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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Glucosemetabolismus in insulinsensitiven Geweben

Die kontinuierliche Versorgung des Organismus mit Glucose ist essentiell fiir die normale
Funktion und den Erhalt der Organe. Wéhrend Hypoglykédmie (geringer Zuckergehalt des
Blutes) zum Zelltod fiihrt, kann auch eine chronische Hyperglykdmie (iiberhohter
Zuckergehalt des Blutes) zu Beschiddigung von Organen fiihren. Aus diesem Grund ist im
gesunden Menschen der Blutzuckergehalt auf einen Bereich um 5-7 mM reguliert (Saltiel,
2001).

Das Gleichgewicht zwischen Glucoseverbrauch und —produktion wird hauptsédchlich iiber
zwel antagonistische Hormone reguliert, Insulin und Glukagon. Als Antwort auf eine erhdhte
Konzentration an Zucker und Aminosduren im Blut, beispielsweise nach einer Mahlzeit, wird
Insulin von den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln im Pankreas freigesetzt (Zawalich &
Rasmussen, 1990). Uber den Glucosetransporter GLUT2 gelangt Glucose in die p-Zellen.
GLUT?2 besitzt eine relativ geringe Affinitit gegeniiber Glucose, so dass mit der Fluktuation
des Blutzuckerspiegels die Rate des Glucosetransportes in die B-Zellen verdndert wird. Die -
Zellen enthalten eine spezifische Glucokinase, welche nicht durch Produktbildung gehemmt
wird und daher iiber einen weiten Konzentrationsbereich der Glucose aktiv ist. Nach der
Phosphorylierung wird die Glucose oxidiert und ATP gebildet. Das erhohte ATP/ADP-
Verhéltnis verursacht das SchlieBen der Kalium-Kandle und damit eine Depolarisation der
Zellen. Dies resultiert in der Offnung der ladungssensitiven Calcium-Kanile, was wiederum
die Fusion der Insulin enthaltenden sekretorischen Vesikel mit der Plasmamembran stimuliert
und zur Ausschiittung von Insulin fiihrt (Matschinsky, 1990). Wéhrend einer Hungerphase
oder bei korperlicher Betdtigung sinkt der Blutzuckerspiegel, worauthin Glukagon von den a-
Zellen der Langerhans’schen Inseln sekretiert und Glykogen zu Glucose abgebaut wird
(Saltiel, 2001).

Die priméren Ziele des Insulins sind Skelett- und Herzmuskel, Fettgewebe und Leber. Dort
stimuliert Insulin durch die Erhohung der Konzentration einer spezifischen
Glucosetransporter-Isoform, dem GLUT4, an der Zelloberfliche die Aufnahme von Glucose
um ein zehn- bis vierzigfaches des Basalwertes (Holman & Cushman, 1994). Nach Eintritt in

die Muskelzelle wird Glucose durch Hexokinasen phosphoryliert und entweder durch die
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1. Einleitung

Aktivierung der Glykogen-Synthase als Glykogen eingelagert oder zur ATP-Synthese oxidiert
(Saltiel, 2001). In den Adipozyten wird Glucose primér als Fett gespeichert. Hier verhindert
Insulin durch indirekte Inhibition einer hormonsensitiven Lipase zudem die Lipolyse (Londos
et al., 1999). Die meisten der insulinabhingigen Verdnderungen der Aktivitét
unterschiedlicher Enzyme werden als Folge von Protein-Kinase-Inhibition und Phosphatasen-
Aktivierung tiber deren Phosphorylierungszustand reguliert.

Eine weitere Funktion des Hormons ist die Inhibition der Produktion und Freisetzung von
Glucose infolge der Gluconeogenese und Glykogenlyse durch die Leber. Neben der Kontrolle
diverser Stoffwechselenzyme durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung reguliert
Insulin auch die Transkription einiger hepatischer Enzyme, wie beispielsweise der
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC). Die Menge des Enzyms bestimmt den Grad der
Gluconeogenese. Glukagon hat die exakt gegensitzliche Wirkung beziiglich der Regulation
dieser Stoffwechselenzyme durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung und
Transkriptionsregulation. Erhdhung des hepatischen cAMP-Spiegels durch Glukagon erhoht
auch die Expressionsrate der PEPC-Gene wihrend einer Hypoglykdmie (O’Brien & Granner,
1991). Die Aktivitdt vieler Stoffwechselenzyme spiegelt daher die Summe der Signale von
Insulin- und Glukagon-Rezeptoren wider und dndert sich stindig als Antwort auf

Verianderungen des Blutglucosespiegels (Saltiel, 2001).

1.2 Diabetes mellitus

Wird die Glucose nicht oder unvollstindig verwertet, steigt der basale Blutzucker sowie der
postprandiale Blutzucker an: Der Blutzuckergehalt kann dabei Werte von tliber 40 mM
erreichen. Es kommt zu deutlich spiirbarem Harndrang, weil der Korper ab einem Wert von
ungefdhr 10 mM einen Teil des iiberschiissigen Blutzuckers mit dem Urin iiber die Nieren
ausscheidet. Glucose kann nur in Wasser gelost ausgeschieden werden, dadurch wird dem
Gewebe wiederum sehr viel Fliissigkeit entzogen. Harndrang und héufiges Wasserlassen sind
die Folge. Der Korper versucht dieses Fliissigkeitsdefizit auszugleichen und signalisiert
starken Durst. Da Glucose ein wichtiger und vor allem schneller Energielieferant ist, werden
die Zellen schlechter mit Nahrungsenergie versorgt, ein direktes Resultat hiervon sind
Leistungsabfall, Konzentrationsstorungen oder Miidigkeit.

Zum Ausgleich dieses Energiedefizits baut der Korper zuerst Glykogen, danach Depotfett ab.

Beim Fettabbau entstehen als Stoffwechselprodukte Ketonkorper (Aceton). Diese verursachen
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1. Einleitung

eine Ubersiuerung des Blutes (Ketoazidose). Vor allem beim Typ 1-Diabetes entsteht bei
lange anhaltenden, zu hohen Blutzuckerwerten ein typischer Acetongeruch. Die Folgen der
Zuckerkrankheit sind zahlreich. In Industrieldndern stellt der Diabetes mellitus die viert
hiufigste Todesursache dar, auBerdem die Hauptursache von Erblindungen und schweren
Sehstorungen bei Erwachsenen. Diabetes ist die hédufigste Ursache fiir Amputationen, die
nicht durch Verletzungen bedingt sind. Das Risiko fiir eine Beinamputation ist bei
Diabetikern 15- bis 40-mal hoher als bei der Gesamtbevolkerung. Die primdre Todesursache
in Industrieldndern sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen, das Risiko einer solchen Erkrankung

ist bei Diabetikern 2- bis 4-mal hoher als bei Menschen ohne Diabetes mellitus.

1.2.1 Die verschiedenen Formen des Diabetes mellitus

Beim Diabetes kann der Glucosetransport in die Zellen an zwei Stellen gestort sein: Diabetes
mellitus resultiert entweder aus einem Mangel an Insulin (IDDM, insulin-dependent diabetes
mellitus, Typ 1-Diabetes) oder der Unfahigkeit des Korpers auf normale Konzentrationen des
Insulins im Blut zu reagieren (NIDDM, non-insulin-dependent diabetes mellitus, Typ 2-

Diabetes) (White, 1997).

Typ 1-Diabetes

Diese Diabetes-Form wird zu den Autoimmunkrankheiten gezdhlt. Das Abwehrsystem kann
korpereigene Stoffe oder Zellen nicht mehr als korpereigen identifizieren und produziert
Antikorper gegen sie. Frith nachweisbare Antikorper im Blut geben einen ersten Hinweis auf
eine solche Autoimmunreaktion.

Beim Typ 1-Diabetes zerstoren Immunzellen die Insulin produzierenden pankreatischen [-
Zellen. Ist der liberwiegende Teil der B-Zellen zerstort, ist ein absoluter Insulinmangel die
Folge und der Blutzucker steigt kontinuierlich weiter an. Durch den Insulinmangel ist ab
Behandlungsbeginn eine exogene Insulingabe notwendig. Es wird vermutet, dass
Krankheitserreger wie Roteln- oder Grippe-Viren, umweltbedingte Faktoren und genetische
Pradispositionen eine Rolle spielen. Da die betroffenen Personen meist im Kindesalter
erkranken, wird der Typ 1-Diabetes auch als ,,juveniler Diabetes mellitus bezeichnet. Die
Symptome sind u.a. Polyurie, Polydipsie und die Ketoazidose. Der LADA-Diabetes (latent
autoimmune diabetes in adults) ist eine Form des Typ 1-Diabetes, der gewohnlich nach dem

30. Lebensjahr bis ins hohe Alter auftreten kann. Bei dieser Form ist meist eine Restfunktion



1. Einleitung

der B-Zellen erhalten, sodass die Symptome schwécher ausgeprigt sind. Diese Form des Typ
1-Diabetes wird hdufig zuerst fiir einen Typ 2-Diabetes gehalten, nur 5 % aller Diabetiker
sind Typ 1-Diabetiker.

Typ 2-Diabetes

Der Typ 2 stellt die hdufigste Diabetes-Form dar, 90 % aller Diabetiker sind an dieser Form
erkrankt. Da sich nach dem klassischen Erkrankungsbild ein Typ 2-Diabetes erst nach dem
40. Lebensjahr manifestiert, wird hierbei auch vom ,,Altersdiabetes gesprochen. Er tritt meist
bei libergewichtigen Personen auf, oftmals kombiniert mit dem metabolischen Syndrom, oder
ist erblich bedingt (Hoffbauer, 2005). Da inzwischen immer mehr Jugendliche an
Ubergewicht leiden, ist die Zahl der an , Altersdiabetes* Erkrankten in dieser Altersgruppe
stark gestiegen.

Bei dem metabolischen Syndrom handelt es sich um Symptome, die besonders fiir
Wohlstandsgesellschaften typisch sind. Ein starkes Ubergewicht gehort dazu, sowie eine
Fettstoffwechselstorung mit Hypertriglyceridimie (Reaven et al., 1967; Olefsky et al., 1974)
und erniedrigten Hochdichte-Lipoprotein-Cholesterin  (HDL-Cholesterin) (Haller, 1977;
Singer et al., 1977), Hypertonie (Modan et al., 1985; Ferrannini et al., 1987) und gestorte
Glucosetoleranz bzw. Insulinresistenz (Reaven, 1988). Als Kenngroflen fiir das metabolische
Syndrom nennt die Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine Glucoseintoleranz, Diabetes
mellitus und/oder Insulinresistenz gepaart mit mindestens zwei der folgenden Komponenten:
(1.) eine gestorte Glucosehomdostase oder Diabetes, (2.) eine Insulinresistenz, (3.) einen
Blutdruck von 140/90 mmHg oder hoher, (4.) eine Serum-Triglyceridkonzentration von 1,7
mM oder hoher und/oder eine HDL-Cholesterinkonzentration von weniger als 0,9 mM
(Ménner) bzw. 1,0 mM (Frauen), (5.) eine zentrale Adipositas mit einem Taille/Hiift-
Verhiltnis von mehr als 0,9 (Méanner) bzw. 0,85 (Frauen) und/oder einem BMI von {iber 30
kg/m? und (6.) eine Mikroalbuminurie mit einer Exkretionsrate von mehr als 20 pg/min oder
einem Albumin/Kreatinin-Verhéltnis von iiber 30 mg/g (WHO, 1999). Als Ausloser des
metabolischen Syndroms wird die Insulinresistenz angesehen, also das verminderte
Ansprechen der Zellen auf Insulin. Die Insulinresistenz wiederum ist meist Folge von
Uberernihrung, Ubergewicht und Bewegungsmangel. Das metabolische Syndrom stellt ein
hohes Risiko fiir eine frilhe Entwicklung einer Arteriosklerose und deren Folgen wie
Myokardinfarkt, Schlaganfall und der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit dar
(Hoffbauer, 2005).
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Die mit dem metabolischen Syndrom einhergehende Fettstoffwechselstorung zeigt sich in
einem starken Ubergewicht. Dabei steigt mit zunehmendem Ubergewicht das Risiko, einen
Typ 2-Diabetes zu entwickeln, um das 5- bis 10-fache. Bei Ubergewicht und verminderter
korperlicher Aktivitdt verliert Insulin seine Wirkung. Die [-Zellen des Pankreas
kompensieren normalerweise die Insulinresistenz durch eine erhdhte basale Insulinsekretion
(Hyperinsulindmie), was wiederum zu einer Verstarkung der Insulinresistenz fithrt. Ab einem
gewissen Punkt konnen die B-Zellen den Defekt nicht mehr kompensieren und es kommt
letztendlich zur Verschlechterung der Glucosehomdostase und der Entwicklung der
Glukoseintoleranz (Saltiel, 2001).

Der stindig erhohte Blutzucker erzeugt einen starken osmotischen Druck. Der daraus
resultierende Wasserverlust von Nervenzellen fiihrt zu Bewusstseinsstorungen bzw.
Bewusstlosigkeit. Hinzu kommt, dass iiber die Niere iiberschiissige Glucose ausgeschieden
wird und damit eine groe Menge Fliissigkeit verloren geht. Der Fliissigkeitsmangel kann zu
Nierenversagen bzw. dem diabetischen Koma fiihren. Auf lange Sicht fiihrt der erhohte
Blutzuckerspiegel zu Schdden an Blutgefd3en, Nerven und verschiedenen Organen.

Die unzureichende Effektivitit des Insulins die Glucoseaufnahme in die Zelle zu stimulieren,
ist ein wesentlicher Defekt des Typ 2-Diabetes. In bestimmten Fettdepots fiihrt auBerdem die
spitere Resistenz gegen die antilipolytischen Effekte des Insulins zu erhohter Lipolyse und
Freisetzung von Fettsduren. Diese Fettsduren attenuieren die Fahigkeit des Insulins die
Gluconeogenese in der Leber zu unterdriicken und verursachen eine kontinuierliche Erh6hung
der insulinstimulierten Fettsdurensynthese. Insgesamt beschleunigt die Deregulierung des

Kohlenstoff- und Fettstoffwechsels daher das Fortschreiten der Insulinresistenz.

Weitere Formen des Diabetes

Eine heute sehr beachtete Form des Diabetes ist der sogenannte MODY (maturity onset
diabetes of the young, ,,Erwachsenendiabetes bei Jugendlichen*), von dem zwei Prozent aller
Diabetiker betroffen sind. Die frilher als Variante des Typ 2-Diabetes betrachtete
Diabetesform beruht auf einem genetischen Defekt, der sich meist vor dem 25. Lebensjahr
manifestiert. Die Patienten bleiben normalgewichtig und werden nicht insulinpflichtig. Beim
MODY sind keine Antikorper gegen Inselzellen nachweisbar. Im Gegensatz zu LADA-
Patienten, kommen in Familien von MODY -Patienten gehéuft Diabetesfille vor. Soweit heute
bekannt, beruht die Erkrankung auf Mutationen in sechs verschiedenen Genen, flinf davon
betreffen HNF-Transkriptionsfaktoren (HNF: hepatic nuclear factor) (Fehmann et al., 2004).

Mutationen in diesen Genen in -Zellen verursachen eine Verminderung der Insulinsekretion.
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1. Einleitung

Eine Schwangerschaft kann auf Grund des veridnderten Hormonhaushalts die Entstehung
eines Diabetes begiinstigen. Nach der Geburt normalisiert sich der Stoffwechsel meist wieder,
nur bei etwa vier Prozent bleibt der Diabetes bestehen. Frauen, die einen
Schwangerschaftsdiabetes hatten, haben im Verlauf des Lebens ein sehr hohes Risiko, einen
Typ 2-Diabetes zu entwickeln.

Eher selten vorkommende Diabetes-Formen haben als Ursache genetische Defekte der B-Zell-
Funktion, genetische Defekte der Insulinwirkung, Erkrankungen der Bauchspeicheldriise
(Entziindungen, Karzinome), Erkrankungen des Hormonsystems (Schilddriisentiberfunktion,
Cushing-Syndrom), Medikamente oder Chemikalien (Kortison, Schilddriisenhormone) und

Infektionen.

1.2.2 Epidemiologie des Diabetes mellitus

Im Jahr 2003 wurde die Zahl der weltweit an Diabetes mellitus leidenden Menschen auf mehr
als 194 Millionen geschétzt, diese Zahl entspricht 5,1 Prozent der erwachsenen Bevolkerung.
Von diesen Erkrankten leben ca. zwei Drittel in Entwicklungslindern. Die Weltgesundheits-
organisation (WHO) und die internationale Diabetes-Vereinigung (IDF) rechneten im Jahr
2003 mit einem Anstieg bis zum Jahr 2025 um 72 Prozent auf 333 Millionen Diabetiker
weltweit (IDF Diabetes Atlas, 2003). Aktuellere Prognosen aus dem Jahr 2004 rechnen mit
366 Millionen Diabetikern fiir das Jahr 2030. In der Bundesrepublik Deutschland sind ca. fiinf
Millionen Fille diagnostiziert, die absolute Zahl wird allerdings auf 6,3 Millionen geschétzt.
Die meisten Diabetiker leben in Landern wie Indien (35,5 Millionen), China (23,8 Millionen),
USA (16 Millionen), Russland (9,7 Millionen), sowie Japan, Deutschland, Pakistan und
Brasilien.

