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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Diabetes Mellitus bedeutet als nicht heilbare, chronische Krankheit eine einschneidende
Diagnose fiir das Leben des betroffenen Patienten. Die Gesamtprdvalenz des manifesten
Diabetes mellitus in Deutschland liegt bei etwa 7 %, bei den {iber 70jdhrigen bei 25 % (Hauner
et al 2003). Weltweit wird fiir das Jahr 2025 die Erkrankung an Typ 2- Diabetes von anndhernd
300 Millionen Menschen erwartet (Seidell 2000). Angesichts dieser Entwicklung ist die

Diabetesforschung eine der groBen Aufgaben der Biowissenschaften und der Medizin.

Zu unterscheiden ist der Typ 1- Diabetes (Insulin- Dependent Diabetes, IDDM) vom Typ 2-
Diabetes (Non- Insulin- Dependent Diabetes, NIDDM). Weitere, seltenere Formen entstehen
durch genetische Defekte der B- Zell- Funktion, genetische Defekte der Insulinwirkung,
Erkrankungen des exokrinen Pankreas, Endokrinopathien oder sie sind medikamenten- oder
chemikalieninduziert (Scherbaum, Kap. Diabetes mellitus in Wolff & Weihrauch,
nInternistische Therapie 2004/2005%).

Die Ursache des Typ 1- Diabetes ist ein Untergang der insulinproduzierenden [-Zellen der
Langerhans- Inseln im Pankreas durch eine Insulitis mit zytotoxischen T-Zellen. In der Folge
kommt es zu einer Produktion Autoantikérpern. Diese sind zum Teil bereits vor der klinischen
Manifestation des Diabetes nachweisbar. Es sind Zytoplasmatische Inselzellantikdrper (ICA),
Glutamatdecarboxylase-Antikorper (GAD-A), Antikdrper gegen die Tyrosinkinase (IA2-A) und
Insulinautoantikérper (IAA) (Scherbaum, Kap. Diabetes mellitus, Wolff & Weihrauch,
»Internistische Therapie 2004/2005°). Diese Form des Diabetes manifestiert sich in jedem Alter,
hédufig bereits in der Jugend. Sie wird durch die Kombination aus Didt und exogener Zufuhr von

Insulin behandelt.

Demgegeniiber ist der Typ 2- Diabetes eine Kombination aus gestorter Glukosetoleranz und
verminderter Insulinsensitivitit. Er basiert auf einer Stdrung vor allem der Leber, des Fett- und
Muskelgewebes und der B— Zellen der Pankreas. Die Trias von gesteigerter Glukoseproduktion
bei hepatischer Insulinresistenz, verminderter Glukoseaufnahme der Skelettmuskel- und
Fettzellen und erniedrigter Insulinsekretion fiihren, sich gegenseitig verstirkend, zu einem
pathologischen Blutglukosespiegel und zur Manifestation des Typ 2- Diabetes (De Fronzo,
1988).
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Einleitung

Klinisch zeigt sich der Typ 2- Diabetes héufig erst nach bis zu 20 Jahren andauernder
Insulinresistenz (Warram et al. 1990, Lillioja 1988) durch das Auftreten der irreversiblen
Sekundérschdden wie Mikro- und Makroangiopathie und Neuropathie. Somit stellt die

Aufklarung der Insulinresistenz eine zentrale Fragestellung der Diabetesforschung dar.

Nach dem derzeitigen Stand ergibt sich ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlicher
Faktoren, welche zur Erkrankung an Diabetes mellitus Typ 2 flihren. Dazu gehdren zum einen
Umweltfaktoren und zum anderen genetische Pridisposition. Mehrere Studien zeigen, dass
Adipositas zu einer hoheren Inzidenz des Typ 2- Diabetes fiihrt. Aus Daten der ,,Nurses Health
Study“ (Colditz et al. 1990) geht eine Erhhung des Erkrankungsrisikos um das 60fache hervor,
wenn der Body-Mass-Index (BMI) iiber 34 liegt. Schon bei leichter Adipositas (BMI 27-28) ist
das Risiko zehnfach groBer. Zusitzlicher Faktor ist mangelnde Bewegung. Eine Studie bei
Pima- Indianern (Kriska et al. 1993) belegt, dass korperliche Aktivitdt die Typ 2- Diabetes-

Pravalenz um das 3-4fache gegeniiber Personen ohne Bewegung senkt.

Das “Metabolische Syndrom* (“Syndrome X‘; Saltiel 2000, Reaven et al. 1993) steht im
Kontext mit der Insulinresistenz. Zusammengefasst sind hierunter der arterielle Hypertonus, die
Stammfettsucht, Dyslipiddmie, Atherosklerose und das Stein- Leeventhal- Syndrom. An der

Aufkliarung der pathophysiologischen Zusammenhénge wird geforscht.

Untersuchungen zum familidren Auftreten von Typ 2- Diabetes zeigen, dass neben dem
Lebensstil auch erbliche Faktoren eine pathogenetische Relevanz haben. So liegt das Typ 2-
Diabetes-Erkrankungsrisiko bei 80 %, wenn der homozygote Zwilling eines Probanden
erkrankt ist (Harrison’s ,,Principles of internal medicine®, 1998). Ein monogenetischer Erbgang
konnte nicht gefunden werden. Teilweise belegt ist, dass polygenetische Variationen der
Proteine der Insulinrezeptorkaskade und der verkniipften Stoffwechselwege ursdchlich zur

Entstehung von Typ 2- Diabetes beitragen.

Die Insulinrezeptorkaskade wird durch die Insulinbindung aktiviert. Durch den steigenden
Blutglukosespiegel wird postprandial die Insulinsekretion der B-Zellen des Pankreas stimuliert.
Die Hauptzielorgane des Insulin sind die Leber, deren Glukoseproduktion gedrosselt wird, und
Skelettmuskel- und Fettzellen, deren Glukoseaufnahme stimuliert wird. Andererseits wirkt das
Insulin auf den Fettstoffwechsel dieser Organe. Es erhoht die Fettsyntheserate in Leber und
Fettgewebe und senkt die Freisetzung von Fettsduren aus Skelettmuskel und Adipozyten (Pessin

& Saltiel, 2000). Die Interaktion mit den Zielzellen findet {iber den Insulinrezeptor statt. Das
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Protein setzt sich aus vier Untereinheiten zusammen, die jeweils paarweise angeordnet sind.
Extrazellulir liegen die beiden a-Untereinheiten, an welchen das Insulin bindet. Ubertragen
wird das Signal per Konformationsdnderung, wodurch die intrazelluldr liegenden [3-
Untereinheiten aktiviert werden (van Obberghen et al. 1981). Sie haben eine Tyrosinkinase-

funktion (Kasuga et al. 1983), ihre Substrate sind die Insulinrezeptorsubstrat-Proteine.

PI-3-Kinase

PKC ¢, PKC

DNA Synthese

Lipolyse — <+—&——

Apoptose Aminosaurenuptake

Glukoneogenese lonentransport

Proteinsynthese Glykogensynthese

Glukoseaufnahme

Abb 1: Die Insulinrezeptorkaskade und der MAP-Kinase-Weg
Durch die Bindung von Insulin an die o- Untereinheit des Insulinrezeptors wird die
Insulinrezeptorkaskade aktiviert. Uber das Shc-Protein erfolgt eine Aktivierung des MAP-Kinase-
Wegs, dessen Wirkung vor allem die DNA- Synthese aktiviert.

D Insulin Phosphotyrosin Phosphoserin . a- Untereinheit des Insulinrezeptors

B-Untereinheit des Insulinezeptors © SH3-Domine @ Steigerung eInhibi‘[ion
Grb-1/ 2: growth factor binding protein 1/ 2; Shc: ; PKB: protein kinase B; PDK-1: P3- dependent
kinase 1; MAPK: mitogen- activated protein kinase; PH: pleckstrin homology; SH2/ 3: SRC homology
2/ 3 domain; IRS: insulin receptor substrate; PI-3-Kinase: phosphoinositide 3- kinase;

Die Insulinrezeptorsubstrate sind eine Gruppe von Proteinen, die alle durch den
Insulinrezeptor phosphoryliert werden. Einige haben typische Elemente in ihrer Struktur: NH,-
terminal liegt die Pleckstrin- Homologie (PH) und/ oder eine phosphotyrosinbindende (PTB)
Domine. Zahlreiche Tyrosinphosphorylierungsstellen bilden die Bindungsstellen fiir SH2-
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Proteine. Zur Interaktion mit SH3- oder WW- Doménen sind prolinreiche Abschnitte

vorhanden. Hinzu kommen serin-/ threoninreiche Regionen der IRS-Proteine (White, 1998).

Uber die PTB-Domine erfolgt die Bindung an das spezifische juxtamembranire NPXY-
Motiv des Insulinrezeptors (Kaburagi et al. 1995). Eine weitere Interaktion mit dem

Insulinrezeptor erfolgt vermutlich iiber die PH-Domine der IRS und der Produkte des shc-Gens.

Bisher gefundene Substrate des Insulinrezeptors sind das Insulinrezeptorsubstrat-1 (IRS-1)
(White, Maron & Kahn, 1985; Sun et al. 1991), das IRS-2 (Sun et al. 1995), IRS-3 (Lavan, Lane
& Lienhard 1997; Smith-Hall et al. 1997), IRS-4 (Lavan et al. 1997), Grb2-associated binding
protein (Gab 1) (Holgado- Madruga et al. 1996) und p62d°k (Yamanashi & Baltimore 1997). Die
Insulinrezeptorsubstrate unterscheiden sich sowohl in ihrer Funktion als auch in ihrer
Expression, die je nach Zellart differiert. Ubiquitdir kommen IRS-1 und IRS-2 vor, wihrend
IRS-3 bislang nur in Adipozyten, Fibroblasten und Hepatozyten nachgewiesen wurde (Hosomi
et al. 1994; Milarski et al. 1995; Zhang et al. 1996, Smith-Hall et al. 1997). IRS-4 wurde in
Zellkultur von Embryonierenzellen (Lavan et al. 1997) sowie in Herz- und Soleusmuskelzellen
von Ratten und in menschlichen Skelettmuskelzellen (Schreyer et al. 2003) nachgewiesen, auch
Gabl kommt bei Sédugetieren in vielen Geweben vor (Holgado- Madruga et al. 1996). Die

meisten Substrate werden nach Insulinstimulus durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert.

Die weitere Signaltransmission der Insulinrezeptorkaskade erfolgt liber die SH2-Dominen
der aktivierten Insulinrezeptorsubstrate. An die phosphorylierten IRS-1 und IRS-2 docken
zahlreiche Enzyme und Adaptorproteine iiber ihre SH2-Domidnen. Dazu gehdren die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase), die Phosphotyrosinphosphatase (SHP 2), Grb2,
Nck und Crk (White, 1998).

Zahlreiche Studien zeigen, dass IRS-1 und IRS-2 nicht beliebig gegeneinander austauschbar
sind. Vielmehr koppeln sie an unterschiedliche Proteine. Experimente mit IRS-1-defizienten
Embryonalzellen ergeben, dass zum Beispiel die mitogene Wirkung von Insulin via IRS-1 durch
das IRS-2 nicht vollstindig kompensiert werden kann. Zusétzlich kann aber -eine
Signaltransduktion iliber den MAP-Kinase-Weg (mitogen activated protein kinase) erfolgen
(Bruning et al. 1997). In Muskelzellen IRS-1-defizienter Miuse wird eine signifikante
Reduktion der insulininduzierten Aktivierung der PI3-Kinase, des Glukosetransports, der
p70S6-Kinase, der mRNA- Translation und der Proteinsynthese (Yamauchi et al. 1996)
gemessen. In Adipozyten IRS-1-defizienter Mause iibernimmt IRS-3 die Funktion des IRS-1 als
Aktivator der PI3-Kinase (Smith-Hall et al. 1997).
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IRS-4 wird nicht auf diesem Weg phosphoryliert (Schreyer et al. 2003). Als einziges der IRS-
Proteine bindet p62dOk nicht an die PI3-Kinase (Yamanashi & Baltimore 1997).

