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EINLEITUNG

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, deren Symptome bereits seit mehr als
3500 Jahren bekannt sind. Die Bezeichnung Diabetes (griech.: Durchfluss) wurde etwa im
2. Jahrhundert durch den griechischen Arzt Aretaios von Kappadokien aufgrund einer
erhdhten Flissigkeitsaufnahme und Polyurie bei betroffenen Personen gepragt. Spatestens
im 17. Jahrhundert wurde das Hauptsymptom, die erhéhte Menge einer ,zuckerahnlichen
Substanz® im Harn, beschrieben und durch den Nachweis von Zucker im 18. Jahrhundert
bestatigt [Dobson, 1776]. Aufgrund des slflichen Geschmacks des Harns entstand die

Gesamtbezeichnung Diabetes mellitus (mellitus [lat.]: Honig, stR).

Gegenwartig wird die Erkrankung Diabetes mellitus gemal der evidenzbasierten Leitlinie der
Deutschen Diabetes-Gesellschaft (DDG) als eine heterogene Stérung des Stoffwechsels
definiert, deren Leitbefund die chronische Hyperglykamie ist. Ursachlich daflr ist entweder
eine gestorte Insulinsekretion oder eine unzureichende Insulinwirkung bzw. die Prasenz
beider Dysfunktionen [Kerner et al., 2004]. Als Diagnosekriterium der Erkrankung wurde die
Konzentration der Nichternblutglucose definiert, die bei Patienten mit Diabetes mellitus im
kapillaren Vollblut wiederholt groRer als 7,0 mM ist oder wahrend der Durchfihrung des

oralen Glucosetoleranz-Testes nach zwei Stunden mehr als 11,1 mM betragt.

Entsprechend den Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und der
Amerikanischen Diabetes-Gesellschaft (ADA) wird die Erkrankung Diabetes mellitus
aufgrund der unterschiedlichen Atiologie in zwei Hauptformen, Typ 1- und Typ 2-Diabetes,
klassifiziert [Alberti & Zimmet, 1998]. Weitere spezifische Diabetesformen entstehen durch
Erkrankungen des exokrinen Pankreas, Endokrinopathien, genetische Defekte der B-Zell-

Funktion bzw. der Insulinwirkung oder wahrend der Schwangerschaft.

1.1.1 Typ 1-Diabetes

Bei Patienten mit Typ 1-Diabetes liegt durch den Einfluss von genetischen und
umweltbedingten Faktoren eine autoimmun-vermittelte Zerstérung der p-Zellen der
Langerhansschen Inseln des Pankreas vor, die zu einem absoluten Insulinmangel fihrt
[Eisenbarth, 2004; von Herrath, 2004]. Die betroffenen Personen erkranken meist im Kindes-
alter und zeigen Symptome wie Polyurie, Polydipsie und Ketoazidose. Patienten mit
Typ 1-Diabetes kdénnen nur durch eine exogene Insulingabe therapiert werden, um die
Entstehung des hyperglykdmischen Koma im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung zu

verhindern.
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1.1.2. Typ 2-Diabetes

Der Typ 2-Diabetes, an dem ca. 90 % aller Diabetes-Patienten erkranken, ist eine chronisch
progrediente Erkrankung, die durch eine vererbte oder erworbene Insulinresistenz und eine
Stérung der Insulinsekretion charakterisiert wird [Haring & Matthaei, 2002]. Die Manifestation
des Typ 2-Diabetes ist durch das komplexe Zusammenspiel von genetischer Pradisposition,
Alter und exogenen Faktoren wie Erndhrungsgewohnheiten und kdrperlicher Aktivitat bedingt
und haufig mit dem Auftreten von arterieller Hypertonie und Adipositas im Rahmen des

Metabolischen Syndroms assoziiert [DeFronzo, 1997 a; Miranda et al., 2005].

Die Entstehung der Insulinresistenz in peripheren Geweben wird heute als Ausgangspunkt
der Pathogenese des Typ 2-Diabetes diskutiert und stellt den Schwerpunkt bei der
Erforschung der molekularen Ursachen dieser Erkrankung dar [Koistinen & Zierath, 2002].
Die Insulinresistenz der Skelettmuskelzellen fihrt durch die Verringerung der Insulin-
stimulierten Glucoseaufnahme zu einer langanhaltenden postprandialen Hyperglykamie, die
bereits 20 Jahre vor der Manifestation von klinischen Symptomen erstmals auftreten kann
[Eriksson et al., 1992; Henriksen et al., 1994; Krook et al., 2000].

Die Sezernierung von Insulin aus den pankreatischen B-Zellen ist bei Patienten mit Typ 2-
Diabetes ebenfalls gestort [DeFronzo, 1997 b]. Nach einem Glucosestimulus ist der initiale
Anstieg der Insulinkonzentration verringert oder fehlt, sodass lediglich eine langsame und
langerwahrende Phase der Insulinsekretion die Aufrechterhaltung der Glucosehomdostase
realisiert [Goldstein, 2003]. Die dabei entstehende Verlangerung der postprandialen
Hyperglykdmie induziert eine Hyperinsulindmie, da die Insulinsynthese und -sekretion in den
pankreatischen B-Zellen zunimmt. Die Hyperinsulindmie flhrt zuerst zu einer Kompensation
der Insulinresistenz und im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung zu einer Verstarkung
der Insulinresistenz aufgrund einer verringerten Stimulierbarkeit der Insulinrezeptoren.
Langfrisitig fihrt dieser Kompensationsmechanismus zu einer progredienten Hyperglykdmie

und ,Erschopfung“ der pankreatischen 3-Zellen [Boitard, 2002].

Fir die Entstehung des Typ 2-Diabetes wird die Adipositas als Hauptursache angesehen.
Ergebnisse einer prospektiven Kohortenstudie aus den USA (,Nurse®-Studie) zeigten,
dass die Zunahme des Body Mass Index (BMI) mit einer exponentiellen Erhéhung des
Diabetesrisikos verbunden ist [Friedman et al.,, 1992; Colditz et al., 1995]. Infolge von
Bewegungsmangel und unausgewogener Ernahrung nimmt der Anteil Gbergewichtiger (BMI:
25 - 29,9 kg/m?) bzw. adipéser (BMI: > 30 kg/m?) Kinder und Jugendlicher (iberproportional

zu und fuhrt bereits in dieser Altersgruppe zur Entstehung des Typ 2-Diabetes.
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Die Auswertung von Interventionsstudien ergab, dass sich bereits durch eine
Gewichtsreduktion der Probanden das Risiko einer Manifestation des Typ 2-Diabetes
verringert [Knowler et al., 2002]. Nach Angaben der DDG lasst sich die Wahrscheinlichkeit,
an Typ 2-Diabetes zu erkranken, mit einer nicht-pharmakologischen antihyperglykdmischen
Therapie um 70-80 % senken. Dazu zadhlen u.a. eine ausgewogene Ernahrung mit
ballaststoffreicher Kost und limitierter Fettzufuhr, insbesondere gesattigter Fettsauren, sowie

eine Erhéhung der kdrperlichen Aktivitat.

Die chronische Hyperglykdmie verursacht bei Patienten mit Typ 2-Diabetes haufig eine
Vielzahl von Folgeerkrankungen, die zunehmend die Prognose und den Schweregrad der
Diabetes-Erkrankung bestimmen [Schernthaner, 1996; Turner, 1998]. Durch mikro-
angiopathische Spatkomplikationen entstehen Kapillarschaden u.a. in den renalen Glomeruli
(diabetische Nephropathie), in der Retina (diabetische Retinopathie) oder im peripheren
Nervensystem (diabetische Neuropathie). Infolgedessen kénnen vollstandiges Nieren-
versagen, Erblindung bzw. Denervationen auftreten [Nathan, 1993]. Zusatzlich fihren
atherosklerotische GefalRveranderungen der Koronararterien und grofen GefalRe bei 80 %
aller Patienten mit Typ 2-Diabetes zu Makroangiopathien, die mit einem erhdhten Risiko
kardiovaskularer Erkrankungen wie Myokardinfarkt und Schlaganfall verbunden sind [Davis
et al., 1999; Sowers et al., 2001]. Durch die erhdhte Morbiditat und Mortalitat der betroffenen
Patienten steht die Diagnose Diabetes mellitus an vierter Stelle der Todesursachen in den

Industrielandern.

1.1.3 Pravalenz und epidemiologische Prognose des Diabetes mellitus

Im Jahr 2003 waren nach Angaben der Internationalen Diabetes-Féderation (IDF) weltweit
knapp 190 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt, das entspricht ca. 5 % der
erwachsenen Bevdlkerung. Etwa 65 % aller Diabetiker leben in Entwicklungs- und
Schwellenlandern. In Deutschland entwickelt jeder Dritte im Laufe seines Lebens einen
Typ 2-Diabetes, der haufig ab dem 40. Lebensjahr, vor allem aber nach dem 60. Lebensjahr
auftritt [Giani et al., 2004]. Dabei ist die Haufigkeit der Erkrankung bei Frauen vor Erreichen
des 60. Lebensjahres niedriger als bei Mannern und danach um 10 % erhéht im Vergleich zu
Mannern. Derzeit sind nach Angaben der Deutschen Diabetes-Stiftung (DDS) ca. 8 Millionen
Menschen in Deutschland an Diabetes mellitus erkrankt [DDS-Report, 2004]. Diese Zahl wird
bis zum Jahr 2010 auf 10 Millionen ansteigen. Neben dem individuellen Leid der betroffenen

Personen verursacht die Volkskrankheit Diabetes mellitus erhebliche soziodkonomische
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Kosten, die derzeit ca. 30 Milliarden Euro betragen und etwa 15 % des Gesamtetats der

Krankenkassen ausmachen [Kdster et al., 2005].

Aufgrund zahlreicher Faktoren wie zunehmender Lebenserwartung, Bevdlkerungswachstum,
veranderter Ernahrungsgewohnheiten, haufig mangelnder korperlicher Aktivitat und friherer
Diagnosestellung ist in den nachsten Jahren weltweit mit einem dramatischen Anstieg der
Zahl Diabetes-Erkrankter zu rechnen. Aktuellen Hochrechnungen von IDF und WHO zufolge
werden im Jahr 2025 weltweit etwa 335 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt
sein [IDF Diabetes Atlas, 2003]. Dabei wird sich die Zahl der Diabetiker in den Entwicklungs-
und Schwellenlandern Afrikas sowie im Nahen und Mittleren Osten voraussichtlich
verdreifachen. In Nord- und Sidamerika wird sich die Pravalenz der Diabetes-Erkrankung

verdoppeln und in Europa um 50 % zunehmen.

Die dargestellten Zahlen verdeutlichen die Relevanz der diabetologischen Forschung, die
pathophysiologischen Mechanismen des Typ 2-Diabetes auf molekularer Ebene weiter zu
charakterisieren und die Interaktion der Gewebe und Organe zu verstehen, die an der
Entstehung der chronischen Hyperglykdamie beteiligt sind oder deren Funktion durch
diabetische Folgeschaden beeintrachtigt wird. Dadurch kénnen weitere Moglichkeiten fur die
gezielte pharmakologisch-antihyperglykdmische Therapie von Patienten mit Typ 2-Diabetes

geschaffen werden.

1.2 Familie der Glucosetransporter-Proteine

Glucose ist ein wichtiger Nahrstoff, dessen Zufuhr, Verteilung, Speicherung und
Metabolismus die Energiebilanz eines Organismus malfgeblich bestimmt. Fir die zellulare
Aufnahme von Glucose existieren in Saugerzellen zwei unterschiedliche Gruppen von
Glucosetransportern. Die Natriumion-abhangigen Glucose-Co-Transporter sind Uberwiegend
in der apikalen Membran von Dinndarm- und Nierenepithelzellen lokalisiert. Der
Glucosetransport erfolgt zusammen mit Natriumionen energieabhangig unter Beteiligung der
Na®/ K'-ATPase entgegen des Glucose-Konzentrationsgradienten [Koepsell & Spangenberg,
1994]. Im Gegensatz dazu agieren die Hexosetransporter der Glucosetransporter-Familie
energieunabhangig und entlang des Glucose-Konzentrationsgradienten [Mueckler et al.,
1994].

Die Hexosetransporter der Glucosetransporter (GLUT)-Familie sind transmembranare
Proteine, die wassrige Poren in der Plasmamembran bilden. Durch diese selektive

Permeabilitatserhdhung der Plasmamembran wird die Diffusion von Glucose und anderen
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Hexosen aus dem Blutkreislauf und weiteren extrazellularen Flussigkeiten in das Zytoplasma
erleichtert [Mueckler et al., 1994]. Die Hexosetransporter der GLUT-Familie werden in allen
Zelltypen exprimiert und unterscheiden sich sowohl beziglich ihrer Substratspezifitat und
kinetischen Eigenschaften als auch in ihrer gewebespezifischen und subzellularen
Lokalisation. Bisher wurden 14 verschiedene Transportproteine identifiziert und aufgrund
ihrer Sequenzhomologie der GLUT-Familie zugeordnet (siehe Tab.1, S.7), die in drei
Klassen unterteilt wird [Joost & Thorens, 2001; Joost et al., 2002].

Die Klasse | besteht aus GLUT1, GLUT2, GLUT3 und GLUT4, deren Sequenzhomologie bis
zu 65 % betragt und die sich hauptsachlich in ihrer gewebespezifischen Verteilung
unterscheiden [Bell et al., 1990; Joost & Thorens, 2001]. Zu den Vertretern der Klasse I
gehdren die Fructosetransporter GLUTS und GLUT11 sowie die Glucosetransporter GLUT7
und GLUT9. Die Klasse Ill besteht aus den Transportproteinen GLUT6, GLUT8, GLUT10
und GLUT12 sowie dem Protonen-/myo-Inositol-Symporter HMIT1.

Die Membranassoziation der GLUT-Proteine erfolgt durch 12 transmembranéare a-helikale
Domanen, die durch extra- und intrazellulare Schleifen verbunden sind. In diesen Schleifen
sind verschiedene funktionelle Domanen der Hexosetransporter lokalisiert, die die Substrat-
bindung, die Stimulation der Hexoseaufnahme sowie die Internalisierung und den ziel-
gerichteten endozytotischen Vesikeltransport der GLUT-Proteine regulieren [Watson et al.,
2004 a]. Die Transportproteine der Klassen | und Il besitzen eine N-Glykosylierungsstelle
innerhalb der ersten extrazellularen Schleife (in GLUT4: Asn46), die in der glykosylierten
Form die Glucoseaffinitat des Transportproteins erhéht und die Transportaktivitat
beschleunigt [Asano et al., 1991]. Diese Domane ist bei den Vertretern der Klasse Ill in
der extrazelluldren Schleife 9 lokalisiert [Joost & Thorens, 2001]. Die Substratbindung erfolgt

bei den Hexosetransportern der Klassen | und Il an der transmembranaren Domane TMY7.

Klasse | der Glucosetransporter-Familie

Die Proteine der Klasse | der GLUT-Familie, vor allem GLUT1 und GLUT4, sind bisher am
Besten charakterisiert. GLUT1 wird in Saugern ubiquitdr exprimiert und ist im
Basalzustand in der Plasmamembran lokalisiert, um die zellulare Grundversorgung mit
Glucose zu gewahrleisten [Mueckler et al., 1985; Birnbaum et al., 1986; Fukumoto et al.,
1988]. Eine erhohte Prasenz von GLUT1 wurde in der Plasmamembran der Endothelzellen,
die die Blut-Hirn-Schranke bilden, und der Erythrozyten nachgewiesen, bei denen der Anteil

von GLUT1 an der Gesamtmenge aller Membranproteine ca. 5 % betragt [Mueckler et al.,
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Transporter Gewebeverteilung Funktion Referenz
ubiquitar Basaltransport, Mueckler et al., 1985
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Darm, Niere, Leber, Absorption, Baldwin 1993
bl Pankreas (B-Zellen) Glucosehomoostase S
- Brown, 2000
in Leber und B-Zellen
. Transport durch die Kayano et al., 1988
SIS Him Blut-Hirn-Schranke Brown, 2000
Herz- und . o Fukumoto et al., 1989
Insulin-stimulierter
GLUT4 Skelettmuskel, James et al., 1989
Glucosetransport
Fettgewebe, Mueckler, 1994
Kayano et al., 1990
GLUTS Darm, Muskel, Niere Fructosetransport Davidson et al., 1992
Shepherd et al., 1992
GLUTE Hirn, Leukozyten, Glucosetransport Doege et al., 2000 a
Milz (niedrigaffin) Lisinski et al., 2001
GLUT7 Darm, Hoden, Leber = ucose- Lind Li et al., 2004
Fructosetransport
Glucosetransport Carayann. et al., 2000
GLUTS8 Hirn, Hoden, Muskel (Inhibition durch Doege et al., 2000 b
Fructose) Ibberson et al., 2000
. Desoxyglucose- und Phay et al., 2000
LUT L N
GLUTY eber, Niere Glucosetransport Augustin et al., 2004
GLUT10 Leber, Pankreas n.b. Dawson et al., 2001
Herz- und Doege et al., 2001
GLUTT syelettmuskel Fructosetransport Sasaki et al., 2001
Herz- und Rogers et al., 1998
GLUT12 Skelettmuskel, Glucosetransport Rogers et al., 2002
Fettgewebe, Prostata Rogers et al., 2003
HMITA Hirn Inositoltransport Uldry et al., 2001
GLUT14 Hoden n.b. Wu & Freeze, 2002
Tab.1 Ubersicht der Glucosetransporter (GLUT)-Familie.
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1997; Vannucci et al., 1997]. GLUT1 besitzt eine hohe Substrataffinitat zu Glucose und kann
aufgrund einer breiten Substratspezifitdt neben weiteren Hexosen auch Pentosen
transportieren [Keller et al., 1989; Burant & Bell, 1992; Mueckler et al., 1997].

Der Glucosetransporter GLUT4 gehdrt ebenfalls zur Klasse | der GLUT-Familie. Eine
ausfiihrliche Darstellung von Struktur, Funktion und Lokalisation dieses Transportproteins mit
besonderer Berlcksichtigung des intrazellularen Transports und der Insulin-stimulierten

Translokation zur Plasmamembran in Muskelzellen wird in den folgenden Kapiteln gegeben.

1.3. Glucosetransporter GLUT4

1.3.1 Strukturelle Organisation des Glucosetransporters GLUT4

Neben den fir alle Hexosetransporter der GLUT-Familie typischen funktionellen Doménen
wie N-Glykosylierungs- und Substratbindungsstelle besitzt der Glucosetransporter GLUT4
weitere spezifische Motive, die flir den zielgerichteten intrazellularen Vesikeltransport
entscheidend sind. Durch Untersuchungen der subzellularen Lokalisation von mutierten
GLUT4-Proteinen wurden amino- und carboxyterminale Domanen identifiziert, die fir die
Endozytose des Glucosetransporters und dessen Transport aus dem Endosomalen

Recycling-Kompartiment in Insulin-sensitive Speichervesikel entscheidend sind.

Mutationen in einer Sequenz aus vier Aminosauren (Phe5-GIn6-GIn7-1le8) innerhalb der
zytosolischen aminoterminalen Region von GLUT4 fuhrten zu einer Akkumulation des
Transportproteins in der Plasmamembran, da die Entstehung der Clathrin-beschichteten
GLUT4-enthaltenden Membranvesikel inhibiert wurde [Letourneur & Klausner, 1992; Piper
et al., 1993; Al-Hasani et al., 2002]. Au3erdem agiert diese Region als Erkennungssequenz
beim Transport von GLUT4 aus dem Endosomalen Recycling-Kompartiment in
Insulin-sensitive GLUT4-Speichervesikel [Palacios et al.,, 2001]. GLUT4-Proteine, deren
Phenylalanin-Rest (Pheb) substituiert wurde, zeigten einen gestérten endosomalen
Transport, der zu einer anomalen Lokalisation von GLUT4 in Recycling-Endosomen, Spaten
Endosomen und proteinabbauenden Lysosomen fiihrte [Melvin et al., 1999; Palacios et al.,
2001].

In der zytosolischen carboxyterminalen Region von GLUT4 wurden zwei weitere Doméanen
charakterisiert, die als Erkennungssequenzen an der intrazellularen Translokation des
Glucosetransporters beteiligt sind. Ein Di-Leucin-Motiv (Leu489-Leu490) ist fir die
Internalisierung von GLUT4 erforderlich. Mutationen dieser Aminosauren fiihrten zu einer

Akkumulation des Glucosetransporters in der Plasmamembran, da die Invagination der
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endozytotischen Clathrin-beschichteten Membranvesikel unterbrochen wurde [Letourneur &
Klausner, 1992; Hudson et al., 1993; Govers et al., 2004]. Fir eine Beteiligung des
Di-Leucin-Motivs am Transport von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln aus dem trans-
Golgi-Netzwerk in Insulin-sensitive GLUT4-Speichervesikel existieren divergierende Befunde
[Martinez-Arca et al., 2000; Subtil et al., 2000; Palacios et al., 2001]. Eine weitere
carboxyterminale Doméane von GLUT4 (Thr498 - Pro505) ist fir die korrekte Translokation
des Glucosetransporters aus dem Endosomalen Recycling-Kompartiment in das trans-Golgi-
Netzwerk entscheidend [Shewan et al., 2000; Shewan et al., 2003].

1.3.2 GLUT4 als Mediator der Glucosetransport-Aktivitat

Der metabolische Haupteffekt von Insulin, die Stimulation der Glucoseaufnahme im Muskel-
und Fettgewebe, ist seit nunmehr 50 Jahren bekannt [Park & Johnson, 1955; Levine &
Goldstein, 1955]. 1978 wurde in Insulin-stimulierten Ratten-Fettzellen durch die
Quantifizierung von Cytochalasin B, das an eine intrazellulare Schleife der membran-
assoziierten Glucosetransporter bindet, eine Erhéhung der Anzahl von Glucosetransportern
in der Plasmamembran gegeniber unstimulierten Zellen nachgewiesen [Wardzala et al.,
1978]. Wenige Jahre spater konnte durch Untersuchungen von Membran-
fraktionen isolierter Ratten-Fettzellen die Hypothese verifiziert werden, dass Insulin die
Translokation einer ,Glucosetransport-Aktivitat® aus intrazelluldaren Speichern zur
Plasmamembran induziert [Cushman & Wardzala, 1980; Suzuki & Kono, 1980]. Dieser

Befund wurde durch die Analyse von Ratten-Muskelzellen bestatigt [Klip et al., 1987].

Knapp ein Jahrzehnt nach der Erstbeschreibung der Insulin-stimulierten ,Glucosetransport-
Aktivitat® wurde die Identifikation, Klonierung und Sequenzierung der cDNA des
Glucosetransporters GLUT4 sowie dessen gewebespezifische Verteilung und differentielle
Expression von funf unabhangigen Arbeitsgruppen berichtet [Birnbaum, 1989; Charron et al.,
1989; Fukumoto et al., 1989; James et al., 1989; Kaestner et al., 1989]. Seitdem belegen
eine Vielzahl von Befunden, dass die Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme im Muskel- und
Fettgewebe durch die Translokation des Glucosetransporters GLUT4 realisiert wird
[Goodyear et al., 1991; Slot et al., 1991; Smith et al., 1991; Marette et al., 1992 a]. In den fir
die Untersuchung der Translokation von GLUT4 haufig verwendeten Insulin-sensitiven
Zelllinien der 3T3-L1-Fettzellen bzw. L6-Skelettmuskelzellen konnte der Insulineffekt ebenso

nachgewiesen werden [Calderhead et al., 1990; Klip et al., 1990].
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1.3.3 Glucosetransporter in Muskelzellen

Das Skelettmuskelgewebe, dessen Anteil an der Kdrpermasse ca. 40 % betragt, ist der
Hauptwirkungsort der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme [Baron et al., 1988].
Euglykémisch-hyperinsulindmische Clamp-Versuche zeigten, dass ca. 75 % der infundierten
Glucose von Skelettmuskelzellen aufgenommen und anschlieBend in Glykogen
umgewandelt und gespeichert werden [DeFronzo et al., 1981; DeFronzo et al., 1985]. Dieser
wichtige Transportprozess zur Rekonstitution eines normoglykdmischen Blutzuckerspiegels
wahrend der postprandialen Phase ist im Skelettmuskelgewebe von Patienten mit Typ 2-

Diabetes gestort [Dohm et al., 1988; Andréasson et al., 1991; Bonadonna et al., 1993].

Die Charakterisierung der Muskelzellen von Saugern flhrte zur Identifikation der
Glucosetransporter GLUT1 und GLUT4 [Charron et al., 1989; James et al., 1989; Kahn et al.,
1991]. In humanen Skelettmuskelzellen wurden auf’erdem GLUT8 und GLUT5 nach-
gewiesen, dessen heterologe Expression in X. laevis eine praferierte Substratspezifitat flr
Fructose ergab [Burant et al.,, 1992; Shepherd et al., 1992; Ibberson et al., 2000].
Untersuchungen von Skelettmuskelzellen mit dem GLUT4-spezifischen Inhibitor Indinavir
belegen, dass ca. 65 % der Glucoseaufnahme im Basalzustand durch GLUT4 realisiert wird
[Rudich et al., 2003].

Das Expressionsnhiveau der Glucosetransporter GLUT1 und GLUT4 ist im Muskelgewebe
abhangig vom Entwicklungsstadium des Organismus [Santalucia et al., 1992]. Erst in der
perinatalen Phase steigt die Expression von GLUT4 an, dessen Anteil an der Glucose-
transporter-Gesamtmenge im Skelettmuskel adulter Ratten ca. 90 % betragt [Marette et al.,
1992 b]. In Herzmuskelzellen liegt der Anteil von GLUT4 an der Gesamtmenge nur bei 60 %,
wahrend der Anteil von GLUT1 ca. 40 % betragt [Fischer et al., 1997]. Das dynamische
Mengenverhaltnis von GLUT1 und GLUT4 kann sich durch Denervationen des Muskel-
gewebes andern, die eine verstarkte Expression von GLUT1 bei gleichzeitiger Abnahme von
GLUT4 induzieren [Block et al., 1991; Coderre et al., 1992].

Bei Insulin-resistenten oder diabetischen Patienten ist das Expressionsniveau von GLUT4 in
Skelettmuskel- und Fettzellen im Vergleich zu gesunden Personen unverandert [Handberg
et al., 1990; Pedersen et al., 1990]. Dieser Befund konnte in Tiermodell-Untersuchungen mit
diabetischen C57BI / KsJ-Lepr®“-Mausen bestatigt werden [Shao et al., 2000]. Kérperliche
Aktivitat fihrte im Skelettmuskelgewebe sowohl von gesunden Personen als auch von
Patienten mit Typ 2-Diabetes zu einer erhéhten Expression von GLUT4 [Houmard et al.,
1991; Ren et al., 1994; Kennedy et al., 1999]. Dieser Effekt wurde ebenso in Skelettmuskel-
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zellen normaler und Insulin-resistenter adipéser Zucker-Ratten nachgewiesen [Friedman
et al., 1990]. Die gewebespezifische Uberexpression von GLUT4 im Muskel- und Fett-
gewebe diabetischer db/db-M&use fuhrte zu einer Verhinderung von Insulinresistenz und
Typ 2-Diabetes [Brozinick et al., 2001].

Durch subzelluldre Fraktionierungen und immunelektronenmikroskopische Untersuchungen
von Herz- und Skelettmuskelzellen wurde die distinkte Lokalisation der Glucosetransporter
GLUT1 und GLUT4 identifiziert. GLUT1 ist im Skelettmuskelgewebe Uberwiegend im
Sarkolemm, der Plasmamembran der Muskelfasern, lokalisiert [Marette et al., 1992 b; Munoz
et al., 1995 b]. Dagegen wurde GLUT4 in juxtanukledren perizentriolaren Membranvesikeln
des Endosomalen Recycling-Kompartiments nahe des trans-Golgi-Netzwerkes nach-

gewiesen [Zorzano et al., 1997 a; Ploug et al., 1998].

In Herzmuskelzellen ist GLUT4 hauptsachlich in intrazellularen Membranvesikeln enthalten,
die sowohl in perizentriolaren Regionen nahe des Golgi-Apparates als auch in Arealen nahe
des Sarkolemms, der Transversalkanale und der interkalierenden Scheiben lokalisiert sind
[Slot et al., 1991; Zorzano et al., 1997 al.

1.3.4 Transgene GLUT4-Tiermodelle

GLUT4 ist der einzige Insulin-sensitive Glucosetransporter im Muskel- und Fettgewebe.
Interessanterweise zeigten Mause mit einer homozygoten Deletion von GLUT4 (GLUT4")
nur einen leichten Defekt der Glucosehomdostase sowie ein retardiertes Wachstum und eine
verkirzte Lebensdauer [Katz et al., 1995; Stenbit et al., 1996]. Die daraus resultierende
Hypothese, dass homozygote GLUT4”-Mause andere Glucosetransporter kompensatorisch
exprimieren, konnte bisher experimentell nicht bestatigt werden [Wallberg-Henriksson &
Zierath, 2001; Watson et al., 2004 a]. Im Gegensatz zu GLUT4"-Mausen entwickeln
heterozygote GLUT4*"-Mause bereits frilhzeitig eine Insulinresistenz im Muskelgewebe.
Aulerdem fihrte der heterozygote Knockout von GLUT4 zu einer Hyperglykdmie und
Hyperinsulinamie, sodass die Tiere nach spatestens 12 Monaten diabetische Symptome,

u.a. im Herzmuskel, zeigten [Stenbit et al., 1997].

Mit Hilfe des Cre-loxP-Systems kdnnen Tiere mit einer gewebespezifischen Deletion von
GLUT4 generiert werden. Durch die gezielte Inhibition der Expression von GLUT4 im
Muskelgewebe entstand bereits nach wenigen Wochen eine Glucoseintoleranz und
Insulinresistenz der Muskelzellen [Zisman et al., 2000]. Die lokale Deletion von GLUT4 im

Fettgewebe flihrte zu einer Insulinresistenz nicht nur im Fettgewebe, sondern auch im
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Muskelgewebe und in der Leber [Abel et al., 2001]. Dieser Effekt verdeutlicht die Funktion
des Fettgewebes, auch als sekretorisches parakrines Organ zu agieren und durch die
Freisetzung fettzellspezifischer Faktoren eine Insulinresistenz im Muskelgewebe zu
induzieren [Mohamed-Ali et al., 1998; Dietze et al., 2004; Dietze-Schroeder et al., 2005]. Aus
klinischer Sicht stellt der negative Crosstalk zwischen den beiden Insulin-sensitiven
Geweben eine Verknlpfung zwischen Adipositas und Typ 2-Diabetes dar [Minokoshi et al.,
2003].

1.4 Insulinsignaltransduktion

1.4.1 Insulin

Die Isolierung und Beschreibung der antihyperglykamischen Wirkung von Insulin im Jahr
1921 sowie der unmittelbar nachfolgende Einsatz in der Diabetes-Therapie waren
herausragende Ereignisse in der modernen Medizin [Banting & Best, 1922; Banting et al.,
1922]. Seitdem ist das Hormon im Fokus intensiver biochemischer und diabetologischer
Forschungen, deren Ergebnisse sowohl zu einer verbesserten Behandlung diabetischer
Patienten als auch zum grundlegenden Verstandnis biologischer Strukturen, Mechanismen

und Prinzipien beitragen.

Meilensteine dieser Entwicklung waren die Bestimmung der Aminosauresequenz von Insulin
(1951 - 1953) sowie dessen chemische Totalsynthese (1963) und proteinkristallographische
Strukturaufklarung im Jahr 1969 [Sanger & Tuppy, 1951; Sanger & Thopson 1953;
Meienhofer et al., 1963; Adams et al., 1969]. 1978 gelang die bakterielle Uberexpression von
Humaninsulin durch die Fa. Genentech (San Francisco, CA, USA). Mit der Einfuhrung von
Analoginsulinen wie Insulin lispro (Humalog®) durch die Fa. Eli Lilly & Co. (Indianapolis, IN,
USA) im Jahr 1996 wurden modifizierte Insulinpraparate mit veranderten pharmako-
kinetischen Eigenschaften (Kurz- oder Langzeitwirkung) zuganglich, die zu einer
wesentlichen Verbesserung der Glucosehomdostase bei Patienten mit Typ 2-Diabetes
fihrten. Vollig neue Behandlungsstrategien vor allem fiir Patienten mit Typ 1-Diabetes
ergeben sich aus Ergebnissen von Transplantationsversuchen mit in vitro - differenzierten
pankreatischen Stammzellen und aus aktuellen Untersuchungen, bei denen blutbildende
Stammzellen aus dem Knochenmark in Insulin-produzierende pankreatische [B-Zellen

transformiert werden konnten [Ramiya et al., 2000; Yang et al., 2003].

Insulin ist ein Polypeptidhormon (5,8 kDa), das in den B-Zellen der Langerhansschen Inseln

des Pankreas produziert wird und aus zwei Polypeptidketten mit insgesamt 51 Aminosauren
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besteht. Nach dem postprandialen Anstieg der Blutglucosekonzentration erfolgt eine
biphasische Sekretion von Insulin aus den pankreatischen (-Zellen in den Blutkreislauf,
wobei zuerst die in den Granula gespeicherten Hormonmolekile sezerniert werden und

danach innerhalb einer zweiten Phase neusynthetisiertes Insulin folgt.

Insulin agiert im Zusammenspiel mit dem antagonistisch wirkenden Hormon Glucagon als
zentraler Regulator des Glucosemetabolismus und initilert eine Vielzahl unterschiedlicher
Signal- und Stoffwechselprozesse. Der Hormonstimulus flhrt in den Insulin-sensitiven Zellen
des Muskel- und Fettgewebes zu einer Translokation des Glucosetransporters GLUT4
zur Plasmamembran, der fir die Aufrechterhaltung der Glucosehomdéostase obligat ist.
Aulerdem wird die Glykogensynthase im Muskelgewebe und in der Leber stimuliert sowie
die cAMP-spezifische Phosphodiesterase im Muskel- bzw. Fettgewebe und in der Leber
aktiviert. Dadurch werden insgesamt die Stoffwechselwege der Glykogen-, Triglycerid- und
Proteinbiosynthese aktiviert, wahrend die Glykolyse, Glykogenolyse und die hepatische
Gluconeogenese gehemmt werden [Saltiel & Kahn, 2001]. Neben diesen anabolen Effekten
ist Insulin auch an der Regulation mitogener Prozesse wie Zellwachstum und Proliferation

beteiligt.

1.4.2 Insulinrezeptor

Die Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme wird im Muskel- und Fettgewebe durch die
Phosphatidylinositol-3 (P13)-Kinase-vermittelte Insulinsignalkaskade reguliert. Zusatzlich wird
die Existenz einer PI3-Kinase-unabhangigen Cbl / CAP-vermittelten Insulinsignalkaskade im
Fettgewebe postuliert [Rudich & Klip, 2003; Watson et al., 2004 a; Zorzano et al., 2005]. In
Abb. 1 (S. 14) sind beide Insulinsignalkaskaden und ihre Wirkung auf die Translokation des

Glucosetransporters GLUT4 schematisch dargestellt.

Als Ausgangspunkt der beiden Insulinsignalkaskaden agiert der Plasmamembran-assoziierte
Insulinrezeptor, der neben mehreren Wachstumsfaktor-Rezeptoren zur Familie der
Rezeptor-Tyrosinkinasen gehort. Das Rezeptormolekil besteht aus zwei extrazellularen
a-Untereinheiten und zwei transmembranaren (-Untereinheiten, die durch Disulfidbriicken
kovalent verbunden sind [Kasuga et al., 1982 a; Ullrich & Schlesinger, 1990]. In Vertebraten
kommt der Insulinrezeptor nahezu ubiquitar vor und wird in Fett- und Leberzellen besonders
stark exprimiert [White, 1997]. Durch das alternative Spleilten des Exon 11 des humanen
Insulinrezeptor (IR)-Gens existieren zwei Isoformen des Rezeptors, IR-A und IR-B, die sich

in der carboxyterminalen Region der a-Untereinheit unterscheiden [Moller et al., 1989].
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Abb. 1

Insulinsignaltransduktion und Translokation des Glucosetransporters GLUT4
[nach Rudich & Klip, 2003; Watson et al., 2004 a; Zorzano et al., 2005].
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Durch die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor wird die PI3-Kinase- und die Cbl/ CAP-
vermittelte Insulinsignalkaskade aktiviert. Durch nacheinanderfolgende Phosphorylierungs-
reaktionen, die Uberwiegend an der Plasmamembran stattfinden, erfolgt die Signaltransduktion
zu den GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln. Der Insulinstimulus flhrt gleichzeitig zu einer
Umformierung des Aktin-Zytoskeletts, das als GerUststruktur fiir beteiligte Signalproteine dient
und als Matrix bei der Translokation der GLUT4-Speichervesikel agiert. Die Membranfusion
erfolgt in faltenférmigen Straffungen der Plasmamembran und wird durch die Aktivitdt von
komplexierten SNARE-Proteinen reguliert. Zusatzlich ist das endosomale Recycling des
Glucosetransporters GLUT4 und die Sequestrierung in Insulin-sensitive GLUT4-Speichervesikel
schematisch dargestellt. (Cav, Caveolin; Flo, Flotillin; G, GLUT4; Glc, Glucose; GSV, GLUT4-
Speichervesikel; |, Insulin; IR, Insulinrezeptor; ISK, Insulinsignalkaskade; PIP2, Phosphatidyl-
inositol-4,5-bisphosphat; PIP3, Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat; R, Rab11A; t, --SNARE-
Protein; T, Transferrinrezeptor; v, v-SNARE-Protein).

Anm.: Die abgebildete Cbl/ CAP-vermittelte Insulinsignalkaskade wurde bisher nur in 3T3-L1-
Fettzellen nach der Uberexpression von TC10a nachgewiesen. Aus graphischen Griinden ist
das Protein TC10a nicht Plasmamembran-assoziiert dargestellt. Ferner wurde auf die Angabe
der p38-MAP-Kinase-vermittelten Aktivierung des Glucosetransporters GLUT4 durch Insulin
verzichtet.

IR-B wird Uberwiegend in adulten Zellen exprimiert und vermittelt die Insulinsignal-
transduktion in den Zellen des Muskel- und Fettgewebes [Pandini et al., 2002; White, 2002].

Die hochaffine Bindung von Insulin an den heterotetrameren Insulinrezeptor induziert eine
Konformationsénderung des Rezeptormolekiils, die die intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitat
der B-Untereinheit stimuliert und zu einer intermolekularen trans-Autophosphorylierung von
spezifischen Tyrosin-Resten fiihrt [Kasuga et al., 1982 b; Schlessinger, 2000]. Diese Tyrosin-
Reste sind innerhalb von hochkonservierten Asn-Pro-X-Tyr-Motiven in der juxta-
membranaren Domane, in der katalytischen Schleife und in der carboxyterminalen Domane
der B-Untereinheit lokalisiert [Lee & Pilch, 1994].

Die Autophosphorylierung der B-Untereinheit des Insulinrezeptors ermdglicht die Assoziation
von Adaptorproteinen, die mit ihrer Phosphotyrosin-bindenden (PTB)-Domane an den
Rezeptor binden und durch dessen Kinase-Aktivitat an spezifischen Tyrosin-Resten
phosphoryliert werden [White, 1998; Virkamaki et al., 1999]. Zusatzlich besitzen die Adaptor-
proteine eine Pleckstrin-homologe Domane (PH)-Doméne, die der Assoziation mit der

Plasmamembran dient [Farhang-Fallah et al., 2002].

Zu der Gruppe der Adaptorproteine gehoéren die Proteine der Insulinrezeptorsubstrat-Familie,
die Komponenten der PI3-Kinase-vermittelten Insulinsignalkaskade sind (siehe Kap. 1.4.3,
S. 16), sowie APS und Cbl, die innerhalb einer parallelen und PI3-Kinase-unabhangigen

Insulinsignalkaskade agieren (siehe Kap. 1.4.4, S.20). AuRerdem wurden Proteine wie
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SH2-B, Shc und Gab als Adaptorproteine identifiziert [Mastick & Saltiel, 1997; Ribon et al.,
1998 b; Baumann et al., 2000 b].

1.4.3 Phosphatidylinositol-3-Kinase-vermittelte Insulinsignalkaskade

Als proximale Signalproteine der Phosphatidylinositol-3-Kinase-vermittelten Insulinsignal-
kaskade agieren die Adaptorproteine der Insulinrezeptorsubstrat (IRS)-Familie, die durch
den aktivierten Insulinrezeptor phosphoryliert werden. Die IRS-Proteine (IRS1 - IRS6)
unterscheiden sich sowohl in ihrem Expressionsprofil als auch in ihrer Interaktion mit
spezifischen Effektorproteinen [Virkamaki et al., 1999; Cai et al., 2003]. Fir die Insulin-
stimulierte Translokation des Glucosetransporters GLUT4 sind die IRS-Proteine IRS1 und
IRS2 von zentraler Bedeutung [Tamemoto et al., 1994; Kubota et al., 2000]. Die globale,
kombinierte heterozygote Deletion von Insulinrezeptor (IR) und IRS1 (IR"-IRS1*"), der
globale homozygote Knockout von IRS2 (IRS2”) oder die gewebespezifische Deletion des
Insulinrezeptors in Leber, Niere bzw. pankreatischen B-Zellen flihrten im Tiermodell zu
Glucoseintoleranz, Insulinresistenz bzw. Typ 2-Diabetes [Bruning et al., 1997; Withers et al.,
1998; Kulkarni et al., 1999; Bruning et al., 2000; Michael et al., 2000]. In der kaukasisch-
europaischen und -nordamerikanischen Population konnte ein genetischer Polymorphismus
in IRS1 (G972R) identifiziert werden, der mit dem Auftreten von Typ 2-Diabetes assoziiert ist
[Almind et al., 1993]. Als molekulare Ursache daflr gilt die verringerte Bindung von IRS1 an
das Effektorprotein Phosphatidylinositol-3-Kinase, dessen Enzymaktivitat dadurch reduziert
wird [Almind et al., 1996].

Durch die Bindung von Effektorproteinen an Tyrosin-phosphorylierte Adaptorproteine wird
das Insulinsignal transduziert. Fir die Bildung dieser Protein-Protein-Komplexe besitzen
Effektorproteine zumeist eine Src-Homologie-2 (SH2)- oder -3 (SH3)-Domane [Czech &
Corvera, 1999; White, 2002]. Zu der Gruppe der Effektorproteine gehéren Enzyme wie die
Phosphatidylinositol-3-Kinase, Csk, SERCA wund SHIP. AufRerdem wurden Ras-
interagierende Proteine der MAP-Kinase-Signalkaskade (Grb2) sowie Chaperone (14-3-3)
und zellulare Homologe von Onkogenen (Crk, Nck) als Effektorproteine identifiziert [Pelicci
et al., 1992; Pessin & Saltiel, 2000; Watson et al., 2004 a].

Die Aktivitat der Klasse la - Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) stellt fur die Insulin-
stimulierte Translokation des Glucosetransporters GLUT4 zur Plasmamembran einen
entscheidenden Schritt innerhalb der Insulinsignalkaskade dar. Die PI3-Kinase ist

ein Heterodimer und besteht aus einer katalytischen p110-Untereinheit und einer
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regulatorischen p85-Untereinheit, die mit ihrer SH2-Domane an Tyrosin-phosphorylierte
Adaptorproteine bindet und die katalytische Untereinheit allosterisch reguliert [Alessi &
Downes, 1998; Corvera & Czech, 1998]. Zusatzlich koordiniert die p85-Untereinheit die
Translokation der PI3-Kinase zu ihren préaferierten Substraten Phosphatidylinositol-4-
phosphat und Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in der Plasmamembran, aus denen
durch die Enzymaktivitdt der katalytischen p110-Untereinheit Phosphatidylinositol-3,4-
bisphosphat bzw. Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat entsteht [Cantley, 2002]. Dadurch
werden Membranmikrodomanen generiert, die als Bindungsorte flir Phosphatidylinositol-3-

phosphat-abhangige Kinasen agieren [Storz & Toker, 2002].

Untersuchungen der PI3-Kinase-Aktivitat mit selektiven Inhibitoren wie Wortmannin und
LY294002, mit blockierenden Antikérpern oder mit dominant-negativen Mutanten der PI3-
Kinase zeigten eine Inhibition der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasma-
membran [Cheatham et al., 1994; Okada et al., 1994; Sharma et al., 1998]. Paradoxerweise
fihrte die vollstandige Deletion der p85-Untereinheit der PI3-Kinase im Tiermodell zu einer
verbesserten Insulinsensitivitat und zu einer erhdhten Glucoseaufnahme im Skelettmuskel-
und Fettgewebe [Terauchi et al.,, 1999; Fruman et al., 2000]. Dieser hypoglykdmische
Phanotyp entsteht mdglicherweise durch die kompensatorische Expression anderer
Isoformen der regulatorischen Untereinheit oder durch die Veranderung des Stochiometrie-
Verhaltnisses der an dieser Insulinsignalkaskade beteiligten Proteine [Mauvais-Jarvis et al.,
2002].

Die physiologische ,Aus“-Schaltung der PI3-Kinase-vermittelten Insulinsignalkaskade kann
durch eine hydrolytische Spaltung von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat erfolgen.
Diese Reaktion wird durch die SH2-Domane-Inositol-5-Phosphatase - Typ 2 (SHIP2) oder
durch das Phosphatase-Tensin-homologe Protein (PTEN) katalysiert, die somit als negative
Regulatoren der PI3-Kinase-vermittelten Insulinsignalkaskade agieren [Jiang & Zhang,
2002]. Eine heterozygote Deletion von SHIP2 flhrte im Tiermodell zu einer verbesserten
Insulinsensitivitdt [Clement et al.,, 2001]. Vergleichbare Effekte zeigte PTEN, dessen
Uberexpression eine Inhibition der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 in 3T3-L1-

Fettzellen induzierte [Nakashima et al., 2000].

Die Insulin-stimulierte Aktivierung der PI3-Kinase fihrt zur Entstehung von Phosphatidyl-
inositol-3,4,5-trisphosphat in der Plasmamembran, an das die carboxyterminale PH-Domane
der Phosphatidylinositol-3-phosphat-abhangigen Kinase 1 (PDK1) bindet [Storz & Toker,

2002]. Die nachfolgende Transduktion des Insulinsignals erfolgt (ber zwei parallele
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Signalkaskaden. Als Substrate der PDK1 agieren sowohl die Isoformen der Proteinkinase B
(PKB), PKB a, PKB B und PKBy, als auch die Proteine aus der Gruppe der atypischen
Proteinkinasen C (PKC), PKC ¢ und PKC A [Watson et al., 2004 a].

Die Uberexpression der dominant-negativen Mutante von PKC ¢ bzw. PKC A oder die
Applikation von PKC-Inhibitoren wie RO 31-8220 flhrten zu einer Inhibition der Insulin-
stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran in 3T3-L1-Fettzellen bzw.
L6-Skelettmuskelzellen [Bandyodpadhyay et al., 1997; Kotani et al., 1998; Bandyodpadhyay
et al., 2000]. Als ein Substrat von PKC ¢ konnte Munc18c identifiziert werden, das als
negativer Regulator der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 bei der Entstehung

von SNARE-Komplexen an der Plasmamembran beteiligt ist [Hodgkinson et al., 2005].

Die Proteinkinase B - auch Akt genannt - wird als Substrat von PDK1 in der Plasmamembran
durch die Phosphorylierung eines Threonin-Restes (Thr308) innerhalb der katalytischen
Domaéne aktiviert [Alessi et al., 1997; Stokoe et al., 1997]. Fir die Phosphorylierung eines
Serin-Restes (Ser473) innerhalb der regulatorischen Domane wurden mehrere Mdglichkeiten
postuliert: die Aktivitat von PDK1 bzw. eines putativen PDK2-Proteins oder eine
Autophosphorylierung [Toker & Newton, 2000; Brazil & Hemmings 2001]. Die stabile
Uberexpression der membrangebundenen konstitutiv-aktiven Form der PKB induzierte eine
Zunahme der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme durch die permanente Lokalisation
von GLUT4 in der Plasmamembran [Kohn et al., 1996; Kohn et al., 1998]. Untersuchungen
isolierter Ratten-Fettzellen ergaben, dass PKBB als dominierende Isoform der
Proteinkinase B in Fettzellen entlang des Aktin-Zytoskeletts in GLUT4-Speichervesikel
transloziert wird [Walker et al., 1998; Kupriyanova & Kandror, 1999; Peyrollier et al., 2000].
Aulerdem wurde gezeigt, dass der Effekt der dominant-negativen Variante von PKB f,
die Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4 zu inhibieren, ausschliel3lich wahrend der
Colokalisation von PKB 3 in GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln auftritt [Cong et al.,
1997; Welsh et al., 2005].

Weitere Indizien flr die Bedeutung der Proteinkinase B innerhalb der PI3-Kinase-vermittelten
Insulinsignalkaskade ergaben sich aus Untersuchungen von Knockout-Mausen. Die globale
homozygote Deletion von PKB B (PKB B ) filhrte zu einer Insulinresistenz in Fettzellen,
wahrend Skelettmuskelzellen lediglich eine geringe Abnahme der Insulin-stimulierten
Glucoseaufnahme zeigten [Cho et al., 2001 a]. Dieser Effekt konnte bei Tieren mit einer
globalen homozygoten Deletion der a-Isoform (PKB a ™) nicht erzielt werden [Cho et al.,

2001 b]. In 3T3-L1-Fettzellen flhrte der Verlust von PKB 8 ebenfalls zu einer Verringerung
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der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme [Jiang et al., 2003]. Zusatzlich zeigten die
Fettzellen nach einer kombinierten Deletion der a- und B-Isoform der Proteinkinase B
eine verminderte Aktivitat der Glykogensynthasekinase-3, einem SchlUsselenzym der
Glykogensynthese [Katome et al., 2003]. Klinische Daten bestatigen die Relevanz von
PKB B innerhalb der PI3-Kinase-vermittelten Insulinsignalkaskade, da die Insulin-stimulierte
Aktivierung dieses Enzyms in Skelettmuskelzellen adipdser Personen verringert ist [Brozinick
et al., 2003].