Die geschitzte prozentuale Hiaufigkeit aller Diabetesfille in der Gesamtbevolkerung ist
besonders hoch in Nauru (30,2 %), den Vereinigten Arabischen Emiraten (20,1 %), Bahrain
(14,9 %), Kuwait (12,8 %) und Singapur (12,3 %), aber auch in Deutschland (10,2 %) und
Spanien (9,9 %). Die prognostische Entwicklung der Zahl der weltweit an Diabetes mellitus
leidenden Menschen sieht fiir das Jahr 2025 in Afrika, dem Ostlichen Mittelmeer, mittleren
Osten und in Siidafrika eine Verdreifachung voraus. In Nord- und Stidamerika und im West-
Pazifik wird sich die Zahl verdoppeln und in Europa um ca. 50 % zunehmen. Zur Behandlung
des Diabetes und seiner Folgeerkrankungen werden bereits je nach Nation 5 bis 10 % des

jeweiligen nationalen Gesundheitsbudgets verwendet.



1. Einleitung

1.3 Signalwege des Insulinrezeptors

1.3.1 Aktivierung des Insulinrezeptors

Wird Insulin von den B-Zellen des Pankreas ausgeschiittet, bindet es an den Insulinrezeptor
(White, 1997). Der Insulinrezeptor ist in nahezu allen Gewebearten von Vertebraten
vorhanden. Die grofte Anzahl des Rezeptors ist an der Oberfliche von Adipozyten und
Hepatozyten zu finden (ca. 200.000/Zelle) (White, 1997). Er besteht aus zwei o-
Untereinheiten, die an jeweils eine B-Unterheiten durch Disulfidbriicken gebunden sind
(Kasuga et al., 1982; Ullrich & Schlessinger, 1990). Eine weitere Disulfidbriicke verbindet
beide o-Untereinheiten miteinander. Beide Untereinheiten werden durch proteolytische
Spaltung eines singuldren Prorezeptors erhalten, das komplette Heterotetramer besitzt in einer
SDS-PAGE ein apparentes Molekulargewicht von 300-400 kDa. Die a-Untereinheiten sind
im extrazelluldiren Raum lokalisiert und tragen jeweils zwei Insulin-Bindestellen. Die (-
Untereinheiten ist in eine Protein-Tyrosin-Kinase (Insulinrezeptor-Kinase IRK, auch
katalytische Domine), in eine Juxtamembrandomidne und eine C-terminale Doméne
untergliedert (Ullrich et al., 1985; Ebina et al., 1985; Seino et al., 1990).

Jede o-Untereinheit enthdlt zwei Insulin-Bindedominen, Doméne lo und 2a, welche
unabhéngig voneinander zur Bindung des Insulin beitragen (De Meyts et al., 1995). Vor der
Bindung des Insulins {iben die a-Untereinheiten des Insulinrezeptors eine negative Wirkung
auf die Kinase-Aktivitdt der B-Untereinheiten aus (Shoelson et al., 1988; Herrera et al., 1988;
Villalba et al., 1989). Insulin selbst beinhaltet zwei spezifische Rezeptor-Bindedoménen,
wodurch das Insulinmolekiill bei der Bindung an den Rezeptor die bereits durch
Disulfidbriicken kovalent gebundenen a-Untereinheiten zusétzlich quervernetzt (De Meyts,
1995). Durch diese Bindung an das durch die a-Untereinheiten gebildetete Dimer kommt es
zu einer Konformationsdnderung der PB-Untereinheiten (Shoelson et al., 1988) und der
Aktivierung der Kinaseaktivitét des Insulinrezeptors.

Diese Aktivierung fiihrt zu einer Autophosphorylierung verschiedener Tyrosin-Reste in der
Juxtamembrandoméne (Tyrosin 972), am C-terminalen Ende (Tyrosin 1328 und Tyrosin
1334) und der Tyrosin-Kinase in der katalytischen Doméne (Tyrosin 1158, Tyrosin 1162 und
Tyrosin 1163) (Feener et al., 1993; White & Kahn, 1994). Durch die Autophosphorylierung
aller drei Tyrosin-Reste in der katalytischen Doméne wird die Kinase 10-20 fach aktiviert,

diese Aktivitatststeigerung ist entscheidend fiir die Signalweiterleitung.
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Abb. 1.1 : Schematische Darstellung der weiterfiihrenden Signalwege des Insulinrezeptors (variiert
nach Saltiel, 2001). Nach Aktivierung des Insulinrezeptors phosphoryliert dieser Proteine an Tyrosin-Resten,
diese wiederum werden von Proteinen mit SH2-Domanen erkannt. Deren Aktivierung fihrt dann zur

Einleitung verschiedener Signalwege (s. Text).

Mutationen an einem, zwei oder allen drei Tyrosin-Resten flihren hingegen zu einem
entsprechenden Verlust der Kinase-Aktivitit (Vogt et al., 1991; Wilden et al., 1992). Auch
Punktmutationen in der ATP-Bindestelle fiihren zum Verlust der Signaliibertragung (Chou et
al., 1987; McClain et al., 1987), diese auch natiirlich auftretenden Mutationen werden mit
schwerer Insulinresistenz assoziiert (Odawara et al., 1989; Moller et al., 1990). Ist der
Insulinrezeptor aktiviert, phosphoryliert er Tyrosin-Reste einer Reihe von intrazelluldren
Substraten, unter anderem Mitglieder der Insulinrezeptor-Substrat Familie (IRS-1, 2, 3 und 4)
(White, 1997; Sesti et al., 2001), Src-Homologie/Kollagen (SHC) Proteine (Giorgetti et al.,
1994; Pessin & Saltiel, 2000), Gab-1 (Holgado-Madruga et al., 1996) und Cbl (Saltiel, 2001).

Die phosphorylierten Tyrosin-Reste dieser Proteine dienen als Bindestellen fiir Proteine mit
Src-Homologie 2 (SH2) -Doménen (Saltiel & Kahn, 2001). Diese SH2-Proteine dienen als

Adaptermolekiile, wie beispielsweise die regulatorische Untereinheit der Phosphatidyl-
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inositol-3-Kinase (PI3-Kinase, PI3K) p85, Grb-2 oder Crk-II (Abb. 1.1). Andere SH2-
Proteine sind selbst wieder Enzyme, dazu zdhlen die Phospho-Tyrosin-Phosphatase SHP-2
und die zytoplasmatische Tyrosin-Kinase Fyn. Substrate, die an diese SH2-Proteine binden,

konnen dadurch ihre Aktivitit oder zelluldre Lokalisation regulieren.

Wihrend die insulinstimulierte Glucoseaufnahme in Muskelzellen hauptsédchlich {iber den
PI3-Kinase —abhéngigen Signalweg vermittelt wird (Tsakiridis et al., 1995; Terauchi et al.,
1999), wird das Insulinsignal in Adipocyten iiber den Cbl/CAP-abhidngigen Signalweg
weitergeleitet (Ahmed et al., 2000; Liu et al., 2003; Baumann et al., 2001). Als einzige
Ausnahme konnte eine aktuelle Studie allerdings eine insulinabhidngige Aktivierung des

Cbl/CAP-Signalweges auch in Herz- und Skelettmuskel zeigen (Gupte & Mora, 2006).

1.3.2 Der PI13-Kinase-Signalweg

Die PI3-Kinase spielt eine zentrale Rolle bei den metabolischen und mitogenen Effekten von
Insulin und IGF-1 (IGF: insulin like growth factor) (Shepherd et al., 1995). Durch Inhibition
der PI3-Kinase oder durch Uberexpression von dominant negativen Varianten der PI3-Kinase
werden die meisten metabolischen Effekte des Insulins, wie beispielsweise die
Glucoseaufnahme und die Glykogen- und Lipidsynthese, blockiert (Okada et al., 1994;
Sharma et al., 1998). Durch Uberexpression einer konstitutiv aktiven Variante der PI3-Kinase
konnen Insulineffekte wie Aufbau des Actin-Netzwerkes oder die Glucoseaufnahme
nachgeahmt werden (Martin et al., 1996). Die PI3-Kinase besteht aus der katalytischen
Untereinheit p110 und der regulatorischen Untereinheit p85, welche zwei SH2-Dominen
besitzt. Diese konnen mit Tyrosin-phosphorylierten pYMXM- und pYXXM-Motiven von
IRS-Proteinen interagieren (Myers et al., 1992). Von der regulatorischen Untereinheit p85
sind zahlreiche Isoformen identifiziert. Sie stammen von drei Genen (p85a, p85p und P55™)
(Pons et al., 1995) und alternativem Splicen von p85a zu AS53/p55a und p50a (Antonetti et
al., 1996; Fruman et al., 1996). Wéhrend p85a die PI3-Kinasen-Aktivitit zu GLUT4-Vesikeln
lenkt, stellt p85B den Hauptregulator der durch IRS-1 und IRS-2 vermittelten PI3-Kinasen-
Aktivierung dar (Kessler et al., 2001).

Durch die Aktivierung der PI3-Kinase werden zahlreiche Signale weitergeleitet. Die PI3-

Kinase katalysiert die Phosphorylierung von Phosphoinositiden, wodurch Phosphatidyl-
inositol-3-Phosphate, vor allem Phosphatidylinositol-(3,4,5)-tri-Phosphat (PIP3), gebildet
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werden. Diese wiederum binden Signalproteine mit Pleckstrin-Homologie-Doménen (PH-
Dominen), wodurch deren Aktivitit oder intrazelluldre Lokalisation verédndert wird (Lietzke
et al.,, 2000). Die PI3-Kinase besitzt auch eine Serin-Kinasen-Aktivitdt, dariiber hinaus
konnen sowohl die regulatorische als auch die katalytische Untereinheit mit unterschiedlichen
Signalmolekiilen interagieren.

Phosphatidylinositol-tri-Phosphate regulieren drei unterschiedliche Klassen von Signal-
molekiilen: die AGC-Familie der Serin/Threonin-Proteinkinasen (Peterson & Schreiber,
1999), Guaninnukleotid-Austauschproteine der Familie der Rho-GTPasen (Mackay & Hall,
1998) und die TEC-Familie der Tyrosinkinasen (Fruman, 2004).

Die am besten charakterisierte AGC-Kinase ist die Phosphoinositid-abhéngige Kinase 1
(PDK1), welche eine der Serin-Kinasen darstellt, die die Serin/Threonin-Kinase Akt/PKB
(PKB: Proteinkinase B) phosphoryliert und dadurch aktiviert (Alessi et al., 1997). Neben den
drei Isoformen der Akt (Akt 1-3) werden die atypischen PKCs (PKC: Proteinkinase C) PKCA
und PKC{ und Serum- und Glucokortikoid-regulierte Kinasen (SGKs) durch PDKI1 aktiviert
(Standaert et al., 1997; Mora et a.l, 2004). Dariiber hinaus aktiviert die PI3-Kinase auch den
mTOR/FRAP-Signalweg (mTOR: mammalian target of rapamycin) und kdnnte auch an der
Regulation der Phospholipase D beteiligt sein. mTOR wurde inzwischen als Phosphoinositid-
abhingige Kinase 2 (PDK2) identifiziert, welche Akt am Serin473 phosphoryliert (Sarbassov
et al., 2005).

Sowohl Akt als auch die atypischen PKCs scheinen fiir den insulinstimulierten
Glucosetransport bendtigt zu werden. Akt besitzt selbst eine PH-Doméne, welche direkt mit
Phosphatidylinositol-(3,4,5)-tri-Phosphaten interagiert. Durch die Bindung von PIP; wird Akt
zur Plasmamembran verlagert und seine katalytischen Eigenschaften aktiviert (Corvera &
Czech, 1998). Durch Uberexpression einer membranstindigen Akt-Form konnte die
Glucoseaufnahme und die Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran erhéht werden
(Kohn et al., 1998; Kohn et al., 1996). Passend dazu konnte die insulinstimulierte GLUT4-
Translokation durch Uberexpression einer dominant-negativen Variante der Akt gehemmt
werden (Wang et al., 1999; Cong et al., 1997). Sowohl Studien mit Knockout-Méusen, als
auch Transfektionen von 3T3-L1 Adipozyten mit gegen Aktl gerichteter siRNA (siRNA:
small interfering RNA) haben gezeigt, dass allein durch Genrepression der Aktl keine
Verdanderung der Insulinsensitivitit erreicht werden kann (Jiang et al., 2003). Durch
Uberexpression von inhibierten bzw. konstitutiv aktiven Formen der Akt konnten die Effekte

des Insulins weder einheitlich inhibiert noch stimuliert werden (Brady et al., 1998).

10



1. Einleitung

Glucose A A

AV Vp Plasmamembran

p110 \4

p85S@ "

P
PI3-Kinase

PKCA/C Akt/PKB

Abb. 1.2 ;: Schematische Darstellung des PI3-Kinase-Signalweges. Nach Aktivierung des Insulinrezeptors
durch Insulin phosphoryliert dieser u.a. IRS1-4 an Tyrosin-Resten. Diese wiederum phosphorylieren die PI3-
Kinase an ihrer regulatorischen Untereinheit p85, worauf die katalytische Untereinheit p110 PIP, zu PIP,
phosphoryliert. PIP, wird von PDK1/2 und Akt/PKB gebunden, PDK1/2 phosphoryliert und aktiviert die
untypischen PKCs PKCA und PKC(, sowie Akt/PKB. Beide Signale fiihren Uber weitere, z.T. unbekannte

Schritte zur Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran.

Eine Deletion der Akt2 verursacht allerdings eine hepatische Insulinresistenz in Médusen (Cho
et al., 2001). Die metabolischen Effekte lassen sich verstirken, wenn man Aktl und Akt2
gleichzeitig ausschaltet. Obwohl zahlreiche potentielle Substrate der Akt identifiziert worden
sind, welche im Glucosetransport eine Rolle spielen konnten, sind nur wenige bisher ndher
charakterisiert worden. Ein viel beachtetes Substrat ist das Rab-GTPasen-aktivierende Protein
(Rab-GAP) AS160. Dieses Rab-GAP mit einem apparenten Molekulargewicht von 160 kDa
wird nach einem Insulinstimulus an mehreren Stellen durch Akt phosphoryliert (Sano et al.,
2003). Uberexpression einer AS160-Variante, die nicht durch Akt phosphoryliert werden
kann, fithrt zur Hemmung der insulinstimulierten GLUT4-Translokation (Sano et al., 2003;
Zeigerer et al., 2004).

Die eigentliche Funktion des AS160 ist die Zuriickhaltung der GLUT4-Vesikel im basalen
Zustand, Insulin fiihrt durch die Phosphorylierung des AS160 zu dessen Inhibierung (Eguez et
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al., 2005). In Studien mit Typ 2-Diabetikern wurde festgestellt, dass bei ihnen die
insulinstimulierte AS160-Phosphorylierung reduziert ist (Karlsson et al., 2005). Als primére
Ziel-GTPasen von AS160 wurden Rab2a, Rab8a, Rab10 und Rabl14 identifiziert (Miinea et
al., 2005).

Die Aktivitit dieses Signalweges ist auBerdem iiber Phosphatidylinositol-3-Phosphatasen und
die SH2-Dominen-enthaltende Inositol-5-Phosphatase SHIP2 reguliert (Ogg & Ruvkun,
1998; Wada et al., 1999). Eine Uberexpression dieser Enzyme fiihrt zur Reduzierung von
PIP;. Dies konnte die Signaltransduktion durch die Phosphoinositide terminieren.
Verdnderungen in diesen Genen oder verminderte Expression dieser mRNAs fiihrte in
Maiusen zu erhohter Insulinsensitivitét (Clement et al., 2001).

Unabhéngig der offensichtlichen Bedeutung des PI3K-Signalweges fiir die Glucoseaufnahme,
ist eine direkte Aktivierung der PI3-Kinase nicht ausreichend, um die Insulineffekte
nachzuahmen. Eine Stimulation der PI3-Kinase mit PDGF (PDGF: platelet-drived growth
factor) oder Interleukin4 erhoht nicht die Glucoseaufnahme (Wiese et al., 1995; Isakoff et al.,
1995). Auch die Zugabe eines membrangangigen PIPs;-Analogs konnte in 3T3L1 Adipozyten
keine Glucoseaufnahme stimulieren (Jiang et al., 1998). Auch die Uberexpression einer
konstitutiv-aktiven Variante der PI3-Kinase konnte den Insulineffekt auf die GLUT4-
Translokation nicht komplett nachahmen (Martin et al., 1996). Es scheint daher
offensichtlich, dass alleine eine Aktivierung des PI3-Kinase-Signalweges nicht ausreichend

ist, um die insulinabhidngige Glucoseaufnahme maximal zu stimulieren.

