Untersuchungen zur insulinabhéngigen
kardialen Glucoseaufnahme:

Regulation der GLUT4-Umverteilung

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf

vorgelegt von
Olaf Dransfeld
aus Moers
2001



Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Internetlink: http://www.ulb.uni-duesseldorf.de/diss/mathnat/2001/dransfeld.html

Referent: Prof. Dr. Jurgen Eckel

Korreferent: Univ.-Prof. Dr. Frank Wunderlich

Tag der mundlichen Prufung: 04.07.2001



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

2.1
2.2
2.3

2.4
241
24.2
2.4.3
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
2.11
2.12
2.13

2.13.1
2.13.2

2.14
2.15
2.16

2.16.1
2.16.2
2.16.3

2.17

217.1
2.17.2

2.18

Einleitung 1
Materialien und Methoden 12
. Materialien 12
Chemikalien 12
Radioisotope 13
Antikorper 13
. Methoden 16
Gentechnische Methoden 16
Transformation und Plasmidamplifikation in E.coli-Bakterien 16
Reinigung von Plasmid-DNA 16
Plasmididentifikation durch Restriktion und Gelelektrophorese 17
Kultivierung kardialer HOK6-Myoblasten und Klonselektion 18
Etablierung einer geeigneten Transfektionstechnik 19
Isolierung adulter ventrikularer Kardiomyozyten 19
Kultivierung isolierter Kardiomyozyten 21
Aufschluf3 und subzellulare Fraktionierung des Ventrikelgewebes 21
Solubilisierung kardialer Zellen 22
Immunoprézipitation von IRS-1 und IRS-2 23
Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen 23
Proteinbestimmung 24
nach Bio-Rad 24

nach Pierce 24
Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen 25
Transfer der Proteine auf Membranen 25
Farbetechniken 26
Coomassie-Blau —Technik 26

Indian Ink —Technik 27
Ponceau S —Technik 27
Immunodetektion 27
mit **°I-Protein A 27

mit verstarkter Chemilumineszenz 28
Strippen von Blotmembranen 28




Inhaltsverzeichnis

2.19
2.20
2.21
2.22
2.23
2.24
2.25

1.
3.1

3.1.1

3.1.2

3.1.3

3.2

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.24

Immunfluoreszenzfarbung kultivierter Kardiomyozyten

29

Konfokale Lasermikroskopie

29

Messung des 2-Deoxyglucose Transportes

30

Messung des 3-O-Methylglucose Transportes

30

Extraktion von Phospholipiden

31

32

Bestimmung des 12(S)-HETE-Gehaltes
Berechnung und Statistik

32

Ergebnisse

Regulation der subzellularen Verteilung von GLUT4
durch die Ras-homologe GTPase Rab4A

33

33

Charakterisierung einer insulinsensitiven Herzmuskel-Zelllinie

mit stabiler GLUT4-Uberexpression

33

Etablierung einer adaquaten Transfektionstechnik
an H9K6-Myoblasten

37

Einflul3 von Rab4A auf die insulinregulierte Glucoseaufnahme
und GLUT4-Umverteilung in H9K6-Myoblasten

41

Regulation der subzellularen Verteilung von GLUT4

durch Metaboliten der 12-Lipoxygenase

47

Einfluld des F-Actincytoskelettes auf die Regulation der

kardialen insulininduzierten GLUT4-Umverteilung

47

Charakterisierung der kardialen 12-LO und ihr Einfluf3

auf die Organisation des F-Actincytoskelettes

50

EinfluR von Metaboliten der kardialen 12-LO auf die
Regulation der basalen und insulinregulierten Glucoseaufnahme
Einflu? von Metaboliten der kardialen 12-LO auf die Regulation

der insulinabhangigen GLUT4-Umverteilung

55

61




Inhaltsverzeichnis

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

VI.

VII.

7.1
7.2

Diskussion 63
Charakterisierung neonataler kardialer HO9K6-Myoblasten

mit stabiler GLUT4-Expression 63
Bedeutung von Rab4A fur die Regulation der

kardialen Glucoseaufnahme 64
Die Regulation des GLUT4-Vesikel-Trafficking

durch Rab-GTPasen 68
Bedeutung von Rab-GTPasen fir die insulinvermittelte

Reorganisation des Actinnetzwerkes 69
Bedeutung des Actinnetzwerkes flr die

GLUTA4-Translokation 70
Bedeutung von Metaboliten der 12-Lipoxygenase

fur die Organisation von Actinfilamenten 72
Bedeutung der 12-Lipoxygenasereaktion fur die

Regulation der kardialen Glucoseaufnahme 75
Zusammenfassung 79
Literatur 81
Anhang 114
Verwendete Abkirzungen 114
Verzeichnis der Abbildungen 116

Ik



Einleitung

l. Einleitung

In Saugetieren wird die Koordination von Stoffwechselprozessen verschiedener
Organe und Gewebe durch zwei unterschiedliche Systeme gewahrleistet. Einerseits
steht das neuronale System zur Verfiugung, welches durch Auslésung
elektrochemischer Signale entlang der Nervenbahnen seine Wirkung auf die
peripheren Organe und Gewebe vermittelt. Andererseits wird die Homoostase vieler
Stoffwechselfaktoren durch chemische Mediatoren, die Hormone, aufrechterhalten.
Entweder erreichen diese ihre Zielgewebe durch die Blutbahn entfernt vom
Bildungsort (endokrine Sekretion), oder sie entfalten eine lokale Wirkung in dem
Bildungsort eng benachbarten oder identischen Geweben (parakrine Sekretion).
Nach ihrer chemischen Struktur werden Hormone in vier Klassen unterteilt. Die
zellpermeablen Steroidhormone und die Aminosaurederivate stellen zwei
eigenstandige Hormonklassen dar. Eine dritte Klasse parakrin wirkender hormoneller
Mediatoren geht von der Arachidonsaure aus, sie wurde erst in jingerer Zeit
entdeckt. Die durch Aktivierung der Phospholipase A, aus Membranlipiden gebildete
Arachidonséure wird zum einen Uber den Cyclooxygenaseweg zu Thromboxanen
und Prostaglandinen aufgespalten, zum anderen werden Uber den Lipoxygenaseweg
die Eicosanoide gebildet, die in Leukotriene und Hydroperoxide aufgeteilt werden.
Die vierte Hormonklasse wird von den endokrin wirkenden Peptid- oder
Proteohormonen reprasentiert, die zunachst meist als nichtaktiver Vorlaufer
synthetisiert werden. Dieser wird posttranslational prozessiert und es entsteht durch

Abspaltung einer Teilsequenz das eigentlich biologisch wirksame Hormon.

Zu dieser Hormonklasse gehdrt das 1922 zuerst beschriebene Polypeptidhormon
Insulin (5,8 kDa), welches als Praproinsulin von den 3-Zellen des Pancreas gebildet
wird (Banting et al., 1922). Insulin wird durch parasympathische Stimulation oder als
Antwort auf eine Erh6hung des Blutzuckerspiegels vom Pancreas ins Blut sezerniert
und spielt dort eine zentrale Schlusselrolle als anaboler Gegenspieler der katabolen
Hormone Adrenalin und Glucagon. Es hemmt die hepatische Gluconeogenese und
fordert in der Leber und im Skelett- und Herzmuskel die Glykogensynthese, weiterhin
induziert es eine in Abhangigkeit vom Gewebetyp 10 bis 20fache Steigerung der
Glucoseaufnahme im Muskel- und Fettgewebe. Die hieraus resultierende rasche
Erniedrigung des Blutglucosespiegels stellt eine der entscheidenden kurzzeitigen
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Insulinwirkungen dar, wodurch dieses Hormon eine zentrale Stellung in der

Regulation der Homoéostase des Glucosestoffwechsels einnimmt.

Der Glucosetransport durch die Plasmamembran stellt unter normalen
physiologischen Bedingungen den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
zellularen Glucosenutzung dar (Ziel et al., 1988; Furler et al., 1991) und wird dadurch
zu einem wichtigen Angriffspunkt der Regulation des Glucosestoffwechsels (Morgan
et al., 1961; Clausen, 1975). Dieser initiale Transportvorgang durch die fur
Saccharide undurchlassige Plasmamembran wird in Saugetieren von einer Gruppe
strukturell verwandter Proteine mit einer Masse von 43 bis 50 kDa koordiniert. Diese
Glucosetransporter (GLUT’s) sind mithilfe von 12 Transmembranhelices in der
Plasmamembran verankert und erméglichen so der Glucose mittels erleichterter
Diffusion den Eintritt ins Cytoplasma (Gould & Bell, 1990; Gould & Holman, 1993). In
dieser Hinsicht unterscheiden sie sich von den im Dinndarm und der Niere
vorkommenden Na'-abhangigen Glucosetransportern (SGLT1 & SGLT2), welche
aktiv gegen den Gradienten Glucose und Na' unter Energieverbrauch
cotransportieren (Wright et al., 1994; Lee et al., 1994; Yoshida, 1995). Bisher sind
von der erstgenannten GLUT-Familie sieben verschiedene Isoformen (GLUT1 -
GLUT?7) funktionell charakterisiert worden (Gould & Bell, 1990; Gould & Holman,
1993; Zierler, 1999). Sie weisen eine hohe Sequenzhomologie auf, unterscheiden
sich jedoch in ihrer Substratspezifitdt und dem gewebespezifischen
Expressionsmuster. Erst vor kurzer Zeit wurden zwei weitere Isoformen dieser
Glucosetransporter-Familie identifiziert. Die GLUT8-Sequenz weist 29% Homologie
mit der Sequenz von GLUT1 auf (Doege et al., 2000 A), die GLUT9-Sequenz deckt
sich mit 38% der Sequenz von GLUT1 (Phay et al., 2000; Doege et al., 2000 B). Die
genaue Funktion dieser ebenfalls gewebespezifisch exprimierten Isoformen und ihre
Bedeutung fur die Regulation des Hexosestoffwechsels der Saugetiere bleibt aber

noch genauer zu charakterisieren.

Das Fettgewebe sowie der Herz- und Skelettmuskel werden als die wichtigsten
insulinsensitiven Gewebe angesehen (DeFronzo et al., 1981; Martin et al., 1999;
Foster & Klip, 2000). Obschon auch GLUTS5 neueren Arbeiten zufolge im
Skelettmuskel gefunden wurde (Hundal et al., 1998), wirkt diese Transporterisoform

dort hauptsachlich als hochaffiner Fructosetransporter und hat eine viel niedrigere
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Kapazitat fur den Transport von Glucose (Goodyear & Kahn, 1998). Der derzeitige, in
zahlreichen Untersuchungen belegte Wissensstand besagt hingegen, daf’ hier der
Glucosetransport hauptsachlich durch die Isoformen GLUT1 und GLUT4 vermittelt
wird. Die ubiquitéar exprimierte Isoform GLUTL1 ist schon im basalen Zustand verstarkt
in der Plasmamembran lokalisiert, ihr wird als Funktion die Aufrechterhaltung der
zellularen Grundversorgung mit Glucose zugeschrieben (Gould & Bell, 1990;
Mueckler, 1994). Sie unterliegt keiner ausgepragten intrazellularen Umverteilung als
Antwort auf einen Insulinstimulus (Goodyear et al., 1991). Im Gegensatz hierzu
konnte gezeigt werden, dal3 die insulininduzierte Steigerung der Glucoseaufnahme
im Skelettmuskel und Fettgewebe hauptséchlich durch die Translokation der Isoform
GLUT4 (James et al., 1988) von intrazellularen mikrosomalen Vesikelpools zur
Plasmamembran vermittelt wird (Martin et al., 1999; Zorzano et al., 1998; Zorzano et
al., 1997; Rea & James, 1997). Dieser Prozess wurde ebenfalls detailliert in
kardialem Gewebe beschrieben (Eckel et al., 2000; Fischer et al., 1997). Im Verlauf
des Exozytoseprozesses kann der Transporter zwar auch einen sogenannten
Recycling Pathway 2 durchlaufen (Robinson et al., 1992), der Hauptanteil der
Insulinwirkung wird jedoch der Erhéhung der Exozytoserate von GLUT4
zugeschrieben (Robinson et al., 1992; Slot et al., 1991; Satoh et al., 1993). Neuere
Studien, die sich mit der molekularen Regulation des GLUT4-Vesikel-Trafficking 2
befassen, beschreiben eine differentielle Regulation der verschiedenen GLUT4-
haltigen Kompartimente, welche offenbar durch divergente Signalmechanismen
kontrolliert werden (Hashiramoto et al., 2000; Fletcher et al., 1999; Millar et al., 1999;
Marsh et al., 1995). Die genauen Mechanismen, welche an der Regulation des

GLUTA4-Trafficking partizipieren, sind jedoch zur Zeit noch unklar.

Die Kenntnisse Uber die Mechanismen, welche ausgehend von der Hormonbindung
auf zellularer Ebene letztendlich zur Steigerung der Glucoseaufnahmerate fiihren,
haben sich in den letzten Jahren entscheidend vertieft (Foster & Klip, 2000;
Elmendorf & Pessin, 1999; Rea & James, 1997; Kandror & Pilch, 1996; Holman &

! Der Begriff Recycling Pathway steht fir die endozytotische Ruckfiihrung von GLUT4 in einen
endosomalen Vesikelpool, der fiur erneute Insulinstimulierung zur Verfugung steht. Im
Deutschen existiert hierfir kein adaquater treffender Begriff.

2, Der Begriff Trafficking steht fiir zielgerichtete Vesikeltranslokationsvorgange, dies umfasst
Exo- und Endozytosevorgdnge, sowie intrazellulare Membrantransportprozesse. Da im
Deutschen kein treffender Begriff existiert, wird der englische Ausdruck verwendet.
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Kasuga, 1997; White & Kahn, 1994). Die Insulinwirkung wird initiiert durch das
Andocken des Hormons an hochaffine Bindungsstellen der extrazellularen [I-
Untereinheiten des Insulinrezeptors, welcher als ein [,,-Heterodimer vorliegt
(Siehe Abb.1). Durch der Bildung des Hormon-Rezeptor-Komplexes werden
stereochemische Umlagerungen innerhalb des Rezeptors ausgelost, dies fuhrt
intrazellular zu Autophosphorylierungen der Tyrosinkinase-Domanen seiner zwei [JI-
Untereinheiten. Die katalytisch aktiven Tyrosinkinasen phosphorylieren ihrerseits
eine Reihe nachgeschalteter Proteine, von welchen bislang die Familie der
Insulinrezeptorsubstrate (IRS-1 bis IRS-4), die Shc-Protein-Isoformen, Mitglieder der
SIRP-Familie, Gab-1 und APS identifiziert werden konnten. Aminoterminal besitzen
die IRS-Isoformen eine Pleckstrin-homologe (PH-) Domane, weiterhin eine
Phosphotyrosin-bindende (PTH-) Domane sowie Prolin- und Serin/Threoninreiche
Regionen. Zahlreiche Tyrosinreste dienen aul3erdem als SH2-Bindungsstellen
nachgeschalteter Proteine. Der aktivierte Insulinrezeptor interagiert mit IRS Uber
seine PTB-Domaéne, was zur Phosphorylierung von Tyrosinresten innerhalb des IRS-

Molekdles fuhrt.

Glucose

PIPZ\jPIP?,
PI3- |p85
Kinase p110

Abb. 1: Insulinsignaltransduktion und Glucoseaufnahme, modifiziert
nach (Ryder et al., 2001), (Baumann & Saltiel, 2001) und (White, 1997).
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Zahlreiche Untersuchungen konnten belegen, dal die Aktivierung von Isoformen der
Pl 3-Kinase-Familie essentiell ist fur die Weiterleitung des Insulinsignals (Eckel et al.,
2000; Shepherd et al., 1998; Backer et al., 1992). Diese den IRS-Isoformen
nachgeschalteten Proteine bestehen aus einer katalytischen p110-Untereinheit und
einer regulatorischen p85-Untereinheit. Innerhalb der regulatorischen Untereinheit
liegende SH2-Domanen gehen eine Bindung mit dem tyrosinphosphorylierten Motiv
des IRS-Proteins ein, was die Aktivierung der katalytischen Untereinheit zur Folge
hat. Das physiologisch bedeutendste Substrat dieses Enzyms ist das
Phosphatidylinositol ~ 4,5-Bisphosphat, das durch die p110-Aktivitdit zu
Phosphatidylinositol 3,4,5-Trisphosphat umgesetzt wird (Vollenweider et al., 1999;
Alessi & Downes, 1998). Von den Untereinheiten der Pl 3-Kinase-Familie wurden
bislang je drei gewebespezifisch exprimierte Klassen (p110L1, -1, -00 , bzw. p8501, -1,
-[0) beschrieben (Alessi & Downes, 1998; Shepherd et al., 1998). Jingere Studien
zeigen, dafld vermutlich die p110@ eine prominente Rolle in der Weiterleitung des
Insulinsignals zur Steigerung des Glucosetransportes spielt (Ozanne et al., 1997;
Wang et al., 1998 A & B). Studien unserer Arbeitsgruppe an kardialem Gewebe
belegen, dal? die p8501-Untereinheit die Pl 3-Kinase-Aktivitat zu den GLUT4-Vesikeln
rekrutiert, wohingegen p85R den Hauptregulator der via IRS-1 und IRS-2 mediierten
Pl 3-Kinase—Aktivierung reprasentiert (Kessler et al., 2001). Die Mechanismen,
welche auf der Ebene der Pl 3-Kinase zur Diversifizierung des Insulinsignales und
somit zu den bekannten unterschiedlichen Wirkungen des Hormons fuhren, werden
jedoch bislang kontrovers diskutiert und bedurfen weiterhin eingehender Aufklarung.

Verschiedene innerhalb der Insulinwirkung der PI 3-Kinase nachgeschaltete
Effektorproteine, die ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert werden, konnten
bislang identifiziert werden (Alessi & Downes, 1998; Kellerer et al., 1999). Hierbei
handelt es sich zum einen um die Serin-Threonin-Kinase Akt (auch Proteinkinase B)
(Wang et al., 1999), um die Isoformen PDK1l und PDK2 der PDK-Familie
(Phospholipid-abhangige Kinase) (Kellerer et al., 1999), und um die atypischen
Isoformen der PKC-Familie (Proteinkinase C) PKCO und PKCO. Zumal es auch
Hinweise auf eine von der Pl 3-Kinase unabhéngige GLUT4-Translokation mit
einhergehender Aktivierung der Akt gibt (Wang et al., 2000), ist die funktionelle
Bedeutung der Aktivierung der genannten Kinasen zur Zeit noch unklar und deren
Auswirkungen im Zusammenhang mit der insulininduzierten GLUT4-Translokation

werden bislang in der Literatur unterschiedlich bewertet (Standaert et al., 1997,
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Alessi & Downes, 1998; Kellerer et al., 1999). Neuere Untersuchungen weisen aber
darauf hin, dal3 nicht nur die insulinstimulierte Aktivierung der Pl 3-Kinase, sondern
auch ihre Rekrutierung vom Cytosol zu mikrosomalen Membranfraktionen ein
entscheidendes Ereignis fur die Stimulation der Glucoseaufnahme darstellen kénnte
(Shepherd et al., 1998).

Interessanterweise konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dal3 Insulin
eine Assoziation von Komplexen der Pl 3-Kinase mit IRS-1 an Elemente des Actin-
cytoskelettes induziert (Clark et al., 1998). In Saugetieren sind bislang drei Isoformen
(O-, O-, O-Actin) dieser ubiquitdr vorkommenden Proteinfamilie beschrieben worden
(Cristopher & Carpenter, 2000). Es ist bekannt, da3 das Actincytoskelett eine
Schlusselrolle in der Regulation vieler exo- und endozytotischer Vesikel-
Transportprozesse und des Membran-Trafficking ausibt (Valentijn et al., 1999;
Qualmann et al., 2000; Rogers & Gelfand, 2000). Der Aufbau und die Dynamik der
Actinfilamente wird hierbei offenbar entscheidend (ber ihre Polymerisation und
Depolymerisation beeinflul3t (Borisy & Svitkina, 2000; Cooper & Schafer, 2000; Chen
et al., 2000). Neuere Untersuchungen (Wang et al., 1998 A) zeigen, dal3
Actinfilamente an der insulininduzierten Umverteilung der Pl 3-Kinase zu GLUT4-
haltigen Kompartimenten (Eckel et al.,, 2000) und damit an der Steigerung der
Glucoseaufnahme partizipieren. Weiterhin wurde eine direkte Colokalisation von
GLUT4 mit Actinfibrillen nach Insulinstimulation nachgewiesen (Vollenweider et al.,
1999; Kao et al., 1999; Asahi et al., 1999). Aul3erdem fand man eine insulininduzierte
Colokalisation von Actinfilamenten mit GLUT4 und auch der Pl 3-Kinase (Khayat et
al., 2000). Obwohl es auch Hinweise auf eine Beteiligung der Mikrotubuli an der
insulinregulierten GLUT4-Translokation gibt (Wang et al., 1996; Fletcher et al., 2000;
Guilherme et al., 2000), gilt es mittlerweile als akzeptiert, dal3 ein intaktes
Actincytoskelett eine essentielle Rolle fir den insulinstimulierten Anstieg der
Glucoseaufnahme spielt. Zahlreiche Untersuchungen mit Inhibitoren des
Actincytoskelettes bestéatigen, dal? eine Zerstérung oder Umorganisation des
Actinnetzwerkes die GLUT4-Translokation und damit die Steigerung der
Glucoseaufnahme als Reaktion auf den Insulinstimulus komplett blockiert (Tsakiridis
et al., 1999; Tsakiridis et al., 1994; Omata et al., 2000). Die Modulierung der
Organisation der Actinfibrillen in Reaktion auf den Insulinstimulus und durch exogene

Faktoren wird zur Zeit jedoch kontrovers diskutiert und ist Gegenstand aktueller
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Untersuchungen (Tsakiridis et al., 1997; Zorzano et al., 1998; Martin et al., 1999;
Foster & Klip, 2000).

Neuere Arbeiten belegen in diesem Zusammenhang klar eine Beteiligung
sogenannter Hydroeicosatetraenoide (HETE'’s), Metaboliten der Lipoxygenase-
reaktion, an der Regulation des Actinnetzwerkes. Es konnte gezeigt werden, dald
diese eingangs genannten Eicosanoide selektive Liganden von Actinfibrillen
darstellen (Kang et al., 1999; Kang & Vanderhoek, 1998). Andere Arbeitsgruppen
belegten, dal3 12(S)-HETE, ein Produkt der 12-LO-lsoform, eine PKC-abhangige
Phosphorylierung von Actinfibrillen auslost. Dies hat zum einen eine Erh6hung des
zellularen Actingehaltes, zum anderen eine Steigerung der Polymerisationsrate von
Actin zur Folge (Rice et al., 1998; Tang et al., 1994; Tang et al., 1993 A & B).
Lipoxygenasen bilden eine in S&ugetieren weitverzweigt vorkommende
Enzymfamilie. Sie bilden Lipidperoxide, indem sie in mehrfach ungesattigte
Fettsduren, wie Arachidonsaure oder Linolsédure, stereospezifisch molekularen
Sauerstoff einbauen (Funk, 1996). Multiple LO-Isoformen (wie 5-, 12-, oder 15-LO)
wurden bislang in verschiedenen Geweben von Saugetieren identifiziert (Freire-Moar
et al., 1995; Brash, 1999), aber die biologische Funktion und physiologische
Bedeutung der meisten Isoformen bleibt bislang noch unklar (Funk, 1996; Brash,
1999; Kuhn & Thiele, 1999). Die Gruppe von Sasson zeigte in diesem
Zusammenhang, dal’ die Lipoxygenasereaktion an der Regulation der vaskularen
Glucoseaufnahme beteiligt ist (Sasson et al., 1999). Im Herzmuskel wurde vor kurzer
Zeit die 12-LO Isoform identifiziert und charakterisiert (Freire-Moar et al., 1995) und
ihr Metabolit 12(S)-HETE wurde in Untersuchungen an Kardiomyozyten als das
hauptséachlich vorherrschende Produkt der Lipoxygenasereaktion charakterisiert
(Breitbart et al., 1996). Das Vorkommen dieser LO-Isoform wurde weiterhin in
unterschiedlichen Geweben von Ratte, Maus und Mensch beschrieben (Yamamoto
et al., 1999; Yamamoto et al., 1997 A & B). Obwohl gezeigt wurde, dafl3 12(S)-HETE
eine wichtige Rolle fur kardioprotektive Effekte im Kontext der ischamischen
Prakonditionierung spielt (Kuzuya et al., 1993; Murphy et al., 1995; Chen et al.,
1999), wurde eine potentielle Beteiligung dieses Eicosanoids an der Regulation der

Organisation des Actinnetzwerkes bisher nicht untersucht.
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Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zunéchst, die Bedeutung des Actin-
netzwerkes der ventrikularen Kardiomyozyten fur die insulininduzierte Steigerung der
Glucosaufnahme zu charakterisieren. Weiterhin sollte eine potentielle Beteiligung des
Lipoxygenasestoffwechsels an der Reorganisation des Actincytoskelettes unter
besonderer Beriicksichtigung des Metaboliten der 12-LO-Isoform untersucht werden.
Zum anderen sollte ein mdglicher Einflul3 dieser Faktoren auf das insulinregulierte

Trafficking von GLUT4 bestimmt werden.

