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Verzeichnis der Abkürzungen 
 

ATP   Adenosintriphosphat 

AC   Adenylylcyclase 

cAMP   cyclisches     Adenosinmonophosphat 

cPIP   Prostaglandylninositol-cyclo- phosphat 

cpm   counts per minute 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

GTP   Guanosintriphosphat 

IRS   Insulinrezeptor Substrat 

n-IP   neues Inositolphosphat 

PGE   Prostaglandin E 

PLA   Phospholipase A 

PLC   Phospholipase C 

PM   Plasmamembran 

SHR   spontan hypertensive Ratten 

       Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Allgemeines 
Der Diabetes Mellitus ist die häufigste endokrine Erkrankung. Das, vom alt-

griechischen  stammende  Wort,  das  in der wortwörtlichen Übersetzung „honig-

süßer  Durchfluss„ bedeutet, charakterisiert nur eines der vielfältigen Symptome. 

Tatsächlich verursacht die Erkrankung Störungen im Bereich des Stoffwechsels, bis 

zu Langzeitkomplikationen an Organsystemen wie Augen, Nerven, Nieren und 

Gefäßen. Die im Jahre 1868 von Paul Langerhans entdeckten, und nach ihm 

benannten Zellen im Pankreas, synthetisieren das von Frederick Banting und 

Charles Best im Jahre 1921 entdeckte Hormon Insulin (Banting and Best, 1922; 

Banting et al., 1922a; 1922b).  Insulin wird als Proinsulin in den ß-Zellen der 

Langerhans'schen Inseln der Pankreas synthetisiert und gespeichert. Seine 

physiologischen Wirkungen umfassen die Steigerung der Glycogen- und 

Triglyceridsynthese (Haysteas et al., 1988; Patel and Roach, 1990;  Chiasson et al., 

1980), die Regulation der Proteinexpression (Maller et al., 1986), die Aktivierung des 

Glucoseabbaus, die Hemmung der Gluconeogenese und die Induktion von 

Zellteilung und Differenzierung (Debant et al., 1988;  Smith, 1989). Erhöhte  

Blutglucose-Spiegel (ab 7,5 mmol/l) bewirken eine erhöhte Freisetzung von Insulin 

aus den ß-Zellen des Pankreas, das seine biologischen Aktivitäten nach Anbindung 

an die Insulinrezeptoren der Zielzellen entfaltet. Diese heterotetrameren 

(aß)2-Rezeptoren stellen integrale Membran-glycoproteine dar, die auf intrazellulärer 

Seite eine Tyrosinkinase-Domäne besitzen. Nach Insulinbindung werden mindestens 

sechs intrazelluläre Tyrosine trans-autophosphoryliert. Hierdurch wird die Aktivierung 

der Tyrosinkinase des Rezeptors bewirkt (White und Kahn, 1994), und es werden 

Zielproteine, vor allem das Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (IRS-1) an bestimmten 

Tyrosinen phosphoryliert (Ahn et al. 1993). In der Folge kommt es zur Auslösung 

einer Vielzahl von sowohl metabolen als auch mitogenen Zellsignalen, zu denen die 

Aufnahme von Glucose und anderen Molekülen und Ionen (Wheeler and Hinkle, 

1985), die Regulierung der Aktivität vieler Schlüsselenzyme des Intermediär-

stoffwechsels (Lawrence, 1992; Hubbard and Cohen, 1993), die Regulation der 

Proteinexpression auf Transkriptions- und Translationsebene (O'Brien and Granner, 

1991), die Induktion von Zellwachstum (Straus, 1984) und die Aktivierung von 

Zellproliferation und Zelldifferenzierung (Saltiel et al., 1994) zählen. 
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Seit vielen Jahren bewegt die Wissenschaftler, auf welche biochemische Weise 

Insulin in der Zielzelle alle die vielen regulatorischen Effekte  bewirkt. Es gibt derzeit 

mehrere konkurrierende Vorstellungen zum Wirkmechanismus des Insulins. Zum 

einem wird angenommen, dass startend mit der Insulin-Rezeptor-Tyrosinkinase das 

Signal ausschließlich über Phosphorylierungskaskaden in die Zelle gebracht wird 

(Hunter, 2000; Hubbard and Till, 2000;  Mahadev et al., 2001). Jedoch es besteht 

derzeit eine Lücke der Signalweiterleitung  zwischen den Docking Proteinen IRS(1-4) 

und der Regulation der Aktivität von Serin/Threonin Proteinkinasen und 

Phosphatasen.  Mit der Phosphotidyl-Inositol 3-Kinase und dem Ras-Komplex wird 

versucht diese Lücke zu schließen (Kahn, 1994; Gypakis and Wasner, 2000). Zum 

zweiten wird vorgeschlagen, dass diese diskutierte Lücke durch niedermolekulare 

Hormonboten  geschlossen wird. Viel publiziert wurde über Mediatoren vom Glykan-

Typ (Saltiel, 1990a,b; Varela-Nieto et al., 1996; Larner und Huang, 1999; Jones und 

Varela-Nieto, 1999; Shashkin et al., 2001).  Diese Substanzen sind bislang nicht 

hinreichend gut  dokumentiert und konnten  bislang aus verschiedensten   Gründen 

nicht überzeugen. Sie werden z.B. nicht intrazellulär sondern extrazellulär gebildet.   
 

Last not least gibt es den, aufgrund seiner regulatorischen Wirkung, cAMP-

Antagonist genannten Mediator, Prostaglandylinositol-cyklophosphat (cPIP), dessen 

Synthese dosis- und zeitabhängig von Insulin erfolgt.  
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Abb. 1.1: Vorgeschlagene chemische Struktur des cAMP Antagonisten cPIP  (Wasner, 
1985).  Ein Inositol 1:2 cyclo-phosphat ist über die C4- Hydroxyl- an die C15- 
Hydroxyl-Gruppe des Prostaglandins gebunden 
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Als antagonistische Wirkungen zum cAMP sind die primären regulatorischen 

Eigenschaften von cPIP zu nennen; das sind die 100%-ige Hemmung der 

cAMP-abhängigen Proteinkinase (PKA) aus Leber, Herz, Muskel und Gehirn 

(Wasner, 1975), sowie die siebenfache Aktivierung der Serin/Threonin-Phosphatase, 

dem gegenregulatorischen Enzym zur PKA (Wasner, 1975; Wasner, 1985). Es 

konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Phosphoprotein-Phosphatase durch 

cAMP gehemmt wird (Wasner, 1975). cPIP bewirkt in intakten Zellen zahlreiche 

regulatorische Effekte, die von ihm als second Messenger etwa des Insulins zu 

erwarten sind, wie: 

 

 Hemmung  der  Adenylylcyclase, gemessen in Hepatocyten, in Fett-, und  Herz- 
muskelzellen; 
 

Aktivierung der Pyruvat-Dehydrogenase in Adipozyten;    
 

Hemmung der Glykogen-Phosphorylase b im Muskel in Anwesenheit von 
Phosphorylase – Kinase und Proteinkinase A; 
 

Inhibierung der durch Glucose stimulierten Insulin-Ausschüttung aus den ß-Zellen 
des Pankreas; 
 

Verminderte Glucagon-Rezeptor-Bindung in Hepatocyten und in Plasma-
membranen  der Leber; 
 

Unterdrückung der high-affinity Bindung eines Katecholamins am ß-Rezeptor; 
 

Die Inhibierung der Glucagon-induzierten intrazellulären Autophagie. 
 

Positiver inotroper Effekt am Papillar-Muskel des Katzenherzens;  
 

Eine verstärkte Aufnahme von Glucose in Adipozyten 
 

 (Wasner, 1981; Wasner, 1985;  Wasner and Salge, 1987a, b; Partke and Wasner, 
1987;   Wasner et  al., 1991;  Amini,  1993;   Wasner et al., 1994; Weber et al.,  
2000;  Gypakis and Wasner, 2000). 
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Abb. 1.2: Derzeitige  Vorstellung  der  Biosynthese  von cPIP und der Bereitstellung der      
benötigten Substrate (Wasner et al., 1996).                                                                                   

                   Aus  den  Phosphodiestern der  Plasmamembran werden durch Phospholipase 
A bzw. Phospholipase C   ungesättigte  Fettsäuren,  die  zu  Prostaglandinen  
umgesetzt  werden   bzw. verschiedene Inositolphosphate freigesetzt, von denen 
z.B. Inositol 1:2 cyclo,4-bisphosphat zu  aktiviertem  Inositolphosphat  umgesetzt  
wird. Prostaglandine  und  aktiviertes Inositol-phosphat sind Substrate der cPIP 
Synthase. 