1.3.3 Der Cbl/CAP-Signalweg

Ein weiterer Signalweg des Insulins zur Glucoseaufnahme fiihrt iiber die Tyrosin-
Phosphorylierung des Protoonkogens Cbl (Pessin & Saltiel, 2000; Ribon & Saltiel, 1997). Die
Phosphorylierung von Cbl wird iiber das Adapterprotein APS, welches sowohl SH2- als auch
PH-Dominen tragt, vermittelt (Kimura et al., 2002; Baumann et al., 2000). APS existiert als
Homodimer und interagiert iiber seine SH2-Doméne mit den drei phosphorylierten Tyrosin-
Resten der katalytischen Kinasedoméne des aktivierten Insulinrezeptors (Hu et al., 2003).
Dabei bindet jeweils ein Teil des APS-Homodimers an eine [-Untereinheit des
Insulinrezeptors.

Nach der Bindung an den Insulinrezeptor wird APS C-terminal an einem Tyrosin-Rest

phosphoryliert, wonach Cbl iiber seine SH2-Domine an das APS-Homodimer bindet (Liu et
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al., 2002). Im folgenden Schritt wird Cbl selbst an drei Tyrosin-Resten phosphoryliert. In den
meisten insulinsensitiven Zellen ist Cbl mit dem Adapterprotein CAP assoziiert. CAP bindet
iber seine C-terminale SH3-Doméne an PXXP-Motive in Cbl, wodurch beide Proteine
konstitutiv assoziiert sind (Ribon et al., 1998). Vor allem wihrend der Differenzierung von
Adipozyten ist CAP hoch aktiv, seine Expression wird durch Insulin-sensitivierende PPARY-
Agonisten (PPAR: Peroxisomaler Proliferations-aktivierter Rezeptor) erhoht (Ribon et al.,
1998).

CAP gehort zu einer Familie von Adapterproteinen, welche drei SH3-Doménen und eine
Region mit hoher Ahnlichkeit zu dem Peptid Sorbin, auch als Sorbin-Homologie-Domine
(SoHo-Domaine) bekannt, tragen (Kimura et al., 2001). Nach der Phosphorylierung durch den
Insulinrezeptor transloziert der Cbl/CAP-Komplex zu Lipid-Raft-Doménen in der
Plasmamembran (Baumann et al., 2000).

Lipid-Raft-Doménen sind spezialisierte Kompartimente der Plasmamembran, in denen unter
anderem Cholesterin, Sphingolipide, lipidmodifizierte Signalproteine, Glycosylphospho-
tidylinositol(GPI)-verankerte Proteine und Glycolipide verstirkt vorkommen (Smart et al.,
1999). Ein Teil des membranstindigen Insulinrezeptors ist in diesen Mikrodoménen zu
finden, wahrscheinlich wegen seiner Interaktion mit dem Raft-Protein Caveolin (Parpal et al.,
2001; Kimura et al., 2002). Die Translokation des Cbl/Cap-Komplexes zur Plasmamembran
wird durch die Interaktion der SoHo-Domine von CAP mit dem Protein Flotillin gesteuert
(Kimura et al., 2001; Liu et al., 2005). Die Expression einer dominant-negativen Variante von
CAP, welche nicht an Cbl oder Flotillin binden kann, inhibiert die insulinstimulierte GLUT4-
Translokation und Glucoseaufnahme. Allerdings beeintrdchtigte die Expression dieser
dominant-negativen Variante von CAP nicht die Aktivierung der PI3-Kinase, wodurch
deutlich wird, dass der Cbl/CAP-Komplex eine wichtige Rolle in der insulinstimulierten
Glucoseaufnahme {iber einen nicht-PI3K-abhingigen Signalweg in Adipozyten spielt
(Baumann et al., 2000).

Widerspriichlich sind Ergebnisse aus verschiedenen Publikationen, welche die Bedeutung von
APS, Cbl und CAP iiber siRNA-vermittelte Genrepression zu kldren versuchten. Wéhrend die
Arbeitsgruppe um Pillay durch Genrepression beider Proteine die insulinstimulierte
Glucoseaufnahme inhibieren konnten (Ahn et al., 2004), fand die Arbeitsgruppe um Czech in
dhnlichen Versuchen keine Verdnderung des insulinstimulierten Glucosetransports (Mitra et
al., 2004; Zhou et al., 2004). Wéhrend der Translokation des phosphorylierten Cbl bindet
dieses das Adapterprotein CrklI tiber dessen SH2-Doméne (Chiang et al., 2001).
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Abb. 1.3 : Schematische Darstellung des Cbl/CAP-Signalweges. Nach Aktivierung durch Insulin bindet
APS an den Insulinrezeptor. Cbl mit assoziiertem CAP wird phosphoryliert und bildet mit C3G und Crkll einen
Komplex. C3G katalysiert die Aktivierung von TC10. Diese GTPase stimuliert Gber CIP4 die Translokation und

Uber Exo70 die Fusion von GLUT4 mit der Plasmamembran.

CrKII ist auBerdem iiber SH3-Doméne konstitutiv mit dem Guaninnukleotid-Austauschprotein
C3G komplexiert (Knudsen et al., 1994). Nachdem es zusammen mit CrklII in die Lipid-Rafts
transloziert ist, katalysiert C3G den Nukleotidaustausch der G-Proteine TC10a und TC10p,
wodurch diese aktiviert werden (Chiang et al., 2001; Chiang et al., 2002). Die Lokalisation
von TC10 in den Lipid-Raft-Domédnen der Plasmamembran ist essentiell fiir seine
Aktivierung durch Insulin (Watson et al., 2001). Uberexpression einer dominant-negativen
TC10-Variante inhibiert die insulinstimulierte Glucoseaufnahme und GLUT4-Translokation
(Chiang et al., 2001; Chiang et al., 2002).

Nach seiner Aktivierung interagiert TC10 mit zahlreichen potentiellen Effektormolekiilen.
Eines davon ist eine Splicevariante des Adapterproteins CIP4. CIP4 enthélt eine FCH-
Domine, zwei Coiled-coil-Doménen und eine SH3-Doméne. Die FCH-Domine interagiert
mit Mikrotubuli, die zweite Coiled-coil-Doméne interagiert mit TC10 in einer GTP-
abhéngigen Weise. CIP4 ist im Basalzustand im intrazelluldren Kompartment lokalisiert und
transloziert nach einem Insulinstimulus zur Plasmamembran (Chang et al., 2002). Die

Uberexpression einer mutanten CIP4/2-Variante, die nicht mit TC10 binden kann, inhibiert
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die insulinstimulierte GLUT4-Translokation. Dariiber hinaus interagiert TC10 nach seiner
Aktivierung auch mit Exo70, einer Komponente des Exozysten-Komplexes (Inoue et al.,
2003). Es wird vermutet, dass der Exozysten-Komplex im Ankoppeln von sekretorischen
Vesikeln an der Plasmamembran beteiligt ist. Die Uberexpression einer mutierten Variante
von Exo70 inhibiert die insulinstimulierte Glucoseaufnahme dadurch, dass sie die Fusion von
GLUT4-enthaltenden Vesikeln mit der Plasmamembran verhindert (Inoue et al., 2003).
Uberexpression von wildtyp Exo70 erhéht im Gegensatz dazu die insulinstimulierte
Glucoseaufnahme. Zusitzlich verstirkt wird die insulinstimulierte Glucoseaufnahme durch
Uberexpression von sec6 und sec8, beide Proteine sind Komponenten des Exozysten-

Komplexes (Ewart et al., 2005).

Inzwischen ist bekannt, dass sich der PI3-Kinase- und der Cbl/CAP-Signalweg
tiberschneiden. Nach der Aktivierung der atypischen PKCs durch die PDK1 unterhalb der
PI3-Kinase, werden PKCA und PKC( zu Lipid-Raft-Domédnen in der Plasmamembran
transloziert (Kanzaki et al., 2004). Diese Translokation wird durch TC10 vermittelt und durch
Par3- und Par6-Proteine verwirklicht. Die atypischen PKCs stellen daher eine Bindestelle

zwischen beiden Signalwegen dar.

1.4 Glucose-Transportproteine

Glucose stellt eine primdre Energiequelle in Mammalia dar. Sie wird entweder durch Nahrung
in Form von Di- und Polysacchariden, welche anschlieBend in Glucose hydrolysiert werden,
aufgenommen oder durch Synthese aus anderen Substraten in Organen, wie beispielsweise
der Leber, synthetisiert. Um die zirkulierende Glucose in die Zielzellen zu bringen, werden
membranstindige Transportproteine bendtigt.

Diese Glucosetransporter lassen sich in zwei strukturell und funktionell divergierende
Gruppen trennen: (1.) die Na'-abhingigen Glucosetransporter der SGLT-Familie (SGLT:
sodium-dependent glucose transporter) (Wright, 2001) und (2.) die Na'-unabhingigen
Glucosetransporter der GLUT-Familie (GLUT: glucose transporter) (Mueckler, 1994; Joost &
Thorens, 2001).
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1.4.1 Na*-abhangige Glucosetransporter der SGLT-Familie

Die SGLT-Proteine transportieren Glucose und Galactose mit unterschiedlichen Affinitdten
{iber aktive Transportmechanismen. Der von der Na'/K'-ATPase geschaffene Na'-Gradient
wird hierbei fiir den Transport von Glucose ins Zellinnere entgegen seines
Konzentrationsgradienten genutzt (Hediger et al., 1989). Diese Form des Glucosetransports
findet durch die luminale Membran von Zellen, welche am Diinndarm und den proximalen

Tubuli der Niere liegen, statt (Wood & Trayhurn, 2003).

1.4.2 Na*-unabhéangige Glucosetransporter der GLUT-Familie

Die Glucosetransporter der GLUT-Familie nutzen den Diffusionsgradienten von Glucose und
anderen Zuckern zum Energie-unabhéngigen Transport durch die Plasmamembran und zeigen
unterschiedliche Substratspezifititen, kinetische Eigenschaften und Expressionsprofile auf.
Die Proteine dieser Familie besitzen zwolf transmembrane Regionen, sowohl der C- als auch
der N-Terminus liegen intrazelluldr. Die Aminosdurensequenzen der humanen GLUT-
Proteine besitzen im Vergleich untereinander eine Homologie von 28 bis 65 % und tragen
eine fiir GLUT-Proteine spezifische Signatur (Joost & Thorens, 2001). Diese besteht aus
mehreren konservierten Glycin- und Tryptophan-Resten, von welchen man annimmt, dass sie
essentiell fiir den erleichterten Transport von Glucose durch GLUT-Proteine sind. Basierend
auf funktionellen und sequenzspezifischen Gemeinsamkeiten sind die GLUT-Proteine in drei

Klassen unterteilt.

Klasse | der GLUT-Proteine

Die Klasse I der GLUT-Familie beinhaltet die Proteine GLUT1-4. GLUT]1 ist ubiquitér, am
stirksten aber im Gehirn, den Endothelzellen an der Blut-Hirn-Schranke, und Erythrozyten
exprimiert (Mueckler et al., 1997; Vannucci et al., 1997). Eine geringe Expression findet in
Fett- und Muskelgewebe und der Leber statt. Dort dient es der basalen Grundversorgung der
Zelle mit Glucose (Mueckler et al., 1985; Birnbaum et al., 1986; Fukumoto et al., 1988).
GLUT?2 besitzt eine nur geringe Affinitdt gegeniiber Glucose und wird hauptsichlich in den
pankreatischen B-Zellen exprimiert, dariiber hinaus noch in der Leber und den Nieren (Olson
& Pessin, 1996). In B-Zellen dient GLUT2 als Glucose-Sensor, in der Leber ermoglicht es den

bidirektionalen Transport von Glucose unter hormoneller Kontrolle.
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Insulin-

Transporter Expressionsort sensitivitat Substrate Erstbeschreibungen
GLUT1 Erythrozyten, Gehirn, ubiquitar Nein Glucose Mueckler, 1985; Gould, 1991
GLUT2 Leber, Pankreas, Darm, Nieren Nein Glucose < Fructose Fukumoto, 1988; Gould, 1991
GLUT3 Gehirn Nein Glucose Kayano, 1988; Gould, 1991
GLUT4 Herz- u. Skelettmuskel, weilles Ja Glucose Fukumoto, 1989; James, 1989
u.braunes Fettgewebe
GLUTS Darm, Hoden, Nieren Nein Glucose << Fructose  Kayano, 1990; Davidson, 1992
GLUT6 Gehirn, Milz, Leukozyten Nein Glucose Doege, 2000; Lisinski, 2001
GLUT?7 unbekannt unbekannt unbekannt Joost & Thorens, 2001
GLUT8 Hoden, Gehirn, Fettgewebe Nein Glucose Doege, 2000; Lisinski, 2000;
Ibberson, 2000
GLUT9 Leber, Niere unbekannt unbekannt Phay, 2000
GLUT10 Leber, Pankreas Nein Glucose Dawson, 2001; McVie-Wylie, 2001
GLUT11 Herz- u. Skelettmuskel Nein Glucose < Fructose Doege, 2001; Sasaki, 2001
GLUT12 Herz- u. Skelettmuskel, Prostata Ja unbekannt Rogers, 2002
Dunndarm, weil3es Fettgewebe
HMIT Gehirn unbekannt H"'-Myoinositol Uldry, 2001
Klasse | Klasse Il Klasse Il

Tab. 1.1 : Klassifizierung der Na*-unabhdngigen Glucosetransporter der GLUT-Familie (variiert nach
Wood & Trayhurn, 2003).

GLUT3 besitzt eine starke Affinitdt fiir Glucose und ist hauptsdchlich im Gehirn exprimiert.
Zusammen mit GLUTI1 ermoglicht GLUT3 den Glucosetransport durch die Blut-Hirn-
Schranke in Neuronen (Vannucci et al., 1997). Der insulinsensitive Glucosetransporter
GLUTH4 ist in Herz- und Skelettmuskel, sowie im Fettgewebe stark exprimiert (Birnbaum,
1989; Charron et al., 1989; Fukumoto et al., 1989; James et al., 1989). Seine Funktion besteht
darin, den postprandial erhohten Glucosespiegel zu senken, indem es Glucose in
insulinsensitive Zellen transportiert (Goodyear et al., 1991; Slot et al., 1991; Marette et al.,
1992). Unter basalen Bedingungen ist GLUT4 hauptsichlich in spezialisierten intrazelluldren
Kompartimenten sequestriert (Bryant et al., 2002). Globale oder gewebsspezifische GLUT4-
Knockout-Modelle der Maus zeigen unterschiedlich starke Phédnotypen, die dem Typ 2-
Diabetes zugeordnet werden konnen (Katz et al., 1995; Stenbit et al., 1997; Abel et al., 2001).

Klasse Il der GLUT-Proteine

Zu dieser Klasse gehoren die Glucosetransporter GLUTS, GLUT7, GLUT9 und GLUTI1.
GLUTS wird hauptsédchlich im Diinndarm, Hoden und Nieren exprimiert. GLUT7 wurde
bisher nur als Gen nachgewiesen, in welchen Geweben es exprimiert wird ist unbekannt

(Joost & Thorens, 2001). GLUT9 wird in Leber und Niere exprimiert. Von GLUTI11 sind
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zwel Splicevarianten beschrieben worden, welche gewebsspezifisch exprimiert werden
(Doege et al., 2001; Sasaki et al., 2001). Die Kurzform von GLUTI11 besitzt eine geringe
Affinitdt gegeniiber Glucose und wird hauptsichlich in Herz- und Skelettmuskel exprimiert
(Doege et al., 2001). Die Langform von GLUT11 ist nicht im Herz- und Skelettmuskel, daftir
aber in Leber, Lunge und Gehirn exprimiert. Beide Isoformen besitzen eine hohe Affinitit

gegeniiber Fructose, welches moglicherweise das Hauptsubstrat von GLUT11 darstellt.

Klasse Ill der GLUT-Proteine

Die dritte Klasse der GLUT-Proteine besteht aus GLUT6, GLUTS8, GLUT10, GLUT12 und
HMIT. Eine Charakteristik dieser Klasse ist die Lokalisation der typischen
Glycosylierungsseite auf der neunten Schleife. Diese Glycosylierungsseite, welche in GLUT1
funktionslos ist (Asano et al., 1991), befindet sich in den beiden anderen Klassen auf der
ersten Schleife. Die intrazelluldre Lokalisation von GLUT6 und GLUTS wird {iber Dileucin-
Motive nahe ihrer N-Termini reguliert, beide Proteine translozieren nach einem
Insulinstimulus aber nicht zur Plasmamembran (Lisinski et al., 2001). GLUT6 wird in der
Milz, Leukozyten und dem Gehirn exprimiert, GLUT8 in den Hoden, Gehirn und Fettgewebe
(Doege et al., 2000; Ibberson et al., 2000). GLUT10 wird in insulinsensitiven Geweben wie
Herz- und Skelettmuskel, der Leber und dem Pankreas exprimiert (Dawson et al., 2001;
McVie-Wylie et al., 2001). GLUT12 wird im Herzmuskel, Diinndarm, Prostata und weiteren
insulinsensitiven Geweben exprimiert (Rogers et al., 2002). HMIT (H -gebundener Myo-
Inositol-Transporter) wird hauptséchlich im Gehirn exprimiert (Uldry et al., 2001).

