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Abkürzungsverzeichnis 

 

ADA     American Diabetes Association 

APC     Antigen Presenting Cell 

AS     Aminosäure 

Asp     Asparaginsäure 

ATP     Adenosintriphosphat 

BB-Ratte    Biobreeding-Ratte 

Bp     Basenpaare 

BSA     Bovine Serum Albumin 

CD     Cluster of Differentiation 

cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

(„desoxyribonucleic acid“) 

cAMP               zyklisches Adenosinmonophosphat 

CCK      Cholezystokinin 

CRE        cAMP response element 

CREB      cAMP response element binding protein 

CSPD     Disodium 3-(4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2`- 

[5`-chloro]tricyclo[3.3.1.1.3,7]decan} 

-4-yl)phenylphosphat 

DAG     Diacylglycerol 

DDFI                Deutsches Diabetes Forschungsinstitut 

DDG                 Deutsche Diabetes Gesellschaft 

DEPC          Diethylpyrocarbonat 

DIG                       Digoxygenin 

DMSO         Dimethylsulfoxid 

dNTP          Desoxynucleosidtriphosphat 

DTT          Dithiothrietol 

E.coli          Escherichia coli 

EDTA          Ethylen-Diamin-tetraessigsäure 

ELISA                   Enzym-Linked Immunosorbent Assay 

FKS          Fötales Kälberserum 

g        Gramm 

g        Erdbeschleunigung (9,81 kg x m/s2) 

GAD                    Glutaminsäure-Decarboxylase 



    
Gi      inhibitorisches GTP-Bindungsprotein 

GIP      Gastric inhibitory polypeptide (= Enterogastron) 

GLP-1     Glucagon-like polypeptide - 1 

Gs     stimulierendes GTP-Bindungsprotein 

h                          Stunde (“hour”) 

HBSS         Hank’s Balanced Salt Solution 

IA-2                      Inselzell-Antigen 2 

IBMX         3-Isobutyl-1-methylxanthin 

ICA 69                 Islet cell antigen 69   

INS-1         Insulinoma-Zelllinie 1 

IPTG                   Isopropyl-ß-D-thiogalactosid 

kb         Kilobasen 

kD                       Kilo-Dalton 

KF        Kontrollfragment 

l        Liter 

LB-Medium       Lennox L Broth-Medium  

m                        Meter       

m     milli (10-3) 

µ        mikro- (10-6) 

mol        Molar 

MOPS                3’-(N-Morpholino)propansulfonsäure 

mRNA      Messenger RNA 

N                       Stickstoff 

n                        nano- (10-9) 

NaCl                  Natriumchlorid 

NAD(P)H           Nicotinamid Adenin Di-Nucleotid (Phosphat) 

NCBI                 National Center for Biotechnology Information 

NMMA              N-Monomethyl-L-arginin-monoacetat 

NO                    Stickstoffmonoxid 

NOD-Maus       Non-obese-diabetic Maus 

NTF                  Aminoterminales Fragment  

OD     Optische Dichte 

PBMC              Peripherial blood mononuclear cell 

PBS     Phosphate Buffered Saline 

 



    
PCR     Polymerase Kettenreaktion  

(“polymerase chain reaction”) 

PDX1               Pancreatic duodenum homeobox protein 1 

PKA     Proteinkinase A 

PKC     Proteinkinase C 

PLC                 Phospholipase C 

PTP                  Protein-Tyrosin-Phosphatase 

P/S      Penicillin/Streptomycin 

R      Rezeptoragonist  

RIA                   Radioimmunoassay  

RNA     Ribonukleinsäure  

RNasin    Ribonukleinsäureinhibitor 

rpm     Umdrehungen pro Minute 

RT     Raumtemperatur 

RT     Reverse Transkriptase 

SD     Standardabweichung ("standard deviation") 

SDS                 Sodiumdodecylsulfat 

TAE     Tris-Acetat-EDTA 

Tab.     Tabelle 

Taq     Thermus aquaticus 

TE     Tris-EDTA 

TMF                 Transmembranfragment  

Tris     Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

U     Einheiten ("Units") 

UV     Ultraviolett 

X-Gal      5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-ß-D-galaktosid  
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1 Einleitung 

 
1.1 Diabetes mellitus 
 
Der Diabetes mellitus ist eine durch pathologisch erhöhten Blutglukosespiegel 

charakterisierte, multifaktoriell bedingte, chronische Regulationsstörung des Glukosestoff-

wechsels, bei der ein absoluter oder relativer Mangel an Insulin vorherrscht (Castano et 

al., 1990). Die Hyperglykämie führt zu den typischen Symptomen wie Polydipsie, Polyurie 

und Leistungsminderung. Bei extremen Stoffwechselentgleisungen kommt es zu einer 

lebensbedrohlichen diabetischen Ketoazidose mit Nüchternhyperglykämie, Glukos- und 

Ketonurie, sowie schwerwiegenden Störungen des Säure-Basen- und Elektrolyt-

Haushaltes infolge des verminderten zellulären Glukoseangebots und daraus 

resultierender verstärkter Lipo- und Proteolyse. Unterschieden wird der Typ 1 Diabetes 

mit absolutem Insulinmangel aufgrund einer kompletten Zerstörung der Betazellen in den 

Langerhans`schen Inseln des Pankreas vom Typ 2 Diabetes, bei dem eine Kombination 

zwischen Insulinresistenz und relativem Insulinmangel vorherrscht. 

 
Nach den Diagnosekriterien der American Diabetes Association (ADA) und der 

Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) wird zwischen dem immunologisch bedingten 

Typ 1a und dem idiopathischen Typ 1b (ADA, 1997; Scherbaum et al., 2001; Atkinson et 

al., 2001) unterschieden. In Europa und Nordamerika sind etwa 90% der Fälle dem Typ 

1a Diabetes zuzuordnen. Dieser entwickelt sich durch einen chronischen immunologisch 

vermittelten Destruktionsprozess, der häufig über Monate bis mehrere Jahre verläuft. Erst 

wenn mehr als 90% der Betazellen zerstört sind, manifestieren sich die typischen 

Diabetessymptome. Der absolute Insulinmangel macht eine lebenslange exogene Zufuhr 

von Insulin notwendig.  

Der Typ 1 Diabetes ist die häufigste endokrine Erkrankung im Jugendalter. Der 

Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 14. und 20. Lebensjahr, wobei der Typ 1 Diabetes 

aber auch im höheren Alter auftreten kann.  

Die Prävalenz in der Bundesrepublik Deutschland wird auf annähernd 8% geschätzt. Die 

weltweite Inzidenz des Typ 1 Diabetes liegt in Japan bei 1,7/100000 Erkrankungen/Jahr 

und in Finnland 29,5/100000 Erkrankungen/Jahr. In den westlichen Industrieländern ist 

der Typ 1 Diabetes nach dem Asthma bronchiale die zweithäufigste chronische 

Erkrankung im Kindesalter (Leslie et al., 1999; Dorman et al., 1990). 
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1.1.1 Pathogenese des Typ 1 Diabetes mellitus 
 
Große Fortschritte im Verständnis der Pathogenese des Typ 1a Diabetes wurden in den 

letzten Jahren durch Studien an zwei Tiermodellen der non-obese diabetic (NOD) Maus 

und der Bio Breeding (BB) Ratte ermöglicht. In beiden Tiermodellen konnte gezeigt 

werden, daß in einer sehr frühen Phase der Diabetesentwicklung eine Infiltration der 

Langerhans´schen Inseln mit antigenpräsentierenden Zellen (dendritische Zellen, 

Makrophagen) stattfindet. In der weiteren Folge wandern zunehmend autoreaktive 

Lymphozyten ein, die die Betazellen über einen autoantigenspezifischen 

Autoimmunprozess direkt zerstören.  

Faktoren, die bei der Induktion des Autoimmunprozesses beteiligt sind, konnten bisher 

erst zum Teil identifiziert werden. Eine wichtige Rolle spielt das komplexe 

Zusammenspiel zwischen der genetischen Prädisposition und verschiedenen 

Umweltfaktoren. Die stärkste genetische Assoziation ist mit denjenigen Genen zu 

verzeichnen, die die Histokompatibilitätsantigene (HLA) der Klasse II DR und DQ 

kodieren. Etwa 90% aller Diabetiker tragen die Allele DQA1*0301-DQB1*0302 oder 

DQA1*0501-DQB1*0201. Demgegenüber wirken die Allele DQA1*0102-DQB1*0602 und 

DQA1*0103-DQB1*0602 diabetesprotektiv. Sind Geschwister HLA identisch, so liegt das 

Diabetesrisiko bei 15-20%, während nur 0,4-1% der HLA diskordanten Geschwister 

ebenfalls an einem Typ 1 Diabetes erkranken (Nepom 1995). Neben den HLA-Klasse II-

Merkmalen wurden in den letzten Jahren weitere Genorte wie z.B. das CTLA-4 Gen oder 

eine Variabilität am Insulin-Genort (VNTR) beschrieben, die mit dem Typ 1 Diabetes 

assoziiert sind (Mein et al., 1998; Schranz und Lernmark, 1998). HLA Klasse II-Moleküle 

spielen eine wichtige Rolle bei der Bindung und der Präsentation von Antigenen auf 

antigenpräsentierenden Zellen. Es wird deshalb vermutet, daß die diabetesassoziierten 

HLA-Moleküle durch die Bindung definierter Epitope von Autoantigenen entweder zu 

einer unzureichenden Deletion autoreaktiver T-Lymphozyten im Thymus führen oder 

bestimmte Subpopulationen von diabetogenen T-Lymphozyten besonders gut 

stimulieren. 

 

Da die Konkordanz von eineiigen Zwillingen für den Typ 1 Diabetes nur bei 30-50% liegt 

(Leslie et al., 1997), müssen Umweltfaktoren ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der 

Diabetesentwicklung spielen. Diskutiert werden verschiedene Virusinfektionen wie z.B. 

Coxsackie- und Rötelnviren.  



1 Einleitung       Seite 3
  
  
Eine frühzeitige perinatale Ernährung mit Kuhmilchprodukten und die Aufnahme von 

Toxinen wie z.B. Schwermetalle und Nitrosamine sind ebenfalls an der 

Diabetesentwicklung beteiligt (Übersicht in Akerblom 1998). Eindeutig nachgewiesen ist 

die Korrelation zwischen einer kongenitalen Rötelninfektion und der Diabetesentwicklung. 

Etwa 10-20% der intrauterin infizierten Kinder erkranken innerhalb der ersten 25 

Lebensjahre an einem Typ 1 Diabetes (Clements et al., 1995). Umstritten ist die 

Assoziation des Diabetes mit Coxsackie B-Virus Infektionen. Mehrere Arbeiten konnten 

bei frisch manifestierten Typ 1 Diabetikern erhöhte Coxsackie B-IgM- und -IgG-Titer 

nachweisen (Banatvala et al., 1985; Clements et al., 1995), was jedoch von anderen 

Arbeitsgruppen nicht bestätigt werden konnte (Dippe et al., 1975; Tuvemo et al., 1989). 

Neue Ergebnisse mit PCR-Analysen weisen darauf hin, dass möglicherweise eine 

intrauterine oder perinatale Coxsackie Virus Infektion kurz nach der Geburt mit der 

späteren Diabeteserkrankung korreliert (Hyöty et al., 1998; Lönnrot et al., 1998).  

Daneben werden auch Infektionen mit Retroviren, Cytomegalie- und Mumps-Viren als 

mögliche Diabetes auslösende Ereignisse vermutet (Übersicht in Akerblom 1998).  

 

Zahlreiche Arbeiten haben eine signifikant höhere Diabetesinzidenz bei Kindern 

nachweisen können, die innerhalb der ersten 4 Lebensmonate mit Kuhmilch ernährt 

worden sind (Gerstein 1994; Norris et al., 1996; Pozzilli et al., 1998). Die Assoziation des 

Typ 1 Diabetes mit Kuhmilchernährung oder bestimmten Virusinfektionen wird mit dem 

sogenannten molekularen Mimikry erklärt. Ist eine Ähnlichkeit oder eine Teilidentität 

zwischen einem Antigen in der Betazelle und einem Protein in der Nahrung oder einem 

Virus vorhanden, so kann eine Immunreaktion, die primär gegen das Fremdprotein 

gerichtet ist, auf körpereigene Strukturen (Selbstantigene) übergreifen. Wird die 

Immunabwehr (T-Lymphozyten) durch das Fremdantigen stark stimuliert, kann es auf 

diese Weise zum Überwinden der Selbsttoleranz und somit zur Entwicklung einer 

Autoimmunerkrankung kommen (Maclaren et al., 1997). 

 

Sequenzhomologien wurden sowohl zwischen dem P2-C Antigen des Coxsackie B-Virus 

und dem Autoantigen Glutaminsäure Decarboxylase (GAD) (Vreugdenhil et al., 1998) als 

auch zwischen einem kurzem Aminosäuresegment des bovinen Albumins (ABBOS) und 

GAD wie auch dem Betazellantigen ICA69 beschrieben (Atkinson et al., 1994; Tian et al., 

1994). Ob und in welchem Maße das molekulare Mimikry die Diabetesentstehung 

beeinflusst, muss in weiteren Studien geklärt werden.  
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Nach der Induktion der Autoimmunreaktion mit dem Auftreten einer „Peri“- oder 

„Intraislet“ Insulitis wird die Entwicklung eines manifesten Diabetes entscheidend von der 

Steuerung der Immunreaktion beeinflusst. Bei der NOD Maus konnte eindeutig 

nachgewiesen werden, dass beim Typ 1 Diabetes eine Imbalance zwischen zwei 

verschiedenen T-Helfer (Th)-Lymphozytensubpopulationen vorliegt (Bach 1994). Th1-

Zellen, die durch die Sekretion der Zytokine Interleukin-2 (IL-2), Interferon-Gamma (IFN-

γ) und Tumor-Nekrosefaktor-Alpha (TNFα) charakterisiert sind, wirken proinflam-

matorisch und zytotoxisch. Durch adaptiven Transfer der Th1-Zellen von erkrankten in 

gesunde NOD Mäuse konnte deren diabetogene Wirkung eindeutig belegt werden (Katz 

et al., 1995). Demgegenüber fördern Th2-Zellen, die IL-4, IL-5 und IL-13 sezernieren, die 

Antikörperproduktion und üben durch Hemmung der inflammatorischen Immunzellen 

einen diabetesprotektiven Effekt aus.  

Da Th1- und Th2-Zellen sich gegenseitig hemmen, kann die Diabetesentwicklung durch 

die Modifizierung der Immunreaktion in Richtung der Ausbildung einer Th2-Immun-

antwort verhindert werden (Rabinovitch 1998). Molekulare Mechanismen, die zur 

Polarisierung einer Th1 dominanten Autoimmunreaktion führen, sind allerdings sowohl 

bei der NOD Maus wie auch beim Menschen bisher unbekannt. 

  
 
1.1.2 Autoantikörper und Autoantigene beim Typ 1 Diabetes 
 
Als erstes definiertes Zielantigen beim Typ 1 Diabetes wurde im Jahr 1983 das Insulin 

beschrieben (Palmer et al., 1983). Für das Auftreten von Insulinautoantikörpern (IAA) 

besteht eine inverse Korrelation zum Alter. So lassen sich insbesondere bei Kindern, die 

im Alter unter 5 Jahren einen Typ 1 Diabetes entwickelt haben, Insulinautoantikörper in 

hoher Prävalenz (50-90%) nachweisen (Vardi et al., 1988). Als eine der frühesten 

nachweisbaren Autoantikörper in der Entwicklung des Typ 1 Diabetes besitzen sie einen 

besonderen prädiktiven Wert (Yu et al., 2000).  

 

Ausgangspunkt für die Klonierung weiterer Autoantigene war der Nachweis und die 

Charakterisierung von zytoplasmatischen Autoantikörpern. Bereits im Jahre 1974 wurden 

von der Arbeitsgruppe Bottazzo die zytoplasmatischen Inselzellantikörper (ICA) 

beschrieben (Bottazzo et al., 1974).  
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Die ICA, nachgewiesen mit einem indirekten Immunfluoreszenztest auf humanen 

Pankreaskryostatschnitten, sind bei 80-90% der frisch manifestierten Typ 1 Diabetiker 

positiv und gegen verschiedene Autoantigene der Langerhans´schen Inseln gerichtet 

(Richter et al., 1993, Seissler et al., 1993). Als ein wichtiges Zielantigen der ICA wurde 

1990 das Enzym Glutaminsäure-Decarboxylase (GAD) charakterisiert. Es existieren 

Isoformen der Glutaminsäure-Decarboxylase mit unterschiedlichen Molekulargewichten, 

nämlich GAD65 (65 kDa) und GAD67 (67 kDa) (Baekkeskov et al., 1990). Diese besitzen 

in ihrer Aminosäurensequenz eine 65%ige Homologie (Bu et al., 1992) und enthalten 

beide eine Pyridoxalphosphatbindungsstelle (PLP), welche für die enzymatische Aktivität 

als Kofaktor dient (Leslie et al., 1999). GAD findet sich im zentralen wie peripheren 

Nervensystem, im Hoden und im Ovar sowie im Pankreas. In den Langerhans`schen 

Inseln ist die Isoform GAD65 in der Membran der synaptic-like Mikrovesikel, während die 

Isoform GAD67 im Zytoplasma lokalisiert ist (Bu et al., 1992). Als Enzym katalysiert GAD 

die Synthese des inhibitorischen Neurotransmitters γ-Amino-buttersäure (GABA) aus 

Glutaminsäure. Bisher ist die Funktion von GAD außerhalb von Neuronen nicht geklärt. 

Der Nachweis von GAD, GABA als auch GABA-Rezeptoren in Betazellen führt zu der 

Hypothese, dass GABA in der parakrinen Signaltransduktion der Inseln involviert ist 

(Leslie et al., 1999). Antikörper gegen GAD65 wurden bei ca. 60-70%, gegen GAD67 

jedoch nur bei etwa 10-20% der  Typ 1 Diabetespatienten bei klinischer Manifestation 

nachgewiesen (Seissler et al., 1993; Hagopian et al., 1993; Verge et al., 1994; Seissler et 

al., 1998). 

Autoantikörper gegen GAD sind bei etwa 50-70% der Typ 1 Diabetikern nachweisbar 

(Atkinson et al., 1992; Lohmann et al., 1994; Wicker et al., 1996). Diese sind teilweise 

gegen das PEVKEK-Peptid gerichtet, welches eine hohe Homologie zu dem Coxsackie B 

P2-C Antigen aufweist (Atkinson et al., 1994).  

 

Als zweites wichtiges Zielantigen der ICA wurde ein Protein aus der Familie der 

Tyrosinphosphatasen identifiziert, welches als IA-2 oder als ICA 512 bezeichnet wird 

(Rabin et al., 1992; Lan et al., 1994; Payton et al., 1995). IA-2 Autoantikörper sind bei 

etwa 50-70% der Typ 1 Diabetiker nachweisbar (Wiest-Ladenburger et al., 1997; Dittler et 

al., 1998; Seissler et al., 1996). In Analogie zum GAD wurden bei Typ 1 Diabetiker auch 

autoreaktive T-Lymphozyten detektiert, die IA-2 erkennen (Ellis et al., 1998; Lohmann et 

al., 1999).  
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Sowohl Autoantikörper als auch T-Zellreaktivität, die gegen den intrazytoplasmatischen 

Teil von IA-2 gerichtet sind, konnten nachgewiesen werden (Zhang et al., 1997). Ein Teil 

der IA-2 Antikörper (30-50%) zeigt Kreuzreaktivität gegen ein stark homologes Protein 

aus der Familie der Protein-Tyrosinphosphatasen, das IA-2ß oder Phogrin genannt wird 

(Lu et al., 1996; Hatfield et al., 1997).  