Die nachfolgende Transduktion des Insulinsignals, die die Translokation des Glucose-
transporters GLUT4 zur Plasmamembran in Insulin-sensitiven Zellen des Muskel- und
Fettgewebes auslost, ist derzeit noch unklar und Gegenstand intensiver Forschung. Bisher
wurden mehr als 30 Substrate der Proteinkinase B identifiziert [Hanada et al., 2004]. Aus
dieser Vielzahl potentieller Signalmolekile konnten bisher zwei Proteine, das Akt-Substrat
mit 160 kDa (AS160) und die Phosphatidylinositol-3-monophosphat-5-Kinase mit einer
FYVE-Domane (PIKfyve), als Schlisselproteine flir die VerknlUpfung der PI3-Kinase-
vermittelten Insulinsignalkaskade und der Translokation des Glucosetransporters GLUT4

identifiziert werden.

AS160 wurde erstmals in 3T3-L1-Fettzellen nachgewiesen und besitzt neben zwei PTB-
Doméanen und mehreren Phosphorylierungsstellen eine Rab-GTPase-aktivierende (Rab-
GAP)-Domane [Kane et al., 2002; Miinea et al., 2005]. Bereits im Basalzustand agiert AS160
als ein negativer Regulator der Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran, da die
Deletion der GAP-Doméane zu einer Steigerung der Exozytose von GLUT4 flhrte [Eguez et
al., 20085]. In Skelettmuskelzellen von Patienten mit Typ 2-Diabetes ist die Phosphorylierung
von AS160 nach einem Insulinstimulus stark reduziert [Karlsson et al., 2005]. Die Mutation
zweier Phosphorylierungsstellen von AS160 (Ser588, Thr642) induzierte eine Verringerung
der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran in 3T3-L1-Fettzellen
[Sano et al., 2003]. Die Uberexpression von AS160, das neben den Mutationen der beiden
Phosphorylierungsstellen auch eine mutierte Rab-GAP-Domane enthielt, fiihrte durch die
Aufhebung dieses Effektes zu einer intakten Glucoseaufnahme. Ursachlich dafiir ist die
fehlende Phosphorylierung von AS160 durch die Proteinkinase B, die zu einer Inaktivierung
der Rab-GAP-Doméane von AS160 fihrt. Dadurch bleiben die interagierenden Rab-Proteine
in ihrer aktiven GTP-gebundenen Form und aktivieren die Translokation von GLUT4 zur
Plasmamembran. Eine direkte Rab-GAP-Interaktion von AS160 wurde bisher fir die Rab-
Proteine Rab2A, Rab8A, Rab10 und Rab14 nachgewiesen [Miinea et al., 2005].
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Mit der Charakterisierung von PIKfyve konnte ein Signalprotein innerhalb der PI3-Kinase-
vermittelten Insulinsignalkaskade identifiziert werden, dass sowohl bei der Insulin-
stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran als auch bei dessen Recycling in
Insulin-sensitive GLUT4-Speichervesikel beteiligt ist [Sbrissa et al., 1999; Berwick et al.,
2004]. Die Uberexpression von PIKfyve, dessen Phosphorylierungsstelle (Ser318) mutiert
war, fuhrte zu einer Zunahme der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur
Plasmamembran in 3T3-L1-Fettzellen. Interessanterweise konnte PIKfyve auch in GLUT4-
enthaltenden Membranvesikeln lokalisiert werden, die durch das Endosomale Recycling-
Kompartiment in perinukledre Regionen des trans-Golgi-Netzwerkes transloziert werden
[Welsh et al., 2005].

1.4.4 Cbl/ CAP-vermittelte Insulinsignalkaskade

Die detaillierte Auswertung von Untersuchungen der PI3-Kinase-vermittelten Insulinsignal-
kaskade zeigte, dass die Aktivitat der PI3-Kinase und der nachfolgenden Signalproteine flr
die Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran nicht ausreichend ist.
Beispielsweise flihrte die Stimulation von Ratten-Fettzellen mit dem Plattchen-aktivierenden
Wachstumsfaktor oder mit B1-Integrin zu einer Aktivierung von PI3-Kinase und Protein-
kinase B [Guilherme & Czech, 1998; Staubs et al., 1998]. Diese Aktivierung hatte jedoch
keinen Einfluss auf die zelluldare Glucoseaufnahme, sodass die Existenz einer weiteren
Insulinsignalkaskade postuliert wurde [Isakoff et al., 1995; Krook et al., 1997]. Die Uber-
expression der konstitutiv-aktiven Mutante von PDK1 zeigte trotz der Phosphorylierung ihrer
potentiellen Substrate PKB, PKC ¢ und PKC A ebenfalls keine stimulierende Wirkung auf die

zellulare Glucoseaufnahme [Egawa et al., 2002].

Die Hypothese einer zweiten, parallelen Insulinsignalkaskade konnte in 3T3-L1-Fettzellen
durch die Identifizierung und Charakterisierung von Signalproteinen, die in Caveolin-
enthaltenden LipidfléRRen lokalisiert sind, bestatigt werden [Khan & Pessin, 2002]. Caveolin-
enthaltende Lipidfl6Re stellen Invaginationen der Plasmamembran dar und enthalten neben

Caveolin vor allem Flotillin, Cholesterol sowie Glyko- und Sphingolipide [Galbiati et al., 2001].

Die Phosphorylierung des Protoonkogens Casitas b-Lymphom (Cbl) durch den Insulin-
rezeptor fuhrt zu einer Assoziation von Cbl in Caveolin-enthaltenden Lipidfléf3en und nach-
folgenden Bindung von Effektorproteinen [Baumann et al., 2000 b; Watson et al., 2001]. Die
Phosphorylierung von Cbl erfolgt nach der Bindung an eine SH3-Domane des Cbl-

assoziierten Proteins (CAP) und wird durch die Assoziation des Adaptorproteins mit PH- und
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SH2-Domane (APS) ermdglicht [Liu et al., 2002; Ahmed & Pillay, 2003]. AuRerdem wird
durch die Aktivitat von APS eine Verknipfung beider Insulinsignalkaskaden realisiert, da
APS neben der Autophosphorylierung des Insulinrezeptors auch die PI3-Kinase-vermittelte
Insulinsignalkaskade stimuliert [Ahmed & Pillay, 2003]. Interessanterweise wird die
Expression von CAP durch Thiazolidindione erhoht, die als Agonisten der y-Isoform
des Peroxisomen-Proliferator-aktivierenden Rezeptors (PPARYy) aufgrund ihrer Insulin-
sensitivierenden Wirkung bei der Therapie des Typ 2-Diabetes eingesetzt werden [Ribon
et al., 1998 a; Baumann et al., 2000 a].

Nach der Dissoziation des Cbl / CAP-Proteinkomplexes vom Insulinrezeptor interagiert die
aminoterminale Sorbin-homologe Domane von CAP mit Flotillin, wodurch der Cbl/ CAP-
Proteinkomplex in Membranmikrodomanen verankert wird [Baumann et al.,, 2000 b].
Anschlieend bindet ein heterodimerer Proteinkomplex, der aus Crk Il und dem Crk-SH3-
bindenden Guaninnukleotid-Austauschfaktor (C3G) besteht, an die phosphorylierten Tyrosin-
Reste von Cbl [Tanaka et al., 1994; Chiang et al., 2001]. Durch die Aktivitat von C3G wird
das Rho-Protein TC10a in die aktive GTP-gebundene Form konvertiert und kann dadurch mit
Proteinen interagieren, die an der Umformierung des Aktin-Zytoskeletts sowie bei der
Vesikelassoziation an der Plasmamembran beteiligt sind [Kanzaki et al.,, 2002; Hou &
Pessin, 2003; Inoue et al., 2003]. Somit ermdglicht die Cbl / CAP-vermittelte Insulinsignal-
kaskade die Translokation des Glucosetransporters GLUT4 zur Plasmamembran entlang
des Aktin-Zytoskeletts in Fettzellen [Kanzaki & Pessin, 2001; Saltiel & Pessin, 2003].

Ein weiterer Verknipfungspunkt der beiden Insulinsignalkaskaden, der PI3-Kinase-
vermittelten Signalkaskade und der Cbl / CAP-vermittelten Signalkaskade, konnte durch die
Analyse der atypischen Proteinkinasen PKC ¢ und PKC A charakterisiert werden [Kanzaki
et al., 2004]. Die Insulin-stimulierte Phosphorylierung von PKC ¢ und PKC A erfolgt durch die
P13-Kinase-vermittelte Signalkaskade, wahrend die Translokation der Proteinkinasen zur
Plasmamembran durch das Effektorprotein der Cbl / CAP-vermittelten Signalkaskade TC10a

reguliert wird.

Die Existenz der Cbl/ CAP-vermittelten Insulinsignalkaskade konnte bisher nur in 3T3-L1-
Fettzellen nach der Uberexpression von TC10a nachgewiesen werden [Jebailey et al., 2004].
In Muskelzellen wurden nur einzelne Komponenten der Cbl / CAP-vermittelten Insulinsignal-
kaskade identifiziert, deren Aktivitatsprofil die Existenz einer gerichteten Signalkaskade als
unwahrscheinlich erachten lasst [Jebailey et al., 2004; Thirone et al., 2004]. Die Interaktion

der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 mit dem Aktin-Zytoskelett in Muskelzellen
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wird nicht durch TC10a, sondern durch ein anderes Rho-Protein reguliert, das Bestandteil
der PI3-Kinase-vermittelten Insulinsignalkaskade ist [Patel et al., 2003]. Die Uberexpression
der dominant-negativen Mutante des Rho-Proteins Rac fuhrte sowohl zu einer Inhibition der
Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran als auch zu einer
Dysfunktion des Aktin-Zytoskeletts [Khayat et al., 2000]. Die Entstehung der aktiven GTP-

gebundenen Form von Rac wird durch die Aktivitat der PI3-Kinase induziert.

1.5 Insulin-stimulierte Translokation des Glucosetransporters GLUT4

Die Insulin-stimulierte Translokation des Glucosetransporters GLUT4 aus intrazellularen
Vesikelkompartimenten zur Plasmamembran flhrt zu einer gesteigerten Glucoseaufnahme,
die den geschwindigkeitslimitierenden Schritt des Glucosestoffwechsels in Muskel- und
Fettzellen darstellt [Zorzano et al., 1996; Cline et al., 1999; Saltiel, 2001]. Nach der Insulin-
stimulation der Muskelzellen ist GLUT4 in selektiven Regionen des Sarkolemms, der
Plasmamembran der Muskelfasern, und in den extrazellularen Transversalkanalen an der
Z-Scheibe lokalisiert [Marette et al., 1992 a; Munoz et al., 1995 a]. Diese Translokation von
GLUT4 ist bei Patienten mit Typ 2-Diabetes gestort [Garvey et al., 1998; Ryder et al., 2000 b;
Zierath et al., 2000]. Gegenuber der Kontrollgruppe gesunder Probanden war die Menge von
GLUT4 in der Plasmamembran der Skelettmuskelzellen von Patienten mit Typ 2-Diabetes
nach einem Insulinstimulus um 70 % reduziert. Dieser Befund konnte durch Untersuchungen

an diabetischen Tsumura-Suzuki-Mausen bestatigt werden [Miura et al., 2001].

In isolierten Skelettmuskelzellen sind unter Basalbedingungen ca. 10 % der zellularen
Gesamtmenge von GLUT4 in der Plasmamembran lokalisiert, die etwa zwei Drittel der
aufgenommenen Glucose transportieren [Rudich & Klip, 2003]. Etwa 30 - 40 % der Gesamt-
menge von GLUT4 befinden sich in intrazellularen Membranvesikeln des Endosomalen
Recycling-Kompartiments, wahrend der Rest im trans-Golgi-Netzwerk sowie in Insulin-
sensitiven GLUT4-Speichervesikeln enthalten ist [Slot et al., 1991; Martin et al., 1996; Ploug
et al., 1998].

Bereits im Basalzustand der Insulin-sensitiven Zellen des Muskel- und Fettgewebes
unterliegt der Glucosetransporter GLUT4 einem konstitutiven Kreislauf aus Plasmamembran-
Lokalisation, Internalisierung und direktem Transport aus Frihen Endosomen zur
Plasmamembran bzw. einer weiterfihrenden Endozytose in das Endosomale Recycling-
Kompartiment und einer anschlieRender Exozytose [Satoh et al., 1993; Yeh et al., 1995;
Mukherjee et al., 1997].
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Neben der Lokalisation im Endosomalen Recycling-Kompartiment und in perinuklearen
Regionen des trans-Golgi-Netzwerkes ist der Grol¥teil der intrazelluldaren GLUT4-Proteine in
Insulin-sensitiven GLUT4-Speichervesikeln lokalisiert [Hirshman et al., 1990; Rea & James,
1997; Hashiramoto & James, 2000]. Die Translokation dieser Membranvesikel zur Plasma-
membran stellt die Hauptwirkung von Insulin innerhalb der intrazelluldaren Translokation des
Glucosetransporters GLUT4 dar und flhrt zur Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme im
Muskel- und Fettgewebe [Rea & James, 1997; Bryant et al., 2002].

Nach einer Insulinstimulation verringert sich der Anteil von GLUT4 in intrazellularen
Kompartimenten der Muskelzellen auf 70 %, wahrend sich die Menge von GLUT4 in der
Plasmamembran verdreifacht. Dadurch wird die Glucoseaufnahme der Muskelzellen um
100 - 300 % im Vergleich zum Basalzustand erhdht [Bonen et al., 1994; Hansen et al., 1994].
Kinetische Untersuchungen von L6-Skelettmuskelzellen zeigten, dass die halbmaximale
Translokation von GLUT4 bereits 2,5 min nach der Insulinstimulation eintritt und die halb-
maximale Glucoseaufnahme nach 6 min erreicht wird [Somwar et al., 2001]. Gleichzeitig
fihrt der Hormonstimulus zu einer verringerten Endozytose-Rate der GLUT4-enthaltenden
Membranvesikel [Czech & Buxton, 1993; Kandror & Pilch, 1996].

Durch Lokalisationsuntersuchungen konnte die Existenz distinkter GLUT4-Speichervesikel-
Populationen mit unterschiedlicher Stimulier- und Hemmbarkeit durch Tetanustoxin nach-
gewiesen werden [Millar et al., 1999; Aledo & Hundal, 1996; Kupriyanova et al., 2002]. Nach
einer Insulinstimulation werden GLUT4-Speichervesikel, in denen das v-SNARE-Protein
VAMP2 enthalten ist, zur Plasmamembran transloziert (siehe Kap. 1.5.2, S. 25). GLUT4-
Speichervesikel, deren Translokation nicht durch Tetanustoxin inhibiert wird, enthalten
VAMP3 und werden bei Muskelkontraktionen zur Plasmamembran transportiert [Coderre
et al., 1995; Rudich & Klip, 2003].

Neben der Translokation von GLUT4-Speichervesikeln zur Plasmamembran als Primareffekt
von Insulin wird durch die Wirkung des Hormons zusatzlich die Internalisierung von
Plasmamembran-assoziierten GLUT4-Proteinen inhibiert und der Transport von GLUT4-
enthaltenden Recycling-Endosomen stimuliert [Watson et al., 2004 a; Zeigerer et al., 2004].
Aulerdem zeigten Untersuchungen mit L6-Skelettmuskelzellen, dass Insulin den inter-
endosomalen Transport von GLUT4 innerhalb des Endosomalen Recycling-Kompartiments
beschleunigt, sodass der Glucosetransporter schneller wieder zur Plasmamembran
transloziert werden kann [Foster et al., 2001; Rudich & Klip, 2003].
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In Muskelzellen ist die Translokation des Glucosetransporters GLUT4 zur Plasmamembran
kein exklusiver Effekt von Insulin. Muskelkontraktionen durch elektrische Reize oder
korperliche Aktivitdt, osmotischer Schock, hypoxische Situationen infolge kardiopulmonaler
Insuffizienz oder die Stimulation mit 5-Aminoimidazol-4-carboxamid-1-B-D-ribofuranosid
(AICAR), einem Intermediarprodukt der Purin-Biosynthese, fiuhren ebenfalls zu einer
gesteigerten Glucoseaufnahme [Douen et al., 1990; Kolter et al., 1992; Sun et al., 1994;
Koistinen et al., 2003]. Die Translokation von GLUT4 nach diesen zellularen Stimuli erfolgt
nicht durch die Aktivierung der Insulinsignalkaskade, sondern wird von der AMP-Kinase und
der p38-MAP-Kinase moduliert [Hayashi et al., 1998; Mu et al., 2001; Ryder et al., 2000 a].
Die Aktivierung der AMP-Kinase durch AICAR in isolierten Skelettmuskelzellen von
Patienten mit Typ 2-Diabetes flhrte zu einer gesteigerten Glucoseaufnahme durch eine
erhdhte Anzahl von GLUT4-Proteinen in der Plasmamembran [Koistinen et al., 2003].
Interessanterweise ergab die kombinierte Applikation von AICAR und Insulin eine Steigerung

des Glucosetransports im diabetischen Muskel gegenlber der Einzelstimulation mit Insulin.

1.5.1 Aktin-Zytoskelett und Translokation von GLUT4

An der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran ist das Aktin-
Zytoskelett mal3geblich beteiligt [Tsakiridis et al., 1994; Martin et al, 1996; Khan & Pessin,
2002]. Der Hormonstimulus induziert eine Umformierung des Aktin-Zytoskeletts, das dadurch
als zelluldre Geruststruktur fiir Signalproteine der Insulinsignalkaskade, z.B. PI3-Kinase und
Proteinkinase B, sowie als Matrix bei der Translokation von Insulin-sensitiven GLUT4-
Speichervesikeln zur Plasmamembran agieren kann [Khayat et al., 2000; Rudich & Klip,
2003].

Aulerdem entstehen durch die Umformierung des Aktin-Zytoskeletts faltenformige
Straffungen der Plasmamembran. In diesen Domanen sind SNARE-Proteine lokalisiert, die
gemeinsam mit den SNARE-Proteinen der GLUT4-Speichervesikel SNARE-Komplexe
bilden, die fir eine Membranfusion erforderlich sind [Tong et al., 2001]. Untersuchungen mit
den Aktin-Zytoskelett-Disruptoren Cytochalasin D und Lantrunculin B zeigten, dass sowohl
die Internalisierung von GLUT4 als auch das konstitutive Recycling von GLUT4 im
Basalzustand der Zellen unabhangig vom Aktin-Zytoskelett erfolgt [Wang et al., 1998 a;
Omata et al., 2000; Rudich & Klip, 2003].
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1.5.2 SNARE-Proteine und Translokation von GLUT4

Das Andocken und die Fusion von GLUT4-Speichervesikeln nach der Translokation zur
Plasmamembran wird durch die Komplexbildung von solubilen NSF-Attachment-Protein-
Rezeptoren (SNARE) reguliert, die essentiell fir intrazellulare Membranfusionen sind
[Calakos et al., 1994; Chen & Scheller, 2001]. Dabei interagieren in der Plasmamembran
lokalisierte target membrane-SNARE (t-SNARE)-Proteine aus der Gruppe der Syntaxine mit
vesicle membrane-SNARE (v-SNARE)-Proteinen, die zur Familie der Vesikel-assoziierten
Membranproteine (VAMP) gehdren [Jahn et al., 2003].

Die Bildung eines SNARE-Komplexes aus t-SNARE- und v-SNARE-Protein und die
nachfolgende Membranfusion wird durch eine stabile Bindung von vier parallelen Helices der
SNARE-Proteine ermdglicht [Sutton et al., 1998]. Durch die Aktivitdt des zytosolischen
Proteins N-Ethylmaleimid-sensitiver Faktor (NSF), einem hexameren Protein aus der Familie
der AAA-ATPasen, und des solubilen NSF-Attachment-Proteins (SNAP) dissoziieren
t-SNARE- und v-SNARE-Proteine nach der Membranfusion [Sollner et al., 1993; Whiteheart
et al., 2001].

Die v-SNARE-Proteine VAMP2 (Synaptobrevin 2) und VAMP3 (Cellubrevin) sind in GLUT4-
Speichervesikeln colokalisiert und bilden nach der Translokation dieser Vesikel zur
Plasmamembran mit dem t-SNARE-Protein Syntaxin 4 einen SNARE-Komplex [Cain
et al., 1992; Rea & James, 1997; Sevilla et al., 1997]. Lokalisationsuntersuchungen
und Experimente mit selektiven Proteasen zeigten, dass VAMP2 und VAMP3 in
unterschiedlichen GLUT4-Speichervesikel-Populationen enthalten sind [Cheatham et al.,
1996; Martin et al., 1998; Millar et al., 1999]. VAMP2 wurde in Insulin-sensitiven GLUT4-
Speichervesikeln von Skelettmuskelzellen und Fettzellen nachgewiesen und reguliert als
primares v-SNARE-Protein den Andockprozess und die Fusion der GLUT4-Speichervesikel
mit der Plasmamembran. VAMP3 ist in GLUT4-Speichervesikeln colokalisiert, deren
Translokation zur Plasmamembran durch Muskelkontraktion oder das nicht-hydrolysierbare
GTP-Analogon Guanosin-5"-O-3-thiotriphosphat (GTPyS) stimuliert wird, jedoch nicht durch
Insulin [Coderre et al., 1995; Volchuk et al., 1995; Aledo & Hundal, 1996].

Mit Syntaxin 4 wurde ein t-SNARE-Protein charakterisiert, dass die Fusion der GLUT4-
Speichervesikel mit der Plasmamembran in Skelettmuskelzellen und Fettzellen reguliert
[Foster & Klip, 2000; Grusovin & Macaulay, 2003]. Die heterozygote Deletion von Syntaxin 4
(Syn4*") fiihrte im Tiermodell zu einer Inhibition der Insulin-stimulierten Translokation des

Glucosetransporters GLUT4 in Skelettmuskelzellen [Yang et al., 2001].

25



EINLEITUNG

Die Konformationsdnderung der SNARE-Proteine wird durch Regulatorproteine der
Sec1p / Munc18-Familie koordiniert [Misura et al., 2000; Toonen & Verhage, 2003]. Durch
die hochaffine Bindung von Munc18c an die aminoterminale Region des t-SNARE-Proteins
Syntaxin 4 wird die Interaktion mit dem v-SNARE-Protein VAMP2 im Basalzustand der
Zellen blockiert [Thurmond et al., 1998; Kanda et al.,, 2005]. Das Andocken der Insulin-
sensitiven GLUT4-Speichervesikel an die Plasmamembran wird durch die sukzessive
Interaktion mehrerer Regulatorproteine ermdoglicht. Die Insulinstimulation fluhrt zu einer
Aktivierung von PKC ¢, die Munc18c direkt bindet [Hodgkinson et al., 2005]. Dadurch wird
die Dissoziation von Syntaxin 4 und Munc18c induziert, sodass Syntaxin 4 in nicht-blockierter

Form durch das Rab-Protein Rab4 insulinabhangig aktiviert werden kann [Li et al., 2001].

Mit SNAP23, SNAP25, Tomosyn und dem Syntaxin 4-interagierenden Protein (Synip)
wurden weitere akzessorische Proteine identifiziert, die an Syntaxin 4 binden und bei der
Membranfusion von GLUT4-Speichervesikeln mit der Plasmamembran in Skelettmuskel-
zellen bzw. Fettzellen beteiligt sind [Rea et al., 1998; Min et al., 1999; Widberg et al., 2003].

Aulerdem konnte mit dem hochkonservierten oktameren Exozyst-Protein-Komplex ein
Modulator identifiziert werden, der bei der Positionierung der GLUT4-Speichervesikel an der
Plasmamembran unmittelbar vor der Bildung des SNARE-Komplexes beteiligt ist und dessen
Komponente Exo70 von TC10a, einem Signalprotein der Cbl/ CAP-vermittelten Insulin-
signalkaskade, aktiviert wird [Lipschutz & Mostov, 2002; Inoue et al., 2003].

1.5.3 Rab-Proteine und Translokation von GLUT4

Rab-Proteine sind als Regulatorproteine an der Translokation des Glucosetransporters
GLUT4 in Insulin-sensitiven Zellen des Muskel- und Fettgewebes beteiligt. Obwohl eine
Vielzahl von Rab-Proteinen in Insulin-sensitiven Zellen exprimiert wird, ist keines dieser
Kleinen GTP-bindenden Proteine ausschliellich in Muskel- und Fettzellen lokalisiert
[Cormont & Le Marchand-Brustel, 2001]. Die Klassifikation, strukturelle Organisation und
enzymatische Aktivitat der Rab-Proteine sowie die Interaktion mit Rab-spezifischen

Effektorproteinen wird in Kap. 1.6 (S. 28) ausflhrlich dargestellt.

Bisher konnte eine Beteiligung der Rab-Proteine Rab4, Rab5 und Rab11A an der
intrazellularen Translokation des Glucosetransporters GLUT4 nachgewiesen werden.
Ergebnisse neuester Untersuchungen zeigen auflerdem, dass Rab2A, Rab8A, Rab10 und
Rab14 ebenfalls in GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln lokalisiert sind, ihre Funktion ist

jedoch noch unklar [Larance et al., 2005; Miinea et al., 2005].
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Rab4 wurde in GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln des Endosomalen Recycling-
Kompartiments und in GLUT4-Speichervesikeln von Muskel- und Fettzellen nachgewiesen
[Cormont et al., 1993; Sherman et al., 1996; Hashiramoto & James, 2000]. Die Uber-
expression von Rab4 flhrte zu einer erhdhten Endozytose von GLUT4 in intrazellulare
Kompartimente, da Rab4 den Transport von GLUT4 in Insulin-sensitive Speichervesikel
stimuliert [Cormont et al., 1996 a; Dransfeld et al., 2000; Cormont & Le Marchand-Brustel,
2001]. AuRerdem wurde postuliert, dass durch die Insulin-stimulierte Umverteilung von Rab4
aus den GLUT4-Speichervesikeln in das Zytosol die Translokation der GLUT4-Speicher-
vesikel zur Plasmamembran aktiviert wird [Cormont et al., 1993; Shibata et al., 1997]. Die
Uberexpression der dominant-negativen bzw. nicht-prenylierten zytosolischen Variante von
Rab4 sowie die Injektion blockierender anti-Rab4-Antikorper fihrten zu einer Inhibition der
Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran [Cormont et al., 1996 a;
Vollenweider et al., 1997; Knight et al., 2000]. AuRerdem bindet Rab4 direkt an das
t-SNARE-Protein Syntaxin 4 und kann dadurch die Fusion der GLUT4-Speichervesikel mit

der Plasmamembran aktivieren [Li et al., 2001].

Als weiteres Rab-Protein ist Rab5 an der Regulation der intrazellularen Translokation des
Glucosetransporters GLUT4 beteiligt. Rab5 wurde in Clathrin-beschichteten Membran-
vesikeln sowie Frihen Endosomen lokalisiert und reguliert die Entstehung und den Transport
der Clathrin-beschichteten Membranvesikel sowie deren Fusion mit Frihen Endosomen und
die homotypische Fusion von Frihen Endosomen [Bucci et al., 1992; McLauchlan et al.,
1998; Woodman, 2000]. In Insulin-stimulierten 3T3-L1-Fettzellen fihrte die Injektion
blockierender anti-Rab5-Antikdrper nach der Entfernung des Hormons zu einer Inhibition
der Internalisierung von GLUT4 aus der Plasmamembran [Huang et al., 2001]. AuRerdem
wurde gezeigt, dass die Insulin-induzierte Hydrolyse von Rab5-gebundenem GTP in 3T3-L1-
Fettzellen unabhangig von der Aktivitdt der Phosphatidylinositol-3-Kinase erfolgt [Cormont
et al., 1996 b].

Die Charakterisierung der Interaktion von Rab11A mit GLUT4-enthaltenden
Membranvesikeln in Insulin-sensitiven Muskelzellen war Gegenstand der vorliegenden Arbeit
(siehe Kap. 1.8, S. 47). Struktur, Funktion und Lokalisation von Rab11A als Regulator von
intrazellularen Transportprozessen mit besonderer Bericksichtigung bereits bekannter
Ergebnisse aus Untersuchungen der Insulin-stimulierten Translokation des Glucose-
transporters GLUT4 sowie die Interaktion von Rab11A mit Rab11-spezifischen

Effektorproteinen sind in Kap. 1.7 (S. 40) detailliert beschrieben.
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1.6 Familie der Rab-Proteine

Die Ras homologues for prain (Rab)-Proteine sind Enzyme, die die hydrolytische Spaltung
von Guanosin-5"-triphosphat (GTP) in Guanosin-5"-diphosphat (GDP) und anorganisches
Phosphat katalysieren. Aufgrund dieser Phosphatase-Aktivitat existieren Rab-Proteine - auch
Rab-GTPasen genannt - in zwei unterschiedlichen Konformationen: der aktiven GTP-
gebundenen Form, die mit Rab-spezifischen Effektorproteinen interagieren kann, und der
inaktiven GDP-gebundenen Form [Hall, 1990; Stenmark et al., 1994; Zerial & McBride,
2001]. Der Kreislauf zwischen diesen beiden interkonvertiblen Proteinkonformationen (GDP-
GTP-Zyklus) wird durch mehrere Rab-spezifische Regulatorproteine koordiniert und
ermoglicht es Rab-Proteinen, als molekulare Schalter innerhalb der zellularen Signal-

transduktion zu wirken [Takai et al., 2001].

Rab-Proteine gehdren zur Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden Proteine. Proteine
dieser Superfamilie sind monomere Guaninnukleotid-bindende Proteine mit einem
Molekulargewicht von 20 - 40 kDa und werden aufgrund ihrer Struktur den Proteinfamilien
Ras, Rho, Rab, Sar1/ Arf und Ran zugeordnet [Touchot et al., 1987; Bourne et al., 1990].
Bisher wurden ca. 130 Kleine GTP-bindende Proteine identifiziert, wobei die Rab-Proteine
die grofdte Gruppe innerhalb der Superfamilie darstellen [Takai et al., 2001]. Kleine GTP-
bindende Proteine - auch Ras-homologe Kleine GTPasen genannt - kommen in allen
Eukaryonten vor und sind an einer Vielzahl unterschiedlicher zellularer Regulations-

prozesse beteiligt (siehe Tab. 2, S. 29).

Rab-Proteine wurden in allen bisher untersuchten Eukaryonten identifiziert und konnten in
nahezu allen Zelltypen héherentwickelter Organismen nachgewiesen werden [Rubin et al.,
2000; Stenmark & Olkkonen, 2001]. Rab-Proteine besitzen eine charakteristische
subzelluldre Lokalisation und sind an Membranen des Endozytose- und Exozytoseweges
lokalisiert, um die Entstehung und den Transport sowie Andock- und Fusionsprozesse von
Membranvesikeln zu regulieren [Segev, 2001; Zerial & McBride, 2001; Pfeffer, 2003]. Dabei
ist die Interaktion der Rab-Proteine mit Rab-spezifischen Effektorproteinen fir die lokale und
temporale Koordination dieser Zellprozesse entscheidend [Christoforidis et al., 1999 a;
Gonzalez & Scheller, 1999].

Durch die funktionelle Charakterisierung der Rab-Proteine Sec4 und Ypt1 aus S. cerevisiae
wurden erstmals Hinweise erhalten, dass Rab-Proteine an der Regulation von Exozytose-
und Sekretionsprozessen beteiligt sind. Wahrend Sec4 flir den intrazellularen Vesikel-

transport vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran erforderlich ist, reguliert Ypt1, dessen Gen
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YPT1 zwischen Aktin- und Tubulin-Genen lokalisiert ist, den Vesikeltransport vom
Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat [Gallwitz et al., 1983; Salminen & Novick,
1987; Segev et al., 1988]. Insgesamt wurden 11 Rab-Proteine in S. cerevisiae identifiziert,
die fast alle ein bzw. mehrere homologe Saugerproteine haben [Lazar et al., 1997; Stenmark
& Olkkonen, 2001]. Die Sequenzierung des Humangenoms ergab mindestens 60 Rab-

Proteine, deren Homologiegrad bis zu 90 % betragt [Bock et al., 2001].

Proteinfamilie Funktion

Regulation der Genexpression (Zellproliferation,

Ras (H- K-, Reras/Rap1-2) Zelldifferenzierung, Apoptose)

Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts,

Al ((Fuleln il IREei=S) UG Regulation der Genexpression (Zellproliferation)

Rab (Rab1-44 / Sec4 / Ypt1) Vesikelentstehung, -transport und -fusion

Sar1 / Arf (Sar1/ Arf1-6 / Arl1-7) Vesikelentstehung und -transport

Nukleo-Zytoplasmatischer Transport,
Reorganisation des Mikrotubuli-Zytoskeletts

Ran

Tab.2 Ubersicht der Proteinfamilien der Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden
Proteine [nach Takai et al., 2001].

Interessanterweise kénnen sich die Funktionen homologer Rab-Proteine in verschiedenen
Organismen deutlich unterscheiden. Wahrend Rab11A in Saugerzellen den Vesikeltransport
innerhalb des Endosomalen Recycling-Kompartiments und den Transport aus dem trans-
Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran reguliert, sind die homologen Proteine Ypt31p und
Ypt32p in S. cerevisiae sowohl an der Koordination des intra-Golgi-Transports als auch
an proteinsekretorischen Prozessen beteiligt [Benli et al., 1996; Ullrich et al., 1996; Chen
et al., 1998]. Rab-Proteine werden nahezu ubiquitar exprimiert. Eine gewebespezifische
Expression konnte nur flir Rab3A in exokrinen Zellen und Neuronen sowie fiir Rab17 und
Rab25 in polarisierten Epithelzellen nachgewiesen werden [Fischer von Mollard et al., 1990;
Goldenring et al., 1993; Lutcke et al., 1994].
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Untersuchungen von humanen Rab-Protein-codierenden Genen zeigten, dass Sequenz-
veranderungen pathophysiologisch bedeutsam sind und zu genetisch bedingten
Erkrankungen fuhren. Durch homozygote Missense-Mutationen im Rab27A-codierenden
Gen RAB27A entsteht eine Pigment-Anomalie bei gleichzeitiger T-Zell-Dysfunktion (Griscelli-
Syndrom - Typ 2), da durch eine Veranderung der Proteinkonformation von Rab27A sowohl
der Transport der Melanosomen in den Melanozyten als auch die Sekretion von Granula in
zytotoxischen T-Lymphozyten gestort ist [Menasche et al., 2000; Hume et al.,, 2001,
Stinchcombe et al., 2001].

1.6.1 Klassifikation der Rab-Proteine

Rab-Proteine besitzen aufgrund von Genduplikationen eine hohe Sequenzhomologie
(75-90 %) und werden in zehn Subfamilien unterteilt [Moore et al., 1995; Pereira-Leal &
Seabra, 2000; Bock et al., 2001]. Die Rab-Subfamilien (SF) wie Rab3-SF, Rab4-SF, Rab5-
SF oder Rab11-SF, die aus den beiden Rab11-Isoformen Rab11A und Rab11B sowie Rab25
besteht, besitzen vier unterschiedliche Rab-Subfamilien-Regionen [Pereira-Leal & Seabra,
2000]. Diese Regionen werden an der Proteinoberflache exponiert und dienen als
Bindungsorte von Rab-spezifischen Effektorproteinen zur Erkennung der nukleotid-
abhangigen Konformation der Rab-Proteine [Ostermeier & Brunger, 1999; Stenmark &
Olkkonen, 2001]. Einige Rab-Proteine wie Rab20 und Rab28 konnten bisher keiner

Subfamilie zugeordnet werden [Pereira-Leal & Seabra, 2000].

1.6.2 Strukturelle Organisation der Rab-Proteine

Rab-Proteine sind Enzyme, die gebundenes GTP in GDP und anorganisches Phosphat
hydrolytisch spalten. Die Phosphatase-Reaktion wird durch zahlreiche funktionelle Doméanen
der Rab-Proteine ermdglicht, die die Formation des katalytischen Zentrums, die Nukleotid-
bindung, die Orientierung des reagierenden Wassermoleklls, die Positionierung des
Magnesiumions als Kofaktor sowie die Assoziation von spezifischen Regulator- und

Effektorproteinen realisieren.

Aus Ergebnissen von Réntgenkristallstruktur-Untersuchungen der Rab-Proteine Rab3A aus
M. musculus, Rab6 aus P. falciparum und Sec4 aus S. cerevisiae wurde ein allgemeines
Raumstrukturmodell der Rab-Proteine entworfen, das die Positionen der funktionellen
Domanen zueinander beschreibt und den Reaktionsmechanismus der enzymatischen

Hydrolyse sowie die Stimulation durch Regulatorproteine verdeutlicht [Dumas et al., 1999;
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Chattopadhyay et al., 2000; Stroupe & Brunger, 2000]. Der Vergleich mit Raumstrukturen
anderer Proteine aus der Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden Proteine wie H-ras p21,
Ran oder RhoA ergab, dass die postulierte Konformation der katalytischen Domane in der
Superfamilie ubiquitar existiert [Pai et al., 1990; Scheffzek et al., 1995; Wei et al., 1997].

In allen Kleinen GTP-bindenden Proteinen wurde ein charakteristisches Faltungsmuster
identifiziert, das aus funf a-Helices (a1 - a5), einem sechsstrangigen gemischten B-Faltblatt
(B1 - B6) und funf Polypeptid-Schleifen (S1 - S5) besteht [Dever et al., 1987; Bourne et al.,
1991]. Die Sekundarstrukturelemente bilden ein a/B-Faltungsmotiv, das auch als
G-Domane bezeichnet wird [Wittinghofer & Pai, 1991]. In Abb. 2 (S. 32) sind die Sekundar-
strukturelemente und funktionellen Domanen der Rab-Proteine am Beispiel von Rab11A
sowie die Raumstruktur von Rab11A Q70L-GDP-P dargestellt.

Der Strukturvergleich von Proteinen aus der Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden
Proteine, die entweder GTP oder GDP gebunden hatten, flihrte zur ldentifizierung der
Schleifenregionen Switch | und Switch Il, deren Konformationsanderungen hoch korreliert
sind [Journak, 1985; La Cour et al., 1985; Sung et al., 1995]. In der Region Switch I, die
durch die Schleife S2 gebildet wird, sind die Bindungsstellen von Regulator- und
Effektorproteinen lokalisiert. Die Schleife S3 und Teile der Helix a2 bilden die Region
Switch I, die die héchste Flexibilitat innerhalb der katalytischen Doméane besitzt [Spoerner et
al., 2001]. Durch die Bindung des Magnesiumions wird die aktive Konformation der Regionen
Switch | und Switch Il erhalten [Zhang & Matthews, 1998 a; Zhang & Matthews, 1998 b].

Fur die Guaninnukleotid-Bindung der Kleinen GTP-bindenden Proteine ist die Schleife S1,
die die Helix a1 mit dem Faltblatt 1 verbindet und das vollstandig konservierte Phosphat-
Magnesiumion-Bindungsmotiv (PM)1-Motiv (in Rab11: Gly18 und Gly23-Lys24-Ser25)
enthalt, von entscheidender Bedeutung [Paduch et al., 2001]. Durch die Lysin-Seitenkette,
die sich eng an die GTP-B-Phosphatgruppe lagert, und die Hauptketten-Amidgruppen von
vier Aminosauren (in Rab11: Gly21-Val22-Gly23-Lys24) wird die negative Umgebung der
Phosphatgruppen innerhalb des PM1-Motives positiv polarisiert. Aulerdem bilden die
Hauptketten-Amidgruppen von Gly23 und Lys24 mehrere Wasserstoffbriicken zu der GTP-a-
und B-Phosphat- bzw. B- und y-Phosphatgruppe. Der benachbarte Serin-Rest (in Rab11:
Ser25) bildet ebenfalls Wasserstoffbriicken zu der GTP-B-Phosphatgruppe und ist mit
der Hydroxylgruppe der Seitenkette an der Koordination des Magnesiumions beteiligt,
das fur die korrekte Position der Phosphatgruppen essentiell ist und insgesamt in

einem hexakoordinierten Zustand vorliegt. Neben dem Serin-Rest koordinieren zwei
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Sauerstoffatome der GTP-B- und y-Phosphatgruppe, zwei Wassermolekile und ein
vollstandig konservierter Threonin-Rest der Schleife S2 (in Rab11: Thr43) die Position
des Magnesiumions [Wei et al., 1997]. Zusatzlich bildet die Hauptketten-Amidgruppe des

Threonin-Restes, der das PM2-Motiv darstellt, eine Wasserstoffbriicke zu einem

A B1 PM1 al G1 PM2 B2
1 MGTRDDEYDY LFKVVLIGDS GVGKSNLLSR FTRNEFNLES KSTIGVEFAT

B3 PM3 a2 B4 a3
51 RSIQVDGKTI KAQIWDTAGQ ERYRAITSAY YRGAVGALLV YDIAKHLTYE

B5 G2 ad B6
101 NVERWLKELR DHADSNIVIM LVGNKSDLRH LRAVPTDEAR AFAEKNGLSF

G3 a5
151 1ETSALDSTN VEAAFQTILT EIYRIVSQKQ MSDRRENDMS PSNNVVPIHV

201 PPTTENKPKV QCCONI

Abb. 2 Struktur und funktionelle Domanen von Rab11A [nach Stenmark & Olkkonen,
2001; Pasqualato & Cherfils, 2005].
A: Schematische Darstellung der Aminosduresequenz mit Sekundarstrukturelementen,
konservierten Regionen und funktionellen Domanen von Rab11A. B: Die Raumstruktur der
konstitutiv-aktiven Mutante Rab11A Q70L zeigt die Interaktion des PM1-Motivs (Schleife 1), von
Thr43 als PM2-Motiv (Switch 1) und des PM3-Motivs (Switch ll) mit GDP<P und dem
Magnesiumion als Kofaktor. (a, a-Helix; 8, B-Faltblatt; G, Guaninnukleotid-Bindungsmotiv; PM,
Phosphat-Magnesiumion-Bindungsmotiv).
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Sauerstoffatom der GTP-y-Phosphatgruppe. Das PM3-Motiv, die vollstdndig konservierte
Region Asp-Thr-Ala-Gly-GIn-Glu (in Rab11: Asp66 - Glu71), ist in der Schleife S3 lokalisiert
und mit der Seitenkette des Aspartat-Restes Uber ein Wassermolekil mit dem
Magnesiumion verbunden. Der Glycin-Rest bildet mit seiner Hauptketten-Amidgruppe eine
Wasserstoffbriicke zu der GTP-y-Phosphatgruppe und ist neben dem Threonin-Rest
hauptsachlich fir den Konformationswechsel zwischen aktiver und inaktiver Form
verantwortlich [Vetter & Wittinghofer, 2001]. Der benachbarte Glutamin-Rest (in Rab11:
GIn70), der bei der Hydrolyse von GTP als katalytische Base agiert, ist ebenfalls in allen

Kleinen GTP-bindenden Proteinen vollstandig konserviert (siehe Tab. 3, S. 34).

1.6.3 Enzymatische Aktivitat der Rab-Proteine

Die Proteine aus der Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden Proteine katalysieren die
hydrolytische Spaltung von Guanosin-5"-triphosphat (GTP) in Guanosin-5"-diphosphat
(GDP) und anorganisches Phosphat. Diese Reaktion wird als bimolekulare nukleophile
Substitution (Sy2) bzw. Substrat-assistierte Katalyse bezeichnet [Schweins et al.,, 1995;
Kosloff & Seliger, 2001; Pasqualato & Cherfils, 2005]. Kleine GTP-bindende Proteine
besitzen eine geringe intrinsische Hydrolyserate (0,003 - 0,03 min™"), die durch die Aktivitat
der GTPase-aktivierenden Proteine um den Faktor 10* - 10° erhéht wird [Bourne et al., 1991;
Ahmadian et al., 1997 al.

Aus der Aktivitatsanalyse von Ras und Ras-Mutanten sowie der rontgenkristallographischen
Untersuchung des Proteinkomplexes von H-ras p21 in GDP-gebundener Form mit dem
GTPase-aktivierenden Protein GAP-334 konnten entscheidende Fortschritte zur Aufklarung
des Reaktionsmechanismus erzielt werden [Ahmadian et al., 1997 b; Scheffzek et al., 1997].
Wahrend der Interaktion beider Proteine agiert die Aminosaure Arg789 des GTPase-
aktivierenden Proteins als Arginin-Finger und bindet mit der Seitenkette das Briicken-
sauerstoffatom zwischen der GTP-B- und y-Phosphatgruppe sowie ein Sauerstoffatom der y-
Phosphatgruppe. Zusatzlich bindet die Hauptketten-Carboxylgruppe des Arginin-Restes an
einen spezifischen Glutamin-Rest (in Rab11: GIn70) der Kleinen GTP-bindenden Proteine,
der innerhalb des PM3-Motivs in der Schleife S3 lokalisiert ist. Dadurch wird die Position des

nukleophil angreifenden Wassermolekiils stabilisiert [Resat et al., 2001].

Der Glutamin-Rest innerhalb des PM3-Motivs (in Rab11: GIn70) besitzt eine zentrale
Bedeutung fir die enzymatische Aktivitdt der Rab-Proteine wie auch aller anderen Kleinen
GTP-bindenden Proteine [Paduch et al., 2001]. In Tab. 3 (S. 34) ist das hochkonservierte
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Vorkommen des PM3-Motivs einschlieRlich des Glutamin (Q)-Restes in unterschiedlichen

Proteinen aus der Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden Proteine dargestellt.

Protein UniProt-Referenz Aminosauresequenz des PM3-Motivs
H-ras p21 P01112 CLLDIL DTAG Q E EYSAMR
RhoA P61586 VELALW DTAG Q E DYDRLR
Rac1 P63000 VNLGLW DTAG Q E DYDRLR
Rab4A P20338 VKLQIW DTAG Q E RFRSVT
Rab11A P62493 IKAQIW DTAG Q E RYRAIT
Rab11B Q15907 IKAQIW DTAG Q E RYRAIT

Tab.3 Aminosauresequenz des katalytisch-aktiven PM3-Motivs von humanen
Proteinen der Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden Proteine.

Der Glutamin-Rest des PM3-Motivs agiert als katalytische Base der Reaktion, da die
Carboxamidgruppe das nukleophile Wassermolekil polarisiert [Schweins et al., 1995;
Berghuis et al., 1996]. Au3erdem positioniert der Glutamin-Rest das Wassermolekul fur die
Hydrolyse und stabilisiert den bipyramidalen pentavalenten Ubergangszustand, bevor der
Transfer der negativen Ladung von der y- auf die 3-Phosphatgruppe von GTP stattfindet und
die Bindung zwischen beiden Phosphatgruppen hydrolysiert wird [Frech et al., 1994;
Maegley et al., 1996].

1.6.4 Posttranslationale Modifikationen der Rab-Proteine

Die hypervariable carboxyterminale Region der Rab-Proteine agiert als Signalsequenz, um
die korrekte Assoziation der Proteine mit spezifischen Zielmembranen zu gewahrleisten
[Chavrier et al., 1991]. Durch posttranslationale Lipidmodifikationen erhalt diese Region
einen hydrophoben Charakter, der neben einer reversiblen Bindung der Rab-Proteine
an Plasma- oder Vesikelmembranen auch die Assoziation zusatzlicher Rab-spezifischer
Regulatorproteine wie der Rab-GDP-Dissoziationsinhibitoren ermdéglicht [Johnston et al.,
1991; Ullrich et al., 1993; Zhang & Casey, 1996].
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Die beiden carboxyterminalen Cystein-Reste der Rab-Proteine, die in zwei unterschiedlichen
Sequenzmotiven (Cys-X-Cys/ Cys-Cys) vorliegen kdénnen, werden durch die Geranyl-
geranyltransferase Il mit Geranylgeranylpyrophosphat, einem Intermediarprodukt der
Ubichinon-Biosynthese aus vier Isopren-Monomeren, pro Cystein-Rest prenyliert [Seabra
et al., 1992]. Zusatzlich zu der Bindung der neusynthetisierten Rab-Proteine fir die Lipid-
modifikation agiert die Enzymuntereinheit REP1 der Geranylgeranyltransferase |l als Rab-
Escort-Protein  (REP) und transloziert die Rab-Proteine nach deren Prenylierung als

Chaperon zur Zielmembran [Andres et al., 1993].

1.6.5 GDP-GTP-Zyklus der Rab-Proteine

Um als Regulatorproteine bei Vesikelentstehung, -transport und -fusion agieren zu kénnen,
besitzen Rab-Proteine ein besonderes Charakteristikum: die Synchronisation zweier
distinkter Kreislaufe. Wahrend des GDP-GTP-Zyklus der Rab-Proteine, dem reversiblen
Austausch von GDP und GTP, andert sich ebenfalls die Zelllokalisation. Inaktive GDP-
gebundene Rab-Proteine werden aus dem Zytosol in spezifische Zielmembranen
transloziert, wo sie in ihrer aktiven GTP-gebundenen Form mit Effektorproteinen interagieren
und dadurch die Signaltransduktion realisieren [Stenmark & Olkkonen, 2001; Takai et al.,
2001; Zerial & McBride, 2001]. In Abb. 3 (S. 36) ist das allgemeine Reaktionsschema des
GDP-GTP-Zyklus dargestellt.

