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1.  Einleitung

Seit der Entdeckung Anfang 1920, dass Insulinmangel den Diabetes verursacht
(Best und Banting 1922), wird an diesem Hormon-Wirkungs-Mechanismus bis heute
geforscht und der genaue Wirkungsmechanismus des Insulins ist in allen Stufen bis
heute nicht geklart.

Die Isolierung des Insulins als Reinsubstanz aus Bauchspeicheldrisenextrakt gelang
erstmals 1927 (Abel, 1927). Mittlerweile ist bekannt, dass Insulin als Proinsulin in den
endokrinen B-Zellen der Langerhansschen Inseln im Pankreas gebildet wird
(Wolheim & Sharp 1981, Zawalich & Rasmussen 1990).

Steigt der Blutglukosewert Uber 7,5 mmol/L, sezernieren die B-Zellen Insulin, welches
dann an die plasmamembranstandigen Insulinrezeptoren der Zielzellen bindet.

Diese Interaktion fuhrt zu einem erleichterten Transport der Glukose aus dem
Plasma in die Zellen. So stimuliert Insulin in Leberzellen die Energiespeicherung
durch Synthese von Glykogen und Fett, in Muskelzellen wird die aufgenommene
Glukose sofort abgebaut oder als Glykogen gespeichert und in den Fettzellen ist eine
erhdhte Glukoseaufnahme und Lipogenese zu beobachten. Dieser insulin-induzierte
Glukosetransport in das Fettgewebe beruht auf der Translokation der
Glukosetransporter, z. B. GLUT4 (Czech et al. 1999, Pessin et al. 1999), von den
low-density intrazellularen Mikrosomen zur Plasmamembran (Wardzala et al. 1978,
Cushman et al. 1980, Karnieli et al. 1981).

Weitere physiologische Wirkungen des Insulins umfassen die Induktion des
Zellwachstums (Straus 1984) und der Zellproliferation (Saltiel et al. 1994), die
Translokation von Membranproteinen (James et al. 1994), die Stimulierung der
Aufnahme von Hexosen, lonen und Aminosauren (Wheeler & Hinkle 1985), die

Phosphorylierung und Dephosphorylierung vieler metabolischer Schlisselenzyme
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(Lawrence, Jr. 1992, Hubbard & Cohen 1993), die Genexpression (Smith & Jarett
1988) und die Regulation der Proteinexpression auf translationaler und

transkriptionaler Ebene (O’Brian & Granner 1991).

Der Insulin-Rezeptor gehért zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen ( Kasuga et al.
1983, Saltiel & Kahn 2002). Er ist ein tetrameres Protein, das sich aus zwei alpha-
und zwei beta- Untereinheiten zusammensetzt, welche als allosterische Enzyme
agieren. Die a- Untereinheiten hemmen die Tyrosinkinaseaktivitat der B3-
Untereinheiten. Bindet Insulin an die extrazellularen a- Untereinheiten, so wird die
Hemmung der Tyrosinkinaseaktivititen der 3- Untereinheiten aufgehoben, und es
findet eine Transphosphorylierung und Konformationsanderung der B- Untereinheiten
statt, was zu einer weiteren Steigerung der Kinaseaktivitat fuhrt. Hierbei werden

960

mindestens 6 der 13 cytoplasmatischen Tyrosine autophosphoryliert: Tyr™" in der

1146 1150 1151
, Tyr

Juxtamembranregion, Tyr und Tyr in der katalytischen Doméne und
Tyr ¥ und Tyr'*?? im C-terminalen Ende (Tornqvist et al. 1987, Tavare & Denton

1988, White et al. 1988, Feener et al. 1993, Kohanski 1993).

Die  gesteigerte  Tyrosinkinaseaktivitat des Insulinrezeptors  bewirkt
Tyrosinphosphorylierungen von zahlreichen anderen intrazelluldren Substraten wie
dem IRS-1 (Sun et al. 1991, Rothenberg et al. 1991), dem IRS-2 (White 1997,
Ogawa et al. 1998), dem p62°%, ein GAP-assoziiertes Protein (Wick et al. 2001), Shc
(Harada et al. 1996), Nck (Myers et al. 1994) oder der Phosphatidylinositol 3-Kinase
(Cheatman et al. 1994, Okada et al. 1994).

Phosphorylierungen der Serin- und Threoninreste des Insulinrezeptors (Lewis et al.
1990, Ahn et al. 1993, Liu & Roth 1994) kénnen die Signaltransduktionskaskade des

Insulins  beeinflussen, indem  durch eine  gesteigerte  Serin-  und
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Threoninphosphorylierungsrate am Insulinrezeptor die Tyrosinphosphorylierungsrate
der Zielproteine (z. B. IRS-1, Shc, PI3K) gesenkt wird (White & Kahn 1989). Dies
fohrt im Falle des IRS-1 zu einer verminderten Translokation des GLUT4-
Transporters zur Plasmamembran gegenuber der IRS-1- stimulieten GLUT4

Translokation (Quon et al. 1994).

subunit

IRS2) '_“1

SHPZ

GLYCOG
SYNTHES

N

“‘

Abb. 1: Friihe Aktionen nach Insulinstimulierung (nach Campbell et al. 2002)

Nachdem Insulin an die a-Untereinheit des Insulinrezeptors gebunden hat, wird die B-Untereinheit
autophosphoryliert. Es folgen weitere Phosphorylierungen von Folgeproteinen, z. B. der
Insulinrezeptorsubstrate -1 und —2, die PI3K und SHP2 werden aktiviert. Das wiederum fihrt dazu,
dass GLUT4 Transporter an die duBere Zellmembran wandern und Glukose in die Zelle gelangt,
auBerdem fihrt es zu einer gesteigerten DNA-Synthese sowie einer erhéhten Glykogensynthese.

Als ein weiterer Baustein der Signaltransduktionskaskade wurde ein Mediator- oder
Second Messenger des Insulins gefunden.

Fir diese Hypothese sprechen folgende Befunde; zum einen wurden von mehreren
Arbeitsgruppen nach der Autophosphorylierung des Insulinrezeptors eine Erhéhung

verschiedener Intermediarprodukte gefunden, z. B. konnte in Rattenadipozyten durch
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Insulingabe ein erhéhter Inositol- 1,4,5- trisphosphat- Spiegel gemessen werden
(Egan et al. 1990a, Egan et al. 1990b). Dieser Effekt war in Muskel- und Leberzellen
nicht reproduzierbar (Farese et al. 1985a, Farese et al. 1985b). Auch wurde ein
hitze- und saureresistentes Zinkpeptid aus Skelettmuskelzellen isoliert, welches die
cAMP-abhéangige Proteinkinase (PKA) hemmt (Larner 1975). AuBer dem Inositol-
1,4,5- trisphosphat (Egan et al. 1990a, Egan et al. 1990b) wird vor allem
Inositolphosphatglykan als intracellularer Mediator der Insulinwirkung diskutiert (Kelly
et al. 1986, Mato et al. 1987, Alemany et al. 1987, Saltiel et al. 1988, Saltiel 1990,
Larner et al. 1988).

Das zuerst von Saltiel vorgeschlagene Phosphatidylinositol- glykan setzt sich aus
Inositol, Phosphat, Glukosamin, Galaktosamin und mehreren anderen
Monosacchariden zusammen. Einige Arbeitsgruppen konnten jedoch in ihrem
isolierten Inositolphosphatglykan kein Glukosamin oder Galaktosamin nachweisen
(Denton et al. 1989, Thakker et al. 1999) und zweifeln daher die von Saltiel
beschriebene Zusammensetzung des Glykans an. AuBerdem wurde eine spezifische
Phospholipase C (PI- PLC) gefunden, welche die Vorstufe des Inositolglykans in
Inositolphosphatglykan und Diacylglycerin spaltet (Saltiel et al. 1988, Low & Saltiel
1988). Fur dieses P-Inositolglykan konnten einige Effekte des Insulins in der
Leberplasmamembran nachgewiesen werden, so zum Beispiel eine veranderte
Aktivierbarkeit der Pyruvat- Dehydogenase, der Adenylatzyklase, der cAMP-
Phosphodiesterase und der cAMP- abhangigen Proteinkinase, es inhibiert die
Lipolyse und stimuliet die Proteinphosphorylierung sowie die Glukose- und
Pyruvatoxidation (Kelly et al. 1987, Saltiel 1987, Alemany et al. 1987, Saltiel &

Sorbara-Cazan, 1987, Gottschalk & Jarett 1988, Saltiel 1990).
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Abb.2: Von Saltiel vorgeschlagene hypothetische eines Phosphatidylinositolglykans
Inositolphosphatglykan entsteht aus der oben abgebildeten Vorstufe, dem Phosphatidylinositolglykan.
Durch eine spezifische Phospholipase C wird diese Vorstufe in Inositolphosphatglykan und
Diacylglycerin gespalten. Inositolphosphatglykan besteht aus Inositol, Phosphat, Glukosamin,
Galaktose und anderen Monosacchariden.

1975 berichtete Wasner zum ersten Mal Uber einen cyclo-AMP-Antagonisten aus der
Rattenleber, dessen Synthese durch Hormone wie Noradrenalin (Stimulierung Gber
alpha- Rezeptoren) um ein Vielfaches anstieg (Wasner 1976). Diese Substanz ist in
allen Geweben und Organen der Ratte nachweisbar (Wasner et al. 1993), auBerdem
in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae (Wasner & Salge 1987), dem
Schleimpilz Dictyostelium discoideum (Kaiser et al. 1998).

Diese Substanz wurde zunéchst als cAMP- Antagonist beschrieben aufgrund ihrer
regulatorischen Wirkung, der 100% -igen Hemmung der Proteinkinase A und der
sechsfachen Aktivierung der Phosphoproteinphosphatasen (Wasner 1975, Wasner
1981, Wasner et al. 1993). Dieser cAMP- Antagonist setzt sich aus Prostaglandin E,
myo- Inositol und einem, durch einen zyklischen Diester an das Inositol gebundenem
Phosphat zusammen (Wasner 1985, Wasner & Salge 1987, Wasner et al. 1991),
wobei das Inositolphosphat Uber seine C4- Hydroxylgruppe an die C15-
Hydroxylgruppe des Prostaglandin E gebunden ist (Wasner et al. 1992, 1993,1996).
Die Substanz wurde von Wasner zyklisches Prostaglandylinositolphosphat, kurz

cPIP, genannt (Abb.3). Zyklisches Prostaglandylinositolphosphat wurde als Second
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Messenger im Insulinstoffwechsel auf intrazellularer Ebene vorgeschlagen (Wasner
et al. 1991). cPIP wird durch Phosphodiesterasen gespalten und durch

Phosphatasen dephosphoryliert und damit inaktiviert (Wasner et al. 1992).

/O
C
~o
/
HO o
H OH
0] H
\ —0
P
/
O/ \o‘

Abb.3: Von Wasner vorgeschlagene chemische Struktur von zyklischem
Prostaglandylinositolphosphat

Dargestellt ist der endogene cAMP- Antagonist, das zyklische Prostaglandylinositolphosphat. Es setzt
sich aus Prostaglandin E, myo- Inositol und Phosphat zusammen. Das Inositolphosphat bindet an die
C15- Hydroxylgruppe des Prostaglandin E;.

Das zyklische Prostaglandylinositolphosphat wird von einem membranstandigen
Enzym (cPIP-Synthase) aus Prostaglandin E1 und aktiviertem Inositolphosphat, dem
Guanosindiphosphoinositolphosphat, synthetisiert (LeBmann, 1996; Gypakis, 2000;
Kincses, 2002). Aus Analogiegrinden zur Synthase des cAMP durch die
Adenylatzyklase in der Plasmamembran wurde die zyklische
Prostaglandylinositolphosphat- Synthase ebenfalls in der Plasmamembran gesucht

(Wasner et al. 1996).
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Der EinfluB oraler antidiabetischer und antihypertensiver Pharmaka auf die
Regulation der zyklischen Prostaglandylinositolphosphat- Synthase wurde
untersucht. Dabei fand man heraus, dass Biguanide und antihypertensive Pharmaka
wie Coptopril, Guanethidin und Dihydralazin die cPIP- Synthase aktivieren (Wasner
et al. 1997). Bisherige Untersuchungen der cPIP- Synthase zeigten, dass das pH-
Optimum fir dieses Enzym bei pH 7.5 bis pH 8 liegt (Wasner et al. 1996). Als
Substrat fur die Synthese von zyklischem Prostaglandylinositolphosphat zeigt
Prostaglandin E; die héchste Umsatzrate im Vergleich zu Prostaglandin A oder
Prostaglandin F. In Gegenwart von GMP-PNP konnte eine zweifache Steigerung der
cPIP- Synthase- Aktivitit gemessen werden, was flir eine Aktivierung Uber G-
Proteine spricht.

Phospholipase A, und Phospholipase C werden durch a- adrenerge Stimulation Uber
G-Proteine aktiviert. Phospholipase A, setzt ungeséttigte Fettséduren frei, welche
dann weiter zu Prostaglandinen umgesetzt werden und Phospholipase C setzt
Inositolphosphate frei. Einige von diesen Prostaglandinen werden mit energiereichen
Inositolphosphaten zu zyklischem Prostaglandylinositolphosphat umgesetzt. Die
zyklische Prostaglandylinositolphosphat- Synthase (cPIP- Synthase) setzt die beiden
Substrate, Prostaglandin E; und das energiereiche Inositolphoshat zu zyklischem
Prostaglandylinositolphosphat um. Ein vergleichbarer Mechanismus wird durch die

Stimulierung mit Insulin angenommen (Abb.4).

Es wurde folgendes Modell der hormon- stimulierten Synthese von cPIP von Wasner

vorgeschlagen:
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Insulin-
Rezeptor

Phosphoinositole
Phosphoinoside *

¢ Membran

Inositolphosphate

v

Aktiviertes
Inositolphosphat

Phospho.
lipase A2
Arachidonséuren

\

Prostaglandine,
u.a. PGE

Zyklisches
Prostaglandylinositolphosphat

Abb.4: Modell zur hormon-stimulierten Synthese von zyklischen
Prostaglandylinositolphosphat nach Wasner

Diese Darstellung zeigt einen méglichen cPIP- Biosynthese- Weg. Durch Hormonstimulierung der
Phospholipase A2 werden aus Phosphoinosiden Arachidonsauren und Eikosatriensauren gebildet, die
weiter zu Prostaglandin E; und E, umgesetzt werden. Ebenso wird durch hormonelle Stimulierung die
Phospholipase C aktiv und bildet unter anderem ein energiereiches Inositolphosphat. Aus diesen
beiden Produkten synthetisiert die cPIP- Synthase das zyklische Prostaglandylinositolphosphat.

Zwischen den Insulinrezeptorsubstraten, besonders dem IRS-1 und der cPIP-
Synthase gibt es mehrere Gemeinsamkeiten, beide werden an Tyrosinen
phosphoryliert, sind rdumlich eng miteinander gekoppelt und spielen eine wichtige
Rolle in der hormonellen Signaltransduktion. Wie die Beziehung zwischen dem
Insulinrezeptor- Substrat 1 und der cPIP- Synthase genau zu definieren ist, lasst sich

zur Zeit nicht eindeutig feststellen.

Die vorliegende Dissertation untersucht folgende Aspekte:

e Wie verhalt sich die subzellulare Verteilung der cPIP- Synthase im Vergleich

zu den Insulinrezeptorsubstraten, z. B. IRS-1? Und inwieweit kénnen IRS-

Fusionsproteine mit der cPIP-Synthase konkurrieren?
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e Welchen Effekt hat das Adenosintriphosphat bei dem membranstandigen und
beidem solubilisieten Enzym der cPIP- Synthese? Wird das Enzym

phosphoryliert?
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2 Material und Methoden
2.1 Material
211 Chemikalien

6-Aminohexanséure (p.a.)

Aceton (p.a.)

Acetonitril (p.a.)
Adenosinmonophosphat (p.a.)
Adenosintriphosphat (p.a.)
Ammoniumheptamolybdat (p.a.)
Ammoniumhydrogencarbonat (p.a.)
Ammoniumhydroxid (p.a.)
Ammoniumsulfat (p.a.)

anti-IRS-1 (o-IRS-1/K6B)
Ascorbinsaure 25%
BCA-Protein-Assay-Reagenz
Bio-Rad Protein Assay

BSA Fraktion V

Chloroform (p.a.)

Coomassie G-250

Complete Protease-Inhibitor-Tabletten
Diazomalonylchlorid (p.a.)
di-Kaliumhydrogenphosphat*3H.0 (p.a.)
EDTA (p.a.)

Essigsaure (96%)
Essigsaureethylester

Ethanol 100%

Formaldehyd (p.a.)

Glycerin (p.a.)

Glycin

Glukose-6-phosphat (p.a.)

(Sigma, Deisenhofen)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Sigma, Taufkirchen)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Uni Leiden, NL)
(Roth, Karlsruhe)
(Pierce, Rockford, USA)
(Bio-Rad, Mlnchen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Roth, Karlsruhe)
(Serva, Heidelberg)
(Roche, Mannheim)
(Amersham,Braunschweig)
(Merck, Darmstadt)
(Sigma, Deisenhofen)
(Merck, Darmstadt)
(Roth, Karlsruhe)
(Roth, Karlsruhe)
(Roth, Karlsruhe)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
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Glutaraldehyd 25% (p.a.)
GST

Hepes (p.a.)

*H-PGE; (p.a.)