Obwohl die exakten Mechanismen, die zur insulinregulierten Umverteilung des
GLUT4 fuhren, noch unklar sind, gilt es als gesichert, da? GTP-bindende Proteine an
diesem Prozess beteiligt sind. So wurde gezeigt, dalR GTP-[-S die Translokation von
GLUT4 zur Plasmamembran in permeabilisierten Adipozyten stimuliert (Baldini et al.,
1991). Unsere Arbeitsgruppe (Uphues et al., 1994) wies im Einklang mit anderen
Untersuchungen an Adipozyten (Cormont et al., 1991) das Vorkommen kleiner GTP-
bindender Proteine in GLUT4-enthaltenden Vesikeln aus kardialem Gewebe nach.
Desweiteren wurde kirzlich demonstriert, da3 GTP-[1-S die exozytotische Fusion
von GLUT4-Vesikeln stimuliert, wahrend die Endozytoserate des Transporters durch
das Nukleotid gehemmt wird (Shibata et al., 1995).

In Saugetierzellen ist die Rab-Familie Ras-homologer GTPasen an der Regulation
des intrazellularen Vesikel-Trafficking und der Membranfusion beteiligt (Ferrara &
Cushman, 1999; Gonzalez & Scheller, 1999; Chavrier & Goud, 1999; Kandror &
Pilch, 1996; Novick & Brennwald, 1993; Goud & McCaffrey, 1991). Bei diesem
Prozess ist der Wechsel des Guaninnukleotidstatus der GTPasen zwischen der
inaktiven GDP-Form und der aktiven GTP-Form offenbar von entscheidender
Bedeutung, er wird durch assoziierte Proteine wie GAP, GDI und GEF reguliert
(Shisheva et al., 1997; Bortoluzzi et al., 1996; Bourne et al., 1990; Hall, 1990).
Mitglieder der Rab-Familie wurden in verschiedenen Geweben in unterschiedlichen
Kompartimenten innerhalb exo- und endozytotischer Transportprozesse identifiziert
(Rodman & Wandinger-Ness, 2000; Jahn & Sudhof, 1999, Mohrmann & van der
Sluijs, 1999), was auf spezialisierte Transportfunktionen der verschiedenen Rab-
Proteine hinweist (Martinez & Goud, 1998; Zerial & Stenmark, 1993). In diesem
Zusammenhang werden sie als wichtige Regulatoren der insulinregulierten GLUT4-

Translokation angesehen. So wurde fur Rab3-Isoformen eine Beteiligung an
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exozytotischen  Vesikeltransportprozessen in  verschiedenen sekretorischen
Geweben dokumentiert (Darchen & Goud, 2000; Martelli et al., 1995; Baldini et al.,
1995).

Desweiteren wurde in Untersuchungen an Adipozyten gezeigt, dal3 die Isoform Rab4
mit GLUT4-Vesikeln assoziiert ist und durch Insulin von den Vesikeln ins Cytosol
umverteilt wird (Cormont et al., 1993). Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte, dal3 die Rab4-
Uberexpression eine Abnahme von GLUT4 an der Zelloberflache auslost (Aledo et
al., 1995; Cormont et al., 1996 A). Ubereinstimmende Beobachtungen wurden auch
am Skelettmuskel gemacht (Sherman et al., 1996). Dies la3t den Schluf3 zu, daf
Rab4 an der intrazellularen Sequestrierung und der Biogenese von GLUT4-
Speicherkompartimenten beteiligt ist. Ubereinstimmend dazu fiihrte die Coexpression
von Rab4 und GLUT4 in Oozyten zu einer verstarkten Retention von GLUT4
innerhalb dieser Zellen (Mora et al., 1997). Andere Studien lieRen jedoch auch
vermuten, dalR Rab4 eine Komponente des Exozytoseprozesses von GLUT4
darstellt. Diese Studien an Adipozyten, in die Rab4-Antikdrper, Rab4-Mutanten, oder
carboxyterminale Rab4-Peptide eingefihrt wurden, konnten eine Stérung der
insulininduzierten GLUT4-Tanslokation belegen (Shibata et al., 1996; Vollenweider et
al., 1997). Kirzlich wurde eine direkte funktionelle Interaktion von Rab4 mit Syntaxin
4 nachgewiesen, welches an dem Andocken von Vesikeln an Membranen beteiligt ist
(Li et al., 2001).

Neuere Studien weisen diesbeziglich klar auf einen funktionellen Zusammenhang
zwischen Vertretern der Rab-GTPasen und dem Actincytoskelett hin (Schimmoéller et
al., 1998; Aroeti et al., 1998; Takai et al., 2001). So wurde gezeigt, dafl} die
Uberexpression von Rab3 an einer Reorganisation des F-Actincytoskelettes beteiligt
ist (Sunshine et al., 2000). Einer anderen Studie zufolge korreliert das Andocken
exozytotischer Vesikel an Actinfilamente mit der gleichzeitigen Dissoziation von Rab3
(Valentijn et al., 1999). Weiterhin wurde in Rab4-haltigen endosomalen hepatischen
Vesikelpools eine Anreicherung von Elementen des Cytoskelettes wie Actin und
Tubulin nachgewiesen (Pol et al.,, 1997). Es konnte immunhistochemisch eine
Colokalisation von Rab4 mit dem Actinnetzwerk exokriner Gewebe nachgewiesen
werden (Valentijn et al., 1997). An Adipozyten wurde schlieBlich eine direkte

Beteiligung von Rab4 an der insulininduzierten Umorganisation der Actinfilamente
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gezeigt (Vollenweider et al., 1997). Die genannten Befunde weisen auf eine neue
Rolle dieser Rab-GTPasen in der Modulation des Actinnetzwerkes hin. Im
Herzmuskel wurden bereits mehrere GTPasen der Rab-Familie nachgewiesen
(Doucet et al., 1992).

Frihere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten die Beteiligung dreier Rab-
GTPasen an der Regulation des GLUT4-Vesikeltransportes. Zum einen zeigte sich,
daR die Isoform Rab3C insulinabhangig zur Plasmamembran transloziert wird
(Uphues et al., 1995 B). Desweiteren wurde in GLUT4-haltigen Vesikeln neben der
Isoform Rab4A eine weitere GTPase mit der Masse 24 kDa nachgewiesen, welche
insulinabhangig zur Plasmamembran umverteilt wird. Sie wurde kirzlich von unserer
Arbeitsgruppe als Rabll identifiziert (Uphues et al., 1994; Uphues et al., 1995 A;
Kessler et al., 2000). Auf der Grundlage der vorliegenden Informationen war ein
weiteres Ziel dieser Arbeit daher, die GTPasen Rab4A und Rab3C in kardialen
Myoblasten mit stabiler GLUT4-Expression transient zu exprimieren. Basierend auf
diesem Zellmodell sollte somit eine potentielle Beteiligung dieser Rab-GTPasen an
der insulinabhangigen  GLUT4-Umverteilung und am insulinregulierten
Glucosetransport isoliert untersucht werden.

Zusammengefal3t wird es somit als das zentrale Ziel der vorliegenden Arbeit
angesehen, einen moglichen Einflul3 verschiedener Faktoren auf das
insulinregulierte Trafficking von GLUT4 mit besonderer Hinsicht auf seine
Translokation und die daraus resultierende Steigerung der Kkardialen
Glucosaufnahme zu untersuchen (Siehe Abb.2).

Im ersten Teil dieser Arbeit soll in einem kardialen Zellmodell mittels transienter
Expression eine mogliche Beteiligung der GTPasen Rab4A oder Rab3C an der
insulinabhangigen GLUT4-Umverteilung und am insulinregulierten Glucosetransport
isoliert untersucht werden.

Ziel des zweiten Teiles der vorliegenden Arbeit ist es zunachst, die Bedeutung des
Actinnetzwerkes der ventrikularen Kardiomyozyten fur die insulininduzierte
Steigerung der Glucosaufnahme zu charakterisieren. Weiterhin soll eine potentielle
Beteiligung des Lipoxygenasestoffwechsels an der Reorganisation des
Actincytoskelettes unter besonderer Beriicksichtigung des Metaboliten der 12-LO-
Isoform, und dartber hinaus ein mdoglicher Einflu3 dieser Faktoren auf das

insulinregulierte Trafficking von GLUT4 untersucht werden.

10
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Abb. 2: Schematische Darstellung zur Regulation des GLUT4-Trafficking:

Zentrale Zielsetzungen. modifiziert nach (Ryder et al.,
Saltiel, 2001) und (White, 1997).
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[I. Materialien
2.1 Chemikalien
Acrylamid

N, N’-Methylenbisacrylamid
Laminin (Maus)

Bacto-Agar
Hefe-Extrakt

Trypton
DMEM-Medium

FCS

Geneticin (G418-Sulfat)
Ham‘ s F12-Medium
Nichtessentielle Aminoséuren
Penicillin/Streptomycin
Trypsin/ EDTA

TEMED

Milchpulver

BSA, reinst

BSA, Fraction V

APS

Ampicillin

Cytochalasin B
Cytochalasin D

D (+) Saccharose (reinst)
DTT

EDTA

EGTA

Ethidiumbromid

Ficoll

HEPES

Insulin (Hog Pancreas)

Natriumazid
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Amersham Pharmacia, Freiburg

Collaborative Biomedical Products,
MA, USA
Becton Dickinson, NJ, USA

Life Technologies, Karlsruhe

LKB, Bromma, Schweden
Neuform, Fink GmbH, Herrenberg
Behring, Marburg

Boehringer, Mannheim

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Petroleumbenzin
PMSF

SDS

Tris

Tween 20

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von den oben genannten

Firmen in p.a. Qualitat bezogen.

2.2 Radioisotope

125_protein A

spez. Aktivitat 2000 Ci/mmol
L-[ 1**C] -Glucose
spez. Aktivitat 55 mCi/mmol

2-Desoxy-D-[ 1'C] -Glucose

spez. Aktivitat 55 mCi/mmol
Methyl-D-[**C] -Glucose
spez. Aktivitat 55 mCi/mmol

2.3 Antikorper

Anti-GLUT4

Anti-GLUT1

13

Amersham, Braunschweig

Amersham, Braunschweig

Amersham, Braunschweig

Amersham, Braunschweig

Calbiochem, Bad Soden
polyklonales Kaninchen-Peptid-
serum, gerichtet gegen Sequenz des
C-Terminus von GLUT4

(James et al., 1989)

polyklonales Kaninchen-Antiserum,
wurde freundlicherweise zur Verfl-
gung gestellt von Prof. Sasson
(Sasson et al., 1997)
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Anti-Rab3C

Anti-Rab4A

Anti-IRS-1
(Immunoprazipitation)

Anti-IRS-1
(Immunodetektion)

Anti-IRS-2
(Immunoprazipitation)

Anti-IRS-2
(Immunodetektion)

Anti-p85~A"

Anti-Phospho-Tyrosin

14

polyklonales Kaninchen-Peptid-
serum, bindet am C-Terminus
von Rab3C (Ratte) (Su et al., 1994)

Polyklonales Kaninchen-Peptid-
serum , Bindungsstelle:
gereinigtes, rekombinantes Protein
von Dr. Goud (Paris) aus Ratte

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen einen rekombinanten
Proteinabschnitt (AS 581-857) des
IRS-1 der Ratte (Ouwens et al., 1994)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen einen rekombinanten
(CYASINFQKQPEDRQ), C-terminalen
Proteinabschnitt des IRS-1 der Ratte,
(Lamphere & Lienhard, 1992),

(UBI, Lake Placid, NY, USA)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen einen rekombinanten
Proteinabschnitt (AS 324-1003) des
IRS-2 der Ratte (Telting et al., 2001)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen einen rekombinanten
C-terminalen Proteinabschnitt (AS
976-1094) des IRS-2 der Maus, (UBI,
Lake Placid, NY, USA), (Sun et al.,
1995)

Polyklonales Kaninchen Anti-Ratte
IgG, gegen ein GST-Fusionsprotein
der ges. p85-Untereinheit des IRS-1
gerichtet, (Skolnik et al., 1991)
(UBI, Lake Placid, NY, USA)

Anti-Phosphotyrosin (pY) - RC20 IgG,
HRPO-gekoppelt, gerichtet gegen
rekombinantes Peptid, (Fixman et al.,
1996), (Transduction Laboratories,
Lexington, KY, USA)
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Anti-12-LO

Anti-Phospho-Akt

Anti-Akt

15

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen einen rekombinanten
Proteinabschnitt der Platelet-Isoform
der 12-Lipoxygenase des Menschen
(Cayman Chemical, MI, USA),
(Yoshimoto et al., 1990)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen ein KLH-gekoppeltes
synthetisches Phospho-Thr308-Peptid
(UBI, Lake Placid, NY, USA),
(Burgering & Coffer, 1995)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,
gerichtet gegen ein KLH-gekoppeltes
synthetisches Peptid (AS 466-479) der
Maus (UBI, Lake Placid, NY, USA),
(Burgering & Coffer, 1995)
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Il. Methoden

2.4 Gentechnische Methoden

2.4.1 Transformation und Plasmid-Amplifikation in E.coli-Bakterien

Hierzu wurden zunéachst 100 p | chemisch kompetente E.coli-Bakterien des Stammes
DH5a schonend auf Eis aufgetaut (Hanahan, 1983). Diese wurden mit 50 pl TCM-
Puffer (10 mM Tris; 10 mM MgCl,; 10 mM CacCl,; pH 7,5) und 1 ng reiner Plasmid-
DNA gemischt. Nach Inkubation auf Eis fir 30 min wurden die Bakterien flr 90 sec
einem Hitzeschock bei genau 42° C ausgesetzt, was zur verstarkten Aufnahme der
DNA fuhrt, und far 2 min auf Eis abgekuhlt. Die transformierten Bakterien wurden in 1
ml LB-Medium (1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt; 1% (w/v) NaCl; pH 7,4)
verdinnt und fir 1 h bei RT inkubiert. In diesem Zeitraum regenerieren sich die
Bakterien und synthetisierten die von pCMV kodierte, zur Resistenz notwendige [3-
Lactamase. Sie wurden anschlie3end flr 1 min bei 12.000 x g abzentrifugiert, 700 ul
des Uberstandes wurden verworfen. Das Bakterien-Pellet wurde in den
verbleibenden 450 pl resuspendiert, zur Antibiotika-Selektion wurden je 200 pl
Suspension auf einer LB-Agar-Platte (1,5% (w/v) Bacto-Agar; DIFCO, Detroit, M,
USA) mit 100 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und fur 16 h im Brutschrank (37° C, 5%
COy) inkubiert. Es wurde zunéchst ein definierter Klon von der LB/Amp+-Platte
selektiert, in 5 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium Utberfuhrt und fur ca. 9 h bis zur
Sattigung bei 37° C und 220 upm inkubiert. Diese Vorkultur wurde 1100 verdinnt
und tber Nacht fiir 16 h unter obigen Bedingungen bis zu einer Zelldichte von 1x10°

Zellen/ml amplifiziert, was einer ODgoo/ml von 1,0 - 1,5 entsprach.

2.4.2 Reinigung der Plasmid-DNA

Um eine hohe Transfektionsrate zu erzielen, erfolgte die Reinigung der Plasmid-DNA
mit Hilfe des Plasmid Midi Kit 50 (Qiagen, Hilden), dessen mdglicher Reinheitsgrad
mit dem einer Casiumchlorid-Dichtegradienten-Zentrifugation gut vergleichbar ist.
Hiermit konnten 400-800 pg reine DNA pro Saule isoliert werden. Zur Isolation der
synthetisierten Plasmid-DNA wurde die Bakterien-Suspension zunéchst bei 4° C und

6.000 x g fur 15 min abzentrifugiert, der klare Medium-Uberstand wurde verworfen.
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Das Pellet wurde gleichmafig in 10 ml P1-Puffer (50 mM Tris/HCI; 10 mM EDTA;
100 pg/ml RNAse A; pH 8,0) resuspendiert, zur alkalischen Lyse wurden die
Bakterien mit 10 ml P2-Puffer (200 mM NaOH; 1% (w/v) SDS) gemischt, kurz
resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Zur Neutralisierung und Fallung der
genomischen DNA wurde das Lysat mit eiskaltem P3-Puffer (3 M K-acetat; pH 5,5)
vermischt und 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden fir 30 min bei 4° C und
30.000 x g die unloslichen Zellbestandteile abzentrifugiert. Der Uberstand
(Vollhomogenat) wurde filtriert und das Filtrat Gber eine mit QBT-Puffer (750 mM
NaCl; 50 mM MOPS; 15% (v/v) Ethanol; pH 7,0) aquilibrierte Qiagen-100-Saule
gegeben. Die hydrophile Matrix dieser Anionen-Austauscher-Saule bindet spezifisch
negativ geladene, niedermolekulare DNA-Molekile, deren Masse nicht in der
GoRenordnung genomischer DNA liegt. Andere Zellbestandteile, besonders RNA
und Proteine, kdnnen nicht gebunden werden und durchlaufen die Saule. Die Saule
wurde nun 2 x mit je 30 ml QC-Puffer (1 M NaCl; 50 mM MOPS; 15% (v/v) Ethanol;
pH 7,0) gewaschen, schlie3lich wurde die Plasmid-DNA mit 15 ml QF-Puffer (1,25 M
NaCl; 50 mM Tris/HCI; 15% (v/v) Ethanol; pH 8,5) eluiert. Zur Prazipitation der DNA
wurde das Eluat mit 10,5 ml Isopropanol bei RT gemischt und fir 30 min bei 4° C und
15.000 x g abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen
und erneut abzentrifugiert. Nach Dekantierung des Uberstandes wurde die an der
Luft getrocknete DNA in 200 pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0)
geldst und bei -20° C gelagert.

2.4.3 Plasmididentifikation durch Restriktion und Gelelektrophorese

Zur Bestimmung der Konzentration, Qualitat und Reinheit der Plasmid-DNA wurde
ihre Extinktion Uber einen Wellenlangenbereich von 200-340 nm gemessen und der
Quotient OD 2°°"/,¢0,m berechnet. Ein Wert von 1,8 bis 2,0 zeigt reine, kontamina-
tionsfreie DNA an. Die doppelstrangige Plasmid-DNA liel3 sich gezielt spalten mit
Hilfe von Restriktionsenzymen, welche spezifische Sequenzen der Plasmid-DNA
erkennen und an definierten Stellen schneiden. Hier wurde der Expressionsvektor
pCMV mit EcoRI (Boehringer, Mannheim) geschnitten, fir welches 2 Schnittstellen
vorkommen. Dazu wurden 0,2 - 1,0 ug DNA und 1-2 Units EcoRI pro ug DNA
gemischt. Dieser Reaktionsansatz inkubierte fur 1 h in H-Puffer (0,5 M Tris/HCI; 100

17
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mM MgCl,; 1 mM NaCl; 10 mM DTE; pH 7,5; Boehringer, Mannheim) bei 37° C. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 10 mM EDTA (pH 8,0) gestoppt. Die Plasmid-
Fragmente wurden mit 6x-DNA-Ladungspuffer (0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25%
(w/v) Xylen Cyanol FF; 15% (v/v) in H,O) gemischt und in einem 0,8%igen
Agarosegel mit TBE (90 mM Tris; 90 mM Borat; 2 mM EDTA; pH 8,0) als Gel- und
Elektrophoresepuffer aufgetrennt. Die DNA wurde mit 0,5 pg/ml Laufpuffer
Ethidiumbromid markiert. Die gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente
erfolgte bei 70 V und 45 mA (Gelkammer-Typ GNA 100).

2.5 Kultivierung kardialer HOK6-Myoblasten und Klonselektion

Als Zellsystem dienten aus embryonalem Rattenherzmuskelgewebe (Rattus
norvegicus) gewonnene adhéarente H9c2-Myoblasten (American Type Culture
Collection, CRL-1446; Manassas, MA, USA), die in Kultur bei Konfluenz zu
multinuklearen Myotuben fusionieren. Zur Herstellung von H9c2-Zellen mit stabiler
GLUT4-Uberexpression wurde GLUT4-cDNA in den Expressionsvektor pCMV
subkloniert, welcher einen SV40-Replikationsursprung, einen Cytomegalievirus-
Promotor und eine Polyadenylierungsstelle besitzt (Schirmann et al.,, 1992). Die
H9c2-Myoblasten wurden ausgesdt und nach der Calciumphosphat-Methode
(Graham & van der Eb, 1973) mit pCMV-GLUT4 transfiziert, wie zuvor naher
beschrieben (Dransfeld et al., 2000). Stabile Transfektanden wurden in DMEM-
Medium (5,5 mM Glucose; 10% (v/v) FCS; 1% (v/v) NEAA; 100u g/ml Streptomycin;
100 U/ml Penicillin; Gibco, Berlin) mit 0,8 mg/ml Geneticin (G418; Gibco, Berlin) nach
35 Tagen selektiert und Klone mit stabiler GLUT4-Uberexpression per Immunoblot-
Analyse ausgewahlt. Einer der erhaltenen Subklone mit moderater GLUT4-
Uberexpression, desweiteren H9K6 genannt, wurde fiir nachfolgende Untersu-
chungen weiterverwendet. Die H9K6-Moyblasten wurden anschlieend in DMEM-
Medium mit 0,6 mg/ml G418 kultiviert. Zur Subkultivierung kontinuierlicher Passagen
(<15) wurden ca. 7 Tage nach Aussat 60 - 70% konfluente Myoblasten bei 37° C
abgeldst (0,25% (v/v) Trypsin; 0,03% (w/v) EDTA; Gibco, Berlin), pelletiert, gezahlt
(Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer) und 1:5 bis 1:10 verdiinnt in 175 cm?-Flaschen
ausgesat. Die Myoblasten wurden nun in DMEM-Medium mit 0,6 mg/ml G418

kultiviert, das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.
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2.6  Etablierung einer effizienten Methode zur transienten Transfektion

Um den EinfluB der neueren Transfektionsreagenzien Cellfectin, Lipofectin
(Boehringer, Mannheim) und SuperFect (Qiagen, Hilden) auf die Transfektionsrate im
Vergleich zur Calciumphosphat-Technik zu messen, wurden zu diesem Zweck H9K6-
Myoblasten (=200.000/ 9,6 cm?) maximal bis zu 24 h nach Aussaat bei 60 — 70%
Konfluenz transfiziert, weiterhin wurden sie 3 - 4 h vor Transfektionsbeginn in FCS-
freiem DMEM-Medium (Siehe 2.2) inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des
Plasmid Maxi Kits (Qiagen, Hilden) isoliert und gereinigt, wie in 2.1.2 naher
beschrieben. 5-10 pg pro Kulturschale des Vektors pEGFP-C1 (Clontech,
Heidelberg) wurden mit den verschiedenen Carrier-Reagenzien komplexiert und den
Angaben der Hersteller entsprechend auf die mit PBS-Puffer (167 mM NaCl; 16,3
mM NayHPOg; 1,7 mM NaH,PO,4; pH 7.4) vorgewaschenen Zellen transferiert. Das
DMEM-Komplett-Medium (Siehe 2.2) wurde anschlie3end alle 24 h gewechselt und
36 — 48 h nach Transfektion wurde nach Fluoreszenz-Anregung der Anteil EGFP
exprimierender, grun-fluoreszierender Zellen an der Gesamtzellzahl im

Lichtmikroskop durch Auszahlen der Zellen bestimmt.