 
 
Nach Klonierung von GAD und IA-2 wurden neue Radioimmunoassays (RIA) entwickelt, 

mit denen ein quantitativer Antikörpernachweis möglich wurde. Die Kombination der 

Autoantikörper gegen GAD, IA-2 und IAA ermöglicht die Erfassung von mehr als 90% 

ICA positiver Typ 1 Diabetiker. Bei einem Teil der Typ 1 Diabetiker sind neben 

Autoantikörpern gegen GAD und IA-2 zusätzliche Diabetes-assoziierte Autoantikörper 

nachweisbar. Diese sind unter anderem gegen ein bisher nicht kloniertes glykosyliertes 

Antigen (GLIMA 38) (Aanstoot et al., 1996), gegen Glykolipide (Dotta et al., 1995; Dotta 

et al., 1997) und gegen das ICA69 Antigen gerichtet. Da ihre Prävalenz nur gering ist und 

der Nachweis dieser Antikörper schlecht standardisiert ist, haben sich nur die GAD 

Antikörper in Kombination mit den IA-2 Antikörpern und den IAA in der modernen 

Routinediagnostik durchgesetzt (Wiest-Ladenburger et al.,1997; Morgenthaler et al., 

1997; Dittler et al., 1998).  

Die Einfachheit der Detektionsmethode mittels RIA hat groß angelegte Screening-

untersuchungen zur Früherkennung des Typ 1 Diabetes ermöglicht. In zahlreichen 

Studien konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von Anti-GAD-, Anti-IA-2- und Insulin-

Autoantikörpern (IAA) mit einem erhöhten Diabetesrisiko korreliert. Hierbei ist das Risiko 

abhängig von der Anzahl der positiven Antikörper. Ist bei Geschwistern von Typ 1 

Diabetikern nur ein Antikörper positiv, so liegt das 10-Jahres-Diabetesrisiko bei 0-15%. 

Bei Nachweis von zwei Antikörpern erhöht sich das Risiko auf 21-44%, und bei drei 

positiven Antikörpern liegt das Risiko, innerhalb von 10 Jahren an einem Diabetes zu 

erkranken, bei 64-100% (Verge et al., 1996; Kulmala et al., 1998).  

In Familien, in denen kein Diabetes bekannt ist, konnte diese Assoziation bestätigt 

werden. Hier liegt das Diabetesrisiko aufgrund von Unterschieden in der genetischen 

Prädisposition deutlich niedriger (ein Antikörper: 0-5%; zwei Antikörper: 9-50%; drei 

Antikörper: 57-59%) (Bingley et al., 1997; Knip et al., 1998).   
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Die spezifischen Autoantikörper bei Typ 1 Diabetes sind Jahre vor der Manifestation der 

Erkrankung im Patientenserum nachweisbar und haben aufgrund dessen als Marker für 

die Früherkennung des Diabetes eine große Bedeutung. 
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1.1.2.1 Protein-Tyrosin-Phosphatase IA-2  
 
IA-2 ist ein Transmembranprotein, welches sich in neurosekretorischen Zellen des 

Gehirns, der Hypophyse sowie in den insulinproduzierenden Betazellen findet (Lan 1994, 

Solimena 1996). Humanes IA-2 wird zunächst als 979 Aminosäuren langes Protein 

synthetisiert und ist nach Abspaltung der Signalsequenz in den sekretorischen Granula 

gespeichert (Hermel et al., 1999). Die aminoterminale Region liegt extrazytoplasmatisch 

innerhalb der Granula und beinhaltet ein rezeptorähnliches cysteinreiches Motiv und zwei 

Glykosylierungsstellen. Im  intrazytoplasmatischen C-Terminus liegt eine als PTP-

Domäne bezeichnete Region (AS 696-979), die etwa 30% Homologie zu Proteinen aus 

der Familie der membranassoziierten Protein-Tyrosinphosphatasen (PTP) aufweist. 

Durch die in den Insulingranula vorhandenen Prohormon-Konvertasen erfolgt eine 

Abspaltung des Transmembranproteins in ein N-terminales Fragment (IA-2-NTF) und ein 

Transmembranfragment IA-2-TMF. Western Blot-Untersuchungen lassen vermuten, dass 

der intrazytoplasmatische Teil von IA-2 durch Phosphorylierung modifiziert werden kann 

(Roberts et al., 2001). 

 

Abbildung 1.1: Proteinstruktur des humanen Autoantigens IA-2 

        N-terminales Fragment                                           Transmembranfragment

   SP                  extrazytoplasmatische Domäne                                         TMD             intrazytoplasmatische Domäne

PTP-Domäne

  1       35                                                                                                   449                           576  600                696                                                                     979

SP   : Signalpeptid
TMD: Transmembran-Domäne

 
IA-2 ist ein Transmembranprotein mit 979 Aminosäuren, welches sich in 3 Hauptabschnitten 
gliedert: extrazytoplasmatische Domäne (541 AS), Transmembranregion (24 AS) und 
intrazytoplasmatische Domäne (283 AS).  
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Da IA-2 und IA-2ß eine etwa 72%ige Homologie in der zytoplasmatischen Region 

aufweisen, werden die beiden in eine gemeinsame Proteinfamilie innerhalb der PTP-

Superfamilie eingeordnet (Wasmeier und Hutton, 1996; Lu et al., 1996, Cai et al., 2001). 

Das aktive Zentrum der PTP-Domäne von IA-2 und IA-2β unterscheidet sich in zwei 

Aminosäuren von allen bekannten enzymatisch aktiven Tyrosinphosphatasen. Dies 

erklärt möglicherweise, dass für beide Proteine bisher keine Phosphataseaktivität wie bei 

den anderen PTP-Mitgliedern nachgewiesen werden konnte (Notkins et al., 1998).  

IA-2 ist kein betazellspezifisches Protein. Es wird unter anderem in neuroendokrinen 

Geweben wie z. B. in Neuronen des Zentralnervensystem, in der Hypophyse, in den 

chromaffinen Zellen des Nebennierenmarkes und in den Betazellen der Langerhans` 

schen Inseln exprimiert (Lan et al., 1994). In den Betazellen ist IA-2 in den sekretorischen 

Granula lokalisiert.  

Die Funktion von IA-2 ist bis heute ungeklärt. Da IA-2 in den Insulinvesikeln der 

Betazellen lokalisiert ist, wird vermutet, dass das Molekül eine wichtige Rolle bei der 

Reifung und Ausschleusung der Sekretionsgranula einnimmt (Dirkx 1998). 

 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Lokalisation von IA-2 in der Betazelle 

Betazelle

Zytoplasma

Lumen

IA-2

Intrazytoplasmatische 
Domäne

Sekretorische Granula

Extrazytoplasmatische 
Domäne

Transmembran-
Domäne

 
IA-2 ist in der Membran der sekretorischen Granula der Betazelle lokalisiert. Auf der linke Hälfte der 
Abbildung wird eine Betazelle mit einigen Funktionseinheiten (Zellkern, Endoplasmatisches 
Retikulum, Golgi-Apparat, Insulingranula) dargestellt. Rechts ist die Ausschnittsvergrößerung eines 
sekretorischen Vesikels mit IA-2 als Transmembranprotein. Die extrazytoplasmatische Domäne von 
IA-2 ragt in das Granulalumen hinein.  
 
 
 



1 Einleitung       Seite 10
  
  
 
1.2 Regulation der funktionellen Aktivität der Betazellen 
 
Der Inselapparat bildet den endokrinen Teil des Pankreas, welcher sich mit 1-2% als ein 

kleiner Anteil des vorwiegend exokrinen Bauchspeicheldrüsegewebes darstellt. Die ca. 2 

Millionen endokrinen Zellen sezernieren die beiden Schlüsselhormone für die Regulation 

des Kohlenhydratstoffwechsels: Insulin und Glukagon.  

Der adäquate Reiz der Insulinfreisetzung ist ein Anstieg des Blutglukosespiegels. 

Daneben existieren eine große Bandbreite von Hormonen, Neurotransmittern und 

regulatorischen Peptiden, die die Insulinausschüttung beeinflussen. Hormone wie 

Glukagon, gastrisch-inhibitorisches Polypeptid (GIP), Cholezystokinin, Vasoaktiv-

Intestinales Polypeptid (VIP) und das Glukagon-like Polypeptid-1 (GLP-1) führen zur 

Stimulation der Insulinsekretion. Hemmend auf die Insulinsekretion wirken dagegen 

Katecholamine (Adrenalin und Noradrenalin), Somatostatin, Pankreastatin, Galanin und 

Neuropolypeptid Y (Holst, 1992; Stryer, 1990; Thomas, 1998).  

Die Insulinfreisetzung wird darüber hinaus durch das vegetative Nervensystem moduliert: 

parasympathische Impulse sowie eine Erregung sympathischer β2 –Rezeptoren steigern, 

Erregung der α2–Rezeptoren hemmen die Insulinsekretion (Mutschler et al., 2000; 

Nonogaki 2000; Ahren 2000).  

 

Insulin wird fast ausschließlich in den Betazellen des endokrinen Pankreas und im 

geringem Maße im Thymus exprimiert. Die genomische DNA der meisten Wirbeltiere 

enthält ein Insulingen. Beim Menschen ist das Insulingen auf den Chromosom 11 

lokalisiert (Owerbach et al., 1980; Steiner et al., 1985). Die Betazelle ist speziell adaptiert 

für die Synthese von Präproinsulin (Insulinvorstufe), Speicherung hoher 

Insulinkonzentrationen in Membranvesikeln, Insulinbiosynthese und -sekretion auf 

spezifische Stimulationsreize. Durch proteolytische Abspaltung der Signalsequenz im 

endoplasmatischen Retikulum entsteht aus dem Präproinsulin das Proinsulin. In Vesikel 

verpackt erfolgt dann der Transport des inaktiven Proinsulins zum Golgi-Apparat. Hier 

entsteht durch Ausschneiden des C-Peptids aus dem Proinsulin das wirksame Insulin. 

Insulin hat eine relative Molekularmasse von ca. 6000 Dalton und besteht aus zwei 

Peptidketten, der A-Kette mit 21 AS und der B-Kette mit 30 AS. In den sekretorischen 

Granula liegt das Insulin durch Präzipitation mit Zinkionen in Form von Mikrokristalen 

gespeichert vor und wird bei Bedarf durch Exozytose ausgeschüttet.  
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Nach Transport der sekretorischen Granulas zur Betazelloberfläche verschmelzen sie mit 

der Zellmembran und es erfolgt die Ausschüttung des Insulins (Löffler und Petrides, 

1998). Die Transkription des Insulingens, die Translation der Insulin mRNA und die 

Sekretion von Insulin werden durch eine Vielzahl von Metaboliten und Hormone 

beeinflusst, wobei Glukose den größten metabolischen Reiz für die Insulinbiosynthese 

und -sekretion darstellt (Ashcroft und Ashcroft, 1992; Matschinsky et al., 1998; Prentki et 

al., 1997; Henquin et al., 1994; Newgard et al., 1995). Pankreatische Betazellen 

exprimieren den Glukosetranporter GLUT 2, welcher eine schnelle Glukoseaufnahme in 

die Zelle ermöglicht (Thorens et al., 1982). Die geringe Konzentration der Hexokinase 

(HK) in der Betazelle führt zu niedrigem Glukoseabbau und ATP/ADP Spiegel und 

ermöglicht somit bei niedrigen Glukosekonzentrationen von < 2,5 mmol/l eine konstante 

basale Insulinsekretionsrate (Schuit et al., 1997; Detimary et al., 1998). Bei höheren 

Glukosekonzentrationen von > 2,5 mmol/l wird die Glukokinase (= Hexokinase IV) 

aktiviert, die ihrerseits die Phosphorylierung von Glukose zur Glukose-6-P katalysiert. Es 

folgen verschiedene Schritte der Glykolyse. Sie ist eine Folge von Reaktionen, in denen 

Glukose zu Pyruvat umgewandelt wird. In aeroben Organismen geht sie dem Citratzyklus 

und der Atmungskette voraus, die zusammen fast die gesamte Energiegewinnung aus 

Glukose ausmachen. Unter aeroben Bedingungen tritt das Pyruvat in die Mitochondrien 

über und wird hier vollständig zu CO2 und H2O oxidiert (Stryer, 1991). Die bei der 

Glykolyse entstehenden NADH sind energiereiche Moleküle, da sie jeweils ein 

Elektronenpaar mit hohem Übertragungspotential besitzen. Bei dem Prozeß, der als 

oxidative Phosphorylierung bezeichnet wird, werden Elektronen auf molekularem 

Sauerstoff übertragen, wobei Energie zur ATP-Erzeugung frei werden. Ein ATP-Anstieg 

schließt ATP-gesteuerte Kaliumkanäle, was wiederum zur Abnahme der Kaliumperme-

abilität und dadurch zur Abnahme des Membranruhepotentials von etwa –65 auf –30 mV 

führt. Hierdurch strömen durch spannungsabhängige Kalziumkanäle Kalziumionen aus 

dem Extra- in den Intrazellularraum ein. Die Erhöhung der Kalziumkonzentration im 

Zytosol aktiviert dann verschiedene intrazelluläre Transduktionssignale wie PKA, PKC, 

cAMP und stimuliert so den Exozytoseprozess und die Insulinsynthese (Abb. 1.3)(Cook 

et al., 1984; Ashchroft et al., 1984; Ahren 2000). 
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Abbildung 1.3 Regulation der Insulinsekretion in der Betazelle 

[Ca 2+ ]
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K+-ATP Kanal

Depolarisation

Öffnung Ca 2+ Kanal
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K+-Ca 2+ Kanal
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Mögliche interaktive Wirkungsmechanismen von Hormonen, Inselpeptiden und Neurotransmittern 
auf die glukoseinduzierte Insulinsekretion. AC: Adenylatzyklase; ATP: Adenosintriphosphat; cAMP: 
zyklisches Adenosinmonophosphat; CCK: Cholezystokinin; DAG: Diacylglycerol; Gi und Gs: 
inhibitorisches und stimulierendes GTP-Bindungsprotein; GIP: Gastrisch-inhibitorisches Polypep-
tid; GLP-1: Glukagon-like Polypeptid-1; PKA: Proteinkinase A; PKC: Proteinkinase C; PLC: 
Phospholipase C; R: Rezeptoragonist.  
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1.3 Fragestellung 
 
Bei Manifestation des Typ 1 Diabetes sind 80-90% der Betazellen durch einen 

Autoimmunprozess zugrunde gegangen. Die in den neuroendokrinen Zellen 

nachweisbare Tyrosinphosphatase IA-2 ist ein wichtiges Autoantigen beim Typ 1 

Diabetes. In den Langerhans`schen Inseln der Betazellen ist das IA-2 in den Membranen 

der sekretorischen Granula lokalisiert. Da bis heute die biologische Funktion dieses 

wichtigen Autoantigens weitgehend unbekannt ist, sollte in der vorliegenden 

Untersuchung die Regulation der IA-2 Genexpression in Betazellen analysiert werden. 

Hierfür standen die partiell glukosesensitiven INS-1 Insulinomazellen und primär isolierte 

Ratten Inseln zur Verfügung. Für die Bestimmung der IA-2 mRNA Expression sollte eine 

quantitative kompetitive RT-PCR Methode etabliert werden. Mit dieser neuen Methode 

erfolgte die Austestung stimulierender und inhibierender Signaltransduktionswege in den 

Betazellen. Anschließend wurde der Effekt verschiedener metabolischer und hormoneller 

Faktoren auf die IA-2 mRNA Expression untersucht. 

 
Ziel der Studie war es, grundlegende Mechanismen und Faktoren zu identifizieren, die an 

der Regulation der IA-2 Expression in Betazellen beteiligt sind. 
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2 Material und Methoden 

 
2.1 Material  
 
2.1.1 Zelllinie 
 
Die Versuche wurden mit einer Ratten-Insulinoma-Zelllinie (INS-1) durchgeführt. Es 

handelt sich bei den INS-1 Zellen um partiell Glukose-sensitive Zellen, die von Prof. C.B. 

Wollheim (Universität von Geneva, Schweiz) zur Verfügung gestellt wurden.  

 
 
2.1.2 Tiere 
 
Zur Isolierung von Langerhans´schen Inseln wurden weibliche Wistar Ratten mit einem 

Gewicht von 150-200 g verwendet. Die Tiere wurden von dem Tierversuchsanstalt der 

Universität Düsseldorf gezüchtet. Um die Versuchsbedingungen konstant zu halten, 

wurden nur Ratten verwendet, die eine Nacht vor der Inselisolierung nüchtern waren. Vor 

der Organentnahme wurden die Tiere mit einer Überdosis Nembutal® eingeschläfert. 

 
 
2.1.3 Material und Geräte 
 
Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden grundsätzlich unter sterilen Bedingungen 

durchgeführt. Die Arbeiten fanden unter einer Laminar Air Flow Sicherheitsbank der 

Klasse II statt. 

Hitzebeständige Lösungen und Glaswaren wurden bei 120°C und 2 bar für 30 min 

autoklaviert. Alle Pipettenspitzen, die zur RNA Isolierung verwendet wurden, wurden zur 

Eliminierung von RNasen mit 0,1% DEPC-Wasser vorbehandelt und zur vollständigen 

Entfernung des DEPC`s zweimal autoklaviert.  

Nicht autoklavierbare Lösungen wurden durch Filter mit der Porengröße von 0,2 µm 

sterilfiltriert.  

 
 
2.1.4 Zellkultur 
 
Dimethylsulfoxid (DMSO)     Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Diazoxid       Sigma, Deisenhofen, Deutschland  

Einfriermedium      Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 

Ficoll                 Pharmacia, Uppsula, Schweden 
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Forskolin         Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Fötales Kälberserum               Seromed, Berlin, Deutschland 

Glibenclamid         Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Glukagon (1-29)         Bachem, Heidelberg, Deutschland 

Glukose    Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 

Hank`s Balanced Salt Solution (HBSS), Sigma, St. Louis, U.S.A  

Isobutylmethylxanthine (IBMX)  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Isopropanol    Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Kollagenase Typ V   Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

L-Glutamin         Life Technologies, Paislay, L. T. Schottland 

Mycoplasma Detektionskit Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland  

Phosphat-Puffer (PBS)  Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 

Penicillin/Streptomycin    Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 

Phenolchloroform   Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate  Sigma, Deisenhofen, Deutschland  

Rat Insulin RIA Kit   DRG Instruments GmbH, Marburg, Deutschland 

Somatostatin      Sigma, Deisenhofen, Deutschland  

Trizol        Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblaulösung (0,4%)  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Trypsinlösung   Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 

 

2.1.5 Molekularbiologie 
 
Agarose MP    Roche, Mannheim, Deutschland 

Ampicillin    Roche, Mannheim, Deutschland 

Anti-Digoxygenin-Antikörper Roche, Mannheim, Deutschland 

BigDye Terminator Cycle Kit Roche, Mannheim, Deutschland 

Blockierungsreagenz  Roche, Mannheim, Deutschland 

Bromphenolblau   Merck, Darmstadt, Deutschland 

BSA     Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Chromatographiewasser  Merck, Darmstadt, Deutschland 

CSPD     Roche, Mannheim, Deutschland 

Cycler GeneAmp PCR System 9700, Perkin Elmer, Norwalk (CT), U.S.A. 