25| Insulin (p.a.)
Kaliumchlorid (p.a.)
Kaliumdihydrogenphosphat (p.a.)
Kaliumfluorid (p.a.)
Kalziumchlorid (p.a.)
Kieselsaure (p.a.)
Kupfersulfat*5H,0 (p.a.)
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (p.a.)
Methanol 100% (p.a.)
2-Mercaptoethanol (p.a.)
Natriumacetat (p.a.)
Natriumchlorid (p.a.)
Natriumfluorid (p.a.)
Natriumhydrogencarbonat (p.a.)
Natriumhydroxid (p.a.)
Natriumorthovanadat (p.a.)
Natriumpyrophosphat (p.a.)
Na,S,03*5 Hx0 (p.a.)
Na,SO3 (p.a.)

Noradrenalin (p.a.)
Pentorbital-Natrium (Nembutal®)
PGE; (p.a.)

Phosphorsaure 85% (p.a.)
Polyethylenglykol 100% (p.a.)
Ponceau S
Protease-Inhibitor-Tablette
Proteinmarker Prestained
Proteinmarker Broad Range

Quabain (p.a.)

(Serva, Heidelberg)
(Pharmacia, Uppsala, S)
(Serva, Heidelberg)
(Amersham,Braunschweig)
(Amersham,Braunschweig)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Sigma, Steinheim)
(Merck, Darmstadt)
(Applichem, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Roth, Karlsruhe)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Sigma, Deisenhofen)
(Sanofi, Dusseldorf)
(Amersham,Braunschw.)
(Merck, Darmstadt)
(Roth, Karlsruhe)
(Sigma, Deisenhofen)
(Boehringer, Mannheim)
(Promega)

(Promega)

(

Boehringer, Mannheim)
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Rotiszint 11

Rotiszint 22

Restore™Western Blot Stripping Buffer
Saccharose (p.a.)

Salzséaure (37%) (p.a.)

Schwefelsaure (25%) (p.a.)

SDS (p.a.)

Sephacryl S-300 HR

Sephadex G 15

Silbernitrat (p.a.)

Stickstoff, flissig

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
TFA (p.a.)

Trichlorsaure (p.a.)
Trishydroxymethylaminomethan (p.a.)
Triton X-114

Toluol

Tween 20

Wasser, bidest.

2.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

B-Counter LS-6000-IC

Blotting-Apparatur Pharmacia LKB Novablot
Chromatographie-Séulen

DurchfluBphotometer 2238 Uvicord
Elektrophoresekammer EPS 600

Fraktionssammler 2070 Ultrorac Il und2112 Redirac
Gaze

Gefriertrocknungsanlage WKF-L05

Glashomogenisator
Glasséaulen
Gradienten-Fertiggel 8-18%

Roth, Karlsruhe)

Roth, Karlsruhe)
Pierce, Rockfort, USA)
Merck, Darmstadt)
Merck, Darmstadt)
Merck, Darmstadt)
Roth, Karlsruhe)
Pharmacia, Uppsala, S)

Merck, Darmstadt)
Linde, Dusseldorf)
Pierce, Rockfort, USA)
Merck, Darmstadt)
Merck, Darmstadt)
ICN, Aurora, USA)
Boehringer, Mannheim)
Roth, Karlsruhe)
Biorad)

(Millipore)

(
(
(
(
(
(
(
(
(Pharmacia, Uppsala, S)
(
(
(
(
(
(
(
(
(

Beckman, Minchen)
Amersham-Pharmacia)
Pharmacia, Freiburg)

(
(
(
(Pharmacia, Freiburg)
(Pharmacia, Freiburg)
(

Pharmacia, Freiburg)

(Ges.elektr.Geratebau,
Brandau)

(Braun, Melsungen)
(Beyer, Dusseldorf)

(Promega)
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Immobilon-P-Membran
Lumi-Imager™
Magnetrihrer

Maldi-MS

Munktell 1F-Filterpapiere
PH-Meter 82 Standard
Kopenhagen)
Phospho-Imager Fujix BAS 1000
Photometer

Photoplatte

Pipetten

Pumpen

Réntgenfilme

Rotationsverdampfer Rotavapor R110

Sample Application pieces
Schuttler SM
Sorvallzentrifuge

mit Rotor GSA

mit Rotor SS34
Spectrometer DU®7400
Teflongefal3e
Tischzentrifuge
Ultrazentrifuge L70

mit Rotor Ti 70

mit Rotor SW28 Ti
Verbandmull
Waagen
Wasserbad Ter 2
Wasserbad
Wasserbad Thermomix®U
96 Well-Platte
Zahlflaschchen
Zentrifuge ROTIXA/K

(Amersham-Pharmacia)
(Boehringer, Mannheim)
(Gerhardt, Bonn)

(Amersham-Pharmacia)
(Radiometer,

(Fuji, Japan)

(Zeiss, Jena)

(Fuji, Japan)
(Eppendorf, Hamburg)
(Miniplus 2, Gilson-
Abimed)

Kodak)

Blchi, Flawil, Schweiz)

(
(
(Amersham-Pharmacia)
(Buhler, Tubingen)

(

Du Pont, Bad Nauheim)

(Beckman, Minchen)

(Eppendorf, Hamburg)

(Beckman, Munchen)

(Hartmann, Heidenheim)
(Sartorius)

(Ika Labortech.,Staufen)
(Haake, Karlsruhe)

(

Braun, Melsungen)

(Zinsser Analytic,Frankfurt)
(Hettich, Tuttingen)
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Fir die Plasmamembran-, Mikrosomenmembran- und n-IP-Herstellung wurden
mannliche und weibliche Sprague-Dawley-Ratten verwendet (Zucht im
Deutschen Diabetes-Forschungsinstitut, Dusseldorf). Die Tiere waren ca. 3
Monate alt, wogen 200-300 g und hatten freien Zugang zu Trinkwasser und
Standardfutter (Ssniff). Vor Entnahme der Leber wurde den Tieren 0,5-1,0 mL
Nembutal® (entspricht 80-160 mg Pentobarbital-Natrium) intraperitoneal
injiziert. Nach Eintritt der Narkose wurde der Bauchraum geéffnet und die Leber

entsprechend der weiteren Versuchsvorschrift behandelt.

222 Isolierung der Plasmamembran aus der Rattenleber nach

Wasner (1976)

Zwei ménnlichen Sprague- Dawley- Ratten wird jeweils 1 mL Nembutal
(Uberdosis Narkosemittel) intraperitoneal injiziert. Man wartet bis die Ratten
narkotisiert sind und 6ffnet anschlieBend den Bauchraum. Sofort durchtrennt
man die groBen BlutgefaBe, entnimmt schnell die Leber und gibt sie in ein
eisgekUhltes Becherglas. Von hier an wird nur noch im Eisbad gearbeitet und
verwendete Gerate und Lésungen werden bei 4 °C vortemperiert.
Puffer | (1 L):

20 mL 20 mM Tris/HBr- Puffer, pH 7.3

140 pL 1 mM 2- Mercaptoethanol

10 mL 1 mM EDTA- L6ésung
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Im AnschluB werden die zwei Lebern mit Puffer | versetzt (Verh.: 1:2) und
homogenisiert. Das Homogenisat wird zuerst durch vierlagigen, dann durch
sechszehnlagigen Mull filtriert.

Das so gereinigte Filtrat wird auf sechs weite Zentrifugenglaser mit 16 mL
Saccharoselésung (48%) geschichtet und anschlieBend in einer Beckman
Optima™ L Serie, Preperative Ultrazentrifuge mit einem Beckman SW 28 Ti-

Rotor bei 4 °C und 27000 rpm fur 90 min zentrifugiert.

Saccharoseldésung (100 mL): 48 g Saccharose
1 mL 10 mM Tris/ HBr- Puffer, pH 7,5
14 uL 1 mM 2- Mercaptoethanol

1 mL 1 mM EDTA- Lésung

AnschlieBend werden die plasmamembranhaltigen Phasen (Anhang 1)
abpipettiert und in einen GSA- Becher Uberfihrt. Die Phase wird mit der
siebenfachen Menge Puffer | gemischt und erneut fir 10 min bei 7000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wird in 3 mL Puffer | resuspendiert und in 1 mL
Adiquots in EppendorfgefaBen in Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert
(Fraktion A). Der Uberstand wird in einen neuen GSA-Becher Uberfiihrt und bei
7000 rpm bei 4 °C fur 30 min zentrifugiert. Das so entstandene Pellet wird in ca.
3 mL Puffer | resuspendiert und in 1 mL Adiquots in Eppendorfgefa3en in
Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert (helle Fraktion B und dunkle
Fraktion C).

Der verbleibende Uberstand wird in einen neuen GSA-Becher lberfiihrt und bei
9000 rpm bei 4 °C fur 60 min zentrifugiert. Das so entstandene Pellet wird in ca.

3 mL Puffer | resuspendiert und in 1 mL Adiquots in EppendorfgefaBen in
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Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert (Fraktion E). Die Plasmamembran

ist in hochster Konzentration in Fraktion E zu finden.

223 Mikrosomenpraparation aus Rattenleber nach DeDuve (1964)

Zwei mannlichen Sprague- Dawley- Ratten wird jeweils 1 mL Nembutal
intraperitoneal injiziert. Den narkotisierten Ratten wird der Bauchraum gedffnet
und in die Portalvene injiziert man isotonische Natriumchloridlésung (0,85% w/v
NaCl), um das Blut aus der Leber herauszuspulen. Die Leber wird entnommen,
gewogen und mit einer eiskalten 0,25 M Saccharose in Tris-HCI (pH 7.4) wird
ein 10%iges Homogenat (w/v) hergestellt. Alle folgenden Arbeitsschritte
erfolgen bei 4°C. Das Homogenat wird in einer Sorvallzentrifuge mit einem
SS34-Rotor bei 12.000g fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstand gesammelt und
das Pellet verworfen. Dem Uberstand wird soviel 0,08 M CaCl,-Lésung (0,08 M
CaCl; in 0,25 M Saccharose und 10 mM Tris-HCI; pH 7.4) zugesetzt, bis eine
Endkonzentration von 8 mM CaCl, erreicht ist. Der verdiinnte Uberstand wird
erneut in der Sorvallzentrifuge mit einem SS34-Rotor bei 25.000g fur 15 min
zentrifugiert; der Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 30 mL KCI-Lésung
(150 mM KCI in 10 mM Tris-HCI; pH 7.4) resuspendiert, erneut zentrifugiert
(25.000g far 15 min) und das nun gewaschene Pellet wird nochmals in KCI-

Lésung aufgenommen und bei —80°C eingefroren gelagert.
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224 Plasmamembranherstellung aus Rattenleber nach SJ Pilkis

(1974)

Alle Arbeitsschritte erfolgen bei 4°C.

2 Lebern werden im zweifachen Volumen Puffer Il (1mM NaHCO:; 1mM Na-
Vanadat; 1mM 2-Mercaptoethanol) homogenisiert. Das Homogenat wird auf ein
Volumen von 200 mL mit Puffer Il verdinnt und dreimal durch Gaze filtriert.
AnschlieBend wird das Homogenat in der Sorvallzentrifuge mit GSA-Rotor bei
3500 rpm (ca. 3000g) fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen.
Das Pellet-Volumen wird bestimmt, in etwas Puffer Il aufgenommen,
resuspendiert und mit einer 70,74%iger Saccharoselésung versetzt (Verhéltnis
24,6 mL Pellet: 130 mL Saccharoselésung) und gut gemischt. Jeweils 15-16 mL
dieser Suspension werden in Zentrifugenrdhrchen (Beckman Ultra-Clear
Centrifuge Tubes) vorgelegt.

8 mL einer 48%igen Saccharoselésung werden dariber geschichtet, sowie 4
mL einer 42%igen Saccharoselésung. Es wird fur 60 Minuten bei 66.000g (ca.
28.000 rpm, UZ, Ti 28-Rotor) zentrifugiert. Die PM befindet sich zwischen den
oberen beiden Schichten (48/42), die Mitochondrien zwischen der 48/70-
Schicht, das Pellet besteht aus Zellkernen und Glycogen. Die Plasmamembran
wird mit einer Pipette entnommen, ca. 2 mL / Zentrifugenréhrchen. Die
Membranfraktionen werden gesammelt und in dem vierfachen Volumen Puffer
[ aufgenommen. Das Gemisch wird bei 12000 rpm far 10 Minuten zentrifugiert.

Das Pellet wird nochmals mit 40 mL Puffer II gewaschen und anschlieBend in 8

mL Puffer Il aufgenommen und in 1 mL Portionen bei —80°C gelagert.
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2.2.4 Neues Leberpraparationsschema (modifiziert)

Die Rattenleber wird enthommen und mit Puffer Il (0,25 mM Saccharose; 20
mM  Tris/HClI ph 7.2; 50 mM Na-Fluorid; 3 mM Na-Vanadat; 1 mM
Magnesiumchlorid; 2 mM B-ME; 1 mM EDTA) homogenisiert und anschlieBend
durch Gaze filtriert. Das Filtrat wird 10 min im GSA-Rotor bei 4500 rpm
zentrifugieren (Uberstand sammeln!). Das so gewonnene Pellet wird mit Puffer
Il resuspendiert und erneut zentrifugiert (Uberstand sammeln!). Das Pellet wird
in 0,25 M Saccharose gelést (ca. 24,6 g Pellet/130 ml 70,7%
Saccharoselésung) und gut gemischt. Ca. 20 ml resuspendiertes Pellet werden
auf einen Saccharose- Gradienten (16 ml 70,7%; 8 ml 48%; 8 ml 42%)
geschichtet und bei 28 000 rpm 60 min in der UZ mit Ti 28-Rotor zentrifugient,
das Pellet in Puffer resuspendiert und in Stickstoff eingefroren (bei —80°C
gelagert). Diese Fraktion wird als Membranfraktion bezeichnet und enthélt auch
Mitochondrien.

Der gesammelte Uberstand wird bei 28 000 rpm 60 min in der UZ mit Ti 28-
Rotor zentrifugiet und das Pellet in 1,15 M Saccharose-Lésung
resuspendieren. Das resuspendierte Pellet wird auf einen Saccharose-
Gradienten (16ml 1,15M; 8 ml 1 M; 8 ml 0,6 M) geschichtet und bei 50 000rpm
195 min in der UZ mit TI70-Rotor zentrifugiert. Das Pellet in
Homogenisationspuffer resuspendiert und in Stickstoff eingefroren (bei —80°C

lagern). Diese Fraktion wird als Mikrosomenfraktion bezeichnet.



Material und Methoden

19

2.2.6 Herstellung von n-IP (,neues Inositol-Phosphat“) aus

Rattenleber

25 Rattenlebern werden 2 Minuten lang mit einer Carbogen-begasten Lésung
(20°C), bestehend aus 0,9% NaCl, 10 uM Noradrenalin, 1 mM Ascorbinsaure,
2,5 mM Glucose durch die Pfortader gespult. AnschlieBend werden sie kurz mit
bidest. Wasser gespult und in eiskaltem bidest. Wasser homogenisiert. Das
Homogenat wird mit dem zweifachen Volumen eines Chloroform/Methanol-
Gemisches (Verh.: 2:1) denaturiert und in einer Sorvallzentrifuge mit GSA-Rotor
10 Minuten bei 4°C und 163009 zentrifugiert.

Der Uberstand wird in einen Scheidetrichter Uberfihrt und nach der
Phasentrennung wird die untere Chloroform-Phase (enthalt unpolare
Bestandteile) verworfen. Aus der oberen Methanol-Wasser-Phase (enthalt
polare Substanzen, unter anderem das n-IP) wird mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers (55°C, ca. 190 mbar) organisches Lésungsmittel entfernt.
Der pH-Wert wird mit 1 M Essigsaure auf pH 7.0 eingestellt und die Lésung in
flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Trockne lyophylisiert.

Das Lyophilisat wird in bidest. Wasser aufgenommen (1 mL Wasser/ 10g
Leber), mit Hilfe einer Sephadex G-15 Saule chromatographisch aufgetrennt
und der n-IP- Gehalt der einzelnen Fraktionen mit Hilfe des cPIP-Tests
bestimmt. Die n-IP-haltigen Fraktionen werden vereinigt, der pH-Wert erneut
auf pH 7.0 mit 1 M Essigsaure eingestellt, in flissigem Sickstoff eingefroren und
zur Trockne lyophilisiert. AnschlieBend wird das Lyophilisat in bidest. Wasser

aufgenommen, adiquotiert und bei —80°C gelagert.
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2.2.7 cPIP-Test

Der cPIP-Test erfolgt mit Hilfe von radioaktiv-markiertem SH-cPIP, welches
durch die cPIP-Synthase aus radioaktiv-markiertem °H-PGE; und aktiviertem
Inositolphosphat  (n-IP) gebildet wird. Nicht umgesetztes °H-PGE; wird
chromatographisch vom neu synthetisieten °H-cPIP  getrennt. Die
synthetisierten Mole *H-cPIP kénnen aufgrund der bekannten spezifischen
Radioaktivitat von *HPGE; berechnet werden.

Der cPIP-Testansatz mit einem Gesamtvolumen von 300 pL enthalt folgende

Substanzen:

13,3 mM Natriumfluorid
13,3 mM Magnesiumchlorid
13,3 mM Adenosintriphosphat
1,2 mM B-Mercaptoethanol
22,0 mM Phosphatpuffer; pH 7.5
12,0 pM  aktiviertes Inositolphosphat
51 uM  °HPGE;

bidest. H>,O

Durch Zugabe von 20 pL Enzymsuspension wird der Test gestartet; die
Inkubation erfolgt bei 30°C fur 10 bzw. 30 Minuten. Ein Test ohne
Enzymsuspension bildet den Leerwert.