Die Aktivierung der PI3-Kinase fiihrt zur Phosphorylierung des Phosphoinositids an der D3-
Position des Inositol- Rings, wobei verschiedene Isoformen dieser Lipidkinase zu unterscheiden
sind. Die insulinsensitiven Klasse-1a-PI3-Kinasen sind zusammengesetzt aus einer 85 kDa-
Adaptor- Untereinheit und einer katalytischen 110 kDa- Untereinheit (Hu et al. 1993, Dhand et
al. 1994). Durch alternatives Splicing entstehen verschiedene Isoformen: p110a, p110B3, p1106
und p85a und p85P (Vanhaesebroeck et al. 1997; Dhand et al. 1994).

Neben anderen Substraten ist das Phosphatidylinositol-(3 ,4 ,5)-Trisphosphat das
Hauptsubstrat der Klasse-1-PI3-Kinasen, die durch Insulin und andere Wachstumsfaktoren
stimuliert werden (Nave, Siddle & Shepherd, 1996). Den PI3-Kinasen der Klassen 2 und 3 wird

keine Funktion bei der Insulinsignaltransduktion zugeschrieben.

Vermittelt werden durch die Klasse-1a-PI3-Kinase die Glukoseaufnahme (Clarke et al. 1994;
Okada et al. 1994; Tsakiridis et al. 1995; Yeh et al. 1995), die Proteinsynthese (Mendez et al.
1997), “membrane ruffling* (Kotani et al. 1994; Tsadirikis, Vranic & Klip 1995) und schlieflich
Zellwachstum und Proliferation (Jhun et al., 1994, Mcllroy et al. 1997). So sind unter anderem
die Genexpression des Glukosetransporters Isoform 4, (GLUT4) und der Glukose-6-
Phosphatase PI3-Kinase-gesteuert (Agati, Yeagley & Quinn 1998; Dickens et al. 1998). Auch
die Induktion der Hexokinase II und der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase sind PI3-Kinase-
abhingig.

Die Signale werden von der PI3-Kinase auf die Proteinkinase B (PKB; RAC; cAkt), die

p70S6-Kinase und auf die atypische Proteinkinase C weitervermittelt.

Ein anderer Stoffwechselweg ist der MAP- Kinase- Weg. Dessen Aktivierung beeinflusst
Zellwachstum, Proliferation und Zelldifferenzierung. Er ist entscheidend fiir die Vermittlung

mitogener Effekte.

Einen Einfluss auf die Insulinwirkung hat die Proteinkinase C (PKC). Bereits im Vorhinein
wurde die negative Korrelation zwischen Body-Mass-Index und allgemeiner Insulinsensitivitét
angedeutet (Ferrannini et al. 1997). Im Detail zeigt sich eine enge Verkniipfung zwischen
Insulinresistenz und erhdhten Lipidspiegeln im Blut (Pan et al. 1997). Die Verbindung koénnte

durch die Proteinkinase C (PKC) entstehen, eine Serin-/ Threoninkinase.
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Strukturell enthalten die PKC-Enzyme N- terminal eine Regulierungseinheit, C- terminal
befindet sich die katalytische Region. Mitte der achtziger Jahre wurde die ersten PKC-
Isoenzyme geklont, wobei vier Doménen sind: C1-4 (Coussens et al.1986). Die C1- Doméne
findet sich in den meisten Isoformen, sie enthélt einen cysteinreichen Abschnitt, der die
Diacylglycerol-/ Phorbolesterbindungsstelle bildet (Bell et al. 1991). Die C2-Doméne beinhaltet
die Erkennungsstelle fiir die Fettsduren und bei einigen Isoformen die Ca**-Bindungseinheit.
Die C3-und die C4-Doménen bilden die Bindungsstellen fiir ATP und die Substrate (Newton
1995).

Basierend auf ihrer Struktur und den notigen Kofaktoren werden die Proteinkinasen der
Gruppe C in drei Untergruppen eingeteilt: PKC a, B, B2 und y sind die zuerst entdeckten und am
besten untersuchten Isoformen. lhnen ist gemein, dass sie alle zur Aktivierung Calcium
benotigen. Die ,,neuartigen” PKC-Isoformen 9, €, m (L), 6 und p sind aufgebaut wie die
konventionellen PKC, allerdings fehlt ihnen die Ca*"-Bindungsstelle. Die dritte Untergruppe
bilden die atypischen PKC { und A. Sie unterscheiden sich signifikant in der Struktur von den

anderen PKC-Isoformen.

Typischerweise phosphoryliert die PKC Serin- oder Threoninreste an diversen Proteinen.
Angesichts der zahlreichen Substrate ergeben sich vielschichtige biologische Funktionen der
PKC (Nishizuka et al. 1986). Dazu gehoren Rezeptorinaktivierung, Verdnderung der
Membranstruktur, Transkriptionsregulierung, Vermittlung von Immunantworten,

Zellwachstumsregulation und viele andere Funktionen (Newton, Minireview 1995).

Die Aktivierung der konventionellen und neuartigen PKC durch Lipidmetaboliten fiihrt zu
einer herabgesetzten Substrattyrosinphosphorylierung und Zellfunktion (Qu et al. 1999): Die
reversible Phosphorylierung durch intrazellulire Kinasen und Phosphatasen ist ein wichtiger
Mechanismus der intrazelluldren Signaltransduktion. Bei Ubergewicht und Insulinresistenz ist
bei den Schliisselelementen der Insulinrezeptorkaskade der Phosphorylierungsstatus verédndert.
Dadurch konnte es zu einer Herabregulierung der insulinvermittelten Zellantworten kommen
(Qu et al. 1999). Unterstiitzt wird die Theorie durch den Nachweis erhohter PKC-Aktivierung in
Modellen von Fettleibigkeit (Avignon et al. 1996) und didtinduzierter Insulinresistenz (Qu et al.
1999).

Weiterer zentraler Aspekt in der Erforschung der Insulinresistenz sind die genetischen
Variationen von Komponenten der Insulinrezeptorkaskade. Im Insulinrezeptorgen finden sich
Polymorphismen, deren Ausprdgungen zu besonders schwerer Insulinresistenz fiihren. Diese
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Syndrome sind vom Typ 2- Diabetes zu unterscheiden. "Typ-A-Syndrom", Leprechaumismus,
Rabson-Mendenhall-Syndrom und "Lipoatrophic Diabetes" entstehen durch Defekte der
Rezeptorexpression, der Ligandenbindung und der Tyrosinkinaseaktivitét (Krook et al. 1996)

Deshalb konzentriert sich die Suche nach genetischen Defekten auf die Proteine der
Insulinrezeptorkaskade. Screeninguntersuchungen des IRS-1 ergaben verschiedene Variationen.
Genort fiir IRS- 1 ist der lange Arm des humanen Chromosom 2 (Almind, Doria & Kahn, 2001).
Neben nicht stoffwechselwirksamen Polymorphismen (Imai et al. 1994) fallen vor allem der
Aminosdurenaustausch von Alanin zu Prolin in Codon 513 und die Glycin zu Arginin-
Substitution in Codon 972 auf. Beide Varianten treten bei Typ-2-Diabetikern gehduft auf
(Almind et al. 1993, Hitman et al. 1995).

Vor allem der Austausch im Codon 972 wird in klinischen und experimentellen Studien als
moglicher Faktor gesehen, der zu Insulinresistenz und gestorter Glukosetoleranz fiihrt. Eine
Zusammenfassung von Untersuchungen in unterschiedlichen Bevdlkerungsgruppen ergibt eine
Genfrequenz der *"*Gly->Arg-Variante bei Typ-2-Diabetikern von 10,7 % gegeniiber 5,8 % in
Kontrollpersonen (Hitman et al. 1995). Bei iibergewichtigen Trigern der °”*Gly->Arg-Variante
zeigt sich eine Stoffwechsellage, die deutlich durch Insulinresistenz gekennzeichnet ist. Die

Insulinsensitivitdt ist um bis zu 50 % reduziert (Clausen et al. 1995; Baroni et al. 2001).

In vitro- Versuche mit 32D(IR)-Zellen, die mit Wildtyp- oder dem °’’Gly->Arg-Insulin-
rezeptorsubstrat-1 transfiziert wurden, ergaben einen Riickgang um 36% der PI3-Kinase-
Aktivitdt in Zellen mit Mutante-IRS-1. Auch die insulininduzierte DNA-Synthese war um 32 %
reduziert. Daraus lisst sich schlieflen, dass die Mutation zu Insulinresistenz sowohl bei klinisch

Gesunden als auch bei Diabetikern fithren konnte (Almind et al. 1996).
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1.2. Zielsetzung

Zielsetzung der vorgelegten Arbeit war es, zwei GST-Fusionsproteine von IRS-1, einerseits
des Wildtyps und andererseits mit der Mutation °"*Gly->Arg, auf ihre Phosphorylierbarkeit hin

zu untersuchen.

Zundchst wurde die Tyrosinphosphorylierung der beiden Fusionsproteine durch die B-
Untereinheit des Insulinrezeptors im Vergleich untersucht, dann sollten mdgliche Unterschiede
beziiglich der Serin-/ Threoninphosphorylierung durch die PKC-Isoformen a, B, B2, ¥
untersucht werden. Anschliefend sollte die Auswirkung der Serin-/ Threoninphosphorylierung

auf die anschlieBende Tyrosinphosphorylierung der Fusionsproteine untersucht werden.

Dies dient als Modell fiir einen Teilaspekt der biochemischen Verdnderungen in der Zelle bei

Ubergewicht.
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Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1 Proteingewinnung

BL-21-SI ™ competent cells
Hefe Extrakt (Yeast Extract)

Tryptone Peptone Pancreatic Digest of
Casein

Ampicillin Natriumsalz

Triton X-100
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol

Glutathione Sepharose TM 4B

Poly-Prep © Chromatography Columns
Microcon Centrifugal Filter Devices

Complete Proteaseschutz

Isopropyl-p-D-Thiogalactpyranosid (IPTG)

Glutathione Reduced Form

Wheat Germ Agarose (WGA) immobilized

on cross-linked 4 % beaded agarose
N-Acetylglucosamin

Bio-Rad Protein Assay

Serum Albumin bovine, purified (BSA)

2.1.2. Phosphorylierungsexperimente

HEPES

Dithiothreitol (DTT)

Albumine fraction V, fatty acid free
Adenosin-5’-Triphosphat (ATP)
Tris(hxdroxymethyl)-aminomethan

Protein Kinase C a, By, B2, v, Rat Brain

Stratagene, La Jolla, USA
Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma Chemical Co. St. Louis, USA

Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden

Bio-Rad Lab. Hercules, USA
Millipore Corporation, Bedford, USA
Roche, Mannheim

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
SIGMA, Minchen

SIGMA, Miinchen

SIGMA, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland

Behring Diagnostics GmbH, Marburg,
Deutschland

GIBCO BRL/ Life Technologies
SIGMA, Miinchen

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Calbiochem, USA

Okadainsdure (Ocadaic Acid, Sodium Salt) SIGMA, Miinchen
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L-oa-Phosphatidyl-L-Serin, Sodium Salt SIGMA, Miinchen

[y-33P]-ATP Redivue ™ 33P-nucleotide Amersham Pharmacia Biotech UK
limited, Buckinghamshire, England

Bisindolylmaleimid I (BIM) SIGMA, Miinchen

2.1.3. Gelelektrophorese und Detektion

Color Marker Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, Deutschland

10 kDa Protein Ladder GIBCO BRL/ Life Technologies

PhastGel "™ Homogeneous 12,5 % Amersham Pharmacia Biotech,

Uppsala, Schweden

PhastGel ™ SDS Buffer Strips Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden

PhastGel ™ Silver Kit Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden

8-18%-Gradienten-Gel Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden

Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH Co, Karlsruhe

TEMED Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden

GelBond®PAG-Film Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden

AntilRS-1 Antikorper K6b, Kaninchen Universitit Leiden

AntiRabbit IgG HRP Conjugate Promega, Madison, USA
Phosphotyrosine-RC20 : HRPO Transduction Laboratories
AntibodyStrippingSoln. Alpha Diagnostic Intl. Inc.