1.5 Der insulinsensitive Glucosetransporter GLUT4

Um den postprandial erhohten Blutzucker wieder auf eine physiologische Konzentration zu
senken, wird unter anderem im Skelettmuskel Glucose in die Zellen aufgenommen (DeFronzo
et al., 1981). Mechanistisch geschieht dies durch eine insulinstimulierte verstirkte
Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran (Birnbaum, 1989; Charron et al., 1989;
Fukumoto et al., 1989; James et al., 1989). Neben Skelettmuskel zéhlen auch Herzmuskel und
das Fettgewebe zu den Geweben, welche nach Insulinausschiittung Glucose verstérkt in die
Zellen aufnehmen (Cushman & Wardzala, 1980; Suzuki & Kono, 1980).

Insulin scheint dabei nicht nur die Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran, sondern

auch dessen intrinsische Transportaktivitit zu regulieren (Furtado et al., 2002). Neben
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GLUT4 wird in Skelettmuskelzellen auch GLUT1 exprimiert (Zorzano et al., 1996), in
humanen Skelettmuskelzellen zusitzlich noch der Fructosetransporter GLUTS (Hundal et al.,
1992). GLUT4 ist ebenso der primire Glucosetransporter in Skelettmuskelzellen der Spezies
Ratte, nur 5 bis 10 % der gesamten Glucosetransporter ist hier GLUT1 (Marette et al., 1992).
In diabetischen db/db-Mé&usen, welche eine Mutation im fiir den Leptin-Rezeptor kodierenden
Gen tragen, kann durch Uberexpression des humanen GLUT4-Gens in Muskel- und
Fettgewebe das Auftreten einer Insulinresistenz und eines Diabetes verhindert werden
(Brozinick et al., 2001). Im Gegensatz dazu fiihrt allerdings ein homozygotes Ausschalten des
GLUT4-Gens in Médusen nicht zwangsldufig zu einer Insulinresistenz (Katz et al., 1995). Die
Tiere haben zwar eine verminderte Lebenserwartung, sind wachstumsgestort und zeigten
Gewebsverdanderung in Herz- und Fettgewebe, sie zeigen allerdings nur schwache Defekte in
der Glucosehomoostase und sind nicht diabetisch.

Bei einem heterozygoten Ausschalten des GLUT4-Gens zeigt sich eine starke muskuldre
Insulinresistenz, sowie Hyperinsulindmie und Hyperglykédmie (Stenbit et al., 1997; Kubota et
al., 2000). Es ist daher zu vermuten, dass in der homozygoten Knockout-Maus andere GLUT-

Isoformen die Funktion des GLUT4 iibernehmen (Wallberg-Henriksson & Zierath, 2001).

1.5.1 Intrazelluldre Speicherkompartimente und Exozytose des GLUT4

Unter basalen Bedingungen sind ca. 90 % des GLUT4 in intrazelluldren Speicher-
kompartimenten lokalisiert, nur 4 bis 10 % befinden sich in der Plasmamembran (Satoh et al.,
1993; Li & McNeill, 2001). Obwohl er konstitutiv zwischen der Plasmamembran und
intrazelluldiren Membranen zirkuliert, wird dieses Verhiltnis durch verstirkte Endozytose und
nur geringer Exozytose beibehalten. Unter diesen Bedingungen ist GLUT4 in
tubulovesikuldren Strukturen in der perinukledren Region und in bestimmten Bereichen des
Zytosols lokalisiert (Slot et al., 1991; Malide et al., 2000). Perinukledrer GLUT4 ist zum Teil
mit Markerproteinen des endosomalen Recyclingkompartiments (ERC), dem Golgi-Komplex
und dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN) kolokalisiert (Bryant et al., 2002; Ploug & Ralston,
2002).

Man geht von zwei groBBen GLUT4-Speichern aus: der mit dem ERC-Marker Transferrin-
Rezeptor (TfR) iiberlappende Speicher, der neben GLUT4 auch GLUT1 enthilt, und der nicht
mit dem ERC-iiberlappende GLUT4-Speicher, welcher zuerst von Insulin mobilisiert wird

(Martin et al., 1996; Zeigerer et al., 2002; Kessler et al., 2000). Der von Insulin mobilisierbare
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GLUT4-Speicher wird als Spezialisiertes Kompartiment (SC) oder GLUT4-Speichervesikel
(GSV) bezeichnet. Nach einer Stimulation mit Insulin wird zum einen die Exozytose des
GLUT4 aus dem SC/GSV zur Plasmamembran gesteigert (Bryant et al., 2002; Rudich & Klip,
2003), zum anderen aber auch die Endozytose leicht inhibiert (Jhun et al., 1992; Yang &
Holman, 1993; Czech & Buxton, 1993). Die Steigerung der GLUT4-Exozytose fiihrt zu einer
10- bis 20-fach erhohten Prasenz des GLUT4 an der Plasmamembran. Im Vergleich zu
anderen Proteinen, die nach einem Insulinstimulus vesikuldr zur Plasmamembran verschoben
werden, konnte gezeigt werden, dass die insulinsensitiven GLUT4-Speicher sich von diesen
Vesikeln unterscheiden (Barr et al., 1997; Millar et al., 2000). Allerdings scheint GLUT4
noch in weiteren endosomalen Membranfraktionen zu finden zu sein (Kandror & Pilch,
1998).

Nach der insulinstimulierten Translokation zur Plasmamembran wird GLUT4 iiber
endosomale Kompartimente und das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) in die insulinsensitiven
Speicherkompartimente zuriickgefiihrt (Watson et al., 2004). Der komplexe Zyklus des
GLUT4 macht es schwer, zwischen insulinsensitivem Kompartment und dem allgemeinen
endosomalen Recyclingkompartment als Speicherort fiir GLUT4 zu unterscheiden. Dariiber
hinaus scheinen noch weitere, zum Teil iiberlappende, insulinsensitive GLUT4-
Speicherkompartimente zu existieren (Holman & Cushman, 1994; Ploug et al., 1998§;
Kupriyanova et al., 2002). Neben verschiedenen Proteinen, die mit GLUT4 in
insulinsensitiven  Speicherkompartimenten  kolokalisieren, ist die insulinregulierte
Aminopeptidase (IRAP) am besten untersucht (Mastick et al., 1994; Kandror et al., 1994;
Keller, 2003). IRAP ist ein Typ II integrales Membranprotein, dessen N-Terminus ins
Zytoplasma ragt und C-Terminus extrazelluldr vorliegt. Die zytoplasmatische Region des
IRAP beinhaltet Dileucin- und azidische Motive, die denen im C-Terminus des GLUT4
dhneln (Shewan et al., 2000). Nach einer Stimulation mit Insulin transloziert es zusammen mit
GLUT4 zur Plasmamembran. Obwohl es offensichtlich die Retention von GLUT4-Vesikeln
reguliert (Hosaka et al., 2005), kann es nicht einem bestimmten GLUT4-Speicher zugeordnet
werden (Keller, 2003). Eine deutliche Verbindung zwischen IRAP und GLUT4 zeigen
homozygote IRAP-Knockout-Méuse auf. Die Tiere zeigen verringerte GLUT4-Expressionen
in Skelett- und Herzmuskel sowie dem Fettgewebe, haben aber ansonsten eine normale
Glucosehomoostase (Keller et al., 2002).

Die Lokalisation von GLUT4 in insulinsensitiven Kompartimenten wird iiber bestimmte
Motive in der Aminosdurensequenz des GLUT4 bestimmt. Wahrend GLUT4 im basalen

Zustand zum Grofteil in intrazelluldren Speicherkompartimenten vorliegt, ist beispielsweise
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GLUTI1, dessen Aminosdurensequenz zu ca. 65 % identisch mit der des GLUT4 ist,
hauptsédchlich in der Plasmamembran zu finden. Diese Lokalisation des GLUT1 gilt sowohl
im Basalzustand als auch im insulinstimulierten Zustand (Hudson et al., 1992). Beide
Transporter unterliegen daher unterschiedlichen Zielausrichtungs- und Sortierprozessen.
Mutationen in einem N-terminalen FQQI-Motiv fithren zu einer Akkumulation von GLUT4
an der Plasmamembran (Piper et al., 1993). Fiigt man dieses Motiv jedoch in die
Aminosdurensequenz von GLUT]1 ein, wird dieses effizient von der Plasmamembran weg in
intrazelluldre Kompartimente verschoben. Das Motiv ist daher offensichtlich wichtig fiir die
Endozytose und Internalisierung des GLUT4 (Garippa et al., 1994; Al-Hasani et al., 2002).
Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass das FQQI-Motiv auch benétigt wird, um GLUT4
intrazelluldr zu verschieben (Palacios et al., 2001; Melvin et al., 1999).

Zusitzlich zu dem N-terminalen FQQI-Motiv liegt C-terminal ein LL-Motiv, welches ebenso
die Endozytose des GLUT4 steuert (Hudson et al., 1993; Garippa et al., 1996). Eine weitere
Rolle spielt es beim Transport von GLUT4 aus dem TGN (Palacios et al., 2001; Subtil et al.,
2000). Unterhalb des LL-Motivs liegt in GLUT4 ein TELEYLGP-Motiv, welches den
Transport von GLUT4 von den Endosomen zu Unterdomédnen des TGN steuert, welches
erhohte Mengen der t-SNARE-Proteine Syntaxin 6 und 16 enthélt (Shewan et al., 2000;
Shewan et al., 2003).

1.5.2 Rolle des Zytoskeletts in der GLUT4-Translokation

Es ist generell anerkannt, dass das Zytoskelett eine wichtige Rolle in der Translokation von
Proteinen und der Fixierung von Organellen an bestimmten Punkten in der Zelle spielt
(Terada & Hirokawa, 2000; Stamnes, 2002; Schafer, 2002). Im Falle des GLUT4 konnte
gezeigt werden, dass durch Zerstorung von Mikrotubuli oder Actin-Filamenten durch
chemische Agenzien die Integritdt von GLUT4-Speicherkompartimenten gestort (Guilherme
et al., 2000; Patki et al., 2001) und die insulininduzierte Glucoseaufnahme sowie GLUT4-
Translokation verschlechtert wird (Kanzaki & Pessin, 2001; Tong et al., 2001; Emoto et al.,
2001). Dariiber hinaus haben zahlreiche Studien die Bedeutung des Actin-Zytoskeletts fiir die
akuten metabolischen Effekte des Insulins (Molero et al., 2001; Shigematsu et al., 2002) und
den Einfluss der PI3-Kinase- und Cbl/CAP-Signalwege auf die Organisation des Zytoskeletts
gezeigt (Martin et al., 1996; Kanzaki & Pessin, 2002).
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Monomeres globuldres Actin (G-Actin) ist hoch konserviert und der grofite Bestandteil des
Zytoskeletts in Zellen von Vertebraten. G-Actin polymerisiert zu filamentartigem Actin (F-
Actin) (Welch & Mullins, 2002). Zurzeit sind iiber 150 mit Actin interagierende Proteine
identifiziert, welche die Organisation des Zytoskeletts direkt oder indirekt beeinflussen
(Etienne-Manneville & Hall, 2002; Jeng & Welch, 2001; Qualmann & Kessels, 2002). Dazu
zdhlen beispielsweise Wachstumsfaktoren wie Insulin. R&umliche und zeitliche Regulation
der dynamischen Umstellungen des Actin-Zytoskeletts spielen wichtige Rollen in
Zellfunktionen wie Motilitit, Chemotaxis, Zytokinese, Phagozytose und intrazelluldren
Vesikeltransport, sowie in Zellpolaritdt und —differenzierung.

Wie oben bereits erwihnt, inhibieren Reagenzien, die die Polymerisation des Actin auflosen,
die insulinstimulierte Glucoseaufnahme und GLUT4-Translokation. Bei beiden Prozessen
spielt die von Insulin induzierte Neuorientierung der Actinfilamente eine entscheidende Rolle
(Kanzaki & Pessin, 2001; Omata et al., 2000). Die Notwendigkeit der Actin-Dynamiken
zeigen Beobachtungen des Motorproteins Myosin-Ic (Myolc), welches fiir die
insulinstimulierte GLUT4-Translokation benétigt wird (Bose et al., 2002). Uberexpression
von Myolc verstirkt dabei die insulinabhdngige GLUT4-Translokation, wéhrend eine

dominant-negative Variante des Myolc diesen Prozess inhibiert.

Ein weiteres Strukturprotein, dass an der GLUT4-Translokation beteiligt ist, ist das Tubulin
(Guilherme et al., 2000; Patki et al., 2001; Emoto et al., 2001). Die Isoformen a- und (-
Tubulin formen die Mikrotubuli, welche Organelle und Vesikel intrazelluldr transportieren
konnen (Rogers & Gelfand, 2000; Terada & Hirokawa, 2000). Inhibierung der Motorproteine
von Mikrotubuli, dem Dynein und Kinesin, resultiert in verminderter GLUT4-Translokation
(Guilherme et al., 2000; Emoto et al., 2001), unter den Kinesinen wurden in diesem
Zusammenhang das KIF5b und KIF3 als Modulatoren der GLUT4-Exozytose identifiziert
(Imamura et al., 2003; Semiz et al., 2003). In diesem Zusammenhang wurde auBerdem
festgestellt, dass Dynein zusammen mit der Rab-GTPse Rab5 einen Einfluss auf die
Endozytose des GLUT4 ausiibt (Huang et al., 2001).

GLUT4-Vesikel scheinen daher durch Motorproteine entlang des Actin-Zytoskeletts und der
Mikrotubuli, welche sich nach Stimulation mit Insulin neu orientieren, an die

Plasmamembran transportiert zu werden.
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1.5.3 Anlagerung und Fusion von GLUT4-Vesikeln mit der Plasmamembran

In in vitro Experimenten zur Rekonstitution des Golgi-Transportes wurden unter anderem
zwei zytosolische Proteine identifiziert, welche mechanistische Komponenten der
Vesikelfusion darstellen. Dabei handelt es sich um das N-Ethylmaleimid-sensitive
Fusionsprotein (NSF) und die 16slichen NSF-Befestigungsproteine (SNAPs) (Calakos &
Scheller, 1996). Ihre membrangebundenen Bindungspartner sind die SNAP-Rezeptoren
(SNARESs). In Abhéngigkeit der Lokalisation wird zwischen vesikuldren v-SNAREs und in
den Zielmembranen integrierten t-SNAREs unterschieden. GLUT4-Vesikel enthalten unter
anderem das v-SNARE VAMP2 (Vesikel assoziertes Membranprotein 2, auch Synaptobrevin
2) (Randhawa et al., 2000). Wéhrend der Anlagerung von GLUT4 an die Plasmamembran
interagiert VAMP2 mit seinem Pendant in der Plasmamembran, dem t-SNARE Syntaxin 4
(Watson et al., 2004).

SNARE-assoziierte Proteine wie Munc18c, das Syntaxin 4-interagierende Protein (Synip) und
NSF sind dabei an der Anlagerung und Fusion der GLUT4-Vesikel mit der Plasmamembran
beteiligt und im Gegensatz zu den SNARE-Proteinen selbst auch Ziel insulinabhingiger
Phosphorylierung (Thurmond & Pessin, 2000; Chen et al, 2005). Ein heterozygotes
Ausschalten von Syntaxin 4 fiihrt zu einer Inhibierung der insulinstimulierten GLUT4-
Translokation (Yang et al., 2001).

Im Basalzustand ist Munc18c an den N-Terminus des t-SNAREs Syntaxin 4 gebunden und
verhindert dadurch dessen Interaktion mit dem v-SNARE VAMP2 (Thurmond et al., 1998;
Kanda et al., 2005). Durch einen Insulinstimulus wird Munc18c unter anderem durch die
Bindung der PKC( vom Syntaxin 4 abgelost (Hodgkinson et al., 2005) und Syntaxin 4 durch
die Rab-GTPase Rab4 aktiviert (Li et al., 2001).

Unter dem Zusammenspiel mit weiteren Proteinen wie SNAP23, SNAP25 und Tomosyn
konnen schieBlich GLUT4-Vesikel mit der Plasmamembran fusionieren (Rea et al., 1998;
Min et al., 1999; Widberg et al., 2003). Neben der Aktivierung und/oder Inhibierung
bestimmter Proteine zur Fusion von GLUT4-Vesikeln mit der Plasmamembran, verringert
Insulin auch die Geschwindigkeit, mit der GLUT4-Vesikel konstitutiv unter der
Plasmamembran zirkulieren und erh6ht auch dadurch die Anlagerungs- und Fusionsereignisse

(Lizunov et al., 2005).
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1.5.4 Endozytose von GLUT4

Wihrend Insulin die Exozytoserate von GLUT4 steigert, verringert es gleichzeitig die
Endozytoserate um den Faktor 2-3 (Czech, 1995; Holman & Cushman, 1994; Kandror &
Pilch, 1996). Dieser zweite Effekt wird unter anderem auf die Inhibierung der Rab-GTPase
Rab5 zuriickgefiihrt (Huang et al., 2001). Es wird angenommen, dass GLUT4 iiber Clathrin-
iiberzogene Membraneinstiilpungen internalisiert wird; dies wurde sowohl durch
Immunofluoreszenz- und Elektronenmikroskopie (Robinson et al., 1992; Slot et al., 1991), als
auch durch Hemmung der Clathrin-vermittelten Endozytose gezeigt, welche die GLUT4-
Internalisierung verhindert (Garippa et al., 1996; Nishimura et al., 1993).