2.7 Isolierung adulter ventrikularer Kardiomyozyten

Zur Praparation wurden mannliche Wistarratten (Harlan Winkelmann, Borchen) mit
einem Gewicht von 260 bis 320 g verwendet. Die Tiere hatten freien Zugang zu
Wasser und Futter. Kalzium-tolerante Kardiomyozyten wurden unter Verwendung
einer retrograden in situ Perfusion des Herzens mit Kollagenase-Puffer isoliert
(modifizierte Langendorffperfusion, Eckel et al., 1983; Eckel, 1989). Zu diesem
Zweck wurden die Ratten zunéchst einem Atherrausch ausgesetzt und dann durch
intraperitoneale Injektion von 16% (w/v) Pentobarbital (Merial, Hallbergmoos) (100
mg/ kg Korpergewicht) narkotisiert. Nach erfolgter Betdubung wurde durch einen
Anschnitt der Trachea eine kinstliche Beatmung gelegt. Nach Injektion von Liquimin
(250 I.E.) in die Vena femoralis erfolgte die Offnung des Situs und die Freilegung der
Aorta. In die Aorta wurde eine Kanile eingefuhrt und so das Herz in der ersten
Perfusionsphase durch ein  nominell kalziumfreies, Carbogen-begastes
Vorperfusionsmedium (Krebs-Ringer Bikarbonat-Puffer; 35 mM NaCl; 4,8 mM KClI;
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1,2 mM KH;PO4 16 mM Na;HPO,4 25 mM NaHCOs;; 134 mM Saccharose; 20 mM
Glucose; 10 mM HEPES,; pH 7,4) blutfrei gesptilt. Das vollstandige Durchspulen des
Herzens wurde durch das Anschneiden der Aorta pulmonalis und den Verschlul3 der
Ligaturen gewahrleistet. Nach 5 bis 10 min wurde eine zweite Perfusionsphase
gestartet, in der die enzymatische Andauung des Bindegewebes mit Kollagenase-
Puffer (Krebs-Ringer Bikarbonat-Puffer mit 0,5% (w/v) BSA; 0,15% (w/v)
Hyaluronidase; 0,1% (w/v) Collagenase; pH 7,4) erfolgte. Bei einer Durchfluf3rate von
etwa 1 ml/min wurde nach 6 min eine Kalziumchloridiésung (final 20 p M) hinzugefugt
und die Perfusion nach weiteren 25 bis 40 min beendet. Das nun weiche Herz wurde
herausgeschnitten und der Ventrikel vorsichtig mechanisch zerkleinert. Nach einer
Inkubation von 5 bis 10 min in einem offenen, silikonisierten Erlenmeyerkolben
erfolgte die weitere Aufarbeitung der Kardiozyten in einem O,-geséttigten HEPES-
Puffer (130 mM NaCl; 4,7 mM KCI; 1,2 mM KH;PO,4; 5 mM Glucose; 2% (w/v) BSA;
25 mM HEPES; pH 7,4) bei 37° C unter Rundschuttelung (0150 upm). Die Passage
der Zellsuspension durch ein Sieb (Porengréf3e 700 pm) ermdglichte die Abtrennung
von Bindegewebspartikeln. Es erfogte eine Zentrifugation der Zellen fur 4 min bei 25
X g und die anschlielBende Sedimentation in HEPES-Puffer. Um Zellaggregate zu
vereinzeln, wurden die Kardiozyten fur 7 min mit Trypsin (0,59 U/min) inkubiert und
die Proteolyse anschlieBend durch Zugabe von Trypsininhibitor (2,4 U/ml) gestoppt.
Die Zellen wurden durch Gaze (PorengrofRe 300 pm) filtriert und erneut bei 25 x g
zentrifugiert. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Sedimentationseigenschaften konnten
schlielich die abgestorbenen Kardiozyten von den vitalen Muskelzellen durch 3
Waschschritte mit HEPES-Puffer abgetrennt werden. Dabei sedimentierten die
stabchenférmigen, vitalen Myozyten schneller als die abgerundeten, toten Zellen,
deren kontraktiler Apparat abgebaut oder zerstort war. Nach ca 20 min wurden die
finalen Konzentrationen von Magnesium und Kalzium auf 1 mM eingestellt. Die
Zellzahl und Vitalitat (prozentualer Anteil der stdbchenférmigen Zellen an der
Gesamtzellzahl) wurde unter Verwendung einer Fuchs-Rosenthal Zahlkammer
lichtmikroskopisch bestimmt. Pro Herz konnten 4 bis 7 Millionen Kardiomyozyten mit
einer Vitalitdt von 90 bis 95% isoliert werden. Bis zur weiteren Verwendung wurden

die Herzmuskelzellen abschlie3end fuir 1 h bei 37° C im Rundschiittler inkubiert.
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2.8 Kultivierung isolierter Kardiomyozyten

Zur Kultivierung der Kardiomyozyten wurden die Kulturschalen mindestens 20 min
vor Aussaat zundchst mit Laminin aus der Maus (Becton Dickinson, Heidelberg),
vorbeschichtet (=2 pg/cnf). Zur weiteren Aufreinigung wurden nun tote Kardiozyten
aufgrund ihrer unterschiedlichen Sedimentationseigenschaften von den vitalen
Muskelzellen in HEPES-Puffer abgetrennt und der tote Zellen enthaltende Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen. Nachfolgend wurden die Zellen 1 x mit 37° C
warmem Anwachsmedium (25,3 mM Glucose; 4% (v/v) FCS; 17,3 pM Insulin; 2%
(v/v) Penicillin/Streptomycin; 0,5 mM L-Glutamin; 10 mM HEPES; in 1:1
DMEM/Ham* s F12) gewaschen, fir 5 min bei RT und 25 x g pelletiert und der
Uberstand verworfen. Die gereinigten Kardiozyten wurden nun gleichmaRig in einem
entsprechenden Volumen Anwachsmedium resuspendiert und direkt auf die Laminin-
vorbeschichteten Kulturschalen verteilt. Anschlie3end wurden die Zellen fir 3 h in
Anwachsmedium im Brutschrank (37° C, 5% CQ) inkubiert. Das Medium wurde
abgesaugt, abgeldste Zellen wurden dabei mit verworfen und die Zellen wurden flr
16 h in Kulturmedium | (17,5 mM Glucose; FCS-frei; 17,3 pM Insulin; 2% (v/v)
Penicillin/Streptomycin; 0,5 mM L-Glutamin; 10 mM HEPES; in 1:1 DMEM/Ham' s
F12) inkubiert. Erneut wurde das Medium gewechselt, die Zellen wurden
abschlieRend zur Vorbereitung auf anschlieRende Messungen fir 3 h in
Kulturmedium I (7,8 mM Glucose; FCS-frei; Insulin-frei; 2%  (v/v)
Penicillin/Streptomycin; 0,5 mM L-Glutamin; 10 mM HEPES; 17,3 pM Insulin; in 1:1
DMEM/Ham‘ s F12) inkubiert.

2.9 Praparation, Aufschlul® und subzellulare Fraktionierung des Ventrikel-
gewebes der Ratte

Mannliche Wistarratten mit einem Gewicht zwischen 260 und 320 g wurden, wie
unter 2.7 beschrieben, narkotisiert und zur Praparation vorbereitet. Das Herz wurde
entnommen und in eine Petrischale mit eiskaltem, isotonen Aufschlu3puffer (0,1 mM
PMSF; 2,6 mM DTT,; 0,25 mM Saccharose; 10 mM Tris/HCI; pH 7,4) Gberfuhrt. Mit
diesem Puffer wurde das Herz mittels einer Perfusionskanile retrograd blutfrei
gespult. Nach Entfernung der Vorhdfe und anhangender Gefal3e wurde das
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Ventrikelgewebe entweder in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —70° C
gelagert, oder direkt auf Eis wie folgt aufgeschlossen und subzellular fraktioniert.

Die subzellulare Fraktionierung erfolgte in Anlehnung an eine in unserer
Arbeitsgruppe etablierte Methode (Uphues et al.,, 1994). Zunachst wurde das
Ventrikelgewebe in hypotonem Aufschlu3puffer fir 20 min aufgetaut und dann mit
Hilfe eines Ultraturrax (IKA-Werke, Neu-Isenburg) 6 x 10 sec mechanisch zerkleinert.
Zwischen den einzelnen Turrax-Behandlungen wurden Pausen von je 20 sec
eingeschoben, um das Gewebe nicht zu erwarmen. Die endgiltige Homogenisation
erfolgte  schlieBlich in einem Glas-Teflon-Homogenisator und in einem
Glashomogenisator mit Schliffglaspistill (Braun, Melsungen). Der Aufschlul3 des
Gewebehomogenats wurde im Mikroskop Uberprift. Durch Zugabe einer 1,43 M
Saccharoselosung wurde das Vollhomogenat isotonisiert und fir 10 min bei 3000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in einer Ultrazentrifuge
(Beckman) unter Verwendung eines Ti70-Festwinkelrotors bei 200.000 x g fur 90 min
zentrifugiert, um das Cytosol (Uberstand) von der Rohmembranfraktion (Pellet) zu
trennen. Die Rohmembranfraktion wurde in isotonem Aufschlul3puffer resuspendiert
(Eppendorf-Homogenisator). Die Fraktionen wurden aliquotiert, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei —70° C gelagert.

2.10 Solubilisierung kardialer Zellen

Zur Solubilisierung wurden adhéarente kardiale Zellen zuerst 2 x mit eiskaltem PBS
gewaschen, dann mit einem Schaber abgekratzt und gesammelt. Pellets
vorbehandelter Zellen wurden von —-70° C aufgetaut und weiterverwendet. 1-3
Millionen Zellen wurden anschlieBend in 1 ml modifiziertem RIPA-Puffer resuspen-
diert (150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% (v/v) NP-40; 0,25% (w/v) Na-deoxycholat; 1
mM PMSF; 1 mM NazVO,; 1 mM NaF; Protease-Inhibitor CompleteD-TabIetten
(Boehringer, Mannheim); 50 mM Tris/HCI;, pH 7,4). Zur fortschreitenden
Solubilisierung wurden die Lysate fir 2 h bei 6° C im Uberkopfschuttler inkubiert. Zur
Abtrennung unléslicher Zellbestandteile folgte eine Zentrifugation bei 4° C und 14.000
x g fiur 10 min, das Pellet wurde verworfen. Der klare Uberstand wurde zur weiteren

Verwendung aliquotiert und bei —70° C gelagert.

22



Materialien und Methoden

2.11 Immunopréazipitation von IRS-1 und IRS-2

Je 1 Million behandelter oder unbehandelter Kardiomyozyten wurden in 1,5 ml
eiskaltem RIPA-Puffer resuspendiert und fir 2 h bei 6° C im Uberkopfschiittler
solubilisiert (Siehe 2.10). Unl6sliche Zellbestandteile wurden anschlie3end durch
Zentrifugation fuir 15 min bei 14.000 x g und 4° C als Pellet abgetrennt. Der Uberstand
mit den cytosolischen und solubilisierten Proteinen wurde abgenommen und mit PBS
(167 mM NaCl; 16,3 mM NayHPO4 1,7 mM NaH,PO, pH 7,4) auf eine
Proteinkonzentration von 1 mg/ml eingestellt. Es folgte eine Vorreinigung dieser
Proteine mit einer Mischung aus 10 pl Protein A-Trisacrylamidpartikeln und 10 pl
Protein G-Agarosepartikeln fiir 1 h im Uberkopfschuttler bei 6° C, um unspezifische,
an die Partikel bindende Proteine aus dem Lysat zu entfernen. AnschlieRend wurden
die Protein A- und G-Partikel durch eine Zentrifugation fur 1 min bei 5.000 x g wieder
abgetrennt und verworfen. Parallel zur Lysis und Vorreinigung erfolgte das
Vorkoppeln des Antikdrpers. Zu diesem Zweck wurden pro Ansatz 5 pl Antiserum
gegen IRS-1 oder IRS-2 mit 10 pl Protein A-Partikeln und 10 pul Protein G-Partikeln
fir 2 h in 500 pl RIPA bei 6° C im Uberkopfschiittler inkubiert. Die nichtkovalent
vorgekoppelten Antikorper-Partikel wurden 1 x mit PBS gewaschen und schliel3lich
fur mindestens 16 h mit den vorgereinigten Lysaten bei 6° C im Uberkopfschiittler
inkubiert. AbschlieBend wurden die Immunoprézipitate 3 x 10 min mit PBS

gewaschen und fur die SDS-PAGE vorbereitet.

2.12 Biotinylierung von Zelloberflachen-Proteinen

Diese Methode zur Markierung und Isolierung von Zelloberflachen-Proteinen wurde
tubernommen von der Arbeitsgruppe von Prof. Sasson (Sasson et al., 1997) und
modifiziert (Dransfeld et al., 2000). Hierzu wurden mindestens 1 Million behandelte
oder unbehandelte Zellen in Petrischalen zunachst 3 x mit eiskaltem PBS (167 mM
NaCl; 16,3 mM Na;HPOg4; 1,7 mM NaH,PO4; pH 7,4) gewaschen und dann fir 30
min bei 6° C mit 0,5 mg Sulfo-NHS-LC-Biotin pro ml PBS (Pierce, Rockford, IL, USA)
auf dem Taumelmischer inkubiert. Der Biotinylierungsvorgang wurde gestoppt durch
3 Waschschritte mit einer eiskalten Lésung von 15 mM Glycin in PBS. Die Zellen

wurden anschlieRend in je 1 ml RIPA-Puffer solubilisiert und die Lysate gesammelt
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wie in 2.10 beschrieben. Zur Streptavidin-Biotin-Préazipitation wurden die Biotin-
markierten Lysate (1 mg/ml) mit je 50 pl Streptavidin-Agarose-Partikeln (1-2 mg
Streptavidin/ml Gel) versetzt, das Gemisch wurde fir 16 h bei 6°C im
Uberkopfschiittler inkubiert und die Streptavidin-Agarose-Partikel wurden fir 10 min
bei 6° C und 5.000 x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde nun 3 x mit eiskaltem
Waschpuffer (150 mM NaCl; 10 mM Tris; 2 pg/ml Aprotinin; 2 pg/ml Proteaseinhbitor-
Cocktail; pH 7,0) behandelt. Schlie3lich wurde das gewaschene Pellet in Harnstoff-
Puffer (8,0 M Harnstoff; 2% (v/v) SDS; 100 mM Tris; pH 6,8) resuspendiert, fir 30
min bei 37° C im Thermoblock inkubiert und anschlielend sedimentiert. Der
Uberstand wurde mit 2 x Laemmli-Puffer versetzt und bei —70° C eingefroren. Der
Proteingehalt in den Lysaten wurde nach dem BCA-Protein-Assay (Pierce, Rockford,
IL, USA) (siehe 2.13) bestimmt.

2.13 Proteinbestimmung

2.13.1 nach Bio-Rad

Die Proteinbestimmung der Proben wurde mit Hilfe eines auf der Methode von
Bradford (Bradford, 1976) beruhenden Bio-Rad-Proteintestes (Bio-Rad, Minchen)
durchgefuhrt. Sowohl die Membranproben als auch eine Standard-Proteinlésung (1
mg/ml) aus Rinderserumalbumin (reinst, Behring) wurden fir 1 h in 1 N NaOH bei
60° C im Thermoblock inkubiert, mit 2 N HCI neutralisiert und mit 0,2 ml Bio-Rad-
Reagenz versetzt und gemischt. Handelte es sich um Idsliche Proteine, so wurden
die Proben und der Standard in H,O dest. aufgenommen. Nach einer Inkubationszeit
von ca. 10 min konnte die Extinktion bei A=595 nm gemessen und die daraus

resultierende Proteinkonzentration berechnet werden.

2.13.2 nach Pierce

Die Proteinbestimmung von biotinylierten Proben wurde alternativ mit Hilfe eines auf
der Methode von Lowry (Lowry et al., 1951) beruhenden, modifizierten BCA-Protein-
Assay (Pierce, Rockford, IL, USA) durchgefuhrt. Durch Anwesenheit von Proteinen
reduzierte Kupfer-lonen gehen hier mit Bicinchoninat (BCA) violett-gefarbte
Komplexe ein. Hierzu wurden je 50 pl der Lysate und einer Standard-Proteinlésung
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(1 mg/ml) aus Rinderserumalbumin (reinst, Behring) mit je 1 ml BCA-Reagenz
versetzt und fur 30 min bei 60° C im Thermoblock inkubiert. Die violette proteinhaltige
Losung wurde kurz auf Eis abgekuhlt und in Kivetten Gberflhrt. Anschlie3end wurde
die Extinktion bei A=562 nm gemessen und die daraus resultierende

Proteinkonzentration berechnet.

2.14 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine wurden 0,5 mm dicke, diskontinuierliche,
foliengebundene SDS-Polyacrylamid-Gele (ExcelGel SDS Gradient 8-18%,
Amersham Pharmacia) oder 0,5 mm dicke, foliengebundene (GelBond PAGfilm,
Amersham Pharmacia) 7 bis 10%ige Gele verwendet. Als Puffer dienten Excel-
Pufferstreifen (Anode: 0,3 M Tris/Acetat; 0,4% (w/v) SDS; pH 6,4. Kathode: 0,08 M
Tris; 0,8 M Tricin; 0,4% (w/v) SDS; pH 7,1) von Amersham Pharmacia. Die Proben
wurden mit modifiziertem 2 x Laemmli-Probenpuffer (20% (v/v) Glycerin; 4% (w/v)
SDS; 0,01% (w/v) Bromphenolblau; 5% (v/v) R-Mercaptoethanol; 125 mM Tris; pH
6,8) versetzt und fir 10 min bei 95° C im Thermoblock denaturiert (Laemmli, 1970).
Die Proben wurden kurz auf Eis abgekuhlt und abzentrifugiert, dann wurde die
Elektrophorese in einer Horizontal-Elektrophoresekammer (LKB 2117 Multiphor 11,
Amersham Pharmacia, Freiburg) bei einer konstanten Temperatur von 15° C, einer
konstanten Stromstarke von 50 mA und einer variablen Spannung bis maximal 600 V
durchgefiuhrt. Als Molekulargewichtsmarker wurde eine Standard-Proteinmischung
verwendet (Niedermolekularer (LMW)-Marker: Phosphorylase b aus
Kaninchenmuskel, 94 kDa; Rinderserumalbumin, 67 kDa; Ovalbumin, 43 kDa;
Carboanhydrase aus Rindererythrozyten, 30 kDa; Trypsininhibitor aus Sojabohnen,

20,1 kDa; a-Lactalbumin aus Rindermilch, 14,4 kDa; Amersham Pharmacia).
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2.15 Transfer der Proteine auf Membranen

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine in einer
Semidry-Blot-Apparatur mit Graphitelektroden (NovaBlot, Amersham Pharmacia) auf
PVDF-Membranen (Immobilon P, Porengrél3e 0,45 pm; Sigma, Deisenhofen)
transferiert. Zu diesem Zweck wurden 6 Filterpapiere (Mukoll) auf Gelgro3e
zurechtgeschnitten, in Anodenlésung | (300 mM Tris; 20% (v/v) Methanol) getrankt
und auf die Anodenplatte gelegt. Drei weitere Filterpapiere wurden in Anodenlésung
I (25 mM Tris; 20% (v/v) Methanol) gewassert und auf den ersten sechs plaziert.
Das Gel wurde fur 5 min in Anodenldsung Il aquilibriert, dann wurde die Tragerfolie
mit Hilfe eines speziellen Film-Removers (Amersham Pharmacia) abgetrennt. Die in
Anodenlésung Il aquilibrierte Blotmembran wurde auf das Gel gelgt und das ganze
Paket wurde kopfuber auf die getrankten Filterpapiere gebracht. Nachdem die Folie
entfernt worden war, wurden 9 weitere Filterpapiere in der Kathodenlésung (40 mM
6-Aminohexansaure; 0,01% (w/v) SDS; 20% (v/v) Methanol) getrankt und auf das
Gel gelegt: Nach der Entfernung von Luftblasen wurde das Paket mit der Kathoden-

Graphitplatte abgedeckt.

2.16 Farbetechniken

2.16.1 Coomassie Blue-Farbung

Die Farbung der Gele erfolgte bei 50° C in einer Edelstahl-Farbewanne, in der das
Gel mit Tragerfolie kopfuber auf einem Gittereinsatz plaziert wurde. Die Inkubation
erfolgte unter Rihren eines Magnetkerns flr 8 min in 2 | einer 10%igen Essigsaure,
in der eine PhastGel-Blue-Tablette (0,02% (w/v) Coomassie R-350) gel6st war.
Anschliel3end wurde der unspezifische Hintergrund in 10%iger Essigséaure fur 2 h bei
RT wieder entfarbt und das Gel schlie8lich fur 30 min in einer 8,7%igen

Glycerinldsung praserviert.
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2.16.2 Indian-Ink-Technik

Nach Beendigung des Proteintransfers wurden die Membranabschnitte mit den
Markerproteinen fir 5 min in 0,2 M NaOH inkubiert und fir 4 x 10 min mit TBST-
Puffer (0,1% (v/v) Tween-20) gewaschen. Danach folgte eine Inkubation fur 30 bis 60
min mit Indian-Ink-Farbelésung (0,1% (v/v) TBST; 0,1% (v/v) * * Pelikano® * -Tinte; 1%
(v/v) Essigsaure). Zum Schluf3 wurden die Membranen 2 x 2 min mit H,O dest.

gewaschen und an der Luft getrocknet.

2.16.3 Ponceau S-Technik

Nach Beendigung des Proteintransfers wurden die Membranabschnitte mit den
Markerproteinen fir 10 min in H,O dest. gewaschen und anschliel3end fur 10 bis 15
min in Ponceau S-Farbelésung (0,1% (w/v) Ponceau S in 3% (v/v) Trichloressig-
saure) inkubiert. Dann wurden die Membranen 1 x kurz und 1 x 10 min in H,O dest.

gewaschen und an der Luft getrocknet.

2.17 Immunodetektion

2.17.1 Detektion mit *?°I-Protein A

Zunachst wurden die Blotmembranen fir 90 min in TBST-Puffer (137 mM NaCl; 20
mM Tris/HCI; 0,1% (v/v) Tween-20; pH 7,5) mit 5% (w/v) Magermilchpulver inkubiert
und anschlieend fir 10 min mit TBST gewaschen. Es folgte eine Inkubation der
Membran mit den spezifischen Antikérpern in einer Antikorperlosung (5% (w/v)
Magermilchpulver; 0,02% (w/v) NaNs; in TBST) fur 16 h bei 6° C auf einem
Taumelmischer. Daraufhin wurden die Membranen 2 x 2 min und 4 x 10 min mit
TBST gewaschen. Im Anschluf? erolgte eine Inkubation fir 2 h mit *?°I-Protein A (0,3
HCi/ml) in TBST mit 5% (w/v) Magermilchpulver bei RT. Schlie3lich wurden die
Blotmembranen solange mit TBST gewaschen, bis die Radioaktivitat des
Waschwassers unter 200 cpm/ml lag. Die Membranen wurden getrocknet,
autoradiographiert und die Signale wurden mit Hilfe des FUJIX BAS 100 Biolmage
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Systems visualisiert und mit der zugehorigen Analysesoftware (Raytest,

Staubenhardt) quantifiziert.

2.17.2 Detektion mit verstarkter Chemilumineszenz (ECL)

Nach dem Proteintransfer wurden die PVDF-Membranen fur 1 h in TBST-Puffer mit
5% (w/v) Magermilchpulver bei RT inkubiert zur Absattigung der unspezifischen
Bindungsstellen. Danach erfolgte, wie in 2.17.1 beschrieben, fur 16 h bei 6° C eine
Inkubation der Membran mit einer spezifischen Antikorperldsung. Die Membranen
wurden 2 x kurz und 6 x 10 min mit TBST gewaschen und anschlie3end mit der
entsprechenden Verdinnung des sekundaren Antikdrpers fur 1 h bei RT in TBST-
Puffer mit 5% (w/v) Magermilchpulver (Ziege anti-Kaninchen, Ziege anti-Schaf, oder
Ziege anti-Maus; Promega, Madison, USA) inkubiert. Dann wurde erneut 2 x kurz
und 6 x 10 min mit TBST gewaschen und die Membranen schlief3lich fir ca. 5 min in
einer Mischung von SuperSignal®-Peroxid-Substratldsung und SuperSignal®-
Luminol-Verstéarkerlosung im Volumenverhaltnis 1:1 (Pierce, Rockford, IL, USA)
inkubiert. Mit Hilfe einens LUMI-Imagers und der LUMI-Analyst-Software (Boehringer,

Mannheim) wurden die Signale analysiert und quantifiziert.

