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Abstract

Die Transplantation von insulinproduzierenden Surrogatzellen kdnnte eine zukunftstrachtige Strategie
fUr die Therapie des insulinpflichtigen Diabetes mellitus darstellen. Es war das Ziel der vorliegenden
Dissertation, auf der Basis der RINmM5SF-Gewebekulturzellinie mittels molekularbiol ogischer
Methoden insulinproduzierende Ersatzzellen zu generieren, die bedarfsgerecht auf die Stimulation
durch physiologische Glucosekonzentrationen eine adaquate Insulinsekretion zeigen. Das glucose-
phosphorylierende Enzym Glucokinase sowie der Glucosetransporter GLUT2 koppeln a's Glucose-
Erkennungsstrukturen Anderungen millimolarer physiologischer Glucosekonzentrationen an den
Metabolismus, der eine Signafunktion fir die Auslésung der Insulinsekretion besitzt. Durch
Uberexpression der Glucokinase in RINm5F-Zellen mit konstitutiver Expression des GLUT2-
Glucosetransporters erlangten die Zellen eine Glucoseresponsivitdt der Insulinsekretion im physio-
logischen millimolaren Konzentrationsbereich mit einem dreifachen Anstieg gegeniiber dem basalen
Sekretionsniveau. Nach Implantation der RINmM5SF-GK-Surrogatzellen in diabetische Ratten war nach
einer oralen Glucosebelastung ein signifikanter Anstieg der Seruminsulinkonzentration nachweishar.
Die Glucoseresponsivitéat der Insulinsekretion und die im Vergleich zu nicht-transfizierten Kontroll-
zellen niedrige basale Sekretionsrate erkléren die prolongierte Normalisierung der diabetischen Stoff-
wechsellage nach Implantation der Zellen.

Die Glucokinase unterliegt in den B-Zellen des Pankreas einer komplexen Regulation, die fur die
Signalerkennung der Glucose eine entscheidende Rolle spielt. So konnte in der vorliegenden Arbeit an
den RINmM5F-GK-Zellen gezeigt werden, dal3 die Glucokinase-Enzymaktivitét durch die Bindung an
einen bislang unbekannten Proteinfaktor reguliert wird. Dieser Mechanismus der posttrang ationalen
Regulation der Glucokinase-Enzymaktivitét in insulinproduzierenden Zellen wurde durch eine selek-
tive Permeabilisierungstechnik an RINm5F-GK-Zellen mit Digitonin und Triton X-100 charakterisiert.
Dabei konnte ein diffusibles Glucokinasekompartiment mit einer hohen spezifischen Enzymaktivitét
von einem gebundenen Glucokinasekompartiment mit niedriger spezifischer Enzymaktivitat unter-
schieden werden. Durch proteolytischen Verdau und Hitzebehandlung konnte gezeigt werden, dal3 der
Interaktionspartner der Glucokinase ein Protein ist, dem eine zentrale Rolle bel der Regulation der
Glucokinaseaktivitdt und somit der glucoseinduzierten Insulinsekretion zukommen kénnte.

Der Glucosetransporter GLUT?2 spielt fur die Empfindlichkeit von B-Zellen des Pankreas gegentiber
den diabetogenen Substanzen Alloxan und Streptozotocin eine entscheidende Rolle. Aufgrund der
sterischen Ahnlichkeit zur Glucose werden Zuckerbindungsstrukturen wie der GLUT2-Glucose-
transporter als Ziel- bzw. Transportstrukturen angenommen. RINm5F-Kontrollzellen, dieim Vergleich
zu normalen B-Zellen keine signifikante Expression des GLUT2-Glucosetransporters zeigten, waren
im MTT-Zytotoxizitdtsassay unempfindlich gegentber Alloxan. Glucose schitzte die RINmMSF-
GLUT2-Zelen signifikant gegentiber der Toxizitdt von Alloxan nicht aber von Streptozotocin. Nur
Alloxan nicht aber Streptozotocin inhibierte selektiv die GLUT2-Transportfunktion der RINmSF-
GLUT2-Zelen. Somit besitzt der GLUT2-Glucosetransporter unterschiedliche Bedeutung fur die
selektive B-Zelltoxizitdt von Alloxan und Streptozotocin. Wahrend die erhdhte Empfindlichkeit von
RINmM5F-GLUT2-Zellen gegentiber Streptozotocin durch eine erhdhte Transportkapazitat fur die
toxische Substanz erklart werden kann, scheint das GLUT 2-Transporterprotein selbst eine wesentliche
Zielstruktur fir die Alloxantoxizitét zu sein.

Die Glucose-Erkennung durch die Glucokinase und den GLUT2-Glucosetransporter beinhaltet somit
verschiedene Aspekte, die fir die Funktion der pankreatischen B-Zelle von entscheidender Bedeutung
sind. Neben der Grundfunktion in der Stimulus-Sekretionskopplung, die eine Generierung von
glucoseresponsiven Surrogatzellen fir die Gentherapie des Diabetes mellitus erméglicht, spielt die
posttrand ationale Regulation der Glucokinase eine entscheidende Rolle fur die Aufrechterhaltung der
Enzymaktivitat und somit dem Erhalt der Glucoseresponsivitét der B-Zelle des Pankreas. Das Expres-
sionsniveau des GLUTZ2-Glucosetransporters ist zudem von entscheidender Bedeutung fir die
Empfindlichkeit gegentiber den selektiv B-zelltoxischen und diabetogenen Substanzen Alloxan und
Streptozotocin.

Schlusselworte: Diabetes mellitus, Gentherapie, I nsulinsekretion



Abstract

Transplantation of insulin producing surrogate cells could be a forward-looking strategy for the
therapy of the insulin dependent diabetes mellitus. It was the aim of the present thesis to generate by
using molecular biology techniques on the basis of the RINmM5F tissue culture cells a surrogat cell
which exhibits a physiological glucose induced insulin secretion. The glucose phosphorylating
enzyme glucokinase as well as the glucose transporter GLUT2 are glucose recognition structures and
couple changes in the physiological millimolar glucose concentration range to the metabolism which
generates the signal for the insulin secretion. By overexpressing the glucokinase in RINm5SF cells in
which the GLUT2 glucose transporter is constitutively expressed the cells obtained a glucose res-
ponsiveness of the insulin secretion in the physiological millimolar concentration range with a 3-fold
increase compared to the basal secretion level. After an oral glucose tolerance test with rats in which
the RINmM5F-GK surrogate cells were implanted a significant increase in the serum insulin
concentration was detectable. The glucose responsiveness of the insulin secretion and the in com-
parison to non transfected RINmSF control cells low basal secretion rate were responsible for the
gradual progressive blood glucose normalization after the implantation of the cells.

The glucokinase activity in the B-cell underlies a complex regulation which plays an essentia role for
the signal recognition of the glucose induced insulin secretion. In the present thesis it is shown that the
glucokinase activity in  RINm5F-GK cells was affected by an so far unknown protein factor. This
mechanism of posttrandational regulation of the glucokinase enzyme activity in insulin producing
cells was characterized by a selective permeabilisation technique of RINMS5F-GK cells by using
Digitonin and Triton X-100. A diffusible glucokinase fraction with high enzyme activity could be
distinguished from an intracellularly bound fraction with low activity. It was possible by proteolytic
digestion and heat inactivation to show that the interaction structure of the glucokinase is a protein,
which might play an essentia role in the regulation of the glucokinase activity and consequently in the
glucose induced insulin secretion.

The glucose transporter GLUT?2 plays an essentia role for sensitivity of pancreatic B-cells against the
diabetogenic substances alloxan and streptozotocin. Both molecules exhibit a marked structural
similarity to glucose. Thus the hexose binding structures glucokinase and the GLUT2 glucose trans-
porter are potential targets or a crucial transporter of the toxins. RINm5F control cells, which showed
no significant expression of the GLUT2 glucose transporter compared to norma B-cells, were
resistant to alloxan and streptozotocin in the MTT cytotoxicity assay. Through overexpression of the
GLUT?2 glucose transporter RINmM5F cells became sensitive to alloxan and streptozotocin. Glucose
provided a significant protection of RINM5F-GLUT?2 cells against the toxicity of alloxan but not
against streptozotocin. Only alloxan but not streptozotocin selectively inhibited the GLUT2 transport
function of RINM5F-GLUT2 cells. Thus the GLUT2 glucose transporter is of differential importance
for the selective B-cell toxicity of alloxan and streptozotocin. While the sensitivity of RINmMSF-
GLUT2 cells to streptozotocin can be explained by an increased transport capacity for this toxin, the
GLUT2 transporter protein itself seemsto be atarget structure for the toxicity of alloxan.

The glucose recognition by glucokinase and GLUT2 glucose transporter include different aspects
which are essentially important to the function of the pancreatic B-cell. Apart from the basic function
in the stimulus secretion coupling, which alows the generation of glucose responsive surrogate cells
for the gene therapy of diabetes mellitus, the posttrandational glucokinase regulation plays an
essential role for the maintenance of enzyme activity and glucose responsiveness of the pancreatic B-
cell. Moreover the expression level of the GLUT2 glucose transporter has an essential meaning for the
sensitivity to the selective B-cell toxic and diabetogenic substances alloxan and streptozotocin.

keywords: Diabetes mellitus, gene therapy, insulin secretion
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Stickstoffmonooxid
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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Insulin und Diabetes mdllitus

Das Peptidhormon Insulin ist fur die Glucosehomdostase von zentraler Bedeutung.
Insulin vermag durch eine Steigerung des Glucoseverbrauchs in der Muskulatur und
einer Unterdriickung der Glykogenolyse und der Gluconeogenese in der Leber sowie
der Lipolyse im Fettgewebe die Blutglucosekonzentration zu senken. Damit antagoni-
siert es die blutzuckersteigernden Effekte der Hormone Glucagon, Adrenalin, Kortisol
und des Wachstumshormons. Insulin wird in den B-Zellen des Pankreas gebildet, die

2-5 % der Gesamtmasse des Organs ausmachen.

Ein Milverhdtnis zwischen Insulinbedarf und Insulinproduktion manifestiert sich als
Diabetes mellitus, der mit einem Anteil von Uber 3% der Bevolkerung haufigsten
Stoffwechsel erkrankung. Beim Diabetes mellitus werden im wesentlichen zwei Formen
unterschieden: Beim Typ-I-Diabetes kommt es zu einer spezifischen Autoimmunzersto-
rung der insulinsezernierenden B-Zellen des Pankreas, die im Kindesalter bis zum
frihen Erwachsenenalter zu einem nahezu vollstéandigen Verlust der B-Zellmasse und
somit einem absoluten Insulinmangel fuhrt. Als Ursache werden eine genetische Pré&-
disposition in Interaktion mit Umweltfaktoren wie allergenen Nahrungsbestandteilen

und viralen Infektionen als Pathomechanismen diskutiert.

Der Typ-lla-Diabetes ist nicht die Folge einer verminderten Insulinsekretion, sondern
primér einer Insulinresistenz der Zielorgane. Die verminderte Insulinwirkung kann
durch eine  Abnahme von Insulinrezeptoren und Postrezeptordefekten hervorgerufen
werden. Dem Typ-l1b-Diabetes oder Altersdiabetes liegt ein Insulinmangel zugrunde,
bei dem die B-Zellen des Pankreas nicht mehr in der Lage sind, auf einen Stimulus mit

der Freisetzung einer adaguaten Insulinmenge zu reagieren.



EINLEITUNG 2

1.2 Glucosainduzierte Insulinsekretion

Unter physiologischen Bedingungen wird der Blutzucker in einem relativ engen Bereich
von 4-8 mmol/l reguliert. Die B-Zelle des Pankreas muf3 daher in der Lage sein, (1)
geringe Anderungen der Blutglucosekonzentration sensitiv zu erfassen, (2) auf diese
Anderungen mit einer entsprechenden Sekretion von Insulin zu reagieren und (3) die

Biosynthese von Insulin an den Bedarf der Sekretion anzupassen.

Das Signal fur die Ausldsung der glucoseinduzierten Insulinsekretion entsteht im
Stoffwechsel der B-Zelle des Pankreas (Abb. 1) (Meglasson & Matschinsky 1986;
Lenzen & Panten 1988b; Lenzen et al. 1990; Lenzen 1992b). Fur die Kopplung von
extrazelluldren millimolaren Glucosekonzentrationen an den Stoffwechsel der B-Zelle

spielen zwel Strukturen eine besondere Rolle:

 der niedrigaffine Glucosetransporter GLUT2 (Bell et al. 1990; Kayano et al. 1990;
Unger 1991; Thorenset al. 1992; Lenzen & Tiedge 1994) und

* das niedrigaffine glucosephosphorylierende Enzym Glucokinase (Meglasson &
Matschinsky 1984; Meglasson & Matschinsky 1986; Lenzen & Panten 1988b;
Lenzen 1992a; lynedjian 1993; Matschinsky et al. 1993).

Die K-Werte beider Strukturen fur Glucose liegen im millimolaren Konzentrationsbe-
reich und stellen somit das ideale Kopplungsglied an den Stoffwechsel der pankreati-
schen B-Zelle dar. Nach dem gegenwértigen Stand der Forschung liegt folgender
Mechanismus der Ausldsung der glucoseinduzierten Insulinsekretion zugrunde (Lenzen
1992a; Efrat et al. 1994):

Glucose, die extrazelluldr in millimolaren Konzentrationen vorliegt, gelangt auf dem
Weg der erleichterten Diffusion gemald des Konzentrationsgradienten durch den
GLUT2-Glucosetransporter in die Zellen. Dort wird die Glucose im ersten Schritt der
Glykolyse durch das niedrigaffine glucosephosphorylierende Enzym Glucokinase
(Hexokinase Typ 1V) phosphoryliert. Kinetische Studien haben gezeigt, dal3 die Glu-
cosephosphorylierung und nicht der Glucosetransport in die B-Zelle der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt des Glucosemetabolismus ist (Lenzen & Panten 1988b). Im
Stoffwechselfluld der Glykolyse, des Citratzyklus und der Atmungskette werden ATP
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und NADPH generiert, welche den ATP/ADP-Quotienten in der B-Zelle erh6hen. Das
verdnderte ATP/ADP-Verhdtnis fuhrt zum Verschluf® des ATP-sensitiven Kaliumka-
nals, einem Proteinkomplex, der aus dem Sulfonylharnstoffrezeptor SUR1 und dem
eigentlichen Kanalprotein KIR6.2 besteht. Die folgende Depolarisation der Plasma-
membran fiihrt zu einer Offnung von spannungsabhéngigen Calciumkanalen. Der hier-

durch verursachte Einstrom von Calciumionen leitet die Exozytose der Insulingranula

an.

Glucose
GLUT?2
7 A
Glucose
Insulingranula
Glucokinase @
\ 4
Glucose-6-phosphat @ @ @
. (@
Metabolismus I © © =

v ®) © |[Exozytose
ATP 4 — @g

ADP \
/ K* ca”
®
\ \, SUR1
KIR6.2 ‘ VDCC
AWT

2+

K+ \@_—/v

. Ca
Depolarisierung

Abb. 1.1: Modell des Mechanismusder glucoseinduzierten Insulinsekretion in
der B-Zelle des Pankreas
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1.3 GLUT2-Glucosetransporter

Der in der pankreatischen B-Zelle exprimierte GLUT2-Glucosetransporter gehort zur
Familie der Saugetierglucosetransporter, die Glucose entlang eines Konzentrationsgra-
dienten durch erleichterte Diffusion transportieren (Bell et al. 1990; Thorens et al.
1990a; Bell et al. 1991; Thorens 1992; Thorens et al. 1992; Bell et al. 1993). Bei alen
bislang bekannten Glucosetransportersubtypen GLUT1 - GLUT7 dieser Transporterfa-
milie liegt die gleiche aus 12 transmembranalen Helices bestehende Grundstruktur vor.
Trotz hoch konservierter Aminosauresequenzen und den Gemeinsamkeiten in der
Struktur sind die gewebespezifische und subzelluldre Expression sowie die kinetischen
Charakteristika der bislang beschriebenen Isoformen sehr verschieden. Der GLUT2-
Glucosetransporter unterscheidet sich von den anderen Isoformen durch folgende Cha-
rakteristika:

* einen hohen K,-Wert fir Glucose von 17 mM
* eine hohe Transportkapazitét fir Glucose im millimolaren Konzentrationsbereich

* die Expression in Geweben, die Glucose in millimolaren Konzentrationen resorbie-

ren und verstoffwechseln miissen:

— Leber,

B-Z€lle des Pankreas,
Dinndarm,

Niere.

Studien an verschiedenen Tiermodellen des nicht-insulinpflichtigen Diabetes mellitus
haben gezeigt, dal3 die GLUT2-Expression in den B-Zellen dieser Tiere drastisch er-
niedrigt war (Johnson et al. 1990; Orci et al. 1990a; Orci et al. 1990b; Unger 1991;
Chen et al. 1992; Brant et al. 1993; Ohneda et al. 1993; Ohneda et al. 1994; Thorens &
Roduit 1994). Ferner konnte in Studien an transgenen knockout-Mausen klar belegt
werden, dal3 eine Ausschaltung des GLUT2-Glucosetransporters mit einer schweren
diabetischen Stoffwechsellage einhergeht und somit fir die Funktion der pankreatischen
B-Zelle von essentieller Bedeutung ist (Jorns et al. 1996; Guillam et al. 1997). Alle
bislang vorliegenden Studien stiitzen den Schlul3, dal? nur eine gleichzeitige Expression

des GLUT2-Glucosetransporters in der B-Zelle des Pankreas zusammen mit der Gluco-



EINLEITUNG 5

kinase einen einwandfreien Glucose-Erkennungsapparat darstellen (Lenzen & Panten
1988b), obwohl kinetische Untersuchungen belegen, dai die Glucosetransportkapazitét
in der normalen B-Zelle des Pankreas um den Faktor 50-100 grof3er ist als die Glucose-
phosphorylierungskapazitéat der Glucokinase (Ta et al. 1992; Heimberg et al. 1993).
Hypothesen, die eine Interaktion zwischen dem GLUT2-Glucosetransporter und der
Glucokinase postulieren, haben bislang keine stichhaltigen Resultate erbracht (Hughes
et al. 1993).

1.4 Hexokinase und Glucokinase

Der erste Schritt des Glucosemetabolismus in eukaryontischen Zellen ist der Transfer
einer Phosphatgruppe des ATP auf die 6-Hydroxylgruppe des Glucosemolekiils. Diese
Reaktion wird durch eine Gruppe von strukturell verwandten Hexose-Phosphotransfera-
sen katalysiert, die neben unterschiedlichen Molekulargewichten auch unterschiedliche
kinetische Eigenschaften und gewebespezifische Expressionen zeigen. Sie kénnen in
zwel Gruppen unterteilt werden. Zur ersten Gruppe gehdren die Hexokinase-1soenzyme
[-111. Diese Enzyme haben ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa und eine hohe Affi-
nitét fir das Substrat Glucose mit Kp-Werten im Bereich von 20-130 uM. Sie zeichnen
sich durch eine Feedback-Hemmung physiologischer Konzentrationen von Glucose-6-
phosphat aus (Middleton 1990).

Die zweite Gruppe ist durch die Hexokinase Typ 1V oder Glucokinase (EC 2.7.1.2)
représentiert, die ein deutlich geringeres Molekulargewicht von ca. 52 kDa und einen
Kn-Wert fur Glucose von ca. 10 mM besitzt (Lenzen & Panten 1988b; Lenzen 1990;
Matschinsky 1990; Lenzen 1992a; lynedjian 1993; Printz et al. 1993). Untersuchungen
an der Glucokinase der Ratte zeigten, dal3 a-Anomere der Hexosen gegentber (3-Ano-
meren bevorzugt umgesetzt werden (Lenzen et al. 1987a). Der Name Glucokinase ist
historisch auf die Selektivitét fur das Substrat Glucose zurtickzufiihren. Er trifft die
kinetischen Eigenschaften des Enzyms nicht exakt, da die Hexosen D-Mannose (80 %),
D-Fructose (20 %) und D-2-Deoxyglucose (40 % des V ma-Wertes von D-Glucose der
Rattenleber-Glucokinase) ebenfalls von der Glucokinase phosphoryliert werden, wenn
auch mit deutlich geringerer katalytischer Aktivitat (Printz et al. 1993; Tiedge et al.
1997). Die Glucokinase zeigt eine kooperative Reaktionskinetik fir das Substrat Glu-
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cose mit einem Hill-Koeffizienten von n = 1,5-1,7 und einem entsprechenden sigmoi-
dalen Reaktionsverlauf (Lenzen 1992a; Printz et al. 1993; Tiedge et al. 1997). Der
Umkehrpunkt der sigmoidalen Aktivitétskurve liegt im Bereich von 5 mM Glucose und
damit nahe an der Schwelle der B-Zelle des Pankreas fir die Auslésung der glucose-
induzierten Insulinsekretion. Die positive Kooperativitéat fuhrt dazu, dal3 selbst geringe
Anstiege des Blutglucosespiegels im Fastenzustand Uber 5 mM eine drastischere
Zunahme der Glucosephosphorylierung bewirken, as dies bel ener reguléren
Michaelis-Menten-Kinetik zu erwarten ware (Matschinsky et al. 1993). Im Unterschied
zu den Hexokinasen Typ I-111 wird die Glucokinase nicht durch physiologische Kon-

zentrationen von Glucose-6-phosphat gehemmt (Lenzen 1992a).

Die Glucokinase wird in zytoplasmatischer subzellulérer Lokalisation in den B-Zellen
des Pankreas und der Leber sowie einigen seltenen endokrinen Zellen des Darms und
des Gehirns exprimiert (Jetton et al. 1994). Die beschriebenen enzymkinetischen Eigen-
schaften der Glucokinase machen es zum idealen Signalerkennungsenzym fir die Aus-
|6sung der glucoseinduzierten Insulinsekretion der pankreatischen B-Zelle. Studien an
transgenen knockout-Mausen konnten belegen, dal? eine Ausschaltung der Glucokinase
in der B-Zelle des Pankreas eine diabetische Stoffwechsellage induziert (Bali et al.
1995; Grupe et al. 1995).

Die Unterschiede zwischen Leber- und B-Zellglucokinase sind gering. Beide Proteine
bestehen aus insgesamt 465 Aminosauren, wobei sie an ihrem N-terminalen Ende in nur
11 Aminoséuren differieren (Magnuson & Shelton 1989). Die Unterschiede haben aber
keinen Einflufd auf die enzymatischen Eigenschaften der Proteine.

Anhand der Kristallstruktur der Hefe-Glucokinase, zu der die humane Glucokinase eine
33 % Homologie aufweist, konnten Charles et al. 1994 ein dreidimensionales Modell
der humanen Glucokinase erstellen. Das Enzym besteht demnach aus zwel Doménen,
die eine geringe Langendifferenz aufweisen. Zwischen ihnen befindet sich eine tiefe
Furche, die wie ein Winkel aufklappbar ist. An dessen Angelpunkt befindet sich das
katalytische Zentrum. Es existieren zwei Konformationen der Glucokinase, bei denen
die Grofke des Winkels zwischen den beiden Doménen variiert. Bel der sogenannten
geschlossenen Form ist er verkleinert, so dal’ der Zugang zum katalytischen Zentrum

erschwert ist. Hierdurch werden die Reaktionsablaufe am katalytischen Zentrum von



EINLEITUNG 7

anderen Stoffwechselvorgangen in der Zelle abgeschirmt. Bei der offenen Form liegen
die beiden Doméanen wie aufgeklappt vor und présentieren damit das katalytische Zen-

trum. Dies erleichtert die Bindung des Substrats.

141 Genstruktur und Regulation der Glucokinase

Die Genstrukturen der beiden Glucokinasen-1soformen der Leber und des Pankreas
bestehen aus 10 Exons und zwei zusétzlichen Kontrollregionen. Die Exons 2-10 der
Leber und der B-Zelle sind identisch. Das erste Exon ebenso wie die Promotoren liegen
innerhalb der gewebespezifischen Kontrollregionen, welche mehr als 27 kb voneinander
getrennt sind (Magnuson et al. 1989; Magnuson & Shelton 1989; Magnuson 1990).
Wahrend der Transkriptionsstartpunkt fir die Leber-Glucokinase einen schmalen Be-
reich von nur sechs Basen aufweist und somit auf eine mogliche transkriptionelle Re-
gulation hindeutet, erstreckt sich der Bereich fur die B-Zell-Glucokinase auf 62 Basen
(Magnuson & Shelton 1989). Die Transkriptionsinitiierung erfolgt am L eber-Promotor
127 kb von dem Trandationsstartcodon entfernt, wohingegen die Transkriptionsi-
nitiierung des B-Zell-Glucokinasegens 400 kb von dem Trandl ationsstartcodon entfernt
erfolgt (Magnuson et al. 1989; Magnuson & Shelton 1989).

In der Leber nehmen die Hormone Glucagon und Insulin Einfluf3 auf die Genexpression
der Glucokinase (lynedjian 1993). Insulin wirkt stimulierend und Glucagon antagoni-
stisch auf die Transkriptionsrate. So bewirkt zum Beispiel eine 48stiindige Fastenperi-
ode eine Senkung der Transkriptionsrate um mehr als 97 % (Tiedge & Lenzen 1995),
wohingegen auf eine exogene Insulingabe eine deutliche Induktion innerhalb von
4 Stunden erfolgt (lynedjian et al. 1989). Veranderungen der Glucosekonzentration
spielen keine Rolle in der Regulation der Glucokinase-Genexpression (Matsuda et al.
1990).

Dies ist der entscheidende Unterschied im Vergleich zur Genexpression der Gluco-
kinase in der B-Zelle des Pankreas. Glucose stimuliert hier die Genexpression der
Glucokinase. Zwar unterliegt die B-Zell-Glucokinase auch der Regulation Uber den
Erndhrungsstatus, diese ist aber deutlich schwécher als in der Leber ausgepragt (Tiedge
& Lenzen 1991). Desweiteren beeinflufdt Insulin die Genexpression der Glucokinase in
pankreatischen B-Zellen nicht (Tiedge & Lenzen 1995). Glucose wirkt nicht nur

stimulierend auf die Glucokinase-Genexpression, sondern auch Uber einen Kkurz-
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fristigeren direkten Effekt auf die Enzymaktivitét. Diese Induktion der Glucokinase-
Enzymaktivitét verlauft in zwei Phasen (Chen et al. 1994). Innerhalb von 6 Stunden
nach Inkubation von Pankreasinseln der Ratte bel hohen Glucosekonzentrationen nimmt
der Voa-Wert der Glucokinase um 50 % zu, wohingegen die Proteinmenge und die
Affinitét der Glucokinase zu Glucose unbeeinflufdt bleiben (Chen et al. 1994). Im Ver-
lauf steigt dann anschlief3end die Proteinmenge um 40 %.

Inhibitoren der Glucokinaseaktivitét wirken ebenfalls meist direkt am Enzym. Dazu
gehodren die aufgrund ihrer Struktur durch Glucokinase nicht phosphorylierbaren Zucker
D-Mannoheptulose und 3-O-Methylglucose. Sie konkurrieren mit den Substraten um
das katalytische Zentrum der Glucokinase und wirken somit kompetitiv hemmend
(Lenzen 19924). Folglich fihren sie auch zu einer Inhibierung der Insulinsekretion,
wobei D-Mannoheptulose ein hochspezifischer Inhibitor der Glucokinase ist. Die Bin-
dung findet im millimolaren Konzentrationsbereich statt und verandert den K,-Wert der
Glucokinase, ohne den V ma-Wert zu beeinflussen.

Desweiteren ist die Glucokinase-Enzymaktivitdt durch SH-Gruppen-Oxidantien wie
zum Beispiel Alloxan und Ninhydrin inhibierbar (s. Abschnitt 1.7.1).

In der Leber wird die Glucokinase zusétzlich durch das Fructose-1- und Fructose-6-
phosphat empfindliche Glucokinaseregulatorische Enzym reguliert (Van Schaftingen
1989D).

1.4.2 Das Glucokinaseregulatorische Protein

Das Glucokinaseregulatorische Protein, ein 68,5-kDa-Protein, wurde von Van Schaftin-
gen 1989 in Hepatozyten entdeckt. Ausgangspunkt hierbei war die Beobachtung, dal3
nicht nur Glucose, sondern auch Fructose die Glucosephosphorylierung in Rattenhepa-
tozyten stimuliert (Van Schaftingen 1989b). Dieser Effekt wird durch Fructose-1-phos-
phat vermittelt, welches in Hepatozyten sowohl aus Fructose als auch Sorbitol
synthetisiert wird. Fructose-1-phosphat antagonisiert die Inhibierung der Glucokinase
durch das Glucokinaseregulatorische Protein, wohingegen Fructose-6-phosphat diesen
inhibierenden Effekt fordert (Van Schaftingen 1989b; Vandercammen & Van Schaftin-
gen 1990). Hierbei unterstiitzt Fructose-6-phosphat die Bildung eines Enzym-Inhibitor-
Komplexes, wahrend Fructose-1-phosphat diese Komplexbildung verhindert (Vander-
cammen & Van Schaftingen 1990). Beide Phosphatester binden hierbel an das
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Glucokinaseregulatorische Protein (Vandercammen et al. 1992). Bel der Glucosebereit-
stellung in der Leber durch Glycogenolyse und Gluconeogenese ist die Fructose-6-
phosphat Konzentration erhoht, was zu einer vermehrten Inhibierung der glucose-
verbrauchenden Glucokinase fuhrt. Stattdessen ist sie bei einem Stoffwechsel status mit
vorwiegender Glucosephosphorylierung erniedrigt, was ene Aktivierung der
Glucokinase begunstigt (Van Schaftingen 1995).

1.5 Gentechnisch veranderte insulinproduzierende Surrogatzellen
fur die Therapie desinsulinpflichtigen Diabetes mellitus
In Analogie zur Transplantation von Organen wie Niere, Leber und Herz sollte die
Transplantation von B-Zellen des Pankreas die Organfunktionsstérung des Diabetikers
beheben kénnen (Lacy 1993). Die postmortale Autolyse von Spenderpankreata ist ein
Haupthindernis sowohl fur die Transplantation des ganzen Organs als auch fir die
Isolierung von vitalen Inseln, die anschlief3end transplantiert werden konnen. Beide
Therapieansétze sind bereits in der klinischen Anwendung, wobei ein kompletter Ver-
zicht auf eine zusétzliche Insulinsubstitution nur bei einem Teil der Patienten erreicht
wird. Die nicht perfekte Ubereinstimmung der Oberflachenantigene erlaubt eine Trans-
plantation nur bel gleichzeitiger Immunsuppression, weshalb die meisten der in der
Literatur bisher beschriebenen Félle von Pankreastransplantationen in Kombination mit
einer Nierentransplantation durchgefiihrt wurden (Sutherland 1993). Die dialysepflich-
tige Niereninsuffizienz reflektiert bei einem Diabetiker jedoch bereits den Zustand einer
Spétkomplikation nach chronischer Hyperglykdmie und kommt somit der Forderung
einer grundlegenden Therapie des Diabetes mellitus nicht nach. Zudem wrde bei einer
Pravalenz des insulinpflichtigen Typ-1-Diabetes von 0,2-0,3 % die Anzahl der verflg-
baren Spenderpankreata fur die Transplantation nicht ausreichen, wenn diese frihzeitig

vor dem Auftreten von Spétschaden erfolgen soll.

Fur die gentechnischen Strategien zur Erzeugung von Surrogatzellen zur Therapie des
insulinpflichtigen Diabetes mellitus sind die Charakteristika der Ausgangszelle und die
angestrebte Funktion der Zellen von wesentlicher Bedeutung. Der Differenzierungsgrad
der Ausgangszellen im Vergleich zur normalen B-Zelle steht in direkter Beziehung zu

der Funktion der bedarfsgerechten Insulinsekretion und dem Aufwand der gentechni-
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schen Manipulationen. Im experimentellen Stadium werden derzeit verschiedene Stra-

tegien verfolgt:

1. Generierung von Surrogatzellen aus insulinproduzierenden Gewebekultur-
zellinien. Diese Ausgangszellen, die von Tumorzellen des Pankreas abstammen,
stellen im Hinblick auf die Anforderungen der biologischen Sicherheit und der Ver-
flgbarkeit eine vielversprechende Alternative gegeniiber isolierten Inselzellen ande-
rer Spezies dar. Sie zeigen eine Transkription des Insulingens sowie eine der B-
Zelle vergleichbare Insulinbiosynthese und Insulin-Prozessing. Die gentechnischen
Veranderungen an diesen Zellen haben das Ziel, (a) die Insulinbiosynthese auf das
Niveau der normalen B-Zelle auszurichten und (b) eine bedarfsgerechte Sekretion
auf physiologische Glucosekonzentrationen durch Transfektion entsprechender

zellulérer Signalproteine zu gewahrleisten.

2. Generierung von insulinproduzierenden Surrogatzellen aus Nicht-B-Zellen.
Das Insulingen sowie Gene, die zur Prozessierung des Prohormons notwendig sind,
werden in Korperzellen des Patienten, wie z. B. Hautfibroblasten oder Muskelzel-
len, ex vivo unter Gewebekulturbedingungen eingefihrt und anschlief3end reimplan-
tieet. Der Vortell fir den Patienten liegt in der nicht erforderlichen
Immunsuppression und dem Fehlen von B-zellspezifischen Oberflachenantigenen,

wodurch eine Autoimmunzerstdrung umgangen wird.

3. B-Stammzellen als Basisfur Surrogatzellen. Von der Entwicklungsbiol ogie sowie
von der Kenntnis tierexperimenteller Diabetesmodelle ist seit langem klar, dal? eine
Regeneration von B-Zellen aus Vorlauferzellen méglich ist. Experimentelle Strate-
gien machen sich hierbel insbesondere die molekularen Grundlagen der B-Zelldiffe-

renzierung auf der Ebene der Transkriptionsfaktoren zu Nutze.

4. In vivo Transfektion des Insulingens in Nicht-B-Zellen. Experimentell wurde
hierbel das Insulingen durch physikalische Methoden und virale Vektoren in Hepa-

tozyten von Ratten und Mausen eingefhrt.

Im weiteren wird auf den Punkt 1, die Generierung von Surrogatzellen aus insulinpro-
duzierenden Gewebekulturzellinien, dem Ansatz, der in der vorliegenden Studie ver-

folgt wurde, ndher eingegangen.
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151 Permanenteinsulinproduzierende Zellinien

Permanente insulinproduzierende Tumorzellen sind seit den 70er Jahren in der experi-
mentellen Diabetologie etabliert (Lenzen & Tiedge 1994; Poitout et al. 1996). Sie sind
im Vergleich zu Organen relativ anspruchslos, was die Immunisolation durch Verkap-
selung in semipermeablen Membransystemen, einem bioartifiziellen Pankreas, erleich-
tert. Der entscheidende Unterschied zwischen den meisten permanenten
insulinproduzierenden Zellinien und normalen B-Zellen des Pankreas liegt in dem
Verlust der Glucoseresponsivitdt. Sie erkennen Glucose nicht erst im physiologischen
millimolaren Bereich, sondern bereits bei unphysiologischen submillimolaren Konzen-
trationen (Lenzen & Tiedge 1994). Die Kopplung millimolarer Glucosekonzentrationen
an den Metabolismus ist ein spezifisches Charakteristikum der B-Zelle, dem fir die
Strategien zur Generierung von insulinproduzierenden Surrogatzellen eine wichtige

Bedeutung zukommt.

Insulinproduzierende Tumorzellinien, wie z. B. die aus einem strahlungsinduzierten
Tumor generierte Sublinie RINm5F (s. Anschnitt 1.6) (Gazdar et al. 1980; Bhathena et
al. 1982), sind seit vielen Jahren in der experimentellen Diabetologie etabliert (Poitout
et al. 1996). Obwohl diese Zellen als B-zellspezifische Charakteristik das Insulingen
exprimieren und in der Lage sind, das Prohormon zu prozessieren, ist zum einen der
Insulingehalt deutlich geringer als in normalen B-Zellen und zum anderen keine sekre-
torische Antwort auf einen Glucosestimulus maglich. Urséchlich fur die fehlende Glu-
coseresponsivitét der Insulinsekretion ist in der Mehrzahl der etablierten
insulinproduzierenden Tumorzellinien ein Defekt des Glucoseerkennungsapparates.
Statt des GLUT2-Glucosetransporters und der niedrigaffinen Glucokinase wird die
hochaffine Glucosetransporterisoform GLUT1 sowie das hochaffine glucosephosphory-
lierende Enzym Hexokinase exprimiert, die ihr Funktionsoptimum im submillimolaren
Konzentrationsbereich haben (Hughes et al. 1992; Ishihara et al. 1993b; Tiedge et al.
1993b). Der Sekretionsdefekt kann also molekularbiologisch einem veranderten Expres-
sionsmuster von charakterisierten Genen zugeordnet werden, die mit gentechnischen
Methoden eine Korrektur erlauben. Zwar sind in den letzten Jahren permanente Insuli-
nomzellinien selektioniert worden, die eine verbesserte Glucoseresponsivitét besitzen,

die zugleich mit einer verbesserten Expression des GLUT2-Glucosetransporters und der
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Glucokinase korreliert (Asfari et al. 1992; Efrat et al. 1993). Die permanente Haltung
dieser Zellen erfordert jedoch zum einen Gewebekultursupplemente, wie z. B. Thiol-
verbindungen bei INS-1-Zellen (Asfari et al. 1992), die eine Implantation solcher Zel-
len in ein bioartifizielles Pankreas erschweren. Zum anderen entstammen einige
glucoseresponsive Zellinien, wie z. B. die BTC- und die MING6-Zellen, viral-induzierten
Pankreastumoren transgener Mause und sind somit aus Grunden der biologischen
Sicherheit nach dem heutigen Kenntnisstand nicht zu Transplantationszwecken zu
verwenden (D'Ambra et al. 1990; Miyazaki et al. 1990; Efrat et al. 1991; Knaack et al.
1994; Jetton et al. 1998).