SuperSignal ® West Pico Chemiluminscent PIERCE, Rockford, Illinois, USA
Substrate

Ponceau S SIGMA, Miinchen
Nitrocellulosemembran Schleicher & Schiill GmbH, Dassel
Gel Drying Film Promega, Madison, USA

Imaging Plate Fuji Film, Japan

Weitere Chemikalien wurden in p. A. Qualitit von den Firmen Carl Roth GmbH Co
(Karlsruhe), SIGMA (Miinchen) und Merck (Darmstadt) bezogen.
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2.2. Methoden

2.2.1. Proteingewinnung

2.2.1.1. Aufreinigen der GST-IRS-Fusionsproteine

Zur Synthese der GST-Fusionsproteine (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
wurden kompetente E. coli-Bakterien (Stratagene, La Jolla, USA) der Firma Stratagene

verwendet.

Die Plasmide fiir die IRS-1-Dominen Mutante und Wildtyp wurden von Herrn Dr. Ran
(DDFI) synthetisiert.

Die Bakterien wurden nach einem Protokoll der Firma Stratagene transformiert. Zu den
Bakterien gab man 2 % (1 pl auf 50 ul) B-Mercaptoethanol. Nach Zugabe der DNA und
Lagerung auf Eis wurden die Bakterien auf 42 °C erhitzt. Nach anschlieBender Inkubation in
SOC-Medium (SOB-Medium mit 500 pl 2M filter-steriler Glukose-Losung) bei 37 °C wurden
die Bakterien auf Agarplatten ausgesdt und tliber Nacht bei 37 °C kultiviert.

Als Starter der Proteinsynthese dient das LacOperon, die transformierten Bakterien sind

ampicillinresistent.

Als Basis fiir eine BakteriengroBkultur wurden am Vortag je 5 ml zweifach YTA (16 g/l
Tryptone; 10 g/l Yeast Extract; 5 g/l NaCl; 100 mg/ml Ampicillin) mit Bakterien geimpft und
iber Nacht bei 37 °C kultiviert.

Am niichsten Tag wurde die Ubernachtkultur in einer Verdiinnung 1:100 in zweifach YTA
weiter inkubiert. Wéahrenddessen wurde das Bakterienwachstum in der GroBkultur per OD-
Messung bei 600 nm kontrolliert. In der logarithmischen Phase (OD 0,6-0,8) des Wachstums
wurde Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (dioxanfrei) (1 mM, Carl Roth GmbH & Co;
Karlsruhe) als Starter fiir das LacOperon hinzu gegeben. Nach weiterer Inkubation (2-6
h/30 °C/ 260 upm) wurde die GroBkultur bei 7.700 x g fiir 10 min zentrifugiert. Anschliefend
wurde das Pellet mit eiskaltem PBS-Puffer (einfach PBS, Complete Proteaseschutz)
resuspendiert und soniziert. Bei Raumtemperatur wurde die Suspension mit Triton X-100
(0,1 %) gemischt (30 min). AnschlieBend wurde das Lysat zentrifugiert (Sorvall, SS 34,

10.000 upm). Vom Uberstand wurde eine Probe (,,Lysat*) entnommen, anschlieBend wurde er
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mit Glutathion-Sepharose-Beads (Raumtemperatur; 30 min) inkubiert. Wenn nicht anders
angegeben, wurden die folgenden Schritte bei 4 °C durchgefiihrt. Der Uberstand mit dem an die
Beads gekoppelten Fusionsprotein wurde iiber eine Poly-Prep-Sdule gegeben, vom Durchfluf3
wurde eine Probe genommen. Dann wurden die Beads mit dreimal dem Zehnfachen des
Séulenvolumens an eiskaltem PBS-Puffer gewaschen. Nach Zugabe des Sdulenvolumens an
Elutionspuffer (50 mmol/l Tris-HCl1 (PH 8,0); 10 mmol/l Glutathion) wurde alles zusammen
10 min bei Raumtemperatur aufgestellt, anschliefend wurde das Eluat bei 4 °C gesammelt. Der
letzte Vorgang wurde dreimal hintereinander durchgefiihrt. Das Eluat wurde bei —20 °C

gelagert.

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde der optische Test nach Bradford (BIO-RAD)

angewandt.
IRS-1 Y460 Y608 Y939 Y987
Ll L
\
Al L [T ] 1]
1 — 721 —_— . 1242
,’,U,J n V< NO<NNON < nw (/;U\J\-<\ 2N
Fusionsprotein Mutante/ 88 geessLesy 8 g F888'8333
Wildtyp MG 20,25 kDa R WA WA \i VR \lxll\iz v R
839 I * I 1007

0

Abb. 2: IRS-1 und die Fusionsproteine
IRS-1 ist ein 1242 Aminoséduren (AS) grof3es Protein. Daraus wurden die beiden Fusionsproteine Mutante
und Wildtyp gebildet, die jeweils aus 168 Aminosduren bestehen (AS 839-1007). Sie beinhalten mit den
Tyrosinphosphorylierungsstellen in Position 939 (Y*?) und in Position 987 (Y’*") eine der beiden
Assoziationsstellen der P85-Untereinheit der PI-3-Kinase. Bei dem Mutante-Protein ist das Glycin 972
(Wildtyp) gegen ein Arginin (Mutation) ausgetauscht (4).
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Abb. 3.: Aminosaure Sequenz des humanem IRS-1 und des Fusionsproteins
IRS-1 ist ein 1242 Aminosduren langes Substrat der B- Untereinheit des Insulinrezeptors. Grau
unterlegt ist die Sequenz des Wildtyp- Fusionsproteins. In Position 972 findet sich das Glycin, welches
im Mutante- Protein durch ein Arginin ersetzt ist.

2.2.1.2. Insulinrezeptoraufreinigung

Zur Gewinnung des Insulinrezeptors wurden die Lebern von Wistarratten (gefiittert ad
libidum, Gewicht 280-320 g, Harlan Winkelmann, Borchen) entnommen und sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert. Am Tag der Aufreinigung wurde eine Leber mit
3,5 ml Homogenisationspuffer (50 mM HEPES, pH7.4; 1% Triton X-100; Complete
Proteaseschutz (zweifach)) pro Gramm Gewicht geturraxt. AnschlieBend wurde das Gemisch
mit einem Potter feiner zerkleinert. Bei 10.000 x g wurden die groben Bestandteile der Leber in
einem Rotor SS34 in einer Sorvall-Zentrifuge abzentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und
der Uberstand mit dem durch das Triton gebundenen Protein wurde bei Raumtemperatur
60 Minuten solubilisiert. In der Ultrazentrifuge wurde der Uberstand erneut zentrifugiert
(100.000 x g; 90 min; 4 °C) und das Pellet mit Membran- und sonstigen Zellbestinden erneut

verworfen.

Unterdessen wurde eine Sdule mit WGA-Beads (1,8 ml) mit mindestens dem zehnfachen
ihres Volumens an eiskaltem Waschpuffer (Puffer B, 50 mM HEPES, pH 7,4; 0,1 % Triton X-
100) dquilibriert.
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Mit Hilfe einer Peristaltikpumpe wurde der Uberstand auf die Siule aufgetragen,
wihrenddessen binden alle glykosylierten Proteine an die Beads. Zum Waschen der Saule
wurde wiederum Puffer B verwandt (75 ml/ml Sdule). Zum Loésen der WGA-Fraktion von den
Beads wurde 1 ml/ 1 g Leber Elutionspuffer (Puffer B; 0,3 M N-Acetyl-Glucosamin) iiber die
Sdule gegeben. Das Eluat wurde in Fraktionen a 500 pl gesammelt. Nach Bestimmung des
Proteingehaltes nach Bradford wurden die Fraktionen aliquotiert und bei —80 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

2.2.2. Phosphorylierungsexperimente

2.2.2.1. Tyrosinphosphorylierung

Die in vitro-Tyrosinphosphorylierung der Fusionsproteine durch den aufgereinigten
Insulinrezeptor wurde im Phosphorylierungspuffersystem nach Sun et al. (1993) (zweifach:
40 mm Hepes; 2 mM DTT; 20 mM MgCl2; 200 ug/ ml BSA; 0,4 mM Na3;VO,) durchgefiihrt.
Im Folgenden werden die Standardversuchsbedingungen (Konzentration und Zeiten) angegeben.

Abweichende Werte sind gesondert angegeben.

Zum Start der Reaktion wurde der Rezeptor (5 pg WGA-Protein) fiir 30 Minuten bei 30 °C
mit Insulin (107 mol) in einfachem Phosphorylierungspuffer inkubiert, als Kontrolle wurde
Insulinrezeptor ohne Insulin angesetzt. Danach wurde mit ATP (50 uM) die

Autophosphorylierung des Rezeptors (10 min) gestartet.

Nach Zugabe des Fusionsproteins (1 pg) wurde dieses zehn Minuten durch den
Insulinrezeptor phosphoryliert, anschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 6-fach
Laemmli (0,35 mol/l Tris-HCI (pH 6,8), 10,28% (w/v) SDS, 36% (v/v) Glycerin, 0,6 mol/l DTT,
0,012% (w/v) Bromphenolblau) und Erhitzen auf 95 °C (5 min) gestoppt.

Variiert wurden die Proteinmenge und die Insulinmenge, die Konzentrationen sind jeweils

gesondert angegeben.

2.2.2.2 Serin-/ Threonin-Phosphorylierung durch die Proteinkinase C (PKC)

Die Phosphorylierung durch die PKC o, By, B2, v (Rat Brain, Calbiochem, USA) wurde

zunichst durch die Bindung radioaktiven [y P]-ATPs gemessen. Als Puffersystem diente ein
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Kinasepuffer (zweifach: 40 mM HEPES, pH 7,4; 2 mM DTT; 20 mM MgCl2; 200 pg/ ml BSA;
0,3 M CaCl,). Das Reaktionsvolumen betrug 50 pl.

1 pg Fusionsprotein wurde an 10 pl Glutathion-Sepharose-Beads (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) gekoppelt (30 min; RT; 12.000 upm). AnschlieBend wurde das
gekoppelte Protein mit 0,035 U PKC, 0,6 ug/ul Phosphatidylserin als Cofaktor sowie
Okadainsdure als Phosphataseshemmer in Einfach- Kinasepuffer pipettiert. Zum Starten der
Phosphorylierung wurde 50 pM nichtradioaktives ATP sowie zuziiglich 5 uCi [y"P]-ATP
hinzugegeben. Die Phosphorylierung dauerte 30 min bei 30 °C und wurde anschlieBend mit
1 ml eiskaltem PBS (einfach: 140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPOy4 e 2 H,0; 1,8 mM
KH,PO4) gestoppt. Um die iiberschiissige Radioaktivitit zu entfernen wurden die Beads
abzentrifugiert und erneut in eiskaltem PBS-Puffer aufgenommen. Der Vorgang wurde dreimal
wiederholt. Abschlieend wurden die Beads mit 20 ul zweifach-Laemmli [20 % (v/v) Glycerin;
4% (w/v) SDS; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau; 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 125 mM
Tris(HCI1) pH 6,8] versetzt und bis zur Auftrennung im SDS-PAGE am darauffolgenden Tag bei
—20 °C gelagert.

Bei der radioaktiven Serin-/ Threonin-Phosphorylierung wurden die Menge der PKC, die

Phosphorylierungszeit und die Proteinmenge variiert.

2.2.2.3 Untersuchung des Effektes der Serin-/ Threoninphosphorylierung auf die
Tyrosinphosphorylierung der Fusionsproteine

Die kombinierte Serin-/ Threonin- und Tyrosinphosphorylierung wurde in einem gemischten
Puffersystem durchgefiihrt. Hierzu wurden der Kinase- und der Insulinrezeptorphosphory-
lierungspuffer kombiniert (zweifach: 40 mM HEPES, pH 7,4; 2 mM DTT; 20 mM MgCl2;
200 pg/ ml BSA; 0,4 mM Na3;VOy; 3,4 mM/ 1 CaCly).