DEPC-Wasser (0,1%)  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

DIG RNA labeling Kit (SP6/T7) Roche, Mannheim, Deutschland 
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DIG Easy Hyb Solution  Roche, Mannheim, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT)   Roche, Mannheim, Deutschland  

Disodium    Roche, Mannheim, Deutschland 

DNA-Molekulargewichtsmarker 1 kbp, Promega, Mannheim, Deutschland 

DNA-Molekulargewichtsmarker 100 bp, Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 

DNAse I    Roche, Mannheim, Deutschland 

E. coli (Subcloning Efficiency DH5α), Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 

EDTA     Roth, Karlsruhe, Deutschland  

Eisessig    Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Erase-a-Base System  Promega, Mannheim, Deutschland 

Ethanol    Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethidiumbromid   Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Formaldehyd (37%)   Sigma, Taukirchen, Deutschland 

Formanid (deionisiert)  Sigma, Taukirchen, Deutschland 

Gel-Loading Solution  Sigma, Deisenhofen, Deutschland  

Glycerol    Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

High-Fidelity (Expand)TM  Roche, Mannheim, Deutschland 

High Pure Plasmid Isolation Kit Roche, Mannheim, Deutschland  

High Pure RNA Isolation Kit  Roche, Mannheim, Deutschland 

Klenow-Enzym   Promega, Mannheim, Deutschland 

LB Broth Base    Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland  

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma, Taukirchen, Deutschland 

Nucleo Trap Gel Extraktion Kit Clontech, Heidelbeg, Deutschland 

PCR Nucleotid Mix   Roche, Mannheim, Deutschland 

PCR-Tubes    Nunc, Wiesbaden, Deutschland 

Primer for cDNA Synthesis p(dt)15 Roche, Mannheim, Deutschland 

Restriktionendonuklease Ava I Promega, Mannheim, Deutschland 

Restriktionendonuklease Bst x I Promega, Mannheim, Deutschland 

Restriktionendonuklease EcoR I Promega, Mannheim, Deutschland 

Restriktionendonuklease Hinc II Promega, Mannheim, Deutschland 

Restriktionendonuklease Hind III Promega, Mannheim, Deutschland 

Restriktionendonuklease Not I Promega, Mannheim, Deutschland 

RNA`sIN     Promega, Mannheim, Deutschland 

SOC-Medium   Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 
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Superscript  RN`ase RT  Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 

T4 DNA-Ligase   Promega, Mannheim, Deutschland 

T4 Polynukleotidkinase  Promega, Mannheim, Deutschland 

Tris     Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tween 20: Polyoxyethylensorbitanmonolaurat, Sigma, Taukirchen, Deutschland 

X-Gal     Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Vektor pGEM-4Z   Promega, Mannheim, Deutschland 

Vektor pGEM-TEasy  Promega, Mannheim, Deutschland 

Wasserstoffperoxid (37%)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
 
2.1.6 Medien 
 
LB-Medium    1% Trypton 
     0,5% Hefeextrakt 
     85,5 mM Natriumchlorid 
     1 mM Natronlauge 
 
RPMI-Medium I   RPMI 1640 Medium (ohne Glukose und ohne  
(Basal-Medium)   L-Glutamin) 

0,3 g/l L-Glutamin 
1,25 g/l D-Glukose 
10% fötales Kälberserum 
1% Penicillin-Streptomycin-Lösung 
50 µM Mercaptoethanol 
 

RPMI-Medium II  RPMI 1640 Medium (mit 2 g/l D-Glukose und  
  0,3 g/l L-Glutamin) 

10% fötales Kälberserum 
1% Penicillin-Streptomycin-Lösung 
50 µM Mercaptoethanol 
 

SOC-Medium  2% Trypton 
  0,1% Hefeextrakt 
  10 mM Natriumchlorid 
  2,5 mM Kaliumchlorid 
  10 mM Magnesiumchlorid 
  10 mM Magnesiumsulfat 
  20 mM D-Glukose 
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2.1.7 Puffer und Stammlösungen 
 
Assay Puffer    0,05 M Phosphosaline (pH 7.4) 
(Rat Insulin RIA Kit)   0,025 M EDTA 
     0,1% Natriumazid 
     1% BSA 
 
Bindepuffer    4 M Guanidiumchlorid 
(High Pure Plasmid Isolation Kit) 0,5 M Kaliumacetat (pH 4.2) 
 
Ficoll-Stammlösung  20,52 g Ficoll PM 400 
     69,48 ml Hanks-Stammlösung 
 
Ficoll I-Lösung   17,58 ml Ficoll-Stammlösung 
     1,42 ml Hanks-Stammlösung 
 
Ficoll II-Lösung   16,53 ml Ficoll-Stammlösung 
     2,47 ml Hanks-Stammlösung 
 
Ficoll III-Lösung   8,84 ml Ficoll-Stammlösung  
     10,16 ml Ficoll-Stammlösung 
 
Gel-Ladepuffer   40% Saccharose 
(für DNA Agarosegele)  0,1 M EDTA (pH 8,0) 
     0,5% SDS 
     0,05% Bromphenolblau 
 
Hanks-Arbeitslösung  100 ml Hanks-Stammlösung 
     10 ml Calciumchloridlösung (1,4%) 
     1,75 ml Natriumhycarbonatlösung (7%) 
     1 g D-Glukose 
     900 ml Aqua dest. 
 
Hanks-Stammlösung  10 x Stammlösung (1l): 
     1,4 g Calciumchlorid 
     4 g Kaliumchlorid 
     0,6 g Kaliumhydrogenphosphat 
     1 g Magnesiumchlorid (x 6H2O) 
     1 g Magnesiumsulfat (x 7H2O) 
     80 g Natriumchlorid 
     0,9 g Dinatriumhydrogenphosphat (x 7H2O) 
     10 g D-Glukose 
 
Lysepuffer    0,2 M Natriumhydroxid 
(High Pure Plasmid Isolation Kit) 1% SDS 
 
MOPS-Puffer   10 x Stammlösung: 
     0,2 M MOPS (pH 7,0) 
     50 mM Natriumacetat 
     10 mM EDTA (pH 8,0) 
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Neutralrotlösung   80 mg Neutralrot 
     1l Natriumchlorid (0,9%) 
 
Northern Blot-Blockierungspuffer 10 x Blockierungslösung 1:10 in Northern  
     Blot-Waschpuffer 
 
Northern Blot-Waschpuffer 0,1 M Maleinsäure (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 Kaliumhydrogenphosphat 
 
RNA-Probenpuffer   250 µl Formamid (deionisiert) 
     83 µl Formaldehyd 
     50 µl 10 x MOPS-Puffer 
      17 µl DEPC-Wasser 
     0,5 µl Ethidiumbromid 
 
SSC-Puffer    20 x Stammlösung: 
     3 M Natriumchlorid 
     0,3 M Trinatriumcitrat-dihydrat (pH 7,0) 
 
Suspensionspuffer   50 mM Tris-HCL (pH 8,0) 
(High Pure Plasmid Isolation Kit) 10 mM EDTA 
     0,1 mg/ml RNase A 
 
T4 DNA Ligase-Puffer  10 x Stammlösung: 
     0,3 M Tris-HCl (pH 7,8) 
     0,1 M DTT 
     0,1 M Magnesiumchlorid 
     10 mM ATP 
 
TAE-Puffer    50 x Stammlösung: 
     242 g Tris-Base 
     57,1 ml Eisessig 
     100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
     (auf 1l Wasser) 
     Gebrauchslösung: 
     40 mM Tris-acetat 
     1 mM EDTA  
 
TE-Puffer    10 mM Tris-HCL (pH 7,6) 
     1 mM EDTA (pH 8,0) 
 
Waschpuffer I   20mM Tris-HCL (pH 6,6) 
(High Pure Plasmid Isolation Kit) 5 M Guanidiumchlorid 
     37,5% Ethanol 
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien 
 
Einfrierbox      Nunc, Wiesbaden, Deutschland 

Einwegpipetten (1-25 ml)      Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland 

Eppendorf-Caps (1,5 ml)      Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Flachbodenplatten (96-Loch)  Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland 

Kryoröhrchen (1,5 ml)              Nunc, Wiesbaden, Deutschland 

Nylonmembran (Hybond-N+) Amersham, Braunschweig, Deutschland 

Petrischalen        Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland 

Pipettenspitzen (1-1000 µl) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Sterilfilter (0,2 µm)   Nunc, Wiesbaden, Deutschland 

Zellkulturflaschen (50 + 250 ml)  Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

Zellkulturplatten (6- + 24-Loch) Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland 

Zentrifugenröhrchen (15 + 50 ml) Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland  
 
 
 
2.1.9 Geräte 
 
ABI 310 Sequenziersystem  Perkin Elmer, Norwalk (CT), U.S.A. 

Autoklav Typ 23   Melag, Berlin, Deutschland 

Brutschrank Hera Cell  Heraeus Instruments GmbH, Harnau, Deutschland 

Cycler GeneAmp PCR System 9700, Perkin Elmer, Norwalk (CT), U.S.A. 

Elektophoresekammer  MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland 

ELISA-Platten-Reader          SLT Labinstruments, Crailsheim, Deutschland 

Gel-Dokumentationssystem  MWG- Biotech, Ebersberg, Deutschland 

Lichtmikroskop Flouvert       Leitz, Wetzlar, Deutschland  

Lumi-ImagerTM Workstation Roche, Mannheim, Deutschland 

Neubauer-Zählkammer           Brand (Merck), Darmstadt, Deutschland 

Pipetten (10-1000 µl)  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Spectrophotometer BioSpec-1601, Shimadzu, Duisburg, Deutschland 

Sterilbank Herasafe  Heraeus, Hanau, Deutschland  

Zentrifuge Megafuge 1.0R  Heraeus, Hanau, Deutschland 

Zentrifuge Sigma 3 K 30  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Kultivierung und Stimulation der INS-1 Insulinoma-Zellen 
 
Da primäre Ratteninselzellen nur in begrenzter Menge zur Verfügung standen, wurden 

die ersten Untersuchungen an INS-1 Zellen durchgeführt. Dabei handelt es sich um eine 

Ratten-Insulinoma-Zelllinie, deren Funktion und Morphologie, insbesondere in Bezug auf 

die Insulinsekretion, sehr stark den der nativen Betazellen ähnelt (Asfari et al., 1992).  

Die adhärenten INS-1 Zellen wurden in einer 250 ml Zellkulturflasche mit 20 ml RPMI 

1640-Medium mit 7 mM Glukose und den Zusätzen von 2 mmol/l Glutamin, 10% Fetal 

Calf Serum, 1% Penicillin/Streptomycin und 50 µmol/l 2-Mercaptoethanol (basales 

Komplettmedium) bei 37°C und 5% Kohlendioxid im Brutschrank kultiviert. Alle 7 bis 10 

Tage wurden die INS-1 Zellen trypsiniert, ausgezählt und in Kulturflaschen zu je 1 x 105 

Zellen verteilt. Danach wurden die Zellen für 3 Tage in 5 ml RPMI 1640-Medium mit einer 

höheren Glukosekonzentration (11 mM) kultiviert. Vor der Stimulation wurden die Zellen 

wieder für 3 Tage in dem basalen Komplettmedium inkubiert.  

 

 

2.2.2 Isolierung von Langerhans`schen Inseln 
 
Für die Isolierung von Ratteninseln wurde das Abdomen eröffnet, die Aorta frei präpariert 

und oberhalb der iliacalen Bifurkation abgeklemmt. Die Aorta wurde punktiert und 20 ml 

einer Neutralrotlösung retrograd eingespritzt. Dadurch färbte sich das Pankreas und die 

Inseln violett an und konnte selektiv herauspräpariert werden. Das präparierte 

Pankreasgewebe wurde bis zur Bearbeitung in einer gekühlten Hanks-Lösung kurz 

aufbewahrt. In einer mit Hanks-Lösung bedeckten Petrischale wurden die Pankreata von 

Fett- und Bindegewebe befreit und mit einer kleinen Schere fein zerkleinert. 

Das Gewebe wurde dann in einem 50 ml Falcon überführt, mit 15 ml Hanks-Lösung 

vermischt und bei 1200 x g für 30 sec zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 

das Pellet mit 5 ml Hanks-Lösung resuspendiert. Nach Zugabe von 5 mg Kollagenase 

Typ V zu dem Gewebe-Hanks-Lösung-Gemisch wurde das Falcon dicht verschlossen 

und zur Homogenisierung kräftig geschüttelt. Unter ständigen Schwenkbewegungen 

sollte der Kollagenverdau im vorgeheizten 37°C Wasserbad für etwa 10 bis 15 min 

beobachtet werden.  
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Durch Zugabe von 25 ml gekühlter Hanks-Lösung wurde die enzymatische Aktivität der 

Kollagenase gestoppt und die Probe noch 3 x mit 40 ml Hanks-Lösung mit 1% 

Penicillin/Streptomycin gewaschen.  

Nach den Waschvorgängen wurde der Überstand gründlich abgesaugt. Zu dem Gewebe 

wurde dann 18 ml Ficoll-Stock (Dichte von 1,088 g/l) gegeben und zur Homogenisierung 

gründlich gevortext. Danach erfolgte eine vorsichtige Überschichtung des Gemisches mit 

3 weiteren Ficollgradienten (Ficoll I (Dichte von 1,000 g/l), Ficoll II (Dichte von 1,056 g/l) 

und Ficoll III (Dichte von 1,069 g/l)) zu jeweils 4 ml. Es folgte ein ungebremster 

Zentrifugationsschritt für 20 min bei 1200 x g, wobei die Inseln sich zwischen der Ficoll II 

und III Schichtung sammeln können. Mit einer Pipette wurden die Inseln zwischen der 

Ficollschichtung selektiv entnommen, in einem neuen Falcon überführt und  3 x mit 40 ml 

Hanks-Lösung gewaschen. Unter dem Mikroskop konnten die Inseln in einer mit Hanks-

Lösung bedeckten Petrischale mit einer Pipette gepickt und gezählt werden. In einem 

Well einer 12-Well-Platte wurden 80 Inseln ausgesät, mit dem basalen Komplettmedium 

und denselben Kulturbedingungen wie die INS-1 Zellen für 24 h kultiviert und dann 

stimuliert. 

 

 
2.2.3 Bestimmung der Insulinkonzentration  
 

Die Insulinkonzentration im Zellkulturüberstand der INS-1 Zellen wurde mittels eines von 

Linco Research angebotenen Ratten Insulin Radioimmunoassay bestimmt. Dabei 

wurden radioaktiv markiertes Insulin ([125J]-Insulin) und Insulinantikörper zu jeder Probe 

gegeben. Das von den INS-1 Zellen produzierte Insulin im Zellüberstand konkurriert mit 

dem radioaktiv markierten [125J]-Insulin um die Antikörperbindungsstellen, so daß nach 

Ausfällen des Antigen-Antikörperkomplexes im Pellet das präzipitierte Insulin im 

Gammacounter (LB2111; Bertold) als Doppelbestimmung gemessen werden konnte. Die 

Insulinkonzentration im Überstand ist demnach umgekehrt proportional zur gemessenen 

Radioaktivität. 

Mittels der mitgeführten Insulinstandardkurve mit insgesamt 7 bekannten Insulin-

konzentrationen konnte die Insulinkonzentration der jeweiligen Proben abgelesen 

werden. 

Jede der Probenröhrchen enthält 100 µl Zellüberstand (1:100 Verdünnung mit Assay 

Puffer) bzw. für die Erstellung der Standardkurve 100 µl Insulinstandardlösung (0,1 bis 

10 ng/ml), 100 µl Ratten Insulinantikörper und 100 µl [125J]-Insulin.  
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Nach Inkubation über Nacht bei 4°C wurden zu jeder Probe 1 ml des gekühlten Prä- 

zipitationsreagenz zugegeben und für 20 min bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die 

Reagenzien für 20 min bei 2000 x g zentrifugiert, der Überstand wurde entsorgt, das 

Pellet getrocknet und die Radioaktivität im Pellet gemessen. 

 
 
 
2.2.4 cDNA Synthese 
 
2.2.4.1 Isolierung der Gesamt RNA aus INS-1 Zellen  
 
Die RNA Isolierung erfolgte mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche). Die 

Überstände des Kulturmediums wurden abgenommen, die kultivierten Zellen wurden 

zunächst in PBS resuspendiert und dann mit 400 µl guanidiniumchloridhaltigen Lyse- und 

Bindepuffer lysiert.  

Durch gründliches Mischen wurde das Gemisch homogenisiert und danach auf ein 

Auffanggefäß mit einer Glasvliesmatrix überführt. Die Probe wurde bei 10000 x g für 15 

sec zentrifugiert. Die an der Matrix gebundene RNA wurde zur Befreiung von 

kontaminierender genomischer DNA mit 90 µl DNase I für 15 min behandelt und bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

Nach der DNase Behandlung wurde die RNA zur Beseitigung von Begleitsubstanzen wie 

z.B. Salzen, Proteinen, und anderen zellulären Verunreinigungen mit ethanolhaltigem 

Waschpuffern gereinigt. Der 1. Waschschritt wurde mit 500 µl Waschpuffer I 

durchgeführt. Nach 15 sec Zentrifugation bei 10000 x g wurde der Durchlauf verworfen 

und die Probe noch 2 x mit Waschpuffer II (1. Waschschritt mit 500 µl und 2. 

Waschschritt mit 200 µl Waschpuffer) gewaschen. Zuletzt wurde die gereinigte RNA mit 

50 µl DEPC-behandeltem Wasser eluiert. Die RNA Konzentration wurde spektrophoto-

metrisch bestimmt. 

 

2.2.4.2 RNA-Extraktion aus Inseln mit Trizol 
 

Die Inseln wurden mit dem Medium von der Zellkulturplatte in ein 1,5 ml Eppendorftube 

übertragen und bei 4000 x g für 1 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml Trizol 

wieder aufgenommen und gründlich vermischt. Trizol ist eine monophasische Lösung 

aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat. Es homogenisiert Gewebe, ohne die RNA-

Integrität zu zerstören. Nach einer Inkubationszeit von 10 - 20 min bei Raumtemperatur 

wurden zu den Proben  200 µl Chloroform gegeben und kräftig geschüttelt.  
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Daran schloss sich eine Inkubation von 2 - 3 min bei Raumtemperatur an, gefolgt von 

einer Zentrifugation bei 11800 x g und 4°C für 15 min. Dabei erfolgte eine Trennung der 

Lösung in eine untere organische gefärbte Phase,  eine mittlere milchige Phase und eine 

obere farblos wäßrige Phase. Vorsichtig wurde die RNA enthaltende farblos wäßrige 

Phase entnommen und in ein sauberes 1,5 ml Eppendorftube überführt, während die 

organische mit gelöster genomischer DNA und die Interphase mit angereichteten Protein 

in dem Eppendorftube verblieben. Um die Effizienz der RNA Isolierung zu erhöhen wurde 

der Chloroform Extraktionsschritt wiederholt.  

Nach Zugabe von 0,5 ml Isopropanol und 5 µg Glykogen wurde die RNA bei –20°C und 

einer Inkubationszeit von 20 min gefällt, dann mit 500 µl 80% Ethanol gewaschen. Das 

Pellet wurde nach vollständigem Entfernen des Alkohols unter Raumtemperatur in einer 

Zellkulturbanch für 7 - 9 min getrocknet und am Schluss in 11 µl Nuklease freiem Wasser 

aufgenommen. Zum besseren Lösen der RNA sollte nach Zugabe des Wassers das 

Gemisch gevortext und für 10 min bei 55 - 60°C inkubiert werden. 

 
 
 
 
2.2.4.3 Photometrische RNA Konzentrationsbestimmung 
 
Die RNA Konzentration in µg/µl in jeder Probe wurde photometrisch durch Messung der 

optischen Dichte (OD) bei 260 und 280 nm Wellenlänge bestimmt. Nach Kalibrierung des 

Photometers mit 10 mM Tris wurde die RNA 1:12,5 in 10 mM Tris verdünnt und die 

optische Dichte bei 260 und 280 nm gemessen. Die Messung der OD bei 260 nm erlaubt 

mittels des Lambert-Beer-Gesetzes die Berechnung der RNA Konzentration. Zusätzlich 

wurde die Proteinkontamination mit Hilfe der Ratio OD 260 nm/OD 280 nm in den Proben 

ermittelt. Während die Nukleinsäuren zwei Absorptionsmaxima bei 260 nm und 280 nm 

in einem Verhältnis von 2:1 aufweisen, haben Aminosäuren ihr Absorptionsmaxima bei 

280 nm. Daraus ergibt sich bei Verunreinigungen der RNA mit Protein eine Ratio der OD 

260 nm/OD 280 nm < 2.  

Eine Ratio von � 1,8 repräsentiert einen für unsere Zwecke akzeptablen Reinheitsgrad 

der RNA. 
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2.2.4.4 Reverse Transkription der mRNA (cDNA Synthese) 
 
Die reverse Transkription ist eine enzymatisch katalysierte Reaktion, in der die mRNA in 

cDNA übersetzt wird. Mit Hilfe einer RNA abhängigen DNA Polymerase, nämlich der 

reversen Transkriptase, wird dabei die mRNA in die komplementäre einzelsträngige 

cDNA umgeschrieben. Die reverse Transkriptase benötigt als Starterbereich für die 

Synthese der cDNA einen kurzen doppelsträngigen Nukleinsäurenbereich. Dies wird 

durch den Einsatz von Oligonukleotiden ermöglicht.  

Die Oligo p (dt) 15 Primer lagern sich dem polyadenylierten Bereich (Poly A-Ende) der 

mRNA an und schreiben diese in  5`            3` Richtung in die komplementäre cDNA um. 