Beide Kreislaufe der Rab-Proteine, der GDP-GTP-Austausch sowie die Translokation
zwischen Zytosol und Membranvesikeln, werden durch mindestens drei verschiedene
Gruppen von Rab-spezifischen Regulatorproteinen koordiniert. Dazu gehdren die Gruppe
der Rab-GDP-Dissoziationsinhibitoren, der Rab-Guaninnukleotid-Austauschfaktoren und der
Rab-GTPase-aktivierenden Proteine, die in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben

werden.

Rab-GDP-Dissoziationsinhibitoren

Rab-Proteine sind wahrend des Gleichgewichtszustandes der Zelle zu 10 - 50 % im Zytosol
lokalisiert und bilden in ihrer inaktiven GDP-gebundenen Form einen Komplex mit Rab-
spezifischen GDP dissociation inhibitor - Proteinen (Rab-GDI; Schimmoéller et al., 1998).
Bisher wurden drei Rab-GDI-Isoformen identifiziert, wobei die Isoformen Rab-GDI a und
Rab-GDI B bereits intensiv charakterisiert sind [Sasaki et al., 1990; Shisheva et al., 1994;

Janoueix-Lerosey et al.,, 1995]. Wahrend Rab-GDIl a ubiquitar exprimiert wird, konnte
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Abb. 3

Allgemeines Reaktionsschema des GDP-GTP-Zyklus von Rab-Proteinen

[nach Stenmark & Olkkonen, 2001].

Rab-Proteine sind in ihrer inaktiven Form im Zytosol lokalisiert und bilden einen Proteinkomplex
mit einem Rab-GDI-Protein, das die Dissoziation von GDP verhindert. Durch die Interaktion
eines Rab-GEF-Proteins mit dem Rab/Rab-GDI-Komplex erfolgt die Dissoziation des
Proteinkomplexes, die Membranassoziation des Rab-Proteins und die Bindung von GTP, wobei
zwischenzeitlich ein bindrer Komplex aus Rab-GEF- und Rab-Protein entsteht. Durch die GTP-
Bindung wird eine Konformationséanderung des Rab-Proteins induziert und dadurch die
Interaktion mit Rab-spezifischen Effektorproteinen ermdglicht. Die nachfolgende Assoziation
eines Rab-GAP-Proteins fuhrt zur Stimulation der Rab-GTPase-Aktivitat, sodass GTP in GDP
und anorganisches Phosphat gespalten wird. Durch die Hydrolyse des Rab-gebundenen GTP
entsteht eine Konformationsanderung innerhalb des Rab-Proteins, die zu der Dissoziation der
Effektorproteine und der nachfolgenden Redistribution des Rab-GDP-Proteins in das Zytosol
fuhrt. Das Rab-GDP-Protein wird durch ein Rab-GDI-Protein gebunden und kann erneut aktiviert
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werden. Zusatzlich ist der Transport neusynthetisierter Rab-Proteine durch REP dargestellt.
(GAP, GTPase-aktivierendes Protein; GEF, Guaninnukleotid-Austauschfaktor; GDI, GDP-
Dissoziationsinhibitor; GDP, Guanosin-5"-diphosphat; GTP, Guanosin-5"-triphosphat; Rab, Rab-
Protein; REP, Rab-Escort-Protein; VM, Vesikelmembran).

Rab-GDI $ nur in Neuronen nachgewiesen werden, wobei die Funktion beider Isoformen
identisch ist [Nishimura et al., 1994; Araki et al., 1995]. Beide Rab-GDI-Proteine binden nur
lipidmodifizierte Rab-GDP-Proteine und inhibieren sowohl die basale als auch die Rab-GEF-
stimulierte Dissoziation von GDP. Zusatzlich agieren Rab-GDI-Proteine als Recycling-
Faktoren, da die Rab-Proteine nach der Hydrolyse von gebundenem GTP aus den
Membranvesikeln durch Rab-GDI-Proteine in das Zytosol transloziert werden [Nishimura
et al., 1994; Yang et al., 1994].

AuRerdem regulieren Rab-GDI-Proteine, die eine groRe strukturelle Ahnlichkeit zu Rab-
Escort-Proteinen besitzen, den Transport prenylierter Rab-Proteine wie Rab5 oder Rab9 zu
deren Zielmembranen [Soldati et al.,, 1994; Ullrich et al., 1994; Schalk et al., 1996]. Bei
Patienten mit X-chromosomaler mentaler Retardierung wurden Mutationen im Rab-GDI a-
Gen nachgewiesen, die zu einer Stérung des neurosynaptischen Vesikeltransports flihren
[D°Adamo et al., 1998].

Rab-Guaninnukleotid-Austauschfaktoren

Bisher wurden in Saugerzellen zwei Rab-spezifische Guanine nucleotide exchange factor -
Proteine (Rab-GEF) isoliert und charakterisiert. Rab3-GEF interagiert ausschliefdlich mit
Proteinen der Rab3-Subfamilie (Rab3-SF), wobei die Bindung der lipidmodifizierten Form der
Rab3-SF-Proteine bevorzugt wird. Gegenliber Rab5 und Rab11A zeigt Rab3-GEF keine
Aktivitat [Wada et al., 1997]. Die Regulation des Nukleotidaustausches bei Rab5 erfolgt
durch Rabex-5, das als Komplex mit dem Rab5-spezifischen Effektorprotein Rabaptin-5 an
Rab5 bindet und somit den Nukleotidaustausch und die Interaktion von Rab-Protein und

Effektorprotein koppelt [Horiuchi et al., 1997].

Da die Dissoziation von GDP aus Rab-GDP den geschwindigkeitslimitierenden Schritt
wahrend des gesamten GDP-GTP-Zyklus darstellt und durch die Aktivitat der Rab-GDI-
Proteine inhibiert wird, wurden zusatzliche Regulatorproteine fur den Nukleotidaustausch
postuliert. Bisher wurde ein GDI displacement factor - Protein (GDF) identifiziert, das die
GDP-Dissoziation von Rab9 stimuliert, aber keine Rab-GEF-Aktivitat besitzt [Dirac-Svejstrup
et al., 1997].

37



EINLEITUNG

Rab-GTPase-aktivierende Proteine

Rab-Proteine besitzen per se nur eine geringe intrinsische GTPase-Aktivitat, die durch die
Bindung von Rab-GTPase-aktivierenden Proteinen (Rab-GAP) an Rab-Proteine in GTP-
gebundener Form stimuliert wird. Durch die Interaktion von Rab-GAP und Rab-Protein wird
das Rab-gebundene GTP hydrolysiert und das Rab-Protein in die inaktive GDP-gebundene
Form konvertiert. Dabei induziert das Arginin-Finger-Motiv von Rab-GAP in den Regionen
Switch | und Switch Il der Rab-Proteine eine Konformationsanderung, die die Bindung des
Magnesiumions stabilisiert, das reagierende Wassermolekill flr den nukleophilen Angriff
positioniert und die Entstehung des pentavalenten Ubergangszustand der Hydrolyse-
Reaktion stimuliert [Scheffzek et al., 1996; Rittinger et al., 1997; Resat et al., 2001].

Die beiden bisher in Saugerzellen identifizierten Rab-GAP-Proteine Rab3-GAP und
GAPCenA aktivieren durch ihre katalytischen Untereinheiten spezifisch die Proteine der
Rab3-Subfamilie bzw. Rab6 [Fukui et al., 1997; Cuif et al., 1999]. Untersuchungen der Rab-
Proteine Rab4 und Rab5 ergaben, dass deren GTPase-Aktivitdt durch die Bindung der
regulatorischen Untereinheit p85a der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) stimuliert
wird [Shibata et al., 1997]. Die Rab-GAP-Aktivitat von p85a konnte fir Rab11A nicht gezeigt

werden [Chamberlain et al., 2004].

Mit AS160, einem Substrat der Proteinkinase B, konnte ein Protein der PI-3-Kinase-
vermittelten Insulinsignalkaskade identifiziert werden, dass eine Rab-GAP-Aktivitat besitzt
(siehe Kap. 1.4.3, S. 16). Eine direkte Rab-GAP-Interaktion von AS160 wurde bisher fur die
Rab-Proteine Rab2A, Rab8A, Rab10 und Rab14 nachgewiesen [Miinea et al., 2005].

Interessanterweise ergaben Analysen der GTPase-Aktivitat von mutierten konstitutiv-aktiven
Rab-Proteinen, dass die GTP-Hydrolyse auch von der Regulatorfunktion entkoppelt sein
kann. So wurde flr Rab5 gezeigt, dass homotypische Endosomen-Fusionen unabhangig von
der enzymatischen Aktivitat der Rab-GTPase verlaufen [Rybin et al., 1996]. Untersuchungen
von Membranvesikeln mit internalisierten Transferrinrezeptoren ergaben, dass die Hydrolyse
von Rab11A-gebundenem GTP nur flr das Transferrinrezeptor-Recycling aus Recycling-
Endosomen zur Plasmamembran erforderlich ist, aber nicht fir den direkten Transport von

Frihen Endosomen zur Plasmamembran [Ren et al., 1998].
1.6.6 Rab-spezifische Effektorproteine

Fur die zellulare Aktivitat der Rab-Proteine, der Regulation von Vesikelentstehung, -transport

und -fusion, ist die Bindung von Rab-spezifischen Effektorproteinen entscheidend. Dabei
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kénnen sowohl mehrere Effektorproteine in einer konzertierten Aktion an ein Rab-Protein
binden als auch verschiedene Rab-Proteine mit einem Effektorprotein interagieren, das somit
als Brlckenprotein die Regulation verschiedener Vesikeltransportwege vernetzen kann
[Gonzalez & Scheller, 1999; Hickson et al., 2003; Wilson et al., 2005]. Effektorproteine sind
strukturell sehr heterogen, zu ihnen gehéren u.a. membranassoziierte Proteine, Enzyme
sowie Proteine des Aktin- bzw. Mikrotubuli-Zytoskeletts [Stenmark & Olkkonen, 2001].

Als erstes Rab-spezifisches Effektorprotein wurde Rabphilin-3 identifiziert, das auf der
Oberflache synaptischer Vesikel lokalisiert ist und als ein Effektorprotein von Rab3A an der
Calciumionen-induzierten Exozytose synaptischer Vesikel in Neuronen beteiligt ist [Shirataki
et al.,, 1993; Mizoguchi et al.,, 1994; Geppert et al., 1997]. Die Bindung von Rab3A und
Rabphilin-3 an a-Aktinin induziert eine Umformierung des Aktin-Zytoskeletts, die die Fusion
synaptischer Vesikel mit der Plasmamembran ermdglicht. Dabei agiert Rabphilin-3 als ein
Briickenprotein, das Vesikelmembran und Aktin-Zytoskelett verknlpft [Kato et al., 1996]. Fur
die Regulation des synaptischen Vesikeltransports ist Rabphilin-3 jedoch nicht essentiell, da
eine Deletion durch andere Effektorproteine kompensiert werden kann [Schluter et al., 1999].
Ergebnisse von Rabphilin-3-Untersuchungen zeigten aulRerdem, dass das Effektorprotein
nur mit Proteinen der Rab3-Subfamilie interagiert und dabei deren GTPase-Aktivitat inhibiert
[Shirataki et al., 1993; Schimmdller et al., 1998].

Fir Rab5, das an homotypischen Endosomen-Fusionen sowie an Fissionen der
Plasmamembran und dem nachfolgenden Transport der Clathrin-beschichteten
Membranvesikel zu den Friihen Endosomen beteiligt ist, wurden mehr als 20 Polypeptide als
Effektorproteine postuliert [Bucci et al., 1992; Christoforidis et al., 1999 a; Simpson & Jones,
2005]. Neben Rabaptin-5 und Rabenosyn-5 wurden das Early endosome antigene 1 (EEA1)
und die regulatorische Untereinheit p85a der Phosphatidylinositol-3-Kinase identifiziert
[Stenmark et al., 1995; Christoforidis et al., 1999 a; Christoforidis et al., 1999 b; Nielsen
et al., 2000]. Die Bindung von Rab5 an p85a fiihrt neben einer Stabilisierung der Membran-
assoziation von EEA1 auch zu einer Stimulation der GTPase-Aktivitat von Rab5 [Simonsen
et al., 1998; Chamberlain et al.,, 2004]. Durch Rabaptin-5, das Rab5 und Rab4 in
unterschiedlichen Domanen bindet, wird der Transport der Frihen Endosomen reguliert,
in denen Rab5 und Rab4 sukzessiv colokalisiert sind [Vitale et al., 1998]. Durch die
Bindung des Effektorproteins Rabankyrin-5 an Rab5 werden in polarisierten Epithelzellen
unterschiedliche Endozytosewege koordiniert, da der Proteinkomplex sowohl Endosomen-

Fusionen als auch Pinozytose-Prozesse reguliert [Schnatwinkel et al., 2004].
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Fur die Regulation des Vesikeltransports kénnen Rab-Proteine mit Proteinen des Aktin-
bzw. Mikrotubuli-Zytoskeletts interagieren. So assoziiert Rab6 mit dem Kinesin-Motorprotein
Rabkinesin-6, um den retrograden Vesikeltransport zwischen Golgi-Apparat und
Endoplasmatischem Retikulum zu realisieren [Echard et al., 1998; White et al., 1999]. In
Melanozyten ist die Assoziation von Rab27A mit dem Effektorprotein Melanophilin fiir die
Bindung des Aktin-Motorproteins Myosin Va erforderlich, sodass der Melanosomen-
Transport entlang der Mikrofilamente des Aktin-Zytoskelett stattfinden kann [Hume et al.,
2001; Matesic et al., 2001]. Rab11-spezifische Effektorproteine sind in Kap. 1.7.2 (S. 43)

detailliert beschrieben.

1.7 Rab-Protein Rab11A

1.7.1 Allgemeiner Uberblick

Das Rab-Protein Rab11A ist ein Kleines GTP-bindendes Protein und gehoért neben Rab11B
und Rab25 zur Rab11-Subfamilie [Bock et al., 2001]. Wahrend Rab11A und Rab11B
ubiquitar exprimiert werden, beschrankt sich das Vorkommen von Rab25 ausschlieldlich auf
Epithelzellen [Goldenring et al., 1993; Goldenring et al., 1996]. Rab11A (24 kDa), das aus
216 Aminosauren besteht, wurde erstmals in neuronalen Membranfraktionen identifiziert und
wurde danach sowohl in polarisierten als auch in nicht-polarisierten Zellen nachgewiesen
[Kikuchi et al., 1988; Chavrier et al., 1990; Ohmori et al., 1990]. Rab11A ist von zentraler
Bedeutung bei der Regulation intrazelluldrer Transportprozesse wie dem endosomalen
Recycling von internalisierten Transportproteinen und Rezeptoren, der Phagozytose und der
Translokation sekretorischer Vesikel [Ullrich et al., 1996; Cox et al., 2000; de Graaf et al.,
2004]. AuRRerdem reguliert Rab11A die Proteinsortierung aus dem trans-Golgi-Netzwerk bzw.
aus degradativen Lysosomen in Recycling-Endosomen [Wilcke et al., 2000; Peden
et al., 2004].

Durch die Analyse von Recycling-Endosomen konnte die Beteiligung von Rab11A an
der Regulation des endosomalen Recycling von Transportproteinen und Rezeptoren in
polarisierten und nicht-polarisierten Zellen nachgewiesen werden [Ullrich et al., 1996;
Green et al., 1997; Sonnichsen et al., 2000]. Rab11A ist in den perizentriolaren Recycling-
Endosomen lokalisiert, die den Transferrinrezeptor zur Plasmamembran transportieren.
Die Uberexpression von Rab11A oder der konstitutiv-aktiven Mutante fiihrte zu einer
Akkumulation des Transferrinrezeptors in der perizentriolaren Region, wahrend die

dominant-negative Mutante von Rab11A eine Auflosung der tubulovesikuldren Strukturen
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des Endosomalen Recycling-Kompartiments induzierte. Durch temperaturabhangige
Untersuchungen des intrazellularen Endosomen-Transports konnte der initiale Befund
bestéatigt und erweitert werden [Ren et al., 1998]. Die Uberexpression der konstitutiv-aktiven
Mutante von Rab11A fiihrte zu einer Inhibition des Austritts der Recycling-Endosomen aus
dem Endosomalen Recycling-Kompartiment und zu einer verstarkten Segregation distinkter
Subkompartimente des Endosomalen Recycling-Kompartiments [Teter et al., 1998; Wilcke
et al.,, 2000]. In gastrointestinalen und renalen Epithelzellen ist Rab11A in subapikalen
tubuldren Membranvesikeln lokalisiert und reguliert das endosomale Recycling zur apikalen

Plasmamembran [Goldenring et al., 1994; Casanova et al., 1999].

In unserer Arbeitsgruppe wurde Rab11A als eine Hauptkomponente der GLUT4-
enthaltenden Membranvesikeln in isolierten Ratten-Herzmuskelzellen identifiziert [Kessler
et al., 2000]. Die in vivo - Insulinstimulation fiihrte neben der Verringerung der Menge
mikrosomaler GLUT4-enthaltender Membranvesikel zu einer Verdoppelung des relativen
Anteils von Rab11A in den GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln und der Menge
von Rab11A in der Plasmamembran. Lokalisationsuntersuchungen zeigten, dass sich durch
die Insulin-induzierte Umverteilung der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel aus dem
Endosomalen Recycling-Kompartiment in nicht-endosomale GLUT4-Speichervesikel die
Menge von Rab11A in Recycling-Endosomen verringert und in nicht-endosomalen
GLUT4-Speichervesikeln erhoht. Die Fortfihrung dieser Untersuchungen zur weiteren
Aufklarung der Funktion von Rab11A bei der intrazelluldren Translokation des Insulin-
sensitiven Glucosetransporters GLUT4 war Gegenstand der vorliegenden Arbeit (siehe
Kap. 1.8, S. 47).

Rab11A reguliert neben dem intrazelluldren Transport von Glucosetransporter GLUT4 und
Transferrinrezeptor auch das endosomale Recycling weiterer Rezeptorproteine. Dazu
gehdren u.a. der Angiotensin Il - Typ 1A-Rezeptor, der B2-adrenerge Rezeptor, der M4-
muscarinische Acetylcholinrezeptor, der Neurokinin-1-Rezeptor und der TGFB-Rezeptor
[Volpicelli et al., 2002; Dale et al., 2004; Mitchell et al., 2004; Moore et al., 2004; Roosterman
et al., 2004].

Zusatzlich zu dem langsam verlaufenden Transport von Recycling-Endosomen ist Rab11A
auch an einem direkten Recycling aus Sortier-Endosomen zur Plasmamembran beteiligt
[Ullrich et al., 1996; Ren et al., 1998]. Interessanterweise konnte in nicht-transfizierten Zellen
keine Endosomenpopulation mit einer Colokalisation von Rab11A und den entsprechenden

Markerproteinen Rab4 bzw. Rab5 nachgewiesen werden [Sheff et al., 1999; Tritschler et al.,
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1999]. Dagegen konnte eine Beteiligung von Rab11A an der Regulation des
interendosomalen Transports aus Frihen Endosomen in Recycling-Endosomen ebenso
ausgeschlossen werden wie eine Interaktion bei Transportprozessen aus Frihen
Endosomen in Spate Endosomen bzw. aus dem trans-Golgi-Netzwerk in Spate Endosomen
[Ren et al., 1998; Wilcke et al., 2000].

Neben der Assoziation in Recycling-Endosomen wurde Rab11A auch im trans-Golgi-
Netzwerk sowie im Golgi-Apparat und in sekretorischen post-Golgi-Vesikeln lokalisiert [Urbe
et al., 1993; Chen et al., 1998]. Die Uberexpression der dominant-negativen Mutante von
Rab11A induzierte eine Akkumulation von TGN38, einem Markerprotein des trans-Golgi-
Netzwerkes, in Recycling-Endosomen und flihrte zu einer Inhibition des endosomalen
Recycling von TGN38, das zwischen Plasmamembran und trans-Golgi-Netzwerk zirkuliert
[Wilcke et al., 2000]. Mit diesem Befund wurde die Hypothese, dass Rab11A das
endosomale Recycling als Sortierprotein beim Austritt aus dem Endosomalen Recycling-

Kompartiment reguliert, erneut bestatigt.

AuRerdem ist Rab11A an der Regulation des intrazellularen Transports der H* / K’*-ATPase,
des G-Protein-gekoppelten Protease-aktivierten Rezeptors 2, des vesikularen Stomatitis-
Virus-Glykoproteins und des epithelialen Adhasionsproteins E-Cadherin aus dem trans-
Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran beteiligt [Calhoun et al., 1998; Chen et al., 1998;
Roosterman et al., 2003; Lock & Stow, 2005]. Die Exozytose aus dem Golgi-Apparat zur
Plasmamembran wird ebenfalls von Rab11A reguliert, da die Uberexpression der dominant-
negativen Mutante die Translokation der beteiligten Recycling-Endosomen inhibierte [Chen
et al., 1998].

Ergebnisse neuester Untersuchungen belegen auferdem, dass Rab11A an der Regulation
der Zytokinese und von homotypischen Fusionen der Multimembranvesikel sowie bei der
Tumorgenese von Hautkarzinomen beteiligt ist [Gebhardt et al., 2005; Savina et al., 2005;
Wilson et al., 2005].

Im Gegensatz zu Rab11A ist die Funktion von Rab11B bisher nur unzureichend aufgeklart.
Rab11B besteht aus 218 Aminosauren mit einer Sequenzhomologie zu Rab11A von 90 %
[Lai et al., 1994; Zhu et al., 1994]. Samtliche Sequenzunterschiede zwischen beiden Rab11-
Isoformen befinden sich in der carboxyterminalen Region der Proteine, die als
Signalsequenz fir die korrekte Assoziation mit spezifischen Membranvesikeln relevant ist

[Chavrier et al., 1991]. So ergaben Untersuchungen von polarisierten Zellen, dass Rab11A
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und Rab11B aufgrund ihrer Lokalisation in distinkten Vesikelkompartimenten an der

Regulation unterschiedlicher Transportprozesse beteiligt sind [Lapierre et al., 2003].

1.7.2 Rab11-spezifische Effektorproteine

Der Transport und die Fusion von Rab11A-enthaltenden Membranvesikeln wird durch
Rab11-spezifische Effektorproteine reguliert. Als erstes Rab11-spezifisches Effektorprotein
wurde Rabphilin-11 in Rab11A-enthaltenden Membranvesikeln des Endosomalen Recycling-
Kompartiments in polarisierten und nicht-polarisierten Zellen identifiziert [Mammoto et al.,
1999; Zeng et al., 1999]. Fir den Transport von Recycling-Endosomen zur Plasmamembran
ist die carboxyterminale WD40-Region von Rabphilin-11 entscheidend, die im Zytosol die
Bindungsstelle von Rab11 maskiert. Lokalisationsuntersuchungen mit Rabphilin-11, dessen
WD40-Region deletiert war, zeigten eine Inhibition des Transferrinrezeptor-Recycling der
Rab11A-enthaltenden Membranvesikel. Interessanterweise wurde dieser Effekt durch die
zusatzliche Expression einer trunkierten Form von Rab11A, deren membranverankernde
carboxyterminale Region fehlte, vollstandig kompensiert. Im Gegensatz zu Rabphilin-3, das
die GTPase-Aktivitdt von Rab3 verringert, hat Rabphilin-11 keinen Einfluss auf die GTPase-
Aktivitat von Rab11 [Schimmoller et al., 1998; Mammoto et al., 1999; Zeng et al., 1999].

Eine Gruppe von Rab11-spezifischen Effektorproteinen ist die Familie der Rab11-
interagierenden Proteine (Rab11-FIP), deren Vertreter eine carboxyterminale Rab11/
Rab25-Bindungsdomane (RBD) besitzen. Die hochkonservierte RBD-Region besteht aus
20 Aminosauren mit einer a-helikale Konformation und interagiert durch hydrophobe
Wechselwirkungen mit allen Proteinen der Rab11-Subfamilie [Hales et al., 2001; Meyers &
Prekeris, 2002]. Bisher wurden sechs Rab11-FIP-Proteine identifiziert: Rab11-FIP1, Rab11-
FIP2 [Hales et al., 2001], Rab11-FIP3 [Prekeris et al., 2001], Rab11-FIP4 [Wallace et al.,
2002], Rab coupling protein [Lindsay et al., 2002] und Rabll interacting protein [Prekeris
et al., 2000]. Aufgrund von spezifischen Sequenzunterschieden wird die Gruppe der Rab11-
FIP-Proteine in drei Klassen unterteilt [Meyers & Prekeris, 2002], die in Tab. 4 (S. 44)

dargestellt sind.

Rab11-FIP-Proteine der Klasse 1
Die Proteine der Rab11-FIP-Klasse 1, Rab11-FIP2, Rab coupling protein (RCP) und Rab11
interacting protein (Rip11), sind als Effektorproteine von Rab11A an der Regulation des

Transports von Recycling-Endosomen zur Plasmamembran beteiligt. In vivo - Bindungs-
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untersuchungen ergaben, dass die Bindung von Rab11-FIP2, RCP bzw. Rip11 an Rab11A-
GTP ca. 20fach hoéher ist als an Rab11A in GDP-gebundenem Zustand [Junutula et al.,
2004]. Dabei agieren die Proteine der Rab11-FIP-Klasse 1 als Homodimere und binden zwei
Molekile Rab11A. Aulkerdem wurde gezeigt, dass die Bindung der beiden Rab11-Isoformen
Rab11A und Rab11B mit gleicher Affinitat erfolgt.

Rab-FIP-Klasse Rab11-FIP-Protein(e)
Klasse 1 Rab11-FIP2, RCP, Rip11
Klasse 2 Rab11-FIP3, Rab11-FIP4
Klasse 3 Rab11-FIP1

Tab.4 Klassifizierung der Rab11-FIP-Proteine [nach Meyers & Prekeris, 2002].

Die Proteine der Rab11-FIP-Klasse 1 besitzen eine carboxyterminale Domane aus 65
Aminosauren, die die RBD-Region Uberlappt und essentiell fir den Vesikeltransport zur
Plasmamembran ist [Lindsay et al.,, 2002]. Eine weitere funktionelle Domane, die
aminoterminale C2-Domane mit 130 Aminosauren, ermoglicht die Bildung von Protein-
Phospholipid- bzw. Protein-Protein-Bindungen. Damit kann die C2-Doméane als Erkennungs-
region fir Mikrodomanen der Plasmamembran agieren und das Andocken der Recycling-
Endosomen an der Plasmamembran koordinieren [Lindsay & McCaffrey, 2004]. Der
hydrophobe Charakter der C2-Domane ermdglicht auRerdem die Assoziation zusatzlicher

Effektorproteine wie Myosin Vb.

Myosin Vb ist ein Motorprotein des Aktin-Zytoskeletts, das zwei funktionell relevante
Doménen fir den Transport von Membranvesikeln besitzt und mit dem Komplex aus
Rab11A und Rab11-FIP2-Protein interagiert. Die proximale Motordomane ermoglicht
die Translokation entlang des Aktin-Zytoskeletts, wahrend die Schwanzregion fir die
direkte Bindung an Rab11A in der aktiven GTP-gebundenen Form erforderlich ist.
Durch eine Deletion der Motordoméne von Myosin Vb wurde die Translokation der
Recycling-Endosomen zur Plasmamembran entlang des Aktin-Zytoskeletts in polarisierten
bzw. nicht-polarisierten Zellen inhibiert [Lapierre et al., 2001; Hales et al., 2002].

Die Dysfunktion von Myosin Vb flhrte zu einer perizentriolaren Akkumulation von
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internalisierten Rezeptoren in Rab11A-enthaltenden Membranvesikeln.

Die Interaktion von Rab11A mit Myosin Vb wird durch Rab11-FIP2 koordiniert. Die Deletion
der C2-Doméane von Rab11-FIP2 fihrte zu einer erhebliche Stérung des endosomalen
Recycling, da der Verlust der Bindungsregion fir Myosin Vb die Translokation zur Plasma-
membran entlang des Aktin-Zytoskeletts unterbricht [Prekeris et al., 2000; Lindsay &
McCaffrey, 2002]. Die C2-Doméane wurde auch in den Effektorproteinen Phosphatidylinositol-
3-Kinase und Rabphilin-3 identifiziert, die ebenfalls an der Regulation des Vesikeltransports
beteiligt sind [Cho, 2001].

In vivo - Bindungsuntersuchungen zur funktionellen Analyse von RCP zeigten, dass Rab4
und Rab11A um eine Bindungsstelle konkurrieren, wobei die Affinitdt von Rab11A
wesentlich hoher ist im Vergleich zu Rab4 [Peden et al.,, 2004]. Damit konnte die
Primarcharakterisierung von RCP als Kopplungsprotein aus Experimenten mit einem

hypersensitiven Hefe-Hybrid-System [Lindsay et al., 2002] nicht bestatigt werden.

Durch die Interaktion von Rab11A und RCP wird auflierdem die Proteinsortierung aus
degradativen Lysosomen in Recycling-Endosomen reguliert [Peden et al., 2004]. Dieser
Befund ist neuartig, da Rab11A bisher als Regulator u.a. innerhalb des Endosomalen
Recycling-Kompartiments und des trans-Golgi-Netzwerkes beschrieben wurde und nicht in
Lysosomen lokalisiert wurde. Interessanterweise wird auch die zellulare Aufnahme des
Eisentransportproteins Transferrin durch eine Deletion von Rip11 stimuliert, obwohl Rip11
nicht in Transferrinrezeptor-enthaltenden Membranvesikeln nachweisbar ist [Prekeris et al.,
2000; Peden et al., 2004]. Da Rab11A gegenuber den Effektorproteinen RCP und Rip11
mengenlimitiert ist, kdnnen die durch die Rip11-Deletion nicht-gebundenen Rab11A-Proteine
an RCP binden und somit die oben genannte Proteinsortierung stimulieren [Peden et al.,
2004].

Das Effektorprotein RCP besitzt zwei weitere funktionelle Doméanen: die Prolin (P)-, Glutamat
(E)-, Serin (S)- und Threonin (T)-reiche PEST-Region und die carboxyterminale H13-Region.
Nach dem Transport der RCP/Rab11A-enthaltenden Membranvesikel aus dem
Endosomalen Recycling-Kompartiment zur Plasmamembran dient die PEST-Region als
Zielsequenz fiur die Calpain-vermittelte Proteolyse von RCP [Marie et al., 2005]. Fir die H13-
Region, die als Bindungsstelle fir Rab4 und Rab11A agieren kann, wurde gezeigt, dass die
Uberexpression dieser Domane sowohl das endosomale als auch das phagosomale
Recyling inhibiert [Damiani et al., 2004].
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Ergebnisse aus RNA-Interferenz-Untersuchungen belegen eine spezifische Interaktion von
Rab11 und Rip11. Eine gleichzeitige Deletion der beiden Rab11-Isoformen Rab11A und
Rab11B filhrte zu einer Redistribution von Rip11 in das Zytosol, wahrend der Verlust einer
Rab11-Isoform durch die Aktivitat der anderen wechselseitig kompensiert wurde [Junutula
et al.,, 2004]. Ein interessanter Befund wurde bei Experimenten mit Zellen der humanen
Plattenepithelkarzinom-Zelllinie A431 erzielt, die mit dem Epidermalen Wachstumsfaktor
stimuliert wurden. Der Hormonstimulus induzierte eine Colokalisation von Rab11-FIP2, RCP
und Rip11 mit der Proteinkinase B in Recycling-Endosomen, die zur Plasmamembran

transloziert wurden [Lindsay & McCaffrey, 2004].

Rab11-FIP-Proteine der Klasse 2

Die beiden Vertreter der Rab11-FIP-Klasse 2, Rab11-FIP3 und Rab11-FIP4 sind sowohl
in Recycling-Endosomen als auch im trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert. Rab11-FIP3 und
Rab11-FIP4, auch Arfophilin 1 und 2 genannt, kénnen durch die gleichzeitige Bindung von
Rab11A und Arf-GTPasen, die ebenfalls zur Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden
Proteine gehdren, einen Schnittpunkt bei der Regulation verschiedener zellularer Vesikel-
transportwege herstellen. Arf-GTPasen koordinieren die Entstehung von sekretorischen
Vesikeln im Golgi-Apparat, sodass durch die Interaktion mit Rab11-spezifischen
Effektorproteinen endo- und exozytotische Membrantransporte verknipft werden kénnen
[Chavrier & Goud, 1999; Hickson et al., 2003].

Interessanterweise wurde flir den Proteinkomplex aus Rab11A und Rab11-FIP3 eine
Beteiligung an der Zytokinese, der Separation des Zytoplasmas wahrend der Zellteilung, in
Saugerzellen nachgewiesen [Wilson et al., 2005]. Durch die Bindung von Rab11-FIP3 an
Rab11A zu Beginn der spaten Anaphase translozieren Rab11A-enthaltende Membranvesikel
zur Spaltfurche, akkumulieren und sind an Membranfusionen wahrend der Furchenbildung
und der nachfolgenden Abschnurung der Tochterzellen beteiligt. Mit dieser dynamischen
Umverteilung von Rab11-FIP3 aus Zentrosomen in Rab11A-enthaltende Membranvesikel
kann die Regulation von Zellzyklus und Vesikeltransport vernetzt werden [Wilson et al.,
2005].
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1.8 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von Rab11A auf die
Insulin-stimulierte Translokation des Glucosetransporters GLUT4 zur Plasmamembran sowie
die subzellulare Lokalisation von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln in Insulin-sensitiven
Muskelzellen. Ausgehend von dem berichteten Primarbefund, dass Rab11A durch eine
Insulinstimulation in GLUT4-enthaltende Membranvesikel umverteilt und zur Plasma-
membran transloziert wird, sollte die Wirkung der Rab-GTPase auf die Insulin-stimulierte
Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran und die Rolle der beteiligten Vesikel-
kompartimente charakterisiert werden. Fur die Aufklarung der Funktion von Rab11A wurden
zwei verschiedene Zellsysteme, eine Kardiomyoblasten-Zelllinie sowie primare Skelett-

muskelzellen, eingesetzt.

Eine weitere Fragestellung ergab sich nach der Analyse der cDNA-Sequenz von Rab11A
aus der verwendeten Kardiomyoblasten-Zelllinie. Die Rab11A-cDNA enthielt eine Mutation,
die zu einer Aminosaure-Substitution innerhalb einer hochkonservierten Domane des
katalytischen Zentrums der Rab-GTPase flihrte. Deshalb wurde der Einfluss dieser

Substitution auf die enzymatische Aktivitat von Rab11A untersucht.
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2.1 Chemikalien

Acridin-Orange
Agar

Agarose SeaKem® ME / SeaPlaque®

6-Amino-n-hexansaure
Ammoniumacetat
Ampicillin

Bovines Serumalbumin
Bovines Serumalbumin (Zellkultur)
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Chloroform

Coomassie R-250
Cytochalasin B
2-Desoxy-D-[1-"*C]-glucose
Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigsaure

Sigma, Deisenhofen

Difco, Detroit, Ml (USA)
BioWhittaker, Rockland, ME (USA)
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs (CH)

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Ethylenglykol-bis-(B-aminoethylether)-N,N,N",N’-tetraessigsaure Sigma, Deisenhofen

Formaldehyd

Formamid

Geneticin® G418
L-[1-"*C]-Glucose

Glutathion

Glycerol

Glykogen
Guanosin-5"-triphosphat
[y-**P]-Guanosin-5"-triphosphat
Hefeextrakt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Calbiochem, Bad Soden
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham Biosciences, Freiburg
Difco, Detroit, Ml (USA)

N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-(2-ethansulfonsaure) Sigma, Deisenhofen

Insulin (Schwein)
Isopropanol

Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Fluka, Buchs (CH)
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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B-Mercaptoethanol

Methanol
3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogencarbonat
Natriumdodecylsulfat
Natriumfluorid
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumorthovanadat
Paraformaldehyd
Petroleum-Benzin
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ponceau S

Saccharose

Salzsaure

Tergitol NP-40
Trichloressigsaure
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid
Triton® X-100

Trypton

Tween 20°

Xylencyanol

2.2 Fertigprodukte und Reagenzienkits

a-MEM

AdenoVator™-Kit
Antibiotika-Antimykotikum-L&sung
AquaSafe 300 plus-Szintillationsflissigkeit
BD Adeno-X™ Purification Kit

Complete™ Proteasen-Inhibitoren-Cocktail
DMEM

DNA Ladder 100 bp / 1 kb

dNTP-Mix

EndoFree™ Plasmid Maxi Kit

ExcelGel™ SDS-Gradienten-Fertiggel (8 - 18 %)

ExcelGel® SDS-Pufferstreifen

Fotales Kalberserum

FuGENE 6

Gesamt-ChemiRNA™ (Rattenherz bzw. -leber)

Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Riedel - de Haén, Seelze
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Difco, Detroit, Ml (USA)
BioRad, Minchen
Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

QBiogene, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Zinsser, Frankfurt/M.

BD Biosciences, Heidelberg
Roche Diagnostics, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt/M.
Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Chemicon, Temecula, CA (USA)
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Gesamt-RNA (Mausherz bzw. -leber)
Glutathion-Sepharose 4B

Lambda DNA-Mono Cut Mix
Magermilchpulver

Nichtessentielle Aminosauren-Lésung

Nutrient Mixture Ham’s F-12
Oligonukleotide
OneStep RT-PCR Kit

Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Lésung

Phosphat-gepufferte Salzldsung
Penicillin-Streptomycin-Lésung
Protein Assay Kit
Protein-Marker Broad Range

Protein-Marker Prestained Broad Range

QIAprep® Spin Miniprep Kit
QIlAquick Gel Extraction Kit
QIlAquick PCR Purification Kit

QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit

SOC-Medium
Skeletal Muscle Cell Growth Medium

SuperSignal® West Femto Chemiluminescent Kit
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Kit

Trypanblau-Ldsung
Trypsin-EDTA-L6sung
Western Blot Recycling Kit

2.3 Enzyme

Alkalische Phosphatase (Shrimp)
DNase |

Klenow-Enzym
PfuTurbo®-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

Ribonuklease-Inhibitor RNaseOut™
T4-DNA-Ligase

Stratagene, Heidelberg
Amersham Biosciences, Freiburg
New England Biolabs, Frankfurt/M.
Applichem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

MWG Biotech, Ebersberg

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

New England Biolabs, Frankfurt/M.
New England Biolabs, Frankfurt/M.
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Stratagene, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

PromoCell, Heidelberg

Pierce, Rockford, IL (USA)

Pierce, Rockford, IL (USA)

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Alpha, San Antonio, TX (USA)

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Stratagene, Heidelberg

New England Biolabs, Frankfurt/M.
QBiogene, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt/M.

51



MATERIAL UND METHODEN

2.4 Vektoren

Name Verwendung Herkunft

pAdenoVator- Herstellung von adenoviralen

CMV5-IRES-GFP Infektionspartikeln QBiogene, Heidelberg

Transfektion von Ratten-

B Kardiomyoblasten (H9c2-E2) IniEggar, (NEmeiln
GEX-5X-3 Herstellung von GST-Rab11A- Amersham Biosciences,
P Fusionsproteinen Freiburg

Tab.5 Ubersicht der verwendeten Amplifikations- und Expressionsvektoren.

2.5 Bakterienstamme

Name Genotyp Herkunft

F~ endA sbcBC recBC galK met thi-1 bioT

Elbnies hsdR (Str")

QBiogene, Heidelberg

BL21- F~endA ompT hsdS (rg, mg) dem” Tet' gal

trat Heidel
CodonPlus®-RP Hte [argU proL Cam'] SUEIEEIE, hCelloEle

F~ endA1 deoR recA1 hsdR17(rk ", mk ™)

DH5a o QBiogene, Heidelberg
supE44 A\ thi-1 gyrA96 relA1

One Shot® F~ endA1 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80

TOP10 lacZAM15 AlacX74 deoR recA1 araD139 Invitrogen, Karlsruhe
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) nupG
F~ endA1 recA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 .

XL1-Blue e > Stratagene, Heidelberg

relA1 lac [proAB lacl®AM15 Tn10 (Tet)']°

Tab. 6 Ubersicht der verwendeten kompetenten E. coli-Zellen.
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2.6 Primarzellen und Zelllinien

Name Beschreibung Herkunft
HOC2 Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie American Type Culture Collec-
(ATCC CRL-1446) tion, Manassas, VA (USA)

HEK-293 Humane embryonale Nieren-Zelllinie QBiogene. Heidelber
(ATCC CRL-1573) gene, g

Hela Humane Zervix-Karzinom-Zelllinie Deutsches Diabetes-Zentrum,
(ATCC CCL-2) Dusseldorf
Humane proliferierende Myoblasten PromoCell, Heidelberg

Tab.7 Ubersicht der verwendeten Priméarzellen und Zelllinien.

2.7 Antikdrper
2.7.1 Primarantikdrper

anti-Akt (Cell Signaling, Beverly, MA, USA), VD 1:1000
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen, gerichtet gegen ein synthetisches, KLH-gekoppeltes
Peptid der Akt (AS 466 - 479) aus M. musculus.

anti-phospho-Akt (Cell Signaling, Beverly, MA, USA), VD 1:1000

Polyklonales Antiserum aus Kaninchen, gerichtet gegen ein synthetisches, KLH-gekoppeltes
phosphoryliertes Ser473-Peptid der Akt aus M. musculus.

anti-EEA1 (BD Biosciences, Heidelberg), VD 1:2500
Monoklonaler IgG-Antikérper aus Maus, gerichtet gegen die Aminosauren 3 - 281 des
humanen Early Endosome Antigene (EEA) 1.

anti-GM130 (BD Biosciences, Heidelberg), VD 1:250
Monoklonaler IgG-Antikérper aus Maus, gerichtet gegen die Aminosauren 869 - 982 des
Golgi-Matrix (GM)-Proteins mit 130 kDa aus R. norvegicus.

anti-GLUT4 C20 (Santa Cruz, Heidelberg), VD 1:2000

Polyklonaler IgG-Antikdrper aus Ziege, gerichtet gegen die carboxyterminale Region des
Glucosetransporters GLUT4 aus R. norvegicus.

anti-GST (Amersham Biosciences, Freiburg), VD 1:1000

Polyklonaler-IgG-Antikdrper aus Ziege, gerichtet gegen Regionen der Glutathion-S-
transferase aus Sch. japonicum.
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anti-Insulin-Rezeptor Ab4 (Oncogene, San Diego, CA, USA), VD 1:2500
Monoklonaler IgG-Antikdrper aus Maus, gerichtet gegen die carboxyterminale Region der (3-
Untereinheit des humanen Insulinrezeptors.

anti-Myc 9E10 (Upstate, Lake Placid, NY, USA), VD 1:2000
Monoklonaler 1gG-Antikérper aus Maus, gerichtet gegen die Aminosauren 408 - 437 der
Leucin-Zipper-Region des humanen Myc-Proteins.

anti-Rab11 (BD Biosciences, Heidelberg), VD 1:2000
Monoklonaler 1gG-Antikdrper aus Maus, gerichtet gegen die Aminosauren 86 - 207 des
humanen Rab11.

anti-TGN38 (BD Biosciences, Heidelberg), VD 1:250
Monoklonaler IgG-Antikdrper aus Maus, gerichtet gegen die Aminosauren 31 - 244 des
trans-Golgi-Netzwerk (TGN)-Proteins mit 38 kDa aus R. norvegicus.

anti-Transferrinrezeptor (Zymed, San Francisco, CA, USA), VD 1:2000
Monoklonaler IgG-Antikbrper aus Maus, gerichtet gegen die Aminosauren 3 - 28 des
humanen Transferrinrezeptors.

2.7.2 Sekundarantikorper

anti-Kaninchen-1gG, H+L (Promega, Mannheim), VD 1:2000
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt.

anti-Maus-lgG, H+L (Promega, Mannheim), VD 1:2000
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt.

anti-Ziege-lgG, H+L (Santa Cruz, Heidelberg), VD 1:2000
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt.

120d-markierter anti-Maus-IgG (Amersham Biosciences, Freiburg)
Spezifische Aktivitat: = 750 Ci / mmol.

2.8 Puffer und Lésungen

Anodenpuffer | Tris / HCI 300 mM
Methanol 20 % (v/v)

Anodenpuffer Il Tris / HCI 25 mM
Methanol 20 % (v/v)

Blockierlésung | PBS-T + Magermilchpulver (5 % [m/v])
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Blockierldsung Il

Bromphenolblau-Lésung (10x)

Coomassie Blue-Losung

Entfarbelésung

GST-Elutionspuffer

GTPase-Bindungspuffer

GTPase-Waschpuffer

GTS-Puffer

HA-Puffer, pH 7,4

IA-Puffer, pH 7,4

Kathodenpuffer

TBS-T + Bovines Serumalbumin (3 % [m/v])

Bromphenolblau

EDTA
Glycerol
Natriumdodecylsulfat

Coomassie R-250
Essigsaure (konz.)
Methanol

Essigsaure (konz.)
Methanol

Tris / HCI
Glutathion

HEPES
Dithiothreitol
EDTA

Tris / HCI

Dithiothreitol

EDTA
Magnesiumchlorid
Bovines Serumalbumin

Tris / HCI
Glycerol
Natriumchlorid

Tris / HCI
Dithiothreitol
Phenylmethylsulfonylfluorid

Tris / HCI

Dithiothreitol
Phenylmethylsulfonylfluorid
Saccharose

6-Amino-n-hexansaure
Natriumdodecylsulfat
Methanol

0,25 % (m/v)

1,0 mM
20 % (v/v)
1% (m/v)

0,2 % (m/v)
10 % (v/v)
45 % (viv)

10 % (v/v)
45 % (viv)

50 mM
10 mM

20 mM
1,0 mM
2,0 mM

50 mM
1,0 mM
1,0 mM
10 mM

0,025 % (m/v)

20 mM
2,5 % (m/v)
25 mM

10 mM
2,6 mM
0,1 mM

10 mM
2,6 mM
0,1 mM
180 mM

40 mM

0,01 % (m/v)
20 % (v/v)
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Laemmli-Probenpuffer (6x)

LB-Agar-Platten

LB-Medium

MOPS-Puffer (10x)

PBS,pH 7,4

PBS-T

Ponceau S-Losung

RIPA-Puffer, pH 7,4

RNA-Probenlésung

Tris / HCI 375 mM
Bromphenolblau 0,3 % (m/v)
Glycerol 45 % (vIv)
B-Mercaptoethanol 15 % (v/Iv)
Natriumdodecylsulfat 12 % (m/v)
Agar 1,5 % (m/v)
LB-Medium 1x
Hefeextrakt 0,5 % (m/v)
Natriumchlorid 1% (m/v)
Trypton 1 % (m/v)
MOPS 200 mM
EDTA 50 mM
Natriumacetat 50 mM
Kaliumchlorid 3,0 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 1,5 mM
Natriumchlorid 140 mM

di-Natriumhydrogenphosphat 8,0 mM

PBS + Tween 20° (0,25 % [v/V])

Ponceau S 0,1 % (m/v)
Trichloressigsaure 3 % (vIv)
Tris / HCI 50 mM
EDTA 1,0 mM
Natriumchlorid 150 mM
Natriumdesoxycholat 0,25 % (v/v)
Natriumfluorid 1,0 mM
Natriumorthovanadat 1,0 mM
NP-40 1 % (viv)

Complete™ Proteasen-Inhibitoren-Cocktail

Acridin-Orange 5% (m/v)
Ethidiumbromid 0,1 % (m/v)
Glycerol 5 % (viv)
Formaldehyd 1% (m/v)
Formamid 45 % (viv)
MOPS-Puffer 10x
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TAE-Puffer Tris / HCI 40 mM
EDTA 1,0 mM
Essigsaure (konz.) 0,1 % (v/v)
TBS,pH 7,4 Tris / HCI 10 mM
Natriumchlorid 100 mM
TBS-T TBS + Tween 20° (0,1 % [v/V])
Transportpuffer, pH 7,4 HEPES 20 mM
Calciumchlorid 1,8 mM
Kaliumchlorid 5,4 mM
Magnesiumsulfat 0,8 mM
Natriumchlorid 140 mM
Bovines Serumalbumin 0,2 % (m/v)
Viruslysis-Puffer Tris / HCI 10 mM
EDTA 1,0 mM
Natriumdodecylsulfat 10 % (m/v)
Xylencyanol-Lésung (6x) Glycerol 20 % (v/v)
Xylencyanol 0,4 % (m/v)
YTA-Medium (2x) Hefeextrakt 1 % (m/v)
Natriumchlorid 0,5 % (m/v)
Trypton 1,6 % (M/v)

2.9 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Blotting-Apparatur LKB-Novablot Amersham Biosciences, Freiburg
Brutschrank 6000 Heraeus, Hanau

Einmalskalpell Swann Morton, Sheffield (UK)
Elektroporationsgerat ECM 399 / PEP BTX, San Diego, CA (USA)
Faltenfilter 597"% Schleicher & Schuell, Dassel
Filmremover LKB Amersham Biosciences, Freiburg
Flissigstickstoff-Tank GT140 Air Liquide, Bussy St. Georges (F)
Flissigszintillationsmessgerat Coulter LS 6000LL Beckman Coulter, Krefeld
Geldokumentationssystem LTF, Wasserburg
Homogenisator Potter-Elvehjem Braun, Melsungen
Horizontal-Elektrophoresekammer Agagel Midi Biometra, Géttingen
Horizontal-Elektrophoresekammer Multiphor I Amersham Biosciences, Freiburg
Inverses Lichtmikroskop (Objektiv F10 - 0,25) Carl Zeiss, Oberkochen
Kippschuttler Duomax 1000 Heidolph, Schwabach
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Kryordéhrchen

Lumi-Imager™

Mini-Gelkammer
Mini-Gradientenmischer
3MM-CHR Whatman®

Munktell® 1F-Filterpapier
Neubauer-Zahlkammer
PCR-System Trio-Thermoblock™
Peristaltikpumpe Minipuls 2
Plastehomogenisator
Poly-Prep-Chromatographie-Saule

PVDF-Immobilon-P-Membran (0,45 um)
Reaktionsgefale (200 pl /1,5 ml/ 2 ml)

Refraktometer

Rollenmischer RM5
Rundbodenrdhrchen (Typ 55463)
Schiittelinkubator KS-15

Spektrophotometer DU® 650 / DU® 7400

Sterilfilter Sterivex GV (0,22 ym)
Szintillationsréhrchen Poly-Q™
Uberkopfschittler Reax 2
Ultraschallgerat Labsonic U

Ultrazentrifuge Optima L70 (Rotor: Ti50 / SW60)

BD Biosciences, Heidelberg
Roche Diagnostics, Mannheim
BioRad, Miinchen
Sartorius, Géttingen
Whatman, Kent (UK)
Amersham Biosciences, Freiburg
Brand, Wertheim

Biometra, Goéttingen

Gilson, Villiers le Bel (F)
Eppendorf, Hamburg
BioRad, Miinchen

Millipore, Eschborn
Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Oberkochen
Hecht, Sondheim

Sarstedt, Nimbrecht
Bahler, Tubingen

Beckman, Minchen
Millipore, Eschborn
Beckman Coulter, Krefeld
Heidolph, Schwabach
Braun, Melsungen
Beckman, Miinchen

Universal-Gamma-Zahler 1282 Compugamma CS LKB Wallac, Turku (FIN)

Warmeschrank
Zellkulturgefalle
Zellschaber

Zentrifuge RC 5Bplus (Rotor: GSA / SS34)

Zentrifuge RotantaR (Rotor: 5094)

Zentrifuge Universal 30 RF (Rotor: 1412)
Zentrifugenréhrchen 15 ml / 50 ml (steril)
Zentrifugenréhrchen Ultra clear™ (Typ 344062)

2.10 Zellkultur

Fir die Untersuchungen zum Einfluss von Rab11A auf die Insulin-stimulierte Translokation

beschrieben ist.