Der Insulinrezeptor wurde hierzu in einfach-Phosphorylierungspuffer vorgelegt, durch
Zugabe von Insulin (107 mol) wurde die Hormon-Rezeptor-Bindung (30 min/ 30 °C) aktiviert.
AnschlieBend wurde 50 uM ATP hinzugegeben, wodurch die Autophosphorylierung des

Insulinrezeptors gestartet wurde.

Unterdessen wurde die PKC mit Wildtyp- beziehungsweise Mutanteprotein in Einfach-Puffer
vorgelegt. Als Aktivator der PKC diente 0,6 ng/ul Phosphatidylserin, als Phosphataseschutz

wurde Okadainsdure zugesetzt. Zehn Minuten spiter wurde die Serin-/ Threonin-
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phosphorylierung (30 min/ 30 °C) mit 50 uM ATP gestartet. Als Kontrolle diente Wildtyp- und
Mutanteprotein ohne PKC.

Um den Einfluss der Serin-/ Threoninphosphorylierung auf die Tyrosinphosphorylierung zu
untersuchen, wurde das durch die PKC vorbehandelte Substrat mit dem autophosphorylierten
Insulinrezeptor inkubiert (10 min/ 30 °C). Als Kontrolle diente die Inkubation mit nicht
aktiviertem Insulinrezeptor. Zum Teil wurde der PKC-Hemmstoff Bisindolylmaleimid I (BIM)

zugesetzt, dies ist gesondert angegeben.

Abschliefend wurde die Reaktion durch Zugabe von 6x-Laemmli-Puffer und durch
fiinfminiitiges Aufkochen auf 95 °C gestoppt. Bis zur Auftrennung am darauf folgenden Tag
wurden die Proben bei —20 °C gelagert.

2.2.3. Gelelektrophoretische Auftrennung und Blotting der Proteine

Zur Kontrolle der Fusionsproteinaufreinigung wurden von Mutante- und Wildtypprotein
jeweils Lysat, Durchflufl und Eluat aufgetragen. Wenn nicht anders angegeben, wurde die Probe
auf 1 pg/ pl standardisiert und mit 6x-Laemmli und durch anschlieBendes Aufkochen
denaturiert. Mit Hilfe des PhastSystems konnten die Proben auf zwei der 4 x 4 cm grof3en,
homogenen 12,5 %- SDS- Gele gleichzeitig aufgetrennt werden. In der Entwicklungseinheit
wurde dann das eine Gel silbergefiarbt, wéihrend das andere in der Trenneinheit auf

Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schiill GmbH, Dassel) geblottet wurde.
Die Silberfarbung erfolgte mit dem PhastGel Silverkit™ nach dem dazugehorigen Protokoll.

Die Blotmembran wurde eine Stunde bei Raumtemperatur mit Blockierlosung (5 %
Milchpulver in Waschpuffer) behandelt. AnschlieBend wurde der Antikoérper K6b (antilRS-1;
Leiden) in einer Konzentration von 1:3000 in Blockierlosung mit der Membran inkubiert (1 h;
Raumtemperatur). Nach dem einstliindigen Waschen mit Waschpuffer [einfach TBST (pH 7,6;
10 mM Tris(HCI); 0,25 % Tween 20)] wurde der Zweitantikorper (antiRabbit-HRP; Promega
Deutschland GmbH, Mannheim), vorgelegt im Verhéltnis 1:10.000 in Blockierlosung, fiir eine
Stunde auf die Membran gegeben. Nach dem abschlieBenden Waschen mit Waschpuffer (1 h;
Raumtemperatur) wurde die Membran fiir etwa 4-10 Minuten in SuperSignal® West Pico
Chemiluminiscent Substrate (PIERCE; Rockford, Illinois, USA) gelegt. Die Chemilumineszenz

wurde anschlieBend mit dem Lumilmager gemessen.
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Bei Bedarf wurde der Blot gestrippt. Hierzu wurde die AntibodyStrippingSolution (Alpha
Diagnostic International Inc., San Antonio, USA) in einer Verdiinnung von 1:10 fiir 12 Minuten
auf die Membran gegeben. Nach erneutem Blockieren der Membran (ca. 15 min) ist diese fiir

eine neue Detektion pripariert.

Als Gegenprobe wurde der Blot auf die Glutathion-S-Transferase (GST) untersucht, als
Kontrolle wurde reines GST-Protein aufgetragen. Die Inkubationszeiten waren die gleichen wie
bei der Detektion auf IRS-1. Als Waschpuffer diente ebenfalls einfach-TBST, allerdings betrug
die Tween 20-Konzentration 0,3 %. Dieser Waschpuffer mit 10 % Milchpulver diente als
Blockierlosung. Erstantikdrper war antiGST (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,

Schweden), als Zweitantikorper diente antiGoat-HRP (Sigma Chemical Corp., St. Louis, USA).

Um die Proteine nach der in-vitro-Phosphorylierung aufzutrennen, wurde das Multiphor-II-
System verwandt. Die Gele waren fertige 8-18 %-Gradienten-Gele (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) und selbstgefertigte 10 %-Gele [Trenngel: 4,9 ml Rotiphorese Gel
30 (Carl Roth GmbH & Co; Karlsruhe); 3,75 ml Tris pH 8,8; 6,1 ml H,O; 150 ul 10 % SDS;
150 ul 10% APS; 15ul TEMED (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden);
Sammelgel: 1,14 ml Rotiphorese Gel 30; 0,91 ml Tris pH 6,8; 4,81 ml H,O; 70 ul 10 % SDS;
70 ul 10% APS; 7 ul TEMED], als Tréagerfolie diente GelBond®PAG-Film (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden).

Bei nichtradioaktivem Arbeiten wurden die Proteine nach der elektrophoretischen
Auftrennung und dem anschlieBenden Blot auf Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schiill
GmbH, Dassel) auf ihre Tyrosinphosphorylierung hin untersucht. Dazu wurde die Membran
zunéchst eine Stunde lang bei Raumtemperatur mit BSA-Losung blockiert [Waschpuffer (s.u.)
mit 1% bovinem Serumalbumin (Fraktion V; Roche, Mannheim); pH 7,5). In einer
Konzentration von 1:2500 wurde der antiPhosphotyrosin-Antikérper RC20 (Transduction
Laboratories, USA) in Blockierlosung auf die Membran gegeben. Je nach Angabe dauerte die
Inkubation eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C. Nach einstiindigem
Waschen wurde die Membran fiir 4-10 min in SuperSignal® West Pico Chemiluminiscent
Substrate (PIERCE; Rockford, Illinois, USA) gelegt. Die Chemilumineszenz wurde

anschlieend mit dem Lumilmager gemessen.

Bei der Verwendung von radioaktivem ATP wurde die ATP-Bindung der Proteine durch den

Phospholmager (Fuji) gemessen. Hierzu wurde das Gel nach der Elektrophorese silbergefarbt
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und in Gel Drying Film (Promega, Madison, USA) getrocknet. Am darauffolgenden Morgen
wurde das Gel auf eine Imaging Plate (IP, Fuji Film, Japan) aufgelegt. Die Expositionszeit

betrug, wenn nicht anders angegeben, drei Tage.

Alle Daten wurden anschlieBend quantifiziert, soweit nicht anders angegeben wurde der
Mittelwert aus drei voneinander unabhéngigen Experimenten = SEM (Standardabweichung der
Mittelwerte) gebildet. Der Vergleich der beiden Versuchsansitze ,,Mutante® beziechungsweise

,»Wildtyp* erfolgte mit dem t-Test nach Student. Dazu wurde das Computerprogramm ,,t-ease‘

(ISI, Philadelphia, USA) verwandt.
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3. Ergebnisse

3.1. Proteingewinnung

(A) (B) ©
S geR=mg |
B -
L 3= «—GST
5 T =2
1 2 3 4 5 6 738 1 2 3 45 6 7 8 12 3 45 6 7 8
Abb.4: Silberfarbung und alRS-1 K6b und aGST-Blot
Lanes: 1 10 kDa-Marker 3 Wt DurchfluB 5 Mt Lysat 7 Mt Eluat
2 Wt Lysat 4 Wt Eluat 6 Mt DurchfluB 8 GST Eluat

Die Fusionsproteine wurden nach dem Protokoll der Firma Stratagene durch Kopplung an
Glutathion-Sepharose Beads aus E. coli aufgereinigt. Bei Ablosung der Fusionsproteine
von den Beads mit Hilfe des GST-Elutionspuffers wurden bei den vorbereitenden Schritten
(Lysat, Durchfluf) und vom Eluat Proben entnommen und im SDS-Page aufgetrennt.

A) silbergeférbtes SDS-Gel

B) Westernblot, Detektion mit AntilRS-1-Antikorper K 6b

C) Redetektion mit AntiGST-Antikorper nach Stripping der Membran

GST = Glutathion-S-Transferase, FP = Fusionsprotein, Mt = Mutante, Wt = Wildtyp

3.1.1. Proteinaufreinigung aus E. coli

Die GST-Fusionsproteine ,,Wildtyp* (Wt) und ,,Mutante* (Mt) wurden nach Protokoll der Fa.
Stratagene aufgereinigt. Da es sich um die Fusion aus Glutathion-S-Transferase (29 kDa) und
der IRS-1-Sequenz (AS 839-1007, 168 AS, Summe aller Molekulargewichte der einzelnen
Aminosduren: 20,25 kDa) handelt, ergibt sich ein rechnerisches Molekulargewicht von

49,25 kDa.

In der Silberfairbung kann ein etwa 50 kDa grofles Protein gezeigt werden (Abb.4 A). Zur
Kontrolle wird ein zweites Gel auf Nitrocellulosemembran transferiert und zunédchst mit dem
Antikorper alRS-1 K6b im Chemiluminiszenzverfahren detektiert. Nach Antikorperstripping
zeigt eine Inkubation mit aGST Banden in der entsprechenden Hohe, die Kontrolle mit GST-

Eluat ist positiv.
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Die Signale bei etwa 50 kDa in beiden Féllen belegen die Annahme, dass es sich um die
gesuchten Proteine handelt (Abb.4 B u. C). Mit der erfolgreichen Aufreinigung sind die Proteine

fiir alle anschlieBenden Phosphorylierungsexperimente bereitgestellt.

3.1.2. Insulinrezeptoraufreinigung

Die Insulinrezeptoraufreinigung aus Rattenlebern mittels einer WGA-Séule ergab etwa 5 ml
Eluat, das in 500 pl-Fraktionen gesammelt wurde. Fiir die Phosphorylierungsversuche
verwendbar waren in etwa zwei Fraktionen pro Aufreinigung, ihr Proteingehalt betrug zwischen

0,6 und 1,5 mg/ml (Abb 5).

1.254

1.004

0.754

0.50+

Proteingehalt mg/ml

0.254

0.00

Fraktion

Abb. 5: Proteinausbeute einer WGA-Rezeptoraufreinigung

Der verwendete Insulinrezeptor wurde aus den Lebern von Wistarratten gewonnen. Dazu
wurde die Leber mit Homogenisationspuffer homogenisiert, gepottert und zentrifugiert. Die
Aufreinigung der Membranfraktion erfolgte iiber die Kopplung an WGA-Beads. Die
Ablosung von den Beads erfolgte mit GlcNAc-Elutionspuffer. Danach wurde der
Proteingehalt der gewonnen Eluatfraktionen (je 500 pl) mit dem Proteintest nach Bradford
gemessen. Dabei handelt es sich um ein Gemisch verschiedener membranstindiger Proteine
aus der Leber. Der Graph zeigt den Proteingehalt der einzelnen Fraktionen in mg/ ml Eluat.
Dargestellt ist das Ergebnis einer reprisentativen Rezeptoraufreinigung.
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3.2. Phosphorylierungsexperimente

3.2.1. Tyrosinphosphorylierung

Beide Fusionsproteine wurden durch die B-Untereinheit des Insulinrezeptors tyrosin-
phosphoryliert. Bei 30 °C wurde das Fusionsprotein mit 5 ug WGA-Fraktion inkubiert. Nach
Stoppen der Reaktion mit 6x Laemmli-Puffer wurde der Versuchsansatz im SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Detektion des Nitrocelluloseblots mit dem Anti-Phosphotyrosinantikdrper
RC20 zeigte eine deutliche Bande bei etwa 48 kDa (s.0.) (Abb. 6). In Hohe von etwa 95 kDa
stellte sich eine weitere Bande dar. Hierbei handelt es sich um die phosphorylierte
B-Untereinheit des Insulinrezeptors (IR-B), die ein Molekulargewicht von 95 kDa hat. Die
a-Untereinheit des Insulinrezeptors hat ein Molekulargewicht von 135 kDa und stellt sich im

Blot nicht dar.