Die eingesetzten Reagenzien ermöglichen die Synthese von 4 µg cDNA: 

 8 µl 5 x RT-Puffer (Life Technologies) 

        + 4 µl 100 mM DTT (Life Technologies) 

        + 2 µl 50 pM Oligo p (dt)15 Primer (Roche) 

        + 2 µl 10 mM dNTP Mix (Roche) 

        + 4 µg RNA. 

Die Reagenzien wurden in ein 0,2 ml PCR-Reaktionsgefäß pipettiert und auf 38 µl 

Gesamtvolumen mit sterilem Aqua dest. aufgefüllt. Die Proben wurden dann für 2 min bei 

37°C zur Aufwärmung der Reagenzien inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 2 µl 

Enzym reverse Transkriptase (200 U/µl; Life Technologies). Die Reverse Transkriptase 

aus dem Moleney Murine Leukemia Virus (MMLV-RT) ist eine RNA-abhängige DNA-

Polymerase, deren Arbeitsoptimum bei  37°C liegt. Bei einer Inkubationszeit von 60 min 

bei 37°C erfolgte die reverse Transkription. Die synthetisierte cDNA stand als Template 

für die PCR direkt zur Verfügung. 
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2.2.5 Herstellung der Standard Fragmente 
 

2.2.5.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
 

Die Polymerase Kettenreaktion ist eine Methode zur Amplifikation von spezifischen 

cDNA-Fragmenten. Sie bietet den großen Vorteil der hohen Sensitivität und Spezifität 

des gezielten Nachweises von DNA Abschnitten. Die PCR ist eine enzymkatalysierte 

Kettenreaktion, bei der das Produkt aus dem vorangegangenen Amplifikationszyklus als 

Template für den nächsten Zyklus dient, woraus ein exponentieller Anstieg des 

Reaktionsproduktes resultiert. Bei hoher Produktkonzentration tritt in hohen Zyklenzahlen 

ein Sättigungsplateau auf.   

Um DNA mit Hilfe der PCR amplifizieren zu können, benötigt man als Starthilfe 

Oligonukleotide. Dabei handelt es sich um kurze, einzelsträngige DNA-Moleküle, die 

komplementär zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matrix (Template) sind. 

Hitzestabile DNA-Polymerase verlängert unter den richtigen Reaktionsbedingungen und 

in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) die Primer entlang der 

einzelsträngigen denaturierten DNA-Matrix und synthetisiert so neue DNA Stränge, 

deren Sequenz komplementär zu der Matrix ist. Die DNA-Moleküle liegen am Ende der 

Reaktion als Doppelstränge vor. Für eine Wiederholung der Synthese muss man deshalb 

die doppelsträngige DNA erneut durch Hitze aufschmelzen und nach Abkühlen der 

Mischung die Primer wieder binden lassen. Sobald die richtige Temperatur für die 

Enzymreaktion erreicht ist, verlängert die DNA-Polymerase die Primer. Somit setzt sich 

ein PCR Zyklus aus der Denaturierung des cDNA-Doppelstrangs, Anlagerung der 

spezifischen Primer an der Matrix-DNA (Annealing) und Verlängerung der Primer entlang 

der Matrix-DNA (Elongation) durch eine hitzestabile Taq-DNA-Polymerase zusammen. 

Für die PCR wurde das Expand High Fidelity PCR System (Roche) eingesetzt. Dabei 

wurde für jede PCR zwei Reaktionsgemische (Reaktionsgemisch I: 1,0 µl 10mM dNTP-

Mix, 0,5 µl 50 µM 5`-Primer, 0,5 µl 50 µM 3`-Primer, 2 µl cDNA, 20 µl deionisiertes 

Wasser und Reaktionsgemisch II: 5,0 µl 10 x Expand High Fidelity Puffer, 19,5 µl 

deionisiertes Wasser, 0,5 µl 3,5 U/µl Expand High Fidelity Enzym Mix) in ein 200 µl PCR-

Tube vorpipettiert und unmittelbar vor Beginn der PCR vermischt. 

Die Abbildung 2.1 verdeutlicht durch eine schematische Darstellung das Prinzip der 

PCR. Die DNA Amplifizierung erfolgte im Thermozykler (Gene Amp PCR System) unter 

den Bedingungen in Tabelle 2.1. 
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Tabelle 2.1: PCR Bedingungen 
 
 ß-Aktin IA-2 
Initiale Denaturierung 94°C für 2 min 94°C für 2 min 

 
Denaturierung  
Annealing 
Elongation  

 
94°C für 30 sec 
56°C für 30 sec    27 Zyklen 
72°C für 1 min 

 
94°C für 30 sec 
63°C für 30 sec   29 Zyklen 
72°C für 1 min 
 

Basenauffüllung 72°C für 6 min 72°C für 6 min 
 

 
 
Tabelle 2.2: PCR-Primer 

     
 ß-Aktin IA-2 
Forward Primer 5`-CTA TCG GCA ATG AGC 

GGT TC-3` 
5`-CTG GTG AAG TCT GAA CTG 
GAA G-3` 

Reverse Primer 3`-GAG TTG GGG GTG GCT 
TTT G-5` 

3`-CAG CAT AAC GAT GAC AGT 
GCA G-5` 

 
 
Abbildung 2.1: Prinzip der Polymerasekettenreaktion 

DNA + Primer + dNTP
+ DNA Polymerase

Original DNA

PCR Primer
neue DNA

Denaturierung 
und Synthese

Denaturierung
und Synthese

etc.

Denaturierung
und Synthese

 
Die zu amplifizierende DNA wird durch Erhitzung denaturiert. In der Anwesendheit von DNA 
Polymerase und einem Überschuss  an Nukleotiden und Primern, die spezifisch zu der Zielsequenz 
hybridisieren, kann ein neuer DNA Strang synthetisiert werden. In jedem Zyklus wird die Zahl der 
Kopien verdoppelt, so dass es zu einer exponentiellen Akkumulation des spezifischen DNA 
Produktes bis zum Erreichen der Plateauphase kommt. 
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2.2.5.2 Gelelektrophorese 
 

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung der DNA und ermöglicht die 

Spezifitätskontrolle der in der RT-PCR amplifizierten DNA-Fragmente. Zur Färbung der 

DNA-Fragmente  wurde Ethidiumbromid verwendet. In einem elektrischen Feld wandern 

die DNA-Fragmente abhängig von ihrer Größe von der Kathode zur Anode. Um die 

Bedingungen für die Versuche konstant zu halten wurden die DNA-Fragmente in eine 

1,8% Agarosegel mit 1 x TAE Laufpuffer aufgetrennt. Zur Herstellung des Agarosegels 

verwendeten wir 1660 mg Agarose (Roche) und 90 ml 1 x TAE Puffer. Das Gemisch 

wurde in der Mikrowelle bis zum vollständigem Lösen der Agarose erhitzt und nach 

leichtem Abkühlen auf ca. 50°C wurde zu dem Gel 2 µl Ethidiumbromid gegeben. Die 

Agarose wurde dann in eine Midi-Gelelektrophoresekammer mit 20 Gel-Taschen zum 

Festwerden gegossen. 

Nach Zugabe von 2 µl Gel-Loading Solutionpuffer zu den 25 µl PCR Proben wurden die 

Gel-Taschen gefüllt. Die Auftrennung der Nukleinsäuren erfolgte bei einer Spannung von 

100 Volt und einer Gellaufzeit von 2 h.  

Als DNA-Längenmarker diente der 100 bp Leiter (Life Technologies), um die Größe der 

RT-PCR amplifizierten DNA-Fragmente ablesen zu können. 

Das Ethidiumbromid interkaliert in die doppelsträngige DNA, wodurch die DNA unter UV-

Licht fluoresziert und mit Hilfe des MWG Geldokumentationssystem und dem Lumi 

Imager (Roche) detektiert, photographisch dokumentiert und quantifiziert  werden konnte. 

 
 
2.2.5.3 Isolierung von DNA aus dem Agarosegel 
 

Der Nukleo Trap Gel Kit (Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg, Deutschland) 

ermöglicht die schnelle DNA-Fragment Extraktion aus Agarosegelen. Nach dem 

Ausschneiden der gesuchten Bande unter UV-Licht wurde die DNA in 300 µl NT1 Buffer 

aufgenommen, nach Zugabe von 4 µl NT Suspension konnte die DNA in der Gegenwart 

von chaotropen Salzen (Natriumjodid, Guanidinisothiocyanat, Natrium-perchlorat) 

gebunden werden. Danach fand eine Inkubation des Gemisches bei 50°C für 10 min 

statt. Zum Entfernen von Verunreinigungen wie z.B. Agarose, Proteine und Salze wurden 

insgesamt 4 Waschschritte mit jeweils 2 x 500 µl NT Puffer 2 und 3 durchgeführt. Zum 

Schluss konnte die DNA in 50 µl TE Puffer (pH 8,0) eluiert werden. 

 



2 Material und Methoden  Seite  29 
 
 
2.2.5.4 Ligation der DNA-Fragmente 
 
Die Ligation ermöglicht den Einbau gereinigter DNA-Fragmente in Expressionsvektoren. 

Für die Versuche wurde das IA-2 Fragment in den pGEM-TEasy und das ß-Aktin 

Fragment in den pGEM-4Z Vektor einkloniert. Zur Vorbereitung für die Ligation mussten 

die Vektoren einem Restriktionsverdau unterzogen werden, wobei der pGEM-TEasy mit 

dem Restriktionsenzym Bst X und pGEM-4Z mit Hinc II für 3 h bei 37°C verdaut wurde. 

Für den Ligationsansatz wurden 1 µl 10 x Ligasepuffer, 0,5 µl Plasmidklonierungsvektor, 

2,5 µl Chromatographiewasser, 5 µl gereinigte DNA und 1 µl Ligase benötigt. Ligiert 

wurde über Nacht bei 15°C. 

 
  
2.2.5.5 Transformation von E.coli Bakterien 
 

Für die Transformation wurde 2 µl des gewonnenen Ligationsansatzes und 0,7 µl 

Mercaptoethanol (erhöht die Effizienz der Transformation) mit 200 µl kompetenten E.coli 

(JM 109) vorsichtig in einem 2 ml Eppendorf Röhrchen gemischt.  

Nach Inkubation des Gemisches für 30 min auf Eis folgte ein Hitzeschock für genau 45 

sec. bei 42°C im Wasserbad. Durch anschließende Kühlung für 2 min auf Eis wurde 

durch die Einschleusung der Plasmide der Transformationsvorgang vollendet. Die 

Bakterien wurden für 1 h bei 37°C in SOC Medium bei leichten kontinuierlichen 

Schüttelbewegungen (225 - 250 Umdrehungen/min) inkubiert. Am Schluss wurden 200 µl 

des Transformationsansatzes  auf einer LB-Agar-Platte mit 50 µg/ml Ampicillin, 0,5 

mmol/l IPTG und 20 µg/ml X-Gal mit einem Zellschaber gleichmäßig verteilt und über 

Nacht bei 37°C inkubiert. Bakterien, die unter diesen Kultivierungsbedingungen 

ungefärbte Klone aufweisen, wurden erfolgreich mit dem ligierten Expressionsvektor und 

dem eingebauten DNA-Fragment transformiert, während die blau gefärbten 

Bakterienklone nur den religierten Vektor enthielten, der durch die Expression des 

Enzyms ß-Galaktosidase das im Agar vorhandene X-Gal zu einem blauen Farbstoff 

spaltet. Dadurch war eine Selektion möglich. Die ungefärbten Klone konnten am 

nächsten Tag gepickt, in einem Falcon mit 5 ml LB Medium und 50 µg/ml Ampicillin über 

Nacht bei 37°C und 190 Umdrehungen/min inkubiert werden.  
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2.2.5.6 Plasmidisolierung aus E.coli Bakterien 
 
Zur Isolierung von Plasmid-DNA verwendeten wir den High Pure Plasmid Isolation Kit 

(Roche). Die Bakterien wurden nach dem Prinzip der alkalischen Lyse aufgeschlossen. 

Durch Anwesenheit von RNase A wird in diesem Schritt gleichzeitig die bakterielle RNA 

abgebaut. Nach Ausfällung von chromosomaler DNA und Zelltrümmern wird der 

plasmidhaltige Überstand mit dem High Pure Filter Tube gereinigt.  

Die Nukleinsäuren wurden spezifisch in Gegenwart eines chaotropen Salzes an eine 

Glasfaseroberflächenmembran gebunden. Nach Befreiung der Plasmide von Salzen, 

Proteinen und anderen zellulären Verunreinigungen wurden diese in Elutionspuffer 

eluiert. Nach Abzentrifugation der Bakteriensuspension wurde der Zellniederschlag in 

250 µl Suspensionspuffer aufgenommen und vollständig gelöst. Danach wurde 250 µl 

Lysepuffer zugegeben und die Suspension für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.  

Die Zugabe von 350 µl gekühltem und guanidinchloridhaltigem Bindungspuffer 

neutralisierte die Lysereaktion. Nach einer 5 minütlichen Inkubationszeit wurde das 

Gemisch für 10 min bei 13000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde entnommen und in 

ein High Pure Filtertube übertragen. Nach mehreren Waschvorgängen mit ethanol-

haltigem Waschpuffer I und II wurden die Plasmide in 100 µl Elutionspuffer eluiert.  

Zur Kontrolle der Plasmidisolierung erfolgte ein Restriktionsverdau bei 37°C über 3 h mit 

1 µl 10 x Puffer B, 4 µl Chromatographiewasser, 4 µl Plasmid DNA, 0,5 µl Hind III und 0,5 

µl EcoR I (ß-Aktin Restriktionsverdauansatz), 1 µl 10 x Puffer D, 4,5 µl Chromato-

graphiewasser, 4 µl Plasmid DNA und 0,5 µl Not  I (IA-2 Restriktionsverdauansatz). Der 

Verdau wurde auf ein 2% Gel aufgetragen. Als Marker diente die 100 bp Leiter von der 

Firma Life Technologies.  

 

 
2.2.5.7 Klonierung des internen Standards 
 
Bei der Klonierung des internen Standards arbeiteten wir mit dem von Henihoff 1994 

eingeführten Erase-a-Base System (Promega). Zunächst wurden die cDNA Klone im 

Insert mit Hinc II (ß-Aktin) oder Ava I (IA-2) geschnitten. 

Der Restriktionsverdau wurde gelelektrophoretisch überprüft, die DNA mit 

Phenolchloroform-Extrakt gereinigt, mit 3 M Natrium Acetat gefällt und nach einer 

erneuten Reinigung mit Ethanol in 10 µl Chromatographiewasser aufgenommen. Die 

gereinigte DNA konnte jetzt der Exonuclease III Deletion unterzogen werden.  
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Durch Exonuklease III wurde zeit- und temperaturabhängig DNA an glatten oder 

5`überhängenden Enden verdaut. Dazu wurden zwei Reaktionsmastermixe jeweils in 1,5 

ml Eppendorftubes vorbereitet. Der S1 Nuklease Mastermix setzte sich aus 13,5 µl 7,4x 

Puffer, 0,6 µl S1 Nuclease (= 30,0 Units) und 86,0 µl Chromatographiewasser 

zusammen. Der Exo III Deletion Mastermix enthielt 10,0 µl Plasmid, 2,0 µl Exo III 10 x 

Puffer und 7,0 µl Chromatographiewasser.  

Der S1 Nuclease Mastermix wurde dann in 4 vorgekühlte 0,5 ml Eppendorftubes zu 

jeweils 7,5 µl Gesamtvolumen verteilt und auf Eis inkubiert, um die Aktivierung der S1 

Nuklease zu verhindern. Zu dem Exo III Deletion Mastermix wurde zum Starten der 

Exonukleasereaktion 1,0 µl Exo III gegeben. In jeweils 15 sec Takt wurden insgesamt 4 

Aliquots zu jeweils 2,5 µl des Mastermixes entnommen und mit dem 7,5 µl der S1 

Nukleasemixtur zugegeben. Hierdurch wurde die Exo III Enzymaktivität gestoppt.  

Durch Inkubation bei Raumtemperatur für 30 min konnte das S1 Nuklease Enzym 

aktiviert werden, so dass der verbliebene zweite Einzelstrang der doppelsträngigen DNA 

verdaut wurde. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1 µl S1 Nuklease Puffer 

beendet. Die Proben wurden mit 3,0 µl 7,5 M Ammoniumacetat und 20 µl 100% Ethanol 

über Nacht  bei –20° C gefällt, mit 500 µl 70 % Ethanol gewaschen und das bei 

Raumtemperatur für 5 min getrocknete Pellet in 22 µl Chromatographiewasser eluiert. 

Das Gesamtvolumen von 22 µl der gelösten DNA wurde mit 1 µl der dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP, 3 µl 10 x  Reaktionspuffer, 1 µl Klenow Polymerase und 70 µl 

Chromatographiewasser vermischt und für 5 min bei 37° C inkubiert. Die Klenow 

Polymerase kann bei diesen Bedingungen die DNA-Enden glätten und die Religation 

ermöglichen. 

Die Inaktivierung der Polymerase erfolgte durch eine Inkubation der Proben für 10 min 

bei 60°C. Die DNA wurde danach erneut einer Reinigung mittels Phenolchloroform 

unterzogen und in 15 µl Chromatographiewasser aufgenommen. Die gereinigte DNA 

wurde mit 4 µl 5 x Reaktionspuffer und 1 µl T4 DNA Ligase über Nacht bei 15 °C religiert. 

Nach der Transformation wurden für jeden der 4 Zeitpunkte jeweils 2 Bakterienklone 

gepickt. Nach Inkubation über Nacht in 5 ml LB-Medium und 5 µl Ampicillin wurden die 

Plasmide isoliert und durch einen Restriktionsverdau mit Hind III und EcoR I (ß-Aktin 

Fragment) und Not I (IA-2 Fragment) überprüft. Zum Abschluss wurden die erstellten 

Kontrollfragmente sequenziert. Wir erhielten nach einem Verdau von 45 sec für das IA-2 

ein Fragment mit internen Deletion von 100 bp bzw. nach 60 sec für das ß-Aktin ein um 

144 bp kürzeres Fragment. 
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Abbildung 2.2: Klonierung der Kompetitorfragmente 
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Erstellung des internen Standards mittels des Erase-a-Base-Systems. Nach einem 
Restriktionsverdau wurde die linealisierte Plasmid DNA mit dem Exo III Enzym inkubiert. Dieses 
Enzym verdaut in regelmäßiger Geschwindigkeit in Abhängigkeit von der Temperatur an den 
5`überhängendem Ende der DNA. Die Nuklease S1 verdaut dann den 2. Einzelstrang. Um die 
Religation zu ermöglichen wurden die DNA-Enden mit der Klenow-Polymerase geglättet. 
 
 
2.2.5.8 Herstellung der Kompetitorfragmente  
 

Durch den Restriktionsverdau mit Bst X I bei IA-2 und EcoR I bei ß-Aktin für 3 h bei 37°C 

wurden 85 bis 106 µg der Plasmide, die die interne Deletion enthalten, linearisiert. 

Danach wurde 4 µl des Plasmids zusammen mit Life Technologies Quantifizierungs-

standards (15 bis 500 ng/µl) auf ein 1% Agarosegel und 1 µl Ethidiumbromid aufgetragen 

und mit dem Geldokumentationssystem photographisch dokumentiert. Die Plasmid- 

konzentration wurde dann mit dem Lumi Analyst Programm im Vergleich zu den 

Quantifizierungsstandards ermittelt und mittels folgender Formel am Beispiel von IA-2 die 

Standards eingestellt: 
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pGEM-TEasy Vektor + Kontrollfragment: 3018 bp + 722 bp = 3740 bp 

1 pmol von 1000 bp = 0,66 µg; 

1 pmol von 3740 bp = 0,66 µg * 3,740 = 2,4684 µg. 

Mittels der Quantifizierungsstandards konnte für den internen Standard eine 

Konzentration von 27,81 ng/µl ermittelt werden. 