Heraeus, Hanau

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
DuPont, Bad Homburg v.d.H.
Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

BD Biosciences, Heidelberg
Beckman, Minchen

des Glucosetransporters GLUT4 in Insulin-sensitiven peripheren Geweben wurden sowohl

Primarzellen als auch Zelllinien verwendet, deren Kultivierung in den nachfolgenden Kapiteln
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2.10.1 Primarzellen und Zelllinien

2.10.1.1 Humane Skelettmuskelzellen

Humane proliferierende Myoblasten wurden aus isolierten Satellitenzellen des Musculus
rectus abdominis durch Trypsinverdau des Muskelgewebes mit einer nachfolgenden
Eliminierung kontaminierender Fibroblasten gewonnen und von der Fa. PromoCell
(Heidelberg) bezogen. Aus den Myoblasten der gesunden kaukasischen Spender M9
(mannlich, 9 Jahre), W10 (weiblich, 10 Jahre), W48 (weiblich, 48 Jahre) entstanden nach der
Wachstums- und Differenzierungsphase Skelettmuskelzellen, die als Primarzellen verwendet
wurden. In Kap. 2.10.2.1 (S. 60) sind die Bedingungen fir die Kultivierung dieser Zellen

dargestellt.

2.10.1.2 Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2-E2

Zellen der Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9¢c2 (ATCC CRL-1446) wurden als geeignetes
Zellmodell fur die Charakterisierung von Herzmuskelzellen ausgewahlt und zusatzlich mit der
humanen Insulinrezeptor-cDNA stabil transfiziert, die von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. A.
Maassen (Universitat Leiden, NL) freundlicherweise zur Verfligung gestellt wurde. Die
Zellkultivierung der H9c2- und H9c2-E2-Zellen ist in Kap. 2.10.2.2 (S. 61) beschrieben.

2.10.1.3 HEK-293- und HelLa-Zellen

Fir die Herstellung von rekombinanten adenoviralen Infektionspartikeln wurden
replikationskompetente Zellen der humanen embryonalen Nieren-Zelllinie HEK-293
eingesetzt, die Bestandteil des verwendeten AdenoVator™-Kit waren. Zur Prifung der
potentiellen Replikationsfahigkeit der rekombinanten adenoviralen Infektionspartikel wurden
Zellen der humanen Zervix-Karzinom-Zelllinie HeLa verwendet, die von der Arbeitsgruppe
Prof. Dr. P. Résen (DDZ, Dusseldorf) freundlicherweise zur Verfugung gestellt wurden. In
Kap. 2.10.2.2 (S. 61) ist die Kultivierung von HEK-293- und HelLa-Zellen dargestellt.

2.10.2 Zellkultivierung

Alle Primarzellen und Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und
einer CO2-Konzentration von 5 % adharent kultiviert. Als ZellkulturgefaRe dienten sterile
6-Kavitaten-Platten mit einer Flache von 9,6 cm? je Kavitat, 10-cm-Petri-Schalen mit einer
Flache von 78,5 cm? oder 175-cm?-Zellkulturflaschen. Die Zellbeobachtung bzw. -z&hlung

erfolgte mit Hilfe eines inversen Lichtmikroskops (IM / Objektiv F10 - 0,25).
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2.10.2.1 Kultivierung von humanen Skelettmuskelzellen

Proliferierende Myoblasten von gesunden kaukasischen Spendern wurden in 6-Kavitaten-
Platten (10° Zellen je Kavitat) mit 3 ml Wachstumsmedium oder in 10-cm-Petri-Schalen
(10° Zellen) mit 10 ml Wachstumsmedium ausgesat. Die Wachstumsphase dauerte 96 h, bis
eine Konfluenz der Zellmonolayer-Schicht von ca. 80 % erreicht wurde. Danach wurden die
Zellen mit dem Differenzierungsmedium Kkultiviert, sodass sie fusionierten und zu Skelett-

muskelzellen differenzierten.

Wachstumsmedium

Fir die Herstellung des Wachstumsmediums fir proliferierende Myoblasten wurde der Inhalt
je eines Packchen a-MEM und Nutrient Mixture Ham’s F-12 sowie 3,3 g Natriumhydrogen-
carbonat in 500 ml Aqua bidest. (steril) geldst. Nach der Einstellung des pH-Wertes 7,4
wurde das Kulturmedium mit Hilfe eines Sterivex-Filters (GV 0,22 um) steril filtriert und bei
4°C gelagert. Unmittelbar vor Verwendung des Wachstumsmediums wurden die Einzel-
komponenten des Supplement Pack / Skeletal Muscle Cell Growth Medium Kit zu dem
a-MEM / Ham’s F-12 - Medium hinzugegeben (siehe Tab. 8).

Wachstumsmedium Differenzierungsmedium

(a-MEM / Ham's F-12) (a-MEM)
Amphotericin B (50 ng/ml) Amphotericin B (50 ng/ml)
Dexamethason (400 ng/ml) Fotales Kalberserum (5 % [v/V])

Epidermaler Wachstumsfaktor, human (10 ng/ml) Penicillin (20 U/ml)
Fetuin, Rind (50 g/ml) Streptomycin (20 pg/ml)
Fibroblasten-Wachstumsfaktor, human (1 ng/ml)

Fotales Kalberserum (5 % [v/v])

Gentamicin (50 pg/ml)

Insulin, Rind (10 pg/ml)

Tab.8 Zusammensetzung der Kulturmedien fir humane Skelettmuskelzellen.
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Differenzierungsmedium

Bei der Herstellung des Differenzierungsmediums fiir proliferierende Myoblasten wurden der
Inhalt von zwei Packchen a-MEM und 4,4 g Natriumhydrogencarbonat in 500 ml Aqua
bidest. (steril) gelést und der pH-Wert 7,4 eingestellt. Danach wurde das Kulturmedium mit
Hilfe eines Sterivex-Filters (GV 0,22 um) steril filtriert, bei 4°C gelagert und unmittelbar vor

Gebrauch mit einer Antibiotika-Antimykotikum-Ldsung versetzt (siehe Tab. 8, S. 60).

Drei Tage nach Zugabe des Differenzierungsmediums wurden die Skelettmuskelzellen
adenoviral infiziert, weitere 48 h mit Differenzierungsmedium kultiviert und vor Beginn
der nachfolgenden Experimente mit Differenzierungsmedium ohne Zusatz von fétalem
Kalberserum (FKS) fiir die Dauer von 2 h im Brutschrank inkubiert (siehe Kap. 2.14.2,
S. 88).

2.10.2.2 Kultivierung von Zelllinien

Als Kulturmedium fir die Zellen der im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten
Zelllinien H9c2, H9c2-E2, HEK-293 und HelLa wurde Dulbecco’s modifiziertes Eagle-
Medium (DMEM) eingesetzt, das durch die Zugabe von hitzeinaktiviertem FKS sowie
nichtessentiellen Aminosauren und Antibiotika komplettiert wurde (siehe Tab. 9). Fir die
Kultivierung von H9c2-E2-Zellen wurde zusatzlich Geneticin® G418 als Selektionsmarker

hinzugegeben.

DMEM-Komplettmedium*

Fotales Kalberserum (10 % [v/v])
Nichtessentielle Aminosauren-Losung (1 % [v/v])
Penicillin G (100 U/ml)

Streptomycin (100 mg/ml)

Tab.9 Zusammensetzung des DMEM-Komplettmediums.
*Das DMEM-Komplettmedium fiir H9c2-E2-Zellen enthielt zusatzlich Geneticin® G418

(600 pg/ml).
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Bei Erreichen von ca. 90 % Konfluenz der Zellmonolayer-Schicht erfolgte die Passagierung
der Zellen, die in 10-cm-Petri-Schalen kultiviert wurden. Nach dem Waschen mit 10 ml PBS
wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin-EDTA-L6sung fur die Dauer von 3 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Trypsinierung, die zu einem Abrunden der Zellen und Ablésen vom
Schalenboden flihrt, wurde durch die Zugabe von 5 ml eines entsprechenden DMEM-
Komplettmediums gestoppt. Die Zellsuspensionen wurden in sterile 15-ml- oder 50-ml-
Zentrifugenréhrchen transferiert und mit Hilfe einer Zentrifuge (RotantaR / Rotor: 5094) bei
200 x g und Raumtemperatur fur die Dauer von 10 min zentrifugiert. Der erhaltene
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 5-20ml des entsprechenden DMEM-

Komplettmediums resuspendiert.

Nach der Zellzahlung wurden die Zellen in neue Zellkulturplatten bzw. -schalen verteilt.
Bei der Aussaat in 6-Kavitaten-Platten wurden die passagierten Zellen mit 3 ml des
entsprechenden DMEM-Komplettmediums je Kavitat inkubiert, bei 10-cm-Petri-Schalen
wurden 10 ml des jeweiligen DMEM-Komplettmediums eingesetzt. Das Kulturmedium wurde
zweimal wochentlich gewechselt und der Zustand der Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert.
Eine erneute Passagierung der Zellen erfolgte nach einer Woche. H9c2-E2-Zellen wurden
nach 10 aufeinanderfolgenden Passagierungen verworfen und durch kryokonservierte neue

Zellen mit niedriger Passagenanzahl ersetzt.

Zellzéhlung

Die Zellzdhlung wurde bei der Passagierung vor der Aussaat bzw. vor der
Kryokonservierung von H9c2-, H9c2-E2-, HEK-293- oder HelLa-Zellen durchgefuhrt. Aus den
nach der Zentrifugation resuspendierten Zellldsungen wurden jeweils 20 ul enthommen und
mit 20 yl Trypanblau-Lésung, die abgestorbene Zellen anfarbt, gemischt. Nach einer
Inkubation bei Raumtemperatur fir die Dauer von 5 min wurden 15 ul der Zell-Farbstoff-
Suspension auf eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert und die Anzahl der nicht-gefarbten,
lebenden Zellen in vier GrolRquadraten lichtmikroskopisch ermittelt. Diese Zahl wurde mit
dem Faktor 5000 multipliziert, das Resultat war die Anzahl lebender Zellen pro Milliliter

Zellsuspension.
Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen der H9c2-, H9c2-E2-, HEK-293- bzw. HelLa-Zelllinie wurden in einem

Flissigstickstoff-Tank bei - 198°C kryokonserviert, um sie mit geringer Passagenanzahl bis
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zu einer spateren Verwendung aufbewahren zu kénnen. Dazu wurden die Zellen - wie oben
beschreiben - kultiviert und geerntet. Die Resuspension der Zellpellets erfolgte mit 1 ml des
entsprechenden DMEM-Komplettmediums pro 10° Zellen, das 10 % (v/v) Dimethylsulfoxid
enthielt. Die Zellsuspensionen wurden in Kryoréhrchen a 1 ml portioniert, Gber Nacht bei

- 80°C aufbewahrt und anschlieRend im Flissigstickstoff-Tank gelagert.

Bei der Aussaat wurden die kryokonservierten Zellen in einer 10-cm-Petri-Schale mit 10 ml

des entsprechenden DMEM-Komplettmediums inkubiert, das nach 24 h gewechselt wurde.

2.11 Molekularbiologische Methoden

2.11.1 RNA-Techniken

2.11.1.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Priméarzellen und Zelllinien

Die Gesamt-RNA aus H9c2- bzw. H9c2-E2-Zellen sowie aus Ratten-Herzmuskelzellen
wurde mit einem modifizierten Protokoll der Methode von Chomczynski & Sacchi (1987)
isoliert. Dazu wurden je 10° H9c2- bzw. H9c2-E2-Zellen geerntet, deren Kultivierung in
10-cm-Petri-Schalen erfolgte (siehe Kap. 2.10.2.2, S. 61). Die Zellsuspension wurde mit Hilfe
einer Zentrifuge (Universal 30 RF / Rotor: 1412) bei 500 x g und Raumtemperatur fir die
Dauer von 5 min pelletiert. Frisch isolierte Herzmuskelzellen (10° Zellen) von ménnlichen
Wistar-Ratten wurden nach einer einstiindigen Suspensionsphase unter identischen

Zentrifugationsbedingungen pelletiert.

Die Zelllysis erfolgte durch Zugabe von 1 ml TRIzol®-Lésung je Pellet. Nach starkem
Mischen wurden die Zelllysate in 2-ml-Reaktionsgefalie Uberfihrt, fir die Dauer von 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert und nach der Zugabe von 200 pl Chloroform mit Hilfe der
Universal-Zentrifuge bei 12000 x g und 4°C fur die Dauer von 15 min zentrifugiert.
AnschlielRend wurde die obere, wassrige Phase abgenommen, in ein 1,5-ml-Reaktionsgefa
transferiert, mit 500 pl Isopropanol gemischt und fir die Dauer von 10 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Die nachfolgende Zentrifugation mit Hilfe der Universal-Zentrifuge
erfolgte bei 12000 x g und 4°C fiir die Dauer von 15 min. Der Uberstand wurde verworfen,
das erhaltene Pellet (RNA-Prazipitat) mit 1 ml Ethanol (70 % [v/v] in DEPC-L&sung)
gewaschen und mit Hilfe der Universal-Zentrifuge bei 7500 x g und 4°C fiir die Dauer von
5 min zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die quantitative Entfernung des Uberstandes und
die Resuspension des erhaltenen Pellets in 20 pl autoklavierter DEPC-Lésung (1 % [m/v] in
Aqua bidest.) bei 60°C fur die Dauer von 10 min. Danach wurden die Konzentration und

Reinheit sowie die Integritat der isolierten Gesamt-RNA bestimmt.
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2.11.1.2 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Gesamt-RNA

Die Bestimmung von Konzentration und Reinheit der isolierten Gesamt-RNA erfolgte
durch die Messung der Absorption bei den Wellenldangen 260 nm und 280 nm mit Hilfe
eines Spektrophotometers (DU® 7400). Eine gereinigte Probe von Gesamt-RNA lag vor,
wenn das Verhaltnis beider Absorptionen (A) Azsonm / A2sonm €inen Wert von 1,7 £ 0,1 besal.
Die Konzentration der RNA ergab sich aus der Absorption bei 260 nm, wobei 1 OD einer

Konzentration von 40 pg / ml einzelstrangiger RNA entspricht.

2.11.1.3 Analyse der Integritat von Gesamt-RNA

Die Integritdt der isolierten Gesamt-RNA wurde mittels denaturierender Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift [Sambrook et al.,, 1989]. Fir die Gelherstellung wurde
1% (m/v) SeaKem® ME-Agarose als Gelmatrix mit Aqua bidest. aufgekocht und nach
Abkihlung mit 10x MOPS-Puffer und 37 % (m/v) Formaldehyd versetzt. Die Proben der
isolierten Gesamt-RNA wurden vor dem Auftragen mit 20 yl RNA-Probenldsung inkubiert, fur
die Dauer von 10 min bei 65°C denaturiert und unmittelbar danach auf Eis gestellt. Die
gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in einer Mini-Gelkammer bei einer elektrischen
Feldstarke von 10V /cm fir die Dauer von 1 h. Als Laufpuffer wurde 1x MOPS-Puffer
verwendet. Die Visualisierung der RNA durch UV-Licht und die Gelauswertung erfolgten mit

Hilfe eines LTF-Geldokumentationssystems oder eines Lumi-Imager™.

2.11.1.4 Reverse Transkription - Polymerase-Kettenreaktion

Durch die Reverse Transkription - Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde die Rab11A-
spezifische mMRNA-Sequenz aus isolierten Gesamt-RNA-Proben transkribiert und amplifiziert.
AulRerdem wurde Gesamt-RNA aus Mausherz bzw. -leber sowie ChemiRNA™-Gesamt-RNA
aus Rattenherz bzw. -leber in der RT-PCR eingesetzt. Dabei erfolgte die Reverse
Transkription der mRNA (Synthese der cDNA) und die Amplifikation des mRNA-cDNA-
Hybrid-Doppelstranges mittels PCR in einem Ansatz (Einschritt-RT-PCR) unter Verwendung
des OneStep RT-PCR Kit. Es wurden jeweils 1,5 ug Gesamt-RNA, Rab11A-spezifische
Primer (je 20 pmol), die zusatzlich an ihrem 5°-Ende eine Schnittstelle fir eine ausgewahlte
Restriktionsendonuklease enthielten (siehe Tab. 10, S. 65), und der Ribonuklease-Inhibitor
RNaseOut™ (20 U) mit den Kit-Komponenten nach Angaben des Herstellers in ein 200-ul-
PCR-Reaktionsgefal} pipettiert.
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Bezeichnung Sequenz
PCRPri Rab11A Bgl Il for 5- AAAGATCTATGGGCACCCGCGACGAC - 3
PCRPri Rab11A Bgl Il rev 5°- AAAGATCTTTAGATGTTCTGACAGCAC - 37
PCRPri Rab11A Not | for 5- AAGCGGCCGCATGGGCACCCGCGACGAC - &
PCRPri Rab11A Not | rev 5- AAGCGGCCGCTTAGATGTTCTGACAGCAC - 37

Tab. 10 Sequenz der Rab11A-spezifischen RT-PCR-Primer.
Die Sequenzen der Bgl II- bzw. Not I-Restriktionsstelle sind unterstrichen dargestelit.

Nach der Reversen Transkription bei 50°C fiir die Dauer von 30 min erfolgte die Amplifikation
der Rab11A-cDNA mittels PCR, deren Reaktionsschema in Tab. 11 dargestellt ist. Beide

Reaktionen wurden in einem Trio-Thermoblock™ durchgefiihrt.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Denaturierung 95°C / 15 min 95°C /1 min -
Annealing - 52°C /1 min -
Elongation - 72°C /1 min 72°C / 5 min
Zyklenanzahl 1 35 1

Tab. 11 Reaktionsschema fur die PCR-Amplifikation der Rab11A-cDNA.

Die erhaltenen RT-PCR-Produkte wurden mittels nativer Agarose-Gelelektrophorese und
nachfolgender Visualisierung analysiert (siehe Kap.2.11.2.3, S.68) und in Ligations-

experimenten eingesetzt (siehe Kap. 2.11.2.7, S. 70).

2.11.2 DNA-Techniken

2.11.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine selektive enzymatische in vitro - Amplifikation
einer DNA-Region, bei der innerhalb eines Reaktionszyklus nach der Denaturierung der

doppelstrangigen DNA die Primer an den vorliegenden Einzelstrangen hybridisieren und
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durch die nachfolgende Elongation neue komplementdre DNA-Strange entstehen. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die PCR zur Vorbereitung von Vektor-kompatiblen
Doppelstrang-Enden der GLUT4myc-cDNA fiir die Ligation in den linearisierten adenoviralen
Donorvektor pAV-CIG / Bgl Il eingesetzt (siehe Kap. 2.14.1.1, S. 79). Die PCR wurde mit
Hilfe der PfuTurbo®-Polymerase (2 U), GLUT4myc-spezifischen Primern (je 20 pmol), die
zusatzlich an ihrem 5°-Ende eine Schnittstelle fir die Restriktionsendonuklease Bgl Il
enthielten (siehe Tab. 12), dNTP’s (je 10 mM) sowie des Reaktionspuffers in einem Trio-
Thermoblock™ durchgefiihrt. Als DNA wurde das Plasmid pCXN2-GLUT4myc (1 ng)
eingesetzt, das von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. A. Klip (The Hospital for Sick Children,

Toronto, CAN) freundlicherweise zur Verfligung gestellt wurde.

Bezeichnung Sequenz
PCRPri GLUT4myc Bgl Il for 5- AAAGATCTGATGCCGTCGGGTTTCCA - 3°
PCRPri GLUT4myc Bgl Il rev 5- AAAGATCTGGGTGGCTCTCCCACCA - 3°

Tab. 12 Sequenz der GLUT4myc-spezifischen PCR-Primer.
Die Sequenz der Bgl lI-Restriktionsstelle ist unterstrichen dargestellt.

Das Reaktionsschema der PCR fir die Vorbereitung von Vektor-kompatiblen Doppelstrang-
Enden der GLUT4myc-cDNA ist in Tab. 13 dargestellt.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Denaturierung 95°C /5 min 95°C /1 min -
Annealing - 56°C / 1 min -
Elongation - 72°C /2 min 72°C / 5 min
Zyklenanzahl 1 35 1

Tab. 13 Reaktionsschema fur die PCR-Amplifikation der GLUT4myc-cDNA.
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Das erhaltene PCR-Produkt wurde gereinigt und mittels nativer Agarose-Gelelektrophorese
und nachfolgender Visualisierung analysiert (siehe Kap. 2.11.2.3, S. 68) und in Ligations-

experimenten eingesetzt (siehe Kap. 2.11.2.7, S. 70).

2.11.2.2 Mutagenese-Polymerase-Kettenreaktion

Fir den spezifischen Einbau von Punktmutationen in eine Plasmid-DNA wurde die
ortsgerichtete Mutagenese-Polymerase-Kettenreaktion (Mutagenese-PCR) durchgeflhrt.
Durch den Einsatz von komplementaren Primerpaaren, bei denen eine DNA-Base an
identischer Sequenzposition spezifisch mutiert ist, kann eine gezielte Punktmutation
generiert werden. Die Mutagenese-PCR erfolgte mit Hilfe des QuikChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit und wurde fir die Herstellung von Punktmutationen in der klonierten
Rab11A- bzw. GLUT4myc-cDNA angewendet. Das Design der Mutagenese-PCR-
Primer, deren Sequenzen in Tab. 14 dargestellt sind, wurde nach Herstellerangaben
durchgefihrt.

Bezeichnung Sequenz

MutaPri Rab11A R70L for 5’- GGGACACAGCAGGGCTGGAGCGGTACAGGGCTATAACG - 3°

MutaPri Rab11AR70Lrev  5- CGTTATAGCCCTGTACCGCTCCAGCCCTGCTGTGTCCC - 3°
MutaPri Rab11A R70Q for ~ 5- GGGACACAGCAGGGCAGGAGCGGTACAGGGCTATAACG - 3°
MutaPri Rab11A R70Qrev  5- CGTTATAGCCCTGTACCGCTCCTIGCCCTGCTGTGTCCC - 3°
MutaPri Rab11A N124l for  5- GTTATCATGCTTGTGGGCATTAAAAGTGATTTACGTCATCTC - 3°
MutaPri Rab11A N1241rev  5'- GAGATGACGTAAATCACTTTTAATGCCCACAAGCATGATAC - 3°

MutaPri GLUT4myc SB for  5- AGAGGCCGGACATTTGACCAAATCTCGGCCACCTTCCGA - 3°

MutaPri GLUT4myc SBrev 5- TCGGAAGGTGGCCGAGATITGGTCAAATGTCCGGCCTCT - 3°

Tab. 14 Sequenz der Rab11A- und GLUT4myc-spezifischen Mutagenese-PCR-Primer.
Die DNA-Basen fiir die Einfihrung der Punktmutationen sind unterstrichen dargestellt.

Bei der Durchflihrung der Mutagenese-PCR wurden 20 ng einer Plasmid-DNA mit zwei

komplementaren Primern (je 125 ng) und den Kit-Komponenten in ein 200-ul-PCR-
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kTM

Reaktionsgefal® pipettiert und in einem Trio-Thermobloc unter Reaktionsbedingungen

amplifiziert, die vom Kit-Hersteller empfohlen werden (siehe Tab. 15).

Schritt 1 Schritt 2
Denaturierung 95°C / 1 min 95°C /1 min
Annealing - 55°C /1 min
Elongation - 68°C / 2 min (pro kb)*
Zyklenanzahl 1 12

Tab. 15 Allgemeines Reaktionsschema der Mutagenese-PCR.
* Die Elongationszeit wurde in Abhangigkeit von der Plasmid-DNA-Gesamtlange mit 2 min
pro kb berechnet.

Nach der Mutagenese-PCR wurden die Proben auf Raumtemperatur abgekuhlt und mit der
Restriktionsendonuklease Dpn | (10 U) fur die Dauer von 1 h bei 37°C inkubiert, um die
nicht-mutierte, methylierte Ausgangsplasmid-DNA abzubauen. Anschlielend wurden
superkompetente XL1-Blue-Zellen mit 1 pl des Restriktionsverdau-Produktes transformiert
(siehe Kap. 2.11.2.8, S. 72).

2.11.2.3 Auftrennung und Visualisierung von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach Mutagenese-PCR-, RT-PCR- oder
Restriktionsverdau-Experimenten erfolgte mit Hilfe der nativen Agarose-Gelelektrophorese.
Dazu wurde SeaKem® ME-Agarose (0,8 - 3 % [m/v]) als Gelmatrix durch Aufkochen in TAE-
Puffer geldst und auf einen Geltrager gegossen, wo sie wahrend des Erkaltens gelierte. Die
DNA-Proben wurden mit 10x Bromphenolblau-Lésung und /oder 6x Xylencyanol-Losung
versetzt, fir die Dauer von 15 min bei 65°C erhitzt, in die Geltaschen pipettiert und in einer
Horizontal-Elektrophoresekammer (Agagel Midi-Wide) bei einer elektrischen Feldstarke von

10 V / cm aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer eingesetzt.

Nach der Gelelektrophorese wurde das Agarose-Gel in einer Ethidiumbromid-Losung
(0,002 % [m/v] in Aqua bidest.) fur die Dauer von 15 min gefarbt. Die Visualisierung der DNA
durch UV-Licht und die Gelauswertung erfolgten mit Hilfe eines LTF-Geldokumentations-

systems oder eines Lumi-Imager™. Fir die Langenbestimmung der aufgetrennten
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DNA-Fragmente wurden DNA-Langenstandards (100 bp DNA Ladder, 1 kb DNA Ladder,
Lambda DNA-Mono Cut Mix) eingesetzt.

2.11.2.4 Reinigung von DNA

Reinigung von DNA aus Reaktionsansatzen

Die Reinigung der DNA-Fragmente von Nukleotiden, Primern, Proteinen, Salzen etc. nach
PCR- oder Restriktionsverdau-Experimenten wurde mit Hilfe des QlAquick PCR Purification
Kit nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Elution der DNA wurde mit Aqua bidest. (steril)
durchgefihrt.

Die Verwendung von Phenol-Chloroform war eine alternative Methode zur Reinigung von
DNA aus Reaktionsansatzen. Dazu wurden eine Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Losung
(25:24:1) und die zu reinigende DNA-LOsung mit gleichen Volumina gemischt und
anschlielfend mit Hilfe einer Zentrifuge (Universal 30 RF / Rotor: 1412) bei 14000 x g und
4°C fir die Dauer von 5 min pelletiert. Die entstandene, obere wassrige Phase wurde in ein
neues 1,5-ml-Reaktionsgefall transferiert und mit 400 ul Ethanol (abs.), 25 yl Ammonium-
acetat-Lésung (10 M in Aqua bidest. [steril]) und 5 pl Glykogen-Lésung (2 % [m/v] in Aqua
bidest. [steril]) gemischt. Nach der Zentrifugation mit Hilfe der Universal-Zentrifuge bei
14000 x g und 4°C fur die Dauer von 5 min wurde der Uberstand verworfen und das
entstandene Pellet mit 500 pl Ethanol (70 % in in Aqua bidest. [steril]) gewaschen. Dieser
Schritt einschlieBlich der Zentrifugation wurde wiederholt und das entstandene Pellet danach
bei Raumtemperatur getrocknet. Die Resuspension des gereinigten Pellets erfolgte mit 50 pl
TE-Puffer (steril).

Reinigung von DNA aus Agarose-Gelen

Der Gesamtansatz einer PCR bzw. eines Restriktionsverdaus wurde in einem Agarose-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und die gewlinschte Ethidiumbromid-gefarbte Bande mit einem
sterilen Einmal-Skalpell aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten. Die Reinigung der DNA-
Fragmente erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit. Fur die Elution der DNA wurde

Aqua bidest. (steril) eingesetzt.
2.11.2.5 Bestimmung von DNA-Konzentration und -Reinheit

Die Konzentration und Qualitat von gereinigten DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe eines

Spektrophotometers (DU® 7400) bestimmt. Dabei wurde die Absorption bei den Wellen-
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langen 260 nm und 280 nm gemessen. Eine gereinigte DNA-Probe lag vor, wenn das
Verhaltnis der beider Absorptionen (A) A0 nm / A 280 nm €inen Wert von 1,9 + 0,1 besal3. Die
Konzentration der DNA ergab sich aus der Absorption bei 260 nm, wobei 1 OD einer

Konzentration von 50 pg / ml doppelstrangiger DNA entspricht.

2.11.2.6 Modifikation von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die enzymatische Spaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen zur Modifikation
von Doppelstrang-Enden, zur Linearisierung zirkularer DNA oder zur Restriktionsanalyse von
Plasmid-DNA nach der Minipraparation. Dazu wurden die von den Herstellern empfohlenen
Enzymmengen und Reaktionsbedingungen angewendet. Bei einem gleichzeitigen Einsatz
von zwei Restriktionsendonukleasen in einem Reaktionsansatz wurden solche Temperatur-

und Pufferbedingungen gewabhlt, die eine maximale Aktivitat beider Enzyme gewahrleisteten.

2.11.2.7 Ligation von DNA

Modifikation von DNA-Fragmenten

Vor der Insertion von DNA-Fragmenten in Amplifikations- oder Expressionsvektoren (siehe
Tab. 5, S.52) wurden die Doppelstrang-Enden der DNA-Fragmente durch Restriktions-
endonukleasen modifiziert, da die PCR-Amplifikation der DNA-Fragmente mit Primern
durchgefuhrt wurde, die an den Doppelstrang-Enden eine im gesamten DNA-Fragment
einzigartige Schnittstelle einer Restriktionsendonuklease generierten (siehe Tab. 10, S. 65;
Tab. 12, S.66). Es konnten dabei ausschlieBlich solche Restriktionsendonukleasen
eingesetzt werden, deren Reaktionen zu DNA-Fragmenten mit kohasiven Doppelstrang-
Enden fuhrten. Zur Vorbereitung einer orientierten Insertion wurden DNA-Fragmente mit
zwei verschiedenen Restriktionsendonukleasen inkubiert, sodass DNA-Fragmente mit nicht-
komplementéaren, kohasiven Doppelstrang-Enden entstanden. Nach den Restriktionsverdau-

Experimenten wurden die DNA-Fragmente gereinigt und ihre Konzentration bestimmt.

Wurden DNA-Fragmente umkloniert, so folgte nach dem Restriktionsverdau des Ausgangs-
plasmids die gelelektrophoretische Auftrennung der erhaltenen DNA-Fragmente sowie die

Gelisolation, Reinigung und Konzentrationsbestimmung der Ziel-DNA.
Modifikation von Vektor-DNA

Vor der Ligation mit einem modifizierten DNA-Fragment wurde die zirkulare Vektor-DNA

durch Restriktionsendonukleasen hydrolytisch gespalten, sodass Doppelstrang-Enden
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entstanden, die komplementar zu denen des DNA-Fragmentes waren (siehe Kap. 2.11.2.6).
Nach der Reinigung der linearisierten Vektor-DNA erfolgte die enzymatische Abspaltung der
Phosphatgruppen an den 5°-Enden des Vektor-DNA-Doppelstranges durch Alkalische
Phosphatase aus Shrimps, um eine Religation der Vektor-DNA zu verhindern. Fir die
Dephosphorylierung von 50 ng linearisierter Vektor-DNA wurde 1 U Alkalische Phosphatase
eingesetzt und fur die Dauer von 10 min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die
Enzymdenaturierung bei 65°C flr die Dauer von 10 min sowie die Reinigung und

Konzentrationsbestimmung der linearisierten dephosphorylierten Vektor-DNA.

Ligation von komplementaren DNA-Doppelstrang-Enden

Die Ligation einer linearisierten dephosphorylierten Vektor-DNA mit einem DNA-Fragment,
das Vektor-kompatible kohasive Doppelstrang-Enden besal}, wurde unter Verwendung der
T4-DNA-Ligase durchgefiihrt. Dabei entsprach das Langenverhaltnis von Vektor-DNA und
eingesetztem DNA-Fragment dem Funffachen ihres Massenverhaltnisses. Die Reaktion, die
durch 400 U T4-DNA-Ligase katalysiert wurde, erfolgte bei Raumtemperatur fiir die Dauer

von 10 min und wurde durch die Inkubation bei 65°C flr die Dauer von 10 min gestoppt.

Ligation von nicht-komplementédren DNA-Doppelstrang-Enden

Bei der Insertion eines DNA-Fragmentes in eine linearisierte Vektor-DNA mit einem der
beiden kohasiven Doppelstrang-Enden, das nicht-komplementar zu einem der koh&siven
Doppelstrang-Enden des DNA-Fragmentes ist, erfolgte nach der Primarligation der
komplementaren Doppelstrang-Enden von DNA-Fragment und Vektor-DNA eine
Polymerase- / Exonuklease-Reaktion, die durch das Klenow-Enzym katalysiert wurde.

AnschlieRend wurde die lineare DNA durch eine Sekundarligation zirkularisiert.

Bei der Primarligation entsprach das Langenverhaltnis von Vektor-DNA und eingesetztem
DNA-Fragment dem Funffachen ihres Massenverhaltnisses. Die Reaktion, die durch 800 U
T4-DNA-Ligase katalysiert wurde, erfolgte bei Raumtemperatur fir die Dauer von 1 h
und wurde durch eine Inkubation bei 65°C flr die Dauer von 10 min gestoppt.
Das entstandene Ligationsprodukt wurde gereinigt und das Gesamtvolumen der eluierten
DNA in der Polymerase-/ Exonuklease-Reaktion eingesetzt. Bei dieser Modifikation
kohasiver Doppelstrang-Enden entstehen durch die Aktivitat des Klenow-Enzyms
stumpfe Doppelstrang-Enden, da das Enzym sowohl die Polymerisation des

Doppelstranges in 5°-3'-Richtung katalysiert als auch kohasive Nukleotide in
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3°-5"-Richtung abbaut (Exonuklease-Aktivitdt). Die Reaktion, bei der 2 U Klenow-Enzym
undje 20 uM dNTP’s eingesetzt wurden, erfolgte bei 37°C fir die Dauer von 40 min.

Nach der Reinigung der modifizierten DNA wurde die Sekundarligation durchgefuhrt. Die
Zirkularisierung der linearen DNA erfolgte mit 2000 U T4-DNA-Ligase bei Raumtemperatur
fur die Dauer von 4 h. Danach wurde das Enzym durch eine Inkubation bei 65°C flr die
Dauer von 10 min denaturiert. Das entstandene Ligationsprodukt wurde in Transformations-

experimenten eingesetzt.

2.11.2.8 Transformation von E. coli - Zellen

Transformation von chemisch-kompetenten Zellen

Chemisch-kompetente Zellen der E. coli - Stamme BL21-CodonPlus®-RP, One Shot® TOP10
und XL1-Blue wurden fir Transformationen mit Plasmid-DNA verwendet. Die genotypische

Charakterisierung der Zellen ist in Tab. 6 (S. 52) dargestellt.

Vor Beginn der Transformation wurden 50 ul oder 100 ul Bakteriensuspension auf Eis
aufgetaut, vorsichtig mit 4 pl eines Ligationsproduktes gemischt und fir die Dauer von
30 min auf Eis inkubiert. BL21-CodonPlus®-RP-Zellen wurden vor der Zugabe einer Plasmid-
DNA mit 2 pl XL10-Gold®-B-Mercaptoethanol-Lésung versetzt und 10 min auf Eis inkubiert.
Die Transformation der Zellen erfolgte durch einen Warmeschock bei 42°C flr die Dauer von
30 s. AnschlieBend wurden die Zellen fur die Dauer von 2 min auf Eis inkubiert. Nach der
Zugabe von 250 ul vorgewarmtem SOC-Medium wurden die Zellen im Schittelinkubator bei
270 U/ min und 37°C flr die Dauer von 1 h kultiviert. Anschlielend wurden Portionen (50 ul
bzw. 200 pl) der Bakteriensuspension auf LB-Agar-Platten, die Ampicillin (100 ug / ml) oder
Kanamycin (100 ug / ml) als Selektionsmarker enthielten, ausgestrichen und tGber Nacht bei
37°C inkubiert.

Transformation von elektrokompetenten Zellen

Bei der Herstellung von rekombinanten adenoviralen Infektionspartikeln wurden
elektrokompetente BJ5183- bzw. DH5a-Zellen verwendet (siehe Tab. 6, S.52). Fur die
homologe Rekombination eines linearisierten rekombinanten Donorvektors und des
zirkularen adenoviralen Akzeptorvektors wurden BJ5183-Zellen cotransformiert. Um die
entstandene rekombinante adenovirale DNA zu amplifizieren, wurden DH5a-Zellen

eingesetzt.
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Fur die Elektroporation der Zellen wurden je 40 ul der Bakteriensuspension mit Plasmid-DNA
gemischt und in eine eisgekihlte 2-mm-Elektroporationskivette (Plus™ 620) pipettiert. Die
Transformation der elektrokompetenten Zellen erfolgte mit Hilfe eines Elektroporations-
gerates (ECM 399 / PEP-Modul). Als Sollwert wurde eine Spannung von 2500 V eingestellt.
Fir die Dauer von 5 ms wurde ein Istwert erreicht, der mindestens 2450 V betrug. Danach
wurden die Zellen mit 1 ml vorgewarmtem LB-Medium gemischt, in ein 15-ml-Zentrifugen-
réhrchen transferiert und im Schattelinkubator bei 270 U / min und 37°C fur die Dauer von
1 h kultiviert. AnschlieRend wurden 100 pl, 300 ul und 600 ul der Bakteriensuspension auf
LB-Agar-Platten, die Ampicillin (100 ug / ml) als Selektionsmarker enthielten, ausplattiert und
bei 37°C inkubiert. Auf Grund der geringen bakteriellen Amplifikationsrate der Plasmide

dauerte die Inkubation bis zu 72 h.

2.11.2.9 Préaparation von Plasmid-DNA

Minipraparation von Plasmid-DNA

Individuelle Klone einer LB-Agar-Platte wurden gepickt und in 5 ml LB-Medium, das 5 pl
einer Ampicillin-Lésung (10 % [m/v] in Aqua bidest. [steril]) bzw. Kanamycin-Lésung
(10 % [m/v] in Aqua bidest. [steril]) enthielt, im Schuttelinkubator bei 270 U/ min Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Danach wurden 1,5 ml der Bakteriensuspension mit Hilfe einer
Zentrifuge (Universal 30 RF / Rotor: 1412) bei 14000 x g und Raumtemperatur fur die Dauer
von 10 min pelletiert und die Plasmid-DNA mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kit nach
Herstellerangaben isoliert. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde mit Aqua bidest. (steril) eluiert.
Nach der Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit wurde die Insertion
der Plasmid-DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen analysiert (siehe Kap. 2.11.2.6,
S. 70).

Maxipraparation von Plasmid-DNA

Fir die Maxipraparation von Plasmid-DNA wurden 100 ml LB-Medium eingesetzt, das 100 pl
einer Ampicillin-Lésung (10 % [m/v] in Aqua bidest. [steril]) bzw. Kanamycin-Lésung
(10 % [m/v] in Aqua bidest. [steril]) enthielt. Das Kulturmedium wurde mit 1 ml der Miniprap-
Kultur angeimpft und im Schittelinkubator bei 270 U/min und 37°C uber Nacht
inkubiert. Die gesamte Bakteriensuspension wurde mit Hilfe einer Sorvall®-Zentrifuge
(RC 5Bplus/ Rotor: GSA) bei 6000xg und 4°C fur die Dauer von 15 min pelletiert

und die Plasmid-DNA mit Hilfe des EndoFree™ Plasmid Maxi Kit nach Hersteller-
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angaben isoliert. Die Resuspension der gereinigten Plasmid-DNA erfolgte mit Endotoxin-

freiem Wasser.

2.11.2.10 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Nach der Charakterisierung der bei der Minipraparation erhaltenen Plasmid-DNA’s durch
Restriktionsverdau-Experimente wurden ausgewahlte DNA-Proben durch das Biologisch-
Medizinische Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitadt Dusseldorf oder durch
die Fa. Qiagen (Hilden) sequenziert. Dabei wurden die interessierenden Regionen in
beiden Strangrichtungen komplett sequenziert. Regionen, die langer als 700 bps waren,
wurden durch Anwendung der Primer Walking - Methode sequenziert. Die Analyse der
Sequenziergel-Elektropherogramme sowie die Auswertung der erhaltenen Daten und deren
Vergleich mit publizierten Sequenzen erfolgten mit dem Software-Programm Chromas® 2.0

(Technelysium, Tewantin, AUS).

2.12 Proteinanalytische Methoden

Fir die Analyse von Expressionsniveau und Phosphorylierungsgrad interessierender
Proteine in den verwendeten Primarzellen oder Zelllinien wurden die Zellen lysiert, die
Proteinkonzentration der Zelllysate bestimmt und die Proteine nach gelelektrophoretischer

Auftrennung und Proteintransfer immundetektiert.

2.12.1 Zelllysis

Die Lysis aller im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelltypen wurde mit RIPA-
Puffer durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen, deren Kultivierung in 6-Kavitaten-Platten
erfolgte, zweimal mit 2 ml PBS (eiskalt) je Kavitat gewaschen und dann mit 200 ul RIPA-
Puffer (eiskalt) je Kavitat inkubiert. Zellen in 10-cm-Petri-Schalen wurden mit 10 ml PBS
gewaschen und mit 1 ml RIPA-Puffer lysiert. Wahrend der Zelllysis standen die Platten bzw.
Schalen fir die Dauer von ca. 5 min auf Eis. Die Zelllysate wurden mit Hilfe eines
Zellschabers vom Platten- bzw. Schalenboden gel6st, in 1,5-ml-Reaktionsgefalie Uberfihrt
und anschlieBend mit Hilfe eines Uberkopfschiittlers bei 4°C fiir die Dauer von 2 h
geschuttelt. Danach wurden die Zelllysate mit Hilfe einer Zentrifuge (Universal 30 RF / Rotor:
1412) bei 14000 x g und 4°C flr die Dauer von 10 min zentrifugiert und von unléslichen

Zellbestandteilen getrennt. Der erhaltene Uberstand (Zelllysat) wurde bei -20°C aufbewahtrt.
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2.12.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysat-Proben wurde mit Hilfe des BioRad
Protein Assay Kit nach der Methode von Bradford (1976) durchgefuhrt. Das hierbei zugrunde
liegende Messprinzip basiert auf der Verschiebung der Wellenlange von 425 nm nach
595 nm bei maximaler Extinktion des Coomassie Brilliant Blue G-250-Farbstoffs infolge
der Entstehung von Cu®*-Protein-Komplexen. Die Kalibrierung erfolgte durch Proben mit
definierter Konzentration aus einer Standardlésung von bovinem Serumalbumin. Sowohl die
Eichldsungen als auch die Zelllysat-Proben wurden mit Aqua bidest. adaquat verdinnt und
mit 200 ul BioRad-Farbstoffreagenz je Ansatz versetzt. Nach einer Inkubation bei Raum-
temperatur fir die Dauer von 10 min wurde die Extinktion bei 595 nm mit Hilfe eines
Spektrophotometers (DU® 650) bestimmt und die Proteinkonzentration anhand der

ermittelten Eichgerade berechnet.

2.12.3 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die Auftrennung von Proteinen aus Membranfraktionen und Zelllysaten erfolgte mittels
denaturierender SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970).
Die SDS-PAGE wurde in einer Horizontal-Elektrophoresekammer (Multiphor 1) mit 0,5 mm
dicken, foliengebundenen ExcelGel™ SDS-Gradienten-Fertiggelen (8 - 18 %) und ExcelGel®
SDS Anoden- (0,45 M Tris / Acetat, 0,4 % [m/v] SDS, 0,5 % [m/v] Orange G; pH 6,6) bzw.
Kathoden-Pufferstreifen (0,08 M Tris / Acetat, 0,8 M Tricin, 0,6 % [m/v] SDS; pH 7,1) durch-
geflhrt. Fur die Durchfihrung der SDS-PAGE wurde die temperierbare Kuhlplatte (13°C) mit
3 ml Petroleum-Benzin beschichtet und das Gradienten-Fertiggel sowie der Anoden- bzw.
Kathoden-Pufferstreifen aufgelegt. Danach erfolgte die Auftragung der Proben (max.
Probenvolumen: 25 pl), die vorher mit 6x-Laemmli-Probenpuffer versetzt und fir die Dauer
von 10 min bei 95°C denaturiert wurden. Die SDS-PAGE wurde bei 30 V, 600 W sowie
20 mA durchgeflhrt und dauerte ca. 2,5 h, bis die blaue Lauffront den Anoden-Pufferstreifen
erreichte. Zur Proteingroflen-Bestimmung wurden die Protein-Marker Broad Range bzw.

Prestained Broad Range eingesetzt.

2.12.4 Proteintransfer
Zur Durchfuhrung des Semidry-Blotting-Verfahrens wurden eine PVDF-Immobilon-P-
Membran (0,45 um) und Munktell® 1F-Filterpapiere im Format 10 x 25 cm (NormalgroRe)

oder 10x 12,5 cm (halbe GelgroRe) vorbereitet. Sechs der 18 Filterpapiere wurden in
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Anodenpuffer | getrankt, auf die untere, mit Aqua bidest. befeuchtete Anodenplatte einer
Blotting-Apparatur (LKB-Novablot) gelegt und mit drei weiteren, in Anodenpuffer Il
inkubierten Filterpapieren Uberschichtet. Die PVDF-Membran wurde kurz in Methanol
getrankt, mehrfach mit Aqua bidest. gewaschen und in Anodenpuffer Il inkubiert. Das
Gradienten-Fertiggel wurde fir die Dauer von 5 min kopflber in Anodenpuffer Il gelegt, mit
Hilfe eines LKB-Filmremovers von der Tragerfolie getrennt und die PVDF-Membran daruber
gelegt. Danach wurde das Gel-Membran-Paket kopfiber auf das Filterpapier gelegt und
nach der Entfernung der Tragerfolie mit neun Filterpapieren Uberschichtet, die vorher in
Kathodenpuffer inkubiert wurden. Abschlielend wurde das Gesamtpaket mit einem Roller
luftblasenfrei geglattet, die Kathodenplatte aufgesetzt und der Proteintransfer bei konstant
20 V, 30 W und 200 mA (0,8 mA / cm?) fiir die Dauer von 1 h durchgefiihrt.

2.12.5 Protein-Farbetechniken

Die auf eine PVDF-Membran transferierten Proteine wurden nach dem Western Blotting mit
Ponceau S gefarbt, um die Effektivitat des Proteintransfers zu Uberprifen. Als Kontrolle
erfolgte die Farbung des entsprechenden Gels mit Coomassie Blue, um bei unvollstandigem

Proteintransfer im Gel verbliebene Proteine nachweisen zu konnen.

Proteinfarbung mit Ponceau S

Fir die Visualisierung der Proteine wurden PVDF-Membranen nach dem Proteintransfer in
einer Ponceau S - Lésung fiur die Dauer von 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und
danach mit Aqua bidest. gewaschen, bis die rotgefarbten Proteinbanden sichtbar wurden. Da
diese Farbetechnik reversibel ist, konnten die PVDF-Membranen durch wiederholtes
Waschen mit PBS-T vollstédndig entfarbt werden und waren somit fur nachfolgende Immun-

detektionen verwendbar.

Proteinfarbung mit Coomassie Blue

Nach dem Proteintransfer wurden die Gradienten-Fertiggele mit Coomassie Blue-Ldsung fir
die Dauer von 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit Entfarbelésung
mehrfach unter Schitteln gewaschen, bis die gefarbten Proteinbanden vor einem klaren
Hintergrund erschienen. Die nach dem Membranblotting noch im Gradienten-Fertiggel
verbliebenen Proteine wurden als Banden sichtbar und dienten zur Beurteilung der
Effektivitat des Western Blotting-Verfahrens.