Gewebekulturzellen lassen sich im Vergleich zu isolierten Pankreasinseln leicht kulti-
vieren; sie bergen jedoch das Risiko einer permanenten Proliferation, die zu schweren
Hypoglykamien nach der Implantation fihren konnte. Gegenwartig werden Zellverkap-
selungstechnologien entwickelt, die das Wachstum solcher Zellen inhibieren kénnen.
Alternativ kdnnte auch das Zellreservoir extern zuganglich gemacht werden, um bei
Bedarf die Zellmasse zu variieren. Das gegenwaértige Repertoire an Verkapselungspo-
lymeren &3 ohne Zweifel fur die Zukunft Verbesserungen erwarten, die den Einsatz
semipermeabler Membranen fur eine langfristige Insulinersatztherapie méglich machen

sollte.

1.5.2 Insulinproduzierende Surrogatzellen auf der Basis neuroendokriner
Zéellinien

Neuroendokrine Gewebekulturzellen wurden experimentell als Ausgangszellen fur die
Expression des Insulingens etabliert, da sie (1) einen Sekretionsapparat mit entspre-
chender Ausstattung an Prohormon prozessierenden Endoproteasen besitzen, (2) die
Maoglichkeit bieten, humanes Insulin in reiner Form zu exprimieren und (3) keine B-
Zéell-identischen Antigene aufweisen, die eine Autoimmunattacke nach Implantation in
einen diabetischen Patienten provozieren kdnnten. Der Prototyp einer solchen Zellinie
ist die AtT20-Zelle, eine corticotrophe Hypophysenzelle murinen Ursprungs, die unter
anderem ACTH sezerniert. Die Transfektion dieser AtT20-Zellen mit dem humanen
Insulingen resultierte in der Biosynthese, einer Proinsulinprozessierung und Sekretion
reifen humanen Insulins Uber den regulierten sekretorischen Pathway (Moore et al.

1983). Die gentechnisch veradnderten AtT20ins-Zellen waren jedoch nicht in der Lage,
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humanes Insulin bedarfsgerecht auf einen millimolaren Glucosestimulus hin zu sezer-
nieren, da weder der GLUT2-Glucosetransporter noch die Glucokinase als Signalerken-
nungsstrukturen in der erforderlichen Konstellation exprimiert waren (Hughes et al.
1992). Die Uberexpression des GLUT2-Glucosetransporters fiihrte zu einer Glucosere-
sponsivitét, die jedoch mit einer maximalen sekretorischen Antwort bei 50 M Glucose
weit vom physiologischen Glucoseerkennungsbereich der B-Zelle entfernt lag (Hughes
et al. 1992). Der Grund fur die Stimulierbarkeit im subphysiologischen Bereich lag in
der niedrigen Glucokinase/Hexokinase-Ratio, die eine Kopplung der intrazelluléren

millimolaren Glucosekonzentrationen an den M etabolismus verhindert.

Die Implantation von AtT20ins-Zellen, die das humane Insulingen unter Kontrolle des
M etall othioneinpromotors exprimieren, konnte in Méausen die Entwicklung einer Hy-
perglykdmie nach Behandlung mit Streptozotocin verzogern (Stewart et al. 1994).
Interessanterweise entwickelte sich die Hyperglykédmie trotz ausreichender Sekretion
von humanem Insulin und konnte auch durch exogene Insulinzufuhr nicht verhindert
werden. Die Erklérung fir dieses Phanomen lag in erhdhten Glucocorticoidspiegeln, die
Folge einer ACTH-Sekretion aus den corticotrophen AtT20-Zellen waren und eine
Insulinresistenz induzierten (Docherty 1997). Dieses Beispiel belegt, dal3 neuroendo-
krine Zellen nur eingeschrénkt fir die Insulinsubstitution bei diabetischen Patienten
eingesetzt werden kdnnen, solange nicht die Ko-Sekretion der hochaktiven Neuropep-

tide ausgeschaltet wird.

1.6 Insulinproduzierende Gewebekulturzellinie RINmSF

Gazdar et al. gelang es 1980 durch hochdosierte Ganzkorper-Rontgenstrahlung von
NEDH-Ratten (Inbred New England Deaconess Hospital Rats), einen transplantierbaren
Inselzelltumor zu induzieren. Durch serielle Transplantationen in NEDH-Ratten und in
immundefiziente thymuslose Mause wurden die Tumoren aufrechterhalten. Nach Ex-
plantation konnten Tumorzellen in vitro kultiviert und so die kontinuierlichen Gewebe-
kulturzellen RINm und RINr etabliert werden. Die RINm-Zellinie wurde durch
Bhathena et al. (1982) und Oie et al. (1983) subkloniert. Die auf diese Weise gewonne-

nen Klone wurden in drei Gruppen eingeordnet: Insulinsezernierende Zellen, somato-
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statinsezernierende Zellen und solche ohne Hormonsekretion. Der Subklon RINMSF

zeigte eine stabile Insulinsekretion, jedoch keine nennenswerte Somatostati nfrei setzung.

In den folgenden Jahren wurde die RINm5F-Zellinie von zahlreichen Autoren charakte-
risiert (Lenzen & Tiedge 1994; Poitout et al. 1996) und konnte sich als Modell der
pankreatischen B-Zelle fUr zahlreiche Fragestellungen etablieren. Der bedeutendste
Unterschied von RINmM5F-Zellen zur pankreatischen B-Zelle besteht in der fehlenden
physiologischen glucoseinduzierten Insulinsekretion (Halban et al. 1983; Praz et al.
1983). Hauptursache hierfir ist das niedrige Glucokinase/Hexokinase-Verhdtnis, durch
das es nicht moglich ist, millimolare Glucosekonzentrationen an den Metabolismus zu
koppeln (s. Abschnitt 1.2).

1.7 Diediabetogenen Substanzen Alloxan und Streptozotocin

Die diabetogenen Substanzen Alloxan und Streptozotocin sind schon seit langem in der
experimentellen Diabetologie etabliert. Dabel dienen sie nicht nur zur Generierung
diabetischer Tiermodelle, sondern auch zum Studium der molekularen Zellschadigungs-
mechanismen in der pankreatischen B-Zelle, wie sie bei der Manifestation eines Dia-
betes mellitus ablaufen.

1.7.1 B-Zelltoxische Wirkung von Alloxan

Alloxan (2,4,5,6-Tetraoxypyrimidin) ist seit Uber 50 Jahren als diabetogene Substanz
bekannt, die nicht nur spezifisch die B-Zellen des Pankreas zerstért, sondern auch die
glucoseinduzierte Insulinsekretion hemmt (Lenzen & Panten 1988a; Lenzen et al.
1990). Alloxan ist hydrophil und chemisch sehr instabil. Es zerfélt in wéaldriger Losung
bei pH 7,4 und 37 °C mit einer Halbwertszeit von weniger als 2 min (Lenzen & Mun-
day 1991).
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Abb. 1.2: Strukturformel von Alloxan

Als Ursache fir die spezifische B-Zelltoxizitat wird u. a. die selektive Aufnahme durch
die B-Zelle gesehen. Hierfir spricht die sterische Ahnlichkeit des Alloxans zum Gluco-
semolekdl und die Tatsache, dal3 3-O-Methylglucose die glucoseinduzierte Insulinse-
kretion vor der Inhibierung durch Alloxan schiitzt (Tomita et al. 1974; Lenzen & Panten
1988a). Alloxan kann im Kontakt mit zelluldren Systemen frele Sauerstoffradikale
durch Redoxzylen mit z. B. Glutathion generieren (Asayama et al. 1984; Lenzen &
Munday 1991; Munday et al. 1993).

Alloxan ist in der Lage, effektiv proteingebundene Thiole zu oxidieren, was u. a. durch
die selektive Hemmung des SH-Gruppen tragenden Enzyms Glucokinase deutlich wird.
Untersuchungen an zytoplasmatischen Fraktionen der B-Zell-Glucokinase von Ratten
ergaben ECsp-Konzentrationen im Bereich von 5 uM, also um enen Faktor 1000
niedriger as die effektiven Konzentrationen kompetitiv hemmender Zucker (Lenzen et
al. 1987h).

Der Mechanismus der Hemmung der Glucokinase-Enzymaktivitét ist im Detail unklar.
Es gibt jedoch Hinweise, dal3 die Oxidation von SH-Gruppen im Bereich der Glucose-
bindungsstelle durch die reaktive 5-CO-Gruppe des Alloxanmolekiils an der Hemmung
der Enzymaktivitét beteiligt sind, da:

a) die metabolisierbaren Hexosen Glucose und Mannose sowie der kompetitive Inhibi-
tor Mannoheptulose vor der Hemmung durch Alloxan schitzen (Lenzen et al.
1987b),

b) SH-Gruppen-protektive Substanzen wie Dithiothreitol und Glutathion vor der Hem-
mung durch Alloxan schiitzen, eine bereits erfolgte Hemmung reversibel machen und
die Enzymaktivitét wiederherstellen (Lenzen et al. 1987b; Lenzen et al. 1988g;
Lenzen et al. 1988b; Lenzen et al. 1990),
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C) der Ersatz des Cysteinresiduums C219, einer glucokinasespezifischen Aminosaure,
welche in den anderen Hexokinase-Enzymen nicht vorkommt, die Empfindlichkeit
der Leber-Glucokinase des Menschen gegentiber Alloxan stark vermindert (Lenzen
et al. 1995, unverdffentlichte Ergebnisse).

Die Hexokinase der Leber und der B-Zelle des Pankreas zeigt eine 100fach geringere
Empfindlichkeit gegentiber Alloxan und ist somit nicht als spezifischer Angriffspunkt
dieser SH-Gruppen-reaktiven Substanz anzusehen (Lenzen et al. 1990).

1.7.2 B-Zelltoxische Wirkung von Streptozotocin
Streptozotocin (N-[Methylnitrosocarbamoyl]-D-glucosamin) wurde 1956 bei der Suche

nach neuen Antibiotika aus dem Bodenbakterium Streptomyces achromogenes isoliert
(Weiss 1982). Varva et al. konnten 1959 die antimikrobielle Wirkung gegen zahlreiche
Organismen nachweisen. In den Jahren 1960 und 1961 wurde die Antitumorwirkung
des Streptozotocins bei Screenings entdeckt und findet seit 1967 bei der Behandlung
unterschiedlicher Tumoren insbesondere bei Inselzelltumoren Anwendung (White
1963; Weiss 1982). Bei vorklinischen toxikologischen Untersuchungen fiel schon 1962
die diabetogene Wirkung des Streptozotocins bei Ratten und Hunden auf, denen
intravents eine ausreichende Dosis der Substanz verabreicht wurde (Rakieten et al.
1963). Die Versuchstiere entwickelten nach 24 Stunden einen Diabetes mellitus mit den

typischen Symptomen Polydipsie, Polyurie, Glucosurie, Ketonurie und Hyperglykamie.

Steptozotocin ist ein D-Glucopyranosederivat des N-Methyl-N-nitrosoharnstoffs. Die
Substanz ist in waldriger Losung bel neutralem pH instabil und zerfdlt mit einer Halb-

wertszeit von 5-15 min (Weiss 1982).
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Abb. 1.3: Strukturformel von Streptozotocin

Als Zerfalsprodukte werden u. a. reaktive Methylcarboniumionen, die Proteine und
DNA alkylieren konnen, gebildet (Bennett & Pegg 1981; Wilson et al. 1988). Durch die
Alkylierung von Nukleotiden werden zahlreiche Strangbriiche in der DNA gesetzt
(Yamamoto et al. 1981; LeDoux 1986). Dies fiihrt zu einer Uberaktivierung des
Enzyms Poly(ADP-Ribose)-Polymerase und zu einem fir die Zelle kritischen Mangel
an NAD, der im Tod der Zelle enden kann (Wilson et al. 1988). Diese Hypothese
konnte durch Studien an transgenen knockout-Mausen, in denen das Gen fur die
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase deletiert ist, bestatigt werden. Die B-Zellen dieser
transgenen Mause waren vor der Zerstorung durch Streptozotocin geschiitzt, so dal3 die

Tiere keine Hyperglykamie entwickelten (Masutani et al. 1999; Pieper et al. 1999).

Obwonhl die Alkylierungsaktivitdten von DNA durch Streptozotocin und N-methyl-N-
nitrosoharnstoff in Nicht-B-Zellen vergleichbar sind, ist die Toxizitét von Streptozo-
tocin fur B-Zellen um den Faktor zehn hoher als fur Nicht-B-Zellen (LeDoux 1986).
Als Ursache hierfir wird eine selektive Aufnahme durch die B-Zelle diskutiert, die
durch den Glucoserest des Streptozotocinmolekiils erméglicht wird (Ledoux & Wilson
1984; Schnedl et al. 1994). Diese Annahme ist in Ubereinstimmung mit der Beobach-
tung, dal3 nach einer Streptozotocininjektion in Tieren oder Menschen die Substanz in
der Leber, Niere und in den pankreatischen B-Zellen akkumuliert wird - Gewebe, in
denen der GLUT2-Glucosetransporter exprimiert wird (Weiss 1982). In GLUT 2-Uber-
exprimierenden Gewebekulturzellen konnte ebenfalls eine gesteigerte Aufnahme von
Streptozotocin im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen nachgewiesen werden
(Schnedl et al. 1994).

Neben der zytotoxischen Wirkung des Streptozotocins, die auf der Alkylierung von
Biomolekilen beruht, werden auch Zellschadigungsmechanismen diskutiert, an denen
NO-Radikale beteiligt sind. Die NO-Radikale sollen dabei durch den Metabolismus der
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Zellen nach Abspaltung der Nitrosylgruppe des Streptozotocins gebildet werden
(Kroncke et al. 1995). So konnte an unterschiedlichen Geweben gezeigt werden, dal3
Streptozotocin durch das NO aktivierte Enzym Guanylatcyclase stimuliert wird und zu
einer Akkumulation von cGMP fuhrt (Craven & DeRubertis 1977; Vesely & Levey
1977; Turk et al. 1993). Eine Guanylcyclase-Aktivierung war hingegen bei Streptozo-
tocinderivaten ohne Nitrosylgruppen nicht nachzuweisen (Vesely & Levey 1978).
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1.8 Fragestellungen

Durch die Uberexpression des glucosephosphorylierenden Enzyms Glucokinase und des
GLUT2-Glucosetransporters in insulinproduzierenden RINmM5F-Gewebekulturzellen
sollten Fragen aus den Problemkreisen

(1) der Generierung von Surrogatzellen fir die Therapie des insulinpflichtigen Diabetes
mellitus,

(2) der Regulation der Glucokinase-Enzymaktivitéten in insulinproduzierenden Zellen
und

(3) der B-zelltoxischen Wirkung der diabetogenen Substanzen Alloxan und Strepto-
zotocin

beantwortet werden.

Im einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden:
zul)

a) Welchen EinfluR haben die Uberexpression des glucosephosphorylierenden
Enzyms Glucokinase und des GLUT 2-Glucosetransporters auf die glucosei ndu-

zierte Insulinsekretion von RINm5F-Zellen?

b) Konnen gentechnisch veranderte glucoseresponsive Surrogatzellen auf der Basis
der Gewebekulturzellinie RINmSF die Stoffwechsellage eines diabetischen Tie-

res nach Implantation verbessern?

c) Ist eine glucosestimmulierte Insulinsekretion der Surrogatzellen auch in vivo

nachweisbar?

Zu 2)

a) Ist die Glucokinase in Glucokinase-Uberexprimierenden RINmSF-Zellen dhnlich

wie in Hepatozyten an intrazellulére Strukturen gebunden?

b) Kann die Enzymaktivitét der Glucokinase durch eine mdgliche Bindung regu-

liert werden?

c) Welche Eigenschaften besitzt ein glucokinaseregulierender Faktor?
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zu 3)

a) Welche Auswirkungen hat eine Uberexpression des GL UT2-Glucosetransporters

in RINm5F-Zellen auf die Zytotoxizitdt von Alloxan und Streptozotocin?

b) Welchen Einfluf3 haben Alloxan und Streptozotocin auf den Glucosetransport
von GLUT2-Uberexprimierenden RINm5SF-Zellen?

c) Welches sind mogliche zelluldre Zielstrukturen der Alloxan- und Streptozo-

tocintoxizitét in insulinproduzierenden Zellen?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

[y-2P]-dATP

0,24 — 9,5 kb RNA-L éngenstandard

1 kb DNA Ladder

10 kDa Protein Ladder, 10-200 kDa
4-Morpholinpropansulfonsaure (MOPS)
6-Aminohexansdure
6-Aminohexansaure
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
Acrylamid L6sung 40 %

Acrylamid:N,N"-methylenbisacrylamid 37,5:1 40%

Agarose, low melting-Qualitat

Agarose, Standard-DNA-Qualitét

Albumin (Fraktion V)

alkalische Phosphatase

Alloxan

Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Anti-Kaninchen-1gG-Antikdrper, peroxidasemar-
kiert

Bakto-Trypton

Bakto-Y east-Extrakt
BCA-Fertigreagenz

Blotting Papier GB 003 und GB 002
Borsaure

Bromphenolblau

Butanol

Calciumchlorid

cDNA der humanen B-Zell-Glucokinase

cDNA des GLUT2-Glucosetransporters der Ratte

Hartmann, Braunschweig
Gibco, Eggensheim
Gibco, Eggensheim
Gibco, Eggensheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Minchen

Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
GIBCO BRL, Eggensheim
Gibco, Eggensheim
FMC, Rockland, USA
Bio-Rad, Minchen
Miles, Elkhart, USA
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen

Gibco, Eggensheim
Boehringer, Mannheim
Dianova, Hamburg

Gibco, Eggensheim

Gibco, Eggensheim

Pierce, Rockford, USA
Schleicher & Schiill, Dassel
Merck, Darmstadt

Sigma, Minchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Dr. M. A. Permutt, Washington,
USA

Dr. B. Thorens, Lausanne,
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Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R 250
D(+)-Glucose

D(+)-Mannose

Deoxynukl eotidtriphosphat
DIG Lumineszenz Detektions System
Digitonin

D-Mannit

DMSO

dNTP-Mix (20 mM)

DTT

ECL-Chemilumineszenz Detektions System

EDTA

Eisessig

Elektroporationsklvetten, 2 mm Elektrodenabstand

Entwickler LX 24

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll 400

Filterpapiere

Fixierer AL 4

Formal dehyd

Formamid

Fotales Kédberserum (FCS)
Fructose-6-phosphat
Geneticin (G418)

Glicksklee Magermilchpulver
Glucose
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
Glycerol

Glyzin
Guanidiniumthiocyanat (GTC)

Schweiz

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Promega, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Minchen

Serva, Heidelberg
Sigma, Minchen
Promega, Heidelberg
Sigma, Minchen
Amersham, Braunschweig
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Bio-Rad, Minchen
Kodak, Rochester, USA
Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt
Pharmacia, Freiburg
Schleicher& Schuell, Dassel
Kodak, Rochester USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco, Eggensheim
Boehringer, Mannheim
Gibco, Eggensheim
Nestle AG, Frankfurt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen

Gibco, Eggensheim
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
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Harnstoff

Hefe t-RNA

Hefeextrakt

HEPES

Herings-DNA
HOE33342-Farbstoff

Hybond N-Blotting-Membran

Hyper cassette-A utoradiographi e-K assetten

Hyperfilm MP und Hyperfilm 3-max
Hyperfilm 3-max 30x40 cm
Hyperfilm-MP 18x24

Immobilon-P Transfer (PVDF-Membran)

Indin-1*?°

IPTG

| soamylalkohol

| sopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kanamycinsulfat
Kupfersulfat

L (-)-Fructose

Lipofectamin Transfektionsreagenz
LuriaAgar

Lysozym
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Maleinsdure
Mannose-6-phosphat
Menadion

M ercaptoethanol

Gibco, Eggensheim
Boehringer, Mannheim
Gibco, Eggensheim
Sigma, Minchen
Boehringer, Mannheim
Molecular Probes, Eugene, USA
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Millipore, Eschborn

Hoechst Marion Roussdl,
Frankfurt

Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco, Eggensheim
Gibco, Eggensheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Sigma, Minchen
Fluka, Buchs, Schweiz
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Methanol

Methanol

Milchpulver

Mineral ol

MTT

Na-ATP

NADP

NADPH

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natrium-Laurylsarcosin
Natriumthiosulfat
Oligonukleotide (Auftragssynthese)

Oligonukleotide fur Sequenzierzwecke

Orange G

pBluescript SK+-Klonierungsvektor

PCDNA3-Expressionsvektor
Phenol
Phosphoglucose-1somerase
Phosphomannose-I somerase
Plastiklaborartikel

PMSF

Polyethylenglykol 8000
Ponceau S-Konzentrat

PVP

Qia Express Purification Kit
Qiagen Maxi Prep Kit

Baker, Deventer, Niederlande
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Nestle, Frankfurt

Sigma, Minchen

Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Riedel-de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen

Sigma, Minchen
Pharmacia, Freiburg i.Br.
Gibco ,Eggensheim
Sigma, Minchen
Stratagene, Heidelberg
Invitrogen, Leek, Niederlande
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sarstedt, Nurnbrecht
Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
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Qiagen Miniprep Kit

Qiagen PCR Purification Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Restriktionsenzyme
Rinderalbumin (BSA)
RINmM5F-Zellen
RNase/DNase-frei

RNasin Ribonuklease-Inhibitor
RPMI-1640 Medium
Salzsdure

SDS

Select Pepton 140

Sequenase DNA Sequencing Kit, Version 2.0
Serdolit MB-2 Mischbettionenaustauscher

Sofortbildfilm Typ 667
SP6-RNA-Polymerase

Spritzenvorfilter, steril, 0,2 um Porengrofie

Streptomycin/Penicillin
Streptozotocin

Sucrose

Sulfanilamid
T3-RNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T4-Polynukleotidkinase
Tag-Polymerase
TEMED

Tetracyclin

Tris

Triton X-100

Trypsin

Tween 20

Zellkulturgefal3e (steriles Einwegmaterial)

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Boehringer, Mannheim
Serva, Heidelberg
ATTC, Rockville, USA
Boehringer, Mannheim
Promega, Mannheim
Gibco ,Eggensheim
Riedel-de Haen, Seelze
Sigma, Miinchen

Gibco ,Eggensheim
Amersham, Braunschweig
Serva, Heidelberg
Polaroid, Cambridge, USA
Boehringer, Mannheim
Schleicher& Schuell, Dassel
Gibco, Eggensheim
Sigma, Miinchen

Gibco, Eggensheim
Sigma, Minchen
Boehringer, Mannheim
Gibco, Eggensheim
Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Freiburg i.Br.
Gibco, Eggensheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Biochrom, Berlin

Sigma, Miinchen

Nunc, Wiesbaden
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2.2 Subklonierungen von Glucokinase- und GLUT2-cDNA in
eukaryontische Expressionsvektoren

Die cDNA der Pankreas-Isoform der menschlichen Glucokinase wurde freundlicher-

weise von Dr. M. A. Permutt, Washington School of Medicine, St. Louis, zur Verfu-

gung gestellt. Die gesamte Glucokinase-cDNA war in den Klonierungsvektor

pBluescriptSK+ (Stratagene, La Jolla, USA) subkloniert und enhdt auch nicht-kodie-

rende cDNA-Sequenzen am 5’'- und 3'-Ende des L eserahmens.

Die cDNA des GLUT2-Glucosetransporters der Ratte wurde freundlicherweise von Dr.
B. Thorens, Ingtitut fur Pharmakologie und Toxikologie, Lausanne, im Klonierungs-
vektor pPGEM4 zur Verfugung gestellt.

Fur die Expression der Glucokinase und des GLUT 2-Glucosetransporters in eukaryonti-
schen Gewebekulturzellen war die Subklonierung in ein spezielles eukaryontisches
Expressionsplasmid erforderlich. Mit Hilfe der Polymerase-K ettenreaktion (PCR) wur-
den die kodierenden Bereiche und zusétzliche nicht kodierende Basen am 5'-Ende der
cDNAs amplifiziert. Bei der PCR fanden Composite-Primer Anwendung, mit denen
Erkennungssequenzen fir Restriktionsendonucleasen an den Enden des PCR-Fragmen-
tes angebracht wurden. Durch die Wahl von Erkennungssequenzen fir unterschiedliche
Restriktionsenzyme am 5°- und 3'-Ende der PCR-Fragmente war nach einem Restrik-
tionsverdau eine in der Orientierung der cDNA festgelegte Subklonierung in den Ex-

pressionsvektor moglich.

2.2.1 Der eukaryontische Expressionsvektor pcDNA3

Fur den nicht-virdlen Gentransfer sind Plasmide mit speziellen Strukturelementen fir
die Genexpression in Eukaryontenzellen notwendig. Da eine zu exprimierende cDNA
als Abbild der mRNA keine regulatorischen Elemente zur Kontrolle der Genaktivitét
besitzt, mul3 der Expressionsvektor ene in der Wirtszelle wirksame
Promoter/enhancer-DNA-Sequenz zur Verfigung stellen. Die Promoter/enhancer-
Region ist fur die Initiation der Transkription der cDNA erforderlich und dient als
Startpunkt fur die RNA-Polymerase Il. Eine der cDNA folgende Poly-
adenylierungssequenz im Plasmid dient zur Termination der Transkription und zur

Polyadenylierung der synthetisierten mRNA. Ein Resistenzgen eines in Eukaryonten
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wirksamen Antibiotikums kann zur Selektion von stabil-transfizierten Zellklonen
genutzt werden. Welitere Strukturelemente sind eine Multiple cloning site fir eine
einfache Subklonierung einer cDNA, ein prokaryontischer Replikationsursprung zur
Vermehrung des Plasmids in E. coli und ein in Prokaryonten wirksames Resistenzgen
zur Selektion in E. coli.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Plasmidvektor pcDNA3 (Abb. 2.1) enthalt
den Immediate-early promoter/enhancer des humanen Zytomegalievirus, der eine hohe,
konstitutive Genexpression in einer Vielzahl von unterschiedlichen Saugetierzellen

erlaubt.

Stabil transformierte Zellklone kénnen bei mit dem Plasmid pcDNA3 transfizierten
Zellen durch Zugabe des Aminoglycosid-Antibiotikums G418 zum Nahrmedium selek-
tioniert werden. G418 bindet spezifisch an die 80S-Ribosomen in eukaryontischen
Zellen und blockiert damit die Proteinbiosynthese. Das Neomycin-Resistenzgen auf
dem pcDNA3-Vektor codiert fir eine Aminoglycosid-Phosphotransferase, die G418
durch Phosphorylierung deaktiviert.

Abb. 2.1: Strukturelemente des eukaryontischen Expressionsvektors pcDNA3
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Bezeichnung Strukturelement

Funktion

CMV Humane Zytomegalievirus hohe Expression von
immediate-early rekombiniertem Protein in
promoter/enhancer Saugetierzellen

MCS Multiple Cloning Site Einfligen des zu exprimierenden

Gens

T7/SP6 Promotor-Sequenz fur die T7 in vitro Transkription des klonierten
bzw. SP6-RNA-Polymerase Gens

BGH Polyadenylierungssignal des Transkriptionstermination und
Rinderwachstumshormongens Polyadenylierung von mRNA

f1 ori f1 Replikationsursprung Freisetzung von ssDNA

SV40 ori SV40 early promoter und hohe Expression des
Replikationsursprung Neomycinresistenzgens und

episomaler Replikationsursprung in
Zellen, diedas SV40 large T antigen
exprimieren

Neomycin Neomycin-Resistenzgen Selektion von stabilen
(Aminoglycosid- Transfektanden in Sdugetierzellen
Phosphotransferase)

SV40 pA SV 40 Polyadenylierungssignal Transkriptionstermination und

Polyadenylierung von mRNA

ColE1l ColE1 Replikationsursprung Plasmid-Replikation in E. coli

Ampicillin ~ Ampicillin-Resistenzgen Selektion des Plasmids in E. coli

(B-Lactamase)

Tab. 2.1: Strukturelemente despCDNA3 Vektors

2.2.2 PCR-Amplifikation

Der kodierende Bereich und zusétzliche 270 Basen am 5 -Ende der Glucokinase-cDNA

der B-Zelle des Pankreas wurde mit forward und reverse composite Primern amplifi-

ziert, die neben der kodierenden Glucokinase-cDNA-Sequenz am 5'-Ende die Erken-

nungssequenz fur die Restriktionsenzyme EcoRI und Kpnl trugen. Zusétzlich wurden 5

Nukleotide randomisiert angefiigt, um die Effizienz des Restriktionsschnitts zu erhéhen
(White 1993). Die verwendeten Primer sind in Tab. 2.2 aufgefuhrt.
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Primerbezeichnung Oligonukleotidsequenz
GK-FOR TACTCGGATCCATGCTGGACGACAGAGCCAG
GK-REV CGATTGGTACCTCTCACTGGCCCAGCATACA

Tab.2.2: Primer fur PCR-Amplifikation der human Insel-Glucokinase-cDNA

Die unterstrichenen Nukleotide geben den kodierenden Bereich der composite-Primer an.
Die Glucokinase-Sequenzen der Primer wurden nach Takeda et al. (1993) bestimmt.

Die Primer fur die Amplifikation der GLUT2-cDNA wurden nach dem gleichen Prinzip
wie bei der Glucokinase bestimmt. Der Bereich am nicht kodierenden 5'-Ende umfaldt
jedoch 121 Basen vor dem ATG-Startcodon.

Primerbezeichnung Oligonukleotidsequenz
GLUT2-FOR TACTCGGATCCGATGCAAATGCAATAGG
GLUT2-REV CGATTGGTACCAATCGTGAGTTTAGCTG

Tab.2.3: Primer fur PCR-Amplifikation der Ratten-GLUT2-cDNA

Die unterstrichenen Nukleotide geben den kodierenden Bereich der composite-Primer an.
Die GLUT2-cDNA-Sequenzen der Primer wurden nach Thorens et al. (1992) bestimmt.

Die Amplifikation des Glucokinase-cDNA- und des GLUT2-cNDA-Fragments wurde
unter Verwendung der Full-length-Klonierungsvektoren als Template (= Matrize) in
folgendem Reaktionsansatz durchgefhrt:

10 ul 10x Tag-Reaktionspuffer

1ul dNTP-Mix 20 mM

0,5 ul Primer 1 FOR, 100 pmol

0,5 ul Primer 2 REV, 100 pmol

77,7 Wl steriles bidest. Wasser ad 100 pl
0,5ul Tag-Polymerase (2 U/pl)

10 ul Plasmid (pBlueskriptSK-1Gk2. oder
PGEMA4GLUT2 jeweils 10 ng/ul)

10x Tag-Reaktionspuffer: 500 mM KCl, 15 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCI (pH 9)
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Nach Uberschichtung mit 50 pul Mineraldl wurde eine PCR-Amplifikation in einem
programmierbaren Thermoblock (Uno Thermoblock, Biometra) nach folgendem Pro-

gramm durchgefhrt:

94 °C, 4 min initiale Denaturierung
93°C,90s

60 °C, 1 min 15 Zyklen
72°C,90s

72 °C, 5 min Endextension

Die PCR-Produkte wurden in einem 1%igen Agarose-TBE-Gel analysiert, mit einem
PCR Purifikation Kit (Qiagen) Uber eine Silica-Saule aufgereinigt und in 50 ul TE-
Puffer eluiert.

2.2.3 Restriktionsverdau der Glucokinase-cDNA-und GLUT2-Amplifikations-
produkte und des Expressionsvektors pcDNA3 mit den Restriktions-
enzymen EcoRI und Kpnl

Der Restriktionsverdau wurde mit den Enzymen EcoRI und Kpnl im Reaktionspuffer B
durchgefhrt.

Glucokinase- oder GLUT2-cDNA:
12 ul steriles bidest. Wasser ad 30 pl

1l Reaktionspuffer B (Fermentas)
15 pl 2-3 ug GK- oder GLUT2-cDNA-
PCR-Produkt
1pl Restriktionsenzym EcoRI (10 U/ul)
1pl Restriktionsenzym Kpnl (10 U/ul)
pcDNA3-Plasmid:
17 ul steriles bidest. Wasser ad. 30 pl
1pl Reaktionspuffer B (Fermentas)
10 pl PcDNA3-Plasmid-L6sung (1,2 pg/pl)
1l Restriktionsenzym EcoRI (10 U/ul)

1l Restriktionsenzym Kpnl (10 U/ul)
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Die Ansitze wurden fur weitere 2 h bai 37 °C inkubiert.

Der linearisierte pcDNA3-V ektor wurde anschlief?end wie in Abschnitt 2.2.4 beschrie-
ben dephosphoryliert. Die geschnittenen Glucokinase- und GLUT2-PCR-Fragmente
wurden mit dem PCR Purification Kit (Qiagen) Uber eine Silica Saule aufgereinigt und
in 50 pl TE-Puffer eluiert.

2.24 Dephosphorylierung der kohasiven Enden des pcDNA3-Expressionsvektors
Die Dephosphorylierung verhindert eine Religation des Vektors und erhoht die Effi-
zienz der Subklonierung. Durch die Inkubation mit alkalischer Phosphatase (CIAP)
wurden die Phosphatreste an den 5'- und 3'-Enden der Plasmid-DNA abgespalten.

Die Dephosphorylierung wurde in 60 pl Volumen bei 37 °C fur 10 min durchgefihrt.
Anschliefiend wurde der Reaktionsansatz mit dem PCR Purification Kit (Qiagen) Uber
eine Silica-Saule aufgereinigt, da die akalische Phosphatase die Ligationsreaktion
hemmt. Das Eluat wurde auf eine Endkonzentration von 200 ng/ul mit TE-Puffer einge-
stellt.

45 ul Restriktionsansatz aus Abschnitt 2.2.3

6 pl 10x Reaktionspuffer

5ul Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (10 U)
4ul steriles bidest. Wasser

10x Reaktionspuffer: 10 mM ZnCl,, 10 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCI (pH 8,3).

2.25 Ligation der Glucokinase- und GLUT2-cDNA-Fragmentein den pcDNAS-
Expressionsvektor

Die komplementéren kohdsiven Enden der Glucokinase-cDNA und des Plasmids
pcDNAS, die nach dem Restriktionsverdau entstanden sind, wurden in folgendem Re-

aktionsansatz ligiert:
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4ul pPcDNA3-Plasmid-L 6sung aus Abschnitt 2.2.4 (ca. 400 ng)
4ul Glucokinase-cDNA-L dsung aus Abschnitt 2.2.3 (ca. 600 ng)
4ul 5x T4-DNA-Ligase-Puffer

7ul steriles bidest. Wasser ad 20 pl

1l T4-DNA-Ligase (1 Weiss U/pl)

5x T4-DNA-Ligase-Puffer: 250 mM Tris-HCl (pH 7,6), 50 mM MgCl,, 5mM ATP,
5mM DTT, 25 % (w/v) Polyethylenglycol 8000

Der Ansatz wurde 18 h bei 16 °C im programmierbaren Thermoblock inkubiert.

2.2.6 Transformation desLigationsansatzesin E. coli-JM 109-Bakterien durch
Elektroporation

Die effiziente Transformation von E. coli-Bakterien mit Nukleinsduren erfordert eine
Desintegration der Bakterienmembran. Diese kann neben chemischen Verfahren mit
divalenten Kationen auch durch ein starkes elektrisches Feld erreicht werden. Hierzu
sind Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase besonders geeignet, die durch
sequentielle Waschschritte in ein Medium mit geringem elektrischen Leitwert Uberfuhrt
werden. Durch das Anlegen eines starken elektrischen Feldes (5 kV/cm) wird fur 4 und
5 ms die Membran desintegriert, ohne dal3 die Bakterien absterben. Eine Aufnahme von

Fremd-DNA wird somit ermdglicht.

2.2.6.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Mit 4 ml einer dicht bewachsenen Ubernachtkultur E. coli-JM109-Bakterien wurden
400 ml LB-Medium angeimpft. Die Bakterienkultur wurde bis zu einer optischen
Dichte von 0,7 (Kontrolle bei 600 nm im Spektralphotometer) fur 3-4 h bei 37 °C und
220 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde die Kultur 30 min auf Eis gekihlt und die
Bakterien 15 min bei 4 °C und 4.000 g (Beckman Zentrifuge J2-21) pelletiert. Die
Uberstande wurden verworfen und die Bakterienpellets in 400 ml 10%igem (v/v)
Glycerol resuspendiert. Nach nochmaligem Zentrifugieren wurden die Pellets in 200 ml
10%igem (v/v) Glycerol aufgenommen. Es folgte ein weiterer Waschschritt, bestehend
aus Zentrifugation und Resuspension in 10 ml 10%igem (v/v) Glycerol. Nach dem

letzten Waschschritt waren die Bakterien der 400-ml-Kultur in 1 ml 10%igem (v/v)
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Glycerol konzentriert. Diese Suspension elektrokompetenter Bakterien wurde in 60 pl
Aliquots auf Kryogefalie aufgeteilt und bei -70 °C gelagert.

2.2.6.2 Elektroporation

Die bei —70 °C kryokonservierten Suspensionen elektrokompetenter E. coli-JM109-
Bakterien wurden langsam aufgetaut. Je 40 ul der Bakteriensuspensionen wurden in
vorgekuhlte Elektroporationskivetten (Biorad, 0,5 cm Elektrodenabstand) tberfihrt
und mit 1 pl des jewelligen Ligationsansatzes (1/20) durchmischt. Die K ivetten wurden
in den vorgekihlten Kuvettenhalter des Elektroporators Gene Pulser (Biorad, Miinchen)
eingebracht und fur 4,2 und 4,6 ms einer elektrischen Spannung von 2,5 kV bel einer
Kapazitédt von 25 pF ausgesetzt. Anschlief3end wurden die Bakterien in 1 ml SOC-
Medium Uberfuhrt und for 1 h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert.

