trachtiger Mause des Schwangerschaftstages 12,5, also ein Tag mit
hoher Proliferationsrate sowie hoher Sekretionseffizienz der maternalen $-Zellen, mit mRNA-
Expressionsprofilen von Inseln aquivalenter nicht-trachtiger Mause verglichen. Anhand
dieser wurde eine Auswahl von vier Kandidatengenen getroffen, um diese funktionell zu
charakterisieren. Als Auswabhlkriterien dienten dabei eine deutliche Regulation des Gens
wahrend der Schwangerschaft sowie eine weitgehend unbekannte Funktion.

Drei dieser Gene, die fur die Proteine Commd7 (COMM domain containing 7),
1110008P14Rik (RIKEN cDNA 1110008P14 gene) und Eny2 (enhancer of yellow homolog
(Drosphila)) kodieren, wiesen bei der Analyse der Microarraydaten eine deutlich signifikante
Erhéhung hinsichtlich ihrer Expression auf. Fir Commd7 war die Expression 1,6-fach, fir
1110008P14 Rik, im weiteren Verlauf der Arbeit als Rik bezeichnet, 2,0-fach und fur Eny2
1,8-fach gesteigert. Hingegen war die Expression des Genes, welches fur das Protein Tcf25

(transcription factor 25) kodiert, signifikant, um das 2,2-fache, verringert.

3.2.1.1 Nachweis der Expression der Kandidatengene in Langerhansschen Inseln von
mus musculus C57BL/6 und in INS-1E-Insulinomzellen

Zunachst sollte bestatigt werden, ob die gewahlten Kandidatengene tatsachlich unter
physiologischen Bedingungen in den Langerhansinseln exprimiert werden. Daflr wurden
sowohl die Pankreasinseln nicht trachtiger weiblicher als auch mannlicher C57BL/6-Mause
prapariert, aus ihnen die mRNA isoliert und rtPCR’s durchgefuhrt. Wie Abbildung 3.10 am
Beispiel eines mannlichen C57BL/6-Tieres zeigt, werden sowohl Commd7, Rik, Tcf25 und
auch Eny2, durch Darstellung von PCR-Fragmenten entsprechender Grolie, physiologisch in

den Mausinseln exprimiert.
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Abb. 3.10: Nachweis der Kandidatengene in den Langerhansschen Inseln einer mannlichen C57BL/6-
Maus.

Mittels rtPCR, mit entsprechenden Primern und der mRNA aus isolierten Inseln der Maus, liel sich die
Expression der gewahlten Gene, unter physiologischen Bedingungen belegen. Es entstanden PCR-Produkte,
welche jeweils die entsprechende GroRe aufweisen. Commd7: 243bp; Rik: 159bp; Tcf25: 172bp; Eny2:
193bp; GAPDH: 223bp; -rt: entsprechende Negativkontrollen

Der Anteil der B-Zellen stellt mit rund 70-80 %, ahnlich anderer Spezies, den grofRten
Zellanteil der Langerhansinsel eines Nagetieres dar (Kulkarni, 2004). Dennoch lasst sich
durch einen Nachweis der Kandidatengene in der gesamten Insel nicht ausschlielen, dass
diese eventuell nicht in den B-Zellen exprimiert werden. Die Isolierung von B-Zellen aus den
Pankreasinseln sowie die eigentliche Isolierung von Langerhansinseln, bedeuten jedoch
einen erheblichen experimentellen und auch finanziellen Aufwand. Zudem sind fir viele
Untersuchungen enorme Mengen an isolierten pankreatischen Inseln nétig. Zur Bestatigung
der Expression der ausgewahlten Gene in 3-Zellen und zu deren genaueren Untersuchung
hinsichtlich ihrer Funktion, wurden daher INS-1E-Insulinomzellen verwendet. Es handelt sich
dabei um Zellen, welche urspringlich aus Insulinomzellen der Ratte generiert wurden.
Uberdies weisen sie Uber eine groe Passagenspanne einen stabilen Differenzierungsgrad
auf (Merglen et al., 2004) und etablierten sich deshalb zu einem viel verwendeten und
angesehenen B-Zell-Model. Die Arbeit mit Tumorzelllinien bietet gegenuber der Arbeit mit
nicht immortalisierten Primarkulturen, neben den finanziellen und experimentellen Aspekten,
auch hinsichtlich ethischer Griinde enorme Vorteile.

Fir den Nachweis der Expression, der von uns gewahlten Gene, in INS-1E-Zellen, wurde
aus ihnen die mRNA isoliert und ebenfalls eine rtPCR mit entsprechenden Primern
durchgefiihrt. Abbildung 3.11 zeigt, dass auch in diesen Zellen die Expression von Commd?7,

Rik, Tcf25 und Eny2 unter normalen Kulturbedingungen (serumhaltiges Medium) erfolgt.
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Abb. 3.11: Nachweis der Gene Commd7, Rik, Tcf25 und Eny2 in INS-1E Ratteninsulinomzellen.

In der isolierten mRNA von INS-1E-Zellen lieRen sich die gewinschten Gene durch rtPCR mit
entsprechenden Primern nachweisen. Die entstandenen PCR-Fragmente weisen die richtige GréRe auf.
Commd7: 200bp; Rik: 155bp; Tcf25: 161bp; Eny2 134bp und GAPDH: 223bp; - rt: entsprechende
Negativkontrollen

3.2.2 Untersuchung der Funktion der Kandidatengene in INS-1E-
Insulinomzellen durch Uberexpression
Unter Kulturbedingungen werden die Kandidatengene in den INS-1E-Insulinomzellen
exprimiert. Um Einblicke Uber ihre physiologische Funktion zu erhalten, sollte das
Expressionsniveau dieser Gene in den Zellen moduliert und die dadurch resultierenden
Veranderungen erfasst werden. Eine Veranderung der Expression sollte zunachst durch
homologe Uberexpression erfolgen. Dafiir muss die DNA des entsprechenden Gens, unter
dem Einfluss eines hinreichend starken, entweder konstitutiven oder induzierbaren
Promotors, in die Zellen eingeflhrt werden, was entweder mittels Viren oder, wie in unserem
Fall, Uber entsprechende eukaryontische Expressionsvektoren erreicht werden kann.
Eukaryontische Expressionsvektoren sind meist Shuttlevektoren. Dies bedeutet, dass die in
sie integrierte  DNA zunachst in Bakterien vermehrt wird. Daflir bedarf es eines
Replikationsursprungs und mindestens eines Resistenzgens zur anschlielenden Selektion.
Die Expression des gewiinschten Gens erfolgt dann in der eukaryontischen Zelle. Dies setzt
voraus, dass der Expressionsvektor auch uber einen entsprechend starken eukaryontischen
Promotor und naturlich Uber das offene Leseraster, welches fur das gewulnschte Protein
kodiert sowie Uber ein Polyadenylierungssignal verfigt. Uns diente als Ausgangsvektor flr
die konstitutive Uberexpression der gewahlten Kandidatengene in den INS-1E-Zellen der

Expressionsvektor pcDNAS3.
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3.2.2.1Herstellung von Expressionsvektoren und Optimierungsversuche zur
Uberexpression der Kandidatengene in INS-1E-Insulinomzellen

Die Tatsache, dass es flr keines der durch die gewahlten Kandidatengene kodierten,
Proteine kommerziell erhaltliche spezifische Antikdorper (AK) gab und somit weder ein
Expressionsnachweis dieser Gene noch Optimierungsversuche auf Proteinebene madglich
waren, machte es erforderlich, zunachst ein Fusionsprotein, bestehend aus Kandidatengen
und einem Tag (Markerstruktur), herzustellen. So genannte Tags sind kurze endstandige
Peptide, die an den N- oder C-Terminus des Wunschproteins fusioniert werden. Sie dienen
zum Nachweis des Uberexprimierenden Gens und beeinflussen nur selten die Struktur und
Faltung des resultierenden Proteins. Der von uns gewahlte HA-Tag ist ein vom Influenza-
Hamagglutininprotein abstammendes Epitop, zu dessen Nachweis zahlreiche Antikdrper zu
beziehen sind und wurde von uns an das carboxyterminale Ende der Kandidatenproteine
fusioniert. Da jedoch ein stérender Einfluss des HA-Tag’s auf die Proteinfunktion nicht
absolut auszuschlief3en ist, sollte der HA-Tag fur die eigentlichen Funktionsanalysen auch
wieder entfernt werden kénnen.

Unter Verwendung spezifischer Primer, die komplementar zum Translationsstart und -stopp
der Kandidatengen-cDNA waren, wurden die kodierenden Regionen der jeweiligen
Kandidatengen-cDNA aus entsprechenden kommerziell bezogenen Plasmiden (siehe
Material- und Methodenteil 2.3.2.1) per PCR amplifiziert. Da die gewahlten Primer
Restriktionsschnittstellen fir BamHI| (5'Primer) und EcoRV (3 'Primer) enthielten, konnte die
amplifizierte Kandidatengen-cDNA Uber die BamHI und EcoRV Schnittstellen in die MCS des
pcDNA3- Expressionsvektors kloniert werden (Abb. 3.12 A). Der 3'Primer enthielt zusatzlich
noch die Sequenz des HA-Tag’s und eine weitere Restriktionsschnittstelle flir BstEll. Durch
einen Restriktionsverdau mit BstEll und EcoRV und anschlieRender Religation des Vektors
konnte so die Entfernung des HA-Tag’s gewahrleistet werden (Abb. 3.12 B). Die Religation
des Vektors flihrte auflerdem zur Bildung eines Stoppcodons am Carboxylende des
integrierten Gens. Die erfolgreiche Klonierung wurde jeweils durch Restriktionsanalysen
Uberprift. Zusatzlich wurden die Kandidatengen-Inserts des pcDNA3-Vektors vollstandig
sequenziert, um auszuschliefden, dass durch die PCR mogliche Punktmutationen eingeflihrt
wurden.

Zur Optimierung der Transfektion in INS-1E-Zellen diente ein EGFP-N1-Vektor. Basierend
auf diese Optimierungsexperimente wurden INS-1E-Zellen letztendlich mit einer DNA-
Konzentration von 2 ug bei einem Verhaltnis von DNA zu Transfektionsreagenz von 1:3
transfiziert. Von den  transfizierten  INS-1E-Zellen  wurden  detergenzl6sliche
Gesamtzellextrakte hergestellt und die Expression des Kandidatengens, durch Nachweis des
fusionierten HA-Tag’s mit spezifischem Antikdrper am Western-Blot, analysiert. Abbildung

3.13 zeigt exemplarisch am Beispiel von Rik (10,5 kDa), dass es zum einen zur Expression
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des transfizierten Kandidatengens kommt und Uberdies zeigt eine zunehmende
Bandenintensitat, bis zu einer Transfektionszeit von 72 Stunden, eine Zunahme der
Expression bis zu diesem Zeitpunkt an. Bei einer langeren Transfektionszeit (96 h) ist wieder
eine Abnahme der Bandenstarke zu verzeichnen, so dass die grof3ten Auswirkungen einer
Uberexpression der Kandidatengene auf die Funktion der Zelle wéhrend einer
Transfektionszeit von 72-96 Stunden zu erwarten sind.

Anzumerken ist, dass der Nachweis der Expression von Eny2 (13 kDa), durch Darstellung
des HA-Tags im Western-Blot, im Gegensatz zu den anderen Kandidatengenen (Commd?7:

22,6 kDa; Tcf25: 71 kDa), trotz verschiedener Optimierungsversuche nicht gelang.

A

T7-Primer Sp6-Primer

CDNA3 CMV—Promntnr-|Earri-Hl ATG | cDNA Kandidatengen |BsiEll| HA-Tag |Stopp|EcoRV| cONA3
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Abb. 3.12: Aufbau des klonierten eukaryontischen Expressionsvektors pcDNA3.

A) Aubau des in das pcDNA3 Plasmid integrierten Inserts mit flankierenden pcDNA3-Anteilen. Mittels PCR
wurde die Maus-cDNA des entsprechenden Kandidatengens aus kommerziell bezogenen Plasmiden und
zusatzlich eingefuhrten HA-Tag’s amplifiziert und Uber entsprechende Restriktionsschnittstellen in die MCS
des pcDNA3 Expressionsvektors kloniert. Die Korrektheit der integrieten Sequenz wurde durch
Sequenzierung mit Hilfe des T7- und Sp6-Primers Uberprift. B) Klonierter pcDNA3-Expressionsvektor mit und
ohne Epitop-Tag am Bsp. des Kandidatengens Eny2. Eny2 wurde wie oben beschrieben zunachst mit HA-Tag
in den Vektor ligiert. Fur die eigentlichen funktionellen Untersuchungen wurde der HA-Tag durch Verdau mit
den Enzymen BstEll und EcoRV wieder entfernt und durch die anschlieBende Religation die Entstehung eines
Stoppcodons gewahrleistet.
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Abb. 3.13: Zeitabhangige Expression eines Kandidatengens nach transienter Transfektion von INS-1E-
Zellen am Beispiel von Rik.

INS-1E-Zellen wurden transient mit entweder 2ug Kontrollplasmid (pcDNA3) oder pcDNA3-Rik-HA transfiziert.
Aus den Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten Gesamtzellproteinextrakte hergestellt, diese
elektrophoretisch mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot auf eine PVDF-Membran transferriert.
Der Nachweis des Kandidatengens erfolgte anschliefend durch immunolgische Detektion des fusionierten
HA-Tags mit spezifischem HA-Antikérper. Die Uberpriifung des Einsatzes gleicher Proteinmengen erfolgte
durch Immundetektion von B-Aktin an derselben PVDF-Membran, nach dem bereits gebundene AK durch
~otrippen® der Membran entfernt wurden. Dargestellt ist eins von 3 unabhangigen Experimenten, die
vergleichbare Resultate lieferten. Ko, Kontrollplasmid; IKZ, Inkubationszeit

3.2.2.2Einfluss der transienten Uberexpression der Kandidatengene auf die
Proliferation / Vitalitat von INS-1E-Insulinomzellen

Ein entscheidender Adaptationsvorgang der B-Zellen an den erhdéhten Bedarf an Insulin,
aufgrund einer sich entwickelnden Insulinresistenz, schwangerschaftsbedingt, aber auch
nicht schwangerschaftsbedingt, ist die Erhéhung der B-Zellmasse infolge gesteigerter
Proliferationsvorgange. Uberexpressionsversuche sollten daher der Auswirkung der
gewahlten Kandidatengene auf diesen Mechanismus nachgehen. Zu diesem Zweck wurden
INS-1E-Zellen transient mit Kontroll- bzw. kandidatengentragendem Plasmid transfiziert.
Nach einer entsprechenden Transfektionsdauer wurde dann ein MTT-Test durchgefuhrt um
Ruckschliusse auf die Vitalitdt und damit die Proliferation der Zellen zu erhalten.

Wie im Vergleich mit den Kontrollzellen in der Abbildung 3.14 dargestellt, kam es infolge der
Uberexpression durch keines der gewahlten Kandidatengene zu einer signifikanten

Veranderung in der Vitalitat.
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Abb. 3.14: Infolge der Uberexpression der Kandidatengene zeigt sich keine Verdnderung in der
Vitalitat von INS-1E-Zellen.

INS-1E-Zellen wurden transient mit dem angegebenen Kandidatengen transfiziert und die Proliferation /
Vitalitdt mittels MTT-Test bestimmt. Im Vergleich mit kontrolltransfizierten Zellen (pcDNA3) konnte
diesbeziiglich keine signifikanten Veranderungen nachgewiesen werden. Die Werte sind als Mittelwert + SD
von 3 unabhangigen Experimenten dargestellt. Ko, Kontrolle

3.2.2.3Einfluss der transienten Uberexpression der Kandidatengene auf die
glukoseabhiangige Insulinsekretion von INS-1E-Insulinomzellen

Ein weiterer entscheidender Adaptationsmechanismus der B-Zellen an einen erhohten
Insulinbedarf ist die Erhéhung der sekretorischen Funktion. INS-1E-Zellen wurden daher
transient mit dem kandidatengentragenden Vektor bzw. mit Leervektor transfiziert und nach
drei Tagen die Insulinsekretion nach Stimulation mit  unterschiedlichen
Glukosekonzentrationen gemessen. Weder durch Uberexpression von Commd7, Rik, Tcf25
noch von Eny2 konnte eine signifikante Veranderung der glukoseabhangigen
Insulinsekretion, im Vergleich mit Kontrollzellen, gezeigt werden (Abb. 3.15). Sowohl bei
Kontrollzellen als auch bei den Testzellen kam es glukoseabhangig zu einer Steigerung der
Insulinsekretion. Auffallig war, dass diese Steigerung meist nur bis zu einer
Glukosekonzentration von 11,2 mM auftrat und es ab einer Glukosekonzentration von 16,7
mM zu keiner weiteren Erhohung der Insulinsekretion kam. Ebenso auffallend war die
unterschiedliche Steigerungsrate der Insulinsekretion von basaler (2,8 mM) zu hoher (16,7
mM) Glukosekonzentration bei den verschiedenen Versuchen. Bei dem Experiment mit
pcDNA3 vs. pcDNA3-Eny2 (D in Abb. 3.15) kam es zu einer Erh6hung der Insulinsekretion
von basal 54,03 + 26,29 pg/ug Protein *30 min auf 92,73 + 17,89 pg/ug Protein *30 min bei
Hoch-Glukose, was einer Erhdhung der Insulinsekretionsrate um 72 % entspricht. Das
Experiment mit pcDNA3 vs. pcDNA3-Rik (B in Abb. 3.15) hingegen zeigt eine Steigerung der
Insulinsekretion um 154 % von basaler zu hoher Glukosekonzentration (basal 109 + 36,42
pg/ug Protein *30 min vs. Hoch-Glukose 276,86 + 60,79 pg/ug Protein *30 min).
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Abb. 3.15: Eine Uberexpression der Kandidatengene hat keinen Einfluss auf die Insulinsekretion von
INS-1E-Zellen.

Die Insulinsekretion von INS-1E-Zellen, die entweder mit A) pcDNA3-Commd7 B) pcDNA3-Rik C) pcDNA3-
Tcf25 oder pcDNA3-Eny2 transient transfiziert wurden, wurde mit der Insulinsekretion entsprechender
Kontrollzellen verglichen, wobei kein signifikanter Unterschied feststellbar war. Die Werte reprasentieren den
Mittelwert + SD von 3 bis 5 unabhangigen Experimenten.

3.2.2.4Einfluss  stabiler  Uberexpression der Kandidatengene auf die
glukoseabhiangige Insulinsekretion von INS-1E-Insulinomzellen

Durch transiente Uberexpression konnte bei keinem der Kandidatengene ein Einfluss auf die
Funktion der INS-1E-Zellen hinsichtlich der Insulinsekretion, der Hauptaufgabe von 3-Zellen,
festgestellt werden. Ob dies ein Phanomen einer eventuell zu geringen
Transfektionseffizienz war, sollte durch die Herstellung stabil Uberexprimierender Zellklone
umgangen werden.

Zur Herstellung stabiler INS-1E-Zelllinien, die eine Uberexpression der Kandidatengene
aufweisen, wurden frisch ausgesate INS1E-Zellen durch Lipofektion mit entsprechendem
linearisierten Expressionsvektor transfiziert. Zur Selektion stabil transfizierter Zellen wurden
diese dem Antibiotikum G418 ausgesetzt. Stabile Einzelklone wurden dann durch eine
limitierte Verdlinnung in 96 Loch-Mikrotiterplatten erzeugt (Davies, 1994). Anschliellend
wurden diese Klone in Hinblick auf ihre glukoseinduzierte Insulinsekretion Uberpraft. Wie aus

der Abbildung 3.16 ersichtlich wird, welche nur einige der generierten stabilen Klone zeigt,
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bestand zwischen den einzelnen Zellklonen eine hohe Variabilitdt bezuglich ihrer
Sekretionsantwort auf Glukose. Es entstanden zum einen Klone, die im Vergleich mit der
Kontrolle sowohl basal als auch glukoseinduziert kaum Insulin sezernierten (Abb. 3.16 A)
Klon 3 und 8; B) Klon 5) oder solche, die zwar eine basale Insulinsekretion aufweisen,
jedoch nicht mit einer Steigerung der Insulinsekretion auf hohe Glukosewerte reagieren, zum
anderen wurden auch Klone erzeugt, dessen Insulinsekretion unter Hochglukose 9,6-fach
anstieg (Abb. 3.16 D) Klon 3). Daneben zeigten sich ebenfalls Klone bei denen unter
Glukoseerhdéhung ein Abfall der Insulinsekretion zu verzeichnen war (Abb. 3.16 C) Klon 5).
Auch die mitgeflihrten Kontrollen (stabil mit Insert-freiem pcDNA3-Vektor transfizierte Zellen)

verhielten sich in ihrer Sekretionsantwort zum Teil untypisch (Abb. 3.16 C).
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Abb. 3.16: Insulinsekretion einiger stabil mit Kandidatengen transfizierter INS-1E-Zellklone.
INS-1E-Zellen wurden entweder stabil mit A) Commd7, B) Rik, C) Tcf25 oder D) Eny2 transfiziert. Die
entstandenen Zellklone wurden dann auf ihre glukoseinduzierte Insulinsekretion hin Gberpriift. Bei allen 4
Kandidatengenen zeigte sich eine groRe Variabilitdit der Insulinsekretion zwischen den einzelnen
Klonpopulationen, als Antwort auf verschiedene Glukosekonzentrationen.
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3.2.2.5Herstellung induzierbarer stabil liberexprimierender INS-1E - Klone

Oftmals ist die konstitutive Uberexpression eines Genes mit Problemen behaftet. Eine
Méglichkeit die Expression zu kontrollieren, bzw. zu regulieren bietet das Tet-Off-System das
urspriinglich von Gossen und Bujard entwickelt worden ist (Gossen and Bujard, 1992;
Gossen et al., 1995). Das Tet-Off-System besteht im Wesentlichen aus Zwei Komponenten,
dem Regulator- und dem Antwort-Plasmid. Wahrend das Regulatorkonstrukt fiir den tTA
(tetracycline-resposive transcriptional activator), einem Fusionsprotein, kodiert, enthalt das
Antwort-Plasmid die zu exprimierende cDNA, welche unter der Kontrolle des TRE (tet
responsive element) steht. Sowohl Regulator als auch Antwortkonstrukt werden stabil in die
Zellen transfiziert. Wahrend in Anwesenheit von Tet (Tetracyclin), bzw. Dox (Doxycyclin),
einem Derivat des Tetracyklins, die Expression des Gens verhindert wird, flhrt die
Abwesenheit des Antibiotikums zu einer Induktion der Genexpression. Unter dem Einfluss
von Dox entsteht ein Dox-tTA-Komplex, der nicht an das TRE binden kann, was die
Expression des Genes unterdriickt. Die Aktivierung, bzw. Inaktivierung der Genexpression
hangt dabei von der Dosis der Dox-Menge ab, was eine Feinregulation der Genexpression
ermoglicht.