Nach der Inkubation folgt die chromatographische Trennung von *H-PGE; und

®H-cPIP nach einem modifizierten Verfahren nach Wasner (1985), welches
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seinen Ursprung in einer Auftrennung verschiedener Prostaglandine nach Jaffe
(Jaffe et al., 1973) hat.

Bei dieser Chromatographie bildet Kieselsdure die stationdre Phase und die
mobile Phase besteht aus L&sungsmittelgemischen, bestehend aus Tuluol,
Essigsaureethylester und Methanol, welche ansteigende Methanolanteile
aufweisen.

Dadurch werden *H-PGE; und ®H-cPIP aufgrund unterschiedlicher Polaritaten

voneinander getrennt.

Durchfihrung der Sdulenchromatographie:

0,4 g Kieselsaure und 2 mL Lésung | (Toluol/ Essigsaureethylester, Verh.: 3:2)
werden gemischt und in eine Glassdule mit eingeschweiBBter Fritte gefullt,
welche zuvor mit 3 mL Lésung | gesplilt wurde. AnschlieBend wird die Saule mit
6 mL Lésung | aquilibriert. Ein Adiquot von 100 puL des Probenansatzes wird auf
die  Saule  aufgetragen. AnschlieBend  wird die  Saule  mit
Lésungsmittelgemischen gewaschen , zweimal mit 6 mL der Lésung |l (Toluol/
Essigsaureethylester/ Methanol, Verh.: 3:2:1), man erhalt die Fraktionen A und
B. In diesen beiden Fraktionen eluiert hauptsachlich das weniger polare °H-
PGE;.

Es folgen 6 mL der Lésung Il (Toluol/ Essigsaureethylester/ Methanol, Verh.:
3:2:2), man erhalt die Fraktion C, im AnschluB3 folgen 6 mL Lésung IV (Toluol/
Essigsaureethylester/ Methanol, Verh.: 3:2:6) und man erhalt die Fraktion D.
Der letzte Waschschritt erfolgt mit 6 mL Methanol und man erhalt die Fraktion
E. In den Fraktionen D und E eluiert hauptséchlich das polarere *H-cPIP.

Die Eluate werden mit 10 mL Rotiszint 11 versetzt, gemischt und im

Szintillationsz&hler gemessen.
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2.2.8 Solubilisierung der Membran

Es werden 430 pL Plasmamembran mit 70 pL einer Solubilisierungslésung
versetzt, welches zu zwei Drittel aus einer 10%igen Detergenzstocklésung (z.
B.: Triton X-114) und zu einem Drittel aus einem 1 M Tris/ HBr-Puffer (pH 7.4)
besteht. Man legt die 430 pL Plasmamembran in einem Reagenzgefal3 vor und
gibt unter leichtem Schutteln die Solubilisierungslésung tropfenweise hinzu.
AnschlieBend wird das Gemisch fur 10 min auf Eis inkubiert. Danach wird es in
einer Sorvall-Zentrifuge (SS34-Rotor) fur 10 min bei 4°C mit 10.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand enthalt die cPIP-Synthase. Mit diesem Uberstand
kann man einen cPIP-Test unter folgenden Bedingungen durchfihren:
Zusammenpipettieren der Lésungen wie im Protokoll beschrieben mit
anschlieBender Inkubation bei 30°C im Wasserbad fir 10 min. AnschlieBende

Messungen erfolgen wie oben beschrieben.

2.2.9 Einbau und Nachweis von radioaktiv-markiertem ATP-*?P in

die Mikrosomenfraktion

Folgender Ansatz wurde zusammenpipettiert:

2 mL  Enzymfraktion

1 mM  EGTA

1 mM  Quabain

1 mM  Na-Vanadat

2,5 mM Fluorid

10 mM  Magnesium

20 mM  Phosphatpuffer; pH 7.4
0,32 mM ATP

40 pL  ATP-*P (0,2 mCi)
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mit bidest Wasser wurde auf ein Endvolumen von 5 mL aufgefulit.

Der Ansatz wurde 30 Sekunden bei 30°C im Wasserbad inkubiert und
anschlieBend 5 Minuten bei maximaler Drehzahl in der Rotixa/K-Zentrifuge
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 2 mL Gelfiltrationspuffer
aufgenommen, mit 325 pL Solubilisierungslésung vorsichtig gemischt und
gelfiltriert. Ein Adiquot der gewonnenen Fraktionen wird im cPIP-Test eingesetzt
und zusétzlich wird der Gehalt an *P im B-Counter detektiert. Die Fraktionen
mit cPIP-Synthaseaktivitit werden eingeengt, und mit Hilfe der SDS-
Gelelktrophorese weiter aufgetrennt. AnschlieBend inkubiert das Gel auf einer
Phospholmager-Platte fir 2 Tage, dann wird die Platte auf °2P-Banden

detektiert.

2.2.10 PGE-Photoaffinitats-Labeling mit der Mikrosomenfraktion

Herstellung des PGE-Labels:

40 ppL  PGE;

2 mL  trockenes Aceton

10 ML trockenes Pyridin

30 pL Diazomalonylchlorid
Dieser Ansatz inkubiert 15-30 Minuten bei Raumtemperatur und wird
anschlieBend Uber Nacht bei 4°C abgedunkelt gelagert. Am néchsten Tag
werden 2 mL bidest. Wasser zugesetzt und mit Hilfe des Vakuum-
Rotationsverdampfers das Aceton abgetrennt. AnschlieBend werden 2 mL
Tris/HCI-Puffer; pH 7.4, hinzupipettiert und der Ansatz auf eine 400 mL
Sephadex G-15 Saule aufgetragen und mit bidest. Wasser eluiert. Ein Adiquot

der gewonnenen Fraktionen wird im cPIP-Test eingesetzt und zusatzlich wird
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die Konzentration an *H-PGE; im B-Counter bestimmt. Die Fraktionen mit cPIP-

Synthaseaktivitdt werden eingeengt, und mit Hilfe der SDS-Gelelktrophorese

weiter aufgetrennt. AnschlieBend inkubiert das Gel auf einer Tritium-Imager-

Platte fir 5 Tage, dann wird die Platte auf 8H-Banden detektiert.

2.2.11

Gelfiltration

Puffer IV (1 L): 20 mL 1M Tris/HBr

140 pL 2-Mercaptoethanol (99%)

10 mL 20% Triton X-114

100 mL 1M Natriumfluorid

2,5 mL 200 mM Na-Vanadat (erst kurz vor Gebrauch
des Puffers zufigen, da es sonst mit dem 2-

Mercaptoethanol reagiert)

Aktivierung von Natriumortho-Vanadat:

NasVO, —-Lbsung sollte aktiviet werden, um eine optimale Hemmung der

Protein-Phosphotyrosyl-Phosphatasen zu erreichen.

1.

2.

Herstellung einer 200 mM NagVO4 —Ldsung.

Mit 1 N NaOH oder 1 N HCI den pH auf 10,0 einstellen. Bei diesem
pH ist die L6sung gelb.

Die Lésung kochen bis sie farblos ist (ungefahr 10 Minuten).

Auf Raumtemperatur abkiihlen lassen.

Den pH erneut auf 10.0 einstellen und die Schritte 3 und 4 solange
wiederholen bis die Lésung farblos und der pH bei 10.0 stabil bleibt.

Das aktivierte NazVO, wird aliquotiert und bei —20°C gelagert.
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Kleiner Ansatz (fiur 180 mL- Chromatographiesaule):

Die 180 mL-Saule (stationare Phase: Sephacryl S-300 HR) wird mit 400 mL
Puffer IV aquilibriert (Durchflussrate: 260 mL/h).

1,5 mL Plasmamembran werden in Eiswasser aufgetaut und mit 244 pL
Solubilisierungslésung (siehe 2.2.8) tropfenweise gemischt, 10 min auf Eis
inkubiert und anschlieBend in einer Sorvallzentrifuge mit einem SS34- Rotor bei
10.000 rpm in fur 10 min zentrifugiert (4°C). Alle folgenden Schritte erfolgen bei
4°C.

Der Uberstand wird gleichmaBig am S&ulenrand aufgetragen. Nachdem die
Suspension ins Gel gesickert ist, wird etwas Gelfiltrationspuffer auf die Saule
geschichtet und die Elution mit Gelffiltrationspuffer gestartet (Durchflussrate: 303

mL/h). Es werden 100 Fraktionen a 2 mL gesammelt.

GroBBer Ansatz (fir 450 mL- Chromatographiesaule):

Die 450 mL-Saule (stationare Phase: Sephacryl S-300 HR) wird mit 900 mL
Puffer IV aquilibriert (Durchflussrate: 330 Ml/h.

Es wird ca. 4,2 mL Plasmamembran mit 740 pl Solubilisierungslésung (siehe
2.2.8) tropfenweise gemischt, anschlieBend wird analog zum kleinen Ansatz

verfahren. Es wird 100 Fraktionen a 4 mL gesammelt.
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2.2.12 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit

a) Dem BCA Protein Assay Reagent (Firma Pierce.

Das Verfahren erlaubt die Messung von Proteinkonzentrationen zwischen
20 - 2000 pg/mL. Diese Proteinbestimmung beruht auf einer Methode nach
Smith et al. (1985), bei der Cu?*-lonen im alkalischen Milieu durch Proteine
zu Cu'*-lonen reduziert werden. Diese Cu'*-lonen reagieren mit je zwei
Molekllen  Bicinchonin-Saure und bilden einen  purpurfarbenen,
wasserléslichen Komplex, dessen Farbintensitat der Proteinkonzentration
proportional ist und der bei 562 nm photometrisch bestimmt wird. Als

Standard wurde Rinderserumalbumin verwendet.

b) dem BIO-RAD Protein Assay (Firma Bio-RAD).

Man kann Proteinkonzentrationen zwischen 25 — 1400 pg/mL messen.

Der Proteintest beruht auf der Beobachtung, dass sich das
Absorptionsmaximum einer sauren Coomassie Brillant Blue G-250 Lésung
von 465 nm nach 595 nm verschiebt, wenn Protein daran gebunden wird

(Spector, 1978). Als Standard wird Rinderserumalbumin verwendet.

2.2.13 Ansetzen einer 10%igen Triton X-114 Stocklésung

20 mL Triton werden mit 400 mL eiskaltem dest. Wasser versetzt und zu einer
homogenen Lésung im Eisbad verruhrt. Dann wird das Gemisch im
Schittelwasserbad auf 32 °C erhitzt und inkubiert dort fir 8 Stunden. Es bilden

sich zwei Phasen, von denen die obere mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt
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wird. Die untere Phase wird erneut mit eiskaltem Wasser versetzt usw.
(insgesamt 3 mal).

AnschlieBend wird die untere Phase lichtgeschutzt im Kuhlschrank aufbewahrt.
Mit Hilfe einer Verdinnungsreihe (1g Triton/100 mL Wasser) wird die
Endkonzentration der Detergenzlésung bei 278 nm und unter 20°C (z. B.

gekuhltes Photometer, im Kihlschrank) photometrisch bestimmt.

Die Verdunnung erfolgte nach folgendem Schema:
Die Eichlésung bestand aus1 g Triton X114 auf 100 mL Wasser bidest.
aufgefullt. Die Eichkurve wurde mit Triton X114-Konzentrationen von 0,01% bis

0,0025% erstellt.

2214 Anionenaustauscherchromatographie

Puffer V (100 mL):

1 mL 1M Tris/HBr (10 mM)

10 pL 2- Mercaptoethanol (1 mM)

200 pL Triton X-114 (0,2%) Stammldésung

pH 7.6

Puffer VI (100 mL):

1 mL 1M Tris/HBr (10 mM)

10 pL 2- Mercaptoethanol (1 mM)

200 pL Triton X-114 (0,2%) Stammldésung
3,51 g NaCl (0,6M)

pH 7.6
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2.2.15 Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick (1988)

Das SDS-Gel wird mindestens 30 Minuten in 250 mL Lésung! (3 Volumen
Ethanol:1 Volumen Essigsaure (96%):6 Volumen dest. H-0) fixiert.
AnschlieBend wird das Gel in 250 mL Lésung Il (75mL Ethanol; 17,00 g
Natriumacetat (erst in H.O I6sen, dann EtOH hinzugeben); 1,25 mL
Glutaraldehyd (25% g/v)(erst vor Gebrauch hinzugeben); 0,50 g NaS,03* 5
H-O (erst vor Gebauch hinzu geben) mit dest. H,O auf 250 mL auffullen) far 30
Minuten oder Uber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation erfolgt ein dreimaliges
Waschen mit jeweils 250 mL Aqua dest.. Die Versilberung (ca. 20 Minuten)
erfolgt mit Lésung 11l (0,5 g AgNOs; 50 pL Formaldehyd (37% g/v) (erst vor
Gebrauch hinzu geben)auf 250 mL mit Aqua dest. aufflllen).

Die Entwicklung erfolgt mit Lésung IV (7,5 g Na,COg; 30 uL Formaldehyd (37%
g/v) (erst vor Gebrauch hinzugeben) und mit Aqua dest. auf 300 mL aufflllen
zunachst mit 100 mL far eine Minute, L6sung verwerfen und anschlieBend fur
60 Minuten mit 200 mL Losung IV.

Die Entwicklung wird mit der Lésung V (2,5 g Glycin/250 mL Aqua dest.)
gestoppt und das Gel dreimal mit jeweils 250 mL Aqua dest. gewaschen. Die
Praservation erfolgt mit Lésung VI (25 mL Glycerin (87% g/v)/250 mL Aqua

dest.) fur 30 min, dann wird das Gel bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.16 Silbergel entfarben
Lésung VII: 37 g Natriumchlorid und 37 g Kupfersulfat * 5 HO werden in 800
mL Wasser gelést, NH4,OH zugeben bis sich der Niederschlag 16st und die

Lésung tief blau wird, dann auf 1 L mit Wasser aufflllen.
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Lésung VIII: 684 g NaxS»03 * 5 H,O werden in 900 mL Wasser gelést und auf
1 L aufgefullt.

Entfarberlésung: 10 mL L&sung VII und 10 mL L&sung VIII mischen und mit
Wasser auf 200 mL auffillen. Falls die Lésung grin wird, NHsOH zugeben bis
die Lé6sung wieder tiefblau ist.

Gel 5 min mit Wasser waschen. Gel in Entfarberlésung inkubieren bis der

gewulnschte Entfarbungsgrad erreicht ist, dann mit 5%iger Essigsaure stoppen.

2.2.17 Coomassie-Farbung (Diezel et al., 1959)

2 g Coomassie G-250 in 1 L HyO lésen und unter Rihren mit 1 L
Schwefelsdure (1 mol/L oder 55,5 mL konz. H.SO, /L) versetzen. Nach
dreistiindigem Ruhren abfiltrieren (Faltenfilter), das braune Filtrat mit 220 mL
Natronlauge (10 mol/L oder 88 g/220 mL) versetzen. Zuletzt 310 mL einer 100
% TCA hinzuftigen und gut mischen, Lésung wird grun.

Fixierung/ Farbung: 3 h bei 50 °C oder Gber Nacht bei Zimmertemperatur
Auswaschen der Saure: 1-2 h in H,O einlegen, dabei werden griine Banden

blau und intensiver.
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2.2.18 Fiske-Subbarow-Phosphatbestimmung (Doose, 1975)

Reagenz nach Fiske-Subbarow:

In einem 100 mL Erlenmeyer werden 6,85 g Na»S,0s5 in 50 mL Wasser geldst
und 0,125 g 1-Amino-2-naphthol-4-sulfonsdure hinzu geben und schitteln bis
alles geldst ist. In einem Reagenzglas 1,5 g NaxSOsin 5 mL Wasser I6sen und
tropfenweise zur Erlenmeyerlésung hinzugeben. Falls eine Tribung auftritt,
filtrieren. Lésung in eine dunkle Flasche Uberfihren und 2 Tage im Dunkeln

stehen lassen.

Phosphatbestimmung nach Fiske-Subbarow:
Im Eisbad ansetzen: 10 mL 60 % HCIO4
3,75 mL Fiske-Subbarow-Reagenz
86,25 mL 0,48 % Ammoniummolybdat
gut mischen. Je 4 mL auf 1mL Probe geben und 20 min stehen lassen.

Bei 691 nm gegen den Leerwert messen.

2.2.18 Glucose-6-phosphatase-Bestimmung (mikrosomaler Marker)

Verwendete Losungen:

Lésung A: 1L Saccharose (0,25 M)

Lésung B: 1L Saccharose (0,25 M)/EDTA (1 mM); pH 7
Lésung C: 10 mL Glucose-6-Phosphat (0,1 M)

Lésung D: 10 mL Kacodylat-Puffer (0,1 M); pH 6.5
Lésung E: 100 mL Phosphat-Standardiésung (1,5 mM)

Lésung F: 500 mL Ascorbinsaure (2%)/Trichloressigsaure (10%) (w/v)
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Zellsuspension mit Lésung B (Saccharose/EDTA) verdinnen.

Ansatz: 0,1 mL Saccharose/EDTA-L6sung (Lsg B)

0,1 mL Glucose-6-phosphat-Lésung  (Lsg C)

0,1 mL Pufferlésung (Lsg D)

mischen und bei 37°c temperieren

+ 0,1 mL Probe

mischen und 5-10 min bei 37°C inkubieren

+2 mL Ascorbinsaure/TCA Lésung (Lsg F)

mischen und 3 min bei 3000 g zentrifugieren.

Uberstand zur Fiske Subbarow-Phosphatbestimmung.

2.2.19 5‘-Nucleotidase-Bestimmung (Membran-Marker)

5-Nucleotidase wird bei 37°C nachgewiesen.