SOC-Medium (pH 7,0) (Sambrook et al. 1989):

209 Bakto-Tryptone
59 Bakto-Y east-Extrakt
0549 NaCl

Die Substanzen wurden in 950 ml bidest. Wasser gel6st und anschlief3end 10 ml einer
250 mM KCI-Losung dazu gegeben. Nach dem Einstellen des pH auf 7,0 wurde die
Losung durch 30mindtiges Autoklavieren bel 121 °C sterilisiert. Erst kurz vor dem
Gebrauch des Mediums wurde es durch MgCl, (Endkonzentration 5 mM) und Glucose
(Endkonzentration 20 mM) erganzt.

Nach der einstiindigen Inkubation wurden 20, 50 und 100 pl der Bakteriensuspensionen
zur Selektion auf ampicillinhaltigen (50 pg/ml) Agarplatten mit einem sterilen Glas-
spatel ausgestrichen. Nach 12stiindigem Bebriten zeigten sich auf den Agarplatten ca
100 Kolonien, von denen 18 zur Durchfihrung von Plasmidminipréparationen in 2 ml

ampicillinhatigem LB-Medium tberfthrt wurden.
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LB-Medium (pH 7,4):

10g Bakto-Tryptone
59 Bakto-Y east-Extrakt
109 NaCl

gel6st in einem Liter bidest. Wasser.
Das Medium wurde anschlief3end durch Autoklavieren (30 min, 121 °C) sterilisiert.

Die Bakterienklone konnten bei 37 °C und 220 rpm im Schittelinkubator 16 h wachsen.

2.2.7 Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid aus den transformierten Bakterien erfolgte durch alkalische
SDS-Lyse nach Birnbaum & Doyle (1979). 2 ml der Bakteriensuspension wurden in
Eppendorf-Reagiergefal3e pipettiert. 0,5 ml Bakteriensuspension wurden mit 90 pl
Glycerol versetzt und in Kryogefal3en bei -70 °C as Stock eingefroren. Die Bakterien
aus den 1,5ml Suspensionen wurden durch Zentrifugieren bei 12.000g und 4 °C in
5min pelletiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurden die Pellets in jeweils
100 pl eiskalter Losung | (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, RNase A,
pH 8,0) resuspendiert. Danach wurden 200 pl Lésung 11 (0,2 N NaOH, 1 % (w/v) SDS)
hinzugegeben und die Flissigkeiten gemischt. Nach einer Smindtigen Inkubation auf
Eis wurden die Ansdtize mit einer eiskalten 3M Kaliumacetat-L6ésung (Losung I11)
neutralisiert. In der Sminttigen Inkubation auf Eis wurden alle Zellbestandteile bis auf
das Plasmid, das im Uberstand verblieb, gefallt und anschlieffend bei 12.000 g und 4 °C
fur 5 min zentrifugiert. Die klaren Uberstande wurden in frische Eppendorf-Gefalie
Uberfuhrt. Anschlief?end wurden die Plasmide mit 150 pl Isopropanol bei Raum-
temperatur prazipitiert und durch Zentrifugation (12.000 g, 4 °C, 10 min) pelletiert. Die
Uberstande wurden abgesaugt und die Pellets mit 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen.
Die Plasmide wurden bei Raumtemperatur getrocknet und in 50 pl TE-Puffer (10 mM
Tris’HCIl, 1mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert. Um eine ausreichende Reinheit der
Plasmidpraparation fir eine DNA-Sequenzanalyse zu erhalten, wurden die Plasmid-

|6sungen Uber Qia Prep Chromatographie-Saulen aufgereinigt.
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Die Plasmidkonzentrationen wurden photometrisch wie in Abschnitt 2.2.8 beschrieben
bestimmt. Die Ausbeuten bel 2 ml Bakterienkulturvolumen betrugen 3-4 ug Plasmid.
Das 260/280-nm-Extinktionsratio als Mal3 fur den Reinheitsgrad betrug 1,6-1,8.

2.2.8 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelésungen
Die Absorption der 1:1000 verdinnten Nukleinsdurelésungen (DNA und RNA) wurde
photometrisch bei einer Wellenlénge von 260 nm in einer 1 ml Quarzkivette gemessen

(Photometer: Lambda Bio, Perkin Elmer). Die Konzentration wurde mit der Gleichung
C= 0D, d:—l

c: Konzentration (ug/ul)

OD2go: Optische Dichte bei 260 nm

d: Klvettendicke (cm)

k: Extinktionkoeffizient (ug-cm/pl)
bestimmt.

Der Extinktionskoeffizient fir DNA betrégt bel der gewahlten Verdinnung von 1:1000
50 (ug-cm/pl), far RNA 40 (ug-cm/pl).

Durch Messung der Absorption bei 280 nm wurde der Gehalt an verunreinigenden
Proteinen bestimmt. Die 260/280-nm-Extinktionsratios als Mal fur den Reinheitsgrad

lagen bei sauberen Nukleinsaure-Extraktionen zwischen 1,6 und 1,8.

2.2.9 Restriktionsschnittanalyse der Vektoren pcDNA3-GK und pcDNA3-
GLUT2

Zur Uberpriifung der Subklonierung wurden je 1 pg der Plasmide pcDNA3-GK und
pcDNA3-GLUT2 mit den gleichen Restriktionsenzymen EcoRI und Kpnl, die auch fir
die Subklonierung eingesetzt wurden, unter den in Abschnitt 2.2.3 beschriebenen Be-
dingungen verdaut. Zur Analyse des Restriktionsverdaus fand eine elektrophoretische
Auftrennung der Produkte in einem 1%igen Agarose-TBE-Gel statt (Abschnitt 2.2.10).
Positiv waren digenigen Plasmide, die Glucokinase-cDNA bzw GLUT2-cDNA be-
inhalten und bei denen 1,8-kb- bzw. 2,0-kb-DNA-Fragmente zu detektieren waren.
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2.2.10 DNA-Minigelelektrophorese
Zur Grolenauftrennung von DNA-Molekilen wurde die Gelelektrophorese eingesetzt.

250 mg Agarose wurden in 25 ml TBE-Puffer aufgeschmolzen und zur Fluoreszenz-

Anférbung der DNA mit 0,5 pg /ml Agarosel 6sung Ethidiumbromid versetzt.

TBE-Puffer (pH 8,3) (Sambrook et al. 1989):

89 mM TRIS/HCI
89 mM Borsaure
25mM EDTA

Die DNA-L6sungen (0,51 ug DNA) wurden mit 0,2 Volumenanteilen Orange-G-
Puffer gemischt und in die Geltaschen geladen. Als Langenstandard wurde ein Mole-
kulargewichtsmarker (1 kb DNA Ladder) von Gibco aufgetragen.

Orange-GLUT2-Glucosetransporter-Puffer (Sambrook et al. 1989):
50 % (w/v)  Sucrose

1 % (w/v) Natrium-Laurylsarcosine
0,5% (w/v) Orange G

Alle Substanzen wurden in 6x TBE-Puffer gelost. Anschlief3end wurde der Orange-G-

Puffer mit einem Spritzenvorfilter mit 0,2 um Porengrole sterilfiltriert.

Die DNA-Auftrennung erfolgte bei 80 V in der horizontalen Elektrophoresekammer
Horizon 58 von Gibco. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte mit dem UV-Trans-
illuminator (Vetter) bel einer Wellenlange von 254 nm. Zur Dokumentation und Aus-
wertung wurden die Gele mit dem Polaroid MP 4 Instant Camera System (K odak)
fotografiert.

2.2.11 Sequenzanalyse der Plasmide pcDNA3-GK und pcDNA3-GLUT2

Die in der Restriktionsschnittanalyse positiven Plasmide wurden durch eine abgewan-
delte Sequenzierungsmethode nach (Sanger et al. 1977) unter Verwendung des Se-

guenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit von Amersham tberprift.

Bel dieser Methode wird eine in vitro DNA-Synthese durch die T7-DNA-Polymerase

(Sequenase) nach Initiierung durch einen spezifischen komplementéren Sequenzprimer

durchgefiihrt. Wahrend der DNA-Synthese wird *S-dATP oder *P-dATP in den
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neusynthetisierten DNA-Strang eingebaut. Die Termination der DNA-Synthese erfolgt
durch Zusatz spezifischer Didesoxynukleotide, die einen Abbruch der DNA-Kette
bewirken. Die Fragmente werden unter denaturierenden Bedingungen entsprechend
ihrer Lange in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und autoradiographisch sichtbar

gemacht. Die Sequenzierung wurde in folgenden Schritten durchgeftihrt:

Denaturierung: 3 pug Plasmid in 50 pl TE-Puffer wurden mit 5 ul 2 M NaOH mit 2 mM
EDTA fur 30 min bel 37 °C denaturiert. Nach Neutralisation mit 5 pl einer 3M Natri-
umacetat-L 6sung (pH 4,8) wurde die DNA mit 200 pl Ethanol (100%ig) bei -70 °C fir
30 min préazipitiert. Die DNA wurde bel 12.000 g und 4 °C fur 15 min pelletiert, mit
100 pl 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und getrocknet.

Primerhybridisierung: Die denaturierte DNA wurde in 7 ul sterilem bidest. Wasser

aufgenommen, mit 1 pl Primer-Losung (0,8 uM) und 2 pl Sequenase Reaction Buffer

gemischt und fur 30 min bei 37 °C inkubiert.

5x Sequenase Reaction Buffer: 200 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM MgCl,, 250 mM
NaCl

Bezeichnung Sequenz GK-Sequenz
SEQ-T7 TTAATACGACTCACTATAGGG -
SEQ-GK1 GCTGTGCAGATGCTGGACGAC 451 - 470
SEQ-GK2 AGTGGAGCGTGAAGACCAAA 751-771
SEQ-GK3 ATGTGGTGGCAATGGTGAAT 1051 - 1071
SEQ-GK4 TGGGCGAGCTGGTGCGGCTT 1351 - 1371

Tab. 2.4: Sequenzierprimer fur die Glucokinase-cDNA
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Bezeichnung  Sequenz GLUT2-Sequenz
SEQ-T7 TTAATACGACTCACTATAGGG -
SEQ-GLUT2-1 ATCAATGGCACAGACACCCC 301-321
SEQ-GLUT2-2 CTGTACTGTGGGCTAATTTC 601 — 621
SEQ-GLUT2-3 CTCCAGGGTTATGACGAAGT 901 —-921
SEQ-GLUT2-4 GCGGGGCGGCGGACCCTGTT 1201 -1221
SEQ-GLUT2-5 CCTTATCATTTCTGGGCGTT 1501 - 1521
SEQ-GLUT2-6 CTAAATTTGCACCTCGATGC 1801 - 1821

Tab. 2.5: Sequenzierprimer fur die GLUT2-cDNA

Markierung: 2 pl wurden mit 8 pl sterilem bidest. Wasser verdinnt.
5x Labeling Mix: 7,5 uM dGTP, 7,5 uM dCTP, 7,5 uM dTTP

In einem 15,5 pl Ansatz wurden folgende Substanzen zu den 10 pl hybridisierte DNA

hinzugegeben und fir 2 bis 5 min bel Raumtemperatur inkubiert:

1pl 0,1MDTT

2ul verdinnter Labeling Mix

05l  [35S] dATP oder [33P] dATP

2ul verdinnte Sequenase Losung (1 U/ul)

Termination: In 4 Eppendorf-Reagiergefal3en wurden jeweils 2,5 pl der entsprechenden
Termination Mix (ddA, ddG, ddC, ddT Termination Mix) bei 37 °C vorgewarmt und
3,5 ul des Markierungsansatzes hinzu pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min
bei 37 °C wurde die Reaktion durch Hinzugabe von Sop Solution beendet und die
Ansdtze bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

ddG Termination Mix: 80 UM jedes dNTPs; 8 uM ddGTP; 50 mM NaCl
ddA Termination Mix: 80 UM jedes dNTPs; 8 uM ddATP; 50 mM NaCl
ddT Termination Mix: 80 uM jedes dNTPs; 8 uM ddTTP; 50 mM NaCl
ddC Termination Mix: 80 uM jedes dNTPs; 8 uM ddCTP; 50 mM NaCl

2x Sop Solution: 95 % (v/v) Formamid; 20 mM EDTA; 0,05 % (v/v) Bromphenolblau;
0,05 % (v/v) Xylencyanol
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Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese: Die Reaktionsprodukte wurden fur 2 min auf 95 °C

erhitzt und in einem 8%igen denaturierenden Polyacrylamid-Gel in einer vertikalen
Elektrophoresekammer (Modell S2, Gibco) bel einer Spannung von 1600-1800 V

aufgetrennt.
Denaturierendes 8 % Polyacrylamidgel, 100 ml:

10 ml 10x TBE-Puffer
7649 Acrylamid

0,39 Bis-acrylamid

42 9 Harnstoff (7 M)

25 pl TEMED

1ml Ammoniumpersulfat (10 %)

Der Harnstoff wurde durch eine Soak-Losung (10 % (v/v) Essigsaure; 10 % (v/v)
Methanol) in 20 min aus dem Gel herausgel 6st. Das Gel wurde auf Filterpapier (GB0O03,
Schleicher & Schuell, Dassel) Ubertragen und unter Vakuum fir 2 h bei 80 °C getrock-
net.

Autoradiographie. Das getrocknete Gel wurde in einer Rontgenkassette auf einem Auto-

radiographiefilm (Hyperfilm -max, Amersham) fur 14 h bel Raumtemperatur expo-

niert.

2.2.12 Maxipréparation der Plasmide pcDNA3-GK und pcDNA3-GLUT2

Von denen in der Sequenzanalyse positiven Plasmiden wurde eine Plasmidmaxiprapa-
ration durchgeftihrt, um eine ausreichende Menge DNA fir die folgenden Transfektio-
nen von Gewebekulturzellen zu erhalten. Die Isolierung der Plasmide erfolgte aus Uber-
nachtkulturen der transformierten E. coli-Bakterien durch eine akalische Extraktion
nach Birnboim und Doyle (1979), gefolgt von einer Aufreinigung Uber eine lonen-

austauschersaule von Qiagen.

250 ml LB-Medium wurden mit dem Antibiotikum, das dem Resistenzmarker des
Vektors entspricht, versetzt und mit 100 ul des Glycerolstocks der transformierten
E. coli-Bakterien beimpft.
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LB-Medium (pH 7,4):

10g Bakto-Tryptone
59 Bakto-Y east-Extrakt
109 NaCl

gel6st in einem Liter bidest. Wasser.
Das Medium wurde anschlief3end durch Autoklavieren (30 min, 121 °C) sterilisiert.

Die Bakterien wurden im Schittelinkubator bei 37 °C und 220 rpm 12-14 h inkubiert.
Die Bakteriensuspensionen wurden fur 30 min auf Eis gelagert und die Bakterien bei
4.000 g und 4 °C in 15 min pelletiert. Die Bakterienpellets wurden anschlief3end in je
10 ml Puffer P1 (100 pg/ml RNase A, 50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0) resus-
pendiert und durch Zusatz von 10 ml Ldsung P2 (200 mM NaOH, 1 % (w/v) SDS) fir 5
min lysiert. Durch Zugabe von 10 ml der Ldsung P3 (3 M Kaliumacetat, pH 5,5) wurde
die Losung unter vorsichtiger Durchmischung neutralisiert und eine Féllung hochmole-
kularer Proteine und chromosomaler DNA durch eine 20minitige Lagerung auf Eis
erreicht. Das Prazipitat wurde bei 10.000 g und 4 °C 30 min pelletiert und der klare
Uberstand auf eine Qiagen 500 lonenaustauschersaule appliziert, die zuvor mit 10 mi
der Lésung QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15 % (v/v) Ethanol, 0,15 % (v/v) Tri-
ton X-100, pH 7,0) aquilibriert wurde. Nach der Bindung der Plasmide an die Saulen-
matrix wurde diese zweimal mit je 30 ml des Puffers QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS
15 % Ethanol, pH 7,0) gewaschen. Die Elution der Plasmide erfolgte mit 15 ml der
Losung QF (1,25 M NaCl, 50 mM Trig/HCI, 15 % Ethanol, pH 8,5), die zuvor auf 37 °C
vorgewdrmt worden war. Die Plasmide wurden anschlief3end mit 10,5 ml Isopropanol
und durch Zentrifugation bei 10.000g und 4 °C 30 min pelletiert. Das DNA-Pellet
wurde vorsichtig mit 15 ml 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet
und anschlief}end in jewells 400 pul TE-Puffer (10 ml TriHCIl, 1 mM EDTA, pH 8,0)

aufgenommen. Die Lagerung der Plasmide erfolgte bei -20 °C.

Der DNA-Gehalt der Lésungen und ihr Reinheitsgrad wurden photometrisch bestimmt
(s. Abschnitt 2.2.7). Die Ausbeuten aus 250 ml Lésung lagen je nach Replikations-
effizienz des Plasmids zwischen 250 und 700 pg. Die 260/280-nm-Extinktionsratio als
Mal3 fur den Reinheitsgrad betrug 1,6-1,8.
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2.3 Gewebekultur von RINm5F-Zellen
RINmM5F-Zellen wurden als Monolayer-Kultur in 10 mM glucosehaltigem RPM1-1640

Medium, das mit 10 % fotalem Kéberserum supplementiert war, kultiviert. Zur Ver-
hinderung von bakteriellen Kontaminationen wurden zusétzlich Penicillin (10 U/ml)
/Streptomycin (10 pg/ml) dem Medium zugesetzt. Das Medium wurde jeweils nach
72 h erneuert. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C, 5% CO,, 21 % O, und wasser-
dampfgeséttigter Atmosphéare im Gewebekulturschrank. Alle Arbeiten wurden unter
sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank durchgefihrt. Als Kulturgefaiie

wurden sterile Einwegprodukte (Greiner) verwendet.

Fur alle Untersuchungen wurden RINmM5F-Zellen mit einer Passagenanzahl von 89 bis
109 und 19 bis 39 verwendet. Die Zellen wurden zur Erhaltung in 250 cm® Kulturfla-
schen ausgesédt und das Medium wurde jeweils nach 72 h erneuert. Eine Passagierung

der Zellen erfolgte wdchentlich.

2.3.1 Zéellpassagierung
Die Zellen wurden zur Erhaltung in 250 cm® Kulturflaschen gehalten. Eine Passagie-

rung der Zellen erfolgte wochentlich. Hierzu wurde das Kulturmedium abgesaugt und
die Zellen mit PBS Ubersplilt.

Dulbecco’ s Phosphate Buffered Saline (PBS) (pH 7,4):
8,009 NaCl

0,209 KCl
1,449 NaHPO,- H,O
gel6st in 1000 ml bidest. Wasser.
Das Medium wurde anschlief3end durch Autoklavieren (30 min, 121 °C) sterilisiert.

Der Zellrasen wurde danach mit 3ml Trypsin/EDTA-L6sung (0,025 %/0,1 %) Uber-
schichtet und fir 3 min bel 37 °C inkubiert.

EDTA-Stammldsung, 2 % (w/v) (pH 7,4):
4,009 N&EDTA

mit sterilem PBS ad 200 ml.
Die L6sung wurde anschlief3end durch Autoklavieren (30 min, 121 °C) sterilisiert.
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Trypsin-EDTA-LOsung:
10 mi 0,25 % (w/v) Trypsin-Stammldsung
5ml 2 % (w/v) EDTA-Stamml6sung
85 ml PBS
10 ml 0,25 % (w/v) Trypsin-Stammldsung
mit sterilem PBS ad 200 m.

Endkonzentrationen: 0,025 % (w/v) Trypsin; 0,1 % (w/v) EDTA

Das Abldsen der Zellen wurde durch leichtes Klopfen unterstiitzt. Das Trypsin wurde
anschliefiend mit 5ml FCS-haltigem RPMI-1640 Medium inaktiviert. Die Zellsus-
pension wurde in ein steriles 15 ml Schraubdeckelréhrchen Gberfiihrt, in dem die Zellen
durch 5 min Zentrifugation bei 1.000 g pelletiert wurden. Der Uberstand wurde abge-
saugt und das Zellpellet in RPMI1-1640 Medium resuspendiert. Die Zellen wurden fur
die Aussaat wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben gezahlt. Fir die Erhaltungskultur wur-
den 10° Zellen/250 cm® Flasche ausgesét. Firr die Versuchsreihen in unterschiedlich
grofen Zellkulturgefallen wurde die Anzahl der auszuséenden Zellen entsprechend
angepalit.

2.3.2 Bestimmung der Zellzahl mittels Hamocytometer

Die Anzahl der Zellen bzw. deren Konzentration in einer Suspension wurde mit Hilfe
eines Hamocytometers (Neubauer-Zahlkammer) bestimmt. Dabei werden die Zellen
unter dem Mikroskop in einem definierten Volumen gezahlt. Auf der Neubauer-Z&hl-
kammer sind 16 Quadrate. Jedes Quadrat hat eine Flache von 1 mm?; dies ergibt bei
einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 pl. Die Multiplikation des Mittelwerts mit
10* ergibt die Zellkonzentration pro Milliliter. Die Gesamtzellzahl ergibt sich nun aus
dem Volumen der Zellsuspension multipliziert mit der Zellzahl pro Milliliter (Lindl &
Bauer 1994).

2.3.3 Kryokonservierung und Auftauen von eingefrorenen RINm5F-Zellen
Die Zellen wurden in einer Gewebekulturflasche bis zur Konfluenz kultiviert (ca
1,5010° Zellen / 250 cm®) und wie in Abschnitt 2.3.1 bei der Passagierung beschrieben

gewaschen, abgelost und zentrifugiert. Die Resuspendierung erfolgte im Anschluld
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jedoch in vorgekuhltem RPMI-1640 Medium, dem 30 % (v/v) FCS und 10 % (v/v)
DMSO zugesetzt wurden. Anschlief3end wurden je 1 ml der Zellsuspension in Kryo-
rohrchen aliquotiert. Die Zellen wurden zunéchst zwei Stunden bel -20 °C gelagert, um
dann bei -70 °C eingefroren zu werden. Nach 16 Stunden wurden Zellen in einen Be-

halter mit flussigem Stickstoff (-196 °C) fur die Langzeitlagerung Uberfuhrt.

Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen aus dem flUssigen Stickstoff entnommen und
im vorgewarmten Wasserbad (37 °C) innerhalb einer Minute aufgetaut. Die Zellsuspen-
sion wurde in ein 15-ml-Schraubdeckelrohrchen tberfuhrt und mit 10 ml RPMI-1640
Medium aufgefillt. Nach anschlief3ender Zentrifugation (5 min bei 1.000 g) wurde der
DM SO-haltige Uberstand abgesaugt, das Zellpellet durch Zugabe von frischem Medium
vorsichtig resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Gberfihrt. Nach 24 h wurde das
Medium gewechselt. Bei transfizierten Zellinien wurde al's Antibiotikum dem Medium
(G418 zugesetzt.

2.4 Stabile Transfektion von RINmM5F-Zellen

Fur die stabile Transfektion von RINm5F-Gewebekulturzellen mit den eukaryontischen
Expressionsvektoren pcDNA3-GK und pcDNA3-GLUT2 war es erforderlich, diese
Plasmide zunéchst zu linearisieren, um eine Integration in das Zellgenom zu ermog-
lichen. Nach dem liposomalen Gentransfer wurden durch Zugabe von G418 zum Kul-
turmedium stabile Zellklone selektioniert. Einige Zellklone wurden vermehrt und in
Dauerkultur genommen, um die Genexpression von Glucokinase bzw. GLUT2-Gluco-

setransporter durch Northern-Blot- und Wester n-Blot-Analysen nachzuwei sen.

24.1 Linearisierungder Expressionsvektoren

Die in der Maxipraparation isolierten Plasmide pcDNA3-GK und pcDNA3-GLUT?2
(Abschnitt 2.2.12) wurden durch den Verdau mit dem Restriktionsenzym Scal lineari-
siert. Hierbei wurde ein Enzym gewdhlt, das die Plasmid-DNA innerhalb des Ampi-
cillinresistenzgens schneidet. Die Ampicillinresistenz wird bei der Genexpression in
Eukaryontenzellen nicht bendtigt, sondern dient der Selektionierung von transformier-

ten Bakterien.
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steriles bidest. Wasser ad 50 pl

5ul 10x Puffer B
20 ug Plasmid
2 ul Restriktionsenzym Sacl (10 U/ul)

10x Puffer B: 110 mM TrigHCI, 5mM MgCl,, 100mM NaCl, 1 mM 2-Mercapto-
ethanol, pH 7,9

Die Reaktion wurde bel 37 °C fur 2 h im Thermoblock durchgeftihrt.

Der linearisierte Vektor wurde mit QIAquick PCR Purification Saulen aufgereinigt und

in 20 pl sterilem bidest. Wasser eluiert.

2.4.2 Liposomale Transfektion

Fir den Transfer der Expressionsvektoren pcDNA3, pcDNA3-GK und pcDNA3-
GLUTZ2 in RINm5F-Zellen wurde Lipofectamine (Gibco) eingesetzt. Lipofectamine ist
ein Gemisch aus einem polykationischen und einem neutralen Lipid, das nach Ultra-
schallbehandlung in wassriger Ldsung positiv geladene Liposomen bildet. Die negativ
geladene DNA wird sehr effektiv durch die Liposomen gebunden. Die Liposomen-
Nukleinsdure-K omplexe adsorbieren an den Zelloberfléchen, fusionieren mit der Zell-
membran und transferieren so die DNA in die Zelle. Im Gegensatz zu anderen
Transfektionsverfahren wie Calciumphosphatprazipitation, Polykationen oder Elektro-
poration ist Lipofectamine 5- bis 100fach effektiver bel verminderter Zelltoxizitét.

Fir die Transfektion wurden 10° Zellen auf einer 6-cm-Zellkulturschale fiir 24 h kulti-
viert. FUr die Losung A wurden 2 pg Vektor-DNA in 100 pl serumfreien RPM1-1640
Medium gelost. Lésung B bestand aus 12 pl ad 100 pl serumfreien RPMI-1640 Me-
dium. Beide Ldsungen wurden durch vortexen miteinander gemischt und fir 30 min bei
RT inkubiert, damit sich die Liposomen-Nukei nsdure-K omplexe ausbilden konnten. Die
200 pl Losung wurden gleichmaliig auf den Zellrasen pipettiert und mit serumfreien
Medium auf 1,2 ml aufgefllt. Nach einer 6stiindigen Kultivierung der Zellen unter
Standardzel lkulturbedingungen wurde das Lipofectamin-haltige Medium abgesaugt und
die Zellen mit FCS-haltigem RPM1-1640 Medium kultiviert.
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Die Transfektion des pcDNA3-Vektors ohne cDNA-Insert (Mock-Transfektion) diente
dazu, den Einflu® der Transfektion und der Expression des Neomycinresistenzgens auf

die Zelle zu Uberprifen.

Als Negativkontrolle der Transfektion wurden Zellen nur mit Lipofectamine-haltigem
Medium (ohne DNA) wie oben beschrieben eingesetzt.

Vor der Transfektion wurden die Zellen mit serumfreiem Medium gewaschen und

anschlief3end mit 1,2 ml serumfreiem Medium Uberschichtet.

2.4.3 Sdektion G418-resistenter RINmM5F-Zellklone

48h nach der Transfektion wurde dem RPMI-1640 Zdlkulturmedium G418
(250 pg/ml) zur Selektion von transfizierten Zellklonen zugesetzt.

G418-Stamml 6sung:
500mg G418

mit sterilem PBS Puffer ad 20 ml
Lagerung bel 4 °C

Die L6sung wurde mit einem Spritzenvorfilter (Porengrof3e 0,2 um) sterilfiltriert.

Waéhrend des Selektionszeitraums von 2 bis 6 Wochen wurde das G418-haltige Medium
ale drel Tage gewechselt. Als Negativkontrolle der Selektion wurden Zellen nur mit
Lipofectamine-haltigem Medium (ohne DNA) beschrieben inkubiert. Nur wenn diese
Zellen durch den Antibiotikumzusatz abgestorben waren, wurden die sich aushildenden
Zellkolonien bel den Vektor-transfizierten Zellen auf 24-well-Zellkulturgeféi3en ver-
einzelt und fur weitere Untersuchungen verwendet. Danach wurden die Zellklone wei-
terhin mit Antibiotikumzusatz kultiviert, um stabile Genexpression von Glucokinase

bzw. GLUT2-Glucosetransporter zu gewahrleisten.

2.5 Northern-Blot-Analyse

Die Northern-Blot-Analyse als Methode zur Uberpriifung der Expression eines Gens
auf mMRNA-Ebene umfaldt die Auftrennung der RNA-Proben in einem denaturierenden
Agarosegel, den Transfer auf eine Nylonmembran sowie die Hybridisierung mit spezi-

fischen Gensonden.
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251 RNA-Isolierung
Die Isolierung der RNA erfolgte nach der sauren Guanidiniumthiocyanat-Phenol-
Chloroform-Extraktion (Chomczynski & Sacchi 1987). Fir die RNA-Isolierung aus

RINmM5F-Zellen wurden die konfluent auf einer 9-cm-Kulturschale gewachsenen Zellen
(ca. 1,5M10") mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden durch Zugabe von 3 ml GTC-
Losung lysiert und das Lysat in ein steriles 13 ml Polypropylen Zentrifugenrohrchen

uberfuhrt.

GTC-Lo6sung:
4 M Guanidiniumthiocyanat
25 mM Natriumcitrat-Ldsung (pH 7,0)
01M B-Mercaptoethanol

0,5% (v/iv) Natrium-Laurylsarcosin

gel6st in einem Liter bidest. Wasser.
Die Losung wurde durch Spitzenvorfilter (Schleicher & Schuell, Porengrofée 0,2 um)
filtriert und bel RT gelagert.

Das Homogenat wurde nach Ansduern mit 0,1Vol. 2M Natriumacetat (pH 4) mit
1Vol. wassergesattigtem Phenol und 0,2 Vol. Chloroform/lsoamylalkohol (v/v; 49:1)

gemischt und fir 15 min auf Eisinkubiert.

Wassergeséttigtes Phenol :

Phenol wurde im Originalgefald bel 60 °C im Wasserbad
geschmolzen. Steriles bidest. Wasser wurde bis zur
Séattigung der Phenol phase zugegeben. Das wassergeséttigte
Phenol wurde bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert.

Die Suspension wurde anschlief3end fir 20 min bei 10.000 g und 4 °C zentrifugiert, die
RNA in der wél¥igen Phase in ein frisches Zentrifugenrohrchen tberfuhrt und mit
1 Vol. Isopropanol fur 24 h bei -20 °C prézipitiert. Die prazipitierte RNA wurde durch
Zentrifugation (Beckman Zentrifuge J2-21, Rotor JA-20) bei 10.000 g (4 °C) fur 20 min
pellettiert. FUr einen weiteren Préazipitationsschritt wurde das RNA-Pellet in 0,5Voal.
GTC-L0Osung gelost und mit einem gleichem Volumenanteil 1sopropanol versetzt. Das
nach dreistiindiger Prazipitation bei -20 °C und anschlief3ender Zentrifugation gewon-
nene RNA-Pellet wurde zweimal mit 250 ul Ethanol Uberspilt und nach 10mindtigem

Lufttrocknen in sterilem bidest. Wasser gelOst. Zur spektrometrischen Konzentrations-
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bestimmung (s. Abschnitt 2.2.8) wurde ein Aliquot 1:1000 mit sterilem bidest. Wasser
verdinnt, wahrend der Rest bis zum Gebrauch bei -70 °C gelagert wurde.

25.2 Gelelektrophorese zur Auftrennung der RNA

Zur Auftrennung der Gesamt-RNA wurden denaturierende 1%ige (w/v) MOPS-
Agarosegele unter Zusatz von 5 % Formaldehyd hergestellt.

MOPS Puffer (pH 7,0):

20 mM MOPS
5mM Natriumacetat
1mM EDTA

Die Auftrennung der RNA erfolgte mit MOPS-Laufpuffer in einer horizontalen Elektro-
phoresekammer (Horizon 11-4, Gibco) bei einer konstanten Spannung von 100 V. Die
elektrophoretische Trennung wurde beendet, als die Bromphenolblau-Lauffront das
Gelende erreicht hatte (ca. 3 h). Fur die Analyse der Genexpression wurden 10 pg RNA
pro Bahn geladen. Die jeweiligen RNA Mengen wurden vor dem Auftragen mit 1 Vol.
Loading Puffer vermischt und 15 min bei 65 °C denaturiert.

Loading Puffer:

52 % (v/v)  deionisiertes Formamid

17 % (viv)  37%iges Formaldehyd

10% (viv)  10x MOPS-Puffer pH 7,0

7 % (VIv) steriles bidest. Wasser

7 % (VIV) Glycerol

6 % (V/v) 10%ige wal¥rige Bromphenol blau-L 6sung
1% (viv) Ethidiumbromidl6sung (1 mg/ml)

Die Detektion der 18-S- und 28-S-Banden erfolgte unter UV-Illumination auf einem
Transilluminator (Vetter) bel einer Wellenlange von 254 nm. Von den Agarosegelen
wurde zur Dokumentation und spateren Auswertung eine Polaroid-Fotographie
(Polaroid MP 4+Instant Kamera System) angefertigt.



MATERIALIEN UND METHODEN 48

253 Herstellung DIG markierter Antisense-RNA-Sequenzen

Die Markierung der Antisense-RNA Gensonden erfolgte durch 11-DIG-UTP nach
Melton et al. (1984). Dabel wird in einer in vitro Transkription von einer an
Phagenpromotoren initiierten RNA-Polymerase digoxigeninmarkiertes Uridintriphos-
phat (DIG-UTP) in die neu synthetisierte Antisense-RNA eingebaut. Vier bis flnf
Prozent aller eingebauten Nukleotide des RNA-Stranges bestehen aus DIG-UTP. Die
Detektion der markierten Sonden erfolgte durch ein nicht-radioaktives DIG-
L umineszenz-Nukleinsaure-Detektions-System von Boehringer Mannheim. Dabel wird
ein gegen das Hapten-Digoxigenin gerichteter Antikorper (Anti-DIG-Antikorper)
verwendet, der gleichzeitig mit dem Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Bei
der Dephosphorylierung des Chemilumineszenzsubstrates Lumigen CSPD durch die
alkalische Phosphatase in einem alkalischen Milieu wird instabiler Singulett-Sauerstoff
gebildet. Wahrend des Zefalls entsteht Licht, das durch Rontgenfilmexposition

detektiert werden kann.

Die Markierung der Antisense-RNA mit Hilfe des DIG-Detektions-Systems zeigt

gegentiber anderen Systemen folgende Vorteile:

Gegenuber der radioaktiven Markierung hat die DIG-Markierung den Vorteil der
langeren Lagerung einmal markierter Nukleotidstrange ohne den Verlust der
Detektierbarkeit. Die Sensitivitatsgrenze dieser Markierungsmethode liegt bei 0,03 pg
homologer DNA und 0,5 pg homologer RNA. Sie liegt damit im gleichen Sensitivitéts-
bereich wie radioaktive Verfahren, vermeidet jedoch den Einsatz radioaktiver Nuklide.

Fur die Synthese von spezifischen Digoxigenin (DIG) markierten cRNA-Gensonden
wurden die Plasmide pcDNA3-GK und pcDNA3-GLUT2 as Matrizen fur die SP6-
RNA-Polymerase eingesetzt. Die Vektoren besitzen am 3'-Ende der Multiple cloning
sites die Promotorsequenz fur die SP6-RNA-Polymerase, so dal3 die in vitro RNA-
Synthese von GK-cRNA bzw. GLUT2-cRNA ermoglicht wurde.

25.3.1 Plasmid-Linearisierung
Fur die Herstellung von spezifischen cRNA-Gensonden fur die Northern-Blot-Hybri-
disierung mussen die Plasmide durch geeignete Restriktionsenzyme linearisiert werden.

Als Schnittstellen wurden Sequenzen in der Multiple cloning site der Plasmide gewahlt,
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so dal3 ein Transkriptionsabbruch am 3'-terminalen Ende der cRNA gewdhrleistet war,

um eine Transkription nicht-codierender Plasmidsequenzen zu vermeiden.

steriles bidest. Wasser ad 50 pl

5ul 10x Puffer EcoRI
20 ug Plasmid
2 ul Restriktionsenzym EcoRI (10 U/ul)

Inkubation bei 37 °C fur 2 h

10x Puffer EcoRI: 110 mM Tris/HCI, 5 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM 2-Mercapto-
ethanol, pH 7,9

Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 95 °C (5 min) abgestoppt und das Reaktions-
gemisch auf Eis gelagert. Die Effizienz des Restriktionsverdaus wurde durch elektro-
phoretische Auftrennung in einem 1%igen (w/v) TBE Agarosegel (Abschnitt 2.2.10)
kontrolliert.