2.18 Strippen von Blotmembranen

Bei Blotmembranen, die bereits mit Hilfe des ECL-Systems detektiert waren, wurden
unter Verwendung des ‘ ‘ Western Blot Recycling Kit' * (Biotrend, Kdln) sowohl der
primare Antikorper als auch das Enzym-Konjugat wieder abgetrennt. Zu diesem
Zweck wurde die spezielle Antikdrper-Strip-Losung 1:10 mit H,O dest. verdinnt und
die Blotmembran fur 15 min bei RT in dieser Losung inkubiert. AnschlieRend wurden
die Membranen fir mindestens 2 x 5 min mit TBST mit 5% (w/v) Magermilchpulver

gewaschen und einer weiteren Inkubation mit dem ECL-System (2.14.2) unterzogen.
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2.19 Immunfluoreszenzfarbung kultivierter Kardiomyozyten

Die Zellen wurden zunéchst auf sterilisierten Glasdeckblattchen in Kulturschalen
ausgesat. Am Tag der Fluoreszenzanfarbung wurden dann behandelte und
unbehandelte Zellen 2 x mit PBS gewaschen. Zur Fixierung der Zellen erfolgte eine
Inkubation bei RT fur 10 min mit 4% (w/v) frischem Paraformaldehyd in PBS. Nach 2
erneuten Waschschritten mit PBS erfolgte zur Permeabilisierung der Zellmembranen
eine Inkubation fir 10 min bei RT mit 0,1 (v/v) % Triton X-100 in PBS. Es wurde
wieder 2 x mit PBS gewaschen, zur Blockierung unspezifischer Antikorper-
Bindungsstellen wurden die Zellen fir 1 h bei RT mit 1% (w/v) BSA in PBS inkubiert,
es schlofl3 sich ein PBS-Waschschritt an. Zur Fluoreszenzanfarbung wurde nun
entweder der spezifische Antikorper, oder ein Fluoreszenz-markiertes Farbereagenz
in PBS verdunnt zu den Zellen gegeben und diese fir 16 h bei 6° C lichtgeschutzt
inkubiert. Zur Entfernung uUberschissiger Liganden wurde nun 2 x mit PBS
gewaschen, anschlieRend wurde der in PBS verdinnte, Fluoreszenz-gekoppelte 2.
Antikérper zu den Zellen gegeben und diese fur 2 h bei RT lichtgeschiitzt inkubiert.
Es erfolgten abschlieBend 2 PBS-Waschschritte, die Deckblattchen wurden kurz
getrocknet und mit Fluoreszenz-geeignetem Medium (DAKO) auf einem Objekttrager
eingedeckt. Das Fixpraparat wurde schliel3lich getrocknet und bei 4° C bis zur

Analyse lichtfrei gelagert.

2.20 Konfokale Lasermikroskopie

Fixpraparate immunfluoreszenzgefarbter Kardiomyozyten auf Objekttragern wurden
mit Hilfe des Leica TCS-NT konfokalen Laser-Scanning Systems mit einem Argon-
Krypton-Laser an einem inversen Leica DM IRB-Mikroskop analysiert. Die Bilder
wurden durch Exzitation auf 2 Kanélen der Wellenlangen 530 £10 nm (griin) und >
590 nm (rot) erhalten. Es wurden nur Préparate verglichen, die in allen Parametern
gleich behandelt wurden, wie Lasereinstellung, Filtereinstellung, Linsen, Spannung
des Photomultipliers, Anzahl der akkumulierten Scanvorgange, Formatgré3e und
Zoom-Einstellung, Scan-Geschwindigkeit und Z-Schritt-Gr63e. Die Bilder wurden
kodiert, um Bevorzugungen wahrend der Bildauswahl zu vermeiden. Bilder von

ganzen Zellen wurden mit Hilfe der * * Projektion' * -Funktion der Leica-Software erstellt,
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wahrend Zellschnitte mit Hilfe der * * Section’ * -Funktion berechnet wurden. Die
einzelnen Bilder wurden schlief3lich zur weiteren Analyse als Tiff-Datei gespeichert.

2.21 Messung des 2-Deoxyglucose Transportes

Die adhéarenten Zellen wurden zunachst in 6-Well-Kulturschalen fir 2,5 h in DMEM-
Komplettmedium (5,5 mM Glucose; FCS-frei) im Brutschrank (37° C; 5% CQ)
inkubiert und zur Entfernung der in Mediumresten verbliebenen Glucose 2 x mit PBS
gewaschen. Dann wurde je 1 ml eines Glucose-freien Transport-Puffers (134 mM
NaCl; 5,4 mM KCI; 1,8 mM CaCl,; 0,8 mM MgSO4; 20 mM HEPES; pH 7,4)
zugegeben und fur 30 min im Brutschrank inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 2-Deoxy-D-[ ¥*C] glucose (7,3 pM final; 0,4 pCi pro Kulturschale)
gestartet und der Hexosetransport wurde fur 30 min gemessen. Der
Glucosetransport wurde durch dreimaliges Waschen der Zellen mit eiskaltem
Cytochalasin B (25 uM in Transport-Puffer) gehemmt. Die gewaschenen, trockenen
Zellen wurden nun in je 1 ml 1 N NaOH solubilisiert und die Lysate wurden fir 30 min
im Trockenschrank bei 70° C hydrolysiert. Je 300 pl Lysat wurden mit 100 pl
Essigsaure (100%) neutralisiert, und nach Zugabe von 10 ml Szintillationscocktail
Aquasafe 300 Plus (Zinsser, Frankfurt) wurde die aufgenommene Radioaktivitat in
einem Szintillationszahler (LS 6000 IC, Beckman) ermittelt. Zur Bestimmung der
unspezifischen Glucoseaufnahme durch Diffusion wurden Parallelansatze mitgefuhrt,
die L-[ 1¥*C] Glucose enthielten. Der spezifische, Carrier-vermittelte Transport lief3
sich hierbei durch Subtraktion der ermittelten Werte von der Totalaufnahme

berechnen (2-5% der Gesamt-Glucoseaufnahme).

2.22 Messung des 3-O-Methylglucose Transportes

Die Messungen des Transportes von 3-O-Methylglucose wurden in HEPES-Puffer
(pH 7,4) in Gegenwart von D-Glucose durchgefihrt. Gestartet wurde die Reaktion
durch Zugabe von 50 pl Zellsuspension (ca. 20.000 Zellen) zu 50 pl| HEPES-Puffer
(Siehe 2.4), welcher das nicht-metabolisierbare Glucose-Strukturanalogon 3-O-
[**C] Methyl-D-glucose (100 pM) enthielt. Zur direkten Hemmung des
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Hexosetransportes wurde die Inkubation nach exakt 10 sec durch Zugabe von 900 p |
eiskalter Stoplosung (38 uM Cytochalasin B; 0,1% (v/v) Ethanol; 154 mM NaCl)
beendet. Von der erhaltenen Suspension wurden 2 Aliquoten zu je 300 pl in
vorgekuhlte Microfugenréhrchen auf je 100 pl Silikonél (AR 200; Dichte 1,04;
Wacker, Burghausen) uberfihrt und fur 40 sec bei RT und 10.000 x g in einer
Microfuge (Beckman, Munchen) zentrifugiert. Die Spitze des RoOhrchens mit dem
Zellsediment wurde abgetrennt, in ein Zahlréhrchen Gberfihrt und zur Auflésung mit
1 ml Biolute S-Loésung (Zinsser, Frankfurt) behandelt. Nach Neutralisierung der
LAsung mit Essigsaure und Zugabe von 5 ml Szintillationscocktail Aquasafe 300 Plus
(Zinsser, Frankfurt) wurde die aufgenommene Radioaktivitat in einem
Szintillationszahler (LS 6000 IC, Beckman) ermittelt. Zur Bestimmung der
unspezifischen Glucoseaufnahme durch Diffusion oder extrazellulare Kontamination
wurden Parallelansatze mitgefiihrt, die L-[ 1**C] Glucose enthielten. Der spezifische,
Carrier-vermittelte Transport liel3 sich hierbei durch Subtraktion der ermittelten Werte

von der Totalaufnahme berechnen.

2.23 Extraktion von Phospholipiden

Das Verfahren zur Extraktion von Phospholipiden wurde ausgehend von einer durch
Powell beschriebenen Methode modifiziert (Powell, 1987). Hierzu wurden zunachst
Kardiomyozyten in Kulturschalen 3 x mit PBS gewaschen und gesammelt,
eingefrorene Zellpellets wurden in derselben Weise behandelt. Zum Aufbrechen der
Zellen wurde die Zellsuspension anschlieend 3 Einfrier- und Auftau-Zyklen in
flissigem Stickstoff unterworfen. Zur Hydrolyse von HETE-Estern und zur
Verhinderung nicht-spezifischer Oxidationsvorgange wurden die Zellen mit 0,8 ml
Extraktionspuffer (0,2 mM NaOH; 0,25 mM Propyl-Gallat; in Methanol) gemischt und
anschlieBend fir 40 min lichtfrei in Stickstoffatmosphare bei 4° C inkubiert. Nach
Azidifizierung zu pH 3,0 mit 1 N HCI wurden die Zell-Lysate auf eine vorgewaschene
(7 ml Methanol und 7 ml H,O) Octadecyl (ODC)-funktionalisierte Kieselgel-Saule
geladen (2,2 g pro Saule). Trachea-Absaug-Sets (UnoPlast, Hundestedt, DAnemark)
dienten zum Saulenaufbau. Dann wurden die Phospholipid-Extrakte von der ODC-
Saule schnell und unter hohem Stickstoff-Druck (=10 psi) zunachst mit 7 ml 15%igem

Ethanol, 7 ml H,O, dann mit 2 ml Petroleum-Ether gewaschen und schlie3lich mit 10
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ml Ethyl-Acetat eluiert. Das Eluat wurde in 10 ml-Kolben gesammelt und unter einem
standigem Stickstoffstrom getrocknet, bis zur vollstandigen Evaporation des Ethyl-
Acetats. Die trockenen Phospholipid-Extrakte wurden in 100 pl Ethyl-Acetat erneut
resuspendiert und anschlieBend fur die Bestimmung des 12(S)-HETE-Gehalts

sauerstoffrei bei —70° C gelagert.

2.24 Messung des 12(S)-HETE-Gehaltes

Die Bestimmung des 12(S)-HETE-Gehalts der Kardiomyozyten geschah mit Hilfe des
12(S)-HETE ELISA Assays (Perseptive Biosystems, Framingham, MA, USA). Die
verschiedenen Proben wurden vorbereitet, wie in 2.23 beschrieben. Der ELISA
Assay wurde nach den vom Hersteller beschrieben Anweisungen durchgefinhrt.
Proben mit unbekanntem 12(S)-HETE-Gehalt oder bekannte Mengen 12(S)-HETE
Standard konkurrierten mit einer konstanten Menge 12(S)-HETE, das mit alkalischer-
Phosphatase markiert war, um die Bindung an einen Anti-12(S)-HETE-Antiktérper
(Kaninchen). Ungebundenes Material wurde abgewaschen und die Reaktion
gestoppt. Die 12(S)-HETE-Menge konnte nun indirekt durch die Absorption bei
A=405 nm gemessen werden und wurde nach Korrelation mit einer 12(S)-HETE-

Standardkurve berechnet.

2.25 Berechnung und Statistik

Grundsatzlich sind, falls nicht anders angegeben, die Mittelwerte und die
Standardabweichung der Mittelwerte (x SEM) angegeben. Die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit Hilfe des Programms * * t-ease’ * (ISI, Philadelphia,
USA), basierend auf dem Students t-Test, flr gepaarte und ungepaarte Daten. Als

Signifikanzgrenze wurde p < 0,05 angenommen.
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lll. Ergebnisse

3.1 Regulation der subzellularen Verteilung des Glucosetransporters GLUT4
durch die Ras-homologe GTPase Rab4A

3.1.1 Charakterisierung einer insulinsensitiven Herzmuskel-Zellinie mit
stabiler GLUT4-Uberexpression

Eine bedeutende Rolle in der Regulation des intrazellularen Vesikeltransportes wird
der Familie der Rab-GTPasen zugeschrieben, von welchen bisher mehr als 30
verschiedene Isoformen beschrieben wurden (Zerial & Stenmark, 1993; Martinez &
Goud, 1998). Im Rattenherzen wurde bereits die Expression mehrerer dieser
GTPasen nachgewiesen (Doucet et al., 1992). Grundlage dieser Arbeit waren friihere
Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe zur Beteiligung von Rab-GTPasen an
der Regulation des kardialen GLUT4-Vesikeltransportes. Es konnte einerseits
gezeigt werden, dal3 Rab3C insulinabhéngig zur Plasmamembran transloziert wird
(Uphues et al., 1995 B). Desweiteren wurde in GLUT4-Vesikeln neben Rab4A eine
24 kDa-GTPase isoliert, welche insulinabhangig zur Plasmamembran transloziert
wird und spéater als die Isoform Rabll identifiziert wurde (Uphues et al., 1994,
Uphues et al., 1995 A; Kessler et al., 2000). Um die Beteiligung der Rab-GTPasen
Rab4A und Rab3C an der insulinabhangigen GLUT4-Umverteilung und am
insulinregulierten Glucosetransport isoliert zu untersuchen, sollten Rab4A oder
Rab3C in kardialen Zellen mit stabiler GLUT4-Expression transient exprimiert
werden. Frisch isolierte Kardiomyozyten der Ratte weisen eine hohe Rate der
GLUT4-Expression auf. Wie jedoch in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte,
unterliegt das GLUT4-Transkript nach 48 h in Primarkultur einer spezifischen
Degradierung, wéahrend die GLUT1-Expression auf der mRNA-Ebene stark ansteigt
(von Holtey, 1996; Dransfeld et al., 2000). Dieser Umstand schlief3t die sinnvolle
Nutzung der Kardiomyozyten fir Langzeitstudien der Insulinwirkung in Primarkultur
auf der Ebene der GLUT4-Regulation und des Glucosetransportes aus.

Aus diesem Zusammenhang ergab sich der Ansatz, aus dem kardialen Herzmuskel-
Zellsystem H9c2 (Hescheler et al.,, 1991) Subklone mit stabiler GLUTA4-
Uberexpression herzustellen, um ein Modellsystem fir Langzeitstudien zur
Regulation der subzellularen Verteilung und Translokation des kardialen GLUT4 zu

etablieren. In  friheren  Studien unserer  Arbeitsgruppe wurde die
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Insulinansprechbarkeit von H9c2-Myoblasten bereits charakterisiert (Bahr et al.,
1997), Das Vorkommen von Elementen der Insulinsignalkaskade (Abas et al., 2000;
Chun et al., 2000; Kim et al., 1999; Nishida et al., 1999), sowie der Isoformen GLUT1
und GLUT4 (Yu et al., 2000; Yu et al., 1999; Tsiani et al., 1998; Lu et al., 1997) in
differenzierten H9c2-Myotuben ist in zahlreichen Studien belegt worden. Der
Transporter GLUT4 und die Rab-GTPasen Rab3 und Rab4 werden in Myoblasten
jedoch nur marginal exprimiert. Es wurde daher zunachst GLUT4-cDNA in den
Expressionsvektor pCMV subkloniert, und H9c2-Myoblasten wurden mittels der
Calciumphosphat-Methode mit pCMV-GLUT4 transfiziert. Stabile Transfektanden
wurden nach 35 Tagen in Anwesenheit von G418 selektiert. Desweiteren wurden
sechs Klone mit unterschiedlichen Intensitaten der stabilen GLUT4-Uberexpression
per Immunoblotanalyse ausgewahlt. Myoblasten von H9c2-Wildtypzellen und der
sechs ausgewahlten GLUT4-Uberexprimierenden Klone wurden fur 2,5 h in
serumfreiem DMEM-Medium kultiviert, anschlie@Rend wurde die basale und
insulinstimulierte Glucoseaufnahme gemessen. Die Abbildung 3 (Bild A) zeigt, dal3
alle 6 ausgewdahlten Klone eine niedrigere basale Rate der Glucoseaufnahme
aufwiesen als H9c2-Wildtypzellen. Weder H9c2-Wildtypzellen, noch die Klone 1 bis 5
zeigten unter diesen Bedingungen eine Ansprechbarkeit auf Insulin. Nur bei Klon 6
bewirkte der Insulinstimulus eine signifikante Steigerung der Glucoseaufnahme um
60 - 70%. Die Abbildung 3 B zeigt einzelne spindelférmige, mononukleédre HI9K6-
Myoblasten im frihen subkonfluenten Stadium (links) und am Tag 7 bei Konfluenz
(rechts). Zur genaueren Charakterisierung von Klon 6, desweiteren als H9K6
bezeichnet, wurden zundchst Myoblasten von H9K6 mit steigenden
Insulinkonzentrationen (10 pM — 1 uM) vorbehandelt, und so die Intensivitat der
hormonabhangigen Steigerung der Glucoseaufnahme gemessen. Wie in Bild C
gezeigt, findet das initiale Einsetzen der Insulinwirkung erst bei 0,1 — 1 nM statt. Eine
halbmaximale Stimulation wird bei 10 nM erreicht, zur maximalen Steigerung des

Glucosetransportes von ca 60% kommt es bei 100 nM bis 1 M.
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Abb. 3: Charakterisierung der Insulinwirkung auf die Glucoseaufnahme in
kardialen H9c2-Myoblasten

Myoblasten von H9c2-Wildtypzellen und 6 GLUT4-exprimierender Klone wurden fir

2,5 h in serumfreiem Medium inkubiert, anschlieend wurde die basale und insulin-

stimulierte (45 min; 1 puM) Glucoseaufnahme durch Zugabe von 2-Deoxy-D-

[ #*C] glucose (0,2 pCi pro Well) fir 30 min gemessen (Bild A). Unter denselben

Bedingungen wurde der Klon H9K6 (Bild B; links: subkonfluent, rechts: konfluent) mit

der grof3ten Insulinsensitivitat fir 45 min mit steigenden Insulindosen (10 pM — 1 pM)

behandelt, anschlieRend wurde die Glucoseaufnahme durch Zugabe von 2-Deoxy-D-

[ $*C] glucose (0,2 p Ci pro Well) fiir 30 min gemessen (Bild C).
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Zur weiteren Charakterisierung von H9K6 wurde die Expression der im Herzmuskel
vorherrschenden Glucosetransporter-lsoformen GLUT1 und GLUT4 untersucht. Die
Regulation der Expression des insulinabhangigen GLUT4 und des fir die
Aufrechterhaltung der basalen Transportrate zustandigen GLUT1 wurde zuvor in
unserer Arbeitsgruppe anhand von Northern Blot-Analysen néher beschrieben (von
Holtey, 1996). Die GLUT4-Expression in H9K6 auf mRNA-Ebene wurde mit Hilfe
GLUT4-spezifischer Primer mittels PCR bestatigt (Dransfeld et al., 2000).

A kDa
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ID: GLUT1
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Abb. 4: Charakterisierung der Expression der Glucosetransporter-lsoformen in
kardialen Muskelzellen der Ratte

Rohmembranfraktionen (15 pg Protein/ Spur) adulter Kardiomyozyten (KM), H9K6-

Myoblasten (K6), oder H9c2-Wildtyp-Zellen (H9) wurden per SDS-PAGE (8 — 18%)

aufgetrennt, auf PVDF-Membranen Uberfihrt und mit Antiseren gegen GLUT4 (Bild

A) oder GLUT1l (Bild B) immunodetektiert. Dargestellt sind reprasentative

Autoradiogramme von drei separaten Experimenten.
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Die Western Blot-Analyse der kardialen GLUT-Expression ist in Abbildung 4
dargestellt. In Rohmembranfraktionen adulter Kardiomyozyten (Bild A) wurde GLUT4
bei einer Masse von ca 43 kDa gefunden, wahrend in H9c2-Wildtyp-Myoblasten
keine GLUT4-Expression beobachtet werden konnte. Im Gegensatz dazu resultierte
in H9K6 die stabile Transfektion in einer markanten GLUT4-Uberexpression,
detektierbar bei einer Masse von 50 — 60 kDa. In allen kardialen Zellen wurde GLUT1
bei einer Masse von knapp unter 50 kDa detektiert, verglichen mit adulten
Kardiomyozyten wird in H9c2-Wildtyp-Zellen und H9K6 diese Glucosetransporter-
Isoform schwacher exprimiert (Bild B).

3.1.2 Etablierung einer adaquaten Transfektionstechnik in HOK6-Myoblasten

Die Effizienz einer transienten Transfektion hangt unter anderem ab von der Struktur,
Konfiguration, Gréf3e und Reinheit der DNA (Weber et al., 1995; Parente & Chew,
1998). Um die zur transienten Transfektion bendtigte DNA zu erhalten, wurde das in
E.coli amplifizierte Plasmid pCMV isoliert und mittels einer patentierten Anionen-
Austauscher-Saule gereinigt (Siehe 2.4.1-2). Zur Bestimmung der Konzentration und
Qualitat der Plasmid-DNA wurde die Extinktion Gber einen Wellenlangenbereich von
200-340 nm gemessen (Abb. 5 A). Es wurde nur DNA mit einem
Extinktionsquotienten (Ezeonm/E2sonm) VOn mindestens 1,8 fur die Transfektionen
weiterverwendet, dieser gibt reine, RNA - und Proteinfreie DNA an. Anschliel3end
wurde der Vektor pCMV mit EcoRI geschnitten (Siehe 2.4.3), fur welches 2
Schnittstellen vorkommen (Bild B). Die EcoRI-Fragmente wurden in einem 0,8%igen
Agarosegel aufgetrennt, wie in Abbildung 5 C dargestellt. Bei allen drei
Restriktionsansatzen konnte das unverdnderliche Fragment A bei einer Grof3e von
3,54 kb gefunden werden. Wie erwartet war das Fragment B aufgrund der
gegebenen GroRenunterschiede der verschiedenen Rab-cDNA's bei verschieden
GroRRen zu sehen, fur pCMV bei 1,26 kb, fir pCMV-rab3C bei 1,93 kb und fur pCMV-
rab4A bei 2,64 kb.
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Abb. 5: Identifizierung des Vektors pCMV und Darstellung seiner Reinheit

Die Plasmide pCMV (PC), pCMV-rab4A (R4) und pCMV-rab3C (R3) (Bild B) wurden
in E.coli amplifiziert und mit alkalischer Lyse isoliert. Der Reinheitsgrad der per
Anionen-Austauscher-Saule gereinigten Plasmide wurde durch die Extinktion (200 —
320 nm) bestimmt (Bild A). Nach Restriktion mit EcoRI wurden die Fragmente mit
einem 1-kb-Marker (M) im Ethidiumbromid-markierten 0,8%igen Agarosegel in TBE-
Puffer aufgetrennt (Bild C).
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Die Effizienz einer transienten Transfektion hangt weiterhin ab von anderen
Parametern wie dem Zustand und Generationsstatus der Zellen, Serumeinflissen
und nicht zuletzt von der Transfektionstechnik. Klassische Transfektionsmethoden
wie Elektroporation (Neumann et al., 1982), DEAE-Dextran (Vaheri & Pagano, 1965),
oder Calciumphosphat (Graham & van der Eb, 1973) sind zwar zur stabilen
Uberexpression von Proteinen gut geeignet, jedoch zum Zwecke der transienten
Proteiniberexpression bewirken sie eine schlecht reproduzierbare, ungleichméafige
Bildung und Verteilung von DNA-Carrier-Komplexen uber den Zellmonolayer,
wodurch die DNA nur in einen geringen Anteil der Zellen eindringen kann. Die
Transfektion Uber kationische Liposomen wurde erstmals 1987 gezeigt (Felgner et
al., 1987), die DNA-Komplexierung erfolgt hier tiber eine Interaktion positiv geladener
Liposomen mit der negativ geladenen DNA. Eine andere kirzlich entwickelte Technik
nutzt als Carrier aktivierte Dendrimere (Tang et al., 1996), die mit positiv geladenen
Aminosaureresten die DNA komplexieren. Um mdglicherweise eine prozentuale
Steigerung der Transfektionsrate zu erzielen, wurde der Einflul3 der kationischen
Liposomen-Reagenzien Cellfectin und Lipofectin (Boehringer, Mannheim), und des
polykationischen, aus * ‘ aktivierten Dendrimeren‘ * bestehenden SuperFect (Qiagen,
Hilden) auf die Transfektionsrate im Vergleich zur Calciumphosphat-Technik
untersucht. Zu diesem Zweck wurden subkonfluente H9K6-Myoblasten 24 h nach
Aussaat mit pEGFP-C1 transfiziert. Die meisten oben genannten Parameter konnten
so nach dem etablierten Transfektionsprotokoll kontrolliert werden (Siehe 2.6).