INS-1E-Insulinomzellen wurden in einem ersten Schritt stabil mit dem Regulatorkonstrukt,
dem Plasmid pTet-Off-Advanced, transfiziert. Der Erfolg dieser Transfektion konnte im
Western-Blot, durch einen spezifischen AK gegen das vom Regulatorplasmid kodierte TetR,
belegt werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Von den erzeugten Klonen wurden dann jene
selektiert, die eine hohe Dox-abhangige Induktion der Genexpression bei geringer
Hintergrund-Expression aufwiesen. Zu diesem Zweck wurden die Klone mit dem Aktivator-
Plasmid pTRE-Tight-Luc, welches anstelle der cDNA eines Kandidatengens das Gen fir die
Luciferase tragt, transient transfiziert. AnschlieBend wurde die Dox-abhangige Luciferase-
Aktivitat mittels Luciferase-Assay bestimmt (Ergebnisse nicht dargestellt). Nachfolgend
sollten die so ermittelten Klone einer zweiten stabilen Transfektion mit dem Antwortkonstrukt
pTRE-Tight, welches die cDNA des jeweiligen Kandidatengens tragt, unterzogen werden.
Trotz wiederholter Optimierungsversuche war es nicht mdglich eine zweite stabile
Transfektion an den INS-1E-Zellen durchzufiihren, da die Zellen jedes Mal abstarben.

Der methodische Ansatz der stabilen Uberexpression wurde aufgrund dieses Problems,

neben den oben aufgefiuhrten Problemen nicht weiter verfolgt.

3.2.3 Analyse der Funktion eines ausgesuchten Kandidatengens durch siRNA
vermittelte Suppression der Expression in INS-1E-Zellen

Der Mechanismus der RNA Interferenz konnte erstmals Anfang der 90iger Jahre in Pflanzen

und Plattwirmern beschrieben werden (Fire et al., 1991; Napoli et al., 1990; van der Krol et
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al.,, 1990). Es handelt sich dabei um einen in der Evolution konservierten Prozess, welcher
der posttranskriptionalen Regulation der Expression von Genen dient und als so genanntes
gene silencing bezeichnet wird. Vermittelt wird dieser Prozess, zumindest in hdheren
eykaryontischen Zellen, durch kurze doppelstrangige RNA Molekile, den siRNAs (Elbashir
et al.,, 2001). Durch komplementare Bindung der siRNAs an mRNA Molekiile wird deren
sequenzspezifische Degradation bewirkt, wodurch die Expression des entsprechenden
Proteins reduziert wird. Somit ist es moglich die Expression eines bestimmten Proteins,
durch den Einsatz zielgerichtet-designter siRNAs zu inhibieren. Der Vorgang der RNA
Interferenz bietet daher, neben der Uberexpression, eine weitere Mdglichkeit die Expression

der gewahlten Gene in INS-1E-Zellen zu beeinflussen.

Von den anfanglich ausgesuchten Kandidatengenen wurde Eny2 flir weitere nahere
Funktionsanalysen durch Modulation des Expressionsniveau mittels siRNA ausgewahlt. Es
handelt sich hierbei um ein in der Evolution hochkonserviertes Protein mit multifunktionalen
Eigenschaften. Es ist zum einen beteiligt an der nukledren Gentranskription (Kurshakova et
al., 2007; Zhao et al., 2008) sowie am Transport der mRNA aus dem Kern ins Zytoplasma
(Jani et al., 2009; Pascual-Garcia et al., 2008; Pascual-Garcia and Rodriguez-Navarro,
2009), zum anderen wird Eny2, bzw. dessen Homolog in der Hefe, Sus1, auch mit dem

mRNA-Metabolismus im Zytoplasma in Verbindung gebracht (Cuenca-Bono et al., 2010).

3.2.3.1 Suppression der Expression von Eny2 in INS-1E-Zellen nach Transfektion mit
siRNA’s

Fur die Untersuchung des Einflusses einer Suppression von Eny2 auf die Funktion von INS-
1E-Zellen standen zwei verschiedene Eny2-siRNAs zur Verfligung, deren Spezifitat zunachst
ausgetestet werden musste. Dazu wurden INS-1E-Zellen, in Anlehnung an die
Herstellerangaben, revers mit zunachst 100 nM entweder Kontroll-siRNA oder Eny2-siRNA1,
bzw. -3 transfiziert, nach 72 h die mRNA isoliert und durch reverse Transkription cDNA
hergestellt. Anschlielend wurde eine semiquantitative PCR mit spezifischen Eny2-Primern
durchgefuhrt. Zur Quantifizierung der einzusetzenden cDNA-Mengen diente die Expression
des Haushaltsgens (housekeeping gene) GAPDH (Apostolakos et al., 1993; Zhao et al.,
1995). Wie die Abbildung 3.17 A zeigt, vermochten sowohl die Eny2-siRNA1 als auch die
Eny2-siRNA3, im Vergleich zur Kontrolle, die Expression von Eny2 in INS-1E-Zellen zu
inhibieren, wobei anzumerken ist, dass die Eny2-siRNA1 im Vergleich mit der Eny2-siRNA3
die Expression von Eny2 in groflerem Ausmale zu beeinflussen scheint.

AnschlieBend mussten die Transfektionsbedingungen der zur Suppression von Eny2

gewahlten siRNAs optimiert werden. INS-1E-Zellen wurden zu diesem Zweck wiederum
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revers, entweder mit unterschiedlichen Konzentrationen (60 nM, 100 nM bzw. 120 nM), bzw.
unterschiedlich lang (48 h, 72 h und 96 h) mit entsprechender siRNA transfiziert, die mMRNA
isoliert und eine semiquantitative tPCR durchgefuhrt. Wie in Abb. 3.17 B zu sehen, zeigten
die zur Transfektion eingesetzte Konzentration von 100 nM Eny2-siRNA und eine
Transfektionsdauer von 72 — 96 Stunden die grofdten Auswirkungen hinsichtlich der

Inhibierung der Expression von Eny?2.

A Ko-siRNA Eny2-siRNA1 Eny2-siRNA3 B siRNA Ko Eny2
Konz. 100 60 100 120
Eny2 (nM)
Zeit 96 48 72 96

Abb. 3.17: Uberpriifung der Suppression der Expression von Eny2 nach Transfektion mit 2
verschiedenen Eny2-siRNA’s und Optimierungsversuche zum Einsatz der Eny2-siRNA's.
A) INS-1E-Zellen wurden revers mit 2 verschiedenen Eny2-siRNA’s (Eny2-siRNA1 und 3) transfiziert. Nach

72 h erfolgte die RNA-Isolierung und eine semiquantitative rtPCR mit entsprechenden Primern. Beide
eingesetzten Eny2-siRNA’s bewirken eine Suppression der Expression von Eny2. B) INS-1E-Zellen wurden
mit unterschiedlichen Konzentrationen, bzw. unterschiedlich lang mit Eny2-siRNA3 behandelt und die
Expression von Eny2 iber semiquantitative rtPCR bestimmt. Ko, Kontrolle

3.2.3.2Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf die
glukosestimulierte Insulinsekretion von INS1-E Zellen

Nach dem die Bedingungen der siRNA Transfektion zur Suppression von Eny2 in INS-1E-
Zellen optimiert waren, wurde in einem ersten Schritt der Wirkung einer Inhibierung von Eny2
in INS-1E-Zellen auf die glukoseabhangige Insulinsekretion nachgegangen. INS-1E-Zellen
wurden zu diesem Zweck jeweils im Doppelansatz mit 100 nM der entsprechenden Eny2-
siRNA bzw. Kontroll-siRNA transient revers transfiziert und die glukoseabhangige
Insulinsekretion nach einer Transfektionsdauer von 72-96 h bestimmt. Dabei wurden die
folgenden Glukosekonzentrationen verwendet: 2,8 mM, 5,6 mM, 11,2 mM und 16,7 mM. Das
Ergebnis dieses Experiments ist in Abbildung 3.18 dargestellt.

Wahrend eine basale Glukosekonzentration (2,8 mM) keinen signifikanten Unterschied
zwischen Kontroll- und Eny2 supprimierten Zellen bewirkte (Kontrolle: 68,2+19,5 pg/ug
Protein *30 min vs. Eny2-siRNA1: 87,61£26,4 bzw. -siRNA3: 88,6+24,7 pg/ug Protein *30 min;
n=5), kam es bei den hdheren Glukosekonzentrationen zu einem steilerem Anstieg der
Insulinsekretion nach Eny2-Suppression. Am deutlichsten zeigte sich der Unterschied
zwischen Kontroll- und Eny2-supprimierten Zellen bei einer Glukosekonzentration von 16,7

mM. Diese Glukosekonzentration fuhrte in Kontrollzellen zu einem 52 %-igen Anstieg der
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Insulinsekretion auf 104,1+50,9 pg/ug Protein *30 min gegenilber basal. Im Vergleich dazu
kam es in Eny2-siRNA1 und 3 transfizierten Zellen unter diesen Bedingungen zu einer
signifikanten Steigerung der Insulinsekretion um 85 % bzw. 163 % auf 161,4134,6 bzw.
233,265 pg/ug Protein *30 min; p=0,0018 Ko-siRNA vs. Eny2-siRNA3).

Beide siRNAs zur Suppression der Expression von Eny2 bewirkten eine signifikante
Erhéhung der Insulinsekretion ab einer Glukosekonzentration von 5,6 mM gegenlber der
Kontrolle, wobei, wie dem Diagramm zu entnehmen ist, Eny2-siRNA3, also die Eny2-siRNA
mit der weniger ausgepragten Inhibierung von Eny2 auf mRNA-Niveau, zu einem gréReren
Anstieg in der glukoseabhangigen Insulinsekretion flihrte. Die Darstellung der
Insulinsekretionswerte von Kontroll- und Eny2-siRNA transfizierten Zellen im Liniendiagramm
(Abb. 3.18 B) zeigt zudem, dass es bei den von uns verwendeten INS-1E-Zellen unter der
Wirkung der Eny2-siRNAs nicht zu der, bereits unter 3.2.2.3 beschriebenen, einsetzenden
Sattigung der Insulinsekretion ab einem Glukosewert von 11,2 mM kam, sondern noch eine
Erhdhung der Sekretionswerte bei einer Glukosekonzentration von 16,7 mM zu verzeichnen

war.
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Abb. 3.18: Eny2-Suppression fiihrt zu einer gesteigerten glukosestimulierten Insulinsekretion in INS-1E-
Zellen.

INS-1E-Zellen wurden transient revers mit Kontroll- bzw. zwei verschiedenen Eny2-siRNAs (Eny2-siRNA1 und
3) transfiziert. Nach 72-96 h wurden die Zellen gewaschen und 30 min mit den angegebenen
Glukosekonzentrationen inkubiert. AnschlieRend wurde die Insulinsekretion mittels ELISA bestimmt. A) Die
Suppression von Eny2 durch die entsprechenden siRNAs bewirkt eine gesteigerte Insulinsekretion bei hdherer
Glukosekonzentration. B) Darstellung der Werte von A im Liniendiagramm. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SD von 5 unabhéngigen Experimenten. *p<0,05; **p<0,01 vs. Kontrolle. Die Daten wurden unter Benutzung der
einfaktoriellen ANOVA und anschlielendem Bonferroni-Post-hoc-Test miteinander verglichen.
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3.2.3.3Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf die
inkretinabhangige Insulinsekretion von INS1-E Zellen

Ebenso ausgepragt wie die Insulinsekretion bei hdéheren Glukosekonzentrationen,
veranderte sich die inkretinvermittelte Insulinsekretion nach Eny2-Suppression (Abb. 3.19).
Unter der Einwirkung von 50 nM Exendin-4, einem GLP-1-Rezeptor Agonisten (Goke et al.,
1993; Thorens et al., 1993), zusammen mit 16,7 mM Glukose kam es, bezogen auf 16,7 mM
Glukose allein, in Kontrollzellen zu einem Anstieg der Insulinsekretion um 109,81 % von
125,37+44,37 auf 264,87+126,65 pg/ug Protein *30 min. Im Vergleich dazu flihrte eine
Suppression von Eny2 in INS-1E-Insulinomzellen, zu Anstiegen in der Insulinsekretion um
134,0 % fur die Eny2-siRNA1 bzw. 158,16 % fur die Eny2-siRNA3 von 162,89+37,99 auf
380,71+£101,35 pg/ug Protein *30 min (p=0,002 Ko-siRNA vs. Eny2-siRNA1; n=5) bzw. von
227,07+82,18 auf 554,14+177,23 pg/ug Protein *30 min (p=3,42*107 Ko-siRNA vs. Eny2-
siRNA3; n=8).

Verglichen mit entsprechenden Kontrollen, zeigt auch die Messung der inkretinabhangigen
Insulinsekretion, dass beide zur Eny2-Suppression eingesetzten siRNAs zu insgesamt
signifikant hoheren Insulinsekretionswerten fuhrten. Es ist jedoch anzumerken, dass die
prozentuale Zunahme der Insulinsekretion unter Ex-4 gegentuber 16,7 mM Glukose allein nur
bei der Eny2-siRNAS signifikant gesteigert war (Abb. 3.19 B).
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Abb. 3.19: Eny2-Suppression fiihrt zu einer gesteigerten inkretinabhangigen Insulinsekretion in INS-
1E-Zellen.

INS-1E-Zellen wurden transient mit Kontroll- bzw. zwei verschiedenen Eny2-siRNAs (1 und 3) transfiziert.
Nach 72-96 h wurden die Zellen gewaschen und 30 min mit 16,7 mM Glukose bzw. 16,7 mM Glukose und 50
nM Ex-4 inkubiert. AnschlieRend wurde die Insulinsekretion bestimmt. A) Insulinsekretion von Kontroll- und
Eny2-supprimierten Zellen ausgedriickt als pg/ug Protein *30 min B) Zunahme der Insulinsekretion unter der
Wirkung von Ex-4 gegeniiber 16,7 mM Glukose ausgedruckt in %. Glc, Glukose; Ex-4, Exendin-4. Die Werte
reprasentieren den Mittelwert £ SD von 5-8 unabhangigen Experimenten. *p<0,05; **p<0,01 vs. Kontrolle. Die
Daten wurden unter Benutzung der einfaktoriellen ANOVA und anschlielendem Bonferroni-Post-hoc-Test
miteinander verglichen.
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3.2.3.4Wirkungen der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf die Vitalitat von
INS-1E-Zellen

Ob eine Suppression von Eny2 auch einen Einfluss auf die Proliferation bzw. Vitalitat von
INS-1E-Insulinomzellen ausibt, wurde mittels MTT-Reagenz Uberprift. Daflir wurden INS-
1E-Zellen revers mit entweder Kontroll- oder Eny2-siRNA transfiziert. Nach einer
Transfektionsdauer von 72-96 Stunden wurde, ohne zusatzlichen Waschschritt, in das
Medium der transfizierten Zellen das gelbe MTT-Reagenz gegeben und nach einer
entsprechenden Inkubationszeit die Zellvitalitat indirekt Uber die sich gebildeten violetten
Formazankristalle photometrisch bestimmt. Wie in der Abbildung 3.20 dargestellt, konnte
hinsichtlich der Vitalitat kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollzellen und Zellen mit
inhibierter Eny2-Expression festgestellt werden (99,912,9 % in Kontrollzellen vs. 103,2+3,5
% in Eny2-supprimierten Zellen; p=0,07).
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] mm— Eny2-siRNA3 Auswirkung auf die Vitalitat von INS1-E Zellen.
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3.2.3.5Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf den Insulingehalt
von INS-1E-Zellen
Wie oben aufgezeigt, kommt es nach Eny2-Suppression sowohl zu einer gesteigerten
glukose- als auch inkretinabhangigen Insulinsekretion. Ob diese Steigerung eventuell mit
einem erhohten Insulingehalt einhergeht, wurde nachfolgend Uberpruft. Nach reverser
Transfektion mit Kontroll-siRNA bzw. Eny2-siRNA3 und einer Tansfektionsdauer von 72-96
Stunden wurden die INS-1E-Zellen gewaschen und homogenisiert. Aus den gewonnen
Zellextrakten wurde dann anschlieRend sowohl der Gehalt an Insulin mittels Insulin-ELISA
als auch die Proteinkonzentration bestimmt. In den Kontrollzellen konnte ein Insulingehalt
von 4,2+1,9 ng/ug Protein und in Zellen mit Eny2-Suppression ein Wert fir Insulin von
4,4+1,6 ng/ug Protein ermittelt werden (Abb. 3.21). Der gemessene Insulingehalt wies unter
siRNA-vermittelter Suppression von Eny2 somit keine nennenswerten Veranderungen im

Vergleich mit den Kontrollzellen auf.
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3.2.3.6 Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf die intrazelluldre
Kalzium-Konzentration

Ein entscheidendes Signal fir die Exozytose insulinhaltiger Granula ist die Erhéhung der
intrazellularen Kalzium-Konzentration ([Ca®"]) (Eliasson et al., 1997; Holz et al., 1995). Zur
Analyse, wie sich eine Erniedrigung des Eny2-Niveaus in INS-1E-Zellen auf deren [Ca®'];,
sowohl wahrend der glukoseabhangigen Insulinsekretion als auch nach Aktivierung der GLP-
1-Rezeptorkasskade, auswirkt, wurden an ihnen Ca?®'-Imaging-Messungen durchgefiihrt.
INS-1E-Zellen wurden fir diesen Zweck auf Deckglaser ausgesat und entsprechend
transfiziert. Nach einer Transfektionszeit von 72-96 Stunden wurden die Zellen dann jeweils
eine halbe Stunde vor Versuchsdurchfuhrung mit Fura-2-AM in glukosefreiem KRBH
beladen. Nachdem die Zellen in die Versuchsapparatur eingeflihrt und die Basislinie des
Ca?*-Signals in glukosefreiem KRBH aufgenommen wurde, erfolgte entweder die Zugabe
von 2,8 mM oder 16,7 mM Glukose bzw. die Zugabe von 16,7 mM Glukose in Kombination
mit 50 nM Ex-4. Die Veranderung der [Ca?']; wurde dann durch Messung der Veranderung
der Fluoressenzintensitat des Farbstoffes, bei den Anregungswellenlangen 340 nm und 380
nm, aufgenommen.

Fir die in Abbildung 3.22 wiedergegeben Ergebnisse wurde der Mittelwert des
Verhaltnisses Fz4onm/F3sonm vON mindestens 15 Einzelzellen pro Versuch gebildet. Trotz
Hintergrundsubtraktion wichen die Ruhe-Ca®*-Signale der einzelnen Zellen innerhalb einer
Population erheblich voneinander ab. Dieser Umstand erforderte es, die Veranderungen der
[Ca®], prozentual auf das Ruhe-Ca®'-Signal zu normalisieren. Insgesamt war jedoch im
Ruhe-Ca**-Signal zwischen den beiden Zellpopulationen kein Unterschied feststellbar.

Eine Glukosekonzentration von 2,8 mM fihrte zu keiner erkennbaren Veradnderung der
[Ca?*];, weder in Kontrollzellen noch in Zellen mit Eny2-Suppression. Wie der Abbildung 3.22

A zu entnehmen, kam es nach Zugabe dieser basalen Glukosekonzentration zu einem
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unveranderten, konvergenten Verlauf der Ca®'-Signale beider Zellpopulationen. Dies war
auch erwartet, da unter dieser Glukosekonzentration auch schon hinsichtlich der
Insulinsekretion kein Unterschied zwischen diesen Zellen feststellbar war (vergleiche
3.2.3.2).

Unter dem Einfluss von 16,7 mM Glukose kam es, aufgrund der Inhibierung der K'atp-
Kanale, zur Offnung plasmamembransténdiger, spannungsabhiangiger Ca®*-Kanale, was
sich in steigenden [Ca*];, von sowohl Kontroll- als auch Eny2-supprimierten Zellen duRerte
(Abb. 3.22 B). Die Erhdhung der [Ca®"], wurde dabei innerhalb einer Minute bewirkt und blieb
wahrend der gesamten Messdauer bestehen. Wie deutlich zu erkennen, fihrte 16,7 mM
Glukose in Eny2-supprimierten Zellen zudem zu erheblichen periodischen Zunahmen der
[Caz"]i, mit Amplitudenmaxima von 149,31+£32,94 % Ratiop.sa gegenuber den Zellen mit
Kontrolltransfektion 114,71£11,23 % Ratiopasa (p=0,00006 Ko-siRNA vs. Eny2-siRNA3; n=3
Versuche), was eine starkere Beteiligung intrazelluldrer Ca®*-Speicher bei der Verdnderung
des Ca®"-Signals in diesen Zellen indiziert.