Der Mechanismus, wie aus Clathrin-liberzogenen Membraneinstiilpungen freie Vesikel
gebildet werden, ist unklar. Inzwischen weifl man, dass die GTPase Dynamin dabei eine Rolle
spielt. Sie trigt N-terminal ihre GTPasen-Domine, C-terminal eine Prolin-reiche Region und
in der Mitte eine PH-Domine (Muhlberg et al., 1997). Aus Studien in D. melanogaster ist
bekannt, dass Dynamin die Rinder von Membraneinstiilpungen vor der Vesikelbildung
spiralformig flankiert (van der Bliek & Meyerowitz, 1991). Das Einbringen einer Mutation in
dieses Protein resultierte in der Inhibierung der Endozytose in einer spiten Phase, in der die
Membran durchtrennt und Vesikel freigesetzt werden (Kosaka & Ikeda, 1983; McNiven,
1998). Neben der Annahme, dass die Anlagerung des Dynamins funktionell das Durchtrennen
der Membran zur Folge hat (McNiven et al., 2000), wird vermutet, dass Dynamin als GTPase
akzessorisch Effektorproteine, wie beispielsweise Endophilin, bindet, welche dann die
Formierung und Freisetzung von Vesikeln katalysieren (Ringstad et al., 1999).

Die Internalisierung des GLUT4 kann aber auch durch Uberexpression einer Mutante des
Caveolin-3 reduziert werden (Cohen et al., 2003). Dies zeigt, dass GLUT4 sowohl {iiber
Clathrin-iiberzogene Membraneinstiilpungen, als auch iiber Kaveolen internalisiert wird. In
Muskelzellen erreicht internalisiertes GLUT4 nach ca. zwei Minuten die frithen Endosomen
(EE) und ca. 15 Minuten spiter das ERC (Dugani & Klip, 2005). Insulin beschleunigt die
Transportrate von GLUT4 durch das ERC in einer Akt- und PIKfyve-abhingigen Weise
(Foster et al., 2001; Berwick et al., 2004). Die Beschleunigung dieser Umsatzrate konnte die
Verstiarkung der GLUT4-Exozytose durch Insulin begriinden.

Auch die Internalisierung des GLUT4 findet entlang des Zytoskeletts statt. Proteine mit
Eps15-Homologie-Doméne (EHD-Proteine) oder EHD-Protein-bindende Proteine (EHDBP)
spielen dabei eine wesentliche Rolle. EHD2 und sein Bindungspartner EHDBP1

kolokalisieren mit Actin-Filamenten, ein Ausschalten dieser Proteine verringert die
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Endozytose von GLUT4 (Guilherme et al., 2004). Dass in der GLUT4-Endozytose, dhnlich
wie bei der GLUT4-Exozytose, auch Rab-GTPasen eine funktionelle Rolle spielen, zeigt die
Interaktion des Rablla-Effektorproteins Rabl1-FIP2 sowohl mit EHDI als auch mit EHD3
(Naslavsky et al., 2006).

1.6 Transport von langkettigen Fettsauren

1.6.1 Allgemeines zur Aufnahme von langkettigen Fettsauren

Die Aufnahme von langkettigen Fettsduren (LCFAs, long chain fatty acids) ist essentiell fiir
viele zelluldre Funktionen. Neben ihrer Bedeutung als Energiequelle werden LCFAs als
strukturelle Komponente in verschiedenen Lipiden und Proteinen benétigt und spielen auch in
Signalprozessen und der Gentranskription eine Rolle (Simopoulos, 2002; Yamashita et al.,
1997; Pegorier et al., 2004; Grimaldi et al., 1992). In insulinresistenten, adipdsen Zucker-
Ratten ist die myokardiale Aufnahme von LCFAs erhoht (Coort et al., 2004; Luiken et al.,
2001). Die erhohte LCFA-Aufnahme ist dabei mit der erhohten Prisenz des
Fettsdurentransporters FAT/CD36 in der Plasmamembran verbunden. Dariiber hinaus konnte
in adipdsen, in insulinresistenten und in Typ 2-Diabetikern gezeigt werden, dass Lipide im
Herz akkumulieren (Zhou et al., 2000; Christoffersen et al., 2003; Atkinson et al., 2003).

Bei der Aufnahme von Fettsduren ldsst sich zwischen dem Transport iiber zelluldre
Membrankompartimente und dem Transport durch Proteine unterscheiden (Ehehalt et al.,
2006). Bei den Membrankompartimenten handelt es sich um Mikrodoménen mit
Lipidzusammensetzungen, die sich von der normalen Plasmamembran stark unterscheiden
(Rietveld & Simons, 1998; Simons & Ehehalt, 2002). Diese sogenannten Lipid-Rafts
bestehen in der dulleren Schicht der Doppelmembran aus Sphingolipiden und Cholesterol und
in der inneren Schicht aus Phospholipiden und Cholesterol. Durch die stirkere Sattigung der
Sphingo- und Phospholipide sind diese Kompartimente dichter gepackt und stirker geordnet
als die umgebende Plasmamembran (Brown & London, 1998).

Der Fettsduretransporter FAT/CD36 ist hauptsédchlich in Lipid-Rafts lokalisiert (Pfeiffer et al.,
2001; Zeng et al., 2003; Pohl et al., 2005). Entfernung von Cholesterol durch Methyl-f-
Cyclodextrin fiihrt zu einer reversiblen Senkung der LCFA-Aufnahme (Pohl et al., 2004).
Diese Reduktion ist genauso stark wie bei einer Inkubation mit Sulfo-N-Succinimidyloleat

(SSO), einem spezifischen FAT/CD36-Inhibitor. Da der kombinierte Einsatz beider
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Verbindungen keine additiven Effekte hat wird angenommen, dass es sich um den gleichen
Mechanismus handelt (Pohl et al., 2005). Zusétzlich gibt es in Mammalia die Familie der
Fettsduren-Transportproteine (FATP, fatty acid transport protein), deren sechs Mitglieder
gewebsspezifisch exprimiert werden (Stahl, 2004; Hirsch et al.,, 1998). FATPI ist
hauptsdchlich in Fettgewebe und Herzmuskel zu finden, aber nicht in der Leber. Im
Gegensatz dazu wird FATPS hauptsiachlich in der Leber exprimiert. FATP4 ist das einzige
FATP-Mitglied, welches in Enterozyten exprimiert und daher als einziger intestinaler
Fettsdurentransporter angesehen wird (Stahl et al., 1999). FATPs und FAT/CD36 sind in
unterschiedlichen Membrankompartimenten zu finden (Pohl et al., 2005). Wihrend
FAT/CD36 hauptséchlich in den Lipid-Raft-Doménen zu finden ist, ist die Lokalisation der
FATPs nicht eindeutig (Stahl et al., 2001; Watkins et al., 1999; Pei et al., 2004).

1.6.2 Der Fettsaurentransporter FAT/CD36

Die cDNA der Fettsduren-Translokase (FAT) wurde 1993 erstmalig aus Ratten-Adipozyten
isoliert (Abumrad et al., 1993). Da die Aminosdurensequenz zu 85 % identisch mit der des
humanen Glycoproteins IV (CD36) ist, wird das Protein FAT/CD36 genannt. Die 472-AS
lange Sequenz ergibt ein Protein von 53 kDa, durch starke Glycosylierung hat es aber ein
apparentes Molekulargewicht von 88 kDa. Wie GLUT4 ist FAT/CD36 sowohl in
intrazelluldren Speicherkompartimenten als auch in der Plasmamembran lokalisiert (Glatz et
al., 2001; Miiller et al., 2002). In Kardiomyozyten wurde eine starke Korrelation der LCFA-
Aufnahme mit der Anwesenheit von FAT/CD36 in der Plasmamembran festgestellt (Luiken
et al., 2002).

Neben FAT/CD36 vermittelt auch das 43 kDa grof3e Fettsduren-Bindeprotein (FABPpm, fatty
acid binding protein) den direkten Transport von LCFA durch Akkumulation in der
Plasmamembran (Stremmel et al., 1985; Ibrahimi & Abumrad, 2002). Durch Inhibition mit
einem spezifischen Antikorper gegen FABPpm kann der LCFA-Transport durch die
Plasmamembran verringert werden (Luiken et al., 1999). Die Kombination des FAT/CD36
Inhibitors SSO mit einem anti-FABPpm Antikdrper zeigt keine additiven Effekte, es wird
daher angenommen, dass FAT/CD36 in Verbindung mit FABPpm den Mechanismus zur
Aufnahme von LCFA darstellt. Ein Mechanismus, der FAT/CD36 aus intrazelluldren
Kompartimenten in die Plasmamembran verschiebt und die Aufnahme von LCFA erhoht, ist

in Kardiomyozyten die Kontraktion (Luiken et al., 2001). Dieser Mechanismus konnte auch
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fiir GLUT4 gezeigt werden (Till et al., 1997; Russell et al., 1999). Ein weiterer Mechanismus
der beiden Metabolit-Transporter gemein ist, ist die insulinabhéngige Translokation. Wie in
Kapitel 1.6.1 fiir GLUT4 bereits beschrieben, flihrt dieser Stimulus in Abhingigkeit der PI3-
Kinase auch zur Translokation von FAT/CD36 und damit verbundener LCFA-Aufnahme
(Luiken et al., 2002).

1.7 Die Familie der Kleinen Rab-GTPasen

Die Rab-GTPasen sind eine von fiinf Familien die der Superfamilie der Ras-GTPasen
zugeordnet werden. Zu dieser Superfamilie gehoéren im Menschen {iber 150 Proteine mit einer
GroBe zwischen 20 und 40 kDa, von denen evolutiondr konservierte Orthologe auch in
Drosophila, C. elegans und anderen Arten gefunden wurden (Colicelli, 2004). Zu der
Superfamilie der Ras-GTPasen gehoren die zuerst beschriebenen und namensgebenden
onkogenen Ras Proteine und die GTPasen der Rho-, Rab-, Ran- und Arf-Familie
(Wennerberg et al., 2005). Kleine GTPasen besitzen einen biochemischen Mechanismus zur
Umsetzung von GTP zu GDP und agieren in zahlreichen biologischen Prozessen in Funktion
eines molekularen Schalters (Vetter & Wittinghofer, 2001) (s. Kapitel 1.7.1).

Rab-GTPasen (Rab: Ras-like proteins in the brain) stellen mit tiber 60 Mitgliedern die grofite
Familie der Ras-Superfamilie dar (Pereira-Leal & Seabra, 2001). Sie regulieren
intrazelluldren Vesikeltransport und den Transport von Proteinen zwischen verschiedenen
Organellen der endozytotischen und sekretorischen Signalwege (Zerial & McBride, 2001).
Dabei steuern sie die Bildung und Abtrennung von Vesikeln aus deren Donor-Kompartment,
ihren Transport zum Akzeptor-Kompartment, sowie die anschlieBende Fusion damit. Die
Lokalisation der Rab-GTPasen ist dabei spezifisch fiir ithre Funktion, abhdngig vom GTP-
Bindungszustand und der Anwesenheit von Regulator- oder Effektorproteinen dndern sie ihre

intrazellulare Lokalisation und Funktion (Zerial & McBride, 2001).

1.7.1 Biochemischer Mechanismus und Regulation der Ras-GTPasen

Die Proteine der Superfamilie der Ras-GTPasen funktionieren als GTP/GDP-regulierte
molekulare Schalter (Vetter & Wittinghofer, 2001). Alle haben fiinf GDP/GTP-
Bindungsmotive: G1 (GXXXXGKS/T), G2 (T), G3 (DXXGQ/H/T), G4 (T/NKXD) und G5

(C/SAK/L/T) (Bourne et al., 1991). Diese fiinf G-Motive bilden zusammen eine G-Doméne
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Familie Mitglieder Funktion Referenz

Ras u.a.Ras, Rap, Ral Onkogenese, Genexpression und Zellproliferation, Repasky et al., 2004
Tumor-Supression Colicelli, 2004

Rho u.a.RhoA,Rac1,CDC42 Aktin-Organisation, Zellzyklus und Genexpression, Etienne-Manneville
Exo- und Endozytose & Hall, 2002

Ridley, 2001

Rab u.a.Rab4,Rab11,Ypt1 intrazelluldrer Vesikel- und Proteintransport, Pereira-Leal & Seabra, 2001
Exo- und Endozytose Zerial & McBride, 2001

Ran Ran RNA- u. Proteintransport zw. Nukleus und Zytosol Weis, 2003

Arf u.a.Arf1, Arf6, Sar1 Bildung von Vesikeln und Vesikeltransport Memon, 2004

Tab. 1.2 : Familien der Ras-GTPasen-Superfamilie.

von ca. 20 kDa, deren konservierte Strukturen in allen Ras-Familien und auch anderen G-
Proteinen zu finden sind (Wennerberg et al., 2005). Um in Membranen integrieren zu konnen,
werden GTPasen spezifisch an der C-terminalen Membran-Zielsequenz posttranslational mit
Lipidresten = modifiziert. Dabei  katalysieren die  Farnesyltransferase und die
Geranylgeranyltransferase 1 die kovalente Bindung von Farnesyl- bzw. Geranylgeranyl-
Isoprenoid an das C-terminale Erkennungsmotiv CAAX (Cox & Der, 2002).

Rab-GTPasen werden an fiir diese Familie spezifischen cysteinhaltigen Erkennungsmotiven
(CC, CXC, CCX, CCXX, CCXXX) durch die Geranylgeranyltransferase Il modifiziert,
andere GTPasen werden nicht mittels Lipiden modifiziert und sind dennoch membransténdig,
weitere werden weder modifiziert noch membranassoziiert (Wennerberg et al., 2005). Ras-
GTPasen besitzen eine hohe Affinitit gegeniiber GDP und GTP, haben aber nur eine
schwache intrinsische Aktivitit zur Hydrolyse von GTP und zum GDP/GTP-Austausch. Der
GDP/GTP-Zyklus wird von mehreren Regulatorproteinen gesteuert. Dabei katalysieren
Guaninnukleotid-Austausch-Faktoren (GEFs, guanine-nucleotide-exchange factors) die
Bildung der aktiven, GTP-gebunden Form (Schmidt & Hall, 2002) und GTPase-aktivierende
Proteine (GAPs) die Steigerung der intrinsischen GTPase-Aktivitit zur Hydrolyse des GTP
zur Bildung der inaktiven GDP-gebundenen Form (Bernards & Settleman, 2004).

GTPasen einer Familie haben dabei sowohl ubiquitére als auch spezifische GAPs und GEFs.
Rho- und Rab-GTPasen werden zuséitzlich iiber Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren
(GDIs) reguliert, welche die Prenyl-Modifikation am C-Terminus verdecken und dadurch die
zytosolische Verteilung dieser GTPasen fordern (Seabra & Wasmeier, 2004). Um dann einen
Nukleotidaustausch zu ermoglichen, wird das GDI durch einen GDI-Dissoziations-Faktor

(GDF) verdriangt (Soldati et al., 1994; Ullrich et al., 1994).
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Abb. 1.5 : Regulation der Aktivitdt von Ras-GTPasen (variiert nach Cormont & Le Marchand-Brustel,
2001).

Damit neu synthetisierte Rab-GTPasen an Membranen angelagert werden konnen, bendtigen
sie mindestens eine C-terminale Geranylgeranyl-Gruppe (Seabra, 2000). Um fiir diese
Modifikation durch die Rab-Geranylgeranyl-Transferase (RGGT) erkannt zu werden, muss
das Rab-Protein mit einem Rab-Eskort-Protein (REP) assoziiert sein (Andres et al., 1993).
Zusétzlich zu dieser Modifikation wird die Rab-GTPase durch das REP zur Zielmembran
gefiihrt (Alexandrov et al., 1994).

1.7.2 Rab-GTPasen und Vesikeltransport

Der Transport von Proteinen in Form von Vesikeln von einer zelluliren Membran zu einer
anderen lésst sich in vier Schritte unterteilen. Im ersten Schritt werden Vesikel oder Tubuli
geformt, welche die zu transportierende Fracht tragen (Palade, 1975; Kartberg et al., 2005).
Diese werden iliber Motorproteine entlang von Aktin-Filamenten oder Mikrotubuli im zweiten
Schritt zu ihrer Zielmembran transportiert. Im dritten Schritt lagern sich die Vesikel iiber
Interaktion mit Anlagerungsfaktoren an um im letzten Schritt durch SNARE-Proteine mit der
Zielmembran zu fusionieren. An allen diesen Schritten sind Rab-GTPasen beteiligt
(Grosshans et al., 2006).
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Vesikelbildung an der Donormembran

Bereits im ersten Schritt des Vesikeltransports, der Vesikelbildung, spielen Rab-GTPasen eine
Rolle. Wihrend der Knospung von COPII-Vesikeln im ER vermittelt Rabl-GTP die
Assoziation der Vesikel an einen SNARE-Komplex, welcher fiir die Anlagerung an die
Zielmembran, dem Golgi-Komplex, benétigt wird (Allan et al., 2000).

