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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Der Typ 1 Diabetes

Der Diabetes mellitus ist eine durch chronische Hyperglykédmie charakterisierte Krankheit,
die durch eine gestorte Sekretion von Insulin und/oder durch eine verminderte Insulinwirkung
auf die Zielgewebe verursacht wird. Nach den neuen Diagnosekriterien der American
Diabetes Association (ADA), die auch durch die Deutsche Diabetes Gesellschaft (DDG)
bestatigt wurden, ist der Typ 1 Diabetes durch eine allmahliche Zerstérung der
insulinproduzierenden  Betazellen der Langerhans'schen Inseln des Pankreas
gekennzeichnet, wodurch ein Insulinmangel-Syndrom hervorgerufen wird. Man unterscheidet
dabei zwischen dem immun-mediierten Typ 1A Diabetes und dem idiopathischen (nicht
immun-mediierten) Typ 1B Diabetes (ADA, 1997; Scherbaum et al., 2001; Atkinson und
Eisenbarth, 2001). Beim Typ 1A Diabetes werden die insulinproduzierenden Betazellen des
endokrinen Pankreas von genetisch pradisponierten Personen in einem chronischen
Autoimmunprozess zerstort, der durch eine Infiltration der pankreatischen Inseln (Insulitis)
mit mononuklearen Zellen (CD8*- und CD4*-T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Makrophagen)
charakterisiert ist (Bach, 1994; Rabinovitch und Suarez-Pinzon, 1998). Die
Autoimmunantwort ist dabei gegen verschiedene Betazellproteine (Autoantigene) gerichtet.
Im Verlaufe dieses Prozesses kénnen ebenfalls Autoantikdrper gegen diese Betazellproteine
gebildet werden, die man heute als klinische Marker fur die Diagnose und Pradiktion eines

Typ 1 Diabetes nutzt.

Das gegenwartige Modell der immun-mediierten Entstehung des Typ 1A Diabetes besagt,
dass Thl-Lymphozyten, die vor allem die Zytokine Interleukin 2 (IL-2), Interferon-gamma
(IFN-g und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) sezernieren, fiir die pathogene
Autoimmunantwort  verantwortlich sind. Demgegeniber sind Th2-Lymphozyten, die
hauptsachlich die Zytokine IL-4 und IL-10 sezernieren, und Th3-Lymphozyten, die "Transfor-
ming growth factor betal" (TGFb;) sezernieren, mit einer protektiven Immunantwort
assoziiert (Rabinovitch und Suarez-Pinzon, 1998). Studien an Tiermodellen des Typ 1
Diabetes ("Non-obese-diabetic" (NOD)-Maus, "Biobreeding" (BB)-Ratte) haben gezeigt, dass
die Infiltration der Inseln (Insulitis) und die Entwicklung eines Diabetes mit einem Thl-
Zytokinprofil assoziiert waren (Rabinovitch, 1995, 1996; Katz et al., 1995; Heurtier und
Boitard, 1997). Die beobachteten protektiven Effekte von IL-4, IL-4-sezernierenden T-
Lymphozyten und IL-10 gegen die Entwicklung eines Diabetes im Tiermodell fuhrten zu der
Hypothese, dass Th2-Lymphozyten eine destruktive Insulitis vermutlich durch Unterdriickung

der IFN-gsezernierenden Thl-Lymphozyten verhindern kdnnen (Rapoport et al., 1993;
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Fowell und Mason, 1993; Pennline et al.,, 1994). Zusammenfassend wurde aus diesen
Studien das Konzept abgeleitet, dass Typ 1 Diabetes im Ergebnis einer Stérung der
Immunregulation entsteht, die zu einer Dominanz von Thl-Lymphozyten und ihren Zytokinen
gegeniiber Th2-Lymphozyten und ihren Zytokinen fihrt (Rabinovitch und Suarez-Pinzon,
1998).

1.2. Autoantigene beim Typ 1 Diabetes

Als wichtigste Targetproteine (Autoantigene) der Autoimmunreaktion beim Typ 1 Diabetes
werden heute das von den Betazellen produzierte und sezernierte Hormon Insulin, die 65
kD-Isoform des Enzyms Glutaminsaure-Decarboxylase (GAD65) und die Protein-Tyrosin-
phosphatase 1A-2 (ICA512) betrachtet. Neben diesen Haupt-Autoantigenen wurden
zahlreiche weitere Betazellproteine (z.B. ICA 69, Glima 38, Imogen 38, Sox-13, Hsp 65,
Carboxypeptidase H) beschrieben, gegen die ebenfalls eine humorale und/oder zellulare
Immunantwort gerichtet sein kann, was die komplexe Natur der Autoimmunprozesse bei der

Entwicklung eines Typ 1 Diabetes verdeutlicht.

Die drei wichtigsten Autoantigene des Typ 1 Diabetes sind vorrangig in Zellen mit
neuroendokrinem Ursprung exprimiert und mit dem Sekretionsapparat dieser Zellen
assoziiert, wahrend die meisten der anderen diabetes-assoziierten Autoantigene keine

derartige zell- und organellspezifische Lokalisation zeigen.

synaptic-like

Mikrovesikel
Sekretions-Granula (:k

GAD65

— —  Golgi-

— — Apparat
© © 0 00 0 0 ©0 0 00 0 0 0 0 0 o0 ER

Abb.1: Schematische Darstellung einer Pankreas-Betazelle mit der intrazelluléren Verteilung der
diabetes-assoziierten Autoantigene 1A-2, Insulin und GAD (nach Solimena, 1998)
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1.2.1. 1A-2
1.2.1.1. Proteinstruktur

Humanes IA-2 (GenBank-Nummer: NM_002846; NP_002837) ist ein aus 979 Aminosauren
bestehendes Transmembranprotein mit einer extrazytoplasmatischen Domé&ne (Aminosaure
1-575), einer Transmembrandoméne (AS 576-600) und einer intrazytoplasmatischen
Doméne (AS 601-979).

1 576 600 696 a9
(| (| | |
I PTP-Doméne
L1 1 | |
Signalpeptid extrazytoplasmatische Doméne Transmembrandoméne  intrazytoplasmatische Doméne

Abb. 2: Schematische Darstellung der Proteinstruktur des humanen 1A-2 (nach Hermel et al., 1999)

Die aminoterminal gelegene extrazytoplasmatische Doméne enthalt ein Signalpeptid (AS 1-
34), eine Cystein-reiche Region und zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen (Asparagin
506 und 524). In der carboxyterminalen intrazytoplasmatischen Doméne besitzt IA-2 eine als
PTP-Domane bezeichnete Region (AS 696-979), die etwa 30% Homologie zu
intrazytoplasmatischen Domé&nen von Proteinen aus der Familie der membranassozierten
Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) aufweist. Innerhalb dieser Proteinfamilie hat die
Leukocyte Antigen-related Tyrosinphosphatase LAR (Nam et al., 1999) mit 33% die grof3te
Homologie zu IA-2. Die intrazytoplasmatische Doméne von IA-2 weist aul3erdem eine
Homologie von 72% mit der intrazytoplasmatischen Doméne von IA-2b (Wasmeier und
Hutton, 1996; Lu et al.,, 1996) auf. IA-2 bildet zusammen mit IA-2b eine Proteinfamilie
innerhalb der PTP-Superfamilie (Cai et al., 2001). Die Sequenz der intrazytoplasmatische
Domane von IA-2 ist bei Saugetieren hoch konserviert: Die intrazytoplasmatischen Doméanen
von humanem, bovinem, murinem und Ratten IA-2 sind zu 97% identisch. Das aktive
Zentrum der PTP-Doméane von IA-2 (und 1A-2b) unterscheidet sich durch Substitution zweier
Aminoséuren von der Konsensus-Sequenz der aktiven Zentren aller anderen bekannten
membranassozierten Protein-Tyrosin-Phosphatasen (VHCSAGXGR S/T G). Die im IA-2
substituierten Aminosauren (Ala® ® Asp und Asp®’ ® Ala) sind fir die enzymatische
Aktivitat der PTPs notwendig, was erklart, warum es bisher nicht gelungen ist, eine

Phosphatase-Aktivitat von IA-2 mit bekannten PTP-Substraten nachzuweisen (Notkins et al.,
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1998). Die enzymatische Aktivitat von IA-2 kann rekonstituiert werden, wenn man diese
beiden Aminoséaure-Austausche durch in-vitro-Mutagenese riickgangig macht (Magistrelli et
al., 1996).

IA-2 NTF
1 _ g ]
» - -
IA-2 TMF
Lumen 3 -
2 - —— oder
% o > =
G~ G | \
Zytoplasma
IA-2 NTF
pra-pro- 1A-2 pro-1A-2 (110 kDa) pro-1A-2 (130 kDa)
G —™
G —
IA-2 TMF
(60-66 kDa)

Abb. 3: Schematische Darstellung der posttranslationalen Modifikationen des humanen IA-2 (nach
Hermel et al., 1999)

(1: Abspaltung des Signalpeptids, 2: Glykosylierung, 3: Spaltung in IA-2 NTF und |A-2 TMF)

IA-2 ist in vivo in mehreren Formen mit unterschiedlichem Molekulargewicht nachweisbar,
die wahrend der posttranslationalen Prozessierung des Proteins gebildet werden (Hermel et
al., 1999). Neu synthetisiertes IA-2 liegt nach Abspaltung der Signalsequenz zunachst als
Pro-Protein von 110 Kilodalton (kD) GroRe vor. Durch Glykosylierung der Asparaginreste
506 und 524 (und mdglicherweise Sulfurierung von Tyrosinresten) entsteht daraus ein 130
kD Pro-Protein, das anschlieBend durch Prohormon-Konvertasen, die in den insulin-

sekretorischen Granula lokalisiert sind, in ein N-terminales Fragment (IA-2 NTF) und in ein
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Transmembranfragment (IA-2 TMF) gespalten wird. In Western Blots von Ratten-Inselzell-
Lysaten wird hauptséchlich das 1A-2 TMF in Form von multiplen Banden im
Molekulargewichtsbereich von 60 bis 65 kD detektiert, die vermutlich unterschiedlich
phosphorylierte oder anders posttranslational modifizierte Formen des Proteins

reprasentieren (Roberts et al., 2001).

1.2.1.2. Genomische Struktur

Das humane IA-2 Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 2 (2g35) lokalisiert (Lan et
al.,, 1996). Es hat eine Lange von etwa 20 Kilobasen (kb) und besteht aus 23 Exons und 22
Introns. Exon 1 bis Exon 12 kodieren fiir das Signalpeptid und den extrazytoplasmatischen
Teil, Exon 13 kodiert fur die Transmembrandoméne und Exon 13 bis Exon 23 kodieren fir

den intrazytoplasmatischen Teil (Xie et al., 1998).

Die Promotor-Region des humanen IA-2 enthélt keine TATA- oder CAAT- Box. Stattdessen
befinden sich in der Nahe des Transkriptionsstarts zwei Spl Bindungsstellen, die fiir die
Initiation der Transkription in Genen ohne TATA-Box bendétigt werden (Boisclair et al., 1993).
Zusatzlich enthalt die Promotor-Region mdgliche Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren
wie GATA-1, AP-1, E2F und YY1 sowie eine Bindungsstelle fir das cCAMP response element
binding Protein CREB (Yamamoto et al., 1988; Seto et al., 1991; Merika und Orkin, 1993).

Die genomische Struktur des murinen 1A-2 wurde ebenfalls aufgeklart, wobei sich ein hoher
Grad an Ubereinstimmung mit dem humanen IA-2 zeigte: Das Maus-Gen fiir 1A-2, das sich
auf Chromosom 1 befindet, enthalt ebenfalls 23 Exons und eine Promotor-Region mit
mdglichen Bindungsstellen fur die gleichen Transkriptionsfaktoren wie beim humanen 1A-2
(Saeki et al., 2000).



Einleitung 6

1.2.1.3. Expression

IA-2 ist kein betazell-spezifisches Protein, sondern wird in einer Vielzahl von
neuroendokrinen Geweben exprimiert. Eine Expression von IA-2 wurde in peptidergen
Neuronen des zentralen Nervensystems, in der Hypophyse, in chromaffinen Zellen der
Nebenniere und in pankreatischen Inseln detektiert (Lan et al., 1994). In den
neuroendokrinen Zellen ist I1A-2 in den Membranen der sekretorischen Granula angereichert,
die fur die regulierte Sekretion von Neuropeptiden und Peptidhormonen verantwortlich sind
(Solimena et al., 1996; Dirkx et al., 1998). In den Betazellen des endokrinen Pankreas ist IA-
2 in den Membranen der insulinsekretorischen Granula lokalisiert. Dagegen ist es in den
synaptic-like Mikrovesikeln, der anderen Art von regulierten sekretorischen Vesikeln in
neuroendokrinen Zellen, nicht nachweisbar. 1A-2 ist wahrend der Embryonalentwicklung von
Ratten nur transient nachweisbar und seine Expression wird erst nach der Geburt in den
ersten zehn Lebenstagen parallel mit der Entwicklung einer regulierten stimulus-induzierten

Insulinsekretion in Betazellen hochreguliert (Roberts et al., 2001).

In neueren Studien konnte auRerdem gezeigt werden, dass IA-2 wie auch andere diabetes-
assoziierte Autoantigene (Insulin, GAD) von antigenprasentierenden Zellen im humanen
Thymus und in peripheren lymphoiden Organen wie Milz und Lymphgefaf3en in geringen
Mengen exprimiert wird (Pugliese et al., 1997, 2001; Sospedra et al., 1998). Im Gegensatz
zu den Betazellen des Pankreas, wo das vollstandige IA-2 exprimiert wird, wird die 1A-2
MRNA im Thymus und in der Milz alternativ gesplei3t (Diez et al., 2001). Den alternativ
gespleildten IA-2 Transkripten in Thymus und Milz fehlt Exon 13 (und teilweise auch Exon
14). Exon 13 kodiert neben der Transmembrandoméne auch den N-terminalen Teil der
intrazytoplasmatischen Doméane von IA-2, auf dem sich ein immundominantes B-Zell-Epitop
befindet. Das differentielle Spleil3en der 1A-2 mRNA in den Betazellen des Pankreas und in
lymphoiden Organen konnte daher einen moglichen Mechanismus bei der Entwicklung einer

Autoimmunreaktion gegen IA-2 darstellen.

1.2.1.4. Autoantikorper gegen IA-2

Im Jahre 1990 wurden in Seren von Patienten mit Typ 1 Diabetes durch Immunprazipitation
mit radioaktiv markiertem Betazell-Lysat Autoantikérper gegen ein Protein von 64 Kilodalton
(kD) Molekulargewicht nachgewiesen, das durch partiellem proteolytischem Verdau mit
Trypsin in zwei Fragmente von 37 kD und 40 kD aufgespalten werden konnte. (Christie et al.,
1990). Die molekulare Identitat dieser beiden Proteinfragmente konnte nach der Klonierung

von IA-2 und 1A-2b aufgeklart werden. 1A-2, auch als ICA 512 bezeichnet, wurde von zwei
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Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander kloniert: durch Screening einer Inselzell-cDNA
Expressionsbank mit Seren von Typ 1 Diabetikern (Rabin et al., 1992, 1994) sowie durch
Identifizierung betazellspezifischer Gene nach Subtraktion einer Glucagonoma cDNA Bank
von einer Insulinoma cDNA Bank (Lan et al., 1994). IA-2b, auch als Phogrin bekannt, wurde
durch Expressionsscreening einer Ratten-Insulinoma cDNA Bank (Wasmeier und Hutton,
1996) sowie durch Screening einer Maus-Insulinoma cDNA Bank nach neuen Protein-
Tyrosin-Phosphatasen (Lu et al., 1996) kloniert. Proteolytischer Verdau des rekombinanten
IA-2 und IA-2b mit Trypsin sowie kompetitive Inhibitionsstudien identifizierten IA-2 als
Préakursor-Molekil des 40 kD-Proteinfragments und 1A-2b als Préakursor-Molekil des 37 kD-
Proteinfragments (Payton et al., 1995; Lu et al., 1996).

Seit der Klonierung von IA-2 wurde eine Vielzahl von Studien durchgefiihrt, bei denen
rekombinantes radioaktiv markiertes IA-2 fir Radioimmunprazipitations- bzw. Radioliganden-
Assays eingesetzt wurde, um Autoantikbrper gegen IA-2 in Seren von Typ 1 Diabetikern und
deren Verwandten sowie in Seren von Risikopersonen nachzuweisen und den Wert dieser
Autoantikorper fur Diagnose und Pradiktion des Typ 1 Diabetes zu bestimmen. Diese
Studien haben bewiesen, dass Autoantikorper gegen IA-2 hoch spezifische und sensitive
serologische Marker fur den Typ 1 Diabetes darstellen. 1A-2-Autoantikorper (IA-2-A) wurden
in der Mehrzahl der Seren von Patienten mit neu diagnostiziertem Typ 1 Diabetes (50-70%)
detektiert, wahrend gesunde Kontrollpersonen weniger als 1% IA-2-A haben (Lan et al.,
1996; Verge et al.,, 1996; Morgenthaler et al., 1997). Eine erhthte Haufigkeit von 1A-2-A
findet man bei jungeren Patienten und bei Patienten mit dem HLA-DR4 Allel, das genetisch
fur eine schnellere und aggressivere Entwicklung eines Typ 1 Diabetes pradisponiert
(Genovese et al., 1996; Hawa et al., 1997; Gorus et al., 1997). Durch kombiniertes
Screening von Autoantikdrpern gegen IA-2 und Glutaminsdure-Decarboxylase (GAD) ist es
moglich, 98% der Patienten mit neu diagnostiziertem Typ 1 Diabetes zu identifizieren, womit
man die friher dbliche, aufwandigere Bestimmung der intrazytoplasmatischen Inselzell-
Antikorper (ICA) heute weitgehend durch die Bestimmung der IA-2-A und GAD-A ersetzen
kann (Verge et al., 1996; Wiest-Ladenburger et al., 1997). 1A-2-A haben ebenfalls pradiktive
Bedeutung, da sie ein erhohtes Risiko fur die schnelle Entwicklung eines Typ 1 Diabetes bei
pradiabetischen Kindern anzeigen (Verge et al.,, 1996; Seil3ler et al., 1996; Kulmala et al.,
1998).

Die Autoantikdrper in Seren von Patienten mit Typ 1 Diabetes sind nur gegen die
intrazytoplasmatische Doméne von 1A-2 gerichtet (Zhang et al., 1997). In mehreren Studien

wurden Konformationsepitope im N-terminalen, mittleren und C-terminalen Teil der
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intrazytoplasmatischen Domane charakterisiert (Lampasona et al., 1996; Zhang et al., 1997,

Seil3ler et al., 2000), wahrend lineare B-Zell-Epitope nicht definiert werden konnten.

In einer Screening-Studie mit Risikopersonen, die spater einen Typ 1 Diabetes entwickelten,
wurde gezeigt, dass wahrend der praklinischen Phase nacheinander zusatzliche Epitope auf
verschiedenen Domanen von IA-2 erkannt werden ("intramolecular epitop spreading")
(Kawasaki et al., 1998).

|604 |676| 699 I874 S|931 S|379

Signalpeptid extrazytoplasmatische Doméne Transmembran- intrazytoplasmatische Doméne
doméne

Abb. 4: Immundominante B-Zell-Epitope des humanen IA-2 (nach Seil3ler et al., 2000)
IA-2-Autoantikorper sind gegen Konformationsepitope im N-terminalen (AS 604-699, mittleren
(AS 699-874) und C-terminalen (AS 931-979) Teil der intrazytoplasmatischen Domé&ne von
IA-2 gerichtet.

Bei 35-50% der Patienten mit Typ 1 Diabetes sind ebenfalls Antikbrper gegen das mit 1A-2
verwandte Protein IA-2b (Phogrin) nachweisbar (Lu et al., 1996). Durch Blockierungsstudien
konnte gezeigt werden, dass die humorale Immunantwort gegen IA-2b fast ausschliellich
durch  kreuzreaktive  Antikorper verursacht wird, die Konformationsepitpe im
carboxyterminalen Teil der intrazytoplasmatischen Doméanen von IA-2 und IA-2b erkennen
(Hatfield et al., 1997).

Das Auftreten von Autoantikbrpern gegen 1A-2 hat wahrscheinlich keine direkte
pathologische Bedeutung, sondern reflektiert die Zerstérung der pankreatischen Betazellen
im Verlaufe der Entstehung eines Typ 1 Diabetes, wodurch die intrazytoplasmatische

Doméane von IA-2 erst fir eine Autoimmunantwort zuganglich wird.
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1.2.1.5. T-Zellreaktivitat gegen 1A -2

Waéhrend Autoantikdrper gegen IA-2 durch viele Studien gut charakterisiert sind, ist Uber die
zellulare Immunantwort gegen IA-2 zur Zeit noch nicht viel bekannt. Da die T-Zellen, die die
Inseln des Pankreas wahrend der Entstehung eines Typ 1 Diabetes infiltrieren, beim
Menschen nicht zugénglich sind, wurde in einer Reihe von Studien untersucht, ob T-Zellen
aus peripherem Blut (PBMCs) gegen rekombinantes IA-2 bzw. synthetische 1A-2-Peptide
proliferieren kdnnen. Dabei wurde die Prasenz von IA-2-reaktiven T-Zellen im peripheren
Blut demonstriert, die sowohl gegen das vollstandige IA-2 (Dotta et al., 1999) als auch gegen
den intrazytoplasmatischen Teil von 1A-2 (Ellis et al., 1998) eine Immunantwort zeigten. Die
Haufigkeit und der Stimulationsindex der PBMC-Proliferation gegen IA-2 sind bei Patienten
mit neu diagnostiziertem Typ 1 Diabetes und bei Personen mit hohem Risiko fur die
Entwicklung eines Typ 1 Diabetes signifikant groRer als bei gesunden Kontrollpersonen
(Durinovic-Bello et al., 1996; Ellis et al., 1998). Die IA-2-stimulierte Proliferation von T-Zellen
aus dem peripheren Blut und das Auftreten von Autoantikdrpern gegen IA-2 sind nicht

miteinander assoziiert (Ellis et al., 1998).

Durch Generierung von T-Zell-Linien nach Stimulation von PBMCs aus Patienten mit Typ 1
Diabetes mit rekombinantem 1A-2 und Testen der Reaktivitat dieser Zell-Linien gegen
synthetische 1A-2 Peptide konnten zwei potentielle T-Zell-Epitope von IA-2 identifiziert
werden (Hawkes et al., 2000). Diese beiden Epitope repréasentieren die Aminosauren 751-
770 sowie 831-850 von IA-2, die beide in der mittleren Domane der intrazytoplasmatischen
Region von humanem A-2 liegen, in der sich ebenfalls ein B-Zell-Konformationsepitop
befindet. Eine T-Zell-Antwort gegen IA-2 wurde ebenfalls in der Non-Obese-Diabetes-Maus
(NOD-Maus), einem Tiermodell des humanen Typ 1 Diabetes, detektiert (Trembleau et al.,
2000). IA-2 spezifische CD4%-Zellen sind nach Injektion von rekombinantem IA-2 in
mesenteralen und pankreatischen Lymphgefal3en sowie in der Milz von drei Wochen alten

NOD-Méausen nachweisbar.

Aus den bisher vorliegenden Studien lasst sich schlussfolgern, dass die spezifische T-Zell-
Antwort gegen IA-2 ein frihes Ereignis bei der Entwicklung eines Typ 1 Diabetes sowohl

beim Menschen als auch bei der NOD-Maus darstellt.
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1.2.2. Insulin

Insulin, eines der Haupt-Hormone des endokrinen Pankreas, wird nur in den Betazellen des
Pankreas und (in sehr geringem Umfang) im Thymus exprimiert. Die genomische DNA der
meisten Wirbeltier-Spezies enthélt ein Insulin-Gen, das beim Menschen auf dem
Chromosom 11 lokalisiert ist (Owerbach et al., 1980; Steiner et al., 1985). Ratte und Maus
besitzen dagegen zwei Insulin-Gene (Insulin | und II), die Gber 90% Homologie aufweisen
und etwa gleich stark exprimiert werden (Soares et al., 1985; Wentworth et al., 1986). Insulin
wird als ein Prépro-Hormon synthetisiert, aus dem zunachst durch Abspaltung der
Signalsequenz im endoplasmatischen Retikulum das Pro-Insulin und danach durch
Abspaltung des C-Peptids in den Sekretionsgranula das Insulin entsteht. Nach der
posttranslationalen Prozessierung besteht Insulin aus zwei Peptidketten, der AKette mit 21
Aminosauren und der B-Kette mit 30 Aminosauren, die durch zwei Disulfidbriicken kovalent
miteinander verbunden sind. In der AKette enthalt Insulin eine dritte Disulfidbriicke, die zur
Stabilisierung der Proteinstruktur beitragt. Insulin wird als Zink-Komplex in den Insulin-
Sekretionsgranula der Betazellen gespeichert und nach Stimulation (z.B. durch Erhéhung

der Glucosekonzentration) durch regulierte Exozytose sezerniert (Loffler und Petrides, 1998).

Autoantikérper gegen Insulin (IAA) kénnen mit Radioliganden-Assays, die *Jod-markiertes
Insulin verwenden, in 40-80% der Seren von Kindern mit neu diagnostiziertem Typ 1
Diabetes nachgewiesen werden (Verge et al., 1998). Der IAA-Titer ist invers korreliert mit
dem Alter der Patienten (Vardi et al., 1988). IAA gehoéren zu den ersten Autoantikdrpern, die
wahrend der Entwicklung eines Typ 1 Diabetes nachweisbar sind und besitzen damit auch
einen pradiktiven Wert (Yu et al., 2000). In der NOD-Maus, einem Tiermodell des Typ 1
Diabetes, sind IAA ebenfalls sehr frih (im Alter von 8 Wochen) nachweisbar und mit der

schnellen Entwicklung eines Diabetes korreliert (Yu et al., 2000).

Eine T-Zellantwort gegen Insulin wurde sowohl bei Patienten mit Typ 1 Diabetes und
Personen mit hohem Risiko fur einen Typ 1 Diabetes (Durinovic-Belld, 1996) als auch bei der
NOD-Maus nachgewiesen (Wegmann et al., 1994). Die bisher identifizierten Epitope, die von
diabetogenen CD4" - und CD8" -T-Zellklonen der NOD-Maus erkannt werden, liegen in
derselben Region des Insulin-Molekils: Aminosaure 9-23 der Insulin B-Kette bei CD4" - T-
Zellen (Daniel et al., 1995) bzw. Aminosaure 15-23 der Insulin B-Kette bei CD8" - T-Zellen
(Wong et al., 1999).
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1.2.3. Glutaminsaure-Decarboxylase (GAD)

Das Enzym Glutaminsdure-Decarboxylase (GAD) ist im zentralen und peripheren
Nervensystem, im Ovar, den Hoden sowie in den Betazellen des Pankreas exprimiert. Es
existieren zwei Isoformen mit unterschiedlichem Molekulargewicht (GAD65 und GADG67), die
von zwei unterschiedlichen Genen kodiert werden und in ihrer Aminosauresequenz 65%
Homologie aufweisen (Bu et al., 1992). Beide Isoformen enthalten eine Bindungsstelle fir
Pyridoxalphosphat (PLP), den fir die enzymatische Aktivitat bendtigten Kofaktor (Ellis und
Atkinson, 1996). GAD Kkatalysiert die Synthese des inhibitorischen Neurotransmitters g
Aminobuttersdure (GABA) aus Glutaminsdure. Die biologische Funktion von GAD im
Pankreas ist noch unklar. Es wird angenommen, dass GABA eine Rolle als parakrines
Signalmolekil in den Inseln des Pankreas spielen kénnte, da sowohl in Alpha- als auch in
Deltazellen der Inseln GABA-Rezeptoren nachgewiesen wurden (Michalik und Erecinska,
1992). Die in humanen Inseln dominierende Isoform GADG5 ist in Betazellen hauptsachlich
in der Membran der synaptic-like Mikrovesikel (SLMV) lokalisiert, wahrend GADG67 vor allem

im Zytoplasma nachweisbar ist (Bu et al., 1992).