76



MATERIAL UND METHODEN

2.12.6 Immundetektion mit verstarkter Chemilumineszenz

Absattigung unspezifischer Bindungsstellen

Die PVDF-Membranen wurden nach dem Proteintransfer bzw. Membranstripping (siehe
unten) in einer Blockierldsung fur die Dauer von 1 h bei Raumtemperatur auf einem
Kippschuttler oder Rollenmischer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen.
Fir alle eingesetzten Antikérper wurde Blockierldsung | verwendet, lediglich die beiden
Primarantikérper anti-Akt und anti-phospho-Akt sowie die entsprechenden Sekundar-

antikérper wurden in Blockierlésung Il verdinnt.

Antikorperinkubation

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Primar- bzw. Sekundarantikérper und
ihre eingesetzte Verdinnung sind in Kap. 2.7 (S. 53) aufgefiihrt. Die Inkubation von PVDF-
Membranen mit einem Primarantikorper erfolgte tUber Nacht bei 4°C unter Schitteln oder
Rollen. Dazu wurde der Primarantikdrper in der entsprechenden Blockierlésung verdinnt
(siehe oben). Nach der Primarantikérper-Inkubation wurden die PVDF-Membranen in PBS-T
oder TBS-T gewaschen (dreimal 15 min) und anschlieRend mit einem entsprechenden
Meerrettich-Peroxidase-konjugierten Sekundarantikorper flr die Dauer von 2 h bei Raum-
temperatur unter Schitteln oder Rollen inkubiert. Danach wurde erneut mit PBS-T oder

TBS-T gewaschen (dreimal 15 min).

Immundetektion mit verstarkter Chemilumineszenz

Zur Detektion der PVDF-Membran-gebundenen Sekundarantikbrper mittels verstarkter
Chemilumineszenz wurde der SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate Kit
eingesetzt. Dabei wurden zwei im Kit enthaltene Ldsungen (Stable Peroxid Solution /
Luminol Enhancer) im Volumenverhaltnis 1:2 gemischt und die PVDF-Membranen darin
lichtgeschitzt flr die Dauer von 0,5-10min inkubiert. Die durch die Meerrettich-
Peroxidase-katalysierte Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid entstandene
Chemilumineszenz wurde mit Hilfe eines Lumi-Imager™ densitometrisch erfasst und mit
dem zugehdrigen Software-Programm LUMI-Analyst™ ausgewertet. Bei Proben mit
verminderter Proteinkonzentration erfolgte die Detektion mit Hilfe des SuperSignal® West

Femto Chemiluminescent Substrate Kit, der eine geringere Nachweisgrenze besitzt.
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Membranstripping

Die Methode des Membranstripping ermdglichte die Wiederverwendung von bereits
detektierten Membranen durch die Abtrennung von gebundenen Antikérperkomplexen. Die
Durchfiihrung des Membranstripping erfolgte mit Hilfe des Western Blot Recycling Kit nach
Herstellerangaben. Dabei wurden die PVDF-Membranen mit einer im Kit enthaltenen
Stripping-Losung bei Raumtemperatur flr die Dauer von 13 min inkubiert und anschlieend
mit einem gebrauchsfertigen Blocking-Puffer zweimal gewaschen (5 min und 15 min).
Danach erfolgte die Absattigung unspezifischer Bindungsstellen mit der entsprechenden

Blockierlésung und die erneute Inkubation mit einem Primarantikérper (siehe oben).

2.13 Transiente Transfektion von H9c2-E2-Zellen

Zur Charakterisierung der funktionellen Interaktion von Rab11A und GLUT4myc in Ratten-
Kardiomyoblasten wurden H9c2-E2-Zellen mit den Expressionsvektoren pCMV-GLUT4myc
und pCMV-Rab11A bzw. pCMV-Rab11A N1241 oder pCMV ohne Insert als Kontrollvektor
transient cotransfiziert. Fir die Durchfihrung der transienten Cotransfektion wurden
10° H9c2-E2-Zellen je Kavitat einer 6-Kavititen-Platte bzw. 10° Zellen pro 10-cm-Petri-
Schale ausgesat und mit 3 ml bzw. 10 ml DMEM-Komplettmedium flir die Dauer von 24 h im
Brutschrank kultiviert (siehe Kap. 2.10.2.2, S. 61). Danach erfolgte die Cotransfektion der
Zellen mit dem Transfektionsreagenz FUGENE 6 und jeweils 1 uyg bzw. 10 ug der interes-
sierenden Endotoxin-freien Plasmid-DNA. Die allgemeine Zusammensetzung der
Transfektionsgemische flr eine Kavitat einer 6-Kavitaten-Platte bzw. eine 10-cm-Petri-
Schale ist in Tab. 16 dargestellt. Bei Einzeltransfektionen wurde die Gesamtmenge der

Plasmid-DNA durch die Zugabe von 1 ug bzw. 10 ug des Kontrollvektors pCMV komplettiert.

DMEM FuGENE 6 Plasmid-DNA
6-Kavitaten-Platte™ 2 ml 12 pl 2 ug
10-cm-Petri-Schale 10 mi 120 pl 20 ug

Tab. 16 Allgemeine Zusammensetzung der Transfektionsgemische fir H9c2-E2-

Zellen.
* Die Angaben beziehen sich auf eine Kavitat einer 6-Kavitaten-Platte.
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Zur Vermeidung pipettierbedingter Transfektionsschwankungen wurden Gesamtansatze
der Transfektionsgemische entsprechend der Kavitadten- bzw. Plattenanzahl hergestellt, die
fur die Dauer von 25 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Danach erfolgte die
tropfenweise Zugabe von Aliqouts a 2,2 ml je Kavitat einer 6-Kavitaten-Platte bzw. 10,2 ml
pro 10-cm-Petri-Schale zu den Zellen und eine Kultivierung im Brutschrank fur die Dauer von
6 h. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml bzw. 10 ml PBS gewaschen und nach der
Zugabe von 3 ml bzw. 10 ml DMEM-Komplettmedium flir die Dauer von 48 h im Brutschrank
kultiviert. Danach wurden die Zellen fir die Analyse der Insulin-stimulierten Glucose-
aufnahme bzw. Translokation von GLUT4myc eingesetzt oder zur Bestimmung der Protein-

Uberexpression lysiert.

2.14 Adenovirale Infektion von humanen Skelettmuskelzellen

2.14.1 Herstellung von rekombinanten Viruspartikeln

Fir die Uberexpression von Rab11A und GLUT4myc in humanen Skelettmuskelzellen
wurden rekombinante adenovirale Infektionspartikel (Viruspartikel) unter Verwendung des
AdenoVator™-Kit hergestellt und mit Hilfe des BD Adeno-X™ Virus Purification Kit gereinigt.
Einige der zur Herstellung der rekombinanten Viruspartikel verwendeten molekular-
biologischen Methoden sind bereits in Kap. 2.11 (S. 63) detailliert dargestellt, sodass diese

Methoden in den folgenden Abschnitten nur allgemein erwahnt sind.

2.14.1.1 Herstellung von rekombinanten adenoviralen Donorvektoren

Bei der Herstellung von rekombinanten adenoviralen Donorvektoren wurde die cDNA von
Rab11A bzw. GLUT4myc als Insert in den adenoviralen Donorvektor pAdenovator-CMV5-
IRES-GFP (pAV-CIG) ligiert und kloniert.

Herstellung des Rab11A-rekombinanten adenoviralen Donorvektors

Die cDNA von Rab11A wurde aus der Gesamt-RNA von H9c2-E2-Zellen mittels RT-PCR
unter Verwendung des OneStep RT-PCR Kit und mit Rab11A-spezifischen Primern
generiert, die eine Schnittstelle fir die Restriktionsendonuklease Bgl Il enthielten (siehe
Kap. 2.11.1.4, S. 64). Die entstandene Rab11A-cDNA wurde mit Hilfe des QlIAquick PCR
Purification Kit gereinigt (siehe Kap. 2.11.2.4, S. 69) und mittels Agarose-Gelelektrophorese
und nachfolgender Visualisierung analysiert (siehe Kap. 2.11.2.3, S. 68). Zur Herstellung von
Vektor-kompatiblen kohasiven Doppelstrang-Enden der Rab11A-cDNA wurde die gereinigte

cDNA anschliel’end mit der Restriktionsendonuklease Bgl Il (5 U) flr die Dauer von 1 h bei
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37°C inkubiert. Danach erfolgte die Reinigung mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit
sowie die Bestimmung von Konzentration und Reinheit der Rab11A-cDNA (siehe
Kap. 2.11.2.5, S. 69). Nach der Ligation der Rab11A-cDNA in den linearisierten adenoviralen
Donorvektor pAV-CIG / Bgl Il wurden chemisch-kompetente One Shot® TOP10-Zellen mit
dem Ligationsprodukt transformiert und auf LB-Agar-Platten kultiviert, die Kanamycin als
Selektionsmarker enthielten (siehe Kap. 2.11.2.8, S. 72).

Herstellung des Rab11A N124l-rekombinanten adenoviralen Donorvektors

Der adenovirale Donorvektor pAV-CIG-Rab11A N124| wurde mittels Mutagenese-PCR unter
Verwendung des Ausgangsplasmids pAV-CIG-Rab11A mit Hilfe des QuikChange™ Site-
Directed Mutagenesis Kit generiert (siehe Kap.2.11.2.2, S.67). Die Sequenzen der
eingesetzten Mutagenese-PCR-Primer sind in Tab. 14 (S.67) dargestellt. Nach der
Reinigung des PCR-Produktes mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit wurde die Probe
mit der Restriktionsendonuklease Dpn | (10 U) fir die Dauer von 1 h bei 37°C inkubiert,
um die nicht-mutierte, methylierte DNA des Ausgangsplasmids abzubauen. Anschlielend
wurden chemisch-kompetente XL1-Blue-Zellen mit dem Produkt des Restriktionsverdaus
transformiert und auf LB-Agar-Platten kultiviert, die Kanamycin als Selektionsmarker
enthielten (siehe Kap. 2.11.2.8, S. 72).

Herstellung des GLUT4myc-rekombinanten adenoviralen Donorvektors

Fir die Herstellung des GLUT4myc-rekombinanten adenoviralen Donorvektors wurde eine
Mutagenese-PCR unter Verwendung des Ausgangsplasmids pCXN2-GLUT4myc und mit
Hilfe des QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit durchgefiihrt (siehe Kap. 2.11.2.2,
S. 67), da die GLUT4myc-cDNA eine intrinsische Schnittstelle der Restriktionsendonuklease
Bgl Il besitzt. Die Sequenzen der eingesetzten Mutagenese-PCR-Primer sind in Tab. 14
(S. 67) dargestellt. Nach der Reinigung des PCR-Produktes mit Hilfe des QlAquick PCR
Purification Kit wurde die Probe mit der Restriktionsendonuklease Dpn | (10 U) fiir die Dauer
von 1 h bei 37°C inkubiert, um die nicht-mutierte, methylierte DNA des Ausgangsplasmids
abzubauen. Anschlieflend wurden chemisch-kompetente XL1-Blue-Zellen mit dem Produkt
des Restriktionsverdaus transformiert und auf LB-Agar-Platten kultiviert, die Ampicillin als
Selektionsmarker enthielten (siehe Kap. 2.11.2.8, S. 72). Individuelle Klone wurden mittels
Minipréparation amplifiziert und die Plasmid-DNA mit Hilfe des QIlAprep® Spin Miniprep Kit
isoliert (siehe Kap. 2.11.2.9, S. 73).
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Zur Vorbereitung der Ligation der GLUT4myc-cDNA mit dem linearisierten adenoviralen
Donorvektor pAV-CIG / Bgl Il wurde das modifizierte Plasmid pCXN2-GLUT4myc amplifiziert,
dessen intrinsische GLUT4myc-cDNA-Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Bgl I
substituiert war. Die Amplifikation erfolgte mittels PCR und GLUT4myc-spezifischen Primern,
die an ihrem 5°-Ende eine Schnittstelle flr die Restriktionsendonuklease Bgl Il enthielten
(siehe Kap. 2.11.2.1, S. 65). Nach der Reinigung des PCR-Produktes mit Hilfe des QlAquick
PCR Purification Kit (siehe Kap.2.11.2.4, S.69) erfolgte die Herstellung von Vektor-
kompatiblen Doppelstrang-Enden der GLUT4myc-cDNA durch den Einsatz der Restriktions-
endonuklease Bgl Il (5 U) fir die Dauer von 1 h bei 37°C. Anschliellend wurde das Produkt
des Restriktionsverdaus mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, die GLUT4myc-
cDNA isoliert und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit gereinigt (siehe Kap. 2.11.2.4,
S.69). Nach der Bestimmung von Konzentration und Reinheit der DNA wurde die
GLUT4myc-cDNA mit dem linearisierten adenoviralen Donorvektor pAV-CIG / Bgl Il ligiert
(sieche Kap.2.11.2.7, S.70). Danach wurden chemisch-kompetente One Shot® TOP10-
Zellen mit dem Ligationsprodukt transformiert und auf LB-Agar-Platten kultiviert, die

Kanamycin als Selektionsmarker enthielten (siehe Kap. 2.11.2.8, S. 72).

Individuelle Klone der LB-Agar-Platten, die Kanamycin als Selektionsmarker enthielten,
wurden kultiviert und die Plasmid-DNA von pAV-CIG-Rab11A, pAV-CIG-Rab11A N124|
bzw. pAV-CIG-GLUT4myc isoliert. Die Bestimmung der Gesamtlange der Plasmid-DNA’s
sowie der korrekten Insertion erfolgte durch den Einsatz spezifischer Restriktions-
endonukleasen (siehe Kap. 2.11.2.6, S. 69) mit nachfolgender Agarose-Gelelektrophorese
und Visualisierung der Ethidiumbromid-gefarbten DNA-Fragmente (siehe Kap. 2.11.2.3,
S. 68). Ausgewahlte Plasmide wurden durch die Fa. Qiagen (Hilden) sequenziert (siehe
Kap. 2.11.2.10, S. 74).

Linearisierung der rekombinanten adenoviralen Donorvektoren

Fir die nachfolgende homologe Rekombination wurde eine Plasmid-DNA der adenoviralen
Donorvektoren pAV-CIG-Rab11A, pAV-CIG-Rab11A N124] bzw. pAV-CIG-GLUT4myc mit
korrekter Insertion ausgewahlt und durch den Einsatz der Restriktionsendonuklease Pme |
linearisiert. Der Restriktionsverdau wurde mit 5 U des Enzyms flir die Dauer von 3 h bei 37°C
durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die Auftrennung der entstandenen DNA-Fragmente
mittels Agarose-Gelelektrophorese sowie die Gelisolation und Reinigung der linearisierten
adenoviralen Donorvektoren pAV-CIG-Rab11A, pAV-CIG-Rab11A N124] und pAV-CIG-
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GLUT4myc mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (siehe Kap.2.11.2.4, S. 69). Die
Konzentration der rekombinanten adenoviralen Donorvektoren wurde bestimmt und eine

Finalkonzentration von 0,2 ug / pl eingestellt (siehe Kap. 2.11.2.5, S. 69).

2.14.1.2 Homologe Rekombination

Der adenovirale Akzeptorvektor pAVG5-AE1/E3, der das Genom des Adenovirus-Serumtyp
5 ohne die replikationsrelevanten Regionen E1 und E3 beinhaltet, und der lineariserte
adenovirale Donorvektor pAV-CIG-Rab11A, pAV-CIG-Rab11A N1241 bzw. pAV-CIG-
GLUT4myc wurden fir die homologe Rekombination in elektrokompetenten BJ5183-Zellen
cotransformiert. Dazu wurden 40 pl der Bakteriensuspension mit 0,1 uyg des adenoviralen
Akzeptorvektors pAVG5-AE1/E3 und 1 ug eines linearisierten adenoviralen Donorvektors
gemischt und in eine eisgekiihlte 2-mm-Elektroporationskiivette (Plus™ 620) pipettiert. Die
Durchfiihrung der Elektroporation ist in Kap. 2.11.2.8 (S. 72) detailliert dargestellt. Nach der
Elektroporation wurden die Zellen mit 1 ml vorgewarmtem LB-Medium gemischt, in ein
15-ml-Zentrifugenrohrchen transferiert und im Schittelinkubator bei 270 U / min und 37°C fir
die Dauer von 1 h kultiviert. AnschlieRend wurden 100 ul, 300 ul und 600 pl der Bakterien-
suspension auf LB-Agar-Platten, die Kanamycin (100 ug/ml) als Selektionsmarker
enthielten, ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Auf Grund der geringen bakteriellen
Amplifikationsrate der entstandenen adenoviralen Plasmid-DNA von pAVGS5-Rab11A,
pAVG5-Rab11A N1241 und pAVG5-GLUT4myc dauerte die Inkubation bis zu 72 h. Danach
wurden individuelle Klone kultiviert und die rekombinanten adenoviralen Plasmid-DNA’s mit
Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kit isoliert (siehe Kap. 2.11.2.9, S. 73).

Fir die Prifung der korrekten homologen Rekombination eines adenoviralen Donorvektors
mit dem adenoviralen Akzeptorvektor wurden die Restriktionsendonukleasen BstX | und
Pac | eingesetzt. Die Analyse der Restriktionsverdau-Experimente erfolgte durch die
nachfolgende Agarose-Gelelektrophorese und die Visualisierung der Ethidiumbromid-
gefarbten DNA-Fragmente (siehe Kap. 2.11.2.3, S. 68).

2.14.1.3 Amplifikation von rekombinanter adenoviraler Plasmid-DNA

Zur Herstellung gréRerer und stabiler Mengen von rekombinanter adenoviraler Plasmid-DNA
wurden elektrokompetente DH5a-Zellen mit der Plasmid-DNA von pAVG5-Rab11A, pAVG5-
Rab11A N1241 bzw. pAVGS5-GLUT4myc transformiert. Dazu wurden 40 pl der Bakterien-

suspension und 4 pl einer gereinigten Plasmid-DNA gemischt und in eine eisgekuihlte
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2-mm-Elektroporationskivette (Plus™ 620) pipettiert. Die Durchfihrung der Elektroporation
ist in Kap. 2.11.2.8 (S. 72) detailliert dargestellt. Nach der Elektroporation wurden die Zellen
mit 1 ml vorgewarmtem LB-Medium gemischt, in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen transferiert
und im Schattelinkubator bei 270 U/ min und 37°C fur die Dauer von 1 h Kkultiviert.
AnschlieRend wurde die Bakteriensuspension 1:10 und 1:100 mit LB-Medium verdinnt und
davon jeweils 100 pl auf LB-Agar-Platten, die Kanamycin (100 pug / ml) als Selektionsmarker
enthielten, ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Individuelle Klone wurden mittels
Maxipraparation kultiviert und die rekombinante adenovirale Plasmid-DNA mit Hilfe des
EndoFree™ Plasmid Maxi Kit isoliert (siehe Kap. 2.11.2.9, S. 73). Nach der Resuspension
der gereinigten adenoviralen Plasmid-DNA mit Endotoxin-freiem Wasser wurde die
Konzentration und Reinheit der DNA bestimmt (siehe Kap. 2.11.2.5, S. 69).

2.14.1.4 Linearisierung von rekombinanter adenoviraler Plasmid-DNA

Zur Vorbereitung der Transfektion von replikationskompetenten HEK-293-Zellen mit einer
rekombinanten adenoviralen Plasmid-DNA wurde die gereinigte Plasmid-DNA von pAVGS5-
Rab11A, pAVG5-Rab11AN124] bzw. pAVG5-GLUT4myc durch den Einsatz der
Restriktionsendonuklease Pac | linearisiert. Die Inkubation von jeweils 20 ug Plasmid-DNA
mit 10 U des Enzyms wurde fur die Dauer von 3 h bei 37°C durchgefiihrt. Danach erfolgte
die Phenol-Chloroform-Reinigung der Plasmid-DNA und die Einstellung der Final-
konzentration auf 100 ng / pl (siehe Kap. 2.11.2.4, S. 69).

2.14.1.5 Calciumphosphat-Transfektion von HEK-293-Zellen

Fur die Transfektion von replikationskompetenten HEK-293-Zellen mit der linearisierten
Plasmid-DNA von pAVG5-Rab11A, pAVG5-Rab11A N1241 bzw. pAVG5-GLUT4myc wurden
10° Zellen pro 10-cm-Petri-Schale ausgesat und mit 10 ml DMEM-Komplettmedium fiir die
Dauer von 24 h im Brutschrank kultiviert (siehe Kap. 2.10.2.2, S. 61). Drei Stunden vor
Beginn der Transfektion erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums. Zur Vorbereitung des
Transfektionsprazipitats wurden 169 pl Aqua bidest. (steril) und 5 ul einer 2 M CaCl,-Lésung
in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal’ pipettiert und 50 uyl einer Plasmid-DNA-L6sung, die 5 ug einer
linearisierten, rekombinanten adenoviralen Plasmid-DNA enthielt, tropfenweise hinzu-
gegeben. Nach der Zugabe von 26 ul der 2 M CaCl,-Lésung wurde die Gesamtlésung mit
250 ul HBS-Puffer versetzt, wobei wahrend des Mischens Luftblasen mit Hilfe eines
zweiten Pipettiergerates erzeugt wurden. Dadurch entstanden Prazipitatskomplexe mit

geringer GroRe und erhohter Transfektionseffizienz. Die Transfektionslosung (500 ul) wurde
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tropfenweise zu den Zellen hinzugegeben, die danach fur die Dauer von 24 h im Brutschrank
kultiviert wurden. AnschlieRend wurden die Zellen einmal mit 10 ml EGTA-L6sung (1 mM in
PBS) und zweimal mit 10 ml PBS vorsichtig gewaschen. Auf Grund des schwachen
Anhaftens der transfizierten Zellen an der Schalenoberflache erfolgte die Zellernte lediglich
durch die Zugabe von 18 ml DMEM-Komplettmedium ohne vorherige Trypsinierung. Die
Zellsuspension wurde in Aligouts & 3 ml pro Kavitat einer 6-Kavitaten-Platte verteilt und fir

die Dauer von 6 h im Brutschrank kultiviert.

2.14.1.6 Amplifikation von rekombinanten Viruspartikeln

Plaque-Enstehung und -Selektion

Fir die Plaqueentstehung wurden die transfizierten HEK-293-Zellen mit DMEM-
Komplettmedium, das zusatzlich Agarose enthielt, Gberschichtet, um die Diffusion der
freigesetzten Viruspartikel zu vermindern und somit die Infektion benachbarter Zellen zu
beschleunigen. Dazu wurden 5% (m/v) SeaPlaque®-Agarose durch Aufkochen in PBS
geldst, autoklaviert und danach in Aliquots @ 10 ml portioniert und bei 4°C aufbewahrt.
Unmittelbar vor Uberschichtung der Zellen wurden 10 ml der gelierten Agarose erhitzt, auf
45°C abgekuihlt und mit 30 ml DMEM-Komplettmedium versetzt. Nach der Entfernung des
Kulturmediums wurden die Zellen mit 1,5 ml DMEM-Agarose (ca. 40°C) je Kavitat einer
6-Kavitaten-Platte vorsichtig Uberschichtet und zur Entstehung der Agarose-Gelschicht flr
die Dauer von 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fiir die
Dauer von 19 - 25 Tagen im Brutschrank kultiviert, bis die Plaquebildung (weil3e Plaguehdfe)
lichtmikroskopisch erkennbar war. Wahrend dieser Kultivierungsphase wurden 1,2 ml
DMEM-Agarose je Kavitat einer 6-Kavitaten-Platte im Abstand von 5 Tagen hinzugegeben.
Mit Hilfe eines Einmalskalpells wurden ausgewahlte Plaques isoliert, jeweils in eine Kavitat
einer 6-Kavitaten-Platte transferiert und mit 1 ml DMEM-Komplettmedium fir die Dauer von
24 h im Brutschrank kultiviert (Elution).

Minipraparation von rekombinanten Viruspartikeln

Fir die Minipraparation von rekombinanten Viruspartikeln wurden 10° HEK-293-Zellen je
Kavitat einer 6-Kavitaten-Platte ausgesat und mit 2 ml Komplettmedium fiir die Dauer von
24 h im Brutschrank inkubiert. Nach Entfernung des Kulturmediums wurden die Zellen
mit je 200 pl der eluierten Virussuspension infiziert und fir die Dauer von 1,5 h im

Brutschrank kultiviert. Danach erfolgte die Zugabe von 2,8 ml DMEM-Komplettmedium und
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eine weitere Zellkultivierung bis zum Auftreten des zytopathischen Effekts in allen Zellen
(Dauer: 6 - 8 Tage). Die Lysis der infizierten Zellen geschah durch einen Kalte-Warme-
Schock. Dazu wurden die Zellen dreimal fir jeweils 15 min bei -20°C und 35°C abwechselnd
inkubiert. Anschliefend wurde das Zelllysat mit Hilfe einer Zentrifuge (RotantaR / Rotor:
5094) bei 400 x g und Raumtemperatur flr die Dauer von 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand (3 ml) wurde als primére Virussuspension der rekombinanten Viruspartikel AV-
Rab11A, AV-Rab11A N1241 bzw. AV-GLUT4myc fir die nachfolgende Maxipraparation der

Viruspartikel verwendet.

Maxipraparation von rekombinanten Viruspartikeln

Fir die Maxipraparation der rekombinanten Viruspartikel AV-Rab11A, AV-Rab11A N124|
und AV-GLUT4myc wurden jeweils 5 x 10° HEK-293-Zellen in einer 10-cm-Petri-Schale mit
10 ml DMEM-Komplettmedium fiir die Dauer von 24 h im Brutschrank inkubiert. Nach der
Entfernung des Kulturmediums wurden die Zellen mit 1,5 ml der primaren Virussuspension
infiziert und fir die Dauer von 1,5 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das
Kulturmedium mit 8,5 ml DMEM-Komplettmedium aufgefllt und die Zellkultivierung bis zum
vollstandigen Erscheinen des zytopathischen Effektes durchgefiihrt (Dauer: 72 h). Danach
erfolgte die Zelllysis durch einen Kalte-Warme-Schock. Dazu wurden die Zellen dreimal far
jeweils 20 min bei -20°C und 35°C abwechselnd inkubiert. Anschliefiend wurde das Zelllysat
mit Hilfe einer Zentrifuge (RotantaR / Rotor: 5094) bei 400 x g und Raumtemperatur fur die
Dauer von 10 min zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde mit 40 ml DMEM-Komplett-
medium versetzt (sekundare Virussuspension) und fir eine erneute Infektion von HEK-293-
Zellen verwendet. Dazu wurden jeweils 10 Zellen in zehn 175-cm2-Zellkulturflaschen am
Vortag ausgesat und mit 30 ml DMEM-Komplettmedium kultiviert. Nach der Entfernung des
Kulturmediums wurden die Zellen mit 5 ml der sekundaren Virussuspension je Zellkultur-
flasche infiziert und flr die Dauer von 1,5 h im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die
Zugabe von jeweils 25 ml DMEM-Komplettmedium und die Fortsetzung der Zellkultivierung
bis zum zytopathischen Effekt aller Zellen (Dauer: 72 h). Dieser Zyklus wurde zweimal

wiederholt.
2.14.1.7 Reinigung von rekombinanten Viruspartikeln

Die Reinigung der rekombinanten Viruspartikel AV-Rab11A, AV-Rab11A N1241 und AV-
GLUT4myc wurde mit Hilfe des BD Adeno-X™ Virus Purification Kit nach Herstellerangaben
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durchgefiihrt. Dazu wurde der erhaltene Uberstand aus dem letzten Zyklus der
Maxipraparation (ca. 350 ml) vorfiltriert und mit DNase | (2000 U) im Schattelinkubator bei
80 U/ min und 37°C fur die Dauer von 1 h inkubiert, um die zellulare DNA abzubauen.
AnschlieRend wurde das Filtrat mit 150 ml Verdinnungspuffer versetzt und Uber ein
Schlauchsystem durch eine sterile 60-ml-Spritze als Vakuumerzeuger auf den Adeno-X™
Standard Filter transferiert und filtriert (ca. 15 ml/ min). Danach wurde der Filter mit 150 ml
Waschpuffer gewaschen und die gereinigten Viruspartikel AV-Rab11A, AV-Rab11A N124|
bzw. AV-GLUT4myc mit 5 ml Elutionspuffer eluiert.

2.14.1.8 Bestimmung der Konzentration von rekombinanten Viruspartikeln

Zur Vorbereitung der Bestimmung der Konzentration von rekombinanten Viruspartikeln
wurden gereinigte Proben von AV-Rab11A, AV-Rab11A N124| bzw. AV-GLUT4myc mit
Viruslysis-Puffer verdiinnt und durch die Inkubation bei 56°C flir die Dauer von 20 min lysiert.
AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Konzentration von rekombinanten Viruspartikeln
durch die Messung der Absorption bei 260 nm mit Hilfe eines Spektrophotometers

(DU® 7400), wobei 1 OD einer Konzentration von 10" Viruspartikeln entspricht.

Aulerdem wurde die Anzahl von Plague forming units (PFU) und der Multiplicity of infection
(MOI)-Wert ermittelt, der das Verhaltnis der Anzahl von Viruspartikeln zu Zellen angibt. Fur
die Bestimmung der PFU wurden 10° HEK-293-Zellen je 10-cm-Petri-Schale mit 10 ml
DMEM-Komplettmedium inkubiert und fiir die Dauer von 24 h im Brutschrank kultiviert.
Danach erfolgte die Zugabe von Aliqouts einer gereinigten Viruspartikel-Suspension, die
in DMEM-Komplettmedium verdinnt wurden. Nach der Infektion wurden die Zellen im
Schuttelinkubator bei 80 U/ min und 37°C fur die Dauer von 4 h inkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen mit 10 ml DMEM-Agarose Uberschichtet und im Brutschrank kultiviert
(siehe Kap. 2.14.1.6, S. 84). Nach einer Dauer von 20 - 25 Tagen wurde die Anzahl der
entstandenen Plaques gezahlt und die Gesamtmenge der PFU durch die Multiplikation mit

dem Verdiunnungsfaktor berechnet.

Fir die Bestimmung des MOI-Wertes wurden 10° HEK-293-Zellen je Kavitit einer
6-Kavitaten-Platte ausgesat und mit 2 ml DMEM-Komplettmedium fiir die Dauer von 2 h im
Brutschrank kultiviert. Danach wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen mit 500 pl
DMEM-Komplettmedium inkubiert. Anschliellend wurden Proben aus einer gereinigten
Viruspartikel-Suspension mit GTS-Puffer verdiinnt und davon Aliqouts a 1 ul, 2 pl, 5 ul, 10 pl

und 20 pl je Kavitédt einer 6-Kavitaten-Platten appliziert. Jeweils eine Kavitat blieb als
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Kontrolle unbehandelt. Nach der Infektion wurden die Zellen im Schuttelinkubator bei
80 U/ min und 37°C fur die Dauer von 4 h inkubiert. Anschliellend wurden 2,5 ml DMEM-
Komplettmedium je Kavitat einer 6-Kavitaten-Platte hinzugegeben und die Kultivierung im
Brutschrank bis zum Erreichen des vollstandigen zytopathischen Effekts fortgesetzt, der
durch das Abrunden und Abldsen aller Zellen vom Plattenboden charakterisiert ist. Far
diejenige Verdinnung einer gereinigten Viruspartikel-Suspension, die einen vollstandigen
zytopathischen Effekt der Zellen drei Tage nach der Infektion induzierte, wurde ein MOI-Wert
von 10 als Konzentration der rekombinanten Viruspartikel gemalt den Angaben des Kit-
Herstellers definiert. Die PFU- und MOI-Werte wurden durch die Analyse von Triplikaten der

ausgewahlten Verdlinnungen einer gereingten Viruspartikel-Suspension verifiziert.

2.14.1.9 Analyse der Replikationsdefizienz von rekombinanten Viruspartikeln

Fur die Herstellung der rekombinanten Viruspartikel wurden HEK-293-Zellen eingesetzt, die
die replikationsrelevanten Regionen E1 und E3 aus dem Genom des Adenovirus-Serumtyp 5
per se besitzen. Dadurch kénnen HEK-293-Zellen nach der Transfektion mit rekombinanten
adenoviralen Plasmiden, bei denen die replikationsrelevanten Regionen E1 und E3 deletiert
sind, replikationsdefiziente Viruspartikel generieren. Zur Prifung einer potentiellen
Replikationsfahigkeit der hergestellten rekombinanten Viruspartikel wurden replikations-
defiziente HeLa-Zellen eingesetzt, deren Kultivierung in Kap. 2.10.2.2 (S. 61), beschrieben

ist.

Fir die Bestimmung einer potentiellen Replikationsfahigkeit wurden 10° HEK-293-Zellen je
10-cm-Petri-Schale mit 10 ml DMEM-Komplettmedium inkubiert und fiir die Dauer von 24 h
im Brutschrank kultiviert. Danach erfolgte die Zugabe einer gereinigten Viruspartikel-
Suspension mit 10" Viruspartikeln. Nach der Infektion wurden die Zellen im Schiittel-
inkubator bei 80 U / min und 37°C fur die Dauer von 4 h inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit 10 ml DMEM-Agarose Uberschichtet und im Brutschrank kultiviert (siehe
Kap. 2.14.1.6, S. 84). Nach einer Dauer von 25 Tagen erfolgte die Bestimmung der
potentiellen Replikationsfahigkeit der rekombinanten Viruspartikel. Durch die licht-
mikroskopische Analyse der Schalen wurde geprift, ob wahrend der Inkubation Plaques als

Resultat von replikationskompetenten Viruspartikeln entstanden.

87



MATERIAL UND METHODEN

2.14.2 Adenovirale Infektion der humanen Skelettmuskelzellen

Fir die Untersuchung der Interaktion von Rab11A und GLUT4myc in humanen
Skelettmuskelzellen wurden proliferierende Myoblasten in 6-Kavititen-Platten (10° Zellen je
Kavitat) mit 3 ml Wachstumsmedium oder in 10-cm-Petri-Schalen (10° Zellen) mit 10 ml
Wachstumsmedium ausgesat und nach einer Wachstumsdauer von 96 h differenziert (siehe
Kap. 2.10.2.1, S.60). Die adenovirale Infektion der differenzierten Skelettmuskelzellen
erfolgte mit AV-Rab11A, AV-Rab11A N124] bzw. AV-GLUT4myc oder dem nicht-
rekombinanten Kontrollvirus AV-K am Tag 3 der Differenzierungsphase. Fur die Einzel- und
Coinfektionen wurden jeweils 100 PFU des entsprechenden Viruspartikel pro Zelle
eingesetzt. Nach der Infektion wurden die Zellen im Schittelinkubator bei 80 U/ min und
37°C fur die Dauer von 4 h inkubiert und anschlief3end fiur die Dauer von 48 h im Brutschrank
kultiviert. Danach wurden die Zellen fiir die Analyse der Insulin-stimulierten Glucose-
aufnahme bzw. Translokation von GLUT4myc eingesetzt oder zur Bestimmung der Protein-

Uberexpression lysiert.

2.15 Enzymatische Aktivitat von Rab11A

Die Sequenzanalyse der Rab11A-cDNA aus H9c2-E2-Zellen ergab eine Punktmutation an
der Position 209, die zu einem Aminosaure-Austausch (Q — R) an Position 70 von Rab11A
fuhrte. Diese Position ist fir die enzymatische Aktivitdt der Rab-GTPasen, die die Hydrolyse
von Guanosin-5"-triphosphat (GTP) in Guanosin-5"-diphosphat (GDP) und anorganisches
Phosphat katalysieren, essentiel. Um den Einfluss der Aminosaure-Substitution auf die
enzymatische Aktivitdt von Rab11A zu untersuchen, wurden die Fusionsproteine GST-
Rab11A R70 (H9c2), GST-Rab11A Q70 (Wildtyp) und GST-Rab11A L70 (konstitutiv-aktive
Variante) hergestellt und deren GTPase-Aktivitat bestimmt (GTPase-Assay).

2.15.1 Herstellung von GST-Rab11A-Fusionsproteinen

2.15.1.1 Expression von GST-Rab11A-Fusionsproteinen

Fir die Expression der Fusionsproteine GST-Rab11A L70, GST-Rab11A Q70 und GST-
Rab11A R70 wurde zuerst die Rab11A-cDNA aus H9c2-Zellen (Rab11A R70) in den
Expressionsvektor pGEX-5X-3 an das carboxyterminale Ende der Glutathion-S-transferase
(GST)-cDNA insertiert (siehe Kap. 2.11.2.7, S. 70). Danach erfolgte die Herstellung der
Expressionsvektoren pGEX-5X-3-Rab11AL70 und pGEX-5X-3-Rab11A Q70 durch die
Mutation der klonierten Rab11A-cDNA mittels ortsgerichteter Mutagenese-PCR
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(siehe Kap.2.11.2.2, S.67). AnschlieRend wurden BL21-CodonPlus®-RP-Zellen mit den
Expressionsvektoren transformiert und auf LB-Agar-Platten ausplattiert, die Ampicillin als
Selektionsmarker enthielten (siehe Kap. 2.11.2.8, S. 72). Nach der Restriktionsanalyse der
isolierten Plasmid-DNA aus Miniprap-Kulturen wurden Plasmid-DNA’s von GST-Rab11A
L70, GST-Rab11A Q70 und GST-Rab11A R70 mit korrekter Insertion ausgewahlt und durch

die Fa. Qiagen (Hilden) sequenziert.

Fir die Expression der GST-Fusionsproteine wurde 2xYTA-Medium als Kulturmedium
verwendet, das Ampicillin (100 ug/ ml) als Selektionsmarker enthielt. Zuerst wurden 5 ml
Kulturmedium mit 5 ul einer ausgewahlten Miniprap-Kultur versetzt und im Schiittelinkubator
bei 270 U/ min und 37°C Uber Nacht kultiviert. AnschlieRend wurden 2 ml aus dieser
Bakteriensuspension mit 200 ml frischem Kulturmedium gemischt und im Schiittelinkubator
bei 225 U / min und 30°C inkubiert, bis die Suspension eine optische Dichte (ODggy) von 0,6
bei einer Wellenlange von 600 nm erreicht hatte (Dauer: ca. 3 h). Die Messung wurde mit
Hilfe eines Spektrophotometers (DU® 650) durchgefiihrt. Danach erfolgte die Expressions-
induktion durch Zugabe von 200 ul IPTG-Lésung (100 mM in Aqua bidest. [steril]) und eine
Fortsetzung der Kultivierung fir die Dauer von 3 h. AnschlieRend wurden die Bakterienzellen
mit Hilfe einer Sorvall®-Zentrifuge (RC 5Bplus / Rotor: GSA) bei 7700 x g und 4°C fiir die
Dauer von 10 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene Zellpellet mit

10 ml PBS resuspendiert, aliqoutiert und bei -80°C aufbewahrt.

2.15.1.2 Reinigung von GST-Rab11A-Fusionsproteinen

Die exprimierten Fusionsproteine GST-Rab11A L70, GST-Rab11A Q70 und GST-Rab11A
R70 wurden mittels Glutathion-Sepharose-Affinitdtschromatographie gereinigt. Dabei wird
die Fahigkeit der Fusionsproteine genutzt, mit ihrer GST-Domdne an Sepharose-
immobilisiertes Glutathion reversibel zu binden. Zuerst erfolgte die Solubilisierung der
Bakterienzellen durch Ultraschall. Dazu wurden je 2,5 ml eines resuspendierten Zellpellets
mit Hilfe eines Ultraschallgerates (Labsonic U) viermal fur die Dauer von 5 s sonifiziert.
Durch die Zugabe von 25 ul Triton® X-100 (20 % [v/v] in PBS) mit einer nachfolgenden
Inkubation fiir die Dauer von 30 min bei Raumtemperatur auf einem Rollenmischer wurde die
Zellsolubilisierung fortgesetzt. Danach wurde das Zelllysat mit Hilfe einer Sorvall®-Zentrifuge
(RC 5Bplus / Rotor: SS34) bei 7000 x g und 4°C fir die Dauer von 30 min zentrifugiert und

das Pellet verworfen.
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AnschlieBend wurde der erhaltene Uberstand mittels  Glutathion-Sepharose-
Affinitatschromatographie im Batch-Verfahren gereinigt. Dazu wurden 90 pl Glutathion-
Sepharose 4B dreimal mit 2 ml PBS gewaschen und mit Hilfe einer Zentrifuge (Universal 30
RF / Rotor: 1412) bei 500 x g und 4°C fur die Dauer von 5 min zentrifugiert. Nach der
Mischung der vorgewaschenen Glutathion-Sepharose mit 90 yl PBS wurde das Zelllysat
hinzugegeben und bei Raumtemperatur auf einem Rollenmischer fir die Dauer von 2 h
inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension in eine Poly-Prep-Chromatographie-Saule
geflllt und mit 3 ml PBS gewaschen, der mit dem Complete™ Proteasen-Inhibitoren-Cocktail
supplementiert war. Die Elution der gebundenen GST-Rab11A-Fusionsproteine erfolgte
durch die sukzessive Zugabe von dreimal 150 pyl GST-Elutionspuffer, die nach der Elution
vereint wurden. Nach der gelelektrophoretischen Analyse mit anschlielender Immun-
detektion von Proben der gereinigten Proteinlésungen wurde die Bestimmung der

enzymatischen Aktivitat der GST-Rab11A-Fusionsproteine durchgeflihrt.

2.15.2 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der GST-Rab11A-Fusionsproteine

Die Fusionsproteine GST-Rab11A L70, GST-Rab11A Q70 und GST-Rab11A R70 wurden
zur Bestimmung ihrer enzymatischen Aktivitat, der hydrolytischen Spaltung von Guanosin-5’-
triphosphat (GTP) in Guanosin-5"-diphosphat (GDP) und anorganisches Phosphat, mit
einem modifizierten Protokoll der Methode von Li et al. (2001) analysiert. Dazu wurden die
GST-Rab11A-Varianten mit dem radioaktiv-markierten Substrat [y-*?P]-GTP, dessen
terminale Phosphatgruppe radioaktiv markiert war, inkubiert. Die Bestimmung der
enzymatischen Aktivitdt erfolgte durch die Quantifizierung der Menge von nicht-
hydrolysiertem GST-Rab11A-gebundenem GTP (GTPase-Assay).

Fir die Ermittlung der enzymatischen Aktivitat wurden je 6 pg eines gereinigten, in GST-
Elutionspuffer gelésten Fusionsproteins mit GTPase-Bindungspuffer gemischt (Finalvolumen
230 ul) und nach der Zugabe von 10 pM [y-**P]-GTP (0,1 uCi) fir die Dauer von 15 min
bei 30°C vorinkubiert. Nach der Mischung des Reaktionsansatzes mit 27 pyl GTP (10 pM)
wurde die Reaktion durch die Zugabe von 27 uyl MgCl, (100 mM) gestartet. Unmittelbar
danach (Zeitpunkt 0) wurden aus dem Reaktionsansatz 20 uyl entnommen und auf ein
Filterpapier (3MM-CHR Whatman®) getropft, das fiir die Dauer von 30 min bei Raum-
temperatur getrocknet wurde. Nach 20 min, 40 min und 60 min wurden ebenfalls Aligouts a
20 pl entnommen, auf Filterpapiere getropft und getrocknet. AnschlieRend wurden die

Filterpapiere viermal mit 200 ml GTPase-Waschpuffer flr die Dauer von 10 min gewaschen
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und 2 h bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wurden die Filterpapiere in Poly-Q™-
Szintillationsréhrchen gegeben und die gebundene Radioaktivitat in Zerfallen pro Minute
(cpm) mit Hilfe eines Universal-Gamma-Zahlers (1282 Compugamma CS) ermittelt. Dazu
wurde das Programm ,ID:32P* innerhalb der Parametergruppe 1 ausgewahlt. Alle Proben
wurden dreimal fir die Dauer von 10 min gemessen und der Mittelwert (+ SEM) berechnet.
Reaktionsansatze ohne Magnesiumionen als Kofaktor der Hydrolyse dienten als

Kontrollexperimente.

2.16 Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme

Fir die funktionelle Charakterisierung von Rab11A wurde die Insulin-stimulierte
Glucoseaufnahme in Zellen der Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9¢c2-E2 und in humanen
Skelettmuskelzellen bestimmt, die sowohl den Glucosetransporter GLUT4myc als auch

Rab11A Uberexprimierten.

2.16.1 Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme in H9c2-E2-Zellen

Transfektion der H9c2-E2-Zellen

Fir die Bestimmung der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme in H9c2-E2-Zellen wurden
10° Zellen je Kavitat einer 6-Kavititen-Platte ausgesét, mit 3 ml DMEM-Komplettmedium fiir
die Dauer von 24 h im Brutschrank kultiviert und anschlielend transient cotransfiziert (siehe
Kap. 2.13, S. 78). Dabei wurden Zellen in jeweils drei Kavitaten pro Transfektions- und
Stimulationssituation identisch transfiziert (Transfektionstriplikate). AnschlieRend erfolgte die
Inkubation der transfizierten Zellen mit 3 ml DMEM-Komplettmedium flir die Dauer von 48 h

im Brutschrank.

Insulinstimulation der H9c2-E2-Zellen

Vor Beginn der Stimulation wurden die Zellen zweimal mit 2 ml PBS (37°C) gewaschen und
mit 2 ml DMEM + 1 % (m/v) Zellkultur-BSA fir die Dauer von 2,5 h im Brutschrank inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen mit 1 ml Transportpuffer (37°C) erfolgte die Stimulation der
Zellen mit Insulin. Dazu wurde Schweine-Insulin in 1 N HCI gel6st, in Transportpuffer
verdinnt und in einer Endkonzentration von 1 uM je Kavitat eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte im Brutschrank fir die Dauer von 30 min. Fir die Bestimmung der Basalsituation

wurden Zellen mit 1 ml Transportpuffer je Kavitat inkubiert.
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Zellulare Aufnahme radioaktiv-markierter Glucose

Die radioaktiv-markierten Substanzen 2-Desoxy-D-[1-"*C]-glucose (Spez. Aktivitat:
61,0 Ci/ mol) und L-[1-"*C]-Glucose (Spez. Aktivitat: 55,0 Ci / mol) wurden in Transportpuffer
verdiunnt. Zur Bestimmung der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme wurde 0,1 pCi
2-Desoxy-D-[1-"*C]-glucose je Kavitat hinzugegeben und die Zellen erneut fiir die Dauer
von 30 min im Brutschrank inkubiert. Flir die Ermittlung der unspezifischen Glucose-
aufnahme wurde 0,1 pCi L-[1-"*C]-Glucose je Kavitat eingesetzt. AnschlieRend wurde der
Zelluberstand verworfen und die Zellen mit einer eiskalten Cytochalasin B - Losung (25 uM in
PBS) zweimal gewaschen. Cytochalasin B zerstdort das Aktin-Zytoskelett und inhibiert

dadurch die Translokation des Glucosetransporters GLUT4 zur Plasmamembran.

Zellsolubilisierung und Messung der zelluldr aufgenommenen Radioaktivitat

Nach der Disruption der GLUT4-Translokation erfolgte die Zugabe von 1 ml 1 N NaOH je
Kavitat und die Inkubation in einem Warmeschrank bei 70°C fir die Dauer von 30 min.
AnschlieBend wurden die Zellsuspensionen aus den Kavitaten in 1,5-ml-Reaktionsgefae
quantitativ Uberfuhrt. Zur weiteren Durchfliihrung der Bestimmung der Insulin-stimulierten
Glucoseaufnahme wurden Poly-Q™-Szintillationsréhrchen mit je 10 ml AquaSafe 300 plus -
Szintillationsflissigkeit und 100 pl konzentrierter Essigsdure gefillt. Danach wurden aus
den 1,5-ml-Reaktionsgefallen je 500 pl Zellsuspension in die Szintillationsrohrchen
transferiert und stark geschattelt. Die Bestimmung des radioaktiven Zerfalls pro Minute (cpm)
der zellular-aufgenommenen radioaktiv-markierten Glucose erfolgte mit Hilfe eines FlUssig-
szintillationsmessgerates (Coulter LS 6000LL). Alle Proben wurden zweimal fur die Dauer
von 10 min gemessen und der Mittelwert (+ SEM) der Transfektionstriplikate ermittelt.
Proben nicht-transfizierter Zellen wurden als Kontrollen bestimmt. Als Leerwert-Kontrolle
wurden Loésungen aus 10 ml AquaSafe 300 plus - Szintillationsflissigkeit und 100 pl

konzentrierter Essigsaure eingesetzt.

2.16.2 Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme in humanen Skelettmuskelzellen

Zur Untersuchung der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme in humanen Skelett-
muskelzellen wurden 10° proliferierende Myoblasten je Kavitit einer 6-Kavititen-Platte
ausgesat, differenziert und adenoviral coinfiziert (siehe Kap. 2.14.2, S. 88). Dabei wurden
differenzierte  Skelettmuskelzellen in jeweils drei Kavitaten pro Infektions- und

Stimulationssituation identisch infiziert (Infektionstriplikate). Anschlieiend erfolgte die
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Inkubation der infizierten Zellen mit 3 ml Differenzierungsmedium fur die Dauer von 48 h im
Brutschrank. Danach wurden die Zellen zweimal mit 2 ml PBS gewaschen und mit 2 ml FKS-
freiem Differenzierungsmedium, das 1 % (m/v) Zellkultur-BSA enthielt, fir die Dauer von 2 h

im Brutschrank inkubiert.

Die weitere experimentelle Durchfiihrung zur Bestimmung der Insulin-stimulierten Glucose-
aufnahme in humanen Skelettmuskelzellen (Insulinstimulation — Zelllysis — Messung der
radioaktiv-markierten Glucose) folgte dem Protokoll zur Bestimmung in H9c2-E2-Zellen
(siehe Kap. 2.16.1, S. 91).