2.5.3.2 Invitro RNA-Transkription

Folgende Substanzen wurden in ein steriles Eppendorf-Reagiergeféld pipettiert. Die
Transkription wurde durch Zusatz von SP6-RNA-Polymerase initiiert.

steriles bidest. Wasser ad 20 pl

2ul 10x Transkriptions-Puffer

je2ul ATP, CTP, GTP (jeweils 10 mM)

2ul UTP (6,5 mmol/l)-DIG-UTP (3,5 mM)-Ldsung

0,5ul Ribonuclease-Inhibitor RNasin (20 U/ul)

1ug linearisiertes Plasmid pcDNA3-GK oder
pcDNA3-GLUT2

2ul SP6-RNA-Polymerase (20 U/ul)

Inkubation bei 37 °C fur 2 h

10x Transkriptonspuffer: 110 mM Trig/HCI, 5mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM 2-
Mercaptoethanol, pH 7,9
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Der Reaktionsansatz wurde 2 h bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 2 ul DNasel
(RNase frei, 10 U/ul) wurde die Plasmid-DNA verdaut (15 min bei 37 °C). Die RNA

wurde durch Ethanolféllung aufgereinigt.
Ethanolfallung

0,1Vol. sterilesbidest. Wasser ad 20 pl
2,5Vol. Ethanol
4l Hefe t-RNA

Nach grindlicher Durchmischung wurde die cRNA in 16 h bei -20 °C geféllt und durch
Zentrifugation bei 10.000 g und 4 °C in 30 min pelletiert. Die Hefe t-RNA diente dabei
als Féllungshilfe. Das Pellet wurde vorsichtig mit 200 ul Ethanol gewaschen und bei
RT luftgetrocknet. Die in 20 pl sterilem bidest. Wasser aufgenommenen Gensonden
wurden durch Auftrennung eines 1pul Aliquots in einem 1%igen (w/v) MOPS-
Agarosegel analysiert. Die Vollstandigkeit der Synthese konnte mit Hilfe eines mit-
laufenden RNA-Langenstards (Gibco) Uberpruft werden.

2.5.4 Northern-Blot-Transfer

Zum Transfer der im Agarosegel aufgetrennten Gesamt-RNA auf eine Nylonmembran
wurde das Vakuumblottingsystem VacuGene XL von Pharmacia verwendet. Die
amphotere Hybond N Membran (Amersham) wurde auf die Grole des Gels zuge-
schnitten und in die Blottingapparatur eingelegt. Das Agarosegel wurde luftblasenfrel
aufgelegt. Durch Anschlufd an eine Vakuumpumpe wurde ein Unterdruck von ca. 40 bis
50 mbar erzeugt. Das Agarosegel wurde wahrend des einstiindigen gesamten blottings
mit 20x SSC-Puffer tberschichtet.

20x SSC Puffer (pH 7,0):

3M NaCl
0,3M Natriumcitrat

Der Puffer wurde anschlief3end durch Autoklavieren (30 min, 121 °C) sterilisiert.

Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran mit 2x SSC gewaschen, um

Agarosereste zu entfernen. Die auf der Membran adsorbierte RNA wurde durch
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Bestrahlen mit UV Licht (30 s) der Wellenlange 254 nm auf der Membranoberflache
fixiert. Dabei gehen die RNA-Molekile eine kovaente chemische Bindung mit der

Nylonmembran ein.

2.5.5 Northern-Blot-Hybridisierung
Bel der Hybridiserung wurden mit Hilfe der DIG-markierten Antisense-RNA-Gen-
sonden die spezifischen MRNASs der Glucokinase und der GLUT2-Glucosetransporters

quantitativ nachgewiesen.

2551 Prahybridisierung

Die Membran wurde in einem Folienschlauch nach Zugabe von vorgewarmter Pr&
hybridisierungslosung luftblasenfrei mit einem Haushaltsfolien-Schweil3gerét einge-
schweildt. Die Préhybridisierung erfolgte bei 68 °C im Schiittelwasserbad (GFL Wasser-
bad 1083) fir 2 h.

20x SSPE-Losung (pH 7,4):

02M NaH>PO4- H0O
4M NaCl
0,02 M EDTA

Der Puffer wurde anschlief3end durch Autoklavieren (30 min, 121 °C) sterilisiert.

100x Denhardt-L 6sung:
2 % (w/v) Ficoll 400
2 % (w/v) PVP
2 % (w/v) BSA

Alle Substanzen wurden in sterilem bidest. Wasser gelost und mit einem Spritzen-

vorfilter (Porengrofe 0,2 um) sterilfiltriert.



MATERIALIEN UND METHODEN 52

Prahybridisierungsl dsung:
25% (v/v)  20x SSPE-LoOsung
50% (v/v)  deionisiertes Formamid
10% (v/v)  100x Dehnhardt-Ldsung
5% (viv) 20%ige Natrium-Laurylsarcosin-Ldsung
10% (v/v)  steriles bidest. Wasser

250 pl Herings-DNA (10 pg/ul), die zuvor 10 min bei
95 °C denaturiert wurde

Delonisiertes Formamid:

500 ml Formamid wurden tber Nacht mit 50 g Mischbett-
ionenaustauscher (Serdolit MB 2, Serva) deionisiert, bisein
pH < 4 erreicht wurde.

2.55.2 Hybridisierung

Nach der Préahybridisierung wurde zu der Préhybridisierungslosung die Gensonde in
einer Endkonzentration von 150 ng/ml hinzupipettiert. Die Hybridisierungsdauer betrug
12 h bei 68 °C.

2.55.3 Waschschritte

Durch die an die Hybridisierung angeschlossenen Waschschritte wurde Uberschiissige
Gensonde bzw. unspezifisch gebundene Gensonde heruntergewaschen. Fur eine fehler-
freile Detektion und zum Ausschlufd von unspezifischen Fehlhybridisierungen war ein
stringenter Waschvorgang unbedingt erforderlich. Die von der Hybridisierungsl 6sung
abgetropfte Membran wurde zweimal 15min in Waschpuffer 1 und anschlief3end

30 min in Waschpuffer 2 gewaschen.
Waschpuffer 1:

10% (viv)  20x SSPE-L6sung
0,5% (viv) 20%ige Natrium-Laurylsarcosin-Ldsung
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Waschpuffer 2:

0,5% (viv)  20x SSPE-L6sung

0,5% (viv) 20%ige Natrium-Laurylsarcosin-Ldsung

Die Membranen befanden sich bei den Waschschritten mit der Oberflache nach unten
zeigend in Plastikgefal3en, die im temperierten Schittelwasserbad standen. Die
Temperatur betrug 68 °C.

255.4 Detektion

DIG-markierte RNA-Hybride wurden in einem spezifischen Immunoassay unter
Verwendung eines an akalische Phosphatase gekoppelten Anti-DIG-Antikorpers
detektiert und durch das Chemilumineszenzsubstrat CSPD auf einem Autoradio-
graphiefilm sichtbar gemacht. Alle folgenden Schritte wurden bei RT durchgefihrt.
Nach dem Waschen erfolgte eine Aquilibrierung der Membran in Puffer 3, bevor sie fiir

30 min zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen in Puffer 2 inkubiert wurde.
Puffer 1 (pH 7,5):

100 mM Maleinsaure
150 mM NaCl

Puffer 2:
10% (v/v)  Blocking-Reagenz
in Puffer 1 gel6st

Puffer 3:
0,3% (v/iv) Tween 20

in Puffer 1 gel6st

Der mit alkalischer Phosphatase gekoppelte Anti-DIG-Antikdrper wurde in einer
Konzentration von 0,075 U/ml mit Puffer 2 verdinnt. Die blockierte Membran wurde
far 30 min in der Antikorperlosung inkubiert. Anschlief3end wurde die Membran
zweimal fir je 20 min in Puffer 3 gewaschen und danach kurz mit Puffer 4 &quilibriert
und fir 5min mit 1 ml 1:100 in Puffer 4 verdinnter CSPD-L6sung im Dunkeln

inkubiert.
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Puffer 4 (pH 7,4):

100 mM TrisHCI

100 mM NaCl

50 mM MgCl,

in sterilem bidest. Wasser gel 0st

Die feuchte Membran wurde in Frischhaltefolie eingeschweil3t und fir 15 min bei 37 °C
inkubiert. Anschlieffend wurde die Membran in einer Filmkassette (Cronex 18x24)
einem Autoradiografiefilm (Hyperfilm MP, Amersham) fir 20 bis 180 min exponiert.
Die Expositionszeiten wurden dabei so gewahlt, dai keine Uberexpositionen auftraten.
Die Filme wurden mit den Standardentwicklern (LX 24, Kodak) und Fixierer (AL 4,
Kodak) entwickelt.

2.6 Western-Blot-Analyse

2.6.1 Herstellungvon Zellextrakten

Fur die Western-Blot-Analysen wurden 15 Mio. RINm5F-Zellen abtrypsiniert, mit
Homogenisationspuffer gewaschen und in 250 I Homogenisationspuffer auf-
genommen. Durch dreimalige Ultraschallbehandlung von jewells 20 s bei 0 °C wurden

die Zellen lysiert.

Parallel wurden 1 g Rattenleber in 3ml Homogenisationsmedium in einem Potter-
Elvehjem-Homogenisator mit Teflonpistill (Kontes) homogenisiert und ebenfalls
dreimal fur 20 s mit Ultraschall behandelt.

Die Homogenate wurden fir 10 min bei 4°C und 1.000 g zentrifugiert, um grobe
Zellbestandteile abzutrennen (Zentrifuge: Eppendorf 5402). Der Proteingehalt der
Uberstande wurde mittels BCA-Assay bestimmt.
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Homogeni sationsmedium (pH 7,4):

70 mM Sucrose
210mM  D-Mannit
1 mM EGTA
20mM HEPES

2.6.2 Isolierungvon mikrosomalen Membranfraktionen

Fur die Western-Blot-Analyse des in der Zellmembran lokaliserten GLUT2-Proteins
war die Isolierung von Mikrosomenfraktionen aus RINmM5F-Zellen und Rattenleber-
Homogenaten notwendig. 10-20 Mio. RINm5F-Zellen wurden nach dem Abtrypsinieren

in 3,5 ml Puffer A aufgenommen.
Puffer A (pH 7,4):

20 mM KH2PO4
80 mM NapHPO,

01M KCl
1mM PMSF
01mM DTT

1mM EDTA

1g Rattenleber wurde in 3,5ml Puffer A mit Hilfe des Ultraturrax (IKA T25)
homogenisiert. Sowohl die Leber- as auch die RINm5SF-Zellen wurden durch zweimal
1 min Ultraschallbehandlung bel 0 °C lysiert. Durch eine Zentrifugation bel 10.000 g
und 4 °C fir 20 min wurden grobe Zellbestandteile pelletiert. Die Uberstande wurden
einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 100.000 g bel 4 °C fur 1 h (Ultrazentrifuge:
Kontron) unterzogen. Anschlieffend wurden die pelletierten Membranfraktionen in
3,5ml Puffer B durch Ultraschallbehandlung resuspendiert und erneut bei 100.000 g
und 4 °C fir 1 h zentrifugiert.
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Puffer B (pH 7,4):

20 mM KH,PO,4
80 mM NapHPO4
1 mM PMSF
01mM DTT

1 mM EDTA

Die Pellets wurden in 50-100 ul Puffer C aufgenommen.
Puffer C (pH 7,4):

20mM KH,PO,
80 mM NaxHPO,
1mM EDTA
20 % (v/iv) Glycerol

Der Proteingehalt der mikrosomalen Membranfraktionen wurde mit dem BCA-Assay
bestimmt.

2.6.3 Bestimmung des Proteingehaltes mittels BCA-Assay
Beim BCA-Assay werden Cu®*-lonen in alkalischer Lésung durch Protein quantitativ

zu Cu'-lonen reduziert (Biuret Reaktion). Die Konzentration der entstehenden Cu’-
lonen kann nach Komplexierung mit Bichincholindicarbonsdure photometrisch bei
einer Wellenlange von 562 nm bestimmt werden. Als Standards wurden BSA-L 6sungen

mit folgenden Konzentrationen verwendet:

0, 100, 500, 750, 1000, 1500 und 2000 pg BSA/mI in 0,9%iger NaCl-L 6sung.
20 pl der jeweiligen BSA-L6sung wurden mit 200 pl des BCA-Farbereagenz versetzt.
BCA-Farbereagenz:

50 Vol. BCA-Fertigreagenz (Pierce)
1Vol. 4%ige (w/w) CuSO,-L 6sung

Von Zellextrakten und Membranfraktionen wurden 1-5 pl zu 200 ul BCA-Farbreagenz,
die in den Kavitdten einer Mikrotiterplatte vorgelegt waren, pipettiert. Nach
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30mindtiger Inkubation bei 37°C wurde die Extinktion von Standard- und
Probel 6sungen in Dreifachbestimmung im Mikrotiterplatten-Photometer (Anthos ht 111)
bei 562 nm gemessen. Aus den Mef3werten der Standard-L 6sungen konnte nach linearer
Regression eine Funktion berechnet werden, mit der die Proteinkonzentrationen der

Probel sungen ermittelt wurden.

2.6.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese (SDS-PAGE)

Die Proteine aus Leber und RINmM5SF-Zellen wurden in SDS-Polyacrylamidgelen in
einer Minigel-Vertikalelektrophorese-Kammer (10 x 10 cm Minigel Twin, Biometra)
unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt (Laemmli 1970). Die Polymerisation
des 10% (w/v) Acrylamid-Trenngels und des 5% (w/v) Acrylamid-Sammelgels
wurden mit 0,1 % (v/v) TEMED und 0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat gestartet. Das
Trenngel wurde bis zur Polymerisation mit Butanol Uberschichtet.
10%iges (w/w) Acrylamid Trenngel:

33,3% (v/v) Acrylamid (30 % (w/v))/Bisacrylamid

(0,8 % (w/v))-Losung

25 % (v/v) 1,5M Trig/HCI (pH 8,8)

1% (v/v) 10%ige (w/v) SDS-L6sung

40,7 % bidest. Wasser

5%iges (w/v) Acrylamid Sammelgel:
16,5 % (v/v)  Acrylamid (30 % (w/v))/Bisacrylamid
(0,8 % (w/v))-Losung
125% (v/iv) 1,5M Tris/HCI (pH 6,8)
1% (v/v) 10%ige (w/v) SDS-L6sung
70 % bidest. Wasser

Die Proben wurden im Verhdltnis 1:5 mit dem Probenpuffer gemischt und anschlief3end
fur 3 min bei 95 °C denaturiert.
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5x Probenpuffer (pH 6,8):

62,5 MM Tris/HCI
0,25 % (w/v) SDS
45 % (wiv) Glycerol
500 mM DTT

0,0025 % (w/v)  Bromphenolblau

Als Elektrodenpuffer wurde das von Laemmli (1970) beschriebene Tris-Glycin-SDS-

Puffersystem verwendet.
Elektrodenpuffer:
25 mM Tris
200 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

Die Auftrennung erfolgte zunéchst bel 4 V/cm und wurde nach dem Eintritt der
Lauffront in das Trenngel auf 12 VV/cm erhoht. Als Molekulargewichtsmarker diente die
10 kDa Protein Ladder von Gibco.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele im Semidry-Verfahren auf PVDF-Mem-
branen geblottet.

2.6.5 Western-Blot-Transfer

Der Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel wurde durch semidry blotting
(Semidry Blotter, Biometra) mit einem diskontinuierlichen Puffersystem nach Wester-
meier (1990) auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P Transfer Millipore) durchgefihrt.
Der Blotstapel hatte folgenden Aufbau:

* Anode

* 4 Blotpapiere (GB003, Schleicher und Schuell, Dassel), getrénkt mit Anodenpuffer 1
» 2 Blotpapiere, getrankt mit Anodenpuffer 2

* PVDF-Membran. Die Membran wurde zuvor 1-2 min in Methanol gelagert, an-

schlief3end in bidest. Wasser gewaschen und in Anodenpuffer 2 &quilibriert.



MATERIALIEN UND METHODEN

59

* Polyacrylamidgel

* 4 Blotpapiere, getrankt mit Kathodenpuffer

e Kathode

Anodenpuffer I:

300 mM
0,01 % (w/v)
20 % (v/v)

Anodenpuffer I1:

25 mM
0,01 % (w/v)
20 % (v/v)

Kathodenpuffer:

40 mM

20 % (vIv)
0,01 % (w/v)
0,01 % (w/v)

Tris
Natriumazid
M ethanol

Tris
Natriumazid
M ethanol

6-Aminohexansdure
Methanol

SDS

Natriumazid

Der Transfer erfolgte bei 140 mA und 30 V fur 1 h. Anschlief3end wurde die PVDF-

Membran mit Ponceau-L6sung 0,2 % fur 3 min geférbt, um die Effizienz des Transfers

festzustellen. Gleichzeitig wurden die Positionen der Molekulargewichtsmarker auf der

Membran markiert. Die Membran wurde danach mit PBS entfarbt und in die Western-

Blot-Hybridisierung eingesetzt.

2.6.6 Western-Blot-Hybridisierung

Die PVDF-Membran wurde fir 1 h bei RT oder 16 h bei 4 °C mit 20 ml Blockierungs-

L 6sung abgeséttigt.
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Blockierungs-L 6sung:

5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST-Puffer

TBST-Puffer (pH 8):

150 mM NaCl
10 mM Tris
0,05 % (v/v) Tween 20

Danach wurde die Membran dreima fur 10 min in TBST-Puffer gewaschen.
Anschlief3end erfolgte die Detektion der auf der PVDF-Membran gebundenen Gluco-
kinase -oder GLUT2-Proteine durch einen spezifischen Anti-Rattenl eber-Glucokinase-
Antikérper (1:16000 in TBST-Puffer) bzw. einen spezifischen Anti-Rattenleber-
GLUT2-Antikérper (1:10000 in TBST-Puffer) fir 4h bei Raumtemperatur. Die
Membran wurde danach dreimal fir 10 min in TBST-Puffer gewaschen und mit einem
peroxidasemarkierten Anti-Kaninchen-1gG-Sekundarantikoérper (1:10000 in TBST-
Puffer) fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Chemilumineszenzdetektion wurde
mit den Reagentien des ECL Systems von Amersham durchgefihrt und die Protein-
banden auf einem Autoradiographiefilm (Hyperfilm MP, Amersham) dokumentiert. Die

Expositionszeiten der Filme lagen zwischen 5 sund 1 min.

2.7 Messung der Glucokinase-Enzymaktivitaten von
Zellhomogenaten

Die Glucokinase-Enzymaktivitdten wurden in einem enzymgekoppelten photome-

trischen Test gemessen (Lenzen et al. 1987b). Das bei der Phosphorylierung des

Substrats D-Glucose durch die Glucokinase gebildete Glucose-6-phosphat wird durch

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zu 6-Phosphogluconolacton umgesetzt. Das durch

die Dehydrogenierung entstehende Molekil NADPH wird photometrisch bei 340 nm

gemessen.

800 ul Reaktionsmedium (37 °C) wurde in einer Quarzkivette mit 5 ul RINmM5SF-Zell-

homogenaten oder Leberhomogenaten versetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
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40 il 21x konzentrierter Glucoselosung gestartet. Folgende Glucosekonzentrationen
wurden fUr den Test eingesetzt:

0;: 1; 2,5; 5; 10; 25; 50 mM
Reakti onsmedium:

20 mM HEPES

125 mM KCl
7.5 mM MgCl,
5mM Na-ATP

0,5mM NADP
200 mU Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
2muU 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase

Die Extinktionsanderungen bei 340 nm wurden Uber 10 min in 10 s Absténden mit dem

Photometer Perkin Elmer UV/VIS Spektrometer Lamda Bio 12 gemessen.

Die gemessenen Extinktionsanderungen wurden nach folgender Formel in die spezi-

fische Enzymaktivitdt umgerechnet:

AEWp
E, e

p

V . Enzymaktivitéat (U)

aE : Extinktionsénderung (mOD/min)

Vp : Volumen des Reaktionsansatzes (845 pl)

g0 . molarer Extinktionskoeffizient (6,23 (1L0° cm?/mol fir NADPH)
d : Kuovettendicke (1 cm)

Eine Unit Glucokinase-Enzymaktivitét ist definiert als 1 pmol Glucose-6-phosphat,
gebildet aus Glucose und ATP in einer Minute bel 37° C. Die berechneten Units wurden
auf ug DNA bezogen, um die Anzahl der Zellen in den Homogenaten zu bertick-

sichtigen.
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2.8 Glucoseoxidation in RINmM5F-Zellen

RINmM5F-Zellen wurden auf 9-cm-Gewebekulturschalen ausgesét und bis zur Konfluenz
unter Standardgewebekulturbedingungen in RPM1-1640 Medium kultiviert. Nach einer
30mindtigen Vorinkubation in glucosefreiem RPMI-1640 Medium wurden die Zellen
abtrypsiniert, gezdhlt und ihre Konzentration auf 150.000 Zellen/20 pl KR-Puffer
eingestellt. In speziellen Reagiergefal3en (Lenzen & Panten 1985) wurden jeweils 20 pl
der folgenden **C(U)-Glucosel 6sungen vorgelegt:

Konzentration Spezifische Aktivitét

mM mCi/mol Glucose
0,2 10
1 2
2 1
4 0,5
10 0,02
20 0,1

Die Reaktion wurde mit dem Hinzupipettieren von 20 pl Zellsuspension gestartet. Die
Reagiergefaie wurden sofort in Zahlréhrchen eingebracht, die gasdicht verschlossen fir
1 h bei 37 °C inkubiert wurden. Nach Ablauf der Zeit wurden 50 ul einer 0,2 M HCl-
Losung zum Abstoppen der Reaktion durch ein Septum des Zahlréhrchendeckels mit
einer Kanule in das Reagiergefald injiziert. Zur Absorbtion des gebildeten Kohlenstoff-
dioxids wurden 100 ul PEA durch das Septum auf ein Filterpapier, das sich auf dem
Boden des Zahirohrchens befand, injiziert. Nach einstindiger Inkubation bei 37 °C
wurden die Zahlréhrchen gedffnet, die Reagiergefal3e vorsichtig entfernt und 5 ml
Flussigszintillator (HiSafe, Wallac) in das Zahlr6hrchen pipettiert. Die Menge des
gebildeten **CO, konnte im B-Szintillationszahler (Wallac Wizard 1400) quantifiziert

werden.

2.9 Glucoseaufnahmein RINmM5F-Zellen

200.000 RINm5F-Zellen wurden auf 35-mm-Gewebekulturschalen ausgesét und konn-
ten in 48 h unter Standardgewebekulturbedingungen in RPMI-1640 Medium bis zur
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Konfluenz wachsen. Die Zellen wurden mit 2,5 ml PBS gewaschen und anschliefsend
zweima mit 2,5 ml KR-Puffer fir 15 min bei 37 °C inkubiert.

KR-Puffer (Krebs-Ringer-Puffer):

11,5mM NaCl

0,47mM KCI

0,26 MM  CaCl,[2ZH,0
0,12mM  KH,PO,
0,12mM MgSO,[7H,0
10,0mM HEPES
20,0mM  NaHCO3
0,1% FCS

Die Messung der Glucoseaufnahme erfolgte mit 700 pl KR-Puffer, dem 10 mM 3-O-
Methyl[1-*H]-Glucose (spezifische Aktivitat 10 pCi/ml) zugesetzt wurden. Nach 10, 20,
40, 60 und 120 s Inkubationszeit wurde das radioaktive Medium abgesaugt und die
Zellen wurden mit 2 ml eiskalter 100 mM nicht-radioaktiver Glucosel6sung funfmal
gewaschen. Danach wurden die Zellen in 1 ml 0,1%iger SDS-Losung lysiert. Die
Radioaktivitdt der Lysate wurde durch FlUssigszintillationszéhlung (Szintillator:
HiSafe, Wallac) im [3-Szintillationszéhler bestimmt. Die aufgenommene 3-O-Methyl-
glucose-Menge wurde auf DNA-Menge der inkubierten Zellen bezogen. Die halb-
maximale 3-O-Methylglucose-Aufnahmezeit und die maximale 3-O-Methylglucose-
Aufnahme wurden durch nicht-lineare Regression mit dem Analyseprogramm Prism
2.01 (GraphPad) berechnet.

2.10 Insulinsekretion und Insulingehalt von RINmM5F-Zellen

Zur Untersuchung der Insulinsekretion in Abhéngigkeit von der Glucosekonzentration
und des Insulingehaltes wurden 500.000 RINmM5F-Zellen je Kavitat auf 12-well-
Gewebekulturplatten ausgesat und fur 24 h unter Standardkulturbedingungen in RPMI -
1640 Medium kultiviert. Die Zellen wurden nach einmaligem Waschen mit KR-Puffer,

fir 30 min in RPMI-1640 Medium ohne Glucose inkubiert. Nach einem weiteren
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Waschschritt mit KR-Puffer fand die Inkubation der Zellen fir 20 min in 1 ml KR-
Puffer mit folgenden Glucosekonzentrationen statt:

0; 50; 100; 250; 500 um
1,255, 10 mM

Zusétzlich wurden die Zellen mit 25 mM KCI in KR-Puffer inkubiert, um die Insulin-
sekretion maximal zu stimulieren. Der KR-Puffer wurde anschlief3end abgesaugt und in
Eppendorf-Reagiergefal3e Uberfuhrt. Durch einen nachfolgenden Zentrifugationsschritt
bei 1.000g fur 5 min sollte gewahrleistet werden, dal3 sich keine Zellen in der KR-
Puffer-Losung befinden. Bis zur Messung der Insulinkonzentration der Proben wurden

sie bei -20 °C gelagert.

Um den Insulingehalt der RINm5F-Zellen zu bestimmen, wurde auf den Zellrasen,
nachdem der Inkubationspuffer abgesaugt worden war, 1 ml saures Ethanol (Ethanol
/Wasser/HCl = 140:57:3 (v/v)) pipettiert. Nach 16 h Lagerung bei 4 °C konnten die
Zellen von den Kulturplatten abgeschabt werden und standen fur die Messung des

Insulingehalts mittel s Radioimmunoassay zur Verfligung.

Die Zellen von je 2 Kavitdten einer 12-well-Gewebekulturplatte dienten nach Lyse in
500 pl 0,1%iger SDS-Ldsung und 20 s Ultraschallbehandung der DNA-Bestimmung.

2.11 Insulin-Radioimmunoassay

Die Insulinkonzentrationen von Proben aus den Inkubationen zur Insulinsekretion und
zum Insulingehalt von RINmM5F-Zellen und aus Seren von Versuchstieren wurden
mittels Insulin-Radioimmunoassay bestimmt. Das Prinzip des Radioimmunoassays
basiert darauf, daR **°I-markiertes Insulin und Insulin der Standards oder der Proben um
eine begrenzte Anzahl von Anitkdrper-Bindungsstellen konkurrieren. Der Antikorper-
Insulin-Komplex wird durch Polyethylenglycol prézipitiert. Ungebundenes **I-mar-
kiertes Insulin und unmarkiertes Insulin werden aus dem Fallungsiiberstand entfernt.
Die Menge des markierten Insulinsim Prazipitat wird im y-Zahler gemessen und verhélt

sich zur Menge des unmarkierten Insulins in den Proben umgekehrt proportional.

In 4-ml-Reagiergefal’e wurden folgende Ldsungen in der angegebenen Reihenfolge
pipettiert:
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50 pl Probe oder Standard
50 pl KR-Puffer + 1,5 % (w/v) Globulin
50 ul KR-Puffer + Meerschweinchen-Anti-Insulin-

Antikorper (Verdinnung 1:200.000)
100 pl K R-Puffer + %|-markiertes Insulin, 250 Bq

Nach einer 16-20 stiindigen Inkubation der Proben bei 4 °C wurde der Insulin-Anti-
korperkomplex mit 500 pl einer 26%igen PEG-6000-Losung fur 15 min bel RT geféllt.
Danach wurden die Proben bei 5.000 g fur 15 min zentrifugiert und der Uberstand
vollstdndig abgesaugt. Die radioaktive Strahlung der Pellets wurde im y-Zéhler ge-
messen. Die Ratteninsulin-Standards wurden in Dreifachbestimmung in folgenden Kon-

zentrationen eingesetzt:
0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6, 8ngInsulin/ml.

Aus den Mef3werten der Standards konnte nach nicht-linearer Regression eine Funktion
berechnet werden, mit der die Insulinkonzentrationen der Probeldsungen bestimmt

wurden.

2.12 Fluorometrische Quantifizierung von DNA aus RINm5F-
Zéllen

Durch die fluorometrische Quantifizierung mit dem Farbstoff Hoechst 33258 ist es
maoglich, den DNA-Gehalt auch von rohen Zellhomogenaten ohne weitere Aufreinigung
direkt sensitiv und reproduzierbar zu messen (Downs & Wilfinger 1983). Ermdglicht
wird dies durch die hohe Affinitat und Spezifitdt der Bindung des Farbstoffes Hoechst
33258 zur ,, grof3en Furche” von DNA-Molekilen. Aus der Interaktion des Farbstoffs
mit der DNA resultiert ein Farbkomplex, der bei einer Anregungswellenlange von 350

nm Licht von 450 nm emittiert.

Der Farbstoff Hoechst 33258 wurde kurz vor Gebrauch in TNE-Puffer geldst (100
ng/ml TNE-Puffer).
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TNE-Puffer (pH 7,4):
1M NaCl

5mM Tris
0,5 mM EDTA

Zu 950 ul Farbstoff-Lésung in einer Quarzkivette wurden 50 pl Proben- oder Standard-
Losung pipettiert. Die Messung erfolgte bel RT mit dem Sprectralfluorophotometer
(Shimatzu RF-510). Als Standard wurde Heringssperma-DNA (Boehringer Mannheim)

in folgenden Konzentrationen eingesetzt:
0; 05 1; 2; 3; 4, 5; 6ug/50 pl.

Aus den Mel3werten der Standards konnte nach linearer Regression eine Funktion
berechnet werden, mit der die DNA-Konzentrationen der Probel6sungen bestimmt

wurden.

2.13 Implantation von RINm5F-GK-Zellen in RNU- und NZNU-
Ratten

Als Empfangertiere fur die Implantation von RINmS5F-GK-Zellen wurden Athymic

Rowett Nude Hfh11™ (RNU) und Athymic New Zealand Hfh11™ (NZNU) Ratten mit

unterschiedlichen genetischen Hintergrinden gewdahlt. Tiere dieser Stamme sind

immundefizient, so dal? keine AbstoflRungsreaktion nach der Implantation der Zellen zu

erwarten war. Die Tiere wurden im Zentralen Tierlabor der Medizinische Hochschule

Hannover gezlichtet und gehalten.

2.13.1 Haltungder Versuchstiere

Fur die Implantation wurden 9 Wochen ate weibliche RNU- und NZNU-Ratten
verwendet (150-200g Korpergewicht), die unter spezifisch pathogenfreien Be-
dingungen in durchsichtigen Polycarbonatk&figen (Makrolon GroR3e 111) bei 21 £ 2°C
mit 12stindigem Tag-Nacht-Wechsel gehalten wurden. Die Tiere erhielten das
autoklavierte pellettierte Alleinfuttermittel Altromin 1324 (Altromin).
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Inhaltsstoffe von Altromin 1324:

50,00% Kohlenhydrate
19,00% Rohprotein
0,90% Lysn
4,00% Rohfett
6,00 % Rohfaser
7,00% Rohasche
0,90% Calcium
0,70%  Phosphor

Zusatzstoffe von Altromin 1324 je kg:

15.000i.E. Vitamin A
600i.E Vitamin D3
75mg Vitamin E
5 mgogKupfer

Die Tiere hatten freien Zugang zum Futter und zu sterilem Leitungswasser.

2.13.2 Messung von Blutglucose und K 6r pergewicht implantierter RNU- und
NZNU-Ratten

Die Messung des Blutzuckers der Versuchstiere erfolgte mit dem Glucometer Elite
(Bayer) nach der Glucoseoxidase-Methode. Zur Blutentnahme wurde die Vene an der
Schwanzspitze unter einer Reinraumwerkbank angeritzt und ein Tropfen Blut auf die
Offnung des Sensors gegeben. Die Blutzuckermessungen erfolgten zunachst am Tag der
Stretozotocin-Injektion, an den beiden folgenden Tagen und dann dreimal wdchentlich
montags, mittwochs und freitags. Bei Blutzuckerwerten unter 4 mmol/I wurde téglich

gemessen.

Das Korpergewicht der Versuchstiere wurde mit einer Laborwaage unter einer
Reinraumwerkbank in den gleichen zeitlichen Intervallen wie die Blutglucose-

messungen bestimmt.
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2.13.3 Induktion eines Diabetes mellitus bei RNU- und NZNU-Ratten durch
Streptozotocin und Implantation von RINmM5F-GK-Zellen

Zur Induktion eines Diabetes mellitus bel RNU- und NZNU-Ratten wurde den Tieren 40
mg Streptozotocin/kg Korpergewicht unter Ethernarkose in die Schwanzvene injiziert.
Das Streptozotocin war in einem Citrat-Puffer (100 mM, pH 4,5) gel6st und wurde bis
zum Gebrauch bei 0 °C gelagert. Vor und nach der Streptozotocininjektion wurden die
Tiere 4 h gehungert. 46 Tage nach Diabetesinduktion (Blutglucosekonzentration > 14
mmol/l) wurden je Tier 10’ RINmMSF-GK-Zellen oder untransfizierte RINmMSF-

Kontrollzellen durch Injektion mit einer Kanlle subscapsulér implantiert.

2.13.4 Glucosebelastung von implantierten RNU- und NZNU-Ratten durch orale
Glucosegaben

Wenn die Blutglucose-Konzentrationen im Bereich von 5-10 mmol/l lagen, wurde ein
Glucosetoleranztest bei den implantierten Tieren durchgefiihrt. Hierzu wurde den
Tieren nach 4stiindigem Fasten 1 g Glucose pro kg Koérpergwicht oral Gber eine Sonde
verabreicht. 0, 30, 60 und 120 min nach Glucoseverabreichung wurden die
Blutglucosekonzentrationen mit dem Glucometer Elite (s. Abschnitt 2.13.2) gemessen
und Blutproben zur Bestimmung der Seruminsulin-Konzentrationen mittels Radio-

immunoassay gesammelt.

2.13.5 Explantation von RINmM5F-GK-Zellen aus RNU- und NZNU-Ratten

Die Versuchstiere wurden get6tet, wenn die Blutglucosekonzentration unter 2 mmol/I
abgesunken war. Der Tumor wurde den Tieren entnommen und aus dem Gewebe RNA
isoliert. Die Genexpression von Glucokinase, GLUT2 und Insulin wurde durch

Northern-Blot-Analysen Uberpruift.

2.14 Digitoninper meabilisierung von RINmM5F-GK-Zellen hoher
Passage

Die Digitoninpermeabilisierungen von RINm5F-GK-Zellen hoher Passage wurden wie

von Agius et al. (1993) beschrieben mit geringen Modifikationen durchgefuhrt. 400.000

RINmM5F-GK-Zellen wurden auf einer 6-cm-Gewebekulturschale ausgesét und fur 24 h
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unter Standartbedingungen kultiviert. Die Zellen wurden mit 1, 3, 5, und 10 pg/ml
Digitonin in 1 ml Glucokinase-Reaktionspuffer fir 5 min bel RT permeabilisiert.
Reaktionspuffer (pH 7,4):

20mM HEPES
125mM  KCI
7,5 mM MgCl,

Anschlief3end wurde das Eluat abgezogen und mit folgenden Substanzen sublimentiert:

5mM Na-ATP
0,5mM NAD

700 U/l Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
aus Leuconostoc mesenteroides

Die Glucokinase-Phosphorylierungsaktivigten wurden photometrisch bei 340 nm
gemessen. Alternativ wurde das Protein der Eluate fur Western-Blot-Analysen mit
Aceton gefdlt und in Probenpuffer fir den Protein-PAGE aufgenommen (Abschnitt
2.6.4).

Die auf den Gewebekulturschalen verbliebenen permeabilisierten Zellmatrizes wurden
mit 0,5 % (v/v) Triton X-100 in Glucokinase-Reaktionspuffer fir 5 min bei RT lysiert.
Die Glucokinase-Phosphorylierungsaktividten wurden nach dem Hinzufligen von ATP,
NAD und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zum Lysat (s.0.) photometrisch bes-
timmt. Alternativ wurde das Protein der Lysate ebenfalls fir Wester n-Blot-Analysen mit
Aceton gefédllt und in Probenpuffer fir den Protein-PAGE aufgenommen.

2.15 Inaktivierung von Eluaten permeabilisierter RINmM5F-GK -
Zellen durch Hitze und proteolytischen Verdau

Das durch Digitoninpermeabilisierung gewonnene Eluat von RINmM5F-Gk Zellen wurde
for 5min auf 95 °C erhitzt, bzw. fur 5min bel 25 °C mit 0,4 mU/ml immobilisierter
Proteinase K Beats versetzt. Nach Ablauf der 5min wurden die Proteinase K Beats
abzentrifugiert und die Proteolyse somit gestoppt. Anschlief?end wurde dem Eluat
rekombinante B-Zellglucokinase (20 mOD) hinzugefiigt (Tiedge et al. 1997). Nach
Zugabe von 0,5 % (v/v) Triton X-100 wurde die Glucokinase-Enzymaktivitét photo-
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metrisch bestimmt. Als Kontrollen wurden die Enzymaktivitéten des unbehandelten
RINmM5F-GK-Eluats sowie des unbehandelten Eluats nach Zugabe von 0,5 % (v/v)
Triton X-100 bestimmt.

2.16 Inkubationen von RINM5F-GLUT2-Zellen hoher Passage mit
Alloxan und Streptozotocin

Fur Untersuchungen der Toxizitdt von Alloxan und Streptozotocin auf RINmMS5SF-
GLUT2-Zellen hoher Passage wurden 50.000 transfizierte oder nicht-transfizierte
RINmM5F-Zellen in 100 pl Zellkulturmedium pro well in 96-well-Mikrotiterplatten aus-
gesét. Die Zellen konnten fur 18 h an der Gefal3oberflache anwachsen, bis das Medium
abgesaugt und gegen das mit der Testkomponente versetzte Inkubationsmedium ersetzt
wurde (Kulturvolumen 100 pl). Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von Alloxan und
Streptozotocin bei pH 7,4 und 37 °C wurden die Substanzen als 10 mM Stammldsung in
eiskalter 0,01 N HCI-Ldsung angesetzt, bevor sie in entsprechender Verdinnung direkt
zu den Zellen pipettiert wurden. 15 min vor der Inkubation der Zellen wurde das
glucosehaltige RPMI-1640 Medium abgesaugt und gegen glucosefreies KR-Puffer, in
dem auch die Inkubation erfolgte, getauscht. Nach 1 h wurde die Testlésung abgezogen
und es folgte eine 18stiindige Inkubation in RPMI1-1640 Medium. Danach wurde der
MTT-Vitalitatstest durchgefihrt.