Homologie mit
Membrananker- P2-C Protein des PLP-
Region Coxsackie B Virus Bindungsstelle
127 247 2719 393-3% 585

| |
Haupt-Konformationsepitope

Abb. 5: Schematische Darstellung der Proteinstruktur des humanen GADG65 (nach Leslie et al., 1999)

Die Isoform GAD65 wurde als Targetmolekil von Autoantikdrpern aus dem Serum von
Kindern mit neu diagnostiziertem Typ 1 Diabetes identifiziert, die ein Inselzellprotein von 64
Kilodalton (kD) Molekulargewicht immunprazipitieren konnten (Baekkeskov et al., 1982;
1990). Autoantikdrper gegen GAD65 kdnnen im Serum von 50-80% der Patienten mit neu
diagnostiziertem Typ 1 Diabetes, aber weniger als 2% der gesunden Kontrollpersonen,
nachgewiesen werden (Velloso et al., 1993). Anders als Autoantikdrper gegen Insulin oder
IA-2 finden sich Autoantikbrper gegen GAD héufig auch noch Jahre nach der Diagnose eines
Typ 1 Diabetes im Serum der Patienten (Atkinson et al., 1993). Autoantikbrper gegen GAD
wurden ebenfalls in Seren von Patienten mit latentem autoimmunem Diabetes Dbei

Erwachsenen (LADA) nachgewiesen, die friiher Kklinisch als Typ 2 Diabetiker charakterisiert
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wurden (Seiller et al., 1998). GADG65 ist auBerdem das Targetprotein fir Autoantikdrper in
einer weiteren Autoimmunerkrankung, dem Stiff-Man-Syndrom (Butler et al., 1993). Die
Autoantikorper in Seren von Typ 1 Diabetes Patienten reagieren vor allem mit Kon-
formationsepitopen in der mittleren (AS 245-449) und in der carboxyterminalen (AS 450-585)
Region von GADG65 (Richter et al., 1993). Zuséatzlich zu Autoantikbrpern gegen GADG65 findet
man bei 10-20% der Patienten mit neu diagnostiziertem Typ 1 Diabetes ebenfalls
Autoantikorper gegen GAD67. GADG67 stellt aber wahrscheinlich kein unabhangiges Target-
Autoantigen dar, sondern wird von kreuzreaktiven GADG65-Autoantikbrpern erkannt
(Hagopian et al., 1993; Velloso et al., 1993).

Die zellulare Immunantwort gegen GAD ist weniger gut charakterisiert als die humorale
Immunantwort. T-Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) von Typ 1 Diabetikern und
Personen mit hohem Risiko fur einen Typ 1 Diabetes konnen mit GAD und GAD-Peptiden
proliferieren (Atkinson et al., 1992), wobei die zellulare und die humorale Immunantwort
invers korreliert sind (Harrison et al., 1993). GAD65 enthalt ein Sequenzmotiv (AS 247-279)
mit hoher Sequenzhomologie zum P2-C Protein des Coxsackie B Virus. PBMCs von
Patienten mit Typ 1 Diabetes, die mit dem GAD-Peptid aus den Aminosauren 247-279
reagieren, proliferieren ebenfalls bei Stimulation mit dem homologen viralen Peptid (Atkinson
et al., 1994). Dies filhrte zu der Hypothese, dass die Autoimmunreaktion gegen GAD auch
durch eine vorherige Immunantwort gegen das Coxsackie-Virusprotein induziert werden

konnte ("molecular mimicry"”).

1.2.4. Andere diabetes-assoziierte Autoantigene

Neben den drei Haupt-Autoantigenen des Typ 1 Diabetes wurden mehrere andere
Betazellproteine ebenfalls als mdgliche Targets der humoralen und/oder zellularen
Autoimmunantwort beim Typ 1 Diabetes beschrieben. Sie sind aber weniger gut
charakterisiert als 1A-2, Insulin und GAD. Autoantikdrper gegen diese zuséatzlichen
Autoantigene weisen nach heutigem Kenntnisstand eine deutlich niedrigere Sensitivitat und
Spezifitdt auf als Autoantikorper gegen die drei Haupt-Autoantigene und spielen daher fir

Diagnostik und Préadiktion des Typ 1 Diabetes derzeit keine Rolle.
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Autoantigen

Charakterisierung des Autoantigens

Carboxy-
peptidase H

Enzym in den insulinsezernierenden Granula der Betazellen
Identifizierung durch Screening einer Inselzell-Expressionsbank mit
Seren von Typ 1 Diabetikern (Castano et al., 1991)

keine erhohte Haufigkeit der Antikorper bei Typ 1 Diabetikern im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen im Radioligandassay
(Bonifacio et al., 1995)

Glima 38

N-glykosyliertes neuroendokrines Membranprotein

Sequenz bisher unbekannt

Antikorper gegen Glima 38 bei 20% der Typ 1 Diabetiker durch
Immunprazipitation detektiert (Aanstoot et al., 1996; Roll et al., 2000)

Heatshock-
protein 65
(Hsp 65)

ubiquitar exprimiertes Stressprotein mit Sequenzhomologie zu GAD65
Antikdrper gegen Hsp 65 bei 16% der Typ 1 Diabetiker (mit niedrigem
Titer) und bei 20% der Patienten mit rheumatoider Arthritis durch
ELISA detektiert (Tun et al., 1994; Ozawa et al., 1996)

ICA 69

neuroendokrines zytoplasmatisches Protein mit Sequenzhomologie zu
bovinem Serumalbumin

Antikorper gegen ICA 69 bei 20-30% der Typ 1 Diabetiker und bei 30%
der Patienten mit rheumatoider Arthritis durch Western Blotting
detektiert (Pietropaolo et al., 1993; Martin et al., 1995)

zellulare Immunantwort gegen ICA 69 bei Patienten mit neu

diagnostiziertem Typ 1 Diabetes (Roep et al., 1996)

Imogen 38

ubiquitér exprimiertes mitochondriales Protein
Identifizierung durch Screening einer Antigen-Epitop-Bank mit einem
humanen T-Zellklon eines Typ 1 Diabetikers (Arden et al., 1996)

Sox-13

Transkriptionsfaktor, ubiquitéar exprimiertes zytoplasmatisches Protein
Identifizierung durch Screening einer Inselzell-Expressionsbank mit
Seren von Typ 1 Diabetikern (Rabin et al., 1992)

Antikdrper gegen Sox-13 bei je 11% der Typ 1 Diabetiker und der
Patienten mit Sklerodermie durch Radioligandassay detektiert
(Steinbrenner et al., 2000)

Tab.1: Andere diabetes-assoziierte Autoantigene
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1.3. Die Rolle von proinflammatorischen Zytokinen bei der Pathogenese
eines Typ 1 Diabetes

Wahrend des autoimmunen Prozesses, der zur Zerstorung der Betazellen des endokrinen
Pankreas fuhrt, werden von aktivierten Makrophagen und T-Zellen eine Vielzahl von
Zytokinen sezerniert. Eine destruktive Insulitis und nachfolgende Entwicklung eines Typ 1
Diabetes ist mit der Produktion und Sekretion von Thl-spezifischen Zytokinen (IL-2, IL-12,
IFN-g und TNF-b) sowie proinflammatorischen Zytokinen (IL-1b, TNF-a und IFN-g) assoziiert,
Proinflammatorische Zytokine, deren Présenz in infiltrierten Inseln von NOD-Mausen auf
RNA- und Proteinebene nachgewiesen wurde (Held et al., 1990; Rabinovitch et al., 1996),
haben in vitro zytostatische und zytotoxische Effekte auf humane und murine Betazellen, die
durch Kombinationen der Zytokine potenziert werden (Mandrup-Poulsen, 1996; Rabinovitch
et al.,, 1998). Eine mogliche Beteiligung dieser Zytokine an der Pathogenese des Typ 1
Diabetes wurde erstmals durch den Nachweis von strukturellen und funktionellen Schéden,
die Zytokin-Praparationen aus Zelliberstdnden von aktivierten Makrophagen in vitro an
murinen Inseln verursachten, demonstriert (Mandrup-Poulsen et al., 1985). Studien mit NOD-
Mausen haben ebenfalls Hinweise darauf ergeben, dass die proinflammatorischen Zytokine
in vivo an der Entwicklung eines Typ 1 Diabetes beteiligt sind.

1.3.1. Interleukin-1 beta (IL-1b)

Humanes IL-1b ist ein aus 153 Aminosauren bestehendes Protein von 17,3 kD
Molekulargewicht, das durch Abspaltung eines N-terminalen Fragments (116 Aminoséuren)
aus seinem Prakursor-Protein gebildet wird (Auron et al., 1984). Es wird vor allem von
aktivierten Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen produziert. Zusatzlich zum
I6slichen IL-1b exprimieren diese Zellen auch eine membranassoziierte Form des Proteins
mit einem Molekulargewicht von 23 kD (Kurt-Jones et al., 1985). Humanes IL-1b und das in
der vorliegenden Arbeit fur Stimulationsversuche verwendete, ebenfalls 17,3 kD schwere

rekombinante Ratten-IL-1b sind in ihrer Aminosauresequenz zu 77,1% homolog.

IL-1b ist an der Aktivierung von T-Lymphozyten beteiligt, indem es die Synthese des fir die
Entwicklung eines Th1l-Ph&notyps charakteristischen Zytokins IL-2 induziert (Gillis und Mizel,
1981). IL-1b hat in vitro allein und in Kombination mit TNF-a und/oder IFN-g direkte
inhibitorische und zytotoxische Effekte auf Betazellen: Es inhibiert die Glucoseoxidation
sowie die Glucose-induzierte Insulinsekretion (Mandrup-Poulsen et al., 1986), induziert DNA-
Schaden (Delaney et al., 1993), reduziert den intrazellularen cAMP-Gehalt (Sjoholm, 1992)

und verandert das Expressionsprofil einer Reihe von Betazellproteinen (Andersen et al.,
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1995). Der hauptsachliche Mediator fur die durch IL-1b induzierten Funktionsstérungen der
Betazellen scheint Stickstoffmonoxid (NO) zu sein, dessen Produktion IL-1b durch Induktion
des Enzyms induzierbare NO-Synthase (iINOS) stimuliert (Southern et al., 1990). Neben der
iNOS-Induktion in Betazellen kann IL-1b auch die Freisetzung von NO aus Makrophagen

stimulieren.

Im Vergleich zu den durch zahlreiche Studien gut charakterisierten in vitro-Effekten von IL-1b
auf Betazellen gibt es bisher nur wenige Arbeiten, die die Beteiligung von IL-1b an der
Pathogenese eines Typ 1 Diabetes in vivo untersuchen: Die Behandlung von NOD-M&ausen
mit dem iNOS-Inhibitor Aminoguanidin verzégerte die Entstehung eines Typ 1 Diabetes,
konnte aber die Krankheit nicht verhindern (Corbett et al., 1993). Transgene iNOS-defiziente
NOD-Mause entwickeln ebenfalls noch einen Typ 1 Diabetes. Eine transiente Expression
des Gens fur den IL-1 Rezeptor-Antagonist (IRAP) in Inseln von pradiabetischen NOD-
Mausen konnte die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes ebenfalls nicht verhindern (Saldeen et
al., 2000). Dagegen verhinderte die Behandlung mit einem IL-1b-Antikdrper die Entwicklung
eines Cyclophosphamid-induzierten Typ 1 Diabetes in NOD-Mausen (Cailleau et al., 1997).

1.3.2. Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)

Humanes TNF-a ist ein nichtglykosyliertes, aus 157 Aminosduren bestehendes Protein mit
einem Molekulargewicht von 17,3 kD, das durch Abspaltung einer Signalsequenz von 76
Aminoséauren aus seinem Prakursor-Protein entsteht (Pennica et al., 1984). Es wird von Thl-
Lymphocyten, Makrophagen, NK-, Mast- sowie Endothelzellen gebildet. Humanes TNF-a
und das in der vorliegenden Arbeit fur Stimulationsversuche verwendete, 17,2 kD schwere

rekombinante Ratten-TNF-a sind in ihrer Aminosauresequenz zu 77,7% homolog.

TNF-a wurde nach seiner Fahigkeit benannt, in Tumoren in vivo Nekrose auszulésen und
hat in vitro zytostatische und zytotoxische Effekte auf Tumorzellen (Carswell et al., 1975).
Daneben wurden eine Reihe von Wirkungen auf seine Zielzellen beschrieben, die auch bei
der Pathogenese eines Typ 1 Diabetes von Bedeutung sein kdnnten: Es reguliert auf
Endothelzellen die Expression von Adhasionsmolekilen wie z.B. E-Selectin, ICAM1 und
VCAML1 hoch (Campbell et al., 1989), induziert die Expression von MHC Klasse | und II
Molekilen auf Inselzellen (Campbell et al., 1988) und aktiviert antigenprasentierende Zellen
(APCs) und T-Zellen. TNF-a hemmt die Glucose-stimulierte Insulinsekretion von Betazellen

(Campbell et al., 1988), kann in Betazellen Apoptose induzieren (Stephens et al., 1999) und
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verstarkt in Kombination mit IL-1b oder IFN-g die durch Stickstoffmonoxid vermittelte

Betazellschadigung (Cetkovic-Crvlje und Eizirik, 1994).

Studien zur transgenen Uberexpression von TNF-a sowie subkutane Injektionen von
rekombinantem TNF-a in NOD-M&usen zeigten, dass der Zeitpunkt der Expression bzw.
Injektion von TNF-a entscheidend daflr ist, ob die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes
beschleunigt oder verhindert wird. Transgene Uberexpression von TNF-a in Betazellen von
neonatalen NOD-Mausen hatte die schnelle Entwicklung eines Typ 1 Diabetes bei allen
Tieren zur Folge, was vermutlich durch eine verstarkte Présentation von Betazellantigenen
durch APCs verursacht wurde (Green et al., 1998). Im Gegensatz dazu wurde bei transgener
Uberexpression von TNF-a in Betazellen von adulten NOD-Mé&usen zwar eine schnelle
Infiltration der Inseln mit Makrophagen und T-Zellen, aber kein Verlust der Betazellen und
kein Typ 1 Diabetes beobachtet (Grewal et al., 1996). Ahnliche Ergebnisse wurden bei
Injektion von rekombinantem TNF-a erhalten, die bei bis zu vier Wochen alten NOD-Mausen
die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes beschleunigte, wéhrend bei NOD-Mausen, die zum
Zeitpunkt der Injektionen alter als vier Wochen waren, die Diabetesentwicklung verhindert
wurde (Yang et al.,, 1994). NOD-Mause, in denen der Rezeptor fir TNF-a gentechnisch
ausgeschaltet wurde, entwickelten ebenfalls zwar eine Insulitis, aber keinen Diabetes (Kagi
etal., 1999).

1.3.3. Interferon-gamma (IFN-g)

Humanes IFN-g besteht aus 146 Aminosauren und liegt in zwei gleichermal3en biologisch
aktiven Formen mit unterschiedlichem Molekulargewicht (20 kD und 25 kD) vor, die durch
eine unterschiedliche posttranslationale Glykosylierung des primaren 17,1 kD-Proteins
gebildet werden (Rinderknecht et al., 1984). Es wird von ThO-, Thl-, NK- und CTL-
Lymphozyten produziert. Seine Produktion wird durch andere Zytokine wie z.B. TNF-a, IL-12
und IL-18, die von aktivierten Makrophagen sezerniert werden, stimuliert. Humanes IFN-g
und das in der vorliegenden Arbeit fur Stimulationsversuche verwendete, 15,9 kD schwere

rekombinante Ratten-IFN-gsind in ihrer Aminoséuresequenz zu 39,0% homolog.

IFN-g wurde ursprunglich durch seine antivirale und Anti-Tumor-Wirkung charakterisiert, hat
aber daneben vielfaltige immunmodulatorische Funktionen, die auch seine Beteiligung an
der Pathogenese des Typ 1 Diabetes nahe legen: Es erhoht die Expression von MHC Klasse
I und lI-Molekilen in Zellen des Immunsystems und Inselzellen (Campbell et al., 1988) und

ist an der Entwicklung des fir die destruktive Insulitis typischen Thl-Phéanotyps beteiligt,
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wahrend es eine antagonistische Wirkung auf die IL-4- und IL-10-produzierenden Th2-Zellen
hat. Durch in vitro Experimente konnte demonstriert werden, dass IFN-g allein oder in
Kombination mit TNF-a und IL-1b auch direkte zytotoxische Effekte auf pankreatische
Betazellen hat. Es hemmt die Glucose-induzierte Insulinsekretion in primaren murinen Inseln
(Campbell et al., 1988) und kann in Ratten-Inseln Zelltod durch Nekrose und Apoptose
induzieren (Saldeen, 2000).

Wenn IFN-g unter Kontrolle des Insulin-Promotors transgen in Betazellen exprimiert wird,
entwickeln Mause einen Typ 1 Diabetes, der durch verstarkte Expression von MHC- und
kostimulierenden Molekllen sowie Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen, aber nicht durch
direkte zytotoxische Wirkungen des IFN-g auf die Betazellen verursacht wird (Sarvetnick et
al., 1990). Die Behandlung von NOD-Mausen mit monoklonalen Antikdrpern gegen IFN-g
oder l6slichem IFN-gRezeptor, um das IFN-g zu neutralisieren, verringerte sowohl Insulitis-
als auch Diabetesinzidenz im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (Debray-Sachs
et al., 1991; Nicoletti et al., 1996). Bei transgenen, IFN-g-Rezeptor-defizienten NOD-Mausen
war ebenfalls eine stark verminderte Insulitis und eine vollige Verhinderung der
Diabetesentwicklung zu beobachten (Wang et al., 1997), wahrend im Gegensatz dazu bei
transgenen, IFN-gdefizienten NOD-Mausen die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes nur

verzdgert und verringert war (Hultgren et al., 1996).
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2. Fragestellung

Die Protein-Tyrosin-phosphatase 1A-2 wurde 1994 als ein Haupt-Autoantigen beim Typ 1
Diabetes beschrieben (Lan et al., 1994; Rabin et al., 1994). Wahrend seitdem in einer
Vielzahl von Studien die Immunantwort gegen IA-2 im Verlauf der Pathogenese eines Typ 1
Diabetes charakterisiert wurde, ist die biologische Rolle von IA-2 in der Funktion der
Betazellen des endokrinen Pankreas sowie die Regulation der Expression von IA-2 immer
noch weitgehend unbekannt. Die fast ausschlielliche Lokalisation von IA-2 in den
Membranen von sekretorischen Granula verschiedener neuroendokriner Zellen hat schon
friihzeitig zu der Hypothese geflihrt, dass IA-2 in die Reifung und/oder den Transport der
Sekretionsgranula bzw. die regulierte Sekretion der in den Granula gespeicherten Peptide
involviert sein kdnnte. Diese Hypothese wird durch zwei neuere Studien unterstitzt, in denen
gezeigt werden konnte, dass IA-2 die Insulin-Sekretionsgranula durch Bindung seiner
intrazytoplasmatischen Doméane an das Adapterprotein b2-Syntrophin mit dem Aktin-
Zytoskelett der Betazellen verbindet (Ort et al., 2000) und dass die Expression von IA-2 in
Betazellen von neugeborenen Ratten in den ersten Lebenstagen parallel mit der Entwicklung

einer Glucose-stimulierten Insulinsekretion hochreguliert wird (Roberts et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung von metabolischen und hormonellen Faktoren,
die die Proliferation von Betazellen und die Sekretion von Insulin beeinflussen, sowie von
inflammatorischen Faktoren (Zytokinen), die im Rahmen der Autoimmunreaktion durch lokale
in die Langerhans'schen Inseln des Pankreas infiltrierende Makrophagen und Lymphozyten
sezerniert werden, auf die Genexpression von IA-2 untersucht werden. Ziel war es, die
Faktoren zu identifizieren, die die Expression von IA-2 in Betazellen des endokrinen
Pankreas modulieren und somit an der Induktion einer Autoimmunantwort beteiligt sein
konnten. Parallel dazu wurde der Einfluss der verwendeten Stimulantien auf die
Genexpression und die Sekretion von Insulin untersucht und mit den Daten zur Regulation
der 1A-2 Expression verglichen. Die Untersuchungen wurden an der partiell Glucose-
sensitiven Ratten-Insulinoma Zell-Linie INS-1, die ein gutes Modell fir Studien der Betazell-
Funktion darstellt, und an priméren Langerhans'schen Inselzellen der Ratte durchgefiihrt. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten zwei neuartige PCR-Techniken (kompetitive RT-PCR und
LightCycler RT-PCR) etabliert werden, um Veranderungen in der Genexpression von IA-2
und Insulin mdglichst sensitiv und zuverlassig zu detektieren.

Die vorliegende Arbeit soll zu einem besseren Verstandnis der Rolle von I[A-2 im
Metabolismus der Betazellen, vor allem bei der Regulation der stimulus-induzierten
Sekretion von Insulin, sowie bei der Destruktion der Betazellen wahrend der Pathogenese

eines Typ 1 Diabetes beitragen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Betazell-Linie und Versuchstiere

3.1.1.1. Betazell-Linie

Als Modell fur die Stimulationsexperimente wurde die INS-1 Ratten-Insulinoma Zell-Linie
verwendet, die an der Division de Biochimie Clinique (Genf, Schweiz) aus einem
transplantierten, Rontgenstrahlen-induzierten Tumor entwickelt wurde (Asfari et al., 1992)
und unserer Arbeitsgruppe von Dr. C.B. Wollheim zur Verfligung gestellt wurde. Die Zellen

wurden zwischen Passage 90 und 100 verwendet.

Bei der INS-1 Zell-Linie handelt es sich um eine stabile, hoch differenzierte Betazell-Linie,
die partiell sensitiv fiir Glucose und andere Stimulantien der Insulinsekretion ist, und &hnliche
morphologische Charakteristika zeigt wie native Betazellen. Sie stellt daher ein gutes Modell
dar, um in vitro verschiedene Aspekte der Funktion von Betazellen zu untersuchen.

3.1.1.2. Versuchstiere

Es wurden weibliche, 5-7 Tage alte Wistar-Ratten verwendet, die von der
Tierversuchsanstalt der Universitdt Dusseldorf bezogen wurden. Die Ratten wurden vor
Entnahme des Pankreas eine Nacht niichtern gehalten und durch eine Uberdosis Nembutal

getotet.
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3.1.2. Reagenzien

Substanz: Lieferant:

Agar-Agar Roth (Karlsruhe)

Agarose Life Technologies (Karlsruhe)

Ampicillin Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)

Anti-Digoxygenin-Antikdrper (konjugiert mit alkalischer
Phosphatase)
ATP: Adenosin-5'-triphosphat
Blockierungsreagenz
Bromphenolblau
BSA: bovines Serumalbumin
Chloroform
CSPD: Disodium 3-(4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2'-
[5'-chloro]tricyclo[3.3.1.1*"]decan}-4-yl)phenylphosphat
DNA-Molekulargewichtsmarker
100bp DNA Ladder
1kb DNA Ladder
DEPC: Diethylpyrocarbonat
DIG Easy Hyb Granules
Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat
DMSO: Dimethylsulfoxid
DTT: Dithiothreitol
EDTA: Dinatriumetylendiamintetraacetat-dihydrat
Enzyme:
Alkalische Phosphatase
DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment)
Expand Reverse Transkriptase
Restriktionsenzyme: Apa |, Ava |, EcoR I, Hinc I,
Hind Ill, Not |, Pst I, Spe |, Xba |
Superscript Reverse Transkriptase
T4 DNA-Ligase
T4 Polynukleotid-Kinase
Essigsaure (100%)
Ethanol
Ethidiumbromid
Ficoll PM 400
FKS: fotales Kélberserum
Formaldehyd (37%)
Formamid (deionisiert)

Forskolin

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Merck (Darmstadt)

Promega (Mannheim)

Sigma (Taufkirchen)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)

Promega (Mannheim)

Promega (Mannheim)

Sigma (Taufkirchen)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Life Technologies (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Promega (Mannheim)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Promega (Mannheim)

Promega (Mannheim)

Life Technologies (Karlsruhe)

Promega (Mannheim)

Promega (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Seromed (Berlin)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)



Material und Methoden

21

Gel loading solution

GLP-1: Glucagon-like Peptid 1 (7-36) amid (human)
Glucagon (1-29) (human,bovine, porcine)
D-Glucose

L-Glutamin

Glycerol

Hefeextrakt

IBMX: 3-Isobutyl-1-methylxanthin

IPTG: Isopropyl-b-D-thiogalactosid
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kits:

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction

Kit

CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Kit

DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
Erase-a-Base System

Expand High Fidelity PCR System
High Pure Plasmid Isolation Kit
High Pure RNA Isolation Kit

LightCycler — FastStart DNA Master SYBR Green | Kit

NucleoTrap Gel Extraction Kit
Rat Insulin RIA Kit
Kollagenase
LB Agar
LB Broth Base
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Maleinsaure
2-Mercaptoethanol
MOPS: 3'-[N-Morpholino]propansulfonséaure
N-(1-Naphtyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumnitrit
Natronlauge (5 mol/l)
Neutralrot
L-NMMA: N°-monomethyl-L-arginin-monoacetat
PCR Nucleotide Mix (ANTP-Mix)

Penicillin-Streptomycin-Lésung

Sigma (Taufkirchen)

Bachem (Heidelberg)
Bachem (Heidelberg)

Life Technologies (Karlsruhe)
Life Technologies (Karlsruhe)
Sigma (Taufkirchen)

Life Technologies (Karlsruhe)
Sigma (Taufkirchen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

PE Applied Biosystems (Weiterstadt)

Promega (Mannheim)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Promega (Mannheim)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Clontech (Heidelberg)

LINCO (St. Louis, MO)

Sigma (Taufkirchen)

Life Technologies (Karlsruhe)

Life Technologies (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Alexis (Griinberg)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)

Life Technologies (Karlsruhe)
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PGE;: Prostaglandin E;
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)
Phosphorsaure

POP6-Polymer

Primer fir cDNA-Synthese p(dT)1s

Primer fir PCR (auf3er LightCycler RT-PCR)
Primer fir PCR (LightCycler RT-PCR)

Rp-cAMPS: Adenosin 3',5'-cyclic monophosphothioat,

Rp-Isomer. triethylammonium
RPMI 1640 Medium
Salzsaure (5 mol/l)
SDS: Natriumdodecylsulfat
SNAP: S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin
Somatostatin
Sulfanilamid
Trinatriumcitrat-dihydrat
Tris: Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypton
Tween 20: Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Wasser (deionisiert; fir die Chromatographie)
Wasserstoffperoxid (37%)
X-Gal: 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-b-D-galactosid
Zytokine:

IFNg: Interferon-gamma

IL-1b: Interleukin-1beta

IL-2: Interleukin-2

IL-4: Interleukin-4

TNFa: Tumornekrosefaktor-alpha

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

PE Applied Biosystems (Weiterstadt)
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Biotez (Berlin)

TIB Molbiol (Berlin)

Alexis (Griinberg)

Life Technologies (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Sigma (Taufkirchen)

Alexis (Griinberg)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Life Technologies (Karlsruhe)
Sigma (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

BioSource (Nivelles, Belgien)
BioSource (Nivelles, Belgien)
BioSource (Nivelles, Belgien)
BioSource (Nivelles, Belgien)

BioSource (Nivelles, Belgien)
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3.1.3. Medien

LB-Medium

RPMI-Medium |

(Basal-Medium)

RPMI-Medium I

SOC-Medium

1 % Trypton
0.5 % Hefeextrakt
85.5 mM Natriumchlorid

1 mM Natronlauge

RPMI 1640 Medium (ohne D-Glukose, ohne L-Glutamin)
0.3 g/l L-Glutamin

1.25 g/l D-Glucose

10 % fotales Kalberserum

1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung

50 uM Mercaptoethanol

RPMI 1640 Medium (mit 2 g/l D-Glukose und 0.3 g/l L-
Glutamin

10 % fotales Kalberserum

1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung

50 uM Mercaptoethanol

2 % Trypton

0.5 % Hefeextrakt

10 mM Natriumchlorid
2.5 mM Kaliumchlorid

10 mM Magnesiumchlorid
10 mM Magnesiumsulfat
20 mM D-Glucose
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3.1.4. Puffer und Stammlosungen

Assay-Puffer
(Rat Insulin RIA Kit)

Bindepuffer
(High Pure Plasmid Isolation Kit)

Bindungspuffer
(High Pure PCR Product Purification
Kit)

Elutionspuffer

(High Pure PCR Product Purification

Kit)

Ficoll-Stammlésung

Ficoll I-L6sung

Ficoll II-Lésung

Ficoll lll-L6sung

Gel-Ladepuffer
(fir DNA-Agarosegele)

Hanks-Arbeitslosung

0.05 M Phosphosaline (pH 7.4)
0.025 M EDTA

0.1 % Natriumazid

1% BSA

4 M Guanidiniumchlorid

0.5 M Kaliumacetat (pH 4.2)

3 M Guanidiniumthiocyanat
10 mM Tris-HCI (pH 6.6)
5 % Ethanol

1 mM Tris-HCI (pH 8.5)