Fiir Rab5 konnte gezeigt werden, dass es in permeabilisierten Zellen den Transferrin-Rezeptor
(TfR) in Clathrin-liberzogenen Membraneinstiilpungen sequestriert, wo es dann zur
Vesikelbildung und Internalisierung kommt (McLauchlan et al., 1998). Rab9 ist hauptséchlich
in spiaten Endosomen lokalisiert, wo es zusammen mit seinem Effektor TIP47 den Transport
von Mannose-6-Phosphat zum TGN reguliert (Diaz & Pfeffer, 1998; Lombardi et al., 1993).
TIP47 bildet mit Rab9 und dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (MPR) einen terniren
Komplex, welcher fiir den Transport zwischen Endosomen und TGN bendtigt wird (Carrol et
al., 2001). In diesem Komplex steigert Rab9 die Bindung von TIP47 an die Endosomen und

die Assoziation des zu transportierenden MPR.

Bewegung entlang der Aktinfilamente und Mikrotubuli

Intrazelluldrer Vesikeltransport wird {iber zwei Netzwerke vermittelt. Wéhrend {iber
Aktinfilamente eher kurze und langsame Transportwege ablaufen, werden Vesikel iiber
langere Distanzen in der Zelle schnell entlang von Mikrotubuli transportiert (Jordens et al.,
2005). Transport entlang der Aktin-Filamente wird iiber Motorproteine der Myosin-Familie
vermittelt (Tuxworth & Titus, 2000). Diese Motorproteine bestehen aus einer Schwanz-
Doméne, welche die zu transportierende Fracht bindet und einem Motor-Kopf, welcher sich
entlang der Filamente bewegen kann (Berg et al., 2001).

Das Rab-GTPasen auch die Bewegung von Vesikeln durch Motorproteine entlang des Aktin-
Zytoskeletts regulieren, wurde zuerst fiir Sec4 und das Motorprotein Myosin-V gezeigt
(Govindan et al., 1995; Wagner et al., 2002). Rab3d reguliert im exokrinen Pankreas den
Vesikeltransport entlang des Aktin-Zytoskeletts an ihre Bindungsstelle in der apikalen
Zelloberflache (Valentijn et al., 2000).

Rab8 kann das Aktin-Zytoskelett reorganisieren und reguliert den Aktin-vermittelten
Transport vom TGN zur Plasmamembran in polarisierten Epithelzellen (Perdnen et al., 1996;
Hattula & Perénen, 2000). Zusétzlich ist Rab8 zusammen mit Myosin-Ve¢ am Transferrin-
Recycling beteiligt (Rodriguez & Cheney, 2002). Ein weiteres nicht konventionelles Myosin,
das Myosin-Vb, interagiert direkt mit Rab11, welches das Recycling von frithen Endosomen

(EE, early endosome) reguliert (Lapierre et al., 2001). Es konnte in diesem Zusammenhang
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gezeigt werden, dass die Uberexpression einer dominant negativen Deletionsmutante des
Myosin-Vb das Transferrin-Recycling inhibiert, was filir eine Beteiligung von Rabl1l am
Aktin-vermittelten Recycling frither Endosomen spricht. Von mehreren Rabl1-Effektoren
konnte gezeigt werden, dass sie mit Myosin-Vb kolokalisieren (Hales et al., 2001; Prekeris et
al., 2001), fiir Rab11-FIP2 konnte allerdings eine direkte Interaktion mit Myosin-Vb gezeigt
werden (Hales et al., 2002). Rabl1-FIP2 scheint dabei als Adapter zwischen dem
Motorprotein und Rabl1 zu fungieren. In pankreatischen -Zellen ist Rab27 zusammen mit
Granuphilin an der Exozytose Insulin ausschiittender Granula beteiligt (Wang et al., 1999; Yi
et al., 2002).

Die langeren Transportwege entlang der Mikrotubuli werden von Motorproteinen der
Kinesin- und Dynein-Familie vermittelt. Der Transport frither Endosomen tiber Mikrotubuli
wird unter anderem iiber Rab5 reguliert (Nielsen et al., 1999), Rab4 bindet an die
zytoplasmatische leichte Kette von Dynein-Proteinen (Bielli et al., 2001). Am retrograden
Vesikeltransport von frilhen Endosomen iiber den Golgi-Komplex hin zum
endoplasmatischen Retikulum ist beispielsweise Rab6a und sein Effektor Rabkinesin6
beteiligt (Mallard et al., 2002; White et al., 1999; Echard et al., 1998). Rab7 ist im spiten
endozytotischen Kompartiment, darunter auch in Lysosomen lokalisiert (Bucci et al., 2000;
Chavrier et al., 1990). Neben der Regulation des Transports zwischen frithen und spéten
Endosomen (Feng et al., 1995; Press et al., 1998) wird angenommen, dass Rab7 die Fusion

spater Endosomen und Lysosomen reguliert (Bucci et al., 1994; Lebrand et al., 2002).

Anlagerung von Vesikeln an der Zielmembran

Ein Proteinkomplex in der Zielmembran erkennt, wenn ein spezifisches Transportvesikel die
Membran erreicht (Pfeffer, 2001; Whyte & Munro, 2002). Nach der Erkennung wird das
Vesikel durch den Proteinkomplex an die Zielmembran herangefiihrt. Obwohl SNARE-
Proteine die Mediatoren der Membranfusion darstellen, legen experimentelle Daten nahe,
dass sie nicht die Anlagerung regulieren. Zum einen sind SNARE-Proteine nicht in den
Regionen konzentriert, in denen die Anlagerung stattfindet (Garcia et al., 1995), zum anderen
verhindern Neurotoxine zwar die SNARE-Komplex-Bildung, aber nicht die Vesikel-
Anlagerung (Broadie et al., 1995). AuBlerdem wird vermutet, dass die SNARE-Komplexe zu
klein sind, um die Entfernung zwischen Vesikel und Zielmembran im initialen Schritt
iiberbriicken zu konnen (Sutton et al., 1998). Einige der bisher identifizierten Anlagerungs-
Faktoren binden an Rab-Proteine wie Rab5 und Rab22 (Kauppi et al., 2002; Simonsen et al.,
1998), sowie Rab5 und Rab4 (Nagelkerken et al., 2000; Vitale et al., 1998).
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1.8 Regulation des GLUT4-Transports durch Rab-GTPasen

Wie bereits in Kapitel 1.6 beschrieben wurde, fiihrt die Ausschiittung von Insulin dazu, dass
in insulinsensitiven Geweben der Glucosetransporter GLUT4 aus intrazelluldren
Speicherkompartimenten in die Plasmamembran verschoben wird. Generell basiert diese
Verschiebung auf einer verstirkten Exozytose- und einer reduzierten Endozytoserate (Czech

& Corvera, 1999; Olefsky, 1999; Pessin et al., 1999).

1.8.1 Rab4

Die GTPase Rab4 kolokalisiert mit GLUT4 in mikrosomalen Fraktionen geringer Dichte in
Adipozyten und Myozyten (Cormont et al., 1993; Aledo et al., 1995) und wird nach einem
Insulinstimulus mit GLUT4 an die Plasmamembran verschoben (Uphues et al., 1995). Die
Arbeitsgruppe um Imamura identifizierte Rab4 als Hauptregulator der GLUT4-Exozytose
(Imamura et al., 2003). In diesem Zusammenhang wurde festgestellt, dass GTP-beladenes
Rab4 mit dem Kinesin KIF3b interagiert. Die in 3T3-L1 Adipozyten durchgefiihrten
Versuche zeigten auflerdem, dass Rab4 sowohl iiber die PI3-Kinase als auch iiber PKCy
aktiviert wird und dass diese Aktivierung die Bindung des KIF3b verstirkt. Insulin verstérkt
zusétzlich in Abhéngigkeit der PI3-Kinase und PKCy die Bindung von KIF3b an Mikrotubuli;
da die Mikrotubulus-Assoziation von KIF3b vermutlich iiber Phosphorylierung vermittelt
wird, wird vermutet, dass KIF3b ein Substrat der erwidhnten Kinasen ist (Reilein et al., 1998).
Die insulinstimulierte GLUT4-Exozytose wird durch Uberexpression von Rab4-
Deletionsmutanten inhibiert (Knight et al., 2000; Shibata, 1996). AuBlerdem ist bekannt, dass
Rab4 direkt mit Syntaxin4 interagiert und die SNARE-Interaktionen GTP-abhingig reguliert
(Lietal., 2001).

1.8.2 Rab5

Eine Komponente der GLUT4-Endozytose ist Rab5 (Huang et al., 2001). Rab5 kann mit
Dynein koprézipitiert werden, nach einer Stimulation mit Insulin verringert sich die Menge an
GTP-beladenem Rab5, es wird inaktiviert. Dies geht einher mit verringerter Dynein-

Assoziation und Dynein-Mikrotubuli-Interaktion. Auch vom Dynein ist bekannt, dass es
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Substrat fiir Kinasen ist; eine Phosphorylierung hat hier allerdings im Gegensatz zu KIF3b
einen negativen Einfluss auf die Interaktion mit Mikrotubuli (Vaughan et al., 2002).

1.8.3 Rab11a

Rabl1 spielt generell eine Rolle im Protein-Recycling von Endosomen zur Plasmamembran
(Ullrich et al., 1996), dariiber hinaus wurde Rab11 als Regulator von weiteren Prozessen wie
der Phagozytose (Cox et al., 2000), des apikalen Transports in Epithelzellen (Wang et al.,
2000) und des Proteintransports von frithen Endosomen zum TGN identifiziert (Wilcke et al.,
2000). Aktuelle Daten zeigen, dass auch ACRP30, besser bekannt als Adiponektin, Rab11-
abhéngig von 3T3-L1-Adipozyten sezerniert wird (Clarke et al., 2006). Neben der a-Isoform
des Rabll sind des weiteren Rabl1b und das nur in Epithelzellen exprimierte Rab25 als
Rabl1-Isoformen bekannt (Bock et al., 2001; Goldenring et al., 1996). Rabl1a besteht aus
216 Aminosduren und besitzt ein Molekulargewicht von 24 kDa.

In primdren Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass Rabl1a ebenfalls mit GLUT4 in
insulinsensitiven Kompartimenten kolokalisiert ist und nach einem Insulinstimulus zusammen
mit dem Glucosetransporter an die Plasmamembran verschoben wird (Uphues et al., 1994;
Kessler et al., 2000). Wahrend die Menge des Rab4 an GLUT4-Vesikeln nach einem
Insulinstimulus abnimmt (Cormont et al., 1993), ist die Assoziation von Rablla an GLUT4-
Vesikeln jedoch erhoht (Kessler et al., 2000).

Die beobachtete Translokation von Rablla an die Plasmamembran lie sich nicht in
Kardiomyozyten aus insulinresistenten Ratten zeigen. Anhand von Uberexpressions-
experimenten mit wildtyp Rablla und einer dominant negativen Variante (N124I) wird
angenommen, dass Rabl1la sowohl die Exo- als auch die Endozytose des GLUT4 regulieren
kann (Uhlig et al., 2005). Es wird zudem postuliert, dass Rablla fiir den endosomalen
Transport von GLUT4 in spezialisierte insulinsensitive Kompartimente bendtigt wird

(Zeigerer et al., 2002).
Parallel zu den GLUT4-Vesikeln wurde Rablla auch in FAT/CD36-Vesikeln festgestellt

(Miiller et al., 2002). In dieser Vesikelpopulation fiihrte ein Insulinstimulus allerdings weder

zu einer erhohten Rab11a-Assoziation noch zur Translokation in die Plasmamembran.
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1.9 Spezifische Effektorproteine der Rab-GTPasen

1.9.1 Allgemeine Bedeutung der Rab-Effektorproteine

Wie bereits in Kapitel 1.7.1 erwéhnt, besitzen die iiber 60 in Mammalia bekannten Rab-
GTPasen eine hohe Homologie in ihren ca. 20 kDa groBen G-Doménen, welche bei einer
GesamtgroBBe von durchschnittlich 25 kDa 80 Prozent ausmachen. Um die hohe Zahl von
Rab-GTPasen dennoch spezifisch zu regulieren, miissen Effektorproteine eine hohe Spezifitit
gegeniiber ihrer assoziierten Rab-GTPase besitzen.

Neben den bereits erwédhnten Effektoren, welche den GTP/GDP-Zyklus steuern, werden
weitere benotigt, welche die zelluldre Lokalisation steuern und damit die Funktion der Rab-
GTPase und deren Interaktion mit weiteren Proteinen, wie z.B. Motorproteinen oder
Anlagerungs-Faktoren, regulieren. Wie anhand von Rontgenstrukturanalysen und
Bindungsversuchen gezeigt werden konnte, binden diese Effektorproteine hauptséchlich an
den konservierten G-Dominen, wodurch ihre Spezifitit gegeniiber einer oder mehrerer Rab-
GTPasen verdeutlicht wird (Ostermeier & Brunger, 1999; Fukuda, 2003). Welche
Effektorproteine an eine Rab-GTPase binden, hidngt vor allem von ihrem Nukleotid-

Bindungsstatus ab (Peden et al., 2004).

1.9.2 Effektorproteine des Rab11a

Im Zusammenhang mit seiner Vielzahl an Funktionen wurden bereits zahlreiche Rabl1-
Effektorproteine identifiziert, welche die unterschiedlichen Funktionen des Rabl1 regulieren
(Meyers & Prekeris, 2002). Fiir den Transport des Transferrin-Rezeptors in die Recycling
Endosomen (RE) durch Rab1l1 wurde Rabl1BP/Rabphilin-11 als Effektorprotein des Rabl1
identifiziert (Mammoto et al., 1999; Zeng et al., 1999).

Rab11BP/Rabphilin-11 scheint dabei bevorzugt GTP-Rabl11 zu binden und kolokalisiert mit
Rab11 im TGN und in Recycling-Endosomen. Weitere Rab1 1-Effektorproteine wurden in der
Familie der Rabll-interagierenden Proteine (FIP, family of Rabll-interacting proteins)
zusammengefasst (Wallace et al., 2002; Lindsay et al., 2002; Prekeris et al., 2001). Obwohl
sie nur eine geringe Gesamthomologie besitzen, tragen sie alle am C-terminalen Ende eine

konservierte Rabl1-Bindedomidne (RBD) (Prekeris et al., 2001). Die 20 Aminosduren
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umfassende RBD bildet eine o-helikale Struktur, in der konservierte Aminosiuren eine
hydrophobe, Rabl1-bindende Tasche formen (Meyers & Prekeris, 2002; Peden et al., 2004).
In vitro konkurrieren die FIPs um die Bindung von Rabl1 und bilden in vivo definierte
Komplexe mit Rabll. Die Bildung dieser exklusiven Komplexe reguliert letztendlich die
intrazelluldre Lokalisation und die Bindungspartner des Rab11.

Anhand ihrer Sequenzhomologie werden die Mitglieder der Familie der Rabll-
interagierenden Proteine in drei Klassen unterteilt (Peden et al., 2004). Die Mitglieder der
Klasse-I-FIPs sind Rip11, RCP (Rab coupling protein) und Rabl1-FIP2; sie stellen die am
besten untersuchte FIP-Klasse dar und sind durch eine N-terminal liegende C2-Doméne
gekennzeichnet. Zu den Klasse-II-FIPs gehoren Rabl1-FIP3/Eferin und Rabl1-FIP4, diese
Proteine tragen zwei EF-Doménen und eine Prolin-reiche Region. Die Klasse-III der FIPs hat
bisher nur ein einziges Mitglied, Rab11-FIP1, welches keine Homologie zu bekannten
Protein-Doménen besitzt. Kalorimetrische Messungen haben gezeigt, dass FIPs in vitro
sowohl GDP- als auch GTP-beladenes Rabl1 binden, die Bindungsaffinititen zum Rabl1-
GDP allerdings so gering sind, dass sie in vivo nicht vorkommen (Junutula et al., 2004). Fiir
die GTP-abhingige Bindung der FIPs an Rabll1 ist neben der hydrophoben Tasche in der
RBD bei Rip11 auch das Tyr"*® von Bedeutung.

Es wird vermutet, dass FIPs Homodimere bilden, welche dann zwei Rab11-Molekiile binden
und so ein Heterotetramer formen (Junutula et al., 2004). Die Interaktion zwischen den FIPs
findet iiber ein ERM-Motiv (ERM: Ezrin-Radixin-Moesin) statt, welches auch die RBD
beinhaltet (Wallace et al., 2002).