 

1.2 Zielsetzung der Arbeit 

 

Seit einigen Jahren steht die Charakterisierung der Biosynthese von cPIP im 

Mittelpunkt, wobei neben der Charakterisierung der Substrate vor allem das 

Synthese  Enzym cPIP-Synthase interessiert. Aufgrund der erheblichen Instabilität 

dieses membran-ständigen Enzyms wurde es bislang in einer stark verkürzten 

Methode zur Isolierung von Plasmamembranen gewonnen. Der Grund, das 

Syntheseenzym in der Plasmamembran-Fraktion zu suchen, lag vor allem in dem 

Analogie-Gedanken zur ausschließlich in der Plasmamembran vorliegenden 

Adenylylzyklase, das cAMP aus ATP synthetisiert nach hormoneller Stimulierung 

z.B.  mit Glukagon oder Adrenalin (ß-Rezeptor-Wirkung). 

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Optimierung der Gewinnung des cPIP- 

Synthase genannten Synthese-Enzymes erbringen. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Chemikalien verwendet: 

Glucose-6-phosphat, p-Nitrophenylacetat und ATP  La Roche Diagnostics; 

EDTA, Kieselgel SIL-350 von Sigma (Deisenhofen); 

(3H)-PGE1 , (32P-?)- ATP von Amersham-Buchler (Braunschweig); 

Sephadex G-15, Sephadex Säulenmaterialien von Pharmacia (Freiburg); 

Szintilatorflüssigkeiten Rotiszint 11 und 22, Toluol, Essigsäureethylester, Methanol, 

Chloroform, Trichloressigsäure, Quarzwolle von Roth (Karlsruhe); 

BCA- Protein- Assay-Reagenz von Pierce (Rockford/Illinois, USA); 

Pentobarbital-Natrium (Nembutal®), (Wirtschaftsgenossenschaft dtsch. Tierärzte, 

Hannover); 

sämtliche hier nicht aufgeführten übrigen Chemikalien wurden von Merck 

(Darmstadt) bezogen. 

   

2.1.2 Geräte und Zubehör 
 

Folgende Geräte und Zubehörteile wurden verwendet: 

Ultrazentrifuge L5-75  mit Rotor SW28 von Beckman  ( München ); 

Zentrifuge Sorvall RC-5B und Rotoren SS34 oder GSA von Du Pont (Bad Nauheim); 

Ultra-Turrax mit Messer 18k und Wasserbad Ter2 von Ika Labortechnik (Staufen i. 

Br.); 

Gefriertrocknungsanlage WKF-L05 von der Gesellschaft für elektrophysikalischen 

Apparatebau (Brandau/Odw.); 

Rotationsverdampfer  Rotavapor R110 von Büchi ( Flawil, Schweiz); 

ß-Counter LS-6000-IC von Beckman (München ); 
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ß-Counter MR 300 von Kontron (Eching bei München), 

Photometer (Zeiss); 

Dounce - Glashomogenisator (Braun, Melsungen); 

Chromatographische Glassäulen (Beyer, Düsseldorf). 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Versuchstiere 

 
Für die Versuche wurden Sprague-Dawley Ratten aus der Zucht von Dr. Wasner am 

Diabetes - Forschungsinstitut verwendet. Die Tiere hatten freien Zugang zu 

Trinkwasser und Standartfutter (Ssniff). Sie  wogen bei Entnahme der Leber ca. 200-

300 g. Die Narkose der  Tiere wurde mit einer intraperitonealen Injektion von 0,6 ml 

Pentobarbital-Natrium (Nembutal®) eingeleitet. 

Weiterhin wurden Ksj-db/db und Ksj Kontroll Mäuse aus der Zucht von Prof. Dr. Dr. 

L. Herberg (DFI) zur Verfügung gestellt. 

Spontan hypertensive Ratten (SHR) sowie Wistar Kyoto Kontroll-Ratten wurden  von 

der Firma CERI (Le Cenest St. Isle, France) erhalten. 

 

 

2.2.2 Herstellung des neuen Inositol-Phosphates (n-IP), dem 2. Substrat der 
cPIP-Synthase  

 
Die Rattenlebern (12 – 14 g) wurden in Millipore-Wasser mit einem Dounce Homo-

genisator zerkleinert, wobei pro 1 g Leber  1 ml H20 zugesetzt wurde. Das Protein 

des erhaltenen Homogenates wurde durch Mischen mit Chloroform/Methanol (2:1)  

in einem 1:2 Verhältnis denaturiert. 

Nach einer 10 min Zentrifugation  bei  16000 x g  (10000 rpm,  Sorval-Zentrifuge 

GSA-Rotor)  und   4° C    wurden  die  erhaltenen  Phasen  in  einem Scheidetrichter 

getrennt. Die Chloroformphase  (untere Phase) mit den unpolaren Anteilen wurde 

verworfen. Die organischen Lösungsmittel der Methanol-Wasserphase (obere 

Phase) wurden für  5 - 10 min am Rotationsverdampfer bei 50 0C entfernt (die 

wässrige Phase enthält die polaren Substanzen, auch das 'neue Inositol-Phosphat'). 
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Diese Phase wurde bis zur  Trockne  lyophilisiert.  Das  Lyophilisat  wurde  in  

Millipore - Wasser aufgenommen (1 ml H2O/10 g Leber-Feuchtgewicht). 

 

2.2.3 Gelchromatographische Reinigung des 'n-IP' an Sephadex G-15 

 
Das  erhaltene Lyophilisat (Rohprodukt) wird zur Aufreinigung an Sephadex G-15 

gereinigt (Säulevolumen: 500 ml bzw. 2000 ml; Säulen-Durchmesser 2,5 bzw. 5 cm; 

Länge: 100 cm). 30 bis 70 ml des Rohprodukts wird auf die Säule aufgetragen. Die 

Elution erfolgt mit Millipore-Wasser.  Die Flussrate betrug 2,1 ml/min. Es wurden 100 

Fraktionen von je 6 ml bzw. 18 ml Eluat gesammelt. Die Absorption des Eluats wurde 

mit dem Durchflussphotometer bei 254 nm registriert. Die n-IP Menge  der einzelnen 

Fraktionen wird mit dem cPIP-Biosynthese Test ermittelt. Die Fraktionen mit hohem 

n-IP-Gehalt wurden vereinigt, mit 1 M Essigsäure  auf pH 7 eingestellt und 

lyophilisiert.  Die Lagerung erfolgt bei –80° C. 

 

 

2.2.4 Isolierung von Ratten-Leber Plasmamembranen nach Wasner 

 
Die Gewinnung der Plasmamembran erfolgte nach der modifizierten Methode von 

Wasner  (1976).  Nach der Narkose der Tiere erfolgt die Entnahme der Leber. Diese 

wurde dann von restlichen Fett- und Bindegewebsanteilen befreit, zerkleinert und mit 

einem Glashomogenisator nach Dounce in Plasmamembran-Puffer homogenisiert. 

Für die Herstellung des Puffers (20 mM Tris/HCL, pH 7,5) wurden 2 ml Tris/HCL (1 

M), 1 ml EGTA (0,1 M),  240 µl ATP (0,4 M),  7 µl Mercaptoethanol (14,2 M) auf 100 

ml Wasser aufgefüllt.  Das Homogenat  wird dann  2x durch  Verbandmull  filtriert  

(zuerst 8-lagig und dann 16-lagig) und auf einen  einstufigen 48 %-igen  Saccharose 

Gradienten aufgetragen. Danach erfolgt eine 90-minütige Zentrifugation in einem SW 

27-Rotor bei 4° C und 24000 rpm. Die plasmamembranhaltige Schicht wurde mit 

einer Pasteur-Pipette von der Oberfläche der Saccharose-Schicht  abgeerntet und im 

Verhältnis  1:7 mit dem Plasmamembranpuffer (1 ml 1 M Tris/HCl- Puffer von pH 7,6  

in 100 ml H2O)  verdünnt, und die PM sedimentiert (Sorvall GSA Rotor). Das Pellet 

wurde in 4-5 ml Puffer (s.o.) resuspendiert. Der verbleibende leicht trübe Überstand 
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wird noch zweimal zentrifugiert und die erhaltenen Pellets wurden ebenfalls in wenig 

Puffer aufgenommen und dann mit flüssigem Stickstoff eingefroren.  

Der das Zytosol enthaltende Überstand des Saccharosegradienten, sowie die 

Saccharose-Schicht und das Pellet unterhalb dieser Schicht wurden ebenfalls 

entnommen. All diese Schichten werden auf ihre cPIP-Synthase Aktivität untersucht.  