20,52 g Ficoll PM 400

69,48 ml Hanks-Stammldsung

17,58 ml Ficoll-Stammlésung

1,42 ml Hanks-Stammlésung

16,53 ml Ficoll-Stammlésung

2,47 ml Hanks-Stammldsung

8,84 ml Ficoll-Stammldsung

10,16 ml Hanks-Stammldsung

40 % Saccharose

0,1 M EDTA (pH 8,0)
0,5 % SDS

0,05 % Bromphenolblau

100 ml Hanks-Stammldsung

10 ml Calciumchloridlésung (1,4%)

1,75 ml Natriumhydrogencarbonatldsung (7%)
1 g D-Glucose

900 ml Aqua dest.
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Hanks-Stammldsung 10~ Stammlésung (11):
1,4 g Calciumchlorid
4 g Kaliumchlorid
0,6 g Kaliumdihydrogenphosphat
1 g Magnesiumchlorid (" 6H,0)
1 g Magnesiumsulfat (* 7H,0)
80 g Natriumchlorid
0,9 g Dinatriumhydrogenphosphat (" 7H,0)
10 g D-Glucose

Lysepuffer 0.2 M Natriumhydroxid
(High Pure Plasmid Isolation Kit) 1% SDS
MOPS-Puffer 10~ Stammlbsung:

0.2 M MOPS (pH 7.0)
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA (pH 8.0)

Neutralrot-Losung 80 mg Neutralrot
1 | Natriumchloridldsung (0,9%)

Northern Blot-Blockierungspuffer 10" Blockierungslosung 1:10 in Northern Blot-
Waschpuffer
Northern Blot-Waschpuffer 0.1 M Maleinséaure (pH 7.5)

0.15 M Natriumchlorid
0.3% Tween 20

PBS 137 mM Natriumchlorid
2.7 mM Kaliumchlorid
4.3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1.4 mM Kaliumdihydrogenphosphat

RNA-Probenpuffer 250 pl Formamid (deionisiert)
83 pl Formaldehyd (37%)
50 pul 10 ° MOPS-Puffer
17 pl DEPC-behandeltes Wasser
0.5 pl Ethidiumbromid
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SSC-Puffer

Suspensionspuffer

(High Pure Plasmid Isolation Kit)

T4 DNA Ligase-Puffer

T4 Polynukleotidkinase-Puffer

TAE-Puffer

TE-Puffer

Waschpuffer
(High Pure PCR Product Purification
Kit)

Waschpuffer |
(High Pure Plasmid Isolation Kit)

20" Stammlbsung:
3 M Natriumchlorid
0.3 M Trinatriumcitrat-dihydrat (pH 7.0)

50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
10 mM EDTA
0.1 mg/ml RNase A

10~ Stammlbsung:

0.3 M Tris-HCI (pH 7.8)
0.1 MDTT

0.1 M Magnesiumchlorid
10 mM ATP

10~ Stammlbsung:

0.7 M Tris-HCI (pH 7.6)
0.1 M Magnesiumchlorid
50mM DTT

50" Stammlbsung:

242 g Tris-Base

57.1 ml Eisessig

100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
(auf ein 1 | Wasser)
Gebrauchslésung:

40 mM Tris-acetat

1 mM EDTA

10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
1 mM EDTA (pH 8.0)

20 mM Natriumchlorid
2 mM Tris-HCI (pH 7.5)
20 % Ethanol

20 mM Tris-HCI (pH 6.6)
5 M Guanidiniumchlorid
37.5 % Ethanol
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3.1.5. Gerate

Gerat: Hersteller:

Analysenwaage FA 110-4i Faust (KoIn)

Automatischer Sequenzierer: ABI PRISM 310
Blockthermostat BT 100
Brutschrank Heracell
Elektrophoresekammer
ELISA Plate Reader: Emax
Thermo Spectra Il
Gammacounter LB2111
Gel-Dokumentationssystem TFX 20-M
Hybridisierungsschrank BFED 53
Inkubationsschrank Certomat
LightCycler
Lumilmager Workstation
Magnetruhrer RCT
Mikroskop Fluovert
Mikrowellenofen
Minishaker MS2
Pipetten: Reference 10 pl, 100 pl, 1000 pl
Pipetman 10 pl, 100 pl

Power supply PPS 200-1D
Sicherheitswerkbank HS 12
Spektrophotometer: BioSpec-1601
Thermocycler: GeneAmp PCR System 9700
UV Crosslinker: Stratalinker 2400
Wasserbad WB 10
Zentrifugen: Biofuge fresco

Biofuge pico

Megafuge 1.0

PE Applied Biosystems (Weiterstadt)
Kleinfeld (Hannover)

Heraeus (Hanau)

MWG Biotech (Ebersberg)

Molecular Devices (Gréfeling)

Tecan (Crailsheim)

Berthold (Aliquippa, PA)

MWG Biotech (Ebersberg)

Binder (Tuttlingen)

B. Braun (Melsungen)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
IKA Labortechnik (Staufen)

Leitz (Wetzlar)

Siemens (Munchen)

IKA Labortechnik (Staufen)

Eppendorf (Hamburg)

Gilson (Villiers Le Bel, Frankreich)
MWG Biotech (Ebersberg)

Heraeus (Hanau)

Shimadzu (Duisburg)

PE Applied Biosystems (Weiterstadt)
Stratagene (Amsterdam, Niederlande)
Memmert (Schwabach)

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)
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3.1.6. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial:

Hersteller:

Combitips (1 ml; 2,5 ml)
Gewebekulturflaschen: Cellstar 25 ml, 250 ml
Gewebekulturschalen: Cellstar

Glaskapillaren

Hybond N* Nylonmembran

Mikrotiterplatten (96 well, costar 3595)
PCR-Ro6hrchen (0.2 ml)

Pipetten (Costar Stripette 1ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml)
Pipettenspitzen (10 ul, 200 pl, 1000 pl)
Rundbodenrdhrchen (14 ml)
Safelock-Rohrchen (0.5 ml, 1.5 ml)

Whatman 3MM CHR Papier

Zellkulturplatten (24 well, costar 3526)
Zellschaber (Costar cell scraper)
Zentrifugenréhrchen (Costar 15 ml, 50 ml)

Eppendorf (Hamburg)

Greiner (Frickenhausen)

Greiner (Frickenhausen)

Roche Molecular Biochemicals
(Mannheim)

Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)

Corning (Corning, NY)

Nunc (Karlsruhe)

Corning (Corning, NY)

Sarstedt (NUrnbrecht)

Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ)
Eppendorf (Hamburg)

Whatman (Maidstone, Grof3britannien)
Corning (Corning, NY)

Corning (Corning, NY)

Corning (Corning, NY)
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3.2. Methoden

3.2.1. Kultivierung und Stimulation der INS-1 Zellen

3.2.1.1. Kultivierung der INS-1 Zellen

Die Expression von IA-2 und Insulin mRNA wurde in INS-1 Zellen untersucht, einer partiell
Glukose sensitiven Ratten-Insulinoma-Zelllinie (Asfari et al., 1992). Die INS-1 Zellen wurden
im Brutschrank bei 37°C und 5% Kohlendioxid in 250 ml Gewebekulturflaschen (Cellstar;
Greiner) mit 20 ml RPMI-Medium |l kultiviert. Fur die Stimulationsexperimente wurden je 1 °
10° INS-1 Zellen in 25 ml Gewebekulturflaschen (Cellstar; Greiner) ausgesét und mit 5 ml
RPMI-Medium II fir 3 Tage kultiviert. Danach wurden die INS-1 Zellen fur weitere 3 Tage mit
5 ml RPMI-Medium | (Basal-Medium) kultiviert und anschlie3end mit den Test-Reagenzien in

Basal-Medium flir 6, 24 bzw. 48 Stunden stimuliert.

3.2.1.2. Stimulation der INS-1 Zellen

Es wurden zwei Gruppen von Stimulationsexperimenten durchgefihrt, in denen der Einfluss
von metabolischen und hormonellen Faktoren (Gruppe 1) sowie der Einfluss von Zytokinen
(Gruppe 2) auf die Expression von IA-2 untersucht werden sollte. Fir die erste Gruppe von
Experimenten wurden die Zellen mit Glucose (10, 15 und 21 mmol/l) sowie mit 10 pumol/l
Forskolin bzw. 100 pmol/l IBMX (synthetische cAMP-Stimulantien), Glucagon (10 pmol/l),
GLP-1 (0,2, 0,5 und 1 nmol/l), Somatostatin (10 pmol/l) und PGE; (0,5 umol/l) stimuliert.
Auf3erdem wurden die INS-1 Zellen mit 10 pmol/l Glucagon und 50 pmol/l Rp-cAMPS ko-
inkubiert.

Der Einfluss von Zytokinen (Gruppe 2) wurde durch Stimulation mit IL-1b (0,1, 1, 10 und 50
U/ml), TNF-a (10, 100 und 500 U/ml), IFN-g (1, 10, 100 und 1000 U/ml), IL-2 (10, 100 und
500 U/ml) und IL-4 (10, 50 und 100 ng/ml) untersucht. AuRerdem wurden die Zellen mit zwei
Kombinationen der proinflammatorischen Zytokine (K1: 10 U/ml IL-1b, 100 U/ml IFN-g und
500 U/ml TNF-a; K2: 100 U/ml IFN-g und 500 U/ml TNF-a) stimuliert. Die Rolle von
Stickstoffmonoxid (NO) als Mediator der Zytokinwirkung wurde durch Koinkubation der
Zytokinkombination K1 mit 2 bzw. 4 mmol/l L-NMMA sowie durch Stimulation der INS-1
Zellen mit dem synthetischen NO-Donor SNAP (250 pumol/l) untersucht.
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3.2.2. Isolierung, Kultivierung und Stimulation von pankreatischen Inseln

3.2.2.1. Isolierung der pankreatischen Inseln aus Ratten

Nach Tétung der Ratten durch eine Uberdosis Nembutal wurde die Bauchhohle freigelegt
und der Pankreas durch retrograde Injektion von 20 ml Neutralrot-L6ésung in die Aorta
abdominalis rot angefarbt. Der Pankreas wurde entnommen und in 25 ml eisgektihlte Hanks-
Losung gelegt, von umgebendem Fett gesdubert und mit einer Schere in kleine Stlicke
zerschnitten. Die Pankreasteilchen wurden mit 15 ml Hanks-Ldsung gewaschen, 30 sec bei
200 °~ g zentrifugiert und in 5 ml Hanks-Losung in einem 50 ml Zentrifugen-Réhrchen
(Corning) wiederaufgenommen. Zu diesem Gemisch wurden 5 mg Kollagenase/ml zu-
gegeben. Der Verdau des exokrinen Gewebes erfolgte durch 10-15 min Inkubation dieses
Ansatzes im Wasserbad bei 37°C. Durch Zugabe von 25 ml eisgekuihlter Hanks-L&ésung
wurde der Verdau gestoppt und das Gemisch 2 min bei 200 ~ g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit den angereicherten Inseln dreimal mit gekihlter Hanks-
Losung (mit 1% Penicillin/Streptomycin) gewaschen und je 2 min bei 200 ~ g zentrifugiert.
Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pellet in 18 ml Ficoll-Stammldsung resuspendiert
und je zur Halfte auf zwei 50 ml Zentrifugen-Rohrchen (Corning) verteilt. Anschlie3end
wurde ein Ficoll-Gradient durch behutsames Uberschichten dieser Suspension mit je 4 ml
Ficoll I-, Ficoll 1I- und Ficoll lll-L6sung aufgebaut und die Réhrchen 20 min bei 200 ~ g
ungebremst zentrifugiert. Die Inseln, die nach der Zentrifugation an der Grenze zwischen
Ficoll II- und Ficoll lll-Lésung angereichert sind, wurden mit einer Pipette entnommen, in ein
neues 50 ml Rohrchen Ubertragen und dreimal mit je mit 40 ml Hanks-Losung gewaschen
und je 2 min bei 200 *~ g zentrifugiert. Nach der dritten Zentrifugation wurden die Inseln in 4
ml RPMI-L6sung (mit 100 mg/dl Glucose, 10% fotalem Kalberserum und 1% Penicillin/
Streptomycin) resuspendiert, in eine Petrischale Uberfihrt und unter dem Mikroskop von
restlichen Verunreinigungen (Bindegewebe und Lymphknoten) befreit und gezahlt. Die
ausgelesenen Inseln wurden in ein 50 ml Roéhrchen Uberfuhrt, mit 5 ml RPMI-L6sung
gewaschen, 2 min bei 200 =~ g zentrifugiert und in RPMI-Medium | (Basalmedium)

resuspendiert.

3.2.2.2. Kultivierung und Stimulation der pankreatischen Inseln

Die isolierten Inseln wurden in 24-well-Zellkulturplatten fur 2 Tage in RPMI-Medium |
(Basalmedium) kultiviert. Dabei wurden pro Vertiefung (well) 20 Inseln in je 1 ml Medium
verteilt. Die Inseln wurden 48 Stunden mit 10 pmol/l Forskolin, 100 pmol/l IBMX bzw. 10

mmol/l Glucose stimuliert.
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3.2.3. Bestimmung der metabolischen Aktivitat der INS-1 Zellen

Die metabolische Aktivitat der INS-1 Zellen nach Stimulation mit Zytokinen wurde mit dem
CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) bestimmt. Der Assay
beruht auf der NAD(P)H-abhangigen Reduktion eines Tetrazoliumsalzes (MTS) zu seinem
Formazanprodukt durch Dehydrogenasen in biologisch aktiven Zellen. Das MTS-
Formazanprodukt ist im Zellkulturmedium I6slich und kann daher direkt durch Messung der
Absorption bei 490 nm bestimmt werden. Die Menge des gebildeten MTS-
Formazanproduktes ist direkt proportional zur Anzahl der vitalen Zellen (Cory et al., 1991).

In einer 96-well-Platte wurden 1 ~ 10* INS-1 Zellen pro Vertiefung ausgesat und in 100 pl
RPMI-Medium fir 3 Tage kultiviert und dann fur 6 bzw. 24 Stunden mit Zytokinen in 100 pl
Basal-Medium stimuliert. Zusétzlich wurden Zellen fiir eine Standardkurve (1 ~ 103 bis 2 ~
10* Zellen pro Vertiefung) ausgesat. Nach der Stimulation der Zellen wurden pro Vertiefung
20 I CellTiter 96 AQueous One Solution zugegeben und die Zellen fur weitere 3 Stunden
kultiviert. Danach wurde die Absorption bei 490 nm mit einem ELISA Pate Reader (Thermo
Spectra lll, Tecan) gemessen und die Anzahl der lebenden Zellen anhand der

Standardkurve berechnet. Alle Werte wurden als Dreifachbestimmung gemessen.

3.2.4. Bestimmung von Insulin

Das von den INS-1 Zellen sezernierte Insulin wurde in den Zelliberstanden mittels eines
Radioimmunoassays (RIA) bestimmt. Es wurde der Rat Insulin RIA Kit von LINCO
verwendet. Dabei werden radioaktiv markiertes Insulin  (**-Jod-Insulin) und ein in
Meerschweinchen produzierter Ratten-Insulin Antikorper zu jeder Probe zugegeben. Das in
der Probe enthaltene Insulin und das zugesetzte '*-Jod-Insulin konkurrieren um die
Bindungsstelle des Antikorpers. Nach Prazipitation der Insulin-Antikdrper-Komplexe wird die
Konzentration des '*-Jod-Insulin im Pellet bestimmt, welche umgekehrt proportional zur

Insulinkonzentration in der Proben ist.

In Probenréhrchen wurden 100 pl Probe (Zellkulturiiberstand der INS-Zellen 1:100 verdunnt
mit Assay-Puffer) bzw. 100 pl Insulinstandardlésung (0,1 ng/ml bis 10 ng/ml Insulin) pipettiert
und mit 100 pl *?°-Jod-Insulin sowie 100 ul Ratten-Insulin-Antikérper versetzt. Die Proben
wurden gut gemischt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde zu jeder
Probe 1 ml Préazipitationsreagenz zugegeben, 20 min bei 4°C inkubiert und 30 min bei 3000
" g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die im Pellet verbliebene Radioaktivitat

im Gammacounter (LB2111; Berthold) gemessen. Die Insulinkonzentration in den Proben
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wurde anhand einer Standardkurve, die aus den mitgeflihrten Insulinstandards erstellt

wurde, berechnet. Alle Werte wurden als Doppelbestimmung gemessen.

3.2.5. Bestimmung von Nitrit

Das nach Stimulation der INS-1 Zellen mit Zytokinen produzierte Stickstoffmonoxid (NO) wird
zu Nitrit oxidiert. Das Nitrit wurde im Zellkulturiberstand der INS-1 Zellen mittels des Griess-

Tests nachgewiesen (Green et al., 1982).

Dazu wurden je 50 pl Zellkulturiiberstand von INS-1 Zellen in die Vertiefungen einer 96-well-
Platte pipettiert. Fur die Standardkurve wurden zusatzlich e 50 pl Natriumnitrittdsung in einer
seriellen Verdinnung von 0,75 pmol/l bis 100 pmol/l pipettiert. In je 10 ml 2,5%iger
Phosphorsadure wurden 100 mg Sulfanilamid (Losung A) bzw. 30 mg N-(1-Naphthyl)-
ethylendiamin-dihydrochlorid (Lésung B) geldst. Losung A und L6sung B wurden auf 37°C
erwarmt und im Verhéltnis 1:1 gemischt (Losung C). Je 50 ul Lésung C wurden zu den
Proben in den Vertiefungen der 96-well-Platte pipettiert und die Absorption bei 550 nm in
einem ELISA Plate Reader (Emax, Molecular Devices) gemessen. Alle Proben und
Standards wurden als Dreifachbestimmung gemessen. Die Nitritkonzentration in den Proben

wurde anhand der Standardkurve berechnet.

3.2.6. Grundlegende molekularbiologische Methoden

3.2.6.1. Isolierung der RNA aus INS-1 Zellen und primaren Inseln

Die RNA wurde mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche) extrahiert. Dabei werden die
Zellen durch Inkubation in einem Guanidiniumchlorid-haltigen Lyse- und Bindungspuffer
lysiert und die RNA nachfolgend an eine Glasfasermatrix gebunden. Nach dem Verdau von
kontaminierender genomischer DNA durch Inkubation mit DNase | werden Verunreinigungen

durch zwei Waschschritte entfernt und die RNA (Gesamt-RNA) von der Matrix eluiert.

Die Zellen wurden einmal in PBS gewaschen, mit einem Zellschaber vom Boden der
Gewebekulturflasche abgeschabt, in 3 ml PBS aufgenommen und 5 Minuten bei 200 ~ g
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 200 pl PBS resuspendiert und mit 400 pl
Lyse- und Bindungspuffer versetzt. Die Proben wurden dann in High Spin Filter-Réhrchen
pipettiert, die die Glasfasermatrix enthalten, und eine Minute mit 10000 ~ g zentrifugiert. Der

Durchlauf wurde verworfen und die Proben wurden mit 100 pl DNase | Lésung fur 15 min bei
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RT inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Proben mit je 500 ul RNA-Waschpuffer | und
I wurde die RNA mit 50 ul DEPC-behandeltem Wasser eluiert.

Die Konzentration der isolierten RNA wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) mit
einem Spektrophotometer (Shimadzu) bestimmt. Die RNA wurde dazu 1:50 in TE-Puffer
verdinnt und die OD bei 260 nm und bei 280 nm nach Kalibrierung des Photometers mit TE-
Puffer gemessen. Die Messung der OD bei 260 nm erlaubt mittels des Lambert-Beer-
Gesetzes (OD = Konzentration ~ Schichtdicke der Kuvette =~ Extinktionsfaktor) die Be-
rechnung der RNA-Konzentration nach der Formel: RNA-Konzentration [ng/pl] = OD2s =~ 40

Verdinnung. Das Verhaltnis OD,s0/ODyg ermdglicht eine Beurteilung der Reinheit der

isolierten RNA.

3.2.6.2. Reverse Transkription der mRNA (cDNA Synthese)

Die Synthese einzelstréangiger cDNA, die als Template fiir die PCR verwendet werden kann,
erfolgt durch reverse Transkription (RT) der isolierten RNA. Die RT ist eine enzymatisch
katalysierte Reaktion unter Verwendung einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, wobei die
MRNA als Matrize fur die Synthese des komplementaren DNA-Stranges dient. Die cDNA-

Synthese wird durch Bindung eines Primers an die mRNA initiiert.

Fir die cDNA-Synthese mit RNA aus INS-1 Zellen wurde die Superscript-RT (Life
Technologies) verwendet, wahrend die RNA aus primaren Inseln mit Expand-RT (Roche)
umgeschrieben wurde. Es wurden 4 ug Gesamt-RNA (fur die kompetitive PCR) bzw. 500 ng
Gesamt-RNA (fuir die LightCycler-PCR) zusammen mit 50 pmol Oligo(dT);s-Primer in ein 200
pl dinnwandiges PCR-RoOhrchen pipettiert, mit DEPC-behandeltem Wasser auf 25 pl
aufgefullt und 10 min bei 65°C im Thermocycler (Perkin Elmer) inkubiert. Dann wurde

folgendes Reaktionsgemisch hinzugeflgt:

8 ul'5” First Strand Puffer

4 pl DTT (100 mM)

1 pl dNTP-Mix (10 mM)

1 yl Reverse Transkriptase (Superscript-RT: 200 U/ul, Expand-RT: 50 U/ul)

Dieser Reaktionsansatz wurde im Thermocycler 1 Stunde bei 37°C (bei Verwendung von

Superscript-RT) bzw. 1 Stunde bei 42°C (bei Verwendung von Expand-RT) inkubiert.
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Aliquots dieses Reaktionsansatzes wurden direkt fur die konventionelle und fur die
kompetitive PCR eingesetzt. Fir die LightCycler-PCR wurde die synthetisierte cDNA mit dem
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) gereinigt. Dabei wird die DNA an eine
Glasfasermatrix gebunden und durch zwei aufeinanderfolgende Wasch- und Zentrifugations-
schritte werden kontaminierende Bestandteile (z.B. Primer, Nukleotide, Salze) abgetrennt.
Der Reaktionsansatz wurde mit deionisiertem Wasser auf 100 ul aufgeflllt, mit 500 pl
Bindungspuffer versetzt und auf die Glasfasermatrix (in einem High Spin Filter-Réhrchen)
aufgetragen. Die cDNA wurde je einmal mit 500 pl und mit 200 pl Waschpuffer gewaschen

und dann mit 100 pl Elutionspuffer eluiert.

3.2.6.3. Klonierung der Template cDNA-Fragmente

Fragmente von b-Aktin, 1A-2 und Insulin wurden aus cDNA von INS-1 Zellen mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert und in pGEM-Vektoren (Promega) einkloniert.
Diese Konstrukte wurden anschlieRend verwendet, um Sonden fir die Northern Blot Analyse
und interne Standards fir die kompetitive PCR zu generieren sowie als externe Standards

fur die LightCycler-PCR eingesetzt.

3.2.6.3.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR stellt eine in vitro Methode fur die enzymkatalysierte Synthese definierter DNA-
Abschnitte dar. In mehreren Amplifizierungsrunden, die aus Denaturierung der Matrizen-
DNA, Anlagerung der spezifischen Primer (Annealing) und Verlangerung der Primer entlang
der Matrizen-DNA durch eine hitzestabile Tag-DNA-Polymerase (Elongation) bestehen, er-

folgt eine Anreicherung spezifischer, definierter DNA-Fragmente (Mullis und Faloona, 1987).

Fur die PCR wurde das Expand High Fidelity PCR System (Roche) eingesetzt. Dabei
wurden fur jede PCR zwei Reaktionsgemische wie angegeben auf Eis in ein 200 pl dinn-

wandiges PCR-Rdhrchen vorpipettiert und unmittelbar vor Beginn der PCR vereinigt:

Reaktionsgemisch I: 1,0 pl dNTP-Mix (10 mM)
0,5 pl 5-Primer (50 pMm)
0,5 pl 3-Primer (50 pMm)
2,0 ul cDNA

20,0 pl deionisiertes Wasser
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Reaktionsgemisch Il: 5,0 ul 10~ Expand High Fidelity Puffer
19,5 pul deionisiertes Wasser
0,5 pl Expand High Fidelity Enzym Mix (3.5 U/ul)

Die DNA wurde im Thermocycler nach folgendem Temperaturprofil amplifiziert: initiale
Denaturierung der DNA fur 2 min bei 94°C, zyklische Wiederholung von 1) Denaturierung fur
15 sec bei 94°C, 2) Primer-Hybridisierung fir 30 sec bei einer Primer-spezifischen
Temperatur und 3) Elongation fur 1 min bei 72°C (Primersequenzen und Annealing-
temperaturen sowie Zyklenzahl der PCR: siehe Tabelle 2) sowie finale Elongation fir 7 min
bei 72°C.

cDNA- Primersequenz Produkt-  Annealing- Zyklen-

Fragment (A: 5-Primer, B: 3'-Primer) lange [Bp] temperatur [°C] zahl

b-Aktin (1) A: CTATCGGCAATGAGCGGTTC 759 56 30
B: GAGTTGGGGGTGGCTTTTG

b-Aktin (2) A: ACCCACACTGTGCCCATCTA 342 58 30
B: GCCACAGGATTCCATACCCA

IA-2 A: CTGGTGAAGTCTGAACTGGAAG 822 63 35
B: CAGCATAACGATGACAGTGCAG

Insulin-1  A: CTGCCCAGGCTTTTGTCA 336 51 27
B: AGGGGTGGGCGGGGAGTGGT

Tab. 2: Primersequenzen, Annealingtemperatur und Zyklenzabhl fiir die RT-PCR von b-Aktin, IA-2 und
Insulin-1

Die mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch auf einem 2%igem
Agarosegel, versetzt mit 1 pg/ml Ethidiumbromid, aufgetrennt. Je 20 pl Probe wurde mit 3 pl
DNA-Probenpuffer (Sigma) gemischt und auf das Gel aufgetragen. Zur Bestimmung der
Fragmentlange der amplifizierten DNA wurde auf3erdem ein Molekulargewichtsmarker (100
Bp DNA Ladder, Promega) auf dem Gel mitgefuhrt. Als Laufpuffer diente 1 ©~ TAE-Puffer. Die
Elektrophorese erfolgte bei 95 Volt (constant voltage) fir 1 Stunde in einem Minigelsystem
(MWG Biotech). Die durch Fluoreszenz unter UV-Licht detektierten Banden der amplifizierten
DNA wurden mit einem Geldokumentations-System (MWG Biotech) photographisch do-

kumentiert.
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3.2.6.3.2. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die mittels PCR amplifizierten und elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurden
mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem NucleoTrap Gel
Extraction Kit (Clontech) aus dem Gel eluiert. Dabei wird die DNA an eine suspendierte
Silica-Matrix gebunden, durch mehrere Waschschritte von Kontaminationen gereinigt und in

Wasser reeluiert.

Zu dem ausgeschnittenen Agarosegel-Stuck wurden 600 pl Puffer NT1 (Bindungspuffer) und
10 pl NucleoTrap-Suspension (suspendierte Silica-Matrix) pipettiert und die Probe fir 10 min
bei 50°C inkubiert. Die Probe wurde 1 min bei 10000 ~ g zentrifugiert und das Pellet zweimal
mit je 500 pl Waschpuffer NT2 und zweimal mit je 500 pl Waschpuffer NT3 gewaschen und
dann 15 min bei RT luftgetrocknet. Aus dem trockenen Pellet wurde die DNA durch

Inkubation mit 20 ul deionisiertem Wasser (5 min bei 50°C) eluiert.

3.2.6.3.3. Ligation der DNA-Fragmente mit pGEM-Vektoren

Die DNA-Fragmente wurden mit Plasmid-Klonierungsvektoren (pGEM-4Z und pGEM-T
Easy) ligiert. Plasmide sind selbst-replizierende, zirkuldre, extrachromosomale DNA-
Molekile, die in der Natur in einer Vielzahl von Bakterienspezies vorkommen und in der
Molekularbiologie fur die Klonierung und Manipulation von DNA-Sequenzen Verwendung

finden.

Das b-Aktin (1)- und das Insulinfragment wurden mit dem pGEM-4Z Vektor (Promega) ligiert.
Dazu wurde 1 pg des pGEM-4Z Vektors fur 3 Stunden bei 37°C mit dem Restriktionsenzym
Hinc Il (Promega) geschnitten und mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
gereinigt (siehe 3.2.5.2.). Die Enden der durch PCR amplifizierten cDNA-Fragmente wurden
enzymkatalysiert durch das Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase | aufgefillt und
durch T4-Polynukleotidkinase phosphoryliert. In ein 0,5 ml Eppendorf-Réhrchen wurden
pipettiert und 1 Stunde bei 37°C inkubiert:

20 pl eluiertes cDNA-Fragment
10 ul 10 “ Polynukleotidkinase-Puffer
2 pl dNTP-Mix (10 mM)
1 pl ATP (100 mM)
1 pl Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | (5 U/ul; Promega)
1 pl Polynukleotidkinase (10 U/ul; Promega)

65 pl deionisiertes Wasser
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Danach wurde das cDNA-Fragment ebenfalls mit dem High Pure PCR Product Purification

Kit (Roche) gereinigt.