Die Phospholipid-bindende C2-Doméne der Klasse-I-FIPs ist bedeutend fiir deren
Lokalisation (Lindsay & McCaffrey, 2004). Diese C2-Domaéne ist unter anderem in der PI3-
Kinase und in der Protein Kinase C vorhanden (Cho, 2001). Nach Stimulation mit
Phosphatidylinositol-(3,4,5)-tri-Phosphat (PIP3;) oder Phosphatidsduren werden Proteine der
Klasse-I-FIPs durch ihre C2-Doméne aus perinuklearen Regionen der Zelle an die
Plasmamembran verlagert, ein Verlust der C2-Doméne inhibiert diese Translokation (Lindsay

& McCaffrey, 2004a).

Rip117
Rip11 (Rip: Rabl1-interagierendes Protein) ist stark in polarisierten Epithelzellen exprimiert
und in subapikalen Recycling-Endosomen lokalisiert (Prekeris et al., 2000). Ripll

kolokalisiert mit Rabl1 an endosomalen Membranen, die Assoziation an die Membran findet
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auch in diesem Fall iiber die C2-Domine statt. Fiir Rip11 konnte allerdings gezeigt werden,
dass die Membranassoziation auch mit einer Dephosphorylierung einhergeht. Zumindest in
vitro konnte Ripl1 nicht zwischen den Isoformen Rablla und Rabl1b unterscheiden, erst
durch Genrepression beider Isoformen wird die Membranstindigkeit von Ripl1 inhibiert

(Junutula et al., 2004).

Rab11-FIP2

Rab11-FIP2 reguliert u.a. das Recycling des Transferrin-Rezeptors (Lindsay & McCaftrey,
2002) und fungiert, wie bereits erwihnt, als Adapterprotein fiir eine direkte Interaktion von
Rabll mit dem Motorprotein Myosin-Vb (Hales et al., 2002). Myosin-Vb wird als
Komponente des Plasmamembran-Recycling-Systems in nichtpolarisierten Zellen und des
apikalen Recycling-Systems in polarisierten Zellen betrachet (Lapierre et al., 2001). Der
gleiche trimere Komplex aus Rabll, Rabl1-FIP2 und Myosin-Vb ist auch an der
Internalisierung des Chemokinrezeptors CXCR2 beteiligt (Fan et al., 2004). Die Bindung von
Rabl11 und damit verbundene Transportprozesse werden durch eine sterische Verdnderung in
der C-terminalen Region des Rab11-FIP2 ermoglicht (Wei et al., 2006).

Dass Rab11-FIP2 an den frithesten Schritten des endosomalen Transports beteiligt ist, zeigt
seine Interaktion mit EHD-Proteinen (EHD: Epsl5-Homologie-Domaéne) (Naslavsky et al.,
2006). EHD1 und EHD3 binden Rabl11-FIP2 iiber dessen NPF-Motiv. Eine Genrepression
von NHD3 verhindert nicht nur die Internalisierung des Transferrin-Rezeptors und den
Transport frilher Endosomen zum ERC, sondern verdndert auch die intrazelluldre
Lokalisation von Rabll und Rabl1-FIP2. EHD2 verbindet die von Clathrin vermittelte
Endozytose mit dem Aktin-Zytoskelett (Guilherme et al., 2004)und interagiert auch direkt mit
GLUT4-Vesikeln (Park et al., 2004).

RCP (Rab coupling protein)

Das Rabl1-Effektorprotein RCP reguliert das Recycling von Phagosomen in Makrophagen
und endosomale Sortierprozesse des Transferrin-Rezeptors vom degradierenden zum
Recycling-Kompartment (Damiani et al., 2004; Peden et al., 2004). Es bindet neben Rabl1
auch an GTP-beladenes Rab4 (Lindsay et al., 2002), allerdings ist nur Rab11 in der Lage, die
intrazelluldre Lokalisation von RCP im Recycling-Kompartment zu regulieren (Lindsay &
McCaffrey, 2004b). RCP triagt zwischen der C2-Doméne und der RBD drei PEST (Prolin-
Glutamat-Serin-Threonin) —Motive (Marie et al., 2005). Diese Sequenzen sind Ziele

calciumabhéngiger Proteasen, Calpaine und des Proteasom-Komplexes in proteolytischen
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Transportwegen (Dice, 1987; Fukuda & Itoh, 2004; Spencer et al., 2004). Bei Deletion des
PEST-Motivs oder Inkubation mit Calpain-Inhibitoren ist RCP verstirkt an der
Plasmamembran lokalisiert (Marie et al., 2005). Es wird daher angenommen, dass RCP nach
dem Transport vom Recycling-Kompartment an die Plasmamembran durch Calpain-regulierte

Proteolyse inaktiviert wird.

Rab11-FIP3 und -FIP4

Die beiden Proteine Rabl1-FIP3 und -FIP4 sind keine reinen Rabll1-Effektoren. Als
Arfophilin-1 bzw. Arfophilin-2 sind sie ebenso als Effektoren der Arf-GTPasen Arf4, Arf5
und Arf6 bekannt (Shin et al., 1999; Shin et al., 2001; Hickson et al., 2003).

Sowohl Rab11-FIP3 als auch Rab11-FIP4 spielen eine Rolle in der Zytokinese (Wilson et al.,
2005). Rab11-FIP3 wird dabei von Rabl1 an Endosomen konzentriert, die sich wiahrend der
Telophase in der Furchenregion akkumulieren. Genrepression von Rab11-FIP3 inhibiert daher
die Zytokinese (Fielding et al., 2005). Exo70p, eine Komponente des Exozysten-Komplexes,
ko-immunoprézipitiert mit Rab11-FIP3 und -FIP4. Es wird daher angenommen, dass Rabl11-
FIP3 und -FIP4 im Komplex mit Rab11 den Vesikeltransport von Recycling-Endosomen zur

Spaltfurche wihrend der Zytokinese steuern.
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1.10 Ziel der Arbeit

Von Rablla ist seit iiber zehn Jahren bekannt, dass es insulinabhédngig in GLUT4-Vesikeln
akkumuliert und zur Plasmamembran verschoben wird. Allerdings konnte noch immer nicht
eindeutig geklart werden, ob Rablla dabei die Exo- oder die Endozytose reguliert. Dazu
gehort auch die Frage, ob Rablla durch Insulin aktiviert, also mit GTP beladen wird. Aus
diesem Grund war ein Ziel dieser Arbeit, eine solche potentielle GTP-Beladung in der
intakten Muskelzelle nachzuweisen und zu klédren, auf welcher Ebene des Insulinsignals eine

Aktivierung des Rabl1a einzuordnen ist.

Mit einem neuartigen Ansatz, der siRNA-vermittelten Genrepression, sollte zudem in dieser
Arbeit die Funktion des Rabl1a im GLUT4-Vesikeltransport genauer definiert werden. Da in
den meisten Publikationen kein Unterschied zwischen der a- und b-Isoform gemacht wird,
gehorte dazu auch die Frage, ob die Bedeutung fiir die GLUT4-Translokation spezifisch dem

Rabl1a zugeordnet werden kann.

Da inzwischen bekannt ist, dass Rab-GTPasen iiber spezifische Effektorproteine reguliert
werden, war es ebenso Ziel zu untersuchen, ob die Rab11-Effektorproteine Rip11 und Rab11-
FIP2 die GLUT4-Translokation im Komplex mit Rabl1a regulieren kdnnen. Da Rab11a nicht
nur in GLUT4- sondern auch in FAT/CD36-Vesikeln nachgewiesen wurde, sollte zudem
geklart werden, ob Rabl1a auch diese Vesikelpopulation auf eine dhnliche Weise wie die der

GLUT4-Vesikel reguliert.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Fertigprodukte und Kits

2.1.1.1 Chemikalien

Agarose SeaKem LE

5-Aminoimidazol-4-carboxamid-1-b-Ribosid (AICAR)

Aminohexansdure

Amoniumpersulfat

bovines Serumalbumin (BSA)

Bromphenolblau

Butanol

Calciumchloriddihydrat

Dithiotreitol

Ethylendiamintetraessigsdure, EDTA

Ethanol

Essigsédure

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Formamid

Glucose

L-Glutamin

Glycerol
GTP-[y]-Azidoanilid-Biotin-longchain-Hydrazon
Hydroxyethylpiperazinethaneschwefelsdure (HEPES)
Insulin (Schwein)

Isopropanol

Kaliumchlorid

Biozym, Oldendorf
Calbiochem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
ALT Corp, Lexington/USA
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Kaliumdihydrogenphosphat

LB-Agar (Lennox L Agar)

LB-Broth base (Lennos L Broth base)
LY?294002

Magermilchpulver
Magnesiumchloridhexahydrat
Magnesiumsulfatheptahydrat
-Mercaptoethanol

Methanol

Morpholinpropanschwefelsdure, MOPS

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat
Natriumhydroxid

Natriumvanadat (Na;VOy)

Nonidet P40

Paraformaldehyd

Saccharose

Salzsdure

D-Sorbitol
Tetramethylethylendiamin, TEMED
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Trypan-Blau

Tween 20

2.1.1.2 Fertigprodukte

Bio-Rad Reagenz, Bio-Rad Protein Assay

Complete Proteasen-Inhibitor-Cocktail

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Biosource, Camarillo/USA
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Seclze

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen
Roche Diagnostics, Mannheim
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DMEM mit 1 g/l D-Glucose, 25 mM HEPES

DNA-GroBenstandards (100 bp und 1 kb)
ExcelGel SDS Buffer Strips

fotales Kalberserum (FCS)

FuGene 6

G418

GelBond PAGfilm

F-12 Nutrient Mixture (Ham)
Lipofectamin 2000

Nicht-essentielle Aminosduren (NEAA)
dNTPs

Penicillin/Streptomycin
Phosphat-gepufferte Saline, PBS

PBS ohne Ca*" /Mg*"
Protein-GroBenstandard (7-175 kDa)
RNA-GroBenstandard

Rotiphorese Gel 30

RPMI

SOC-Medium

Trypsin/EDTA

UptiLight HRP ECL-Substrat

2.1.1.3 Kits

EndoFree Plasmid Maxi Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
Site-Directed Mutagenesis Kit
Omniscript Reverse Transcription Kit
QIAquick PCR-Purification Kit
QuantiTect™ SYBR Green Kit
Plasmid Mini Kit

RNeasy® Mini Kits

Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
GE Healthcare, Uppsala/SE
Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Calbiochem, Darmstadt

GE Healthcare, Uppsala/SE
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

KMF, Lohmar

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
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2.1.2 Puffer und Medien

2.1.2.1 Molekularbiologische Puffer und Medien

TAE-Puffer

10x DNA-Probenpuffer

Ethidiumbromid-Farbelésung

FA-Gelpuffer

5X RNA-Probenpuffer

40 mM
0,11 % (v/v)
1 mM

0,05 % (W/v)
1 % (W/v)
30 % (w/v)

2,5 ng/ml

20 mM
5SmM

I mM

0,74 % (v/v)

0,2 % (v/v)

4 mM
9,5 % (v/v)
20 % (v/v)
30 % (v/v)
40 % (v/v)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Essigsdure konz.

EDTA

in H,O gelost

Bromphenolblau
Natriumdodecylsulfat
Glycerol

in TAE-Puffer gelost

Ethidiumbromid
in H,O gelost

MOPS

Natriumacetat

EDTA

Formaldehyd

pH 7,0, gelost in RNase freiem H,O

Bromphenolblau, gesattigt
EDTA

Formaldehyd

Glycerol

Formamid

10x FA-Gelpufter

gelost in H,O
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2.1.2.2 Zellbiologische Puffer und Medien

Kulturmedium H9c2-hIR 500 ml
100 U/ml
100 pg/ml

1x

10 % (v/v)
0,6 mg/ml

134 mM
5,4 mM
1,8 mM
0,8 mM
20 mM

0,2 %

Transportpuffer

2.1.2.3 Proteinanalytische Puffer

TBS 10 mM

0,1M

TBS-T 0,25 % (V/v)

PBS 138 mM
2,7 mM
8 mM

1,5 mM

DMEM m. 1 g/l D-Glucose, 25 mM HEPES
Penicillin

Streptomycin

nicht-essentielle Aminosduren NEAA

FCS (inaktiviert)

G418

NaCl

KCl

CaCl, - 2 H,O
MgSO, - 7 H,O
HEPES

BSA

gelost in H20

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
NaCl
gelost in H,O, pH 7,4

Tween 20
gelost in TBS, pH 7,4

NaCl

KCl

Na,HPO, - 2 H,O
KH,POg4

gelost in H,O, pH 7,4
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50 mM

0,5 % (v/v)
2 mM

150 mM

2 % (v/v)

I mM

I mM

I mM

Lysepuffer Triton

6x Laemmli 0,375 M
12 % (w/v)
47,5 % (v/v)
15 % (v/v)

0,3 % (W/v)

300 mM
20 %

Anodenpuffer |

25 mM
20 %

Anodenpuffer 11

40 mM
0,01 %
20 %

Kathodenpuffer

Blockier-Lésung 5% (W/v)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

MgCl,-6H,0

NaCl

Complete Proteasen-Inhibitor-Cocktail
Naz;VOq4

NaF

DTT

gelost in H,O

Tris-HCIL, pH 6.8

Na-Dodecylsulfat

Glycerin

Mercaptoethanol (od. 0,6 M Dithiothreitol)

Bromphenolblau

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Methanol

geldst in H,O
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Methanol

gelost in H,O

Aminohexansdure
Natriumdodecylsulfat
Methanol

geldst in H,O

Magermilchpulver od. BSA
gelost in TBS-T, pH 7,4
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2.1.3 Enzyme

Restriktionsendonukleasen
BstXI (CCANNNNN | NTGG)
EcoRI (G | AATTC)

HindIII (A | AGCTT)

Ncol (C | CATGG)

Nhel (G | CTAGC)

NotI (GC | GGCCGC)

Pacl (TTAAT | TAA)

Sall (G | TCGAC)

Smal (CCC | GGG)

Xhol (C | TCGAG)

Polymerasen
PfuTurbo Hotstart DNA Polymerase
HotStarTag DNA Polymerase

Weitere molekularbiologische Enzyme

Alkalische Phosphatase, Shrimp
Antarctic Phosphatase

Benzonase Nuclease

Omniscript Reverse Transcriptase
T4 DNA Ligase

T4 Polynucleotide Kinase

2.1.4 Antikorper

Primdre Antikérper

Akt (Kaninchen)

phospho-Akt (Ser473, Kaninchen)
Biotin (Kaninchen)

GLUT4 (C-20, Ziege)

c-Myc (9E10, Maus)

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Stratagene, Heidelberg
QIAGEN, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Novagen, Darmstadt

QIAGEN, Hilden

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Acris, Hiddenhausen
Santa Cruz, Santa Cruz/USA
Calbiochem, Darmstadt
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HA Affinity Matrix
Murine CD36 (Maus)
Rabl1 (Maus)
Rab11-FIP2 (Kaninchen)
Rip11 (Kaninchen)
a-Tubulin (Maus)

Sekunddre Antikérper
Kaninchen IgG-HRP (Ziege)
Maus IgG-HRP (Ziege)
Maus Ig, ['%

Ziege IgG-HRP (Esel)

I]-markiert

2.1.5 Zellen

Prokaryotische Zellstamme

E.coli Top10
XL1-Blue

Eukaryotische Zelllinie

Roche Diagnostics, Mannheim
Cascade Biosciences, Winchester/USA
BD Biosciences, Heidelberg

Dr. Rytis Prekeris, Univ. of Colorado/USA
Dr. Rytis Prekeris, Univ. of Colorado/USA
Calbiochem, Darmstadt

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
GE Healthcare, Miinchen

Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Stratagene, La Jolla/USA

H9c2-hIR Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie basierend auf H9c2-Zellen, in

deren Genom cDNA fiir den humanen Insulinrezeptor stabil integriert

wurde (Uhlig et al., 2005)

2.1.6 Gerate

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

Elektroporator Gene Pulser II, BioRad

Filmremover LKB, Amersham Biosciences, Freiburg
Geldokumentationssystem, LTF, Wasserburg
Horizontal-Elektrophoresekammer Agagel Midi, Biometra, Gottingen

Horizontal-Elektrophoresekammer Multiphor II, Amersham Biosciences, Freiburg
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Kippschiittler Duomax 1000, Heidolph, Schwabach

Lumi-Imager, Roche Diagnostics, Mannheim

PCR-System Trio-ThermoblockTM, Biometra, Gottingen
Realtime-PCR-System ABI PRISM® 7700 Thermocycler
Schiittelinkubator KS-15, Biihler, Tiibingen

Spektrophotometer DU 650 / DU 7400, Beckman, Miinchen
Uberkopfschiittler Reax 2, Heidolph, Schwabach
Universal-Gamma-Zahler 1282 Compugamma CS LKB, Wallac, Turku (FIN)
Wirmeschrank, Heraeus, Hanau

Zentrifuge RC 5B plus (Rotor: GSA / SS34), DuPont, Bad Homburg v.d.H.
Zentrifuge RotantaR (Rotor: 5094), Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge Universal 30 RF (Rotor: 1412), Hettich, Tuttlingen
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, ,,polymerase chain reaction) ist ein Verfahren fiir die
Amplifikation von DNA-Abschnitten. Dabei gliedert sich ein Zyklus in drei Schritte; zuerst
erfolgt die Denaturierung des DNA-Doppelstranges, an die so hergestellten Einzelstringe
konnen sich zwei synthetische Oligonukleotide (Primer) anlagern, welche komplementir zu
den 3’-Enden der Zielregion der DNA-Einzelstringe sind. Die Hybridisierungstemperatur
liegt in etwa 2°C unter der Schmelztemperatur (Ty,) der Primer, die anhand folgender Formel

berechnet werden kann:

Tm=(4 [G+C]+2-[A+T])°C

Hierbei geben A, T, G und C die Anzahl der jeweiligen im Primer enthaltenen Basen an. Um
eine unterschiedliche Effizienz der Hybridisierung zu vermeiden, sollten beide Primer eine
anndhernd gleiche Schmelztemperatur besitzen. Nach der Hybridisierung erfolgt die
Komplementérstrangsynthese durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Der typische
Reaktionsansatz einer PCR in einem Volumen von 50 pl ist in Tabelle 2.1 und der

schematische Ablauf in Tabelle 2.2 dargestellt.