Fur die Untersuchung des Glucosetransports von RINMSF-GLUT2-Zellen nach
Alloxan- bzw. Streptozotocinexposition wurden die Zellen ensprechend der Beschrei-
bung in Abschnitt 2.9 kultiviert. Nach einer 15minitigen Vorinkubation der Zellen mit
KR-Puffer ohne Glucose wurden Streptozotocin bzw. Alloxan aus einer 20fach kon-
zentrierten Stammldsung (Losemittel 0,01 N HCI) hinzu pipettiert. Nach einer einstin-
digen Inkubation bei 37 °C wurde die Glucoseaufnahme wie in Abschnitt 2.9 beschrie-
ben durchgefihrt.

Folgende Alloxan- und Streptozotoci nkonzentrationen wurden verwendet:

RINMS5F- / RINM5F-GK-Zellen 0 2 4 6 8 10 mM Streptozotocin

RINmM5F-GLUT2-Zéllen 012 345 10 15 20 mM Streptozotocin
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RINmMSF- / RINmMSF-GK-Zellen 0 25 50 75 10 125 15 20 mM Alloxan

RINMSF-GLUT2-Zellen 0 25 50 75 10 125 15 20 mM Alloxan

2.17 MTT-Vitalitatstest

Der von Mosmann (Mosmann 1983) beschriebene MTT-Test beruht auf der Aktivitéts-
messung mitochondrialer Dehydrogenasen. Dabei wird der Tetrazoliumring des
schwach gelben 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Thiazolyl)-2,5-Diphenyl-2H-Tetrazolium-
bromids (MTT) durch Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien aufgebrochen. Der ent-
stehende dunkelblaue Formazanfarbstoff ist in wassriger Losung unloslich und lagert
sich daher in den Zellen ab. Durch Zugabe eines organischen Lésungsmittels (DM SO)
koénnen sowohl die Zellen lysiert as auch das Formazan in Lésung gebracht werden.
Die Farbung dieser Lésung kann spektralphotometrisch ausgewertet werden. Eine ge-
ringe Farbintensitédt entspricht einer geringen Anzahl intakter Mitochondrien. Diese
Funktionsminderung kann sowohl durch eine verminderte Zellproliferation als auch
durch eine Schadigung der Zelle und die damit verbundene Funktionsbeeintrachtigung
des Mitochondriums verursacht werden. Die Durchfihrung des MTT-Tests erfolgte
nach Inkubation mit der Testsubstanz in der 96-well-Zellkulturplatte. Hierzu wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen wurden mit 100 pl MTT-L6sung bei 37 °C inkubiert.
Die MTT-Stammldsung wurde unmittelbar vor Durchfiihrung des MTT-Tests im Ver-
haltnis 1:10 mit glucosehaltigem KR-Puffer verdinnt. Die Inkubation wurde nach Er-
reichen einer ausreichenden MTT-Farbung unterbrochen und die MTT-L6sung voll-
standig entfernt. Die Zellen wurden anschlie?end durch 100 ul DMSO lysiert.
Gleichzeitig |6ste sich das MTT-Prazipitat. Die Messung der Absorption erfolgte bel
562 nm (Referenzwellenlénge 650 nm) im Mikroplattenphotometer (Anthos ht 111). Die

Berechnungen der Vitalitdten bezogen sich jeweils auf unbehandelte Zellen.
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MTT-Stammldsung :

50mg  MTT
10 ml PBS
Sterilfiltration durch Spritzenvorfilter (Porengréf3e 0,2 pum)

2.18 Statistische Auswertung

Korrelationsanalysen sind mit dem Computerprogramm Prism 2.01 (GraphPad)
durchgefiihrt worden. Bei den Auswertungen wurden nur Kurvenanpassungen beriick-
sichtigt, deren r>-Wert > 0,95 war.

Die Signifikanzprufung erfolgte durch einen zweiseitigen Student’ s t-Test fur ungleiche

Varianzen mit dem Computerprogramm Excel 97 (Microsoft).
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3 Resultate

Fir die Vermittlung der glucoseinduzierten Insulinsekretion der B-Zelle des Pankreas
spielen die Strukturen Glucokinase und GLUT?2-Glucosetransporter eine entscheidende
Rolle. Sie sind in der Lage, extrazelluléare millimolare Glucosekonzentrationen an ent-
sprechende glykolytische Fluxénderungen zu koppeln. Durch Erhéhung des ATP/ADP-
Quotienten wird der ATP-sensitive Kaliumkanal geschlossen, wodurch eine Depolari-
sation der Plasmamembran ausgel 6st wird. Diese initiiert die Offnung spannungsabhin-
giger Calciumkandle und dadurch eine Erhdhung der intrazelluléren freien Calciumkon-
zentration. Der Einstrom von Calciumionen triggert die Exozytose von Insulingranula
und somit die Insulinsekretion. Bel der in den vorliegenden Untersuchungen verwen-
deten Insulinomzellinie RINmM5F ist diese Stimulus-Sekretionskopplung gestort. Zwar
bilden und sezernieren die Zellen Insulin, jedoch ist die Insulinsekretion nicht abhangig
von der extrazelluldren Glucosekonzentration. Ursache fur die fehlende glucoseindu-
zierte Insulinsekretion in RINmM5F-Zellen kdnnte die mangelnde Genexpression von

GLUT2-Glucosetransporter und Glucokinase sein.

3.1 Charakterisierung von Glucokinase- und GLUT2-
Glucosetransporter-tberexprimierenden RINmM5F-Zellen
niedriger Passage

Die folgenden Untersuchungen wurden mit der insulinproduzierenden Gewebekultur-

zellinie RINmMSF in der Passage 19 durchgefuhrt. Es war Ziel der Versuche, Glucoki-

nase- und GLUTZ2-Glucosetransporter in diesen Zellen Uberzuexprimieren und die

Uberexpression durch Northern- und Western-Blot-Analysen nachzuweisen. In enzym-

kinetischen Untersuchungen positiver Zellklone wurden die Auswirkungen der Uberex-

pression auf die Glucosephosphorylierung der Zellen bestimmt und durch Messung der

Glucoseoxidation wurde eine Kopplung millimolarer Glucosekonzentration an den oxi-

dativen Metabolismus nachgewiesen. Die 3-O-Methyl[1-°H]-Glucose-Aufnahmekineti-

ken von Glucokinase- und GLUT2-Glucosetransporter-Uberexprimierenden RINm5F-

Zellen wurde mit denen nicht-transfizierter RINmM5F-Zellen verglichen. Mit Hilfe des

Radioimmunoassays wurden Insulinsekretion und Insulingehalt transfizierter und nicht-

transfizierter RINmM5F-Zellen bestimmit.
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3.1.1 Nachweisder Genexpression von Glucokinase und GLUT2-
Glucosetransporter in transfizierten RINm5F-Zellen niedriger Passage

Bel der Genexpression wird die auf der DNA in Form einer Nukleotidsequenz gespei-
cherte genetische Information zundchst in RNA transkribiert, um dann in der Protein-
biosynthese in eine Aminosauresequenz Ubersetzt zu werden (Trandation). Die
Charakterisierung der Uberexpression von Glucokinase- und GLUT2-Glucosetrans-
porter in RINm5F-Zellen erfolgte auf der transkriptionellen Ebene durch Northern-Blot-
Anaysen und auf der trandlationellen Ebene durch Western-Blot-Analysen. Die
Northern-Blot-Analyse diente nach der Transfektion und der Selektion von G418-resi-
stenten Zellklonen a's erste Nachweismethode zur Identifikation positiver, d.h. Gluco-

kinase- oder GLUT 2-Uberexprimierenden Zellklone.

3.1.1.1 Northern-Blot-Analyse von Glucokinase-tberexprimierenden RINmM5F-
Zéellen

Das Enzym Glucokinase (Hexokinase 1V) wird in der Leber und in den B-Zellen des
Pankreas exprimiert. Es katalysiert im ersten Schritt der Glykolyse die Phosphorylie-
rung von Glucose zu Glucose-6-phosphat. Im Vergleich zu den hochaffinen I soenzymen
Hexokinase I-111 (Ky 20-130 pM) besitzt die Glucokinase mit 8 mM Glucose einen
weitaus hoheren K-Wert. Dieser hohe K-Wert ist Voraussetzung fir eine gluco-
seinduzierte Insulinsekretion in der B-Zelle des Pankreas, bei dem die extrazellulare
Glucosekonzentration Uber die Glucokinase an den metabolischen Flux gekoppelt ist

und an dessen Endpunkt die Exozytose des Peptidhormons Insulin steht.

Durch den Einsatz von spezifischen DIG-UTP markierten Antisense-cRNA-Gensonden
war es moglich, mRNA bis zu einer Nachweisgrenze von 0,5 pg zu detektieren. Die
Expression der Glucokinase in RINmM5F-Zellen dieser niedrigen Passage lag unterhalb
dieser Detektionsgrenze (Abb. 3.1). Durch die Transfektion der RINm5F-Zellen mit der
fur die menschliche Glucokinase codierenden cDNA unter transkriptioneller Kontrolle
des CMV-Promotors konnte die Expression auf ein Uber der Leber liegendes Niveau

gesteigert werden. Die detektierte mRNA hatte eine Lénge von 2,4 kb.
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Abb. 3.1: Northern-Blot-Analyse der Glucokinase-Uber expression in RINm5F-
Zellen im Vergleich zur Leber

L = Leber, K1 = nicht-transfizierte RINm5F-Zellen, K2 = RINm5F-Zellen mit dem Vektor
pcDNA3 stabil transfiziert, 1-4 = 4 unterschiedliche RINm5F-Zellklone nach stabiler
Transfektion mit dem Vektor pcDNA3-GK. Aufgetragen wurden 10 ug RNA/Bahn. Die
RNA wurde mit einer fur Glucokinase spezifischen cRNA-Gensonde unter stringenten Be-
dingungen hybridisiert. Die 28S- und 18S-ribosomalen Banden zeigen die gleichméliige
Beladung des Agarosegels. Abgebildet ist ein reprasentativer Blot von 3 unabhéngigen Ex-
perimenten.

Um einen Einflul® der Transfektion per se auf die Genexpression der Glucokinase aus-
zuschlief3en, wurde die RNA von Zellen, die mit dem Expressionsvektor pcDNA3 ohne
cDNA transfiziert worden waren, als Kontrolle eingesetzt (Mock-Transfektanden) (Abb.
3.1, K2). Bei diesen Zellen war ebenfalls wie bei den nicht-transfizierten RINmM5F-
Zellen keine Glucokinasegenexpression nachweisbar. Als Kontrolle fir die gleichmé-

[Bige Beladung des Agarosegels dienten die 18S- und 28S-ribosomal en Banden.

3.1.1.2 Western-Blot-Analyse von Glucokinase-tiber exprimierenden RINmM5F-
Zellen

In einem néchsten Schritt wurde die Proteinexpression der humanen B-Zellglucokinase
in transfizierten RINm5F-Zellklonen in der Western-Blot-Analyse untersucht. Die B-
Z€ellglucokinase des Menschen und die Leberglucokinase der Ratte sind zu Uber 90 %
homolog und unterscheiden sich nicht in ihren enzymatischen Eigenschaften. Aufgrund
der hohen Homologie der Glucokinase-1soformen war es moglich, die humane B-Zell-
glucokinase mit einem gegen Rattenleberglucokinase gerichteten aus Kaninchenserum

gewonnenen spezifischen polyklonalen Antiserum im Western Blot nachzuweisen. Der
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Antikorper, der im Institut fur klinische Biochemie gegen das aufgereinigte Glucoki-
naseprotein erzeugt wurde, zeigte keine Kreuzreaktion zu den 100-kDa-Hexokinasei so-
formen I-111 (Daten nicht abgebildet).

- = == @® == <+ 56 kDa
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Abb. 3.2: Western-Blot-Analyse der Glucokinase-Uber expression in RINm5F-
Zellen im Vergleich zur Leber

L = Rattenleber, K1 = nicht transfizierte RINm5F-Zellen, K2 = RINm5F-Zellen mit dem
Vektor pcDNA3 stabil transfiziert, 1 - 4 = 4 unterschiedliche RINm5F-Zellklone nach sta-
biler Transfektion mit dem Vektor pcDNA3-GK. Aufgetragen wurden 10 pg Protein/Bahn.
Das Protein aus Zellhomogenaten wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt. Die Glucokinase-
Proteinexpression wurde mit einem spezifischen gegen Glucokinase gerichteten Antikorper
detektiert. Abgebildet ist ein représentativer Blot von 4 unabhéngigen Experimenten.

Das Glucokinaseprotein war nach der Transfektion mit dem pcDNA 3-GK-Expressions-
vektor in den Zellhomogenaten Uberexprimierender RINmSF-Zellen und in den Rat-
tenleberhomogenaten, die als Referenz eingesetzt wurden, als deutliche Bande bei 56
kDa zu detektieren. Die Expressionsstarke der RINM5F-GK-Zellen erreichte dabel ein
der Leber entsprechendes Niveau (Abb. 3.2). Die Glucokinase-Expression in nicht-
transfizierten RINm5F-Zellen lag wie bei der durchgefiihrten Northern-Blot-Analyse
unterhalb der Nachweisgrenze. Auch in RINm5F-Zellen, die mit dem pcDNAS3-V ektor
ohne cDNA transfiziert worden waren, konnte keine Glucokinase-Expression nachge-

wiesen werden.

3.1.1.3 Northern-Blot-Analyse von GLUT 2-Uberexprimierenden RINm5F-Zellen

Der GLUT2-Glucosetransporter gehort zur Familie der Saugetierglucosetransporter, die
Glucose entlang eines Konzentrationsgradienten durch erleichterte Diffusion transpor-
tieren und wird in der Leber, Niere, im Dunndarm und in den pankresatischen B-Zellen
exprimiert (Bell et al. 1990; Thorens et al. 1990b; Bell et al. 1991; Thomas et al. 1992;
Thorens et al. 1992; Bell et al. 1993). Das GL UT2-Glucosetransportergen wird als 2,8-
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kb-mRNA-Spezies sowohl beim Menschen als auch bei der Ratte in alen genannten
Geweben exprimiert (Thorens et al. 1988; Tiedge & Lenzen 1991). Alle bislang vor-
liegenden Studien stiitzen den Schluf3, dal? nur eine Expression des GLUT2-Glucose-
transporters in der B-Zelle des Pankreas zusammen mit der Glucokinase einen
einwandfreien Glucose-Erkennungsapparat fur die Vermittlung der glucoseinduzierten

Insulinsekretion in physiologischen millimolaren Konzentrationen darstellt.
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Abb. 3.3: Northern-Blot-Analyse der GL UT 2-Glucosetransporter-Uber expression
in RINm5F-Zellen im Vergleich zur Leber

L = Leber, K1 = nicht transfizierte RINm5F-Zellen, K2 = RINm5F-Zellen mit dem Vektor
pcDNA3 stabil transfiziert, 1-4 = 4 unterschiedliche RINm5F-Zellklone nach stabiler
Transfektion mit dem Vektor pcDNA3-GK. Aufgetragen wurden 10 ug RNA/Bahn. Die
RNA wurde mit einer fir GLUT2-spezifischen cRNA-Gensonde unter stringenten Bedin-
gungen hybridisiert. Die 28S- und 18S-ribosomalen Banden zeigen die gleichméliige Bela
dung des Agarosegels. Abgebildet ist ein représentativer Blot von 3 unabhéngigen
Experimenten.

Im Gegensatz zur Glucokinase konnte das 2,8-kb-Transkript des GLUT2-Glucose-
transporters auch in nicht-transfizierten RINmSF-Kontrollzellen im Northern Blot
nachgewiesen werden (Abb. 3.3, K1). Das Expressionsniveau lag aber deutlich unter-
halb des Niveaus der Leber. Durch Transfektion von RINm5F-Zellen mit der im euka-
ryontischen Expressionsvektor subklonierten GLUT2-Glucosetransporter-cDNA konnte
eine mit der Leber vergleichbare Expressionsstérke erreicht werden. Bel RINmMSF-

Zellen, die mit dem Vektor pcDNA3 ohne cDNA transfiziert wurden, war keine Veran-
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derung der Expression des GLUT2-Glucosetransporters im Northern Blot festzustellen
(Abb. 3.3, K2).

3.1.1.4 Western-Blot-Analyse von GLUT 2-Uberexprimierenden RINm5F-Zellen

Fur die Western-Blot-Anaysen des GLUT2-Glucosetransporters dienten Mikrosomen-
praparationen, die in der SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese aufgetrennt wurden. Die
Mikrosomenpréparation erlaubte eine ca. 20fache Anreicherung des GLUT2-Proteins
im Vergleich zu einem Zellhomogenat. Detektiert wurde der GLUT2-Glucosetrans-
porter im Western Blot mit einem spezifischen gegen das C-terminale Ende des Proteins
gerichteten Antikorper (Aminosauren 513-522, Thorens et al. 1988) als 57- und 60-
kDa-Protein. Die bereits von Thorens et al. 1990 beschriebenen Doppelbanden sind
nicht auf eine mangelnde Selektivitdt des Antikorpers zuriickzuftihren sondern vermut-
lich auf Unterschiede in der Glycosylierung oder Phosphorylierung oder in der Proteo-

lyse des Proteins.

— SR « 60kDa

L K1 I'(EI1 2 3 4
GLUT2

Abb. 3.4: Western-Blot-Analyse der GLUT 2-Uberexpression in RINm5F-Zellen

im Vergleich zur Leber

L = Rattenleber, K1 = nicht-transfizierte RINm5F-Zellen, K2 = RINm5F-Zellen mit dem
Vektor pcDNAS3 stahil transfiziert, 1 - 4 = 4 unterschiedliche RINm5F-Zellklone nach sta-
biler Transfektion mit dem Vektor pcDNA3-GLUT2. Aufgetragen wurden 10 pg Pro-
tein/Bahn. Das Protein aus Mikrosomenpréparationen wurde in der SDS-PAGE
aufgetrennt. Die GLUT2-Proteinexpression wurde mit einem spezifischen gegen GLUT2
gerichteten Antikorper detektiert. Abgebildet ist ein représentativer Blot von 4 unabhangi-
gen Experimenten.

Wie schon bel der Northern-Blot-Anayse konnte auch im Western Blot bei nicht-trans-
fizierten RINmSF-Kontrollzellen eine im Vergleich zur Rattenleber schwache GLUT2-
Glucosetransporterexpression nachgewiesen werden (Abb. 3.4, K1). Die Expression
blieb durch eine Mock-Transfektion (Vektor pcDNA3 ohne cDNA) unverandert (Abb.
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3.4, K2). Durch die Transfektion mit dem Vektor pcDNA3-GLUT?2 konnte auch auf der
Proteinebene eine mit der Leber vergleichbare Uberexpression des GLUT2-Glucose-

transporters erreicht werden.

3.1.2 Glucosephosphorylierung von Glucokinase- und GLUT 2-
Glucosetransporter-tberexprimierenden RINm5F-Zellen niedriger Passage

Als Nachweis fir die Uberexpression eines funktionsfahigen Glucokinase-Enzym-
proteins in RINm5F-Zellen wurden die Glucosephosphorylierungs-Aktivitdten von
Zellhomogenaten spektral photometrisch bestimmt. Die Messung der Glucosephospho-
rylierungsaktivitdten erlaubte im Gegensatz zur semiquantitativen Charakterisierung der
Glucokinase-Expression transfizierter RINmM5F-Zellen durch Northern- und Western-

Blot-Analysen eine quantitative Beurteilung der Glucokinaseliberexpression.

Da fur die glucoseinduzierte Insulinsekretion der pankreatischen B-Zelle vermutlich
nicht nur die absolute Glucokinaseaktivitét, sondern das Verhaltnis der Aktivitdten von
Glucokinase und Hexokinase wichtig ist, wurde auch die Phosphorylierungsaktivitét der

Hexokinase in den Zellhomogenaten gemessen.

Die Phosphorylierungsaktivitaten wurden in einem enzymgekoppel ten photometrischen
Test gemessen. Bei der Phosphorylierung des Substrats D-Glucose wird durch Gluco-
kinase bzw. Hexokinase Glucose-6-phosphat gebildet. Dieses wird durch die Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase zu 6-Phosphogluconolacton umgesetzt. Das durch die De-
hydrogenisierung entstehende NADH kann photometrisch bei 340 nm gemessen
werden. Aufgrund der unterschiedlichen K-Werte von Hexokinase (20-130 uM) und
Glucokinase (ca. 8 mM) fur das Substrat Glucose kann durch die Wahl von 1 mM und
100 mM Glucose im photometrischen Assay zwischen den Phosphorylierungs-

aktivitdten von Hexokinase und Glucokinase unterschieden werden.

Da die Glucokinase-Enzymaktivitéten in zelluldren Homogenaten selbst bei Lagerung
auf Eis einen raschen Aktivitétsverlust von 50-60 % innerhalb einer Stunde zeigten,
wurden die Zellen durch Ultraschall auf Eis innerhalb von 30 s homogenisiert und das
zelluldre Homogenat ohne weitere Fraktionierung unmittelbar in die spektralphotome-
trische Bestimmung der Glucosephosphorylierungsaktivitéten eingesetzt. Der DNA-
Gehalt wurde anschlief3end aus dem Klvetteninhalt bestimmt.
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Anteil der Glucokinase an
Glucokinase Hexokinase der
Phosphorylierungsaktivitat

Zelltyp (U/g DNA) (U/gDNA) (%)
RINmMSF (Kontrolle) 13+3(4) 157+ 14 (4) 8
RINmS5F-GK 153 + 17 (6)* 131 + 24 (6) 54
RINM5F-GLUT2 19+ 8(4) 308 + 18 (4)* 6

Pankreasinseln der

Ratte 13+2(9) 8+ 2 (9)* 62

Tab.3.1: Effekt der Glucokinase- und GLUT 2-Glucosetranspor ter -Uber ex-
pression auf die Aktivitaten glucosephosphorylierender Enzymein
RINmM5F-Zellen

Die Enzymaktivitdten von Zellhomogenaten wurden photometrisch mit einem enzymge-
koppelten Assay bei 37 °C gemessen. Die Mittelwerte + SEM von 4-6 unabhangigen Ex-
perimenten sind in U/g DNA angegeben. * Signifikantsniveau p< 0,05 verglichen mit der
Kontrolle.

RINm5F-Gewebekulturzellen weisen im Vergleich zur Pankreasinsel eine 20fach
hohere Hexokinaseaktivitdt auf (Tab. 3.1). Die Glucokinaseaktivitéten hingegen sind in
beiden Zelltypen mit 13 U/g DNA gleich. Der relative Mangel an Glucokinase in
RINmM5F-Zellen wird durch den niedrigen Anteil der Glucokinase an der Phosphorylie-
rungsaktivitdt von 8 % verdeutlicht. Durch die Uberexpression der Glucokinase in
RINmM5F-Zellen konnte die Enzymaktivitdt im Vergleich zu nicht-transfizierten
RINmM5F-Zellen um den Faktor 12 gesteigert werden. Der Anteil der Glucokinase an der
Phosphorylierungsaktivitét konnte dadurch auf 54 % erhoht werden und lag damit im
Bereich der Pankreasinseln (62 %). Trotz signifikant erhthter Hexokinaseaktivitdten in
GLUT2-Uberexprimierenden RINmM5F-Zellen veranderte sich der Antell der Gluco-
kinase an der Phosphorylierungsaktivitdt mit 6 % nur unwesentlich im Vergleich zu
nicht-transfizierten RINm5F-Zellen.
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3.1.3 Glucoseoxidation von Glucokinase- und GL UT 2-Glucosetransporter -
Uberexprimierenden RINmM5F-Zellen niedriger Passage

Um die Kopplung von millimolaren Glucosekonzentrationen an den oxidativen Meta-
bolismus zu charakterisieren, wurde die Glucoseoxidation von nicht-transfizierten
RINm5F-Kontrollzellen, Glucokinase- und GLUT2-Uberexprimierenden  RINmM5F-
Zellen gemessen. Hierzu wurden die Zellen mit unterschiedlichen D-[U-*C]-Gluc-
osekonzentrationen inkubiert und die Menge des gebildeten **CO, im B-Szintillations-

zahler gemessen.

1.5
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Abb. 3.5: Effekt der Uberexpression von Glucokinase und GLUT 2-Glucosetr ans-
porter auf die Glucoseoxidation in RINm5F-Zellen

Kontrolle = RINm5SF-Zellen, GK = RINm5F-GK-Zellen, GLUT2 = RINm5F-GLUT2-
Zellen. Die Zellen wurden fiir 60 min bei 37 °C mit unterschiedlichen D-[U-'*C]Glucose-
konzentrationen inkubiert. Die Menge des gebildeten **CO, wurden im B-Szintillations-
zdhler gemessen und diente zur Berechnung der Glucoseoxidationsraten. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM von 4-6 unabhéngigen Experimenten. * Signifikantsniveau p< 0,05
verglichen mit der Kontrolle.

Waéhrend nicht-transfizierte RINmSF-Zellen einen Anstieg der Glucoseoxidation um
den Faktor 3 zwischen 100 uM und 1 mM zeigten, blieben die Werte fir GLUT2-
Uberexprimierende RINmM5F-Zellen Uber den gesamten Konzentrationsbereich von
100 uM bis 10 mM nahezu unverandert. Nur Glucokinase-tberexprimierende RINmM5F-
Zéellen zeigten bel millimolaren Konzentrationen von 2 bis 10 mM Glucose einen signi-

fikanten Anstieg der Glucoseoxidation um den Faktor 4, verglichen mit nicht-
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transfizierten RINm5F-Kontrollzellen. Dieses Ergebnis belegt, dal die Uberexprimierte
Glucokinase in den RINm5F-Zellen in der Lage ist, millimolare Glucosekonzentratio-

nen effizient an den oxidativen Metabolismus zu koppeln.

Bel 10 mM Glucose war eine Abnahme der Glucoseoxidation im Vergleich zu 2 mM
Glucose in RINM5F-GK-Zellen zu verzeichnen, die durch eine verstéarkte Hemmung der

Hexokinase durch erhthte Glucose-6-phosphatkonzentrationen zu erklaren ist.

3.14 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme von Glucokinase- und GLUT 2-
Glucosetransporter-tiber exprimierenden RINm5F-Zellen niedriger Passage

Um die Funktion des in RINm5F-Zellen konstitutiv exprimierten GLUT2-Glucose-
transporters zu Uberprifen, wurden kinetische Untersuchungen zur Aufnahme von 3-O-
Methyl[1-*H]-Glucose durchgefiihrt. 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose wird von den Glucose-
transportern GLUT2 und GLUT1 wie Glucose durch erleichterte Diffusion in die Zelle
transportiert, kann jedoch im Gegensatz zur Glucose in der Zelle nicht metabolisiert
werden und reichert sich so an. Die Menge der von den Zellen akkumulierten 3-O-

Methyl[1-*H]-Glucose wurde mittels B-Szintill ationszahler gemessen.

Aus den kinetischen Daten konnten die initiale Geschwindigkeit der 3-O-Methyl[1-°H]-
Glucoseaufnahme und die Zeit bis zur halbmaximalen Gleichgewichtseinstellung be-

rechnet werden.
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Abb. 3.6: Effekt der Uberexpression von Glucokinase und GLUT 2-Glucosetr ans-
porter auf die 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme von RINm5F-

Zdlen

® = RINM5F-GK-Zellen, O = RINm5F-Zellen, B = RINmM5F-GK -Zéellen. Die Zellen wur-
den bei 37 °C mit 10 mM 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose ( 10 uCi/ml) in KR-Puffer fiir 10-
120 s inkubiert. Die von den Zellen aufgenommene 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose wurde im
B-Szintillationszdhler quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 4 unabhéngi-
gen Experimenten.

Die konstitutive Expression des GLUT2-Glucosetransporters in RINm5SF-Zellen niedri-
ger Passage konnte nicht nur in Western- und Northern-Blot-Analysen, sondern auch in
den 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahmekinetiken gezeigt werden. Die initiadle Ge-
schwindigkeit der 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme ist bei nicht-transfizierten
RINmM5F-Zellen mit hoher Passagennummer (Tab. 3.5) um mehr als 60 % niedriger as
bei RINmM5F-Zellen niedriger Passage (Tab. 3.2) und die Zeit bis zur halbmaximalen

Gleichgewichtseinstellung ist um nahezu 30 % kdirzer.

Weder die initiale Geschwindigkeit noch die Zeit bis zur halbmaximalen Gleichge-
wichtseinstellung der 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme wurden durch eine
Uberexpression der Glucokinase in RINm5F-Zellen beeinflut (Tab. 3.2). Eine deut-
liche Linksverschiebung der 3-O-Methyl[1-°H]-Glucose-Aufnahmekurve ergab jedoch
die GLUT2-Uberexpression in RINm5F-Zellen (Abb. 3.6).



RESULTATE 84

3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme

Initiale Geschwindigkeit Zeit biszur halbmaximalen
Gleichgewichtseinstellung

Zdlltyp (mol/g DNA/min) (9
RINmM5F (Kontrolle) 0,42 + 0,02 248+ 31
RINmM5F-GK 0,35+ 0,06 285+4,4
RINmM5F-GLUT2 1,28+ 0,11* 6,5+ 0,9*

Tab. 3.2: Effekteder Glucokinase- und GL UT 2-Glucosetr anspor ter -Uber expr es-
sion auf die Charakteristika der 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme

Die initialen Geschwindigkeiten wurden aus den linearen Aufnahmephasen zwischen 0 und
10 s bei 10 mM 3-O-Methyl[1-°H]-Glucoseaufnahme berechnet. Die Zeit bis zur halbma-
ximalen Gleichgewichtseinstellung wurde mit der nicht-linearen Regressionsanalyse one
phase exponentiell association aus den 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahmekinetiken in
Abb. 3.6 berechnet. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 4 unabhéngigen Experimen-
ten. * Signifikantsniveau p< 0,05 verglichen mit der Kontrolle.

Die initiale Geschwindigkeit der 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme war in GLUT2-
Uberexprimierenden Zellklonen mit 1,28 mol/g DNA/min 3mal hoher as in Kontroll-
zellen; die Zeit bis zur halbmaximalen Gleichgewichtseinstellung war mit 6,5 s auf ein
Viertel verkirzt. Diese im Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollzellen schnelle
Gleichgewichtseinstellung der intra- und extrazelluléren Glucosekonzentration bestétigt

die Expression des funktionsfahigen GLUT2-Glucosetransporters.

3.1.5 RT-PCR-Analyseder KIR6.2- und SUR1-Expression in RINm5F-Zellen
niedriger Passage

Eine neben Glucokinase und GLUT2-Glucosetransporter wichtige Struktur fur die
glucoseinduzierte Insulinsekretion der pankreatischen B-Zelle ist wie bereits oben
erwahnt der ATP-sensitive Kaliumkanal. Dieser Komplex besteht aus zwel Proteinen
mit unterschiedlicher Funktion. Das KIR6.2-Protein bildet eine ATP-sensitve K*-
selektive Pore in der Zellmembran. Das Sulfonylharnstoffrezeptorprotein (SUR1) dient
als Regulator des Kir6.2 und verleiht ihm Sensitivitat gegentiber Sulfonylharnstoffen,
einer fur die Therapie des Typ-11-Diabetes wichtigen Stoffklasse.
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Die RT-PCR stellt eine sehr sensitive Methode dar, um die Genexpression auf der
transkiptionellen Ebene nachzuweisen. Aus Zellen isolierte mRNA wird zunachst mit
Reverser Transkriptase in cDNA ,, umgeschrieben®. Diese cDNA dient in einer nachfol-
genden PCR as Template, um mit spezifischen Primern selektiv die cDNA eines ge-
suchten Gens zu amplifizieren. Das Amplifikat kann anschlief3end in einer Gelelekto-

phorese analysiert werden.
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Abb. 3.7. RT-PCR-Analyse der Genexpression desKIR6.2 in RINm5F-Zellen

M = 1-kb-DNA-Leiter (Gibco), L = Amplifikation von Leber-cDNA, K = Negativ-Kon-
trolle ohne Template, 1 = Amplifikation von RINm5F-GK-cDNA, 1 = Amplifikation von
RINmM5F-GLUT2-cDNA, 3 = Amplifikation von RINm5F-cDNA. Die cDNA wurde aus 1
pHg Gesamt-RNA synthetisiert und mit fir den Karp-Kana-spezifischen Primern mittels
PCR amplifiziert. Die DNA-Fragmente wurden in einem 1%igen TBE-Agarosegel elek-
trophoretisch aufgetrennt.

Fur die RT-PCR-Anayse der KIR6.2-Genexpression in RINm5F-Zellen wurde die
cDNA aus 1 ug ,,umgeschriebener* RNA eingesetzt. Fur die Amplifikation (40 Zyklen)
wurden spezifische PCR-Primer verwendet, die ein DNA-Fragment von 500-bp-Lénge
einschlossen. Das DNA-Fragment konnte sowohl fur RINM5F-GK- und RINmMSF-
GLUT2-Zellen ds auch nicht-transfizierte RINm5F-Kontrollzellen als singulére Bande
in einem 1%igen Agarosegel nachgewiesen werden (Abb. 3.7). In der Leber, die as

Negativkontrolle diente, war keine Expression des KIR6.2 zu detektieren.
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Abb. 3.8. RT-PCR-Analyse der Genexpression des Sulfonylhar nstoffrezeptors
(SUR1) in RINm5F-Zellen

M = 1-kb-DNA-Leiter (Gibco), L = Amplifikation von Leber-cDNA, K = Negativ-Kon-
trolle ohne Template, 1 = Amplifikation von RINm5F-GK-cDNA, 1 = Amplifikation von
RINmM5F-GLUT2-cDNA, 3 = Amplifikation von RINm5F-cDNA. Die cDNA wurde aus 1
pg Gesamt-RNA synthetisiert und mit fir den Sufonylharnstoffrezeptor spezifischen Pri-
mern mittels PCR amplifiziert. Die DNA-Fragmente wurden in einem 1%igen TBE-Aga
rosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Fur die Analyse der Expression des SURL in RINm5F wurden spezifische PCR-Primer
verwendet, die ein DNA-Fragment von 1 kbp lieferten. Dieses Fragment war nach der
RT-PCR von RNA aus RINM5F-GK - und RINm5-GLUT2-Zellen und aus nicht-transfi-
zierten RINm5F-Zellen als singuldre Bande im Agarosegel nachweisbar (Abb. 3.8). Aus
Leber-RNA konnte erwartungsgemal3 keine fir den SUR1 spezifische DNA amplifiziert
werden (Abb. 3.8, L). Die Spezifitdt der RT-PCR-Analyse konnte so durch die Leber-

probe gezeigt werden.

3.1.6 Glucoseinduzierte I nsulinsekretion und Insulingehalt von Glucokinase- und
GLUT2-Glucosetransporter-tber exprimierenden RINm5F-Zellen niedriger
Passage

Die Insulinsekretion und der Insulingehat der RINm5F-Zellen wurden in Doppel be-
stimmung im Radioimmunoassay mit einem gegen Schweineinsulin gerichteten Anti-

korper und einem Ratteninsulinstandard gemessen.
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Glucoseinduzierte I nsulinsekretion von Glucokinase- und GLUT 2-
Uberexprimierenden RINm5F-Zellen

Kontrolle = RINmM5F-Zellen, GK = RINmM5F-GK-Zellen, GLUT2 = RINmM5F-GLUT2-
Zéllen. Die Zellen wurden fur 20 min statisch mit unterschiedlichen Glucosekonzentratio-
nen in KR-Puffer inkubiert. Die Menge des in den Uberstand sezernierten Insulins wurde
mittels eines Radioimmunoassays bestimmt und ist as ,, Rate tber der Basal sekretion* an-
gegeben. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von 6 unabhdngigen Experimenten. * Signi-
fikantsniveau p< 0,05 verglichen mit der Kontrolle.

Weder nicht-transfizierte RINmSF-Kontrollzellen noch GLUT2-Uberexprimierende

RINmM5SF-Zellen zeigten eine glucoseinduzierte Insulinsekretion im Konzentrations-

bereich von 50 uM bis 10 mM Glucose. Im Gegensatz dazu war bei Glucokinase-

Uberexprimierenden RINmM5SF-Zellen ein signifikanter Anstieg der Insulinsekretion

zwischen 2,5 bis 10 mM Glucose festzustellen. Bel 5 und 10 mM Glucose war die
Insulinsekretion 2,6mal hoher als die Basal sekretion.
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Basale I nsulinsekretion I nsulingehalt Basale I nsulinsekretion
Zdltyp (pg/ug DNA/N) (ng/ug DNA) (% des Insulingehalts)
RINm5F (Kontroll€) 378+ 47 (8) 2,2+0,3(8) 17
RINmM5F-GK 104 + 13 (8)* 1,9+0,2(8) 5
RINmM5F-GLUT2 818 + 21 (8)* 1,9+0,1(8) 43

Tab. 3.3: Effekt der Glucokinase- und GL UT 2-Glucosetr anspor ter -Uber ex-
pression auf die basale Insulinsekretion und den Insulingehalt von
RINmM5F-Zellen

Die Zellen wurden fir 20 min in KR-Puffer mit 50 uM Glucose inkubiert. Die Menge des
in den Uberstand sezernierten Insulins wurde mittels eines Radioimmunoassays gemessen.
Der Insulingehat der Zellen wurde nach Extraktion mit saurem Ethanol im
Radioimmunoassay bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. * Signifikantsniveau p<
0,05 verglichen mit der Kontrolle.