<« IR

S GEED ' <+ Fusionsprotein
Wt Mt

Wt Mt
- +

Abb. 6: Tyrosinphosphorylierung der Fusionsproteine und der IR-B-Untereinheit
Die Fusionsproteine Wildtyp (Wt) und Mutante (Mt) wurden mit dem Insulinrezeptor ohne
(-) und mit 10° mmol (+) Insulin bei 30° C fiir 30 min. inkubiert. Nach der in-vitro-
Phosphorylierung wird der Versuchsansatz im SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrocellulose-Membran geblottet. Die Detektion erfolgt mit dem Anti-Phosphotyrosin-
Antikorper RC20

Im Verlauf der Versuche wird die Fusionsproteinmenge mehrfach variiert, optimal ist
1 pg/ Ansatz, so dass im Gel 0,33 pg aufgetragen werden. Die Ergebnisse der Insulinvarianz
zeigt die Abbildung 7. Zwischen 10" und 107 mol zeigt sich eine Steigerung des Insulin-
effektes, dartiber hinaus sind keine Effekte mehr nachzuweisen. Daraufhin wurde als optimale

Insulinkonzentration 107 mol festgelegt.
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(A)

— —
basal 10" 107 10" basal 107 107 10" basal 10"
(B)
- e ww
basal 107 10™ 107 basal 107 107 107 basal 107

Abb. 7: Variation der Insulinkonzentration
Bei der in vitro- Tyrosinphosphorylierung der Fusionsproteine (Fp) durch den
Insulinrezeptor wurde die Insulinkonzentration variiert. Pro Konzentrationstufe wurden
zwel Ansétze gemacht. Die Angaben zur Konzentration finden sich unter den Banden,
jeweils die letzten beiden Sdulen zeigen den Insulinrezeptor allein, basal und mit der
angegebenen Insulinkonzentration stimuliert. (A) zeigt die Ergebnisse der Mutante-
Versuche, (B) das Wildtyp-Experiment.

3.2.2. Serin-/ Threoninphosphorylierung durch die PKC

In der nachsten Versuchsreihe wurden die Fusionsproteine zunichst an Glutathion-
Sepharose-Beads gekoppelt und dann mit der Proteinkinase C a, B, Bs, ¥ (im Folgenden nur
noch als ,,PKC* bezeichnet) und **P-ATP inkubiert. Die Versuchsansdtze wurden im SDS-
PAGE aufgetrennt, das Gel wurde silbergefdrbt und fiir drei Tage auf eine Photoplatte (Fujifilm
Imaging Plate) aufgelegt. Es zeigten sich am Phospholmager eindeutige, aber sehr schwache
Banden in Hohe der Fusionsproteine. Zeitgleiche Beobachtungen durch M. Sommerfeld (AG
Eckel, DDFI) zeigten eine sterische Behinderung der Phosphorylierung durch die Glutathion-
Sepharose-Beads. Daraufhin wurden die Fusionsproteine erst nach der Serinphosphorylierung
an die Beads gekoppelt, worauthin sich wesentlich bessere Signale zeigten. In Abbildung 8 wird

der Unterschied deutlich.
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L
i
i <« FP
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Wt Mt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt

Kopplung an Kopplung an Beads nach Serinphosphorylierung
Beads vor

Serinphosph.

Abb. 8: Serinphosphorylierung der Fusionsproteine durch die PKC
Das Fusionsprotein (Fp) wurde mit **P-ATP-markiertem ATP durch die
PKC in vitro-serinphosphoryliert. Dazu wurde es an Glutathion-Sepharose-
Beads gekoppelt, L. 1 u. 2 zeigen das Ergebnis, wenn die Kopplung vor der
Phosphorylierung stattgefunden hat, bei den Versuchansdtzen 4 bis 11
wurde nachher gekoppelt.

B R 2 drk - TEH ;
ﬂ m B e senh ol TR adiah <« FP

100 7

50

Signalstarke [%]

0 0 1 1 10 10 100 100
c[BlIM] in prmaolf

C—IWildtyp I Mutante

Abb. 9: Hemmung der PKC durch Bisindolylmaleimid I
Die beiden Fusionsproteine (Fp) wurden mit der PKC inkubiert und mit **P-markiertem
ATP serin-/ threoninphosphoryliert. Nach Auftrennung im Westernblot wurde das Gel
silbergefédrbt und im Phospholmager ausgewertet. Im Vergleich wurde die PKC nicht (L 1
und 2), und mit ansteigender BIM-Konzentration (1-100 pmol, L 4-10) gehemmt.
Teil A zeigt die Fusionsproteinbanden in der Phospholmagerdarstellung

Teil B zeigt die Abnahme der Phosphorylierung in Abhingigkeit von der zunehmenden
BIM-Konzentration

Dargestellt ist ein reprasentativer Versuch von dreien.
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AuBerdem wurde die PKC-Menge variiert, von 0,035 u auf die doppelte und auf die

flinffache Enzymmenge. Fiir die weiteren Versuche wurden 0,07 u PKC eingesetzt.

Dariiber hinaus wurde in diesem Ansatz die PKC-Aktivitit mit 100 nM Bisindolylmaleimid I
(BIM) gehemmt. Es zeigte sich nur eine geringfiigige Hemmung, darum schlossen sich weitere

Tests zur Variation der BIM-Konzentration pro Ansatz an (Abb. 9).

3.2.3. Effekt der Serin-/ Threoninphosphorylierung der Fusionsproteine auf die
Tyrosinphosphorylierung

Nachdem weder bei der Tyrosinphosphorylierung noch bei der Serin-/ Threonin-
phosphorylierung der IRS 1- Fusionsproteine ein signifikanter Unterschied zwischen dem
Mutanteprotein und dem Wildtypprotein gefunden werden konnte, wurde abschlieBend der
Einfluss der phosphorylierten Serine und Threonine auf die Tyrosinphosphorylierung durch die
IR- B- Untereinheit untersucht. Um eine Phosphorylierung von IR-f3 durch die PKC weitgehend
auszuschlieBen, wurde die Aktivitit der PKC nach Inkubation mit den Fusionsproteinen und vor

Zugabe der IR- f mit 100 umol Bisindolylmaleimid I gechemmt (Abb. 10).

Wt Mt

Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt -IR-B+

1 2 3 4 5 6 7 8

Nur FP | Protein Protein | Protein | Protein | Protein Protein nur
+PKC +IR-B | +IR-B | +PKC | +PKC +PKC IR-B

+IR-B | +IR-B +IR-p | "-" ohne

ohne mit ohne mit mit Insulin

Insulin | 10°*M | Insulin | 10°*M 10°M | “+“mit

Insulin Insulin Insulin | 10°M

Insulin

Abb. 10: Nicht-radioaktive Serin-/ Threoninphosphorylierung mit anschlieender Tyrosin-
phosphorylierung
Es wurden Wildtyp- (Wt) und Mutante- (Mt) Fusionsprotein nur mit der PKC (2) und nur
mit dem Insulinrezeptor (ohne (3) und mit (4) Insulin) inkubiert. Aulerdem wurde das
Fusionsprotein nacheinander mit der PKC und mit dem Insulinrezeptor zur Reaktion
gebracht. Und zwar ohne Insulin (5) und mit Insulin (6,7). In den Absédtzen 8 — und +
wurde der Insulinrezeptor allein mit und ohne Insulinstimulus inkubiert.
Es wurde mit dem AntiPhosphotyrosin-Antikérper RC20 detektiert
< markiert jeweils die Hohe der Bande der Fusionsproteine
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Diese Versuchsreihe sollte zunichst nicht radioaktiv durchgefiihrt werden. Hierzu wurde als
Puffersystem der Phosphorylierungspuffer nach Sun et al. gewihlt. Anders als bei der reinen
Tyrosinphosphorylierung wurde als PKC-Cofaktor Kalzium in Form von CaCl, (1,7 mmol)
zugesetzt, so wie bereits bei den vorangegangenen Serin-/ Threoninphosphorylierungen. Die

Detektion der Phosphotyrosine sollte mit RC20 erfolgen.

Soweit der gedachte Ansatz, in der Durchfiihrung ergaben sich aber zwei gravierende
Probleme, die in Abbildung 11 deutlich werden: Zum einen zeigt RC20 in Hohe der Fusions-
proteine Signale nach reiner Serin-/ Threoninphosphorylierung, zum anderen konnte in diesem
Puffersystem mit Kalzium auch ohne vorherige Inkubation mit der PKC keine Tyrosinphospho-

rylierung durch die IR- B mehr nachgewiesen werden.

- e . = |eRp
dii i -.ii“. «FP

Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt

1 2 3 4 5 6 7
FP FP FP FP FP FP FP
+IR-B +IR-B +IR-B +IR-B +IR-B| +IR-P +IR-B
ohne mit ohne mit ohne mit mit Insulin
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin | Insulin
mit CaCl,,
mit mit CaCl, ohne ohne
CaCl, CaCl,, CaCl,, | mit MnCl,
mit mit
Mnclz Mnch

Abb. 11: Vergleich verschiedener Puffer zur kombinierten Phosphorylierung
Nach dem {iiblichen Schema wurden die Fusionsproteine einer Tyrosinphosphorylierung
durch den Insulinrezeptor unterzogen. Variiert wurden die Zusatzstoffe zum
Phosphorylierungspuffer wie angegeben.
Ohne Kalzium ist der Puffer in L 1 und 2, dann wurde Kalziumchlorid zugesetzt (3 und 4).
In Ansatz 5 und 6 wurde zusitzlich Manganchlorid hinzugefiigt.
Mt = Mutante, Wt= Wildtyp, IR-B= B-Untereinheit des Insulinrezeptors

Eine Komplexierung des Kalziums mit EGTA hatte nicht den gewlinschten Effekt, es konnte
keine Phosphorylierung nachgewiesen werden. Allerdings ist bekannt, dass Manganchlorid
(MnCl,) die Tyrosinphosphorylierung begiinstigt. Abbildung 11 zeigt, dass unter Zugabe von
MnCl, zum Phosphorylierungspuffer eine hochgradige Verstirkung des Phosphotyrosinsignals

erreicht wird. Diese Wirkung ist unabhingig davon, ob Kalzium im Puffer enthalten ist oder
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nicht, so dass fiir dieses Problem eine iiberaus zufriedenstellende Losung gefunden werden

konnte.

Das andere unerwartete Problem stellte sich durch die Tatsache, dass der antiPhosphotyrosin-
Antikorper RC20 nachweislich Phosphoserine und Phosphothreonine detektierte. Deshalb
wurde die Radioaktivmethode mit **P-ATP gewéhlt, mit der bereits die reine Serin-/ Threonin-

phosphorylierung nachgewiesen wurde.

Sl oy, e wll Lo o ed « IR_B
. — — s [« Fusionsprotein
Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt
1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 12: Hemmung der Tyrosinphosphorylierung durch vorhergehende Serin-/ Threonin -

phosphorylierung der Fusionsproteine

1 bis 4: 1 pg Fusionsprotein wurde mit 10 pCi 3*P-ATP durch 5 pg WGA bei Stimulation
durch 107 M Insulin tyrosinphosphoryliert. AnschlieBend erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung im SDS-PAGE und die Detektion im Phospholmager.