 

 

Fettschicht

Cytosolschicht

Plasmamembran

Saccharoselösung

Zellpartikel (Sediment)
 

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Auftrennung der verschiedenen Homogenat-
bestandteile nach der 1. Zentrifugation. 

 

 

2.2.5 Isolierung von Ratten-Leber Plasmamembran nach Neville (1968) 

 

Die Präparation entspricht im Wesentlichen der oben beschriebenen Vor-

gehensweise. Der Unterschied besteht in dem Homogenisationspuffer. Hier wurde  

hypotoner 1 mM  Natriumhydrogencarbonatpuffer verwendet. Für die Herstellung des 

Puffers werden 1 ml NaHCO3  (1 M) auf 1 Liter  aufgefüllt. 

 

2.2.6 Präparation unter isotoner Bedingung 

 

Bei dieser Präparation wird die entnommene Rattenleber zunächst mit einer 0,32 M 

Saccharose-Lösung im Verhältnis 1:3 homogenisiert. Nach der Filtration wurden 12,5  

ml Homogenat mit einer 0,25 M Saccharose-Lösung auf 20 ml verdünnt und mit 

weiteren 20 ml der 0,25 M Saccharose-Lösung im SS34-Rotor für 10 min bei 2500 
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rpm zentrifugiert. Der erhaltene resuspendierte Pellet wurde in 4 Röhrchen mit 3 ml 

gefüllt und im SW 27-Rotor für 90 min bei 24000 rpm zentrifugiert. Die Plasma-

membranschicht sowie der Pellet werden im Verhältnis 1:6 mit 10 mM Tris-Puffer 

verdünnt und im GSA–Rotor für 15 min bei 10000 rpm resedimentiert. Die  

anschließend gewonnenen Pellets werden mit wenig 10 mM Tris-Puffer 

resuspendiert und auf ihre cPIP - Synthase Aktivität geprüft.  

 

2.2.7 Proteinbestimmung 

 

Der Proteingehalt der Leber-Plasmamembran wurde mit dem BCA-Protein Assay der 

Fa. Pierce nach der Methode von Smith (Smith et al., 1985) bestimmt. Hierbei wird 

Cu2+ im alkalischen Medium durch Protein zu Cu1+ reduziert, welches mit je zwei 

Bicinchoninsäure-Molekülen (BCA) zu einem purpurnen wasserlöslichen Komplex 

reagiert. Die Farbintensität des Komplexes entspricht der Proteinkonzentration und 

wurde spektralphotometrisch bei 562 nm gemessen. 

 

 

2.2.8 c-PIP  Biosynthese-Test 

 

Der cPIP Biosynthese-Test enthält in einem Gesamtvolumen von 0,3 ml folgende 

Substanzen nach Leßmann (1991): 

  20 mM Tris/HCI - Inkubationspuffer pH 7,5 

  1 mM EGTA 

  1 mM Mercaptoethanol 

  20 mM Li+ 

  20 mM Mg 2+ 

  20 mM F? 

  20 mM reduziertes Glutathion 

  15 mM ATP pH 7,5 

  50 pmol/ 50000 dpm ( 5,6(n)- 3H)-PGE1 

 

Für den Test wurden  folgende Volumina in ein Eppendorf-Gefäss pipettiert: 
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Plasmamembran: 50 µl mit einem Proteingehalt von 60 – 100 µg. 

Salzlösungen und Glutathion: je 15 µl (für 130 Testansätze wurden jeweils 2 ml               

0,4 M Stocklösungen hergestellt: 116 µg KF; 156 µg LiCl; 188 µg MnCI2;  614 µg red. 

Glutathion) 

Inkubationspuffer: 9 µl (für 100 Testansätze wird eine Stocklösung aus 600 µl 1 M 

Tris HCI-Puffer vom pH 7,5, 300 µl 0,1 M EGTA, 2 µl 14,2 M Mercaptoethanol 

hergestellt).  

ATP: 45 µl  0,1 M  ATP im Standardtest (beim Test von gereinigten Eluaten des Roh- 

produkts, die ein maximales Volumen wegen geringerer n-IP-Konzentration erfor-

dern, werden 9 µl  0,5 M  ATP eingesetzt). 
3H-PGE1: 20 µl der oben genannten Lösung.  

n-IP-Rohprodukt: 100 µl (im Standardtest). 

H20: ad 300 µl Inkubationsvolumen. 

 

Gestartet wurde die Testreaktion mit der Zugabe des 2. Substrates n-IP  bei einer 

Inkubationstemperatur von 37o C. 

Jeder Testansatz von 300 µl enthält 60 µg Protein (2 mg/ml)  der Leber-

Plasmamembran, was nach Mirmohammadsadegh (1993) das Optimum darstellt. 

Nach einem Versuch, bei dem die Inkubationsdauer zwischen 4 und 60 min variiert 

wurde,  wird die optimale Inkubationsdauer auf 12 bzw. 40 min festgelegt, je 

nachdem, ob die Enzymaktivität, (was nur im linearen Bereich der Zeitkinetik möglich 

ist) oder der Gehalt an 'neuem Inositol-Phosphat' in einer Fraktion bestimmt werden 

sollen (was nur nach komplettem Umsatz des eingesetzten Substrates möglich ist ).  

 

2.2.9 Auftrennung von   3H-PGE1  und   3H-cPIP  an Kieselgel 

 
Eine ursprünglich zur Auftrennung von verschiedenen Prostaglandinen  entwickelte   

Adsorptionschromatographie an Kieselsäure (Jaffe et al. 1973) wurde zur Trennung 

des Substrates 3H-PGE1 vom Produkt cPIP von Wasner (Wasner et al., 1993) 

modifiziert. 3H-PGE1 und synthetisiertes 3H-cPIP wurden entsprechend ihrer Polarität 

fraktioniert. Dazu werden Lösungsmittel-Gemische mit steigender Polarität 

eingesetzt, wobei der Methanolanteil im Lösungsmittel-Gemisch kontinuierlich erhöht 

wird. 
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Für die Auftrennung wurden folgende Lösungsmittelgemische (LM) verwendet: 

 

LM I : Toluol: Essigsäureethylester    (60:40) 

LM II  : Toluol: Essigsäureethylester:Methanol  (60:40:20) 

LM III : Toluol: Essigsäureethylester:Methanol    (60:40:40) 

LM IV  : Toluol: Essigsäureethylester:Methanol    (60:40:120) 

LM V  : Methanol 

 

 

Arbeitsvorschrift: 

 

1)   Kieselsäure (SIL -350; 0,25 g/ml) in LM I suspendieren. 

2)   Säulen (Glassäulen 1 cm x 13 cm) am Auslauf mit Pfropfen aus  Quarzwolle                                                                                                                                                                                                               

versehen.   

3)  Säulen mit 3 ml Methanol waschen und von der gut mit einem Magnetrührer  

gemischten Kieselsäure-Suspension 2 ml (= 0,5 g Gel) entnehmen und in die 

Säule geben. Das Gel absetzen und das Lösungsmittel auslaufen lassen. 

4)  Säule mit 6 ml LM I äquilibrieren. 

5)  100 µl Inkubationsansatz  sorgfältig  auf  die Säule  auftragen  (entspricht 

Stopp der Reaktion). 

6)  Säule zweimal mit je 6 ml LM II eluieren. Das Eluat enthält 3H-PGE1. 

7)  Säule mit 6 ml LM III eluieren. 

8)  Säule mit 6 ml LM IV eluieren. Das Eluat enthält 3H-cPIP. 

9)  Säule mit 6 ml LM V eluieren. Das Eluat enthält ebenfalls 3H-cPIP. 

 
In der Regel wird so die gesamte Radioaktivität von den Säulen ausgewaschen. Die 

Eluate werden mit jeweils 10 ml Rotiszint 11 versetzt und im ß-Counter gezählt. Die 

Radioaktivitätswerte der Fraktionen werden quenchkorrigiert, wobei der ermittelte 

Quench-Faktor der Fraktionen A und B 1,34 beträgt, der der Fraktion C 1,45, der der 

Fraktion D 1,7 und der der Fraktion E 2,1. Diese Faktoren werden durch die 

Bestimmung der Zählausbeute einer 3H-Standardlösung (20 µI 3H-PGE1), die im  

betreffenden Lösungsmittelgemisch gezählt wurde, ermittelt.  
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Die quenchkorrigierten Werte werden summiert und auf die Ausgangsmenge von 50 

pmol 3H-PGE1 normiert. Von der Summe der Radioaktivitätswerte der Fraktionen D 

und E wird der entsprechende Wert einer  Kontrollinkubation (sämtliche Bestandteile 

des Testes ohne 'neues Inositol-Phosphat' bei gleicher Inkubationszeit wie die 

Proben) abgezogen.  