Wenn 1 pmol von 3740 bp 2,4684 µg (2468,4 ng) entsprechen, dann kann mit Hilfe des 

Dreisatzes die Konzentration von 3740 bp in 27,81 ng errechnet werden: 

          2468,4 ng / 1 pmol = 27,81 ng / x 

          x = (27,81 ng * 1 pmol) / 2468,4 ng = 0,01126 pmol 

Im nächsten Schritt wurde der Vektor herausgerechnet:  

722 bp / 3740 bp = 0,193, d.h. 0,01126 pmol * 0,193 = 2,173 fmol/µl 

Es folgte die Verdünnung des Kompetitorfragments auf ein fmol/µl. Durch Verdünnung in 

Zehner Schritten wurde mit Hilfe der PCR die Konzentration bestimmt, bei der gerade 

noch eine schwache Bande auf dem 1,8% Agarosegel zu sehen ist. Diese Konzentration 

wurde dann als 1 AU (arbitrary unit) definiert. 

 

 
2.2.5.9 DNA-Sequenzierung 
 
Alle klonierten cDNA-Fragmente wurden sequenziert. Für die Sequenzierung wurde ein 

automatisches Sequenziersystem (ABI 310, PE Applied Biosystems, Foster City, CA) 

verwendet. Das Prinzip basiert auf einer nicht-radioaktiven Markierung der DNA mit 

Floureszenzfarbstoffen. Dabei wurde die mit dRhodamin-Floureszenzfarbstoff markierte 

DNA während der Kapillarelektrophorese vom Gerät mittels Laser angeregt und 

gemessen. Für die Sequenzier-PCR wurde der BigDYe Terminator Cycle Sequencing 

Ready Reaction Kit (PE Applied Biosystem) eingesetzt. Der Kit enthält Puffer, 

Magnesiumchlorid, DNA Polymerase, dNTPs und dRhodamin-markierte ddNTPs. Für 

den PCR-Ansatz wurden folgende Reagenzien zusammen in ein 0,2 µl PCR-Tube 

pipettiert: 3,5 µl Bigdye Terminator Ready Reaction Mix, 500 ng mit High Pure Plasmid 

Isolation Kit gereinigte DNA-Template, 3 pmol Primer (1. Reagenzansatz mit M13 

Forward-Primer und 2. Reagenzansatz mit M13 Reverse-Primer) und dann in einem 

Thermocycler unter folgenden Bedingungen amplifiziert: 10 sec bei 96°C 

(Denaturierung), 5 sec bei 50°C (Primer-Annealing) und 4 min bei 60°C (Elongation) mit 

insgesamt 26 Zyklen. Nach der PCR wurden die PCR-Produkte mittels 

Ethanolpräzipitation gereinigt.  
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Zur Fällung wurden zu 20 µl PCR-Amplikon 20 µl deionisiertes Wasser, 10 µl 3 M 

Natriumacetat (pH 5,2) und 250 µl 100% Ethanol hinzupipettiert und nach einer 

Inkubationszeit von 10 min auf Eis für 15 min bei 13000 x g zentrifugiert. Die  präzipitierte 

DNA  wurde darauffolgend mit  500 µl 70%  Ethanol  gewaschen, bei  Raumtemperatur  

für etwa 7 min getrocknet, in 20 µl Template Suppression Puffer (PE Applied Biosystems) 

reeluiert und letztendlich für 2 min bei 95°C denaturiert. Die mit dRhodamin markierte 

DNA wurde im ABI 310 Sequenziersystem in einer Kapillare elektrophoretisch aufge-

trennt und die Nukleotidsequenz mittels Detektion der Laser induzierte Fluoreszenz 

bestimmt.  

Die Sequenzen wurden nach der Sequenzanalyse mit der Gen-Datenbank des National 

Center for Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) verglichen. 

Dabei stimmten die Sequenzen 100% mit den veröffentlichten Originalsequenzen für  IA-

2 (bp 1642 - 2463; Genbank Accession Nummer D38222) und ß-Aktin (bp 827 - 1583; 

Genbank Accession Nummer V01217) überein. 

 

 
2.2.6 Northern Blot Analyse 
 

Die Northern Blot Analyse ist eine konventionelle Methode zur Nachweis der mRNA 

Expression.  

Für den Northern Blot wurden 4 µg gesamt RNA in 4 Volumina RNA-Probenpuffer für 10 

min bei 65°C denaturiert, auf ein 1% Agarosegel mit 5% Formaldehyd aufgetragen und 

elektrophoretisch in 1 x MOPS RNA-Elektrophoresepuffer für 3 h bei 90 V aufgetrennt. 

Es folgte zum Auswaschen des Formaldehyds aus dem Gel ein drei stündiges Einlegen 

des Gels in DEPC-vorbehandeltem Wasser. Durch Kapillartransfer wurde die RNA über 

Nacht auf einer Nylonmembran (Hybond-N+; Amersham, Braunschweig, Deutschland) 

geblottet und darauffolgend mit DIG Easy Hyb Lösung für 2 h bei 68°C vorhybridisiert. 

Die Proben wurden simultan mit einem Digoxigenin (DIG)-markierten 822 bp Ratten IA-2 

und 757 bp ß-Aktin cDNA Fragment in dem selben Blot für 18 h bei 68°C in DIG Easy 

Hyb Lösung hybridisiert. Die Membranen wurden 2 x mit Sodium Chlorid-Sodium Zitrat 

(SSC) (300 mmol/l NaCl, 30 mmol/l C6H5O7Na3, pH 7,0), 0,1 % SDS bei Raumtemperatur, 

und 2 x mit 0,1 x SSC, 0,1% SDS bei 68°C zum Herauswaschen der nicht gebundenen 

Sonden gereinigt.  
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Zuletzt wurde die Expression von IA-2 und ß-Actin durch Inkubation der Membranen mit 

einem Anti-DIG alkalische Phosphatase markierten Antikörper und CSPD-

Chemilumineszenz-Substrat detektiert.  

Die Chemilumineszenz wurde mittels Lumi Imager detektiert und quantifiziert. 

 

Abbildung 2.3 : Aufbau des Blot-Sandwiches für den Kapillartransfer von RNA. 
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2.2.7 Aufbau und Optimierung der quantitativen kompetitiven RT-PCR  
 
2.2.7.1 Aufbau der quantitativen RT-PCR 
 

Mit Hilfe der quantitativen kompetitiven RT-PCR kann die Genexpression von Zielgenen 

aus der isolierten und revers transkribierten mRNA ermittelt werden. Die Methode basiert 

auf der Anwesendheit eines exogen synthetisierten Standards (Kompetitorfragment), 

dessen Kopienzahl bekannt ist, und der zusammen mit dem Target in einer PCR 

koamplifiziert wird. Die Erstellung einer Verdünnungsreihe des Standards ermöglicht die 

Bestimmung der exakten Kopienzahl des Targets.  
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Eine optimale Einstellung liegt dann vor, wenn das Verhältnis cDNA : Kompetitor 1 : 1 

beträgt. Der Standard ist so konzipiert, dass Standard und Target die identische 

Primerbindungsstellen besitzen und sich aber trotzdem durch Ihre Größendifferenz im 

Agarosegel unterscheiden lassen.  

In der vorliegenden Studie unterscheiden sich die Kompetitorfragmente von der zu 

untersuchenden DNA nur in der Länge von 100 – 144 bp bei komplett identischem 5` und 

3`Primerbindungsstellen.  

Da Unterschiede in der Isolierung der RNA und der Transkription in cDNA die 

kompetitive RT-PCR stark beeinflussen, müssen alle Proben auf den gleichen 

mRNA/cDNA Gehalt eingestellt werden. Dies wurde mit einem housekeeping Gen (ß-

Aktin) durchgeführt.  

Die Quantifizierung erfolgte nach gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte 

durch Bestimmung des Verhältnisses cDNA zu Kompetitor mit dem Lumi Imager System. 

 
Abbildung 2.4: Schema der quantitativen kompetitiven RT-PCR 
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G e l e l e k t r o p h o r e s e

Z u g a b e  v o m
K o m p e t i t o r f r a g m e n t

2 .  P C R :  I A -2  

G e l e l e k t r o p h o r e s e

 
Nach der Isolierung der RNA wurde die RNA durch eine RT-PCR in cDNA umgeschrieben. 
Zusammen mit den Standards bekannter Konzentration werden die Proben in der ersten PCR mit 
Hilfe des housekeeping Gens ß-Aktin auf die gleiche cDNA Konzentration justiert. In der zweiten 
PCR wird dann die Expression des spezifischen Gens untersucht. 
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Abbildung 2.5: Untersuchung der Regulation der IA-2 mRNA Expression mittels der 
quantitativen kompetitiven RT-PCR 

Herstellung eines internen 
Standards für das ß-Aktin und IA-2

Stimulation von Ratteninsulinomazellen 
(INS-1)

cDNA Fragment

Standard

Umschreibung der mRNA in cDNA5`

5` 3`

3`

5` 3`

Koamplifikation von KF und cDNA 
in einer PCR

100-144 bp Differenz im 
Agarosegel

Geldokumentation und Auswertung am Lumi Analyst

 
Nach Stimulation von Ratteninsulinomazellen wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. 
Zusammen mit den synthetisierten internen Standards wurde die cDNA in einer PCR koamplifiziert. 
In der ersten PCR wurde mit Hilfe des ß-Aktins auf die gleiche cDNA Konzentration eingestellt und 
danach folgte die IA-2 PCR. Da zwischen cDNA und Kontrollfragment eine Längendifferenz von 100 
bp (IA-2) und 144 bp (ß-Aktin) bestand, konnten sie im Elektrophoresegel getrennt werden. Die 
Geldokumentation erfolgte mit dem Lumi Imager. 
 

 

 
2.2.7.2 Optimierung der quantitativen RT-PCR 
 

Um die PCR möglichst effektiv zu gestalten wurden die PCR Bedingungen (MgCl2 

Konzentration, Primerkonzentration und PCR-Zyklen) in Vorversuchen optimiert.  

Hierzu wurden in einem 0,2 ml dünnwandigen PCR-Tube 1,5 mmol/l MgCl2,  2,5 µl 10 x 

Reaktionspuffer (100 mM Tris, 500 mM KCl; pH 8,3),  200 µmol/l PCR Nukleotide Mix (10 

mmol/l dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 1,0 µmol/l forward Primer, 1,0 µmol/l reverse 

Primer, 0,1 µg cDNA und 0,86 U High Fidelity DNA Polymerase gegeben. Zu den Proben 

wurden 0,003 fmol ß-Aktin Kontrollfragment bzw. 0,00005 fmol IA-2 Kontrollfragment 

gegeben und auf 25 µl mit sterilem PCR Wasser aufgefüllt.  
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Zur Optimierung der PCR-Zyklen wurden 5 identische Proben erstellt und im 

Thermozykler amplifiziert. In Abständen von 2 Zyklen ab 23 Zyklen bei ß-Aktin bzw. 25 

Zyklen bei IA-2 wurde die Amplifikation gestoppt und die Amplikons gelelektrophoretisch 

aufgetrennt. Auf diese Weise konnte der optimale PCR-Zyklus mit expotentielle 

Amplifikation als auch die Plateauphase ermittelt werden. 

 
 
2.2.7.3 Berechnung der Stimulationsindices 
 

Um den Stimulationsfaktor der IA-2 mRNA Expression zu berechnen, wurde wie folgt 

vorgegangen. 

Im ersten Schritt wurde die ß-Aktineinstellung nach Auswertung des Agarosegels für die 

basale und stimulierte Zellen mittels Lumi Analyst beurteilt und in BLU umgerechnet: 

 
(1) ß-Aktin cDNA stimuliert (BLU)    ß-Aktin cDNA Basal (BLU) 

     ß-Aktin  KF stimuliert (BLU)         ß-Aktin KF Basal (BLU) 
 
Dieser Quotient sollte optimal 1 ergeben, so dass die PCR so lange wiederholt wurde bis 

der Quotient mindestens zwischen 0,90 bis 1,10 lag. Bei dieser Einstellung ist der cDNA 

Gehalt der Proben nahezu identisch, so dass im 2. Schritt die Höhe der IA-2 Expression 

direkt verglichen werden konnte. 

 
Abbildung 2.6: Definition von Boehringer Light Unit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Boehringer Light Unit (BLU) ist eine relative Lichteinheit, die sich aus dem Integral der 
Lichtintensität unter der Meßkurve ergibt. Sie stellt somit die densitometrische Bestimmung der 
Bandenintensität dar. Gemessen wird diese Intensität mit dem Lumi Imager. 
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Anschließend erfolgt die Berechnung der IA-2 Expression durch Bestimmung des 

Stimulationsfaktors: 

 
(2) IA-2 cDNA stimuliert (BLU)    IA-2  cDNA Basal (BLU) 

                                IA-2 KF stimuliert (BLU)          IA-2 KF Basal (BLU) 
 

 

 
2.2.8 Analyse der Regulation der IA-2 mRNA Expression 

 

Wie bereits in der Einleitung beschrieben ist das Autoantigen IA-2 in den Insulin-

sekretionsgranula und sekretorischen Granula verschiedener neuroendokriner Zellen 

lokalisiert. Die Bedeutung von IA-2 für Betazellen und die Regulation von IA-2 war bisher 

weitgehend unbekannt. Um die Regulation von IA-2 zu analysieren, wurden Inselzellen 

mit ausgewählten Stimulantien behandelt. Die Konzentrationen waren aus 

vorausgehenden Studien so gewählt, dass ein signifikanter Effekt auf die Betazellfunktion 

zu erwarten war und toxische Effekte ausgeschlossen werden konnten. Nach Abschluss 

der Stimulationsphase wurde die Vitalität der Zellen mittels der Trypanblaufärbung 

überprüft. Dabei konnte in allen Experimenten > 95% der Zellen als vital identifiziert 

werden. 

 
 
2.2.8.1 cAMP und PKC Signaltransduktionskaskade 
 

Zyklisches AMP, Kalziuminonen, Phosphoinositol Metaboliten (Inositoltriphosphat und 

Diacylglycerol) und Arachidonsäure fungieren als intrazelluläre Signalboten für die 

Regulation der Insulinsekretion. Sie haben außerdem Bedeutung bei Kontrolle der 

Zellteilung und Proliferation von Inselzellen. 

Unsere Untersuchungen zur Regulation der IA-2 mRNA Expression beschränkten sich 

auf die cAMP und PKC Signaltransduktionskaskade. Verwendet wurden Forskolin, IBMX 

und PMA. 

 

Forskolin (7ß-Acetoxy-1α, 6ß, 9α-trihydroxy-8,13-epoxy-labd-14-en-11-on) ist ein 

gefäßerweiterendes und blutsenkendes Diterpenoid (C22H34O7) aus der indischen 

Heilpflanze Coleus forskolii. Seine Wirkung beruht auf einer Stimulierung der Adenylat-

zyklase, was zu einem direkten Anstieg der intrazellulären Konzentration an cAMP führt.  
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Das IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthine) ist ein Methylxanthinderivat. Es ist ein indirekter 

cAMP Agonist, indem es die Phosphodiesterase und damit den Abbau von cAMP 

hemmt.  

 

Der Phorbolester PMA (Phorbol 12 Mystristate13-Acetate) aktiviert bei kurzen 

Inkubationszeiten (bis 16 Stunden) durch seine Ähnlichkeit zu Diacylglycerin die 

Proteinkinase C. Bei längerer Inkubationszeit wird die Proteinkinase C gehemmt.  

 

Zur Stimulierung mit Forskolin, IBMX und PMA wurden INS-1 Zellen für 3 Tage im 

basalen Komplettmedium kultiviert. Anschließend wurden die Zellen in 3 ml frischem 

Komplettmedium und Forskolin (10 µmol/l), 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) (100 

µmol/l) oder Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) (1 µmol/l) für 6 – 48 Stunden 

stimuliert. 

 

 
2.2.8.2 Regulation der IA-2 Expression durch Glukose und Hormone 

 

Um den Einfluss von metabolischen und hormonellen Stimulantien auf die IA-2 

Expression zu untersuchen, wurden INS-1 Zellen mit Glukose (10, 15 und 21 mmol/l, 6 h 

- 144 h), Glukagon (1 und 10 µmol/l, 24 h) und Somatostatin (S-14) (1 und 10 µmol/l, 24 - 

48 h) behandelt.  

 

Das Glukagon, ein Peptidhormon mit 29 Aminosäuren, ist der direkte Gegenspieler des 

Insulins und wird in den Alphazellen der Langerhans`schen Inseln synthetisiert.  

Glukagon aktiviert die Adenylatzyklase und vermittelt seine Wirkung hauptsächlich durch 

den cAMP Signalweg. 

 

Somatostatin ist ein Peptidhormon mit 14 (S-14) und 28 Aminosäuren AS (S-28), das in 

den Deltazellen der Langerhans`schen Inseln, im Hypothalamus, zentralem und 

peripherem Nervensystem exprimiert wird. In den Langerhans`schen Inseln wirkt 

Somatostatin über einen parakrinen Mechanismus hemmend auf die Insulin- und 

Glukagonsekretion. Die Bindung von Somatostatin führt zur Aktivierung von 

membrangebundenen G-Proteinen, die die Bildung von cAMP erniedrigen und 

intrazelluläre Kalziumkonzentration reduzieren. 
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2.2.8.3 Einfluss von Sulfonylharnstoff und Diazoxid auf die IA-2 Expression 
 

Es wurde der Einfluss des Sulfonylharnstoffs Glibenclamid (5 µg/ml, 24 und 72 h) und 

Diazoxid (22,5 µg/ml, 24 und 72 h) auf die IA-2 mRNA Expression untersucht, da diese 

beiden Medikamente die Insulinsekretion beeinflussen.  

 

Die oralen Antidiabetika vom Sulfonamid-Typ blockieren die ATP-sensitiven K+ Kanäle. 

Dadurch kommt es zu einem intrazellulären Kalziumeinstrom und zur Insulinsekretion 

aus den Betazellen.  

 

Das Diazoxid bewirkt durch Aktivierung der ATP-sensitiven K+ Kanäle eine Hemmung der 

Insulinsekretion.  

 

2.2.9 Statistik 
 

Für alle Analysen wurden mindestens drei unabhängige Experimente durchgeführt. Die 

Ergebnisse wurden als Mittelwerte ± SD angegeben. Die Signifikanzberechnung erfolgte 

mit dem gepaarten Student` t-Test. Ein Unterschied wurde bei einem p Wert < 0,05 als 

signifikant betrachtet. 
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3 Ergebnisse 

 
3.1 Etablierung und Optimierung der quantitativen kompetitiven RT-PCR 
 

3.1.1 Nachweis der IA-2 mRNA Expression in INS-1 Zellen 
 
Zum Nachweis der IA-2 mRNA Expression in INS-1 Zellen wurden nach Kultivierung der 

Zellen in RPMI 1640 Medium mit 7 mM Glukose die Gesamt-RNA isoliert, mittels der 

reversen Transkriptase die mRNA in cDNA umgeschrieben und anschließend in einem 

Thermozykler amplifiziert. Nach einer Amplifikation von 27 Zyklen bei ß-Aktin und 29 

Zyklen bei IA-2 wurde die PCR Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt. Sowohl die ß-

Aktin als auch die IA-2 mRNA lässt sich bei den ausgewählten optimierten PCR 

Bedingungen in hohen Konzentrationen detektieren. Somit konnte die Untersuchung der 

IA-2 mRNA Expression in INS-1 Zellen durchgeführt werden.  

 
 
Abbildung 3.1: Nachweis der ß-Aktin und IA-2 mRNA Expression in INS-1 Zellen 

M            1           2
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M = 100 bp Marker, Spur 1 = IA-2 (822 bp) und Spur 2 = ß-Aktin (759 bp). Nach der Amplifikation von 
27 PCR-Zyklen (ß-Aktin) und 29 Zyklen (IA-2) konnte die Expression beider Gene in INS-1 Zellen 
nachgewiesen werden. 
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3.1.2 Synthese der internen Standards 
 

Um die Regulation der IA-2 mRNA Expression quantitativ auswerten zu können, wurde 

die quantitative kompetitive RT-PCR etabliert. Abbildung 3.2 zeigt die Kompetitorfrag-

mente nach interner Deletion von 100 bp (IA-2) bzw. 144 bp (ß-Aktin). Die Deletionen 

und der Erhalt der Primerbindungsstellen wurden durch Sequenzierung dokumentiert. 