5 bis 8: Die Fusionsproteine wurden nicht-radioaktiv durch die PKC serin-/ threonin-
phosphoryliert, bevor sie unter gleichen Bedingungen wie in 1 bis 4 tyrosin-
phosphoryliert wurden.
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So konnte schlieBlich gezeigt werden, dass eine vorherige Serin-/ Threoninphosphorylierung
durch die PKC die Tyrosinphosphorylierung durch IR-3 hemmt. Die PKC wurde vor Zugabe
des WGA- Materials mit 100 mmol Bisindolylmaleimid I gehemmt (Abb.12). Dadurch kann ein
Einfluss auf IR-  weitgehend ausgeschlossen werden. Abbildung 13 fasst drei Versuche zur
Reduktion der Tyrosinphosphorylierung zusammen. Eine deutliche Reduktion ist zu erkennen.
Allerdings besteht kein signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp- und dem

Mutanteprotein.

Reduktion der Tyrosinphosphorylierung durch vorhergehende
Serin-Threoninphosphonylierung
= 1 WAdldtyp Kontrolle
100 - — EZEE] Wildtyn
v B Wutante Kontrolle
F, vaiax Hl utante
1k} R
-
::_E - % 4 = @ _||_
= L e pipipii
= I e e
o sevan| B
m oL m oA o M e
»sauo iinaniares
et Kiivsessnns
g Lrre>-- L .,
Wildtyp Kontrolle Wildtyp Mutante Ko Mutante

Abb. 13: Hemmung der Tyrosinphosphorylierung nach Serin-/ Threoninphosphorylierung
Dargestellt ist die statistische Auswertung aus drei Versuchen zur Hemmung der
Tyrosinphosphorylierung. Dazu wurden die Banden der beiden Fusionsproteine
quantifiziert und jeweils im Vergleich zur reinen Tyrosinphosphorylierung (Kontrolle)
ausgewertet. Der Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante ist nicht signifikant.
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4. Diskussion

4. 1. Proteingewinnung

4.1.1. Proteinaufreinigung aus E. coli

In der vorgelegten Arbeit ging es darum, zwei GST-Fusionsproteine von IRS-1, einerseits des
Wildtyps und andererseits mit der Mutation *"*Gly->Arg auf ihre Phosphorylierbarkeit hin zu

untersuchen.

Zunidchst wurde die Tyrosinphosphorylierung der beiden Fusionsproteine durch die B-
Untereinheit des Insulinrezeptors im Vergleich untersucht, dann wurden Unterschiede beziiglich
der Serin-/ Threoninphosphorylierung durch die PKC-Isoformen a, i, P2, 7y eruiert.
AnschlieBend wurde die Auswirkung der Serin-/ Threoninphosphorylierung auf die

anschlieBende Tyrosinphosphorylierung der Fusionsproteine analysiert.

Dies dient als Modell fiir einen Teilaspekt der biochemischen Verdnderungen in der Zelle bei

Ubergewicht.

So bestand die erste Aufgabe darin, die Fusionsproteine fiir die in vitro- Versuche zum
Vergleich der beiden humanen IRS- 1- Varianten ,,Wildtyp* und ,,Mutante *’*Gly->Arg* zu

gewinnen.

Die Proteine wurden mit dem bereits etablierten pGEX- Vektoren- System erstellt
(Diplomarbeit M. Sommerfeld, DDFI, 1999). Durch die pGEX- Vektoren konnen in E. coli
fremde Polypeptide gebildet werden. Die Form erlaubt eine schnelle Aufreinigung, ohne dass
die Proteine denaturiert werden (Smith und Johnson, 1988). Die fremden Polypeptide werden an
das C-terminale Ende der Glutathion- S- Transferase (GST) fusioniert. Die GST ist ein
eukaryotisches 26-kDa-Protein aus dem Cytoplasma. Das Gen fiir den pGEX- Vektor wurde
urspriinglich aus Schistosoma japonicum kloniert (Smith et al., 1986). Der grofle Vorteil des
Systems liegt darin, dass die Fusionsproteine 16slich bleiben. Exprimiert man native Proteine in

E. coli, so denaturieren und prézipitieren sie hiufig.

Die Subklonierung der DNA in das pGEX-Vektorplasmid wurde bereits in fritheren Arbeiten
in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt (Dissertation Dr. H. Ran). Diese Experimente ergaben als

optimale Fusionsproteine die IRS-1-Ausschnitte von AS 839 bis 1007, einmal als Wildtyp und
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zum anderen mit der Mutation °~"*Gly->Arg. Nach der Transformation der Plasmide in E. coli

wurden die Bakterien zum grofiten Teil eingefroren.

Zur Aufreinigung der Fusionsproteine wurden die Bakterien nach Protokoll kultiviert
(Smith et al., 1993). Nach Solubilisierung und Aufreinigung der Proteine iiber eine
Glutathionagarosebeadsidule wurde das Eluat im Phastsystem aufgetrennt. Nach Silberfarbung
zeigten sich sowohl beim Wildtyp als auch bei Auftrennung des Mutanteeluats deutliche Banden
in Hohe von 50 kDa, also im errechneten Molekulargewichtsbereich. Zudem zeigen sich einige
Bruchstiicke in der Eluatlane was mit anderen Arbeiten iibereinstimmt. Vermutlich handelt es
sich um degradierte Fragmente des Fusionsproteins, die an Glutathion binden. Sie sind nicht
einfach zu eliminieren, eventuell konnte die Zugabe von Proteaseinhibitoren (Aprotinin und
Phenylmethylsulfonylfluorid) das Protein stabilisieren oder EDTA zum Lysepuffer hinzugefiigt
werden. Die Bakterienkultur wurde zur Steigerung der Effektivitit linger mit IPTG inkubiert
(Smith et al. 1993).

Mit Fortschreiten der Experimente zeigte sich, dass die Proteinfragmente die
Analysierbarkeit der erhobenen Daten nicht beeintrdchtigten, so dass auf weitergehende
MafBnahmen zur Stabilisierung der Fusionsproteine verzichtet werden konnte. So sind bei der
Detektion mit dem antilRS-1-Antikorper K6b eine deutliche Bande in Hohe von 50 kDa sowie
einige kleinere Fragmente zu erkennen. Im Eluat ergibt sich bei der Detektion mit antiGST ein
dhnliches Bild. In den Phosphorylierungsexperimenten zeigt sich eine deutlich Bande, die gut
vom Rest abzugrenzen ist. Wie im Protokoll zur Aufreinigung der Fusionsproteine angegeben,

behalten sie ihre Funktionalitit und Antigenitéit (Smith et al., 1993)

Neben dem Silbergel wurde ein zweites PhastGel auf eine Nitrocellulosemembran geblottet
und wie beschrieben mit antilRS-1 K6b detektiert. Die Gegenprobe mit antiGST nach Stripping
der Membran zeigt, dass es sich in Hohe von 50 kDa um das von uns hergestellte Fusionsprotein

handelt.

Ein Silbergel wurde nach jeder Aufreinigung angefertigt, es zeigten sich keine Unterschiede.
Eine Lagerung der Bakterien bei -80°C auch iiber mehrere Monate ist also nicht

beeintrachtigend.

Zusitzlich gibt es noch die Moglichkeit, das synthetisierte Protein durch spezifische
Proteasen von der GST abzuspalten. Haufig beeintrichtigt aber die GST die Antigenitdt und
Aktivitdt des Proteins nicht (Smith et al., 1993). Die Ergebnisse bestétigen diese Beobachtung

Seite 32




Diskussion

auch in bezug auf die IRS- 1- Abschnitte, die in unserer AG verwendet werden. In
Weiterfiihrung der vorgelegten Arbeit wire eine Untersuchung des abgespalteten Proteins aber

sicher von Interesse, um einen direkten Vergleich fiir die beiden Proteine vorzulegen.

Betont sei jedoch an dieser Stelle, dass eine Abspaltung den Umgang mit den Proteinen
erschweren wiirde. Durch Bindung an die Glutathion-Sepharose-Beads konnte das radioaktiv
serinphosphorylierte Protein fixiert werden, wihrend das iiberschiissige P- Phosphat
abgewaschen wurde. Ohne diese Moglichkeit konnten keine derart klaren Banden im

Radioaktivscreening erreicht werden.

4.1.2. Insulinrezeptoraufreinigung

Zentrales Element der vorgelegten Arbeit ist die Tyrosinphosphorylierung der
Fusionsproteine durch den Insulinrezeptor. Gewonnen werden konnte er aus der Leber von
Wistarratten durch Aufreinigung der glykosylierten Proteine aus dem Lebergewebe nach dem
Protokoll von Burant et al. (1984). Zunédchst wurde das Gewebe zerkleinert und mit Triton die
Proteine herausgelost. Nach anderen Zwischenschritten konnten iiber eine WGA-Séule die
glykosilierten Proteine gebunden werden. Durch Eluierung mit N-Acetyl-Glucosamin wurde die
Membranfraktion gewonnen. Fiir die Phosphorylierungsexperimente wurde konstant 5 ug
WGA-Protein pro Versuchsansatz eingesetzt. Nach der Reaktion wurde der Versuchsansatz im

SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit RC20 detektiert.

Bei einem Molekulargewicht von etwa 95 kDa zeigt sich deutlich die - Untereinheit des
Insulinrezeptors. Ubereinstimmend mit der allgemein anerkannten Theorie zur Fortleitung des

Insulinsignals (Torqvist et al. 1987) wird sie tyrosinphosphoryliert.

Die Phosphorylierung sowohl der IR-B-Untereinheit als auch beider Fusionsproteine des
humanen IRS-1 zeigt, dass eine Interaktion stattfindet, obwohl die Proteine unterschiedlichen
Organismen entstammen. Die Sequenzierung verschiedener Klone und die Konstruktion der
kompletten humanen IRS-1-cDNA zeigte ein sehr hohes Mall an Homologie zwischen
humanem und Ratten-IRS-1. Auf der Ebene der Aminosduresequenz erscheint humanes IRS-1
als 1242 Aminosduren langes Protein, das zu 88 % identisch mit Ratten-IRS-1 ist. Die 14
potentiellen Tyrosinphosphorylierungsstellen, die im Ratten-IRS-1 bereits beschrieben wurden,
zeigen sich vollstdndig im humanen IRS-1 wieder (Araki et al. 1993). Zusammenfassend aus der

Sequenzanalyse und den Ergebnissen der eigenen durchgefiihrten Tyrosinphoshorylierungen des
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humanen IRS-1 ergibt sich also, dass die Kombination aus dem Insulinrezeptor der Ratte und

den Fusionsproteinen aus dem humanen IRS-1 moglich ist.

4.2. Phosphorylierungsexperimente

4.2.1. Tyrosinphosphorylierung

Detaillierte Untersuchungen des IRS-1 unter Insulinstimulation zeigten acht Tyrosine, die
durch den aktivierten Insulinrezeptor phosphoryliert werden, darunter die Tyrosine 608, 628,
939 und 987, die als YMXM-Motive erscheinen. Die Methioninreste an Y+1 und Y+3 -Position
unterstiitzen die Phosphorylierung durch den Insulinrezeptor (Shoelson et al. 1992). Auch
andere Tyrosine werden phosphoryliert: Y460ICM, Y895VNI, Y1172IDL und Y1222ASI (Sun
et al. 1993). Hinzu kommen dreizehn weitere Tyrosine, die ebenfalls durch den Insulinrezeptor
oder durch andere Tyrosinkinasen phosphoryliert werden konnten, da sie in der Néhe eines

Aspartats oder eines Glutamats liegen (White, 1997).