Durch die Aktivierung der GLP-1-Rezeptorkasskade mittels 50 nM Ex-4 wurde die

2+]i

glukoseabhangige Zunahme der [Ca“’]; von Kontrollzellen und Zellen mit Eny2-Suppression

noch verstarkt (Abb. 3.22 C). Auch nahmen die oszillationsartigen Veranderungen der [Ca®"];
in Eny2-supprimierten Zellen, vor allem in ihrer Amplitude, zu und erreichten
Amplitudenmaxima von 170,6£20,27 % Rationssa. Demgegeniber erreichten die
Amplitudenmaxima in den Kontrollzellen Werte von 134,07+15,11 % Ratiopasa (p=0,02 Ko-
siRNA vs. Eny2-siRNA3; n=5). Dieser Unterschied zwischen Kontroll- und Eny2-
supprimierten Zellen lies sich auch optisch bei Betrachtung der [Ca?'];, wiedergegeben durch
das Fluoressenzsignal von Fura-2, feststellen (Ergebnisse nicht gezeigt). Insbesondere
wahrend der Versuchsablaufe mit Hochglukose und Ex-4 lie sich beobachten, dass nach

2+]i

Eny2-Suppression mehr Zellen pro Ausschnitt aktiv waren, diese héhere [Ca“’]; erreichten

und dass die Oszillation ihrer Ca®*-Signale simultaner ablief.



3 Ergebnisse 88

i Glc 2,8mM

g

Ko-siRNA
—— Eny2-siRNA3

-
o
[=]

2

Gl Z.8mM

[Ca®*], (% Ratiopasal)
y &

8

B e e S

80 . . . ;
0 1 2 3 4 5
Zeit (min)
B Glc 16,7mM
200 £ 300
— Ko-siRNA k] 1 Ko-siRNA
—_ -siRNA = :
180 Eny2-siRNA3 & 250 | m Eny2-siRNA3
@ =
3 160 ~ 200 | Hxk
=] & f 1
® 140 Gle 16,7mM .;, 150 |
> E
— 2 1
4 10 g 100
c'j c
= 100 S 501
2
80 ; . ; . £ o
0 1 2 3 4 5 <
Zeit {(min)
C Glc 16,7mM + Ex-4 50nM
3
200 s 300
Ko-siRNA s 1 Ko-siRNA 1
— _ail - _ail
- 180 Eny2-siRNA3 & 250 m Eny2-siRNA 1
2 3 .
2 160 = 200 '
L Gle 16,7mM &
w® + Ex-4 50nM ©
X 140 O, 150 I
= @ ——
- £
£ 120 % 100
NQ o
S ,. g
100 A 8 50
2
80 : . : ; . . . E. 0
0 2 4 6 8 10 12 14 s
Zeit (min)

Abb. 3.22: Unter dem Einfluss der Eny2-Suppression kommt es zu einer Erhéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration.

INS-1E-Zellen wurden auf Deckglaschen ausgesat, mit entsprechender siRNA transfiziert, nach 72-96h Fura-2-
AM beladen und die intrazelluldre Kalziumkonzentration (ber die Bestimmung der Fluoreszenzratio der
Wellenlangen 340 nm und 380 nm ermittelt. A) Unter basaler Glukosekonzentration bestand kein Unterschied
in der [Ca2+]i zwischen Kontroll- und Eny2-supprimierten Zellen. B) Bei einer Glukosekonzentration von 16,7
mM zeigten Eny2-supprimierte Zellen eine deutlich hdhere periodische Zunahme der [Ca2+]i mit signifikant
erhohten Amplitudanmaxima. C) Unter dem Einfluss von Ex-4 bei simultan hoher Glukose war die in B gezeigte
Zunahme der [Ca?"] und der Amplitudenmaxima deutlich verstarkt. Dargestellt sind jeweils die gemittelten
Werte von mindestens 15 Zellen pro Versuch. Glc, Glukose; Ex-4, Exendin-4; *p<0,05; ***p<0,001; n=5 flr

jeden Stimulus.
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3.2.3.7Einfluss extrazellularen Kalziums auf die gesteigerte glukose- und inkretin-
abhingige Insulinsekretion nach siRNA vermittelter Suppression von Eny2

In pankreatischen B-Zellen wird sowohl wahrend der glukoseinduzierten als auch der

2. zunachst durch den

inkretinvermittelten Sekretion von Insulin, die Erhdhung der [Ca
Einstrom von Ca?*-lonen aus dem Extrazellularraum herbeigefiihrt (Lang, 1999). Welchen
Einfluss die extrazelluldre Ca?*-Konzentration dabei auf die durch Eny2-Suppression
gesteigerte glukose- und inkretinabhangige Insulinsekretion hat, sollte nachfolgend
untersucht werden. INS-1E-Zellen wurden daflir entsprechend transfiziert und nach einer
Transfektionsdauer von 72-96 Stunden wurden an ihnen Insulinsekretions-Assays bei
basaler (2,8 mM) und hoher (16,7 mM) Glukosekonzentration sowie bei 16,7 mM Glukose in
Kombination mit 50 nM Ex-4, mit und ohne extrazellularem Ca?", durchgefihrt.

Wie der Abbildung 3.23 A zu entnehmen, hatte ein Fehlen des extrazellularen Ca®" unter
basalen Glukosebedingungen keine wesentlichen Auswirkungen auf die Insulinsekretion von
Kontroll- und Eny2-supprimierten Zellen. Fir Kontrolizellen wurde mit Ca* ein
Insulinsekretionswert von 85,85+36,02 pg/ug Protein *30 min und ohne Ca** ein Wert von
103,18+11,91 pg/ug Protein *30 min ermittelt. Fir Zellen mit Eny2-Suppression wurden unter
denselben Bedingungen Werte von 94,32+23,3 pg/ug Protein *30 min bzw. 126,29+2,11
pag/ug Protein *30 min gemessen. Damit besteht zwischen den INS-1E-Zellen mit
unterschiedlichem Niveau an Eny2, auch unter Ca®'-feien Bedingungen, bei basaler
Glukosekonzentration kein nennenswerter Unterschied beziiglich ihrer Insulinsekretion. Dies
war auch erwartet, da, wie schon im vorhergehenden Abschnitt gezeigt (3.2.3.7), bei basaler
Glukosekonzentration kein Ca?-Einstrom in die Zellen erfolgte und auch bisher kein
signifikanter Unterschied in der Insulinsekretion nachgewiesen werden konnte (3.2.3.2).

Bei einer Glukosekonzentration von 16,7 mM kam es hingegen unter Ca®'-freien
Bedingungen bei Zellen mit Eny2-Suppression zu einem signifikanten Abfall der
Insulinsekretion von 234,88+91,83 pg/ug Protein *30 min (mit Ca®*) auf 121,52+19,07 pg/ug
Protein *30 min (Abb. 3.23 B; p=0,03 vs. +Ca*"; n=3). Fiir Kontrollzellen konnte dagegen nur
ein unwesentlicher Rickgang des Insulinsekretionswertes verzeichnet werden. Bei diesen
Zellen wurde mit Ca®* ein Wert von 125,33+35,16 pg/ug Protein *30 min und ohne Ca* ein
Wert von 117,62116,4 pg/ug Protein *30 min ermittelt. Die signifikante Differenz in der
glukoseabhangigen Insulinsekretion die zwischen beiden Zellpopulationen mit
unterschiedlichem Niveau an Eny2 in Anwesenheit extrazellularen Ca?* besteht, war somit
unter Ca®*-freien Bedingungen nicht mehr nachweisbar.

Ahnliches lies sich fir die inkretinvermittelte Insulinsekretion feststellen. Ein Fehlen des
extrazellularen Ca** bewirkte in Kontrollzellen, und noch deutlicher ausgepragt in Zellen mit
verminderter Eny2-Expression, einen Ruckgang der Insulinsekretion um 36 % von
262,51£123,17 pg/ug Protein *30 min auf 168,57+46,21 pg/ug Protein *30 min flr Kontroll-
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bzw. um 71 % von 562,54+204,38 pg/ug Protein *30 min auf 164,7+44,29 pg/ug Protein *30
min fir Eny2-supprimierte Zellen. Folglich ist das extrazellulare Ca® auch fiir die
Aufrechterhaltung des signifikanten Unterschiedes in der inkretinvermittelten Insulinsekretion

zwischen Kontrollzellen und Zellen mit Eny2-Suppression essentiell.
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Abb. 3.23: Der Einfluss der Eny2-Suppression auf die glukose- und inkretinvermittelte Insulinsekretion
ist abhangig vom extrazellularen Kalzium.

INS-1E-Zellen wurden mit Kontroll-, bzw. Eny2-siRNA behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 72-96 h
wurden mit ihnen Insulinsekretionen mit und ohne extrazellularem Kalzium durchgefiihrt. A) Extrazellulares
Ca?" hat keinen Einfluss auf die basale Insulinsekretion von sowohl Kontroll- als auch Eny2-supprimierten
Zellen, wahrend der Unterschied der B) glukose- und auch C) inkretinabhangigen Insulinsekretion durch ein
Fehlen von Ca®" im Extrazellularraum verloren geht. Die dargestellten Werte reprasentieren den Mittelwert +
SD von 3 unabhangigen Experimenten. Glc, Glukose; Ex-4, Exendin-4; ***p<0,001
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3.2.3.8Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf die Morphologie
und das Zytoskelett von INS-1E-Zellen
Die Morphologie von Zellen ist vielen Zusammenhangen bedeutend. In Zellkulturen
beispielsweise, kann man unter anderem von der Morphologie auf den
Differenzierungsstatus, aber auch auf die Gesundheit der Zellen schlieen. Betrachtete man
lichtmikroskopisch mit Durchlicht INS-1E-Zellen nach siRNA vermittelter Suppression von
Eny2 (Abb. 3.24) so fielen bei ihnen im Vergleich mit Kontrollzellen deutliche morphologische
Veranderungen auf. Sie sahen abgerundeter aus und auch die Zellauslaufer erschienen
wesentlich schmaler. Zudem lieRen sich im Zellverband die einzelnen Zellen besser optisch

von einander differenzieren.

Y

Ko-siRNA

2-siRNA3

Eny?2

Abb. 3.24: Eny2-Suppression fiihrt zu Veranderungen in der
Morphologie von INS-1E-Zellen. Nach 72 h reverser Transfektion lieien
Eny2-supprimierte Zellen bei lichtmikroskopischer Betrachtung im Vergleich
mit kontroll-transfizierten Zellen morphologische Veranderungen erkennen.

Die Gestalt einer Zelle wird durch das Zytoskelett, v.a. aber durch das Aktin-Zytoskelett
bestimmt. Das Aktin-Zytoskelett ist ein dulRerst kompliziertes Gebilde. Es stabilisiert nicht nur
die dullere Form einer Zelle, sondern ist vielmehr auch zur Fixation bestimmter
Zellstrukturen, flr die SignalUbertragung zwischen Zellen sowie fir Bewegungen und
Transport innerhalb der Zelle verantwortlich. Die Aktinfilamente des Aktin-Zytoskeletts
interagieren, neben anderen Proteinen, auch mit speziellen Motorproteinen, den Myosinen.
Die Aktin-Myosin-Interaktion ist von groRer Bedeutung fur den aktiven, gerichteten

intrazellularen Transport, wie z.B. von Membranvesikeln und stellt somit auch eine
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wesentliche Komponente fiir die geregelte Exocytose der Insulinsekretgranula
entsprechender Zellen dar (lida et al., 1997; Li et al., 1994).

Mittels Visualisierung des Aktin-Zytoskeletts sollte nun geklart werden, ob sich die oben
beschriebenen Veranderungen der duReren Morphologie Eny2-supprimierter INS-1E-Zellen
auch auf intrazellularer Ebene, dem Aktin-Zytoskelett, widerspiegeln. Dazu wurden die Zellen
fixiert und anschlielliend mit Alexa 546-konjugierten Phalloidin angefarbt. Phalloidin, das Gift
des Knollenblatterpilzes (Amanita phalloides), lagert sich an die Aktinfilamente und kann
demzufolge, mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, zum Nachweis dieses filamentosen F-Aktin
eingesetzt werden. Zur Markierung der Kerne diente Dapi. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3.25 zusammengestellt.

Bei der Betrachtung des Aktin-Zytoskeletts sowohl von Kontroll-Zellen, als auch Zellen mit
Eny2-Suppression, fiel das Vorhandensein von dicken Fasern auf. Es handelt sich dabei um
Blndel von langen, parallel angeordneten Aktinfilamenten, die in sogenannten Stressfasern
organisiert sind und die Zelle vom einen zum entgegengesetzten Pol durchziehen. Sie sind
in bestimmten Regionen der Plasmamembran verankert (Ridley and Hall, 1992). Diese
Regionen sind zum einen die Adherens Junctions, die der Verbindung der Aktinfilamente
benachbarter Zellen dienen (Geiger et al., 1985) und zum anderen die fokalen Adhasionen,
die das Aktin-Zytoskelett mechanisch mit der extrazellularen Matrix bzw. dem Substratraum
verbinden (Zaidel-Bar et al., 2004; Zamir and Geiger, 2001; Zimerman et al., 2004). Diese
letzt genannten ,Startbereiche“ der Aktinfasern waren auch bei den Kontroll- und Eny2-
siRNA3 behandelten Zellen zu erkennen (Abb. 3.25 Pfeilspitzen in A und D). Daruber hinaus
war in den Zellen mit verminderter Expression von Eny2 eine gréliere Verdichtung des
Aktins an den Zell-Zell-Kontakten  erkennbar. Dadurch zeigte sich auch
fluoreszenzmikroskopisch, wie schon im Durchlicht, eine eindeutigere Abgrenzung der

einzelnen Zellen.
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Abb. 3.25: Eny2-Suppresion fiihrt in INS-1E-Zellen scheinbar zur Verdichtung des Aktin-Zytoskeletts
entlang der Zellgrenzen.

INS-1E-Zellen wurden auf Gelatine-beschichteten Deckglasern ausgesat und transient mit entsprechender
siRNA transfiziert, nach 72 h Inkubation fixiert und anschlieRend das Aktin durch konjugiertes Phalloidin und
die Kerne durch Dapi markiert. Es zeigte sich bei Eny2-supprimierten Zellen, beim Vergleich mit
entsprechenden Kontrollen, eine scheinbar gréfRere Verdichtung des Aktins entlang der Zellgrenzen (Pfeile in
D und J). Die Pfeilspitzen in A und D weisen auf die Fokal-Adhasionen, den ,Startbereichen” der Aktinfasern,
hin. G-l zeigen die vergrofierten Darstellungen der Ausschnitte in C bzw. F. A-F: Vergrofterung 100x, G-L
Vergrofierung 100x, digitaler Zoom 4x

Ko-siRNA

En 2-siRNA3

Ko-siRNA

En 2-siRNA3
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Wie oben angefihrt, ist das Aktin-Zytoskelett malR3geblich am Transport insulinhaltiger
Vesikel beteiligt. Durch eine Doppelmarkierung des Insulin und des Aktins in INS-1E-Zellen
sollte geprift werden, ob eventuell die Verdichtung des Aktins in Nahe der Zellgrenzen, nach
Eny2-Suppression, auch mit einer erhéhten Insulindichte in diesen Bereichen einhergeht. Fir
die Farbung stand lediglich ein unkonjugierter monoklonaler Aktin-Antikérper zur Verfigung,
der fur nicht in Paraffin eingebettete Gewebe bzw. Zellen nicht ausgetestet war.
Dementsprechend suboptimal war auch das Farbeergebnis. Trotz verschiedener
Optimierungsversuche gelang es nicht, das Aktin hinreichend zur Klarung der obigen Frage
darzustellen. Daher ist in der Abbildung 3.26 nur Insulin mit Dapi gefarbten Kernen
abgebildet. Die Bilder A und D zeigen die Insulinmarkierung, B und E die Dapi-markierten
Kerne und C und F die Uberlagerung der beiden Markierungen der Zellen. Ein Vergleich der
Insulinmarkierung von Kontroll- und Eny2-supprimierten Zellen (A und D in Abb. 3.26) zeigt,
dass es keine gravierenden Unterschiede hinsichtlich der Konzentration des Insulins in den
beiden unterschiedlich behandelten Zellen zu geben scheint, was konform zu den
Ergebnissen der Bestimmung des Insulingehalts ware (3.2.3.6). Eine genauere Betrachtung
der Insulinmarkierung legt zudem nahe, dass auch Insulin, wie zuvor schon fur Aktin gezeigt,
in Zellen mit Eny2 Suppression, eine hdhere Konzentration entlang der Zellgrenzen
aufzuweisen scheint. Ob dies ein Phanomen siRNA-vermittelter Suppression von Eny2 in
INS-1E-Zellen ist oder lediglich verschiedene Ebenen von Kontroll- und Eny2-supprimierten
Zellen mikroskopisch aufgezeichnet wurden, kénnte eine Darstellung der Zellen mittels
konfokalem LSM klaren. Hierdurch ware die raumliche Erfassung zellularer Strukturen
mdglich, die zusatzlich mit qualitativen und quantitativen Messdaten unterlegt werden
konnten. Mit einer geeigneten Doppelfarbung von Insulin und Aktin kdnnte so eventuell die

obige Frage in einer entsprechenden Ko-Lokalisationsstudie, geklart werden.
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Abb. 3.26: Die Suppression von Eny2 in INS-1E-Zellen hat scheinbar keine Auswirkung auf deren
Insulin-Gehalt.

INS-1E-Zellen wurden auf Gelatine-beschichtete Deckglaser ausgesat und entweder mit Kontroll- oder mit
Eny2-siRNA behandelt. Nach 72 h erfolgten die Fixierung und eine anschlieRende Immunmarkierung des
Insulins mit entsprechendem AK. Die Kerne wurden mittels Dapi visualisiert. Im Vergleich mit kontroll-
transfizierten Zellen zeigte sich keine offensichtliche Veranderung im Insulingehalt. Jedoch zeigte sich mit
dieser Darstellung eine Konzentration der Insulins entlang der Zellgrenzen (Pfeile in D). Vergrof3erung 100x

Ko-siRNA

En 2-siRNA3

3.2.3.9Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf den Glukose-
Metabolismus von INS-1E-Zellen

Der effektivste Reiz zur Insulinfreisetzung aus den (-Zellen ist die Erhéhung der
extrazelluldren Glukosekonzentration (Matschinsky, 1996). Dabei ist die Starke der
Insulinsekretion bis zu einem bestimmten Punkt abhangig von der Glukosekonzentration im
Extrazellularaum und vor allem auch von deren Verstoffwechselung in der 3-Zelle.

Wie sich eine Suppression von Eny2 auf den Glukosestoffwechsel von INS-1E-Zellen
auswirkt, sollte mittels MTT-Assay bestimmt werden. MTT wird durch die, bei der Glykolyse
und dem mitochondrialen Metabolismus entstehenden, Pyrimidinnukleotide NADH und
NADPH und zu einem kleinen Teil auch durch das, in den Mitochondrien durch Succinat-
Dehydrogenase gebildete, Succinat reduziert. Aus dem gelben MTT entsteht so ein blau-
violettes Formazan. Die Bildung des Formazans ist demzufolge abhangig vom
Glkosemetabolismus und zu einem geringen Anteil auch von der mitochondrialen
Respiration und kann folglich auch zur Messung des Glukosestoffwechsels herangezogen
werden (Berridge and Tan, 1993; Berridge, 1996; Janjic and Wollheim, 1992).

Mit siRNA behandelte INS-1E-Zellen wurden nach einer Transfektionsdauer von 72-96

Stunden gewaschen und mit KRBH, der unterschiedliche Konzentrationen an Glukose
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enthielt sowie mit MTT-Reagenz inkubiert. Die Bildung des blau-violetten Formazans wurde
dann photometrisch durch Messung der Absorption bestimmt.

Unter basalen Glukosebedingungen zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Kontrolizellen und Zellen mit Eny2-Suppression (Abb. 3.27). Stieg jedoch die
Glukosekonzentration an, stieg sowohl in Kontroll- als auch in Eny2-supprimierten Zellen
auch die Bildung des Formazans. Infolge der Eny2-Suppression wurden jedoch signifikant
hohere Anstiege der Formazanproduktion gemessen. Wahrend es bei den Kontrollzellen, bei
einer Glukosekonzentration von 8,4 mM, zu einem 1,4-fachen Anstieg, auf 138,45+13,38 %
kam, betrug der Anstieg in Zellen mit Eny2-Suppression bei dieser Glukosekonzentration das
1,6-fache und stieg von 104,96+£10,38 % auf 162,81£18,5 % (p=0,04 Ko vs. Eny2-siRNA3;
n=3). Bei 16,7 mM Glukosekonzentration war der Unterschied im Anstieg zwischen Kontroll-
und Testzellen noch grofier. Bei dieser Glukosekonzentration konnte fir die Kontrollzellen
eine Steigerung der Formazanproduktion um das 1,8-fache und fir Eny2-supprimierte Zellen
sogar auf das 2,1-fache ermittelt werden. In Kontrollzellen stieg die Absorption als Folge der
Formazanbildung auf 177,44+21,49 % und in Zellen mit Eny2-Suppression auf 220,72+31,63
% (p=0,03 Ko vs. Eny2-siRNA3; n=3). Die zusatzliche Gabe von 50 nM Ex-4 bei einer
Glukosekonzentration von 16,7 mM bewirkte keine weitere Steigerung hinsichtlich der
Formazanbildung gegentber 16,7 mM Glukose allein. Jedoch zeigten auch hier Eny2-
supprimierte Zellen eine deutlich héhere glukoseabhangige metabolische Aktivitat. Fir
Kontrollzellen betrug hier der Anstieg das 1,7-fache und fur Eny2-supprimierte Zellen das 2,0

fache gegeniber basal (p=0,02 Ko vs. Eny2-siRNA3; n=3).