Nach der Auftrennung im Agarosegel war es möglich die Kompetitorfragmente von der 

Original cDNA zu differenzieren. 

 

Abbildung 3.2: Synthese der internen Standards 
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bp
2027
1500

600

200

700

900

M
 

M = 100 bp Marker, Spur 1 = nur IA-2 cDNA mit einer Länge von 822 bp, Spur 2 = nur IA-2 KF mit 
einer verkürzten Länge von 722 bp, Spur 3 = Koamplifikation von IA-2 cDNA mit dem KF, wobei die 
beiden Fragmente sich um 100 bp voneinander unterscheiden, Spur  4 = nur ß-Aktin cDNA mit einer 
Länge von 759 bp, Spur 5 = nur ß-Aktin KF mit einer Länge von 615 bp und Spur 6 = 
Koamplifikation der ß-Aktin cDNA mit dem KF, Größendifferenz der beiden Fragmente von 144 bp.  
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3.1.3 Einstellung der internen Standards 
 
 
In der quantitativen kompetitiven RT-PCR wurde die zu untersuchende Ziel cDNA 

unbekannter Konzentration mit einem Kontrollfragment bekannter Konzentration 

koamplifiziert.  

 
Abbildung 3.3: Konzentrationsbestimmung der internen Standards 

bp

250

1000

3000

10000

M                     1     2     3   4    5     6    7   8

3361 bpß-Aktin KF + Plasmid
3740 bp IA-2 KF + Plasmid

 
M = 1 kbp Marker, Spur 1 = ß-Aktin KF mit einer Gesamtlänge von 3361 bp, die ermittelte 
Konzentration beträgt 141,25 ng in 4 µl; Spur 2 = IA-2 KF mit einer Gesamtlänge von 3740 bp, die 
hierfür ermittelte Konzentration beträgt 111,24 ng in 4 µl; Spur 3 - 8 Quantifizierungsstandards: 
Spur 3 = 15 ng, Spur 4 = 31 ng, Spur 5 = 63 ng, Spur 6 = 125 ng, Spur 7 = 250 ng und Spur 8 = 500 
ng. 
 
 
Für das IA-2 Kontrollfragment wurde eine Konzentration von 27,81 ng/µl und für das ß-

Aktin Kontrollfragment 35,31 ng/µl berechnet. Nach der im Kapitel 2.2.5.7 beschriebenen 

Formel wurden die Kontrollfragmente zunächst auf 1 fmol/µl verdünnt. Dann erfolgte die 

Erstellung einer Verdünnungsreihe in jeweils 1:10 Verdünnungsschritten. Die verdünnten 

Plasmide wurden in der PCR amplifiziert und das PCR-Produkt geleletrophoretisch 

aufgetrennt (Abb. 3.4). Aufgetragen wurden 1 µl der verdünnten Standards. Dabei 

konnten wir bei einer Konzentration von 10-7 fmol/µl des IA-2 Kontrollfragmentes nach 29 

Zyklen und von 10-6 fmol/µl des ß-Aktin Kontrollfragmentes nach 27 Zyklen PCR-

Amplifikation die gesuchten Banden gerade noch im Agarosegel detektieren. Diese 

Konzentrationen entsprachen gemäß unserer Definition jeweils ein  arbitrary unit (AU). 
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Abbildung 3.4: Einstellung der internen Standards 
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A: M = 100 bp Marker, Spur 1 - 5 ß-Aktin KF Verdünnungsreihe: Spur 1 = 10-2 fmol/µl, Spur 2 = 10-3 
fmol/µl, Spur 3 = 10-4 fmol/µl, Spur 4 = 10-5 fmol/µl, Spur 5 = 10-6 fmol/µl = 1 AU; B: M = 100 bp Marker, 
Spur 1- 5 IA-2 KF Verdünnungsreihe: Spur 1  = 10-3 fmol/µl, Spur 2 = 10-4 fmol/µl, Spur 3 = 10-5 fmol/µl, 
Spur 4 = 10-6 fmol/µl, Spur 5 = 10-7 fmol/µl = 1 AU.  
 
 
 
 
3.1.4 Ermittlung der Plateauphase zur Optimierung der quantitativen RT-PCR 
 
 
Die benötigten Reagenzien für die PCR außer cDNA und Kontrollfragment wurden in 

einem Mastermix zusammen pipettiert und dann in 5 gleichmäßige Proben verteilt. Für 

die ß-Aktin PCR wurde zu jeder der 5 Proben jeweils 1,0 µl der umgeschriebenen cDNA 

und 0,003 fmol ß-Aktin Kontrollfragment zugegeben und dann in einem Thermozyklerlauf 

amplifiziert. Dasselbe Schema wurde ebenfalls für die IA-2 PCR mit 1,0 µl cDNA und 

0,00005 fmol IA-2 Kontrollfragment angewandt. Ab 23 Zyklen bei ß-Aktin und 25 Zyklen 

bei IA-2 wurden in Abständen von jeweils 2 Zyklen die PCR Produkte aus dem 

Thermozykler entnommen und zusammen auf einem Agarosegel aufgetragen. 

 
Das ß-Aktin konnte bereits nach 23 Zyklen nachgewiesen werden, während sich IA-2 als 

spezifisches Gen nur schwach detektieren liess. Als optimaler Amplifikationszyklus 

wurde für die ß-Aktin PCR 27 Zyklen und für die IA-2 PCR 29 Zyklen ausgewählt, da 

sowohl cDNA als auch Kontrollfragment in diesem Bereich sich noch exponentiell 

amplifizieren lassen und die Expression beider Gene deutlich detektiert werden konnte.  
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Mit zunehmender Zyklenzahl, nämlich ab 31 Zyklen konnte insbesondere für die IA-2 

PCR eine Plateauphase beobachtet werden, bei dem Template und Kontrollfragment 

nicht mehr exponentiell amplifiziert werden konnten.  

Für die ß-Aktin PCR wurde die Plateauphase bei mehr 31 Zyklen noch nicht erreicht. Da 

aber die ß-Aktin PCR bereits bei 27 Zyklen optimale Amplikationsraten ergab, wurde 

darauf verzichtet, die tatsächliche Plateauphase zu ermitteln. 

 
 

Abbildung 3.5: PCR zur Ermittlung der Plateauphase 
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M = Marker, Spur 1 - 5 in A: ß-Aktin PCR mit 23, 25, 27, 29 und 31 Zyklen, Spur 1 - 5 in B: IA-2 PCR 
mit 25, 27, 29, 31 und 33 Zyklen. Das ß-Aktin Gen ist nach einer Amplifikation von 23 Zyklen bereits 
in hohen Konzentrationen nachzuweisen und lässt sich nach 29 Zyklen immer noch exponentiell 
amplifizieren. Das IA-2 Gen lässt sich nach 25 Zyklen nur schwach detektieren und erreicht nach 31 
PCR-Zyklen eine Sättigung.  
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung zur Plateauphasenermittlung 
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A: ß-Aktin und B: IA-2. Die x-Achse gibt die Amplifikationszyklen an. Auf der y-Achse aufgetragen 
sind die densitometrischen Bestimmung der Bandenintensität dargestellt in Boehringer Light Units 
(BLU) gemessen mit einem Lumi Imager.  
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3.2 Regulation der IA-2 mRNA Expression 
 
3.2.1 Untersuchung der an der IA-2 mRNA Expression beteiligten 
         Signaltransduktionswege 
 
Um den Einfluss von cAMP und PKC auf die IA-2 mRNA Expression zu untersuchen, 

wurden INS-1 Zellen für 3 Tage mit basalem Komplettmedium (Kapitel 2.2.8.1) kultiviert 

und dann mit 10 µmol/l Forskolin, 100 µmol/l IBMX oder 1 µmol/l PMA stimuliert.  

 
Zunächst wurde die Zeitabhängigkeit der Stimulation mit Forskolin überprüft. Nach 

Stimulierung der INS-1 Zellen mit 10 µmol/l Forskolin konnte nach 6 Stunden keine 

Steigerung der IA-2 mRNA Expression beobachtet werden. Nach einer Inkubationszeit 

von 24 Stunden fand sich ein signifikanter Anstieg der IA-2 mRNA Expression (451 ± 

85%, p < 0,001). Um die Expressionsveränderungen über 48 Stunden zu analysieren, 

wurde nach einer 24-stündigen Inkubationsphase der Zellüberstand verworfen und die 

Zellen mit 3 ml frischem basalem Medium und 10 µmol/l Forskolin für weitere 24 Stunden 

stimuliert. Die Stimulierung der Zellen über 48 Stunden zeigte keine weiteren 

wesentlichen Verstärkung der IA-2 mRNA Expression im Vergleich zu der 24-stündigen 

Stimulation (528 ± 67%).  

 
Abbildung 3.7: Zeitabhängige Stimulierung der IA-2 mRNA Expression durch Forskolin 

BasalBasal Basal

BasalBasalBasal 6h 48h24h

ß-Aktin

KF

48h24h6h cDNA Verdünnungsreihe

IA-2

KF

A.1                               A.2                           A.3     

B.1                               B.2                           B.3    

 
A: Einstellung der Proben auf den gleichen ß-Aktin Gehalt. B: Zeitabhängige Stimulierung der IA-2 
mRNA Expression durch 10 µmol/l Forskolin. B. 3: Nach Verdünnung der cDNA Probe bei gleicher 
Konzentration der Kontrollfragmente kann die genaue Konzentration des IA-2 mRNA Gehalts 
ermittelt werden. Nach 6 Stunden Inkubation konnte keine Steigerung der IA-2 mRNA Expression 
beobachtet werden (B.1; Faktor 1,03). Nach 24 Stunden war der Stimulationseffekt 4,93-fach (B.2). 
Die Stimulierung der INS-1 Zellen über 48 Stunden ergab eine Steigerung der IA-2 mRNA 
Expression um den Faktor 5,4 (B.3).  
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Abbildung 3.8: Quantifizierung der zeitabhängigen Stimulierung der IA-2 mRNA 
Expression nach Behandlung mit Forskolin 
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Stimulierung der IA-2 mRNA Expression bei INS-1 Zellen mit 10 µmol/l Forskolin über 6, 24 und 48 
Stunden. Hochsignifikante Stimulierung der IA-2 mRNA Expression nach 24 und 48 Stunden 
Stimulation mit 10 µmol/l Forskolin.  
(Anzahl der Versuche: n = 3); ** p < 0,001 vs Basal 
 
 
 
Um diesen Wirkmechanismus der IA-2 mRNA Expression über den second Messenger 

cAMP weiter zu verfolgen, wurden INS-1 Zellen über 24 Stunden mit 100 µmol/l IBMX 

stimuliert. Auch das IBMX führte zu einer hochsignifikanten Steigerung der IA-2 mRNA 

Expression (338 ± 86%, p < 0,01).  

 

Abbildung 3.9: Stimulierung der IA-2 mRNA Expression durch IBMX 
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A: Justierung der Proben auf den gleichen cDNA Gehalt mit ß-Aktin. B: IA-2 mRNA Expression 
Analyse. Nach Stimulierung der INS-1 Zellen mit 100 µmol/l IBMX über 24 Stunden konnte eine 
Hochregulierung der IA-2 mRNA Expression um das 3,45-fache beobachtet werden.  
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Abbildung 3.10: Quantifizierung der IA-2 mRNA Expression nach Behandlung mit IBMX 
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Stimulierung der IA-2 mRNA Expression in INS-1 Zellen nach Inkubation mit 100 µmol/l IBMX über 
24 Stunden. 
(Anzahl der Versuche: n = 3); * p < 0,01 vs Basal 
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Zur Überprüfung der PKC Effekte auf die IA-2 mRNA Expression wurden INS-1 Zellen 

mit 1 µmol/l PMA über verschiedene Zeitperioden stimuliert. Nach einer Inkubationszeit 

von 6 Stunden konnten keine Veränderungen der IA-2 mRNA Expression beobachtet 

werden (80 ± 23%). Nach Stimulierung der INS-1 Zellen über 24 und 48 Stunden kam es 

zu einer signifikanten Hemmung der IA-2 mRNA Expression (57 ± 24% und 52 ± 19%; p 

< 0,05).  

 

Abbildung 3.11: Zeitabhängige Hemmung der IA-2 mRNA Expression durch PMA 
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A: Justierung der Proben mit ß-Aktin auf den gleichen cDNA Gehalt. B: IA-2 mRNA Expression 
Analyse. 
Nach 6 Stunden Inkubation konnte keine Hemmung der Expression beobachtet werden (Faktor 
0,96; B.1). Die Inkubation über 24 bzw. 48 Stunden führte zu einer Hemmung der IA-2 mRNA 
Expression um den Faktor 0,59 (B.2) bzw. 0,51 (B.3). 
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Abbildung 3.12: Quantifizierung der zeitabhängigen Hemmung der IA-2 mRNA Expres-
sion nach Behandlung mit PMA 
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Die Behandlung der INS-1 Zellen mit 1 µmol/l PMA über 6, 24 und 48 Stunden führte zur Hemmung 
der IA-2 mRNA Expression nach einer 24-stündigen Inkubation. 
(Anzahl der Versuche: n = 3); * p < 0,05 vs Basal 
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3.2.2 Regulation der IA-2 mRNA Expression in Ratten Inseln 
 
Um zu überprüfen, ob sich die Effekte, die sich bei INS-1 Zellen zeigen, auch bei primär 

isolierten Inseln nachweisen lassen, wurden Ratten Inseln  mit dem stärksten Stimulator, 

nämlich dem Forskolin, behandelt. Nach Isolierung der Inseln aus dem Pankreas wurden 

sie für 24 Stunden im basalem Komplettmedium mit 7 mM Glukose kultiviert und dann 

mit 10 µmol/l Forskolin für 24 Stunden stimuliert.  

Das Forskolin führte nicht nur bei den INS-1 Zellen zu einer Hochregulierung der IA-2 

Expression, sondern stimulierte auch bei den frisch isolierten Inseln die IA-2 mRNA 

Genexpression (268 ± 46%, p < 0,05). 

 
Abbildung 3.13: IA-2 mRNA Expression durch Forskolin in Ratten Inseln 
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A: Justierung der Probe mit ß-Aktin auf den gleichen cDNA Gehalt. B: Analyse der IA-2 mRNA 
Genexpression. 
Nach einer 24-stündigen Inkubation der Inseln mit 10 µmol/l Forskolin konnte eine Steigerung der 
IA-2 mRNA Expression um den Faktor 2,45 beobachtet werden. 

 
Abbildung 3.14: Quantifizierung der IA-2 mRNA Expression nach Behandlung mit 
Forskolin in Ratten Inseln 
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Stimulierung der IA-2 mRNA Expression nach Behandlung mit 10 µmol/l Forskolin über 24 Stunden 
in Ratten Inseln. (Anzahl der Versuche: n = 3); * p < 0,05 vs Basal 
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3.2.3 Vergleich der quantitativen kompetitiven RT-PCR mit dem Northern Blot  
 
Eine bewährte konventionelle Methode zur Nachweis spezifischer mRNAs ist der 

Northern Blot. Um die Spezifität der kompetitiven RT-PCR zu prüfen, wurden die 

Ergebnisse mit dem Northern Blot verglichen.  

Die INS-1 Zellen wurden mit 10 µmol/l Forskolin oder 1 µmol/l PMA über 24 Stunden 

stimuliert und die IA-2 mRNA Expression mittels Northern Blot und kompetitive RT-PCR 

detektiert. Die Stimulierung der INS-1 Zellen mit 10 µmol/l Forskolin über 24 Stunden 

führte zur Hochregulierung der IA-2 mRNA Expression (451 ± 85%, quantitative 

kompetitive RT-PCR bzw. 501 ± 79%, Northern Blot Analyse). Nach Behandlung der 

INS-1 Zellen mit 1 µmol/l PMA über 24 Stunden konnte eine Hemmung der IA-2 mRNA 

Expression beobachtet (57 ± 24%, quantitative kompetitive RT-PCR bzw. 62 ± 19%, 

Northern Blot Analyse) werden. 

 

     Abbildung 3.15: Quantitative RT-PCR            Abbildung 3.16: Northern Blot Analyse

A B

Basal Forskolin               Basal    PMA

Basal Forskolin                Basal       PMA

IA-2

KF

KF

ß-Aktin

Basal Forskolin         Basal    PMA

A B

28 S

18 S

IA-2

ß-Aktin

A: Stimulierung mit Forskolin. B: Stimulierung mit PMA. Die Stimulierung der INS-1 Zellen mit 10 
µmol/l Forskolin über 24 Stunden führte zu einer Hochregulierung der IA-2 Expression durch 
kompetitive RT-PCR um den Faktor 4,9 (Abb. 3.15, A) bzw. durch Northern Blot Analyse um den 
Faktor 5,18 (Abb. 3.16, A). Die Kultivierung der Zellen mit 1 µmol/l PMA über 24 Stunden ergab eine 
Hemmung der IA-2 mRNA Expression durch kompetitive RT-PCR um den Faktor 0,59 (Abb. 3.15, B) 
bzw. durch Northern Blot Analyse um den Faktor 0,7 (Abb. 3.15, B).  
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Abbildung 3.17: Quantifizierung der IA-2 mRNA Expression mittels quantitativer 
kompetitiver RT-PCR und Northern Blot Analyse 
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Vergleich der IA-2 mRNA Expressionsanalyse mittels quantitativer kompetitiver RT-PCR und 
Northern Blot Analyse nach Stimulierung der INS-1 Zelllinie mit 10 µmol/l Forskolin und 1 µmol/l 
PMA über 24 Stunden. 
(Anzahl der Versuche: n = 3); * p < 0,05 (PMA) bzw. ** p < 0,001 (Forskolin) vs Basal 

 

 

3.2.4 Regulation der IA-2 mRNA Expression durch Glukose 
 
Der erhöhte Blutglukosespiegel stellt in vivo den zentralen Reiz für die Insulinsekretion in 

der Betazelle dar. Um den Einfluss von Glukose auf die IA-2 mRNA Expression und 

Insulinsekretion zu untersuchen, wurden INS-1 Zellen mit unterschiedlichen 

Glukosekonzentrationen über 24 - 144 Stunden stimuliert. 

Die Stimulierung der IA-2 mRNA Expression durch Glukose weist sowohl eine Zeit- als 

auch Konzentrationsabhängigkeit auf. Nach einer Kurzzeitinkubation der Zellen über 24 

Stunden mit 21 mmol/l Glukose lassen sich keine Veränderungen der Genexpression 

beobachten (103 ± 18%) , während die Behandlung der Zellen über 72 Stunden zu einer 

diskreten Erhöhung der IA-2 mRNA Spiegel führte (145 ± 47%). Der maximale Anstieg 

der IA-2 mRNA Expression konnte nach 144 Stunden erreicht werden (285 ± 68%, p < 

0,05). Eine anschließende Inkubation der INS-1 Zellen für weitere 48 Stunden 

(Gesamtdauer von 192 Stunden) mit 7 mmol/l Glukose normalisiert wieder den IA-2 

mRNA Spiegel (120 ± 21%). 
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Abbildung 3.18: Zeitabhängige Stimulierung der IA-2 Expression durch Glukose 
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A: Justierung der Proben mit ß-Aktin auf den gleichen cDNA Gehalt. B: IA-2 mRNA Genexpression 
Analyse. Nach einer 24-stündigen Stimulierung der INS-1 Zellen mit 21 mmol/l Glukose konnte 
keine Steigerung der Genexpression beobachtet werden. Die Stimulierung der Zellen über 72 Stun-
den führte zu einer diskreten Hochregulation der Genexpression um den Faktor 1,4 (B.2). Die 
maximale Stimulierung (3,13-fach) konnte nach der Langzeitinkubation von 144 Stunden beob-
achtet werden (B.3). Eine anschließende Inkubation für 48 h mit 7 mmol/l Glukose führte wieder zur 
Normalisierung des mRNA Spiegels (B.4; Faktor 1,1). 