Diese erhaltenen Werte sind äquivalent zur synthetisierten Menge an polarem PGE1 

- Derivat, dem cPIP. 

 

 

2.2.10 Leitenzym für Mitochondrien (Succinat-Reduktase) 

 
Als Leitenzym für Mitochondrien wurde die Succinat-Reduktase ausgewählt. Als 

Substrat wurde 2-(4 Iodphenyl)-3-(4 nitrophenyl)-5-phenyltetrazoliumchlorid (INT) 

verwendet, welches enzymatisch reduziert wird.  

Die Bestimmung erfolgte nach Morre (1971).  

Ein Inkubationsansatz enthielt:  0,9 ml Substratpuffer (50 mM KH2 P04 von 

pH 7,4) 

   25 mM Sucrose, 

   55 mM Succinat,  

   0,1 %-ig INT von pH 7,4,  

   0,1 ml Leberfraktion.  

 

Nach 20 min Inkubation bei 370 C wurden 2 ml 10 %-ige TCA zugegeben, dabei fiel 

reduziertes Substrat (INT) aus. Der Niederschlag löste sich durch Zugabe von 4 ml 

Essigsäureethylester.  Nach Abkühlen der Proben auf 40°C wurde kurz in der 

Tischzentrifuge zentrifugiert und die Extinktion bei 492 nm gemessen; der 

Extinktionskoeffizient für red. INT bei 492 nm beträgt: 20,1 x 1000 [1/Mol x cm]. 
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2.2.11 Leitenzym für Mikrosomen (Glucose-6-phosphatase) 

 

Glucose-6-phosphatase spaltet  Glucose-6-phosphat  in Glucose und Phosphat, das 

nach Fiske und Subbarow (1925) bestimmt wurde. Die Messung erfolgte wie bei 

Bergmeier (1974) beschrieben. 

Ein Inkubationsansatz enthielt:    0,1 ml Sucrose/EDTA-Lösung (0,25 M  pH 7),                                  

                                                     0,1 ml Kakodylatpuffer (0,1 M  pH 6,5), 

                                                     0,1 ml Glukose-6-phosphat (0,1 M  pH 7),   

                                                     16 µl 1 %-iges  Triton X - 100. 

 

Nach 10 min Erwärmen wurden 0,1 ml  Enzymlösung zugefügt und 30 min bei 37° C 

inkubiert. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 1,5 ml 8 %-iger TCA beendet, und 

anschließend das freigesetzte anorganische Phosphat bestimmt. 

 

 

 

2.2.12 Leitenzym der Plasmamembran (Adenylylzyklase) 

 

Die Aktivität der Adenylylzyklase wird bestimmt, wie bei Lemoine (Lemoine und 

Kaumann 1991) beschrieben:  

Im Adenylylzyklase-Test wurde die cAMP-Stimulierbarkeit an Membranfragmenten 

untersucht. Die Messung der Aktivität der Adenylylzyklase (AC) beruht auf der 

Umwandlung von [a-32P]ATP zu 32P-cAMP. Die Abtrennung des gebildeten            
32P-cAMP vom Substrat erfolgt in einer zweistufigen Säulenchromatographie. Die 

Membranfragmente wurden mit AC-Stimulatoren in einem Inkubationspuffersystem 

(MIX-Reagenz) inkubiert, das in einem Endvolumen von 60 µl 0,1 mmol/l [a32P]ATP 

(1 Mio. cpm pro Ansatz), 100 mmol/l Tris·HCL (pH 7,4), 2 mmpl/l MgCl2, 1 mmol/l 

EGTA,  0,1 mmol/l GTP und 20 mmol/l Creatinphosphat als Substrat eines 

regenerierenden Enzymsystems mit den Enzymen Creatinphosphokinase (15 U/ml) 

und Myokinase (9,8 U/ml) enthielt.  Die Plasmamembran wird bei 40000 g (10 min) 

pelletiert und in 3 mM EGTA-Lösung aufgenommen.  Der Proteingehalt wird auf ca. 

10 µg pro Assayansatz eingestellt. Der Inkubationsansatz enthält 20 µl eines 
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Stimulators, 20 µl radioaktiver Inkubationspuffer und 20 µl membranhaltige 

Suspension.  Als Stimulatoren werden 5 x 10-8 M Glucagon,  1 x 10-4 M Adrenalin, 3 

x 10-5 M Forskolin und 1 x 10-5 M NaF eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe 

der Membransuspension gestartet, bei 32,5°C inkubiert und nach 20 min durch 

Gefrieren in flüssigem Stickstoff und Zugabe von 50 µl Stopplösung, die 10 mmol/l 

cAMP, 40 mmol/l ATP, 1% Natriumdodecylsulfat und als „Recoverymarker“ 1mmol/l 
3H-cAMP (ca. 3500 cpm/Ansatz) enthielt, beendet. Die Trennung von [a-32P]ATP und 
32P-cAMP erfolgte durch eine zweistufige Säulenchromatographie modifiziert nach 

Salomon und Mitarbeiter (1974). Die Proben wurden auf eine Kationenaustauscher-

säule  (Dowex-50W 50x4-400, H+-Form) aufgetragen, nach mehreren Chromato-

graphieschritten auf Aluminiumoxidsäulen (Adsorptionschromatographie) übertragen 

und mit Imidazolpuffer (0,1 mmol/l Imidazol, pH 7,0) eluiert. 2,5 ml Eluat wurden mit 

3ml Szintillator (Ultima Gold, Packard) versetzt und die Menge der Strahlung im       

ß-Szintillationszähler (Packard 1500) gemessen. Das Analysat wurde in zwei 

verschiedenen Kanälen (A: 16-700 keV; B: 0,3-5 keV) gemessen. Im A-Kanal wurde 

das energiereiche 32P-cAMP, das um die Halbwertzeit korrigiert wurde, im B-Kanal 

das energieärmere 3H-cAMP erfasst. Die Wiederaufffindungsrate betrug ca. 70 %. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 cPIP-Synthase 

3.1.1 Der Aktivitätstest 

 

cPIP wird nach folgender Gleichung aus Prostaglandin E (PGE) und aktiviertem 

Inositolphosphat (n-IP) synthetisiert: 

 

[ ] [ ] GDPcPIPHPGEHIPn SynthasecPIP + →+− − 3
1

3
 

 

Wie in den Abbildungen 3.1 und 3.2 veranschaulicht, wird das radioaktivmarkierte 

Substrat PGE vom entsprechend markierten Produkt cPIP durch Chromatographie 

an Kieselsäure abgetrennt. Die Details der Chromatographie sind im  Methodenteil 

beschrieben. 
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Abb. 3.1.:  Chromatographische Auftrennung von nicht umgesetzten Substrat PGE und 
synthetisiertem Produkt  cPIP an Kieselgel.  

  In der 0 min Kontrollinkubation wurde nur PGE eluiert. 
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Abb. 3.2.:  Chromatographische Auftrennung von nicht umgesetzten Substrat PGE und 
synthetisiertem Produkt cPIP an Kieselgel.                                                                                                             

  Es  wurde  mit  Essigester/Toluol/Methanol  mit  steigender  Polarität  von  
Fraktion  1 bis 5 eluiert. PGE eluiert in Fraktion 1+2 und cPIP in Fraktion 4+5. 
In der 10 min Umsetzung wurde das PGE zu einem großen Teil zu cPIP 
(Elution in der 4. + 5. Fraktion) umgesetzt. (Detalierte Beschreibung in 2.2.8 
und 2.2.9) 

 

 

 

3.1.2 Herstellung von aktiviertem  Inositol-phosphat, dem 2. Substrat der 
Reaktion 

 
In der  Abbildung 3.3 ist zu ersehen, dass bei der Gelfiltration an Sephadex G15 n-IP  

im Bereich der  43. – 50. Fraktion eluiert. Unter den angewandten Bedingungen ist 

das Ausschlussvolumen der Chromatographie-Säule  in Fraktion 29 erreicht  und das 

Säulenvolumen in Fraktion 85. Wenn auch noch nicht endgültig bewiesen, wird 

angenommen, dass das n-IP als Doppelgipfel eluiert:  von  Fraktion  42 – 46  eluiert  

der  Monoester  und von Fraktion  47 – 51 der Phosphodiester des n-IP (siehe auch 

Gypakis, 1999). 
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Abb. 3.3.:  Anreicherung des aktivierten Inositolphosphates n-IP durch Gelfiltration an 
Sephadex G15. Die Chromatographie Bedingungen sind in Kapitel 2.2.3  
beschrieben. Die n-IP Menge wurde durch Umsetzung zu cPIP und dessen 
quantitative Bestimmung ermittelt. 