2.17 Insulin-stimulierte Translokation des Glucosetransporters GLUT4

Der Einfluss von Rab11A auf die Insulin-stimulierte Translokation des Glucosetransporters
GLUT4 wurde sowohl in Zellen der Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2-E2 als auch in
humanen Skelettmuskelzellen untersucht. Nach der transienten Cotransfektion bzw.
adenoviralen Coinfektion der Zellen wurde neben Rab11A eine modifizierte Form von
GLUT4 (berexprimiert, dessen cDNA durch eine Insertion von 14 Aminosduren
(AEEQKLISEEDLLK) der humanen c-myc-Region variiert war (GLUT4myc). Nach der
Translokation der GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikel und der Fusion mit der
Plasmamembran wird das myc-Epitop in der ersten extrazelluldren Schleife des Glucose-
transporters GLUT4 exponiert, ohne die Aktivitdt des Transportproteins zu beeintrachtigen
[Kanai et al., 1993]. Durch den Einsatz eines anti-myc-Antikdrpers und eines radioaktiv-
markierten Sekundarantikérpers kann der Glucosetransporter GLUT4myc direkt in der

Plasmamembran ohne Permeabilisierung immundetektiert und quantifiziert werden.

2.17.1 Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4myc in H9c2-E2-Zellen

Transfektion der H9c2-E2-Zellen

Fir die Charakterisierung der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4myc in H9c2-E2-
Zellen wurden 10° Zellen je Kavitat einer 6-Kavititen-Platte ausgesat, mit 3 ml DMEM-
Komplettmedium flr die Dauer von 24 h im Brutschrank kultiviert und anschlieRend transient
cotransfiziert (siehe Kap. 2.13, S. 78). Dabei wurden Zellen in jeweils drei Kavitaten pro
Transfektions- und Stimulationssituation identisch transfiziert (Transfektionstriplikate).
AnschlieRend erfolgte die Inkubation der transfizierten Zellen mit 3 ml DMEM-Komplett-

medium fir die Dauer von 48 h im Brutschrank.
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Insulinstimulation der H9c2-E2-Zellen

Vor Beginn der Stimulation wurden die Zellen zweimal mit 2 ml PBS (37°C) gewaschen und
mit 2 ml DMEM + 1 % (m/v) Zellkultur-BSA fur die Dauer von 2 h im Brutschrank inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen mit 1 ml Transportpuffer (37°C) erfolgte die Stimulation der
Zellen mit Insulin. Dazu wurde Schweine-Insulin geldst (siehe Kap.2.16.1, S.91), in
Transportpuffer verdiinnt und in einer Endkonzentration von 1 uM je Kavitat appliziert. Die
Inkubation erfolgte im Brutschrank fur die Dauer von 30 min. Fur die Bestimmung der

Basalsituation wurden Zellen mit 1 ml Transportpuffer je Kavitat inkubiert.

Herstellung der Fixierldsung

Zur Herstellung der Fixierlésung wurde 1 g Paraformaldehyd in 49 ml PBS geldst, auf 60°C
erwarmt und mit einigen Tropfen einer 1 N NaOH-Ldsung bis zur Klarung der Suspension
versetzt. Anschliefend wurde die Losung mit einem Faltenfilter 5977 filtriert und der pH-
Wert des Filtrats auf 7,4 bei Raumtemperatur eingestellt. Die Fixierlésung wurde am Vortag
angesetzt, Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt und unmittelbar vor Gebrauch auf Raum-

temperatur erwarmt.

Zellfixierung und Antikorper-Inkubation

Nach dem Absaugen des Zelliberstandes wurden die Zellen mit 2 ml Fixierldsung je Kavitat
versetzt und bei Raumtemperatur fir die Dauer von 30 min inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen viermal mit 2 ml PBS gewaschen und mit 2 ml Blockierlosung | je Kavitat bei
Raumtemperatur fir die Dauer von 1 h versetzt. Nach dem Absaugen des Zellliberstandes
wurde der anti-Myc-lgG-Antikdrper 9E10 appliziert. Der Primarantikdrper wurde 1:500
in Blockierldsung | verdiinnt, davon wurden 600 pl (1,2 pg anti-Myc-lgG-Antikérper) je Kavitat
eingesetzt und die Zellen fir die Dauer von 2 h auf einem Kippschuttler bei Raum-
temperatur inkubiert. Danach wurde der Uberstand verworfen, erneut viermal mit 2 ml
Blockierlésung | gewaschen und der '®lod-markierte anti-Maus-IgG-Antikérper (Spez.
Aktivitat: = 750 Ci / mmol) eingesetzt. Dazu wurde der Sekundarantikorper in Blockierlésung |
verdiinnt und 1 ml '®lod-lgG-Antikdrperlésung (0,2 uCi) je Kavitat appliziert. Diese
Inkubation wurde fir die Dauer von 1h auf einem Kippschuttler bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen intensiv gewaschen: zweimal mit 2 ml

Blockierldsung |, zweimal mit 2 ml PBS und abschlieRend dreimal mit 2 ml PBS-T je Kavitat.

94



MATERIAL UND METHODEN

Zellsolubilisierung und Messung der Plasmamembran-gebundenen Radioaktivitat

Die Zellen wurden nach dem Waschen durch die Zugabe von 1 ml SDS-Lésung (1 % [m/v] in
Aqua bidest.) je Kavitat fur die Dauer von 1 h bei Raumtemperatur solubilisiert. Anschliel3end
wurden die Zellsuspensionen in verschlieRbare Rundbodenrdhrchen (Typ 55463) quantitativ
transferiert und die Kavitaten mit je 1 ml PBS gewaschen, der danach in das entsprechende
Roéhrchen hinzugegeben wurde. Die Bestimmung der Plasmamembran-gebundenen
Radioaktivitat in Zerfallen pro Minute (cpm) wurde mit Hilfe eines Universal-Gamma-Zahlers
(1282 Compugamma CS) durchgefiihrt. Dazu wurde das Programm ,ID:Myc* innerhalb der
Parametergruppe 1 ausgewahlt. Alle Proben wurden zweimal fir die Dauer von 10 min
gemessen und der Mittelwert (+ SEM) der Transfektionstriplikate ermittelt. Als Kontrolle

wurden nicht-transfizierte H9c2-E2-Zellen eingesetzt.

2.17.2 Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4myc in humanen Skelettmuskel-
zellen

Fir die Bestimmung der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4myc in humanen
Skelettmuskelzellen wurden 10° proliferierende Myoblasten je Kavitat einer 6-Kavitaten-
Platte ausgesat, differenziert und adenoviral coinfiziert (siehe Kap. 2.14.2, S. 88). Dabei
wurden differenzierte Skelettmuskelzellen in jeweils drei Kavitaten pro Infektions- und
Stimulationssituation identisch infiziert (Infektionstriplikate). Anschlielend erfolgte die
Inkubation der infizierten Zellen mit 3 ml Differenzierungsmedium fur die Dauer von 48 h im
Brutschrank. Danach wurden die Zellen zweimal mit 2 ml PBS gewaschen und mit 2 ml FKS-
freiem Differenzierungsmedium, das 1 % (m/v) Zellkultur-BSA enthielt, fir die Dauer von 2 h

im Brutschrank inkubiert.

Alle weiteren experimentellen Schritte zur Bestimmung der Insulin-stimulierten Translokation
von GLUT4myc in humanen Skelettmuskelzellen (Insulinstimulation — Antikérper-Inkubation
— Messung der Plasmamembran-gebundenen Radioaktivitat) erfolgten gemafl dem Protokoll
zur Bestimmung in H9c2-E2-Zellen (siehe Kap. 2.17.1, S. 93).

2.18 Subzellulare Lokalisation von GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikeln

Um den Einfluss von Rab11A auf die subzellulare Lokalisation von GLUT4myc-enthaltenden
Membranvesikeln zu ermitteln, wurde die Gesamtmembran von transfizierten H9c2-E2-
Zellen isoliert und mit Hilfe eines kontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienten fraktioniert.

Durch die Immundetektion der erhaltenen Gradientenschichten wurde die Verteilung von
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GLUT4myc und Rab11A sowie von Markerproteinen verschiedener subzellularer

Kompartimente identifiziert.

Lysis und Homogenisation der Zellen

Zur Analyse der subzelluldren Lokalisation von GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikeln
in H9c2-E2-Zellen wurden 10° Zellen pro 10-cm-Petri-Schale ausgeséat und mit 10 ml DMEM-
Komplettmedium fur die Dauer von 24 h im Brutschrank kultiviert (siehe Kap. 2.10.2.2,
S. 61). AnschlieBend erfolgte die transiente Cotransfektion der Zellen (siehe Kap. 2.13,
S. 78), wobei pro Transfektionssituation Zellen in drei Schalen identisch transfiziert wurden
(Transfektionstriplikate). Die transfizierten Zellen wurden mit 10 ml DMEM-Komplettmedium
fir die Dauer von 48 h im Brutschrank inkubiert, zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und
durch die Zugabe von 800 ul HA-Puffer pro Schale lysiert. Die Inkubation erfolgte fir die
Dauer von 4 min, dabei standen die Schalen auf Eis. Danach wurden die erhaltenen
Zelllysate mit Hilfe eines Zellschabers vom Schalenboden geldst und in einen eisgekiihlten
Potter-Elvehjem-Homogenisator Uberfiihrt, wobei die Zelllysate von Transfektionstriplikaten
vereint wurden. AnschlieBend wurden die Schalen mit je 500 uyl HA-Puffer gewaschen
und diese Suspensionen ebenfalls in den Homogenisator uberfihrt. Die Gesamt-
suspension wurde durch viermaliges Auf-und-Ab-Bewegen - verbunden mit leichtem Drehen
des Teflonpistills - homogenisiert und danach in ein SS34-Zentrifugenrohrchen transferiert.
Der Homogenisator wurde zweimal mit 400 pl HA-Puffer gespllt, diese Suspensionen
ebenfalls in das Zentrifugenrohrchen Uberfihrt und das Gesamtvolumen des gesammelten
Vollhomogenats bestimmt. Danach erfolgte die Zugabe von |IA-Puffer mit einer Menge von

1/7 des Gesamtvolumens.

Praparation der Gesamtmembran

Die Zentrifugation des Vollhomogenats wurde mit Hilfe einer Sorvall®-Zentrifuge (RC
5Bplus / Rotor: SS34) bei 3000 x g und 4°C fur die Dauer von 10 min durchgefiihrt. Der
erhaltene Uberstand wurde in ein Ti50-Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und anschlieBend mit
Hilfe einer Ultrazentrifuge (Optima L-70 / Rotor: Ti50) bei 200000 x g und 4°C fir die Dauer
von 2 h zentrifugiert. Danach wurde das entstandene Pellet, das die Gesamtmembran
enthielt, in 200 pl IA-Puffer resuspendiert, in ein 1,5-ml-Reaktionsgefaly tUberflihrt und mit
Hilfe eines Plastehomogenisators durch fiinfmaliges Auf-und-Ab-Bewegen homogenisiert.

Der nach der Ultrazentrifugation erhaltene Uberstand (Zytosol) wurde bei -20°C aufbewahtrt.
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Herstellung des kontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienten

Fur die Fraktionierung der Gesamtmembran wurde ein kontinuierlicher Saccharose-
Dichtegradient (10 - 35 %) unmittelbar vor Gebrauch hergestellt. Dazu wurden zwei
D-(+)-Saccharose-Lésungen (10 % [m/v] bzw. 35 % [m/v] in HA-Puffer) vorbereitet und
jeweils 2 ml in die beiden Behalter eines Mini-Gradientenmischers gefllt. Unter stdndigem
Ruhren erfolgte die Herstellung des kontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienten mit
Hilfe einer Peristaltikpumpe (Minipuls 2). Die Gradientenldsung wurde in ein Ultra clear™-
Zentrifugenréhrchen (Typ 344062) gepumpt und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C
erschutterungsfrei aufbewahrt. Fir die Bestimmung der Saccharose-Konzentration wurde
das gesamte Volumen einer Kontroll-Gradientenlésung in 200-ul-Aligouts portioniert und die

Saccharose-Konzentration mit Hilfe eines Refraktometers ermittelt.

Fraktionierung der Gesamtmembran

Die Suspension der homogenisierten Gesamtmembran wurde auf die Loésung des
kontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienten (10 - 35 %) aufgetragen und mit Hilfe einer
Ultrazentrifuge (Optima L-70 / Rotor: SW60) bei 40000 x g und 4°C flr die Dauer von 17 h
zentrifugiert. Danach wurden 200-pl-Aliquots der Gradientenlésung aus dem Zentrifugen-
rohrchen vorsichtig entnommen (oben beginnend) und in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal®
transferiert. Diese Proben wurden mit Hilfe einer Zentrifuge (Universal 30 RF / Rotor: 1412)
bei 14000 x g und 4°C fur die Dauer von 1 h nochmals zentrifugiert. Anschlieffend wurden
180 ul des erhaltenen Uberstandes entnommen, die verbleibende Probe mit 4 pl
6x-Laemmli-Probenpuffer versetzt und fiir die Dauer von 10 min bei 95°C denaturiert. Nach
der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proben und dem Proteintransfer erfolgte die
Analyse der subzellularen Lokalisation der GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikel mittels
Immundetektion (siehe Kap. 2.12, S. 74). Dabei wurden neben dem anti-GLUT4- bzw. anti-
Rab11-Antikdrper auch Antikdérper verwendet, die gegen Markerproteine verschiedener

subzellularer Kompartimente gerichtet waren.

2.19 Berechnungsverfahren und Statistik

Alle biochemischen und funktionellen Messdaten sind als arithmetische Mittelwerte
(x Standardfehler des Mittelwertes) der jeweiligen Anzahl von unabhangigen Einzel-
experimenten dargestellt. Die Berechnungen der statistischen Signifikanzen erfolgten mit der

Methode des zweiseitigen t-Tests nach Student oder mit der Varianzanalyse ANOVA fir
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gepaarte bzw. ungepaarte Daten und einem nachfolgenden Bonferroni-Test. Dazu wurden
die Software-Programme t-ease (ISI, Philadelphia, PA, USA) bzw. Prism 3.02 (GraphPad,
San Diego, CA, USA) verwendet. Das Signifikanzniveau wurde mit einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von p < 0,05 festgelegt.
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3.1 Klonierung von Rab11A- und GLUT4myc-cDNA

Die zelluldre Uberexpression von Rab11A und GLUT4myc in Ratten-Kardiomyoblasten bzw.
humanen Skelettmuskelzellen wurde unter Verwendung von rekombinanten Expressions-
vektoren bzw. adenoviralen Infektionspartikeln durchgefiihrt, die die cDNA von Rab11A oder
GLUT4myc enthielten. Daflir wurde die Rab11A-cDNA aus der isolierten Gesamt-RNA von
Kardiomyoblasten generiert und amplifiziert. Die GLUT4myc-cDNA wurde aus dem

Ausgangsplasmid pCXN2-GLUT4myc isoliert und umkloniert.

3.1.1 Isolation der Gesamt-RNA

Fir die Transkription und Amplifikation sowie die Sequenzanalyse der Rab11A-cDNA
wurde die Gesamt-RNA von jeweils 108 H9c2-Zellen bzw. HIc2-E2-Zellen, die den humanen
Insulinrezeptor stabil Uberexprimierten, sowie aus frisch praparierten Ratten-Herzmuskel-
zellen isoliert. Dazu wurden die Zellen durch die Zugabe von TRIzol®-Lésung lysiert und die
Gesamt-RNA aufgereinigt. Die Integritdt der erhaltenen Gesamt-RNA wurde durch die
Auftrennung der Gesamt-RNA in 18 S- und 28 S-RNA mittels denaturierender Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift. In Abb. 4 ist die intakte Gesamt-RNA ohne Degradations-

produkte aus H9c2- bzw. H9c2-E2-Zellen sowie aus Ratten-Herzmuskelzellen gezeigt.

28S | e W
18S | muw S e

Abb. 4 Integritat der Gesamt-RNA aus H9c2- bzw. H9c2-E2-Zellen sowie aus Ratten-
Herzmuskelzellen.
Inverse Darstellung der isolierten Gesamt-RNA aus H9c2-Zellen (1), H9c2-E2-Zellen (2) und
Ratten-Herzmuskelzellen (3) in einem 1%igen Agarose-Gel nach denaturierender Gelelektro-
phorese und Ethidiumbromid-Farbung.
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3.1.2 Herstellung der Rab11A-cDNA
Die Transkription und Amplifikation der Rab11A-cDNA erfolgte aus der isolierten Gesamt-

RNA von H9c2- bzw. H9c2-E2-Zellen sowie aus Ratten-Herzmuskelzellen mittels RT-PCR
und Rab11A-spezifischen Primern, die eine Schnittstelle fir die Restriktionsendonuklease
Not | enthielten. Zusatzlich wurde die Rab11A-cDNA aus kommerziell erworbener
Gesamt-RNA von Rattenherz bzw. -leber sowie von Mausherz bzw. -leber generiert.
Die entstandenen RT-PCR-Produkte, deren Lange 671 bps betrug, wurden mittels nativer
Agarose-Gelelektrophorese analysiert. In Abb. 5 sind die entstandenen RT-PCR-Produkte

aus den im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierten Gesamt-RNA-Proben dargestellit.

1000 bp

600 bp

LI

Abb.5 RT-PCR-Amplifikation der Rab11A-cDNA.
Reprasentative inverse Darstellung der Rab11A-cDNA in einem 2%igen Agarose-Gel nach
Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung. Isolierte Gesamt-RNA aus H9c2-Zellen (1),
H9c2-E2-Zellen (2) und Ratten-Herzmuskelzellen (3) wurde mittels RT-PCR transkribiert und
mit Rab11A-spezifischen Primern amplifiziert, die eine Restriktionsschnittstelle fiir Not |
enthielten. (M, Marker DNA Ladder 100 bp).

3.1.3 Herstellung von pCMV-Rab11A

Durch den Restriktionsverdau der gereinigten RT-PCR-Produkte mit Not| entstanden

Vektor-kompatible kohasive Doppelstrang-Enden der Rab11A-cDNA, die die Ligation mit
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dem linearisierten Expresssionsvektor pCMV /Not | (3690 bps) ermdglichten. Nach der
Transformation chemisch-kompetenter One Shot® TOP10-Zellen mit dem Ligationsprodukt
und der Kultivierung individueller Klone wurde die Plasmid-DNA isoliert und analysiert. In
Abb. 6 ist eine reprasentative Restriktionsanalyse von pCMV-Rab11A dargestellt, dessen
Insert aus der isolierten Gesamt-RNA von H9c2-E2-Zellen generiert wurde. Fur die
Bestimmung der Gesamtlange der Plasmid-DNA (4357 bps) und der korrekten Insertion

(3690 bps + 659 bps) wurden spezifische Restriktionsendonukleasen verwendet.

M1 1 2 3 M2

10kb e
—  — [ ——
3 kb |—
— —
—
1 Kb | — —
0,5 kb Cam——

Abb. 6 Restriktionsanalyse von pCMV-Rab11A.
Reprasentative inverse Darstellung der Restriktionsverdau-Ergebnisse von pCMV-Rab11A in
einem 1%igen Agarose-Gel nach Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung. Die
Bestimmung der Gesamtlange der Plasmid-DNA (1) erfolgte mit Xho I. Fir die Insertkontrolle
(2) wurde Not| eingesetzt und fiir die Orientierungskontrolle (3) wurden BstX | und Xhol
verwendet. (M1, Marker DNA Ladder 1 kb; M2, Marker DNA Ladder 100 bp).

Fir die nachfolgende Sequenzbestimmung wurden jeweils finf Plasmid-DNA’s mit einer
korrekten Insertion der Rab11A-cDNA ausgewahlt, die aus der Gesamt-RNA von Ratten-
Herzmuskelzellen, H9c2- bzw. H9c2-E2-Zellen oder aus der Gesamt-RNA von Rattenherz
bzw. -leber oder Mausherz bzw. -leber generiert wurde. Bei der Sequenzbestimmung der

Plasmid-DNA’s wurde das Insert komplett in beiden Strangrichtungen sequenziert.
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Die Auswertung der erhaltenen Elektropherogramme zeigte eine Punktmutation (A — G) der
Rab11A-cDNA in allen Plasmid-DNA’s, deren Rab11A-cDNA aus der isolierten Gesamt-RNA
von H9c2- bzw. H9c2-E2-Zellen generiert wurde (siehe Abb. 7). Der Basenaustausch an der
Position bp 209 der Rab11A-cDNA flhrt zu einer Aminosaure-Substitution (Q — R) an der
Position 70 von Rab11A, die von zentraler Bedeutung bei der enzymatischen Aktivitat der
Rab-GTPase ist. Dieser Befund wurde ausschlie8lich in der Rab11A-cDNA aus Zellen der
Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2 bzw. H9c2-E2 erzielt und konnte in den anderen
Rab11A-cDNA-Spezies, die aus den flnf zusatzlich untersuchten Gesamt-RNA-Proben

generiert wurden, nicht nachgewiesen werden.

200 210
TGGGACACAGCAGGGCGGGAGCGG
*

Abb.7 Sequenzabschnitt der Rabl11A-cDNA aus der Ratten-Kardiomyoblasten-
Zelllinie H9c2.

Das Elektropherogramm zeigt den Sequenzabschnitt bp 193 - 216 (PM3-Motiv) der Rab11A-
cDNA aus H9c2- bzw. H9c2-E2-Zellen mit der Punktmutation A — G an der Position bp 209 (*).

Fir die Verifizierung der Mutation, die die einzige Variation in allen sequenzierten
Plasmid-DNA’s war, wurde die Gesamt-RNA von H9c2-E2-Zellen aus sechs verschiedenen
Zellpassagen isoliert. Nach der Transkription und Amplifikation mittels RT-PCR sowie der
Ligation, Transformation und Restriktionsanalyse der erhaltenen Plasmid-DNA’s wurden
jeweils sechs Plasmide mit korrekter Insertion der Rab11A-cDNA ausgewahlt und
sequenziert. Die Auswertung der Elektropherogramme bestatigte den Primarbefund der

Mutation (A — G) an Position bp 209 der Rab11A-cDNA in allen sequenzierten Plasmiden.
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Fir die Bestimmung des Einflusses der Mutation auf die enzymatische Aktivitat von Rab11A
wurden die Fusionsproteine GST-Rab11A R70 (H9c2-E2), GST-Rab11A Q70 (Wildtyp) und
GST-Rab11A L70 (konstitutiv-aktive Variante) hergestellt und deren GTPase-Aktivitat
bestimmt (siehe Kap. 3.2, S. 105).

3.1.4 Herstellung von pCMV-Rab11A N124|

Die cDNA der dominant-negativen Mutante Rab11A N1241 wurde durch eine Punktmutation
(A — T) an der Position bp 371 der Rab11A-cDNA mittels ortsgerichteter Mutagenese-PCR
generiert. Die Mutagenese-PCR erfolgte mit pCMV-Rab11A (H9c2-E2) als Ausgangsplasmid
und mit Mutagenese-PCR-Primern, die die interessierende Punktmutation enthielten. Nach
dem Restriktionsverdau des nicht-mutierten Ausgangsplasmids wurden XL1-Blue-Zellen
transformiert und die mutierte Plasmid-DNA von mehreren Klonen isoliert und sequenziert.
Die Auswertung der Sequenzierung ergab, dass alle analysierten Plasmid-DNA’s die
interessierende Mutation besallen und die lbrige Sequenz der klonierten Rab11A-cDNA

unverandert war.

Fir die Durchfihrung der transienten Transfektion von H9c2-E2-Zellen mit pCMV-
Rab11A N1241 wurde ein sequenziertes Plasmid ausgewahlt und mittels Maxipraparation
amplifiziert. AnschlieBend erfolgte die Reinigung der Plasmid-DNA und die Resuspension

des gereinigten Pellets mit Endotoxin-freiem Wasser.

3.1.5 Herstellung von pCMV-GLUT4myc

Fir die Herstellung von pCMV-GLUT4myc wurde die GLUT4myc-cDNA aus dem
Ausgangsplasmid pCXN2-GLUT4myc isoliert, das von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. A. Klip
(The Hospital for Sick Children, Toronto, CAN) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
wurde. Nach der Reinigung wurde die GLUT4myc-cDNA (2128 bps) in den linearisierten
Expressionsvektor pCMV / Not | (3690 bps) ligiert. Danach wurden chemisch-kompetente
One Shot® TOP10-Zellen transformiert und die Plasmid-DNA individueller Klone isoliert. Die
Gesamtlange der Plasmid-DNA (5818 bps) und die korrekte Insertion (3690 bps + 2128 bps)
wurden durch den Einsatz spezifischer Restriktionsendonukleasen bestimmt (siehe Abb. 8,
S. 105).
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Abb. 8 Restriktionsanalyse von pCMV-GLUT4myc.

Inverse Darstellung der Restriktionsverdau-Ergebnisse von pCMV-GLUT4myc in einem
1%igen Agarose-Gel nach Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung. Die Bestimmung
der Gesamtlange der Plasmid-DNA (1) erfolgte mit Xho |. Fir die Insertkontrolle (2) wurde
EcoR | eingesetzt und fir die Orientierungskontrolle (3) wurde Hind Ill verwendet. (M, Marker
DNA Ladder 1 kb).

Anm.: Die zusatzliche Bande (*) entstand durch eine intrinsische Restriktionsschnittstelle von
EcoR | in der Sequenz des pCMV-Vektors.

Nach der Sequenzierung mehrerer Plasmid-DNA’s wurde ein Plasmid mit korrekter
GLUT4myc-Sequenz ausgewahlt und mittels Maxipraparation amplifiziert. AnschlieRend
erfolgte die Reinigung der Plasmid-DNA und die Resuspension des gereinigten Pellets mit
Endotoxin-freiem Wasser fiir die Verwendung bei der transienten Transfektion von H9c2-E2-

Zellen.

3.2 Enzymatische Aktivitat von Rab11A

Bei der Sequenzierung der klonierten Rab11A-cDNA aus Zellen der verwendeten Ratten-
Kardiomyoblasten-Zellline H9¢c2 bzw. H9c2-E2 wurde ein Basenaustausch (A — G) an der
Position bp 209 der Rab11A-cDNA festgestellt, der zu einer Aminosaure-Substitution
(Q — R) an der Position 70 innerhalb des katalytisch-aktiven PM3-Motivs von Rab11A flhrt.

Um den Einfluss dieser Aminosaure-Substitution auf die enzymatische Aktivitat der
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Rab-GTPase zu untersuchen, wurden die Varianten Rab11A R70 (H9c2-E2), Rab11A Q70
(Wildtyp) bzw. Rab11AL70 (konstitutiv-aktive Variante) als Fusionsproteine mit Hilfe
des Glutathion-S-transferase (GST)-Expressionssystems hergestellt. Nach der affinitats-
chromatographischen Reinigung der GST-Rab11A-Fusionsproteine wurde die GTPase-
Aktivitat der Rab11A-Varianten ermittelt (GTPase-Assay).

3.2.1 Herstellung des Expressionsvektors pGEX-5X-3-Rab11A R70

Fir die Expression der Fusionsproteine GST-Rab11AL70, GST-Rab11A Q70 und
GST-Rab11A R70 wurde die Rab11A-cDNA aus H9c2-E2-Zellen (Rab11A R70) in den
bakteriellen Expressionsvektor pGEX-5X-3 ligiert. AnschlieRend wurden chemisch-
kompetente One Shot® TOP10-Zellen mit dem Ligationsprodukt transformiert und die
Kultivierung von mehreren Klonen durchgefiihrt. Nach der Praparation der Plasmid-DNA von
pGEX-5X-3-Rab11A R70 erfolgte die Restriktionsanalyse. Fir die Bestimmung der
Gesamtlange der Plasmid-DNA (5641 bps) und der korrekten Insertion (4974 bps + 667 bps)

wurden spezifische Restriktionsendonukleasen eingesetzt (siehe Abb. 9).

L

3 kb

1kb

L

0,5 kb

Abb. 9 Restriktionsanalyse von pGEX-5X-3-Rab11A R70.
Reprasentative inverse Darstellung der Restriktionsverdau-Ergebnisse von pGEX-5X-3-
Rab11A R70 in einem 1,5%igen Agarose-Gel nach Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-
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Farbung. Die Bestimmung der Gesamtlange der Plasmid-DNA (1) erfolgte mit Xho I. Fir die
Insertkontrolle (2) wurde Not | eingesetzt und firr die Orientierungskontrolle (3) wurden BstX |
und Xho | verwendet. (M1, Marker DNA Ladder 1 kb; M2, Marker DNA Ladder 100 bp).

3.2.2 Herstellung der Expressionsvektoren pGEX-5X-3-Rab11A L70 und -Rab11A Q70

Fur die Herstellung der beiden Varianten von GST-Rab11A, GST-Rab11AL70 und
GST-Rab11A Q70, wurde das Ausgangsplasmid pGEX-5X-3-Rab11A R70 mittels
Mutagenese-PCR und komplementdren Primern amplifiziert, die die spezifischen
Punktmutationen (R70L: G — T / R70Q: G — A) enthielten. Nach dem Restriktionsverdau
der nicht-mutierten Ausgangsplasmide wurden XL1-Blue-Zellen mit dem Produkt der
Restriktionsverdau-Experimente transformiert, kultiviert und die Plasmid-DNA individueller
Klone isoliert. Zur Verifizierung der Mutagenese-PCR an der Position bp 209 der klonierten
Rab11A-cDNA wurden jeweils vier Plasmide sequenziert. Die Auswertung der
Sequenzierung ergab, dass die analysierten Plasmide die interessierende Mutation
(R70L: G —> T/ R70Q: G — A) besalRen und die ubrige Sequenz der klonierten Rab11A-

cDNA unverandert war.

3.2.3 Expression der GST-Rab11A-Fusionsproteine

Fir die Expression der GST-Rab11A-Fusionsproteine wurden chemisch-kompetente BL21-
CodonPlus®-RP-Zellen mit den Expressionsvektoren pGEX-5X-3-Rab11A L70, -Rab11A
Q70 und -Rab11A R70 transformiert. AnschlieBend wurden mehrere Klone kultiviert, die
Plasmid-DNA isoliert und die Gesamtlange der erhaltenen Plasmid-DNA bestimmt (siehe
Abb. 10, S. 108).
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Abb. 10 Restriktionsanalyse von pGEX-5X-3-Rab11A L70, -Rab11A Q70 und -Rab11A
R70.

Inverse Darstellung der Restriktionsverdau-Ergebnisse von pGEX-5X-3-Rab11AL70 (1),
-Rab11AQ70 (2) und -Rab11A R70 (3) in einem 1,5%igen Agarose-Gel nach Gelelektro-
phorese und Ethidiumbromid-Farbung. Die Bestimmung der Gesamtlange der Plasmid-DNA’s
erfolgte mit EcoR I. (M, Marker DNA Ladder 1 kb).

Anm.: Die zusatzliche Bande (*) entstand durch den Restriktionsverdau von pACYC-RP, das in
BL21-CodonPlus®-RP-Zellen endogen enthalten ist.

3.2.4 Reinigung der GST-Rab11A-Fusionsproteine

Nach der Expression der GST-Rab11A-Fusionsproteine in Maxipraparation-Kulturen und der
Solubilisierung der Bakterienzellen durch Ultraschall wurden die erhaltenen Zelllysate mittels
Glutathion-Sepharose-Affinitatschromatographie im Batch-Verfahren gereinigt. Dabei binden
die Fusionsproteine mit der GST-Region hochaffin an Sepharose-immobilisiertes Glutathion
und werden anschlieend eluiert. Die Immundetektion der erhaltenen Zelllysate und der
Eluate mit den gereinigten Fusionsproteinen GST-Rab11AL70, GST-Rab11A Q70
bzw. GST-Rab11A R70 (50 kDa) sowie von Rab11 (24 kDa) aus kardialer Ratten-
Mikrosomalmembran als Kontrolle ist in Abb. 11 (S. 109) dargestellt.
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Abb. 11 Reinigung von GST-Rab11A-Fusionsproteinen.
Immundetektion der Fusionsproteine GST-Rab11AL70 (1), GST-Rab11A Q70 (2) und GST-
Rab11A R70 (3) nach SDS-PAGE (8-18 %) und Proteintransfer. A: Zelllysate (je 20 ug
Protein) und Eluate nach Aufreinigung mittels Glutathion-Sepharose-Affinitatschromatographie
(je 0,5 ug Protein) mit anti-Rab11-Antikérper. B: Eluat von GST-Rab11A L70 (0,5 ug Protein)
mit anti-GST-Antikorper. (E, Eluat; MM, kardiale Ratten-Mikrosomalmembran; ZL, Zelllysat).

3.2.5 Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt von Rab11A-Fusionsproteinen

Die enzymatische Aktivitat der gereinigten Fusionsproteine GST-Rab11A L70, GST-Rab11A
Q70 und GST-Rab11A R70, die zur Hydrolyse von Guanosin-5’-triphosphat in Guanosin-5-
diphosphat und anorganisches Phosphat flihrt, wurde mittels GTPase-Assay bestimmt. Nach
der Vorinkubation der GST-Fusionsproteine mit [y-**P]GTP und der Applikation von GTP
erfolgte der Start der enzymatischen Hydrolyse durch die Zugabe von Magnesiumionen als
Cofaktor der Reaktion. Zu definierten Zeitpunkien wurden Aligouts entnommen, auf
Filterpapier transferiert und die Filterpapier-assoziierte Radioaktivitdt gemessen. Die
ermittelte Radioaktivitdt zum Zeitpunkt 0 wurde als 100 % definiert und die enzymatische
Aktivitdt der GST-Rab11A-Fusionsproteine als prozentualer Anteil bezlglich der initialen
Bindung von GST-Rab11A und [y-*P]GTP ermittelt (sieche Abb. 12, S. 110).
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Abb. 12 Enzymatische Aktivitat von GST-Rab11A-Fusionsproteinen.
Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der Fusionsproteine GST-Rab11A L70, GST-Rab11A
Q70 und GST-Rab11A R70 als Anteil an der initialen Bindung (100 %) von GST-Rab11A-
Fusionsprotein und [y-**P]GTP. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus vier verschiedenen
Einzelexperimenten. * Signifikant verschieden vs. GST-Rab11A Q70 bzw. R70 (p < 0,05).

Die Ergebnisse des GTPase-Assays zeigten, dass [y-**P]GTP durch GST-Rab11A L70 nicht
hydrolysiert wurde, da die gemessene Radioaktivitat als quantitatives Mal fir die Bindung
von [y-**P]GTP und GST-Rab11A L70 nach einer initialen Abnahme fiir die Dauer von
60 min konstant blieb. Die Varianten GST-Rab11A Q70 und GST-Rab11A R70 besalien eine
gleichartige enzymatische Aktivitat, die signifikant verschieden zu GST-Rab11A L70 war
(p <0,05). Als Kontrollexperimente dienten Reaktionsansatze mit GST-Rab11A L70,
GST-Rab11A Q70 bzw. GST-Rab11A R70, die ohne Magnesiumionen als Kofaktoren
der enzymatischen Hydrolyse inkubiert wurden. Die gemessene Radioaktivitat der
Kontrollproben zu den definierten Zeitpunkten war nicht-signifikant verschieden zu den
entsprechenden Proben der konstitutiv-aktiven Variante GST-Rab11A L70 (p > 0,05).
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Somit belegen die Ergebnisse des GTPase-Assays, dass die in H9c2- bzw. H9c2-E2-Zellen
vorkommende Punktmutation der Rab11A-cDNA an der Position bp 209, die zu einer
Aminosaure-Substitution (Q — R) an der Position 70 im PM3-Motiv des katalytischen
Zentrums von Rab11A flhrt, keinen Einfluss auf die enzymatische Aktivitdt von Rab11A
besitzt. Auflerdem wurde die Aminosaure-Substitution Q — L als prinzipieller Mutationstyp
der konstitutiv-aktiven Variante von Rab-Proteinen sowie aller Kleinen GTP-bindenden

Proteine bestatigt.

3.3 Transiente Transfektion von H9c2-E2-Zellen

Die Zellen der Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2-E2 wurden mit pCMV-GLUT4myc
und pCMV-Rab11A bzw. pCMV-Rab11A N1241 oder pCMV ohne Insert als Kontrollvektor
transient cotransfiziert, um nach der Uberexpression der Proteine den Einfluss von Rab11A
auf die Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme und Translokation von GLUT4myc zur
Plasmamembran zu untersuchen. Aulerdem erfolgte die transiente Cotransfektion der H9c2-
E2-Zellen fiir die Analyse der subzellularen Lokalisation von GLUT4myc-enthaltenden

Membranvesikeln.

H9c2-E2-Zellen wurden 24 h nach ihrer Aussaat mit einem Transfektionsgemisch inkubiert,
das das Transfektionsreagenz FUGENE 6 und die interessierenden rekombinanten
pCMV-Expressionsvektoren oder den Kontrollvektor pCMV in definierten Mengen enthielt.
Nach einer Expressionsdauer von 24 - 72 h wurden die Zellen lysiert und das Expressions-
niveau der interessierenden Proteine mittels Immundetektion nach SDS-PAGE und
Proteintransfer analysiert. Die Optimierung der Transfektionsbedingungen, insbesondere
das Verhaltnis zwischen dem Volumen des Transfektionsreagenz und der eingesetzten
Masse der Expressionsvektoren sowie die Expressionsdauer, ist in Abb. 13 (S. 112)

reprasentativ dargestellt.
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Abb. 13 Optimierung der transienten Transfektion von H9c2-E2-Zellen.

Immundetektion von Rab11 mit anti-Rab11-Antikérper nach transienter Transfektion von H9c2-
E2-Zellen mit 6 pl bzw. 12 pyl FUGENE 6-Transfektionsreagenz sowie gleicher Mengen pCMV-
Rab11A und pCMV (je 0,5 ug) in den Verhaltnissen 6:1 (1), 6:2 (2) bzw. 12:2 (3). Nach der
Transfektion und einer weiteren Kultivierung erfolgte die SDS-PAGE (8 - 18 %) der Zelllysate
und der Proteintransfer. A: Expressionsdauer 48 h (je 10 ug Protein). B: Expressionsdauer 72 h
(je 20 ug Protein). (KV, Kontrollvektor pCMV; MM, kardiale Ratten-Mikrosomalmembran; NT,
nicht-transfizierte H9c2-E2-Zellen).

Die Immundetektion der Zelllysate von H9c2-E2-Zellen, die mit verschiedenen Mengen-
verhaltnissen des Transfektionsreagenz FUGENE 6 und der Expressionsvektoren pCMV-
Rab11A und pCMV transient cotransfiziert und danach unterschiedlich lang kultiviert wurden,
zeigte eine maximale Uberexpression von Rab11A (24 kDa) bei einem Verhaltnis von 12
Transfektionsreagenz und einer Masse der Expressionsvektoren von insgesamt 2 pg (je 1 pug
pCMV-Rab11A bzw. pCMV) sowie einer Expressionsdauer von 48 h. Diese Transfektions-
bedingungen waren ebenfalls optimal fur die transiente Cotransfektion der H9c2-E2-Zellen
mit pCMV-Rab11A N124| bzw. pCMV-GLUT4myc und wurden deshalb als Standard fur alle

durchgefuhrten transienten Cotransfektionen gewahilt.

In Abb. 14 (S. 113) ist die Immundetektion von Rab11 nach transienter Cotransfektion von
H9c2-E2-Zellen mit pCMV-GLUT4myc und pCMV-Rab11A bzw. pCMV-Rab11 N124| unter

Standard-Transfektionsbedingungen dargestellt.
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Abb. 14 Uberexpression von Rab11A und Rab11A N124lin H9c2-E2-Zellen.

A: Reprasentative Darstellung der Immundetektion von Rab11 mit anti-Rab11-Antikérper nach
transienter Cotransfektion von H9c2-E2-Zellen mit pCMV-GLUT4myc und pCMV-Rab11A (1),
pCMV-Rab11A N1241 (2) bzw. pCMV und pCMV-Rab11A (3). Nach der Transfektion und einer
weiteren Kultivierung fir die Dauer von 48 h erfolgte die SDS-PAGE (8 - 18 %) der Zelllysate (je
10 ug Protein) und der Proteintransfer. B: Prozentuale Darstellung der Chemilumineszenz als
BLU-Mittelwert (+ SEM) aus vier verschiedenen Einzelexperimenten. * Signifikant verschieden
vs. KV-Transfektion (p <0,001); ** signifikant verschieden vs. KV-Transfektion (p < 0,001);
# signifikant verschieden vs. KV-Transfektion (p <0,001). (KV, Kontrollvektor pCMV; MM,
kardiale Ratten-Mikrosomalmembran; NT, nicht-transfizierte H9c2-E2-Zellen).

Die Quantifizierung der detektierten Chemilumineszenz, die als BLU-Signal gemessen
wurde, ergab eine prozentuale Steigerung des Expressionsniveaus sowohl von Rab11A als
auch Rab11A N124| im Vergleich zu der Menge von Rab11 in nicht-transfizierten H9c2-E2-
Zellen um durchschnittlich 1400 % (siehe Abb. 14 B). Der Unterschied zwischen der
Expression von Rab11A und Rab11A N1241 war nicht signifikant (p > 0,05).
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Die Uberexpression von GLUT4myc (45 kDa) nach transienter Cotransfektion von H9c2-E2-
Zellen mit pCMV-GLUT4myc und pCMV-Rab11A bzw. pCMV-Rab11A N124| oder pCMV
als Kontrollvektor unter Standard-Transfektionsbedingungen ist in Abb. 15 gezeigt. Die
GLUT4myc-Proteine wurden sowohl mit anti-GLUT4-Antikérper (siehe Abb. 15 A) als
auch mit anti-myc-Antikdrper (siehe Abb. 15 B) immundetektiert. Die Quantifizierung der
gemessenen Chemilumineszenz nach der Immundetekton mit anti-GLUT4-Antikdrper
(GLUT4myc + Rab11A: 71852 + 6320 BLU; GLUT4myc + Rab11A N124l: 67454 + 5411 BLU;
GLUT4myc + pCMV: 76129 £ 5974 BLU) ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen
den unterschiedlichen Cotransfektionen (p > 0,05). Aufgrund der sehr geringen endogenen
Expression von GLUT4 in H9c2-E2-Zellen, deren detektierte Chemilumineszenz nach der
Immundetektion mit anti-GLUT4-Antikérper nicht quantifiziert werden konnte, wurde auf die
Angabe der prozentualen Steigerung des Expressionsniveaus von GLUT4myc nach

transienter Cotransfektion verzichtet.

MM NT KV 1 2 3 KV 1 2

- ' M | GLuT4 | myc

Abb. 15 Uberexpression von GLUT4myc in H9c2-E2-Zellen.
Immundetektion von GLUT4myc nach transienter Cotransfektion von H9c2-E2-Zellen mit
pCMV-GLUT4myc und pCMV-Rab11A (1), pPCMV-Rab11A N124I (2) bzw. pCMV (3). Nach der
Transfektion und einer weiteren Kultivierung fiir die Dauer von 48 h erfolgte die SDS-PAGE (8 -
18 %) der Zelllysate (je 10 pug Protein) und der Proteintransfer. A: Immundetektion mit anti-
GLUT4-Antikorper. B: Immundetektion mit anti-myc-Antikérper. (KV, Kontrollvektor pPCMV; MM,
kardiale Ratten-Mikrosomalmembran; NT, nicht-transfizierte H9c2-E2-Zellen).

Innerhalb der Phosphatidylinositol-3 (PI3)-Kinase-vermittelten Insulinsignalkaskade stellt die
Proteinkinase B (Akt) ein entscheidendes Effektorprotein dar, das auch an der Translokation
von GLUT4-Speichervesikeln zur Plasmamembran in Muskel- und Fettzellen direkt beteiligt

ist. Nach einer Insulinstimulation ist die Akt in Insulin-sensitiven GLUT4-Speichervesikeln
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lokalisiert und wird mit dieser Vesikelpopulation entlang des Aktin-Zytoskeletts zur Plasma-
membran transloziert. Zur Analyse einer mdglichen Interaktion von Rab11A oder der
dominant-negativen Mutante Rab11A N124| mit der Signaltransduktion der Akt oder anderer,
proximal agierender Signalproteine der PI3-Kinase-vermittelten Insulinsignalkaskade wurde
die Insulin-induzierte Phosphorylierung der Akt nach der Uberexpression von Rab11A bzw.
Rab11A N1241 in H9c2-E2-Zellen ermittelt (siehe Abb. 16 A, S. 116).

Die Normierung der quantifizierten Chemilumineszenz (BLU-Mittelwerte) gegenlber der
Insulin-stimulierten  Kontrolle ergab keinen signifikanten Unterschied der Akt-
Phosphorylierung im Vergleich zu Lysaten Insulin-stimulierter Zellen, die GLUT4myc und
Rab11A bzw. Rab11A N124| (berexprimierten (siehe Abb. 16 B, S. 116). Damit kann eine
Interaktion von Rab11A bei der Insulinsignaltransduktion der Akt oder anderer, proximal

agierenden Signalproteine ausgeschlossen werden.

3.4 Adenovirale Infektion von humanen Skelettmuskelzellen

Fur die Analyse der Funktion von Rab11A in Insulin-sensitiven Zellen wurden humane
Skelettmuskelzellen verwendet. Durch den Einsatz rekombinanter adenoviraler Infektions-
partikel konnten die interessierenden Proteine Rab11A, Rab11A N1241 und GLUT4myc in
den differenzierten Primarzellen Uberexprimiert werden und die Insulin-stimulierte Glucose-

aufnahme bzw. Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran ermittelt werden.

3.4.1 Herstellung der rekombinanten adenoviralen Donorvektoren

Zur Herstellung eines rekombinanten adenoviralen Donorvektors wurde die Rab11A-cDNA
aus der Gesamt-RNA von H9c2-E2-Zellen mittels RT-PCR und Rab11A-spezifischen
Primern generiert, die eine Schnittstelle fur die Restriktionsendonuklease Bgl Il besallen
(siehe Abb. 17 A, S. 117). Durch den Restriktionsverdau des RT-PCR-Produktes (667 bps)
mit Bgl Il erhielt die Rab11A-cDNA Vektor-kompatible kohasive Enden und wurde danach in
den linearisierten adenoviralen Donorvektor pAV-CIG / Bgl Il (9456 bps) insertiert. Nach der
Transformation mit dem Ligationsprodukt und der Kultivierung individueller Klone wurde die
Plasmid-DNA prapariert und analysiert. Eine reprasentative Restriktionsanalyse des
rekombinanten adenoviralen Donorvektors pAV-CIG-Rab11A und des adenoviralen
Donorvektors pAV-CIG als Kontrolle ist in Abb. 17 B (S. 117) gezeigt. Fur die Bestimmung
der Gesamtlange der Plasmid-DNA (10123 bps / 9456 bps) und der korrekten Insertion

(9456 bps + 657 bps) wurden spezifische Restriktionsendonukleasen eingesetzt.
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Abb. 16 Akt-Phosphorylierung in transfizierten H9c2-E2-Zellen.

H9c2-E2-Zellen wurden mit pCMV-GLUT4myc, -Rab11A, -Rab11A N124l bzw. pCMV als
Kontrollvektor (KV) transient cotransfiziert. Nach einer Kultivierung fir die Dauer von 48 h
wurden die Zellen mit 1 yM Insulin stimuliert. Nach der Zelllysis erfolgte die SDS-
PAGE (8- 18 %) der Lysate (je 10 ug Protein) und der Proteintransfer. A: Reprasentative
Darstellung der Immundetektion mit anti-phospho-Akt- bzw. anti-Akt-Antikbrper. B:
Quantifizierung der detektierten Chemilumineszenz (Normierung: Insulin-stimulierte Kontrolle)
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aus drei verschiedenen Einzelexperimenten. * Nicht-signifikant verschieden vs. KV-Transfektion
(p > 0,05); ** nicht-signifikant verschieden vs. KV-Transfektion (p > 0,05); * nicht-signifikant
verschieden vs. KV-Transfektion (p > 0,05). (B, basal; I, Insulin).

A B LK IK OK
M1 M2 1 2 1 2 1 2 M1
Tl | T
10kb | sy u-l m-r U.—
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— 1kb | == i
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Abb. 17 RT-PCR von Rab11A-cDNA und Restriktionsanalyse von pAV-CIG-Rab11A.
A: Inverse Darstellung der Rab11A-cDNA nach RT-PCR aus Gesamt-RNA von H9c2-E2-Zellen
in einem 2%igen Agarose-Gel nach Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung. B:
Reprasentative inverse Darstellung der Restriktionsverdau-Ergebnisse von pAV-CIG (1) und
pAV-CIG-Rab11A (2) in einem 1,25%igen Agarose-Gel nach Gelelektrophorese und
Ethidiumbromid-Farbung. Die Bestimmung der Gesamtlange der Plasmid-DNA’s (LK) erfolgte
mit Pme |. Fur die Insertkontrolle (IK) wurde Bgl Il eingesetzt und fir die Orientierungskontrolle

(OK) wurden Xba | und Xho | verwendet. (M1, Marker DNA Ladder 100 bp; M2, Marker DNA
Ladder 1 kb).