36 — 48 h nach Transfektion wurde nach Fluoreszenz-Anregung der Anteil EGFP-
exprimierender, grin fluoreszierender Zellen an der Gesamtzellzahl im
Lichtmikroskop durch Auszéahlen der Zellen bestimmt. Wie in Abbildung 6 A gezeigt,
konnten mittels Calciumphosphat-Technik zum einen nur ca 10% aller Zellen
transfiziert werden, zum anderen war die Intensitat der Fluoreszenz pro transfizierter
Zelle recht unregelmafig (Abb. 6 B, links). Dies laRt den Schlul3 zu, dal3 keine
gleichmafige Verteilung der DNA auf die Zellen stattgefunden hat. Der kationische
Liposomen-Carrier Cellfectin steigerte die Transfektionsrate auf ca 50% der
Gesamtzellzahl. Desweiteren erhdhten der Liposomen-Carrier Lipofectin, sowie der
Dendrimer-Carrier SuperFect die Transfektionseffizienz auf 65 — 70% der
Gesamtzellzahl (Abb. 6 A). Wie in Abb. 6 B (rechts) dargestellt, war bei den mittels
SuperFect transfizierten Zellen die Intensitat der Fluoreszenz gleichmafdig auf die

Zellen verteilt. Dies lalt vermuten, dald der Carrier ein recht genau definiertes
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Quantum an DNA pro Zelle transportiert hat. Die folgenden Untersuchungen wurden

daraufhin mittels der SuperFect-Technik durchgefuhrt.
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Abb. 6: Charakterisierung der Transfektionseffizienz an H9K6-Myoblasten

H9K6-Myoblasten wurden bei 60-70% Konfluenz in serumfreien DMEM-Medium fir 3
- 4 h inkubiert, dann mit Hilfe der verschiedenen DNA-Carrier (Ca,PO,, Cellfectin,
Lipofectin, SuperFect) mit 5 — 10 pg pEGFP-C1 transfiziert. Der Anteil grin
fluoreszierender Zellen an der Gesamtzellzahl wurde 36 - 48 h nach Transfektion im
Lichtmikroskop durch Auszahlung bestimmt (Bild A). In Bild B sind Zellen dargestellt,
die mittels Ca,PO, (links) und SuperFect (rechts) transfiziert wurden.
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3.1.3 EinflulB der GTPase Rab4A auf die Glucoseaufnahme und GLUT4-
Umverteilung in HOK6-Myoblasten

Die endogene Expression der Rab-GTPasen Rab4A und Rab3C in kardialem
Gewebe adulter Ratten wurde bereits in unserer Arbeitsgruppe beschrieben (Uphues
et al., 1994; Uphues et al., 1995 A & B). Rab4A wurde in subzellularen Fraktionen
unbehandelter Zellen Gberwiegend im Cytosol bei einer Masse von 24 kDa gefunden,
nach Insulinstimulus wurde die Umverteilung von Rab4A zur Plasmamembran
detektiert. Rab3C wurde im basalen Zustand Uberwiegend im Cytosol bei einer
Masse von 29 kDa detektiert, nach Insulingabe konnte eine Translokation zur
Plasmamembran gezeigt werden. In H9c2-Myoblasten konnte jedoch nur eine
marginale endogene Expression der GTPasen Rab3C und Rab4A gefunden werden.
Zum Nachweis der Uberexpression der Rab-GTPasen wurden Rohmembranfrak-
tionen von H9K6-Myoblasten, die mit pCMV-rab4A oder pCMV-rab3C transient
transfiziert waren, per SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert
und mit Antiseren gegen Rab4A oder Rab3C immunodetektiert. Wie in Abbildung 7
ersichtlich, konnte in H9c2-Myoblasten keine endogene Expression von Rab3C (Bild
B) und nur eine marginale Expression von Rab4A (Bild A) nachgewiesen werden.
Allerdings wurde Rab4A in transfizierten Zellen in Ubereinstimmung mit der Kontrolle
aus adultem Gewebe (KM) bei einer Masse von ca 24 kDa nachgewiesen (Bild A).
Die transiente Transfektion fuhrte hier die Rab4A-Expression in HOK6 also auf ein
Niveau zurtick, welches mit dem in Kardiomyozyten detektierten vergleichber ist.
Nach Uberexpression von Rab3C konnte ebenfalls dieses Protein bei einer Masse

von 29 kDa detektiert werden.
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Abb. 7: Nachweis der Uberexpression der Rab-GTPasen in HOK6-Myoblasten

Rohmembranfraktionen (20 pg Protein/ Spur) adulter Kardiomyozyten (KM) oder von
H9K6-Myoblasten, die mit pCMV (Kontrolle), pCMV-rab4A oder pCMV-rab3C
transient transfiziert waren, wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-
Membranen tberfuhrt und mit Antiseren gegen Rab4A (Bild A) oder Rab3C (Bild B)
immunodetektiert. Dargestellt sind reprasentative Autoradiogramme von drei
separaten Experimenten.
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Um eine mogliche funktionelle Interaktion dieser GTPasen mit den
Glucosetransportern in kardialen Zellen zu untersuchen, wurden H9K6-Myoblasten
mit pCMV-rab4A, pCMV-rab3C, oder zur Kontrolle mit pCMV transfiziert und die

Glucoseaufnahme in basalen oder insulinstimulierten Zellen wurde gemessen.
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Abb. 8: EinfluR der Uberexpression von Rab4A und Rab3C auf die Glucoseauf-
nahme basaler und insulinstimulierter HOK6-Myoblasten
H9K6-Myoblasten wurden mit pCMV (Kontrolle), pCMV-rab4A oder pCMV-rab3C
transfiziert und fur 48 h inkubiert. Nach Behandlung fur 2,5 h in serumfreiem DMEM-
Medium wurde die basale und insulinstimulierte (45 min; 1 pM) Glucoseaufnahme
durch Zugabe von 2-Deoxy-D-[ }*C] glucose (0,2 p Ci pro Well) fir 30 min gemessen.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von neun separaten Experimenten.
* signifikant verschieden von basaler Kontrolle mit p=0,0071; # signifikant
verschieden von Kontrolle mit p=0,0232; ** nicht signifikant verschieden von
Kontrolle.
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Wie in Abbildung 8 gezeigt, erhoht in Kontrollzellen eine Insulingabe die
Glucoseaufnahme um etwa 70% der basalen Aufnahmerate. Die Transfektion von
Rab3C hatte keinen signifikanten Effekt auf die basale Glucoseaufnahme, auch
Insulin bewirkte unter diesen Bedingungen keine signifikante Anderung der
Glucoseaufnahme verglichen mit der Kontrollsituation. Im Gegensatz dazu resultierte
die Rab4A-Transfektion in einer signifikanten Erniedrigung der basalen
Glucosetransportrate um 31 + 5%. Insulin stimulierte unter diesen Bedingungen die
Glucoseaufnahme um 120%, wobei hier die gleiche maximale Insulinwirkung wie in
Kontrollzellen erreicht wurde. Zieht man dabei die durch SuperFect erzielte
Transfektionseffizienz von 65 — 70% in Betracht, so kann hieraus geschlossen
werden, dal3 der basale Glucosetransport in Rab4A-transfizierten Zellen um ca 50%
reduziert wird. Die durch Rab4A induzierte Verstarkung der Insulinwirkung wird hier
zusatzlich durch den inkrementellen Anstieg (graue Balken) dargestellt. Der hier
gezeigte Effekt ist spezifisch fur Rab4A, wodurch eine generelle Modulation der
Insulinsignalkaskade durch nichtspezifische Uberexpression von Rab-GTPasen

ausgeschlossen werden kann.

Um einen tieferen Einblick in die molekularen Mechanismen der Interaktion von
Rab4A mit Glucosetransportern zu erlangen und um zusatzlich zwischen den
kardialen GLUT-Isoformen differenzieren zu koénnen, wurde in der vorliegenden
Arbeit eine Technik zur spezifischen Markierung von Zelloberflachen-Proteinen
angewendet. Mit dieser konnte die Menge der Isoformen GLUT1 und GLUT4 an der
Zelloberflache der H9K6-Myoblasten bestimmt werden. Hierzu wurden H9KG6-
Myoblasten mit pPCMV oder pCMV-rab4A transfiziert und die Oberflachen basaler und
insulinstimulierter  Zellen biotinyliert. Lysate und Zelloberflachen-biotinylierte
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Antiseren gegen
GLUT4 oder GLUT1 immunodetektiert, wie in Abbildung 9 A dargestellt. Bild B zeigt
die Quantifizierung von GLUT4 an der Zelloberflache.
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Abb. 9: Einflul3 von Rab4A auf die GLUT4-Umverteilung in HOK6-Myoblasten

H9K6-Myoblasten wurden mit 5 — 10 pg pCMV (Kontrolle) oder pCMV-rab4A transfi-
ziert und 48 h inkubiert. Nach Behandlung fir 2,5 h in serumfreiem Medium wurden
die Oberflachen basaler und insulinstimulierter (45 min; 1 uM) Zellen biotinyliert. Die
biotinylierten Lysate wurden einer Affinitatsaufreinigung durch Streptavidin
unterzogen. Je 15 pg Lysate oder 3 pg Zelloberflachen-biotinylierter Fraktionen
wurden per SDS-PAGE (8 — 18%) aufgetrennt, auf PVDF-Membranen tberfihrt und
mit Antiseren gegen GLUT4 (Bild A) oder GLUT1 immunodetektiert. Dargestellt sind
reprasentative Autoradiogramme von drei separaten Experimenten. Bild B zeigt die
Quantifizierung in Mittelwerten + SEM von drei separaten Experimenten.

* signifikant verschieden von basaler Kontrolle mit p < 0,05.
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Weder Insulin noch die Rab4A-Uberexpression bewirkte eine signifikante Anderung
der GLUT1-Gesamtexpression im Vergleich zur Kontrolle. Unter denselben
Bedingungen konnte auch keine Veranderung der GLUT1-Menge an der
Zelloberflache nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu vermochte Insulin in
Kontrollzellen die GLUT4-Menge an der Zelloberflache um fast 30% zu steigern.
Rab4A-Transfektion |oste eine signifikante Erniedrigung des GLUT4-Gehalts an der
Oberflache unbehandelter Zellen um ca 40% aus, wie die Quantifizierung ergab
(Abb. 9 B). Zieht man dabei die durch SuperFect erzielte Transfektionseffizienz von
65 — 70% in Betracht, so kann hieraus geschlossen werden, daf3 allein in
transfizierten Zellen der GLUT4-Gehalt an der Zelloberflache um ca 60% reduziert
wird. Unter denselben Bedingungen erhdhte die Stimulation mit Insulin die GLUT4-
Menge an der Zelloberflache um 100%. Diese Daten zeigen klar, daR Rab4A an der
Umverteilung von GLUT4 zu einem insulinsensitiven Kompartiment partizipiert. Dies
fuhrt schlief3lich, durch die Insulinwirkung ausgelést, zu einer Verstarkung der
GLUT4-Translokation.
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3.2 Regulation der subzelluléaren Verteilung des Glucosetransporters GLUT4
durch Metaboliten der kardialen 12-Lipoxygenase

3.2.1 Bedeutung des F-Actin-Cytoskelettes fir die Regulation der kardialen
insulinabhéangigen Glucoseaufnahme

Die insulininduzierte Translokation des GLUT4 von intrazellularen Vesikeln zur
Plasmamembran als einer der Hauptkurzzeiteffekte dieses Hormons (Kandror &
Pilch, 1996; Rea & James, 1997) bendtigt die Beteiligung intakter Elemente des
Cytoskelettes. Mehrere Arbeitsgruppen konnten in neueren Untersuchungen an
Adipozyten und Skelettmuskelzellen mit Hilfe von Inhibitoren des Cytoskelettes
zeigen, dal3 sowohl die Mikrotubuli (Fletcher et al., 2000; Emoto et al., 2001) als auch
das F-Actinnetzwerk (Omata et al., 2000; Tsakiridis et al., 1994) Uber die Vermittlung
der GLUT4-Translokation an der durch Insulin regulierten Glucoseaufnahme
partizipieren. Auf der Grundlage dieser Daten sollte in dieser Arbeit an isolierten
ventrikularen Kardiomyozyten die Bedeutung des F-Actincytoskelettes fir die
Regulation der kardialen insulinabhangigen Glucoseaufnahme naher charakterisiert
werden. Hierzu wurden ventrikulare Kardiomyozyten isoliert und auf
Glasdeckblattchen kultiviert, wie in Abbildung 10 A gezeigt. Die Zellen wurden
zunadchst in An- oder Abwesenheit des aus Zygosporium masonii gewonnenen
Cytoskelettdisruptors Cytochalasin D vorbehandelt, fixiert und permeabilisiert. Zur
Actin-Farbung wurden sie mit FITC-Phalloidin markiert, die eingedeckten
Fixpraparate wurden in einem inversen konfokalen Lasermikroskop betrachtet und
analysiert. In Abbildung 10 B ist das griun fluoreszierende Actinnetzwerk ganzer
Zellen (Projektion) und einzelner reprasentativer Zellschnittebenen (Sektion)
dargestellt. Wie die oberen lichtoptischen Bilder zeigen (Projektion), wird die
generelle Form der Zellen nicht wesentlich durch die Vorbehandlung mit
Cytochalasin D beeintrachtigt. Im Gegensatz hierzu zeigt die Betrachtung einer
Schnittebene des Zellinneren (Sektion), da? im Vergleich zu den streng parallel
geordneten Actinfibrillen unbehandelter Zellen eine massive Umorganisation des F-
Actincytoskeletts in den Zellen zu beobachten ist, welche mit Cytochalasin D
vorbehandelt wurden. Die Exposition mit Cytochalasin D fuhrt also auch in

Kardiomyoyzten zu einer Schadigung der Actinfibrillen.
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Projektion

Kontrolle Cytochalasin D

Sektion

Abb. 10: Einflul3 von Cytochalasin D auf die Organisation des F-Actinnetz-
werkes in Kardiomyozyten
Ventrikulare Kardiomyozyten wurden isoliert und fur 16 h auf Glasdeckblattchen
kultiviert, wie in 2.8 naher beschrieben (Bild A). Die Zellen wurden zunachst fur 1 h
mit 0,1% (v/iv) DMSO oder 1 pM Cytochalasin D vorbehandelt, dann mit
Paraformaldehyd fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. Sie wurden
anschlie3end zur Actinfarbung mit FITC-Phalloidin in PBS fir 16 h bei 6° C inkubiert.
Die eingedeckten Fixpraparate wurden in einem inversen konfokalen Lasermikroskop
(Leica) betrachtet und analysiert. Das grun gefarbte Actinnetzwerk ganzer Zellen ist
oben als * * Projektion* * dargestellt, einzelne Zellschnittebenen sind unten mit * * Sektion® *
bezeichnet (Bild B). Dargestellt sind reprasentative Fluoreszenzfarbungen von drei
separaten Experimenten.
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Es sollte nun eine mogliche Bedeutung des F-Actincytoskelettes fir die Regulation
der kardialen insulinabhdngigen Glucoseaufnahme naher charakterisiert werden.
Hierzu wurden frisch isolierte Kardiomyozyten in Suspension in An- oder
Abwesenheit von Cytochalasin D inkubiert. Anschlieend wurde die basale oder
insulinstimulierte Glucoseaufnahme gemessen. Wie in Abbildung 11 dargestellt,
vermochte Insulin die Glucoseaufnahme in Kontrollzellen um das funffache zu
steigern. In Zellen, die mit Cytochalasin D vorbehandelt waren, blieb zunachst die
basale Glucoseaufnahme unverandert. Dies deutet darauf hin, dalR mégliche nicht-
spezifische, durch Cytochalasin D ausgeldste zellulare Stessreaktionen weitgehend
ausgeschlossen werden kdnnen. Unter denselben Bedingungen vermochte Insulin
jedoch nicht die Glucoseaufnahme signifikant zu steigern, es kam hier also zu einer
vollstdndigen Blockade des insulinstimulierten Glucosetransportes, was mit den oben

erwahnten, an Adipozyten und Skelettmuskeln erhobenen Daten gut Ubereinstimmt.
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Abb. 11: Einflul3 von Cytochalasin D auf die basale und insulinstimulierte
Glucoseaufnahme in Kardiomyozyten

Frisch isolierte Kardiomyozyten in Suspension wurden fir 1 h mit 0,1% (v/v) DMSO
oder mit Cytochalasin D (1 p M) behandelt, gefolgt von einer Inkubation fir 5 min mit
oder ohne Insulin (100 nM). AnschlieBend wurde die Glucoseaufnahme fur 10 sec
gemessen durch Zugabe von 3-O-[**C] Methyl-D-glucose (100 pM). Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM von vier separaten Experimenten. * signifikant verschieden von
basaler Kontrolle mit p < 0,05.** nicht signifikant verschieden von Basal.
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3.2.2 Charakterisierung der kardialen 12-Lipoxygenase und ihr Einflul3 auf
die Organisation des F-Actinnetzwerkes

Die genauen Mechanismen, die zur Umorganisation des an der Vermittlung der
insulininduzierten GLUT4-Translokation beteiligten Actinnetzwerkes fuihren, sind
bislang noch ungentigend aufgeklart. Neuere Studien Uber die Organisation von
Actinfibrillen konnten die Beteiligung von Lipoxygenasemetaboliten an der
Organisation des F-Actin-Netzwerkes aufzeigen (Kang & Vanderhoek, 1998; Kang et
al., 1999; Rice et al., 1998; Tang et al., 1994; Tang et al., 1993 A & B). Obwohl die
Charakterisierung von Lipoxygenaseisoformen noch eingehender Aufklarung bedarf
(Funk, 1996; Brash, 1999; Kuhn & Thiele, 1999), wurde am Rattenherzen
vorwiegend die Expression der 12-LO-Isoform nachgewiesen (Breitbart et al., 1996).
Im folgenden sollte eine mogliche Beteiligung von LO-Metaboliten sowohl an der
Reorganisation des Cytoskelettes als auch an der insulinabhdngigen
Glucoseaufnahme in  Kardiomyozyten untersucht werden. Zur néheren
Charakterisierung der kardialen 12-LO-Isoform wurden zunachst unbehandelte
ventrikulare Kardiomyozyten auf Glasdeckblattchen kultiviert, wie in Abbildung 12
gezeigt. In den fixierten und permeabilisierten Zellen wurde dann spezifisch die 12-
LO und das F-Actin angefarbt. Die Fixpraparate wurden in einem inversen
konfokalen Lasermikroskop betrachtet und analysiert. In Abbildung 12 A ist oben die
12-LO-gekoppelte Immunfluoreszenz in rot dargestellt, die Mitte (B) zeigt das grin
gefarbte Actinnetzwerk, der untere Abschnitt (C) die Kombination aus beiden. Das
Actincytoskelett zeigte sich im perinukleédren Zellschnitt Uber die ganze Lange der
spindelférmigen Kardiomyozyten in strikt parallel verlaufenden Fasern angeordnet.
Hier waren auf3erdem die zur Actinfibrillenachse 90° C versetzt verlaufenden A-
Banden und Z-Scheiben in paralleler Anordnung zu erkennen. Diese Struktur zog
sich auch bis in membrannahe Bereiche, wie im unteren Bildteil zu erkennen. Im
Gegensatz dazu wurde fur die 12-LO (links) eine eher homogene Verteilung in
Kardiomyozyten detektiert, bei verstarkter Anfarbung der Randbereiche. Dieser
Befund wurde deutlicher in membrannahen Zellschnitten (rechts), wo eine stark
punktierte 12-LO-spezifische Anfarbung zu erkennen war. Es wurde in den
Kardiomyozyten unter den gegebenen Bedingungen keine Colokalisation der 12-LO
mit dem F-Actinnetzwerk detektiert.
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Perinukleare Sektionen Membran-Sektionen

Abb. 12: Immunfluoreszenzdetektion von F-Actin und 12-LO in Kardiomyozyten

Ventrikulare Kardiomyozyten wurden isoliert und fur 16 h auf Glasdeckblattchen
kultiviert, wie in Abb. 9 A gezeigt. Die Zellen wurden mit Paraformaldehyd fixiert und
dann mit Triton X-100 permeabilisiert. Die Zellen wurden mit Anti-12-LO-Antiserum
und FITC-Phalloidin in PBS fur 16 h bei 6° C, anschlieBend fur 2 h bei RT mit Cy3-
markiertem Ziege-Anti-Kaninchen-Antikérper in PBS inkubiert. Die eingedeckten
Fixpraparate wurden in einem inversen konfokalen Lasermikroskop (Leica) betrachtet
und analysiert. Oben (A) ist die 12-LO-gekoppelte Immunfluoreszenz in rot
dargestellt, die Mitte (B) zeigt das grin gefarbte Actinnetzwerk, der untere Abschnitt
(C) die Kombination aus beidem. Dargestellt sind reprasentative
Fluoreszenzfarbungen von drei separaten Experimenten.
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Zur Darstellung der Inhibition der 12-LO-Isoform wurden zunéachst ventrikulare
Kardiomyozyten isoliert und dann mit dem aus Larrea tridentata gewonnenen LO-
Inhibitor NDGA, oder dem aus Artemisia montana isolierten LO-Inhibitor Esculetin
vorbehandelt. Von den Zellen wurden Phospholipidextrakte hergestellt und der
12(S)-HETE-Gehalt per ELISA bestimmt.
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Abb. 13: Charakterisierung der Inhibition der kardialen 12-LO-Isoform

Kardiomyozyten wurden zunachst mit 0,1% (v/v) DMSO (Kontrolle), 50 uM NDGA (1
h) oder 100 uM Esculetin (16 h) vorbehandelt. Von diesen wurden Phospholipid-
Extrakte hergestellt (2.23) und der 12(S)-HETE-Gehalt wurde per ELISA bestimmt
(Bild A). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von drei separaten Experimenten.

* signifikant verschieden von basaler Kontrolle mit p < 0,05.

Lysate der vorbehandelten Zellen wurden per SDS-PAGE (8 — 18%) aufgetrennt, auf
PVDF-Membranen dberfihrt und mit einem Antiserum gegen 12-LO
immunodetektiert (Bild B). Dargestellt ist ein reprasentatives Autoradiogramm von
drei separaten Experimenten.
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Wie in Abbildung 13 A gezeigt, wurde in unbehandelten Kardiomyozyten ein 12(S)-
HETE-Gehalt von 42,0 £ 3,66 ng pro mg Protein gefunden. Die Exposition der
Kardiomyozyten mit den LO-Inhibitoren resultierte in einer massiven Reduktion des
12(S)-HETE-Gehaltes auf 18,2 + 2,27 ng (= 67%ige Hemmung der 12-LO durch
Esculetin), bzw. 8,8 £ 2,17 ng (= 83%ige 12-LO-Hemmung durch NDGA). Um
maogliche Einflisse der 12-LO-Inhibition auf ihre Expression zu messen, wurden
Lysate der vorbehandelten Zellen per SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-
Membranen tberfihrt und mit einem Antiserum gegen 12-LO immunodetektiert. Wie
in Abbildung 13 B gezeigt, konnte die kardiale 12-LO bei einer Masse von 70 —75
kDa detektiert werden. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen konnten hier keinerlei
Veranderungen des Gesamtgehaltes an 12-LO durch die 12-LO-Inhibition in

Kardiomyozyten festgestellt werden.