 

 

 

3.1.3 Plasmamembran Herstellung   ( Vergleich  verschiedener Plasmamem-
branpräparationen ) 

 
Wie im Methodenteil beschrieben wurden Plasmamembranen von Rattenleber auf 3 

verschiedene Weisen hergestellt und deren cPIP Synthase-Aktivität sodann 

bestimmt. Neville gewinnt die Plasmamembran unter hypotoner Bedingung, es wird 

in 1 mM NaHCO3 Puffer homogenisiert; die von Wasner erarbeitete Vorschrift enthält 

im Homogenisationspuffer neben Mercaptoethanol zum Schutz von SH-Gruppen 

auch noch 1 mM ATP; im Falle der Homogenisation der Leber unter isotoner 

Bedingung wurde der Puffer durch Saccharose-Zusatz isoton gemacht. In der 

nachfolgenden Tabelle sind die erzielten Ergebnisse gezeigt. 
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Präparation 

 

PM - Fraktion 

cpm/mg-Protein 

Pellet - Fraktion 

cpm /mg-Protein Pellet 

nach Neville 11459 13438 

nach Wasner 36476 6931 

unter isotoner Bedingung 14318 6508 

Tabelle 3.1.: Vergleich der cPIP-Synthase Aktivität in Plasmamembran sowie der die  Mito-
chondrien und Mikrosomen enthaltenden Pellet-Fraktionen (n=1).                                                           

  Die Präparationen unterschieden sich im Wesentlichen durch die Verwendung 
unterschiedlichen Homogenisationspuffer (siehe Methodenteil Seite 8-10). 
Plasmamembran und Pelletfraktion werden durch den einstufigen Sacharose-
Gradienten erhalten (siehe Methodenteil Seite 9).  
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Abb. 3.4.:  Spezifische cPIP-Synthase Aktivität in verschieden hergestellten Plasma-
membranen. Wie im Methodenteil beschrieben, wurden  Plasmamembranen 
1. nach Neville (1968), 2. nach Wasner (1976) und 3. unter isotonen  
Homogenisationsbedingungen  hergestellt.   Zu  Beschreibung der Methoden 
siehe 2.2.4, 2.2.5, 2.2.6. (PM = Plasmamembran; Pellet = Mitochondrien und 
Mikrosomen haltiges Sediment). In der modifizierten Methode nach Wasner 
wurde die beste Ausbeutung erzielt. Für alle weiteren Versuche in dieser 
Arbeit wurde diese Methode angewendet. 
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Aus der Abbildung 3.4 ist zu ersehen, dass nach der vereinfachten Methode nach 

Wasner in der Plasmamembranfraktion weitab die höchste cPIP-Synthase-Aktivität 

gefunden wurde. Möglicherweise ist die wesentlich höhere Ausbeute an cPIP-

Synthase Aktivität auf die Anwesenheit von ATP in den Pufferlösungen 

zurückzuführen. Des Weiteren ist  nicht zu übersehen, dass die die subzellulären 

Partikeln enthaltende Pelletfraktion überraschend viel cPIP-Synthase-Aktivität 

enthält.  

 

 

3.2 Charakterisierung der Stabilität 

3.2.1 Einfrieren und Auftauen 

 
Zwei verschiedene Plasmamembranen werden 5mal aufgetaut und eingefroren  im 

flüssigem Stickstoff (–196°C). Danach wird die verbliebene   Aktivität der  cPIP – 

Synthase gemessen. Es zeigt sich, wie in der Abbildung 3.5 zu sehen ist, dass die 

cPIP-Synthase Aktivität unabhängig von der Herstellung der PM  um etwa 50 – 60% 

bei dieser verhältnismäßig schonenden Behandlung abnimmt. 
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Abb. 3.5.:  Einfluss von Auftauen und Einfrieren der Plasmamambranen auf die Aktivität 

der  cPIP-Synthase. Die Aktivität der cPIP-Synthase zu Beginn des Versuches 
wurde 100 Prozent gesetzt und die nach 5-maligen Einfrieren und Auftauen 
verbliebene Aktivität in Prozenten des Ausgangswertes angegeben.  

  Gemessen wurde an zwei verschieden hergestellte Plasmamembranen. 
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3.2.2 Verdünnen 

 

Es werden wiederum zwei verschiedene Plasmamembranen 2mal mit 20 ml 10 mM 

Tris Puffer  20-fach verdünnt und danach sedimentiert (im SS-34 Rotor) bei 15000 

rpm für 15 min. Die  cPIP-Synthase-Aktivität der resuspendierten Plasmamembran 

wird dann gemessen. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.6 zu sehen. Es zeigt 

sich ein verhältnismäßig geringer Aktivitätsverlust von 15-30%, das heißt die cPIP-

Synthase muss einigermaßen fest in der Membran-Struktur verankert sein.  
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Abb. 3.6.:  Sedimentierbarkeit der cPIP Synthase.                                                                                          
  Die Aktivität der  cPIP-Synthase  zu  Beginn des Versuches  wurde 100 

Prozent  gesetzt  und die nach  2-maligem  20-fachen Verdünnen und 
Resuspendieren verbliebene Aktivität wurde in Prozent des Ausgangswertes 
angegeben. PM1 bzw. PM2  sind  zwei  verschiedene Membranpräpara-
tionen. 
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3.2.3 Einfluss der Konzentration  von der Saccharoselösung auf die Reinheit 
der  Membran 

 
Bei der Präparation der Plasmamembranen wurde das Leberhomogenat auf eine   

48 %-ige Saccharose Lösung überschichtet. Es wurden verschieden konzentrierte 

Saccharose-Lösungen eingesetzt um zu überprüfen, ob dadurch bessere Ausbeuten 

zu erzielen sind. Die  PM-Präparation erfolgte mit einer 49 %, und einer 50 %-igen 

Saccharoselösung sowie mit einem kontinuierlichen Saccharosegradienten.   

Die cPIP – Synthase - Aktivität aller so gewonnenen Membranen wurden überprüft. 

 

0

10

20

30

40

50

60

48% 49% 50% 51% Kont. Grad.

cP
IP

 (
 p

M
o

l/m
g

  P
ro

te
in

 )

 

Abb. 3.7.:  Anwendung und Einfluss verschiedener Saccharosekonzentrationen, bei der 
Plasmamembran Herstellung, auf die spezifische cPIP-Synthase Aktivität.                                                                                 
Wie im Methodenteil (2.2.4) beschrieben wird das Leberhomogenat bei der 
primären Zentrifugation auf einem Saccharosegradienten aufgetragen. Die 
Abbildung zeigt den Einfluss von verschiedenen Konzentrationen der 
Saccharoselösung auf Ausbeute bzw. Reinheit der  Plasmamembran, anhand  
der cPIP-Synthase Aktivität im Vergleich zu einem kontinuierlichen Gradienten 
(Kont. Grad.). 

 

Aus der Abbildung 3.7 ist zu entnehmen, dass die Änderung der Saccharoselösung 

in gewissen Grenzen, d.h. zwischen 48 – 50%, keinen nennenswerten Einfluss auf 

die cPIP-Synthase-Aktivität pro mg Protein hat. Erst ab einer Saccharose 

Konzentration von 51% wird ein starker Abfall der Aktivität pro mg Protein beo-

bachtet. Warum die Aktivitätsausbeute bei Anwendung eines linearen Saccharose 

Gradienten unvergleichlich niedrig war kann derzeit nicht beantwortet werden. 
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3.3 Charakterisierung der erhaltenen Zell-Fraktionen mittels 
Leitenzymen  

3.3.1 Succinat- INT – Reduktase als Leitenzym für  Mitochondrien  
 

In der  Abbildung 3.8 sind die, in den verschiedenen Fraktionen, nämlich 

Plasmamembranen sowie  subzellulären Partikeln wie Mitochondrien und Mikro-

somen,  gemessenen Aktivitäten veranschaulicht. Es ist zu sehen, dass in den 3 

gemessenen Präparationen in der Plasmamembranfraktion   nur sehr wenig, 2 – 3 %  

Prozent Succinat-Reduktase Aktivität gemessen werden konnte, also in der so 

erhaltenen Plasmamembranfraktion kaum Mitochondrien vorhanden sind. 
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Abb. 3.8.:  Als Leitenzym für Mitochondrien wurde die Succinat-INT-Reduktase 
gemessen.                                                                                                  

  In der Abbildung ist  die Gesamtaktivität (Mittelwerte (± SEM) n=3) pro Leber  
gezeigt. Es ist zu ersehen dass in der PM-Fraktion kaum Succinat-
Dehydrogenase Aktivität vorhanden ist und daher kaum Mitochondrien enthält. 
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3.3.2 Glucose-6-phosphatase als Leitenzym für  Mikrosomen  

 

Das Ergebnis zeigt die Abbildung 3.9, bezogen auf die Gesamtmenge findet sich  

relativ geringe Aktivität von 11-16 Prozent der mikrosomalen Glucose-6-phosphatase 

in der Plasmamembran Fraktion. Jedoch, gibt man die Glucose-6-Phosphatase nicht 

als Gesamtaktivität an, sondern als Aktivität pro mg Protein, so ergeben sich die in 

dem Bild 3.10 gezeigten Werte,  d.h. auf mg Protein bezogen ist die Glucose-6-

Phosphatase Aktivität in der Plasmamembran höher als in der "Pellet" Fraktion. Zu 

erwarten wäre jedoch, dass die Glucose-6-phosphatase Aktivität in der Pellet 

Fraktion höher sein sollte. Eine mögliche Erklärung für diesen Befund könnte sein, 

dass die Pellet-Fraktion vor allem  die Mitochondrien sowie andere subzelluläre 

Partikel enthält so, dass die Glucose-6-Phosphatase Aktivität bezogen auf mg 

Protein in dieser Fraktion niedrig aussieht aufgrund des Verdünnungseffektes. 