Endvolumen: 0,5 mL

Stammlésungen: AMP-Konz.: 0,005 M (195,5 mg/10 mL AMP-

Nag)
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MgCl.-Konz.: 0,01M (203,3 mg/10 mL MgCl,*6
H.0)
Glycin-Puffer: 0,05M (375,4 mg/10 mL Gilycin)

pH 9,1 mit NaOH

nach 10-30 min stoppt man die Reaktion durch Zugabe von 2,5 mL TCA (8%).
Die Lésung wird durch Whatman No. 42-Papier filtriert; 1,8 mL zur Fiske-

Subbarow-Bestimmung.

2.2.20 GST-pull down Assay (Lehr et al.,1999)

5 % ug in vitro phosphoryliertes hGab-1-C, bzw. verschiedene IRS-1 oder IRS-2
(erhalten von Prof. Muller-Wieland) Fusionsproteine sowie 5 pg GST wurden
mit 50 pL Enzymfraktion aus Rattenleber in Pull-Down-Puffer (20 mM Tris/HCI,
pH 7.5; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 mM Na-Vanadat; 50 mM NaF; 1 mM
Glycerophoshat) versetzt. Nach Inkubation fur 1,5 Stunden bei 4°C auf einem
Uberkopfschiittler (60 UpM) wurde die Sepharose abzentrifugiert (1000g, 5
Minuten, 4°C) und dreimal mit Pull-Down-Puffer (20-faches Sepharosevolumen)
gewaschen. Die Waschschritte dienten der Entfernung aller nicht gebundener
Proteine von der Sepharose. Nach dem dritten Waschschritt wurde die
Sepharose komplett von dem noch verbleibenden Pull-Down-Puffer befreit,
indem mit einer 10 puL Pipettenspitze bis in das Pellet eingestochen und die
verbleibende Flussigkeit abgesaugt wurde. Dies diente dazu, die Proteine in
einem so kleinen Volumen wie moglich zu I6sen. Die erhaltenen Pellets wurden

im cPIP-Test eingesetzt.
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2.2.21 Bestimmung der Insulin-Rezeptoren

Bindungspuffer: 100 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1 % Bovine Serum Albumin

0,025 % Triton X-100, pH 7.3

Folgender Ansatz wird Uber Nacht bei 15°C auf dem Schittler

Reagenzglasern inkubiert:

250 puL Bindungspuffer
30 uL  ™Insulin (5x107"" Mol/L)

5 ML Fraktion

Die anschlieBende Probenprazipitation erfolgt durch Zugabe von je 500 pL y-

Globulin-Lésung (0,13 % y-Globulin in 100 mM Natriumphosphatpuffer; pH 8.0)

auf dem Eisbad, dann werden 0,6 mL 30 %ige Polyethylenglycol-Lédsung zum

Ausféllen der Proteine zupipettiert, mit Hilfe des Vortexers griindlich gemischt,

10 Minuten auf dem Eis inkubiert und abschlieBend Uber Membranfilter

(Millipore EA- PorengroBe 1 uM) abfiltriert.

Es wird zweimal mit 2 mL 8 %iger Polyethylenglycol-L6sung gewaschen,

anschlieBend werden die Filter in kleine ReaktionsgefaBe Uberfuhrt und die

Radioaktivitat im y-Counter bestimmit.
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2.2.22 Skelettmuskel-AufschiuB

Puffer VII: 20 mM Tris-HCI pH 7.4
250 mM Saccharose

+Protease Inhibitor-Tablette 25 pL/mL Puffer (Boehringer)

Puffer VIIl : 20 mM Tris-HCI pH 7.4 (242 mg/100 mL)
250 mM Saccharose (8,55 g/100 mL)
50 mM Na-pyrophosphat (2,23 g/100 mL)
300 mM KCI (2,23 g/100mL)

20 mM Tris-HCI pH 7.4 zum Verdinnen der einzelnen Fraktionen nach der

Gradientenzentrifugation

30 mM Hepes pH 7.4 (714 mg/100 mL)
250 mM Saccharose (8,55 g/100 mL)

zum Aufnehmen der Pellets der einzelnen Fraktionen

- in Rotor SW 40: Von unten nach oben:
3 mL 35% Saccharose (wt/wt)
2 mL 29% Saccharose (wt/wt)
2 mL 26% Saccharose (wt/wt)
2 mL 23% Saccharose (wt/wt)

2 mL Probe (crude fraction)
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mindestens 10 g Skelettmuskel (1 g/10 mL) mit Puffer VIl mindestens 6 mal
fur 15 sec im Ultraturax zerkleinern bis das Homogenat ein lachsfarbenes
Aussehen hat

je nach Menge in Eppendorf-Zentrifuge bei 10.000 rpm/4°C/15 min oder in
SORVALL bei 9000 rpm/4°C/15 min zentrifugieren

Uberstand abnehmen und (je nach Ausbeute) in Ti70/Ti50 Réhrchen
Uberfuhren

Pellet nochmals gut in Puffer A resuspendieren, erneut im Ultraturax
zerkleinern und wie oben beschrieben erneut zentrifugieren

Uberstand wieder abnehmen und mit dem 1. Uberstand vereinigen

bei gréBerer Menge im Ti70-Rotor bei 50.000 rpm/4°C/1,5h; sonst im Ti50-
Rotor bei 50.000 rpm/4°C/2h in der UZ zentrifugieren

die crude fraction (cf) (Pellet) je nach GréBe in 1-2 mL Puffer C aufnehmen
und resuspendieren (4 x 25 pL aliquotieren fur Proteinbestimmung und
Gellauf)

cf auf den Saccharose- Gradienten geben

in Rotor SW40 bei 20.000 rpm/4°C/16h ohne Bremse zentrifugieren

einzelne Fraktionen (Interphasen) — F23- F26- F29- F35 enthehmen und mit
20 mM Tris-HCI pH 7,4 verdinnen

im Ti50 bei 40.000 rpm/4°C/2h zentrifugieren

einzelne Pellets der Fraktionen (23, 26, 29, 35) in Hepes/Saccharose pH 7.4

aufnehmen, adiquotieren und einfrieren.
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2.2.23 Western Blooting

A Gel-Elektophorese

B Western Blotting

C Proteinfarbung mit Ponceau S
D Protein-Detektion mit Antikérper

E Strippen der Immunoblotting-Membran

-Blotting-Apparatur PHARMACIA LKB Novablot (Amersham Pharmacia)
-MUNKTELL 1F-Filterpapiere (Amersham Pharmacia)

-PVDF IMMOBILON-P 0,45 uM (Millipore/Sigma)
-Homogenes Fertiggel 7,5% (Amersham Pharmacia)
-Gradienten-Fertiggel 8-18% (Amersham Pharmacia)
-Proteinmarker Prestained (Promega)

-Proteinmarker Broad Range (Promega)

-Rinder-Serum Albumin FraktionV (Sigma)

-Milchpulver (Reformhaus)

-Tween 20 (Biorad)

-Ponceau S (Sigma)

-SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce)

-Western Blot Receycling Kit (Alpha Diagnostic)

-Anoden-Puffer 1
0,3 M Tris 36,39

20% (v/v) Methanol 200 mL mit dest. H20 ad 1000 mL
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-Anoden-Puffer 2
25 mM Tris 3,039

20% (v/v) Methanol 200 mL mit dest. H20ad 1000 mL

-Kathoden-Puffer

40 mM 6-Aminohexansaure 5249

0,01 % SDS 0,19

20 % (v/v) Methanol 200 mL mit dest. H20ad 1000 mL
-Ponceau S

Ponceau S 0,19

Essigsaure 5,0 mL mit dest. H20ad 1000 mL
-TBS 10 x

Tris 24,29

NaCl 8¢ mit dest. H20ad 1000 mL

mit HCI auf pH 7.6 einstellen und bei 4°C aufbewahren.

-Stammlésung TBS — 0,25% Tween 20 (Milchpulver-System)
10 x TBS 100 mL

Tween 20 2,5mL mit dest. H20ad 1000 mL

-Blockierungslésung TBS-T + 5% Milchpulver
Stammlésung TBS-T 100 mL

Milchpulver 5049
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-Antikérper-Gebrauchslésung
Stammlésung TBS-T 100 mL

Milchpulver 5049

Konzentration anti-IRS-1 (o-IRS-1/K6B): 0,5-2 pg/mL

-Antikérper-Gebrauchslésung

Stammlésung TBS-T 100 mL

Milchpulver 509
plus anti-Rabbit IgG HRP

Verdinnung 1:5000

-Stammldsung TBS — 0,05% Tween 20 (BSA-System)
10 x TBS 100 mL

Tween 20 509 mit dest. H20ad 1000 mL

-Blockierungslésung TBS-T + 1 % BSA
Stammlésung TBS-T 100 mL

BSA Frac. V 1,09

Bei Aufbewahrung der Antikdrper-Gebrauchslésungen bei 4 °C:

Zugabe von Natriumazid (Spatelspitze).
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A Gel-Elektrophorese

Gelplatte waagegerecht orientieren, mit 2-3 mL Petroleum befeuchten und das
Kuhlgerat starten (10°C).Fertiggel aus der Verpackung nehmen, auflegen
(ohne Luftblasen) und Oberfolie abziehen. Pufferstreifen jeweils einige
Millimeter ober- bzw. unterhalb der Gelkante auf das Gel legen:
Probenbeladung:

Gradienten-Fertiggel Vmax =25 pL
Oberplatte zur Orientierung der Pufferstreifen aufsetzen und Pufferstreifen
ausrichten. Wenn die Elektroden mittig sind, Oberplatte einsetzen. Deckplatte
einsetzen. Starten der Elektrophorese:

20 min 600 V-20mA-30W

danach 600 V —40mA (max. 50 mA) — 30 W

Dauerca.2 - 3,5 h.
Beendigung der Elektrophorese, wenn die farbige Lauffront (blau: Prestained

Standard / rot: BioRad Sample Buffer) die Anode erreicht hat.

B Western Blotting

18 MUNKTELL Filterpapiere und 1 IMMOBILON-P-Membran im Format 10 x
25 cm oder 10 x 12,5 cm (halbes Gel) schneiden. Vorbereitung der Blotting-
Apparatur: Untere Platte mit dest. H,O anfeuchten. IMMOBILOM-P-Membran
ca. 1 min mit wenig Methanol inkubieren und mehrfach mit dest. Wasser spulen
und in Anoden-Puffer 2 legen. 6 Filter-Papiere in Anoden-Puffer 1 tranken und

auf die untere Platte legen. 3 Filterpapiere in Anoden-Puffer 2 trdnken und
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dariber legen. Gel kopfliber ca. 5 min in Anoden-Puffer 2 tauchen
(Handschuhe tragen). Entfernen der Folie vom Fertiggel mit filmremover (LKB):
-Gel auflegen (Folie nach unten) und mit der Klammer arettieren.
-Festklemmen des Drahtes an der rechten Seite und Gel von der Folie
abtrennen.
Aufsetzen der IMMOBILON-P-Membran etwa in Héhe der Farbstoff-Lauffront.
Gelpaket kopflber auf das Filterpapier-Paket legen (Blot-Membran nach unten).
Vorsichtig Gelfolie abziehen und mit Pinzette an den Slots nachhaken. 9
Filterpapiere in Kathodenpuffer trdnken und auf das Blotpaket legen.
Entfernung der Luftblasen aus dem Gesamt-Paket mit dem Roller (leicht
dricken). Untere Platte in Blotting-Apparatur einsetzen. Obere Platte der
Blotting-Apparatur mit dest. Wasser anfeuchten und Deckel schlieBen.
Start: 20 V /200 mA*/ 30 W
*: abhangig von GelgroBe: 200 mA bei 10x25 cm (0,8mA/cm?)

100 mA bei 10x12,5 cm

Standard-Parameter: 0,8 mA/cm?2

Dauer: 1-3 h

Ende des Blottings:

-Offnen der Kammer.

-Abziehen der oberen Filterpapiere.

-Membran auf Gelpaket mit Skalpell schneiden und markieren der
Prestainedmarker bzw. Colourmarker-Banden mit Kugelschreiber.

-Blot-Membran sofort in entsprechende Blockierungslésung(en) legen.
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C Proteinfarbung mit Ponceau S

Inkubation der Blot-Membran fir 5-60 min in Ponceau S-Lésung nach dem
Blotting. Waschen mit dest. Wasser, bis Proteinbanden sichtbar werden.

Protein-Standard mit Kuli auf Blot-Membran markieren.

D Protein-Detektion mit Antikérper

Inkubation der Blot-Membran in Blockierldsung fir 1 h / RT:

fir anti-IRS-1: TBS — Tween20 — 5% Milchpulver

(Volumen abhéangig von Blotgré3e und Kammer)
Primar-Antikérper-Inkubation (Pl):

anti-IRS-1  (0-IRS-1/K6B) — Verd. 1:3000: in TBS - 0,25%

Tween20 — 5% Milchpulver
Geschlossene Schale auf Schuttler oder 50 mL-Falcon auf Rollenmischer
benutzen. Die Gebrauchslésungen kénnen gesammelt und wiederverwendet
werden.
Schnellwaschen des Anti-IRS-1-Blots und 3 x 15 min waschen mit TBS — 0,25%
Tween 20. Sekundar-Antikérper-Inkubation (Sl), z.B. des anti-IRS-1-Blots mit
anti-Rabbit- IgG HRPO-konjugiert: In TBS — 0,25% Tween 20 — 5% Milchpulver
(Verdinnung 1:5000).
Schnellwaschen des anti-IRS-1 / anti-Rabbit-IlgG HRPO (Sl) bzw. des anti-
Phospho-Tyrosin HRPO (PI)-Blots und 3 x 15 min waschen mit TBS — 0,25%
Tween 20. Langeres Waschen maoglich.

Herstellung der ECL-Farbelésung im Verhaltnis 1:1
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-SuperSignal West Pico Luminol Enhancer

-SuperSignal West Pico Stable peroxid solution

Das Volumen ist abhangig von der SchalengréBe. ECL-Lésung kann mehrfach
verwendet werden. Inkubation des Blots in einer lichtundurchlassigen Schale fur
1-15 min und danach Einlegen der Blots in eine Prospekthille. Anpressen und
Ausstreichen der Luftblasen.

Starten des Lumi-Imagers:

Lumi-Capture> Lumi analyst

Einstellen der Parameter:

Bestrahlungszeit 30 sec bis 15 min

Chemilumineszenz

Sofortiges Abspeichern der Orginal-Date. Aufbewahrung der Blot-Membranen

in Prospekthillen und Lagerung bei -20°C.

E Strippen der Immunoblot-Membran

Verdunnung 1:10 der Antikérper-Stripping-Lésung mit dest. Wasser.
Verdunnung 1:10 der Blockierldsung mit PBS.

Inkubation des Blots in Antikérper-Stripping-Lésung 13 min.
Waschen des Blots (5 min) in 1x-Blocking-Puffer.

Waschen des Blots (15 min) in 1x-Blocking Puffer.

Blot in Antikérper-Gebrauchslésung und weiter mit D 2.



Material und Methoden 43

2.2.24 Identifizierung der Proteinbanden aus dem SDS-Page Gel

durch Maldi-MS

Ausschneiden der Gelbanden per Hand:

Zu identifizierende Proteinbanden werden mit einem Skalpell vorsichtig
ausgeschnitten und in eine spezielle 96 Well-Platte Uberfuhrt. Jede Bande muf3
nummeriert werden, damit man sie spater wieder zuordnen kann. Die
ausgeschnittenen Banden kénnen bei —80°C gelagert werden.

In-Gel-Verdau und Standardprobenvorbereitung far Maldi-MS: (orginal
Eppendorf Spitzen und Tubes sowie TeflongefaBe benutzen; bidest. Wasser

nur aus der Destille verwenden)

1. Gelstucke mit 100 uL Ammoniumhydrogencarbonat (50 mM) unter Schiitteln
fir 10 min bei 25°C inkubieren. Uberstand abnehmen und verwerfen.

2. Gelstuicke mit 100 pL  Ammoniumhydrogencarbonat (50 mM
Endkonzentration)/ 50% Acetonitril unter Schatteln fir 10 min bei 25°C inkubieren.
Uberstand abnehmen und verwerfen.

Schritte 1 und 2 dreimal wiederholen! Die Gelsticke kdnnen je nach Fragestellung
auch ganz geschrumpft werden, indem man zum Schluss 100% Acetonitril auf die
Gelstiicke gibt.

3. Gelstiicke nach Entfernung des Uberstandes in der Speed Vacuum Zentrifuge
trocknen (ca. 10 min).

4. Tryptischer Verdau mit Promega Trypsin: 5 pL Trypsinlésung (20 pg/20uL)
werden mit 250 pL 20 mM Ammoniumhydrogencarbonat verdiunnt und von dieser
Lésung werden je 1-2 pL (0,02 pg/pL) auf die Gelsticke pipettiert (10 min

Einwirkzeit).
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5. Je nach GelgréBe zwischen 2 und 5 pL 20 mM Ammoniumhydrogencarbonat
hinzufligen, denn das Gelstiick sollte vollstandig benetzt sein.

6. Uber Nacht bei 37 inkubieren (nicht schitteln und nach 40 min kontrollieren,
ob noch ausreichend Flussigkeit vorhanden ist). Bei —80°C lagern bis zur
Massenspektrometrie.

7. Gelstlicke mit 25% Acetonitril/ 1% TFA auffillen, so dass sich 2-4 uL im

Uberstand befinden. Sofort fiir Targets verwenden.