Das b-Aktin (2)- und das IA-2-Fragment wurden mit dem pGEM-T Easy Vektor (Promega)
ligiert. Der pGEM-T Easy Vektor ist ein durch Verdau mit dem Restriktionsenzym Eco R V
linearisierter Pasmidvektor, an dessen 3-Enden jeweils ein zusatzliches Thymidin-Nukleotid
angehangt wurde. Da bei der PCR mit Taq DNA-Polymerase matrizenunabhangig ein
Desoxyadenosin an die 3-Enden der amplifizierten DNA-Fragmente eingebaut wird, kann

das gereinigte DNA-Fragment direkt mit dem pGEM-T Easy Vektor ligiert werden.

Fir die Ligation sowohl mit dem pGEM-4Z als auch mit dem pGEM-T Easy Vektor wurde
folgender Reaktionsansatz in ein 0,5 ml Eppendorf-Réhrchen pipettiert und tUber Nacht bei
15°C inkubiert:

7 pl gereinigtes cDNA-Fragment

1ul 10" T4 DNA-Ligasepuffer

1 yl pGEM-4Z oder pGEM-T Easy Vektor
1 pl T4 DNA-Ligase (3 U/ul; Promega)

3.2.6.3.4. Transformation von E. coli Bakterien

Fur die Transformation wurden zu 25 pl kompetenten E. coli Bakterien (TOP 10F' One Shot;
Invitrogen) 5 pl Ligations-Reaktionsansatz pipettiert. Dieser Ansatz wurde auf Eis fir 30 min
inkubiert, fur die Hitzeschock-Transformation der Bakterien 50 sec bei 42°C inkubiert und
noch einmal 2 min auf Eis gestellt. Dann wurden 400 ul SOC-Medium zugegeben und die
Probe fir 1 Stunde bei 37°C im Bakterienschiittler geschiittelt. 200 ul der Probe wurden auf
eine LB-Agar-Platte mit 50 pg/ml Ampicilin, 0,5 mmol/l IPTG und 20 pg/ml X-Gal
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Unter diesen Kultivierungsbedingungen
konnen Bakterien, die nur mit dem religierten Vektor transformiert sind, das Enzym b-
Galaktosidase exprimieren und X-Gal zu einem blauen Farbstoff spalten, wahrend Bakterien,
die mit dem Vektor-cDNA-Konstrukt transformiert sind, ungefarbt bleiben. Positive

(nichtgefarbte) Bakterienklone wurden fur die Isolierung der Plasmid-DNA selektiert.
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3.2.6.3.5. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien

Far die Isolierung der Plasmid-DNA wurde der High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) ein-
gesetzt. Dabei werden die Bakterien durch alkalische Lyse aufgeschlossen, chromosomale
bakterielle DNA sowie Zelltrimmer werden ausgefallt und der plasmidhaltige Uberstand mit
High Pure Filter-R6hrchen gereinigt. Die Reinigung erfolgt durch Bindung der DNA an eine

Glasfasermatrix, an die sich mehrere Waschschritte und die Elution der DNA anschlieRen.

Die von der LB-Agar-Platte gepickten transformierten E. coli Bakterien wurden tber Nacht
bei 37°C in 5 ml LB-Medium (50 pg/ml Ampicillin enthaltend) im Bakterienschittler kultiviert.
Die Bakteriensuspension wurde 5 min bei 3000 ~ g zentrifugiert und das Pellet in 250 ul
Suspensionspuffer resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden zunéchst 250 pl Lysepuffer
zugegeben und 2 min bei RT inkubiert, und danach 350 pl Bindepuffer zugegeben und 5 min
auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 16000 ~ g wurde der Uberstand in High
Pure Filter-Rdhrchen pipettiert, 1 min bei 16000 “~ g zentrifugiert, der Durchlauf verworfen
und die DNA je einmal mit 500 pl Waschpuffer | und mit 700 pl Waschpuffer 1l gewaschen.

Die Plasmid-DNA wurde mit 50 ul deionisiertem Wasser eluiert.

3.2.6.4. DNA-Sequenzierung

Alle klonierten cDNA-Fragmente wurden sequenziert und mittels des BLAST-Algorithmus mit
den in der Gen-Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI;
www.ncbi.nim.nih.gov/blast) publizierten Originalsequenzen verglichen. Fir die Sequen-
zierung wurde ein automatisches Sequenzier-System (PE Applied Biosystems) verwendet.
Aus der gereinigten DNA wurden zunachst in einer PCR mit einem Sequenzierprimer
einzelstrangige, mit dRhodamin-Fluoreszenzfarbstoffen markierte DNA-Fragmente generiert,
die dann durch Kapillarelektrophorese aufgetrennt und durch Laser-induzierte Fluoreszenz-

Detektion identifiziert wurden.

Fir die Sequenzier-PCR wurde der BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction

Kit (PE Applied Biosystems) eingesetzt. Der PCR-Reaktionsansatz wurde wie folgt pipettiert:

3,5 ul BigDye Terminator Ready Reaction Mix (enthélt Puffer, Magnesium-
chlorid, DNA Polymerase, dNTPs und dRhodamin-markierte ddNTPs)
500 ng DNA-Template (gereinigt mit High Pure Plasmid Isolation Kit)
3 pmol Primer (M13 forward- oder M13 revers Primer)

deionisiertes Wasser (auf 20 pul Gesamtvolumen)
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Die DNA wurde in einem Thermocycler (PE Applied Biosystems) nach folgendem
Temperaturprofil amplifiziert: 26 Zyklen mit 96°C, 10 sec (Denaturierung), 50°C, 5 sec
(Primer-Annealing) und 60°C, 4 min (Elongation).

Nach der PCR wurden die amplifizierten DNA-Fragmente durch Ethanolprézipitation
gereinigt. Dazu wurde der Reaktionsansatz mit 80 pl deionisiertem Wasser, 10 pl
Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 250 pl Ethanol versetzt, 10 min auf Eis inkubiert und 15 min
bei 16000 ~ g zentrifugiert. Die prazipitierte DNA wurde einmal mit 70%igem Ethanol
gewaschen, getrocknet, in 20 ul Template Suppression Puffer (PE Applied Biosystems)

reeluiert und 2 min bei 95°C denaturiert.

Die dRhodamin-markierten DNA-Fragmente wurde im ABI 310 Sequenzier-System durch
Elektrophorese (40 min bei 7.5 kV) in einer mit POP6-Polymer gefllliten Kapillare (Lange: 47
cm, Durchmesser: 50 um) aufgetrennt und die Nukleotidsequenz durch Detektion der Laser-

induzierten Fluoreszenz bestimmt.

3.2.7. Northern Blot Analyse

Der Northern Blot ist eine konventionelle Methode, um die Expression von spezifischen
MRNA Sequenzen zu detektieren. Fir die Northern Blot Analyse wurde das nichtradioaktive
DIG-System verwendet, bei dem in-vitro transkribierte anti-sense mRNA mit dem Steroid-
Hapten Digoxygenin (DIG) markiert und als Hybridisierungssonde fir den Northern Blot

eingesetzt wird (Martin et al., 1990).

3.2.7.1. Elektrophorese und Blotten der RNA

Die RNA-Proben (je 4 ung RNA / Probe) wurden in je 4 Volumina RNA-Probenpuffer aufge-
nommen, 10 min bei 65°C denaturiert und auf einem denaturierenden 1%igen Agarosegel
mit 5% Formaldehyd elektrophoretisch fur 3 Stunden bei 90 Volt aufgetrennt. Als Laufpuffer
wurde 1 © MOPS-Puffer verwendet. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 3 Stunden in

DEPC-behandeltes Wasser eingelegt, um das Formaldehyd aus dem Gel zu entfernen.

Die RNA wurde durch Kapillartransfer Giber Nacht vom Gel auf eine Nylonmembran (Hybond
N*, Amersham) geblottet. Als Transferpuffer wurde 20 ~ SSC Puffer verwendet. Abbildung 6

zeigt den Aufbau des Blot-Sandwich fir einen aufwarts gerichteten Kapillartransfer.
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Abb. 6: Blot-Sandwich fur den Kapillartransfer von RNA

Nach dem Blotten wurde die RNA durch UV-Quervernetzung bei einer Energie von 120 mJ
mit einem UV Crosslinker (Stratagene) auf der Membran immobilisiert und die Banden der
18S- und 28S- rRNA markiert.

3.2.7.2. Herstellung von Digoxygenin-markierten RNA-Sonden

Die Digoxygenin (DIG)- markierten RNA-Sonden wurden durch in-vitro Transkription der

klonierten cDNA-Fragmente von b-Aktin, IA-2 und Insulin-1 der Ratte hergestellt.

Die in die pGEM-Plasmidvektoren klonierte Template-cDNA wurde durch Restriktionsverdau
(37°C, 3 Stunden) linearisiert. Als Restriktionsenzyme wurden verwendet: Hind 1l (fur b-
Aktin), Spe | (fur 1A-2) und Xba | (fur Insulin-1). Die linearisierte DNA wurde durch
Phenol/Chloroform-Extraktion und anschlieende Ethanolfallung gereinigt und in DEPC-

behandeltem Wasser reeluiert.

Far die in-vitro Transkription und DIG-Markierung wurde der DIG RNA Labeling Kit (Roche)
eingesetzt. Folgende Reagenzien wurden in der angegebenen Reihenfolge fir die Mar-

kierungsreaktionen pipettiert:
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1 yg linearisierte, gereinigte Template cDNA (in 13 pl DEPC-behandeltem
Wasser)

2ul 10" NTP Markierungsmix (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP,
6,5 mM UTP, 3,5 mM DIG-UTP)

2yl 10" Transkriptionspuffer

1yl RNase Inhibitor

2 I RNA-Polymerase (SP6-RNA-Polymerase flr b-Aktin und Insulin-1,
T7-RNA-Polymerase fir I1A-2)

Die Markierungsreaktionen wurden 2 Stunden bei 37°C inkubiert und mit EDTA-L&sung
(0,2 M, pH 8,0) gestoppt. Die synthetisierte DIG-markierte RNA wurde mit 2,5 pl Lithium-
chlorid (4 M) und 75 pl Ethanol 1 Stunde bei —70°C prazipitiert, 15 min bei 16000 ~ g zentri-
fugiert, mit 50 pl 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 pl DEPC-behandeltem

Wasser reeluiert.

3.2.7.3. Hybridisierung und Detektion der mRNA

Die Nylonmembran mit der geblotteten RNA wurde eine Stunde bei 68°C in 20 ml DIG Easy
Hyb Ldsung (Roche) prahybridisiert. Die DIG-markierten RNA-Sonden wurden 10 min bei
100°C denaturiert und in 5 ml DIG Easy Hyb Lésung pipettiert (2 ul Insulin-Sonde und je 5 pl
b-Aktin- und 1A-2-Sonde). Mit dieser Hybridisierungslésung wurde die Nylonmembran tber
Nacht bei 68°C inkubiert. Um die nichtgebundenen Sonden zu entfernen, wurde die Nylon-
membran dann zweimal mit niedriger Stringenz je 5 min bei RT mit je 50 ml Waschldsung |
(2 © SSC, 0,1% SDS) und zweimal mit hoher Stringenz je 15 min bei 68°C mit je 50 ml
Waschlosung Il (0,1° SSC, 0,1% SDS) gewaschen.

Die Detektion der RNA erfolgte durch Chemilumineszenz, wobei ein Lichtsignal an der Stelle
der hybridisierten Sonde generiert wird. Dazu wurde die Membran 5 min bei RT in 25 ml
Northern Blot-Waschpuffer gewaschen und danach 30 min bei RT in 50 ml Northern Blot-
Blockierungspuffer inkubiert. Ein mit alkalischer Phosphatase konjugierter Anti-Digoxygenin-
Antikérper wurde 1:10000 in 25 ml Northern Blot-Blockierungspuffer verdinnt und die
Membran mit dieser Losung 30 min bei RT inkubiert. Um den nichtgebundenen Antikorper zu
entfernen, wurde die Membran danach zweimal 15 min bei RT mit je 50 ml Northern Blot-
Waschpuffer gewaschen. Nach einer kurzen Prainkubation mit 25 ml Northern Blot-
Detektionspuffer (5 min bei RT) wurde die Membran 15 min bei 37°C mit 2 ml CSPD-L&sung
(CSPD 1:100 verdinnt in Northern Blot-Detektionspuffer) inkubiert. Fur die Detektion und
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Quantifizierung der Chemilumineszenz-Signale wurde ein Lumilmager-System (Roche)

verwendet.

3.2.8. Kompetitive RT-PCR

Die kompetitive PCR ermoglicht eine exakte Quantifizierung von revers transkribierten
MRNA-Proben. Sie beruht darauf, dass die cDNA des Zielgens mit einer bekannten Menge
einer internen Standard-DNA (Kompetitorfragment) in einem PCR-ROhrchen unter
identischen Bedingungen koamplifiziert wird. Mittels einer Verdiinnungsreihe des Kompetitor-
fragmentes oder der Probe kann die unbekannte Konzentration des Zielgens bestimmt
werden. Die DNA-Sequenzen des Zielgens und des Kompetitorfragments missen dabei
moglichst &hnlich sein und gleiche Bindungsstellen fur die 5- und 3-Primer aufweisen
(Platzer et al., 1994). Weil die reverse Transkription verschiedener RNA-Proben haufig mit
unterschiedlicher Effizienz ablauft, ist aul3erdem eine zusétzliche Normalisierung der Proben

durch Amplifizierung eines "housekeeping" Gens wie z.B. b-Aktin erforderlich.

3.2.8.1. Herstellung der internen Standards fur die kompetitive PCR

Die internen Standards (Kompetitorfragmente) fur die kompetitive PCR wurden mittels des
Erase-a-Base Systems (Promega) hergestellt. Dabei wurde eine von Henikoff (1984)
entwickelte Methode modifiziert, um jeweils etwa 100 Basenpaare aus dem b-Aktin (1)- und
dem IA-2- Fragment zu deletieren, wobei die fir die PCR bendétigten Primer-Bindungsstellen
erhalten bleiben. Die Methode basiert auf der Fahigkeit des Enzyms Exonuklease 1ll, DNA
ausgehend von Restriktionsstellen mit glatten oder 5-Uberhdngenden Enden zu verdauen.
Exonuklease 1l verdaut DNA in Abhangigkeit von der Reaktionstemperatur mit gleich-
bleibender Geschwindigkeit, wodurch es ermdglicht wird, Deletionsmutanten mit vor-
bestimmter DNA-Lange zu erhalten. Die Herstellung der Kompetitorfragmente fir b-Aktin und

IA-2 ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Herstellung von internen Standards fir die kompetitive PCR

Die in pGEM-Vektoren einklonierten cDNA-Fragmente wurden durch Restriktionsverdau mit
Hinc Il (b-Aktin- Fragment) bzw. Ava | (IA-2- Fragment) linearisiert. Dazu wurde in ein 1,5 ml

Eppendorf-Réhrchen folgender Reaktionsansatz pipettiert und 3 Stunden bei 37°C inkubiert:

5 pg Plasmid-DNA (cDNA-Fragmente in pGEM-Vektoren)
10 ul 10" Reaktionspuffer fir das Restriktionsenzym (Promega)
10 ul acetyliertes BSA (1 mg/ml; Promega)

3 Wl Restriktionsenzym Hinc Il bzw. Ava | (10 U/ul; Promega)
72 pl deionisiertes Wasser
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Nach dem Restriktionsverdau wurde die DNA durch Phenol/Chloroform-Extraktion und
Ethanolprazipitation gereinigt und in 10 pl deionisiertem Wasser resuspendiert. Fir den
Verdau mit Exonuklease Il wurde in ein 0,5 ml Eppendorf-Réhrchen folgender Reaktions-

ansatz pipettiert und auf Eis inkubiert:

10 pl resuspendierte, linearisierte DNA
6 ul Exonuklease Il Puffer
42 pl deionisiertes Wasser
2 Wl Exonuklease Il (200 U/ul)

Bei Raumtemperatur betragt die Geschwindigkeit des DNA-Verdaus durch Exonuklease |l
etwa 80 Basen/Minute. Nach 1 min Inkubation bei RT wurden in Intervallen von 15 sec
funfmal je 2,5 W des Reaktionsansatzes entnommen und zu je 7,5 ul S1 Nuklease-Mix (20 ul
deionisiertes Wasser, 55 pl 7,4 °~ S1 Nuklease Puffer, 12 pl S1 Nuklease (50 U/ul))
pipettiert, gut gemischt und bei RT fiir 30 min inkubiert. Der Verdau mit S1 Nuklease entfernt
die nach dem Exonuklease lll- Verdau verbliebenen einzelstrdngigen DNA-Enden. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von je 1 pl S1 Nuklease Stop Puffer beendet und an-
schlieRend wurden die Reaktionsansétze fir 10 min bei 70°C inkubiert, um die S1 Nuklease
zu inaktivieren. Die DNA wurde durch Zugabe von je 3 yl 7,5 M Ammoniumacetat und 20 pl
absolutem Ethanol sowie Inkubation bei —20°C fur 30 min und Zentrifugation fir 15 min mit
16000 ~ g prazipitiert und nach Waschen mit je 500 pl 70%igem Ethanol in je 9 ul TE-Puffer
resuspendiert. Zu den resuspendierten DNA-Proben wurde je 1 pl Klenow-Mix (5 pl Klenow-
Puffer, 0,5 pl Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | (5 U/ul)) pipettiert, 3 min bei 37°C
inkubiert und je 1 pl 125 pM dNTP-Mix zugegeben. Diese Reaktionsansatze wurden fir
weitere 10 min bei 37°C inkubiert, um die Enden der DNA zu glatten, und danach fir 10 min
bei 65°C inkubiert, um das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | zu inaktivieren. Die
DNA wurde dann mit T4 DNA-Ligase (Promega) religiert (siehe 3.2.6.3.3.) und in E.coli
Bakterien transformiert (siehe 3.2.6.3.4.). Fir jeden der funf Zeitpunkte des Verdaus mit
Exonuklease 1l wurden je zwei rekombinante Bakterienklone gepickt und deren Plasmid-
DNA isoliert (siehe 3.2.6.3.5.). Die cDNA-Inserts wurden aus den Plasmidvektoren durch
Restriktionsverdau mit EcoR | und Hind Il (b-Aktin-Fragment) bzw. mit Not | (IA-2-Fragment)
ausgeschnitten und die Lange der DNA durch Auftragung auf ein 2%iges Agarosegel
analysiert. AnschlieRend wurden die selektierten Deletionsmutanten (Kontrollfragmente)

sequenziert, um die genaue Lange der Deletion zu bestimmen.

Die Kontrollfragmente wurden vor dem Einsatz in der kompetitiven RT-PCR durch

Restriktionsverdau mit EcoR | (b-Aktin-Fragment) bzw. mit Pst | (IA-2-Fragment) linearisiert
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und die DNA-Konzentration wurde durch spektrophotometrische Messung bestimmt. Aus der
DNA-Konzentration wurde die enthaltene Menge an b-Aktin- bzw. 1A-2-Kompetitorfragment

(Standard) nach folgender Formel berechnet:

DNA-Konzentration [g/ul]

Standardkonzentration [mol/pl] =
Anzahl der Basenpaare = 660 g/mol

Die Kompetitorfragmente wurden auf eine Konzentration von 1 fmol/ul eingestellt. Dann
wurde eine Verdiinnungsreihe der Kompetitorfragmente hergestellt und mittels PCR die
Verdinnungsstufe bestimmt, bei der gerade noch eine Bande auf einem Ethidiumbromidgel

nachweisbar war. Diese Konzentration wurde als 1 AU ("arbitrary unit") bezeichnet.

3.2.8.2. Quantifizierung der IA-2 mRNA mittels kompetitiver RT-PCR

Die kompetitive PCR wurde durch Koamplifizierung der cDNA-Proben mit bekannten
konstanten Mengen der Kontrollfragmente durchgefihrt. Jeder PCR-Reaktionsansatz
enthielt in einem Reaktionsvolumen von 25 pl je 1,5 mmol/l Magnesiumchlorid, 200 pmol/l
dNTP-Mix, 1 pmol/l 5- und 3*- Primer, 0,86 U High Fidelity DNA Polymerase Mix (Roche),
1 pl Kontrollfragment sowie cDNA in der jeweiligen Verdinnung. Die Reaktionsansatze
wurden wie im Kapitel 3.2.6.3.1. beschrieben pipettiert. Es wurden die in Tabelle 2 angege-

benen Primer fur b-Aktin (1) und 1A-2 verwendet.

Um die cDNA-Proben auf gleiche Mengen eines konstitutiv exprimierten "housekeeping"-
Gens zu normalisieren, wurde zunéchst b-Aktin mit 27 Zyklen bei 94°C fir 30 sec, 56°C fur
30 sec und 72°C fur 1 min amplifiziert, wobei zu jedem PCR-Reaktionsansatz 0,003 fmol b-
Aktin-Kontrollfragment zugegeben wurden. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte auf
einem 2%-igem Agarosegel aufgetrennt, durch Ethidiumbromidfarbung visualisiert und die
relative Intensitdt der b-Aktin cDNA- und Kontrollfragment-Banden mit dem Lumilmager-
System (Roche) bestimmt. Die PCR wurde mit seriellen Verdinnungen der cDNA Proben
(bei gleichbleibender Menge Kontrollfragment) wiederholt, bis Banden mit gleicher relativer

Intensitat fur die cONA-Probe und das Kontrollfragment erhalten wurden.

Die auf b-Aktin cDNA normalisierten Proben wurden dann verwendet, um die cDNA des
Zielgens 1A-2 zu amplifizieren. Die PCR auf IA-2 wurde mit 29 Zyklen bei 94°C fur 30 sec,
63°C fur 30 sec und 72°C fur 1 min durchgefuhrt, wobei zu jedem Reaktionsansatz 0,05 fmol

IA-2- Kontrollfragment pipettiert wurde. Nach Auftrennung auf einem 2%-igem Agarosegel
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wurden die relativen Intensitdten der Banden fir die cDNA und das Kontrollfragment wie
beim b-Aktin bestimmt. Da bei der kompetitiven PCR die cDNA und das Kontrollfragment um
die im Reaktionsansatz vorhandenen Reagenzien konkurrieren, ist es mdaglich, durch Ver-
gleich der relativen Intensitat der cDNA- und Kontrollfragment- Banden die in der Probe
enthaltene cDNA zu quantifizieren. Dabei ist die Konzentration der cDNA in der Probe umso
groRRer, je hoher die relative Intensitat der IA-2 cDNA-Bande und je niedriger die relative
Intensitat der 1A-2 Kontrollifragment-Bande ist. Die relativen Anderungen der Expression von
IA-2 in den stimulierten Proben wurden in Prozent der basalen Werte der unstimulierten

Kontrollproben angegeben, die auf 100% gesetzt wurden.

3.2.9. Real-Time PCR (LightCycler-PCR)

Die LightCycler-PCR wurde vor kurzem als eine weitere Methode zur exakten DNA- und
MRNA-Quantifizierung entwickelt (Wittwer et al., 1997). Sie verbindet DNA-Amplifizierung
und direkte (real-time) Detektion der PCR-Produkte und ermoglicht auch bei niedrig
exprimierten Genen bzw. bei wenig Ausgangsmaterial eine schnelle und gut reproduzierbare
Quantifizierung der Zielgene. Die Quantifizierung basiert auf externen Standards bekannter
Konzentration, die in jeder PCR parallel und unter gleichen Bedingungen mit den cDNA-

Proben amplifiziert werden.

Als externe Standards wurden die in pGEM-Plasmidvektoren klonierten cDNA-Fragmente
von b-Aktin (b-Aktin(2)), IA-2 und Insulin-1 der Ratte verwendet (siehe 3.2.6.3.). Die
Plasmide wurden durch Restriktionsverdau mit Apa |, Pst | bzw. Eco R | linearisiert und mit
dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) gereinigt und in 100 pl Elutionspuffer
reeluiert (siehe 3.2.6.2.). Die DNA-Konzentration der Plasmide wurde spektrophotometrisch
bestimmt und die Kopienzahl (Zahl der Molekile) von b-Aktin, IA-2 und Insulin-1 nach

folgender Formel berechnet:

DNA-Konzentration [g/ul] ©~ 6~ 10

Kopienzahl/pl =
Anzahl der Basenpaare ~ 660 g/mol

Die Expression der IA-2- und Insulin-cDNA wurde mittels quantitativer real-time RT-PCR mit
dem FastStart DNA SYBRGreen | Kit (Roche) im LightCycler-System analysiert. Die PCR-
Reaktionen wurden in Glaskapillaren (Roche) durchgefihrt, die in einem Reaktionsvolumen
von 20 pl je 2 pl Fast Start DNA SYBRGreen | Mix, 3 mmol/l Magnesiumchlorid, 0,5 pmol/l 5
und 3-Primer und 2 pl Standard bzw. cDNA-Probe enthielten. Die DNA wurde im LightCycler
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nach folgendem Temperaturprofil amplifiziert: initiale Denaturierung der DNA und Aktivierung
der Taqg DNA-Polymerase fur 10 min bei 95°C, zyklische Wiederholung von 1) Denaturierung
fur 15 sec bei 95°C, 2) Primer-Hybridisierung flr 5 sec bei einer Primer-spezifischen
Temperatur und 3) Elongation fur 10 sec bei 72°C (Primersequenzen und Annealing-

temperaturen: siehe Tabelle 3) fur 40 Zyklen.

cDNA- Primersequenz Produktlange  Annealing-
Fragment (A: 5-Primer, B: 3-Primer) [Bp] temperatur [°C]
b-Aktin A: ACCCACACTGTGCCCATCTA 342 58

B: GCCACAGGATTCCATACCCA
IA-2 A: TGCGCTCATTGCTGCTTACTCTG 114 63

B: GGCGCTCCTTATCCCGTTGTTT
Insulin-1 A: ACCCAAGTCCCGTCGTGAAGT 164 61

B: CCAGTTGGTAGAGGGAGCAGATG

Tabelle 3: Primersequenzen und Annealingtemperaturen fir die LightCycler RT-PCR von b-Aktin, IA-2
und Insulin-1

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden am Ende jedes Zyklus durch Messung der
Fluoreszenzintensitat bei 530 nm detektiert. Die fur die Quantifizierung der cDNA-Proben
bendtigten Standardkurven wurden durch serielle Verdinnung der Standards generiert,

wobei fir jeden Standard vier Verdinnungen in den folgenden Bereichen pipettiert wurden:

b-Aktin: 1~ 10* bis 1~ 10’ Kopien,
IA-2: 1~ 10° bis 1~ 10° Kopien und
Insulin-1: 1~ 10° bis 1~ 10° Kopien.

Die durch die LightCycler-PCR erhaltenen Fluoreszenzdaten wurden durch die LightCycler
Analysis Software mittels des Fit Point Algorithmus analysiert. Die Standardkurven wurden
berechnet, indem die "crossing points" der Standards gegen den Logarithmus ihrer
Konzentration aufgetragen wurden. Die "crossing points" stellen den Schnittpunkt der PCR-
Amplifizierungskurve mit der Background-Linie dar und definieren die Zyklus-Nummer, bei
der die Amplifizierung in die exponentielle Phase eintritt. Aus den Standardkurven wurden
die Kopienzahlen der cDNA-Proben interpoliert. Das konstitutiv exprimierte "housekeeping"”-
Gen b-Aktin wurde genutzt, um die Proben auf gleiche cDNA-Mengen zu normalisieren. Die

relativen Anderungen der Expression von 1A-2 und Insulin in den stimulierten Proben wurden
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in Prozent der basalen Werte der unstimulierten Kontrollproben angegeben, die auf 100%

gesetzt wurden.

Nach jeder PCR wurde eine Schmelzpunkt-Analyse durchgefiihrt, um die Spezifitdt der
amplifizierten PCR-Produkte zu bestatigen. Dazu wurde die Temperatur in den Glas-
kapillaren langsam von 75°C auf 95°C erhoht, wobei die Fluoreszenzintensitat kontinuierlich
gemessen wurde. Dies ermdglicht die Bestimmung akkurater Schmelztemperaturen fir jedes
amplifizierte Produkt. Zusatzlich wurden einige ausgewéhlte PCR-Reaktionen auf ein 2%-
iges Agarosegel aufgetragen und die PCR-Produkte durch Ethidiumbromidfarbung

visualisiert.