Zur Charakterisierung maoglicher Einflisse der LO-Inhibitoren auf die Organisation
des F-Actinnetzwerkes in Kardiomyozyten wurden diese mit NDGA und Esculetin
vorbehandelt, und analog zur Behandlung der in Abbildung 10 und 12 dargestellten
Praparate fixiert und permeabilisiert. Sie wurden dann zur Actinfarbung mit FITC-
Phalloidin markiert, die eingedeckten Fixpraparate wurden in einem inversen
konfokalen Lasermikroskop betrachtet und analysiert. In Abbildung 14 ist das grin
fluoreszierende Actinnetzwerk ganzer Zellen (Projektion) und einzelner
reprasentativer Zellschnittebenen (Sektion) dargestellt. Die intakte Struktur der
Actinfibrillen unbehandelter Zellen wurde bereits in Abbildung 12 eingehend
beschrieben. Wie die linken Bilder (Projektion) zeigen, wurde die Form der mit den
LO-Inhibitoren inkubierten Zellen nicht wesentlich durch die Vorbehandlung
beeintrachtigt. Im Gegensatz hierzu zeigten Schnitte (Sektion) reprasentativer Zellen,
die mit Esculetin oder NDGA behandelt waren, eine massive Umorganisation der
Actinfibrillen. Diese waren nicht mehr strikt parallel angeordnet, es erschienen
groRere ungefarbte Bereiche im Vergleich zur dichten, lickenlosen Struktur der
Kontrollzellen. Die unter diesen Bedingungen zu erkennende Umorganisation des
Actincytoskelettes war vergleichbar mit dem Effekt, welcher durch den oben naher

beschriebenen Cytoskelettdisruptor Cytochalasin D ausgeldst wurde (Siehe Abb. 10).
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Projektion Sektion

Abb. 14: Einflul3 der LO-Inhibitoren auf die Organisation des F-Actinnetz-
werkes in Kardiomyozyten
Kultivierte Kardiomyozyten wurden zunéchst fir 1 h mit 0,1% (v/v) DMSO (A), oder
50 uM NDGA (B), oder fur 16 h mit 100 pM Esculetin (C) vorbehandelt, dann mit
Paraformaldehyd fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. Sie wurden
anschlie3end zur Actinfarbung mit FITC-Phalloidin in PBS flir 16 h bei 6° C inkubiert.
Die eingedeckten Fixpraparate wurden in einem inversen konfokalen Lasermikroskop
(Leica) betrachtet und analysiert. Das grun gefarbte Actinnetzwerk ganzer Zellen ist
links als * * Projektion* * dargestellt. Einzelne Zellschnittebenen sind rechts mit* * Sektion® *
bezeichnet. Dargestellt sind reprasentative Fluoreszenzfarbungen von drei separaten
Experimenten.
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3.2.3 Einflull von Metaboliten der 12-Lipoxygenase auf die Regulation der
kardialen insulinabhéngigen Glucoseaufnahme

Da auf der Ebene der Organisation des Actincytoskelettes vergleichbare Effekte von
Cytochalasin D und den LO-Inhibitoren gefunden wurden, wurden nun analog dazu
maogliche Einfluisse der LO-Inhibitoren auf die basale und insulinstimulierte
Glucoseaufnahme der Kardiomyozyten untersucht. Hierzu wurden zuerst frisch
isolierte Kardiomyozyten mit steigenden Konzentrationen von NDGA vorbehandelt,
gefolgt von einer Inkubation mit oder ohne Insulin. Mit der hoéchsten NDGA-Dosis
vorbehandelte Zellen wurden zusétzlich in An- oder Abwesenheit von 12(S)-HETE
inkubiert, anschlie3end wurde die Glucoseaufnahme gemessen. Wie in Abbildung 15
dargestellt, steigert Insulin die Glucoseaufnahme in Kontrollzellen um das vier- bis
funffache. Die basale Glucoseaufnahme der mit NDGA behandelten Zellen blieb
unbeeinflusst von der Exposition mit dem Inhibitor. Die Rate der insulininduzierten
Glucoseaufnahme blieb in Zellen, die mit der niedrigsten NDGA-Dosis (0,5 pM)
behandelt waren, nicht signifikant verandert, jedoch zeigte sich bei 5 pM NDGA eine
ca 50%ige, signifikante Hemmung des Insulineffektes. Inkubation der Kardiomyo-
zyten mit der hochsten NDGA-Dosis (50 uM) fuhrte hier zu einer kompletten
Hemmung des Insulineffektes. Um die Spezifitat dieser Hemmung ndher zu
untersuchen, wurden mit der hochsten NDGA-Dosis vorbehandelte Zellen zuséatzlich
in An- oder Abwesenheit des 12-LO-Metaboliten 12(S)-HETE inkubiert. Unter diesen
Bedingungen konnte 70% der insulinregulierten Steigerung der Glucoseaufnahme in
Kontrollzellen wieder erreicht werden. Die exogene Zugabe des Produktes der 12-LO
umging unter diesen Bedingungen also die inhibitorische Wirkung des NDGA.
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Abb. 15: Einfluf? von NDGA auf die basale und insulinstimulierte Glucoseauf-
nahme in Kardiomyozyten
Frisch isolierte Kardiomyozyten in Suspension wurden fir 1 h mit 0,1% (v/v) DMSO
oder mit steigenden Konzentrationen von NDGA (0,5 uM — 50 u M) behandelt, gefolgt
von einer Inkubation fir 5 min mit oder ohne Insulin (100 nM). Mit 50 uM NDGA
vorbehandelte Zellen wurden zusatzlich in An- oder Abwesenheit von 3 uM 12(S)-
HETE inkubiert. AnschlieRend wurde die Glucoseaufnahme fir 10 sec gemessen
durch Zugabe von 3-O-[**C] Methyl-D-glucose (100 pM). Dargestellt sind Mittelwerte
+ SEM von vier separaten Experimenten. * signifikant verschieden von basaler
Kontrolle mit p < 0,05.** nicht signifikant verschieden von Basal.

Zur Untersuchung der Wirkung des von NDGA strukturell unterschiedlichen LO-
Inhibitors Esculetin auf die Glucoseaufnahme wurden Kardiomyozyten mit Esculetin
kultiviert, anschlieend wurde die basale und insulinstimulierte Glucoseaufnahme
gemessen. Die Abbildung 16 zeigt einen zwei- bis dreifachen Anstieg der
Transportrate in Kontrollzellen, welche mit Insulin stimuliert wurden. Analog zu den in
Abb. 15 gezeigten Daten wurde auch in Zellen, die mit dem LO-Inhibitor Esculetin
vorbehandelt wurden, eine vollstandige Hemmung der insulininduzierten
Glucoseaufnahme gemessen. Die basale Glucoseaufnahme blieb von der 12-LO-

Inhibition unbeeinflufit.
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Abb. 16: Einflul3 von Esculetin auf die basale und insulinstimulierte Glucose-
aufnahme in Kardiomyozyten
Ventrikulare Kardiomyozyten wurden isoliert und fir 16 h mit 0,1% (v/v) DMSO oder
100 uM Esculetin kultiviert. Nach Vorbehandlung fur 3 h in Kulturmedium Il (siehe
2.8) wurde die basale und insulinstimulierte (1 h; 1 pM) Glucoseaufnahme durch
Zugabe von 2-Deoxy-D-[ 1*C] glucose (0,4 pCi pro Well) fur 30 min gemessen.
Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM von vier separaten Experimenten. * signifikant
verschieden von basaler Kontrolle mit p < 0,05. ** nicht signifikant verschieden von
Basal.

Durch die beiden strukturell voneinander verschiedenen LO-Inhibitoren konnte die
Steigerung der Glucoseaufnahme als kurzzeitige zellulare Reaktion auf die
Insulingabe massiv unterbunden werden. Hieraus ergab sich die Fragestellung, ob
die 12-LO-Produkte mdglicherweise an der Beeinflussung von Elementen der
Insulinsignalkaskade beteiligt sind, die der Translokation von GLUT4 vorgeschaltet
sind. Um dies zu untersuchen, wurden Kardiomyozyten in An- oder Abwesenheit von
NDGA vorbehandelt. Lysate dieser Zellen wurden mit Antiseren gegen IRS-1 und
IRS-2 immunoprazipitiert, die Immunopellets wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Membranen Uberfuhrt und mit Antiseren gegen IRS-1, IRS-2, oder Phospho-Tyrosin

immunodetektiert.

57



Ergebnisse

A Kontrolle NDGA
IP: IRS-1
- == | —|RS-1
ID: pY
- A e | 4—]|RS-1
ID: IRS-1
B IP: IRS-2
- - = | 4—]|RS-2
ID: pY
B W .| RS2
ID: IRS-2
-+ -+ Insulin
C CJKontrolle HEENDGA

=
N
a1

=
o
o

~
al

( % von Kontrolle)
]
o

Tyrosin
Phosphorylierung

N
a1

o

IRS-1 IRS-2

Abb. 17: Einflul3 der 12-LO-Hemmung auf die Tyrosinphosphorylierung von
IRS-1 und IRS-2 in Kardiomyozyten

Kardiomyozyten wurden zunéchst mit 0,1% (v/iv) DMSO oder 50 uM NDGA (1 h)
vorbehandelt. RIPA-Lysate dieser Zellen wurden mit Antiseren gegen IRS-1 (A) oder
IRS-2 (B) immunoprazipitiert, Immunopellets der Lysate wurden per SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Antiseren gegen Phospho-Tyrosin (pY), IRS-1, oder IRS-2
immunodetektiert. Oben dargestellt sind reprasentative Autoradiogramme von
mindestens vier separaten Experimenten. Bild C zeigt unten die Quantifizierung.

* signifikant unterschiedlich von Kontrolle mit p < 0,05.
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Wie in Abbildung 17 zu sehen, steigerte in Kontrollzellen Insulin die
Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 4,6-fach (Bild A) verglichen mit unbehandelten
Zellen, wahrend IRS-2 eine 3,5-fache Erh6hung als Antwort auf den Hormonstimulus
erfuhr (Bild B). Mdgliche Einflusse der LO-Inhibitoren auf den Gesamtgehalt der
Zellen an IRS-1 und IRS-2 konnten hier ausgeschlossen werden. Zellen, welche mit
dem LO-Inhibitor NDGA behandelt wurden, wiesen eine nur schwach veranderte
Modifizierung dieses Phosphorylierungsmusters im Vergleich zu Kontrollzellen auf.
Wie die Quantifizierung ergab (Bild C), so wurde unter diesen Bedingungen die
Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 um 15 = 7,9% reduziert, wahrend sich die

Tyrosinphosphorylierung von IRS-2 um 25 + 6,9% erniedrigte.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die 12-LO-Aktivitat moglicherweise die
insulinstimulierte Assoziation der p85-Untereinheit der Pl 3-Kinase an IRS-1 sowie
die insulinabhéngige Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt) beeinfluRt. Daher
wurden analog zum oben beschriebenen Experiment Kardiomyozyten in An- oder
Abwesenheit von NDGA vorbehandelt. Lysate dieser Zellen wurden mit einem
Antiserum gegen IRS-1 immunoprazipitiert, die Immunopellets und Lysate der
vorbehandelten Zellen wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf Membranen Uberfihrt
und mit Antiseren gegen p85, Phospho-Akt und Akt immunodetektiert. Wie in
Abbildung 18 gezeigt, wurde in insulinstimulierten Zellen, die mit dem LO-Inhibitor
NDGA behandelt waren, eine im Vergleich zu Kontrollzellen unveranderte
Assoziation der Pl 3-Kinase an IRS-1 als Effekt der Hormonwirkung gemessen. Auch
die Phosphorylierung der Proteinkinase Akt blieb in den insulinstimulierten Zellen, die
mit dem LO-Inhibitor NDGA behandelt waren, nicht signifikant verandert im Vergleich
zu unbehandelten Zellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dal} unter diesen Bedingungen durch die
Hemmung der 12-LO-Aktivitat zwar auf der Ebene der Insulinrezeptorsubstrate eine
leichte Abschwachung der Signalweiterleitung induziert wird, diese jedoch offenbar
nicht ausreicht, um inhibierend in  nachgeschaltete Elemente der
Insulinsignalkaskade einzugreifen, welche zur GLUT4-Translokation und letztlich zur

Steigerung der Glucoseaufnahme fuhren.
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Abb. 18: Einflul3 der 12-LO-Hemmung auf der IRS-Ebene nachgeschaltete
Elemente der Insulinsignalkaskade in Kardiomyozyten

Kardiomyozyten wurden zunéchst mit 0,1% (v/iv) DMSO oder 50 uM NDGA (1 h)
vorbehandelt. RIPA-Lysate dieser Zellen wurden mit [IRS-1-Antiserum
immunoprazipitiert, Lysate und IRS-1-Immunopellets wurden per SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Antiseren gegen p85 (A) oder Phospho-Akt und Akt (B)
immunodetektiert. Dargestellt sind reprasentative Autoradiogramme von vier
separaten Experimenten. Bild C zeigt die Quantifizierung. ** nicht signifikant
unterschiedlich von Kontrolle.
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3.2.4 Einflu3 von Metaboliten der 12-Lipoxygenase auf die insulinabh&ngige
Umverteilung von GLUT4

Es konnte bisher in Kardiomyozyten eine Beteiligung von Actinfibrillen an der
Regulation der insulinabhangigen Glucoseaufnahme nachgewiesen werden, was in
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen am Skelettmuskel und Adipozyten bestétigt
wurde (Omata et al.,, 2000; Tsakiridis et al., 1994). Desweiteren konnte ein
funktioneller Zusammenhang aufgezeigt werden zwischen Produkten der kardialen
12-LO und der Auslosung einer Reorganisation des F-Actincytoskelettes, welche
letztlich eine Hemmung der Insulinwirkung auf der Ebene der Glucoseaufnahme zur
Folge hat. Da die 12-LO-Metaboliten , wie oben gezeigt, nicht in friihe Ereignisse der
Insulinsignalkaskade eingreifen, sollte nun die mechanistische Grundlage der
gestdrten Insulinwirkung von solchen Signalprozessen untersucht werden, die der PI
3-Kinase nachgeschaltet sind. Hieraus ergab sich der Ansatz, den Einflul3 der 12-LO-
Inhibition auf die insulinstimulierte GLUT4-Umverteilung in Kardiomyozyten zu
messen. Hierzu wurden isolierte Kardiomyozyten in An- oder Abwesenheit von
Esculetin kultiviert. Dann wurden die Zelloberflachen basaler oder insulinstimulierter
Zellen biotinyliert. Lysate oder Zelloberflachen-biotinylierte Fraktionen wurden
anschlieBend per SDS-PAGE aufgetrennt, auf Membranen Uberfihrt und mit
Antiseren gegen GLUT4 oder GLUT1 immunodetektiert. Wie in Abbildung 19 A
gezeigt, konnten Einflisse der durch Esculetin induzierten 12-LO-Hemmung auf den
Gesamtgehalt der Isoformen GLUT1 und GLUT4 in den Kardiomyozyten
ausgeschlossen werden. Weder Insulin, noch Esculetin induzierten signifikante
Alterationen im GLUT1-Gehalt an der Zelloberflache.

Im Gegensatz hierzu verursachte in Kontrollzellen der Insulinstimulus einen
signifikanten Anstieg von GLUT4 an der Zelloberflache. Die Quantifikation ergab eine
insulininduzierte Steigerung um 214% Uber Basal (Siehe Abb. 19 B). Jedoch in
Zellen, die mit Esculetin vorbehandelt waren, vermochte Insulin nicht den GLUT4-
Gehalt an der Zelloberflache der Kardiomyozyten zu steigern. Hieraus kann gefolgert
werden, daR die Reduzierung des 12(S)-HETE-Gehaltes einen Verlust der

insulinregulierten GLUT4-Translokation in Kardiomyozyten verursacht.
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Abb. 19: Einflul3 von Esculetin auf die insulinstimulierte GLUT4-Umverteilung

in Kardiomyozyten
Ventrikulare Kardiomyozyten wurden isoliert und fir 16 h mit 0,1% (v/v) DMSO oder
100 uM Esculetin kultiviert. Nach Vorbehandlung fir 3 h in Kulturmedium Il (Siehe
2.8) wurden die Zelloberflachen unbehandelter oder insulinstimulierter (1 h; 1 ©M)
Zellen biotinyliert (Siehe 2.12). Je 15 p g Lysat oder 3 pg Zelloberflachen-biotinylierter
Fraktionen wurden per SDS-PAGE (8 — 18%) aufgetrennt, auf PVDF-Membranen
tberfuhrt und mit Antiseren gegen GLUT4 oder GLUT1 immunodetektiert. Dargestellt
sind reprasentative Autoradiogramme von drei separaten Experimenten (Bild A). Bild
B zeigt die Quantifizierung in Mittelwerten + SEM von drei separaten Experimenten.
* signifikant verschieden von basaler Kontrolle mit p < 0,05.
** nicht signifikant verschieden von basaler Kontrolle.
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IV. Diskussion

4.1 Charakterisierung neonataler kardialer HOK6-Myoblasten mit
stabiler GLUT4-Expression

Ein detailliertes Verstadndnis der molekularen Mechanismen der Insulinwirkung,
welche die kardiale Glucoseaufnahme bestimmen, ist von groRem Interesse (Eckel,
1989). Wie in friheren Studien unserer Arbeitsgruppe beschrieben, wurden isolierte
ventrikulare Kardiomyozyten bereits erfolgreich zur Analyse der insulinregulierten
Glucoseaufnahme eingesetzt (Till et al., 1997; Bahr et al., 1996; Bahr et al., 1995;
Eckel et al., 1991; Eckel et al., 1983). Frisch isolierte Kardiomyozyten weisen eine
hohe GLUT4-Expression auf. Studien unserer Arbeitsgruppe zufolge unterliegt das
GLUTA4-Transkript jedoch nach 48 h in Priméarkultur einer spezifischen Degradierung,
gleichzeitig erfolgt ein Anstieg der GLUT1-Expression (von Holtey, 1996; Dransfeld et
al., 2000). Dieser Umstand schlief3t die sinnvolle Nutzung kultivierter Kardiomyozyten
fur Langzeit-Studien der Insulinwirkung unter Berucksichtigung des GLUT4 und der
Glucosetransportebene aus. Vergleichbare Beobachtungen wurden diesbeziglich
auch an Adipozyten gemacht (Gerrits et al., 1993).

In der vorliegenden Arbeit wurden ausgewdahlte Parameter der Insulinwirkung an
Myoblasten des stabil GLUT4-Uberexprimierenden Klones H9K6 charakterisiert.
H9c2-Wildtypzellen weisen im Myoblastenstadium ein niedriges Niveau der GLUT4-
Expression auf. Diese Beobachtung steht in Einklang mit einer Studie von Lu und
Mitarbeitern, derzufolge das niedrige Niveau der GLUT4-Expression auf der Ebene
der RNA in H9c2-Myoblasten erst im Verlauf der Differenzierung zu Myotuben
wesentlich ansteigt. Nach ihren Befunden trifft dies jedoch nicht auf die GLUT1-
Expression zu (Lu et al., 1997). Wir konnten zeigen, dal3 die stabile Transfektion die
Expression dieses Glucosetransporters jedoch auf ein Niveau fihrt, welches mit der
in adulten Kardiomyozyten vorgefundenen GLUT4-Expression durchaus vergleichbar
ist. Dies reicht offenbar aus, um eine Insulinsensitivitdt der H9c2-Myoblasten
herzustellen, was sich in einer 70%igen Steigerung der Glucoseaufnahme bemerkbar
macht. Vergleichbare Studien anderer Arbeitsgruppen an Myotuben des H9c2-
Wildtyps zeigen, dal3 im Verlauf der Differenzierung die GLUT4-Expression zwar
ansteigt, die Insulinsensitivitdt der Myotuben hinsichtlich der Glucoseaufnahme
jedoch weitgehend unverandert bleibt (Yu et al., 2000; Yu et al., 1999; Tsiani et al.,
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1998). Die relativ niedrige Insulinsensitivitdt dieser Zellen mit halbmaximaler
Stimulation der Glucoseaufnahme bei 10 nM spiegelt eine typische Eigenschaft
myoblastischer Zellinien wieder. Unter diesen Bedingungen ist offenbar die
Amplifikation des Insulinsignales schon auf der Rezeptorebene nicht in genliigendem
Mal3e gewahrleistet, denn friiheren Studien unserer Arbeitsgruppe zufolge besitzen
H9c2-Zellen sehr wenig Insulinrezeptoren, wohingegen IGF-I schon in H9c2-
Myoblasten relativ stark exprimiert wird (Bahr et al., 1996). Vergleichbare Ergebnisse
wurden auch in L6-Myoblasten mit stabiler GLUT4-Expression gefunden (Robinson
et al., 1993). Wie in einer Studie an der Muskelzelllinie C,C1, gezeigt wurde, reicht
offenbar die GLUT4-Uberexpression als solche allein nicht aus, um eine Insulin-
regulierbare Steigerung der Glucoseaufnahme zu induzieren (Kotliar & Pilch, 1992).

Obwohl das Vorkommen essentieller Parameter der Insulinsignalkaskade in
unterschiedlichen Studien an differenzierten H9c2-Myotuben beschrieben wurde (Yu
et al., 2000; Yu et al., 1999; Tsiani et al., 1998), wurde im Vergleich mit adulten
Kardiomyozyten nur eine marginale Expression der Rab-GTPase Rab4A in HI9K6-
Zellen gefunden. Die transiente Transfektion fuhrt die Expression der Rab-GTPase
jedoch auf ein Niveau, welches mit der in adulten Kardiomyozyten vorgefundenen
Expression von Rab4A durchaus vergleichbar ist. Daher eignet sich H9K6 als
Zellsystem, um unter definierten Bedingungen isoliert die Frage der funktionellen
Beteiligung von Rab4A fiur den basalen und insulinregulierten kardialen

Glucosetransport zu analysieren.

4.2 Bedeutung von Rab4A fur die kardiale Glucoseaufnahme

Obwohl die exakten Mechanismen, die zur insulinregulierten Umverteilung des
GLUT4 fuhren, noch unklar sind, gilt es als gesichert, da? GTP-bindende Proteine an
diesem Prozess beteiligt sind. Unsere Arbeitsgruppe (Uphues et al., 1994) wies im
Einklang mit anderen Untersuchungen an Adipozyten (Cormont et al., 1991) das
Vorkommen kleiner GTP-bindender Proteine in GLUT4-enthaltenden Vesikeln aus
kardialem Gewebe nach und belegte eine Beteiligung von Rab-GTPasen an der
Regulation des kardialen GLUT4-Vesikeltransportes. Zum einen wurde gezeigt, dal3
die Isoform Rab3C insulinabhangig zur Plasmamembran transloziert (Uphues et al.,
1995 B). Desweiteren wurde in GLUT4-haltigen Vesikeln neben der Isoform Rab4A
(Uphues et al., 1994) eine weitere GTPase mit der Masse 24 kDa nachgewiesen,
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welche insulinabhéngig zur Plasmamembran umverteilt wird. Sie wurde von unserer
Arbeitsgruppe als Rabl1 identifiziert (Kessler et al., 2000).

Ein zentraler Befund der vorliegenden Arbeit besteht diesbeziglich in der
Beobachtung, daf3 die Expression von Rab4A in den transfizierten HOK6-Myoblasten
zu einer Unterdrickung der basalen Glucosetransportrate um ungefahr 50% fuhrt.
Dies deckt sich mit Daten von Zorzano und Mitarbeitern (Mora et al., 1997), die nach
Injektion von Rab4-cRNA in Oozyten einen 50-90%igen Abfall des
Glucosetransportes beobachteten. Im Gegensatz hierzu zeigte die Gruppe von
Kojima in einer Studie an Adipozyten, dal3 das Einbringen kompetitiver Rab4-Peptide
oder Rab4-Antikérper keinerlei Einflu3 auf die basale Glucoseaufnahme der
Fettzellen hat (Shibata et al., 1996). Die sich hieraus ergebende Diskrepanz Iaf3t sich
so deuten, dal} transfizierte Zellen schon im basalen Zustand vermutlich einen
héheren Anteil der Isoform GLUT4 an der Zelloberflache aufweisen als differenzierte
Zellen in Primarkultur.