 

Abbildung 3.19: Quantifizierung der zeitabhängigen Stimulierung der IA-2 mRNA 
Expression nach Behandlung mit Glukose 
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Stimulierung der INS-1 Zellen mit 21 mmol/l Glukose über 24, 72 und 144 Stunden führte zur 
Hochregulierung der IA-2 mRNA Expression. Eine anschließende Inkubation der INS-1 Zellen für 
weitere 48 Stunden mit 7 mmol/l Glukose normalisierte wieder den IA-2 mRNA Spiegel.  
(Anzahl der Versuche: n = 3); * p < 0,05 vs Basal 
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Die Stimulierung der IA-2 mRNA Expression ist nicht nur zeit-, sondern auch 

konzentrationsabhängig. Die Stimulierung der INS-1 Zellen mit niedrigeren Glukose-

konzentrationen (10 und 15 mmol/l) führte zu einer signifikanten Hochregulierung der IA-

2 mRNA Expression nach 6 Tagen. Nach Stimulierung der Zellen mit 10 mmol/l Glukose 

war eine geringe Erhöhung der Expression zu beobachten (114 ± 21%). Eine signifikante 

Hochregulation der IA-2 mRNA Expression wurde nach Stimulierung mit 15 mmol/l 

Glukose registriert (172 ± 26%, p < 0,05). Die maximale Stimulierung konnte nach 

Behandlung der INS-1 Zellen mit 21 mmol/l Glukose während einer Langzeitinkubation 

über 6 Tage beobachtet werden. 

 

Abbildung 3.20: Konzentrationsabhängige Stimulierung der IA-2 mRNA Expression durch 
Glukose 
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A: Justierung der Probe mit ß-Aktin auf den gleichen cDNA Gehalt.  
B: IA-2 mRNA Genexpression Analyse. B.2: Nach Verdünnung der cDNA Probe bei gleicher 
Konzentration der Kontrollfragmente kann die genaue Konzentration des IA-2 mRNA Gehalts 
ermittelt werden.  
Nach Stimulierung der INS-1 Zellen über 6 Tage mit 10 mmol/l Glukose konnte keine Steigerung der 
IA-2 mRNA Expression beobachtet werden (1,14 fach). Die Behandlung der INS-1 Zellen  mit 15 
mmol/l Glukose führte zu einer 2,13 fachen Erhöhung der Genexpression. Die maximale 
Stimulierung der IA-2 mRNA Expression um den Faktor 2,8  konnte nach Kultivierung mit 21 mmol/l 
Glukose festgestellt werden.  
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Abbildung 3.21: Quantifizierung der konzentrationsabhängigen Stimulierung der IA-2 
mRNA Expression nach Behandlung mit Glukose 
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Stimulierung der INS-1 Zellen mit 10, 15 und 21 mmol/l Glukose über 6 Tage stimuliert die IA-2 
mRNA Expression. 
(Anzahl der Versuche: n = 3); * p < 0,05 vs Basal 
 

 

 
 
 
3.2.5 Einfluss von endokrinen Faktoren auf den IA-2 mRNA Spiegel 
 
Um den Einfluss von Hormonen auf die IA-2 mRNA Expression zu analysieren, wurden 

INS-1 Zellen über 24 bis 48 Stunden mit Glukagon und Somatostatin stimuliert. Die 

Behandlung der Zellen mit 1 µmol/l Glukagon über 24 und 48 Stunden führte zur 

Stimulierung der IA-2 mRNA Expression (24 Stunden: 190 ± 35%, p < 0,05; 48 Stunden: 

210 ± 38%, p < 0,05). Die Behandlung der Zellen über 48 Stunden mit 1 µmol/l als auch 

mit 10 µmol/l zeigte keine signifikanten Unterschiede zu der Stimulierung mit 1 µmol/l 

über 24 Stunden. 
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Abbildung 3.22: Stimulierung der IA-2 mRNA Expression durch Glukagon        
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B.1                                     B.2
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A: Justierung der Proben mit ß-Aktin auf den gleichen cDNA Gehalt. B: IA-2 mRNA Genexpression 
Analyse. Die Behandlung der INS-1 Zellen mit 1 µmol/l Glukagon über 24 Stunden führte zur 
Steigerung der mRNA Expression um den Faktor 1,86 (B.1). Eine Kultivierung der Zellen über 48 
Stunden führte zur Stimulation der IA-2 mRNA Expression um den Faktor 1,96 (B.2). 

 
Abbildung 3.23: Quantifizierung der IA-2 mRNA Expression nach Behandlung mit 
Glukagon 
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Stimulierung von INS-1 Zellen mit 10 µmol/l Glukagon über 24 und 48 Stunden führte zur 
Hochregulierung der IA-2 mRNA Expression. 
(Anzahl der Versuche: n = 3); * p < 0,05 vs Basal 
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Im Gegensatz zu Glukagon läßt sich nach Behandlung der Zellen mit 1 oder 10 µmol/l 

Somatostatin sowohl über 24 Stunden (98 ± 13%) als auch über 48 Stunden (95 ± 10%) 

kein Unterschied zu den unstimulierten INS-1 Zellen feststellen. 

 
Abbildung 3.24: IA-2 mRNA Expression nach Behandlung mit Somatostatin 
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A: Justierung der Proben mit ß-Aktin auf den gleichen cDNA Gehalt. B: IA-2 mRNA Genexpression 
Analyse. Eine Inkubation der Zellen über 24 und 48 Stunden ergab keine Änderung der IA-2 mRNA 
Spiegel (B.1: 1,02) bzw. (B.2: 0,99). 
 

Abbildung 3.25: Quantifizierung der IA-2 mRNA Expression durch Somatostatin 
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Die Stimulierung der INS-1 Zellen über 24 Stunden als auch über 48 Stunden führte zu keiner 
Änderung der IA-2 mRNA Spiegel im Vergleich zu basal unstimulierten Zellen.  
(Anzahl der Versuche: n = 3) 
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3.2.6 Einfluss von Glibenclamid und Diazoxid auf die IA-2 mRNA Expression 
 
Um den Einfluss von Antidiabetika auf die IA-2 mRNA Expression zu untersuchen, 

wurden INS-1 Zellen mit dem Sulfonylharnstoff Glibenclamid (5 µg/ml) sowohl über 24 

als auch über 72 Stunden stimuliert. Das Glibenclamid führte nach 24 Stunden (96 ± 

18%) als auch nach 72 Stunden (105 ± 22%) Inkubation zu keinen Veränderungen der 

IA-2 Genexpression. 

 
Abbildung 3.26: Einfluss von Glibenclamid auf die IA-2 mRNA Konzentration 
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A: Justierung der Proben mit ß-Aktin auf den gleichen cDNA Gehalt. B: IA-2 mRNA Genexpression 
Analyse.  
Nach Behandlung der INS-1 Zellen mit 5 µg/ml Glibenclamid über 24 Stunden liegt der IA-2 mRNA 
Spiegel bei dem Faktor 1,04 und nach 72 Stunden 0,93 im Vergleich zu den unstimulierten Zellen.  
 

 
Abbildung 3.27: Quantifizierung der IA-2 mRNA Expression nach Behandlung mit 
Glibenclamid 
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Stimulation der INS-1 Zellen mit 5 µg/ml Glibenclamid über 24 und 72 Stunden.  
(Anzahl der Versuche: n = 3) 
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Ebenfalls wurde der Effekt von Diazoxid ausgetestet. Auch hier konnte nach Stimulierung 

der INS-1 Zellen mit 22,5 µg/ml über 24 Stunden (94 ± 20%) als auch 72 Stunden (96 ± 

23%) kein Unterschied in der IA-2 mRNA Expression im Vergleich zu den unstimulierten 

Zellen beobachtet werden. Auch die Kostimulierung von  Diazoxid mit 15 mmol/l Glukose 

über 24 Stunden führte nicht zu einer Änderung der IA-2 mRNA Expression.  

 
Abbildung 3.28: Einfluss von Diazoxid auf den IA-2 mRNA Spiegel 
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A: Justierung der Proben mit ß-Aktin auf den gleichen cDNA Gehalt. B: IA-2 mRNA Genexpression 
Analyse. Die Behandlung der INS-1 Zellen mit 22,5 µg/ml Diazoxid über 24 Stunden führte zu einem 
mRNA Spiegel von 1,04 (B.1) und eine Inkubation über 72 Stunden zu einem Spiegel von 1,03 (B.2) 
gegenüber den unstimulierten Zellen. 
 

Abbildung 3.29: Quantifizierung der IA-2 mRNA Expression nach Behandlung mit 
Diazoxid 
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Stimulierung der INS-1 Zellen mit 22,5 µg/ml über 24 Stunden als auch 72 Stunden ergaben keinen 
Unterschied der IA-2 mRNA Expression im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. 
(Anzahl der Versuche: n = 3) 
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3.3 Vergleich der Stimulation der IA-2 mRNA Expression mit der Insulinsekretion 

 

Abbildung 3.30 zeigt den Vergleich der verschiedenen Stimulationen auf die IA-2 

Genexpression.  

Die höchste Stimulierung der IA-2 mRNA Expression war nach Behandlung der INS-1 

Zellen mit 10 µmol/l Forskolin und 100 µmol/l IBMX zu beobachten.  

PMA führte zu einer Hemmung der IA-2 mRNA Expression. 

 
Abbildung 3.30: Regulation der IA-2 mRNA Expression 
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Zusammenfassung der wichtigsten Effekte auf die Regulation der IA-2 mRNA Expression. 
Aufgetragen auf der x-Achse die verschiedenen Versuchsreihen mit Forskolin (10 µmol/l, 6 - 48 h), 
IBMX (100 µmol/l, 24 h), PMA (1 µmol/l, 6 – 48 h), Glukose (10 und 21 mmol/l, 144 h), Glukagon 
(GL)(1 und 10 µmol/l, 24 h) und Somatostatin (SO)(1 und 10 µmol/l, 24 h) und auf der y-Achse den 
IA-2 mRNA Gehalt in % im Vergleich zu den unstimulierten Zellen.  
(Anzahl der Versuche: n = 3); * p < 0,05 bzw. ** p < 0,001 vs Basal 
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Um parallel zur mRNA Analyse die Insulinsekretion der INS-1 Zellen zu überprüfen, 

wurde vor der RNA Isolierung unmittelbar nach der Stimulationsphase der Zellmedi-

umüberstand entnommen und bei -80° bis zur Durchführung der Insulinmessung 

eingefroren.  

Die Bestimmung der Insulinakkumulation erfolgte mit einem von Linco Research 

angebotenen Rat Insulin RIA (Radioimmunoassay) Kit (Abschnitt 2.2.3). Die Bestimmung 

der Insulinkonzentration erlaubt ein Rückschluss über die Korrelation zwischen der 

Insulinsekretion und der IA-2 mRNA Expression.  

 

Abbildung 3.31: Insulinsekretion bei INS-1 Zellen 
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Auf der x-Achse aufgetragen sind die verschiedenen Versuchsreihen mit Forskolin (10 µmol/l, 24 h), 
IBMX (100 µmol/l, 24 h), PMA (1 µmol/l, 24 h), Glukose (21 mmol/l, 24 – 144 h), Glukagon (1 und 10 
µmo/l, 24 h), Somatostatin (1 und 10 µmol/l, 24 h) und auf der y-Achse die Insulinakkumulation bei 3 
x 105 INS-1 Zellen pro ml Medium.  
(Anzahl der Versuche = 3); ** p < 0,001 bzw. * p < 0,05 vs Basal 
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Die basalen Werte der Insulinsekretion im Zellüberstand bei 3 x 105/ml Zellen lagen bei 

260 ± 50 ng Insulin pro ml Medium. Hochsignifikante Veränderungen der Insulinsekretion 

konnten nach Stimulierung der INS-1 Zellen mit 10 µmol/l Forskolin über 24 Stunden 

(2556 ± 539 ng/ml), 100 µmol/l IBMX über 24 Stunden (1596 ± 419 ng/ml), 1 µmol/l PMA 

über 24 Stunden (853 ± 170 ng/ml) und sowohl 1 µmol/l Glukagon (1445 ± 470 ng/ml) als 

auch 10 µmol/l Glukagon (1880 ± 510 ng/ml) über 24 Stunden beobachtet werden. 

 

Im Gegensatz zu der Behandlung mit 21 mmol/l Glukose über 24 Stunden (502 ± 48 

ng/ml), die zu einer deutlichen Hochregulation der Insulinsekretion führte, lässt sich eine 

signifikante Hemmung der Insulinsekretion nach einer Langzeitinkubation der INS-1 

Zellen mit 21 mmol/l Glukose über 144 Stunden (132 ± 56 ng/ml) beobachten (p < 0,05). 

Zu diesem Zeitpunkt erlangte die IA-2 mRNA Expression ihre höchsten Werte. 

 

Nicht signifikante Veränderungen der Insulinsekretion konnten nach Behandlung der 

INS-1 Zellen mit 21 mmol/l Glukose über 72 Stunden (327 ± 73 ng/ml), und 1 µmol/l 

Somatostatin (226 ± 48 ng/ml) als auch mit 10 µmol/l Somatostatin (201 ± 34 ng/ml) über 

24 Stunden beobachtet werden. 
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4 Diskussion 

 
Die Tyrosinphosphatase IA-2 gehört neben Insulin und dem Enzym GAD zu den 

wichtigsten Autoantigenen beim Typ 1 Diabetes (Wasmeier et al.,1996, Lan et al., 1994, 

Lu et al., 1996). IA-2 wird in Neuronen des Zentralnervensystem, in der Hypophyse, in 

den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarkes und in den Betazellen der 

Langerhans`schen Inseln exprimiert (Lan et al., 1994). Während die humorale und 

zelluläre Immunreaktion in zahlreichen Studien bereits gut untersucht wurde ist (Schranz, 

1998), ist über die biologische Funktion des Antigens nur wenig bekannt. Daher war es 

das Ziel der Studie, Mechanismen der Regulation der IA-2 Genexpression in Betazellen 

zu untersuchen. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass der cAMP und der PKC 

Signaltransduktionsweg die mRNA Expression von IA-2 steuert. Glukagon, welches zu 

einer Erhöhung des intrazellulären cAMP Spiegels führt, wurde als physiologischer 

Stimulator der IA-2 Expression identifiziert. Darüber hinaus wurde ein signifikanter zeit- 

und konzentrationsabhängiger Effekt von Glukose nachgewiesen. 

 

Da IA-2 nur in geringer Konzentration in den Langerhans`schen Inseln und in 

Insulinomazellen exprimiert ist (Christie et al., 1990), war es zunächst notwendig, eine 

sehr sensitive Methode zur Quantifizierung der IA-2 mRNA Spiegel zu etablieren. 

Gewählt wurde die kompetitive RT-PCR, bei der die Amplifizierung der cDNA Proben mit 

einem Kompetitorfragment bekannter Konzentration konkurriert, so dass die Ergebnisse 

quantifiziert werden konnten. Die kompetitive RT-PCR ist eine sehr sensitive Methode, 

die bisher unter anderem zum Nachweis von Matrixmetalloproteinase 1 (MMP-1) mRNA 

in humanen Thyreozyten und für Onkogenexpressionsanalysen verwendet worden ist 

(Aust et al., 1997; Scheuermann und Bauer, 1993). Bei optimierten PCR Bedingungen 

lag die Nachweisgrenze für IA-2 bei 10-7 fmol/µl (29 Zyklen) und ß-Aktin bei 10-6 fmol/µl 

(27 Zyklen). Mit dieser Technik war erstmals eine Methode verfügbar, kleine Änderungen 

der IA-2 mRNA Spiegel zu erfassen. Im direkten Vergleich mit Northern Blot Analysen 

konnte die Spezifität und die hohe Sensitivität der kompetitiven RT-PCR zum Nachweis 

von β-Aktin und IA-2 mRNA bestätigt werden.  
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Für die vorliegenden Untersuchungen wurden INS-1 Zellen ausgewählt, da in diesen 

Zellen im Gegensatz zu vielen anderen Insulinomazellen die Glukosesensitivität partiell 

erhalten ist und IA-2 exprimiert wird (Wollheim et al., 1990). Die INS-1 Zellen sind daher 

ein häufig verwendetes Modell für Betazellen. Mit INS-1 Zellen wurden von 

verschiedenen Arbeitsgruppen zahlreiche Untersuchungen zur Wirkung von 

metabolischen und hormonellen Faktoren sowie Studien zur Genexpression 

betazellspezifischer Proteine durchgeführt (Asfari et al., 1992; Brun et al., 1993; Susini et 

al., 1998). 

 

Da IA-2 in den Betazellen in den Insulingranula lokalisiert ist, wurden die zwei second 

Messenger Systeme, cAMP/PKA und die PKC, untersucht, die eine zentrale Rolle in der  

Regulation der Glukose-induzierten Insulinsekretion spielen (Sharp et al., 1979; Prentki 

et al., 1987; Hii et al., 1987; Yaekura et al., 1996). Die Stimulierung der INS-1 Zellen mit 

dem synthetischen cAMP Agonisten Forskolin als auch mit dem 

Phosphodiesterasehemmer IBMX führten nach einer 24-stündigen Inkubationsphase zur 

signifikanten Hochregulierung der IA-2 mRNA Expression. Da beide Substanzen zur 

Erhöhung des intrazellulären cAMP Spiegels führen (Howell et al., 1994), konnte  in der 

vorliegenden Arbeit erstmals die Beteiligung von cAMP an der differentiellen Regulation 

von IA-2 nachgewiesen werden. Diese Befunde konnten mit primär isolierten 

Langerhans´schen Inseln der Ratte bestätigt werden. Der Stimulationseffekt war jedoch 

im Vergleich zu den INS-1 Zellen bei den Inseln auf die Hälfte reduziert. Dieses könnte 

aus der Anwesenheit von pankreatischen Alphazellen resultieren, welche Glukagon 

sezernieren und somit bereits im basalem Zustand die IA-2 mRNA Expression 

stimulieren. Um diese Hypothese zu unterstützen, wurden INS-1 Zellen mit den 

Hormonen Glukagon und Somatostatin behandelt. Glukagon ist ein starker Stimulator der 

Insulinsekretion. Nach Bindung des Hormons an seinem Rezeptor wird die 

Adenylatzyklase aktiviert und es kommt zu einem Anstieg des cAMP Spiegels (Schuit 

und Pipeleers, 1986; Berggren et al., 1994; McDermott und Sharp, 1994). Rezeptoren für 

Glukagon konnten sowohl in INS-1 Zellen als auch in primären pankreatischen 

Betazellen nachwiesen werden (Thorens, 1992; Van Schravendijk et al., 1985; Kawai et 

al., 1995; Kieffer et al., 1996). Die Stimulierung der INS-1 Zellen mit Glukagon führte wie 

Forskolin und IBMX nach einer 24-stündigen Inkubationsphase zur signifikanten 

Erhöhung der IA-2 mRNA Expression. Durch diesen Mechanismus können die  

Unterschiede zwischen den INS-1 Zellen und isolierten Inseln erklärt werden.  



4 Diskussion    Seite 68 

 
Darüber hinaus lassen diese Daten vermuten, dass Glukagon in vivo einen parakrinen 

Effekt auf die IA-2 Genexpression ausübt, der durch cAMP vermittelt wird.  

Während Glukagon die Insulinsekretion von Betazellen fördert, inhibieren andere 

Hormone wie z.B. Somatostatin, Adrenalin und Galanin die Glukose-induzierte 

Insulinfreisetzung (Ashcroft und Ashcroft, 1992; Holst, 1992). Der inhibitorische Effekt 

von Somatostatin beruht auf einer Erniedrigung des cAMP Spiegels verbunden mit einer 

Hyperpolarisation und Abnahme der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration (Berggren 

et al., 1992; Nilsson et al., 1989; Kakei et al., 1994; Zambre et al., 1999). 

Somatostatinrezeptoren (SSRT1-5) konnten in primären Betazellen und Hamster 

Insulinomazellen (HIT) nachgewiesen werden (Mehler et al., 1980, Zambre et al., 1999; 

Zhang et al., 1991; Redmon et al., 1994; Seaquist et al., 1995). In der hier vorliegenden 

Arbeit war sowohl nach einer 24- als auch 72-stündigen Stimulierung der INS-1 Zellen 

keine Veränderung der IA-2 Genexpression zu beobachten. Da im Kulturüberstand 

ebenfalls keine Hemmung der Insulinsekretion nachgewiesen werden konnte, könnte der 

fehlende Somatostatineffekt entweder auf eine Vorstimulation mit zu niedrigen 

Glukosekonzentrationen oder auf die fehlende Expression von Somatostatinrezeptoren 

bzw. einen mutierten Rezeptor in INS-1 Zellen zurückzuführen sein. Dies muss in 

zukünftigen Studien geklärt werden. 