300 -
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—— i
250 | Eny2-siRNA3
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Absorption (% basal)

50 A

Glc Glc Glc Glc 16,7mM
2,8mM 84mM 16,7mM + Ex-4 50nM

Abb. 3.27: Eine Unterdriickung der Eny2-Expression fiihrt bei hoheren Glukosekonzentrationen zu
einer Steigerung des Glukosemetabolismus.

Der Glukosestoffwechsel siRNA behandelter Zellen wurde mittels MTT-Assay ermittelt. Die INS-1E-Zellen
wurden dafir nach einer Transfektionsdauer von 72-96 Stunden mit MTT-Reagenz und verschiedenen
Glukosekonzentrationen inkubiert und die Bildung des Formazans photometrisch bestimmt. Dargestellt sind
die Mittelwerte + SD von 3 unabhangigen Experimenten. *p<0,05 vs. Kontrolle.
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3.2.3.10 Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf die Expression
zentraler Gene der Insulinsekretion

Wie unter 3.2.3.10 geschildert, fiihrte eine Eny2-Suppression in INS-1E-Zellen zu einer
gesteigerten glukoseabhangigen metabolischen Aktivitat. Der Glukoseumsatz in der Zelle ist
dabei abhangig vom Zusammenwirken der Glukoseaufnahme und
Glukoseverstoffwechselung. Die Glukoseaufnahme in den [B-Zellen erfolgt Uber das
Glukosetransportprotein (Glut2 bei Nagern). In den Zellen wird die Glukose dann Uber den
Glykolyseweg metabolisiert. Als Schlusselenzym fir diesen Stoffwechselweg gilt das
glukosephosphorylierende Enzym Glukokinase (Froguel et al., 1993; Grupe et al., 1995).
Ebenso wird im Zusammenhang mit der Glykolyse auch der Phosphofruktokinase-1, welche
Fruktose-6-phosphat zu Fruktose-1,6-phosphat umsetzt, eine zentrale Rolle zugeschrieben
(Perna et al., 1991). Sowohl die Expression des Glukosetransportproteins als auch die
Expression der Glukokinase stehen unter der Kontrolle von Pdx1 (Stanojevic et al., 2004).
Der Homdéodomanen-Transkriptionsfaktor Pdx1 ist daruber hinaus auch fur die Entwicklung
des gesamten Pankreas und auch fUr die Biosynthese des Insulins essentiell (Offield et al.,
1996; Petersen et al., 1994).

Ob die Suppression von Eny2 eventuell die Expression der genannten Glykolyseenzyme, die
Expression des Glukosetransportproteins Glut2 oder aber die Expression des Insulins oder
Pdx1 beeinflusst, sollte mittels Expressionsanalysen geklart werden. Dafir wurden INS-1E-
Zellen revers entweder mit Kontroll-siRNA oder mit Eny2-siRNA transfiziert. Nach 72-96
Stunden erfolgte dann die RNA-Isolation und eine sich anschlieRende semiquantitative
rtPCR mit entsprechenden Primern. Fur die Quantfizierung der einzusetzenden cDNA-
Mengen diente wieder die Expression des Haushaltsgens GAPDH. Da aber auch
Haushaltsgene in einem gewissen Malde rauf- und runterreguliert werden kénnen (Souaze et
al., 1996) und nicht mit Sicherheit auszuschlief3en ist, dass eine Suppression von Eny2 keine
Auswirkungen auf die Expression der GAPDH nach sich zieht, wurde die Expression von
zwei weiteren Haushaltsgenen, 3-Aktin und Cyklophilin-A, untersucht. B-Aktin ist, wie bereits
unter 3.2.3.9 beschrieben eine Komponente des Zytoskeletts. Cyklophilin-A ist ein ebenfalls
ubiquitar exprimiertes Protein mit Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase-Aktivitdt und sollte
ebenfalls kaum Expressionsschwankungen unterliegen. Die Abbildung 3.28 zeigt das
Ergebnis dieser Expressionanalysen. Bei einem Vergleich der Bandenintensitaten von
Kontrollzellen und Zellen mit siRNA-vermittelter Suppression von Eny2 konnte bei den von
uns untersuchten Genen kein Unterschied hinsichtlich der Expression auf mRNA-Niveau

festgestellt werden.
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Eny2-siRNA Ko- Eny2-siRNA Ko-
1 3 siRNA 1 3 siRNA
Glut 2 - Insulin
Phospho- Cyklo-
fruktokinase-1 philin A
beta-

Abb. 3.28: Die Expression zentraler Gene der Insulinsekretion zeigt keinen signifikanten Unterschied
nach Eny2 Suppression.

INS-1E-Zellen wurden mit entsprechender siRNA behandelt, 72-96 h spater die mRNA isoliert und eine
semiquantitative rtPCR durchgefuhrt. Aufgrund der gleichen Bandenstérke, lieR sich ein offensichtlicher
Einfluss einer Eny2-Suppression auf die genannten Gene ausschlieBen. Die Quantifizierung der
einzusetzenden cDNA-Menge fand mittels GAPDH statt.

3.2.3.11 Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf den Triggering-
und Metabolic Amplifying Pathway

Die glukoseinduzierte Insulinsekretion wird hauptsachlich Uber zwei Wege (Pathways)
kontrolliert, die beide vom Glukosestoffwechsel der B-Zelle abhangen (Gembal et al., 1992;
Henquin, 1995; Sato et al., 1998). Der so genannte Triggering-Pathway beginnt mit dem
SchlieBen ATP-abhéngiger K'-Kanale in der Plasmamembran der B-Zelle durch die
glukoseabhangige Erhdhung des ATP/ADP-Verhaltnisses (Ashcroft and Gribble, 1999;
Rorsman, 1997). Dies ruft eine Depolarisation der B-Zelle hervor infolgedessen sich
spannungsregulierte Ca**-Kanéle 6ffnen. Der Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
(ICa*"]) wiederum ist der Ausldser fiir die gesteigerte Exozytose der insulinhaltigen Granula.
Ebenso aktiviert Glukose den so genannten Metabolic-Amplifying-Pathway. Uber diesen
Weg kommt es durch, bis dato nicht genau geklarte Mechanismen, zu einer Verstarkung der
sekretorischen Antwort, ohne direkte Beteiligung der K'arp-Kanéale, und ohne dass eine
weitere Erhéhung der [Ca?']; induziert wird (Sato et al., 1999; Sato and Henquin, 1998).

Fir die Untersuchung eines moglichen Einfluss einer Eny2-Suppression auf die beiden
genannten Hauptwege der glukoseabhangigen Insulinsekretion machten wir uns die
Eigenschaften zweier Verbindungen, Tolbutamid (TBM) und Diazoxid (DZ) zu nutze, die
beide mit der SUR1-Untereinheit der K'arp-Kanale interagieren. Wahrend TBM unabhéngig
vom Glukosestoffwechsel zu einem Verschluss der K'arp-Kandle fihrt, hat DZ den
gegensatzlichen Effekt. Es bewirkt eine Offnung der K'arp-Kanale. Zusammen mit
depolarisierenden extrazelluldren K*-Konzentrationen kdnnen so die Effekte von Glukose auf

die Insulinsekretion, unabhangig von der K*arp-Kanalaktivitat untersucht werden.
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An mit entsprechender siRNA behandelten Zellen wurden, nach einer Transfektionsdauer
von 72-96 Stunden, Insulinsekretionmessungen, bei basaler (2,8 mM) bzw. hoher (16,7 mM)
Glukose, in Ab- bzw. Anwesenheit von entweder 250 uyM TBM oder 250 pM DZ in
Verbindung mit 30 mM KCI, durchgefuhrt. Das Ergebnis dieser Versuche ist in Abb. 3.29

dargestellt.
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Abb. 3.29: Unter dem Einfluss der Sulfonylharnstoffe TBM und DZ zeigen INS-1E-Zellen mit siRNA
vermittelter Suppression von Eny2 hohere glukoseabhangige Insulinsekretionswerte.

INS-1E-Zellen wurden mit Ko-siRNA bzw. Eny2-siRNA3 transfiziert. Nach 72-96 h wurden die Zellen
gewaschen und Insulinsekretionsmessungen bei basaler bzw. Hoch-Glukosekonzentration mit und ohne TBM
bzw. DZ in Kombination mit 30 mM KCI durchgefiihrt A) Im Vergleich mit den Kontrollzellen zeigten sich bei
Zellen mit Eny2-Suppression unter dem Einfluss von TBM und DZ schon unter basalen Glukosebedingungen
signifikant hdhere Insulinsekretionswerte. B) und C) Genauere Darstellung des Effekts von DZ+30 mM KCI bei
entsprechender Glukosekonzentration auf Kontroll- (B) bzw. Eny2-supprimierte Zellen (C). Dargestellt sind die
Mittelwerte £ SD von 5 unabhangigen Experimenten. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Die Signifikanzen in A
wurden unter Hinzunahme der einfaktorielen ANOVA und anschlieBendem Bonferroni-Post-hoc-Test
ermittelt. Die Daten in (B) und (C) wurden unter Benutzung des ungepaarten t-Test miteinander verglichen.
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Unter basaler (2,8 mM) Glukosekonzentration war kein signifikanter Unterschied in der
Insulinsekretion zwischen Kontroll- und Eny2-supprimierten Zellen erkennbar (103,74145,4
bzw. 110,85+38,75 pg/ug Protein *30 min). Unter hoher (16,7 mM) Glukosekonzentration
stieg zwar die Insulinsekretionsrate in Eny2-supprimierten Zellen wesentlich starker an
(201,01+77,89 pg/ug Protein *30 min) als in Kontrollzellen (141,43+58,49 pg/ug Protein *30
min), jedoch war dieser Unterschied im Falle dieses Experimentes, aufgrund der doch sehr
hohen Standardabweichungen, nicht signifikant.

Wie zu erwarten, kam es unter dem Einfluss von 250 uM des Kanal-Inhibitors TBM bei
basaler Glukosekonzentration zu einem Anstieg der Insulinsekretionswerte auf das Niveau
hoher 16,7 mM Glukosekonzentration (Abb. 3.29 A). Fur Kontrollzellen konnte unter diesen
Bedingungen ein Insulinsekretionswert von 153,78+57,11 pg/ug Protein *30 min ermittelt
werden. Fur Eny2-supprimierte Zellen fiel dieser Anstieg signifikant héher aus. Es wurde ein
Insulinsekretionswert von 217,84+69,04 pg/ug Protein *30 min (p=0,006 vs. Glc 2,8 mM,;
p=0,04 Ko vs. Eny2-siRNA3) bestimmt. Dieses Ergebnis indiziert, dass auch Metabolismus-
distale, ATP-unabhangige Mechanismen durch einen Eny2-Knockdown beeinflusst werden
und so zur gesteigerten glukoseabhangigen Insulinsekretion beitragen.

Wie sich die Eny2-Suppression in INS-1E-Zellen auf den Metabolic-Amplifying-Pathway
auswirkt, wurde, wie schon erwéhnt, mittels des K*arp-Kanal-Offners DZ kombiniert mit 30
mM KCI untersucht. Unter basalen Glukosebedingungen bewirkte DZ einen Anstieg des
Insulinsekretionswertes in Kontrollzellen auf 159,14+63,7 pg/ug Protein *30 min (p=0,048 vs.
Glc 2,8 mM; Abb. 3.29 B). Ein deutlich héherer Wert wurde unter diesen Bedingungen bei
Zellen mit Eny2-Suppression ermittelt (Abb. 3.29 C). In diesen Zellen wurde ein
Insulinsekretionswert von 240,79+72,56 pg/ug Protein *30 min gemessen (p=0,003 vs. Glc
2,8 mM; p=0,02 Ko vs. Eny2-siRNA3). Eine Erhéhung der Glukosekonzentration auf 16,7
mM flhrte unter diesen experimentellen Bedingungen zu keiner weiteren Steigerung der
Insulinsekretionsraten, weder bei Zellen mit Kontrolltransfektion (159,73+66,5 pg/ug Protein
*30 min) noch bei Zellen mit siRNA-vermittelter Suppression von Eny2 (276,891+57,84 pg/ug
Protein *30 min), was auf eine nur eingeschrankte Beteiligung der Faktoren des Metabolic-
Amplifying-Pathways an der glukoseinduzierten Insulinsekretion in diesen Zellen hindeutet.
Bei Betrachtung der Diagramme B und C in Abbildung 3.29 ist allerdings anzumerken, dass
gegeniiber den Kontrollzellen eine Suppression von Eny2 unter dem Einfluss von DZ bei
Hochglukose signifikant hoéhere Insulinsekretionswerte bewirkte, als eine hohe

Glukosekonzentration allein (p=0,03).
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3.2.3.12 Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf zentrale Elemente
der inkretinvermittelten Signaltransduktion

Wie bereits unter 3.2.3.3 aufgezeigt, ist nach Eny2-Suppression in INS-1E-Zellen die
inkretinvermittelte  Insulinfreisetzung,  hervorgerufen  durch  Exendin-4, ebenso
charakteristisch wie die glukoseabhangige Insulinsekretion bei hohen
Glukosekonzentrationen. So genannte Inkretine, wie GIP, GLP-1 und dessen Agonist Ex-4
binden an spezifische Transmembranrezeptoren der [B-Zelle und stimulieren die
Insulinfreisetzung so Uber die Aktivierung des Adenylatzyklasesystems (Mojsov et al., 1987).
Im Folgenden sollte daher untersucht, welche Komponente oder Komponenten des AC-

Signalweges potentiell durch Eny2 moduliert werden kdnnten.

Stimulation der Adenylatcyklase

Ob sich eventuell Rickschlisse darauf ziehen lassen, dass der GLP-1 Rezeptor selbst durch
die Expression von Eny2 beeinflusst wird und daher eine Ursache fir die gesteigerte
inkretinabhangige Insulinsekretion nach Eny2-Supprimierung darstellt, sollte in einem ersten
Schritt durch Aktivierung der Adenylatzyklase, bei Umgehung der Rezeptorebene, Uberprift
werden. Zu diesem Zweck wurde der unspezifische AC-Aktivator Forskolin eingesetzt.
Nachdem INS-1E-Zellen mit entsprechender siRNA inkubiert wurden, fihrten wir mit ihnen
Insulinsekretionsmessungen unter der Wirkung von 10 uyM Forskolin, bzw. zum Vergleich
auch mit 50 nM Exendin-4, bei hoher Glukosekonzentration (16,7 mM) durch. Wie in
Abbildung 3.30 erkennbar, kam es nach der Inkubation der Zellen mit Forskolin zu einem
deutlichen Anstieg der Insulinsekretionswerte. Wahrend sich die Sekretionsrate in
Kontrollzellen um 115 % von 106,9+9,56 auf 229,58+38,06 pg/ug Protein*30 min erhéhte
(p=3,67*10® vs. GIc16,7 mM), konnte in Eny2-supprimierten Zellen nach Inkubation mit
Forskolin eine um 142 % gesteigerte Insulinsekretion gemessen werden. In diesen Zellen
stieg die Sekretion von Insulin durch die Aktivierung der AC von 204,121+53,78 pg/ug
Protein*30 min auf 478,47+111,12 pg/ug Protein*30 min (p=2,96*10° vs. Glc16,7 mM
p=5,46+10° Ko vs. Eny2-siRNA3; n=5) Unter dem Einfluss von Ex-4 konnten wir unter
diesen Bedingungen einen Anstieg der Insulinsekretion in den Kontrollzellen auf 197,76+£31,1
pg/ug Protein*30 min (p=1,26*10" vs. Glc16,7 mM) ermitteln, was einer Steigerung von 85 %
entspricht. Eny2-supprimierte Zellen zeigten unter diesen Bedingungen eine um 138 %
gesteigerte Insulinsekretionsrate. In diesen Zellen stieg die Insulinsekretion auf einen Wert
von 467,551£116,06 pg/ug Protein*30 min (p=7,84*10'6 vs. GIc16,7 mM; p=2,59*10° Ko vs.
Eny2-siRNA3; n=5).
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Abb. 3.30: Sowohl der AC Aktivator Forskolin als auch der GLP-1-Rezeptor Agonist Ex-4 bewirken
signifikant hohere Insulinsekretionswerte in INS-1E-Zellen mit Eny2-Suppression.

Vorab mit entsprechender siRNA behandelte INS-1E-Zellen wurden gewaschen und anschlieRend die
Insulinsekretion bei hoher (16,7 mM) Glukose, in An- oder Abwesenheit von Forskolin, bzw. Ex-4, bestimmt.
Glc, Glukose; Fsk, Forskolin; Ex-4, Exendin-4. Die gezeigten Werte reprasentieren den Mittelwert + SD von 5
unabhangigen Experimenten. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ungepaarter t-Test.

Stimulation der cAMP Produktion

Sowohl Forskolin als auch Exendin-4 fihrten in Eny2-supprimierten Zellen im Vergleich mit
Kontrollzellen zu signifikant hoheren absoluten Insulinsekretionswerten. Die gemessene
Sekretion von Insulin stellt jedoch bereits den letzten Schritt der daran beteiligten
Signaltransduktionskette, ungeachtet der Signalkasskaden-Teilschritte, dar. Wie sich eine
Eny2-Suppression auf die Adenylatzyklase und damit auf die Bildung des intrazellularen
Botenstoffs cAMP auswirkt, wurde mittels cAMP-Assay nach Inkubation von sowonhl
kontrolltransfizierten als auch Eny2-supprimierten Zellen mit Ex-4 bei hoher
Glukosekonzentration bestimmt. Das Ergebnis dieses Assays gibt die Abbildung 3.31 wieder.
Zunachst wurde der optimale Zeitverlauf flir den Assay bestimmt (Abb. 3.31 A). Dazu wurden
unbehandelte INS-1E-Zellen unterschiedlich lang mit 16,7 mM Glukose und 10 nM Ex-4
inkubiert. Bis zu einer Zeit von 15 min konnte dabei ein Anstieg der cAMP-Konzentration
verzeichnet werden. Nach diesem Zeitpunkt zeigten die ermittelten CAMP Werte kaum mehr
eine Veranderung, so dass die nachfolgenden Experimente in einer Zeitspanne von 0 bis 15
min durchgefiihrt wurden. Abbildung 3.31 B zeigt den Zeitverlauf der cAMP-Produktion in
Kontrollzellen und Zellen mit vermindertem Eny2-Niveau wahrend der Behandlung mit 16,7
mM Glukose und 50 nM Ex-4. In beiden Zellen kommt es unter dem Einfluss von Ex-4
innerhalb von 5 min zu einem nahezu kongruenten Anstieg der cAMP-Konzentration von
1,82+1,08 auf 23,65+2,71 pmol/ml fir Kontrollzellen und von 1,910,48 auf 22,68+2,85

pmol/ml fiir Zellen mit Eny2-Suppression. Innerhalb der folgenden 10 min kam es in beiden
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Zellpopulationen zu einem ebenfalls fast identischen Abfall des cAMP-Gehalts auf 9,19+6,64

pmol/ml fir Kontrollzellen und 9,28+3,1 pmol/ml fir Eny2-supprimierte Zellen.
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Abb. 3.31: Eine Eny2-Suppression hat keinen Einfluss auf den cAMP-Anstieg nach Ex-4-Stimulus.

A) Vorversuch mit untransfizierten INS-1E-Zellen bei 16,7 mM Glukose und zunachst 10 nM Ex-4, um einen
ersten Eindruck Uber den Zeitrahmen des zu erwartenden cAMP-Anstiegs nach Ex-4-Stimulus zu erhalten. B)-
D) Nach 72-stiindiger Transfektion mit Kontroll- bzw. Eny2-siRNA3 wurde das intrazellulare cAMP gemessen.
B) Nach Stimulation der Zellen mit 16,7 mM Glukose und 50 nM Ex-4 zu unterschiedlichen Zeitpunkten. C)
Nach Stimulation der Zellen mit 16,7 mM Glukose und 50 nM Ex-4 zu unterschiedlichen Zeitpunkten in
Anwesenheit des PDE Inhibitors IBMX. D) Nach Stimulation der Zellen mit 16,7 mM Glukose und
unterschiedlichen Ex-4 Konzentrationen zum Zeitpunkt t=5 min. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.D. von 4-5
unabhangigen Experimenten.

Die cAMP-Konzentration in den Zellen wird durch die Balance zwischen den konkurrierenden
Prozessen der Synthese und des Abbaus bestimmt (Cooper, 2003). Ob mdglicherweise die
Zeitpunkte, welche zur Bestimmung der intrazellularen cAMP-Konzentration gewahlt wurden,
héhere cAMP Werte nicht wiedergeben, da ein Teil des cAMPs infolge von

Ruckkopplungsmechanismen bereits der Hydrolyse durch die Phosphodiesterase (PDE)
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unterzogen wurde (Capito et al., 1986), sollte durch Verwendung von Isobutyl-1-
Methylxanthin (IBMX) abgeklart werden. Doch auch unter Verwendung des PDE-Inhibitors
konnte kein nennenswerter Unterschied im Verlauf der cAMP-Produktion nach Ex-4-Gabe,
bei hoher Glukosekonzentration, zwischen Kontroll- und Eny2-supprimierten Zellen,
festgestellt werden (Abb. 3.31 C). Unter dem Einfluss von Ex-4 zusammen mit IBMX kam es
zwar insgesamt, wie erwartet, zu einer deutlichen Zunahme der cAMP-Konzentration Uber
das Niveau des cAMP-Assays, welcher ohne IBMX durchgeflihrt wurde, jedoch war diese flr
beide Zellpopulationen konvergent (Kontrollzellen: von 1,29+0,37 auf 137,0310,2 pmol/ml;
Eny2-supprimierte Zellen: von 1,75+0,09 auf 133,48+3,55 pmol/ml; =5 min).