In Bezug auf die beiden IRS-1-Fusionsproteine Wildtyp und *’°Gly->Arg-Mutante zeigt dies,
dass sie zwei der wichtigsten Tyrosinphosphorylierungsstellen des Insulinrezeptors enthalten.
Wie die Motive um Y608, Y628 dienen auch die in den Fusionsproteinen enthaltenen Y939 und
Y987 zur Weiterleitung des Insulinsignals. Es sind im phosphorylierten Zustand die
Interaktionsstellen fiir p85, der regulatorischen Untereinheit der PI3-Kinase (Ruderman et al.

1990, Myers et al. 1992).

Besondere Beachtung gilt hier der Mutation der Aminosdure in Position 972. Durch den
Austausch eines Glycins gegen ein Arginin ergibt sich eine erhebliche Ladungsverschiebung,
positioniert genau zwischen den beiden p85-Bindungsstellen. Dadurch koénnte es entweder zu
einer sterischen Behinderung der Interaktion zwischen IRS-1 und der p85-Untereinheit der PI3-
Kinase kommen. Andererseits konnte die Interaktion durch eine Storung der
Tyrosinphosphorylierung durch den Insulinrezeptor beeintrachtigt sein. Damit wére auf
molekularer Basis im in vitro-Versuchsansatz eine mogliche Ursache fiir die erhdhte
Insulinresistenz und verminderte Glukosetoleranz der Triger der °’>Gly->Arg-Mutation
gefunden (Almind et al. 1993, Imai et al. 1994, Clausen et al. 1995, Ura et al. 1996, Zhang et al.
1996, Yamada et al. 1998, Baroni et al. 2001).
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Ubereinstimmend mit ersten Versuchen durch Herrn Dr. Z. Ran (AG Eckel, DDFI) konnte
ein Unterschied in der Intensitit der Tyrosinphosphorylierung zwischen Mutante- und
Wildtypprotein nicht nachgewiesen werden. Dabei wurden verschiedene Faktoren des
Versuchssystems variiert. Als optimal erwiesen sich pro Ansatz je 1 ug Fusionsprotein und 5 pg
WGA-Material, stimuliert durch Insulin in einer Konzentration von 10-7 mol/l. Die Aktivierung
erfolgte mit 50 uM ATP. Auch bei den variierten Ansidtzen konnten keine Unterschiede
gefunden werden. Gleiche Beobachtungen machten Yoshimura et al. 1997, als sie den
Phosphorylierungsstatus von Wildtyp- und Mutanteprotein nach Insulinstimulation im

32D (IR)-Zellsystem untersuchten (s.u.).

Demgegeniiber stehen die Beobachtungen verschiedener Arbeitsgruppen in modifizierten
Zellkultursystemen. Im 32D (IR)-Zellsystem wird der Insulinrezeptor iiberexprimiert, K.
Almind et al. transfizierten 1996 eben diese Zellen mit humanem Wildtyp-IRS-1 sowie mit
Mutante **Gly->Arg-IRS-1. Im Vergleich war in den Mutante-Zellen die Bindung an p85a um
25 % reduziert, die IRS-1-assoziierte PI3-Kinase-Aktivitit sank um 36 %. Mit dem gleichen
Zellsystem arbeiteten Yoshimura et al. 1997, sie beobachteten 43 % Riickgang der Bindung
sowie 39 % Reduktion der PI3-Kinase-Aktivitit.

Auch in RIN-b-Zellen wurde Wt-IRS-1 und *"*Gly->Arg-IRS-1 iiberexprimiert. Durch die
Anhdufung von IRS-1-Protein kam es bei den Wt-IRS-1-Zellen zu einem Anstieg der glukose-
oder insulinstimulierten Tyrosinphosphorylierung. Dieser Effekt konnte mit dem mutierten IRS-
1-Protein nicht erreicht werden. Stattdessen sank in letzterem System ebenfalls die PI3-Kinase-
Bindung. M. Frederici et al. untersuchten 2001 neun verschiedene Inselzellkulturen, drei von
heterozygoten *">Gly->Arg-Triagern und sechs von Wildtyptrigern. Vor der Stimulation war die

PI3-Kinase-Aktivitdt um 17 % erniedrigt, nach Insulinstimulation um 36 %.

In L6 Skelettmuskelzellen wurden die beiden Proteine iliberexprimiert. Die Beobachtungen
gleichen denen in den anderen Zellsystemen: Abnahme der PI3-Kinase-Aktivitdt, der
Glukoseaufnahme, der Akt Phosphorylierung, sowie Zunahme der basalen
Glykogensynthasekinase-3-Aktivitat (Hribal et al. 2000) in °’’Gly->Arg-IRS-1- L6-
Muskelzellen im Vergleich zu jenen L6- Skelettmuskelzellen, in denen Wt-IRS-1

liberexprimiert war.

Der exakte Mechanismus, der die Abnahme der PI3-Kinase-Aktivitiat bewirkt, bleibt unklar.

Spekulationen gehen in zwei Richtungen: Es wird postuliert, dass die °’°Gly->Arg-Mutation
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einen Effekt auf die Tertidrstruktur des IRS-1 haben konnte, und/ oder direkt die

Assoziationsstelle moduliert. Dadurch wére die p85a-Interaktion gestort. (Almind et al. 1996).

Zusammenfassend wire es sicher interessant, die IRS-1/ p85a-Interaktion in vitro Versuch zu
untersuchen, da auf diese Weise andere Einfliisse weitergehend ausgeschlossen werden kdnnen.
Ein entsprechendes System fiir andere GST-IRS-1-Fusionsproteine ist in der Arbeitsgruppe
etabliert (durch M. Sommerfeld).

Ein Unterschied beziiglich der Tyrosinphosphorylierung zwischen °’?Gly->Arg-IRS-1-

Protein und Wt-IRS-1-Protein konnte also nicht gezeigt werden.

4.2.2. Serin-/ Threoninphosphorylierung durch die PKC
Im Zusammenhang mit der Untersuchung der Triger der *"*Gly->Arg-Mutation deutet sich aber
ein anderer Aspekt an: die Assoziation zwischen Mutation, Ubergewicht und Insulinresistenz.
Heterozygote Triger mit Ubergewicht zeigen eine niedrigere Insulinsensitivitdt als
tibergewichtige Nichttrager (Clausen et al. 1995). Eine andere Studie zeigte, dass das
2Gly->Arg-Allel bei Ubergewichtigen hiufiger vorkommt als bei Schlanken. Die Triger hatten
einen hoheren Body-Mass-Index, ein hoheres Fasteninsulin, hohere Triglyzeridwerte und eine

hohere Insulinresistenz als Ubergewichtige ohne Mutation (Baroni et al. 2001).

Dariiber hinaus ergibt sich eine Assoziation zwischen Ubergewicht und der Entstehung des
Typ 2- Diabetes, die genauen pathophysiologischen Zusammenhinge sind noch nicht geklart. Es
finden sich mehrere Hypothesen, die zurzeit Gegenstand intensiver Forschung sind.
Hauptsichliches Augenmerk richtet sich dabei auf das Fettgewebe, da dieses bei Ubergewicht
vermehrt aufgebaut wird. Insbesondere untersucht wird die endokrinologische Funktion der

Adipozyten.

Reguliert werden konnte die Ausschiittung durch Bs;-Adrenozeptoragonisten, da sich fast
ausschlieBlich auf den Adipozyten Bs;-Rezeptoren finden. Appliziert man Nagern oder
Probanden [;-Agonisten, so kommt es zu einer Erhdhung der Glukoseaufnahme in allen
Fettzellen im Korper. Die hepatische Glukoneogenese wird unterdriickt (de Souza et al. 1997,
Weyer et al. 1998). Bs-Adrenozeptoragonisten konnten die Ausschiittung einiger Mediatoren

bewirken.

Bekannt sind bislang vor allem TNFo, Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (Homostase),

Angiotensinogen (GefdBitonus) und Leptin, das eine zentrale Rolle im Energichaushalt spielt.
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Sie werden neben freien Fettsduren und Glycerol stoffwechselwirksam ausgeschiittet (Kahn B.
et al. 2000).Wie sie genau wirken und reguliert werden muss noch gekldrt werden. Neueste

Literatur ldsst spekulieren, dass die Ursache hierbei moglicherweise polygener Natur ist.

In vitro stimuliert wurde in dieser Arbeit die Erhoéhung verschiedener Proteinkinase-C-
Isoformen (PKC) in der Membranfraktion verschiedener Korperzellen, die ebenfalls bei
Ubergewichtigen festgestellt wurde. Insbesondere die PKC-B ist im Westernblot der
Membranfraktion von Muskelzellen iibergewichtiger, insulinresistenter Patienten vermehrt
nachzuweisen (Itani et al. 2000). Die Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe ergaben, dass das
erhohte PKC-Level zu einer vermehrten Serin-/ Threoninphosphorylierung des Insulinrezeptors
fiihrt, wodurch es zu einem Absinken des Insulinsignals kommt. Eine weitere Hypothese geht
davon aus, dass die Serin-/ Threoninphosphorylierung des IRS-1 dazu fiihrt, dass es vom
Insulinrezeptor nicht mehr tyrosinphosphoryliert wird (Schmitz-Peiffer et al., 2000). Von dieser
Hypothese geht auch die Fragestellung der vorgelegten Arbeit aus.

Zum Nachweis der Serin-/ Threoninphosphorylierung wurden die Fusionsproteine mit einer
Mischung der konventionellen PKC-Isoformen o, Bi, B2, y inkubiert. Die Detektion des
Serin-/ Threoninsignals erfolgte radioaktiv, in dem PP_ATP zur Phosphorylierung eingesetzt
wurde. Die Versuchsansidtze wurden im SDS- PAGE aufgetrennt, das Gel auf eine Fotoplatte

aufgelegt. Es konnten deutliche Banden in Hohe von 50 kDa gezeigt werden.

Die Sequenzanalyse zeigt, dass es in den beiden Fusionsproteinen je fiinfzehn Serine und
sechs Threonine gibt. Sie liegen zum Teil in den sechs bekannten Serin-
/ Threoninphosphorylierungsstellen, von denen wiederum zwei in unmittelbarer Nachbarschaft

zur *"*Gly->Arg-Mutation liegen.

Die Auswertung der Signale ergab auch bei der Serin-/ Threoninphosphorylierung keine

Unterschiede zwischen Mutante und Wildtyp.

4.2.3. Effekt der Serin-/ Threoninphosphorylierung auf die Tyrosinphosphorylierung der
Fusionsproteine

Nachdem sowohl bei der Tyrosinphosphorylierung durch den Insulinrezeptor als auch bei

Serin-/ Threoninphosphorylierung durch die PKC a, B;, B2, Y keine Unterschiede zwischen den
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beiden Fusionsproteinen Wildtyp und Mutante gefunden werden konnte, wurde zum

Abschluss die nacheinander geschalteten Phosphorylierungen untersucht.

Dazu sollten die Proteine zundchst serinphosphoryliert und  anschliefend
tyrosinphosphosphoryliert werden. Die Detektion sollte mit dem antiPhosphotyrosinantikdrper
RC20 erfolgen. Um sicherzustellen, dass der Insulinrezeptor nicht serin-/ threoninphosphoryliert

wird, wurde die PKC mit Bisindolylmaleimid I gehemmt.

Der eindeutige Nachweis scheiterte bei diesem experimentellen Ansatz an zwei so nicht

erwarteten Faktoren:

Uberraschenderweise  zeigte sich nach  Inkubation mit RC20 ein  Serin-
/ Threoninphosphorylierungssignal in Hohe des Fusionsproteins. Dies war mehrfach
reproduzierbar. Zwei verschiedene Ursachen kommen hierfiir in Betracht: Entweder liegt eine
Kreuzreaktivitdt des RC20 fiir Phosphoserin und/oder Phosphothreonin vor. In der Literatur ist
diese Kreuzreaktivitit nicht beschrieben. Anderenfalls kénnte es sein, dass die PKC auch

Tyrosin phosphoryliert, wofiir sich bisher aber auch keine Literaturnachweise finden lassen.