2.2.25 Keratinozyten

Die Keratinozyten (Hautklinik HHU Dusseldorf) wurden bei 37°C, 5% CO, und
oberhalb 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das verwendete Medium war DMEM
inklusive Natriumpyruvat (Gibco), 100 mg/L Penicillin/Streptomycin, 2 mM L-

Glutamin und 10% fotales Kalberserum.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis der cPIP- Synthase in verschiedenen Spezies

Frihere Arbeiten in der Arbeitsgruppe (Wasner, Kassner, Salge) zeigten, dass der
Mediator cPIP in der Ratte, im Schleimpilz Dictyostelium discoideum, im Regenwurm
Lumbricus terrestris, in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae und im Humanblut
nachgewiesen werden kann.

In dieser Arbeit wurde zunachst die Aktivitdt der cPIP- Synthase in den
verschiedenen Zelltypen nachgewiesen, da es sein konnte, dass die Rattenleber
nicht das gunstigste Organ ist, um den biochemischen Mechanismus der
Stimulierung der cPIP- Synthase durch Hormone zu untersuchen. Es wurden
Homogenate kleinerer Proben menschlicher Leber sowie Schweineleber,
Homogenate von in Zellkulturen wachsenden Schweine- und
Rinderblasenepithelzellen, menschlichen Thrombozyten und Keratinozyten sowie
HepG2- Zellen, Stroma- Zellen und Schilddrisenzellen eines Morbus Basedow
(Morbus Basedow) und aus einem Insulinom zur Verfligung gestellt, um die cPIP-

Synthase Aktivitat zu untersuchen.

3.1.1 Nachweis von cPIP- Synthase in Zellen humanen Ursprungs

3.1.11 cPIP- Synthase in der Leber

Die héchste cPIP- Synthase Aktivitdt hatte LeBmann (LeBmann, 1991) in der

Rattenleber nachgewiesen. Daher war es interessant, die cPIP- Synthase Aktivitat

der menschlichen Leber zum Vergleich zu untersuchen.
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Frisch entnommenes Lebergewebe, das wahrend einer Operation entfernt wurde,
wurde im Verhéltnis 1:7 (Vol/Vol) mit Plasmamembranpuffer bei 0°C homogenisiert

und ein Adiquot von 100 pL in den cPIP- Biosynthesetest eingesetzt.

Aktivitat (cpm/Ansatz)

10 30

Inkubationszeit (Minuten)

Abb.5: cPIP- Synthase Aktivitdt im Homogenat der humanen Leber (n=2).

Nach einer 10- mindtigen Inkubation bei 30°C wurde eine cPIP- Synthase Aktivitdt von 2310
cpm/Ansatz gemessen (linker Kegel), das entspricht 118 pMol. Nach einer Inkubationsdauer von 30
Minuten lag die cPIP- Synthase Aktivitdt bei 3300 cpm/Ansatz (rechter Kegel), das entspricht 168
pMol. Die Testanséatze enthielten jeweils 100 pL Leberhomogenat.

Im Homogenat der menschlichen Leber konnte nach 10- mindtiger Inkubation bei
30°C eine — mit der Aktivitat der Rattenleber vergleichbare cPIP- Synthase Aktivitat
nachgewiesen werden (Abb.5). Eine Inkubationsdauer von 30 Minuten erbrachte,
dass die Synthese von cPIP Uber die Zeit nicht linear verlief, sondern mit der Zeit
langsamer wurde trotz nicht verbrauchter Substrate.

Aufgrund der geringen Menge an Lebermaterial war es nicht méglich, detailliertere

Fraktionen der Menschenleber herzustellen und zu charakterisieren.
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3.1.1.1  cPIP- Synthase Aktivitat in Zellen

Interessant war nach dem vorherigen Versuch mit menschlicher Leber der Nachweis
der cPIP- Synthase in HepG2- Zellen, einer menschlichen Leberkarzinom- Zelllinie.
Die HepG2- Zellen, die von Schultz (Uniklinik Dusseldorf) zur Verfugung gestellt
wurden, wurden mehrere Tage in Voll-Medium angezogen, dann von den Platten
geschabt, mit Puffer |l gewaschen, homogenisiert und anschlielBend mit Triton X114

solubilisiert. Ein Adiquot von 100 pL wurde in den Test eingesetzt.

Aktivitat (cpm/Ansatz)

HepG2 Stroma Keratinozyten Insulinom M. Basedow

Zelllinie

Abb.6: Nachweis der cPIP- Synthase Aktivitat in verschiedenen Zelllinien (n=2).

Zur Solubilisierung der verschiedenen Zellhomogenate wurde das Detergenz Triton X114 verwendet.
Die cPIP- Synthase Aktivitat wurde nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei 30°C bestimmt. Die
Testanséatze enthielten 100 pL Solubilisat. Es wurden HepG2- Zellen, Stroma- Zellen, Keratinozyten,
Insulinom- Zellen und Zellen aus Morbus Basedow getestet.

Auch in den solubilisierten HepG2- Zellen wurde cPIP- Synthase Aktivitat gefunden.
Die Proteinkonzentration der eingesetzten HepG2- Zellen ist mit der

Proteinkonzentration des Leberhomogenates vergleichbar. Jedoch ist die cPIP-
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Synthase Aktivitdt in den HepG2- Zellen wesentlich geringer als in dem
Leberhomogenat. Sie betragt nur knapp ein Finftel.

Herr PD Dr. Schultz (Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf, Chirurgie) stellte Stroma-
Zellen, Schilddrisenzellen bei M. Basedow und Insulinom- Zellen zur Verfligung.
Schon seit vielen Jahren wird in der Arbeitsgruppe von Pfeiffer das Thema Diabetes
und Hyperthyreose (18. Wiesbadener Schilddrisengesprach, 2000) bearbeitet, daher
waren in diesem Zusammenhang die Zellen aus M. Basedow besonders interessant,
da eine gestdérte cPIP- Synthase Aktivitdt mit der Schilddriseniberfunktion
zusammenhéangen kénnte.

Entartete Inselzellen aus dem Pankreasgewebe, Insulinom genannt, in denen ein
endogener Insulinlberschuss vorliegt, sollten auf cPIP- Synthase Aktivitat getestet
werden. Diese Zellen wurden mehrere Tage in Vollmedium kultiviert.

Die Zellen wurden jeweils von den Petrischalen abgeschabt, mit
Homogenisationspuffer gewaschen, darin aufgenommen und homogenisiert, mit
Triton X114 solubilisiert und ein Adiquot der erhaltenen Lésung wurde in den cPIP-
Biosynthesetest eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt. Alle
getesteten Zelllinien zeigen sehr geringe cPIP- Synthase Aktivitat vergleichbar mit
der Aktivitat der HepG2- Zellen. Die einzelnen cPIP- Synthase Aktivitaten liegen bei
20 pMol (ca. 400 cpm/Ansatz), die einzige Ausnahme bildete eine Schilddrusen-
Zelllinie aus M. Basedow (es sind drei unabhéangige Zelllinien aus M. Basedow
getestet worden); hier lag die Aktivitat bei 41 pMol (800 cpm/Ansatz).

Es wurden Keratinozyten der adhéarenten Zelllinie HaCaT (human adult skin
keratinocytes propagated under low Ca?* conditions and elevated temperature;
Boukamp et al.; 1988) von Gunther (Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf,
Hautklinik) zur Verfigung gestellt. Die Keratinozyten wurden bei 37°C, 5% CO, und

oberhalb 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das verwendete Medium war DMEM
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inklusive Natrium- Pyruvat (Gibco), 100 mg/L Penicillin/Streptomycin, 2 mM L-
Glutamin und 10% fotales Kalberserum. Die wie beschrieben herangezogenen Zellen
wurden mit Homogenisationspuffer gewaschen und anschlieBend in ihm
aufgenommen und homogenisiert.

Die cPIP- Synthase Aktivitdt in den Keratinozyten liegt an der unteren

Nachweisgrenze bei 15 pMol/Ansatz.

3.1.2 Nachweis der cPIP- Synthase in Schweineleber

Da bisherige Versuche zeigen konnten, dass die cPIP- Synthase in der Leber sehr
aktiv ist, sollte die cPIP- Synthase auch in der Schweineleber nachgewiesen werden.
Das Lebermaterial wurde dem frisch getéteten Schein enthommen und sofort auf Eis
gelagert, um einen Aktivitadtsverlust der cPIP- Synthase durch enzymatische
Modifikation zu verhindern. AnschlieBend wurde das Lebergewebe in
Homogenisationspuffer aufgenommen, homogenisiert und ein Adiquot der jeweiligen

Fraktionen auf cPIP- Synthase Aktivitat getestet.
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Aktivitat (cpm/Ansatz)
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Abb.7: Die cPIP- Synthase Aktivitidt im Homogenat der Schweineleber (n=3).

Nach einer 10- mindtigen Inkubation bei 30°C waren 129 pMol cPIP/ Ansatz (entspricht:
2511cpm/Ansatz) gebildet worden (linker Kegel) und nach einer Inkubationsdauer von 30 Minuten
waren es 153 pMol cPIP/Ansatz (entspricht: 2978 cpm/Ansatz) (rechter Kegel). Die Testanséatze
enthielten jeweils 100 uL Leberhomogenat.

Abbildung 7 zeigt, dass die cPIP- Synthase auch im Homogenat der Schweineleber
nachgewiesen werden kann. Die gemessenen Werte sind denen, die in der

menschlichen Leber gemessen wurden, vergleichbar.

3.1.3 cPIP- Synthase Nachweis in Schweine- und Rinderblasenepithelzellen

Schweineblasenepithelzellen und Rinderblasenepithelzellen stellte Lebrun (Institut

fur Arbeitsmedizin, Dortmund) zur Verfligung.
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Abb.8: cPIP- Synthase Aktivitat in Schweine- und Rinderblasenepithelzellen.

Die Zellhomogenate wurden 2 Minuten bei 500 g bei 4°C zentrifugiert und anschlieBend wurden cPIP-
Synthase Aktivitat und Proteingehalt in den erhaltenen Sediment- und Uberstandfraktionen bestimmt.
Die Abbildung zeigt, dass in den Schweineblasenepithelzellen die cPIP- Synthase Aktivitat
hauptséchlich im Sediment zu finden ist. Im Sediment der Rinderblasenepithelzellen ist nur eine sehr
geringe cPIP- Synthase Aktivitdt nachweisbar, sie ist mit der cPIP- Synthase Aktivitdt im Uberstand
vergleichbar.

Die Epithelzellen wurden mit Homogenisationspuffer gewaschen, darin
aufgenommen und homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 500 g bei 4°C
zentrifugiert und die so erhaltene Pellet- und Uberstandfraktion wurde auf cPIP-
Synthase Aktivitat getestet. Die Ergebnisse werden in Abbildung 8 dargestellt. Unter
diesen Versuchsbedingungen ist in den Epithelzellen vom Schwein eine ca. 5-fach
aktivere cPIP- Synthase als in denen vom Rind nachgewiesen werden kann. Des
weiteren ist zu sehen, dass trotz der geringen Zentrifugation (500 g) in beiden Féllen
die cPIP- Synthase Aktivitat vor allem in den partikularen Fraktionen gefunden

wurde.
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3.1.4 Nachweis der cPIP- Synthase im Homogenat der Ratteleber

Seit langem ist die cPIP- Synthase Aktivitat in der Rattenleber bekannt. Die in Abb. 9
gezeigte Aktivitat wurde aus Vergleichsgrinden aufgefihrt. Sie wurde unter
analogen Bedingungen wie die anderen aufgezeigten Messungen an den Zellen und

Organen bestimmt.

Aktivitat (cpm/Ansatz)

10 30

Inkubationszeit (Minuten)

Abb.9: Die cPIP- Synthase Aktivitat in Rattenleberhomogenat.

Nach einer 10- minitigen Inkubation bei 30°C wurde eine cPIP- Synthase Aktivitdt von 180
pMol/Ansatz (entspricht: 3537 cpm/Ansatz) gemessen (linker Kegel). Nach einer Inkubationsdauer von
30 Minuten lag die cPIP- Synthase Aktivitdt bei 221 pMol/Ansatz (entspricht:4332 cpm/Ansatz)
(rechter Kegel). Die Testanséatze enthielten jeweils 100 pL Leberhomogenat.

3.1.5 Zusammenfassung der Messergebnisse

Die cPIP- Synthase konnte in allen hier getesteten Spezies, dem Schwein, Rind,
Mensch und Ratte nachgewiesen werden. Die héchste cPIP- Synthase Aktivitat
wurde in den Leberhomogenaten (ca. 2300-4300 cpm/Ansatz) gemessen, wobei im
Homogenat der Rattenleber die hochste cPIP- Synthase Aktivitat gefunden wurde. In

den verschiedenen menschlichen Zelllinien war die Aktivitdt meist gering, sie lag bei
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durchschnittlich 400 cpm/Ansatz. Die cPIP- Synthase Aktivitat lag bei getesteten
Thrombozyten unterhalb der Nachweisgrenze. Die Rinderblasenepithelzellen zeigen
eine geringe cPIP- Synthase Aktivitait, auch im Vergleich mit den
Schweineblasenepithelzellen. Langere Inkubationszeiten des Testansatzes zeigen,
dass die Zeitabhangigkeit in allen gemessenen Zelltypen nicht linear ist.
Naheliegender Grund dafir liegt in der Verwendung von Homogenaten, da bei
Einsatz von reinen Zellpartikeln - wie im Falle der Rattenleber - durchaus bis zum

Verbrauch der Substrate der cPIP- Synthese eine Linearitat zu sehen ist.
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3.2 cPIP- Synthase Nachweis in verschiedenen Organen der Ratte

3.2.1 cPIP- Synthase in der Leber

Bisherige Ergebnisse zeigten, dass in der Leber der Ratte die hdchste cPIP-
Synthase Aktivitat zu finden ist. Um die cPIP- Synthase Aktivitat in anderen Organen
und Geweben zu bestimmen, wurden verschiedene Organhomogenate hergestellt

und getestet.
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Abb.10: Die cPIP- Synthase Aktivitéit in verschiedenen Organhomogenaten.

Dargestellt sind Homogenate des Darms, der Milz, der Niere, des Gehirns, des Herzens, der Testes
und der Leber. In den vorderen Bldcken ist die cPIP- Synthase Aktivitdt ohne 13,3 mM ATP im
Testansatz, in den hinteren Blécken mit 13,3 mM ATP im Testansatz aufgetragen. Bei allen
gestesteten Organhomogenaten ist eine Steigerung der cPIP- Synthase Aktivitdt zu verzeichnen,
wenn ATP dem Test zugesetzt wurde. Die Aktivitatssteigerung ist in den einzelnen Organen jedoch
sehr unterschiedlich, im Falle des Herzens liegt sie bei 65%, beim Darm betragt sie nur 3%. Die mit
Abstand hochste Aktivitdt der cPIP- Synthase findet man in der Leber, auch die cPIP- Synthase
Aktivitatssteigerung ist hier um ein Vielfaches héher als in den anderen Organen.

Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, wurden Homogenate aus Gehirn, Milz, Herz,
Testes, Niere, Darm und Leber auf cPIP- Synthase Aktivitat getestet. Dabei wurde so

verfahren, dass die in Stickstoff eingefrorenen Organe gemodrsert und in
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Homogenisationspuffer aufgenommen wurden. Als wesentliche Neuerung wurde die
cPIP- Synthase Aktivitdt durchwegs in An- und Abwesenheit von ATP gemessen.
Anhand der Grafik ist zu erkennen, dass die Leber das Organ mit der héchsten cPIP-
Synthase Aktivitat ist.

Die Enzym- Aktivitat ist in Anwesenheit von ATP etwa vierfach héher (zur Rolle des
ATPs siehe weiter unten). Auch in den anderen Organen wurde in Anwesenheit von
ATP durchwegs eine héhere Synthase- Aktivitit gemessen, auch wenn in diesen

Organen der ATP- Effekt nicht so ausgepragt wie in der Leber nachweisbar war.

3.2.2 cPIP- Synthase im Muskel

Die Bestimmung der cPIP- Synthase Aktivitat im basalen Skelettmuskel (M.

gastrocnemius) wurde mit subzelluldren Partikeln ausgefuhrt. Die Praparation nach

der Literatur ist im Methodenteil beschrieben.
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Abb.11: Die cPIP- Synthase Aktivitidt im basalen Skelettmuskel (M. gastrocnemius) der Ratte.

Das Skelettmuskelhomogenat wurde auf einen Saccharose- Dichtegradienten aufgetragen,
zentrifugiert , verschiedene Dichte- Fraktionen gesammelt und deren cPIP- Synthase Aktivitat
bestimmt. Die aktive cPIP- Synthase findet sich zum gréBten Teil in den Fraktionen mit 26% und 35%
Saccharosegehalt, ca. 800cpm/mg Protein. Die Inkubationszeit des Testansatzes bei 30°C betrug 30
Minuten.

Die bei verschiedener Dichte erhaltenen Partikel wurden auf ihre cPIP- Synthase
Aktivitdt untersucht (Abb.11). Es wurden durchwegs sehr niedrige Aktivitaten
gemessen, wobei die Partikel, die bei einer Dichte von 26 bis 35 % Saccharose

isoliert wurden noch die héchsten Aktivitaten zeigten.

3.2.3 cPIP- Synthase in Herz-Zellen

Plasmamembranen und mikrosomale Partikel von Kardiomyozyten wurden nach
Literatur hergestellt und deren cPIP- Synthase Aktivitdt gemessen. Die Praparation
dieser Partikelfraktionen wurde mit insulinstimulierten Rattenherzen und zur Kontrolle

mit unstimulierten Rattenherzen ausgefuhrt.
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Abb.12: Die cPIP- Synthase Aktivitat in der Plasmamembran (PM) und in der mikrosomalen
Membran (MM) von Kardiomyozyten der Ratte.