Mit einem weiteren cAMP-Assay wurde der Wirkung unterschiedlicher Ex-4-Konzentrationen
auf die cAMP-Produktion in Kontroll- und Eny2-supprimierten Zellen nachgegangen. Aber
auch Ex-4-Konzentrationen von 1 pM bis 10 nM ergaben keinen wesentlichen Unterschied in
den cAMP-Gehalten zwischen Kontrollzellen und Zellen mit siRNA-vermittelter Suppression
von Eny2 (Abb. 3.31 D). Beide Zellpopulationen reagierten erst ab einer Ex-4-Konzentration
von 0,1 nM mit einem deutlichen Anstieg der Konzentration des zyklischen Nukleotids
(Kontrollzellen: von 2,04+1,35 pmol/ml bei Ex-4 10 pM auf 21,34+3,27 pmol/ml; Zellen mit
Eny2-Suppression: von 2,4310,45 pmol/ml bei Ex-4 10 pM auf 24,34+9,49 pmol/ml; t=5 min)
und wiesen auch bei einer 10 nanomolaren Ex-4-Konzentration keinen signifikanten

Unterschied hinsichtlich ihrer intrazellularen cAMP-Konzentration auf.

Aktivierung von Epac und PKA

Aus der Literatur ist bekannt, dass der intrazellulare Botenstoff cAMP in den
insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas zwei weitere Signalwege induziert. Zum einen
vermittelt cAMP seine Wirkung Uber die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) (Eliasson et
al., 2003) zum anderen wird durch cAMP der so genannte Epac-Weg (exchange proteins
directly activated by cAMP; de Rooij et al., 1998) aktiviert (Kashima et al., 2001).

Ob diese Signalwege in die durch Eny2-Suppression erhdhte inkretinvermittelte
Insulinsekretion involviert sind, sollte im Folgenden Uberprift werden. Zu diesem Zweck
wurden Insulinsekretionsmessungen, unter Verwendung von Aktivatoren bzw. Inhibitoren der
beiden Signalwege, an INS-1E-Zellen durchgefiihrt, welche zuvor mit entsprechenden
siRNA’s behandelt wurden. Mit 8-(4-Chlorophenylthio)-2"-O-Methyl-3",5-cAMP (8CPT-Me-
cAMP) und N6-Benzoyl-3°,5-cAMP (N6-Bnz-cAMP) standen zwei potentielle Aktivatoren zur
Verfligung, von denen bekannt ist, dass sie glukoseabhangig die Insulinsekretion in den [3-
Zellen steigern. Wahrend 8CPT-Me-cAMP selektiv den Epac-Weg aktiviert (Enserink et al.,
2002), gilt N6-Bnz-cAMP als selektiver Aktivator des PKA-Weges (Christensen et al., 2003).
Zur Inhibierung des PKA-Weges stand uns zudem noch H-89 zur Verfugung, fur den Epac-

Weg hingegen ist bis jetzt noch kein selektiver Hemmstoff beschrieben.
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Wie in Abbildung 3.32 gezeigt, fuhrte die Inkubation mit 100 yM 8CPT-cAMP in Eny2-
supprimierten Zellen, bei einer Glukosekonzentration von 16,7 mM, zu einem 22 %-igen
jedoch nicht signifikanten Anstieg der Insulinsekretionswerte gegenitber dem Wert, der fir
16,7 mM Glukose allein ermittelt wurde (Glc16,7mM: 246,03+94,7 pg/ug Protein *30 min vs.
8CPT-Me-cAMP: 297,72+121,42 pg/ug Protein *30 min). Auf Kontrollzellen hingegen, scheint
der putative Epac-Aktivator keine Wirkung zu haben. Hier konnte keine steigende
Veranderung der Insulinsekretion festgestellt werden (Glc 16,7 mM: 118,93+36,49 pg/ug
Protein *30 min vs. 8CPT-Me-cAMP: 108,98+20,88 pg/ug Protein *30 min; p=8,33*10° Ko-
siRNA vs. Eny2-siRNAS3; n=6). Dagegen bewirkte die Stimulation mit 100 yuM N6-Bnz-cAMP
in  Kontrolizellen einen leichten, allerdings nicht signifikanten Anstieg der
Insulinsekretionswerte um 16 % auf 150,27+50,02 pg/pug Protein *30 min. Wesentlich
ausgepragter war jedoch die Wirkung des PKA-Aktivators auf Eny2-supprimierte Zellen.
Unter seinem Einfluss erhohte sich die Sekretion von Insulin signifikant um 64 % auf
439,73+110,68 pg/ug Protein *30 min (p=0,0089 vs. Glc16,7 mM; p=2,25*10" Ko-siRNA vs.
Eny2-siRNA; n=4).

Eine Inhibierung der PKA durch 10 uM H-89, bei gleichzeitiger Stimulation der GLP-1-
Rezeptorkasskade durch 50 nM Ex-4, flhrte in beiden Zellpopulationen zu einem Abfall der
inkretinvermittelten Insulinsekretion, der jedoch nur fur Zellen mit Eny2-Supression
signifikant war (p=0,01). Fur Kontrollzellen fiel der Sekretionswert von 239,22+117,64 pg/ug
Protein *30 min bei Ex-4-Inkubation auf 164,48+64,99 pg/ug Protein *30 min unter der
Inkubation mit H-89 (p=0,13). In Zellen mit Eny2-Suppression kam es infolge der H-89-
Wirkung zu einem Rickgang der Insulinsekretion von 553,02+218,75 pg/ug Protein *30 min
ohne PKA-Inhibitor auf 299,48+125,26 pg/ug Protein *30 min (n=4). Damit ist zwar der
gemessene Insulinsekretionswert fir Zellen mit Eny2-Suppression, gegeniber dem Wert der
fur Kontrollzellen ermittelt wurde, signifikant erhdoht (p=0,02), aber wie die prozentuale
Berechnung wiedergibt (Abb. 3.32 C), kommt es in diesen Zellen unter dem Einfluss des
PKA-Inhibitors zu einer weitaus starkeren Verminderung der inkretinvermittelten

Insulinsekretion (Kontrollzellen: -15 % vs. Zellen mit Eny2-Suppression: -33 %).
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Abb. 3.32: Einfluss der Eny2-Suppression nach Aktivierung, bzw. Inhibierung des Epac- und PKA-
Signalweges auf die Insulinsekretion von INS-1E-Zellen.

INS-1E-Zellen wurden mit Ko-siRNA bzw. Eny2-siRNA3 transfiziert. Nach 72-96 h wurden die Zellen
gewaschen und Insulinsekretionsmessungen durchgefiihrt, bei entweder hoher Glukosekonzentration mit und
ohne Epac-Aktivator 8CPT-Me-cAMP, bzw. mit und ohne PKA-Aktivator N6-Bnz-cAMP ODER bei hoher
Glukosekonzentration in Anwesenheit von Ex-4 mit und ohne des PKA-Inhibitors H-89. Im Vergleich mit den
Kontrollzellen zeigten Zellen mit Eny2-Suppression bei Aktivierung des Epac- bzw. PKA-Signalweges
signifikant hohere Insulinsekretionswerte. Unter dem Einfluss des PKA-Inhibitors kam es zu einem gréReren
Abfall der inkretinvermittelten Insulinsekretion. A) und B) Absolute Insulinsekretionswerte gemessen in pg/ug
Protein *30 min. C) Prozentuale Zunahme der Insulinsekretion nach Epac-, bzw. PKA-Aktivierung, bzw. nach
Ex-4-Stimulus, gegeniiber der Insulinsekretion bei hoher (16,7 mM) Glukosekonzentration. D) prozentualer
Abfall der Inkretinvermittelten Insulinsekretion nach Inhibierung des PKA-Signalweges mit H-89. Glc, Glukose;
Ex-4, Exendin-4; ns, nicht signifikant. Die gezeigten Werte reprasentieren den Mittelwert £+ SD von 4-6
unabhangigen Experimenten. *p<0,05; **p<00,1; ***p<0,001. Die in (A) und (B) gezeigten Signifikanzen
wurden Uber die einfaktoriele ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Post-hoc-Test bestimmt. Fir die
Signifikanzen in (C) erfolgte der Datenvergleich mittels ungepaarten t-Test.
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3.2.3.13 Wirkung der siRNA-vermittelten Suppression von Eny2 auf die 1. und 2. Phase
der Insulinsekretion

Aus der Literatur ist bekannt, dass Insulin nach Glukosestimulus in 2 Phasen sezerniert wird,
wobei jede der beiden Phasen durch unterschiedliche Mechanismen reguliert wird
(Bratanova-Tochkova et al., 2002; Henquin et al., 2002; Rorsman et al., 2000). Ob Eny2
maoglicherweise in die beiden Phasen der Insulinsekretion involviert ist und dabei eventuell
unterschiedliche Rollen spielt, sollte mit Insulinsekretionsmessungen an Zellen mit
verminderter Eny2-Expression im Vergleich mit entsprechenden Kontrollzellen untersucht
werden. Entsprechend transfizierte INS-1E-Zellen wurden zu diesem Zweck mit 16,7 mM
Glukose plus 50 nM Ex-4 inkubiert. Nach 15 min wurde der Uberstand abgenommen und
durch frischen KRBH-Puffer mit den gleichen Stimulantien (16,7 mM Glukose und 50 nM Ex-
4) ersetzt. Die Zellen wurden fiir weitere 15 min inkubiert und abermals der Uberstand
abgenommen. AnschlieRend wurde das sezernierte Insulin in den gewonnenen Uberstanden
mittels ELISA gemessen.

In kontrolltransfizierten Zellen konnte in der 2.Phase der Insulinsekretion gegeniber der
1.Phase ein geringerer Insulinsekretionswert verzeichnet werden (1.Phase: 109,5+11,52
pg/ug Protein; 2.Phase: 53,85+23,05 pg/ug Protein). Hingegen waren die fir Eny2-
supprimierte Zellen gemessenen Insulinsekretionswerte in beiden Phasen nahezu gleich
(1.Phase: 231,98+12,17 pg/ug Protein; 2. Phase: 217,63+8,12 pg/ug Protein) und gegenlber
den Kontrollen signifikant erhdoht (p=0,02 fir 1. und 2.Phase; n=3), wodurch eine noch
starkere Beeinflussung der 2. Phase der Insulinsekretion durch einen Eny2-Knockdown

indiziert wird.
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Abb. 3.33: Infolge der Suppression von Eny2 kommt es in INS-1E-Zellen sowohl zu einer Steigerung
der 1. als auch der 2.Phase Insulinsekretion induziert durch Ex-4.

Kontroll- und Eny2-siRNA3 transfizierte Zellen wurden mit 16,7 mM Glukose in Kombination mit 50 nM Ex-4
stimuliert. Nach einer Inkubation von 15 min wurde der Uberstand zur Bestimmung der 1. Phase der
Insulinsekretion abgenommen. Den Zellen wurden erneut 16,7 mM Glukose und Ex-4 zugegeben und nach
weiteren 15 min das sezernierte Insulin im Uberstand mittels ELISA bestimmt. Nach Eny2-Suppression ist
sowohl eine gesteigerte 1. als auch 2. Phase der Insulinsekretion zu verzeichnen. Dargestellt sind die
MittelwertexSD von 3 unabhangigen Versuchen. *p>0,05.
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4 Diskussion

Der Typ 2 Diabetes mellitus stellt heute eine der weltweit am haufigsten auftretenden
chronischen Krankheiten dar. Diabetische Folgeerkrankungen schréanken Lebensqualitat und
Lebensspanne der betroffenen Individuen deutlich ein.

Da zunehmend Stérungen des endokrinen Pankreas als eine zentrale Ursache flur die
Manifestation dieser Erkrankung angesehen werden, kommt der Erforschung jener
Mechanismen, die physiologisch die Entwicklungs- und Funktionsablaufe dieses Organs
steuern, eine besondere Rolle zu. Gegenstand dieser Dissertation war es daher, den
Wissenstand Uber neue molekulare Regulatoren, die flr die Differenzierung und den

Funktionserhalt des endokrinen Pankreas von Bedeutung sind, zu erweitern.

41 Pax6 als molekularer Regulator der Differenzierung des
endokrinen Pankreas

Sowohl die Entwicklung als auch die Ausdifferenzierung des endokrinen Pankreas erfordert,
wie die anderer Organe und Gewebe auch, ein koordiniertes gewebs- und zellspezifisches
Zusammenspiel verschiedener Transkriptionsfaktoren. Nicht selten haben homozygot
vererbte Veranderungen der dabei involvierten Transkriptionsfaktoren schwere
Entwicklungsstérungen oder den Tod des betroffenen Individuums zur Konsequenz.
Heterozygot vererbte Defekte dieser Art zeigen einen milderen Phanotyp. Beispielhaft fir
solche Erkrankungen des endokrinen Pankreas ist der maturity-onset diabetes of the young
(MODY; Malecki et al., 1999; O'Rahilly, 2009). Verschiedene Subtypen des autosomal
dominant  vererbten MODY-Diabetes werden durch Mutationen zentraler
Transkriptionsfaktoren ausgeldst. Bekannte Beispiele daflr sind die MODY-Typen 1, 3 und
4, die mit Mutationen der Transkriptionsfaktoren HNF-4a (Hepatocyte Nuclear Factor), HNF-
1a (Yamagata et al., 1996; Yamagata et al., 1996) und PDX1 (Stoffers et al., 1997) assoziiert
sind.

Transkriptionsfaktoren bestehen in der Regel aus mindestens zwei Protein-Domanen, von
denen eine der DNA-Bindung und die andere der Genaktivierung dient (Langdon et al.,
2001). Daneben gibt es jedoch auch Transkriptionsfaktoren, die mehr als nur eine Doméne
zur DNA-Bindung besitzen. Ein solcher Transkriptionsfaktor ist Pax6. Neben einer
Transaktivierungsdomane (TA) besitzt dieser zwei weitere Domanen, die Paired-Domane
(PD) und die Homéodomane (HD), beide mit DNA-Bindungsfunktion (Treisman et al., 1991;
Walther and Gruss, 1991).

Von Pax6 ist bekannt, dass er mafigeblich an der regulierten Differenzierung des endokrinen

Pankreas beteiligt ist. Kommt es zur Inaktivierung des Pax6-Gens (Pax6”), verursacht dies
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einen kompletten a-Zell-Verlust, eine merkliche Reduktion der anderen klassischen
Inselzelltypen sowie eine Desorganisation der Langerhansinsel-Struktur (St-Onge et al.,
1997). Aber auch Mutationen dieses Transkriptionsfaktors in heterozygoter Auspragung
fuhren zu endokrinen Pankreasstérungen, wie die haufige Diabetesassoziation bei solchen
Defekten zeigt (Ashery-Padan et al., 2004; Yasuda et al., 2002).

Pax6 ist darliber hinaus fur die Entwicklung weiterer Organe, wie dem Auge dem Gehirn
oder der Nase beteiligt. Dabei spielen die verschiedenen Domanen von Pax6 differentielle
Rollen. Wahrend Mutationen der PD (Pax6"®'®) und auch der HD (Pax6*®") die
Augenentwicklung gleichermallen stark beeinflussen, kommt es im Zentralnervensystem nur
durch Pax6-PD-Mutationen zu ausgepragten Veranderungen, wahrend HD-Mutationen
Storungen im geringeren Umfang nach sich ziehen (Favor et al., 2001; Graw et al., 2005;
Haubst et al., 2004).

Welche Bedeutung jedoch den verschiedenen Haupt-Domanen von Pax6 bei der
Entwicklung des pankreatischen Inselorgans zukommt, war bislang unklar. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden in dieser Arbeit erstmals die pankreatischen Phanotypen vier
verschiedener Mauslinien, welche jeweils eine Mutation in einer der aufgeflihrten Pax6-
Domanen aufwiesen, untersucht und miteinander verglichen.

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass der PD von Pax6 gegenuber der HD und der TA, die
wesentlichste Rolle bei der Ausbildung des endokrinen Pankreas zukommt. Sie ist fur die
Entstehung ausdifferenzierter glukagonproduzierender a-Zellen bei gleichzeitiger
Suppression ghrelinproduzierender ¢-Zellen unabdingbar. Jedoch bewirken auch die
Mutationen der HD sowie der TA einen eindeutigen Pankreasphanotyp. Inaktivierungen
dieser Domanen fihren zu einer Reduktion der finalen Zellzahl von vor allem
glukagonproduzierenden a- und auch insulinproduzierenden B-Zellen. Im Gegensatz zur PD
scheinen diese beiden Pax6-Domanen bei der Ausdifferenzierung des endokrinen Pankreas

eher eine modifizierende als spezifizierende Rolle einzunehmen.

4.1.1 Die Transaktivierungsdomane von Pax6 ist bedeutend fiir die finale Zahl
pankreatischer a-und [(-Zellen, jedoch nicht fiur den finalen a-
Zellphanotyp

Die durch die Arbeiten von Sander et al. (1997) sowie Heller et al. (2004) bekannten

Auswirkungen der Pax6°¥, bzw. der Pax6°®N“-Mutation auf den Phanotyp des endokrinen

Pankreas konnte in der vorliegenden Arbeit weitgehend bestéatigt werden. Beide Mutationen

weisen defekte SpleiRstellen des Pax6-Gens auf, die zum Verlust der TA und HD (Pax6°%),

bzw. nur der TA (Pax6°®™) im Pax6-Protein fiihren, wahrend die PD funktionstiichtig bleibt.

Diese Mutationen bewirken eine starke Reduktion der vier klassischen Inselzelltypen. Wir

konnten an Pax65®N®"_Mausmutanten eine signifikante Reduktion der
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glukagonproduzierenden a-Zellen auf 25% des Wildtyp-Niveaus und einen ebenfalls deutlich,
um 60%, reduzierten B-Zellanteil feststellen. Entgegen der Studie von Sander et al. (1997)
erbrachten unsere Beobachtungen allerdings keinen Hinweis, dass diese Mutation die
Anzahl somatostatinproduzierender d-Zellen oder die PP-produzierender y-Zellen beeinflusst
(Abb. 3.2 F, ). Da jedoch sowohl PP- als auch somatostatinpositive Zellareale nicht genauer
quantitativ erfasst wurden, sind diese Aussagen nicht endglltig und bedurfen der Klarung.
Zudem ergaben unsere Analysen der Pax65¥™“-Mutante ebenfalls eine abnormale
Inselstruktur in Hinblick auf entsprechende Wildtyp-Kontrollen. Etwa um den 18,5-ten Tag
der 21 Tage dauernden murinen Schwangerschaft beginnen sich, bei einem sich normal
entwickelnden Mausembryo, die hormonproduzierenden Pankreaszellen clusterartig zu
organisieren (Slack, 1995), um schliel3lich reife Langerhansinseln mit der typischen
Architektur zu bilden. Die Inselzellen der Pax6°®™N®“-Mutanten liegen hingegen zum Teil
einzeln, zum Teil in kleineren Komplexen zerstreut in den exokrinen Pankreasanteilen vor.
Dabei ist jedoch unklar, ob Pax6 eine Rolle in der regulierten Expression von Insel-
spezifischen Zell-Adhasionsmolekulen, wie N-Cadherin oder NCAM (Neuronal Cell
Adhesions Molecule) spielt (Moller et al., 1992) oder ob sich die unregelmaflige Inselstruktur

sekundar, als Konsequenz aus der reduzierten Zellzahl ergibt (Sander et al., 1997).

4.1.2 Die Homoodomane von Pax6 moduliert die finale Zahl pankreatischer a-
und B-Zellen

Im Zusammenhang mit der Frage, welche Bedeutung die Pax6-Homdodoméne bei der
Differenzierung endokriner Pankreaszellen hat, fanden in der vorliegenden Arbeit zwei
Mauslinien Verwendung, die jeweils eine Punktmutation in der HD des Pax6-Gens aufwiesen
(Pax6*™®", Pax6'N"). In beiden Faillen fiihrt diese Mutation zu einem Aminosaure-Austausch
in der a-Helix 3 (Favor et al., 2008; Favor et al., 2001). Diese Helix dient der HD als DNA-
Erkennungshelix und geht Uber ein Helix-Turn-Helix-Motiv bei der Interaktion mit der DNA
Kontakte mit der grof’en Furche der DNA ein (Kissinger et al., 1990; Otting et al., 1990;
Wilson et al.,, 1995). Die Pax6-HD bindet dabei mit grofRer Affinitdt, wie bei anderen
Homdodomanen-Transkriptionsfaktoren der paired-Klasse auch, als Dimer an eine als P3-
Stelle bezeichnete, palindromische DNA-Sequenz der Zielgene (Czerny and Busslinger,
1995; Wilson et al., 1993).

Obwohl direkt benachbarte Aminosauren des Pax6-Proteins von dem Aminosaure-
Austausch in den beiden Pax6-HD-Mutanten betroffen sind, die beide zu einer Beeinflussung
der P3-DNA-Bindung fiihren, zeigt die Pax6*“*'-Mutante phanotypisch ausgepragtere
morphologische Differenzen gegeniber dem Wildtyp an. Die Quantifizierungen

entsprechender Zellareale ergaben im embryonalem Pankreas (E 18,5) eindeutig eine starke
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Verminderung glukagon- und insulinproduzierender Zellanteile. Das Verhaltnis dieser beiden
Zelllinien zu einander bleibt davon jedoch unbeeinflusst. Gleich der Pax6-TA-Mutante
(Pax6°®™*") konnte auch im Pankreasphanotyp der Pax6*N*“-Mutante eine gravierende
Stoérung der Inselorganisation festgestellt werden.