3.2.10. Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung wurde fur jede Gruppe von Versuchsergebnissen der Mittelwert
(X) und die Standardabweichung des Mittelwertes (S.E.M.) ermittelt. Die statistische
Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels des gepaarten, Student's tTest bestimmt. P-Werte
kleiner als 0.05 wurden als signifikant betrachtet. Die statistische Auswertung wurde mit dem

Computerprogramm Prism 3.0 (GraphPad Software; San Diego, CA) durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Etablierung der Nachweismethoden fur 1A-2

4.1.1. Nachweis der IA-2 Expression in INS-1 Zellen und primaren Ratten-Inseln

Da primére Inselzellen nur in eingeschranktem Mal3e zur Verfigung standen, sollte fir den
ersten Teil der Versuche zur Regulation der Genexpression von IA-2 eine Insulinoma-Zellinie
(Betazellinie) als Modell verwendet werden. Die aus einem Ratten-Betazelltumor etablierte
INS-1 Zell-Linie (Asfari et al., 1992) wurde als Modell ausgewahlt, weil sie eine sehr hohe
Ahnlichkeit mit ihrem parentalen, in vivo propagierten Tumor aufweist. INS-1 Zellen sind
sensitiv fur positive und negative Modulatoren der Insulin-Sekretion (Asfari et al, 1992) und
fur proinflammatorische Zytokine (Hohmeier et al., 1998). Sie stellen daher ein gutes Modell

fur die Untersuchung verschiedener Aspekte der Betazell-Funktion dar.

Die Expression der IA-2 mRNA war in INS-1 Zellen, die 3 Tage unter basalen Bedingungen
kultiviert wurden, mittels Northern Blot und RT-PCR nachweisbar (siehe Abb.8).
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A2 —p - 600

b-Aktin —p (i) 18

Abb. 8: Nachweis von I1A-2 und des zur Normalisierung verwendeten "housekeeping”-Gens b-Aktin in
INS-1 Zellen durch Northern Blot Analyse (A) und RT-PCR (B).
Im Northern Blot (A) wurde zusatzlich die Lage der 18S- und 28S- rRNA-Banden angegeben.
Die Reaktionsansatze der RT-PCR wurden auf einem 2%-igen Agarosegel durch Gelelektro-
phorese aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt (B): 1: Molekulargewichtsmarker, 2: RT-
PCR auf ein 822 bp-Fragment von 1A-2, 3: RT-PCR auf ein 759 bp-Fragment von b-Aktin

Um IA-2 mittels Northern Blot in primédren Langerhans'schen Inseln von Ratten zu
detektieren, konnte nicht gentiigend RNA isoliert werden. Mit RT-PCR war die Expression der

IA-2 mRNA auch in den priméren Inseln gut nachweisbar.



Ergebnisse 50

4.1.2. Etablierung der kompetitiven RT-PCR

Fur die kompetitive RT-PCR wurden Kompetitorfragmente generiert, die als interne
Standards fir die Quantifizierung der cDNA-Proben eingesetzt wurden. Das IA-2 und das b-
Aktin Kompetitorfragment wurden durch interne Deletion von 100 bzw. 144 Basenpaaren aus
den originalen, klonierten PCR-Fragmenten erzeugt. Die Kompetitorfragmente unterscheiden
sich somit nur in der Lange von dem in der Zelle exprimierten 1A-2 bzw. b-Aktin und werden
bei der PCR mit gleicher Effizienz wie die originalen Fragmente koamplifiziert. Abbildung 9
zeigt anhand von zwei reprasentativen PCR-Reaktionen das Prinzip der Koamplifizierung
von internem Standard und cDNA bei der kompetitiven 1A-2- und b-Aktin- RT-PCR.
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Abb. 9: Prinzip der kompetitiven RT-PCR auf IA-2 (2-4) und b-Aktin (5-7).
Die Reaktionsansatze der RT-PCR wurden auf einem 2%-igen Agarosegel durch Gelelektro-
phorese aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geféarbt:
1: Molekulargewichtsmarker, 2: RT-PCR auf I1A-2 mit cDNA aus INS-1 Zellen, 3: PCR auf IA-2
mit kloniertem 1A-2-Kompetitorfragment, 4: kompetitive RT-PCR auf I1A-2 mit cDNA aus INS-1
Zellen und zusatzlichem 1A-2-Kompetitorfragment.
5: RT-PCR auf b-Aktin mit cDNA aus INS-1 Zellen, 3: PCR auf b-Aktin mit kloniertem b-Aktin-
Kompetitorfragment, 4: kompetitive RT-PCR auf b-Aktin mit cDNA aus INS-1 Zellen und zu-
satzlichem b-Aktin-Kompetitorfragment.

In Optimierungsexperimenten wurde die optimale Zyklenzahl, bei der die PCR-Produkte in
der exponentiellen Phase detektiert werden kénnen, bestimmt. Dabei wurde fur die PCR auf

b-Aktin 27 Zyklen und fur die PCR auf IA-2 29 Zyklen als Optimum gefunden.
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4.1.3. Etablierung der real-time RT-PCR (LightCycler RT-PCR)

Die Quantifizierung der Kopienzahlen von cDNA-Proben mittels LightCycler RT-PCR beruht
auf einer kontinuierlichen real-time Detektion der Amplifizierungsprodukte in der ex-
ponentiellen (logarithmisch-linearen) Phase der PCR. Fur die LightCycler RT-PCR wurden
Fragmente von IA-2, Insulin und b-Aktin kloniert, die als externe Standards in jeder PCR
zusatzlich zu den cDNA-Proben eingesetzt wurden. In initialen Experimenten wurde zu-
nachst fur jede der drei PCRs die optimale Magnesiumchlorid-Konzentration bestimmt. Dazu
wurden pro PCR-Ansatz unter gleichen Bedingungen je 1 ~ 10° Kopien (Molekiile) des
klonierten Standardfragments amplifiziert, wobei Magnesiumchlorid in unterschiedlicher
Menge von 1 mmol/l bis 5 mmol/l Endkonzentration zugesetzt wurde. Die auf diese Weise
ermittelte optimale Magnesiumchlorid-Konzentration, bei der ein maximaler Anstieg des
amplifizierten PCR-Produkts in der exponentiellen PCR-Phase zu beobachten ist, betrug fir

alle drei PCRs 3 mmol/l und wurde fiir alle weiteren Experimente verwendet.

Die Kopienzahl der cDNA-Proben wurde aus Standardkurven extrapoliert, die in jeder PCR
aus 4 Standards Uber einen Bereich von 1000 Kopien erstellt wurden. Der berechnete Irrtum
innerhalb der Standardkurven, der ein Mal3 fir die Genauigkeit des Pipettierens darstellt, war
dabei immer < 0.1. Die Effizienz der PCR in der exponentiellen Phase, die sich aus der
Formel Effizienz = 10 V/Anstieg der Standardkuve o rachnen |asst, lag immer zwischen 1.8 und 1.95,
und war damit nur geringfiigig kleiner als die theoretische PCR-Effizienz. Die theoretische
PCR-Effizienz in der exponentiellen Phase ist 2.0 und korrespondiert mit einer Verdoppelung

der Kopienzahl in jedem PCR-Zyklus wahrend der exponentiellen Phase der PCR.

Zusatzlich zur Durchfihrung der PCR erlaubt der LightCycler die Bestimmung der
Schmelzpunkte der amplifizierten PCR-Produkte. Die Analyse der Schmelzkurven aller PCR-
Produkte nach jeder PCR demonstrierte die Spezifitdt der amplifizierten PCR-Fragmente,
wobei folgende Schmelzpunkte erhalten wurden:

b-Aktin-Fragment: 89°C

IA-2-Fragment: 88°C

Insulin-Fragment: 90°C.

Die Abbildungen 10, 11 und 12 illustrieren die Fluoreszenzkurven (A) der Standards, der
Wasserkontrolle und einer cDNA aus je einer reprasentativen LightCycler RT-PCR fur b-
Aktin, 1A-2 und Insulin sowie die korrespondierenden Schmelzkurven (B) der amplifizierten
PCR-Produkte.



Ergebnisse

85—_
BD—_
55—_
50—_

45—

s
=
[

B-

Fluarezcence [F1]

ra
4]
[

[
=
[

T T T T T T T T
i 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle Mumber

Fluorescence -d[F1)4dT

' | ' 1 ' [ ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' |
74 76 78 80 a2 a4 a8 a8 90 92 94
Temperature [*C)

Wasserkontrolle
. Standard 1 (1" 10’ Kopien)
____ o Standard 2 (1" 10° Kopien)
____ o standard 3 (1" 10° Kopien)
__ . Standard 4 (1" 10* Kopien)
.......... s-e---- CDNA
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Produkte (B) einer reprasentativen LightCycler RT-PCR fir b-Aktin
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Zusatzlich wurden die Reaktionsansatze einiger ausgewahlter RT-PCRs auf einem 2%igem
mit Ethidiumbromid gefarbtem Agarosegel aufgetragen, wobei die Lange der PCR-Produkte
mit den berechneten Molekulargewichten der PCR-Fragmente (b-Aktin: 342 Bp, IA-2: 114 Bp
und Insulin: 164 Bp) Ubereinstimmte und keine zusatzlichen unspezifischen PCR-Produkte
detektiert wurden (siehe Abbildung 13).

Bp Bp Bp

400
300
200

400
300

400
300

200 200

100 100

100

1 2 3 4 5 6 7 12 3 45 67 1 23 45 6 7

Abb. 13: Analyse von Reaktionsansatzen reprasentativer LightCycler-PCRs nach Gelelektrophorese
auf einem 2% Agarosegel und Ethidiumbromidfarbung (A: b-Aktin, B: 1A-2, C: Insulin;
1: 100 Bp Molekulargewichtsmarker, 2: Wasserkontrolle, 3-6: Standards, 7: cDNA)

Die Reproduzierbarkeit der LightCycler RT-PCR wurde durch fiinfmalige Wiederholungen
derselben Probe in einer PCR an verschiedenen Tagen beurteilt. Tabelle 4 zigt die intra-
und inter-assay Variationskoeffizienten (VK) fur identische Kopienzahlen von 5~ 10* Kopien
von IA-2 bzw. Insulin. Um Beeinflussungen der Resultate durch inter-assay Variationen
auszuschlieRen, wurden die Kopienzahlen von cDNA Proben aus basalen und stimulierten

Zellen nur miteinander verglichen, wenn sie zusammen in einer PCR gelaufen waren.

Variationskoeffizienten (VK) IA-2 Insulin
intra-assay VK der Kopienzahlen 9,7% 11,7%
intra-assay VK der "crossing points" 0,8% 1,4%
inter-assay VK der Kopienzahlen 18,3% 32,0%
inter-assay VK der "crossing points" 1,9% 1,4%

Tab. 4: Intra-Assay und Inter-Assay Variationskoeffizienten der 1A-2- und Insulin-LightCycler RT-PCR
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4.1.4. Vergleich von Northern Blot Analyse, kompetitiver RT-PCR und Real-
Time RT-PCR

Anderungen in der Genexpression von IA-2 nach Stimulation der INS-1 Zell-Linie wurden

mittels einer konventionellen Methode (Northern Blot Analyse) und zweier quantitativer RT-

PCRs bestimmt. Stimulation bzw. Inhibition der 1A-2 mRNA Expression in INS-1 Zellen

konnte dabei mit allen drei verwendeten Methoden zuverlassig und reproduzierbar detektiert

werden (siehe Abb.14, 15, 16 und 17).

A2 9 o - -

b-Aktin = @i S - -

Abb. 14: Detektion der Stimulation von 1A-2 mit Forskolin (A) und der Inhibition von IA-2 mit IL-1b (B)
durch Northern Blot Analyse.
(1: basal, 2: 24 h Stimulation mit 10 pumol/l Forskolin; 3: basal, 4: 24h Stimulation mit 50 U/ml
IL-1Db)

IA-2 cDNA

t 4

IA-2 Kontrollfragment

A B
4— Db-AktincDNA
<4~ b-Aktin Kontrollfragment

Abb. 15: Detektion der Stimulation von 1A-2 mit Forskolin (A) und der Inhibition von IA-2 mit IL-1b (B)
durch kompetitive RT-PCR.
(1: basal, 2: 24 h Stimulation mit 10 pumol/l Forskolin; 3: basal, 4: 24h Stimulation mit 50 U/ml
IL-1b)
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Abb. 16: Detektion der Stimulation von I1A-2 mit Forskolin durch LightCycler RT-PCR.
Die INS-1 Zellen wurden fiir 24 Stunden mit 10 umol/l Forskolin stimuliert.

(A: b-Aktin, B: IA-2)
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Abb. 17: Detektion der Inhibition von IA-2 mit IL-1b durch LightCycler RT-PCR.
Die INS-1 Zellen wurden fir 24 Stunden mit 50 U/ml IL-1b stimuliert.

(A: b-Aktin, B: IA-2)
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Die Tendenz in den berechneten Stimulationsindices fiir eine reprasentative Stimulation von
IA-2 mit Forskolin und eine Inhibition mit IL-1b war bei den drei verwendeten Methoden

vergleichbar:

Methode Stimulationsindex: Forskolin Stimulationsindex: IL-1b
Northern Blot Analyse 518% 71%
kompetitive RT-PCR 490% 57%
LightCycler RT-PCR 308,4% + 38,5% 60,5% + 8,1%

Tab. 5: Vergleich der durch unterschiedliche Methoden ermittelten 1A-2-Stimulationsindices nach 24-
stundiger Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit 10 pmol/l Forskolin bzw. 50 U/ml IL-1b

Die in den folgenden Kapiteln dargestellten Ergebnisse wurden mittels der LightCycler RT-
PCR erstellt, weil diese Methode eine prézise, gut reproduzierbare Quantifizierung der
MRNA-Expression von IA-2 bei im Vergleich zu Northern Blot Analyse und kompetitiver RT-
PCR geringerem Arbeits- und Zeitaufwand lieferte. Zusatzlich wurde noch eine LightCycler
RT-PCR fir Insulin etabliert, um die mRNA-Expression beider Autoantigene miteinander
vergleichen zu kdnnen. Eine zuverlassige Quantifizierung der mRNA-Expression von 1A-2
und Insulin in primaren Langerhans'schen Inseln der Ratte war nur mit der Methode der
LightCycler-PCR mdglich.

Mittels LightCycler konnten auch die Kopienzahlen von IA-2 und Insulin bestimmt werden.
Unter basalen Bedingungen betrugen in INS-1 Zellen die mRNA-Konzentrationen fir IA-2
und Insulin 2,2 + 0,2~ 10 Kopien bzw. 12,9 + 1,7~ 10° Kopien pro 1~ 10° Kopien b-Aktin. In
primaren Inseln waren die mRNA-Konzentrationen fiir IA-2 und Insulin 0,9 + 0,2~ 10* Kopien
bzw. 233,4 + 48,8 ~ 10° Kopien pro 1 ~ 10> Kopien b-Aktin. Diese Bestimmung der
Kopienzahlen erlaubt einen direkten Vergleich der in der vorliegenden Arbeit erzielten

Ergebnisse mit Ergebnissen aus eventuellen spateren Studien.
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4.2. Einfluss von metabolischen und hormonellen Faktoren auf die Ex-
pression von |IA-2 und Insulin

4.2.1. Einfluss von Glucose auf die mRNA Expression von IA-2 und Insulin in
INS-1 Zellen

D-Glucose ist der wichtigste metabolische Stimulus der Insulinsekretion in Betazellen. Die
INS-1 Zell-Linie hat ebenfalls eine, wenn auch im Vergleich zu priméren Betazellen,
geringere Kapazitat der Insulinsekretion nach Glucosestimulation (Asfari et al., 1992). Es
wurde daher untersucht, ob eine erhgdhte Glucosekonzentration auch die mRNA Expression
von IA-2 und Insulin beeinflusst. Dazu wurde die INS-1 Zell-Linie Uber 6 Stunden, 24
Stunden und 6 Tage mit 10 mmol/l, 15 mmol/l und 21 mmol/l D-Glucose stimuliert. Die nach

LightCycler RT-PCR ermittelten 1A-2 und Insulin Stimulationsindices sind in Tab. 6

angegeben.
Glucose- Stimulations- IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
konzentration dauer
10 mmol/l 6h 108.9% + 18.5% (p>0,05; n.s.) 102.6% + 17.8% (p>0,05; n.s.)
24 h 88.5% + 5.2% (p>0,05; n.s.) 67.7% + 4.6% (p<0,05)
6d 141.4% + 19.2% (p<0,05) 101.1% + 16.7% (p>0,05; n.s.)
15 mmol/l 6h 91.8% + 10.4% (p>0,05; n.s.) 91.4% + 1.0% (p>0,05; n.s.)
24 h 94.7% £ 2.7% (p>0,05; n.s.) 42.6% * 3.2% (p<0,01)
6d 200.9% + 6.6% (p<0,01) 45.0% + 6.2% (p<0,01)
21 mmol/l 6h 108.0% + 22.4% (p>0,05; n.s.) 94.3% £ 6.5% (p>0,05; n.s.)
24h 88.0% + 2.8% (p>0,05; n.s.) 26.1% + 2.4% (p<0,01)
6d 223.5% + 7.3% (p<0,01) 21.4% + 1.5% (p<0,001)

Tab. 6: Stimulationsindices fiir 1A-2 und Insulin nach 6 und 24 Stunden sowie 6 Tagen Stimulation der
INS-1 Zell-Linie mit 10, 15 und 21 mmol/l D-Glucose.
(Anzahl der Versuche: n = 3)

Eine kurze Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit erhéhten Glucosekonzentrationen fur 6
Stunden hatte weder auf die mRNA Expression von IA-2 noch von Insulin einen Einfluss.
Auch nach 24 Stunden Inkubation mit erhdhten Glucosekonzentrationen war die 1A-2
Expression nicht signifikant ver&ndert, wahrend die Expression von Insulin dosisabhé&ngig
gehemmt wurde. Eine Langzeitstimulation der INS-1 Zell-Linie mit erhdhten Glucose-

konzentrationen fir 6 Tage stimulierte dagegen die Expression von IA-2 dosisabhéngig,
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wahrend die Hemmung der Insulin Expression nicht weiter verstarkt war. Die maximale
Stimulation der IA-2 Expression auf 223% wurde nach 6 Tagen Inkubation der INS-1 Zell-

Linie bei 21 mmol/l Glucose beobachtet. Dabei war gleichzeitig die Expression von Insulin
maximal auf 21% gehemmt (siehe Abb. 18).
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Abb. 18: D-Glucose stimuliert dosis- und zeitabh&ngig die mRNA Expression von |A-2 und inhibiert die
MRNA Expression von Insulin in der INS-1 Zell-Linie.

(Anzahl der Versuche: n = 3; *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)
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Zuséatzlich zum Einfluss von erhohten Glucose-Konzentrationen auf die |1A-2 und Insulin
Genexpression wurde auch die Insulin-Sekretion der INS-1 Zellen untersucht. Der mittels

RIA bestimmte Insulin-Gehalt im Kulturmedium der INS-1 Zellen ist in Tab. 7 angegeben.

Stimulationsdauer  Glucose-Konzentration Insulingehalt im Kulturmedium
6h 7 mmol/l (basal) 95,8 ng/ml = 11,0 ng/ml
10 mmol/l 119,5 ng/ml + 15,8 ng/ml (p>0,05; n.s.)
15 mmol/ 136,3 ng/ml £ 2,4 ng/ml (p>0,05; n.s.)
21 mmol/l

174,6 ng/ml £ 33,2 ng/ml (p<0,05)

24 h 7 mmol/l (basal) 264,8 ng/ml + 10,2 ng/ml
10 mmol/l 263,3 ng/ml + 16,7 ng/ml (p>0,05; n.s.)
15 mmol/l 280,3 ng/ml + 10,2 ng/ml (p>0,05; n.s.)
21 mmol/ 286,1 ng/ml = 7,4 ng/ml (p>0,05; n.s.)
6d 7 mmol/l (basal) 435,5 ng/ml + 11,8 ng/ml
10 mmol/| 385,1 ng/ml + 129,3 ng/ml (p>0,05; n.s.)
15 mmol/l 106,6 ng/ml + 12,8 ng/ml (p<0,05)
21 mmol/l

40,0 ng/ml + 7,3 ng/ml (p<0,05)

Tab. 7: Insulingehalt im Kulturmedium von INS-1 Zellen nach 6 und 24 Stunden sowie 6 Tagen Inku-
bation mit 7, 10, 15 und 21 mmol/l D-Glucose. Bei der 6-tdgigen Stimulation wurde nach 3 Ta-
gen bei allen Zellen das Medium gewechselt.
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Abb. 19: D-Glucose stimuliert bei 6-stiindiger Inkubation dosisabhéngig die Insulinsekretion von INS-1
Zellen, wahrend nach Langzeitstimulation (6 Tage) dosisabhangig die Insulin-Sekretion ge-
hemmt wird.

(Anzahl der Versuche: n = 3; *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)
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4.2.2. Die cAMP-Stimulantien Forskolin und IBMX stimulieren die mRNA Ex-
pression von IA-2 und Insulin in INS-1 Zellen

Um zu untersuchen, ob die Expression von IA-2 durch eine von dem "second messenger"
CAMP vermittelte Signaltransduktion reguliert wird, wurde die INS-1 Zell-Linie zunachst mit
zwei synthetischen Stimulatoren des intrazytoplasmatischen cAMP-Gehalts inkubiert.
Forskolin steigert die cAMP-Synthese durch Aktivierung der Adenylat-Cyclase, wahrend 3-
Isobutyl-1-methylxanthin  (IBMX) den Abbau des cAMPs durch Hemmung der
Phosphodiesterase verlangsamt. Die INS-1 Zell-Linie wurde fir 6, 24 und 48 Stunden mit 10
umol/l Forskolin bzw. 100 pmol/l IBMX inkubiert und die Anderungen in der IA-2 und Insulin
MRNA-Expression durch LightCycler RT-PCR bestimmt (siehe Tab. 8).

Stimulans  Stimulations- IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
dauer
Forskolin 6h 263,9% + 29,4% (p<0,05) 117,8% + 5,5% (p>0,05; n.s.)
24 h 308,4% + 38,5% (p<0,05) 188,0% + 10,1% (p<0,05)
48 h 281,7% + 19,3% (p<0,05) 242,3% + 23,8% (p<0,05)
IBMX 6h 176,3% + 12,3% (p<0,05) 123,5% + 17,9% (p>0,05; n.s.)
24 h 246,3% + 5,3% (p<0,01) 171,6% + 18,7% (p<0,05)
48 h 162,1% + 24,2% (p>0,05; n.s.)  148,0% + 22,2% (p>0,05; n.s.)

Tab. 8: Stimulationsindices fiir IA-2 und Insulin nach 6, 24 und 48 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-
Linie mit 20 pmol/l Forskolin bzw. 100 pmol/l IBMX.
(Anzahl der Versuche: n = 3)

Die mRNA-Expression von 1A-2 wird durch eine Erhdéhung des intrazytoplasmatischen
Gehalts an cAMP in der INS-1 Zell-Linie hochreguliert. Die Abb. 20 zeigt, dass der Zeit-
verlauf der 1A-2 Stimulation nach Inkubation mit Forskolin und IBMX gleich war: Die IA-2
MRNA wurde bereits nach 6-stiindiger Inkubation der Zellen mit beiden synthetischen cAMP-
Stimulatoren signifikant hochreguliert und erreichte eine maximale Expression nach 24
Stunden Stimulation. Die 1A-2 Expression wurde nach 24 Stunden Inkubation mit 10 pmol/l
Forskolin maximal auf 308% und mit 100 pmol/l IBMX auf 246% gesteigert. Eine
Verlangerung der Stimulationsdauer auf 48 Stunden fihrte nicht zu einer weiteren
Steigerung der 1A-2 Expression. Gleichzeitig mit IA-2 wurde auch die Expression von Insulin
durch Forskolin und IBMX gesteigert. Allerdings waren die Stimulationsindices der Insulin-
Expression zu allen drei untersuchten Zeitpunkten geringer als bei IA-2. Eine maximale

Stimulation der Insulin-Expression auf 242% wurde nach 48 Stunden Inkubation der Zellen




Ergebnisse

64

mit 10 pmol/I Forskolin beobachtet, wahrend 100 pmol/l IBMX die Insulin-Expression nach 24
Stunden Inkubation maximal auf 172% stimulierte.
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Abb. 20: Stimulation der mRNA-Expression von IA-2 und Insulin nach 6, 24 und 48 Stunden Inkubation der INS-1
Zell-Linie mit 10 pmol/l Forskolin bzw. 100 umol/l IBMX.

(Anzahl der Versuche: n = 3; *: p<0,05, **: p<0,01)
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Das nach 24 Stunden Stimulation mit Forskolin oder IBMX ins Medium sezernierte Insulin
wurde mittels eines kommerziellen Radioimmunoassays fiur Ratten-Insulin (Rat Insulin RIA
Kit, Linco) bestimmt (siehe Tab. 9).

Stimulans Insulingehalt im INS-1 Kulturmedium
basal 314,5 ng/ml = 79,1 ng/ml

Forskolin 2072,0 ng/ml + 54,2 ng/ml (p<0,01)
IBMX 650,5 ng/ml + 88,7 ng/ml (p<0,05)

Tab. 9: Insulingehalt im Kulturmedium von INS-1 Zellen nach 24 Stunden Stimulation mit 10 pmol/l
Forskolin bzw. 100 pmol/l IBMX im Vergleich zu basalen unstimulierten INS-1 Zellen.
(Anzahl der Versuche: n = 3)

Neben der Stimulation der IA-2 und Insulin mRNA-Expression steigerten die cAMP-
Stimulantien ebenfalls die Insulin-Sekretion der INS-1 Zell-Linie signifikant. Wie in Abb. 21
dargestellt ist, war nach 24 Stunden Inkubation mit Forskolin das ins Medium sezernierte
Insulin auf 660% des basalen Wertes erhoht. Eine 24-stiindige Stimulation mit IBMX

bewirkte eine geringere, aber ebenfalls signifikante Steigerung der Insulinsekretion auf 210%
des basalen Wertes.
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Abb.21: Stimulation der Insulinsekretion von INS-1 Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 10 umol/l
Forskolin bzw. 100 umol/l IBMX.

(Anzahl der Versuche: n = 3; *: p<0,05, **: p<0,01)
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4.2.3. Einfluss der cAMP-stimulierenden Hormone Glucagon und GLP-1 auf die
mMRNA Expression von |A-2 und Insulin in INS-1 Zellen

Glucagon, das Haupthormon der Alphazellen des endokrinen Pankreas und Glucagon-like
Peptid 1 (GLP-1), ein Inkretin-Hormon des Dunndarms, bewirken Uber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren eine Aktivierung der Adenylat-Cyclase, die nachfolgend zu einer Erhéhung der
CAMP-Konzentration in Betazellen fuhrt. Es wurde daher untersucht, ob die von diesen
beiden Hormonen induzierte Steigerung des cAMP-Gehalts ebenfalls zu einer Stimulation
der IA-2 und Insulin Expression in der INS-1 Zell-Linie fuihrt. Die durch LightCycler RT-PCR
erhaltenen Stimulationsindices nach 24-stindiger Stimulation der INS-1 Zellen sind in Tab.

10 angegeben:
Hormon IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
Glucagon 233,4% + 20,6% (p<0,05) 126,9% + 14,5% (p>0,05; n.s.)
GLP-1 258,2% + 35,4% (p<0,05) 164,6% * 8,2% (p<0,05)

Tab. 10: Stimulationsindices fiir IA-2 und Insulin nach 24 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-Linie mit
10 pmol/l Glucagon bzw. 1 nmol/l GLP-1.
(Anzahl der Versuche: n = 3)
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Abb. 22: Einfluss von Glucagon und GLP-1 auf die mRNA-Expression von IA-2 und Insulin nach 24-
stiindiger Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit den Hormonen.
(Anzahl der Versuche: n = 3; *: p<0,05)
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Wie in Abb. 22 dargestellt ist, steigerte eine 24-stindige Stimulation der INS-1 Zell-Linie mit
GLP-1 oder Glucagon sowohl die IA-2 als auch die Insulin mMRNA Expression, wobei der
durch GLP-1 induzierte Effekt starker war. Mit 1 nmol/l GLP-1 war die 1A-2 Expression
signifikant auf 258% und die Insulin Expression ebenfalls signifikant auf 165% erhoht.
Glucagon steigerte bei Verwendung hoherer Konzentrationen (10 pumol/l) die IA-2 Expression
fast ebenso stark wie GLP-1 auf 233%, wahrend die Insulin Expression nur leicht und nicht

signifikant auf 127% erhoht war.