Der Insulingehalt der RINm5F-Zellen wurde durch die Uberexpression von Gluco-
kinase und GLUT2-Glucosetransporter nicht beeinflufd. Die Werte lagen zwischen 1,9
und 2,2 ng/ug DNA (Tab. 3.3). Bel der basalen Insulinsekretion jedoch ergaben sich
signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Zelltypen. Die Basal-
sekretion von RINMSF-GK-Zellen war verglichen mit den RINmSF-Kontrollzellen
erniedrigt und betrug 104 pg/uig DNA/h. Anders war die Situation bei den RINmMSF-
GLUT2-Zellen. Hier war die basale Insulinsekretion mit 818 pg/ug DNA/h im Ver-
gleich zu den RINm5F-Kontrollzellen mit 378 pg/ug DNA/h signifikant erhoht. Der
Antell des sezernierten Insulins am Insulingehalt war bel den RINmM5F-GK-Zellen mit
5% verglichen mit den anderen RINmMS5F-Zellklonen am niedrigsten. RINmMSF-
Kontrollzellen sezernieren 17 %, RINMS5F-GLUT2-Zellen 43 % ihres Insulingehaltes.
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Abb. 3.10: Glucoseinduzierte I nsulinsekretion von 4 unter schiedlichen RINm5F-
GK-Zéellklonen

® = RINM5F-GK-2, O = RINm5F-GK-1, B = RINM5F-GK-3, 00 = RINm5F-GK-4. Die
Zellen wurden fur 20 min statisch mit unterschiedlichen Glucosekonzentrationen in KR-
Puffer inkubiert. Die Menge des in den Uberstand sezernierten Insulins wurde mittels Ra-
dioimmunoassays bestimmt und ist as ,Rate Uber der Basalsekretion® angegeben.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 6 unabhéngigen Experimenten.

Um zu Uberprifen, daR die Glucokinase-Uberexpression in RINmSF-Zellen fir die
Glucoseresponsivitat der Insulinsekretion verantwortlich war und nicht eine klonale
Selektion, wurde von 4 unterschiedlichen Glucokinase-tberexprimierenden RINmMSF-
Zéellklonen die Insulinsekretion im Bereich von 1 bis 10 mM Glucose gemessen. Allein
Abb. 3.10 dargestellten RINm5F-GK-Zellklone zeigten eine Glucoseresponsivitét bei
millimolaren Glucosekonzentrationen. Die Glucoseresponsivitdt bewegte sich bel
10 mM Glucose zwischen dem 1,7- bis 2,6fachen der Basal sekretion.

3.2 Implantation von RINm5F-GK-Surrogatzellen in diabetische
iImmundefiziente Ratten

Um die Maoglichkeit unter Bewels zu stellen, dal3 gentechnisch veranderte RINmM5F-

GK-Surrogatzellen die Stoffwechsellage eines diabetischen Versuchstiers verbessern

konnen, wurden Implantationsstudien durchgefihrt. Fir die Implantation in immundefi-

ziente RNU- und NZNU-Ratten wurde der RINmM5F-GK-Zellklon 2 mit der hochsten
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Glucoseresponsivitét ausgewdahlt. Die RNU- und NZNU-Ratten wurden unter spezifisch
pathogenfreien Bedingungen im Zentralen Tierlabor der Medizinische Hochschule
Hannover gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und Futter. Die Tiere erhielten
das autoklavierte pelletierte Alleinfuttermittel Altromin 1324. Diabetes wurde in den
Versuchstieren durch Injektion von 40 mg Streptozotocin je kg Korpergewicht in die
Schwanzvene induziert. Die Ratten wurden vor und nach Injektion fir 4 h vom Futter
abgesetzt. 46 Tage nach Diabetesinduktion (Blutglucosekonzentration > 14 mmol/l)
wurden je Tier 10° RINmM5F-GK-Zellen oder nicht-transfizierte RINm5F-K ontrollzellen

durch Injektion mit einer Kanuile subscapsuldr implantiert.

3.2.1 Blutglucose- und Gewichtsverlauf diabetischer immundefizienter Ratten
nach Implantation von RINm5F-GK -Surrogatzellen

Die Blutzuckermessungen erfolgten zunéchst am Tag der Streptozotocin-Injektion, an
den beiden folgenden Tagen und dann dreima wdchentlich montags, mittwochs und

freitags. Bel Blutzuckerwerten unter 4 mmol/l wurde téglich gemessen.

Die durchschnittliche Blutglucosekonzentration veranderte sich innerhalb von 5 Tagen
bei Tieren, denen RINm5F-Kontrollzellen implantiert worden waren, nur unwesentlich.
Vom 5. bis zum 11. Tag fielen die Blutglucosekonzentrationen drastisch von 20 mM auf
2 mM. Hervorgerufen wurde dies durch die Proliferation der Zellen und den damit
verbundenen Anstieg der Seruminsulinkonzentrationen. Wahrend dieser Zeit konnte
auch makroskopisch ein Wachstum der Tumore beobachtet werden. Fiir die folgenden
7 Tage blieben die Blutglucosekonzentrationen nahezu konstant zwischen 2 und 3 mM.
Bel Blutglucosewerten unter 2 mM fur mehr als 24 h wurden die Tiere getdtet und die

gut sichtbaren Tumore explantiert.
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Abb. 3.11: Verlauf der Blutglucosekonzentrationen von immundefizienten Ratten
nach Implantation von RINm5F-GK-Zellen und RINm5F-Zellen

Bei den Ratten wurde durch Injektion von Streptozotocin (STZ) 4-6 Tage vor der Implan-
tation (Imp) von RINmM5F-GK-Surrogatzellen (®)und RINmSF-Zellen (O) Diabetes indu-
ziert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 5 bzw. 6 Tieren.

Bel RINm5F-GK implantierten Ratten setzte 10 Tage nach der Implantation eine Ab-
nahme der Blutglucosekonzentrationen von 20 mM auf 10 mM ein. Im Zeitraum von 15
bis 35 Tagen war eine fortschreitende Normalisierung festzustellen. Die kontinuierliche
Abnahme der Blutglucosekonzentrationen der Tiere, denen RINmMSF-GK-Zellen im-
plantiert worden waren, war auf die Proliferation der Zellen zuriickzuftihren. Die Rat-
ten, denen RINM5F-GK-Zellen implantiert worden waren, vermochten trotz der
Glucoseresponsivitéat nur bis zu einem bestimmten Zeitpunkt die steigende Seruminsu-
linkonzentration, die durch die Zunahme der Zellmasse insulinproduzierender Zellen
hervorgerufen wurde, zu kompensieren. Tiere, deren Blutglucosewerte fir mehr als 24 h

unter 2 mM lagen, wurden get6tet und die Tumore zur weiteren Analyse explantiert.

Das durchschnittliche Gewicht der explantierten Tumore von RINm5SF-Kontrollzellen
lag bei 347 + 39 mg (n=5), wohingegen der Mittelwert fir Tumore von RINm5F-GK -
Zéellen nur bei 189 + 21 mg (n=6) lag. Diese Ergebnisse befinden sich in guter Uberein-
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stimmung mit den Proliferationsraten, die diese RINm5F-Zellklone unter Gewebe-
kulturbedingungen zeigen (Abb. 3.15).

Die Seruminsulinkonzentrationen der implantierten Ratten betrugen fur die RINm5F-
Kontrollzellen 5,4 + 0,8 ng/ml (n=5) und fir RINm5F-GK-Zellen 3,8 + 0,8 ng/ml (n=6).

Das Korpergewicht der Versuchstiere wurde mit einer Laborwaage unter einer Rein-

raumwerkbank dreimal wochentlich bestimmt.
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Abb. 3.12: Verlauf des Kor pergewichts von diabetischen immundefizienten Ratten
nach Implantation von RINm5F-GK -Surrogatzellen und RINmM5F-
Zéellen

Bei den Ratten wurde durch Injektion von Streptozotocin (STZ) 4-6 Tage vor der Implan-
tation (Imp) von RINmSF-GK-Surrogatzellen (®)und RINm5SF-Zellen (O) ein Diabetes
induziert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von jeweils 5 und 6 Tieren.

Der Verlauf der Blutglucosekonzentrationen von Ratten, die mit Kontrollzellen und
RINMSF-GK-Zellen implantiert wurden, spiegelt sich auch in den Anderungen des
Korpergewichts wider (Abb. 3.12). Bel mit Kontrollzellen implantierten Ratten trat 5
Tage nach der Injektion der Zellen eine deutliche Gewichtszunahme zeitgleich zur
drastischen Abnahme der Blutglucosekonzentrationen auf (Abb. 3.11). Auch der Ge-
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wichtsanstieg von RINmM5F-GK-implantierten Ratten nach dem 15. Tag verlief anti-

parallel zur Blutglucosekonzentration.

3.2.2 Proliferationscharakteristika von RINm5F-GK -Surrogatzellen und
RINmM5F-Zellen unter Gewebekulturbedingungen

Jeweils 10.000 RINmMS5F-Zellen bzw. RINmM5F-GK-Zellen wurden je Kavitét auf 96 well
dishes ausgesét. Die relative Zellzahl wurde nach 0, 24, 48 und 72 h mit Hilfe des
MTT-Tests bestimmt.
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Abb. 3.13: Vergleich der Proliferationsrate von RINm5F-GK -Surrogatzellen mit
RINmM5F-Zellen

O = RINmM5F-Zéellen, ® = RINM5F-GK-Zellen. Die Zellzahlen wurden mittels MTT-Tests
quantifiziert. Die Zellzahlen zum Zeitpunkt O wurden auf 100 % gesetzt. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM von 8 unabhangigen Experimenten.

Durch eine nicht-lineare Kurvenanpassung mit dem Computerprogramm GraphPad
Prism 2.01 (Funktion: Exponentiell growth) lief? sich eine Verdoppelungszeit von
48 + 5 h fur RINm5F-Zellen und von 85 + 8 h fir RINm5F-GK-Zellen berechnen.

3.23 Orale Glucosebelastung diabetischer immundefizienter Ratten nach
I mplantation von RINm5F-GK -Surrogatzellen und RINm5F-K ontrollzellen

Um einen weiteren Bewels fur die glucoseinduzierte Insulinsekretion von RINmMSF-GK -

Surrogatzellen in vivo zu liefern, wurden Glucosetoleranztests mit den implantierten
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Ratten durchgefuihrt. Den Tieren wurde nach vierstiindigem Fasten oral Glucosel 6sung
(1 g/kg Korpergewicht; 1 g in 1 ml Wasser gel0st) mit einer Sonde verabreicht. Nach O,
30, 60 und 120 min wurden von den Tieren Blutproben genommen, um die Blutglucose-

und Seruminsulinkonzentrationen zu bestimmen.
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Abb. 3.14: Einflul? oraler Glucosegabe auf Blutglucose- und Seruminsulinkonzen-
trationen implantierter immundefizienter Ratten

Nach oraler Glucosegabe (1 g/kg Korpergewicht) wurden Blutglucose- und Seruminsulin-
konzentrationen von immundefizienten Ratten, denen RINmMS5F-GK-Surrogatzellen und
RINm5F-Kontrollzellen implantiert worden waren, Uber einen Zeitraum von 120 min ge-
messen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von jewels 6 und 4 Tieren.
*Signifikantsniveau p< 0,05.

Die Glucosebelastung fuhrte sowohl bel den mit Kontrollzellen as auch bei den mit
RINmM5F-GK implantierten Ratten zu einem ca. 300%igen Anstieg der Blutglucose-
konzentration nach 30 min (Abb. 3.14). Bel den mit Kontrollzellen implantierten Ratten
jedoch ging die Blutglucosekonzentration nach 60 min fast wieder auf den Wert nach
dem Fasten herunter. Nach 120 min war der Blutglucosespiegel sogar etwas unter dem

Ausgangswert bei 0 min. Die Seruminsulinkonzentrationen wurden durch den Anstieg
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der Blutglucosekonzentrationen nicht signifikant geandert. Im Gegensatz dazu fuhrte
der Anstieg der Blutglucosewerte nach 30 und 60 min bei RINM5F-GK implantierten
Ratten auch zu einem signifikanten Anstieg der Seruminsulinkonzentration um bis zu
200 %.

3.24 Stabilitat der Glucokinase-, GLUT2-Glucosetransporter - und Insulin-
Genexpression von RINmM5F-GK -Zellen unter in vitro und in vivo
Bedingungen

GK - -

GLUT2 e ¥ »w

NS WWWY

K GK K GK

in vitro in vivo

Abb. 3.15 Glucokinase-, GLUT 2-Glucosetransporter- und Insulin-Genexpression
in RINm5F-K ontrollzellen und RINm5F-GK -Zellen unter in vitro und
in vivo Bedingungen

GK = Glucokinase mRNA, GLUT2 = mRNA des GLUT2-Glucosetransporters, INS =
Insulin MRNA, K = RINm5F-Kontrollzellen, GK = RINm5F-GK-Zellen. Dargestellt ist die
Genexpression von Glucokinase, GLUT2-Glucosetransporter und Insulin in RINm5F-
Kontrollzellen und RINm5F-GK-Zellen unter Gewebekulturbedingungen (in vitro) und in
explantiertem Gewebe (in vivo). Die Genexpression wurde durch Northern-Blot-Analyse
charakterisiert. Abgebildet ist ein représentativer Blot von 3 unabhangigen Experimenten.

Um die Stabilitdt der Glucokinaseliberexpression und der konstitutiven Expression des
GLUT2-Glucosetransporters und des Insulins in RINm5F-Kontrollzellen und RINmM5SF-
GK-Zellen nach der Implantation beurteilen zu kénnen, wurden Northern-Blot-
Analysen durchgefuhrt. Hierzu wurde RNA aus explantierten Tumoren von RINmM5F-

Kontrollzellen und RINmM5F-GK-Zellen isoliert und mit spezifischen cRNA-Gensonden
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fur GK, GLUT2 und Insulin hybridisiert. Als Kontrolle diente mRNA, die aus Zellen
isoliert wurde, die unter Gewebekulturbedingungen wachsen konnten. Durch die Be-
dingungen in vivo nach Implantation wurden weder die Glucokinaseiiberexpression
noch die Expression von GLUT2-Glucosetransporter und Insulin im Vergleich zu den

in vitro Bedingungen der Gewebekultur beeinfluf3t.

3.3 Charakterisierung von Glucokinase- und GLUT 2-
Glucosetransporter -tiberexprimierenden RINm5F-Zellen
hoher Passage

Neben den Transfektionsstudien an RINm5F-Zellen in der niedrigen 19. Passage wur-

den auch RINmM5F-Zellen in der 89. Passage mit der cDNA der human B-Zellgluco-

kinase und des Ratten-GLUT2-Glucosetransporters stabil transfiziert. Durch
weitreichendere Entdifferenzierungsprozesse in RINm5F-Zellen der hohen im Ver-
gleich zur niedrigen Passage konnte durch die Uberexpression von Glucokinase nur
eine glucoseinduzierte Insulinsekretion im unteren millimolaren Glucosekonzentrations-
bereich erreicht werden (s. Abschnitt 3.3.5).

In den RINm5F-Zellen der hohen Passage war die Expression des GLUT2-Glucose-
transporters im Gegensatz zu Zellen in der niedrigen Passage nicht zu detektieren. Dies
macht die GLUT2-Glucosetransporter-tberexprimierenden  RINmMSF-Zellen in der
hohen Passage zu einem idealen Modell zur Untersuchung der Toxizitdt von Alloxan
und Streptozotocin. Diese beiden diabetogenen Substanzen sind in der experimentellen
Diabetologie schon seit langem etabliert. Die Mechanismen ihrer toxischen Wirkung
auf die B-Zellen des Pankreas sind aber noch weitgehend unklar. Nach Lenzen et al.
(1988) ergeben sich Hinweise, dald die toxische Wirkung mit der Expression des
GLUT2-Glucosetransporters assoziert sein konnte. An RINm5F-GLUT2-Zellen und
nicht transfizierten RINm5F-Kontrollzellen war es im Vergleich moglich, den Einfluf3
des GLUT2-Glucosetransporters auf die toxische Wirkung von Alloxan und Streptozo-

tocin zu untersuchen.

Die Regulation der Glucokinase-Enzymaktivitét in B-Zellen des Pankreas stellt das
entscheidende Modulationsprinzip fur Anderungen der Glucosephosphorylierung dar.

Glucose wirkt dabei nicht nur stimulierend auf die Glucokinasegenexpression, sondern
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auch Uber einen kurzfristigeren direkten Effekt auf die Enzymaktivitét (Chen et al.
1994). Ein Protein, das durch Interaktion mit der Glucokinase dhnlich wie das
Glucokinaseregul atorische Protein der Leber eine Modulation der Glucokinaseaktivitét
ermdglicht, konnte in der pankreatischen B-Zelle bislang aber nicht nachgewiesen
werden. Das Methodenspektrum zur Untersuchung des Glucokinaseregulatorischen
Proteins in der Leber umfaldte auch Permeabilisierungsversuche an isolierten Hepato-
zyten. Diese Versuche gingen von der Annahme aus, dal3 ein intrazelluléar gebundenes
Glucokinaseprotein nach Permeabiliserung der Plasmamembran mit der Substanz
Digitonin nicht oder zumindest erschwert in den Extrazellularraum diffundiert und dort
durch Enzymtests und Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden kann. Dieser
Versuchsansatz 143t sich nur unter grof3en methodischen Schwierigkeiten von Hepato-
zyten auf pankreatische B-Zellen Ubertragen. Zum einen besitzen pankreatische B-
Zellen nur 10 % der Glucokinaseaktivitét der Leber, zum anderen lassen sich B-Zellen
nur unter grofRem Aufwand und in kleinen Mengen aus Pankreata von Versuchstieren
isolieren. Mit den Glucokinase-tberexprimierenden RINmM5F-Zellen stand jedoch ein
Modell der pankreatischen B-Zelle zur Verfligung, das es ermdglichte durch geringen
Aufwand ausreichende Mengen biologischen Materias fir die Permeabilisierungsver-
suche zu gewinnen, um so die Frage nach einer intrazellularen Bindung der Gluco-

kinase und der Regulation der Enzymaktivitét zu beantworten.

3.3.1 Nachweisder Genexpression von Glucokinase und GLUT2-
Glucosetransporter in transfizierten RINm5F-Zellen hoher Passage

Glucokinase und GLUT2-Glucosetransporter wurden in RINmS5F-Zellen der 89.
Passage mit dem eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3 unter Kontrolle des
CMV Promotors Uberexprimiert. Positive, d.h. Uberexprimierende RINm5F-Zellklone
wurden zunéchst durch Northern- und Western-Blot-Analysen identifiziert. Anschlie-
Rend wurden die Auswirkungen der Uberexpression auf die Glucosephosphorylierung, -
aufnahme, -oxidation und die glucoseinduzierte Insulinsekretion auf die transfizierten
RINmM5F-Zellen untersucht.



RESULTATE 98

3.3.1.1 Northern-Blot-Analyse von Glucokinase-tberexprimierenden RINmM5F-
Zéellen

Durch eine spezifische DIG-UTP markierten Antisense-cRNA-Gensonde war es mog-
lich, Glucokinase-mRNA sensitiv nachzuweisen. In RINm5F-Zellen der hohen Passage
(Abb. 3.16) war die Expression der Glucokinase wie auch bei RINm5F-Zellen der
niedrigen Passage (Abb. 3.1) nicht detektierbar. Durch die Transfektion der RINmM5F-
Zellen mit dem eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3-GK konnte die Expression
auf ein Uber der Leber liegendes Niveau gesteigert werden (Abb. 3.16). Das nachgewie-
sene Glucokinase-Transkript hatte eine Lange von 2,4 kb. Als Mock-Transfektanden
dienten RINm5F-Zellklone die mit dem Vektor pcDNA3 ohne cDNA transfiziert wur-
den. Bei diesen Zellen war ebenfals wie bei den nicht-transfizierten RINm5SF-Zelle
keine Glucokinasegenexpression nachweisbar (Abb. 3.16, K2). Zur Kontrolle fur eine
gleichméldige Beladung des Agarosegels wurden die 18S- und 28S-ribosomalen Banden

herangezogen.
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Abb. 3.16: Northern-Blot-Analyse der Glucokinase-Uber expression in RINm5F-
Zellen im Vergleich zur Leber

L = Leber, K1 = nicht transfizierte RINm5F-Zellen, K2 = RINm5F-Zellen mit dem Vektor
pcDNAS3 stabil transfiziert, 1-4 = 4 unterschiedliche RINm5F-Zellklone nach stabiler
Transfektion mit dem Vektor pcDNA3-GK. Aufgetragen wurden 10 ug RNA/Bahn. Die
RNA wurde mit einer fur Glucokinase spezifischen cRNA-Gensonde unter stringenten Be-
dingungen hybridisiert. Die 28S- und 18S-ribosomalen Banden zeigen die gleichméliige
Beladung des Agarosegels. Abgebildet ist ein reprasentativer Blot von 3 unabhéngigen Ex-
perimenten.

3.3.1.2 Western-Blot-Analyse von Glucokinase-tberexprimierenden RINmM5F-
Zéellen

Nach der Uberprifung der Glucokinasegenexpression auf der transkriptionellen Ebene
durch Northern-Blot-Anaysen sollte Glucokinaseprotein in transfizierten RINmM5F-GK -
Zellen durch Western-Blot-Anaysen nachgewiesen werden. Hierzu wurde das Protein
von Zellhomogenaten in einer PAGE aufgetrennt und auf eine PV DF-Membran gebl ot-
tet.
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Abb. 3.17: Western-Blot-Analyse der Glucokinase-Uber expression in RINmM5F-
Zéellen im Vergleich zur Leber

L = Leber, K1 = nicht transfizierte RINm5F-Zellen, K2 = RINm5F-Zellen mit dem Vektor
pcDNA3 stabil transfiziert, 1-4 = 4 unterschiedliche RINm5F-Zellklone nach stabiler
Transfektion mit dem Vektor pcDNA3-GK. Aufgetragen wurden 10 pg Protein/Bahn. Das
Protein aus Zellhomogenaten wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt. Die Glucokinase-Pro-
teinexpression wurde mit einem spezifischen gegen Glucokinase gerichteten Antikorper
detektiert. Abgebildet ist ein représentativer Blot von 4 unabhdngigen Experimenten.

Mit einem Glucokinase-spezifischen Antikorper (Tiedge & Lenzen 1995) war das
Protein im Autoradiogramm als singulére 56-kDa-Bande detektierbar (Abb. 3.17). Die
Starke der Glucokinaseliberexpression in RINm5F-GK-Zellen entsprach der Expression
der Glucokinase in der Rattenleber. In nicht-transfizierten RINm5F-Kontrollzellen und
mock-transfizierten RINm5F-Zellen war wie schon bei der Northern-Blot-Analyse keine

Glucokinase-Expression nachweisbar.

3.3.1.3 Northern-Blot-Analyse von GLUT 2-uberexprimierenden RINm5F-Zellen

Wie schon bei den Glucokinase-tberexprimierenden RINm5F-Zellen so wurden auch
bei der Uberexpression des GLUT2-Glucosetransporters in RINm5F-Zellen positive
Zellklone zunéchst durch Northern-Blot-Analysen identifiziert. Mit einer GLUT2-Glu-
cosetransporter-spezifischen Gensonde war das 2,8-kb-Transkript in RINm5F-GLUT2
detektierbar (Abb. 3.18). Das Expressionsniveau des GLUTZ2 in den Uberexprimieren-
den RINm5F-Zellen entsprach dem der Leber. Im Gegensatz zu nicht-transfizierten
RINm5F-Kontrollzellen niedriger Passage (Abb. 3.3, K1) war in RINm5F-Kontrollzel -
len hoher Passage eine Expression des GLUT2-Glucosetransporters nicht nachweisbar
(Abb. 3.18, K1). Auch fur Mock-Transfektanden fiel der Nachweis von GLUT2-mRNA

im Northern Blot negativ aus.



RESULTATE 101

W W W «—285

9

W W w W 185

mRNA Bew . +— 2,8kb

L Ki H2|1 2 3 4|
GLUTZ2

Abb. 3.18: Northern-Blot-Analyse der GLUT2-Glucosetransporter-Uber expression
in RINm5F-Zellen im Vergleich zur Leber

L = Leber, K1 = nicht transfizierte RINm5F-Zellen, K2 = RINm5F-Zellen mit dem V ektor
pcDNA3 stabil transfiziert, 1-4 = 4 unterschiedliche RINm5F-Zellklone nach stabiler
Transfektion mit dem Vektor pcDNA3-GK. Aufgetragen wurden 10 pg RNA/Bahn. Die
RNA wurde mit einer fir GLUT2 spezifischen cRNA-Gensonde unter stringenten Bedin-
gungen hybridisiert. Die 28S- und 18S-ribosomalen Banden zeigen die gleichmaliige Bela
dung des Agarosegels. Abgebildet ist ein reprasentativer Blot von 3 unabhangigen
Experimenten.

3.3.1.4 Western-Blot-Analyse von GLUT 2-Uberexprimierenden RINm5F-Zellen

Auch in der Western-Blot-Analyse konnte wie im Northern Blot keine Expression des
GLUT2-Glucosetransporters in nicht-transfizierten und mock-transfizierten RINm5SF-
Zellen hoher Passage nachgewiesen werden (Abb. 3.18). Die Analyse von Mikroso-
menpraparationen im Western Blot ergab fur GLUT2-Uberexprimierenden RINmMSF-
Zellen ein im Vergleich zur Leber @hnliches Expressionsniveau des GLUTZ2-
Glucosetransporters. Wie bereits in Abschnitt 3.1.1.4 beschrieben sind die im
Autoradiogramm des Western Blot sichtbaren Doppelbanden nicht auf eine mangelnde
Selektivitéat des verwendeten Antikorper zuriickzuftihren sondern vermutlich auf Unter-
schiede in der Glycosidierung oder Phosphorylierung oder in der Proteolyse des
GLUT2-Proteins.
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Abb. 3.19: Western-Blot-Analyse der GLUT2-Uberexpression in RINmM5F-Zellen
im Vergleich zur Leber

L = Leber, K1 = nicht transfizierte RINm5F-Zellen, K2 = RINm5F-Zellen mit dem V ektor
pcDNA3 stabil transfiziert, 1-4 = 4 unterschiedliche RINm5F-Zellklone nach stabiler
Transfektion mit dem Vektor pcDNA3-GLUT2. Aufgetragen wurden 10 pg Protein/Bahn.
Das Protein aus Mikrosomenpréparationen wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt. Die
GLUT2-Proteinexpression wurde mit einem spezifischen gegen GLUT2 gerichteten Anti-
korper detektiert. Abgebildet ist ein reprasentativer Blot von 4 unabhangigen Experimen-
ten.

3.3.2 Glucosephosphorylierung von Glucokinase- und GLUT 2-
Glucosetransporter -tiber exprimierenden RINm5F-Zellen hoher Passage

Durch die spektralphotometrische Messung der Glucoseposphorylierungaktivitdten von
Zellhomogenaten transfizierter RINmMSF-Zellen konnte bestétigt werden, dal3 ein funk-
tionsfahiges Glucokinase-Enzymprotein in RINM5SF-GK-Zellen tGberexprimiert wurde.
Durch 1 mM und 100 mM Glucosekonzentration war es moglich, im enzymgekoppelten
Assay zwischen den Glucosephosphorylierungsaktivitdten der Hexokinase und Gluco-
kinase mit ihren untschiedlichen K,-Werten fir das Substrat Glucose zu unterscheiden
(s. Abschnitt 3.1.2).
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Anteil der Glucokinase an
Glucokinase Hexokinase der
Phosphoyrlier ungsaktivitat

Zelltyp (U/g DNA) (U/g DNA) (%)
RINmM5F (Kontrolle) 12+3 185 + 13 6
RINMSF-GK 190 + 17 145 + 17 56
RINmM5F-GLUT2 175 216 + 23* 7

Tab. 3.4: Effekt der Glucokinase- und GL UT 2-Glucosetranspor ter -Uber ex-
pression auf die Aktivitaten glucosephosphorylierender Enzymein
RINmM5F-Zellen

Die Enzymaktivitdten von Zellhomogenaten wurden photometrisch mit einem enzymge-
koppelten Assay bei 37 °C gemessen. Die Mittelwerte + SEM von 6 unabhangigen Expe-
rimenten sind in U/g DNA angegeben. * Signifikantsniveau p< 0,05 verglichen mit der
Kontrolle.

Die fur die RINm5F-Zellen in der hohen Passage gemessenen Phosphorylierungsakti-
vitaten von Glucokinase und Hexokinase sind in guter Ubereinstimmng mit den Daten
der RINm5F-Zellen niedriger Passage (Abschnitt 3.1.2). Auch bei den nicht-transfi-
zierten RINm5SF-Kontrollzellen hoher Passage sind mit 185 U/gDNA relativ hohe
Hexokinasephosphorylierungsaktivitéten zu messen. Dies fuhrt zu einem relativen
Glucokinasemangel der sich in einem Anteil von nur 6 % der Glucokinase an der ge-
samten Phosphorylierungsaktivitét der Zellen ausdriickt. Durch die Uberexpression der
Glucokinase in RINmM5F-Zellen gelang es den fir die glucoseinduzierte Insulinsekretion
wichtigen Anteil der Glucokinase an der Gesamtphosphorylierungsaktivitdt von 6 % auf
56% zu steigern. Die Glucokinasephosphorylierungsaktivitét wurden dabei in
RINmM5F-GK-Zellen im Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollzellen um den Faktor
16 auf 190 U/gDNA gesteigert. Trotz signifikant erhdhter Hexokinaseaktivitdten in
GLUT2-Uberexprimierenden RINmM5F-Zellen verédnderte sich der Anteill  der
Glucokinase an der Phosphorylierungsaktivitdt mit 7 % nur unwesentlich im Vergleich

zu nicht-transfizierten RINm5F-Zellen.
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3.3.3 Glucoseoxidation von Glucokinase- und GL UT 2-Glucosetransporter -
Uberexprimierenden RINmM5F-Zellen hoher Passage

Die Auswirkungen einer Glucokinase- und GLUT2-Glucosetransporter-Uberexpression
in RINm5F-Zellen wurden durch Inkubationen mit unterschiedlichen D-[U-C]-
Glucosekonzentrationen untersucht. Uber die Menge des dabei gebildeten **CO, war es
dabei mdéglich zu bestimmen, ob millimolare Glucosekonzentrationen an den oxidativen
Metabolismus der RINm5F-Zellen gekoppelt werden.
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Abb. 3.20: Effekt der Uberexpression von Glucokinase und GL UT2-Glucosetr ans-
porter auf die Glucoseoxidation in RINm5F-Zellen

Kontrolle = RINm5F-Zellen, GK = RINm5F-GK-Zellen, GLUT2 = RINmM5F-GLUT2-
Zellen. Die Zellen wurden fiir 60 min bei 37 °C mit unterschiedlichen D-[U-**C]-Glucose-
konzentrationen inkubiert. Die Mengen des gebildeten **CO, wurden im j-
Szintillationszahler gemessen und dienten zur Berechnung der Glucoseoxidationsraten.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 4-6 Experimenten. * Signifikantsniveau p< 0,05
verglichen mit der Kontrolle.

Fur nicht-transfizierte RINm5F-Kontrollzellen und RINmMSF-GK-Zellen ergaben sich
dabel im gewahlten Glucosekonzentrationsbereich von 100 uM bis 10 mM keine signi-
fikanten Anderungen in der gebildeten **CO,-Menge (Abb. 3.20). Nur Glucokinase-
Uberexprimierende RINm5SF-Zellen konnten millimolare Glucosekonzentrationen an
den oxidativen Metabolismus koppeln. Zwischen 1 mM und 10 mM Glucose war die
Glucoseoxidation mit bis zu 1,9 mmol/gDNA/h ca. viermal hoher as in nicht-transfi-
zierten RINm5F-Kontrollzellen oder RINmMSF-GLUT2-Zellen. Das Maximum wurde
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bei einer Konzentration von 2 mM Glucose erreicht. Bei einer Erhdhung der Glucose-
konzentration auf 10 mM nahm die Glucoseoxidation in RINm5F-GK-Zellen aufgrund
der Hemmung der Hexokinaseaktivitét durch das gebildete Glucose-6-phosphat um
30 % ab. Die Abhangigkeit der Glucoseoxidation von der Glucosekonzentration war in
RINmM5F-Zellen der hohen Passage mit der von RINm5F-Zellen der niedrigen Passage
vergleichbar (Abb. 3.5, Abb. 3.20).

334 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme von Glucokinase- und GLUT 2-
Glucosetransporter-tiber exprimierenden RINm5F-Zellen hoher Passage

Die Glucosetransportaktivitdten von RINm5F-Zellen wurden durch Aufnahmekinetiken
mit 10 mM 3-O-Methyl[1-®H]-Glucose (10 pCi/ml) quantifiziert. Die von den Zellen
nach 10 bis 120s Expositionszeit akkumulierte 3-O-Methyl[1-*H]-Glucosemenge
konnte mit einem [3-Szintillationszdhler gemessen werden. Anhand der ermittelten
kinetischen Daten konnten die initiale Geschwindigkeit der 3-O-Methy![1-*H]-Glucose-
Aufnahme und die Zeit bis zur halbmaximalen Gleichgewichtseinstellung berechnet

werden.
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Abb. 3.21: Effekt der Uberexpression von Glucokinase und GL UT2-Glucosetrans-
porter auf die 3-O-M ethyl[1-°H]-Glucose-Aufnahme von RINm5F-

Zdlen

® = RINM5F-GK-Zédllen, O = RINm5F-Zellen, B = RINm5F-GK-Zé€llen. Die Zellen wur-
den bei 37 °C mit 10 mM 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose (10 uCi/ml) in KR-Puffer fir 10-
120 s inkubiert. Die von den Zellen aufgenommene 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose wurde im
B-Szintillationszdhler quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM von 4 Experimen-
ten.

Durch die Uberexpression des GLUT2-Glucosetransporters in RINm5F-Zellen konnte
die Zeit bis zur halbmaximalen Gleichgewichtseinstellung der 3-O-Methyl[1-°H]-
Glucose-Aufnahme von 34,7 s in nicht-transfizierten RINm5F-Kontrollzellen auf 6,6 s
in RINM5F-GK-Zellen verkirzt werden (Tab. 3.5, Abb. 3.21). Dieser Effekt geht einher
mit einer 9fach héheren initialen Geschwindigkeit der 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-
Aufnahme in RINM5F-GLUT2-Zéellen im Vergleich zu nicht-transfizierten RINmMSF-
Kontrollzellen. Die Uberexpression von Glucokinase in RINm5F-Zellen hingegen hatte
keinen signifikanten Einflul? auf die Zeit bis zur halbmaximalen Gleichgewichtsein-
stellung und die initiale Geschwindigkeit der 3-O-Methy![1-*H]-Glucose-Aufnahme.
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3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme

Initiale Geschwindigkeit  Zeit biszur
halbmaximalen
Gleichgewichtseinstellung

Zdltyp (mol/g DNA/min) (9
RINmM5F (Kontrolle) 0,27+0,2 34,7+1,0
RINmM5F-GK 0,23+0,6 388+44
RINmM5F-GLUT2 1,94+ 1,1 6,6 + 0,2*

Tab. 3.5: Effekteder Glucokinase und GLUT 2-Glucosetranspor ter -
Uber expression auf die Char akteristika der 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-
Aufnahme

Die initialen Geschwindigkeiten wurden aus den linearen Aufnahmephasen zwischen O und
10 s bei 10 mM 3-O-Methyl[1-*H]-Glucoseaufnahme berechnet. Die Zeit bis zur halb-
maximalen Gleichgewichtseinstellung wurde mit der nicht-linearen Regressionsanalyse one
phase exponentiell association aus den 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahmekinetiken in
Abb. 3.21 berechnet. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 4 unabhangigen
Experimenten. * Signifikantsniveau p< 0,05 verglichen mit der Kontrolle.

3.3.5 Glucoseinduzierte I nsulinsekretion und Insulingehalt von Glucokinase- und
GLUT2-Glucosetransporter -tiber exprimierenden RINm5F-Zellen hoher
Passage

Die glucoseinduzierte Insulinsekretion von Glucokinase-tberexprimierenden RINmM5F-
Zellen in der hohen Passage, die in statischen Glucoseinkubationen bestimmt wurden,
zeigte nur bei 1 mM Glucose einen signifikanten 1,4 fachen Anstieg im Vergleich zur
Basalsekretion (Abb. 3.9). Bei htheren Glucosekonzentrationen nahm die Insulinsekre-
tion wieder ab. Die GLUT2-tberexprimierenden RINmMS5F-Zellen zeigten, wie die nicht-
transfizierten RINm5F-Kontrollzellen keine Glucoseresponsivitdt der Insulinsekretion

bei mikro- und millimolaren Glucosekonzentrationen.
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Abb. 3.22: Glucoseinduzierte | nsulinsekretion von Glucokinase- und GLUT 2-

Uber exprimierenden RINm5F-Zellen

Kontrolle = RINm5F-Zdllen, GK = RINmM5F-GK-Zellen, GLUT2 = RINm5F-GLUT2-
Zéllen. Die Zellen wurden fur 20 min bei 37 °C statisch mit unterschiedlichen Glucosekon-
zentrationen in KR-Puffer inkubiert. Die Menge des in den Uberstand sezernierten Insulins
wurde mittels Radioimmunoassays bestimmt und ist als Rate Uber der Basal sekretion ange-
geben. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 6 unterschiedlichen Experimenten. *
Signifikantsniveau p< 0,05 verglichen mit der Kontrolle.