Jedoch, die Daten der Abbildung 3.10 veranschaulichen auch, dass die 

Plasmamembranfraktion Mikrosomen enthalten muss. 
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Abb. 3.9.:  Gesamtaktivität an Glucose-6-Phosphatase in der Plasmamembran- und 
Pellet Fraktion.  Es  findet sich knapp zehnmal mehr Aktivität in der, die 
Mitochondrien und Mikrosomen enthaltenden, Pellet-Fraktion. Es sind Mittel-
werte (± SEM) aus n=4 Messwerten angegeben. (Skt.= Skalenteile) 
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Abb. 3.10.:  Die spezifische Aktivität an Glucose-6-phosphatase pro mg Protein der 
Plasmamembran- bzw. Pelletfraktion.                                                                                                                          

  Es sind Mittelwerte (± SEM) aus n=4 Messwerten angegeben.  

 

 

3.3.3 Adenylylzyklase als Leitenzym für die  Plasmamembran  

 

Als Leitenzym für die Plasmamembran wurde die Adenylylzyklase verwendet. Es 

wurden basale, Glukagon sowie Forskolinstimulierte Aktivitäten gemessen. In der 

Abbildung 3.11 sind die Ergebnisse von 4 unterschiedlichen Präparationen zu sehen. 

Adenylylzyklase Aktivität wurde im Wesentlichen in der Plasmamembran-Fraktion 

gefunden. In der die subzellulären Partikel enthaltenden Pelletfraktion wurde in der 

Regel weniger als 20% der Zyklase-Aktivitä t gefunden. So gesehen, könnte man den 

Schluss ziehen, dass die Plasmamembran-Fraktion vor allem mit Mikrosomen 

verunreinigt ist und, dass die cPIP-Synthase analog der Adenylylzyklase dominant in 

der Plasmamembran lokalisiert ist. Es wurde jedoch folgende Beobachtung gemacht: 

Es ist daran zu erinnern, dass nach Abpipettieren der plasmamembranhaltigen 

Schicht nach dem einstufigen Saccharosegradienten in der Regel aus der erhaltenen 

Lösung,  Plasmamembran  durch 2-3-maliges Abzentrifugieren erhalten wurde.  
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Abb. 3.11.:  Adenylylzyklase als Leitenzym für die Plasmamembran.   
  Es wurde die basale, die durch Glukagon und Forskolin stimulierte Aktivität 

bestimmt. Die Nummerierungen 12 bis 18  stellen verschiedene Präparationen 
dar; P steht für Pelletfraktion und PM für Plasmamembranfraktion. Die 
Konzentration von Glukagon im Test war 5x10-8 M, von Forskolin 3x10-5 M. Die 
Ausführung des Tests und die Auswertung sind unter  2.2.12 beschrieben.  
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Abb. 3.12.:  Adenylylzyklase Aktivität in der Plasmamembran Fraktion sowie in der, die 
innerzellulären Partikel (Mitochondrien und Mikrosomen) enthaltenden  Pellet-
Fraktion.  Es  sind Mittelwerte (± SEM) aus den 4 Pellet- und Plasmamembran 
Fraktionen von Abb. 3.11 angegeben. Die Konzentration von Glukagon im 
Test war 5x10-8 M, von Forskolin 3x10-5 M. Die Ausführung des Tests und die 
Auswertung sind unter  2.2.12 beschrieben.  
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Es ist der Abbildung 3.13 zu entnehmen, dass die Zyklase Aktivität in dem  Pellet der 

1. Zentrifugation meist 3-4 fach höher ist als im Pellet der 2. Zentrifugation, während 

andererseits die  cPIP-Synthase Aktivität meist in dem Pellet der 2. Zentrifugation 

höher war (Abbildung 3.14 ), d.h. diese Beobachtung legt nahe, dass es nicht 

eindeutig ist, dass die cPIP-Synthase ausschließlich in der Plasmamembran 

lokalisiert ist, sondern zeigt vielmehr auf, dass die cPIP-Synthase vermutlich auch in 

den, die Plasmamembran verunreinigenden Mikrosomen vorliegen muss. 
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Abb. 3.13.:  Aktivität der Adenylylzyklase  der  Plasmamembran Fraktion in der 1. sowie 2. 
Zentrifugation der Plasmamembran – Herstellung.  

  Nach dem Saccharose-Gradienten wird die  Plasmamembran-haltige Schicht 
mit Puffer verdünnt und die gewonnene Plasmamembran abzentrifugiert. 
Diese Zentrifugation wird wiederholt, da der Überstand nach der 1. 
Abzentrifugation noch sichtbar trüb war.  Es sind Mittelwerte (± SEM) aus n=3. 
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Abb. 3.14.:  Verteilung cPIP-Synthase Aktivität in dem Sediment der 1. sowie 2. 
Zentrifugation der Plasmamembran-Herstellung. Membranen sind  identisch 
mit denen aus Abb.3.13. 
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3.4 Aktivität der cPIP-Synthase in  Tieren mit Diabetes und 
Hypertonie 

3.4.1 Aktivität der cPIP-Synthase in diabetischen Ksj-db/db und Ksj Kontroll 
Mäusen 

 

Aufgrund der Beobachtung, dass in diabetischen Tieren wesentlich geringere 

Mengen an  cPIP  nachgewiesen werden konnten (Wasner et al., 1994; 1997; Salge, 

1987), war zu untersuchen, ob diese Beobachtung auf eine niedrigere cPIP-

Synthase-Aktivität zurückgeführt werden kann. Um diesen Effekt überzeugend 

aufzuzeigen, wurde einmal die cPIP-Synthase-Aktivität der Plasmamembran-Fraktion 

pro mg Protein gemessen und zum zweiten wurde die cPIP-Synthase-Aktivität aller 

erhaltenen Fraktionen einer Plasmamembran-Präparation summiert und so die 

gesamt cPIP-Synthase Aktivität als pmol cPIP pro  Gramm Leber bzw. pro 

Gesamtleber angeben.  

 

 

 

 

 c -PIP   

c-PIP Biosynthese 

In Ksj Mäuse 

pMol/ 

mg Protein 

(%) pMol / 

gr  Leber  

(%) pMol/ 

Leber 

(%) Leber 

Gewicht (gr) 

(%) 

Kontroll 69,9 100 76,9 100 88,5 100 1,2 100 

Ksj-db/db 44,7 64 45,3 59 128,9 145 2,8 246 

Tabelle 3.2.:  cPIP – Synthase Aktivität in der Plasmamembran-Fraktion  der Leber von 
diabetischen    Ksj-db/db und Ksj Kontroll Mäusen.                                                                       

  Aus   jeweils 2 Lebern dieser Mäusearten wurde Plasmamembran hergestellt 
und dann  die cPIP- Synthase   Aktivität  gemessen  und  die  spezifische  
Aktivität  pro   mg  Protein errechnet.                                                                                                                                                  
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Abb. 3.15.:  Versuche mit diabetischen Ksj-db/db Mäusen, sowie  gesunden Kontroll-
Tieren.                 

  Aus der Abbildung ist  zu ersehen dass die cPIP-Synthase Aktivität in der 
Plasmamembran der diabetischen Tiere deutlich reduziert ist. Angabe in % 
von 100 Ausgangwert bei den gesunden Tieren ( n=2). 

 

 

In Abbildung 3.15 ist zu ersehen, dass die cPIP-Synthase Aktivität in den 

diabetischen Mäusen um 40% niedriger ist als in gesunden Kontroll-Mäusen, 

unabhängig davon, ob diese Aktivität auf mg Protein oder Gramm Lebergewicht 

bezogen wird. 