Der Einfluss von Glucagon und GLP-1 auf die Insulinsekretion der INS-1 Zellen wurde eben-
falls untersucht. In Tab. 11 sind die Werte fir das mittels RIA bestimmte, ins Kulturmedium
sezernierte Insulin nach 24-stindiger Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit den beiden

Hormonen angegeben.

Hormon Insulingehalt im INS-1 Kulturmedium
basal 2443 ng/ml = 23,2 ng/ml

Glucagon 1114,0 ng/ml + 36,9 ng/ml (p<0,05)
GLP-1 585,9 ng/ml = 56,8 ng/ml (p<0,05)

Tab. 11: Insulingehalt im Kulturmedium von INS-1 Zellen nach 24 Stunden Stimulation mit 10 pmol/l
Glucagon bzw. 1 nmol/l GLP-1 im Vergleich zu unstimulierten INS-1 Zellen.
(Anzahl der Versuche: n = 3)

Sowohl Glucagon als auch GLP-1 steigerten die Insulin-Sekretion der INS-1 Zell-Linie
signifikant. Nach 24-stindiger Stimulation mit Glucagon war das ins Kulturmedium
sezernierte Insulin auf 460% des basalen Wertes erhoht, wahrend GLP-1 die

Insulinsekretion auf 240% des basalen Wertes steigerte (siehe Abb. 23).
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Abb.23: Stimulation der Insulinsekretion von INS-1 Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 10 pmol/l
Glucagon bzw. 1 nmol/l GLP-1.

(Anzahl der Versuche: n = 3; *: p<0,05)

Fir das Inkretin-Hormon GLP-1, das die starksten Effekte bewirkt hatte, wurde der Einfluss
der Dosis und der Stimulationsdauer auf die Stimulation der 1A-2 und Insulin mMRNA
Expression untersucht. Dazu wurde die INS-1 Zell-Linie zunachst fir 24 Stunden mit GLP-1
in Konzentrationen von 0,1 nmol/l bis 2 nmol/l und danach mit 1 nmol/ll GLP-1 fur 6, 24 und
48 Stunden inkubiert. Die nach LightCycler RT-PCR ermittelten 1A-2 und Insulin

Stimulationsindices sind in Tab.12 und Tab.13 angegeben.

Hormon Konzentration IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
GLP-1 0,1 nmol/l 224,7% * 1,9% (p<0,05) 162,3% + 14,1% (p>0,05; n.s.)
0,5 nmol/l 248,3% + 6,8% (p<0,05) 179,2% + 9,8% (p<0,05)
1 nmol/l 258,2% + 35,4% (p<0,05) 164,6% + 8,2% (p<0,05)
2 nmol/ 158,5% + 18,0% (p>0,05; n.s)  109,1% + 3,4% (p>0,05; n.s.)

Tab.12: Stimulationsindices fur 1A-2 und Insulin nach 24 Stunden Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit
verschiedenen Konzentrationen von GLP-1.
(Anzahl der Versuche: n = 2-3)
Die hervorgehobene GLP-1-Konzentration (1 nmol/l) wurde fiir die nachfolgende Bestimmung
der Zeitabhangigkeit der GLP-1-induzierten Stimulation verwendet.
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Hormon Stimulationsdauer IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex

GLP-1 6h 187,1% + 24,0% (p<0,05) 125,3% + 21,7% (p>0,05; n.s.)
24 h 258,2% + 35,4% (p<0,05) 164,6% + 8,2% (p<0,05)
48 h 99,9% + 2,5% (p>0,05; n.s.) 123,8% + 9,3% (p>0,05; n.s.)

Tab.13: Stimulationsindices fir IA-2 und Insulin nach 6, 24 und 48 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-
Linie mit 1 nmol/l GLP-1.
(Anzahl der Versuche: n = 3)

Abb. 24 zeigt, dass GLP-1 die IA-2 Expression am starksten bei einer Konzentration von 1
nmol/l stimulierte (auf 258%). Diese Konzentration wurde daher auch fir die Bestimmung der
Zeitabhangigkeit der GLP-1-induzierten Stimulation eingesetzt. Der Zeitverlauf der
Stimulation war wie bei Inkubation mit Forskolin und IBMX dadurch gekennzeichnet, dass die
IA-2 und Insulin Expression bereits nach 6-stiindiger Inkubation leicht erhéht war und nach
24 Stunden den Maximalwert erreichte, wahrend bei einer auf 48 Stunden verlangerten

Inkubation die 1A-2 und Insulin Expression wieder zuriickging.
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Abb. 24: Abhangigkeit der GLP-1-induzierten 1A-2 und Insulin Stimulation in der INS-1 Zell-Linie von
der GLP-1 Dosis (A) und der Zeitdauer der Stimulation (B)
(Anzahl der Versuche: n = 3; *: p<0,05)
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Um die Beteiligung von cAMP an der Stimulation der 1A-2 mRNA-Expression naher zu
untersuchen, wurden die INS-1 Zellen auf3erdem fir 24 Stunden mit 10 umol/l Glucagon und
dem cAMP-Antagonisten Rp-cAMPS (50 pmol/l) koinkubiert. Nach Kokultivierung der INS-1
Zellen mit Glucagon und Rp-cAMPS war die 1A-2 mRNA signifikant niedriger stimuliert als
nach Inkubation der INS-1 Zellen mit Glucagon (siehe Tab.14 und Abb.25).

Stimulans IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
Glucagon 233,4% + 20,6% (p<0,05) 126,9% + 14,5% (p>0,05; n.s.)
Glucagon + Rp-cAMPS 167,2% * 5,3% (p<0,05) 123,4% + 13,8% (p>0,05; n.s.)

Tab.13: Stimulationsindices fiir 1A-2 und Insulin nach 24 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-Linie mit

10 pumol/l Glucagon sowie Kostimulation mit 10 umol/l Glucagon und 50 pmol/l Rp-cAMPS.
(Anzahl der Versuche: n = 3)
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Abb.25: Stimulation der mMRNA-Expression von IA-2 und Insulin in INS-1 Zellen nach Inkubation mit
10 pmol/l Glucagon bzw. Koinkubation mit 10 pmol/l Glucagon und 50 pmol/l Rp-cAMPS.
(Anzahl der Versuche n = 3; *: p<0,05)

4.2.4. Einfluss von Faktoren, die die Insulinsekretion hemmen, auf die mRNA-
Expression von IA-2 und Insulin in INS-1 Zellen

Im Gegensatz zum stimulierenden Effekt von Glucose inhibieren einige Faktoren wie z.B.
das von den Deltazellen des endokrinen Pankreas sezernierte Hormon Somatostatin und
das von Betazellen nach Glucosestimulation gebildete Arachidonsaurederivat Prostaglandin

E, (PGE;) die glucose-induzierte Insulinsekretion von Betazellen (Seaquist et al., 1994).
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Daher wurde untersucht, ob Somatostatin und PGE; auch in INS-1 Zellen die
Insulinsekretion inhibieren und einen Effekt auf die mRNA-Expression von IA-2 und Insulin in

INS-1 Zellen haben. Die durch LightCycler RT-PCR erhaltenen Stimulationsindices nach 24-
stundiger Stimulation der INS-1 Zellen sind in Tab. 14 dargestellt:

Stimulans IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
Somatostatin 119,7% + 13,3% (p>0,05; n.s.) 93,4% + 17,9% (p>0,05; n.s.)
Prostaglandin E; 86,4% + 13,2% (p>0,05; n.s.) 51,9% + 0,7% (p<0,05)

Tab.14: Stimulationsindices flr IA-2 und Insulin nach 24 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-Linie mit
10 pmol/l Somatostatin bzw. 0,5 umol/l Prostaglandin E,.
(Anzahl der Versuche: n = 3)

Weder Somatostatin noch PGE, hatten einen signifikanten Effekt auf die 1A-2 mRNA-
Expression der INS-1 Zellen. Dagegen wurde die Insulin mRNA-Expression von PGE, auf

51,9% inhibiert, wahrend Somatostatin auch auf die Insulin mMRNA keinen signifikanten Effekt
hatte (siehe Abb. 26).

150
== A2
1 Insulin
1 i
8 1004
5
>
S
< *
=z
X 50
IS
0_

basal Somatostatin PGE2

Abb.26: Einfluss von Somatostatin und PGE; auf die mRNA-Expression von IA-2 und Insulin in INS-1
Zellen

(Anzahl der Versuche n=3; *: p<0,05)
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Der Effekt von Somatostatin und PGE2 auf die Insulinsekretion der INS-1 Zellen wurde

ebenfalls untersucht. Beide Faktoren inhibierten auch in INS-1 Zellen die Insulinsekretion
(siehe Tab.15 und Abb.27).

Stimulans Insulingehalt im INS-1 Kulturmedium
basal 261,9 ng/ml + 15,2 ng/ml
Somatostatin 135,4 ng/ml £ 12,4 ng/ml (p<0,05)
PGE, 152,5 ng/ml £ 13,4 ng/ml (p<0,05)

Tab. 15: Insulingehalt im Kulturmedium von INS-1 Zellen nach 24 Stunden Stimulation mit 10 pmol/|

Somatostatin bzw. 0,5 pumol/l PGE; im Vergleich zu unstimulierten INS-1 Zellen.
(Anzahl der Versuche: n = 3)
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Abb.27: Inhibition der Insulinsekretion von INS-1 Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 10 pmol/l
Somatostatin bzw. 0,5 pmol/l PGE,.

(Anzahl der Versuche: n = 3; *: p<0,05)
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4.2.5. Glucose und synthetische cAMP-Stimulantien stimulieren die mRNA
Expression von IA-2 auch in primaren Inseln von Ratten

Nachdem Glucose und Substanzen, die eine Erhthung des intrazytoplasmasmatischen
CAMP-Gehalts bewirken, als Stimulatoren der IA-2 Genexpression in der INS-1 Zell-Linie
identifiziert wurden, sollte untersucht werden, ob dieser Effekt auch in primaren Inseln
auftritt. Dazu wurden frisch isolierte Langerhans'sche Inseln der Ratte fir 48 Stunden mit 6
mmol/l Glucose inkubiert (basale Kontrollen) bzw. mit 10 mmol/l Glucose, Forskolin oder
IBMX stimuliert. Die in Tab. angegegebenen Stimulationsindices fur die mRNA Expression

von IA-2 und Insulin wurden mittels LightCycler RT-PCR bestimmit:

Stimulans IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex

10 mM Glucose 207,4% + 37,5% (p<0,05) 161,4% * 9,2% (p<0,05)
Forskolin 250,1% * 39,5% (p<0,05) 127,9% + 1,1% (p>0,05; n.s.)
IBMX 382,9% + 11,8% (p<0,01) 111,7% + 15,2% (p>0,05; n.s.)

Tab.16: Stimulationsindices fur 1A-2 und Insulin nach 48 Stunden Stimulation der primaren Ratten-
Inseln mit 10 mmol/l Glucose, 10 pmol/l Forskolin bzw. 100 pmol/l IBMX.
(Anzahl der Versuche: n = 3)

Sowohl eine Erhdhung der Glucose-Konzentration auf 10 mmol/l als auch eine Inkubation mit
den synthetischen cAMP-Stimulantien regulierten die mRNA Expression von |A-2 in primaren
Langerhans'schen Inseln der Ratte hoch (siehe Abb.28). Eine Stimulation der Inseln mit 10
mmol/l Glucose steigerte die IA-2 mRNA auf 207% im Vergleich zur basalen Expression bei
einer Glucosekonzentration von 6 mmol/l. Wie auch bei INS-1 Zellen bewirkte eine
Stimulation der Inseln mit Forskolin oder IBMX eine starkere Erhéhung der I1A-2 Expression
auf 250% bzw. 383%. Im Gegensatz zu dieser Ubereinstimmung bei der Stimulation der 1A-2
Expression zwischen dem verwendeten Modell der INS-1 Zell-Linie und priméren Inseln war
die Insulin mRNA Expression in primaren Inseln anders reguliert als in der INS-1 Zell-Linie.
Die auf 10 mmol/l erhéhte Glucose-Konzentration steigerte in primaren Inseln auch die
Expression der Insulin mRNA statt sie zu inhibieren wie in der INS-1 Zell-Linie. Dagegen
hatten Forskolin und IBMX in primaren Inseln keinen signifikanten Einfluss auf die Insulin

MRNA Expression, wahrend sie in der INS-1 Zell-Linie die Insulin Expression steigerten.
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Abb.28: Stimulation der mRNA-Expression von IA-2 und Insulin nach 48 Stunden Inkubation der
priméren Ratten-Inseln mit 10 mmol/l Glucose (A) bzw. 10 umol/l Forskolin oder 100 umol/Il
IBMX.
Die nichtstimulierten Kontroll-Inseln wurden 48 Stunden bei 6 mmol/l Glucose kultiviert.
(Anzahl der Versuche: n = 3; *: p<0,05, **: p<0,01)
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4.3. Einfluss von Zytokinen auf die Expression von IA-2 und Insulin

4.3.1. Proinflammatorische Zytokine inhibieren die mRNA Expression von |A-2

und Insulin in INS-1 Zellen

4.3.1.1. Dosisabhangigkeit der Zytokin-induzierten Inhibition der mRNA Expression

von |A-2 und Insulin

In initialen Experimenten wurde zunachst untersucht, ob die proinflammatorischen Zytokine
IL-1b, TNF-a und IFN-g die Genexpression von IA-2 und Insulin beeinflussen. Dazu wurde
die INS-1 Zell-Linie fir 24 Stunden mit den Zytokinen in den in Tabelle 17 angegebenen
Konzentrationen inkubiert und mittels LightCycler RT-PCR die Stimulationsindices fur 1A-2

und Insulin bestimmt.

Zytokin Konzentration IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
IL-1b 0,1 U/ml 101,2% =+ 3,5% (p>0,05; n.s.) 88,6% + 1,9% (p>0,05; n.s.)
1 U/ml 78,1% + 1,3% (p<0,05) 74,8% + 3,6% (p<0,05)
10 U/ml 63,2% + 2,0% (p<0,05) 8,4% + 1,7% (p<0,001)
50 U/mi 60,5% + 8,1% (p<0,05) 7,7% + 1,8% (p<0,001)
TNF-a 10 U/ml 88,8% + 2,5% (p>0,05; n.s.) 88,4% + 3,6% (p>0,05; n.s.)
100 U/ml 68,0% + 7,8% (p>0,05; n.s.) 36,8% + 4,3% (p<0,05)
500 U/mi 72,0% *+ 2,9% (p<0,05) 39,6% + 2,5% (p<0,05)
1000 U/mi 67,1% + 3,0% (p<0,05) 29,6% + 9,8% (p<0,05)
IFN-g 1 U/ml 83,8% * 5,5% (p>0,05; n.s.) 93,3% * 4,1% (p>0,05; n.s.)
10 U/ml 68,6% * 11,7% (p>0,05; n.s.) 71,8% * 2,0% (p<0,05)
100 U/mli 52,7% + 4,0% (p<0,01) 47,0% + 4,7% (p<0,01)
500 U/ml 62,3% + 4,8% (p<0,05) 50,5% + 0,6% (p<0,01)
1000 U/mi 61,8% + 2,6% (p<0,05) 45,9% + 3,0% (p<0,01)

Tab.17: Stimulationsindices fur 1A-2 und Insulin nach 24 Stunden Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit
verschiedenen Konzentrationen von IL-1b, TNF-a und IFN-g.
(Anzahl der Versuche: n = 2-3)
Die hervorgehobenen Zytokin-Konzentrationen wurden fur die nachfolgende Bestimmung der
Zeitabhangigkeit der Zytokinwirkung verwendet.
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Wie in Abb.29 dargestellt, hemmten die proinflammatorischen Zytokine IL-1b, TNF-a und
IFN-g nach 24 Stunden Stimulation dosisabhéangig die mRNA Expression von IA-2 und
Insulin. Die durch die Inkubation mit den Zytokinen verursachte Inhibition der Insulin mRNA
war dabei bei IL-1b und TNF-a stérker als die Inhibition der IA-2 mMRNA Expression, wahrend
IFN-g die Expression beider Autoantigene fast gleich stark hemmte. Eine signifikante,
reproduzierbare Inhibition beider Autoantigene war bereits bei relativ niedrigen Zytokin-
Konzentrationen zu beobachten. Die starksten Effekte verursachte IL-1b, das schon bei einer
Konzentration von 1 U/ml beide Autoantigene leicht hemmte und bei Konzentrationen von 10
U/ml und 50 U/ml die mRNA Expression IA-2 jeweils auf etwa 60% und von Insulin auf etwa
8% der basalen Werte inhibierte. TNF-a bewirkte ab einer Konzentration von 100 U/ml eine
signifikante Hemmung der 1A-2 Expression auf etwa 70% und der Insulin Expression auf
etwa 40% der basalen Werte, die auch bei Verwendung héherer Konzentrationen von TNF-a
nur leicht verstarkt war. Die Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit 10 U/ml IFN-g hemmte beide
Autoantigene leicht, wahrend ab einer Konzentration von 100 U/ml IFN-g die Expression

beider Autoantigene auf jeweils etwa 50% der basalen Werte inhibiert war.
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Abb.29: Dosisabhangige Inhibition der IA-2 und Insulin mMRNA Expression von INS-1 Zellen nach 24
Stunden Stimulation mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-1b A), TNF-a (B) und IFN-g
(©).
(Anzahl der Versuche n = 2-3; *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)
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Zusatzlich zu den proinflammatorischen Zytokinen wurde untersucht, ob das Thl-spezifische
Zytokin IL-2 und das Th2-spezifische Zytokin IL-4 die Expression von IA-2 und Insulin beein-
flussen. Die Stimulationsindices fiir IA-2 und Insulin nach 24 Stunden Stimulation der INS-1

Zell-Linie mit IL-2 und IL-4 in den angegebenen Konzentrationen sind in Tab. 18 dargestellt.

Zytokin Konzentration IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex

IL-2 10 U/ml 97,8% + 5,3% (p>0,05; n.s.) 100,4% * 8,6% (p>0,05; n.s.)
20 U/ml 96,3% + 10,6% (p>0,05; n.s.) 92,7% + 5,9% (p>0,05; n.s.)
100 U/ml 92,8% + 3,7% (p>0,05; n.s.) 76,9% + 10.0% (p>0,05; n.s.)
IL-4 10 ng/ml 108,8% * 5,9% (p>0,05; n.s.) 62,8% * 4,7% (p<0,05)
50 ng/ml 91,6% *+ 1,5% (p>0,05; n.s.) 56,2% + 0,5% (p<0,01)
100 ng/ml 103,7% + 7,4% (p>0,05; n.s.) 64,0% * 1,4% (p<0,01)

Tab.18: Stimulationsindices fir IA-2 und Insulin nach 24 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-Linie mit
verschiedenen Konzentrationen von IL-2 und IL-4.
(Anzahl der Versuche: n = 2-3)
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Abb.30: 24 Stunden Stimulation von INS-1 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der Zytokine
IL-2 (A) und IL-4 (B) beeinflusst die mMRNA Expression von 1A-2 nicht und inhibiert die Insulin
MRNA leicht.
(Anzahl der Versuche n = 2-3; *: p<0,05, **: p<0,01)

Abb. 30 zeigt, dass eine Stimulation mit IL-2 bei keiner der verwendeten Konzentrationen zu
einer signifikanten Anderung der Expression beider Autoantigene filhrte. Bei Stimulation mit
IL-4 war die Expression von IA-2 ebenfalls nicht beeinflusst, wahrend die Expression von
Insulin unabhangig von der verwendeten IL-4 Konzentration auf etwa 60% der basalen

Werte inhibiert war.
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4.3.1.2. Zeitabhangigkeit des Zytokin-induzierten Effekts auf die mMRNA Expression
von IA-2 und Insulin

Um die Abhéangigkeit der Zytokin-induzierten Hemmung der mRNA Expression beider
Autoantigene von der Zeitdauer der Stimulation zu untersuchen, wurde die INS-1 Zell-Linie
fir 6, 24 und 48 Stunden mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-1b, TNF-a und IFN-g
inkubiert, wobei Zytokin-Konzentrationen eingesetzt wurden, die nach 24 Stunden Inkubation
eine signifikante, reproduzierbare Hemmung sowohl von IA-2 als auch von Insulin bewirkt
hatten (siehe 4.3.1.1.). Folgende Konzentrationen wurden verwendet:

IL-1b: 50 U/ml

TNF-a: 500 U/ml

IFN-g 100 U/ml
Die nach der LightCycler RT-PCR erhaltenen Stimulationsindices fir 1A-2 und Insulin sind in

Tab. 19 angegeben.

Zytokin  Stimulationsdauer IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
IL-1b 6h 73,4% + 1,7% (p<0,05) 39,1% + 15,0% (p>0,05; n.s.)
24h 60,5% + 8,1% (p<0,05) 7,7% £ 1,8% (p<0,001)
48 h 44,8% =+ 3,6% (p<0,05) 11,2% + 0,1% (p<0,001)
TNF-a 6h 67,4% + 4,3% (p<0,05) 69,2% + 15,3% (p>0,05; n.s.)
24 h 72,0% £ 2,9% (p<0,05) 39,6% + 2,5% (p<0,05)
48 h 64,5% + 1,7% (p<0,01) 54,7% + 6,0% (p<0,05)
IFN-g 6h 73,1% + 10,4% (p>0,05; n.s.)  64,5% + 8,0% (p>0,05; n.s.)
24 h 52,7% * 4,0% (p<0,01) 47,0% + 4,7% (p<0,01)
48 h 66,1% + 18,1% (p>0,05; n.s.) 61,0% £ 0,6% (p<0,01)

Tab. 19: Stimulationsindices fiir IA-2 und Insulin nach 6, 24 und 48 Stunden Stimulation der INS-1

Zell-Linie mit 50 U/ml IL-1b, 500 U/ml TNF-a bzw. 100 U/ml IFN-g.
(Anzahl der Versuche: n = 2-3)

Wie in Abb. 31 dargestellt, bewirkt die Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit den drei pro-
inflammatorischen Zytokinen Il-1b, TNF-a und IFN-g bereits nach 6 Stunden eine Inhibition
sowohl der IA-2 als auch der Insulin mMRNA Expression auf jeweils etwa 70% der basalen
Werte mit der Ausnahme von IL-1b, das die Insulin-Expression nach 6 Stunden auf 39%

hemmt. Eine direkte zytotoxische Wirkung der Zytokine auf die INS-1 Zell-Linie war nach 6
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Stunden Inkubation dagegen nicht zu beobachten: Die Zytokin-stimulierten Zellen
unterschieden sich im Lichtmikroskop morphologisch nicht von unbehandelten Kontrollzellen
und auch ihre mittels MTS-Assay ermittelte metabolische Aktivitdt war nicht beeintrachtigt.
Bei einer Verlangerung der Stimulationsdauer auf 24 Stunden war die Hemmung der IA-2
und Insulin mRNA Expression deutlich verstarkt. Nach 24 Stunden Stimulation waren auch
direkte zytotoxische Effekte der Zytokine auf die INS-1 Zellen nachweisbar, die zwar keine
lichtmikroskopisch detektierbaren morphologischen Veranderungen zur Folge hatten, aber
die metabolische Aktivitat der Zellen beeintrachtigten: Die metabolische Aktivitat der INS-1
Zellen im MTS-Assay betrug nach 24 Stunden Stimulation mit 50 U/ml IL-1b 77% * 11%, mit
500 U/ml TNF-a 90% + 4% und mit 100 U/ml IFN-g 67% = 2% der unbehandelten
Kontrollzellen. Eine langere Stimulation der INS-1 Zell-Linie bewirkte nach 48 Stunden
Inkubation mit den Zytokinen nur bei IL-1b eine weitere Inhibition der 1A-2 Expression auf
45% des basalen Wertes, wahrend bei TNF-a und bei IFN-g weder die Hemmung der 1A-2

noch der Insulin Expression gegeniber einer 24-stiindigen Stimulation verstarkt war.
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Abb. 31: Inhibition der mRNA Expression von 1A-2 und Insulin nach 6, 24 und 48 Stunden Stimulation
der INS-1 Zell-Linie mit 50 U/ml IL-1b (A), 500 U/ml TNF-a (B) bzw. 100 U/ml IFN-g (C).
(Anzahl der Versuche: n = 2-3; *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)
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4.3.1.3. Die Inhibition der IA-2 und Insulin mRNA Expression wird durch Stimulation

mit Kombinationen der proinflammatorischen Zytokine potenziert

Es wurden zwei Kombinationen der proinflammatorischen Zytokine getestet (ZK 1 und ZK 2),
mit denen die INS-1 Zell-Linie fur 6 und 24 Stunden stimuliert wurde:

ZK 1: 10 U/ml IL-1b + 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g

ZK 2: 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g
Die durch LightCycler RT-PCR ermittelten Stimulationsindices fur 1A-2 und Insulin nach

Stimulation mit den beiden Zytokin-Kombinationen sind in Tab. 19 angegeben.

Zytokin- Stimulations- IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
Kombination dauer
ZK1 6h 52,9% + 4,9% (p<0,01) 41,5% * 8,6% (p<0,01)
24 h 21,7% + 1,8% (p<0,001) 6,3% * 1,8% (p<0,001)
ZK 2 6h 55,9% * 6,8% (p<0,01) 55,8% * 13,9% (p<0,05)
24h 41,6% + 10,1% (p<0,05) 8,3% * 3,8% (p<0,01)

Tab. 19: Stimulationsindices fir IA-2 und Insulin nach 6 und 24 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-
Linie mit 10 U/ml IL-1b + 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g (ZK 1) bzw. 500 U/ml TNF-a +
100 U/ml IFN-g (ZK 2).
(Anzahl der Versuche: n = 3-4)

Sowohl die IA-2- als auch die Insulin-mRNA Expression der INS-1 Zell-Linie wurde durch
Stimulation mit den Zytokin-Kombinationen in Abhangigkeit von der Zeitdauer der Inkubation
signifikant gehemmt (siehe Abb. 32), wobei die inhibitorische Wirkung der einzelnen Zytokine
durch die kombinierte Inkubation verstarkt war. Nach 6 Stunden Stimulation inhibierten beide
Zytokin-Kombinationen die |A-2-Expression auf jeweils etwa 50% der basalen Werte,
wahrend die Insulin-Expression durch die Zytokin-Kombination ZK 1 starker gehemmt wurde
als durch ZK 2 (41% versus 56% der basalen Werte). Diese Inhibition war wie bei der 6
stindigen Stimulation mit den einzelnen Zytokinen nicht mit einer Beeintrachtigung der
metabolischen Aktivitat der Zellen oder mit im Lichtmikroskop sichtbaren morphologischen
Veranderungen verbunden. Nach einer 24-stiindigen Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit den
beiden Zytokin-Kombinationen war die IA-2-Expression durch ZK 1 starker inhibiert als durch
ZK 2 (22% versus 42% der basalen Werte), wahrend die Insulin-Expression durch beide
Zytokin-Kombinationen etwa gleich stark gehemmt wurde (6% und 8% der basalen Werte).
Diese Hemmung der Insulin-Expression durch beide Zytokin-Kombinationen entspricht der

maximalen durch IL-1b allein induzierten Hemmung. Zuséatzlich zu der inhibierenden Wirkung
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auf die Expression von IA-2 und Insulin verminderte eine 24-stiindige Inkubation mit beiden
Zytokin-Kombinationen auch die metabolische Aktivitat der INS-1 Zell-Linie im MTS-Assay,
die nach Inkubation mit ZK 1 57% + 6% und mit ZK 2 60% + 6% betrug. Eine weiter
verlangerte 48-stiindige INS-1 Zell-Linie mit den beiden Zytokin-
Kombinationen hatte eine im Lichtmikroskop sichtbare Zerstérung des groften Teils der

Zellen zur IA-2- und Insulin-
Stimulationsindices nach 48 Stunden Inkubation mit den Zytokin-Kombinationen verzichtet.