In einer friheren in vivo Studie unserer Arbeitsgruppe wurde am Herzmuskel
gesunder Ratten die insulinabhangige Translokation von Rab3C von mikrosomalen
Fraktionen zur Plasmamembran gezeigt, was sich jedoch nicht in insulinresistenten
Zucker-Ratten bestatigte (Uphues et al., 1995 B). In der vorliegenden Arbeit konnte
jedoch unter isolierten Bedingungen eine funktionelle Beteiligung der GTPase Rab3C
an der Regulierung des kardialen Glucosetransportes ausgeschlossen werden. Dies
verstarkt den spezifischen Charakter der Effekte, welche durch die GTPase Rab4A
vermittelt werden. Studien anderer Arbeitsgruppen an Adipozyten lieRen analog
hierzu den Schluf3 zu, dal3 eine Beteiligung von Rab3 an der Regulation der insulin-
induzierten Glucoseaufnahme ausgeschlossen werden kann (Cormont et al., 1996 A,
Shibata et al., 1996; Vollenweider et al., 1997). Ebenfalls konnte gezeigt werden, daf3
die Isoform Rab3D im gleichen Gewebe nicht in GLUT4-haltigen Vesikeln lokalisiert
ist (Guerre-Millo et al., 1997). Die Gruppe um Le Marchand-Brustel berichtete in
diesem Zusammenhang zwar fir Rab5 von einer insulinabhdngigen Umverteilung
(Cormont et al., 1996 B), eine funktionelle Relation dieser Isoform fur die Regulation
des Glucosetransportes konnte aber spater ebenfalls ausgeschlossen werden (Mora
et al.,, 1997). Diese Daten legen die Schlul3folgerung nahe, dafl} die Effekte von
Insulin auf die Umverteilung der GTPasen (Rab3, Rab4, Rab5) eher eine generelle

Wirkung des Hormons auf Prozesse des =zellularen Vesikel-Trafficking
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reprasentieren. Hier wird jedoch klar ein funktioneller Zusammenhang fur Rab4A mit
der zellularen Umverteilung des Glucosetransporters GLUT4 aufgezeigt.

In der vorliegenden Arbeit wurden mithilfe eines Biotinylierungs-Protokolls
Zelloberflachenproteine selektiv markiert. Diese Methode stellt eine geeignete
Alternative zur exklusiv verfugbaren exofazialen GLUT4-Photoaffinitatsmarkierung
(Holman et al, 1986; Quon et al, 1993) oder zu spezifischen GLUT4-
Markierungstechniken mit Peptiden wie GFP (Powell et al., 1999) oder dem c-myc-
Epitop (Ueyama et al., 1999; Kanai et al., 1993) dar, welche nur mittels einer
Transfektion zu bewerkstelligen sind. So konnte hier gezeigt werden, dal3 die
Verminderung des basalen Glucosetransportes in Rab4A-transfizierten Zellen
vollstandig erklart wird durch eine markante Reduzierung der Transporterisoform
GLUT4 an der Zelloberflache. Diese wurde in der Population der transfizierten Zellen
als ungefahr 60% im Vergleich zu Kontrollzellen gemessen. Die vorliegenden
Ergebnisse stimmen recht genau uberein mit Befunden der Gruppe um Le
Marchand-Brustel, die in GLUT4-myc-exprimierenden Adipozyten eine 50-80%ige
Abnahme des markierten Glucostransporters an der Zelloberflache in Zellen fanden,
die mit Rab4 transfiziert waren (Cormont et al., 1996 A). Hiermit Gbereinstimmende
Beobachtungen wurden auch am Skelettmuskel gemacht (Sherman et al., 1996).
Frihere Untersuchungen an CHO-Zellen konnten eine Lokalisation von Rab4 in
endosomalen Kompartimenten belegen (Van der Sluijs et al., 1991). Von dieser
Arbeitsgruppe stammt auch die Uberlegung, daR die GTPase Rab4 an der Kontrolle
zielgerichteter Sortierprozesse des endozytotischen Recycling Pathway beteiligt sei
(Van der Sluijs et al., 1992 A & B). Ausgehend von den vorliegenden Daten kann in
Ubereinstimmung mit anderen Studien (Shibata et al., 1996; Vollenweider et al.,
1997) ein mdoglicher inhibitorischer Einflul3 von Rab4A auf die GLUT4-Endozytose
ausgeschlossen werden. Dies laf3t den Schluf3 zu, dal3 Rab4 an der intrazellularen
Sequestrierung von GLUT4 und an der Biogenese des endosomalen GLUT4-Pools
beteiligt ist und somit eine essentielle Komponente der GLUT4-Endozytose in
Kardiomyozyten darstellt (Rea & James, 1997). Diese Sichtweise wird zuséatzlich
unterstitzt durch frihere in vivo Studien unserer Arbeitsgruppe, wonach Rab4 durch
Insulinstimulation zur Plasmamembran umverteilt wird (Uphues et al., 1994).

Die Rab4A-Uberexpression in HOK6-Zellen und die damit verbundene Umverteilung
von GLUT4 resultierte in einer markanten Steigerung (mindestens vierfach) der

Effizienz von Insulin in der Vermittlung der GLUT4-Translokation. Weiterhin ist das
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Niveau der Expression von Rab4A in transfizierten Zellen durchaus vergleichbar mit
dem, welches in adulten Kardiomyozyten gemessen wurde. Als Schluf3folgerung
hieraus darf Rab4A als eine kritische Determinante der Insulinantwort unter
physiologischen  Bedingungen angesehen werden. Aus vergleichbaren
Beobachtungen, welche an isolierten Adipozyten gemacht wurden (Cormont et al.,
1996 A), geht ebenfalls hervor, dal3 Rab4 an der endozytotischen Umverteilung von
GLUT4 zu einem insulinsensitiven GLUT4-Speicherkompartiment beteiligt ist.

Eine neuere Studie gibt Anlass zu der Annahme, dafl3 Rab4 an der Weiterleitung des
Insulinsignales zur exozytotischen GLUT4-Translokationsmaschinerie beteiligt sei
(Shibata et al.,, 1997). Hier wurde gezeigt, dal Rab4 innerhalb der Insulin-
signalkaskade der Pl 3-Kinase nachgeschaltet ist, aul3erdem wird im Verlauf der
Hormonwirkung der Guaninnukleotidaustausch an Rab4 stimuliert. Andere Studien
lassen jedoch auch vermuten, dafld Rab4 eine Komponente des Exozytoseprozesses
von GLUT4 darstellt. Diese Studien an Adipozyten, in die Rab4-Antikorper, Rab4-
Mutanten, oder Rab4-Carboxyterminale Peptide eingefuhrt wurden, konnten eine
Stérung der insulininduzierten GLUT4-Tanslokation belegen (Shibata et al., 1996;
Vollenweider et al., 1997). Eine andere Sichtweise zur Bedeutung von Rab4 zeigen
in diesem Zusammenhang Olson und Mitarbeiter in einer Studie an 3T3-L1
Adipozyten auf (Knight et al., 2000). Die Uberexpression einer cytoplasmatisch
vorkommenden Rab4-Mutante, welcher die Prenylierungsstelle fehlt, fihrte hier im
Gegensatz zu Rab5 zu einer reduzierten insulinabhéangigen Phosphorylierung von
IRS-1. Dies resultierte in einer Erniedrigung der Aktivierung nachgeschalteter
Proteine wie der Pl 3-Kinase und Akt. Nach Meinung dieser Gruppe weisen die
Befunde eher auf ein Modell der Insulinwirkung, in welcher die Regulation des
internen Membran-Trafficking eine wichtige Rolle in der Weiterleitung des
Insulinsignales spielt.

Zwar lassen die Daten der vorliegenden Arbeit keinerlei Ruckschlisse beziglich
einer moglichen Beteiligung von Rab4 an der insulinregulierten Exozytose von
GLUT4 zu, basierend auf den zuvor beschriebenen Beobachtungen in Rab4-
transfizierten Kardiozyten im Hintergrund der diskutierten Studien jedoch kann
spekuliert werden, dal3 Rab4 funktionell beteiligt ist zum einen an der intrazellularen
Sequestrierung von GLUT4, zum anderen an der Exozytose des Glucosetransporters

als Antwort auf das Insulinsignal.
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4.3 Die Regulation des GLUT4-Vesikel-Trafficking durch Rab-
GTPasen

Zahlreiche Studien konnten belegen, dal3 Ras-homologe GTPasen an der Regulation
des intrazellularen Vesikel-Trafficking beteiligt sind (Goud & McCaffrey, 1991; Novick
& Brennwald, 1993; Kandror & Pilch, 1996). Diverse Rab-Isoformen wurden in den
letzten Jahren in unterschiedlichen Kompartimenten innerhalb exo- und
endozytotischer ~ Transportprozesse  identifiziert, was auf  spezialisierte
Transportfunktionen der verschiedenen Rab-Proteine hinweist (Martinez & Goud,
1998; Zerial & Stenmark, 1993). In diesem Zusammenhang werden einige Rab-
Isoformen seitdem als wichtige Regulatoren der insulinregulierten GLUTA4-
Translokation angesehen.

Obwohl die genaue Funktion der Isoform Rab4 fir den GLUT4-Umverteilungsprozel3
zur Zeit noch unklar bleibt, geben neuere Studien Anlal3 zur Hypothese, dal} den
Rab-Proteinen eine regulierende Rolle im Verlaufe der Bildung des SNARE-
Komplexes zugeschrieben werden konnte (Aroeti et al., 1998; Rothman & Séliner,
1997; Rea & James, 1997; Sogaard et al., 1994). In diesem als SNARE-Hypothese
formulierten Modell binden Proteinkomplexe eines Vesikelkompartimentes (v-
SNARE' s) selektiv an spezifische Rezeptoren auf der Zielmembran (t-SNARE'S).
Dies fuhrt zu einer spezifischen Erkennung, welche ein Andocken und
anschlieRendes Fusionieren mit der Zielmembran auslost (Rea & James, 1997;
Elmendorf & Pessin, 1999). Die Identifikation verschiedener t-SNARE’s (Syntaxin 4,
SNAP23/Syndet), v-SNARE’s (VAMP2, VAMP3) und weiterer die Vesikelfusion
entscheidend beeinflussender Proteine (Munc 18, Synip) ist bereits beschrieben
worden (Elmendorf & Pessin, 1999; Randhawa et al., 2000; Kao et al., 2000).

Zwar bleibt die genaue Funktion von Rab4 fur die Regulation des GLUT4-Vesikel-
Trafficking zur Zeit noch unklar, kirzlich wurde jedoch eine direkte funktionelle
Interaktion von Rab4 mit Syntaxin 4 nachgewiesen, welches entscheidend am
Andocken von GLUT4-Vesikeln an Membranen beteiligt ist (Li et al., 2000). Die
Rab4-Syntaxin 4-Bindung konnte in dieser Studie durch Munc 18 inhibiert werden.
Zum einen schlieBen Shibata und Mitarbeiter daraus, dal3 die Rab4-Syntaxin 4-
Interaktion spezifisch ist, zum anderen konnte gezeigt werden, dal3 sie vom

Guaninnukleotidstatus von Rab4 abhangt.
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4.4 Bedeutung von Rab-GTPasen fir die insulinvermittelte
Reorganisation des Actinnetzwerkes

Zahlreiche Studien weisen klar auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen
Vertretern der Rab-GTPasen und der Modulation des Actincytoskelettes hin
(Schimmoller et al., 1998; Aroeti et al., 1998; Takai et al., 2001). In Rab4-haltigen
endosomalen hepatischen Vesikelpools konnte eine Anreicherung von Elementen
des Cytoskelettes wie Actin und Tubulin nachgewiesen werden (Pol et al., 1997),
weiterhin konnte immunhistochemisch eine Colokalisation von Rab4 mit dem Actin-
netzwerk exokriner Gewebe nachgewiesen werden (Valentijn et al., 1997). Die
Gruppe von Le Marchand-Brustel zeigte in einer Studie an Adipozyten (Vollenweider
et al., 1997), dalR Rab4 eine essentielle Komponente der GLUT4-Translokations-
machinerie ist und die GTP-bindende Funktion von Rab4 dabei entscheidend
bendtigt wird. Durch Expression einer Rab4-Mutante mit defekter GTP-bindender
Domaéne in diesen Zellen wurde aul3erdem eine direkte Beteiligung von Rab4 an der
insulininduzierten Umorganisation der Actinfilamente belegt. Demzufolge wurde die
insulininduzierte Umorganisation der Actinfilamente nur durch die Rab4-Mutante und
Rab4-Antikorper selektiv inhibiert. Die Autoren argumentieren daher, dafl3 die GTP-
bindende Aktivitdt von Rab4 offenbar auch bei dieser Funktion der GTPase von
entscheidender Bedeutung ist.

Obwohl sie hierbei im Fettgewebe eine Beteiligung von Rab3 fir diesen Prozel3
ausschlie3en, konnten Kirk und Mitarbeiter fur diese Isoform eine Beteiligung an der
Reorganisation des F-Actincytoskelettes in exokrinen Geweben belegen (Sunshine et
al., 2000). Einer Studie der Gruppe von Jamieson an exokrinen Geweben zufolge
korreliert das Andocken exozytotischer Vesikel an Actinfilamente mit der
gleichzeitigen Dissoziation von Rab3 (Valentijn et al., 1999). Deren Befunde weisen
ebenfalls auf eine enge Verbindung zwischen den Actinfilamenten und Rab3,
welches ihrer Meinung nach als Brickenbildner zwischen dem Cytoskelett und der
SNARE-Erkennungs- und Fusionsmaschinerie dienen konnte. Die genannten
Befunde weisen klar auf eine neue Rolle dieser Rab-GTPasen in der Modulation des
Actinnetzwerkes hin. Zukinftige Studien, die sich mit der Natur dieser
Wechselwirkung der Rab-GTPasen mit dem Cytoskelett und seiner akzessorischen
Proteine beschéftigen, werden auch neue Aspekte hinsichtlich der Bedeutung von

Rab4 fir die insulinvermittelte GLUT4-Translokation aufzeigen.
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4.5 Bedeutung des Actinnetzwerkes fur die GLUT4-Translokation

Das Actincytoskelett spielt eine Schlusselrolle in der Regulation multipler exo- und
endozytotischer Vesikeltransportprozesse (Valentijn et al., 1999; Qualmann et al.,
2000; Rogers & Gelfand, 2000). Actinproteine liegen innerhalb der Zelle entweder
einzeln in l6slicher, globularer Form (G-Actin) oder polymerisiert in Form von
Filamenten (F-Actin) vor, in Saugetieren konnten bisher drei Isoformen (CJ-, O-, O-
Actin) dieser ubiquitdr vorkommenden Familie der Actinproteine beschrieben werden
(Cristopher & Carpenter, 2000). Der Aufbau und die Dynamik der Actinfilamente wird
hierbei entscheidend reguliert durch die BeeinfluBung ihrer Polymerisation und
Depolymerisation (Borisy & Svitkina, 2000; Cooper & Schafer, 2000; Chen et al.,
2000). Hinsichtlich der Regulation der Biogenese des F-Actin bedient sich die Zelle
einer Reihe actinbindender Proteine, welche spezifische Aufgaben erfillen fur das
Bindeln, die Verzweigung, oder die Polymerisierung und Depolymerisierung der
Filamente (Cooper & Schafer, 2000; Bartles, 2000).

Die genauen Mechanismen, die zur insulininduzierten Bindung von Vesikeln an F-
Actinfilamente fuhren, bleiben zur Zeit jedoch unklar (Rogers & Gelfand, 2000;
Carpenter, 2000; Qualmann et al., 2000). Obwohl es auch Hinweise auf eine
Beteiligung der Mikrotubuli an der insulinregulierten GLUT4-Translokation gibt (Wang
et al., 1996; Fletcher et al., 2000; Guilherme et al., 2000), gilt es mittlerweile als
gesichert, dal3 ein intaktes Actincytoskelett eine essentielle Rolle fur die insulin-
stimulierte Steigerung der Glucoseaufnahme spielt. Zahlreiche Untersuchungen am
Fettgewebe und am Skelettmuskel mit Inhibitoren des Actincytoskelettes bestétigen,
dall eine Zerstorung oder Umorganisation des Actinnetzwerkes die GLUT4-
Translokation und damit die Steigerung der Glucoseaufnahme als Reaktion auf den
Insulinstimulus komplett blockiert (Tsakiridis et al., 1999; Tsakiridis et al., 1994;
Omata et al., 2000).

Im Einklang mit den dargestellten Befunden anderer Gruppen konnte in der
vorliegenden Arbeit in adulten ventrikularen Kardiomyozyten, die mit dem aus Pilzen
gewonnenen Metaboliten Cytochalasin D behandelt wurden, eine massive
Umorganisation der Actinfilamente nachgewiesen werden. Diese Zellen weisen
weiterhin ungeachtet der Insulinstimulierung eine komplette Hemmung der
insulininduzierten  Glucoseaufnahme auf, wobei die basale Aufnahmerate

unveradndert bleibt. Diese Befunde Ilegen fir adulte Kardiomyozyten die
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Schluf3folgerung nahe, dall auch hier ein intaktes Actinnetzwerk essentiell zur
insulininduzierten Translokation von GLUT4-Vesikeln beitragt.

In diesem Zusammenhang belegt eine Studie von Klip und Mitarbeitern an 3T3-L1
Adipozyten, daf3 die Insulinwirkung per se eine Umorganisation des Actinnetzwerkes
auslost (Wang et al., 1998 A & B). Sie konnten weiterhin zeigen, dal3 Actinfilamente
an der insulininduzierten Umverteilung der Pl 3-Kinase zu GLUT4-haltigen
Kompartimenten und somit an der Steigerung der Glucoseaufnahme partizipieren.
Ihre Befunde geben Anlal3 zu der Vermutung, dafl3 es eine wichtige Funktion der
Actinfilamente sein konnte, die insulininduzierte Assoziation der Pl 3-Kinase mit den
GLUTA4-haltigen Kompartimenten zu vermitteln. Unterschiedlichen Studien zufolge
wurde eine direkte Colokalisation von GLUT4 mit Actinfibrillen nach Insulinstimulation
nachgewiesen (Vollenweider et al., 1999; Kao et al., 1999; Asahi et al.,, 1999).
AuBBerdem fand man eine insulininduzierte Colokalisation von Actinfilamenten mit
GLUT4 und auch der PI 3-Kinase (Khayat et al., 2000). Interessanterweise konnte in
diesem Zusammenhang gezeigt werden, dal3 Insulin eine Assoziation von
Komplexen der PI 3-Kinase mit IRS-1 an Elemente des Actincytoskelettes veranlal3t
(Clark et al., 1998). Die genannten Befunde weisen auf eine mdgliche neue Rolle der
Pl 3-Kinase im Zusammenhang mit der insulinvermittelten Modulation des
Actinnetzwerkes hin.

Eine Beteiligung akzessorischer Proteine an der Modulierung der F-Actin-
Organisation in Reaktion auf den Insulinstimulus bedarf noch eingehender
Untersuchung und wird zur Zeit kontrovers diskutiert (Tsakiridis et al., 1997; Zorzano
et al., 1998 A; Martin et al., 1999; Foster & Klip, 2000). Die Gruppe von Pessin und
Saltiel konnte in einer in vitro Studie das Enzym Aldolase als ein Protein mit
potentieller akzessorischer Funktion identifizieren (Kao et al., 1999). Sie zeigten, dal3
GLUT4 spezifisch die Anwesenheit der Aldolase benétigt, um an F-Actin zu binden.
Ihren Befunden zufolge wird die Exozytose von GLUT4 durch Reagenzien inhibiert,
welche spezifisch die Interaktion zwischen Actin und der Aldolase stéren, wahrend
der GLUT4-Endozytoseprozess hiervon unbeeinflu3t bleibt. Einer Studie von Kojima
und Mitarbeitern zufolge (Omata et al., 2000) spielen Actinfilamente eine wichtige
Rolle ausschlief3lich in der Vermittlung der exozytotischen Rekrutierung der GLUT4-
Vesikel vom intrazellularen Pools zur Plasmamembran. Durch Wortmannin-
Hemmung der insulinvermittelten Glucoseaufnahme in 3T3-L1 Adipozyten und

Bestimmung des endozytotisch entstehenden 35 kDa Trypsinfragmentes von GLUT4

71



Diskussion

demonstrierten sie, dal3 die Endozytoserate von GLUT4 unbeeinfluf3t bleibt von der
Zerstorung des Actincytoskelettes.

4.6 Bedeutung von Metaboliten der 12-Lipoxygenasereaktion fir
die Organisation von Actinfilamenten

Lipoxygenasen (LO) reprasentieren eine in Saugetieren weitverzweigt vorkommende
Enzymfamilie (Brash, 1999). Sie produzieren parakrin wirkende Lipidperoxide durch
stereospezifischen Einbau von O, in mehrfach ungesattigte Fettsduren, wie
Arachidonsdure oder Linolsaure (Funk, 1996). Multiple LO-Isoformen (wie 5-, 12-,
oder 15-LO) wurden bislang in verschiedenen Geweben von Saugetieren identifiziert
(Freire-Moar et al., 1995; Brash, 1999), aber die biologische Funktion und
physiologische Bedeutung der meisten Isoformen bleibt bislang noch unklar (Funk,
1996; Brash, 1999; Kuhn & Thiele, 1999). Das Vorkommen der 12-LO-Isoform wurde
bisher in unterschiedlichen Geweben von Ratte, Maus und Mensch beschrieben
(Yamamoto et al., 1997 A & B). Verschiede Arbeitsgruppen haben interessanter-
weise einen klaren funktionellen Zusammenhang zwischen Alterationen der 12-LO-
Aktivitat und der Inzidenz des insulinabhangigen Diabetes und der Insulinresistenz
belegt (Bleich et al., 1999; Tohjima et al., 1998; Antonipillai et al., 1996). Sigal und
Mitarbeiter identifizierten und charakterisierten in insulinsensitiven Geweben wie
Leber und Herzmuskel vor kurzer Zeit erstmalig die 12-LO Isoform (Freire-Moar et
al.,, 1995). Ihr Stoffwechselprodukt 12(S)-HETE wurde von Grossmann und
Mitarbeitern in Untersuchungen an Kardiomyozyten als das hauptsachlich
vorherrschende Produkt der Lipoxygenasereaktion charakterisiert (Breitbart et al.,
1996). Die Autoren beschreiben das Vorkommen der 12-LO-Enzymaktivitat sowohl
im Cytosol als auch in mikrosomalen Membranfraktionen der Kardiomyozyten.

In Ubereinstimmung mit diesen Daten wird in der vorliegenden Arbeit mittels
Immunfluoreszenzmarkierung das Vorkommen der 12-LO in ventrikularen
Kardiomyozyten bestatigt. Die 12-LO-gekoppelte Immunfluoreszenz dagegen ergibt
zum einen in perinuklearen Zellschnitten ein homogeneres Verteilungsmuster,
wahrend sich in Zellschnitten in unmittelbarer N&he der Plasmamembran eine
verstarkt punktuelle 12-LO-gekoppelte Farbung nachweisen laf3t. Eine ahnliche
subzellulare Verteilung dieses Enzyms wurde von Ishimura und Mitarbeitern in einer

12-LO-Expressionsstudie gefunden (Nakamura et al., 1997). Das Actinnetzwerk
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unbehandelter Kardiomyozyten zeigt sich innerhalb der ganzen Zelle in Form von
streng parallel liegenden Filamenten organisiert, wobei unter Verwendung der
Phalloidin-Nachweistechnik selektiv das F-Actin, jedoch nicht das einzeln vorliegende
cytoplasmatische G-Actin sichtbar wird. Unter den gegebenen Bedingungen wurde
keine Colokalisation der 12-LO mit dem Actincytoskelett nachgewiesen.

Allerdings weisen in diesem Zusammenhang in vitro Studien der Gruppe von
Vanderhoek auf eine mogliche Beteiligung dieser parakrin  wirkenden
Hydroxyeicosatetraenoide (HETE’s) an der Regulation des Actinnetzwerkes in
Aussicht (Kang et al., 1999; Kang & Vanderhoek, 1998). Sie konnten zeigen, dal3
diese eingangs genannten Eicosanoide selektive Liganden von Actinfibrillen
darstellen. Ihre Daten geben Anla3 zu der Hypothese, dal3 Actinfilamente als
Zielproteine der HETE-Wirkung eine neue Rolle in der biologischen Wirkung dieser
parakrinen 12-LO-Produkte darstellen konnten.