Die Abbildung zeigt die Plasmamembran (PM) und die Mikrosomale Membran (MM) von a)
unstimulierten Kardiomyozyten (basal) und von b) mit Insulin vorstimulierten Kardiomyozyten (Ins.
Stim.) und die in ihnen gemessene cPIP- Synthase Aktivitdt. Der Proteingehalt ist in allen Fraktionen
gleich groB. Es fallt auf, dass die mit Insulin vorstimulierten Kardiomyozytenfraktionen eine hoéhere

cPIP- Synthase Aktivitdt aufweisen als die Basalwerte. In der basalen, dass heiBt nicht stimulierten
Plasmamembran, liegt die cPIP- Synthase Aktivitat unter der Nachweisgrenze.

Wie schon in der Leber gefunden, kann auch im Herzen die cPIP- Synthase durch
Stimulierung des Herzen mit Insulin in eine verhéltnismaBig stabile aktive Form
gebracht werden (Abb.12). Ebenso ist zu sehen, dass in den Mikrosomenfraktionen
eine etwa 3-fach hohere cPIP- Synthase Aktivitdit nachweisbar ist als in der

Plasmamembranfraktion.
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3.3 Subzelluldre Lokalisation der cPIP- Synthase / cPIP- Synthase

Vorkommen in unterschiedlichen Kompartimenten der Leberzellen

3.3.1 Verteilung der cPIP- Synthase in verschiedenen Fraktionen

Das weitere Interesse galt der genauen subzelluldren Lokalisation des Enzyms in der
Leber. Dahinter stand der Gedanke, dass eine genauere Zuordnung der cPIP-
Synthase zu einem Kompartiment der Zelle ermdglicht eine weitere Aufreinigung
und genauere Charakterisierung der Enzymregulierbarkeit.

Um die subzellulare Verteilung der cPIP- Synthase zu untersuchen, wurden zunachst
verschiedene Praparationsmethoden, nach Neville (Neville, 1985), nach Wasner
(Wasner, 1975 ), nach Pilkis (Pilkis & Johnson, 1974), nach Hubbard (Hubbard & Ma,
1970), nach Jarett (Jarett & McKeel, 2000) und nach DeDuve (DeDuve, 1964)
getestet.

Dabei kristallisierte sich die Praparationsmethode von DeDuve als die schnellste und
effektivste Aufarbeitung der Leber heraus. Bei dieser Methode wird unter
isotonischen Bedingungen mit Hilfe von Saccharose und Tris/HCI- Puffer gearbeitet
und die Aufarbeitungszeit betragt ca. eine Stunde. Mit der Praparation nach Jarett,
die im Vergleich zur Praparation nach DeDuve wesentlich langwieriger ist (Dauer ca.
sechs Stunden), wurden jedoch die reinsten cPIP- Synthase Fraktionen gewonnen.
Das liegt zum gréBten Teil daran, dass die Praparation von DeDuve mehr auf die
Gewinnung von Lysosomen abzielt, wohingegen bei der Praparation von Jarett die
Gewinnung eines mikrosomalen Pellets im Vordergrund steht. Es Abbildung 13 zeigt,
dass die mikrosomale Fraktion der Leberzellen mindestens 90% des

Gesamtvorkommens der cPIP- Synthase enthalt.
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Abb.13: Die cPIP- Synthase Aktivitit in einzelnen Fraktionen unter verschiedenen
Versuchsbedingungen.

Die Leber wurde 5 Minuten mit 10 =7M Insulin stimuliert, anschlieBend homogenisiert und fraktioniert.
Die gréBte cPIP- Synthase Aktivitdt in den ,high density’ Mikrosomen (48.000g, hm) und in der ,low
density’ Mikrosomenfraktion (200.000g, Im). Fast keine cPIP- Synthase Aktivitat ist in der
Mitochondrienfraktion und dem Uberstand zu finden. Die Plasmamembranfraktionen A, B und C
zeigen, dass mit langerer Zentrifugationsdauer die cPIP- Synthase im Pellet angereichert werden
kann. Die cPIP- Synthase Aktivitdt wurde unter verschiedenen Versuchsbedingungen getestet (siehe
Legende), ndhere Erlauterungen im Text.

Die Abbildung 13 zeigt die cPIP- Synthase Aktivitdt verschiedener Zellfraktionen;
dabei wurden jeweils vier cPIP- Biosynthese-Tests unter verschiedenen
Bedingungen durchgefuhrt. Zum einen ein Basaltest, d. h. dem Testansatz wurde
weder ATP (13,3mM) noch Fluorid (13,3mM) zugefligt. Die anderen drei Testansatze
enthielten entweder ATP (+ATP) oder Fluorid (+F) oder beides (+ATP+F). Es konnte
gezeigt werden, dass in der mikrosomalen Fraktion der Fluorideffekt (+F) bei ca. 30%
liegt. Hier wird alleine durch Zusatz von ATP (13,3mM) eine mehr als 100%ige
Aktivitatssteigerung erreicht. Anders verhdlt es sich in den getesteten
Plasmamembranfraktionen; wird hier nur Fluorid zugegeben, fihrt dieses zu einer
Aktivitatssteigerung von ca. 20%-30% Uber dem Basalwert, wird nur ATP (13,3mM)
zugesetzt, liegt die Aktivitatssteigerung bei 300% Uber dem Basalwert, der maximale
Effekt wird durch den Zusatz von ATP (13,3mM) und Fluorid (13,3mM) erreicht.

Insgesamt sind die Enzymaktivitaten in diesen Fraktionen wesentlich geringer als in
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den mikrosomalen Fraktionen. Dieser Sachverhalt kénnte durch die gréBeren
Verunreinigungen mit ATPasen in den Plasmamembranfraktionen erklart werden, die
den ATP- Effekt verhindern und dadurch die Phosphorylierung der cPIP- Synthase
verhindern. Fluorid hemmt bekanntlich die ATPasen, jedoch reicht hier
moglicherweise das zugegebene Fluorid nicht aus, um einen 100%igen ATP- Effekt

Zu erreichen.

3.3.2 cPIP- Synthase und die Leitenzymverteilung in Plasmamembran- und

Mikrosomenfraktion

Um genauere Aussagen zur cPIP- Synthase Verteilung in den verschiedenen
Fraktionen machen zu kdnnen, wurden Leitenzymbestimmungen in den
Zellfraktionen durchgefuhrt. Dabei interessierten vor allem die
Plasmamembranfraktion und die mikrosomale Fraktion, denn in diesen wurde cPIP-
Synthase Aktivitdt gemessen. Als Leitenzym fir die Plasmamembran wurde die 5’
Nukleotidase bestimmt und als Leitenzym fur die Mikrosomen wurde die Glukose-6-
phosphatase als Marker- Enzym gemessen. Mithilfe dieser beiden Leitenzyme
konnten Aussagen zur Reinheit bzw. Zusammensetzung der erhaltenen Fraktionen

gemacht werden.
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Abb.14: Verteilung von cPIP- Synthase, 5’-Nukleotidase und Glukose-6-phosphatase in
Homogenat, Plasmamembranfraktion und Mikrosomenfraktion von Rattenleber

Aufgetragen sind die Aktivititen der cPIP- Synthase, der 5-Nukleotidase und der Glukose-6-
phosphatase in den jeweiligen Fraktionen, dem Gesamthomogenat, der Plasmamembranfraktion und
der mikrosomalen Fraktion. Dieser Versuch steht exemplarisch fir n=6.

Abbildung 14 zeigt, dass die cPIP- Synthase Aktivitat in der mikrosomalen Fraktion
am gréBten ist, ebenso wurde in dieser Fraktion die hochste Aktivitat der Glukose-6-
phosphatase  verglichen mit der Plasmamembranfraktion und  dem
Gesamthomogenat gemessen. Zum anderen konnte in der mikrosomalen Fraktion
neben Glukose-6-phosphat auch 5’-Nukleotidase nachgewiesen werden. Die hdchste
Aktivitdt der 5’-Nukleotidase wurde in der Plasmamembranfraktion gemessen, sie
war um den Faktor 5 gréBer als in der mikrosomalen Fraktion. Die
Plasmamembranfraktion enthélt neben der 5’-Nukleotidase auch aktive Glukose-6-
phosphatase, ist also mit Mikrosomen verunreinigt. Eine vollstdndige Auftrennung der
Zellfraktionen und damit der Markerenzyme war mit keiner Praparationsmethode

moglich.
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3.3.3 Das cPIP- Synthase Elutionsprofil in der Plasmamembran- und

der Mikrosomenfraktion

Um weitere Unterschiede zwischen der Plamamembranfraktion und der
mikrosomalen Fraktion und deren cPIP- Synthase Gehalt zu finden, wurden beide

Fraktionen unter identischen Bedingungen Uber HR300 chromatographisch

aufgetrennt.
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Abb.15: Die cPIP- Synthase Aktivitit der solubilisierten Mikrosomenfraktion.

Die Gelfiltration erfolgte Uber HR300. Die cPIP- Synthase Aktivitat sowie der Proteinkonzentration der
einzelnen Fraktionen wurden bestimmt. Es ist zu erkennen, dass die cPIP- Synthase in der
Mikrosomenfraktion im Bereich 64ml bis 80ml eluiert.
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Abb.16: Die cPIP- Synthase Aktivitéit der solubilisierten Plasmamembran.

Die Gelfiltration erfolgte Uber HR300. Es wurden die cPIP- Synthase sowie der Proteingehalt der
einzelnen Fraktionen bestimmt. Es ist zu erkennen, dass die cPIP- Synthase in der
Plasmamembranfraktion im 40 ml bis 52 ml und um 64 ml eluiert.

Vergleicht man Abbildung 15 und Abbildung 16 kann man feststellen, dass die cPIP-
Synthase in der Mikrosomenfraktion (Abb.14) in einen Peak eluiert, wahrend in der
Plasmamembranfraktion (Abb.15) ein Hauptpeak um 44 ml und ein kleinerer Peak
um 64ml zu erkennen sind. Die Unterschiede lassen sich zum einen durch den
verschiedenen Reinheitsgrad der jeweiligen Fraktion erklaren, da die
Mikrosomenfraktion aufgrund der ladngeren und differenzielleren Auftrennung
wahrend der Praparation aus den Leberzellen wesentlich reiner ist als die
Plasmamembranfraktion, diese enthélt grébere Partikel. Zum anderen kénnen die
verschiedenen Eluationsprofile auch auf einer unterschiedlichen Solubilisierung
beruhen. Das wurde jedoch voraussetzen, dass die Plasmamembran anders
solubilisiert als die mikrosomale Membran. In der Plasmamembranfraktion eluiert
namlich der gréBte Teil der cPIP- Synthase im Bereich von 48 ml, dass wuirde

bedeuten, dass hier gréBere Fragmente als in der mikrosomalen Fraktion vorhanden
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sind. Durch eine intensivere Solubilisierung kénnten kleinere Micellen entstehen, die
dann im Bereich von 64 ml eluieren, wie dass bei der mikrosomalen Fraktion der Fall

ist und zum Teil bei der Plasmamembranfraktion.

3.4 Untersuchungen zur Aktivierung der cPIP- Synthase durch ATP

Wie schon unter 3.3 erwéhnt, sollte nach genauerer subzellularer Lokalisation die
Regulierbarkeit der cPIP- Synthase genauer untersucht werden. Das vorherige
Kapitel konnte zeigen, dass die cPIP- Synthase fast ausschlieBlich in den
Mikrosomen zu finden ist, und dass das Enzym um ein Vielfaches aktiver ist, wenn

ATP zugesetzt wurde. Nun galt es, diese Interaktion ndher zu untersuchen.

3.4.1 Einfluss von ATP auf die cPIP- Synthase Aktivitét

In Vorversuche war die cPIP- Synthase mit ATP- Zusatz um ein Vielfaches aktiver
als ohne ATP- Zusatz (siehe auch Abb.13). Dieser Effekt wurde nochmals mit
Plasmamembran- und Mikrosomenfraktion wiederholt. Die Stimulierbarkeit der cPIP-
Synthase durch ATP war schon bekannt, jetzt galt es die cPIP- Synthase Aktivitat
der Plamamembranfraktion im direkten Vergleich zur mikrosomalen Fraktion durch

ATP Zusatz zu ermitteln.
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Abb.17: cPIP- Synthase Aktivitat in Plasmamembran- und Mikrosomenfraktion mit und ohne
ATP

Dargestellt sind die cPIP- Synthase Aktivitdten in Plasmamembran- und in mikrosomaler Fraktion in
An- bzw. Abwesenheit von ATP. Der linke blaue Balken zeigt die Basalaktivitdt der cPIP- Synthase
und der rechte rote Balken die cPIP- Synthase Aktivitdt, die erreicht wird, wenn 13,3 mM ATP
zugesetzt wird.

Wie Abbildung 17 zeigt, ist die cPIP- Synthase Aktivitat in der Mikrosomenfraktion ein
Drittel gréBer als in der Plasmamembranfraktion und das gilt sowohl fir die
Basalaktivitat als auch fur die cPIP- Synthase Aktivitat mit ATP- Zusatz. In der
Plasmamembran konnte durch ATP- Zusatz eine 6-fache Steigerung und in der
Mikrosomenfraktion sogar eine 7-fache Aktivitatssteigerung erreicht werden.

Auffallig war, dass sich die cPIP- Synthase Aktivitdt nach erfolgter Gelfiltration der
Fraktionen nicht mehr um ein 6- bis 7-faches durch ATP- Zusatz steigern lief3,
sondern maximal zweifach. In den geffiltrierten Fraktionen war die cPIP- Synthase
wesentlich geringer aktiv als in den nicht solubilisierten Fraktionen, den Mikrosomen-

und Plasmamembranfraktionen (Aeydi, 2002).
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Weiter interessierte die Frage, ob das ATP assoziiert oder fest gebunden an die
cPIP- Synthase vorliegt. Es sollte festgestellt werden, wie lange der Schritt der ATP-

Bindung dauert; hierzu wurde eine Zeitkinetik mit radioaktiv-markiertem ATP erstellt.
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Abb.18: Die Phosphorylierung der Plasmamembranfraktion mit radioaktiv-markiertem ATP
(10.000fach verdiinnt).

Die Inkubationstemperatur betrug 30°C , die Proteine wurden nach der Inkubationszeit mit dem
radioaktiv markierten ATP mit TCA (10%) gefallt, zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet mit
Kalilauge resuspendiert und dieser Waschschritt zweimal wiederholt. AnschlieBend wurde der
Radioaktivitatsgehalt im B- Counter gemessen. Man kann erkennen, dass nach 30 Sekunden die
Phosphorylierung der cPIP- Synthase unter diesen Bedingungen abgeschlossen ist.

Die Abbildung 18 zeigt, dass die Phosphorylierung der cPIP- Synthase- haltigen
Membranfraktion innerhalb der ersten Millisekunden beginnt und nach 120 Sekunden
abgeschlossen ist. Zum Zeitpunkt Null ist das ATP wahrscheinlich nur assoziiert und
spater dann kovalent gebunden. Vorversuche haben gezeigt, dass die cPIP-

Synthase Aktivitat zwei Minuten nach Zugabe von ATP linear ansteigt (Abb.19).
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Abb.19: Zeitkinetik der cPIP- Synthase Aktivitat nach ATP-Zusatz.

Der cPIP- Synthase-haltigen Plasmamembranfraktion wurde ATP (13,3mM) zum Zeitpunkt O Minuten
zugesetzt und der Testansatz bei 30°C unterschiedlich lang inkubiert. AnschlieBend wurde die
Aktivitat der cPIP- Synthase bestimmt. (n=6)

3.4.2 *p-Phosphorylierung der cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen

Nachdem die Ergebnisse der subzellularen Verteilung der cPIP- Synthase vorlagen,
die zeigten, dass die cPIP- Synthase hauptséachlich in der mikrosomalen Fraktion
vorkommt, wurden alle weiteren Versuche mit der mikrosomalen Fraktion
durchgefuhrt.

Um genauere Aussagen zur Phosphorylierung der cPIP- Synthase machen zu
kénnen, wurde die cPIP-Synthase haltige Fraktion mit radioaktiv- markiertem 32P-

ATP vorinkubiert, gelfiltriert und die gewonnenen Fraktionen néher untersucht.



Ergebnisse 68

400000

350000 -

300000 -

250000 -

200000 -

150000 -

Protein (mg/ml)

100000 -

50000 -

32P-Phosphat (cpm/4 ml Fraktion)
o

O s s B e ol O
1 3 5 7 9 111315171921 23 2527 29 31 33

Abb.20: *p- Phosphorylierung der cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen.

Die Kurve mit den Rauten zeigt den Proteingehalt der einzelnen Fraktionen (4ml Fraktionen) nach der
Gelfiltration der solubilisierten mikrosomalen Fraktion. Die Kurve mit den Quadraten zeigt das
Elutionsprofil des radioaktiv- markierten Proteins, welches, wie im unteren Bild (abb.21) zu sehen, mit
dem Elutionsprofil der cPIP- Synthase Ubereinstimmt.
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Abb.21: cPIP- Synthase Aktivitat und **P- Phosphorylierung in den einzelnen Fraktionen.

Dargestellt ist die cPIP- Synthase Aktivitdt der einzelnen Fraktionen (4ml Fraktionen) und die
gemessene Phosphorylierung der Fraktionen.

Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen, dass in den Fraktionen mit hoher cPIP-

Synthase Aktivitat auch der Grad der Phosphorylierung sehr grof3 ist.
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Die Fraktionen mit héchster cPIP- Synthase Aktivitit und hdéchster
Phosphorylierungsrate  wurden  anschlieBend weiter Uber ein SDS-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und das erhaltene SDS- Gel auf einer Réntgenfilm fur
3 Tage exponiert.