Inkubation der

Folge. Deshalb wurde auf die Bestimmung von
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Abb. 32: Inhibition der mRNA Expression von 1A-2 und Insulin nach 6 und 24 Stunden Stimulation der
INS-1 Zell-Linie mit Zytokinkombination 1: 10 U/ml IL-1b + 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g
(A) bzw. Zytokinkombination 2: 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g (B).
(Anzahl der Versuche: n = 3-4; *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)

4.3.1.4. Proinflammatorische Zytokine inhibieren auch die Insulinsekretion der INS-1
Zell-Linie

Die proinflammatorischen Zytokine inhibierten zusatzlich zur IA-2 und Insulin mMRNA-
Expression auch die Sekretion von Insulins durch die INS-1 Zell-Linie. Die Inhibition der
Insulinsekretion die INS-1 Zellen Kombinationen der
proinflammatorischen Zytokine inkubiert wurden. In Tab. 20 und in Abb. 33 sind die mittels

war verstarkt, wenn mit

Insulin-RIA bestimmten Insulin-Konzentrationen im Kulturiiberstand der INS-1 Zellen nach
Zytokin-Stimulation zusammengefasst.
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Zytokin Insulingehalt im INS-1 Kulturmedium
basal 261,7 ng/ml + 11,0 ng/ml
IL-1b (50 U/ml) 83,2 ng/ml + 4,2 ng/ml (p<0,05)
TNF-a (500 U/ml) 133,9 ng/ml £ 9,7 ng/ml (p<0,05)
IFN-g (100 U/ml) 107,3 ng/ml £ 6,4 ng/ml (p<0,05)
ZK1 73,3 ng/ml = 8,2 ng/ml (p<0,05)
ZK 2 58,2 ng/ml = 0,8 ng/ml (p<0,01)

Tab. 20: Insulingehalt im Kulturmedium nach 24 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-Linie mit 50 U/ml
IL-1b, 500 U/ml TNF-a, 100 U/ml IFN-g, 10 U/ml IL-1b + 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g

(ZK 1) bzw. 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g (ZK 2).
(Anzahl der Versuche: n = 3-4)
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Abb. 33: Inhibition der Insulinsekretion nach 24 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-Linie mit 50 U/ml
IL-1b, 500 U/ml TNF-a, 100 U/ml IFN-g, Zytokinkombination 1: 10 U/ml IL-1b + 500 U/ml TNF-
a + 100 U/ml IFN-g bzw. Zytokinkombination 2: 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g.
(Anzahl der Versuche: n = 3-4; *: p<0,05, **: p<0,01)




Ergebnisse 83

4.3.2. Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Mediator der Zytokin-induzierten Inhibition

von |lA-2 und Insulin

IL-1b und TNF-a induzieren nach 4-6 Stunden in primaren pankreatischen Inseln die
Expression des Enzyms induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), das die
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) aus Arginin katalysiert (Southern et al., 1990). Daher
wurde untersucht, ob die verwendeten proinflammatorischen Zytokine auch in der INS-1 Zell-
Linie die Bildung von NO induzieren kdnnen. Die Menge des produzierten Stickstoffmonoxids
wurde durch Messung seines Abbauproduktes Nitrit im Zellkulturiiberstand mittels eines
Griess-Tests bestimmt. IL-1b und (in geringerem Umfang) TNF-a stimulierten in der INS-1
Zell-Linie zeitabhangig die Produktion von NO, wéahrend die Inkubation der INS-1 Zellen mit
IFN-gnicht zu einer erhéhten NO-Produktion fuihrte (siehe Tab. 21 und Abb. 34 A).

Zytokin Nitrit im Zelltiberstand
6 Stunden Stimulation 24 Stunden Stimulation 48 Stunden Stimulation
basal 0,0 umol/l 0,0 umol/l 0,0 umol/l
IL-1b 2,2+ 0,1 umol/l (p<0,05) 22,8 + 2,3 umol/l (p<0,05) 32,5+ 1,3 umol/l (p<0,01)
TNF-a 0,0 umol/l 2,1+1,2 umol/l (p>0,05; 4,6 £ 0,3 umol/l (p<0,05)
IFN-g 0,0 umol/l 0,0njrgolll 0,0 umol/l

Tab. 21: Nitritgehalt in ZellkulturGiberstanden von INS-1 Zellen nach 6, 24 und 48 Stunden Stimulation

mit 50 U/ml IL-1b, 500 U/ml TNF-a bzw. 100 U/ml IFN-g
(Anzahl der Versuche n = 3)

Eine Stimulation der INS-1 Zell-Linie mit Kombinationen der proinflammatorischen Zytokine
bewirkte eine Verstarkung der NO-Produktion. IFN-g potenzierte die durch IL-1b und TNF-a
induzierte NO-Produktion (siehe Tab. 22 und Abb. 34 B).

Zytokin-Kombination Nitrit im Zelltiberstand
6 Stunden Stimulation 24 Stunden Stimulation
basal 0,0 umol/l 0,0 umol/l
ZK1 3,8 + 0,1 umol/l (p<0,01) 23,2 £ 1,0 umol/l (p<0,01)
ZK 2 0,6 = 0,2 umol/l (p>0,05; n.s.) 15,6 + 0,8 umol/l (p<0,01)

Tab. 22: Nitritgehalt in Zellkulturiberstanden von INS-1 Zellen nach 6 und 24 Stunden Stimulation mit
Kombinationen der Zytokine (ZK 1: 10 U/ml IL-1b + 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g; ZK 2:
500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g).
(Anzahl der Versuche n = 3-4)
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Abb. 34: 50 U/ml II-1b bzw. 500 U/ml TNF-a induzieren in INS-1 Zellen die Produktion von Stickstoff-
monoxid, wahrend 100 U/ml IFN-g keinen Effekt hat (A). Die NO-Produktion der INS-1 Zellen
ist durch Kombinationen der proinflammatorischen Zytokine potenziert (B).
Die Produktion von Stickstoffmonoxid wurde durch Bestimmung des Nitritgehalts im Kultur-
medium der INS-1 Zellen nachgewiesen.
(Anzahl der Versuche n = 3-4; *: p<0,05, **: p<0,01)

Eine 24-stindige Ko-Inkubation der INS-1 Zell-Linie mit der Zytokinkombination ZK 1, die
nach 24 Stunden Stimulation die stérkste Inhibition der IA-2 und der Insulin mRNA
Expression und die hdchste Produktion von Stickstoffmonoxid bewirkt hatte, mit dem iINOS-
Inhibitor N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) fiihrte zu einer fast vollstandigen Bockierung
der Zytokin-stimulierten NO-Produktion. Diese Blockierung der NO-Produktion durch L-
NMMA verminderte die Zytokin-stimulierte Inhibition der 1A-2 und Insulin mMRNA-Expression,

konnte aber die basalen Werte nicht wiederherstellen. (siehe Tab. 23 und 24 sowie Abb. 35).
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Nach 6 Stunden Stimulation der INS-1 Zell-Linie mit dem synthetischen NO-Donor S-
Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin  (SNAP) wurde ein a&hnlich hoher Nitritgehalt im
Zelliberstand gemessen wie nach 24 Stunden Stimulation mit der Zytokin-Kombination ZK 1.
Das durch den synthetischen NO-Donor SNAP in den INS-1 Zellen freigesetzte
Stickstoffmonoxid bewirkte ebenfalls eine signifikante Inhibition der IA-2 und Insulin mMRNA-
Expression (siehe Tab. 23 und 24 sowie Abb. 35).

Stimulans Nitrit im Zelliberstand
basal 0,0 umol/l
ZK 1 23,2 pumol/l £ 1,0 pumol/l (p<0,01)
ZK 1 + L-NMMA 1,3 pmol/l £ 0,4 umol/l (p>0,05; n.s.)
SNAP 20,8 pmol/l £ 0,6 pmol/l (p<0,01)

Tab. 23: Nitritgehalt in Zellkulturiberstanden von INS-1 Zellen nach 24 Stunden Stimulation mit der
Zytokinkombination 1 (ZK 1: 10 U/ml IL-1b + 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g) und Kosti-
mulation mit ZK 1 und 4 mM L-NMMA sowie 6 Stunden Stimulation mit 250 uM SNAP.
(Anzahl der Versuche n = 3)

Stimulant IA-2 Stimulationsindex Insulin Stimulationsindex
basal 100,0 100,0

K1 21,7% + 1,8% (p<0,001) 6,3% * 1,8% (p<0,001)

ZK 1+ L-NMMA 64,2% + 3,7% (p<0,05) 30,9% * 4,5% (p<0,01)

SNAP 50,7% * 6,4% (p<0,05) 30,0% * 6,1% (p<0,01)

Tab. 24: Stimulationsindices fur 1A-2 und Insulin nach 24 Stunden Stimulation der INS-1 Zellen mit der
Zytokinkombination 1 (ZK 1: 10 U/ml IL-1b + 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g) und Kostimu-
lation mit ZK 1 und 4 mM L-NMMA sowie 6 Stunden Stimulation mit 250 pM SNAP.

(Anzahl der Versuche n = 3)
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Abb. 35: Nitritgehalt in Kulturiberstanden von INS-1 Zellen (A) im Vergleich zur mRNA Expression

von IA-2 und Insulin (B) nach Stimulation der INS-1 Zellen mit der Zytokinkombination 1

(10 U/ml IL-1b + 500 U/ml TNF-a + 100 U/ml IFN-g) und Kostimulation von ZK 1 mit 4 mM
L-NMMA flir 24 Stunden sowie Stimulation mit 250 uM SNAP fir 6 Stunden.

(Anzahl der Versuche n = 3; *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)

Die inverse Korrelation zwischen Zytokin-stimulierter NO-Produktion der INS-1 Zell-Linie und

der mRNA-Expression von IA-2 und Insulin sowie die direkte NO-induzierte Inhibition der IA-

2 und

Inkubation mit einem synthetischen NO-Donor zeigen, dass

Insulin MRNA nach

Inhibition der

in die durch proinflammatorische Zytokine bewirkte

Stickstoffmonoxid

Genexpression beider Autoantigene involviert ist.
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5. Diskussion

5.1. Die Regulation der Genexpression von IA-2 durch metabolische und

hormonelle Stimulantien

IA-2, auch bekannt als Inselzellantigen ICA 512, gehort mit Insulin und Glutaminséure-
Decarboxylase (GAD) zu den wichtigsten Targetproteinen der humoralen und zellularen
Autoimmunantwort bei der Entwicklung eines Typ 1 Diabetes (Verge et al., 1996; Durinovic-
Bello et al., 1996). Es weist in seiner carboxyterminalen, intrazytoplasmatischen Doméane
Strukturhomologien zu rezeptor-assoziierten Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) auf,
ohne jedoch eine enzymatische Aktivitéat gegeniiber bekannten PTP-Substraten zu besitzen
(Lan et al.,, 1994; Notkins et al., 1998). IA-2 ist in den Membranen der sekretorischen
Granula von neuroendokrinen Zellen angereichert, z.B. in den insulin-sekretorischen Granula
der Betazellen des endokrinen Pankreas (Solimena et al., 1996). Uber die biologische
Funktion von IA-2 ist aber, im Gegensatz zu seiner gut definierten Rolle als diabetes-
assoziiertes Autoantigen, bisher wenig bekannt. Es wird vermutet, dass es in de regulierte
Sekretion der in neurosekretorischen Granula gespeicherten Peptidhormone involviert ist.
Um diese Hypothese zu testen, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von
metabolischen und hormonellen Faktoren, die die Sekretion und Biosynthese von Insulin
stimulieren bzw. inhibieren, auf die Expression von IA-2 untersucht. Dabei wurden die ersten
Daten zur Regulation der Genexpression von IA-2 in der insulinproduzierenden Ratten-
Betazell-Linie INS-1 sowie in primaren, aus Ratten isolierten Inseln, gewonnen. Die
Regulation der 1A-2-Genexpression durch die verwendeten Stimulantien wurde zusatzlich mit

Anderungen bei der Sekretion und der Genexpression von Insulin verglichen.

Fur die Analyse der Regulation der mRNA-Expression von IA-2 und Insulin wurde eine auf
dem LightCycler-System basierende neuartige real-time RT-PCR-Technologie etabliert, die
eine sehr sensitive und quantitative Messung der IA-2 und Insulin mMRNA sowohl in der INS-1
Zell-Linie als auch in primaren Inseln ermdglichte. Die real-time Detektion von amplifizierten
PCR-Produkten wahrend der exponentiellen Phase der PCR-Reaktion stellt gegenwartig die
genaueste Methode fir die Quantifizierung von mRNA-Molekilen dar (Kreuzer et al., 1999;
Pfaffl, 2000; Bustin, 2000). Die Zuverlassigkeit der LightCycler-basierten mRNA-
Quantifizierung wurde auf3erdem durch Northern Blot Analyse sowie kompetitive RT-PCR bei
einigen ausgewahlten Stimulationsexperimenten Uberprift, wobei mit allen drei Methoden

tendenziell &hnliche Ergebnisse erhalten wurden.
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Die Transkription des Insulin-Gens, die Translation der Insulin mRNA und die Sekretion von
Insulin durch die Betazellen der Langerhans'schen Inseln des Pankreas werden durch eine
Vielzahl von Metaboliten und Hormonen reguliert (Ashcroft und Ashcroft, 1992). Eine erhéhte
Glucosekonzentration stellt dabei den wichtigsten metabolischen Stimulus flir die Insulin-
Biosynthese und Insulinsekretion dar. Sowohl in primaren Ratten-Inseln als auch in INS-1
Zellen wurde Glucose in der vorliegenden Arbeit auch als ein Stimulator der mRNA-
Expression von IA-2 identifiziert. Eine Erh6hung der Glucosekonzentration von 6 mmol/l auf
10 mmol/l bewirkte in primaren Inseln eine Verdoppelung des IA-2 mRNA Gehalts nach 48
Stunden. Gleichzeitig war auch die Proteinexpression von IA-2 durch die erhdhte
Glucosekonzentration stimuliert (personliche Kommunikation mit Dr. K. Lébner, London). In
Ubereinstimmung mit anderen Studien (Hedeskov, 1980; Nielsen et al., 1985) hatte die
erhohte Glucosekonzentration bei den priméren Ratten-Inseln auch eine erhdhte Akku-
mulation von Insulin im Kulturmedium und eine gesteigerte mMRNA-Expression von Insulin zur
Folge. Bei INS-1 Zellen hatte Glucose einen dosis-und zeitabhangigen Effekt auf den IA-2
MRNA Gehalt. Eine signifikante Erhdhung der IA-2 mRNA-Expression wurde erst nach einer
Stimulation der INS-1 Zellen Uber 6 Tage beobachtet. Dies stand im Gegensatz zu der
bereits nach 6 Stunden Glucosestimulation erhohten Akkumulation von Insulin im
Kulturmedium der INS-1 Zellen. Paradoxerweise war die mRNA-Expression von Insulin
dosis-und zeitabhéngig inhibiert, wobei nach 6 Tagen Inkubation der INS-1 Zellen mit 21
mmol/l Glucose die Insulin-Expression maximal auf 21% der basalen Werte inhibiert und die
IA-2-Expression maximal auf 223% der basalen Werte stimuliert war. Die glucose-vermittelte
Stimulation der 1A-2 mRNA-Expression ist somit nur in primaren Inseln, nicht aber in der INS-
1 Zell-Linie, auch direkt mit einer erhdhten Sekretion und mMRNA-Expression von Insulin
verbunden. Ein bereits nach 24 Stunden messbarer inhibierender Effekt von erhéhten
Glucose-Konzentrationen ¢ 10 mmol/l Glucose) auf die Insulin mMRNA-Expression in INS-1
Zellen wurde auch in einer anderen Studie beschrieben (Olson et al., 1998), und scheint nur
fur die INS-1 Zell-Linie charakteristisch zu sein. Bei primaren Inseln und anderen Betazell-
Linien (HIT Zellen, betaTC-6 Zellen) haben supraphysiologische Glucosekonzentrationen
erst nach einer Langzeitstimulation Uber mehrere Wochen einen vermutlich durch Glucose-
Toxizitat verursachten inhibitorischen Effekt auf die Genexpression und Sekretion von Insulin
(Yki-Jarvinen, 1992; Robertson et al., 1994; Olson et al., 1993; Poitout et al., 1996).

Glucose wird in Betazellen mittels des Glucosetransporters GLUT-2 aufgenommen und
nachfolgend durch das Enzym Glucokinase zu Glucose-6-phosphat phosphoryliert. Diese
Metabolisierung von Glucose stellt den ersten Schritt bei der Generierung von metabolischen
Signalen dar, die fur eine glucose-vermittelte transkriptionelle Regulation von Genen

verantwortlich sind (Vaulont et al., 2000). Wahrend der genaue Ablauf der folgenden Schritte
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sowie die Intermediarprodukte der glucose-vermittelten Signaltransduktion noch diskutiert
werden (Girard et al., 1997; Scott et al., 1998; Vaulont et al., 2000), wurden in verschiedenen
Studien Transkriptionsfaktoren und Mechanismen beschrieben, die in die transkriptionelle
Regulation einzelner Gene durch Glucose involviert sind: Erhohte Glucose-Konzentrationen
bewirken eine Dephosphorylierung des ubiquitér exprimierten Transkriptionsfaktors Spl, der
dadurch besser an seine Bindungsregion im Promotor der Acetyl-CoA-Carboxylase binden
kann und damit die glucose-induzierte Erhdhung der Expression dieses Gens vermittelt
(Daniel et al., 1996). In den Promotorregionen der Gene der Pyruvatkinase und des Gluca-
gonrezeptors wurden durch Mutagenese-Studien DNA-Sequenzen identifiziert, die die
stimulierende Wirkung von Glucose auf diese Gene vermitteln. Diese als "glucose response
elements" bezeichneten Regionen bestehen aus zwei sogenannten E-Boxen mit der palin-
dromischen Sequenz CANNTG, die durch 5 bzw. 3 Basenpaare voneinander getrennt sind
(Bergot et al., 1992; Portois et al., 1999). Eine glucose-induzierte Aktivierung der Promotoren
wird durch die Bindung von "upstream stimulatory factors" (USFs), Transkriptionsfaktoren
aus der "helix-loop-helix leucine zipper'-Familie, vermittelt (Diaz-Guerra et al., 1993). Die
Gene fiur Insulin und 1A-2 besitzen in ihrer Promotor-Region mehrere E-Boxen, die aber zu
weit voneinander entfernt liegen, um ein "glucose-response-element" zu bilden. Mutagenese-
Experimente innerhalb der Insulinpromotor-Region konnten bisher auch kein anderes
"glucose-response-element” identifizieren (German und Wang, 1994). In die Stimulation der
Transkription des Insulin-Gens durch Glucose ist der Transkriptionsfaktor PDX1 ("pancreatic
duodenum homoeobox protein 1") involviert. Die Gene des Enzyms Glucokinase und des
Glucosetransportes GLUT-2, die den "Glucose-Sensor" von Betazellen bilden, werden
ebenfalls durch PDX1 reguliert (Watade et al., 1996; Waeber et al., 1996). Erhohte Glucose-
konzentrationen bewirken in Betazellen eine Phosphorylierung und nachfolgende Trans-
lokation von PDX1 in den Zellkern, wo es an sogenannte A-Boxen mit der Kernsequenz
TAAT in der Promotor-Region von Insulin bindet und dadurch dessen Transkription steigert
(Petersen et al., 1994, 1998; Macfarlane et al., 1999). Die in INS-1 Zellen nach Stimulation
mit Glucose verminderte Expression und Bindungsaktivitdt von PDX1 (Olson et al., 1998)
konnte somit auch die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Inhibition der Insulin mRNA-
Expression nach 24-stindiger und 6-tagiger Inkubation der INS-1 Zellen mit erhdhten
Glucosekonzentrationen erklaren. Da die mRNA-Expression von IA-2 in INS-1 Zellen im
Gegensatz zur Insulin mRNA-Expression durch Glucose stimuliert wurde, scheint eine
Beteiligung von PDX1 an der Regulation der 1A-2 Genexpression unwahrscheinlich zu sein.
Die Promotor-Region des Ratten IA-2-Gens wurde noch nicht kloniert. Dagegen wurden die
Promotorregionen des humanem und des murinem IA-2-Gens bereits kloniert und enthalten
ebenso wie die Promotor-Region des Insulin-Gens mehrere Spl-Bindungsstellen sowie A-

und E-Boxen (Xie et al., 1998, Saeki et al., 2000). Spl oder andere Betazell-Transkriptions-
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faktoren wie z.B. Beta-2, HNFla, Cdx-3, Lmx-1 oder Isl1, deren Bindung an A- bzw. E-
Boxen im Promotor des Insulin-Gens nachgewiesen wurde (Sander und German, 1997),
konnten an der glucose-induzierten Stimulation der |A-2-Genexpression beteiligt sein.
Studien zur Identifizierung der an der Regulation der 1A-2-Genexpression beteiligten Trans-
kriptionsfaktoren oder Studien zur Charakterisierung des IA-2-Promotors wurden bisher noch
nicht durchgefuhrt. Solche Studien konnten daher durch die vorliegende Arbeit initiiert

werden.

Der Einfluss von Glucose auf die Transkription von Genen der Betazellen des endokrinen
Pankreas wurde in den letzten Jahren in einer Vielzahl von Studien untersucht. Erhéhte
Glucosekonzentrationen induzieren die Expression von als “"immediate early growth
response”-Genen bekannten Transkriptionsfaktoren wie z.B. Egr-1, c-fos und junB in
primaren Inseln und glucose-sensitiven Betazell-Linien (INS-1, MING6) bereits nach einer
Stimulationsdauer von 15-30 Minuten (Josefsen et al., 1999). Dagegen werden die meisten
anderen Veranderungen in der Expression von Betazellproteinen erst mehrere Stunden nach
Beginn der Glucosestimulation manifestiert. Diese beinhalten neben der bereits erwahnten
erhéhten Transkription des Insulin-Gens (Nielsen et al., 1985) eine verstarkte Expression
von Genen, die in die Betazell-Funktion, vor allem in die regulierte Insulinsekretion, und in
den Glucose-Metabolismus involviert sind (Webb et al., 2000). Nach 24-stindiger
Glucosestimulation von primaren Inseln oder glucose-sensitiven Betazell-Linien wurde eine
erhdhte Expression des Betazell-Glucosetransporters GLUT-2 (Yasuda et al., 1992) sowie
von Enzymen des Glucose-Metabolismus wie z.B. Glucokinase (Chen et al., 1994), Acetyl-
CoA-Carboxylase (Brun et al.,, 1993) und Pyruvatkinase (Marie et al., 1993) beschrieben.
Diese Veranderungen sind vermutlich das Ergebnis einer Adaptation der Betazellen an
erhohte Glucosekonzentrationen und kdnnten daher auch in vivo bei der fir die Glucose-
Homoostase notwendigen erhohten Insulinsekretion nach Nahrungsaufnahme eine Rolle
spielen. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene glucose-induzierte Erhdhung der
MRNA-Expression von IA-2 kdnnte ebenfalls an dieser Adaptation beteiligt sein. Glucose
stimuliert ebenfalls die Expression von Glutaminsaure-Decarboxylase (GAD), dem neben IA-
2 und Insulin dritten wichtigen diabetes-assoziierten Autoantigen (Bjork et al., 1992). Ob
diese Abhangigkeit der Expression aller drei wichtigen diabetes-assoziierten Autoantigene
(GAD, Insulin, 1A-2) vom funktionellen Status der Betazellen bei der Pathogenese eines Typ

1 Diabetes von Bedeutung ist, muss aber in weiteren Studien geklart werden.

An der glucose-induzierten Insulinsekretion der Betazellen sind "second messengers" wie
CcAMP oder Diacylglycerol beteiligt, die durch eine Aktivierung der cAMP-abhangigen

Proteinkinase A (PKA) bzw. der Ca?*'-sensitiven Diacylglycerol-abhéngigen Proteinkinase C
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(PKC) wirken (Sharp, 1979; Hii et al., 1987). Eine mogliche Beteiligung von cAMP-
vermittelten Signaltransduktionssystemen an der Stimulation der |A-2-Genexpression wurde
in der vorliegenden Arbeit durch Inkubation von priméren Inseln und INS-1 Zellen mit den
synthetischen cAMP-Stimulantien Forskolin und IBMX sowie durch Inkubation von INS-1
Zellen mit den Hormonen Glucagon und GLP-1 ("Glucagon-like Peptid 1") untersucht.
Sowohl die synthetischen cAMP-Stimulantien Forskolin und IBMX als auch die beiden
Hormone Glucagon und GLP-1 stimulierten die mRNA-Expression von IA-2 in primaren
Inseln und in INS-1 Zellen. Die Proteinexpression von IA-2 war durch Forskolin und IBMX
ebenfalls stimuliert (personliche Kommunikation mit Dr. K. LoObner, London). Diese
Ergebnisse identifizieren die cAMP-vermittelte Signaltransduktion als einen Hauptweg bei

der Stimulation der 1A-2-Expression in Betazellen.

Erhohte Glucosekonzentrationen bewirken eine Stimulation der cAMP-Produktion in
primaren Inseln, wodurch die Insulinsekretion gesteigert wird (Sharp, 1979, Sjoholm, 1997).
Die synthetischen cAMP-Stimulantien Forskolin und IBMX erhéhen den intrazellularen
CAMP-Gehalt durch Aktivierung des Enzyms Adenylat-Cyclase (Forskolin) bzw. durch
Inhibition des Enzyms Phosphodiesterase (IBMX). Die Hormone Glucagon und GLP-1
potenzieren die glucose-induzierte Insulinsekretion (Siegel und Creutzfeldt, 1987; Fehmann
et al., 1995) durch eine Aktivierung der Adenylat-Cyclase nach Bindung der Hormone an ihre
Rezeptoren. Die Expression von Rezeptoren fir Glucagon und GLP-1 wurde in Betazellen
nachgewiesen (Thorens, 1992; Kieffer et al., 1996). Beide Rezeptoren gehdren zur Familie
der Hormonrezeptoren mit sieben Transmembrandoméanen, die an heterotrimere GTP-
bindende G-Proteine gekoppelt sind. Nach Bindung der Hormone an ihre Rezeptoren wird
eine Signaltransduktionskaskade ausgeldst, die zu einer gesteigerten Produktion von cAMP
durch das Enzym Adenylat-Cyclase fihrt. Ein erhdhter cAMP-Gehalt in Betazellen wurde
nach Stimulation mit Forskolin, Glucagon und GLP-1 beschrieben (Ammon und Muller, 1984;
Hussain et al., 2000). Die Aktivierung der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A (PKA) durch
den "second messenger® cAMP fuhrt zu einer Phosphorylierung und verénderten Gen-
expression verschiedener Proteine. Die cAMP-abhangige Proteinphosphorylierung steigert
die Insulinsekretion der Betazellen durch eine beschleunigte Bewegung der Insulingranula
(Yu et al.,, 2000). Effekte auf die Genexpression werden z.B. durch die PKA-katalysierte
Phosphorylierung des "cAMP response element binding proteins” (CREB) vermittelt,
wodurch dessen Dimerisierung und Translokation in den Zellkern induziert wird. Im Zellkern
kann CREB die Transkription von Genen durch Bindung an ein sogenanntes "CAMP
response element" (CRE) mit der Konsensussequenz TGACGTCA in den Promotoren der
Zielgene stimulieren (Comb et al., 1986, Hoeffler et al., 1988). Die cAMP-abhangige

Transkription von Genen mit CRE-Elementen wird ebenfalls durch Proteine aus der Familie
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der CRE-Modulatoren (CREM) reguliert, die durch alternatives Spleilen des CREM-Gens
entstehen und entweder als Aktivatoren oder als Repressoren wirken kénnen (Foulkes und
Sassone-Corsi, 1992). Sowohl CREB als auch Transkriptionsfaktoren aus der CREM-Familie
wurden in Betazellen nachgewiesen und sind an der cAMP-abhéngigen Regulation des
Insulin-Gens beteiligt (Oetjen et al., 1994, Inada et al., 1999). Auch die Genexpression des in
den Glucose-Metabolismus involvierten Enzyms Glucokinase in Betazellen wird durch einen
erhéhten intrazytoplasmatischen cAMP-Spiegel stimuliert (Fernandez-Mejia et al., 2001). Da
die Promotoren des humanen und des murinen Gens fir 1A-2 ein "cAMP response element”
(CRE) enthalten (Xie et al., 1998; Saeki et al., 2000), scheint eine Beteiligung von CREB
oder von Aktivatoren aus der CREM-Familie an der Stimulation der IA-2-Genexpression
wahrscheinlich zu sein. Der genaue Mechanismus der cAMP-abhangigen Stimulation von IA-
2 muss allerdings in spateren Promotorstudien geklart werden, wobei vor allem interessant
ware, ob das "CAMP response element" (CRE) im 1A-2-Promotor tatséchlich funktionell aktiv

ist.