Mause mit homozygoter Pax6'*N*'-Mutation hingegen lassen allein morphologisch zunachst
keine Differenzen zum Pankreasphanotyp der Wildtyp-Kontrolle erkennen. Sie weisen
eindeutig ausdifferenzierte Inselzellen mit gleichen a-Zellanteilen wie der Wildtyp auf und
prasentieren ebenfalls Langerhansinseln mit unauffalliger Architektur und GréRRe (Abb. 3.4).
Bei der Quantifizierung ergab sich jedoch auch fur diese Mutation eine reduzierte (-
Zellmasse. In Ubereinstimmung mit den gegenséatzlichen Pankreasphanotypen die unsere
Untersuchungen der beiden Pax6-HD-Mutanten ergaben, konnte an ihnen auch eine
differenzielle Glukagon-Promotor Aktivierung festgestellt werden (Favor et al., 2008).
Wihrend die Pax6*V®“-Mutation in vitro mit einer deutlich reduzierten Gen-Aktivierung
einhergeht, zeigt die Pax6'"®'- Mutation sogar eine leicht gesteigerte Glukagon-Promotor
Aktivitdt. Pax6 bindet neben dem Promoter des Glukagon-Gens (Andersen et al., 1999;
Hussain and Habener, 1999) auch an die Promotoren des Insulin- (Sander et al., 1997) und
des Somatostatin-Gens (Andersen et al., 1999). Zusammen mit einer zellspezifischen
Kombination anderer Transkriptionsfaktoren flihrt Pax6 in normaler Auspragung in den
entsprechenden Zellen so zu einer Erhdhung der transkriptionellen Aktivierung dieser
Hormone. Es ist daher vorstellbar, dass eine unterschiedliche Beeinflussung des Insulin-
Promotors durch die beiden Pax6-HD-Mutationen, auch den schon morphologisch
erkennbaren verminderten Anteil insulinpositiver B-Zellen in der Pax6*"*“-Mutante begriindet,
wahrend sich eine Verminderung der B-Zellmasse bei der Pax6'*N*'-Mutation erst in
genaueren Analysen widerspiegelt. Entsprechend koénnten DNA-Bindungs- als auch
Hormon-Promotor-Assays zur Untersuchung dieser Hypothese herangezogen werden.
Zusammenfassend lasst sich aus unseren Ergebnissen ableiten, dass die HD-Bindung von
Pax6 an die P3-Sequenz der Zielgene fiur die vollstandige Differenzierung der
pankreatischen Inselzellphanotypen vermutlich eher eine untergeordnete Rolle spielt, aber

sich wichtig fur die finale Zellzahl zeigt.

4.1.3 Die Paired-Domane von Pax6 ist im Gegensatz zur HD und TA essentiell
fur die Auspragung endokriner Pankreas-Zellen

Die Analyse der Pax6"®'®-Mutante, bei welcher eine SpleiRstellen-Mutation zum Verlust des

Exon 5a und Exon 6 und damit zur Verhinderung der DNA-Bindung tUber die PD von Pax6

fuhrt, ergab einen Pankreasphanotyp mit einem nahezu vollstindigen Fehlen

glukagonproduzierender a-Zellen. Auch die Ausbildung anderer Inselzellen wird von dieser
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Mutation beeinflusst. So konnte insbesondere eine signifikante Reduzierung der
insulinpositiven Zellflache gezeigt werden. Darlber hinaus zeigen sich auch die PP-Zellen
vermindert und es kommt gleichfalls zum Verlust der physiologischen Inselarchitektur. Der
Pankreasphanotyp der Pax6"®¥'®

(1997) fiir Pax6-Knockout-Tiere (Pax6”") beschrieben wurde.
Ghey18

-Mutation &hnelt folglich dem, wie er von St-Onge et al.
Es stellt sich die Frage, ob die Pax Mutation moglicherweise eine Degradation und
damit ein Fehlen des Pax6-Proteins bewirkt und die schwerwiegenden Defekte des
endokrinen Pankreas bei dieser Mutation, dhnlich dem Pax6-Knockout (Pax6"'), allein auf
den Protein-Verlust und nicht auf eine Inhibierung der DNA-Bindung via PD zurlickzufihren
waren. Hinweise aus den Immunmarkierungen mit einem Antikorper der gegen die TA des
Pax6-Proteins gerichtet war, belegen jedoch, dass der von uns beobachtete pankreatische
Phanotyp der Pax6"®'®-Mutanten, entgegen dem Pax6-Knockout, nicht die Folge des
Fehlens oder einer verminderten Expression des Pax6-Proteins ist. Zum einen konnte
eindeutig an den Gewebsschnitten der embryonalen Pankreata von Pax6"®'®-Tieren das
Pax6-Protein in Anteilen ahnlich den Wildtyp-Kontrollen detektiert werden und zum anderen
zeigen auch in vitro Studien an INS-1E-Zellen, mit um Exon 6 deletiertem Pax6, die
Expression des mutierten Transkriptionsfaktors an. Dennoch kann die Mutation zu
Konformationsanderungen des Pax6-Proteins fuhren, welche auch die HD und die TA
implizieren und so zur Beeintrachtigung ihrer spezifischen Funktion fuhren. Da ein
Funktionsverlust der anderen zwei Hauptdomanen von Pax6 jedoch wesentlich mildere
Pankreasphanotypen nach sich zieht, ist anzunehmen, dass die drastischen Veranderungen

im endokrinen Pankreas der Pax6"®''®

-Mutanten, vorwiegend auf die finale Differenzierung
der a-Zellen, im Wesentlichen auf eine Inaktivierung der PD zurlickzuflihren sind. Unsere
Ergebnisse gemeinsam mit den Erkenntnissen der Pax6-Knockout-Studien weisen darauf
hin, dass zumindest ein teilweise funktionstiichtiges Pax6-Protein fiur einen finalen a-
Zellphanotyp unentbehrlich ist. Der Befund, dass Sander et al. (1997) sowie Heller et al.
(2004) zwar eindeutig die Prasenz ausdifferenzierter a-Zellen belegen, sowohl bei der
Pax6°®"N_ als auch bei der Pax6°®-Mutante, hingegen jedoch kein Pax6-Protein mit einem
Antikérper bzw. Antiserum gerichtet gegen die PD detektierten, scheint daher im
Widerspruch zu unseren Ergebnissen zu stehen. Ein vorzeitiger Proteinabbau aufgrund der
Instabilitdt des mutierten Pax6-Proteins kann jedoch als Begriindung fiir diese Diskrepanz
ausgeschlossen werden. Eine denkbare Erkldrung ist eine ungenlgende Sensitivitat des
verwendeten Antikdrpers bzw. Antiserums, zumal es Sander et al. (1997) mdglich war Pax6-

Protein im Neuralrohr homozygoter Pax6°®N*"-Mutanten nachzuweisen.

Die transkriptionellen Eigenschaften des Pax6-Proteins werden bestimmt von den Protein-

Protein-Interaktionen, die dieses Protein eingeht. So kann beispielsweise die



4 Diskussion 113

Wechselwirkung mit anderen Proteinen an der Promotorsequenz eines Genes zu dessen
Transkriptions-Steigerung fuhren (Hussain and Habener, 1999). Dagegen haben, wie bereits
fur andere Pax-Proteine beschrieben, Interaktionen mit Repressoren eine Inhibierung der
Transkription entsprechender Gene zur Folge (Eberhard et al., 2000; Magnaghi et al., 1998).
Darlber hinaus kann eine Interaktion mit einem entsprechenden Partner dem Pax6-Protein
ebenfalls die Bindung an suboptimale DNA-Sequenzen erleichtern (Kamachi et al., 2001)
und so die Zahl putativer Bindungsstellen an dem Zielgen erhdhen.

Alle 3 Doméanen von Pax6, die PD, die HD und die TA, sind zur Protein-Protein-Interaktion,
beispielsweise mit Maf-Proteinen, fahig (Planque et al.,, 2001). Eine Rekrutierung anderer
Interaktionspartner zur teilweisen Kompensierung der durch die HD- bzw. TA-Mutation
hervorgerufenen Defekte kénnte daher eine mdgliche Erklarung daflr sein, warum diese
beiden Mutationen, im Gegensatz zur PD-Mutation, einen weitaus milderen
Pankreasphanotyp zeigen. Die Funktion der PD, als primare DNA-bindende Doméne von
Pax6 (Chalepakis et al., 1992; Czerny and Busslinger, 1995; Czerny et al., 1993) scheint
hingegen durch keinen anderen Interaktionspartner kompensierbar.

Zusatzlich zeigte sich in unseren Untersuchungen, hervorgerufen durch die Deletion des
Exons 6, bei der Pax6"®'®-Mutation eine drastisch reduzierte Kerngéngigkeit des Pax6-
Proteins, was ebenfalls zum Phanotyp dieser Mutation beitragen konnte. Obwonhl
Datenbankanalysen kein klassisches nukledres Lokalisationssignal in der Sequenz des
Exons 6 erkennen lieRen, konnte diese in vivo festgestellte subzellulare
Lokalisationsveranderung auch mittels in-vitro-Versuche bestatigt werden. Die
Uberexpression des entsprechend deletierten Pax6-Proteins fihrte in  INS-1E-
Insulinomzellen gegenuiber der Wildtyp-Kontrolle zu einer signifikanten Anhaufung des
paired box-Proteins im Zytoplasma der transfizierten Zellen. Vor allem bei der Pax6"®'-
Mutation konnten dennoch, nicht nur in vitro, sondern auch in vivo, neben Zellen mit
eindeutig zytoplasmatisch lokalisiertem Pax6-Protein, auch Zellen detektiert werden, bei
denen sich das Pax6-Protein sowohl im Kern als auch im Zytoplasma befand, bzw. bei
denen sich die Pax6-Lokalisation ausschlieBlich auf den Kern beschrénkte. Ahnliche
Ergebnisse wurden im Zusammenhang mit den natlrlich auftretenden SpleilRvarianten des
Wachtel-Homologs von Pax6, Pax-QNR, gefunden (Carriere et al., 1995; Dozier et al., 1993).
Transfektions-Experimente mit entsprechend mutierten Varianten dieses
Transkriptionsfaktors ergaben, dass mindestens zwei nicht-klassische nukleare
Lokalisationssequenzen im Pax6-Protein existieren. Ubereinstimmend befindet sich eine
weitere, als nukledre Lokalisationssequenz postulierte Aminosduresequenz, mit der
Aminosaurenfolge LKRKLQR, in der Homéodomane des Maus-Pax6-Proteins. Die grofie
Divergenz die sich jedoch in unseren Lokalisationsstudien zeigt, von komplett Kern-

lokalisiertem Uber Kern- und Zytoplasma-lokalisiertem bis zu ausschlieRlich zytoplasmatisch
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auftretendem Pax6, ist dadurch allerdings nicht zu erklaren. Mdglicherweise werden die
Effekte des mutierten Pax6-Proteins zumindest in vitro in den INS-1E-Zellen von endogenem
Pax6 maskiert, so dass zur Umgehung dieses Problems eine Wiederholung der Experimente
in heterologen Zelllinien erfolgen sollte. Eine Erklarung fur das gleiche in vivo beobachtete

6°°'8_Mutante

Phanomen an fluoreszenz-markierten Gewebsschnitten des Pankreas der Pax
konnte die gleichzeitige Erfassung unterschiedlicher mikroskopischer Ebenen sein.
Grundsatzlich liefde sich jedoch aufgrund der geringeren Kerngangigkeit des Pax6-Proteins

bei der Pax6"®/'®

-Mutante nur eine Reduzierung der a-Zellzahl, nicht aber der komplette
Verlust der glukagonproduzierenden Zellen ableiten, zumal bei einem Grofdteil der

Inselzellen der Mutanten Uberdies eine nukleare Pax6-Lokalisation vorliegt.

4.1.4 Die PD von Pax6 ist essentiell fiir den finalen a-Zellphanotyp

In Hinblick auf die anderen Inselzellpopulationen zeigt Pax6 die grofiten Effekte auf die
Differenzierung der a-Zelllinie. Gleich dem Pax6-Knockout flhrt ein Funktionsdefizit der PD
von Pax6 nachweislich zum Fehlen glukagonpositiver a-Zellen. Die Ursache fur diesen
Pankreasphanotyp kann einerseits eine komplett inhibierte Differenzierung der a-Zelllinie und
zum anderen eine Inhibierung der spezifischen Hormonexpression infolge eines inaktiven
Pax6-Proteins sein. Um zwischen diesen Moéglichkeiten zu unterscheiden, wurde zum einen
die Auswirkung der PD-Mutation (Pax6"*''®) auf die mRNA-Expression verschiedener relativ
a-Zell-spezifischer Gene, wie dem Glukagongen, dem Prohormonkonvertase-2- (PC2),
Brain-4- (Brn4), Arx-, Irx2- und Smad7-Gen im Pankreas der PD-Mutanten untersucht und
zum anderen wurden mutationsbedingte Effekte auf die Differenzierung anderer
Inselzelllinien analysiert.

Fur die pankreasspezifische Transkription des Glukagongens ist Pax6 ein essentieller
Transkriptionsfaktor. Uber eine Konsensusstelle in der Paired-Doméne bindet das Pax6-
Protein an ein als PISCES (Pancreatic Islet Cell-specific Enhancer Sequence) bezeichnetes
Sequenzmotiv aus 12 Basenpaaren, welches sich im Promotor des Glukagongens in zwei
Kontrollelementen wieder finden lasst, die als Glukagon-Element 1 (G1) bzw. als Glukagon-
Element 3 (G3) bezeichnet werden (Hussain and Habener, 1999; Knepel et al., 1990;
Philippe et al., 1995; Ritz-Laser et al., 1999; Sander et al., 1997). Daher war es auch
erwartet, dass sich eine deutlich inhibierte Expression des Glukagonsgens im Pankreas der

Pax6""®

-Mutanten feststellen lie. PISCES-Sequenzmotive befinden sich ebenfalls in den
Kontrollelementen des Somatostatin- und des Insulin-Gens, lber welche die PD von Pax6 an
die Promotoren dieser Hormon-Gene bindet (Andersen et al., 1999; Knepel et al., 1990). Die

konservierte PISCES-Sequenz kommt dort jedoch, entgegen dem Glukagon-Promotor, nur
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einmal vor, was die geringere Beeinflussung der spezifisch diese Hormone exprimierenden
Zelllinien durch die Mutation in der PD von Pax6 erklaren kdnnte (Heller et al., 2004).

Unsere Expressionsstudien ergaben dartber hinaus, dass die Mutation in der PD von Pax6
ebenfalls eine starke Reduktion der Expression der, neben den a-Zellen ebenfalls in den B-
und 0-Zellen des Pankreas exprimierten, Prohormonkonvertase 2 (Malide et al., 1995) zur
Folge hat. Die Transkription dieses Enzyms wird von Pax6 indirekt (iber die Rekrutierung
anderer Interaktionspartner initiiert (Katz et al., 2009), wobei, als Rickschluss auf unsere
Ergebnisse, die PD von Pax6 eine mafgebliche Rolle einzunehmen scheint. Auf die
Expression der Transkriptionsfaktoren Brn4, welcher im Synergismus mit Pax6 die
Glukagonexpression steigert (Hussain et al., 1997), auf Irx2 sowie Smad7 hat Pax6
offensichtlich keinen Einfluss. Hingegen zeigten die PD-Mutanten eine deutlich gesteigerte
Expression des Transkriptionsfaktors Arx gegenuiber den Wildtypkontrollen an. Die Analyse
des Effektes der PD-Mutation (Pax6"®'®) auf die Differenzierung anderer
Inselzellpopulationen ergab Uberdies eine vermehrte Expansion einer anderen
Inselzellspezies. Es kam zu einem ca. 5-fachen Anstieg ghrelinpositiver, glukagonnegativer
e-Zellen (Abb. 3.6). Dieses Ergebnis ist konvergent zu den Analysen an Pax6°®-Mausen
bzw. dem sekundar beobachteten Verlust der Pax6-Expression im Zuge einer Nkx2.2-
Defizienz, was ebenfalls mit einer Zunahme der ¢-Zellen einhergeht (Heller et al., 2005;
Heller et al., 2004; Prado et al., 2004). Kontrovers hingegen erscheint unser Ergebnis der
Zunahme der ¢-Zellen bei simultanem Anstieg der Arx-Expression und gleichzeitigem Verlust
glukagonproduzierender a-Zellen, mit den Befunden von Heller et al. (2004). Demnach geht
der Verlust ghrelinproduzierender Zellen bei funktionell inaktivem Arx, auf den Verlust
ghrelinpositiver, glukagonpositiver a-Zellen zurtick und die Entwicklung der ghrelinpositiven,
glukagonnegativen e-Zellen erfolgt Arx-unabhangig. Unsere Ergebnisse lassen vielmehr den
Ruckschluss einer eventuell wechselseitigen Beziehung zwischen Pax6 und Arx zu, ahnlich
der fiur Pax4 und Arx beschriebenen gegenseitigen Reprimierung (Collombat et al., 2005;
Collombat et al., 2003), und dass Arx bei einer Pax6-Inhibierung zu einer Transition vom ao-
Zell- zum ¢-Zellphanotyp flihrt. Da dieser Aspekt in unseren Studien nicht naher analysiert
wurde, ebenso wie der Aspekt, dass mdglicherweise eine Transition vom (- zum ¢-
Zellphanotyp erfolgt, da insulinproduzierende B-Zellen bei den PD-Mutanten ebenfalls
signifikant reduziert waren, ist diesbezliglich jedoch keine definitive Aussage moglich.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass eine Inaktivierung von Pax6
weiterreichendere Folgen als lediglich den Verlust der Expression des a-Zell-spezifischen
Hormons zur Konsequenz hat. Pax6 agiert dabei jedoch erst relativ spat in der Entwicklung
der a-Zelllinie, ist aber fur den finalen a-Zellphanotyp unabdingbar. Diesbezuglich nimmt die

PD von Pax6 gegenuber den anderen Pax6-Domanen eine Schllisselrolle ein.
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4.1.5 Ein intaktes Pax6-Protein ist wichtig fiir die Aufrechterhaltung der
Inselfunktion
Transkriptionsfaktoren spielen nicht nur in der Organentwicklung, sondern auch in der
Aufrechterhaltung der spezifischen Organfunktion eine wichtige Rolle. Fur das endokrine
Pankreas  beispielsweise, konnte ein  Zusammenhang  zwischen  defekten
Transkriptionsfaktoren und gestérten molekularen Ablaufen in den -Zellen gezeigt werden
(Gauthier et al., 2009; Smart et al., 2006).
Uber die Rolle von Pax6 in den Inselzellen adulter Individuen ist bisher jedoch nur sehr
wenig bekannt. Die Mdoglichkeiten entsprechende Untersuchungen durchzufihren werden
stark limitiert, da die meisten homozygoten Mutationen, die eine Inaktivierung von Pax6 nach
sich ziehen, zum frilhen postnatalen Tod flhren. Bei heterozygot vererbten Pax6-Mutationen
wiederum wird die Stérung des mutierten Allels teilweise durch das intakte Allel kompensiert
(Hamasaki et al., 2007).
Die Mauslinie Pax6'"*" weiRt homozygot eine Mutation in der HD von Pax6 auf. Dennoch
erreichen Individuen dieser Art das Erwachsenenalter und sind dartber hinaus noch fertil.
Dieser Umstand eroffnete uns die Mdglichkeit die Auswirkungen dieser Mutation auf den
physiologischen Phanotyp, hauptsachlich auf den Glukosemetabolismus, ndher zu prifen.
Die infolge der Pax6'N®-Mutation in vitro gemessene erhdhte Glukagon-Promotor-
Aktivierung (Favor et al., 2008), aber auch die von uns ermittelte Erniedrigung der [3-
Zellmasse, lielen dabei auf einen erhohten Blutglukosespiegel bei Mausen mit dieser
Mutation schlief3en. Interessanterweise = waren  jedoch merklich reduzierte
Nuchternblutglukosewerte aufféllig, was vielmehr auf eine Erhdhung des Plasmainsulins
hindeutet. Doch entgegen unseren Vermutungen konnten wir eindeutig erniedrigte
Plasmainsulinspiegel nachweisen, was mit der verminderten (3-Zellmasse und ebenfalls mit
der ermittelten Glukosetoleranzstorung dieser Tiere korreliert. InselgroRRe, -architektur und
glukagonpositive Zellareale waren hingegen statistisch nicht von den Wildtypkontrollen zu
unterscheiden und auch die somatostatinproduzierenden sowie die PP-Zellen waren
gegeniuber dem Wildtyp unauffallig. Allerdings wurden diese nicht quantitativ erfasst.
Welche Mechanismen letztendlich zu diesem offensichtlichen Funktionsdefizit des
endokrinen Pankreas bei diesen Mutanten beitragen muss durch weiterreichende Tests
geklart werden. Vor allem der scheinbare Verlust der ersten Phase der Insulinsekretion bei
Pax6'"N®"-M&usen, welches ebenfalls als ein typisches Symptom der Typ 2 Diabetes
mellitus-Erkrankung gilt (Gerich, 2003), deutet auf eine Dysfunktion der B-Zellen hin. Die
Bestimmung der exakten Hormongehalte im Pankreas der Pax6'®“-Mutanten bei
gleichzeitiger Messung der Insulinsekretion kénnte dazu beitragen, eine eventuell
bestehende Hormon-Sekretionsstérung aufzudecken. Aber auch die Bestimmung des

Plasmaglukagons sowie die genaue Ermittlung der Zahl somatostatinproduzierender ©-
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Zellen, welche parakrin inhibitorisch auf a- und B-Zellen wirken, kdnnten zur Klarung des
funktionellen Phanotyps dieser Mutanten behilflich sein.