 

 

3.4.2 Aktivität der cPIP Synthese in SHR sowie Wistar Kyoto Kontroll Ratten 

 

Es ist seit langem bekannt und vor allem durch die Arbeiten von Ferranini (Ferranini 

et al., 1987, 1997) erneut diskutiert worden, dass Typ -2- Diabetiker eine Prä-

disposition für Bluthochdruck haben, ebenso wie Patienten mit Bluthochdruck eine 

Prädisposition für Diabetes vom Typ -2-  haben. Man kann sicher davon ausgehen, 

dass Typ -2-Diabetes mit dem Hormon Insulin in Zusammenhang steht, ebenso wie 

Bluthochdruck vor allem mit dem Hormon Noradrenalin zusammenhängt. 

Beide Hormone, Insulin wie Noradrenalin, stimulieren die cPIP-Synthase (Wasner, 

1981; Wasner et al., 1993). Es stellt sich daher die Frage, ob auch in Tieren mit 

Bluthochdruck, wie der spontan-hypertensiven SHR-Ratte, ebenfalls die cPIP-

Synthase Aktivität erniedrigt sein könnte, wie in den diabetischen Mäusen. 
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Um das zu prüfen wurden Membranen mit aktiver cPIP-Synthase wie beschrieben 

hergestellt und zwar von 2 Monate alten SHR-Ratten und entsprechenden 

Kontrolltieren. Wie der Abbildung 3.16 zu entnehmen ist, wurde auch im Falle der 

SHR - Ratten  eine  signifikant reduzierte  cPIP - Synthase - Aktivität von   25-30 % 

gefunden in 3-Wiederholungs-Versuchen, so dass der oben angesprochene 

spekulative Zusammenhang durchaus richtig zu sein scheint. 

 
 

 c -PIP   

c-PIP Biosynthese pMol/ 

mg Protein 

(%) pMol/ 

gr Leber  

(%) pMol/ 

Leber 

(%) Leber 

Gewicht (gr) 

(%) 

Wistar Kyoto 27,0 100 52,2 100 721,4 100 13,8 100 

SHR Ratten 19,7 73,4 44,1 84,4 462,6 64,1 10,5 76 

Tabelle 3.3.: cPIP -  Synthase Aktivität in der Plasmamembran-Fraktion  der Leber von  
SHR  sowie  Wistar  Kyoto  Kontroll-Ratten.                                                                                                          

  Aus jeweils 2 Lebern der angegebenen  Rattenarten wurde Plasmamembran 
hergestellt und dann die cPIP-Synthase Aktivität gemessen und die 
spezifische Aktivität pro mg Protein und pro gr Lebergewicht errechnet. 
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Abb. 3.16.:  cPIP-Synthase Aktivität der Leber in  hypertensiven SHR-Ratten und in   
Wistar-Kyoto Ratten (Kontrolle).   

  Analog wie bei den diabetischen Tieren zeigt sich auch hier eine erniedrigte 
cPIP-Synthase Aktivität bei den hypertensiven Ratten (n=3).  
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4 DISKUSSION 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Präparation aktiver cPIP-Synthase zu 

charakterisieren und zu optimieren. Die ausgeführten Versuche zeigen, dass die 

cPIP-Synthase fest an Membran-Strukturen gebunden ist und sich nicht durch 

Verdünnen und Zentrifugieren  abdissoziieren lässt (Abbildung 3.6). Andererseits gibt 

der in der Abbildung 3.5 gezeigte Versuch einen klaren Hinweis dafür, dass die cPIP-

Synthase ein Enzym mit ausgeprägter Labilität ist, da bereits der relativ schonende 

Vorgang des mehrmaligen Einfrierens und Auftauens zu einem erheblichen 

Aktivitätsverlust von 50% führt. In jüngeren Arbeiten (Wasner et al., 2000) wurde 

gezeigt, dass die cPIP-Synthase durch Protein - Tyrosindephosphorylierung inakti-

viert wird. Es ist vorstellbar, dass die beobachtete Labilität mit dieser Dephospho-

rylierung in Zusammenhang steht. Es ist ohne zusätzliche, weitere Versuche schwer, 

die sehr unterschiedlichen Ausbeuten an cPIP -Synthase Aktivitäten (Abbildung 3.4) 

zu erklären, die bei den angewandten, etwas unterschiedlichen Präparations-

methoden erhalten wurden. Jedoch erscheint folgende Interpretation sehr plausibel: 

im Falle der Membranpräparation nach Wasner enthielten die Homogenisationspuffer 

eine niedrige Konzentration an ATP so, dass durch Tyrosinphosphorylierung ein 

Aktivierungsmechanismus im Gang gehalten worden sein kann, in Umkehrung der 

oben diskutierten Inaktivierung des Enzyms durch Protein-Tyrosindephospho-

rylierung. 

 

Zur Charakterisierung der membranständigen Lokalisation der cPIP-Synthase wurde 

als Leitenzym für Mitochondrien die Succinatreduktase, als Leitenzym für 

Mikrosomen die Glucose-6-phosphatase und  als Leitenzym für die Plasmamembran 

die Adenylylzyklase ausgewählt. Die Versuche mit Succinatreduktase zeigten 

deutlich, dass die cPIP-Synthase nicht in den Mitochondrien vorliegt. Im Falle des  

Leitenzyms für die Mikrosomen ist eine entsprechende Entscheidung nicht so 

eindeutig zu fällen. Eine Schwierigkeit liegt darin, dass durch den vereinfachten 

Sucrose-Gradienten nur eine Plasmamembranfraktion neben einer alle restlichen 

Partikel enthaltenden Pelletfraktion erhalten wurde. Diese Vereinfachung wurde 

gewählt, da davon ausgegangen wurde, dass die cPIP-Synthase analog der 

Adenylylzyklase 100 prozentig in der Plasmamembran-Fraktion vorliegt, und es nur 

darum geht eine Plasmamembran-Fraktion auf schnellstem Wege zu gewinnen, um 

wie oben angedeutet, nicht allzu viel der cPIP-Synthase Aktivität durch 
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Dephosphorylierung zu inaktivieren. Die in den Abbildungen 3.11 und 3.12 gezeigten 

Daten weisen jedoch ziemlich zweifelsfrei daraufhin, dass die cPIP-Synthase nicht 

ausschließlich in der Plasmamembran vorliegt. Aufgrund der, in den Abbildungen 3.9 

und 3.10 gezeigten Daten könnte angenommen werden, dass cPIP-Synthase auch in 

den Mikrosomen vorliegt. Folgende Berichte und weiterführenden Versuche stützen 

diese Annahme: Vor allem die Arbeitsgruppe von Barry Posner zeigte sehr detailliert, 

dass der Insulin-Rezeptor nicht nur in der Plasmamembran sondern auch in den 

leichten Mikrosomen Fraktionen nachgewiesen werden kann (Bevan et al. 1995, 

Bablis et al., 2000). In den letzten Monaten wurde im Labor von Dr. Wasner 

wiederholt eine detaillierte Zellfraktionierung durchgeführt, die eindeutiger zeigte, 

dass tatsächlich in den Mikrosomen eine beachtliche cPIP-Synthase-Aktivität 

vorhanden ist (Wasner und Hucken,  noch nicht publiziert). 

Diese Zellfraktionierung wurde nicht nur wegen der hier vorliegenden Daten 

durchgeführt, sondern vor allem wegen des folgenden Befundes, dass Anti-IRS-1- 

bzw. Anti-IRS-2-Antikörper auch cPIP-Synthase binden. Auch wenn es derzeit nicht 

ausgeschlossen werden kann, dass dies nur ein unspezifischer Effekt sein könnte, 

so wurde doch dieser Beobachtung nachgegangen. Die Docking-Proteine IRS-(1-2) 

liegen vor allem cytosolisch oder nur an die leichten Mikrosomen gebunden vor. Es 

scheint sich herauszukristallisieren, dass auch die cPIP-Synthase vor allem in den 

leichten Mikrosomen lokalisiert werden kann. Die in dieser Arbeit aufgezeigte 

Beobachtung, dass die cPIP-Synthase nicht in Analogie zur Adenylylzyklase 

ausschließlich in der Plasmamembran verankert ist, sondern mehr in der leichten 

Mikrosomen Fraktion, wurde dadurch bestätigt. Die Präsenz  sowohl von Insulin-

Rezeptoren, sowie von den Dockingproteinen IRS-(1-2)  (Kerouz et al. 1997) und 

auch von cPIP-Synthase in den Mikrosomen würde dafür sprechen, dass die leichte 

Mikrosomen Fraktion ein Ort zu sein scheint, von dem aus Insulin seine 

innerzellulären Wirkungen entfaltet. 