Die basale Insulinsekretion war sowohl bei den RINmM5F-GK- als auch bel RINmMS5F-
GLUT2-Zellen um ca. die Halfte erniedrigt (Tab. 3.6). Auf den Insulingehalt hatte die
Transfektion der RINm5F-Zellen keinen signifikanten Einflul3.
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Basale | nsulinsekr etion I nsulingehalt Basale I nsulinsekr etion
Zdltyp (pg/g DNA/N) (ng/ug DNA) (% desInsulingehalts)
RINmSF (Kontrolle) 243 + 21 (10) 1,7+ 0,2 (10) 14
RINMSF-GK 117 + 12 (10)* 1,5+ 0,2 (10) 8
RINM5F-GLUT2 123+ 7 (8)* 1,5+0,1(8) 8

Tab. 3.6: Effekt der Glucokinase- und GL UT 2-Glucosetr anspor ter -Uber ex-
pression auf die basale Insulinsekretion und den Insulingehalt von
RINmM5F-Zellen

Die Zellen wurden fir 20 min in KR-Puffer mit 50 uM Glucose inkubiert. Die Menge des
in den Uberstand sezernierten Insulins wurde mittels Radioimmunoassays gemessen. Der
Insulingehalt der Zellen wurde nach Extraktion mit saurem Ethanol im Radioimmunoassay
bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. * Signifikantsniveau p< 0,05 verglichen mit
der Kontrolle.

Aufgrund der fehlenden physiologischen Glucoseresponsivitat von RINmSF-GK-Zellen
hoher Passage schien eine Implantation in diabetische immundefziente Ratten, wie sie
fur die physiologisch glucoseresponsiven RINMS5F-GK-Zellen niedriger Passage durch-
gefuhrt wurde (Abschnitt 3.2), als nicht erfolgsversprechend. Durch Uberexpression der
Glucokinase in RINm5F-Zellen hoher Passage und aufgrund ihrer gunstigen Wachs-
tumskinetik konnten diese Zellen aber as Modell eingesetzt werden, um die intrazellu-
lare Bindung der Glucokinase und die Regulation der Glucokinase-Enzymaktivitét

durch Permeabilisierungsversuche zu untersuchen.

3.4 Untersuchungen zur Regulation der Glucokinase-
Enzymaktivitat in Glucokinase-Uberexprimierenden RINm5F-
Zellen hoher Passage

3.4.1 Glucokinase- und Hexokinaseaktivitaten nach Freisetzung aus RINmM5F-
GK Zéellen durch Digitonin

Ziel dieser Versuche war die Charakterisierung der Regulation der Enymaktivitéat durch
intrazelluldre Bindung von Glucokinase und Hexokinase in insulinproduzierenden

RINmM5F-GK Zellen. Hierzu wurden die Zellen mit Digitonin permeabilisiert, einem
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Gemisch von Steroidsaponinen, das a's nichtionisches Detergenz wirkt und selektiv das
cytoplasmatische Kompartiment von Zellen ertffnet. Zellulére Strukturen wie Mito-
chondrien oder das endoplasmatische Retikulum werden dabel nicht beeinflufdt. Digito-
nin bewirkte eine konzentrationsabhangige Freisetzung der Glucokinaseaktivitét in das
extrazelluldre Medium, die bei einer Konzentration von 10 pg/ml mit nahezu 100 %
maximal war (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: Freisetzung von Glucokinase- und Hexokinaseenzymaktivitéaten aus
glucokinasetiber exprimierenden RINm5F-GK Zellen in Abhéngigkeit
von der Digitoninkonzentration

® = Glucokinase, O = Hexokinase. RINM5F-GK Zellen wurden in RPMI-1640 Medium
bei 10 mM Glucose inkubiert. Die Zellen wurden in Assaypuffer mit verschiedenen Digi-
toninkonzentrationen fir 5min permeabilisiert. Anschlief?end wurden die Glucokinase-
und Hexokinase-Enzymaktivitdten spektralphotometrisch bestimmt. Danach wurden durch
0,5 % Triton X-100 die zellulér gebundenen Enzyme herausgel st und ebenfalls spektral -
photometrisch quantifiziert. Die Glucosephosphorylierungsaktivitéten sind in % der Ge-
samtaktivitét des jeweiligen Enzyms angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 3
unabhangigen Experimenten.

Der durch nicht lineare Regressionsanalyse ermittelte ECso-Wert der Glucokinase-
aktivitats-Diffusion betrug 3,08 pug/ml. Die Diffusionsrate der Hexokinase war im
Vergleich zur Glucokinase deutlich geringer und erreichte ab 5 pug/ml Digitonin einen
Maximalwert von 40 % der zelluldaren Gesamtaktivitdt (Abb. 3.23). Der ECso-Wert der
Hexokinaseaktivitétsfreisetzung betrug 2,8 mg/ml. Die im Vergleich zur Glucokinase
geringe Freisetzung von Hexokinaseaktivitéat ist mit der intrazelluléaren Bindung des

Enzyms an Mitochondrien zu erklaren.
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3.4.2 Glucokinaseaktivitat in Abhangigkeit von der Proteinfreisetzung aus
RINmM5F-GK-Zellen unter dem Einflul steigender Digitoninkonzentration

Anhand dieser Versuche sollte der Aktivitatszustand der diffusiblen Glucokinasefrak-
tion in bezug auf die Menge des freigesetzten Enzymproteins charakterisiert werden.
Hierzu wurden die durch Digitoninpermeabilisierung freigesetzten zelluléren Proteine
durch Acetonféllung aufkonzentriert und die Glucokinaseproteinmenge durch Western-
Blot-Analyse mit einem spezifischen Antikorper quantifiziert. Das zelluldr gebundene
Glucokinaseprotein wurde in einem weiteren Schritt durch eine 0,5%ige Triton X-100-
Lyse herausgel 6st und ebenfalls durch Western Blotting analysiert.

In Abhéngigkeit von der Digitoninkonzentration nahm die Menge des Glucokinase-
proteins im extrazelluldren Medium zu, wohingegen die verbliebene, aus dem Lysat

mobilisierbare, Menge des Glucokinaseproteins entsprechend abnahm (Abb. 3.24).
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ADbb. 3.24: Freisetzung von Glucokinaseprotein aus RINm5F-GK-Zéllen in
Abhangigkeit von der Digitoninkonzentration

A =Proteine aus extrazellulzrem Uberstand, B = Proteine aus intrazelluldrem Lysat,
L =5 g cytosolisches Extrakt aus der Rattenleber. RINm5F-GK Zellen wurden in RPMI-
1640 Medium bei 10 mM Glucose inkubiert. Die Zellen wurden anschlief?end in RPMI-
1640 Medium mit verschiedenen Digitoninkonzentrationen permeabilisiert. Die in den
Extrazelluléarraum diffundierten Proteine wurden durch zweimalige Acetonféllung pré
zipitiert. Die intrazelluldren Proteine wurden nach Lyse mit 0,5 % Triton X-100 ebenfalls
prézipitiert. Das Glucokinaseprotein wurde durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung
eines glucokinasespezifischen Antikorpers quantifiziert.

Im Vergleich zwischen der freigesetzten Glucokinase-Enzymaktivitét und dem Gluco-
kinase-Enzymprotein zeigte sich, dal3 bel einer Digitoninkonzentration von 10 pg/ml

nahezu 100 % der zelluldren Glucokinaseaktivitét im extrazelluldren Medium nachge-
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wiesen werden konnten, aber nur 50 % des zelluldren Glucokinaseproteins freigesetzt
wurden (Abb. 3.23, Abb. 3.24).
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ADbb. 3.25: Freisetzung der Glucokinase-Enzymaktivitat und des
Glucokinasepr oteins aus glucokinaseiiber exprimierenden RINm5F-GK
Zdellen in Abhangigkeit von der Digitoninkonzentr ation

® = Glucokinase-Enzymaktivitét, O = Glucokinaseprotein. Die Glucokinase-Enzymakti-

vitdten wurden spektralphotometrisch, die Glucokinaseproteinkonzentrationen durch
Western-Blot-Analysen bestimmt. Die Werte sind in% der Gesamtaktivitét, bzw. des
Gesamtproteins angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 3 unabhéngigen Expe-
rimenten.

3.4.3 Regulation der intrazellularen Glucokinaseaktivitat in insulinproduzieren-
den RINm5F-GK-Zéellen

In Anlehnung an die Versuche zur Glucokinaseaktivitéats- und proteinfreisetzung aus
digitoninpermeabilisierten RINM5F-GK Zellen zielten diese Versuche auf die Frage
nach einer eventuellen Existenz eines regulatorischen Proteins in den transfizierten
Zellen ab. Hierzu wurde die spezifische Glucokinaseaktivitét, der Quotient aus Enzym-
aktivitét und Proteinkonzentration, der diffusiblen und der gebundenen Glucokinase
bestimmt. In Abhangigkeit von der Digitoninkonzentration blieb die spezifische Akti-
vitét der diffusiblen Glucokinasefraktion nahezu konstant, wohingegen die der gebun-
denen Fraktion auf einen Werte nahe null deutlich abnahm (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26:

Abb. 3.27:
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Spezifische Aktivitaten der diffusiblen und der zellgebundenen
Glucokinase in Abhangigkeit von der Digitoninkonzentration

® = Spezifische Aktivitét der diffusiblen Glucokinase, O = Spezifische Aktivitéat der zell-
gebundenen Glucokinase. Von mit Digitonin permeabilisierten RINm5F-GK Zellen wur-
den die Aktivitaten und der Proteingehalt der diffusiblen und der gebundenen Glucokinase
bestimmt. Die spezifische Glucokinaseaktivitat wurde aus dem Quotienten von Enzymakti-
vitét zu Proteingehalt bestimmt. Die Freisetzung der gebundenen Glucokinase erfolgte
durch Lyse mit Triton X-100. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 4 unabhangigen Ex-
perimenten.
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Effekte von 10 pg/ml Digitonin bzw. 0,5 % Triton X-100 auf die
Enzymaktivitat rekombinanter Glucokinase

In einem spektralphotometrischen Assay wurden die Enzymaktivitdten rekombinanter
humaner B-Zellglucokinase (Kontrolle), rekombinanter Glucokinase unter Zugabe von
Triton X-100 in einer Endkonzentration von 0,5% bzw. unter Zugabe von Digitonin
(10 pg/ml) bestimmt. Die Daten sind in % der rekombinanten Glucokinaseaktivitét ohne
Zugabe von Triton X-100 oder Digitonin ausgedriickt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM
aus 4 unabhangigen Experimenten.
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Eine Modulation der spezifischen Aktivitét zeigte sich nur bei der durch Triton X-100
extrahierten Glucokinasefraktion. Um einen direkten Triton X-100 Effekt auf die
Glucokinase auszuschlief3en, wurde die Aktivitdt von rekombinanter B-Zellglucokinase
in Gegenwart von 10 pug/ml Digitonin bzw. 0,5 % Triton X-100 bestimmt. Keine der
Substanzen zeigte einen Effekt auf die Aktivitét der rekombinanten Glucokinase (Abb.
3.27).

Die Ergebnisse lassen den Schluf zu, dal3 der durch Triton X-100 hervorgerufene,
hemmende Effekt auf die spezifische Aktivitét der gebundenen Glucokinasefraktion in
Zusammenhang mit einem speziellen intrazelluldren Faktor steht. Zur Verifizierung
wurde der Effekt von 0,5 % Triton X-100 auf die Glucokinaseaktivitdt von RINmS5F-
GK Zéllen, die mit Hilfe von Ultraschall homogenisiert wurden, verglichen mit dem

Effekt auf Eluate, die durch Digitoninpermeabilisierung gewonnen wurden (Abb. 3.28).

In Gegenwart von 0,5 % Triton X-100 fiel die Glucokinaseaktivitét des Ultraschallho-
mogenates auf 52 % des Vergleichswertes ab, indessen nahm die Hexokinaseaktivitét
umn 33% zu (Abb. 3.28). Letzteres ist moglicherweise auf die Freisetzung von
urspriinglich mitochondrial gebundenen Enzymen zurtickzufiihren. Ahnliche Verhalt-
nisse zeigten sich bei der direkten Lyse der RINMSF-GK Zellen mit 0,5 % Triton X-100
(Abb. 3.28). Die Gabe von 0,5 % Triton X-100 zu den durch Digitoninpermeabilisie-
rung gewonnenen Eluaten bewirkte eine signifikante Abnahme der Glucokinaseaktivitét
auf 55 %, wohingegen die Hexokinaseaktivitat nahezu unbeeinflufdt blieb. Demnach ist
anzunehmen, dal3 Triton X-100 entweder einen Inhibitor der Glucokinase aktiviert oder

einen Stimulator inaktiviert.
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Abb. 3.28: Effekt von Ultraschallhomogenisation, Digitonin und Triton X-100 auf
die Glucokinase- und Hexokinase-Aktivitatsfreisetzung aus RINm5F-
GK-Zéllen

Je Versuchsanatz wurden 4 x 10° RINm5F-GK Zellen in einer 6-cm-Gewebekulturschale
mit RPMI-1640 Medium bei 1 mM Glucose inkubiert. Die Zellen wurden entweder durch
Ultraschall homogenisiert, gefolgt von einer Pelletierung von Zellbruchstticken durch eine
zehnmindtige Zentrifugation bei 10.000 g (4 °C), oder durch 10 ug/ml Digitonin permea-
bilisiert oder mit 0,5 % Triton X-100 lysiert. In Experimenten mit einem kombinierten Ul-
traschallaufschluld und einer Triton X-100 Extraktion wurde das Detergenz nach
Pelletierung der Zellbruchstiicke hinzugegeben. In Experimenten mit einer kombinierten
Digitonin und Triton X-100 Behandlung wurden die Zellen zuerst mit Digitonin permeabi-
lisiert. Anschlief3end wurde das Triton X-100 in einer Endkonzentration von 0,5 % zum
Eluat hinzugefiigt. Die Enzymaktivitdten wurden in einem spektral photometrischen Assay
gemessen. Die Daten sind in % der Enzymaktivitdt nach Ultraschallaufschlu® als Mittel-
werte + SEM (n=8-14). * p < 0,05 verglichen mit der Glucokinaseaktivitét im reinen Ul-
traschallhomogenat (100 %). # p<0,05 verglichen mit der Glucokinaseaktivitét im
Digitonineluat.

3.4.4 Regulation der Glucokinasein insulinproduzierenden RINmM5F-GK-Zellen
durch einen spezifischen Proteinfaktor

Es war das Ziel der folgenden Experimente, eine Interaktion der Glucokinase mit zel-
lul&ren Proteinen in insulinproduzierenden Zellen zu charakterisieren. Hierzu wurde die
Aktivitét eines rekombinanten Glucokinaseproteins in Digitonineluaten von RINmM5SF-
GK-Zédllen unter Kontrollbedingungen und nach Inaktivierung der zelluldren Proteine
untersucht. Dieses Glucokinaseprotein war zuvor aus E.coli-Bakterien durch Metall-
chelatchromatographie aufgereinigt worden (Tiedge et al. 1997). Die Inaktivierung der

zelluldren Proteine erfolgte zum einen durch Hitzebehandlung (5 min, 95 °C) sowie
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proteinspezifisch durch Inkubation mit Proteinase K (5 min, 25 °C). Das proteolytische,
immobilisierte Enzym wurde anschlief3end durch Zentrifugation der Sepharose-Beads
aus den zelluléren Extrakten entfernt.

125

100+

757

50+

254

Glucokinaseenzymaktivitat (%)

0

Triton X-100 - + + +
Proteinase K - - + -

Hitze - - - +

Abb. 3.29: Effekte einer Proteinase K- oder Hitzeinaktivierung zellulérer Proteine
auf die Triton X-100 induzierte Hemmung der rekombinanten
Glucokinase in Digitonineluaten von RINmM5F-GK Zellen

Je Versuchsansatz wurden 4 x 10° RINM5F-GK Zellen in einer 6-cm-Gewebekulturschale
mit RPMI-1640 Medium bei 1 mM Glucose inkubiert. Die Zellen wurden mit Digitonin
(10 pg/ml in GK-Assaypuffer) permeabilisiert. Anschlief3end wurden die zelluldren Pro-
teine mit Proteinase K (5 min, 25 °C) oder durch Hitze (5min, 95 °C) inaktiviert. An-
schlieflend wurde Triton X-100 zu einer Endkonzentration von 0,5% hinzugegeben,
gefolgt von einer Zugabe von 20 mU rekombinanter humanen B-Zellglucokinase. Die Glu-
cokinaseaktivitéten wurden in einem spektral photometrischen Assay gemessen. Die Daten
sind in % der rekombinanten Glucokinaseaktivitét in Digitonineluaten ohne Zugabe von
Triton X-100 ausgedriickt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (n =6-12). * p < 0,05 ver-
glichen mit Glucokinaseaktivitéten in Digitonineluaten.

Die Aktivitat der rekombinanten Glucokinase nahm signifikant nach Zugabe zu einem
zelluldren Extrakt von RINMSF-GK Zellen, die mit 0,5% Triton X-100 behandelt
worden waren, um 40 % gegenlber den nicht behandelten Kontroll-Zellextrakten ab
(Abb. 3.29). Wurden die zellularen Proteine der RINm5F-GK Extrakte zuvor durch
Hitzebehandlung oder Proteinase K denaturiert, konnte die Enzymaktivitét der rekom-
binanten Glucokinase nicht durch Triton X-100 gehemmt werden. Somit konnte gezeigt
werden, dal? die Glucokinase durch einen Proteinfaktor in insulinproduzierenden Zellen
beeinflufd wird. Es soll an dieser Stelle nochmals betont werden, dal3 Triton X-100 in

der verwendeten Endkonzentration von 0,5 % die Aktivitét der rekombinanten Glucoki-
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nase nicht beeinflul3te (Abb. 3.27). Dies schliefdt einen unspezifischen Effekt des Tri-

ton X-100 auf die Konformation des Enzyms aus.

35 Effekt einer GLUT2-Glucosetranspor ter -Uber expression auf
die Zytotoxizitat der diabetogenen Noxen Alloxan und
Streptozotocin bei RINm5F-Zellen hoher Passage

Durch die Uberexpression des GLUT2-Glucosetransporters in RINm5SF-Zellen hoher

Passage, in denen eine konstitutive GLUT2-Expression durch Northern- und Western-

Blot-Analysen nicht nachgewiesen werden konnte (Abschnitt 3.3.1.3 u. 3.3.1.4), steht

ein ideales Modell zur Untersuchung der Bedeutung des GLUT2-Glucosetransporters

fUr die Toxizitdt der diabetogenen Substanzen Alloxan und Streptozotocin zur Verfu-
gung. Die Auswirkungen einer GLUT2-Glucosetransporterexpression fir die Toxizitét
dieser beiden selektiven B-Zelltoxine sind durch Exposition von RINm5F-GLUT2 und
nicht-transfizierten RINmSF-Kontrollzellen gegeniber Alloxan und Streptozotocin
direkt erkennbar. Die Befunde wurden durch vergleichende Experimente an einem

zweiten GLUT2-Uberexprimierenden Zellklon bestétigt.

3.5.1 Schéadigung von RINmM5F-GLUT 2-Zellen durch Alloxan und Streptozotocin
RINmMSF-GLUT2- und nicht-transfizierte RINm5F-K ontrollzellen wurden mit Alloxan-
konzentrationen im Bereich von 0 mM bis 20 mM fur 1 h inkubiert. Die Vitaitét der
Zellen wurde nach dem Wechsel des Kulturmediums nach 16 h im MTT-Zytotoxitéats-
test bestimmt.
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Abb. 3.30: Schadigung von RINM5F-GLUT 2-Zellen und RINmM5F-K ontrollzellen
durch Alloxan

® = RINmM5F-GLUT2-Zellen, O = nicht-transfizierte RINm5F-Kontrollzellen. Die Vitali-

tét der Zellen nach einstiindiger Exposition gegentiber Alloxan wurde mit Hilfe des MTT-
Zytotoxitatstests bestimmt. Fir die Vitalitdtsangaben wurden jeweils unbehandelte
RINmM5F-Zellen als 100 % gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, ermittelt aus 4
unabhangigen Experimenten.

RINmM5F-GLUT2-Zellen wurden konzentrationabhéngig durch Alloxan geschadigt. Bei
20 mM Alloxan waren nahezu keine vitalen Zellen mehr im MTT-Test nachweisbar.
Mit Hilfe einer nicht-linearen Kurvenanpassung konnte ein ECso-Wert von 10,3 mM fir
die halbmaximale Alloxantoxizitét aus den Vitalitdtsdaten berechnet werden (Tab. 3.7).
Im Gegensatz dazu wurde die Vitalitat von nicht-transfizierten RINm5F-Kontrollzellen

durch Alloxanexposition nicht beeintrachtigt.

Streptozotocin hingegen schadigte auch nicht-transfizierte RINm5F-Kontrollzellen. Bel
20 mM Streptozotocin waren nur noch etwas mehr as die Halfte der Zellen vital (Abb.
3.31). Die GLUT2-Uberexprimierenden RINmM5F-Zellen zeigten im Vergleich eine
weitaus stérkere konzentrationsabhangige Schadigung durch Streptozotocin.
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Abb. 3.31: Schadigung von RINm5F Kontrollzellen und RINm5F-GLUT2 Zellen
durch Streptozotocin

® = RINmM5F-GLUT2-Zellen, O = nicht-transfizierte RINm5F-Kontrollzellen. Die Vitali-

tét der Zellen nach einstiindiger Exposition gegeniiber Streptozotocin wurde mit Hilfe des
MTT-Zytotoxitétstests bestimmt. Fir die Vitalitétsangaben wurden jeweils unbehandelte
RINmM5F-Zellen als 100 % gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, ermittelt aus 4
unabhangigen Experimenten.

Bel 2,1 mM Streptozotocin war bereits die Halfte der RINMSF-GLUT2-Zellen abge-
storben (Tab. 3.7). Fur RINm5SF-Kontrollzellen wurde ein ECso-Wert von 25,1 mM
Streptozotocin ermittelt.

Um einen moglichen Einfluld der Transfektion per se auf die RINm5F-Zellen auszu-
schlief?en, wurden RINmM5F-Zellen, die Glucokinase Uberexprimieren, zu Kontroll-
zwecken gegeniber Alloxan und Streptozotocin exponiert. Dabei ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede der Vitaitat im Vergleich zu nicht-transfizierten RINmM5SF-
Kontrollzellen (Tab. 3.7).
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Alloxan Streptozotocin
(mM) (mM)
RINm5F > 20 (2) 251+0,2 (5)
RINmM5-GK > 20 (2) 20,5+ 0,2 (5)
RINmM5F-GLUT2 10,3+ 0,3 (5)** 21+0,3(5)**

Tab.3.7. ECsp-Werteder Zytotoxizitéat von Alloxan und Streptozotocin gegen-
Uber RINM5F-Zellen

RINm5F-Zellen wurden for 1 h mit unterschiedlichen Konzentrationen von Alloxan oder
Streptozotocin in KR-Puffer inkubiert. AnschliefRend wurde das Medium entfernt und gegen
RPMI-1640 Medium ausgetauscht. Nach 16 h wurde die Vitalitdt im MTT-Zytotoxitatstest
ermittelt. Die ECs-Werte wurden durch nicht-lineare Regression aus den in den Abb. 3.30
bis Abb. 3.31 dargestellten Kurven berechnet. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, ermittelt
aus der jeweils in Klammern angegebenen Anzahl unabhéngig voneinander durchgefiihrter
Versuche. **p < 0,01 verglichen mit nicht-transfizierten RINm5F-Zellen.

3.5.2 Schutz von Glucose vor einer Schadigung von RINM5SF-GLUT 2-Zellen
durch Alloxan und Streptozotocin

Im weiteren sollte untersucht werden, ob fir die Toxizitét von Alloxan und Streptozo-
tocin eine direkte Interaktion mit Glucosebindungsstrukturen eine Rolle spielt. Hierzu
wurden zunéchst RINM5F-GLUT2-Zellen gleichzeitig mit 15 mM Alloxan und Gluco-
sekonzentrationen von 0 bis 25 mM eine Stunde inkubiert. Nach 16 Stunden wurde die
Vitalitat im MTT-Zytotoxitétstest gemessen.
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Abb. 3.32: Schutz von Glucose vor einer Schadigung von RINm5F-GLUT2-Zellen
durch Alloxan

® = RINmM5F-GLUT2-Zéellen. Die Vitalitéat der Zellen nach einstiindiger gleichzeitiger In-
kubation mit 15 mM Alloxan und 0-25 mM Glucose wurde im MTT-Test bestimmt. Flr
die Vitalitédtsangaben wurden jeweils unbehandelte RINmM5F-GLUT2-Zellen als 100 % ge-
setzt. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM, ermittelt aus 4 unabhéngigen Experimenten.

Glucose konnte konzentrationsabhéngig RINmSF-GLUT2-Zellen vor einer Schadigung
durch Alloxan schitzen. Der ECsp-Wert konnte mit 11,3 £ 3,0 mM (n=6) Glucose er-

mittelt werden.

Ein anderes Bild ergab sich bei der Untersuchung der schiitzenden Wirkung von Glu-
cose auf Streptozotocin exponierte RINmSF-Kontrollzellen und RINmMS5F-GLUT2-
Zellen. Weder bei RINmSF-Kontrollzellen noch RINmM5F-GLUT2-Zellen konnte ein
Schutz vor der toxischen Streptozotocinwirkung erreicht werden. Fur die gegentber
Streptozotocin empfindlicheren RINMSF-GLUT?2-Zellen lag die Vitalitdt im gesamten
Glucosekonzentrationsbereich von 0 mM bis 25 mM bei 20 %, fur die Kontrollzellen

nahezu unveréndert um 50 %.
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Abb. 3.33: Fehlender Schutz von Glucose vor einer Schadigung von RINmM5F-
GLUT2-Zéellen und RINm5F-K ontrollzellen durch Streptozotocin

® = RINmM5F-GLUT2-Zellen, O = nicht-transfizierte RINm5F-Kontrollzellen. Die Vitali-
tét der Zellen nach einstiindiger gleichzeitiger Inkubation mit 10 mM Streptozotocin und O-
25 mM Glucose wurde im MTT-Test bestimmt. Fir die Vitalitdtsangaben wurden jeweils

unbehandelte Zellen als 100 % gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM, ermittelt
aus 4 unabhangigen Experimenten.

Aus der Tatsache, dai’ die toxische Wirkung von Alloxan, aber nicht von Streptozotocin
auf RINmM5F-GLUT2-Zellen durch Glucose inhibiert werden kann, |&3 sich schlief3en,
dai? unterschiedliche Wirkmechanismen fir die beide Noxen vorliegen. Aufgrund des
Glucoseschutzes gegenuiber der Alloxantoxizitdt konnen glucosebindende Strukturen als
Wirkort des Alloxans angenommen werden. Um zu tberprifen, ob der GLUT2-Gluco-
setransporter eine dieser glucosebindenden Strukturen ist, wurden im folgenden 3-O-
Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahmekinetiken von bei RINmM5F-GLUT2-Zellen nach

Alloxan- und Streptozotocinexposition aufgenommen.

3.5.3 Einflufd von Alloxan und Streptozotocin auf den Glucosetransport von
RINMS5F-GLUT2-Zé€llen

Die Glucosetransportaktivitéten von RINm5SF-GLUT2-Zellen wurden nach einstiindiger
Exposition gegentiber Alloxan bzw. Streptozotocin durch Aufnahmekinetiken mit 10
mM 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose (10 pCi/ml) quantifiziert. Die von den Zellen nach 10
bis 60 s Expositionszeit akkumulierte 3-O-Methyl[1-*H]-Glucosemenge wurde mit

einem B-Szintillationszéhler gemessen.

Die Exposition von RINm5F-GLUT2-Zellen gegeniber 5 mM Streptozotocin ergab
keine signifikanten Unterschiede in der 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose-Aufnahme im Ver-
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gleich zu Zellen, die nur mit KR-Puffer ohne Streptozotocin inkubiert wurden (Abb.

3.34).
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Abb. 3.34: Fehlender Einflul von Streptozotocin auf die Transportfunktion des
GLUT2-Glucosetransportersin RINm5F-GLUT2-Zellen

® = 5 mM Streptozotocin, O = ohne Streptozotocin. RINmM5F-GLUT2-Zellen wurden fiir
1 hbel 37 °C gegeniiber 5 mM Streptozotocin in KR-Puffer bzw. KR-Puffer ohne Strepto-
zotocin exponiert. Anschlief3end wurden die Zellen bei 37 °C mit 10 mM 3-O-Methyl[1-
®H]-Glucose (10 uCi/ml) in KR-Puffer fir 10-120s inkubiert. Die von den Zellen
aufgenommene 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose wurde im B-Szintillationszahler quantifiziert.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 6 Experimenten.

Alloxan zeigte hingegen einen signifikanten Effekt (p < 0,05) auf den Glucosetransport.
Die Aufnahme von 10 mM 3-O-Methyl-Glucose von RINM5F-GLUT2-Zellen wurde
durch 15 mM Alloxan nach 60 s um Uber 50 % im Vergleich zu Zellen, die nur mit KR-

Puffer ohne Alloxan inkubiert wurden, inhibiert (Abb. 3.35).
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Abb. 3.35: Inhibierung der Transportfunktion des GLUT 2-Glucosetransportersin
RINmM5F-GLUT 2-Zellen durch Alloxan

® = 15 mM Alloxan, O = ohne Alloxan. RINmM5F-GLUT?2-Z€llen wurden fir 1 h bei
37 °C gegenuber 15 mM Alloxan in KR-Puffer bzw. KR-Puffer ohne Alloxan exponiert.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 37 °C mit 10 mM 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose (10
pCi/ml) in KR-Puffer fir 10-120 s inkubiert. Die von den Zellen aufgenommene 3-O-
Methyl[1-*H]-Glucose wurde im B-Szintillationszahler quantifiziert. Dargestellt sind Mit-
telwerte + SEM von 4 Experimenten.

In Versuchen, bei denen nicht-transfizierte RINm5F-Kontrollzellen gegeniiber 15 mM
Alloxan exponiert wurden, war keine Inhibierung der 3-O-Methyl-Glucoseaufnahme zu
messen (Abb. 3.36). Aus diesen Beobachtungen 1813t sich schlief3en, dal3 Alloxan einen
spezifischen inhibierenden Effekt auf die Transportfunktion des GLUT2-Glucosetrans-
porters (Abb. 3.37) besitzt.
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Abb. 3.36: Fehlender Einflul3 von Alloxan auf den Glucosetransport von nicht-
transfizierten RINm5F-Zellen

® =15 mM Alloxan, O = ohne Alloxan. RINm5F-Zellen wurden fur 1 h bei 37 °C gegen-
Uber 15 mM Alloxan in KR-Puffer bzw. KR-Puffer ohne Alloxan exponiert. Anschlief3end
wurden die Zellen bei 37 °C mit 10 mM 3-O-Methyl[1-*H]-Glucose (10 puCi/ml) in KR-
Puffer fir 10-120's inkubiert. Die von den Zellen aufgenommene 3-O-Methyl[1-*H]-
Glucose wurde im 3-Szintillationszéhler quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM
von 4 Experimenten.

Um auszuschlief3en, dal3 durch die Transfektion per se eine Sensibilisierung der
RINm5SF-Zellen gegenuber Alloxan eingetreten war, wurden 3-O-Methyl-Glucose-
Aufnahmekinetiken von Glucokinase-tberexprimierenden RINm5F-Zellen aufgenom-
men. Auch bel ihnen war wie bel den nicht-transfizierten RINm5F- Kontrollzellen keine

Veranderung der 3-O-Methylglucose-Aufnahme nach  Alloxaninkubation zu

beobachten (Abb. 3.37).
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Abb. 3.37: Fehlender Einflu3 von Alloxan auf den Glucosetransport von
Glucokinase-Uber exprimierenden RINmM5F-Zellen

® = 15 mM Alloxan, O = ohne Alloxan. RINm5F-GK-Zellen wurden fir 1 h bei 37 °C
gegenuiber 15 mM Alloxan in KR-Puffer bzw. KR-Puffer ohne Alloxan exponiert. An-
schliefend wurden die Zellen bei 37 °C mit 10 mM 3-O-Methyl[1-°H]-Glucose (10
pCi/ml) in KR-Puffer fir 10-120 s inkubiert. Die von den Zellen aufgenommene 3-O-
Methyl[1-*H]-Glucose wurde im B-Szintillationszahler quantifiziert. Dargestellt sind Mit-

telwerte + SEM von 4 Experimenten.
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4 Diskussion

4.1 Bedeutungvon Glucokinase- und GLUT 2-Glucosetransporter
fur die glucoseinduzierte I nsulinsekr etion von RINm5F-Zellen
Fur die Gentherapie des insulinpflichtigen Diabetes mellitus stellt die Generierung von
Surrogatzellen aus insulinproduzierenden Gewebekulturzellinien ein erfolgsversprech-
endes Konzept dar. Surrogatzellen bieten im Vergleich zu humanen Spenderpankreata
den Vorteil der unbegrenzten Verflgbarkeit und bergen weniger Risiken fir die biolo-
gische Sicherheit des Empfangers als Xenotransplantate. Die wichtigste V oraussetzung
fur den Einsatz von insulinproduzierenden Surrogatzellen ist alerdings die bedarfs-
gerechte Sekretion von Insulin auf physiologische Glucosekonzentrationen. Es war das
Ziel der vorliegenden Dissertation zu zeigen, dal3 es moglich ist, durch Uberexpression
der Glucokinase und des GLUT2-Glucosetransporters, zweier fur die glucoseinduzierte
Insulinsekretion der pankreatischen B-Zelle wichtiger Signalerkennungsstrukturen, eine
Glucoseresponsivitét der Insulinsekretion von RINm5F-Gewebekulturzellen im physio-
logischen millimolaren Konzentrationsbereich zu erzielen.
Die in der vorliegenden Dissertationsarbeit verwendete insulinproduzierende RINmM5F-
Zellinie zeigte weder in der niedrigen (19.) noch in der hohen (89.) Passage eine glu-
coseinduzierte Insulinsekretion im mikromolaren oder millimolaren Konzentrations-
bereich (Halban et al. 1983). In Northern- und Western-Blot-Analysen konnte die
Expression der Glucokinase, einem Schllisselenzym fir die physiologische glucose-
induzierte Insulinsekretion der pankreatischen B-Zelle, in dieser Gewebekulturzellinie
nur sehr schwach nachgewiesen werden. In RINm5F-Zellen hoher Passage war zudem
eine Expression des in der B-Zelle vorherrschenden Glucosetransporters GLUT2 in
Northern- und Wester n-Blot-Analysen nicht detektierbar.
Der niedrigaffine GLUT2-Glucosetransporter und das niedrigaffine glucosephospho-
rylierende Enzym Glucokinase stellen den ,, Glucoseerkennungsapparat” der pankrea-
tischen B-Zelle dar, der es ermdglicht, millimolare Glucosekonzentrationen an den
signalgenerierenden Metabolismus zu koppeln (Lenzen & Panten 1988b; Lenzen
1992a). Dabel Ubersteigt die Kapazitdt des GLUT2 mediierten Glucosetransportes die
Phosphorylierungskapazitdt der Glucokinase um das funfzig- bis hundertfache. Jedoch
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konnte der vollstéandige Verlust der glucoseinduzierten Insulinsekretion in pankreati-
schen B-Zellen von GLUT2-knockout-Mausen die Bedeutung des niedrigaffinen Glu-
cosetransporters fur die Signalerkennung klar belegen (Guillam et al. 1997). Eine
Erhéhung des Glucosemetabolismus fuhrt zu einem Anstieg der intrazelluldren Ratio
von ATP zu ADP. Die erhohte ATP/ADP-Ratio bedingt ein Schlief3en von ATP-sensiti-
ven Kaliumkandlen in der Plasmamembran. Durch die sich anschlief3ende Depolarisa-
tion der Plasmamembran werden spannungsabhangige Calciumkandle getffnet, so dal?
Calciumionen in die Zelle einstrémen und das Signal zur Exozytose von Insulingranula
geben (Waldhausl & Lenzen 1997).

Um dieim Verhaltnis zur Hexokinase niedrige Expression der Glucokinase in RINm5F-
Zellen zu korrigieren, wurde durch molekularbiologische Techniken das Enzym stabil
Uberexprimiert. Durch liposomale Transfektion mit dem eukaryotischen Expressions-
vektor pcDNA3-GK wurde die cDNA der Glucokinase unter Kontrolle des CMV-Pro-
motors stabil in RINmM5F-Zellen Uberexprimiert. Dabel wurde, wie durch Northern- und
Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden konnte, ein mit der Leber vergleichbares
Expressionsniveau erreicht. Die Uberexpression der Glucokinase in den RINm5F-GK -
Zellklonen bestétigte sich auch in enzymkinetischen Messungen der Glucosephospho-
rylierungsaktivitdten in den Zellhomogenaten. Die Phosphorylierungsaktivitdten von
RINmF-GK-Zellhomogenaten waren verglichen mit denen nicht-transfizierter Kontroll-
zellen um mehr as das 10fache erhoht. Damit wurde ein Anteil der Phosphorylie-
rungsaktivitdt der Glucokinase an der Gesamtphosphorylierungaktivitét in den Zellen
von Uber 50 % erreicht. Dieser Wert ist mit dem von pankreatischen B-Zellen ver-
gleichbar. RINm5F-Zellen zeigen wie zahlreiche andere insulinproduzierende Tumor-
zellinien eine zur pankreatischen B-Zelle stark erhohte Expression der Hexokinase,
wodurch der Phosphorylierunganteil der Glucokinase auf unter 10 % sinkt (Efrat et al.
1993; Hohmeier et al. 1997). Die absoluten Glucokinaseaktivitéten énderten sich im
Vergleich zu pankreatischen Ratteninseln nicht signifikant. Fur eine glucoseinduzierte
Insulinsekretion im millimolaren Konzentrationsbereich scheint jedoch das Verhdltnis
der Phosphorylierungsaktivitdten von Glucokinase zu Hexokinase eine wichtigere Rolle
zu spielen als die absoluten Phosphorylierungsaktivitéaten (Heimberg et al. 1993; Ishi-
hara et al. 1993a; Becker et al. 1994). So konnte durch eine kombinierte Transfektion
von RIN1046-38 Insulinomzellen mit GLUT2-Glucosetransporter und Glucokinase
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zwar eine stimulierbare Insulinsekretion erreicht werden, eine konzentrationsabhangige
Responsivitdt gegentiber millimolaren Glucosekonzentrationen war jedoch nur in An-
wesenheit von Thioglucose, einem kompetitiven Inhibitor der hochaffinen Hexokina-
sen, moglich (Clark et al. 1997, Hohmeier et al. 1997). Dieser Effekt ist einer
unzureichend niedrigen Glucokinase/Hexokinase-Aktivitétsratio zuzuschreiben, die
keine Kopplung millimolarer Glucosekonzentrationen in Anwesenheit der weiterhin
hohen Hexokinaseaktivitaten erlaubt.