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen gibt es Hinweise aus der Literatur, die einen
Bezug zwischen Mutationen des Pax6-Transkriptionsfaktors und einer bestehenden
Glukoseintoleranz, bis hin zum manifesten Typ 2 Diabestes mellitus bei Aniridi-Patienten
anzeigen (Yasuda et al., 2002). Daruber hinaus lassen die Studien von Ashery Padan et al.
(2004) auf eine Beteiligung von Pax6 bei der glukoseinduzierten Insulinsekretion in den -
Zellen schlieRen. Als Konsequenz einer Pax6-Defizienz kam es im Pankreas entsprechender
Individuen zu einer starken Verminderung der Expression des Glukosetransporter 2 (Glut2),
ein fur die normale Glukosehomdostase und endokrine Pankreasfunktion essentieller
Transporter (Guillam et al., 1997). Zusammen mit unseren Ergebnissen lasst sich daraus
folgern, dass Pax6 in weitereichendere Mechanismen involviert ist, die Uber eine Regulation

der Expression entsprechender Inselhormone hinausgehen.

4.1.6. Zusammenfassung und Ausblick

Mit dem Vergleich verschiedener Pax6-Mutanten tragt diese Arbeit zum Verstandnis der
Rolle der verschiedenen Pax6-Domanen bei der Entwicklung pankreatischer Inselzelltypen
bei. Die Ergebnisse unserer Studien lassen darauf schliel3en, dass insbesondere die PD von
Pax6 ausschlaggebend fir die Entwicklung des glukagonproduzierenden a-Zellphanotyps,
bei gleichzeitiger Repression des ghrelinproduzierenden ¢-Zellsubtyps ist. Die HD sowie die
TA von Pax6 modifizieren die Funktion der PD und tragen ebenfalls entscheidend zur finalen
Zellzahl, insbesondere glukagonpositiver a- und insulinpositiver p-Zellen, aber auch zu einer
geordneten Inselarchitektur bei (Abb. 4.1). Erste Untersuchungen zur Glukosehomdostase
an einer Mauslinie mit homozygoter HD-Mutation indizieren dartber hinaus, dass Pax6 auch
in den Funktionserhalt adulter Inseln involviert ist. Ob sich die Rolle von Pax6 dabei lediglich
auf die spezifische Hormonexpression beschrankt, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart. An diesem Punkt sollten zukinftige Analysen ansetzen. So koénnten
Insulinsekretionen an isolierten Inseln der Pax6'*N®“-Mutanten, bei gleichzeitiger Bestimmung
der Hormongehalte, unser Wissen Uber Pax6 als Regulator endokriner Zellfunktionen
entscheidend verbessern. Aber auch fir die Erforschung der Beziehung zwischen a-und (3-
Zellen bietet diese Mutante interessante Moglichkeiten. Um unser Verstandnis Uber die
Entwicklung der einzelnen Inselsubtypen zu vergroRern, sollten zudem weiterfUhrende
Untersuchungen zu spezifischen Zielgenen bzw. Interaktionspartnern der verschiedenen
Pax6-Domanen durchgefuhrt werden. Die so gewonnenen Erkenntnisse kénnten wiederum
fur die Entwicklung neuer Diabetes-Therapien, wie beispielsweise der Differenzierung

embryonaler Stammzellen, genutzt werden.
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Abb. 4.1 Funktionen der verschiedenen Pax6-Hauptdoméanen.

4.2 Molekulare Regulatoren fliir den Funktionserhalt des
endokrinen Pankreas

In der Pathogenese des Diabetes mellitus spielt die insulinproduzierende B-Zelle, die das
einzige blutzuckersenkende Hormon des Organismus bildet und sezerniert, eine
entscheidende Rolle. Neben der primaren Insulinresistenz ist es vor allem eine zunehmende
Sekretionsinsuffizienz dieses pankreatischen Zelltyps, die zur Manifestation des Typ 2
Diabetes beitragt. Um bessere Einblicke in die darin implizierten regulatorischen
Mechanismen zu erlangen, von denen sich eventuell neue therapeutische Strategien
ableiten lassen, dienten als Ansatzpunkt fiir den zweiten Teil dieser Arbeit die mRNA-
Expressionsprofile endokriner Pankreata trachtiger und nicht trachtiger C57BL/6-Mause.
Ahnlich der humanen Schwangerschaft spielen sich wahrend der Schwangerschaft von
Nagetieren im Pankreas Prozesse ab, die gegenlaufig zu denen der Diabetes-Entstehung
sind. Deshalb stellen die in diesem Modell differentiell exprimierten Gene interessante
Kandidaten dar, um die Regulation von 3-Zellproliferation, Glukosesensitivitat, aber vor allem
auch Insulinsekretion zu untersuchen. Aufgrund ihrer relativ stark gesteigerten, bzw.
verminderten Expression wurden von der Vielzahl der (ber die Expressionsprofile

identifizierten, unterschiedlich exprimierten Gene, Commd7, Rik, Tcf25 sowie Eny2
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ausgewahlt, um ihre mdgliche regulatorische Funktion in der pankreatischen B-Zelle nadher

zu analysieren.

Wahrend der Literatur kaum Hinweise zu einer moglichen Funktion oder zum Vorkommen
des Commd7-Proteins zu entnehmen sind, indizieren andere Mitglieder der Commd-Familie,
dass diese Proteine, mit dem gemeinsamen carboxyterminalen Strukturmotiv der Comm-
Doméane (Copper metabolism gene MURRT), eine Rolle in der zellularen Homdéostase
spielen. Sie sind beteiligt an der Regulation des Transkriptionsfaktors NFkB sowie der Zell-
Proliferation, aber auch an der Kontrolle der Kupfer-Homoéostase und der Funktion des
epithelialen Natrium-Kanals (Burstein et al., 2005; Maine and Burstein, 2007; Maine and
Burstein, 2007). Uber das von der RIKEN cDNA 1110008P14 kodierte Protein Rik gab die
Literatur ebenfalls keine Information wieder. Der Transkriptionsfaktor Tcf25 hingegen ist in
verschiedene Prozesse der Organogenese wahrend der Embryonalentwicklung involviert
(Cai et al., 2006; Olsson et al., 2002; Taylor et al., 2006) und scheint Gberdies eine Rolle bei
der Apoptosekontrolle einzunehmen (Steen and Lindholm, 2008). Eny2 (Enhancer of yellow
homolog?2) ist ein in der Evolution sehr hoch konserviertes Protein. Die Funktionen dieses
Proteins sind jedoch vorwiegend aus Studien an Hefen, bzw. Invertebraten wie Drosophila
melanogaster bekannt. Dort ist Eny2, bzw. Sus1, das Eny2-Homolog der Hefe, an multiplen
nukledren Prozessen beteiligt, welche die Genexpression, aber auch den Transport der
mRNA vom Zellkern ins Zytoplasma umfassen (Pascual-Garcia et al., 2008; Pascual-Garcia
and Rodriguez-Navarro, 2009). Daruber hinaus werden Eny2 putative Rollen bei der
nukledren mRNA-Reifung sowie der zytoplasmatischen mRNA-Degradation zu geschrieben
(Cuenca-Bono et al., 2010; Kopytova et al., 2009).

4.21 Funktionelle Analyse der Kandidatengene durch Modifikation des
Expressionsniveaus
Dass die gewahlten Kandidatengene unter physiologischen Bedingungen in den
Langerhansschen Inseln von C57BL/6-Mausen beider Geschlechter exprimiert werden,
konnte erstmalig von unserer Arbeitsgruppe im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden.
Ebenfalls dokumentierten wir erstmals die spezifische Expression dieser Gene unter
physiologischen Bedingungen in einer insulinproduzierenden Zelllinie (INS-1E; Ratten-
Insulinomzellen). Die deutlich veranderten Expressionsniveaus der Kandidatengene am Tag
E 12,5 der murinen Schwangerschaft weisen Uberdies auf eine putative Beteiligung dieser
Gene an den schwangerschaftsbedingten Adaptationsmechanismen der (3-Zellen hin. Daher
wurde das Expressionsniveau der gewahlten Gene in den als p-Zell-Modell geltenden INS-

1E-Zellen moduliert, um in anschlieRenden Funktionsanalysen der Bedeutsamkeit der Gene
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fur die Proliferation/Apoptose und speziell auch fur die glukoseinduzierte Insulinsekretion von
B-Zellen nachzugehen. Uber den methodischen Ansatz der homologen Uberexpression
konnte jedoch bei keinem der ausgesuchten Gene ein zuverlassiger phanotypischer Effekt
belegt werden. Da methodische Probleme bei dieser Art der Modulation des
Expressionsniveaus nicht auszuschlieBen waren, wurden ebenfalls siRNA-vermittelte
Suppressionen der Kandidatengene in der INS-1E-Zelllinie durchgefiihrt. Uber diese
Modifikation der Expression wurde fiir eines der Kandidatengene, fiir Eny2, die Beteiligung
an B-Zellfunktionen nachgewiesen, wie sie bisher noch nicht fiir dieses Protein dokumentiert
wurden. Erste siRNA-Experimente zur Expressionsmodulation von Tcf25 (Ergebnisse nicht
dargestellt) deuten Uberdies darauf hin, dass sich Uber diese Behandlungsweise auch flr
andere Kandidatengene regulatorische Effekte abzeichnen kdnnten.

Bei retroperspektiver Betrachtung dieser Ergebnisse wird offensichtlich, dass die Wahi
verhaltnismalig unbekannter Gene einen relativ gewagten Ansatz darstellt. Es war und ist
zum Teil nicht abzuzeichnen, in welche Zellmechanismen die Kandidatenproteine involviert
sein kdnnten, was wiederum die Auswahl geeigneter analytischer Experimente erschwert.
Zudem zeigen unsere Ergebnisse, dass Uberexpressionsstudien in der gewahlten
Tumorzelllinie technisch relativ schwer umzusetzen sind und ein primarer siRNA-Ansatz zur
Kandidatengen-Analyse angebrachter erscheint. Bezuglich der Frage nach geeigneten
Kandidatengenen hatten vergleichende Expressionsprofile mindestens eines weiteren
Tiermodells herangezogen und die Auswahl anhand einer sich im Durchschnitt erhéht bzw.
erniedrigt zeigenden Genexpression erfolgen sollen. Andererseits wurde jedoch auch durch
die von uns durchgefuhrten Analysen ein fur die Regulation der B-Zellfunktion neues Gen,

Eny2, identifiziert.

4.2.2 Die siRNA-vermittelte Suppression von Eny2 fiuhrt zu einer
Verbesserung der glukoseinduzierten sowie inkretinvermittelten
Insulinsekretion in INS-1E-Zellen

Wahrend den schwangerschaftsbedingten, adaptiven Vorgangen in den pankreatischen (3-

Zellen kommt es zu einer erhohten Expression von Eny2. Eine Suppression dieses

multifunktionalen, iberwiegend nuklearen Proteins in INS-1E-Insulinomzellen, welches in die

fundamentalen Prozesse der Transkription sowie des RNA-Metabolismus involviert ist

(Cuenca-Bono et al., 2010; Ellisdon et al., 2009; Jani et al., 2009; Pascual-Garcia et al.,

2008; Pascual-Garcia and Rodriguez-Navarro, 2009; Zhao et al., 2008), lie® daher massive

Beeintrachtigungen der zelluldren Funktionen vermuten. Doch interessanterweise

verbesserte die siRNA vermittelte Verminderung des Expressionsniveaus von Eny2 deutlich

die Insulinsekretionskapazitat der INS-1E-Zellen. So konnte insbesondere eine deutlich

gesteigerte glukosestimulierte, aber auch inkretinvermittelte Insulinsekretion nachgewiesen
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werden, die mit einer deutlichen Erhéhung der [Ca*]

einhergeht. Dieses Ergebnis war
Uberraschend und es stellt sich deshalb die Frage, ob die siRNA induzierten Effekte,
spezifisch auf eine Suppression des endogenen Eny2 zurtickzufiihren sind. Die Verwendung
von zwei genspezifischen siRNA-Molekulen, die grundsatzlich die gleichen phanotypischen
Wirkungen in den verwendeten INS-1E-Zellen zeigen sowie der Nachweis, dass beide eine
Verminderung der Expression des Eny2-Gens auf mMRNA-Niveau bewirken, indizieren jedoch
eine spezifische Beteiligung von Eny2 an diesen Zellfunktionen. Eine definitivere Klarung
dieser Frage wirde der Nachweis der siRNA-Effizienz auf Protein-Ebene erbringen. Dies
gestaltet sich derzeit jedoch noch als schwierig, da keine kommerziell zu beziehenden

Antikorper gegen das Eny2-Protein zur Verfligung stehen.

4.2.2.1Ein gesteigerter Glukosemetabolismus begriindet nur teilweise die gesteigerte
glukosestimulierte Insulinsekretion nach Eny2-Suppression
Als ersten Schritt zur Klarung Uber welche Mechanismen eine Eny2-Suppression die
gesteigerte glukoseinduzierte, bzw. inkretinvermittelte Insulinsekretion bewirkt, untersuchten
wir sowohl die Proliferation (Vitalitadt) als auch den Insulingehalt Eny2-siRNA-transfizierter
Zellen im Vergleich mit Kontrollzellen. Auf diese Parameter sowie auf den Proteingehalt
(Daten nicht gezeigt), war jedoch kein signifikanter Einfluss eines Eny2-Knockdows
feststellbar. Diese Befunde legen nahe, dass die gemessenen Differenzen in den
Insulinsekretionen von Zellen mit unterschiedlichem Eny2-Niveau, auf Veranderungen in der

Stimulus-Sekretionskopplung basieren.

Unter physiologischen Bedingungen ist die glukosestimulierte Insulinsekretion von
pankreatischen B-Zellen das Ergebnis einer Kombination aus Triggering- und
Amplifizierungs-Signalen (Triggering und Amplifying Pathway), welche aus dem Zell-
Metabolismus hervorgehen. Einerseits wird durch die intrazellulare Verstoffwechselung von
Glukose ATP generiert, was zu einem Anstieg des ATP/ADP-Verhaltnisses im Zytosoplasma
fuhrt und das Auslése- (Trigger-) Signal fir die Exozytose von Insulin stellt (Ashcroft and
Rorsman, 1989; Henquin, 2000). Andererseits werden durch den Metabolismus weitere
Signale erzeugt, die zu einer Verstarkung dieser Insulinsekretion fliihren (Gembal et al.,
1992; Wollheim and Maechler, 2002). Welche Faktoren dabei jedoch genau die
metabolische Verstarkung der Insulinsekretion induzieren, wird kontrovers diskutiert
(Wollheim and Maechler, 2002).

Aus verschiedenen Studien geht hervor, dass es infolge eines extrazelluldren
Glukoseanstiegs zu einer metabolisch bedingten, zytoplasmatischen Zunahme der NADPH-

Konzentration kommt, und dass diese parallel zum Anstieg der glukosestimulierten
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Insulinsekretion verlauft (Ilvarsson et al., 2005; Ronnebaum et al., 2006). Uber die
intrazelluldare  NADPH-Konzentration lassen sich von daher Ruckschlisse auf den
Metabolismus der Zelle ziehen. Dementsprechend untersuchten wir, ob die erhdéhte
glukoseabhangige Insulinsekretion Eny2-supprimierter INS-1E-Zellen auf Veranderungen im
Metabolismus dieser Zellen zurlickzufiihren sind. Unter Anwendung des MTT-Assays (Janjic
and Wollheim, 1992) lie® sich diesbezlglich eine gegenilber Kontrollzellen signifikant
erhohte Steigerung der Metabolismusrate in Abhangigkeit von der Glukosekonzentration
feststellen. Ahnlich unseren Ergebnissen konnten Lu et al. ebenfalls eine Korrelation
zwischen einer gesteigerten metabolischen Aktivitdt und einer verstarkten Insulinsekretion in
INS-1 Zellen zeigen (Lu et al., 2002). Sie verglichen Subklone parentaler INS-1 Zellen mit
unterschiedlichem Potential an glukosestimulierter Insulinsekretion und wiesen nach, dass
metabolische Differenzen fir die unterschiedliche sekretorische Antwort verantwortlich sind.
Insbesondere konnten sie zeigen, dass ein erhohter Fluss von Trikarbonsaurezyklus-
Intermediaten Uber einen so genannten Pyruvat-Cycling Pathway mit einer verstarkten
Akkumulation von Reduktionsaquivalenten korreliert und ebenfalls mit einer Zunahme der
Insulinsekretion einhergeht. Aus ihren Studien geht jedoch nicht hervor, welches die
molekularen Hintergrinde fur den unterschiedlich starken Pyruvat-Umsatz der
verschiedenen Zellklone sind.

Da die metabolische Aktivitat einer Zelle wesentlich von der Aufnahme der Glukose in die
Zelle, als auch vom glykolytischen Umsatz dieser Hexose abhangt, analysierten wir die
Expression verschiedener daran beteiligter Proteine auf mRNA-Ebene, um so eventuell
Faktoren zu identifizieren, die den erhdhten Metabolismus in INS-1E-Zellen mit Eny2-
Suppression erklaren kénnen. Doch weder die Expression des Glukosetransportproteins
(Glut2) selbst, noch die Expression der Glykolyseenzyme, Glukokinase und
Phosphofruktokinase, wurden durch einen Eny2-Knockdown beeinflusst. Zusatzlich wurden
auch die Expression des Insulingens und die des Transkriptionsfaktors PDX1 untersucht.
Auch diese zeigten sich unverandert, was unsere Beobachtungen hinsichtlich des
unveranderten Insulin-Gehalts in Zellen mit verschiedenem Eny2-Niveau stitzt. Aufgrund
dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass ein Eny2-Knockdown Faktoren beeinflusst, die
distal der bereits untersuchten Komponenten eine erhdhte Metabolismusrate bedingen. Da
der Glukosemetabolismus vor allem auch Uber den mitochondrialen Stoffwechsel einen
Konzentrationsanstieg von Reduktionsaquivalenten bewirkt, ware vor allem auch eine
Wirkung einer Eny2-Suppressinon auf dieser Ebene denkbar.

Um potentielle Auswirkungen einer Eny2-Suppression auf den Triggering- und
metabolischen Amplifying Pathway zu untersuchen, wurden Insulinsekretionsmessungen
unter zwei verschiedenen experimentellen Ansatzen durchgeflhrt. Zum einen wurde ein

glukose-, bzw. ATP-unabhangiger Verschluss der ATP-abhangigen K'-Kanale durch den
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Sulfonylharnstoff Tolbutamid induziert (Schwanstecher et al., 1994) und zum anderen wurde
die Offnung dieser Kanale durch Applikation von Diazoxid bewirkt, was in Kombination mit
extrazellular hoher K*-Konzentration ebenfalls zu einer Depolarisation der Zelle, damit zum
intrazellularen Ca**-Anstieg und so zu einer gesteigerten Insulinsekretion fiihrt (Gembal et
al., 1992). Erhéht man unter diesen letztgenannten Bedingungen die Glukosekonzentration,
lassen sich Rickschlisse auf die Stoffwechsel-abhangige Amplifizierung der Insulinsekretion
ableiten.

Unter beiden experimentellen Bedingungen, konnte so schon bei basaler (2,8 mM)
Glukosekonzentration eine gegenuiber Kontrollzellen deutlich erhdhte Insulinsekretion in
Eny2-supprimierten Zellen erzielt werden. Ohne Zusatze bewirkie diese basale
Glukosekonzentration, hinsichtlich der Insulinsekretion oder des Stoffwechsels, jedoch keine
offenkundigen Differenzen zwischen Zellen mit unterschiedlichem Eny2-Niveau. Daher
suggerieren diese Ergebnisse, dass ein Anstieg der sekretorischen Antwort nach Eny2-
Knockdown, neben Prozessen die zu erh6hten Metabolismusraten fuhren, auch Prozesse
stromaufwarts des Glukose-Stoffwechsels und des daraus hervorgehenden ATPs
beeinflusst.

Eine Erhéhung der Glukosekonzentration in Kombination mit Diazoxid und depolarisierenden
K*-Konzentrationen bewirkte keinen weiteren Anstieg der Insulinsekretion, weder in
Kontrollzellen, noch in Zellen mit Eny2-Suppression. Diese Befunde unterstiitzen einerseits
die oben aufgefuhrte Annahme und andererseits zeigen sie, dass in den von uns
verwendeten INS-1E-Zellen die Mechanismen der metabolischen Verstarkung nicht zur
glukoseabhangigen Insulinsekretion beitragen. Dies ware auch eine mdgliche Erklarung
warum, entgegen den von Merglen et al. (2004) an INS-1E-Zellen durchgefiihrten
Untersuchungen, in unseren Zellen, zumindest unter Kontrollbedingungen, eine
glukoseinduzierte Insulinsekretion maximal bis zu einer Glukosekonzentration von 11,2 mM
zu verzeichnen war (Abb. 3.14 und 3.18) und warum der Anstieg der Insulinsekretion bei
Hochglukose maximal nur dem 2-fachen Basalwert entsprach. Darliber hinaus zeigen diese
Ergebnisse, dass sich der Effekt der Eny2-Suppression auf die Insulinsekretion nicht aus
einer metabolisch induzierten Amplifizierung der Insulinsekretion begriindet und zum Teil
auch auf ATP-unabhangige Prozesse zurlickzufiihren ist.