Die Herstellung des adenoviralen Donorvektors der dominant-negativen Mutante Rab11A
N124| erfolgte mittels Mutagenese-PCR unter Verwendung des Ausgangsplasmids
pAV-CIG-Rab11A und komplementaren Primern, die eine Punktmutation (A — T) an der
Position bp 371 der Rab11A-cDNA generierten. Nach dem Restriktionsverdau des nicht-
mutierten Ausgangsplasmids wurden chemisch-kompetente XL1-Blue-Zellen transformiert
und die Plasmid-DNA von pAV-CIG-Rab11A N1241 von mehreren Klonen isoliert.
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Fur die Insertion der GLUT4myc-cDNA in den linearisierten adenoviralen Donorvektor
pAV-CIG/Bglll wurde das Ausgangsplasmid pCXN2-GLUT4myc mutiert, da die
GLUT4myc-cDNA eine intrinsische Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Bgl Il besitzt.
Die Substitution an der Position bp 1442 der GLUT4myc-cDNA erfolgte mittels Mutagenese-
PCR und komplementaren Primern, die die Punktmutation (G — A) enthielten. Nach dem
Restriktionsverdau des nicht-mutierten Ausgangsplasmids und der Transformation von
chemisch-kompetenten XL1-Blue-Zellen wurde die isolierte Plasmid-DNA eines Klons mit der
Restriktionsendonuklease Bgl Il inkubiert, um Vektor-kompatible kohasive Doppelstrang-
Enden der GLUT4myc-cDNA zu generieren. AnschlieRend wurde die GLUT4myc-cDNA mit
dem linearisierten adenoviralen Donorvektor pAV-CIG/Bgl Il ligiert und chemisch-

kompetente One Shot® TOP10-Zellen mit dem Ligationsprodukt transformiert.

Ausgewahlte rekombinante Plasmid-DNA’s wurden nach der Restriktionsanalyse von
pAV-CIG-Rab11A bzw. nach der Mutagenese-PCR zur Herstellung von pAV-CIG-
Rab11A N124| und pAV-CIG-GLUT4myc sequenziert. Die Auswertung der Sequenzierung
ergab eine korrekte Ligation der insertierten cDNA’s sowie die Mutation der Rab11A N124l-
cDNA an der Position bp 371 bzw. der GLUT4myc-cDNA an der Position bp 1442 ohne

Sequenzvariationen in anderen Regionen der jeweiligen cDNA.

3.4.2 Homologe Rekombination

Nach der Linearisierung der rekombinanten adenoviralen Donorvektoren pAV-CIG-Rab11A,
pAV-CIG-Rab11A N124| und pAV-CIG-GLUT4myc durch den Einsatz der Restriktions-
endonuklease Pme | (siehe Abb. 17 B, S. 117) erfolgte die homologe Rekombination des
adenoviralen Akzeptorvektors pAVG5S-AE1/E3 mit einem rekombinanten adenoviralen
Donorvektor. Dazu wurden elektrokompetente BJ5183-Zellen mit beiden Vektoren
cotransformiert. Nach der Kultivierung individueller Klone wurde die Plasmid-DNA von
pAVG-Rab11A, pAVG-Rab11A N124| und pAVG-GLUT4myc isoliert und durch den Einsatz
spezifischer Restriktionsendonukleasen analysiert. In Abb. 18 (S. 119) ist die Restriktions-
analyse von pAVG-Rab11A nach der korrekten homologen Rekombination des adenoviralen
Akzeptorvektors pAVG5-AE1/E3 mit dem rekombinanten adenoviralen Donorvektor pAV-
CIG-Rab11A sowie die Restriktionsanalyse von pAVG5-AE1/E3 als Kontrollplasmid
reprasentativ dargestellt. Durch den Einsatz von Bgl Il wurde die Rab11A-cDNA (667 bps)
als Einzelfragment nach dem Restriktionsverdau des Gesamtplasmids pAVG-Rab11A direkt

nachgewiesen.
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Abb. 18 Restriktionsanalyse von pAVG-Rab11A.
Reprasentative inverse Darstellung der Restriktionsverdau-Ergebnisse von pAVG5-AE1/E3 (1)
und pAVG-Rab11A (2) in einem 1,25%igen Agarose-Gel nach Gelelektrophorese und
Ethidiumbromid-Farbung. Fur die Kontrolle der homologen Rekombination wurde BstX | (RK 1)
bzw. Pac | (RK Il) eingesetzt. Zusatzlich wurde die Insertkontrolle (IK) mit Bgl Il durchgefiihrt.
(M1, Marker DNA Ladder 1 kb; M2, Marker DNA Ladder 100 bp).

3.4.3 Herstellung der rekombinanten Viruspartikel

Nach der Linearisierung der rekombinanten adenoviralen Plasmid-DNA von pAVG-Rab11A,
pAVG-Rab11A N1241 bzw. pAVG-GLUT4myc durch den Einsatz der Restriktions-
endonuklease Pac | (siehe Abb. 18) wurden replikationskompetente HEK-293-Zellen mittels
Calciumphosphat-Methode transfiziert und die rekombinanten Viruspartikel AV-Rab11A,
AV-Rab11A N124| und AV-GLUT4myc hergestellt. In Tab. 17 (S. 120) ist die Anzahl der
hergestellten rekombinanten Viruspartikel nach der Maxipraparation und die biologische
Aktivitat in Plaque forming units (PFU) dargestellt.
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Anzahl der Viruspartikel Biologische Aktivitat
AV-Rab11A 6,1x 10" 6,8x 10" PFU
AV-Rab11A N124| 48x10" 5,4 x 10" PFU
AV-GLUT4myc 8,1x 10" 7.3x 10" PFU

Tab. 17 Anzahl und biologische Aktivitat der hergestellten Viruspartikel.

3.4.4 Adenovirale Infektion der humanen Skelettmuskelzellen

Humane Skelettmuskelzellen wurden mit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit
hergestellten rekombinanten Viruspartikeln AV-Rab11A, AV-Rab11A N1241 und AV-
GLUT4myc adenoviral coinfiziert. Zusatzlich wurden Kontrollviren ohne rekombinantes Insert
(AV-K) verwendet, die Bestandteil des AdenoVator™-Kit waren. Fur die adenovirale
Coinfektion wurden humane proliferierende Myoblasten ausgesat und nach einer
Wachstumsdauer von vier Tagen differenziert. Drei Tage nach Differenzierungsbeginn
erfolgte die Coinfektion der Skelettmuskelzellen mit einer definierten Menge der
interessierenden Viruspartikel (100 PFU je ausgesater Myoblastenzelle). Nach einer
weiteren Kultivierung fiir die Dauer von 48 h wurden die Zellen lysiert und das Expressions-
niveau der entsprechenden Proteine analysiert. Die lichtmikroskopische Kontrolle ergab
bei den eingesetzten PFU-Mengen keine morphologischen Veranderungen der Zellen
wahrend der Infektion und der anschlieRenden Kultivierung. Eine reprasentative Immun-
detektion der Zelllysate von Skelettmuskelzellen, die zur Optimierung der adenoviralen
Infektion mit 5 - 100 PFU AV-Rab11A je ausgesater Myoblastenzelle infiziert wurden, und die

Quantifizierung der detektierten Chemilumineszenz sind in Abb. 19 (S. 121) dargestellt.
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Abb. 19 Optimierung der adenoviralen Infektion von humanen Skelettmuskelzellen.

A: Repréasentative Darstellung der Immundetektion von Rab11 mit anti-Rab11-Antikérper nach
adenoviraler Infektion von humanen Skelettmuskelzellen mit AV-Rab11A (5, 25, 50, 100 bzw.
150 PFU je ausgesater proliferierender Myoblastenzelle) bzw. AV-K (150 PFU je ausgesater
proliferierender Myoblastenzelle). Nach der Infektion und einer weiteren Kultivierung fir die
Dauer von 48 h erfolgte die SDS-PAGE (8 - 18 %) der Zelllysate (je 10 ug Protein) und der
Proteintransfer. B: Prozentuale Darstellung der Chemilumineszenz als BLU-Mittelwert (+ SEM)
aus drei verschiedenen Einzelexperimenten. * Nicht-signifikant verschieden vs. AV-K-Infektion
(p > 0,05); ** signifikant verschieden vs. AV-K-Infektion (p < 0,001). (K, Kontrollviren AV-K; SM,
humane Skelettmuskelzellen).

Die Immundetektion der Zelllysate von humanen Skelettmuskelzellen, die mit AV-Rab11A
infiziert wurden, zeigte ein Maximum des Expressionsniveaus von Rab11A bei einer
eingesetzten Menge von 100 PFU je ausgesater proliferierender Myoblastenzelle nach einer
Expressionsdauer von 48 h. Die Quantifizierung der detektierten Chemilumineszenz ergab,
dass die Infektion von humanen Skelettmuskelzellen mit AV-Rab11A (100 PFU) zu einer

Steigerung der zelluldren Expression von Rab11A gegenlber Kontrollzellen um 1950 %
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fuhrte. Die Coinfektion humaner Skelettmuskelzellen drei Tage nach Differenzierungsbeginn
mit 100 PFU je ausgesater Myoblastenzelle und eine anschlieRende Expressionsdauer von
48 h wurden als Standard fir alle durchgefihrten adenoviralen Coinfektionen von humanen
Skelettmuskelzellen gewahlt.

In Abb. 20 ist die Immundetektion der Zelllysate von humanen Skelettmuskelzellen nach
adenoviraler Coinfektion mit AV-GLUT4myc und AV-Rab11A bzw. AV-Rab11A N124| oder
Kontrollviren (je 100 PFU) sowie die Quantifizierung der detektierten Chemilumineszenz

reprasentativ dargestellt.
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Abb. 20 Uberexpression von Rab1lA und GLUT4myc in humanen Skelettmuskel-
zellen.
Uberexpression von Rab11A und GLUT4myc nach adenoviraler Coinfektion von humanen
Skelettmuskelzellen mit AV-GLUT4myc und AV-Rab11A (1), AV-Rab11A N124I (2) bzw. AV-K
(3). Nach der Infektion (je 100 PFU) und einer weiteren Kultivierung fir die Dauer von 48 h
erfolgte die SDS-PAGE (8 - 18 %) und der Proteintransfer. A: Reprasentative Darstellung der
Immundetektion von Zelllysaten (je 10 pg Protein) mit anti-Rab11-Antikdrper. B: Reprasentative
Darstellung der Immundetektion von Zelllysaten (je 5 pug Protein) mit anti-GLUT4-Antikorper.
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C: Prozentuale Darstellung der Chemilumineszenz als BLU-Mittelwert (+ SEM) aus jeweils vier
verschiedenen Einzelexperimenten. * Signifikant verschieden vs. AV-K-Infektion (p < 0,001);
** signifikant verschieden vs. AV-K-Infektion (p < 0,001); * signifikant verschieden vs. AV-K-
Infektion (p < 0,001). (K, Kontrollviren AV-K; MM, kardiale Mikrosomalmembran; SM, humane
Skelettmuskelzellen).

Die Quantifizierung der detektierten Chemilumineszenz ergab eine prozentuale Steigerung
des Expressionsniveaus von Rab11A und Rab11A N124l in humanen Skelettmuskelzellen
nach adenoviraler Coinfektion im Vergleich zu der Menge von Rab11 in Kontrollzellen um
1763 % (AV-Rab11A + GLUT4myc) bzw. 1639 % (AV-Rab11A N124| + GLUT4myc). Der
Unterschied zwischen der Expression von Rab11A und Rab11A N124| war nicht-signifikant
(p > 0,05). Die Expression von GLUT4myc war nach adenoviraler Coinfektion im Vergleich
zu der Menge von GLUT4 in Kontrollzellen um 3247 % (AV-GLUT4myc + AV-Rab11A),
um 3533 % (AV-GLUT4myc + AV-Rab11A N1241) bzw. um 3361 % (AV-GLUT4myc + AV-K)
erhoht.

3.5 Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme

3.5.1 Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme in H9c2-E2-Zellen

Fir die Untersuchung des Einflusses von Rab11A auf die Insulin-stimulierte
Glucoseaufnahme wurde die Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2 als etabliertes Modell
zur funktionellen Analyse von Herzmuskelzellen ausgewahlt und zusatzlich mit der humanen
Insulinrezeptor-cDNA stabil transfiziert. Nach der Kontrolle der =zelluldaren Rezeptor-
Uberexpression wurde die Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme ausgewahlter H9c2-Klone
bestimmt [Pause, 2005]. Die Ergebnisanalyse aller untersuchten Klone ergab, dass der Klon
E2 sowohl die héchste Insulinsensitivitat besal® (ICs: 4 nM) als auch eine 2,5fach hdhere
Glucoseaufnahme gegenlber nicht-transfizierten H9c2-Zellen zeigte und deshalb fiir die

nachfolgenden Experimente eingesetzt wurde.

Fir die funktionelle Charakterisierung von Rab11A in H9c2-E2-Zellen wurden die Ratten-
Kardiomyoblasten mit pCMV-GLUT4myc und pCMV-Rab11A bzw. pCMV-Rab11A N124|
oder mit dem Kontrollvektor pCMV in Transfektionstriplikaten cotransfiziert und kultiviert. Das
Expressionsniveau der interessierenden Proteine ist in Abb. 14 (S. 113) bzw. Abb. 15
(S. 114) reprasentativ dargestellt. Nach der Inkubation der H9c2-E2-Zellen mit radioaktiv-
markierter 2-Desoxy-D-[1-"*C]-glucose (2-DOG) erfolgte die Stimulation mit 1 pM Insulin und
die Messung der zellularen 2-DOG-Aufnahme. In Abb. 21 (S. 124) ist die Quantifizierung
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der 2-DOG-Aufnahme von H9c2-E2-Zellen unter Basalbedingungen und nach Hormon-

stimulus dargestellt.
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Abb. 21 Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme von H9c2-E2-Zellen.

H9c2-E2-Zellen wurden mit pCMV-GLUT4myc, -Rab11A, -Rab11A N124| bzw. pCMV als
Kontrollvektor (KV) transient cotransfiziert. Nach einer Kultivierung fur die Dauer von 48 h wurde
die zelluldre Aufnahme von 2-Desoxy-D-[1-"*C]glucose unter Basalbedingungen (B) bzw. nach
Insulinstimulation (1) ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus drei verschiedenen
Einzelexperimenten. * Signifikant verschieden vs. KV-Transfektion (p <0,001); ** signifikant
verschieden vs. GLUT4myc-Transfektion (p <0,01); n.s., nicht-signifikant verschieden vs.
GLUT4myc-Transfektion (p > 0,05). (NT, nicht-transfizierte H9c2-E2-Zellen).

Die Uberexpression von GLUT4myc fiihrte zu einer Verdopplung der zelluldren 2-DOG-
Aufnahme unter Basalbedingungen im Vergleich zu H9c2-E2-Zellen, die mit dem Kontroll-
vektor pCMV (KV) transfiziert wurden (KV: 2455 + 79 cpm; GLUT4myc: 5089 £ 81 cpm).
Sowohl in KV-transfizierten als auch in GLUT4myc-transfizierten Zellen kam es nach

der Insulinstimulation zu einer Erhdéhung der zellularen 2-DOG-Aufnahme um 75 %
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(KV: 4406 + 148 cpm; GLUT4myc: 8597 + 86 cpm). Die Uberexpression von GLUT4myc und
Rab11A verringerte die basale 2-DOG-Aufnahme im Vergleich zu GLUT4myc-transfizierten
Zellen um 37 % (GLUT4myc: 5089 + 81 cpm; GLUT4myc + Rab11A: 3254 + 123 cpm). Die
Insulinstimulation fiihrte unter diesen Expressionsbedingungen zu einem zweifachen Anstieg
der 2-DOG-Aufnahme (GLUT4myc + Rab11A: 3254 + 123 cpm [basal] vs. 6474 + 194 cpm

[Insulin]).

H9c2-E2-Zellen, in denen GLUT4myc und die dominant-negative Mutante Rab11A N124|
Uberexprimiert wurden, zeigten keine signifikante Anderung der basalen 2-DOG-Aufnahme
im Vergleich zu GLUT4myc-transfizierten Zellen (GLUT4myc: 5089 + 81 cpm; GLUT4myc +
Rab11A N124l: 5226 + 251 cpm). Der Insulineffekt war unter diesen Bedingungen im
Vergleich zu GLUT4myc-transfizierten Zellen um 39 % reduziert (GLUT4myc: 3508 cpm;
GLUT4myc + Rab11A N1241: 2148 cpm).

Die transiente Transfektion mit dem Kontrollvektor fiihrte zu keiner signifikanten Anderung
der basalen (Nicht-transfiziert: 2665 + 125 cpm; KV: 2455 + 79 cpm) bzw. Insulin-stimulierten
2-DOG-Aufnahme (Nicht-transfiziert: 4506 + 92 cpm; KV: 4406 + 148 cpm).

Die dargestellten Ergebnisse zeigen den Einfluss von Rab11A auf die 2-DOG-Aufnahme in
H9c2-E2-Zellen. Die Uberexpression von Rab11A und GLUT4myc fiihrte zu einer starken
Verringerung der basalen Glucoseaufnahme im Vergleich zu GLUT4myc-transfizierten
Zellen. Der Insulineffekt blieb unter diesen Transfektionsbedingungen unverandert. Im
Gegensatz zur Wildtyp-Form von Rab11A hatte die dominant-negative Mutante
Rab11A N124I keinen signifikanten Einfluss auf die basale Glucoseaufnahme in H9c2-E2-

Zellen, induzierte jedoch eine erhebliche Hemmung der Insulinwirkung.

3.5.2 Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme in humanen Skelettmuskelzellen

Fir die weitere Analyse der funktionellen Bedeutung von Rab11A bei der Insulin-stimulierten
Glucoseaufnahme wurden primare Skelettmuskelzellen eingesetzt. Humane proliferierende
Myoblasten wurden ausgesat und drei Tage nach Beginn ihrer Differenzierung zu
Skelettmuskelzellen mit AV-GLUT4myc und AV-Rab11A bzw. AV-Rab11A N1241 (je
100 PFU) oder mit Kontrollviren ohne rekombinantes Insert (AV-K) adenoviral coinfiziert.
Nach 48 h wurden die Skelettmuskelzellen von Infektionstriplikaten mit 1 uM Insulin stimuliert
und die zellulare 2-DOG-Aufnahme ermittelt. Die Quantifizierung der 2-DOG-Aufnahme von
humanen Skelettmuskelzellen unter Basalbedingungen und nach Insulinstimulation ist in
Abb. 22 (S. 126) dargestellt.
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Abb. 22 Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme von humanen Skelettmuskelzellen.

Humane Skelettmuskelzellen wurden mit AV-GLUT4myc, AV-Rab11A, AV-Rab11A N124| bzw.
AV-K (je 100 PFU) adenoviral coinfiziert. Nach einer Kultivierung fur die Dauer von 48 h wurde
die zelluldre Aufnahme von 2-Desoxy-D-[1-"*C]glucose unter Basalbedingungen (B) bzw. nach
Insulinstimulation (I) ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus vier verschiedenen
Einzelexperimenten. * Signifikant verschieden vs. GLUT4myc-Infektion (p < 0,01); n.s., nicht-
signifikant verschieden vs. GLUT4myc-Infektion (p > 0,05). (AV-K, Kontrollviren; NI, nicht-
infizierte humane Skelettmuskelzellen).

Die Bestimmung der zellularen 2-DOG-Aufnahme in humanen Skelettmuskelzellen ergab,
dass diese Zellen aufgrund des geringen Expressionsniveaus von GLUT4 (siehe Abb. 20,
S. 122) nur eine marginale Steigerung (12 %) der Glucoseaufnahme nach Insulinstimulation
zeigten (NI: 430 + 11 cpm [basal] vs. 481 + 16 cpm [Insulin]). Die Uberexpression von
GLUT4myc ergab keine Anderung der zelluldren 2-DOG-Aufnahme unter Basalbedingungen
im Vergleich zu Skelettmuskelzellen, die mit AV-K infiziert wurden (AV-K: 420 * 24 cpm;
GLUT4myc: 412 + 19 cpm). Die Insulinstimulation dieser Zellen fiihrte zu einem zweifachen
Anstieg der 2-DOG-Aufnahme (GLUT4myc: 412 £ 19 cpm [basal] vs. 803 £ 36 cpm [Insulin]).
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Skelettmuskelzellen, die GLUT4myc und Rab11A Uberexprimierten, zeigten eine Reduktion
der basalen 2-DOG-Aufnahme im Vergleich zu GLUT4myc-infizierten Zellen um 37 %
(GLUT4myc: 412 £ 19 cpm; GLUT4myc + Rab11A: 259 + 26 cpm). Der Insulineffekt war
unter diesen Infektionsbedingungen marginal verringert (GLUT4myc: 391 cpm; GLUT4myc +
Rab11A: 324 cpm). Die Uberexpression von GLUT4myc und der dominant-negativen
Mutante Rab11A N124| flihrte zu keiner signifikanten Anderung der basalen 2-DOG-
Aufnahme im Vergleich zu GLUT4myc-infizierten Zellen (GLUT4myc: 412 +19 cpm;
GLUT4myc + Rab11A N1241: 426 + 33 cpm). Im Vergleich zu GLUT4myc-infizierten Zellen
war der Insulineffekt nach der Coinfektion um 44 % reduziert (GLUT4myc: 391 cpm;
GLUT4myc + Rab11A N124l: 219 cpm).

Die Infektion mit Kontrollviren (AV-K) hatte sowohl unter Basalbedingungen (Nicht-infiziert:
430+ 11 cpm; AV-K: 412+ 19 cpm) als auch nach Insulinstimulation (Nicht-infiziert:
481 = 16 cpm; AV-K: 491 + 26 cpm) keinen signifikanten Einfluss auf die 2-DOG-Aufnahme.

Die erzielten Befunde der infizierten Skelettmuskelzellen bestatigen den dualen Effekt von
Rab11A bei der basalen und Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme aus den Untersuchungen
der H9c2-E2-Zellen. Auch in Primarzellen verringerte Rab11A die basale Glucoseaufnahme,
wahrend die Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme nahezu unverandert blieb. Im Gegensatz
dazu inhibierte die dominant-negative Mutante Rab11A N1241 die Insulin-stimulierte
Glucoseaufnahme erheblich, ohne die basale Glucoseaufnahme =zu beeintrachtigen.
Interessanterweise flhrte die singulare Expression von GLUT4myc im Vergleich zu nicht-
infizierten Zellen zu keiner Zunahme der basalen Glucoseaufnahme. Die Insulinstimulation

induzierte eine Verdoppelung der Glucoseaufnahme in GLUT4myc-infizierten Zellen.

3.6 Insulin-stimulierte Translokation des Glucosetransporters GLUT4

Der Einfluss von Rab11A auf die Insulin-stimulierte Translokation des Glucosetransporters
GLUT4 wurde sowohl in Zellen der Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2-E2 als auch in
humanen Skelettmuskelzellen untersucht. Nach der transienten Cotransfektion bzw.
adenoviralen Coinfektion der Zellen wurde neben Rab11A eine modifizierte Form des
Glucosetransporters GLUT4 (berexprimiert, dessen cDNA durch eine Insertion von
14 Aminosauren (AEEQKLISEEDLLK) der humanen c-myc-Region variiert war (GLUT4myc).
Nach der Insulin-stimulierten Translokation der GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikel
und der Fusion mit der Plasmamembran wird das myc-Epitop in der ersten extrazellularen

Schleife des Glucosetransporters GLUT4 ohne Beeintrachtigung der Aktivitat des
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Transportproteins exponiert [Kanai et al., 1993; Wang et al., 1998 b]. Durch den Einsatz
eines anti-myc-Antikorpers und eines radioaktiv-markierten Sekundarantikdrpers konnte der
Glucosetransporter GLUT4myc direkt und ohne Permeabilisierung der Plasmamembran

quantifiziert werden.

3.6.1 Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4myc in H9c2-E2-Zellen

Fir die Translokationsuntersuchungen wurden H9c2-E2-Zellen mit pCMV-GLUT4myc und
pCMV-Rab11A bzw. pCMV-Rab11A N124l oder dem Kontrollvektor pCMV in Transfektions-
triplikaten cotransfiziert und kultiviert. Nach der Stimulation der H9c2-E2-Zellen mit 1 yM
Insulin erfolgte die Bestimmung der Menge von Plasmamembran-assoziiertem GLUT4myc
durch die Inkubation mit anti-myc-Antikérper und radioaktiv-markiertem Sekundarantikérper.
In Abb. 23 ist die Quantifizierung der Translokation von GLUT4myc in transfizierten H9c2-

E2-Zellen unter Basalbedingungen und nach Hormonstimulus dargestellt.
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Abb. 23 Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4myc in H9c2-E2-Zellen.
H9c2-E2-Zellen wurden mit pCMV-GLUT4myc, -Rab11A, Rab11A N1241 bzw. pCMV als
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Kontrollvektor (KV) transient cotransfiziert. Nach einer Kultivierung fir die Dauer von 48 h
wurde die Translokation von GLUT4myc unter Basalbedingungen (B) bzw. nach
Insulinstimulation (I) bestimmt. Die Quantifizierung der Plasmamembran-assoziierten Menge
von GLUT4myc erfolgte durch die Inkubation mit anti-myc-Antikdrper und einem radioaktiv-
markierten Sekundarantikorper. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus vier verschiedenen
Einzelexperimenten. * Signifikant verschieden vs. KV-Transfektion (p <0,001); ** signifikant
verschieden vs. GLUT4myc-Transfektion (p < 0,001); * signifikant verschieden vs. GLUT4myc
+ Rab11A-Transfektion (p < 0,001).

Die Auswertung der Translokationsuntersuchungen mit transfizierten H9c2-E2-Zellen ergab,
dass die detektierte Plasmamembran-gebundene Radioaktivitdt vollstdndig aus der
Uberexpression von GLUT4myc resultierte (KV: 77 + 4 cpm; GLUT4myc: 2096 + 42 cpm).
Nach der Insulinstimulation war die Menge von Plasmamembran-assoziiertem GLUT4myc in
GLUT4myc-transfizierten Zellen zweifach erhéht (GLUT4myc: 2096 + 42 cpm [basal] vs.
3853 + 172 cpm [Insulin]). Die Uberexpression von GLUT4myc und Rab11A reduzierte die
Menge von Plasmamembran-assoziiertem GLUT4myc unter Basalbedingungen um 55 %
(GLUT4myc: 2096 + 42 cpm; GLUT4myc + Rab11A: 948 £ 67 cpm). Die Insulin-stimulierte
Translokation von GLUT4myc war durch die Uberexpression von GLUT4myc und Rab11A im

Vergleich zu GLUT4myc-transfizierten Zellen gering erhoht (16 %).

Die Uberexpression von GLUT4myc und der dominant-negativen Mutante Rab11A N124I
hatte nur einen geringen Einfluss auf die Menge von Plasmamembran-assoziiertem
GLUT4myc unter Basalbedingungen (GLUT4myc: 2096 £ 42 cpm; GLUT4myc + Rab11A
N124l: 1857 £ 40 cpm). Der Insulineffekt in diesen cotransfizierten Zellen war jedoch in
Vergleich zu GLUT4myc-transfizierten Zellen um 43 % reduziert (GLUT4myc: 1757 cpm;
GLUT4myc + Rab11A N124l: 1014 cpm).

Die Ergebnisse der Translokationsuntersuchungen von H9c2-E2-Zellen nach Uber-
expression von GLUT4myc und Rab11A bzw. Rab11AN1241 flhrten zu einer
Differenzierung des dualen Effekts von Rab11A. Der direkte Nachweis von GLUT4myc in der
Plasmamembran ergab eine Halbierung der Menge des Glucosetransporters nach der
Uberexpression von GLUT4myc und Rab11A unter Basalbedingungen. Der Vergleich mit
den Ergebnissen der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme (siehe Abb. 21, S. 124) zeigt,
dass die Translokation von GLUT4myc zur Plasmamembran nach Hormonstimulus durch
Rab11A ebenfalls nur unwesentlich beeinflusst wurde. Im Gegensatz dazu verringerte
Rab11A N124I die Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4myc, wahrend die Menge

von GLUT4myc unter Basalbedingungen im Vergleich zu GLUT4myc-transfizierten Zellen
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nicht-signifikant verandert war. Fur die weitere Charakterisierung dieser Befunde wurde die
subzelluldre Lokalisation von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln analysiert (siehe
Kap. 3.7, S. 131).

3.6.2 Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4myc in humanen Skelettmuskel-
zellen
In humanen Skelettmuskelzellen wurde die Translokation von GLUT4myc nach adenoviraler

Infektion der Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden humane proliferierende Myoblasten ausgesat
und drei Tage nach Beginn ihrer Differenzierung zu Skelettmuskelzellen mit AV-GLUT4myc
und AV-Rab11A bzw. AV-Rab11A N1241 (je 100 PFU) oder mit Kontrollviren ohne
rekombinantes Insert (AV-K) adenoviral coinfiziert. Nach der Stimulation der Skelett-
muskelzellen mit 1 uM Insulin erfolgte die Bestimmung der Menge von Plasmamembran-
assoziiertem GLUT4myc durch die Inkubation mit anti-myc-Antikérper und radioaktiv-
markierten Sekundarantikorper. Die Quantifizierung der Translokation von GLUT4myc in
infizierten humanen Skelettmuskelzellen unter Basalbedingungen und nach Insulin-
stimulation ist in Abb. 24 (S. 131) dargestellt.

Die Uberexpression von GLUT4myc nach adenoviraler Infektion fiihrte zu einer massiven
Erhéhung der Translokation von GLUT4myc zur Plasmamembran unter Basalbedingungen
im Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollviren (AV-K) infiziert wurden (AV-K: 158 £ 9 cpm;
GLUT4myc: 936 + 38 cpm). Die Insulinstimulation der GLUT4myc-infizierten Zellen
induzierte eine Verdopplung der Plasmamembran-assoziierten Menge von GLUT4myc
(GLUT4myc: 936 + 38 cpm [basal] vs. 1965 + 47 cpm [Insulin]). Skelettmuskelzellen, die
GLUT4myc und Rab11A Uberexprimierten, zeigten im Vergleich zu GLUT4myc-infizierten
Zellen eine Abnahme der Translokation unter Basalbedingungen um 41 % (GLUT4myc:
936 £ 38 cpm; GLUT4myc + Rab11A: 556 + 59 cpm). AuRerdem war der Insulineffekt unter
diesen Bedingungen auf 73 % reduziert (GLUT4myc: 1029 cpm; GLUT4myc + Rab11A:
751 cpm).

Die Uberexpression von GLUT4myc und der dominant-negativen Mutante Rab11A N124I
fuhrte zu einer nicht-signifikanten Erhéhung der basalen Translokation von GLUT4myc
(GLUT4myc: 936 + 48 cpm; GLUT4myc + Rab11A N1241: 1024 + 55 cpm). Der Insulineffekt

der coinfizierten Zellen war im Vergleich zu GLUT4myc-infizierten Zellen um 52 % reduziert
(GLUT4myc: 1029 cpm; GLUT4myc + Rab11A N1241: 494 cpm).
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Abb. 24

Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4myc in humanen
Skelettmuskelzellen.

Humane Skelettmuskelzellen wurden mit AV-GLUT4myc, AV-Rab11A, AV-Rab11A N124| bzw.
AV-K (je 100 PFU) adenoviral coinfiziert. Nach einer Kultivierung fir die Dauer von 48 h wurde
die Translokation von GLUT4myc unter Basalbedingungen (B) bzw. nach Insulinstimulation (1)
bestimmt. Die Quantifizierung der Plasmamembran-assoziierten Menge von GLUT4myc erfolgte
durch die Inkubation mit anti-myc-Antikdrper und einem radioaktiv-markierten Sekundar-
antikérper. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus vier verschiedenen Einzel-
experimenten. * Signifikant  verschieden vs. AV-K-Infektion (p <0,001); ** signifikant
verschieden vs. GLUT4myc-Infektion (p < 0,01); *signifikant verschieden vs. GLUT4myc +
Rab11A-Infektion (p < 0,005). (AV-K, Kontrollviren).

3.7 Subzellulare Lokalisation von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln

Die subzelluldre Lokalisation von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln wurde in H9c2-E2-

Zellen analysiert, um die Verteilung des Glucosetransporters in unterschiedlichen

Vesikelkompartimenten nach der Uberexpression von GLUT4myc und Rab11A zu

identifizieren. Dadurch konnte der duale Effekt von Rab11A in Insulin-sensitiven Zellen, der
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nach den Untersuchungen der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme und Translokation von

GLUT4myc zur Plasmamembran postuliert wurde, detaillierter beschrieben werden.

Die isolierte Gesamtmembran von transfizierten H9c2-E2-Zellen, die GLUT4myc und
Rab11A bzw. Rab11A N124I| berexprimierten, wurde in einem kontinuierlichen Saccharose-
Dichtegradienten mittels Ultrazentrifugation fraktioniert. AnschlieRend wurden die Schichten
der zentrifugierten Gradientenldésung portioniert und die Verteilung von GLUT4myc und
Rab11A in den erhaltenen Fraktionen mittels Immundetektion nach SDS-PAGE und
Proteintransfer ermittelt. Zusatzlich wurde die Verteilung von charakteristischen Marker-
proteinen verschiedener subzellularer Kompartimente wie des Membranproteins Early
endosome antigene 1 (EEA1; 180 kDa), das in Frihen Endosomen lokalisiert ist, und des
Transferrinrezeptors (TfR; 95 kDa), der in Recycling-Endosomen enthalten ist, analysiert.
Aulerdem erfolgte der Nachweis des Golgi-Matrix-Proteins mit 130 kDa (GM130) und von
TGN38 (90 kDa), eines Markerproteins des trans-Golgi-Netzwerkes.

H9c2-E2-Zellen exprimieren per se nur eine sehr geringe Menge des Glucosetransporters
GLUT4 (siehe Abb. 15A, S. 114). Die Membranfraktionierung der H9c2-E2-Zellen, die
GLUT4myc Uberexprimierten, fihrte zur Detektion eines singularen endosomalen
GLUT4(myc)-Pools, der charakteristisch flir undifferenzierte Zellen ist (siehe Abb. 25,
S. 134). Dieser GLUT4myc-Pool cosedimentierte sowohl mit Rab11 als auch partiell mit den
Markerproteinen EEA1, TGN38 und TfR. Die Uberexpression von Rab11A hatte keinen
Einfluss auf das Sedimentationsverhalten des endosomalen GLUT4myc-Pools. Sowohl bei
GLUT4myc-transfizierten H9c2-E2-Zellen als auch bei Zellen, die GLUT4myc und Rab11A
Uberexprimierten, wurde der GLUT4myc-Pool in den Fraktionen 11 - 18 mit einem Maximum
in Fraktion 14 nachgewiesen (siehe Abb. 26 A, S. 135).

H9c2-E2-Zellen, die GLUT4myc und die dominant-negative Mutante Rab11A N124|
Uberexprimierten, zeigten ein verandertes Sedimentationsverhalten von GLUT4myc. Die
Immundetektion der Fraktionen des Saccharose-Dichtegradienten ergab eine Verschiebung
des singularen GLUT4myc-Pools in Richtung der Gradienten-Fraktionen mit héherer
Saccharose-Konzentration (Fraktionen 14 -20), in denen auch die Markerproteine der
Frihen Endosomen (EEA1) bzw. Recycling-Endosomen (TfR) cosedimentierten. Neben dem
veranderten Sedimentationsverhalten konnte zusatzlich die Akkumulation eines neuen

GLUT4myc-Pools nachgewiesen werden, der in den Gradienten-Fraktionen 9 - 11 mit einer
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maximalen GLUT4myc-Menge in Fraktion 11 auftrat und mit dem Markerprotein der Golgi-
Matrix GM130 cosedimentierte. Dieses charakteristische Verteilungsmuster konnte in allen
Experimenten nach Uberexpression von GLUT4myc und der dominant-negativen Mutante
Rab11A N124I reproduziert werden.

Die Quantifizierung der GLUT4myc-Gesamtmenge im Verhaltnis zu der exprimierten Menge
von Rab11A ergab bei der Uberexpression von GLUT4myc und Rab11A einen Wert von
1,30 £ 0,11. Bei H9c2-E2-Zellen, die GLUT4myc und die dominant-negative Mutante
Rab11A N124l Uberexprimierten, lag dieser Wert bei 1,78 + 0,14 (p < 0,001).

Die Ergebnisse der subzellularen Lokalisation von GLUT4myc-enthaltenden Membran-
vesikeln verdeutlichen die Funktion von Rab11A bei der Insulin-stimulierten Translokation
von GLUT4myc. Durch Rab11A wurden die GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikel aus
den Fraktionen, die mit dem Markerprotein der Recycling-Endosomen bzw. des trans-Golgi-
Netzwerkes cosedimentierten, in Richtung der Fraktionen mit niedrigerer Saccharose-
Konzentration verdrangt, die mit dem Markerprotein des Golgi-Apparates cosedimentierten.
Das fihrt zu der Hypothese, dass Rab11A an der intrazellularen Sequestrierung beteiligt ist
und GLUT4-enthaltende Membranvesikel in Insulin-insensitive Kompartimente transloziert.
Die Uberexpression der dominant-negativen Mutante von Rab11A induzierte ebenfalls ein
verandertes Sedimentationsverhalten von GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikeln. Die
Entstehung eines zweiten GLUT4myc-Pools kann den dualen Effekt von Rab11A, der sich
aus den Untersuchungen der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme und Translokation von
GLUT4myc zur Plasmamembran ergab, bestatigen. Die Uberexpression der dominant-
negativen Mutante fihrte ebenfalls zu einer Verschiebung von GLUT4myc-enthaltenden
Membranvesikeln in Insulin-insensitive Kompartimente und zu einer Blockade der Membran-
vesikel, die aus dem Endosomalen-Recycling-Kompartiment in das trans-Golgi-Netzwerk

transloziert werden.
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Abb. 25 Fraktionierung der Gesamtmembran von GLUT4myc-transfizierten H9c2-E2-
Zellen.
H9c2-E2-Zellen wurden mit pCMV-GLUT4myc transient transfiziert und fir die Dauer von 48 h
kultiviert. Danach wurde die isolierte Gesamtmembran der Zellen homogenisiert und in einem
kontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienten (10 - 35 %) mittels Ultrazentrifugation fraktioniert.
AnschlieRend erfolgte die SDS-PAGE (8 - 18 %) der Gradienten-Fraktionen (Fr.-Nr. 1 - 20)
und der Proteintransfer sowie die Immundetektion mit anti-Early endosome antigene 1
(EEA1)-, anti-Transferrinrezeptor (TfR)-, anti-trans-Golgi-Netzwerk-Protein 38 (TGN38)- bzw.
anti-Golgi-Matrix-Protein 130 kDa (GM130)-Antikérper zum Nachweis von Markerproteinen
distinkter Membrankompartimente sowie mit anti-GLUT4- bzw. anti-Rab11-Antikérper. (Sacch.,
Saccharose-Konzentration [m/v]). Anm.: Die Fraktion mit der gréten Menge eines detektierten
Markerproteins ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. 26 Fraktionierung der Gesamtmembran von H9c2-E2-Zellen nach der

Uberexpression von Rab11A und GLUT4myc.

H9c2-E2-Zellen wurden mit pCMV-GLUT4myc und pCMV-Rab11A bzw. -Rab11A N124|
transient transfiziert und fir die Dauer von 48 h kultiviert. Danach wurde die isolierte
Gesamtmembran der Zellen homogenisiert und in einem kontinuierlichen Saccharose-
Dichtegradienten (10 - 35 %) mittels Ultrazentrifugation fraktioniert. AnschlieRend erfolgte die
SDS-PAGE (8 - 18 %) und der Proteintransfer der Gradienten-Fraktionen (Fr.-Nr. 1 - 20) sowie
die Immundetektion mit anti-GLUT4- (1) bzw. anti-Rab11-Antikérper (2). A: Subzellulare
Lokalisation nach Uberexpression von GLUT4myc und Rab11A. B: Subzelluldre Lokalisation
nach Uberexpression von GLUT4myc und Rab11A N124l. (FE, Frihe Endosomen; RE,
Recycling-Endosomen; Sacch., Saccharose-Konzentration [m/v]; TGN, trans-Golgi-Netzwerk).
Anm.: Die Fraktion mit der groten Menge von GLUT4myc innerhalb eines Pools ist mit einem
Pfeil gekennzeichnet.
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4.1 Rabl1lA und die Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4

Der Glucosetransporter GLUT4 ist ein transmembranares Transportprotein aus der Familie
der Glucosetransporter und wird fast ausschlieBlich in den Insulin-sensitiven Zellen
des Herz- und Skelettmuskelgewebes bzw. Fettgewebes exprimiert. Eine Vielzahl
experimenteller Untersuchungen zeigte, dass die zellulare Glucoseaufnahme durch GLUT4
nach dessen Insulin-stimulierter Translokation zur Plasmamembran der geschwindigkeits-
limitierende Schritt des Glucosemetabolismus in Muskel- und Fettzellen ist und die
antihyperglykdmische Wirkung von Insulin vermittelt [Bryant et al., 2002; Watson et al.,
2004 a; Ishiki & Klip, 2005]. Zahlreiche klinische Befunde belegen die Bedeutung der Insulin-
stimulierten Translokation von GLUT4, deren Dysregulation fir die Enstehung der
Insulinresistenz von wesentlicher Bedeutung ist und in Insulin-sensitiven Zellen von
Patienten mit Typ 2-Diabetes auftritt [Garvey et al., 1998; Cline et al., 1999; Zierath et al.,
2000].

Obwohl der akute metabolische Haupteffekt von Insulin, die Steigerung der Glucose-
aufnahme in Insulin-sensitiven Zellen des Muskel- und Fetigewebes wahrend der
postprandialen Phase, bereits langer bekannt ist, kann bisher nur die initiale Signalausldésung
durch die Rezeptorbindung des Hormons sowie die Signaltransduktion durch nachfolgende
Effektorproteine innerhalb der Insulinsignalkaskade(n) zusammenhangend beschrieben
werden. Im Gegensatz dazu sind die molekularen Komponenten der unmittelbaren
Insulinsignaltransduktion in GLUT4-enthaltende Membranvesikel und ihre Regulation durch
Insulin noch weitgehend ungeklart. Ebenso sind grundsatzliche Aspekte wie die lokale und
temporale Koordination des Transports von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln durch
Effektorproteine der Insulinsignalkaskade(n) oder durch spezifische Regulatorproteine,
die Interaktion der beteiligten Vesikelkompartimente sowie kinetische Parameter der
Translokation von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln bisher nur unzureichend

charakterisiert.

An der intrazelluldaren Translokation der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel in Insulin-
sensitiven Zellen des Muskel- und Fettgewebes sind eine Vielzahl von unterschiedlichen
Zellorganellen beteiligt [Hah et al., 2002]. Bereits im Basalzustand zirkuliert GLUT4 in
einem konstitutiven Kreislauf zwischen Plasmamembran und intrazelluldren Vesikel-
kompartimenten. Nach der Internalisierung des Plasmamembran-assoziierten Glucose-
transporters und dem Transfer in Frihen Endosomen kann das Transportprotein direkt zur

Plasmamembran transloziert werden oder in einer weiterfihrenden Endozytose durch das
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Endosomale Recycling-Kompartiment und anschlieBender Exozytose zur Plasmamembran
transportiert werden [Satoh et al., 1993; Yeh et al., 1995; Robinson et al., 1996; Mukherjee
et al.,, 1997]. Dabei unterliegen die beteiligten Frihen Endosomen und Recycling-
Endosomen einem kontinuierlichen Membranaustausch sowohl untereinander als auch
mit der Plasmamembran, dem trans-Golgi-Netzwerk und den Spaten Endosomen, in
denen der Proteinabbau erfolgt [Ghosh et al., 1998]. Deshalb ist es fir die vollstandige
Charakterisierung des intrazellularen Transports von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln
essentiell, neben dem endosomalen Recycling von GLUT4 und der Translokation der
GLUT4-Speichervesikel zur Plasmamembran auch das standige FlieRgleichgewicht des
Transportproteins zwischen Insulin-sensitiven und nicht-sensitiven Kompartimenten zu

analysieren.

Regulation des intrazellularen Transports von GLUT4 durch Rab-Proteine

Fir die Regulation und Koordination des intrazellularen Transports der GLUT4-enthaltenden
Membranvesikel in Insulin-sensitiven Zellen des Muskel- und Fettgewebes sind Rab-Proteine
von entscheidender Bedeutung. Diese Proteine agieren aufgrund ihrer interkonvertiblen
Proteinkonformationen (GDP-GTP-Zyklus) als molekulare Schalter innerhalb der zellularen
Signaltransduktion und sind in ihrer aktiven Form in Membranvesikeln unterschiedlicher
Kompartimente lokalisiert, um endo- und exozytotische Transportprozesse sowie Membran-

fusionen zu regulieren [Takai et al., 2001; Zerial & McBride, 2001].

Bisher wurden die Rab-Proteine Rab4, Rab5 und Rab11A als Regulatorproteine des
intrazellularen Transports von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln in Insulin-sensitiven
Zellen identifiziert und initial charakterisiert [Cormont et al., 1996 a; Cormont et al., 1996 b;
Kessler et al., 2000]. Wahrend Rab5 die Internalisierung von GLUT4 aus der Plasma-
membran in Clathrin-beschichtete Membranvesikel und den Transport in Frihen Endosomen
koordiniert, reguliert Rab4 den Eintritt der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel in das
Endosomale Recycling-Kompartiment [Cormont & Le Marchand-Brustel, 2001; Huang et al.,
2001; Pagano et al., 2004]. Ergebnisse neuester Untersuchungen belegen aufierdem, dass
mit Rab2A, Rab8A, Rab10 und Rab14 weitere Rab-Proteine in GLUT4-enthaltenden

Membranvesikeln lokalisiert sind [Larance et al., 2005; Miinea et al., 2005].

In unserer Arbeitsgruppe konnte die Lokalisation von Rab11A in GLUT4-enthaltenden
Membranvesikeln und die Insulin-stimulierte Umverteilung von Rab11A aus dem Zytosol in

die Plasmamembran von isolierten Ratten-Herzmuskelzellen erstmals gezeigt werden
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[Kessler et al.,, 2000]. AulRerdem ergaben die Lokalisationsuntersuchungen eine hormon-
induzierte Abnahme der Menge von Rab11A im endosomalen Kompartiment und eine
Zunahme in einem nicht-endosomalen Vesikelkompartiment. Diese Befunde stellten die
Ausgangssituation fir die Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit dar. Deshalb war es das Ziel
dieser Arbeit, die Funktion von Rab11A durch die Analyse der Insulin-stimulierten
Glucoseaufnahme und Translokation des Glucosetransporters GLUT4 zur Plasmamembran
sowie der subzellularen Lokalisation von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln in zwei

Muskelzellsystemen genauer zu charakterisieren.

Funktionelle Charakterisierung von Rab11A in humanen und Ratten-Muskelzellen

Fir die Untersuchungen zum Einfluss von Rab11A auf den Transport von GLUT4-
enthaltenden Membranvesikeln wurde die Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2
verwendet, die ein etabliertes Zellmodell zur funktionellen Charakterisierung von
Herzmuskelzellen darstellt [Kimes & Brandt, 1976; Wiley & Beeson, 2002; Agnetti et al.,
2005]. Durch die stabile Uberexpression des humanen Insulinrezeptors war die Insulin-
stimulierte Glucoseaufnahme in den modifizierten Kardiomyoblasten (H9c2-E2-Zellen) im
Vergleich zu H9c2-Zellen deutlich erhoht und entsprach der Situation in isolierten
Muskelzellen [Hansen et al., 1994; Yu et al., 1999; Ha & Pak, 2005]. Die Expressionsanalyse
von H9c2-E2-Zellen ergab eine marginale Expression von GLUT4, die die ermittelte
Glucoseaufnahme sowohl im Basalzustand als auch unter Insulin-stimulierten Bedingungen
nur unzureichend erklaren kann. Deshalb wird vermutet, dass sowohl die basale als auch die
Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme Uberwiegend durch die Aktivitat der Glucosetransporter
GLUT1 und GLUT3 realisiert wurde, die in Herzmuskelzellen bzw. H9c2-(E2)-Zellen
exprimiert werden und in diesen Zellen an der basalen und Insulin-stimulierten
Glucoseaufnahme beteiligt sind [Wilson et al., 1995; Fischer et al., 1997; Yu et al., 1999]. In
Herzmuskelzellen ist GLUT1 ebenso wie GLUT4 in Recycling-Endosomen lokalisiert, deren

Translokation zur Plasmamembran durch Insulin stimuliert wird [Becker et al., 2001].

Als zweites Zellsystem zur Analyse der Funktion von Rab11A wurden humane
Skelettmuskelzellen verwendet, deren Wachstum als proliferierende Myoblasten und
nachfolgende Differenzierung zu Myozyten durch Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe

umfangreich dokumentiert sind [Dietze et al., 2002; Dietze et al., 2004].
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GLUT4myc als Reporterkonstrukt bei Translokationsuntersuchungen

Fur die Quantifizierung der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasma-
membran wurde ein Reporterkonstrukt eingesetzt, das zur Uberexpression eines
modifizierten GLUT4-Proteins mit einem extrazellular positionierten Myc-Epitop flihrte und
dadurch spezifisch immundetektiert werden konnte. Zahlreiche Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen zeigten, dass GLUT4myc bezlglich der subzelluldaren Lokalisation, des
intrazellularen Transports sowie der Insulin-stimulierten Translokation zur Plasmamembran
und deren Hemmbarkeit sowohl in undifferenzierten als auch in differenzierten Zellen
ebenso wie GLUT4 agiert und somit als ein adaquater Funktionsmarker des endogenen
GLUT4-Proteins verwendet werden kann [Kanai et al., 1993; Wang et al., 1998 b; Ueyama
et al., 1999; Wang et al., 1999; Yu et al., 1999; Randhawa et al., 2000]. Aufgrund der
direkten Quantifizierung des Plasmamembran-assoziierten Glucosetransporters GLUT4myc
reprasentieren die Ergebnisse der Translokationsuntersuchungen die Aktivitat von GLUT4

exklusiv und ohne zusatzliche Effekte anderer Glucosetransporter.