Es wurde eine Bande im Bereich von ca. 200 bis 300 kDa sichtbar, jedoch kann
keine genauere Aussage Uber diese Bande gemacht werden, da kein radioaktiver

Marker mit Referenzproteinen verfugbar war.

Radioaktive Bande

Abb.22: **P-Phosphat haltige radioaktive SDS-Gel Bande aus der cPIP- Synthase-haltigen
Fraktion (9-11).

Dargestellt ist ein Ausschnitt des Rontgenfilms, auf dem die radioaktiv markierte Bande zu sehen ist.
Der GroBenbereich dieser Bande liegt etwa zwischen 200 und 300 kDa; die GrdéBenabschétzung
erfolgte mittels Augenmass und dem direkten Vergleich mit dem Gel, da kein radioaktiv markierter
GréBenstandard verfligbar war.
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3.4.3 3p-Phosphorylierung der cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen
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Abb.23: **P- Phosphorylierung der cPIP- Synthase (analog zu dem ATP32- Versuch) aus der
mikrosomaler Fraktion.

Die mikrosomale Fraktion wurde solubilisiert, mit radioaktiv markiertem ATP33 inkubiert und
anschlieBend s&ulenchromatografisch %ereinigt. In den gewonnenen Fraktionen (4ml Fraktionen)
wurde der Proteingehalt (Dreiecke), das *P-ATP (Quadrate) und die cPiP- Synthase Aktivitat (Rauten)
bestimmt. Es ist zu erkennen, dass die cPIP- Synthase Aktivitdt genau in dem Bereich zu finden ist wo
auch radioaktiv markiertes P33 nachgewiesen werden kann. Der Hauptteil des Gesamtproteins eluiert
erst nach der cPIP- Synthase.

Die mikrosomale Fraktion wurde analog zu dem *2P- Phosphorylierungsversuch mit
BP.ATP inkubiert (Abb.23), die Ergebnisse waren reproduzierbar, jedoch war die
Strahlung zu gering, um eine Schwéarzung des Réntgenfilms zu verursachen.

Eine detailliertere Aussage zur Phosphorylierung der cPIP- Synthase konnte mit der
%p. oder **P- Phosphat- Phosphorylierung unter diesen Bedingungen nicht gemacht
werden. *P-Phosphat wurde eingesetzt, da **P-Phosphat zum einen nicht mehr zur
Verfiigung stand und zum anderen die Freigrenze fiir **P um 10° Bq hoher liegt. Die

Ergebnisse sind jedoch vergleichbar, da beides B-Strahler sind.
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3.5 Antikorperbindung an die cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen

Vorversuche hatten gezeigt (Wasner, 1997; Amini, 1997) zeigten, dass sich cPIP-
Synthase mit an Protein-A-Sepharose gekoppelte Anti-P-Tyr Antikdrpern und Anti-
IRS-1 Antikérpern fallen lieB. Das filhrte zu der Uberlegung, dass cPIP- Synthase
eng gekoppelt oder identisch mit dem Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (oder IRS-2) sein
kénnte, da diese Insulin-Rezeptor-Substrate tyrosinphosphoryliert werden und

ebenfalls in der mikrosomalen Fraktion vorkommen.

3.5.1 Anti-IRS-1 und Anti-IRS-2 Antikérperbindung

Die bei der Gelfiltration gewonnenen cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen wurden
mittels Vakuumdestillation eingeengt und SDS- gelchromatographisch aufgetrennt.

AnschlieBend wurde mittels Western-Blot auf Anti-IRS-1 Antikdrpern und Anti-IRS-2
Antikdrpern (Kaninchen) detektiert. Das Signal von Anti-IRS-2 Antikérper war sehr
schwach. Bei der Detektion von Anti-IRS-1 Antikérpern (o-IRS-1/K6B aus Leiden,

Niederlande) war ein deutliches Signal zu erkennen wie Abbildung 24 zeigt.

Abb.24:Detektion von Anti-IRS-1 Antikérpern in den cPIP- haltigen Fraktionen.
Aufgetragen sind auf Spur1: 10 kDa-GréRenmarker, Spur 2 und 3: Nichts und Spur 4 bis 7: cPIP-
haltige Fraktion.



Ergebnisse )

Das Anti-IRS-1 Signal ist im GroBenbereich der cPIP- Synthase (ca. 200 kDa) zu
finden. Jedoch kdénnen in einem eindimensionalen SDS- Gel meist mehrere Proteine
Ubereinanderliegen, sodass eine eindeutige Zuordnung der Antikdrperbindung an die
cPIP- Synthase nicht gemacht werden kann. Es kann jedoch festgestellt werden,
dass in den cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen auch Insulin-Rezeptor-Substrat-1

nachgewiesen wurde.

3.6 Interaktionen der cPIP- Synthase mit IRS- Fusionsproteinen

Ein anderer Versuchsansatz mit IRS- Fusionsproteinen wurde zu Klarung der
Beziehung der cPIP- Synthase mit den Insulin-Rezeptor-Substraten durchgefihrt.
Die verschiedenen Fusionsproteine wurden von Prof. Dr. Miller-Wieland zur
Verfigung gestellt. Es wurden vier verschiedene |IRS-1 Fusionsproteine
(verschiedene Polypeptid-Ketten: 177AS, 261AS, 197AS, 195AS) entsprechend dem
Labor-Protokoll (Muller-Wieland) mit der cPIP- Synthase-haltigen Fraktion inkubiert.

Die Tabellen 2 und 3 zeigen die Ergebnisse.
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Tab.2: Pull-Down-Test mit cPIP- Synthase-haltiger Fraktion.

Probe Aktivitat (cpm/Ansatz) |ug Prot./Ansatz [cpm/mg Prot. (Gesamtaktivitat|%

S1 735 45,4 16189 16,7
W1 813 43,6 18647 96741 19,3
U1 3640 58,8 61905 64

S2 634 45,4 13965 13,6
W2 848 45,4 18678 102384 18,2
U2 4045 58 69741 68,2
S3 705 44,9 15702 15,1
W3 866 42,2 20521 104293 19,6
U3 3914 57,5 68070 65,3
S4 633 40,7 15553 15,8
W4 790 43,8 18037 98477 18,3
U4 3718 57,3 64887 65,9
K5 531 45,4 11696 11,7
K5 798 41,7 19137 99726 19,2
K5 3796 55,1 68893 69,1

Aufgetragen sind in der ersten Spalte die jeweiligen Probenbezeichnungen (S= Sediment, W=
Waschlésung, U= Uberstand, K= Kontrolle), in der zweiten Spalte die Aktivitat der cPIP- Synthase in
cpm/Testansatz, in der dritten Spalte stehen der Proteingehalt des Testansatzes, in der vierten Spalte
steht die cPIP- Synthase Aktivitit gemessen in cpm/mg Protein, in der flinften Spalte ist die
Gesamtaktivitdt aufgetragen, mit der man anschlieBend die unterschiedlichen Testansatze eichen
kann und die daraus berechneten Werte sind in der sechsten Spalte prozentual aufgetragen.

Tab.3: Spezifische Aktivitatssteigerung durch unterschiedlich groBe Fusionsproteine.

spezifische Aktivitatssteigerung | LA&nge des IRS-1 Fragmentes
Probe | (%) (AS)
S 5 177
S2 1,9 261
S3 3,4 197
sS4 |41 195

In der ersten Spalte sind die Probenbezeichnungen fir die jeweiligen Fusionsproteine (S1 bis S4)
aufgetragen, in der zweiten Spalte steht die spezifische Aktivitatssteigerung (ausgedriickt in Prozent)
und in der dritten Spalte wird die GréBe des Fusionsproteins (in Aminoséauren) angegeben.

Tabelle 3 zeigt einen Trend bei den hier getesteten Fusionsproteinen, je kurzer die
Aminosaure-Sequenz des Fusionsproteins, umso gréBer ist dessen spezifische

Aktivitat. Dieser Schluss ist jedoch nicht zwingend, es kénnte auch unabhangig von
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der GréBe der Fusionsproteine sein, vielleicht enthalt das kirzeste Fusionsprotein
nur zuféllig mehr Bindungsanteile.

Versuche mit IRS-2 Fusionsproteinen wurden ebenfalls durchgefiihrt. Die IRS-2
Fusionsproteine wurden von Prof. Mduller-Wieland zur Verfligung gestellt. Das
Versuchsprotokoll wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Eckel Gbernommen (2.2.20).
Es wurden verschiedene Fusionsproteine des IRS-2 Proteins getestet, zwei C-
terminale, eines aus der mittleren Doméane und ein N-terminales. Zusatzlich waren

die Fusionsproteine einmal phosphoryliert und einmal unphosphoryliert.

Tab.4: Inkubation von IRS-2 Fusionsproteinen und cPIP- Synthase-haltiger Fraktion

Fusionsprotein Aktivitat (cpm) im Sediment |Aktivitat (com) im Uberstand
IRS-2 C1 phosph. |1051 1704
IRS-2 C2 phosph. |1161 1507
IRS-2 MD phosph. [754 1361
IRS-2 N2 phosph. |1510 1436
IRS-2 C1 104 1819
IRS-2 C2 0 1596
IRS-2 MD 0 1916
IRS-2 N2 6 1721
MD 615 1394
421 820 1178
510 665 1175
540 722 1723

In der ersten Spalte der Tabelle stehen die Bezeichnungen der Fusionsproteine, in der zweiten Spalte
sind die cPIP- Synthase Aktivitdten des gewonnenen Sediments und in der dritten Spalte die
Aktivititen der cPIP- Synthase-haltigen Waschlésung (Kontrolle) aufgefihrt. Die IRS-2
Fusionsproteine sind einmal phosphoryliert und einmal unphosphoryliert zusammen mit cPIP-
Synthase-haltiger Fraktion inkubiert worden, dabei enthielt der Testansatz jeweils 30puL Sepharose,
10uL Fusionsprotein, 50uL cPIP- Synthase-haltige Fraktion und 200uL TBS-Puffer. Nach einer
Inkubation von 2 Stunden wurde das Pellet abzentrifugiert, gewaschen und die cPIP- Synthase
Aktivitat in den jeweiligen Fraktionen bestimmt. In den Sedimenten mit unphosphorylierten IRS-2
Fusionsproteinen war keine cPIP-Synthase Aktivitat zu finden.

Tabelle 4 zeigt die cPIP- Synthase Aktivitaten in den jeweiligen Protein-A-Sepharose
Pellets und den Uberstanden nach Inkubation verschiedener IRS-2 Fusionsproteinen

mit cPIP- Synthase-haltiger Fraktion. Die Uberstandfraktionen dienen hierbei als
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Kontrollen. In den erhaltenen Sedimentfraktionen fallt auf, dass nur die

phosphorylierten IRS-2 Fusionsproteine eine cPIP- Synthase Aktivitat aufweisen.

3.7 Labeln der cPIP- Synthase mit PGE (tragt Photoaffinitatslabel)

Ziel des Labelns mit radioaktiv-markiertem PGE war es, PGE, ein Substrat der cPIP-
Synthese, unléslich an die cPIP- Synthase zu binden, um es spater direkt
nachweisen zu kénnen.

Nach der Herstellung eines PGE- Labels aus Prostaglandin E und
Diazomalonylchlorid (mit UV-Licht fur 2 Minuten belichtet) wurde der gewonnene
PGE- Label mit solubilisierter cPIP- Synthase-haltiger Fraktion kurz gemischt und
anschlieBend gelchromatographisch an einer Sephadex G-15 Saule aufgetrennt. Die

Gesamt-Radioaktivitat des Auftragsvolumen von 2mL betrug 805.120 cpm.
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Abb.25: PGE- Labelling der cPIP- Synthase

Die Abbildung zeigt die gelchromatographische Auftrennung (400mL-Sé&ule) der cPIP- Synthase-
haltigen Fraktion nach der Inkubation mit dem PGE-Label. Auf der linken GréBenachse ist die cPIP-
Synthase Aktivitat der einzelnen Fraktionen (je 3mL) in cpom/210uL aufgetragen und auf der rechten
GroBenachse stehen die gemessenen cpm- Werte des radioaktiv-markierten PGEs je 100uL Fraktion.
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Die Abbildung 25 zeigt, dass das radioaktiv- markierte PGE auch im Bereich der
cPIP- Synthase eluiert, jedoch ist der Peak des PGE wesentlich breiter als der cPIP-
Synthase. Méglicherweise ist ein Teil des PGE fest an die cPIP- Synthase gebunden.
Daher wurden die Fraktionen 39 bis 43 naher untersucht. Die Fraktionen wurden
eingeengt, SDS- gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend wurde das
trockene Gel auf einem Roéntgenfilm exponiert. Nach 3, 5 und 10 Tagen war keine
Schwarzung des Roéntgenfiims zu beobachten. Zusatzlich ist das SDS- Gel mit
Coomassie gefarbt worden, die einzelnen Banden (1-2 mm) wurden isoliert, mit
Szintillisationsflissigkeit versetzt und im B-Counter gemessen. Hierbei konnte keine
Tritium- Strahlung nachgewiesen werden. Um auszuschlieBen, dass es an der
geringen Probenmenge lag, wurde der komplette Versuch erneut durchgefihrt,
diesmal mit doppelten Volumina und Radioaktivitaten.

Auch unter diesen Bedingungen war keine Radioaktivitat in den SDS- Gelbanden,

auf dem Roéntgenfilm oder einer BAS Tritium- Platte nachweisbar.

3.8 Labeln der cPIP- Synthase mit PGF (tragt Photoaffinitatslabel)

Ziel dieser Labelversuche war es, die cPIP- Synthase so stark zu markieren, dass
man anschlieBend eine radioaktive Bande im SDS-Gel identifizieren kann, die
beweist, dass das radioaktiv-markierte PGE/PGF-Label irreparabel an die cPIP-
Synthase gebunden hat. Die radioaktiven Markierungen des PGE bzw. des PGF
waren jedoch zu gering, um auf einem Rdéntgenfilm oder einer Tritium-BAS Platte
nachgewiesen werden zu kdnnen.

Analog zum Photoaffinitatslabel-Versuch mit PGE wurde die cPIP- Synthase mit PGF

markiert. PGF wurde genommen, da frihere Versuche (LeBmann, 1991) einen, wenn
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auch geringeren, Umsatz mit der cPIP- Synthase ergaben. Wie Abbildung 26 zeigt,

ist kein wesentlicher Unterschied erkennbar.
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Abb.26: Labelling-Versuch mit cPIP- Synthase-haltiger Fraktion und PGF

Dargestellt ist die cPIP- Synthase Aktivitat (K&stchen) in den unterschiedlichen Fraktionen und die
radioaktive  Strahlung des PGF (Rauten) in den verschiedenen Fraktionen nach
gelchromatographischer Auftrennung an einer GF-15 S&ule. Man kann erkennen, dass die Peaks fast
Ubereinstimmen.

Bei beiden Labeling- Versuchen, dem PGE- und dem PGF- Versuch, ist eine
Ubereinstimmung des cPIP- Synthase Peaks mit dem PGE/ PGF Peaks zu
beobachten, wobei der Versuch mit dem PGF- Label eine deutlichere

Ubereinstimmung aufweist.
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3.9 Identifizierung der Proteinbanden aus cPIP- Synthase-haltiger Fraktion

mittels Maldi-MS

cPIP- Synthase-haltige mikrosomale Fraktion wurde solubilisiert, gelfiltriert und die
aufgereinigten cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen wurden aufkonzentriert, wobei
drei verschiedene Methoden der Aufkonzentrierung getestet wurden:

a. die TCA/ Aceton Fallung

b. die Acetonféllung

c. das Einengen durch Gefriertrocknen

Wie Abbildung 27 zeigt, bewéahrte sich hierbei das Einengen durch Lyophylisieren.
Hier waren deutliche Banden sichtbar und die Probe hatte einen homogenen Verlauf
bei der Gelelektrophorese. Bei der Aufkonzentrierung durch Acetonféllung kommt es
zu einer Verzerrungen der Banden und bei der Aufkonzentrierung durch TCA/Aceton
Fallung ist die Ausbeute an Protein zu gering, die Banden sind im Gel nur schwach

zu erkennen.
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Abb.27: SDS-Gel mit drei verschiedenen Methoden erzielten Konzentraten der gelfiltrierten

cPIP-Synthase

Aufgetragen sind: Spur 1: TCA, Spur 2: Aceton, Spur 3: 10kDa-GréBenmarker, Spur 4 bis 8 zeigt die
Aufkonzentrierung der Fraktionen 39-43 durch TCA/Aceton Féllung, Spur 9: 10kDa-GréBenmarker,
Spur 10 bis15 zeigt die Aufkonzentrierung der Fraktionen 39-43 durch Acetonféllung, Spur 16: 10kDa-
GréBenmarker, Spur 17 bis 20 zeigt die Aufkonzentrierung der Fraktionen 39-43 durch
Gefriertrocknung und Spur 21: 10kDa-GréBenmarker.
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Nach diesem Vorversuch zur besten Aufkonzentrierung des Proteingehaltes in einer
Fraktion, wurden die cPIP- Synthase-haltige Fraktionen zukunftig nur noch mittels
Vakuumdestillation eingeengt, da hier das beste Ergebnis erzielt wurde.

Abbildung 28 zeigt ein SDS-Gel, auf dem wie oben beschrieben cPIP-Synthase-
haltige Fraktionen aufgetrennt wurden. AnschlieBend wurden die sichtbaren Banden

herausgeschnitten und zur weiteren Analyse aufgearbeitet.
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Abb.28: SDS- Gel mit cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen.