Allgemein gilt die Erhéhung des ATP/ADP-Verhaltnisses und der daraus resultierende
Verschluss der K*-Kanale als Trigger-Signal flr die Insulinsekretion. Da unsere Daten jedoch
keine konkreten Rickschlisse auf den Einfluss von Eny2 auf diesen ATP-abhangigen
Mechanismus der Insulinsekretion zulassen, sollten zukinftig Messungen des ATP/ADP-
Verhaltnisses, aber auch Untersuchungen beziglich der ATP-abhangigen K'-Kanile mit

einbezogen werden, um dieser Frage nachzugehen und auch um den genauen
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Zusammenhang zwischen dem glukoseabhangig gesteigerten Stoffwechsel und der
gesteigerten glukoseabhangigen Insulinsekretion in Eny2-supprimierten Zellen zu erdrtern.

Verschiedene Studien weisen auf eine Rolle von NADPH als putatives Signal-Molekdl hin,
durch welches die stoffwechselunterstiitzte Verstarkung der Insulinsekretion vermittelt wird
(Jensen et al.,, 2008; MacDonald et al., 2005). Andere Studien widersprechen dieser
Vorstellung, kénnen jedoch die Frage nach einem entsprechenden Mechanismus oder
Messenger nicht abschlieRend beantworten (Odegaard et al., 2010; Panten and Rustenbeck,
2008). Es ist deshalb vorstellbar, dass die von uns verwendeten INS-1E-Zellen, mit
inaktivem Metabolic Amplifying Pathway, bei einem entsprechenden Vergleich mit voll

funktionstiichtigen INS-1E-Zellen, zur Klarung dieser Frage beitragen kénnten.

4.2.2.2Ein gesteigerter PKA-Signalweg erklart zumindest zum Teil die gesteigerte
inkretinvermittelte Insulinsekretion nach Eny2-Knockdown

FUr eine regulierte Insulinfreisetzung nach einem Nahrungsbolus ist neben der Glukose unter
anderem auch das intestinal von den L-Zellen sezernierte GLP-1-Hormon von
entscheidender Bedeutung (Fehmann and Habener, 1992; Orskov, 1992). Uber die Bindung
an den GLP-1-Rezeptor in der Membran pankreatischer B-Zellen stimuliert es die Aktivitat
einer Adenylatzyklase. Die dadurch bedingte Erhéhung der intrazellularen cAMP-
Konzentration aktiviert wiederum zwei weitere Signalwege, den Epac- und den PKA-
Signalweg (Yu and Jin, 2009), welche letztendlich die GLP-1-Effekte vermitteln.
Synergistisch mit Glukose bewirkt das Inkretin-Hormon so eine Potenzierung der
glukoseinduzierten Insulinsekretion.

Unter Anwendung des GLP-1 Analogons Exendin-4 (Ex-4; Goke et al., 1993; Thorens et al.,
1993) konnten wir in INS-1E-Zellen nach Eny2-Suppression eine deutlicher gesteigerte
Insulinfreisetzung messen, wobei vor allem die zweite Phase der Insulinsekretion deutlicher
betroffen zu sein scheint als die erste. Weiterhin fihrt ein Eny2-Knockdown nach Aktivierung
der GLP-1-Rezeptorkaskade zu signifikant héheren intrazellularen Kalziumkonzentrationen,
welche den verstarkten Anstieg der Insulinsekretion gegentber Kontrollzellen begriinden.
Insulinsekretionsmessungen unter kalziumfreien Bedingungen zeigten zudem, dass die
Effekte einer Suppression von Eny2 essentiell an extrazellulares Kalzium gebunden sind.

Da der Effekt eines Eny2-Kockdowns additiv zu dem hoher Glukosekonzentrationen ist und
Uberdies ebenfalls durch Forskolin induzierbar, vermuteten wir eine Beeinflussung der GLP-
1-Rezeptorkaskade durch Eny2. Die Bestimmung des intrazellularen cAMP nach Aktivierung
der Adenylatzyklase konnte keine Differenzen zwischen Zellen mit unterschiedlichem Eny2-
Niveau aufzeigen, was eine Wirkung des Eny2-Knockdowns auf cAMP-distale Prozesse

signalisiert. Um dieser Hypothese nachzugehen, flihrten wir Insulinsekretionsmessungen
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unter Anwendung verschiedener pharmakologischer Agenzien durch, welche in die
unterschiedlichen Teilschritte der GLP-1-Signalkaskade eingreifen. Dabei konnten eine
signifikante Steigerung der Insulinsekretion durch den PKA-spezifischen Aktivator N6-Bnz-
cAMP (Christensen et al., 2003), nicht aber durch aquivalente Mengen des spezifischen
Epac-Aktivators 8CPT-Me-cAMP (Enserink et al., 2002) erzielt werden. Darlber hinaus
bewirkte der PKA-Inhibitor H-89 eine deutliche Verminderung der durch Ex-4 induzierten
sekretorischen Antwort, so dass die additive Wirkung der Eny2-Suppression auf die
inkretinvermittelte  Insulinsekretion  vollstandig  aufgehoben wurde und  wieder
Sekretionswerte erreicht wurden, die denen hoher (16,7mM) Glukosekonzentrationen ohne
weitere Zusatze entsprachen.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass der steigernde Effekt einer Eny2-
Suppression auf die inkretinabhangige Insulinsekretion vor allem iber den PKA-Signalweg
vermittelt wird. Interessanterweise konnten Yang et al. (2004) bei einem Vergleich von INS-1
Subklonen, welche sich in ihrer sekretorischen Antwort sowohl gegenuber Glukose als auch
Forskolin deutlich unterschieden, zeigen, dass sich diese Unterschiede ebenfalls vor allem
aus Veranderungen des PKA-Signalweges ergeben. Ob sich jedoch, dhnlich wie in dieser
Studie, die differentielle inkretinabhangige Insulinsekretion von INS-1E-Zellen mit
unterschiedlichem Eny2-Gehalt, ebenfalls aus einer differentiellen Expression der PKA
begriindet, muss erst noch durch entsprechende Analysen Uberprift werden. Dahingehend
vorstellbar ware eine Untersuchung des Expressionsstatus der PKA selbst, bzw. kdnnten
Uber die Bestimmung der Aktivitdt der PKA Ruckschlisse darauf gezogen werden, indem
man beispielsweise den Phosphorylierungsgrad bestimmter bekannter PKA-Zielmolekile,
wie CREB (cAMP Response Element Bindingprotein), ermittelt. Erste dementsprechende
Experimente wurden auch schon durchgefiihrt (Lechner and Weise, unveréffentlichte
Ergebnisse), konnten jedoch bisher keine konsistenten Ergebnisse erbringen. Ebenso ware
es denkbar, dass nicht die PKA selbst, sondern Veranderungen der PKA-Zielmolekile den
Unterschied in der sekretorischen Antwort der Zellen mit verminderter Eny2-Expression
vermitteln. Es existiert eine Vielzahl von PKA-Substraten, welche potentiell in den
Mechanismus der Insulinsekretion involviert sind (Doyle and Egan, 2007). Unter anderem
wird der PKA eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung sekretorischer Granula vom Reserve-
Pool in den Releasable-Pool zugeschrieben (Renstrom et al., 1997), was mdglicherweise
den starkeren Effekt eines Eny2-Knockdowns auf die zweite Phase der Insulinsekretion
begrindet. Uberdies spielt die PKA bei dem Prozess der Kalziumfreisetzung aus
intrazelluldren Kalziumspeichern Uber die Aktivierung ER-standiger IP3-Rezeptoren eine
wesentliche Rolle (Tsuboi et al., 2003). Angesichts der gemessenen, charakteristischen

Veranderungen intrazelluldrer Kalziumkonzentrationen in Eny2-suppremierten Zellen nach
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Inkretin-Stimulus (Abb. 3.22 C) erscheint es daher sinnvoll, sich zunachst auf diesen PKA-
Signalweg zu konzentrieren.

Wie unter anderem von Kashima et al. (2001) fiir pankreatische B-Zellen und von Kang et al.
(2005) ebenfalls fur die INS-1 Zelllinie geschildert, wird etwa die Halfte der
inkretininduzierten Insulinsekretion nicht Gber den PKA-, sondern Uber den Epac-Signalweg
vermittelt. Warum entgegen diesen Befunden die Verwendung des Epac-Aktivators 8CPT-
Me-cAMP, auch in hoéheren Konzentrationen (Daten nicht gezeigt), in den von uns
verwendeten INS-1E-Zellen keinen entsprechenden Effekt erzielte, ist unklar. Einerseits ist
dieser Epac-Signaltransduktionsweg in INS-1E-Zellen noch nicht beschrieben und somit
unbekannt ob er in die Potenzierung der glukosestimulierten Insulinsekretion durch Inkretine
in dieser Zelllinie involviert ist, andererseits kdnnte ein moglicher Grund dieser Divergenz in
einer ungentgenden Membrangangigkeit des Epac-Aktivators liegen. Diese Hypothese wird
durch Versuche von Chepurny et al. (2009) gestitzt. Sie fiihrten funktionelle Vergleiche mit
einer veresterten Form dieses Epac-Aktivators mit der nicht-veresterten Form durch. Dabei
war festzustellen, dass der unveresterte Epac-Aktivator erst ab hohen Konzentrationen
wirksam wurde, jedoch auch dabei gegenliber dem veresterten Epac-Aktivator eine
ungenugende Effizienz zeigte. In einer anderen Studie zeigen Chepurny et al. (2010)
Uberdies, dass der PKA-Inhibitor H-89 ebenfalls Epac-abhangige Effekte inhibiert, da
vermutlich die Epac-Aktivitat teilweise von einer aktiven PKA abhangt bzw. ebenfalls zur
PKA-AKktivitat beitragt (Hatakeyama et al., 2006; Hatakeyama et al., 2007). Dieser Befund
wlrde unser Ergebnis begriinden, unter der Annahme der Epac-Signalweg tragt zur
inkretinvermittelten Insulinsekretion in INS-1E-Zellen bei, dass es unter H-89 Inkubation zur
vollstandigen Aufhebung des Inkretin-Effekts kommt. Um der Frage nach der Beteiligung des
Epac-Signalwegs an der inkretinabhangigen Sekretionsantwort nachzugehen, sollte daher
eine Wiederholung des Experiments unter Anwendung der Ester-Form des Epac-Aktivators

erfolgen und zudem die Expression von Epac in den INS-1E-Zellen Uberpriift werden.

4.2.3 Die siRNA-vermittelte Suppression von Eny2 fiihrt zu morphologischen
Veranderungen der INS-1E-Zellen
Die durch die Inhibierung von Eny2 hervorgerufenen Effekte in INS-1E-Zellen scheinen sehr
komplex. In unseren Untersuchungen konnten wir feststellen, dass eine Unterdriickung der
Eny2-Expression neben funktionellen Veranderungen ebenfalls morphologische
Zellveranderungen induziert. INS-1E-Zellen prasentieren als Konsequenz eines Eny2-
Knockdowns abgerundete Zellkorper mit verschmalerten Zellauslaufern. Da die Gestalt einer
Zelle wesentlich vom Aktin-Zytoskelett bestimmt wird, lie die veranderte Zellmorphologie

nach Suppression von Eny2 darauf schlielen, dass auch das Aktin-Gerist der INS-1E-
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Zellen Veranderungen vorzeigt. Erste diesbezigliche Analysen deuten, sofern sie keine
methodisch bedingten Artefakte darstellen, auf eine Aktin-Verdichtung entlang der
Zellgrenzen nach Eny2-Knockdown hin, wahrend andere Zellareale scheinbar unverandert
bleiben. Es ist bekannt, dass das Aktin-Zytoskelett wesentlich in den Prozess der geregelten
Exozytose Insulinhaltiger Granula involviert ist. Li et al. (2004) demonstrieren in ihren
Studien an INS-1 Zellen, dass die Destruktion von Aktin-Filamenten eine deutlich verringerte
Insulinsekretion nach sich zieht (Li et al., 1994; Li et al., 2004; Zhang et al., 2009). Dem
entgegen flhrt sowohl eine pharmakologisch induzierte Depolarisation als auch
Polymerisation der Aktin-Filamente in isolierten Langerhansinseln zu einer Steigerung der
Insulinsekretion (Jijakli et al., 2002; Mourad et al., 2010; Thurmond et al., 2003). Diese
Diskrepanz begrindet sich wahrscheinlich in dem erhdhten Vorkommen insulinhaltiger
Granula nahe dem Aktin-Netzwerk unterhalb der Plasmamembran primarer B-Zellen (Li et
al.,, 1994). Weitere Studien zeigen darlber hinaus, dass fir die Rekrutierung der
sekretorischen Vesikel aus dem Reservepool, wahrend der zweiten Phase der
Insulinsekretion, vor allem das Aktin tieferer Zellebenen essentiell ist (lvarsson et al., 2005;
Zhang et al., 2009).

Inwiefern die veranderte Morphologie des Aktin-Gerusts in Eny2-supprimierten INS-1E-
Zellen zum Anstieg der gemessenen Insulinsekretion und damit zum Funktionsunterschied
beitragt, ob sie auch die Erhéhung der sekretorischen Aktivitat, vor allem wahrend der
zweiten Phase der Insulinsekretion mit bedingt, und ob das Aktin-Zytoskelett infolge einer
Eny2-Suppression Uberhaupt Veranderungen unterzogen wird, muss allerdings erst durch
weiterfhrende Untersuchungen geprift werden. Dementsprechend ware vor allem die
mikroskopische Darstellung des Aktin-Zytoskeletts mittels konfokalem LSM, insbesondere

auch in Kombination mit einer Insulin-Farbung, denkbar.

4.2.4 Modell der INS-1E-Zelllinie

Im Gegensatz zu Zelllinien zeichnen sich primare (-Zellen durch einen hohen
Differenzierungsgrad aus und waren daher fiir aussagekraftige Versuchsergebnisse in der
Diabetesforschung ein ideales Werkzeug. Dennoch finden sie nur im geringen Umfang
Anwendung. Grund daflr ist zum einen eine mangelnde Verfligbarkeit und zum anderen die
technisch hohen Anforderungen die ihre Isolierung aber auch ihre Kulturbedingungen
erfordern. Sowohl isolierte Langerhansinseln als auch die aus lhnen, meist durch weiteren
enzymatischen Verdau gewonnen, primaren [-Zellen weisen auferhalb des
Gewebeverbandes eine beschleunigte Seneszenz und dadurch bedingt nur eine geringe
Lebensspanne auf. Diese Umstande, zudem die grofRRe Zellzahlen erfordernden Analysen,

machen den Einsatz von B-Zelllinien unerldsslich. Um jedoch als reprasentatives -
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Zellmodell zu gelten, sollten sich auch solche Zelllinien durch verschiedene Merkmale
auszeichnen. Einerseits sollten sie einen hohen Insulingehalt aufweisen und auf
physiologische Glukosekonzentrationen mit einer stimulierbaren Insulinsekretion ebenfalls im
physiologischen Rahmen reagieren und andererseits sollten sie Uber entsprechende
physiologische Transport- und Signaltransduktionsmechanismen verfiigen sowie aus dem
gleichen Spenderorganismus entstammen, auf welchen die Versuchsergebnisse bezogen
werden sollen. Daneben sollten diese Merkmale Uber grole Passagenspannen nicht
verloren gehen. Kriterien, die von allen momentan verfigbaren Insulin-sezernierenden
Zelllinien am ehesten die MIN6 (Maus; Ishihara et al., 1993) und die INS-1, bzw. INS-1E
(Ratte; Asfari et al., 1992; Merglen et al., 2004) Zelllinien erfillen. Da unter den
beschriebenen 3-Zellmodellsystemen ebenfalls keines humanen Ursprungs ist, wurde fir die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen zur Funktion von Eny2 in B-Zellen die
Ratten-Insulinomzelllinie INS-1E gewahlt. Diese Zelllinie wurde urspriinglich von Merglen et
al. (2004) wegen ihres hohen Insulingehalts und der sehr gut erhaltenen glukoseabhangigen
Insulinsekretion aus der parentalen INS-1 Zelllinie isoliert. Uberdies zeigt sie eine Konstanz
dieser Merkmale Uber viele Passagen. Dennoch lie3 sich im Verlauf dieser Arbeit
abzeichnen, dass die von uns genutzten INS-1E offenbar nicht alle von Merglen et al. (2004)
beschriebenen Eigenschaften erfillen. So wurden beispielsweise, bei der stabilen
konstitutiven Uberexpression von Eny2 Zellklone generiert, die in ihrer sekretorischen
Antwort auf verschiedene Glukosekonzentrationen sehr variierten. Eine ahnliche Variabilitat
ist auch flr die stabile Transfektion an den parentalen INS-1 Zellen beschrieben, was den
polyklonalen Ursprung dieser Zelllinien reflektiert (Hohmeier et al., 2000; Yang et al., 2004).
Ebenso konnten wir in unseren Versuchen mit untransfizierten INS-1E-Zellen eine
Steigerung der Insulinsekretion bis maximal zu einer Glukosekonzentration von 11,2 mM
messen, wahrend Merglen et al. (2004) eine Zunahme der Sekretion von Insulin bis zu einer
Glukosekonzentration von 20 mM verzeichnen. Eine mdgliche Ursache fir diese Diskrepanz
liegt vermutlich in dem fir unsere INS-1E-Zellen nicht mehr nachweisbaren Amplifying
Pathway. Dieser stellt jedoch einen wichtigen Teilmechanismus der glukosestimulierten
Insulinsekretion dar, womit sein Fehlen schon auf einen Verlust des Differenzierungsgrades
der genutzten INS-1E-Zellen hindeuten kénnte.

Generell stellt sich bei der Verwendung von isolierten Zellen einer Tierart, wie den von uns
verwendeten Ratten-Insulinommzellen, auch die Frage nach der Ubertragbarkeit der so
gewonnenen Ergebnisse auf den Gesamtorganismus, bzw. inwieweit daraus Ruckschlisse
fur eine andere Spezies, wie z.B. dem Menschen, gezogen werden kénnen.

Einerseits gibt es artbedingte Differenzen, wie bereits allein durch die unterschiedliche
Anzahl der Insulingene verdeutlicht wird (Steiner et al., 1985). Andererseits zeigen Ratten-

und humane pB-Zellen jedoch in vieler Hinsicht gemeinsame Charakteristika. So ist
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beispielsweise beiden Spezies unter anderem die synergistische Wirkung von Glukose und
GLP-1 auf die Insulinsekretion und die dabei involvierten, weitgehend Ubereinstimmenden
Signaltransduktionsmechanismen (Delmeire et al., 2003; Holst, 2002; Zander et al., 2002)
oder aber der biphasische Verlauf der Insulinsekretion, gemein (Cerasi, 1975; Curry et al.,
1968; Luzi and DeFronzo, 1989).

In welchem Umfange eine Konkordanz zutrifft, Iasst sich dennoch immer erst ableiten, wenn

analoge Ergebnisse beider Spezies aus vergleichbaren Experimenten vorliegen.

4.2.5 Ausblick

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde insbesondere der funktionalen Rolle von Eny2
fur die Insulinsekretion adulter p-Zellen, bzw. insulinproduzierender Zellen nachgegangen.
Dabei konnte erstmalig eine regulatorische Funktion, fir das bisher nur an Hefen und
Invertebraten beschriebene Protein Eny2, auch fir Vertebratenzellen gezeigt werden.
Obwohl die erhéhte Expression von Eny2 in 3-Zellen im Rahmen der adaptiven Prozesse
wahrend der Schwangerschaft eher eine positiv regulatorische Funktion fiir Eny2 indizierte,
zeigen die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse, dass Eny2 als negativer Regulator
sowohl der glukosestimulierten als auch inkretinvermittelten Insulinsekretion fungiert. Als
Teil-Mechanismen, die nach Eny2-Suppression entsprechende insulinsekretionssteigernde
Effekte induzieren, konnten wir eine erhdhte glukoseabhangige metabolische Aktivitat, aber
auch eine gesteigerte Stimulierbarkeit der intrazellularen Kalziumkonzentration sowie einen
verstarkten PKA-Signalweg messen. Welche molekularen Details diese Effekte jedoch im
Einzelnen vermitteln, ist aus diesen Ergebnissen noch nicht zu ersehen.

Von Eny2 ist bekannt, dass es Uberwiegend in nuklear stattfindende Prozesse involviert ist.
Von daher stellt sich die Frage nach mdglichen Verbindungsmechanismen, die diese Eny2-
Funktionenen mit dem an INS-1E-Zellen beobachteten Phanotyp nach Eny2-Suppression
knipfen. Vergleichende Expressionsprofile sowie Proteomanalysen von Zellen mit
unterschiedlichem Eny2-Gehalt kénnten mogliche Ansatze zur Beantwortung dieser Frage
darstellen.

Da ausschliel3lich in-vitro-Untersuchungen durchgefuhrt wurden, ist zudem unklar, inwiefern
diese Befunde auch die in-vivo-Situation widerspiegeln. Nachfolgende Untersuchungen
sollten daher abklaren, ob unsere Beobachtungen nur ein Phanomen suboptimal
differenzierter INS-1E-Zellen darstellen oder generell auf insulinproduzierende Zellen
Ubertragbar sind. Funktionelle Untersuchungen nach Modulation der Eny2-Expression in
anderen insulinsezernierenden Zellen, wie beispielsweise der MIN- oder auch der INS-1-

Zelllinie, aber auch an aus Pankreasinseln isolierten primaren (-Zellen sowie
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Untersuchungen im Tiermodell, beispielsweise durch Generierung einer transgenen Maus
mit B-zellspezifischem Eny2-Knockdown, waren zur Erforschung dieses Aspektes vorstellbar.
Zudem sollten weiterflihrende Analysen an bisher durchgeflihrte Versuche anknipfen, um
spezifische Effektor-Molekille eines Eny2-Knockdowns zu identifizieren, da diese
interessante Kandidaten darstellen konnten, von denen sich neue Diabetes-Therapien

ableiten lieRRen.
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