Durch die Uberexpression der Glucokinase in RINm5F-Zellen der niedrigen Passage
konnte auch ohne den Einsatz von Hexokinase-Inhibitoren eine glucosestimulierte
Insulinsekretion bei millimolaren Konzentrationen erreicht werden. Dabei war ein
Anstieg der Insulinsekretion in statischen Glucoseinkubationen bei dem RINmM5F-GK -
2-Zellklon auf das 2,6fache der Basalsekretion zu beobachten. Bei nicht-transfizierten
RINm5F-Kontrollzellen war hingegen keine Glucoseresponsivitét der Insulinsekretion
im mikromolaren und millimoren Konzentrationsbereich nachzuweisen. Die Insulinse-
kretion der Kontrollzellen ist offensichtlich schon bei mikromolaren Glucosekonzentra-
tionen maximal stimuliert, wie sich aus der 3,7fach htheren Basalsekretion im
Vergleich zu RINM5F-GK-Zellen ersehen 1&3t. Zu analogen Ergebnissen kamen Versu-
che mit Hexokinase-Uberexprimierenden pankreatischen Ratteninseln, bel denen schon
bei niedrigen millimolaren Glucosekonzentrationen die Insulinsekretion maximal sti-
muliert war (Becker et al. 1994).

Durch eine stabile Uberexpression der Glucokinase in RINm5F-Zellen hoher Passage
konnte nur bei 1 mM Glucose eine 1,5fache Stimulierbarkeit der Insulinsekretion
gegentiber der basalen Sekretion erreicht werden. Das Expressionsniveau der Gluco-
kinase in RINm5F-GK-Zellen hoher Passage entsprach, wie in Northern- und Western-
Blot-Analysen und Messungen der Glucosephosphorylierung gezeigt werden konnte,
dem der Zellen in niedriger Passage.

Durch Bestimmung der Glucoseoxidation in Abhangigkeit von der Glucosekonzentra-
tion wurde dartber hinaus sowohl fir die RINM5F-GK-Zellen niedriger as auch hoher
Passage eine Kopplung der Glucokinase an den oxidativen Metabolismus der Zellen
nachgewiesen. Die Glucoseoxidation stieg im Bereich von 100 uM bis 2 mM um das
4fache an. Die leichte Abnahme der Glucoseoxidation bei 10 mM Glucose ist

vermutlich auf die allosterische Hemmung der Hexokinase durch das vermehrt Uber die
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Glucokinase gebildete Glucose-6-phosphat zurtickzuftihren. Hierflr spricht, dal3 bel
nicht-transfizierten Kontrollzellen die Glucoseoxidation im Bereich von 100 uM bis
10 mM Glucose unverandert blieb.

Die Bedeutung des GLUT2-Glucosetransporters fur die glucoseinduzierte Insulinsekre-
tion der pankreatischen B-Zelle konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden. So ist die
GLUT2-Expression in B-Zellen von Tiermodellen des nicht-insulinpflichtigen Diabetes
mellitus drastisch erniedrigt (Johnson et al. 1990; Orci et al. 1990a; Orci et al. 1990b;
Unger 1991; Chen et al. 1992; Brant et al. 1993; Ohneda et al. 1993; Ohneda et al.
1994; Thorens & Roduit 1994). Dartiber hinaus konnten Studien an transgenen knock-
out-Mausen klar belegen, dal’ eine Ausschaltung des GLUT2-Glucosetransporters mit
einer schweren diabetischen Stoffwechsellage einhergeht und somit fir die Funktion der
pankreatischen B-Zelle von essentieller Bedeutung ist (Guillam et al. 1997). Auch in
insulinproduzierenden Gewebekulturzellen ist eine glucoseinduzierte Insulinsekretion
von der Expression des GLUT2-Glucosetransporters abhangig (Miyazaki et al. 1990;
Hughes et al. 1992; Hughes et al. 1993; Tiedge et al. 1993a; Ferber et al. 1994,
Hohmeier et al. 1997). So konnte nur durch die Uberexpression des niedrigaffinen
GLUT2- und des hochaffinen GLUT1-Glucosetransporters in der neuroendokrinen
Zellinie AtT20ins eine glucoseinduzierte Insulinsekretion mit einem Maximum bei 2,5
mM Glucose erreicht werden (Hughes et al. 1993). Fir den Glucosemetabolismus in
den AtT20ins-Zellen ergaben sich trotz deutlicher Unterschiede in den Glucosetrans-
portkapazitaten keine signifikanten Abweichungen zwischen den GLUT1- und GLUT2-
Transfektanden. Demnach ist der Glucosetransport in die Zellen fir den
Glucosemetabolismus nicht limitierend. Auch kinetische Untersuchungen an pankrea-
tischen Ratteninseln bzw. B-Zellen ergaben Glucosetransportkapazitaten, die 50- bis
100fach hoher waren als die Glucosephosphorylierungskapazitéaten (Tal et al. 1992;
Heimberg et al. 1993).

Bel den im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit verwendeten insulinproduzie-
renden RINm5F-Zellen hoher und niedriger Passage lagen die Glucosetransportkapazi-
téten ebenfalls deutlich Uber den Glucoseoxidationswerten, wobel die GLUT2-
Expression in RINm5F-Zellen hoher Passage deutlich erniedrigt war. Durch die stabile
Uberexpression des GLUT2-Glucosetransporters konnte die Glucosetransportkapazitét

von RINmM5F-Zellen verdoppelt werden. Dies fuhrte jedoch zu keiner signifkanten
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Anderung der Glucoseoxidation im Vergleich zu nicht-transfizierten RINmSF-K ontroll-
zellen. Damit wurde bestétigt, dal3 der Glucosetransport in die Zelle fur den Glucose-
metabolismus und somit letztlich auch fir die glucoseinduzierte Insulinsekretion in
RINmM5F-Zellen nicht limitierend ist und eine signalgenerierende Funktion nur im Zu-
sammenspiel mit der Glucokinase besitzt.

Von Hughes et al. (1993) wurde aufgrund &dhnlicher Resultate mit GLUT1- und
GLUT2-Uberexprimierenden AtT20ins-Zellen fur den GLUT2-Glucosetransporter eine
Uber die Transportfunktion hinausgehende Rolle fir die glucosestimulierte Insulin-
sekretion postuliert. Fir die Hypothese eines substrate channeling, bei dem z. B. der
GLUT2-Glucosetransporter und die Glucokinase interagieren und einen Komplex bil-
den, konnten aber bislang keine stichhaltigen experimentellen Befunde erbracht werden.
Die Ergebnisse in der vorliegenden Dissertationsarbeit unterstreichen die herausragende
Bedeutung der Glucokinase, die mit dem GLUT2-Glucosetransporter fir eine korrekte
Stimulus-Sekretions-K opplung in insulinproduzierenden Zellen verantwortlich ist.

Dies zeigte sich eindrucksvoll an den sekretorischen Charakteristika von RINm5F-GK -
Zellen hoher Passage, die sich trotz einer ausgeglichenen Glucokinase/Hexokinase-
Ratio durch ein sehr niedriges Expressionsniveau des GLUT2 Glucosetransporters
auszeichneten. Die Glucokinaseliberexpression fihrte hier zu einer deutlich schwéache-
ren glucoseinduzierten Insulinsekretion mit einem sekretorischen Maximum im subphy-
siologischen Konzentrationsbereich von 1 mM Glucose. Im Gegensatz hierzu war durch
die Uberexpression der Glucokinase in RINmMSF-Zellen niedriger Passage, die den
GLUT2-Glucosetransporter konstitutiv exprimieren, eine glucoseinduzierte Insulinse-
kretion bei millimolaren Konzentrationen in vitro unter Zellkulturbedingungen zu errei-
chen. Der RINm5F-GK-Zellklon 2, der die hdchste glucoseinduzierte Insulinsekretion
aufwies, wurde fur Implantationen in diabetische immundefiziente Ratten ausgewahlt,
um die Leistungsfahigkeit von glucoseresponsiven insulinproduzierenden Surrogatzel -
len unter in vivo Bedingungen zu charakterisieren, mit dem Ziel der Verbesserung einer
diabetischen Stoffwechsellage.
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4.2 Implantation von RINm5F-GK -Surrogatzellen in diabetische
immundefiziente Ratten

Die Fahigkeit von insulinproduzierenden Surrogatzellen, das Hormon bedarfsgerecht zu
sezernieren, spielt eine zentrale Rolle fir die Therapie des insulinpflichtigen Diabetes
mellitus. Die glucoseresponsiven RINmM5F-GK-Zellen bieten fir die Implantation in
einen diabetischen Organismus gunstige Voraussetzungen. Die molekularbiologischen
Manipulationen der Genexpression erfolgten durch physikalische Transfektion mit
Vektoren der niedrigsten Sicherheitsstufe. Zudem sind RINmSF-Insulinomzellen als
strahlungsinduzierte permanente Gewebekulturzellen schon seit Gber 20 Jahren in der
experimentellen Diabetologie etabliert und unter dem Aspekt des onkogen transformie-
renden Potentials und der Freisetzung von infektitsen Agentien als ungeféhrlich einzu-
stufen. Dies gilt nicht fur insulinproduzierende Zellinien wie z. B. der MIN-6 und 3-TC,
die durch virale bzw. onkogene Transformation immortalisiert wurden. Zudem benétigt
die RINm5F-Zéllinie keine Zellkultursupplemente wie z. B. Mercaptoethanol fur die
INS-1-Zéellinie und IBMX und Thioglucose fir die RIN1046-38 Zellen. Fir die Trans-
plantationsexperimente wurde der RINmMSF-GK-Zellklon 2 ausgewdahlt, der unter in
vitro Bedingungen die starkste Glucoseresponsivitdt der Insulinsekretion zeigte. Als
Empfangertiere dienten immundefiziente RNU- und NZNU-Ratten, bei denen durch
Injektion von Streptozotocin eine diabetische Stoffwechsellage (BZ > 20 mmol/l) indu-
ziert wurde. Die RINmM5F-GK-2-Zellsuspension und zum Vergleich nicht-transfizierte
Kontrollzellen wurden subkutan zwischen die Schulterblétter injiziert. Durch die Im-
plantation von RINmM5SF-GK-Zellen konnte im Vergleich zu Kontrollzellen eine prolon-
gierte Normalisierung der diabetischen Stoffwechsellage mit Blutglucosewerten um 10
mmol/l Uber einen Zeitraum von 2 bis 3 Wochen erreicht werden. Nach einer oralen
Glucosebelastung zeigten Ratten, denen RINmM5F-GK-Zellen implantiert wurden, eine
Verdopplung der Seruminsulinkonzentrationen, wohingegen die Seruminsulinkonzen-

trationen der mit Kontrollzellen implantierten Ratten unverandert blieben.

Nach Explantation der gut vaskularisierten RINM5SF-GK-Zellformationen konnte durch
Northern-Blot-Analysen gezeigt werden, dal3 die Genexpression der Uberexprimierten
Glucokinase, des GLUT2-Glucosetransporters sowie des Insulingens durch die Implan-

tation nicht beeintréchtigt wurden. Ratten, denen nicht-transfizierte Kontrollzellen
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implantiert wurden, zeigten wegen der hohen Basalsekretionsrate, einer fehlenden
glucoseinduzierten Insulinsekretion und einer leicht erhdhten Zellproliferationsrate funf
Tage nach Implantation einen deutlichen Abfall der Blutglucosekonzentrationen in den
hypoglykdmischen Bereich < 2 mM. Obwohl die RINm5F-GK Zellen nach der Im-
plantation eine Proliferation zeigten, waren ihre in vivo Charakteristika im Hinblick auf
die Zunahme der Zellmasse, die Korrektur der Hyperglykamie und vor alem diein vivo
Glucoseresponsivitét deutlich besser as die der RINmSF-Kontrollzellen. Moderne
Zellverkapselungstechniken mit semipermeablen Materialien bieten die Moglichkeit,
aufgrund der Oberflacheneigenschaften das Wachstum von Zellen zu inhibieren. So
konnte kirzlich in Studien an insulinsezernierenden 3-TC6-F7-Z€llen, die mit Alginat-
poly-L-Lysin mikroverkapselt und Versuchstieren implantiert wurden, eine Hemmung
der Zelproliferation Uber einen Zeitraum von 60 Tagen nachgewiesen werden
(Mamuijee et al. 1997). Solche Verkapsel ungstechniken bieten dartiber hinaus die M6g-
lichkeit der Immunisolation des Implantates gegentiber dem Empfangerorganismus,
wodurch eine mit Nebenwirkungen verbundene medikamentdse Immunsuppression
vermieden wird. So konnten in Mikrokapseln, in die MING6-Zellen eingebettet wurden,
keine Anzeichen einer zelluléren Infiltration nach Xenotransplantation nachgewiesen
werden (Kawakami et al. 1997). Ein zentrales Problem bel der Verkapselung von Zellen
besteht zur Zeit noch darin, biokompatible Polymere zu finden, die durch ihre spezifi-
sche Permeabilitét in der Lage sind, implantierte Zellen effektiv vor einer Immunreak-
tion zu schitzen, aber die Zellen gleichzeitig so zu kultivieren, da3 eine optimale

Versorgung mit N&hrstoffen ermdglicht wird (Kawakami et al. 1997).

Ein molekularbiologischer Ansatz zur Kontrolle der Proliferation von insulinproduzie-
renden Zellen wurde an der B-TC-Maus-Insulinomzellinie verfolgt (Efrat 1998). Die
B-TC-tet-Zellinie entstammt B-Zellen einer transgenen Maus, die durch das SV40-
Large-T-Antigen unter Kontrolle eines tetracyclinresponsiven Promotors immortalisiert
wurden (Efrat et al. 1995). Die funktionelle Analyse dieser Zellen zeigte, dald die
transformierten B-Zellen einen hohen Differenzierungsgrad aufwiesen mit einem Insu-
lingehalt, der 30 % der normalen B-Zelle betrug, sowie einer Insulinantwort auf phy-
siologische Glucosekonzentrationen. Die mitotische Aktivitét der B-TC-tet-Zellen liefd
sich durch die tetracyclinabhangige Aktivitdt des onkogenen SV40-T-Antigens kontrol-
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lieren. Die Proliferation von in Mé&usen implantierter B-TC-tet-Zellen konnte durch
Tetracyclinpellets, die die Substanz in vivo retardiert freisetzen, verhindert werden
(Fleischer et al. 1998). Trotz der guten in vitro Regulierbarkeit der T-Antigen transfor-
mierten Zellen ist das potentielle Risiko fur einen diabetischen Empfangerorganismus
sehr hoch, da (1) ein konstant hoher Tetracyclinspiegel im Blut aufrechterhalten werden
mufdte, um eine Proliferation der transplantierten Zellmasse zu verhindern und (2) eine
Ubertragung des T-Antigens auf andere Gewebe (z. B. hamatopoietische Zellen) nicht
ausgeschlossen werden kann. Zudem ist kritisch anzumerken, daf3 auf3er dem SV40-T-
Antigen noch zusétzliche Onkogene in den immortalisierten B-Zellen aktiviert sein
mufdten, da nur ein geringer Prozentsatz der T-Antigen exprimierenden B-Zellen in den
transgenen Mausen eine Tumorentwicklung zeigte. Fir die biologische Sicherheit sind
deshalb insulinproduzierende Zellinien, die aus strahlungsinduzierten Tumoren gene-

riert wurden, wie z. B. die RINm5F-Zéellinie, als glinstiger zu beurteilen.

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefihrten Implantationsstudien mit
RINmM5F-GK-Zellen an diabetischen Tieren belegen das Potential von gentechnisch
verédnderten glucoseresponsiven Gewebekulturzellen fur die Korrektur einer schweren
diabetischen Stoffwechsellage. Als ein quasi unerschopfliches Reservoir stellen diese
Zellen unter Bedingungen einer optimierten Immunisolation in semipermeable Mem-
branen ein zukunftsweisendes Therapiekonzept zur Behandlung des insulinpflichtigen
Diabetes mellitus dar.

4.3 Untersuchungen zur Regulation der Glucokinase-
Enzymaktivitat in Glucokinase-Uberexprimierenden RINm5F-
Zellen hoher Passage

Fur die Signalvermittlungsmechanismen, die zu einer Modulation von Enzymaktivitaten

fuhren, spielen héufig Proteininteraktionen eine Rolle. Eine solche Proteininteraktion

liegt auch bei der Regulation der Glucokinase-Enzymaktivitét in der Leber durch das

Glucokinaseregul atorische Protein vor, das von Van Schaftingen und Mitarbeitern 1989

isoliert werden konnte (van Schaftingen et al. 1992; Van Schaftingen 1993; Van

Schaftingen et al. 1994). Ausgangspunkt fur die Suche nach einem regulatorischen

Faktor der Leberglucokinase war die Beobachtung, dal3 D-Fructose die Glucosephos-



DiSKUSSION 135

phorylierung in der Leber zu stimulieren vermochte (Van Schaftingen 1989a). Durch
umfangreiche Interaktionsstudien zelluldrer Leberzellextrakte konnte schliefdlich ein
68,5-kDa-Protein aufgereinigt und kloniert werden (Van Schaftingen 1989a; Detheux et
al. 1993). Dieses Protein hemmt die Glucokinaseaktivitdt durch Interaktion mit dem
Enzymprotein in Abhéngigkeit der Fructosemetaboliten Fructose-1-phosphat (Inhibition
der GK-Interaktion) und Fructose-6-phosphat (Stimulation der GK-Interaktion). Hierbel
ist der Mechanismus der Enzyminhibition kompetitiv, d. h. der K-Wert des Proteins
wird verandert (Vandercammen & Van Schaftingen 1990; Detheux et al. 1991; Van-
dercammen & Van Schaftingen 1991). Durch selektive Permeabilisierungstechniken mit
Digitonin und Triton X-100 konnte gezeigt werden, dal3 die fructoseabhangige
Glucokinasebindung an das Regulatorprotein mit einer Kompartimentierung des En-
zymproteins verbunden ist (Agius & Peak 1993; Agius 1994; Agius et al. 1995). Das
Glucokinaseregul atorische Protein fungiert als sogenanntes ,, Docking Protein”, das die
Glucokinase der diffusiblen Zytoplasmafraktion entzieht und in Abhangigkeit von den
metabolischen Bedingungen einen Transfer zwischen Nukleus (Fastenbedingungen)
und Zytoplasma (Wiederfitterungsbedingungen) bewirkt (Toyoda et al. 1994; Agius et
al. 1995; Toyodaet al. 1995a; Toyoda et al. 1995h).

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde die intrazelluldre Glucokinasebindung als
moglicher Mechanismus einer posttrandationalen Glucokinaseregulation in insulin-
sezernierenden Zellen durch selektive Permeabilisierungstechniken untersucht (Agius &
Peak 1993; Agius 1994). Da die Glucokinase in Inselzellen des Pankreas nur 10 % des
Expressionsniveaus der Leber besitzt, wurden die Untersuchungen tberwiegend an
gentechnisch veranderten RINm5SF-Zellen durchgefihrt, in denen die Glucokinase auf
ein der Leber vergleichbares Niveau Uberexprimiert war. Die selektive Eréffnung des
zytoplasmatischen Kompartiments durch Digitoninpermeabilisierung fihrte in den
gentechnisch verénderten RINmM5F-GK-Zellen zu einer konzentrationsabhéngigen Frei-
setzung von 90 % der Glucokinasegesamtaktivitéat. Im Gegensatz dazu waren 70 % der
Gesamthexokinaseaktivitét intrazelluléar gebunden, was durch eine Interaktion des En-
zymproteins mit dem mitochondrialen Kompartiment erklért werden kann (Adams et al.
1988; Malaisse & Malaisse 1988; Brdiczka & Wallimann 1994).
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Wurden die spezifischen Glucokinase-Enzymaktivitéten auf den durch Western-Blot-
Analysen quantifizierten zelluldren Glucokinaseproteingehalt bezogen, ergaben sich fir
die intrazellul&re gebundene Glucokinasefraktion geringere spezifische Enzymaktivité-
ten als fur die diffusible Fraktion. Die geringen spezifischen Enzymaktivitdten nach
Zellyse durch Triton-X 100 wurden nur an intakten Zellen beobachtet. Triton X-100
hatte weder einen Einfluld auf das Mel3system der Glucosephosphorylierung noch auf
die Enzymaktivitdt eines aufgereinigten rekombinanten Glucokinaseproteins. Die
Hexokinaseaktivitdten wurden in Ultraschallhomogenaten ebenfalls nicht durch
Triton X-100 inhibitorisch beeinfluf3t. Demnach mufdte ein zellulérer Faktor, der durch
Triton X-100 freigesetzt wird, die Glucokinaseaktivitét spezifisch hemmen. Eine gene-
relle Denaturierung von zelluléren Proteinen durch das nichtionische Detergenz
Triton X-100 scheidet als Erklarungsmoglichkeit fir die Abnahme der spezifischen
Aktivitét aus, da sonst (1) auch die Hexokinaseaktivitaten durch Triton X-100 inhibiert
worden sein miften und (2) das rekombinante Glucokinaseprotein in seiner Aktivitat

beeintrachtigt worden wére.

Fur einen zelluldren regulatorischen Faktor der Glucokinase spricht zudem, dal3 nach
der Zugabe von aufgereinigter rekombinanter B-Zellglucokinase zu einem RINmMSF-
Zellextrakt in Gegenwart von Triton X-100 die Aktivitét der rekombinanten Gluco-
kinase gehemmt wird. Der Aktivitétsverlust der Glucokinase konnte jedoch vermieden
werden, wenn zuvor eine Inaktivierung der Proteine im RINmMSF-Zellextrakt mittels
immobilisierter Proteinase K oder durch Hitzebehandlung herbeigefiihrt wurde. Diese
Ergebnisse sprechen fir einen bisher unbekannten Proteinfaktor, welcher in insulinse-
zernierenden Zellen mit der Glucokinase direkt interagiert. Die durch Triton X-100
bewirkte Hemmung der Glucokinase-Enzymaktivitét ist kein Spezifikum der RINm5F-
GK-Gewebekulturzellen, da die Effekte ebenfalls an dispergierten Inselzellen von

ob/ob-Mausen (B-Zellanteil > 90 %) nachgewiesen werden konnten.
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4.4 Effekt einer GLUT 2-Glucosetr ansporter-Uber expression auf
die Zytotoxizitat der diabetogenen Noxen Alloxan und
Streptozotocin bel RINmM5SF-Zellen hoher Passage

Die diabetogenen Substanzen Alloxan und Streptozotocin sind in der experimentellen

Diabetologie seit langem wegen ihrer spezifischen B-Zelltoxizitét etabliert. Mit ihnen

lassen sich molekulare Zellschadi gungsmechanismen studieren wie sie in der pankreati-

schen B-Zelle bei der Manifestation eines Diabetes mellitus ablaufen. Alloxan und

Streptozotocin kénnen in biologischen Systemen Sauerstoffradikale bzw. NO freisetzen,

die auch bei der Zerstérung der B-Zellen im Autoimmundiabetes von Lymphozyten

freigesetzt werden (Joannides et al. 1997).

Der Mechanismus der spezifischen B-Zelltoxizitét von Alloxan und Streptozotocin ist
dabei im Detail noch nicht geklart. Aufgrund der sterischen Ahnlichkeit beider Sub-
stanzen zum Glucosemolekil wird u. a ein spezifischer Transport as Ursache fir die
Toxizitét in die pankreatische B-Zelle diskutiert (Malaisse et al. 1982; Lenzen et al.
1988a; Munday et al. 1993; Schnedl et al. 1994; Jorns et al. 1997). In Gewebekultur-
zellinien, in denen der fur die pankreatische B-Zelle typische Glucosetransporter
GLUT2 Uberexprimiert wurde, konnten Schnedl et al. 1994 eine gegentiber nicht-trans-

fizierten Zellen erhohte Aufnahme von Streptozotocin nachweisen.

Durch die Uberexpression des GLUT2-Glucosetransporters in RINm5F-Zellen hoher
Passage stand ein ideales Modell zur Untersuchung der Bedeutung des GLUT2-Gluco-
setransporters fur die Toxizitdt der diabetogenen Substanzen Alloxan und Streptozo-
tocin zur Verfigung. In nicht-transfizierten RINmMSF-Kontrollzellen war eine
Expression des GLUT2-Glucosetransporters nicht nachweisbar, so dald in diesen Zellen

konstitutiv nur der GLUT1-Glucosetransporter exprimiert wurde (Tiedge et al. 19934).

Im MTT-Zytotoxizitétstest konnte nachgewiesen werden, dal3 Streptozotocin RINmM5F-
GLUT2-Zellen effektiv schadigte (ECso = 2,1 mM). Nicht-transfizierte RINm5F-Kon-
trollzellen reagierten weitaus weniger sensitiv (ECsp = 25,1 mM). Diese Ergebnisse
bestétigten Beobachtungen von Schnedl et al. 1994, bei denen ebenfalls eine erhthte
Toxizitdt bei GLUT2-Uberexprimierenden RIN1046-38- und AtT20-Zellen im Ver-

gleich zu GLUT1-Uberexprimierenden Zellen zu verzeichnen war.
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Alloxan hatte ebenfalls eine konzentrationsabhangige zytotoxische Wirkung auf
RINmM5F-GLUT2-Zellen. Nicht-transfizierte RINm5F-K ontroll zellen waren unempfind-
lich gegentiber Alloxan. Anders als bei Streptozotocin liefd sich aber die Toxizitét durch
Glucose konzentrationsabhangig reduzieren. Hieraus lief3 sich schlief3en, dal3 fur die
Toxizitét des Alloxans eine Interaktion der Noxe mit einer glucosebindenen Struktur
verantwortlich ist. Eine solche Interaktion von Alloxan und einer Glucosebindungs-
struktur konnte z. B. durch die Hemmung der glucosephosphorylierenden Aktivitét der
Glucokinase durch Alloxan nachgewiesen werden (Lenzen & Munday 1991). Auch bel
der Glucokinase konnte eine Koinkubation mit Glucose das Enzym vor der hemmenden
Wirkung des Alloxans schiitzen. Als Zielstruktur des Alloxansin den RINm5F-GLUT2-
Zellen scheidet die Glucokinase aber aus, well ihre Expression in den RINmMSF-
GLUT2-Zellen nicht erhoht wurde.

Durch 3-O-Methyl-Glucoseaufnahmekinetiken wurde der Einfluf3 von Alloxan und
Streptozotocin auf den Glucosetransport in RINMSF-GLUT2-Zellen untersucht. Eine
Streptozotocinexposition fiihrte dabei zu keiner signifikanten Anderung der 3-O-
Methyl-Glucoseaufnahme von RINMSF-GLUT2-Zellen. Eine Inkubation mit Alloxan
hingegen reduzierte die 3-O-Methyl-Glucoseaufnahme um mehr als 50 %. Bei nicht-
transfizierten RINm5SF-Kontrollzellen, die konstitutiv nur den GLUT1-Glucosetrans-
porter exprimierten, waren keine signifikanten Unterschiede der 3-O-Methyl-
Glucoseaufnahme zwischen mit Alloxan inkubierten und ohne die Noxe inkubierten
Zellen zu beachten. Alloxan scheint demnach selektiv die Transportfunktion des
GLUT2-Glucosetransporters zu inhibieren. Dal3 der zytotoxische Effekt des Alloxans
durch einen Glucosemangel der RINMS5F-GLUT?2-Zellen durch die Hemmung der
GLUT2-Transporterfunktion hervorgerufen wurde, kann aber ausgeschlossen werden,
da die Transportkapazitdt des GLUT1 um ein Vielfaches Uber dem Bedarf der Zellen

lag und durch Alloxan nicht reduziert wurde.

Es gibt noch einen weiteren Hinwels dafur, dal3 der Verlust der GLUT2-Transport-
kapazitét nicht direkt fir die Toxizitdt des Alloxan verantwortlich ist. Obwohl die
Transporterfunktion des GLUT2 bei der gewahlten Konzentration von 15 mM Alloxan
nahezu vollsténdig inhibiert war, wurden in den Zytotoxizitéatstests annghernd 100 %

der Zellen bei dieser Konzentration geschadigt. Hieraus kann geschlossen werden, dal3
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das GLUT2-Glucosetransporterprotein direkt fur die Zytotoxitét des Alloxans verant-

wortlich war.

Das GLUT2-Transporterprotein konnte an Redoxzyklen des Alloxans wie fir das
Glutathion beschrieben (Lenzen & Munday 1991; Munday et al. 1993) beteiligt sein.
Durch Redoxzyklen werden freie Sauerstoffradikale generiert, die z. B. durch Lipidper-
oxidation eine Zelle schadigen (Halliwell & Gutteridge 1995). Gestiitzt wird diese
Hypothese durch die Befunde von Asayama et al. (1984), die nach der Exposition von
Alloxan gegenlber pankreatischen Inseln eine im Vergleich zu Erythrozyten erhdhte
Konzentration von freien Sauerstoffradikalen messen konnten. In Erythrozyten wird der
GLUT2-Glucosetransporter nicht exprimiert (Mueckler 1994).

Aus den Versuchsergebnissen kann zusammenfassend geschlossen werden, daf3 die
Toxizitét des Streptozotocins gegentiber GLUT2-Uberexprimierenden RINm5SF-Zellen
auf dem Transport der Noxe Uber den GLUT2-Glucosetransporter in die Zelle beruht,
wahrend das GLUT2-Glucosetransporterprotein eine direkte Zielstruktur fir die toxi-

sche Wirkung des Alloxan zu sein scheint.



ZUSAMMENFASSUNG 140

5 Zusammenfassung

Die Transplantation von insulinproduzierenden Surrogatzellen kénnte eine zukunfts-
trachtige Strategie fur die Therapie des insulinpflichtigen Diabetes mellitus darstellen.
Es war das Ziel der vorliegenden Dissertation, auf der Basis der RINm5F-Gewebe-
kulturzellinie mittels molekularbiologischer Methoden insulinproduzierende Ersatz-
zellen zu generieren, die bedarfsgerecht auf Stimulation durch physiologische Glucose-
konzentrationen eine adaquate Insulinsekretion zeigen. Das niedrigaffine glucose-
phosphorylierende Enzym Glucokinase sowie der niedrigaffine Glucosetransporter
GLUT2 koppeln as Glucose-Erkennungsstrukturen Anderungen millimolarer physio-
logischer Glucosekonzentrationen an den Metabolismus, der eine Signalfunktion fir die
Auslésung der Insulinsekretion besitzt. Durch Uberexpression der Glucokinase in
RINmM5F-Zellen mit konstitutiver Expression des GLUT2-Glucosetransporters erlangten
die Zellen eine Glucoseresponsivitat der Insulinsekretion im physiologischen milli-
molaren Konzentrationsbereich mit einem dreifachen Anstieg gegentiber dem basalen
Sekretionsniveau. Die Uberexpression des GLUT2-Glucosetransporters in RINmSF-
Z€ellen hatte hingegen keinen Einflul® auf die glucoseinduzierte Insulinsekretion. Nach
Implantation der RINm5F-GK-Surrogatzellen in diabetische Ratten war nach einer
oralen Glucosebelastung ein signifikanter Anstieg der Seruminsulinkonzentration nach-
weisbar. Die Glucoseresponsivitdt der Insulinsekretion und die im Vergleich zu nicht-
transfizierten Kontrollzellen niedrige basale Sekretionsrate erkldren die prolongierte
Normalisierung der diabetischen Stoffwechsellage nach Implantation der Zellen. Durch
geeignete Mikroverkapselungstechniken, die regulierend auf die Proliferation der Sur-
rogatzellen einwirken und eine Immunisolation gegentiber dem Empfangerorganismus
gewdhrleisten, stellen diese RINMSF-GK-Zellen eine viel versprechende Perspektive fir
die Therapie des Diabetes mellitus dar.

Die Glucokinase unterliegt in den B-Zellen des Pankreas einer komplexen Regulation,
die fur die Signalerkennung der Glucose eine entscheidende Rolle spielt. So konnte in
der vorliegenden Arbeit an den RINmM5F-GK-Zellen gezeigt werden, dal3 die Gluco-
kinase-Enzymaktivitdt durch die Bindung an einen bislang unbekannten Proteinfaktor
reguliert wird. Dieser Mechanismus der posttransationalen Regulation der Gluco-

Kinase-Enzymaktivitdt in insulinproduzierenden Zellen wurde durch eine selektive
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Permeabilisierungstechnik an RINmM5F-GK-Zellen mit Digitonin und Triton X-100
charakterisiert. Dabel konnte ein diffusibles Glucokinasekompartiment mit einer hohen
spezifischen Enzymaktivitdt von einem matrixgebundenen Glucokinasekompartiment
mit niedriger spezifischer Enzymaktivitét unterschieden werden. Durch proteolytischen
Verdau und Hitzebehandlung konnte gezeigt werden, dal3 der Interaktionspartner der
Glucokinase ein Protein ist, dem offenbar eine zentrale Rolle bei der Regulation der

Glucokinaseaktivitat und somit der glucoseinduzierten Insulinsekretion zukommt.

Der Glucosetransporter GLUT?2 spielt fur die Empfindlichkeit von B-Zellen des Pan-
kreas gegeniiber den diabetogenen Substanzen Alloxan und Streptozotocin eine ent-
scheidende Rolle. Diese Substanzen sind seit langem wegen ihrer spezifischen B-Zell-
toxizitdt in der experimentellen Diabetologie etabliert. Aufgrund der sterischen
Ahnlichkeit zur Glucose werden Zuckerbindungsstrukturen wie der GLUT2-Glucose-
transporter als Ziel- bzw. Transportstrukturen angenommen. RINm5SF-Kontrollzellen,
die im Vergleich zu normalen B-Zellen keine signifikante Expression des GLUT2-
Glucosetransporters zeigten, waren im MTT-Zytotoxizitétsassay unempfindlich gegen-
Uber Alloxan. Im Gegensatz hierzu bewirkte die Uberexpression des GLUT2-
Glucosetransporters in RINmSF-Zellen eine drastische Erhohung der Toxizitét von
Alloxan mit einem | Cso-Wert von 10 mM. Glucose schiitzte GLUT 2-Uberexprimierende
Zellen vor der toxischen Wirkung von Alloxan mit einem ECso-Wert von 12 mM.
Alloxan hemmte selektiv die Transportfunktion des niedrigaffinen GLUT2-Glucose-
transporters. Die Uberexpression des GLUT2-Glucosetransporters in RINmSF-Zellen
resultierte auch in einer zehnfach erhdhten Empfindlichkeit gegentiber Streptozotocin
mit einem 1Cso-Wert von 2 mM. Im Unterschied zu Alloxan bewirkte Streptozotocin
jedoch keine Hemmung der GLUT2-Transportfunktion in RINMSF-GLUT2-Zellen.
Zudem war Glucose nicht in der Lage, RINM5F-GLUT2-Zellen vor der toxischen Wir-
kung von Streptozotocin zu schiitzen. Somit konnte in dieser Arbeit erstmalig die unter-
schiedliche Bedeutung des GLUT2-Glucosetransporters fur die B-Zelltoxizitdt und
Diabetogenitdt gezeigt werden. Wéahrend die erhéhte Empfindlichkeit von RINmM5F-
GLUT2-Zellen gegentiber Streptozotocin durch eine erhthte Transportkapazitét fur die
toxische Substanz erklart werden kann, scheint das GLUT2-Transporterprotein selbst

e ne wesentliche Zid struktur fur die Alloxantoxizitat zu sein.
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Die Glucose-Erkennung durch die Glucokinase und den GLUT2-Glucosetransporter
beinhaltet somit verschiedene Aspekte, die fur die Funktion der pankreatischen B-Zelle
von entscheidender Bedeutung sind. Neben der Grundfunktion in der Stimulus-Sekreti-
onskopplung, die eine Generierung von glucoseresponsiven Surrogatzellen fir die
Gentherapie des Diabetes mellitus ermdglicht, spielt die posttransationale Regulation
der Glucokinase eine entscheidende Rolle fir die Aufrechterhaltung der Enzymaktivitét
und somit dem Erhalt der Glucoseresponsivitét der B-Zelle des Pankreas. Das Expres-
sionsniveau des GLUT2-Glucosetransporters ist zudem von entscheidender Bedeutung
fur die Empfindlichkeit gegentiber den selektiv B-zelltoxischen und diabetogenen Sub-

stanzen Alloxan und Streptozotocin.
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