Ein zentraler Befund der vorliegenden Arbeit zeigt in diesem Zusammenhang mittels
Immunfluoreszenzmarkierung des F-Actins in adulten Kardiomyozyten klar, dal3 die
mithilfe zweier strukturell unterschiedlicher Hemmestoffe erreichte Inhibition der 12-
LO-Isoform zu einer massiven Umorganisation der Actinfilamente fihrt. Desweiteren
konnte hier gezeigt werden, dal3 dieser Prozel} offenbar an einen starken Abfall des
zellularen  12(S)-HETE-Gehaltes gekoppelt ist. Studien unterschiedlicher
Arbeitsgruppen zu diesem Thema erharten die Hypothese, dal3 12(S)-HETE eine
PKC-abhangige Phosphorylierung von Actinfilamenten auslést. Honn und Mitarbeiter
zeigen, dafld die Phosphorylierung der Actinfilamente zum einen eine Erh6hung des
zellularen Actingehaltes, zum anderen eine Steigerung der Polymerisationsrate von
Actin zur Folge hat (Rice et al., 1998; Tang et al., 1994; Tang et al., 1993 A & B). Aus
der Sicht der Autoren kann 12(S)-HETE uber die Aktivierung und Translokation der
PKC vom Cytosol zur Plasmamembran die beschriebenen modulatorischen Effekte
auf die Actinfilamente bewirken, wobei hier eine Spezifizierung der PKC-Isoformen
bisher nicht erfolgte. Einer an Kardiomyozyten von Walker und Mitarbeitern
durchgefiihrten Studie zufolge 16st jedoch ein aktivierter Arachidonsaurestoffwechsel
eine selektive Umverteilung der PKC-[J vom Cytosol zu filamenthaltigen Fraktionen
aus, wodurch diese Isoform aus der Sicht der Autoren an der Regulation der
Eigenschaften der Myofilamente beteiligt ist (Huang et al., 1997). Einer Studie von
Farese und Mitarbeitern an Adipozyten zufolge stimulierte die Uberexpression der

Isoform PKC-( eine Pl 3-Kinase-abhéngige GLUT4-Translokation (Staendert et al.,
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1997). Die Struktur, Funktion und die Divergenz der verschiedenen PKC-Isoformen
im Zusammenhang mit der Regulation der Signaltransduktion ist in unterschiedlichen
Studien eingehend beschrieben worden (Newton, 1995; Hug & Sarre, 1993), ihre
Bedeutung fur die Weiterleitung der Insulinwirkung, insbesondere unter
Beruicksichtigung der Reorganisation des Cytoskelettes, ist bisher aber noch unklar.
Auf der Basis zahlreicher Studien an unterschiedlichen Geweben und Zelltypen
verdichten sich allerdings die Beobachtungen, dal3 aktivierte PKC-Isoformen an der
Reorganisation von Elementen des Cytoskelettes beteiligt sind, wobei sie mit
diversen Proteinkomponenten des Cytoskelettes assoziiert sein konnen (Keenan &
Kelleher, 1998; Toker, 1998). Im Herzen wurde beispielsweise eine Beteiligung der
PKC-g und PKC-d an der Umorganisation von Elementen des Cytoskelettes belegt.
Interessanterweise konnten Terrian und Mitarbeiter in einer Studie an neuronalem
Gewebe ein fur die PKC-¢ spezifisches Actinbindungsmotiv nachweisen (Prekeris et
al., 1996). Sie zeigen weiterhin, daf die PKC-¢ Isoform eine spezifische Bindung mit
filamentésem Actin eingeht. Basierend auf den beschriebenen Beobachtungen ist
eine mogliche Beteiligung kardialer PKC-Isoformen an der in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen massiven Umorganisation der Actinfilamente durchaus denkbar und
mag in zukunftigen Studien eingehender untersucht werden.

Obwohl die 12-LO-Reaktion durch Generierung freier Radikale auch mit der
Entstehung myokardialer Defekte in Zusammenhang gebracht wird (Kuzuya et al.,
1993), konnte die Gruppe von Steenbergen in diesem Zusammenhang zeigen, dald
12(S)-HETE eine wichtige Rolle in der Erzielung eines kardioprotektiven Effektes im
Kontext der ischamischen Préakonditionierung spielt (Chen et al., 1999; Murphy et al.,
1995). Sie zeigen in diesen Studien, dal3 der kardiale 12-LO-Reaktionsweg klar
stimuliert wird wahrend der ischamischen Prékonditionierung, aber auch als Antwort
auf die Aktivierung der PKC. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von Ytrehus und
Mitarbeitern gemacht (Starkopf et al., 1998). Aul3erdem fuhrt den Befunden der
Gruppe von Steenbergen zufolge zum einen die Inhibition der PKC, aber auch der
12-LO zu einer Unterdriickung dieses Effektes, dieser kann aber durch exogene
Zugabe von 12(S)-HETE wiederhergestellt werden. Dies deutet auf eine neue Rolle
des parakrinen Eicosanoides 12(S)-HETE als Modulator der PKC und des
Actinnetzwerkes im Zusammenhang mit kardioprotektiven Prozessen hin.
Diesbezlglich wurde bereits gezeigt, dal3 das Cytoskelett eine wichtige Rolle im

Zusammenhang mit Prozessen der Kardiomyopathie spielt (Hein et al., 2000) und die
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kardiale kontraktile Dysfunktion eng zusammenh&ngen kann mit Alterationen des
Gesamtgehaltes und der zellularen Verteilung von Elementen des Cytoskelettes (Di
Somma et al., 2000). Somit wird auf der Grundlage der in dieser Arbeit prasentierten
Daten erstmalig eine potentielle Beteiligung dieser Eicosanoide an der Regulation

der Organisation des kardialen Actinnetzwerkes in Aussicht gestellt (Siehe Abb. 20).
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Abb. 20: Schematische Darstellung der funktionellen Regulation der GLUT4-
Exozytose durch Metaboliten der 12-Lipoxygenase

4.7 Bedeutung der 12-Lipoxygenasereaktion fur die Regulation
der kardialen Glucoseaufnahme

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, am System der adulten Kardiomyozyten eine
maogliche Korrelation der Aktivitat der 12-LO-Reaktion mit der Organisation des
Actinnetzwerkes - wie oben dargestellt - aufzuzeigen. Weiterhin sollte eine potentielle
Beteiligung des 12-LO-Reaktionsweges an der Regulation des GLUT4-Trafficking
und seine mdglichen Auswirkungen auf die kardiale Glucoseaufnahme untersucht
werden. Als ein entscheidender Befund wird in dieser Arbeit gezeigt, dafl} die
Inhibition der 12-LO-Reaktion ihrerseits zu einer Hemmung der insulininduzierten
GLUTA4-Translokation fuhrt, wahrend Alterationen des zellularen Gesamtgehaltes an
GLUT4 ausgeschlossen werden konnen. Auf der Glucosetransportebene hat dies
weiterhin eine dosisabhéngige und bei 50 uM NDGA komplette Hemmung des
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insulinstimulierten Glucosetransportes zur Folge, wobei die basale Transportrate von
der 12-LO-Inhibition unbeeinflul3t bleibt. Messungen des Einflusses der 12-LO-
Inhibition auf die insulinstimulierte Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 und IRS-2
ergaben hierbei zwar, dall der Aktivierungsprozel3 dieser Signalelemente der
Insulinsignalkaskade unter diesen Bedingungen leicht abgeschwécht wird. Es wurde
jedoch in einer friheren Studie unserer Arbeitsgruppe an Kardiomyozyten bereits
gezeigt, dalR eine maximale Insulinwirkung auf der IRS-Ebene bereits bei
physiologischen Insulindosen erreicht wird, was schlie3lich zu einer maximalen
Stimulation der kardialen Glucoseaufnahme fuhrt (Kolter et al., 1997). So mul3 hier
erwahnt werden, dal3 die komplette Hemmung der insulinabhdngigen GLUTA4-
Translokation und der Glucoseaufnahme nach 12-LO-Inhibition offenbar nicht in der
leichten Abschwachung des Insulinsignals auf der IRS-Ebene ihre Erklarung findet.
Desweiteren wurde zumal klar gezeigt, dal3 durch die 12-LO-Inhibition weder die
insulininduzierte Assoziation der p85-Untereinheit der PI 3-Kinase noch die
Phosphorylierung der Proteinkinase Akt, welche als Signalelemente dem GLUT4
vorgeschaltet sind, signifikant reduziert werden. Zusammenfassend kann also gesagt
werden, dal’ durch die Hemmung der 12-LO trotz einer leichten Abschwachung des
Insulinsignales auf der frihen Postrezeptorebene die Aktivierung derjenigen
Signalelemente, welche zur GLUT4-Translokation fuhren, im wesentlichen
unbeeinflusst bleibt.

Die Spezifitat der Hemmung der kardialen 12-LO-Isoform durch NDGA wurde hier
klar bestatigt, denn die exogene Zugabe von 12(S)-HETE fuhrte in den
Kardiomyozyten zu einer nahezu kompletten Wiederherstellung der maximalen
Insulinsensitivitat auf der Ebene der Glucoseaufnahme. Dieser Befund steht im
Einklang mit Daten von Yamada und Proia, deren Befunden zufolge durch exogene
Zugabe von LO-Metaboliten die inhibitorischen Effekte von Esculetin auf die
Verteilung der Actinfilamente komplett aufgehoben wurden (Yamada & Proia, 2000).
Unter Berlcksichtigung der durch die 12-LO-Inhibition ausgelosten — oben
beschriebenen — Umorganisation der Actinfilamente wird in der vorliegenden Arbeit
auf der Basis der beschriebenen Befunde ein Modell vorgeschlagen, in welchem
12(S)-HETE in seiner potentiellen Funktion als Modulator des Actinnetzwerkes als
eine wichtige Determinante der kardialen Glucosetransportmaschinerie fungieren
konnte (Siehe Abb. 20).
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Einer Studie von Azhar und Mitarbeitern an Adipozyten zufolge fuhrt im Gegensatz
zu unseren Daten die Inhibition der LO-Reaktion durch NDGA zu einer Steigerung
sowohl der basalen als auch der insulininduzierten Glucoseaufnahme (Gowri et al.,
1999). Nach der Meinung der Autoren steht dieser Befund allerdings nicht im
kausalen Zusammenhang mit der Funktion von NDGA als LO-Inhibitor. Desweiteren
mag die Diskrepanz dieser Befunde in dem gewebespezifisch zwischen Herz und
Adipozyten divergierenden Expressionsmuster der LO-Isoformen ihre Erkarung
finden, wie in unterschiedlichen Studien beschrieben wurde (Brash, 1999; Kuhn &
Thiele, 1999). Interessanterweise kommen O’Rahilly und Mitarbeiter in einer
vergleichbaren  Studie an  diesem  Zellsystem  zu unterschiedlichen
SchluR3folgerungen, die ihrerseits im Einklang mit den hier vorliegenden Befunden
stehen (Nugent et al.,, 2001). In Adipozyten, die zundchst mit Arachidonsaure
behandelt wurden, fihrte im besonderen die selektive LO-Inhibition durch NDGA zu
einer Reduzierung des Glucosetransportes in An- oder Abwesenheit von Insulin.
Alterationen anderer von Arachidonsaure ausgehenden Stoffwechselwegen wurden
hier ~ weitgehend ausgeschlossen. Die gemessenen Anderungen der
Glucoseaufnahme basieren nach ihren Befunden auf Alterationen des GLUT4- und
GLUT1-Levels an der Plasmamembran. O’Rahilly und Mitarbeiter kdnnen hier
erstmalig zeigen , dal3 diese Effekte wiederum durch eine Gber Metaboliten des LO-
Reaktionsweges angeschaltete Aktivierung des nuklaren PPAR-[-Rezeptors
ausgelost werden. Nach Meinung der Autoren stellen LO-Metaboliten mdogliche
endogene Liganden von PPAR-[ dar, sie zeigen somit eine Evidenz fur ein neues
Wirkmodell der Regulation der Glucoseaufnahme unter Beteiligung der LO-
Metaboliten. Ahnliche SchluRfolgerungen lassen die von Long und Pekala zu dieser
Fragestellung erhobenen Daten zur Regulation von GLUT4 in Adipozyten zu (Long &
Pekala, 1996 A; Long & Pekala, 1996 B). Ihren Befunden zufolge wird die GLUT4-
Expression ebenfalls durch den Arachidonsaurestoffwechsel entscheidend moduliert.
Eine mechanistische Identifizierung der Signalwege erfolgte zwar innerhalb ihrer
Studien nicht, die Beteiligung von PPAR’s daran kann nach Meinung der Autoren
aber eine wichtige Rolle spielen. Unterschiedliche Studien in verschiedenen
Geweben zu dieser Fragestellung belegen allerdings einen klaren funktionellen
Zusammenhang. So zeigten Glass und Mitarbeiter (Huang et al., 1999), dall PPAR-[]
Liganden von der 12/15-LO-Isoform produziert werden. Die Gruppe von Lazar

belegte in einer Studie an Adipozyten die selektive Aktivierung von PPAR-a durch
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den Liganden 8(S)-HETE (Yu et al., 1995), vergleichbare Beobachtungen wurden
von Kadowaki und Mitarbeitern gemacht (Murakami et al., 1999). Die PPAR- Familie,
die gewebespezifische Expression ihrer bisher identifizierten Isoformen a, 3, y und 9,
und ihre Beteiligung an der Regulation des Glucosestoffwechsels ist detalliert von
Auwerx und Mitarbeitern untersucht und charakterisiert worden (Auwerx, 1999;
Martin et al., 1998; Staels et al., 1997; Schoonjans et al., 1997). Obwohl im Herzen
die Expression jeder der PPAR-Isoformen bereits beschrieben wurde (Bishop-Bailey,
2000), ist bislang wenig Uber die Funktionen bekannt, die durch kardiale PPAR-
Liganden vermittelt werden, und Uber die potentielle Rolle der PPAR’s fur kardiale
Dysfunktionen. Da in diesem Zusammnhang von verschiedenen Arbeitsgruppen
bereits gezeigt wurde, dald die Regulation der Glucoseaufnahme und der GLUT4-
und GLUT1-Expression entscheidend verandert wird wahrend der kardialen Ischamie
(Tardy-Cantalupy et al., 1999; Young et al., 1999), wird es von Interesse sein zu
zeigen, welche Bedeutung nach dem oben beschriebenen Wirkmodell diese
parakrinen Hormone in ihrer Funktion als PPAR-Liganden fur die Regulation der

kardialen Glucoseaufnahme einnehmen.
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VIl. Zusammenfassung

In Sédugetieren werden das Fettgewebe sowie der Skelett- und Herzmuskel als die
wichtigsten Zielgewebe des Polypeptidhormones Insulin angesehen. In diesen
Geweben stellt die markante Steigerung der Blutglucoseaufnahme und die hieraus
resultierende  kurzfristige Erniedrigung des Blutglucosespiegels eine der
Hauptkurzzeitwirkungen des Hormones dar. Diese Wirkung wird hauptsachlich durch
die Translokation der Glucosetransporterisoform GLUT4 von intrazellularen
Vesikelpools zur Plasmamembran vermittelt. GLUT4 befindet sich in verschiedenen
Kompartimenten unterschiedlicher, teils noch ungenigend geklarter Funktion
innerhalb eines fortwahrenden endo- und exozytotischen Kreislaufes, der Hauptanteil
der Insulinwirkung wird in dieser Hinsicht der Erhdhung der Exozytoserate von
GLUT4 zugeschrieben. Obschon sich das Wissen Uber die initialen Signalschritte fur
die Weiterleitung des Hormonsignales in jungster Zeit vertieft hat, ergibt der
Kenntnisstand innerhalb des GLUT4-Vesikel-Trafficking Uber die genauen
Mechanismen, welche letztlich zur exozytotischen Umverteilung von GLUT4

beitragen, zur Zeit noch ein unklares Bild.

Unterschiedlichen Studien am Fettgewebe und Skelettmuskel zufolge gilt es jedoch
als gesichert, dafl3 ein intaktes Actincytoskelett essentiell ist fir die Vermittlung dieses
Translokationsprozesses. Die genauen Mechanismen, welche zur insulinabhangigen
Assoziation der GLUT4-Vesikel mit dem Actincytoskelett und zu der Vermittlung
seiner Translokation zur Plasmamembran fihren, sind jedoch bislang ungeklart und
werden kontrovers diskutiert. Neuere Studien an unterschiedlichen Geweben zeigen
in dieser Hinsicht eine klare Evidenz, dal3 Metaboliten der Lipoxygenasereaktion an
der Modulation des Actincytoskelettes beteiligt sind. Ein Hauptziel der vorliegenden
Arbeit war es daher, eine potentielle Beteilung der kardialen Lipoxygenasereaktion
an der Modulation der Actinflamente und der Regulation der kardialen
insulinabhangigen Glucoseaufnahme zu untersuchen. Zunadchst konnte durch
Inhibitionsstudien die kritsche Bedeutung der Actinfilamente fir die Vermittlung der
insulinabhangigen Steigerung der Glucoseaufnahme auf den Herzmuskel
ausgeweitet werden. Weiterhin konnte die kardiale 12-Lipoxygenasereaktion als eine
kritische Determinante der Organisation der Actinfilamte identifiziert werden, da die

Inhibition der 12-LO-Isoform zu einer massiven Umorganisation des Actinnetzwerkes
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fuhrt. Es wurde ebenfalls gezeigt, dal? dieser Prozess mit einer Blockierung der
insulinabhangigen GLUT4-Translokation und damit verbundenen Steigerung der
Glucoseaufnahme gekoppelt ist. Die Spezifitat des Effektes konnte nachgewiesen
werden, da trotz 12-LO-Inhibition durch exogene Zugabe der 12-LO-Metaboliten die
Insulinsensitivitat der Kardiomyozyten fast vollstandig wiederhergestellt wird. Somit
wird auf der Grundlage der in dieser Arbeit vorgestellten Daten erstmalig eine
funktionelle Relation zwischen der 12-Lipoxygenaseaktivitdit und der kardialen
insulinabhangigen Glucoseaufnahme Uber eine Regulation des Actinnetzwerkes

nachgewiesen.

In vielen Studien wurde eine Beteiligung von Isoformen der Familie der Rab-
GTPasen an der Vermittlung des insulinabhangigen GLUT4-Vesikel-Trafficking
nachgewiesen. In vorhergehenden Studien unserer Arbeitsgruppe an kardialem
Gewebe wurde desweiteren eine Assoziation der Isoform Rab4A mit GLUT4-haltigen
Vesikeln und deren insulinabhéngige subzellulare Umverteilung nachgewiesen. Auf
der Grundlage dieser Daten sollte daher im anderen Teil der vorliegenden Arbeit in
einer Transfektionsstudie an kardialen Zellen mit stabiler GLUT4-Uberexpression die
funktionelle Bedeutung der Isoform Rab4A fir das insulinvermittelte GLUTA4-
Trafficking auf der Ebene der GLUT4-Translokation und der Glucoseaufnahme
charakterisiert werden. Als ein wichtiger Befund dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
daR die kardiale Uberexpression von Rab4A zu einer Unterdriickung der basalen
Glucosetransportrate fuhrt, wahrend unter diesen Bedingungen die insulinabhéangige
Glucoseaufnahme der kardialen H9K6-Myoblasten unverdndert bleibt. Die
Insulinwirkung selbst wird also durch den Einflu3 von Rab4A gesteigert. Gleichzeitig
wurde eine maogliche Beteiligung der Isoform Rab3C an der Regulation der kardialen
Glucoseaufnhame unter diesen Bedingungen ausgeschlossen. Zum anderen wurde
die Beobachtung gemacht, dafl? die Uberexpression von Rab4A gleichzeitig zu einer
markanten Reduzierung von GLUT4 an der Zelloberflache fihrt, wahrend mégliche
Effekte der GTPase auf die Regulation von GLUT1 ausgeschlossen wurden. Dies
liefert somit eine mechanistische Erklarung fir den vorhergehenden Befund.
Ausgehend von diesen Daten kann im Einklang mit anderen Studien ein mdglicher
inhibitorischer Einflu@ von Rab4A auf die GLUT4-Endozytose ausgeschlossen
werden. Desweiteren kann hier spekuliert werden, dall Rab4 zum einen in

Abwesenheit von Insulin an der intrazellularen Retention und Sequestrierung von
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GLUT4, zum anderen an der Verstarkung der Exozytoserate als Antwort auf das
Insulinsignal funktionell beteiligt ist.
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VII. Anhang

7.1 Verwendete Abkirzungen

AA

Akt

AS
ATP
BCA
BSA
COX
Cy3
DMEM-Medium
DMSO
DNA
DTE
DTT
ECL
E.coli
EDTA
EGFP
EGTA
ELISA
F-Actin
FCS
FITC
G-Actin
GAP
GDI
GEF
GLUT
GTP
GTPase
HEPES
HETE
19G

IP

IRS

IR
LB-Medium
LO
MOPS
NDGA
NEAA
NSF
oD

Sulfo-NHS-LC-Biotin

PAGE
PBS
PCR
PDK

Arachidonsaure

Proteinkinase B

Aminosaure

Adenosin-5° -Triphosphat

Bicinchoninat

Rinderserumalbumin

Cyclooxygenase

Indocarbocyanin

Dulbecco’s modifiziertes Eagle-Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinséure

Dithioerythritol

Dithiothreitol

Verstarkte Chemilumineszenz
Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

verstarkt grin-fluoreszierendes Protein
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N, N, N , N* -tetraacetat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Filamentdses Actin

Fotales Kalberserum (auch Rinderserum)
Fluoresceinisothiocyanat

Globulares Actin

GTPase aktivierendes Protein

GDP Dissoziationsinhibitor
Guaninnukleotid Austauschfaktor
Glucosetransporter

Guanosin-5* -triphosphat

Guanosin-5' -triphosphatase
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-N-2-ethansulfonséure
Hydroxyeicosatetraenoic acid
Immunglobulin G

Immunoprazipitation
Insulinrezeptorsubstrat

Insulinrezeptor

Luria-Bertani-Medium

Lipoxygenase
3-(N-Morpholin)propansulfonsaure
Nordihydroguaiaretic Acid
Nichtessentielle Aminosauren
N-Ethylmaleimid-Sensitives Fusionsprotein
Optische Dichte

Sulfosuccinimidyl 6-(biotinamido) hexanoat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
Polymerasekettenreaktion
Phospholipidabhéngige Kinase
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PH-Domaéane
Pl

PKB

PKC

PLA2

PMSF
PTB-Domaéane
PVDF

pY

RIPA

RT

SDS
SH2-Doméane
SNAP
SNARE

TBS

TEMED

Tris

Triton X-100
Tween 20

Pleckstrin homologe Doméane
Phosphatidylinositol

Proteinkinase B (= Akt)
Proteinkinase C

Phospholipase A2
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphotyrosinbindende Domane
Polyvinyldifluorid

Phosphotyrosin
Radioimmunoprazipitationsassay
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Src-homologe Domane
NSF-attached protein
SNAP-Rezeptor

Tris-gepufferte Kochsalzlésung

N, N, N* , N* -Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

115



Anhang

7.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Schema: Insulinsignaltransduktion und Glucoseaufnahme

Abb. 2: Insulinsignaltransduktion und Glucoseaufnahme: Zentrale Ziele

Abb. 3: Charakterisierung der Insulinwirkung auf die Glucoseaufnahme

kardialer H9c2-Myoblasten mit stabiler GLUT4-Expression
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Abb. 4: Charakterisierung der Glucosetransporterexpression

in kardialen Muskelzellen der Ratte
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Abb. 5: Identifizierung des Vektors pCMV

und Darstellung seines Reinheitsgrades
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Abb. 6: Charakterisierung der Transfektionseffizienz
an H9K6-Myoblasten
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Abb. 7: Nachweis der Uberexpression
von Rab-GTPasen in HOK6-Myoblasten
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Abb. 8: EinfluR von Rab4A auf die basale und insulinstimulierte

Glucoseaufnahme in H9K6-Myoblasten
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Abb. 9: Einflul3 von Rab4A auf die insulininduzierte
GLUT4-Umverteilung in HOK6-Myoblasten
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Abb. 10: Einflul3 von Cytochalasin D auf die Organisation
des F-Actinnetzwerkes in Kardiomyozyten
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Abb. 11: Einflul3 von Cytochalasin D auf die basale und
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insulinstimulierte Glucoseaufnahme in Kardiomyozyten
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