Zudem zeigte sich bei der reinen Tyrosinphosphorylierung kein Signal. Vergleichende
Untersuchungen wiesen das dem Puffer zugesetzte Kalzium als Ursache auf, da sonst nichts am
System verdndert wurde. Kalzium ist aber als Kofaktor fiir die PKC unerlésslich, eine
vollstindige Elimination des Kalziums zwischen den Versuchsschritten ist technisch nicht
moglich. Komplexierung mit EGTA und EDTA konnte die Versuchsbedingungen nicht
verbessern, es zeigte sich weiterhin kein Phosphotyrosinsignal. Behoben wurde das Problem
durch die Zugabe von Manganchlorid. Zudem wurde das Signal noch um ein Vielfaches stirker
im Vergleich zu den bisherigen Versuchen. Fiir weitere Experimente in diesem System wiirde
sich somit anbieten, dem Phosphorylierungspuffer Manganchlorid zuzusetzen, um eine

effektivere Tyrosinphosphorylierung zu erreichen.

Durch Zusatz des Manganchlorids zum Puffer und durch Anwendung der
Phosphorylierungsmethode mittels radioaktiv markierten **P-ATPs konnten die abschlieBenden

Untersuchungen schlieBlich durchgefiihrt werden.

Dazu wurde zunichst der Insulinrezeptor nicht radioaktiv autophosphoryliert. In einem
parallelen Ansatz wurde die Serin-/ Threoninphosphorylierung der Fusionsproteine ,,Wildtyp*

bezichungsweise ,,Mutante durch die PKC, ebenfalls nicht radioaktiv, gestartet. Nach dreif3ig
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Minuten wurde die Aktivitidt der PKC durch die Zugabe von 100 uM Bisindolylmaleimid I
gehemmt, um auszuschlielen, dass der Insulinrezeptor ebenfalls durch die PKC phosphoryliert
wird. Die serin-/ threoninphosphorylierten Proteine wurden nun mit dem Insulinrezeptor
inkubiert. Das nun zugesetzte ATP war radioaktiv markiert. Das weitere Vorgehen, Stoppen der
Reaktion, Kopplung an Beads, Auftrennung im SDS-PAGE, Silberfirbung und Einlesen im

Fujilmager erfolgte wie bei der reinen Serin-/ Threoninphosphorylierung.

Die Quantifizierung der Ergebnisse ergab einen signifikanten Riickgang der
Tyrosinphosphorylierung. Da die Aktivitdit der PKC gehemmt wurde, bevor sie mit dem
Insulinrezeptor in einen Versuchsansatz kam, ist der Riickgang des Phosphorylierungssignals
auf die Serin-/ Threoninphosphorylierung der IRS-1-Fusionsproteine zuriickzufiihren. Im
Gegensatz dazu steht die Annahme, die Reduktion der Tyrosinphosphorylierung sei auf die
tiberméBige Serin-/ Threoninphosphorylierung des Insulinrezeptors zuriickzufiihren (Itani et al.
2000). Andere Ergebnisse in unserer Arbeitsgruppe weisen aber ebenfalls darauf hin, dass die
Phosphorylierung der IRS-Proteine der entscheidende Faktor ist, der zu einer Verminderung der
Insulinantwort fiithrt (personliche Mitteilung durch M. Sommerfeld). Im Mittel wurde die
Tyrosinphosphorylierung des Wildtypproteins um 48 %, die des Mutanteproteins um 40 %

gehemmt.
Der Unterschied zwischen den beiden Proteinen ist nicht signifikant.

Damit zeigte sich auch im dritten Teil der Experimente kein Unterschied zwischen den

beiden IRS-Proteinen ,,Mutante *"*Gly->Arg* Und ,,Wildtyp*.

Unabhédngig von der PKC-Aktivitdt ist die PI3-Kinase Aktivitit in Inselzellen von
Mutationstragern reduziert. Im Vergleich zu den Inselzellen von Nichttrigern ist sie im
Basalzustand um 17 % niedriger, nach Insulinstimulation ist die PI3-Kinase-Aktivitit 36 %
geringer (Federici et al. 2001). In dem Zusammenhang erscheint es interessant, ob dhnliche
Ergebnisse auf der Ebene der Fusionsproteine aulerhalb des Zellsystems nachzuweisen sind.
Dazu sollte die Interaktion der beiden Proteine im Vergleich untersucht werden, und zwar zum

einen ohne und zum anderen mit vorheriger Inkubation mit der PKC.

In Ubereinstimmung mit den hier dargesteliten Beobachtungen, dass auf dem
Signaltransduktionsweg des Insulinrezeptors keine Unterschiede zwischen dem °">Gly->Arg-
IRS-1 und dem nicht verdnderten IRS-1 bestehen, sind neuere Untersuchungen von Marchetti et

al. Demnach ist die Insulinkonzentration in Inselzellen von Mutationstrdgern verringert, es

Seite 39




Diskussion

finden sich vermehrt unreife Sekretionsgranula, reife Granula sind im Vergleich weniger
vorhanden. Die physiologische Korrelation zwischen steigenden Blutzuckerspiegeln und einer
vermehrten Insulinsekretion ist aufgehoben (Marchetti et al. 2002). Der Defekt wire also im
Signaltransduktionsweg der Blutglukose in B-Zellen zu suchen, in dem IRS-1 offensichtlich
ebenfalls eine Schliisselfunktion innehat. Mit diesen Beobachtungen lielen sich die erhdhten
Blutglukosespiegel, die verminderte Insulinproduktion und die erhohte Bereitschaft der

Mutationstrager an Typ 2- Diabetes zu erkranken erkléren.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in den Experimenten der vorliegenden Arbeit kein
Unterschied zwischen den beiden IRS-1-Varianten ,,Wildtyp* und ,Mutante °*Gly->Arg*
besteht. Das gilt sowohl fiir die alleinige Tyrosinphosphorylierung beider Fusionsproteine durch
die IR-B-Untereinheit, als auch fiir die Serin-/ Threoninphosphorylierung durch die PKC-
Isoformen a, Bi, B2, . Auch bei der Nacheinanderschaltung beider Phosphorylierungsarten zeigt

sich kein signifikanter Unterschied.

Seite 40




Zusammenfassung

Zusammenfassung
Tyrosin- und Serinphosphorylierung zweier Varianten des Insulinrezeptorsubstrates-1:
. Wildtyp“ und ,,Mutante Gly®"*>->Arg“

In der vorgelegten Arbeit wurden mit dem pGEX-System zwei verschiedene Proteine der IRS-1, ,,Wildtyp*
und ,,Mutante 972Gly->Arg® mit der Glutathion-S-Transferase fusioniert, um sie im Hinblick auf Unterschiede
beziiglich ihrer Phosphorylierungseigenschaften zu untersuchen. Damit sollte im in vitro- Modell gezeigt
werden, ob die in vivo mehrfach beschriebene Insulinresistenz der Merkmalstrager auf eine verminderte
Tyrosinphosphorylierung des 972Gly->Arg-IRS-1 durch den Insulinrezeptor zuriickzufiihren ist. Der zweite
Teil basiert auf der Beobachtung, dass Merkmalstriger zu Ubergewicht, erhdhter Insulinresistenz und Typ 2-
Diabetes neigen. Es ist bekannt, dass bei Ubergewichtigen die PKC-Aktivitdt erhdht ist. Durch Inkubation der
Fusionsproteine mit PKC wurde diese Stoffwechselsituation imitiert. AbschlieBend wurden beide Proteine erst
serin-/ threoninphosphoryliert und danach tyrosinphosphoryliert, um nachzuzeichnen, dass die erhohte PKC-
Aktivitit zu einem Riickgang der Tyrosinphosphorylierung und dadurch zu einer gestorten Insulinwirkung
fiihrt.

Die Versuche ergeben, dass im Phosphorylierungsverhalten kein Unterschied zwischen den beiden IRS-1-
Varianten ,,Wildtyp* und ,Mutante 972Gly->Arg™“ besteht. Das gilt sowohl fiir die alleinige
Tyrosinphosphorylierung beider Fusionsproteine durch die IR-B-Untereinheit, als auch fiir die
Serin-/ Threoninphosphorylierung durch die PKC-Isoformen a, B1, B2, y. Auch bei der Nacheinanderschaltung
beider Phosphorylierungsarten zeigt sich kein signifikanter Unterschied.

Daraus ist zu schliefen, dass der in der Literatur beschriebene Riickgang der PI3-Kinase-Aktivitit nicht auf
einen im Vergleich zum Wildtyp-IRS-1 verdnderten Phosphorylierungsstatus des IRS-1 mit der 972Gly->Arg-
Mutation zuriickzufiihren ist. Weiterfiihrend wiren Studien zur Interaktion zwischen der p85a-Untereinheit der
PI3-Kinase und den durch beide Phosphorylierungsschritte préparierten IRS-1-Proteinen sinnvoll. Durch die
gute Kontrollierbarkeit der zugefiihrten Versuchsbestandteile konnten Wirkungen anderer Enzyme
ausgeschlossen werden.

Die Serin-/ Threoninphosphorylierung durch die PKC ist bei beiden IRS-Proteinen nicht signifikant
unterschiedlich. Deshalb muss an dieser Stelle festgestellt werden, dass die Verbindung zwischen Ubergewicht
der Merkmalstrdger und deren Neigung zu erhohter Insulinresistenz nicht durch eine verdnderte
Serin-/ Threoninphosphorylierung des 972Gly->Arg-IRS-1 zu erkldren ist. Die grundsétzlich erhéhte PKC-
Aktivitit bei Ubergewicht hat keinen speziellen Einfluss bei Merkmalstrigern, so dass andere Modelle zur
Erklarung der Insulinresistenz rekrutiert werden miissen.

Bestitigt wird der Riickgang der Tyrosinphosphorylierung durch vorherige Serin-/ Threoninphosphorylierung
beider IRS-1-Proteine durch die PKC-Isoformen a, B1, B2, y. Der Riickgang ist auf die Serin-/ Threonin-
phosphorylierung des IRS-1 zuriickzufiihren, da die PKC durch Bisindolylmaleimid I gehemmt wurde, bevor
sic mit dem Insulinrezeptor zusammenkam. Damit wird Dbestétigt, dass die Reduktion der
Tyrosinphosphorylierung auf die Serin-/ Threoninphosphorylierung des IRS-1 und nicht auf die des Insulin-

rezeptors zurlickzufiihren ist.
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7. Abklrzungsverzeichnis

AMPK
AS
BIM
BMI
BSA
DAG
DTT

g

Gab
GRB-2
GST
HEPES
HRP
IA2-A
IAA
ICA
IDDM
IGF
IgG
IPTG
IRS
kDa
MAPK
MEK
MEKK
mRNA
Na;VO,
NIDDM
p62dok
PAGE
PH
PI3-Kinase
PKB
PKC
PTB
Raf
RAS
SHB
She
SHP2

Sos

AMP-aktivierte Proteinkinase
Aminosdure

Bisindolylmaleimid I
Body-Mass-Index

Bovines Serumalbumin
Diacyglycerol

Dithiotreitol
Erdbeschleunigung; 9,81 m/s
Grb-2 associated binder

Growth factor binding protein-2
Glutathion-S-Transferase
N-(2-Hydroxyethyl)-Piperacin-N-Ethansulfonsédure
Horsraddish peroxidase

Tyrosin Phosphatase 2A
Insulinautoantikorper
Autoantikorper gegen Inselzellzytoplasma
Insulin-dependent Diabetes
Insulin-like growth factor
Immunglobulin G
Isopropyl-B-D-Thiogalactosid
Insulinrezeptorsubstrat 1
Kilodalton

Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MAPK-Kinase
MAPK-Kinase-Kinase
Messenger RNA
Natriumvanadat
Non-insulin-dependent Diabetes
60 kDa Gap-associated protein
Polyacrylgelelektrophorese
Pleckstrin homology
Phosphoinositid-3-Kinase
Proteinkinase B

Proteinkinase C
Phosphotyrosin-bindend
Onkogen
Renin-Angiotensin-System

Src homology 2 domain protein
SH2-containing sequence
SH2-domain containing protein tyrosine phosphatase-2
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