Das SDS-Gel zeigt die eingeengten cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen 39-43 (jeweils Lane 1-5; 7-11;
13-17; 19-28) nach der gelchromatografischen Auftrennung. Die Abbildung zeigt vier unabhangige
Mikrosomenpréaparationen. Es wurden jeweils 30uL Fraktionsldsung aufgetragen. Der umrandete
Ausschnitt ist in Abbildung 29 vergroBert dargestellt und zeigt die ausgeschnittenen Gelbanden, die
anschlieBend mittels Maldi-MS bestimmt wurden.
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Abb.29: Der vergroBerte Ausschnitt aus Abb.28 zeigt die herausgeschnittenen Proteinbanden.

Die kleinen Késtchen =zeigen die Bereich des SDS-Gels, in denen die Proteinbanden
herausgeschnitten worden sind. Sie sind mit Zahlen von 1 bis 11 gekennzeichnet; das gréBere
Késtchen 7-11 wurde in mehrere Stlicke unterteilt, da hier einige Banden dicht beisammen lagen. Die
Banden 1 bis 5 zeigen die eingeengten Fraktionen 39 bis 43 und die sechste Bande zeigt den 10kDa
Standardmarker.

Die Banden der Praparation 1 wurden exemplarisch aus dem Gel ausgeschnitten,
wie im Protokoll beschrieben weiterbehandelt und massenspektrometrisch mit
MALDI-MS analysiert. Zur anschlieBenden Proteinidentifizierung wurde das
Programm Mascot verwendet. Dieses Programm wurde von Mann (Mann, 1998) und
seinen Mitarbeitern von EMBL entwickelt und basiert auf einem Sequenzvergleich
der verschiedenen, gewonnenen Peptide und deren Molekulargewicht. Ein
Datenbankvergleich der ermittelten Sequenzen zeigt anschlieBend das Protein, bei
dem die meisten Ubereinstimmungen zu finden waren. Tabelle 5 zeigt die gefunden
Ergebnisse der Proteinbestimmung der in Abbildung 29 herausgeschnittenen

Proteinbanden.
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Tab.5: Bandenanalyse mittels Mascot- Programm

Bandebezeichnung | GréBe (kDa) der | Bestimmte(s) Accession GroBe des
Bande Protein(e) Number Proteins (M,

1 185 Nicht eindeutig
identifiziert

2 165 Carbamoyl-phosphat- | SYRTCA 165673
synthase (rat)

3 130 Nicht eindeutig
identifiziert

4 100 Glykogen $22338 97877
Phosphorylase (rat)

5 95 Glykogen S$522338 97877
Phosphorylase (rat)

6 75 DnaK- type molecular | HHRTGB 72474

chaperone precursor
(rat)

7 65 DnaK- type molecular | HHRTGB 72474
chaperone precursor
(rat)

Ribophorin 1| A27274 68376
precursor (rat)
8 59 Protein Disulfid | ER60RAT 57044
Isomerase ER-60
(rat)
RATERG60P NID (rat) | BAA09695 57010
9 58 RATUDPGTR NID | AAA42314 61459
(rat)
Glucuronyltransferase | A40467 61429
precursor (rat)
10 54 RATCYPC NID AAA41049 56877
AB008423 NID BAA23123 56876
11 45 3 Beta- hydroxy- | A37404 42465

5delta-steroid-
dehydrogenase (rat)

Die erste Spalte zeigt die Bezeichnung der in Abb. 29 herausgeschnittenen Proteinbande, in der
zweiten ist die GroBe in kDa aufgetragen, in der dritten Spalte steht das Protein, welches nach dem
Datenbankvergleich die gréBte Ubereinstimmung aufwies. Spalte Vier zeigt die Accesion Number und
die letzte Spalte das rel. Molekilgewicht des Proteins.

Die Tabelle zeigt, dass die Proteine der Banden 1 und 3 nicht identifiziert werden
konnten, sie hatten waren 185 kDa und 130 kDa grof3. Identifizierte Proteine in den
restichen Banden waren die Carbamoyl-phosphat- Synthase, Glykogen
Phosphorylase, DnaK- type molecular chaperone precursor, Ribophorin | precursor,
Protein Disulfid Isomerase ER-60, Glucuronyltransferase precursor und die 3 Beta-

Hydroxy- 5delta-steroid- Dehydrogenase. Diese Enzyme bzw. Enzymvorstufen
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wurden durch Datenbankvergleiche mit der Aminosaure- und Proteinsequenz der

Ratte ermittelt.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die cPIP- Synthase in verschiedenen Saugetieren
nachgewiesen, die subzellulare Verteilung der cPIP- Synthase in Leberzellen
bestimmt und die Aktivierung der cPIP- Synthase durch ATP in verschiedenen
Versuchsansatzen ndher charakterisiert.

Die von Schaefer (1998) durchgefihrten Versuche hatten auf eine maogliche
Verwandtschaft der cPIP- Synthase und den Insulin-Rezeptor-Substraten —1 oder —2
hingewiesen, so dass auch diesen Hinweisen nachgegangen wurde. Hierzu wurden
Versuche mit IRS-1 und IRS-2 Antikdérpern, verschiedenen Fusionsproteinen und
Bandenanalysen von cPIP- Synthase- haltiger Fraktion mittels Maldi-MS

durchgefuhrt.

4.1 Nachweis der cPIP- Synthase in verschiedenen Spezies

Nachdem Salge (1987) den Hormonboten cPIP in allen von ihr untersuchten
Organen der Ratte nachweisen konnte, zeigte LeBmann (1991) die spezifischen
cPIP- Syntheseraten in Homogenaten verschiedener Organe der Ratte, z. B. Leber,
Darm, Hoden, Lunge, Niere, Gehirn, Muskel, Milz und Herz.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die cPIP- Synthase ebenfalls in der
Leber des Menschen (Abb.5) und des Schweins (Abb.7), sowie in Homogenaten aus
Primarkulturen von Rinder- und Schweineblasenepithelzellen (Abb.8) und in
Zellkulturen wachsenden HepG2- Zellen, menschlichen Thrombozyten und Zellen
aus Stroma, M. Basedow und in einem Insulinom vorkommt. Einzig in Keratinozyten
konnte keine cPIP- Synthase Aktivitdt nachgewiesen werden (Abb.6). Nachdem in

friheren Arbeiten der Mediator cPIP auch schon im Regenwurm Lumbricus terrestris,
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im Darmbakterium Escherichia coli (Salge, 1987), in der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae (Wasner & Salge, 1987), im Schleimpilz Dictyostelium discoideum (Kaiser
et al., 1998), im Menschenblut (Salge, 1987) und im Affen (Shashkin et al., 2001)
gefunden wurde, weisen weitere Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass

der Mediator cPIP ubiquitare Verbindung ist.

4.2 cPIP- Synthase Verteilung in den verschieden Organen der

Ratte und subzellulidre cPIP- Synthase Verteilung in den Leberzellen

cPIP- Synthase Aktivitat konnte in Homogenaten von Gehirn, Herz, Milz, Testes,
Niere, Darm, Muskel und Leber (Abb. 10) nachgewiesen werden, wobei die von
LeBmann gemachte Beobachtung bestatigt werden konnte, dass die héchste cPIP-
Synthase Aktivitdt im Leberhomogenat zu finden war. In dieser Arbeit wurde die
cPIP- Synthase der Leberzellen genauer lokalisiert, d. h. die subzellulare Verteilung
der cPIP- Synthase in den Leberzellen. Hierzu wurden verschiedene
Praparationsmethoden zur Isolierung einzelner Kompartimente (Mikrosomen,
Lysosomen, Plasmamembran, Mitochondrien, Zellkerne) herangezogen und auf ihre
Effektivitat getestet. In den Fraktionen von Mitochondrien und Zellkernen waren die
cPIP- Synthase Aktivitaten gering.

Fraktionen, in denen eine hohe cPIP- Synthase Aktivitat gefunden wurde, waren die
mikrosomalen Fraktionen und wie bereits bekannt die Plasmamembranfraktion. Die
Reinheit dieser Fraktionen wurde mit Hilfe der Leitenzyme Glukose-6-phosphatase,
einem Mikrosomenmarker, und der 5’- Nukleotidase, einem Plasmamembranmarker,
charakterisiert (Abb. 14). Eine 100%ige Trennung von Plasmamembranfraktion und
mikrosomaler Fraktion war durch die getesteten Praparationsmethoden nicht

mdglich, es waren immer Verunreinigungen zu finden.
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Zur weiteren Reinigung der cPIP- Synthase aus mikrosomaler und
Plasmamembranfraktion wurde eine Gelchromatographie an einer HR300 Séaule
Ubernommen (Abb.15, Abb.16). Hier konnte festgestellt werden, dass die cPIP-
Synthase in der mikrosomalen Fraktion in einem Peak, in der
Plasmamembranfraktion in mehreren Peaks eluiert. Eine Interpretation dieser beiden
verschiedenen Elutionsprofile kénnte in einer gréBeren Verunreinigung der
Plasmamembranfraktion mit Mikrosomen liegen. Eine weitere Mdglichkeit bestdnde
darin, dass durch die Solubilisierung mit einem Detergenz (z. B. Triton X114) einige
Komponenten des vorliegenden Komplexes abgetrennt werden. Allerdings betragt
die Detergenzkonzentration in beiden Fraktionen 0,1

Die erzielten Ergebnisse Uber die subzellulare Verteilung der cPIP- Synthase weisen
darauf hin, dass die cPIP- Synthase zu mindestens 80 Prozent in der mikrosomalen
Fraktion vorliegt. Die Plasmamembranfraktion ist hdéchstwahrscheinlich mit
Mikrosomen verunreinigt, so dass hier bisher gréBere Mengen an cPIP- Synthase
gefunden wurde. Méglicherweise gibt es vielleicht auch verschiedene Zustande des

Moleklls in der Plasmamembranfraktion und der mikrosomalen Fraktion.

4.3 Die Aktivierung der cPIP- Synthase durch ATP

Die Anwesenheit von ATP, optimale Konzentration um 13,3 mM, fihrt zu einer
erheblichen Stimulierung der cPIP- Synthase (Abb.17). Es wurden 6-7-fache
Aktivitatssteigerungen der cPIP- Synthase in der mikrosomalen Fraktion gemessen.
Eine solche Stimulierung kdénnte durch die Phosphorylierung verschiedener
Tyrosinreste der cPIP- Synthase zustande gekommen sein. Andere Befunde konnten
zeigen, dass die Autophosphorylierung der B- Untereinheit des Insulinrezeptors zu

weiteren Phosphorylierungen von Folgeproteinen fuhrt, z. B. IRS-1 oder -2, PI3K
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oder SHP2. Durch diese Phosphorylierungen kommt es zu einer gesteigerten
Glukoseaufnahme in der Zelle (Campbell et al., 2002). Es ware mdglich, dass bei der
cPIP- Synthase derselbe Mechanismus wie bei den anderen Folgeproteinen (IRS-1,
IRS-2, PI3K, SHP2), und zwar die Phosphorylierung, zur Steuerung der Aktivitat zu
Grunde liegt. Phosphorylierungen der cPIP- Synthase-haltigen Fraktionen mit
radioaktiv markiertem P33 oder P, liefern erste Hinweise auf eine mégliche Bindung
des Phosphats an die cPIP- Synthase (Abb.18, 20, 21, 22 und 23). Die
Phosphorylierungsreaktion ist nach 120 Sekunden abgeschlossen und nach einer
elektrophoretischen Auftrennung erhalt man eine radioaktive Bande (Abb. 22) von
etwa 200 bis 300 kDa. Das Insulinrezeptor-Substrat-1, ein vom Insulinrezeptor
modifiziertes Protein, hat eine ungefahre GréBe von 180 kDa (White et al.,, 1985;
Kadowaki et al., 1987; Sun et al, 1991). Das Insulinrezeptor-Substrat-1 wird wie
andere zellulare Insulinrezeptorsubstrate (IRS-2, -3, -4) vom Insulinrezeptor
phosphoryliert und dient als Bindeglied zu weiteren Effektormolekilen in der Zelle, z.
B. der Phosphoinositol-3-Kinase (Sun et al., 1995; Lavan et al., 1997a; Lavan et al.,
1997b). Die cPIP- Synthase weist ebenso wie das Insulinrezeptor-Substrat-1
Tyrosinphosphorylierungen auf (Wasner et al.,, 1996) und man geht davon aus, dass
die Aktivitdtssteigerung der cPIP- Synthase in Gegenwart von ATP durch eine
Tyrosinphosphorylierung zu erklaren ist (Wasner et al, 2000). In diesen
Versuchsreihen wurde kein Tyrosinkinase-Hemmer eingesetzt.

Amini (1997) vermutete eine enge Beziehung zwischen dem Insulinrezeptor-
Substrat-1 und der cPIP- Synthase, da die cPIP- Synthase nur in Tyrosin-
phosphorylierter Form aktiv ist und Anti-IRS-1-Antikérper solubilisierte cPIP-
Synthase binden und Schaefer (1998) fand bei der Gelfiltration ein vergleichbares
Molekulargewicht von dem Insulinrezeptor-Substrat-1 und der cPIP- Synthase.

Jedoch gibt es bisher keine Beweise, die den Schluss nahe legen, dass das
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Insulinrezeptor-Substrat-1. Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass
ATP kein Cofaktor der cPIP- Synthase ist, sondern vielmehr eine andere Funktion

Ubernimmt, ndmlich als Cosubstrat fur die Tyrosinkinase.

4.4 Charakterisierung der cPIP- Synthase haltigen Fraktion mittels

MALDI-MS

Vorversuche von Wasner konnten zeigen, dass sich die cPIP- Synthase mit an
Protein-A-Sepharose gekoppelte Anti-P-Tyr Antikérper und Anti-IRS-1 Antikdrper
fallen lie3 (1997).

Wie in Abb.24 gezeigt, konnte auch in de cPIP- Synthase haltigen Fraktion nach
erfolgreicher Reinigung durch Gelfiltration und SDS-Page Gelelektrophorese ein
deutliches Signal bei der Anti-IRS-1 Antikoérper Detektion (Westernblot) ermittelt
werden. Wie schon in vorhergehenden Arbeiten aufgefihrt wurde, ist die Beziehung
zwischen Insulinrezeptor-Substrat-1 und der cPIP- Synthase immer noch ungekléart.
Genauere Angaben sollte hierzu die Identifizierung der erhaltenen Proteinbanden
mittels MALDI- Massenspektrometrie liefern. Die cPIP- Synthase haltigen Fraktion
wird auf einem eindimensionalen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die ldentifizierung
erfolgt nach proteolytischer Spaltung der Proteine im Gel durch MALDI-MS-Analyse
und anschlieBender Suche in geeigneten Protein-Datenbanken (Mascot Search). Die
identifizierten Proteine zeigten keinen Hinweis auf die Insulin-Rezeptor-Substrate
oder die cPIP- Synthase. Jedoch konnte ein GrofBteil der Proteine nicht néher
untersucht werden, da ein Teil der Proteine agglommerierte bzw. im SDS-Gel oben
liegen blieb und sich nicht in Banden auftrennen lie3. Eine weitere Mdglichkeit

besteht darin, dass die cPIP- Synthase oder die Insulin-Rezeptor-Substrate von
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dominierenden Proteinen Uberdeckt wurden. Hier kann nur eine zweidimensionale

Elektrophorese mit MALDI-MS weiterfihren.
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5 Zusammenfassung

Die zyklische Prostaglandylinositol-Phosphat- Synthase ist ein Enzym, welches in der
Rattenleber die hdchste Aktivitdt aufweist. Aus Prostaglandyl E; und aktivierten
Inositolphosphat  (n-IP)  bildet die cPIP- Synthase den Hormonboten

Prostaglandylinositolcyclophosphat (kurz cPIP), einen cAMP-Antagonisten.

Ziel dieser Arbeit waren Untersuchungen zur Regulation der cPIP- Synthase,
insbesondere der Rolle des ATPs im Rahmen der Aktivierung, sowie die Lokalisation

der cPIP- Synthase in den Zellen.

Die cPIP- Synthase konnte in der menschlichen Leber (Abb.5) und der Leber des
Schweins (Abb.7), sowie in Homogenaten aus Primarkulturen von Rinder- und
Schweineblasenepithelzellen (Abb.8) und in Zellkulturen wachsenden HepG2-
Zellen, menschlichen Thrombozyten und Zellen aus Stroma, Schilddrisenzellen aus
M. Basedow und in einem Insulinom nachgewiesen werden. Die héchsten

Enzymaktivitaten bestehen nach wie vor in der Ratte.

Die subzellulare Verteilung der cPIP- Synthase in der Rattenleber weist darauf hin,
dass die cPIP- Synthase zu mindestens 80 Prozent in der mikrosomalen Fraktion

vorliegt.

Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ATP kein Cofaktor der
cPIP- Synthase ist, sondern vielmehr eine andere Funktion Gbernimmt, namlich als

Substrat fur die Tyrosinkinase. Es wurden 6-7fache Aktivitatssteigerungen der cPIP-
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Synthase unter kovalenten Einbau von Phosphat erzielt. Offenbar wird die cPIP-

Synthase durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert.

Weitere Arbeiten missen die genauere Lokalisation der cPIP-Synthase, das traffiking
und auch die Enzymstruktur klaren.

Durch eine bessere Reinigung des Enzyms und Auftrennung in einer
zweidimensionalen Elektrophorese gekoppelt mit MALDI-MS kénnen dann auch
Aussagen zur Verwandschaft der cPIP- Synthase mit anderen Enzymfamilien

gemacht und dessen Funktion in der Zelle genauer charakterisiert werden.
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