 

Zyklisches AMP fungiert als „second messenger“ zahlreicher Rezeptoren und ist in die 

Glukose-induzierte Ausschüttung des Insulins in Betazellen involviert. Ein hoher 

intrazellulärer cAMP Spiegel aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche ihrerseits die 

Phosphorylierung von intrazellulären Proteinen katalysiert. Durch Aktivierung der PKA 

wird unter anderem die Ca2+ Sensibilisierung (Hellman et al., 1992; Berggren et al., 1992 

und 1994) und Genexpressionsveränderungen vermittelt (Prentki et al., 1987; Lester et 

al., 1997). Die cAMP abhängige Proteinphosphorylierung führt unter anderem zur 

Steigerung der Insulinsekretion durch Schließung von ATP-abhängigen Kaliumkanälen 

und Erhöhung des intrazellulären Kalziumeinstroms (Berggren et al., 1994). Das 

Endresultat ist eine erhöhte Insulinausschüttung, die auf einer beschleunigten Exozytose 

der Insulinsekretionsgranula beruht (Yu et al., 2000). Die von uns beobachtete erhöhte 

Insulinsekretion nach Forskolin-, IBMX- und Glukagonbehandlung ist somit ausreichend 

erklärt. Es bleibt noch zu diskutieren, wie die IA-2 Genexpression durch cAMP vermittelt 

wird.  
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Vor kurzem beschrieb Xie et al. (Xie et al., 1998) mehrere 

Transkriptionsfaktorbindungsstellen in der Promotorregion des IA-2 Gens, unter anderem 

das cAMP response element (CRE), E2F, HSF, YY1 und Sp1. Eine Stimulierung der IA-2 

Genexpression durch Phosphorylierung des „ cAMP response element binding proteins“ 

(CREB) wäre denkbar. Die durch PKA vermittelte Proteinphosphorylierung führt zur 

Translokation von CREB in den Zellkern. Dort bindet CREB an CRE und kann auf diese 

Weise die Genexpression stimulieren (Comb et al., 1986; Hoeffler et al., 1988). Eine 

Alternativmöglichkeit ist eine cAMP-abhängige Stimulierung der Transkriptionsfaktoren 

durch CREM (CRE-Modulatoren). Transkriptionsfaktoren aus der CREB als auch aus der 

CREM-Familie wurden in Betazellen nachgewiesen und sind an der Regulation des 

Insulingens beteiligt (Foulkes und Sassone-Corsi, 1992, Delle et al., 1997; Tamai et al., 

1997; Thorens et al., 1996). Für die genaue Aufklärung der an der IA-2 Regulation 

beteiligten Transkriptionsfaktoren müssen weitere Studien durchgeführt werden. 

 

PKC stellt den zweiten wichtigen Signaltransduktionsweg in Betazellen dar. INS-1 Zellen 

wurden deshalb mit PMA sowohl über 6 als auch 24 Stunden stimuliert. Die 

Kurzinkubation mit Phorbolester führt zur Aktivierung der PKC, während eine 

Langzeitinkubation von mehr als 18 Stunden diese inaktiviert (Hii et al., 1987; 

Arkhammar et al., 1989; Zawalich et al., 1991). Nach Stimulierung der INS-1 Zellen mit 

Phorbolester über 6 Stunden konnten keine Veränderungen in der IA-2 mRNA 

Expression beobachtet werden, während nach Inkubation über 24 Stunden eine 

signifikante Hemmung zu beobachten war. Wir konnten somit eindeutig nachweisen, 

dass die Hemmung/Inaktivierung der PKC die IA-2 mRNA Expression erniedrigt. Offen 

bleibt, ob eine Langzeitaktivierung der PKC die IA-2 mRNA Expression verändern würde. 

Interessant ist der Befund, dass, wie in anderen Studien beschrieben, nach 24 Stunden 

Inkubation von INS-1 Zellen mit PMA die Insulinsekretion gesteigert war (Wollheim und 

Regazzi, 1990; Persaud et al., 1992; Zawalich et al., 1997). Die Unterschiede zwischen 

der erhöhten Insulinsekretion und der inhibierten IA-2 Genexpression deuten darauf hin, 

dass die Regulation der IA-2 Expression in INS-1 Zellen nicht vollständig parallel mit der 

Insulinregulation gekoppelt ist. Im Hinblick auf die sehr komplexen Interaktionen der PKC 

im Zellmetabolismus der Betazellen und der multiplen Isoformen (Liu, 1996; Koya und 

King, 1998; Buchner, 2000), wurde im Rahmen dieser Promotion darauf verzichtet, den 

genauen molekularen Mechanimus der IA-2 Genexpressionshemmung zu klären. 
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Die Transkription des Insulingens und die Insulinsekretion wird in Betazellen durch 

zahlreiche Faktoren wie z. B. Hormone, Neurotransmitter und regulatorische Peptide 

beeinflusst (Ashcroft und Ashcroft, 1992; Redmon et al., 1994; Regazzi et al., 1997). Da 

Glukose den stärksten Reiz für die Insulinsekretion darstellt, wurde der Einfluss von 

Glukose auf die IA-2 mRNA Expression und Insulinsekretion bei INS-1 Zellen überprüft. 

Eine erhöhte Glukosekonzentration führt über eine Erhöhung des zytosolischen 

ATP/ADP-Verhältnis zur Hemmung ATP-abhängiger Kaliumkanäle. Es folgt eine 

Änderung des Membranpotentials, die Öffnung von Kalziumkanälen und ein Anstieg der 

intrazytoplasmatischen Kalziumkonzentration, welche dann die Freisetzung von Insulin 

aktiviert (Cook et al., 1984; Ashchroft et al., 1984; Malaisse, 1992; Ahren, 2000). Neben 

diesem Hauptmechanismus wurde von Gembal die Theorie einer vom Membranpotential 

unabhängigen Kontrolle der Insulinsekretion durch Glukose postuliert (Gembal et al., 

1992 und 1993; Sato und Henquin, 1998). Dieser Mechanismus stellt eine Erklärung für 

die postprandiale biphasiche Insulinsekretion dar (Aizawa et al., 1992). 

 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass Glukose konzentrations- und 

zeitabhängig die IA-2 mRNA Expression in INS-1 Zellen beeinflusst. Erst die 

Stimulierung der INS-1 Zellen ab einer Konzentration von 14 mmol/l Glukose führte 

während einer Langzeitinkubationsphase über 3 Tage zur Steigerung der IA-2 mRNA 

Expression. Ein maximaler Anstieg konnte nach einer Langzeitstimulation der INS-1 

Zellen mit 21 mmol/l Glukose über 6 Tage beobachtet werden. Im Gegensatz zur 

Glukose-induzierten Steigerung der IA-2 mRNA Expression bei chronischer 

Hyperglykämie, konnte ein signifikanter Anstieg der Insulinsekretion bereits nach einer 

Inkubationsphase von 24 Stunden beobachtet werden. Nach 3-tägiger Stimulation der 

INS-1 Zellen war eine deutliche Hemmung der Insulinsekretion zu beobachten, die Ihr 

Maximum nach 6 Tagen erreichte.  

Einflüsse von Glukose auf die Transkription verschiedener Gene wurden in zahlreichen 

Studien beschrieben. Die Expression sogenannter „immediate early growth response“ 

Genen wie z. B. c-fos, junB und Egr-1 werden bereits nach einer sehr kurzen 

Inkubationsphase von 15 bis 30 min mit erhöhter Glukose induziert. Die Stimulation der 

Transkription der immediate early response Genen konnten sowohl in primären Inseln als 

auch in Glukose-sensitiven Betazelllinien wie INS-1 und MIN 6 nachgewiesen werden 

(Josefsen et al., 1999; Brun et al., 1993; Roche et al., 1997). 
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In Betazellen wurden viele in den Glukosemetabolismus involvierte Betazellproteine 

identifiziert, deren Genexpression erst nach 12- bis 24-stündiger Inkubation mit hohen 

Glukosekonzentrationen aktiviert wird (Nielsen et al., 1985; Webb et al., 2000). In 

zahlreichen Studien wurde die verstärkte Expression von Enzymen wie z.B. der 

Glukokinase (Chen et al., 1994), des Glukosetransporters GLUT-2 (Yasuda et al., 1992), 

der Acetyl-CoA-Carboxylase (Brun et al., 1993) und der Pyruvatkinase beschrieben 

(Marie et al., 1993). Diese sind meist, wie auch die „immediate early response“ Gene, an 

der Adaptation an akute und chronische Änderungen der Glukosehömostase beteiligt. 

Die Modulation der Genexpression durch Glukose verläuft über verschiedene 

Mechanismen. Eine Erhöhung der Glukosekonzentration führt zur Dephosphorylierung 

des ubiquitär exprimierten Transkriptionsfaktors Sp1. Die Dephosphorylierung ermöglicht 

eine bessere Konnektion des Transkriptionsfaktors an seine Bindungsregion im Promotor 

der Acetyl-CoA-Carboxylase und vermittelt somit die Glukose-induzierte 

Genexpressionserhöhung (Daniel et al., 1996). Eine andere Möglichkeit der Glukose-

induzierter Genexpressionserhöhung wird über das „glucose response element“ 

vermittelt. Diese bestehen aus zwei sogenannten E-Boxen, die durch 5 bzw. 3 

Basenpaare getrennt sind. Die Glukose-induzierte Aktivierung der Promotoren wird über 

die Bindung von „upstream stimulatory factors“ vermittelt (Diaz-Guerra et al., 1993). Eine 

Glukose-induzierte Stimulierung der Genexpression des Pyruvatkinase- und des 

Glukagongens über das „glucose response element“ konnte nachgewiesen werden 

(Bergot et al., 1992; Portois et al., 1999).  

Es stellt sich die Frage, wie sich die späte Hochregulierung der IA-2 mRNA Expression 

erklären lässt. Es ist bekannt, dass eine Langzeitstimulierung mit Glukose zu einer 

Steigerung der metabolischen Aktivität führt und deutliche trophische Effekte auf primäre 

Inselzellen und INS-1 Zellen ausübt. Die trophischen Effekte bewirken unter anderem 

eine Steigerung der Glukokinaseaktivität, den Glykogenabbau, die Lipogenese, eine 

Steigerung der Zellproliferation und eine Hemmung der Glukose-induzierten 

Insulinausschüttung (Eizirik et al., 1992; Ling et al., 1996; Roche et al., 1998). Ein 

Einfluss der durch Zellproliferation bedingten unterschiedlichen Zellzahl nach 

Langzeitinkubation auf die Ergebnisse der RT-PCR kann in unserer Studie aufgrund der 

erfolgten Normalisierung der cDNA mit Hilfe des Housekeeping Gens ß-Aktin 

ausgeschlossen werden. 
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Ob Sp1 oder andere Betazell-Transkriptionsfaktoren wie z.B. Beta-2, HNF 1α, Cdx-3, 

Lmx-1 oder Isl-1, deren Bindung an A- bzw. E-Boxen im Promotor des Insulingens 

nachgewiesen wurde (Sander und German, 1997), eine Beteiligung auf die Glukose-

induzierte IA-2 mRNA Expression haben, muss noch in weiteren Studien abgeklärt 

werden. Die Promotorregion des Ratten IA-2 Gens wurde noch nicht kloniert, wogegen 

die humane und murine Promotorregion bereits identifiziert ist. Sie enthalten Sp1 

Bindungsstellen sowie mehrere A- und E-Boxen (Xie et al., 1998; Saeki et al., 2000). 

Allerdings sind die vorhandenen E-Boxen zu weit voneinander entfernt, so dass eine 

Vermittlung der IA-2 mRNA Expression über das „glucose response element“ 

unwahrscheinlich erscheint. Es kann spekuliert werden, dass eine hohe 

Glukosekonzentration bisher nicht bekannte Faktoren induziert, die für die Anpassung 

der Betazellen an eine chronische Hyperglykämie von Bedeutung sind. In Neuronen 

haben verschiedene Mitglieder der PTP Familie großen Anteil an der Regulation von 

Zellwachstum und -differenzierung (Stocker und Dutta, 1998). Es wäre denkbar, dass IA-

2 in Betazellen ähnliche Funktionen besitzt. Frühere Studien konnten nachweisen, dass 

die mRNA Expression des Diabetes-assoziierten Autoantigens GAD65 ebenfalls durch 

Glukose gesteigert wird (Björk et al., 1992). Da somit die Expression der drei wichtigsten 

Autoantigene Insulin, GAD65 und IA-2 durch Glukose stimuliert wird, könnte dieser 

Mechanismus Bedeutung für die Pathogenese des Typ 1 Diabetes besitzen. Es wäre 

denkbar, dass eine Erhöhung der Autoantigenexpression die Präsentation der Antigene 

auf antigenpräsentierenden Zellen steigert und auf diese Weise die Autoimmunreaktion 

aktiviert. Die klinische Relevanz dieses hypothetischen Mechanismus kann derzeit noch 

nicht abschließend beurteilt werden.  

 

Neben den Glukoseeffekten wurden in der vorliegenden Studie auch zwei klassische 

Substanzen, Diazoxid und Glibenclamid, untersucht, deren Wirkung durch die ATP-

sensitiven Kaliumkanäle vermittelt wird (Francini et al., 1997; Pirotte et al., 1995). Die 

Wirkung erklärt sich durch Änderungen des Membranpotentials durch eine Inhibition bzw. 

Steigerung der Kaliumpermeabilität, wodurch spannungsabhängige Kalziumkanäle 

gesteuert werden und nachfolgend die Regulation der Insulinsekretion erfolgt (Garcia-

Barrado et al., 1996; Yaekura et al., 1996). Weder nach einer Behandlung mit Diazoxid 

noch mit Glibenclamid war eine Veränderung der IA-2 Genexpression in INS-1 Zellen zu 

beobachten. Überraschenderweise war auch keine signifikante Änderung der 

Insulinsekretion zu verzeichnen.  



4 Diskussion    Seite 73 

 
In früheren Studien war in INS-1 Zellen eine Steigerung der Insulinsekretion durch den 

Sulfonylharnstoff Tolbutamid und eine Hemmung durch Diazoxid beschrieben worden 

(Rutter et al., 1993; Sekine et al., 1996). Es ist bekannt, dass die INS-1 Zelllinie eine 

heterogene Zellpopulation aus Betazellen darstellt, aus denen durch Passagierung über 

längere Zeit Subpopulationen selektioniert werden können, die sich von den parenteralen 

Zellen unterscheiden (Hohmeier et al., 2000). Da die hier verwendeten INS-1 Zellen nicht 

auf die Expression der ATP-sensitiven Kaliumkanäle untersucht worden ist, könnten die 

fehlenden Effekte auf eine mangelnde Expression der funktionell aktiven ATP-sensitiven 

Kaliumkanäle zurückzuführen sein. Andere Studien konnten zeigen, dass Tolbutamid in 

INS-1 Zellen zwar zu einer Änderung des Membranpotentials führt, aber die 

Insulinsekretion bei 0,5 mM und 16,5 mM Glukose nicht steigert. Nur bei gleichzeitiger 

Behandlung mit Forskolin war eine Potenzierung der Insulinsekretion zu verzeichnen 

(Ullrich et al., 1996). In INS-1 Zellen ist somit die Steigerung der Insulinsekretion durch 

eine erhöhte intrazelluläre Kalziumionenkonzentration von der Anwesenheit erhöhter 

cAMP-Spiegel abhängig. Unsere Daten könnten somit auch damit erklärt werden, dass 

eine alleinige Änderung des Membranpotentials und damit der intrazellulären 

Kalziumkonzentration die IA-2 mRNA Expression nicht beeinflusst. Da diese Hypothese 

in der vorliegenden Studie nicht direkt durch Messung des Membranpotentials bestätigt 

worden ist, kann diese Frage nicht abschließend beurteilt werden. 

 

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Studie eine quantitative RT-PCR Methode 

etabliert, mit der erstmals die Regulation der IA-2 Genexpression in Betazellen 

untersucht werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass Glukose und Glukagon zu 

einer signifikanten Stimulierung der IA-2 mRNA Spiegel führen und die IA-2 

Genexpression sowohl durch den cAMP wie auch der PKC Transduktionsweg moduliert 

wird. Diese koordinierte Regulation der IA-2 mRNA Expression unterstützt die 

Hypothese, dass IA-2 möglicherweise eine wichtige Bedeutung für die Betazellfunktion 

darstellt. Diese Befunde stellen die Grundlage für zukünftige Studien dar, in denen die 

genauen molekularen Mechanismen in der IA-2 Regulation geklärt werden sollen. 
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5 Zusammenfassung 

Thi Bang Tam Nguyen 
 

Regulation der Expression des Diabetes-assoziierten Autoantigens IA-2  
in INS-1 Betazellen 

 
 
Zielsetzung: Die Protein Tyrosinphosphatase IA-2 stellt neben dem GAD 65 und Insulin ein bedeutendes 

Autoantigen für die Pathogenese des Typ 1 Diabetes dar. IA-2 ist überwiegend in den sekretorischen 

Granula von neuroendokrinen Zellen lokalisiert. In einer Vielzahl von Studien wurde die Immunantwort 

gegen IA-2 bei Prädiabetikern und bei Patienten mit neu diagnostiziertem Diabetes untersucht. Allerdings 

ist bis heute über die biologische Funktion und Regulation dieses wichtigen Autoantigens noch wenig 

bekannt. Ziel dieser Arbeit war die Überprüfung von metabolischen und hormonellen Einflüssen auf die IA-

2 mRNA Expression, um die ersten Aussagen über die Regulation von IA-2 treffen zu können.  

 

Methodik: Für den Nachweis der IA-2 mRNA Expression wurde eine kompetitive RT-PCR mit internen 

homologen Kompetitorfragmenten etabliert. Die Expression wurde an einer Ratten-Insulinoma-Zelllinie 

(INS-1) untersucht. Die partiell glukosesensitiven INS-1 Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit 7 mM 

Glukose, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin und 50 µM 2-Mercaptoethanol kultiviert und mit den 

folgenden Zusätzen für 6 Stunden bis 6 Tage stimuliert: 10 µM Forskolin, 100 µM 3-Isobutyl-1-

methylxanthin (IBMX), 1 µM Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), 10, 15 und 21 mM Glukose, 1 und 10 

µM Glukagon, 1 und 10 µM Somatostatin, 5 µg/ml Glibenclamid oder 22,5 µg/ml Diazoxid. 

In der ersten RT-PCR wurde die cDNA mit dem Housekeeping Gen ß-Aktin auf den gleichen Gehalt 

justiert. In einer zweiten PCR wurde die IA-2 mRNA Expression untersucht. Alle Versuche wurden dreimal 

wiederholt. 

 

Ergebnisse: Die cAMP Agonisten Forskolin und IBMX und das Hormon Glukagon stimulierten nach einer 

24-stündigen Inkubationszeit die IA-2 mRNA Expression. Der höchste Stimulationseffekt mit dem Faktor 

5,4 konnte nach Stimulierung der INS-1 Zellen mit 10 µM Forskolin über 48 Stunden beobachtet werden. 

Auch in primären Inseln konnte nach Stimulierung mit 10 µM Forskolin über 24 Stunden eine signifikante 

Erhöhung der mRNA Expression beobachtet werden. Glukose führte zu einer zeit- als auch 

konzentrationsabhängige Hochregulation der IA-2 mRNA Expression. PMA hemmte nach 24 Stunden die 

IA-2 mRNA Expression um 50%. Im Vergleich zu den basalen Bedingungen konnte nach Stimulierung der 

INS-1 Zellen mit Somatostatin, Glibenclamid oder Diazoxid keine Änderung der IA-2 Genexpression 

beobachtet werden.  

 

Schlussfolgerung: In der vorliegenden Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass in Betazellen die IA-

2 Genexpression über den cAMP und PKC Transduktionsweg reguliert wird. Glukagon und Glukose stellen 

physiologische Stimulatoren der IA-2 mRNA Expression dar. Die koordinierte Regulation der IA-2 mRNA 

Expression könnte möglicherweise eine wichtige Bedeutung für die Betazellfunktion besitzen.  
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