 

Die in dieser Arbeit aufgezeigten Befunde erlauben, die in Abbildung 4.1 dargestellte 

Wirkungsweise von Hormonen, wie Insulin, zu diskutieren. 
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Abb. 4.1:  Modellvorstellung hormoneller Wirkungsweisen  
  ( AC = Adenylylzyklase,  Synt. = cPIP-Synthase ). 

 

 

Wie rechts oben im Bild dargestellt, im Falle der Adrenalin-stimulierten cAMP-

Synthese ist das Synthese – Enzym Adenylylzyklase in der Plasmamambran veran-

kert und der Hormonbote cAMP bringt von der Zellwand aus das Signal in die Zelle. 

Wie links und im unteren Teil der Abbildung dargestellt, kann man für das Hormon 

Insulin (aufgrund der, in dieser Arbeit gezeigten Befunde) den folgenden Signal-

transduktionsmechanismus zur Diskussion stellen: Insulin bindet an seinen in der 

Plasmamembran verankerten Rezeptor. Darauf folgend wird Rezeptor und gebun-

denes Insulin internalisiert, und wie vor allem die Arbeiten der Arbeitsgruppe vom  

Barry Posner (Bevan et al. 1995, Bablis et al. 2000) zeigten, in das endo-

plasmatische Retikulum transloziert. Hier soll die Insulin-Rezeptor-Tyrosin-Kinase 

auch nach abdissozieren des Insulins in einem aktiveren Zustand bleiben. Es ist 

vorstellbar und nahe liegend, dass dieser translocierte Insulin-Rezeptor, die in der 

leichten Mikrosomenfraktion verankerte cPIP-Synthase durch Tyrosin-Phospho-

rylierung aktiviert. 

In diesem Fall der Hormonwirkung würde der innerzellulär synthetisierte  second 

Messenger cPIP nicht von der Plasmamembran, sondern vom Zellinneren  aus sein 

Signal durch die Zelle schicken, wenigstes zum Teil gegen die Signalrichtung des 
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Gegenregulierenden Hormonboten cAMP. Ob in dieser Gegenläufigkeit der 

Signalrichtung der ganze Grund für diese komplizierte Wirkungsweise liegt kann 

derzeit nicht beantwortet werden.  

 

In jeweils zwei bis drei unabhängigen Versuchen, d.h. der Herstellung von Membran-

Fraktionen mit aktiver cPIP-Synthase und Messung deren Aktivitäten, wurde 

gefunden, dass sowohl in diabetischen Mäusen wie auch in hypertensiven Ratten die 

cPIP-Synthase Aktivität verringert ist. In den diabetischen Mäusen wurde durchwegs 

eine Verringerung von mehr als 40% beobachtet, während in den verwendeten 

hypertensiven Ratten nur eine Verringerung von 25% gefunden wurde. Es wurden 

nur erst 2 Monate alte Ratten für diesen Versuch eingesetzt. Es ist anzunehmen, 

dass größere Effekte zu messen gewesen wären, wenn ältere Tiere von wenigstens 

5-7 Monaten verwendet worden wären. 

Auch wenn derzeit immer noch nicht cPIP als zentraler, integraler Bestandteil der 

Signaltransduktion des Insulins und auch der des Noradrenalins, im Falle der            

a - Rezeptoren, akzeptiert wird, so ist doch sehr interessant, dass im Falle dieser 

beiden kranken Tierarten eine verminderte cPIP -Synthase Aktivität nachgewiesen 

werden konnte. Die weiterführende, zentrale Frage ist: Was ist bzw. sind die 

Ursache(n), die eine reduzierte Aktivität der cPIP-Synthase bewirken? Trotz dieser 

offenen Frage könnte es doch eine bestechende Erklärung sowohl für den Typ -2- 

Diabetes wie für den Bluthochdruck sein, dass die Entstehung beider Krankheiten mit 

einer Verringerung der cPIP-Synthase Aktivität im Zusammenhang stehen. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

 

Seit Jahren zählt der cAMP-Antagonist  cPIP (Prostaglandilinositol-cyclophosphat) zu 

den möglichen second messengern des anabolen Hormons Insulin aber auch von 

Noradrenalin (a-Rezeptor-Wirkung). Für seine Biosynthese werden Prostaglandin E1   

neues Inositol-phosphat sowie das cPIP-Synthase genannte Enzym benötigt. Als 

möglicher Syntheseort wurde bislang die Plasmamembran angenommen, analog zur 

Lokalisation der Adenylylzyklase in der Plasmamembran. Eines der Ziele dieser 

Arbeit war, die Synthese dieses Enzymes zu optimieren und zu charakterisieren. In 

den ausgeführten Versuchen mit aus Ratten gewonnener Leber-Plasmamembran 

wurde gefunden, dass die cPIP-Synthase ein partikuläres Enzym ist mit 

ausgeprägter Labilität.  Diese Labilität wurde mit  Protein Tyrosindephosphorylierung  

erklärt. Versuche mit Leitenzymen zeigten, dass die cPIP-Synthase nicht in den 

Mitochondrien vorkommt,  wohl aber in der Mikrosomenfraktion. Dieser Befund steht 

im Einklang  mit der von anderen Arbeitsgruppen gemachter Beobachtung, dass der 

Insulin-Rezeptor ebenfalls nicht ausschließlich  in der Plasmamembran zu finden ist 

sondern auch in der leichten Mikrosomenfraktion.  

 

Weiterhin wurde, die cPIP-Synthase Aktivität in Membranfraktionen diabetischer 

Mäuse und  hypertensiver Ratten gemessen. Es wurden signifikant um bis zu 40% 

reduzierte Werte im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren gefunden. Es ist 

allgemein anerkannt,  dass im Rahmen des metabolischen Syndroms Diabetiker eine 

Prävalenz für Hypertonie haben, ebenso wie Hypertoniker zu Diabetes neigen. Die in 

dieser Arbeit gezeigten Daten, einer verminderten cPIP-Synthase Aktivität in den 

vorgenannten kranken Tieren geben eine mögliche Erklärung zur Pathophysio-

logischen Entstehung dieser Erkrankungen. 
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Abstract 

Charakterisierung der cPIP-Synthase in Leber Plasmmembranen sowie 

Messung der Aktivität in Tieren mit Diabetes und Hypertonie 

 

Eftihios Psarakis 

 

Seit Jahren zählt der cAMP-Antagonist  cPIP (Prostaglandilinositol-cyclophosphat) zu 

den möglichen second messengern des anabolen Hormons Insulin aber auch von 

Noradrenalin (a-Rezeptor-Wirkung). Für seine Biosynthese werden  Prostaglandin E1   

neues Inositol-phosphat sowie das cPIP-Synthase genannte Enzym benötigt. Als 

möglicher Syntheseort wurde bislang die Plasmamembran angenommen, analog zur 

Lokalisation der Adenylylzyklase in der Plasmamembran. Eines der Ziele dieser 

Arbeit war, die Synthese dieses Enzymes zu optimieren und zu charakterisieren. In 

den ausgeführten Versuchen mit aus Ratten gewonnener Leber-Plasmamembran 

wurde gefunden, daß die cPIP-Synthase ein partikuläres Enzym ist mit ausgeprägter 

Labilität.  Diese Labilität wurde mit  Protein Tyrosindephosphorylierung  erklärt. 

Versuche mit Leitenzymen zeigten, daß die cPIP-Synthase nicht in den 

Mitochondrien vorkommt,  wohl aber in der Mikrosomenfraktion. Dieser Befund steht 

im Einklang  mit der von anderen Arbeitsgruppen gemachter Beobachtung, daß der 

Insulin-Rezeptor ebenfalls nicht ausschließlich  in der Plasmamemban zu finden ist 

sondern auch in der leichten Mikrosomenfraktion.  

Weiterhin wurde, die cPIP-Synthase Aktivität in Membranfraktionen diabetischer 

Mäuse und  hypertensiver Ratten gemessen. Es wurden signifikant um bis zu 40% 

reduzierte Werte im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren gefunden. Es ist 

allgemein anerkannt,  dass im Rahmen des metabolischen Syndroms Diabetiker eine 

Prävalenz für Hypertonie haben, ebenso wie Hypertoniker zu Diabetes neigen. Die in 

dieser Arbeit gezeigten Daten, einer verminderten cPIP-Synthase Aktivität in den 

vorgenannten kranken Tieren geben eine mögliche Erklärung zur Pathophysio-

logischen Entstehung dieser Erkrankungen. 
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