Die Akkumulation von Insulin im Kulturmedium der Zellen wurde ebenfalls durch alle vier
getesteten Reagenzien (Forskolin, IBMX, Glucagon und GLP-1) stimuliert. Die mRNA-
Expression von Insulin war nur durch Inkubation mit Forskolin, IBMX und GLP-1 in den INS-1
Zellen signifikant erhoht, wahrend Glucagon in den INS-1 Zellen sowie Forskolin und IBMX
in den primaren Inseln nur eine geringe nichtsignifikante Steigerung bewirkten. Da die
primaren Inseln fir 48 Stunden mit Forskolin oder IBMX inkubiert wurden, konnte die in
anderen Studien beschriebene Stimulation der Insulingenexpression durch erhohte
intrazellulare cAMP-Konzentrationen (Philippe und Missotten, 1990) mdglicherweise deshalb
nicht beobachtet werden, weil die 48-stiindige Stimulationsdauer zu lang war. In neuro-
endokrinen Zellen kann durch cAMP die Expression des "inducible early response
repressors” (ICER) induziert werden. ICER inhibiert die Transkription von cAMP-responsiven
Genen, die zuvor durch CREB stimuliert wurden, und bewirkt damit eine temporéare Regu-
lation der cAMP-abhéngigen Genexpression (Molina et al., 1993; Stehle et al., 1993). In
Betazellen wurde eine Induktion von ICER durch Stimulation mit Glucagon, nicht aber durch
Stimulation mit GLP-1 beschrieben (Hussain et al., 2000). Diese unterschiedliche Fahigkeit
der beiden Hormone zur Induktion von ICER konnte auch miterklaren, das in der vor-
liegenden Arbeit nur bei Inkubation der INS-1 Zellen mit GLP-1, nicht aber mit Glucagon,
eine signifikante Stimulation der Insulin MRNA-Expression beobachtet wurde. Eine Stimu-
lation der Insulin mRNA-Expression durch GLP-1 wurde auch in einer anderen Studie
beschrieben (Drucker et al., 1987).
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Um die Beteiligung von cAMP an der Stimulation der IA-2 mRNA-Expression naher zu
untersuchen, wurden die INS-1 Zellen auf3erdem mit Glucagon und dem cAMP-Antagonisten
Rp-cAMPS kokultiviert. Rp-cAMPS ist ein membranpermeables synthetisches cAMP-Analog,
das mit cAMP um die Bindung an cAMP-abhé&ngige Proteinkinasen konkurriert. Eine Bindung
von Rp-cAMPS an die Proteinkinase A (PKA) fiihrt zu einem Verlust der Phosphorylierungs-
aktivitat dieses Enzyms (Bichler et al., 1988). Nach Kokultivierung der INS-1 Zellen mit
Glucagon und Rp-cAMPS war der IA-2 mRNA-Gehalt signifikant niedriger stimuliert als nach
Inkubation der INS-1 Zellen mit Glucagon. Dieses Ergebnis zeigt, dass cAMP tatsachlich in

die glucagon-induzierte Stimulation der I1A-2 mMRNA-Expression involviert ist.

Im Gegensatz zum stimulierenden Effekt von Glucose inhibieren einige endogene Faktoren
wie z.B. Somatostatin, Adrenalin, Galanin oder Prostaglandin E, (PGE;) die glucose-
induzierte Insulinsekretion von Betazellen (Seaquist et al.,, 1994). Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob Somatostatin und PGE, neben ihrer inhibierenden
Wirkung auf die Insulinsekretion auch einen Effekt auf die mRNA-Expression von IA-2 und
Insulin in INS-1 Zellen haben. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Somatostatin und PGE; auch in INS-1 Zellen die Insulinsekretion inhibieren. Dagegen war
der Insulin mMRNA-Gehalt der INS-1 Zellen nach Inkubation mit Somatostatin nicht signifikant
verandert, wahrend PGE; die Insulin mRNA-Expression leicht inhibierte. Weder Somatostatin
noch PGE; hatten einen signifikanten Effekt auf den 1A-2 mRNA-Gehalt der INS-1 Zellen. Die
Inhibition der Insulinsekretion war also in beiden Féllen nicht mit einer Inhibition der IA-2

MRNA-Expression verbunden.

Somatostatin-Rezeptoren sind auf Betazellen exprimiert (Mehler et al., 1980). In friiheren
Studien wurde beschrieben, dass Somatostatin in HIT-Zellen, einer Hamster-Betazell-Linie,
zusatzlich zur Sekretion auch die Genexpression von Insulin inhibiert (Zhang et al., 1991,
Redmon et al., 1994). Diese inhibierende Wirkung von Somatostatin auf die Genexpression
von Insulin in HIT-Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit fir INS-1 Zellen nicht bestatigt
werden. In HIT-Zellen wird die Wirkung von Somatostatin durch G-Proteine (Gg,) vermittelt,
die an den Somatostatinrezeptor gekoppelt sind. Dadurch verhindert Somatostatin die
glucose-induzierte Erhéhung des intrazellularen cAMP-Gehalts (Seaquist et al.,, 1995).
Prostaglandin E, (PGE;) beeinflusst in HIT-Zellen ebenfalls die cAMP-abhangige Signal-
transduktion (Robertson et al., 1987). Rezeptoren fur PGE, (EP3-Rezeptoren) sind sowohl
auf HIT-Zellen als auch auf priméren Ratten-Inseln exprimiert (Boie et al., 1997; Tran et al.,
1999). Sowohl exogenes PGE; als auch endogen synthetisiertes PGE; inhibieren in HIT-
Zellen und in primaren Inseln die cAMP-Akkumulation und die Insulinsekretion (Robertson et

al., 1987; Turk et al., 1988). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass PGE;
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auch in INS-1 Zellen die Insulinsekretion und zusétzlich auch die Insulin mRNA-Expression

hemmt.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Expression der
diabetes-assoziierten Autoantigens IA-2 in priméren Inseln und in der INS-1 Zell-Linie durch
Glucose, den wichtigsten metabolischen Stimulus der Insulinsekretion, stimuliert wird. Die
synthetischen cAMP-Stimulantien Forskolin und IBMX, und die Hormone Glucagon und
GLP-1, die den intrazellularen Gehalt des "second messengers" cAMP steigern und die
glucose-induzierte Insulinsekretion potenzieren koénnen, stimulierten ebenfalls die 1A-2-
Expression. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen somit die Hypothese einer Beteiligung

von IA-2 an der regulierten Sekretion von Insulin durch Betazellen des endokrinen Pankreas.

5.2. Die Inhibition der mRNA-Expression von IA-2 durch proinflammatori-

sche Zytokine

Waéhrend der Entwicklung eines Typ 1 Diabetes werden die Inselzellen des Pankreas in der
pradiabetischen Phase zunachst von aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen und
nachfolgend von CD4"-und CD8"-T-Lymphozyten infiltriert, wie im Tiermodell der NOD-Maus
gezeigt wurde (Jansen et al., 1994; Kay et al., 1997). Diese infiltrierenden Zellen sezernieren
eine Reihe von Zytokinen, unter ihnen die proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1 beta
(IL-1b), Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und Interferon-gamma (IFN-g), fur die Rezep-
toren auf pankreatischen Inseln und Betazell-Linien nachgewiesen wurden (Jafarian-Tehrani
et al.,, 1995; Stephens et al.,, 1999; Chen et al., 2000). Da proinflammatorische Zytokine
neben anderen Wirkungen auch die Expression verschiedener Betazell-Proteine modulieren
konnen (Andersen et al., 1995; Strandell et al., 1995; Chen et al., 1999), wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob diese Zytokine ebenfalls einen Einfluss auf die mRNA-
Expression des diabetes-assoziierten Autoantigens IA-2 in der INS-1 Zell-Linie haben. Die
zytokin-induzierten Veranderungen in der IA-2-Expression wurden auflerdem mit Ver-

anderungen in der Sekretion und in der mRNA-Expression von Insulin verglichen.

Die proinflammarischen Zytokine IL-1b, TNF-a und IFN-g inhibierten die mRNA-Expression
von IA-2 in Abhéngigkeit von der Zytokindosis und von der Zeitdauer der Inkubation, wobei
bereits nach 6 Stunden eine signifikante Inhibition beobachtet wurde, die nach 24 und 48
Stunden verstarkt war. Da nach 6-stindiger Inkubation mit den Zytokinen die metabolischen

Funktionen der INS-1 Zellen noch nicht beeintréchtigt waren, scheint die Inhibition der IA-2-
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Expression unabhéngig von den in anderen Studien (Mandrup-Poulsen, 1996; Rabinovitch,
1998) beschriebenen zytotoxischen Wirkungen der Zytokine auf Betazellen zu sein. Nach 24
Stunden Inkubation der INS-1 Zellen mit den Zytokinen war in Ubereinstimmung mit diesen
Studien auch in der vorliegenden Arbeit eine verminderte metabolische Funktion der Zellen
nachweisbar. In einer kirzlich veroffentlichten Studie, in der mittels der "differential display"-
Methode Betazell-Gene identifiziert wurden, die durch IL-1b reguliert werden, ist ebenfalls
eine IL-1b-induzierte Inhibition der mRNA-Expression von IA-2 beschrieben (Chen et al.,
1999). In Ubereinstimmung mit anderen Studien (Mandrup-Poulsen, 1996; Dunger et al.,
1996; Ling et al., 1998) wurde in der vorliegenden Arbeit auch eine Inhibition der mRNA-
Expression und der Sekretion von Insulin nach Inkubation mit den proinflammarischen
Zytokinen beobachtet. IL-1b, TNF-a und IFN-g inhibieren ebenfalls die mRNA- und Protein-
expression des Enzyms Glutaminsaure-Decarboxylase (GAD) in Ratten-Inseln (Schmidli et
al., 1996). Damit wird die Expression aller drei wichtigen diabetes-assoziierten Autoantigene
durch die proinflammatorischen Zytokine inhibiert. Ob diese zytokin-induzierte Inhibition der
Expression von Autoantigenen pathogenetische Bedeutung bei der Entstehung eines Typ 1
Diabetes hat, muss in weiteren Studien geklart werden. Die INS-1 Zellen wurden zusatzlich
noch mit zwei anderen Zytokinen, dem Th1-Zytokin IL-2 und dem Th2-Zytokin IL-4, inkubiert.
Beide Zytokine beeinflussten die mRNA-Expression von IA-2 nicht signifikant. Auch dieses
Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit der oben erwahnten Studie zur Regulation der GAD-
Expression, in der beschrieben wurde, dass IL-2 und IL-4 keinen Effekt auf die Expression
von GAD in Ratten-Inseln haben (Schmidli et al., 1996).

Bei Inkubation der INS-1 Zellen mit Kombinationen der proinflammatorischen Zytokine (TNF-
a + IFN-gund IL-1b + TNF-a + IFN-g) war die mRNA-Expression von IA-2 und Insulin am
starksten inhibiert. Die groften Effekte wurden nach 24 Stunden Inkubation der INS-1 Zell-
Linie mit der Zytokinkombination IL-1b + TNF-a + IFN-g beobachtet, wobei die 1A-2 mRNA
auf 22% und die Insulin mMRNA auf 6% der basalen Werte inhibiert waren. IFN-g und TNF-a
potenzieren die Effekte von IL-1b, das unter den drei proinflammatorischen Zytokinen die
starksten inhibitorischen Wirkungen auf Betazellen hat und am besten charakterisiert ist. IL-
1b allein oder in Kombination mit IFN-g und/oder TNF-a inhibiert bei murinen Inseln die
Akkumulation von Insulin im Kulturmedium, beeintrachtigt die glucose-induzierte Insulin-
sekretion und inhibiert die Glucoseoxidation (Eizirik, 1988; Southern et al., 1990; Sandler et
al., 1991). Andere in vitro-Studien zeigten, dass proinflammatorische Zytokine die
morphologische Gestalt von Betazellen veréndern (Ling et al., 1993), DNA-Strang-Briche
induzieren sowie Betazelltod durch Apoptose und Nekrose verursachen (Dunger et al., 1996;
Delaney et al., 1997, Saldeen, 2000). Die in die inhibitorischen Wirkungen von IL-1b

involvierten Signaltransduktionsmechanismen sind sehr komplex und bisher nur teilweise
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aufgeklart. Als friiheste Schritte nach der Bindung von IL-1b an seinen Rezeptor werden zur
Zeit diskutiert: Hydrolyse von Phospholipiden durch non-phosphatidylinositol-Phospholipase
C (PLC), Aktivierung der membrangebundenen Sphingomyelinase und nachfolgende
Freisetzung von Ceramiden sowie Aktivierung von Pertussistoxin-insensitiven GTP-
Bindungsproteinen. Dadurch aktiviert eine Kaskade von Proteinkinasen (z.B. p38 mitogen-
activated Proteinkinase (MAPK) und JNK-1), wodurch nachfolgend nukleéare
Transkriptionsfaktoren (NFkB, NF-IL-6, c-fos, c-jun) aktiviert bzw. stimuliert werden und die
Expression von IL-1b-regulierten Genen veréandert wird (Mandrup-Poulsen, 1996; Sjoholm,
1998). Die in verschiedenen Studien beschriebenen komplexen IL-1b-induzierten Ver-
anderungen im Proteinexpressionsprofil von Betazellen betreffen sowohl die Ebene der
Transkription als auch der Translation (Chen et al., 1999; Larsen et al., 2001). IL-1b inhibiert
die Expression von betazellspezifischen Proteinen wie z.B. dem Transkriptionsfaktor PDX-1,
dem Glucosetransporter GLUT-2, dem Betazell-Hormon Insulin und der Proinsulin-
Konvertase PC-2 (Sandler et al., 1987; Ling et al., 2000). Gleichzeitig wird die Expression
von unspezifischen Stressproteinen wie z.B. Hamoxygenase HO-1, Hitzeschockprotein
HSP70 und Superoxid-Dismutase MnSOD hochreguliert (Strandell et al., 1995; Ling et al.,
2000), wodurch in den Betazellen Prozesse der Zellreparatur und der Abwehr von zytokin-
verursachten Zellschadigungen induziert werden. Die zytokin-induzierten Effekte auf die
MRNA- und Proteinexpression von Betazellen scheinen eine Veradnderung des Betazell-
Phanotyps zu reflektieren, die durch eine verminderte Expression von betazellspezifischen
Proteinen und eine erhohte Expression von Stressproteinen charakterisiert ist. Diese Hypo-
these stimmt mit dem Konzept Uberein, das proinflammatorische Zytokine den funktionellen
Status von Betazellen so verandern konnen, dass die Betazellen ihre charakteristischen
Eigenschaften verlieren, vor allem die Fahigkeit, in Antwort auf erhohte Glucose-
konzentrationen Insulin zu produzieren und zu sezernieren (Ling et al., 1993, 2000). In
diesen Kontext ist wahrscheinlich auch die in der vorliegenden Arbeit beschriebene zytokin-

induzierte Inhibition der IA-2 mMRNA-Expression einzuordnen.

Stickstoffmonoxid (NO) wurde in der vorliegenden Arbeit als ein Mediator der zytokin-
induzierten Inhibition der 1A-2 mMRNA-Expression identifiziert. IL-1b und TNF-a induzieren in
Betazellen nach 3-6 Stunden die Expression des Enzyms induzierbare Stickstoffmonoxid-
Synthase (iNOS), das die Produktion von NO aus Arginin katalysiert (Southern et al., 1990).
IFN-g potenziert die durch Il-1b oder TNF-a induzierte NO-Produktion (Dunger et al., 1996;
Heitmeier et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass IL-1b und in
geringerem Umfang TNF-a, nicht aber IFN-g zeitabhangig die Produktion von NO in INS-1
Zellen induzieren. Bei Inkubation mit den verwendeten Zytokin-Kombinationen (TNF-a + IFN-

gund IL-1b + TNF-a + IFN-g) war die NO-Produktion der INS-1 Zellen potenziert. Bei Ko-
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Inkubation der Zytokinkombination IL-1b + TNF-a + IFN-g die die mMRNA-Expression von |A-
2 und Insulin am starksten inhibierte, mit L-NMMA, einem Inhibitor des Enzyms iNOS, war
die NO-Produktion der INS-1 Zellen fast vollstandig unterdriickt und gleichzeitig die Inhibition
der IA-2- und Insulin-Expression abgeschwécht. Aul3erdem bewirkte der synthetische NO-
Donor SNAP ebenfalls eine Inhibition der mRNA-Expression von IA-2 und Insulin. Diese
Ergebnisse demonstrieren die Beteiligung von NO an der zytokin-induzierten Inhibition der
IA-2- und Insulin-Expression. Da der iNOS-Inhibitor L-NMMA die inhibitorischen Zytokin-
Effekte nicht komplett unterdriicken konnte, ist zusatzlich zum Stickstoffmonoxid eine
Beteiligung anderer Mediatoren wahrscheinlich. Dies konnten z.B. reaktive Sauerstoff-
radikale oder Peroxynitrit sein, die ebenfalls als mégliche Mediatoren der Zytokin-Effekte auf
Betazellen diskutiert werden (Mandrup-Poulsen, 1996; Rabinovitch et al., 1998). Die
Reduktion des intrazellularen Gehalts an cAMP durch IL-1b (Sjoholm, 1992) kdnnte die
Inhibition der 1A-2 mRNA-Expression ebenfalls mitverursachen, da die 1A-2 mRNA-
Expression durch cAMP-vermittelte Signaltransduktionswege stimuliert wird, wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. Da IFN-g in den INS-1 Zellen keine NO-Produktion
induzierte, missen NO-unabhangige Signaltransduktionswege in die IFN-ginduzierte Inhi-
bition der IA-2 mRNA-Expression involviert sein, die in zukinftigen Studien zu kléren sind.
Mdglicherweise kdnnten daran die Transkriptionsfaktoren STAT1-1a ("signal transducer and
activator of transcription 1a") und IRF-1 (“interferon regulatory factor-1") beteiligt sein, die
durch IFN-g aktiviert bzw. induziert werden und als mogliche Mediatoren der destruktiven
Effekte von IFN-g auf Betazellen diskutiert werden (Karlsen et al., 2000; Suk et al., 2001).
Durch erhohte intrazellulare NO-Konzentrationen wird ebenfalls die Aktivitdét von mito-
chondrialen Enzymen wie der Aconitase sowie die Insulinsekretion inhibiert und die nukleére
DNA geschadigt (Welsh et al., 1991; Fehsel et al., 1993). Eine vor kurzem publizierte Studie
demonstrierte, dass sowohl zytokin-induziertes NO als auch NO aus einem synthetischen
NO-Donor in neonatalen Ratten-Inseln die Expression einer Reihe von Proteinen verandert,
wobei vor allem die Induktion verschiedener Hitzeschockproteine bemerkenswert ist, weil
dies einen mdglichen protektiven Mechanismus gegen eine NO-vermittelte Zellschadigung
darstellen kénnte (John et al., 2000).

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, dass die
proinflammatorischen Zytokine IL-1b, TNF-a und IFN-g die mRNA-Expression der
Autoantigene 1A-2 und Insulin sowie die Sekretion von Insulin in der INS-1 Zell-Linie
inhibieren. Die inhibierende Wirkung der Zytokine war potenziert, wenn die INS-1 Zellen mit
Zytokin-Kombinationen (TNF-a + IFN-g bzw. IL-1b + TNF-a + IFN-g) inkubiert wurden. Diese
Ergebnisse zeigen erstmals, dass das lokale Zytokinmilieu in den pankreatischen Inseln

wahrend der pradiabetischen Phase die Expression von zwei wichtigen diabetes-assoziierten
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Autoantigenen in Betazellen beeinflussen kann. Auerdem wurde Stickstoffmonoxid (NO)
als Mediator der zytokin-induzierten Inhibition der 1A-2 und Insulin  mMRNA-Expression

identifiziert.
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6. Zusammenfassung

IA-2 stellt ein wichtiges Targetprotein der humoralen und zellularen Autoimmunantwort beim
Typ 1 Diabetes dar. Wéahrend seine Rolle als diabetes-assoziiertes Autoantigen in zahl-
reichen Studien bereits gut definiert wurde, ist Uber seine biologische Funktion bisher wenig
bekannt. Da IA-2 in den Betazellen der Langerhans'schen Inseln vor allem in den Mem-
branen von insulinsekretorischen Granula lokalisiert ist, wird seit langerem vermutet, dass es

in die regulierte Sekretion von Insulin involviert sein kdnnte.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von metabolischen und
hormonellen Faktoren, die die Sekretion von Insulin modulieren, auf die Expression von IA-2
in der INS-1 Betazell-Linie und in primaren Langerhans'schen Inselzellen der Ratte
untersucht. Um Verédnderungen in der Genexpression von IA-2 moglichst sensitiv und
zuverlassig detektieren zu kénnen, wurden zwei neuartige RT-PCR Techniken (kompetitive
PCR und real-time PCR) etabliert, und ihre Ergebnisse mit einer konservativen Methode
(Northern Blot Analyse) verglichen. Die Regulation der IA-2-Genexpression wurde mit
Anderungen bei der Sekretion und der Genexpression von Insulin verglichen. Glucose, der
wichtigste metabolische Stimulus der Insulinsekretion und —biosynthese, wurde als
Stimulator der IA-2 Gen-expression sowohl in priméren Inseln als auch in INS-1 Zellen
identifiziert. Die mRNA-Expression sowohl von |A-2 als auch von Insulin war nach 48
Stunden Inkubation der primaren Inseln mit erhdohten Glucosekonzentrationen (10 mmol/l
versus 6 mmol/l Glucose) stimuliert. In INS-1 Zellen wurde dagegen erst nach 6 Tagen
Stimulation eine dosis-abhangige Erhéhung der IA-2 mRNA-Expression beobachtet, wobei
21 mmol/l Glucose die IA-2-Expression maximal stimulierten und gleichzeitig paradoxerweise
die Insulin-Expression maximal inhibierten. Faktoren, die durch eine Erhdéhung des
intrazellularen cAMP-Gehaltes die Sekretion von Insulin stimulieren, erhéhten ebenfalls die
Genexpression von 1A-2. 1A-2 wurde dabei sowohl durch synthetische cAMP-Stimulantien
wie Forskolin und IBMX als auch durch nattirliche cAMP-stimulierende Liganden wie die
Hormone Glucagon und Glucagon-like Peptid 1 (GLP-1) stimuliert. Eine leichte Erhéhung der
IA-2 Expression war bereits nach 6 Stunden Inkubation mit den cAMP-Stimulantien
nachweisbar, wéahrend die maximale Stimulation von IA-2 nach 24 Stunden Inkubation
beobachtet wurde. Faktoren, die die Insulinsekretion hemmen, wie Somatostatin und
Prostaglandin E;, (PGE,) hatten dagegen keinen Einfluss auf die Expression von IA-2. In der
vorliegenden Arbeit wurde damit erstmals nachgewiesen, dass die mRNA-Expression von
IA-2 in primaren Inseln und in INS-1 Zellen durch Glucose und durch cAMP-abhangige
Signaltransduktionswege moduliert wird, die ebenfalls in die Regulation der Insulinsekretion

involviert sind. Damit wird die Hypothese einer Beteiligung von IA-2 an der regulierten
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Sekretion von Insulin unterstitzt. Allerdings waren die Regulation der Insulinsekretion und
der mRNA-Expression von IA-2 nicht bei allen untersuchten Faktoren direkt miteinander
gekoppelt, was die Beteiligung anderer Regulationsmechanismen, z.B. posttranslationale

Modifikationen von IA-2, wahrscheinlich macht.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Zytokinen, die wahrend der
Entwicklung eines Typ 1 Diabetes durch aktivierte Makrophagen und T-Lymphozyten sezer-
niert werden, auf die Genexpression von IA-2 und Insulin untersucht. Dabei konnte erstmals
gezeigt werden, dass die proinflammatorischen Zytokine Interferon-1b (IL-1b), Tumor-
nekrosefaktor-1a (TNF-a) und Interferon-g (IFN-g die mRNA-Expression von IA-2 in INS-1
Zellen dosis-und zeitabhangig inhibieren. Diese Inhibition der IA-2 mRNA-Expression war
bereits nach 6 Stunden Inkubation nachweisbar und nach 24 und 48 Stunden verstarkt.
Gleichzeitig wurden durch die proinflammatorischen Zytokine auch die Genexpression und
die Sekretion von Insulin gehemmt. Die inhibierende Wirkung der proinflammatorischen
Zytokine auf die Genexpression von IA-2 und Insulin war durch Kombinationen der Zytokine
(TNF-a und IFN-g bzw. IL-1b, TNF-a und IFN-g potenziert. Als ein Mediator der zytokin-
induzierten Inhibition von IA-2- und Insulinexpression wurde das freie Radikal Stickstoff-
monoxid (NO) identifiziert. Auf3erdem wurde nachgewiesen, dass auch chemisch durch
einen synthetischen NO-Donor generiertes Stickstoffmonoxid die Expression von IA-2 und
Insulin inhibieren kann. Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass
das lokale, in den pankreatischen Inseln wéhrend der pradiabetischen Phase bestehende
Zytokinmilieu, die Expression von zwei wichtigen diabetes-assoziierten Autoantigenen in

Betazellen beeinflussen kann.
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8. Abkirzungen

Abb.
ADA

Ala

APC
Aqua dest.
AS

Asp

ATP
BB-Ratte
Bp

BSA
bzw.

°C

cAMP
CD
cDNA
CRE
CREB
CSPD

DDFI
DDG
DEPC
DIG
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
ELISA
FKS

GAD
GLP-1

Abbildung

American Diabetes Association

Alanin

antigen presenting cell

destilliertes Wasser

Aminosaure

Asparaginsaure
Adenosin-5'-triphosphat
Biobreeding-Ratte

Basenpaare

bovines Serumalbumin
beziehungsweise

Grad Celsius

zyklisches Adenosinmonophosphat
Cluster of differentiation

komplementéare Desoxyribonukleinséure
CAMP response element

CAMP response element binding protein
Disodium 3-(4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2"-[5'-
chloro] tricyclo[3.3.1.1*"]decan}-4-yl)phenylphosphat
Deutsches Diabetes-Forschungsinstitut
Deutsche Diabetes Gesellschaft
Diethylpyrocarbonat

Digoxygenin

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphat
Dithiothreitol
Dinatriumetylendiamintetraacetat-dinydrat
enzyme-linked immunosorbent assay
fotales Kalberserum

Gramm

Erdbeschleunigung (9,81 kg = m/s?)
Glutaminsaure-Decarboxylase

Glucagon-like Peptid 1
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GLUT-2
h
HO-1
Hsp 65
1A-2
IBMX
ICA 69
ICER
IFN-g
IL
iINOS
INS-1
IPTG
IRAP
IRF-1
125J

J

kb

kD

I

LADA
LB

MAPK
min
MnSOD
MOPS
MRNA
N

n

NacCl
NAD(P)H
NCBI
NFkB
NMMA

Glucosetransporter 2

Stunde

Hamoxygenase 1
Hitzeschockprotein 65
Inselzell-Antigen 2
3-Isobutyl-1-methylxanthin

Islet cell antigen 69

inducible early response repressor
Interferon gamma

Interleukin

induzierbare NO-Synthase
Insulinoma Zell-Linie 1
Isopropyl-b-D-thiogalactosid

IL-1 Rezeptor Antagonist

interferon regulatory factor 1
radioaktiv markiertes Jod

Joule

Kilobasen

Kilo-Dalton

Liter

latenter autoimmuner Diabetes bei Erwachsenen
Lennox L Broth

Meter

milli- (107%)

mikro- (10°°)

p38 mitogen-activated protein kinase
Minute
Mangan-Superoxid-Dismutase
3'-[N-Morpholino]propansulfonsaure
Messenger- Ribonukleinséure
Stickstoff

nano- (107

Natriumchlorid
Nicotinamid-Adenin-Di-Nucleotid-(Phosphat)
National Center for Biotechnology Information
nukleéarer Faktor kB

NC-monomethyl-L-arginin-monoacetat
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NO Stickstoffmonoxid

NOD-Maus Non-obese-diabetic Maus

NTF aminoterminales Fragment

oD optische Dichte

PBMC peripheral blood mononuclear cell

PBS Phosphat-gepufferte Saline

PC-2 Proinsulin-Konvertase 2

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDX1 pancreatic duodenum homoeobox protein 1

PGE, Prostaglandin E;

pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoff-
ionenkonzentration

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PTP Protein-Tyrosin-Phosphatase

RIA Radioimmunoassay

RNA Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase

SDS Natriumdodecylsulfat

sek Sekunden

SEM Standard error of the mean

SLMV synaptic-like microvesikel

SNAP S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin

Sox-13 SRY-related HMG box protein 13

SSC Sodium chloride/sodium citrate

STAT-1a signal transducer and activator of transcription 1a

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-EDTA

TGFbl Transforming growth factor betal

Th1(2)-Lymphozyten T-Helfer 1 (2)-Lymphozyten

TMF Transmembranfragment

TNF-a Tumornekrosefaktor alpha

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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U Units (Einheiten

USF upstream stimulatory factor

uv Ultraviolett

V Volt

VK Variationskoeffizient

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-b-D-galactosid

z.B. zum Beispiel
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