Einfluss von Rab11A auf die basale Translokation von GLUT4myc

Die Uberexpression von Rab11A und GLUT4myc reduzierte sowohl die Glucoseaufnahme
als auch die Translokation von GLUT4myc zur Plasmamembran im Basalzustand der
Kardiomyoblasten und primaren Skelettmuskelzellen. Dieser Effekt ist spezifisch flr
die Wildtyp-Form von Rab11A, da die dominant-negative Mutante von Rab11A unter
Basalbedingungen keinen Einfluss auf die beiden untersuchten Transportprozesse in den
verwendeten Zellsystemen hatte. Diese Resultate weisen auf eine Beteiligung von Rab11A
bei der intrazelluldren Sequestrierung und Sortierung von GLUT4-enthaltenden Recycling-

Endosomen in Insulin-sensitiven Zellen hin.

Rab11A ist in Recycling-Endosomen lokalisiert und wurde als Sortierprotein am Ausgang
des Endosomalen Recycling-Kompartiments charakterisiert [Ullrich et al., 1996; Green et al.,
1997; Wilcke et al., 2000]. Fir die Uberpriifung dieses Befundes in Insulin-sensitiven Zellen
wurde die intrazellulare Membranpopulation von transfizierten H9c2-E2-Zellen fraktioniert,
um die Lokalisation von GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikeln in unterschiedlichen

Kompartimenten nach der Uberexpression von Rab11A und GLUT4myc zu charakterisieren.
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Translokation und Vesikelkompartimente des Glucosetransporters GLUT4

Der Glucosetransporter GLUT4 ist im Basalzustand der Insulin-sensitiven Zellen als Resultat
einer relativ schnell verlaufenden Endozytose und einer langsamen Exozytose zu 90 % in
intrazellularen Vesikelkompartimenten lokalisiert [Satoh et al., 1993; Li et al., 2001]. Etwa
30-40 % der Gesamtmenge von GLUT4 befinden sich in den Membranvesikeln des
Endosomalen Recycling-Kompartiments, wahrend der Rest in GLUT4-Speichervesikeln und
im trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert ist [Slot et al., 1991; Livingstone et al., 1996; Martin et al.,
1997]. Als eine GLUT4-enthaltende Vesikelpopulation wurden Recycling-Endosomen
identifiziert, da der selektiv induzierte Verlust dieses Kompartiments in Zellen mit Transferrin-
gekoppelter Peroxidase durch die Applikation von Wasserstoffperoxid zu einer Verringerung
der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran fiihrte [Livingstone
et al.,, 1996; Millar et al., 1999; Zeigerer et al., 2002]. Dadurch konnte die Hypothese
verifiziert werden, dass das Endosomale Recycling-Kompartiment neben dem konstitutiven
Transport von GLUT4 auch an der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur

Plasmamembran beteiligt ist.

Als Hauptkompartiment der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasma-
membran wurden GLUT4-Speichervesikel identifiziert [Kandror & Pilch, 1996; Sheff et al.,
1999; Hashiramoto & James, 2000]. In dieser hochsensitiven Vesikelpopulation sind die
fur die Fusion mit der Plasmamembran relevanten SNARE-Proteine wie VAMP2 und
Regulatorproteine wie Rab11A colokalisiert, jedoch nicht der Transferrinrezeptor als
endosomales Markerprotein [Cain et al., 1992; Malide et al., 1997; Kessler et al., 2000]. Die
GLUT4-Speichervesikel enthalten auflerdem die Insulin-regulierte Aminopeptidase, die als
einziges Protein intrazellular wie GLUT4 transportiert und nach einem Insulinstimulus ebenso
wie GLUT4 zur Plasmamembran transloziert wird [Kandror & Pilch, 1994; Subtil et al., 2000;
Zeigerer et al., 2002]. Die physiologische Funktion der Insulin-regulierten Aminopeptidase ist

bisher noch unbekannt.

Die Existenz zweier distinkter GLUT4-enthaltender Vesikelpopulationen konnte auch in
isolierten Herzmuskelzellen nachgewiesen werden [Fischer et al.,, 1997; Zorzano et al.,
1997 b]. Nach einer Insulinstimulation werden die GLUT4-Speichervesikel der Herzmuskel-
zellen schnell und vollstandig zur Plasmamembran transportiert, sodass sich der prozentuale
Anteil von GLUT4 in der Plasmamembran von 10 auf 30 % erhoht [Becker et al., 2001;
Rudich & Klip, 2003]. Deshalb gilt diese Vesikelpopulation auch in Herzmuskelzellen als

Hauptkompartiment der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran.
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Undifferenzierte Zellen wie die verwendeten Kardiomyoblasten besitzen im Gegensatz zu
differenzierten Zellen keine GLUT4-Speichervesikel, sondern nur Recycling-Endosomen als
Kompartiment zur Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran [Livingstone et al., 1996;
Martin et al., 1996; Lampson et al., 2000]. Lokalisationsuntersuchungen von differenzierten
H9c2-Zellen ergaben, dass GLUT4 in zwei unterschiedlichen Vesikelkompartimenten
akkumuliert, wobei das Verhaltnis der jeweiligen Mengen von GLUT4, die Insulinsensitivitat
der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel sowie die Assoziation weiterer Proteine wie
VAMP2 der Situation in isolierten Primarzellen entsprachen [Herman et al., 1994; Yu et al.,
1999].

Subzelluléare Lokalisation von GLUT4myc

Bei der durchgefiihrten Membranfraktionierung von GLUT4myc-transfizierten H9c2-E2-
Zellen wurde ein Pool GLUT4myc-enthaltender Membranvesikel ermittelt. Dabei
reprasentierten jene Fraktionen der Vesikelpopulation, die mit dem Transferrinrezeptor
als endosomalem Markerprotein cosedimentierten, die Recycling-Endosomen. Allerdings
konnte nur eine partielle Cosedimentation von GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikeln
und Recycling-Endosomen nachgewiesen werden. Diese Daten bestatigen Ergebnisse aus
kinetischen Untersuchungen von undifferenzierten Zellen, die einen langsameren Verlauf
des endozytotischen Recyclingprozesses von GLUT4 im Vergleich zu internalisierten
Transferrinrezeptoren zeigten [Johnson et al., 1998; Lampson et al., 2000]. Ursachlich daftr
ist die Sortierung von GLUT4 in spezifische Recycling-Endosomen wahrend der letzten
Phase innerhalb des Endosomalen Recycling-Kompartiments, sodass die Insulin-stimulierte
Translokation von GLUT4 in undifferenzierten Zellen weitestgehend identisch mit der

Situation in differenzierten Zellen ist [Bogan et al., 2001; Lampson et al., 2001].

Die Analyse der subzellularen Lokalisation von GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikeln
ergab, dass die Fraktionen, die mit TGN38 als Marker des trans-Golgi-Netzwerkes (und nicht
mit dem Transferrinrezeptor) cosedimentierten, wahrscheinlich diese spezifischen Recycling-
Endosomen darstellen und ahnlich wie die GLUT4-Speichervesikel der differenzierten Zellen
durch das trans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran transloziert werden. Somit stellen
undifferenzierte Zellen wie H9c2-E2-Zellen ein sinnvolles Modell zur Untersuchung der

Insulin-stimulierten Translokation des Glucosetransporters GLUT4 dar.
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Unterschiedliche Regulation der Translokation von GLUT4 durch Rab4 und Rab11A

Die Akkumulation des Glucosetransporters GLUT4 in GLUT4-Speichervesikel-dhnlichen
Recycling-Endosomen bzw. im trans-Golgi-Netzwerk durch die Uberexpression von Rab11A
fihrte nicht zu einer Zunahme der Insulinwirkung bei der Translokation von GLUT4 zur
Plasmamembran im Vergleich zu Kontrolizellen. Uberraschenderweise verringerte die
Uberexpression von Rab11A N124I die Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4myc zur
Plasmamembran um 60 %. Dieser Befund ist vergleichbar mit Ergebnissen aus
Untersuchungen mit der dominant-negativen Mutante von Rab4, die ebenfalls eine Inhibition
der Translokation von GLUT4-Speichervesikeln zur Plasmamembran in Insulin-stimulierten

Zellen ergaben [Vollenweider et al., 1997].

Rab4 ist neben Rab11A an der Regulation des intrazellularen Transports von GLUT4-
enthaltenden Membranvesikeln in Muskel- und Fettzellen beteiligt [Cormont et al., 1996 a;
Dransfeld et al., 2000]. Im Gegensatz zu Rab11A ist Rab4 in Friihen Endosomen lokalisiert
und reguliert die Entstehung von Recycling-Endosomen, sodass beide Rab-Proteine
komplementare Funktionen innerhalb des Endosomalen Recycling-Kompartiments ausiben
[Daro et al., 1996; Sheff et al.,, 2002; Pagano et al., 2004]. Diese Hypothese wird durch
Befunde unterstitzt, wonach die Insulinstimulation zu einer Erhéhung der Menge von
Rab11A in GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln flhrt [Kessler et al., 2000]. Fir Rab4
wurde ein gegenteiliger Effekt nachgewiesen [Aledo et al., 1995; Sherman et al., 1996].
Die Ergebnisse neuester Untersuchungen der subzelluldren Lokalisation von GLUT4-
enthaltenden Membranvesikeln in 3T3-L1-Fettzellen, bei denen nach einer Membran-
fraktionierung eine Uberraschend geringe Menge von Rab4 nachgewiesen wurde, fuhrten zu
generellen Spekulationen bezlglich der postulierten Lokalisation von Rab4 in GLUT4-

enthaltenden Membranvesikeln von Fettzellen [Cormont et al., 1996 a; Larance et al., 2005].

Verteilerfunktion von Rab11A beim intrazellularen Transport von GLUT4

Untersuchungen von Hela-Zellen und 3T3-L1-Fettzellen zeigten, dass Rab11A als Sortier-
protein den Austritt von Membranvesikeln aus dem Endosomalen Recycling-Kompartiment
bzw. den Transport von GLUT4 aus Recycling-Endosomen in GLUT4-Speichervesikel
reguliert [Wilcke et al.,, 2000; Zeigerer et al., 2002]. Die durchgeflihrte Analyse der
subzelluldaren Lokalisation von GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikeln in Insulin-
sensitiven Muskelzellen bestatigte die postulierte Verteilerfunktion von Rab11A, da die

Uberexpression der dominant-negativen Mutante Rab11A N1241 zu einer Verschiebung des
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Sedimentationsverhaltens der GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikel fuhrte. Dabei
erhdhte sich der Anteil von GLUT4myc, der mit dem Transferrinrezeptor als Markerprotein
der Recycling-Endosomen cosedimentierte. AuRerdem nahm die Menge von GLUT4myc zu,
die mit TGN38, dem Markerprotein des trans-Golgi-Netzwerkes, colokalisiert war. Dieser
Befund bestatigt somit auch die Hypothese, dass Rab11A an der Regulation des
Vesikeltransports aus dem Endosomalen Recycling-Kompartiment in das trans-Golgi-
Netzwerk beteiligt ist [Chen et al., 1998; Wilcke et al., 2000].

Interessanterweise sind die Subdomanen des trans-Golgi-Netzwerkes, in denen TGN38
lokalisiert ist, nicht an der intrazellularen Translokation von GLUT4 beteiligt [Shewan et al.,
2003; Karylowski et al., 2004]. Eine veranderte Umverteilung von GLUT4-enthaltenden
Membranvesikeln in dieses Insulin-insensitive Subkompartiment durch Rab11A N124|
fihrt deshalb zu einer verringerten Menge von GLUT4-Speichervesikeln, die nach einer
Insulinstimulation zur Plasmamembran transloziert werden. Untersuchungen des trans-
Golgi-Netzwerkes ergaben eine Beteiligung anderer Subdomanen am intrazellularen
Transport von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln [Martin et al., 2000; Ramm et al.,
2000; Govers et al., 2004].

Ein attraktives Modell der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran
in Herzmuskelzellen beschreibt einen retrograden Transport des Glucosetransporters aus
den GLUT4-Speichervesikeln [Becker et al., 2001]. Ergebnisse aus in vitro - Translokations-
untersuchungen belegen, dass samtliche GLUT4-Speichervesikel nach einer primaren
Insulinstimulation vollstdndig und direkt zur Plasmamembran transportiert werden. Im
Gegensatz dazu werden die GLUT4-enthaltenden Membranvesikel des Endosomalen
Recycling-Kompartiments nur nach einer erneuten, unmittelbar folgenden Insulinstimulation
zur Plasmamembran transportiert [Fischer et al., 1997; Becker et al., 2001]. Als mdgliche
Ursache dieser Befunde wurden zwei Wirkungen von Insulin unter Berlcksichtigung der
beiden distinkten GLUT4-enthaltenden Vesikelkompartimente postuliert. Wahrend der
Primarstimulation werden die GLUT4-Speichervesikel (mindestens partiell) in das
Endosomale Recycling-Kompartiment transloziert, um von hier aus nach dem sekundaren
Hormonstimulus direkt zur Plasmamembran zu gelangen [Becker et al., 2001]. Dieses Modell
konnte durch Ergebnisse aus Untersuchungen von Fettzellen erweitert werden, die eine
bidirektionale Translokation von GLUT4 zwischen Endosomalem Recycling-Kompartiment
und GLUT4-Speichervesikeln belegen [Govers et al., 2004; Karylowski et al., 2004].

Méglicherweise wird dieses dynamische Gleichgewicht durch die Uberexpression von
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Rab11A verschoben, da die Rab-GTPase die GLUT4-enthaltenden Membranvesikel am

Ausgang des Endosomalen Recycling-Kompartiment sortiert.

AuBRerdem kann der Verlust der Verteilerfunktion von Rab11A, der zu einer Translokation
von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln in Insulin-insensitive Kompartimente fuhrt, als
Ursache fiur die verringerte Menge von GLUT4 in der Plasmamembran nach einer

Insulinstimulation angenommen werden (siehe Abb. 27, S. 150).

Eine kompensatorische Wirkung der Rab11-lsoform Rab11B erscheint aufgrund der
Sequenzunterschiede zu Rab11A und der daraus resultierenden unterschiedlichen
subzellularen Lokalisation unwahrscheinlich. Samtliche Sequenzunterschiede zwischen
beiden Rab11-Isoformen liegen in der carboxyterminalen Region, die als Signalsequenz
flr die Assoziation mit spezifischen Membranvesikeln agiert [Chavrier et al., 1991; Zhu et al.,
1994]. So ergaben Untersuchungen von polarisierten Zellen, dass Rab11A und Rab11B
durch ihre Lokalisation in distinkten Vesikelkompartimenten an der Regulation

unterschiedlicher Transportprozesse beteiligt sind [Lapierre et al., 2003].

Einfluss der dominant-negativen Mutante Rab11A N124l auf den Transport von GLUT4
Beinahe alle Proteine aus der Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden Proteine besitzen
eine hochkonservierte Domane fir die Guaninnukleotid-Bindung [Dever et al., 1987]. Die
Substitution des Asparagin-Restes (in Rab11A: Position 124) innerhalb dieser Domane
(in Rab11A: Gly123 - Asp127) fuhrt zu einem Verlust der Guaninnukleotid-Bindung, sodass

das mutierte Protein als dominant-negative Variante des Rab-Proteins agiert.

Die Uberexpression der dominant-negativen Mutante von Rab5 (Rab5 N133l) induzierte
eine vollstdndige Hemmung der Endozytose sowie homotypischer Fusionen von Endosomen
[Li & Stahl, 1993; Woodman, 2000]. Die dominant-negative Mutante von Rab4 (Rab4 N1211)
flhrte zu einer Inhibition der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasma-
membran in Insulin-sensitiven Zellen. Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Befunde
belegen einen ahnlichen Effekt der dominant-negativen Mutante von Rab11A sowohl in

Kardiomyoblasten als auch in primaren Skelettmuskelzellen.

Die Uberexpression der dominant-negativen Mutante von Rab11A (Rab11A N124l) fiihrte
zu einer verringerten Insulinwirkung, die im Vergleich zur Kontrolle um mehr als 60 %
reduziert war. Dieser Effekt kann durch mehrere Ursachen hervorgerufen werden. Rab11A

agiert als Sortierprotein der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel beim Austritt aus dem
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Endosomalen Recycling-Kompartiment [Wilcke et al., 2000; Zeigerer et al., 2002]. Ein
detailliertes Modell zur Beschreibung des intrazelluldren Vesikeltransports charakterisiert
Endosomen als ein Mosaik unterschiedlicher funktionaler Membrandomanen [Sdnnichsen
et al., 2000]. Dabei werden die morphologisch distinkten Membrandomanen durch die
dynamische Assoziation der Rab-Proteine Rab4, Rab5 bzw. Rab11A und deren Bindung von
Rab-spezifischen Effektorproteinen generiert. Die Uberexpression der dominant-negativen
Mutante von Rab11A konnte diese Domanenstruktur verandern, sodass der Transport
endozytierter Rezeptoren oder Transportproteine wie GLUT4 fehlgeleitet wird. Die
Ergebnisse der durchgefihrten subzellularen Lokalisation von GLUT4myc-enthaltenden
Membranvesikeln nach der Uberexpression von Rab11A N124l1 unterstiitzen diese
Hypothese. Durch den Einfluss der dominant-negativen Mutante von Rab11A kommt es zu
einer Aufspaltung des singularen Pools von GLUT4myc-enthaltenden Membranvesikeln und
zur Enstehung eines Insulin-insensitiven Pools, der mit dem Markerprotein des Golgi-
Apparates cosedimentiert. Die basale Translokation von GLUT4myc in Kardiomyoblasten
und Skelettmuskelzellen blieb nach der Uberexpression von Rab11A N1241 im Vergleich zu
Kontrollzellen unverandert. Deshalb kann vermutet werden, dass der postulierte
Fehltransport nach dem Austritt der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel aus dem

Endosomalen Recycling-Kompartiment stattfindet (siehe Abb. 27, S. 150).

Zusatzlich zum Fehltransport der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel kann durch
die dominant-negative Mutante von Rab11A auch das Andocken an die Plasmamembran
gestort werden, das die Rab-GTPase ebenfalls reguliert [Savina et al., 2005]. Die
Uberexpression von Rab11A N124l fiihrte im Vergleich zu Kontrollzellen nur in Insulin-
stimulierten Kardiomyoblasten und Skelettmuskelzellen zu einer Verringerung der
Plasmamembran-assoziierten Menge von GLUT4. Deshalb kann eine maogliche Stérung
der Membranfusion von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln mit der Plasmamembran
durch die dominant-negative Mutante von Rab11A auf das Kompartiment der GLUT4-
Speichervesikel begrenzt werden. GLUT4-enthaltende Membranvesikel, die durch das
Endosomale Recycling-Kompartiment konstitutiv zur Plasmamembran transloziert werden,

sind von dieser Wirkung der dominant-negativen Mutante von Rab11A nicht betroffen.
Interaktion von Rab11A mit Rab11-spezifischen Effektorproteinen

Die reduzierte Menge von GLUT4 in der Plasmamembran von Insulin-stimulierten Zellen

nach der Uberexpression der dominant-negativen Mutante von Rab11A kann auch durch
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eine gestdrte Interaktion von Rab11A N1241 mit Rab11-spezifischen Effektorproteinen
hervorgerufen werden. Fir die Bindung der Rab11-spezifischen Effektorproteine ist die
Konformation der GTP-gebundenen Form von Rab11A essentiell, die durch den Verlust der
Guaninnukleotid-Bindungsstelle in der dominant-negativen Mutante von Rab11A nicht mehr
vorhanden ist [Lapierre et al., 2001; Hales et al., 2002]. Rab11-spezifische Effektorproteine
regulieren den Transport von Rab11A-enthaltenden Membranvesikeln und deren Fusion mit
der Plasmamembran durch die Bindung von akzessorischen Proteinen [Mammoto et al.,
1999; Prekeris et al., 2000; Lindsay & McCaffrey, 2002].

So reguliert der Komplex aus Rab11A und dem Rab11-spezifischen Effektorprotein RCP die
Sortierung von Membranvesikeln, in denen der Transferrinrezeptor zur Plasmamembran
transloziert wird [Peden et al., 2004]. Untersuchungen von Insulin-sensitiven Zellen zeigten,
dass die Proteinkinase B, ein Effektorprotein der Phosphatidylinositol-3-Kinase-vermittelten
Insulinsignalkaskade, entlang des Aktin-Zytoskeletts in GLUT4-Speichervesikel transloziert
wird [Kupriyanova & Kandror, 1999; Peyrollier et al., 2000]. Das Rab11-spezifische
Effektorprotein Rab11-FIP2 agiert als Briickenprotein und bindet sowohl Rab11A als
auch Myosin Vb, das Motorprotein des Aktin-Zytoskeletts, dessen Aktivitat die Translokation
der Membranvesikeln zur Plasmamembran ermdglicht [Prekeris et al., 2000; Lindsay &
McCaffrey, 2002; Volpicelli et al., 2002]. AulRerdem sind die Rab11-spezifischen Effektor-
proteine Rab11-FIP2, RCP und Rip11 mit der Proteinkinase B colokalisiert und werden zur
Plasmamembran transloziert [Lindsay & McCaffrey, 2004; Marie et al., 2005]. Die Insulin-
stimulierte Translokation der Proteinkinase B ist bei Patienten mit Typ 2-Diabetes und in
Zellen der verwendeten Kardiomyoblasten-Zelllinie H9¢2 mit induzierter Insulinresistenz
verringert [Carvalho et al., 2000; Ha & Pak, 2005]. Die Resultate dieser Untersuchungen
bestatigen damit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Befund, dass
die Reduktion der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran
nach der Uberexpression von Rab11A N124| unabhangig vom Phosphorylierungsstatus
der Proteinkinase B ist [Ha & Pak, 2005].

Ergebnisse neuester Untersuchungen belegen, dass mit Rab2A, Rab8A, Rab10 und
Rab14 weitere Rab-Proteine neben den bisher bekannten Rab4, Rab5 und Rab11A in
GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln lokalisiert sind [Larance et al., 2005; Miinea et al.,
2005]. Bisher sind die Funktionen von Rab2A, Rab8A, Rab10 und Rab14 innerhalb des
Transports von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln unklar. Uberraschenderweise sind

die neu lokalisierten Rab-Proteine auch Substrate von AS160, das eine Rab-GTPase-
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aktivierende Domane besitzt und als Effektorprotein der Phosphatidylinositol-3-Kinase-
vermittelten Insulinsignalkaskade agiert [Kane et al., 2002; Miinea et al., 2005]. Nach einer
Insulinstimulation wird AS160 durch die proximal agierende Proteinkinase B phosphoryliert.
Diese Aktivierung ist in Skelettmuskelzellen von Patienten mit Typ 2-Diabetes stark reduziert
[Karlsson et al., 2005]. Moglicherweise ergibt die weitere Untersuchung der Substrate von
AS160 eine VerknlUpfung zwischen Insulinsignaltransduktion und Translokation von GLUT4

zur Plasmamembran.

Rab11A stellt kein Substrat von AS160 dar, sodass eine direkte Interaktion dieser Rab-
GTPase mit diesem Effektorprotein der Insulinsignalkaskade ausgeschlossen werden kann.
Unabhangig davon erscheint die Fragestellung attraktiv, ob Rab11-spezifische Effektor-
proteine als Briickenproteine andere (aktivierte) Rab-Proteine und Rab11A simultan bzw.
sukzessiv binden und somit Rab11A in die Insulinsignaltransduktion integrieren kdnnen.
Bisher sind mehrere Beispiele flir die Bindung verschiedener Rab-Proteine durch ein Rab-
spezifisches Effektorprotein beschrieben worden. So bindet Rabaptin-5 sukzessiv Rab5 und
Rab4 in distinkten Domanen und reguliert dadurch sowohl den Transport der Frihen
Endosomen als auch die Entstehung der Recycling-Endosomen [Vitale et al., 1998; Pagano
et al.,, 2004]. Fir Rab11-spezifische Effektorproteine wie Rab11-FIP2, Rab11-FIP3 und
Rab11-FIP4 konnte eine generelle Funktion als Brickenprotein bereits nachgewiesen
werden [Chavrier & Goud, 1999; Prekeris et al., 2000; Hickson et al., 2003]. Eine weitere
grundsatzliche Mdoglichkeit der Signaltransduktion und ihrer Verknipfung mit Transport-
prozessen ergibt sich aus initialen Untersuchungen der Bindungsdomanen von Rab11A fur
akzessorische Proteine. Bisher wurden zwei distinkte Domanen identifiziert, sodass Rab11A
simultan mit zwei Rab11-spezifischen Efffektorproteinen oder in einer Kombination mit
einem Rab11-spezifischen Effektorprotein und einem Rab-spezifischen Regulatorprotein

interagieren kann [Pasqualato et al., 2004].

Mit PIKfyve wurde ein weiteres Effektorprotein der Phosphatidylinositol-3-Kinase-vermittelten
Insulinsignalkaskade als Substrat der Proteinkinase B identifiziert [Welsh et al., 2005].
Interessanterweise ist dieses Effektorprotein in GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln
lokalisiert, die aus dem Endosomalen Recycling-Kompartiment in das trans-Golgi-Netzwerk
transloziert werden, und beschleunigt die Sortierung in GLUT4-Speichervesikel. Mdgliche
Interaktionspunkte von PIKfyve mit Rab11A, das diese Sortierung ebenfalls reguliert, sind

zur Zeit nur spekulativ.
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Modelle der Insulinwirkung

Untersuchungen von Herz- bzw. Skelettmuskelzellen bestatigten das aus der Analyse von
Fettzellen erhaltene Zwei-Schritt-Modell der Insulinwirkung, bei dem Insulin sowohl den
interendosomalen Transport von Recycling-Endosomen als auch die Translokation von
GLUT4 aus den GLUT4-Speichervesikeln stimuliert [Becker et al., 2001; Foster et al., 2001].
Dieses Modell der Insulin-stimulierten Translokation von GLUT4 konnte durch eine
weiterfuhrende Charakterisierung von Muskelzellen, u.a. durch Einbeziehung des Aktin-
Zytoskeletts als zellularer Matrix des Transports von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln,
erweitert werden [Rudich & Klip, 2003]. Dabei wurde die beschleunigte Insulin-stimulierte
Translokation von GLUT4 durch das Endosomale Recycling-Kompartiment (,Push®) mit
der Translokation der GLUT4-Speichervesikel entlang des umformierten Aktin-Zytoskeletts
(,Pull) verknupft. Dieser ,Push 'n Pull“*-Mechanismus kann somit einen Ausschnitt der lokal
und temporal koordinierten Interaktionen von Effektorproteinen der Insulinsignalkaskade und
morphologischen Veranderungen des Zytoplasmas erklaren, die die Translokation von

GLUT4 zur Plasmamembran ermoglichen.

Ein weiteres zusammenfassendes Modell der Regulation der Insulin-stimulierten
Translokation von GLUT4 wurde kirzlich publiziert und postuliert vier Regulationspunkte
von Insulin: die Translokation der GLUT4-Speichervesikel als Hauptfunktion, die Reduktion
des endozytotischen Transports bei der Aufnahme von GLUT4 in Frihe Endosomen, die
Steigerung des (konstitutiven) Transports von Recycling-Endosomen zur Plasmamembran
sowie die Stimulation des interendosomalen Transports und der Sortierung von GLUT4 aus
Transferrin-enthaltenden Recycling-Endosomen [Welsh et al., 2005]. Zusatzlich existieren
Befunde, die die Regulation der Fusion von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln mit der

Plasmamembran belegen [Inoue et al., 2003].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum Einfluss von Rab11A auf die Insulin-stimulierte
Glucoseaufnahme und Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran kdnnen gut in die
beschriebenen Modelle integriert werden und sind in Abb. 27 (S. 150) schematisch
dargestellt. Sowohl in Kardiomyoblasten als auch in primaren Skelettmuskelzellen agiert
Rab11A als Sortierprotein am Ausgang des Endosomalen Recycling-Kompartiments,
der einen der insgesamt flnf postulierten Regulationspunkte von Insulin beim intrazellularen
Transport von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln darstellt. Die erhaltenen Befunde
zeigen, dass der Verlust der Verteilerfunktion von Rab11A durch die Uberexpression der
dominant-negativen Mutante Rab11A N124I| zu einer Umverteilung der GLUT4-enthaltenden

Membranvesikel in Insulin-insensitive Kompartimente fihrt.
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Abb. 27

Interaktion von Rabl11A bei der intrazellularen Translokation des Glucose-

transporters GLUT4 in Muskelzellen (Modell).

Der Glucosetransporter GLUT4 zirkuliert in einem konstitutiven Kreislauf zwischen
Plasmamembran und intrazellularen Vesikelkompartimenten. Nach der Internalisierung und
dem Transfer in Frihen Endosomen kann das Transportprotein direkt zur Plasmamembran
transloziert werden (Direkt-Recycling) oder in einer weiterfiihrenden Endozytose durch das
Endosomale Recycling-Kompartiment und anschlieender Exozytose zur Plasmamembran
transportiert werden. Die Uberexpression von Rab11A, das als Sortierprotein am Ausgang des
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Endosomalen Recycling-Kompartiments agiert, fiihrt zu einer verstarkten Sequestrierung von
GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln aus der Plasmamembran. Der Verlust der Verteiler-
funktion von Rab11A nach Uberexpression der dominant-negativen Mutante Rab11A N124|
induziert die Translokation der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel in Insulin-insensitive
Kompartimente sowie in Subdomanen des trans-Golgi-Netzwerkes, die ebenfalls Insulin-
insensitiv sind. Durch die Inhibition der Bindung von Rab11-spezifischen Effektorproteinen an
Rab11A N124l und der nachfolgenden Assoziation von Motorproteinen des Aktin-Zytoskeletts
sowie Membranproteinen, die das Andocken und die Fusion von Membranvesikeln
koordinieren, wird die Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4-Speichervesikeln zur
Plasmamembran inhibiert (G, GLUT4; GSV, GLUT4-Speichervesikel).

Gemall des retrograden Transportmodells und der dynamischen bidirektionalen
Umverteilung zwischen Endosomalem Recycling-Kompartiment und trans-Golgi-Netzwerk
werden die GLUT4-enthaltenden Membranvesikel in das Endosomale Recycling-
Kompartiment transloziert. Aufgrund der postulierten Verteilerfunktion von Rab11A wird
diese Vesikelpopulation durch die Rab-GTPase ebenfalls am Ausgang des Endosomalen
Recycling-Kompartiments sortiert und die Menge der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel
bereits unter Basalbedingungen reduziert. Membranvesikel, die den Kkonstitutiven
Glucosetransporter GLUT1 enthalten und durch das Endosomale Recycling-Kompartiment

zur Plasmamembran transloziert werden, sind davon nicht betroffen.

Die Uberexpression der dominant-negativen Mutante von Rab11A fiihrte zu einer Inhibition
der Insulinwirkung, die durch eine Blockade der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel nach
dem Austritt aus dem Endosomalen Recycling-Kompartiment vor oder innerhalb des trans-
Golgi-Netzwerkes entsteht. Durch die Assoziation von Motorproteinen des Aktin-Zytoskeletts
und von Membranproteinen, die das Andocken und die Fusion von Rab11A-enthaltenden
Membranvesikeln koordinieren, an Rab11-spezifische Effektorproteine ergeben sich weitere
Interaktionspunkte von Rab11A bei der Regulation der Insulin-stimulierten Translokation von
GLUT4 zur Plasmamembran. Damit kann Rab11A neben der Koordination endozytotischer
Vesikeltransporte auch exozytotische Transportprozesse in Insulin-sensitiven Zellen

regulieren.

4.2 Enzymatische Aktivitat von Rab11A

Die Untersuchungen der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme und Translokation von
GLUT4 sowie die Analyse der subzellularen Lokalisation des Glucosetransporters wurden
in Kardiomyoblasten und humanen Skelettmuskelzellen nach der Uberexpression von
GLUT4myc und Rab11A durchgefiihrt. Das Rab-Protein gehort zur Superfamilie der Kleinen
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GTP-bindenden Proteine und katalysiert die enzymatische Hydrolyse von gebundenem
Guanosin-5’-triphosphat (GTP) in Guanosin-5"-diphosphat (GDP) und anorganisches
Phosphat. Charakteristisch fir die Proteine dieser Superfamilie sind hochkonservierte
Regionen, die die Formation des katalytischen Zentrums, die Nukleotidbindung, die
Orientierung des reagierenden Wassermolekuls, die Positionierung des Magnesiumions
als Kofaktor sowie die Assoziation von spezifischen Regulator- und Effektorproteinen

realisieren [Bourne et al., 1991; Paduch et al., 2001].

PM3-Motiv als katalytisch-aktive Domé&ne der Rab-Proteine

Das vollstéandig konservierte PM3-Motiv Asp-Thr-Ala-Gly-GIn-Glu (in Rab11: Position 66 - 71)
ist fir den Konformationswechsel zwischen der aktiven und inaktiven Form der Rab-
GTPasen essentiell [Vetter & Wittinghofer, 2001]. Der Glutamin-Rest des PM3-Motivs
(in Rab11: Position 70) agiert bei der Hydrolyse von GTP als katalytische Base, da
die Carboxamidgruppe das nukleophile Wassermolekiil polarisiert [Schweins et al., 1995;
Berghuis et al., 1996]. AuBerdem positioniert der Glutamin-Rest das Wassermolekil flr
die Hydrolyse und stabilisiert den bipyramidalen pentavalenten Ubergangszustand, bevor
der Transfer der negativen Ladung von der y- auf die B-Phosphatgruppe von GTP stattfindet
und die Bindung zwischen beiden Phosphatgruppen hydrolysiert wird [Frech et al., 1994,
Maegley et al., 1996]. Die Substitution des Glutamin-Restes gegen einen Leucin-Rest fuhrt
zu einem Verlust der enzymatischen Aktivitat und stellt ein etabliertes Modell zur Herstellung
konstitutiv-aktiver Varianten von Proteinen aus der Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden
Proteine dar [Der et al., 1986; Haubruck & McCormick, 1991; Takai et al., 2001].

Substitution des Glutamin-Restes des PM3-Motivs in Proteinen der Rab11-Subfamilie

Bei der Sequenzierung der endogenen Rab11A-cDNA von Zellen der verwendeten
Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2 wurde eine Mutation detektiert, die zu einer Aminosaure-
Substitution (Q — R) an Position 70 von Rab11A fihrte. Interessanterweise ergab die
Bestimmung der enzymatischen Aktivitat dieser Variante von Rab11A, Rab11A Q70R,
keine Anderung der GTPase-Aktivitat im Vergleich zur Wildtyp-Variante Rab11A Q70.
Der Verlust der Carboxamidgruppe des Glutamin-Restes und die Einflihrung des Arginin-

Restes haben somit keinen Einfluss auf die enzymatische Aktivitat von Rab11A.

Dieses Ergebnis ist erstaunlich, da die Position 70 von zentraler Bedeutung bei der

enzymatischen Hydrolyse von GTP ist und die Einfihrung des Arginin-Restes mit einer
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basischen Guanidino-Gruppe zu einer Anderung der Raumstruktur und Ladungsverhaltnisse
des katalyischen Zentrums flhrt. Zusatzlich wurde durch die Bestimmung der enzymatischen
Aktivitdt von Rab11A Q70L der generelle Mutationstyp (Q — L) der konstitutiv-aktiven
Varianten der Rab-Proteine und aller weiteren Proteine aus der Superfamilie der Kleinen
GTP-bindenden Proteine bestatigt.

Interessanterweise existieren Befunde, die eine Revision der Relevanz des Glutamin-Restes
innerhalb des PM3-Motivs bei der enzymatischen Hydrolyse der Rab-Proteine induzieren
[Casanova et al., 1999; Wang et al., 2000; Pasqualato et al., 2004]. Untersuchungen mit
zytosolischen Fraktionen als Aktivator der enzymatischen Hydrolyse von GTP ergaben im
Gegensatz zu den im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnissen keinen
Unterschied zwischen der GTPase-Aktivitdt von Rab11A Q70 (Wildtyp) und der konstitutiv-
aktiven Variante Rab11A Q70L [Casanova et al., 1999]. In Rab25, einem weiteren Protein
der Rab11-Subfamilie, ist an der korrespondierenden Position 71 bereits im Wildtyp-Protein
ein Leucin-Rest positioniert [Goldenring et al., 1993]. Diese Situation ist einzigartig unter
allen bisher bekannten Proteinen der Superfamilie der Kleinen GTP-bindenden Proteine und
hat ebenfalls keinen Einfluss auf die enzymatische Aktivitdt des Rab-Proteins [Casanova
et al., 1999].

Die Aufklarung dieser divergierenden Befunde ist derzeit Gegenstand intensiver rontgen-
kristallographischer und biochemischer Untersuchungen und fiuhrte zu dem Modell der
Substrat-assistierten Katalyse als Alternative zu der bisher postulierten nukleophilen
Substitution [Maegley et al., 1996; Pasqualato et al., 2004; Pasqualato & Cherfils, 2005].
Innerhalb des derzeit praferierten Modells agiert GTP selbst als Base und induziert
ein Protonentransfer von dem beteiligten Wassermolekll auf das Briickensauerstoffatom
zwischen der GTP-B- und y-Phosphatgruppe, sodass der bipyramidale pentavalente
Ubergangszustand durch Niedrig-Barrieren-Wasserstoffbindungen stabilisiert wird [Schiott
et al., 1998; Pasqualato & Cherfils, 2005]. Moéglicherweise verliert dadurch der spezifische
Charakter des Glutamin-Restes (in Rab11: Position 70 / in Rab25: Position 71) an
Bedeutung, sodass die Substitution des Glutamin-Restes durch einen Arginin-Rest wie in
Rab11A aus der verwendeten Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2 oder eines Leucin-Restes
wie in Rab25 keinen Einfluss auf die enzymatische Aktivitdt der Proteine der Rab11-

Subfamilie oder weiterer Rab-Proteine hat.

Fir die vollstandige Charakterisierung und zusammenhdngende Beschreibung des

Reaktionsmechanismus der enzymatischen Hydrolyse von GTP durch die Proteine
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der Rab11-Subfamilie und anderer Rab-Proteine sowie der Interaktion mit Regulator-
proteinen wie den Rab-spezifischen GTPase-aktivierenden Proteinen sind weitere

Mutationsanalysen, zellbiologische Experimente und Réntgenkristallstruktur-Untersuchungen
erforderlich.
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Eine der grofiten Herausforderungen der Medizin ist die Therapie der Volkskrankheit
Diabetes mellitus. Dieses Problem wird in den kommenden Jahrzehnten weiter zunehmen,
da sich die Zahl der diagnostizierten Diabetes-Patienten in den nachsten drei Dekaden auf
weltweit ca. 400 Millionen Menschen verdoppeln wird. Die Uberwiegende Mehrheit der
betroffenen Patienten erkrankt an Typ 2-Diabetes, der durch eine vererbte oder erworbene
Insulinresistenz und eine Stérung der Insulinsekretion im fortgeschrittenen Stadium der
Erkrankung charakterisiert ist. In Insulin-resistenten Zellen ist die Translokation des
Glucosetransporters GLUT4 zur Plasmamembran nach einer Insulinstimulation wahrend
der postprandialen Phase stark vermindert. Fur das Verstandnis der Pathogenese des
Typ 2-Diabetes und die Entwicklung mdglicher Therapieansatze ist deshalb vor allem die
detaillierte Charakterisierung der molekularen Interaktionen wéahrend der Insulinsignal-
transduktion und der Verknipfung der Signalkaskade mit dem intrazellularen Transport des
Glucosetransporters GLUT4 in den Insulin-sensitiven Zellen des Muskel- und Fettgewebes

erforderlich.

Fur die Regulation des intrazellularen Transports von GLUT4-enthaltenden Membran-
vesikeln sind Rab-Proteine von zentraler Bedeutung. Diese Kleinen GTP-bindenden Proteine
kénnen aufgrund ihrer interkonvertiblen Konformationen zwischen Membranvesikeln und
Zytosol zirkulieren und dadurch den endo- und exozytotischen Vesikeltransport sowie die
Fusion mit der Plasmamembran koordinieren. Mehrere dieser Rab-Proteine sind in GLUT4-
enthaltenden Membranvesikeln colokalisiert, u.a. auch Rab11A, das nach einer Insulin-
stimulation in die Vesikel transloziert wird. Deshalb war es das Ziel der vorliegenden Arbeit,
den Einfluss von Rab11A auf die Insulin-stimulierte Translokation von GLUT4-enthaltenden
Membranvesikeln in Ratten-Kardiomyoblasten und humanen Skelettmuskelzellen zu

untersuchen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit aus Untersuchungen der Insulin-stimulierten
Glucoseaufnahme und Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran sowie der
subzellularen Lokalisation von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln zeigen, dass Rabl11A
an der Sequestrierung des Glucosetransporters beteiligt ist und eine Verteilerfunktion am
Ausgang des Endosomalen Recycling-Kompartiments in Insulin-sensitiven Muskelzellen
besitzt. Die Uberexpression von RabllA fiihrte innerhalb des konstitutiven Recycling-
prozesses der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel zu einer Umverteilung dieser
Vesikelpopulation nach dem Austritt aus dem Endosomalen Recycling-Kompartiment und vor

der Translokation zur Plasmamembran.
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Die Verteilerfunktion von RabllA hatte keinen Einfluss auf die Insulin-stimulierte
Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran. GLUT4-Speichervesikel stellen die
Hauptkomponente der GLUT4-enthaltenden Membranvesikel bei der Insulin-stimulierten
Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran dar und befinden sich in einem dynamischen
Gleichgewicht zwischen Endosomalem Recycling-Kompartiment und trans-Golgi-Netzwerk.
Die Uberexpression der dominant-negativen Mutante von RabllA fihrte zu einer
Reduktion der Insulinwirkung, da der Verlust der GTP-Bindungsstelle bei Rab11A N124|
eine Translokation von GLUT4-enthaltenden Membranvesikeln in Insulin-insensitive
Kompartimente induziert und die Bindung akzessorischer Proteine wie der Rab-spezifischen
Regulatorproteine bzw. der Rabll-spezifischen Effektorproteine inhibiert. Diese Proteine
regulieren die Aktivitdt von Rab11A und vermitteln die Wirkung des Rab-Proteins innerhalb

des Aktin-Zytoskeletts sowie wahrend der Fusion von Membranvesikeln.

Die Untersuchungen zum Einfluss von Rab11A auf die Insulin-stimulierte Translokation von
GLUT4 ergaben, dass die Rab-GTPase in Insulin-sensitiven Muskelzellen als Sortierprotein
am Ausgang des Endosomalen Recycling-Kompartiments agiert und somit endozytotische
Transportprozesse reguliert. AuBerdem kann aufgrund der Wirkung der dominant-negativen
Mutante von RabllA eine Beteiligung der Rab-GTPase an der Regulation des

exozytotischen Vesikeltransports postuliert werden.

Die Klarung der sich aus den oben genannten Befunden und Hypothesen ergebenden
Fragestellungen wie die unmittelbare Integration von Rab11A in die Insulinsignalkaskade
sowie die molekulare Verknipfung mit dem intrazellularen Transport von GLUT4 durch die
Insulin-regulierte Interaktion von RabllA mit Rabll-spezifischen Effektorproteinen bleibt

weiteren Untersuchungen vorbehalten.
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7.3 Abkurzungsverzeichnis
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Anm. Anmerkung
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bes. besonders

BMI Body-Mass-Index
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Bsp. Beispiel(e)

bzw. beziehungsweise

ca. cirka
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CO, Kohlendioxid
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DDS Deutsche Diabetes-Stiftung

DDZ Deutsches Diabetes-Zentrum

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle-Medium
DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleosid-5"-triphosphat

2-DOG 2-Desoxy-D-[1-"*C]-glucose

EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigsaure
EGTA Ethylenglykol-bis-(B-aminoethylether)-N,N,N",N -tetraessigsaure
engl. englisch

et al. und andere (lat.)

etc. und so weiter (lat.)

Fa. Firma
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for vorwarts (engl.)
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HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-(2-ethansulfonsaure)
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IA-Puffer Isotonischer Aufschluss-Puffer

IDF Internationale Diabetes-Foderation
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Kap. Kapitel
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mRNA Boten-Ribonukleinsaure

NaOH Natriumhydroxid

n.b. nicht bekannt
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7.4 Grofen und Einheiten

A
BLU
bp
bps
°C
Ci
cpm
Da
g

(x) 9
h
IC50
kb

I

m

M
min
mol
m/v

oD
PFU
SEM
U/min

v/v

Ampere

Biochemische Licht-Einheit (engl.)
Basenpaar

Basenpaare (engl.)

Grad Celsius

Curie

Radioaktiver Zerfall pro Minute (engl.)
Dalton

Gramm

Gravitationskonstante (9,81 m/s?)
Stunde

Halbmaximale Konzentration (engl.)
Kilobasenpaar(e)

Liter

Meter

Molar

Minute

Mol

Masse pro Volumen (Konzentration)
Normal

Optische Dichte

Plaque-bildende Einheit (engl.)
Sekunde

Svedberg-Konstante (10" s)
Standardfehler des Mittelwertes (engl.)
Enzymeinheit (engl.)

Umdrehungen pro Minute

Volt

Volumen pro Volumen (Konzentration)
Watt

209



ANHANG

7.5 Publikationsverzeichnis

Uhlig, M., Passlack, W., Eckel, J.
Functional role of Rab11 in GLUT4 trafficking in cardiomyocytes. Mol. Cell. Endocrinol. 235,
1-9 (2005)

Uhlig, M., Passlack, W., Eckel, J.
Identification and characterisation of a novel variant in the highly conserved catalytic center
of Rab11a. Eur. J. Med. Genet. 49, 29-36 (2006)

Dietze-Schroeder, D., Sell, H., Uhlig, M., Koenen, M., Eckel., J.
Autocrine action of adiponectin on human fat cells prevents the release of insulin resistance-
inducing factors. Diabetes 54, 2003-2011 (2005)

Ezenwaka, C., Kalloo, R., Uhlig, M., Eckel, J.
Relationship between adiponectin and metabolic variables in Carribean offspring of patients
with type 2 diabetes mellitus. Horm. Metab. Res. 36, 238-242 (2004)

Ezenwaka, C., Kalloo, R., Uhlig, M., Schwenk, R., Eckel, J.

The E23K variant in the Kir6.2 subunit of the ATP-sensitive K" channel does not augment
impaired glucose tolerance in Carribean subjects with a family history of type 2 diabetes.
J. Endocrinol. 185, 439-444 (2005)

210



Die hier vorgelegte Dissertation habe ich eigenhandig und ohne unerlaubte Hilfe angefertigt.
Die Dissertation wurde in der vorgelegten oder in &hnlicher Form noch bei keiner anderen

Institution eingereicht. Ich habe bisher keine erfolglosen Promotionsversuche unternommen.

Dusseldorf, 20.03.2006



DANKSAGUNG

Mein herzlicher Dank gilt allen Mitgliedern der AG Eckel, insbesondere Birgit Hurow,
Dr. Daniela Dietze-Schroeder, Daniela Ledwig, Henrike Sell, Dr. Irini Rakatzi, Karin
Deckers-Thomas, Kristin Aduroja, Magdalene Stosik, Marlis Koenen, Dr. Miriam Kl&hn,
Dr. Sonja Vahsen, Daniel Knierim, Dr. Mark Sommerfeld und Robert Schwenk, sowie
Daniella Herzfeld de Wiza und Dr. Sabine Hucken fiir die freundschaftliche Zusammenarbeit

und die angenehme Atmosphéare innerhalb und aul3erhalb des Laborbereiches.

Besonders grofRRer Dank gebihrt Waltraud PaR3lack. Ihr technisches Kénnen, ihre reiche
Laborerfahrung und ihre tatkraftige Unterstutzung, ihre herzliche Art und ihr Spal? haben mir
sehr geholfen und werden mir immer in Erinnerung bleiben. Ebenso ihre hollandischen

Butterkekse !

Dr. Christiane Bellin, ehemalige Mitarbeiterin am Deutschen Diabetes-Zentrum, danke
ich sehr fur ihre herzliche Kollegialitat und Freundschaft sowie flr ihre gelebte Art des

Rheinischen Frohsinns: ,Et hatt noch immer jot jejange !“

Bei den langjahrigen Mitarbeitern des Deutschen Diabetes-Zentrums Dr. Ralf-Rudiger
Florke, Dr. Lothar Kihn und Prof. Dr. Peter R6sen mdchte ich mich fur die Vielzahl
informativer und unterhaltsamer Gesprache diesseits und jenseits von Wissenschaft und

Forschung bedanken.

Ein herzlicher Dank geht an meine Freunde, mit denen ich seit mehr als einem Jahrzehnt
privat und wissenschaftlich eng verbunden bin. Danke an Dr. Susanne Stein (Frankfurt / M.),
Dr. Uta Schmidt-Stral3burger (Neu-Ulm), DI Berndt Schreiber (Kleve), Dr. Birger Herzog
(London), Dr. Dirk Pohlers (Jena), Dr. Gunter Path (Wirzburg), Dr. Holger Willenberg

(Dusseldorf) und Dr. Thomas Zimmermann (Dresden).

Mein ganz besonderer Dank gilt meinen Eltern: Fur ihre liebevolle Begleitung in allen Zeiten
und ihre wahrhaft aufRergewdhnliche Unterstutzung, die mir den Abschluss dieser
Dissertation ermdglicht hat! Fur die privaten ,Drittmittel*! Fur die vielen Briefe und Post-
karten, die mich mit ihnen und meiner kurséchsischen Heimat Dresden auch in der Ferne

immer verbunden haben ! Danke Mama - Danke Papa !

AbschlieBend moéchte ich mich sehr bei meiner Freundin Dr. Verena Schmitz (und ihrer
Familie) bedanken: Fir ihre ,weit“-reichende Unterstiitzung aus Konstanz und ihre grof3e

Geduld ! Fir ihren hoffnungsvollen Mut und ihr besonderes Verstandnis ! Fir ihre Liebe !



LVale, scientia !“