Komponente Eingesetzte Menge oder Endkonzentration
10x Reaktionspuffer 1x

MgCla 0,5-5mM

dNTP-Mix jew.0,2 mM

Primer vorwarts 10 pmol

Primer riickwarts 10 pmol
Tag-DNA-Polymerase 05-25U

Template-DNA 1-500 ng

Tab. 2.1 : Typischer Reaktionsansatz einer Polymerasekettenreaktion. U: Einheiten. (Variiert nach Gangolf
Schrimpf, Gentechnische Methoden, 2002).
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Schritt Bezeichnung Temperatur (°C)  Zeit (min)
1 initiale Denaturierung 95 3-5
2 Denaturierung 95 05-1
3 Primer-Hybridisierung Tm-5 05-1 25 - 35 Zyklen
4 Polymerisation 72 0,5-2prokb
5 abschlieBende Polymerisation 72 5-10

Tab. 2.2 : Schematischer Ablauf einer Polymerasekettenreaktion. T : berechnete Schmelztemperatur
(Variiert nach Gangolf Schrimpf, Gentechnische Methoden, 2002).

2.2.2 Gerichtete-Mutagenese-PCR

Um in einer Plasmid-DNA ein bestimmtes DNA-Segment um eine oder mehrere Basen zu
verandern, bedient man sich der in vitro Mutagenese-PCR. Dabei enthélt ein synthetisches,
zur Matrizen-DNA komplementires Oligonukleotidpaar die gewiinschte Mutation. Diese
Mutagenese-Primer dienen nun in einer PCR-Reaktion als Primerpaar zur Neusynthese der
zirkuldren Plasmid-DNA und generieren dadurch Kopien der Ausgangs-DNA, die die
gewliinschte Mutation enthalten. Die Endonuklease Dpnl schneidet spezifisch methylierte und
hemimethylierte DNA und wird dazu benutzt, die Ausgangs-DNA zu zerstoren und somit nur
die neu synthetisierte, mutierte Plasmid-DNA zu hinterlassen. Die meisten E. coli Stimme
methylieren die von ihnen amplifizierte Plasmid-DNA, wodurch die Matrizen-DNA
tiblicherweise durch Dpnl-Restriktion abgebaut werden kann. Dazu wird den Mutagenese-
PCR-Ansdtzen 10 U Dpnl zugegeben und ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wird zur Amplifikation der neu synthetisierten Plasmid-DNA 1 ul des Dpnl-

Restriktionsansatzes in XL1-Blue Zellen transformiert (2.1.5).

Komponente Eingesetzte Menge oder Endkonzentration
10x Reaktionspuffer 1x

dNTP-Mix jew.0,2 mM

Mutagenese Primer vorwarts 10 pmol

Mutagenese Primer riickwarts 10 pmol
PfuTurbo-DNA-Polymerase 751U

Template-DNA 5-50ng

Tab. 2.3 : Typischer Reaktionsansatz einer Mutagenese-PCR. U: Einheiten.
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Schritt Bezeichnung Temperatur (°C)  Zeit (min)
1 initiale Denaturierung 95 0,5
2 Denaturierung 95 0,5
3 Primer-Hybridisierung 55 1 25 - 35 Zyklen
4 Polymerisation 68 1 pro kb

Tab. 2.4 : Schematischer Ablauf einer Mutagenese-PCR. kb:Kilobasen.

2.2.3 Ligation von PCR-Fragmenten mit linearisierten Vektoren

Die Ligation ist die Verkniipfung eines DNA-Fragmentes mit einer linearisierten Plasmid-
DNA. Das verwendete Enzym ist die T4-DNA-Ligase (2.1.3), welches die Ausbildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen einer 5’-Phosphat- und einer 3’-OH-Gruppe katalysiert.

In einem 10 pl Ligationsansatz wurden 1 pl Ligasepuffer (10x), 1 pl T4-DNA-Ligase (400
U/ul), 50 ng linearisierte Plasmid-DNA und eine entsprechende Menge der einzufiigenden
cDNA gegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym
durch eine Inkubation von 20 Minuten bei 65°C hitzeinaktiviert. Zur Berechnung der

einzusetzenden Menge an cDNA in der Ligationsreaktion wurde folgende Formel verwendet:

cDNA[bp]

cDNA[ng] =
[ng] Vektor [bp]

-50 ng Vektor

Zur Amplifikation der ligierten Plasmid-DNA wurden 1-5 pl der Ligationsreaktion in E. coli
Top10 Zellen transfiziert (2.1.5).

2.2.4 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Das Einbringen von artfemder Plasmid-DNA in Bakterien wird Transformation genannt.
Diese Technik wird angewandt, um Plasmid-DNA beispielsweise nach einer

Ligationsreaktion zu amplifizieren und spéter aufzureinigen.
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Transformation in E.coli Top10

Zur Transformation wurde ein 50 pl Aliquot E.coli Top10 Zellen (2.1.5) auf Eis aufgetaut und
anschlieBend 1-5 pl der Ligationsreaktion zugegeben und gemischt. Der Ansatz wurde 30
Minuten auf Eis inkubiert, anschlieBend 30 Sekunden in ein Wasserbad mit 42°C gehalten
und dann kurz auf Eis platziert. Danach wurden 250 pl vorgewédrmtes SOC-Medium (2.1.1.2)
zugegeben und eine Stunde unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Nach der einstiindigen
Inkubation wurden 10 und 90 % des Transformationsansatzes auf LB-Agar-Platten mit dem
entsprechenden Selektionsmarker ausplattiert und zur Kolonienbildung 16 Stunden bei 37°C

inkubiert.

Transformation in E.coli XL7-Blue

Diese Zellen wurden verwendet, um Dpnl-behandelte Ansédtze der Mutagenese-PCR (2.2.2)
zu amplifizieren.

Zur Transformation wurde ein 50 pl Aliquot E.coli XL1-Blue Zellen (2.1.5) auf Eis aufgetaut
und anschlieBend 1 pl des Dpnl-Restriktionsansatzes zugegeben und gemischt. Der Ansatz
wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert, anschlieBend 45 Sekunden in ein Wasserbad mit 42°C
gehalten und dann zwei Minuten auf Eis platziert. Danach wurden 500 ul vorgewarmtes SOC-
Medium (2.1.1.2) zugegeben und eine Stunde unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Nach der
einstiindigen Inkubation wurden 10 und 90 % des Transformationsansatzes auf LB-Agar-
Platten mit dem entsprechenden Selektionsmarker ausplattiert und zur Kolonienbildung 16

Stunden bei 37°C inkubiert.

2.2.5 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Plasmid-Minipraparation

Um geringe Mengen an Plasmid-DNA zur Identifikation positiver Klone nach einer
Transformation aufzureinigen, wurden mehrere Kolonien einer LB-Agar-Platte gepickt und in
jeweils 5 ml LB-Medium (2.1.1.1) mit entsprechendem Selektionsmarker gegeben. Die
Ansdtze wurden 16 Stunden bei 37°C unter Schiitteln inkubiert und anschlieBend die
Zellmasse aus 2 ml Kultur durch fiinf Minuten Zentrifugation mit 16.000 x g gewonnen. Die
enthaltene Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kits (2.1.1.3) nach
Herstellerangeben aufgereinigt und in 50 pl destilliertem H,O aufgenommen. Die hieraus

gewonnene Plasmid-DNA wurde mittels Restriktionsanalyse (2.2.7) analysiert und bei
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Identifikation eines positiven Klones mit 10 pl der entsprechenden 5 ml Kultur grof3ere

Kulturmengen angimpft.

Plasmid-Maxiprdparation

Die Plasmid-Maxipréiparation dient zur Aufreinigung von Plasmid-DNA in Mengen von mehr
als 300 pg aus 100 - 200 ml Kulturansédtzen. Hierfiir wurde 100 bzw. 200 ml LB-Medium
(2.1.1.1) mit entsprechendem Selektionsmarker mit 10 pl einer 5 ml Vorkultur angeimpft und
16 Stunden bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellmasse 15
Minuten mit 6.000 x g bei 4°C abzentrifugiert und die Plasmid-DNA mit Hilfe des
EndoFree® Plasmid Maxi Kits (2.1.1.3) nach Herstellerangaben aufgereinigt und in 400 pl

endotoxinfreiem TE-Puffer resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

2.2.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Aufreinigung von PCR-Fragmenten

Fiir die Aufreinigung von PCR-Fragmenten oder DNA aus enzymatischen Reaktionsansétzen
wurde das QIAquick® PCR Purification Kit (2.1.1.3) verwendet. Die aufgereinigte DNA
wurde anschlieBend in einem addquaten Volumen H,O oder EB-Puffer eluiert und bei -20°C

gelagert.

Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung linearisierter Plasmid-DNA oder DNA-Fragmenten nach einer
restriktionsendonukleolytischen Spaltung (2.2.7), kann die DNA durch eine Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt (2.2.10) und aus dem Gel aufgereinigt werden. Dies geschah
mit Hilfe des QIAquick® Gel Extraction Kits (2.1.1.3). Die aufgereinigte DNA wurde
anschliefend in einem adidquaten Volumen H,O oder EB-Puffer eluiert und bei -20°C

gelagert.

2.2.7 Restriktionsanalyse

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die in Bakterien die Funktion haben, artfremde
DNA durch sequenzspezifische Spaltung zu zerstéren. Die eigene DNA wird aufgrund von

Methylierung der DNA am Cytosin (5-Methylcytosin) oder Adenin (N6-Amino-

52



2. Material und Methoden

Methyladenin) in der Erkennungssequenz nicht gespalten. Je nach Enzym kann die
Restriktionstelle innerhalb oder auBerhalb der Erkennungssequenz liegen und fiihrt zur

Bildung von 5’- oder 3’-iiberhdngenden oder glatten Enden der DNA.

Die Fahigkeiten von Restriktionsenzymen konnen in vitro dazu verwendet werden, an den
Enden von PCR-Fragmenten Bindestellen zu schaffen oder Plasmid-DNA zu 6ffnen. Zudem
werden die Enzyme zu Restriktionsanalysen verwendet, um Plasmide oder andere DNA zu
charakterisieren. Ein prinzipieller Reaktionsansatz ist in Tabelle 2.5 dargestellt. Die Ansétze
wurden eine Stunde bei der fiir die Restriktionsendonuklease optimalen Temperatur inkubiert
und anschliefend das Enzym durch Erhitzen auf 65°C 20 Minuten lang inaktiviert.
Anschliefend wurden die Restriktionsansidtze entweder im Agarosegel aufgetrennt (2.2.10),

fiir weitere Klonierungsarbeiten aufgereiningt (2.2.6) oder dephosphoryliert (2.2.8).

Komponente Eingesetzte Menge oder Endkonzentration
10x Reaktionspuffer 1x

DNA 0,1-1pg

BSA 10 pg/ul 0,1 pg/ul
Restriktionsendonuklease 2-10U

Tab. 2.5 : Prinzipieller Reaktionsansatz fir eine Restriktionsanalyse. BSA: bovines Serumalbumin, U:

Einheiten

2.2.8 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Dephosphorylierung der DNA nach einer endonukleolytischen Spaltung eines Plasmids
oder eines PCR-Produkts wurde die Antarctic Phosphatase von NEB (2.1.3) verwendet. Fiir
die Dephosphorylierungsreaktion wurde 10fach Antarctic Phosphatase Puffer zu einer
Endkonzentration von 1fach zu 1 ng der DNA gegeben. Anschlieend wurden 5 Einheiten der
Antarctic Phosphatase zugegeben und 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung des
Enzyms wurde der Ansatz anschliefend fiinf Minuten lang auf 65°C erhitzt. Danach wurde
die dephosphorylierte DNA entweder direkt in eine Ligationsreaktion (2.2.3) gegeben oder
bei -20°C eingelagert.
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2.2.9 Bestimmung von DNA- bzw. RNA-Konzentrationen

Durch die aromatischen Ringsysteme ihrer Basen besitzen Nukleinsduren ein
Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine dagegen durch die Ringsysteme der aromatischen
Aminosduren, beispielsweise von Tryptophan, ein Maximum bei 280 nm. Zur
Konzentrationsbestimmung von DNA-Ldsungen wurden Aliquote mit H,O verdiinnt und die
Absorption bei 260 und 280 nm im Vergleich zu einer Referenzprobe ohne DNA bestimmt.
Das Verhiéltnis der Absorption 260/280 nm ermdglicht eine Abschitzung der Reinheit der
Probe. Bei einer proteinfreien DNA-Probe sollte der Wert einen Betrag zwischen 1,8 und 1,9
ergeben. RNA-Proben wurden in 10 mM Tris-HCL, pH 7.5 verdiinnt und auf die gleiche
Weise vermessen, allerdings sollte hier das Verhiltnis der Absorption 260/280 nm bei 1,9 bis
2,1 liegen.

2.2.10 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Molekiile wandern aufgrund ihrer negativen Nettoladung im elektrischen Feld zur
Anode. Die Matrix von Agarosegelen erlaubt es, DNA-Molekiile unterschiedlicher Grof3e
voneinander zu trennen, wobei der Grad der Auftrennung von der verwendeten
Agarosekonzentration abhingt. Allgemein wandern dabei kleine DNA-Molekiile schneller

durch die Gel-Matrix als groBere.

Fiir 1-%ige Agarosegele wurden 1 g Agarose unter Erhitzen in 100 ml TAE-Puffer (2.1.2.1)
gelost, nach Abkiihlen auf ca. 60°C mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in eine
Gelkammer gegossen. Die DNA-Proben wurden 1:10 mit 10x DNA-Probenpuffer (2.1.2.1)
versetzt und in die Probentaschen des Agarosegels gegeben. Zur Ermittlung von
Fragmentgrolen wurden DNA-Grofenstandards mit DNA-Fragmenten bekannter Linge
aufgetragen. Der Gellauf erfolgte zundchst bei 100 V. Nach dem Einlaufen der Proben in das
Gel wurde die Spannung auf 120 V erhoht und die Elektrophorese entsprechend der
gewlinschten Auftrennung durchgefiihrt. Als Laufpuffer diente TAE-Puffer.
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2.2.11 Aufreinigung von RNA aus H9c2-hIR Zellen

Zur Aufreinigung von RNA aus H9c2-hIR Zellen wurden 7 Mio. Zellen mit 600 pul RLT-
Puffer lysiert und mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits (2.1.1.3) nach Herstellerangaben
aufgereiningt. Die Elution der RNA erfolgte mit 50 ul RNase-freiem H,O. Zur Bestimmung
der RNA-Konzentration und Reinheit, wurden die Eluate 1:20 und 1:50 mit 10 mM Tris-HCI,
pH 7.5, verdiinnt und die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen (2.2.9).

2.2.12 Formalaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese

Um die Integritit und die GroBenverteilung von isolierter Gesamt-RNA abschitzen zu
konnen, wird eine Probe mittels denaturierender Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Entsprechend der Spezies sollten in diesem Gel die Banden der ribosomalen RNAs als
distinkte Banden erscheinen. Dabei sollte zum Beispiel bei der Spezies Ratte die 28S rRNA
mit einer circa doppelt so starken Intensitét auftreten wie die Bande der 18S rRNA.

Zur Vorbereitung eines 1,2 %igen Formaldehyd-Agarose-Gels (FA-Gels) wurde 1,2 g
Agarose durch Erhitzen in 100 ml FA-Gelpuffer (2.1.2.1) gel6st. Nach Abkiihlen auf 65°C in
einem Wasserbad wurden 1,8 ml einer 37 %igen Formaldehydldsung und 1 pl einer 1 %igen
Ethidiumbromid-Ldsung zugeben, gemischt und in eine Gelkammer gegossen. Bevor der
Gellauf gestartet wurde, wurde das ausgehirtete Gel 30 Minuten in FA-Gelpuffer dquilibriert.
Die RNA-Proben wurden mit 5x RNA-Probenpuffer (2.1.2.1) versetzt, drei bis fiinf Minuten
auf 65°C erhitzt und anschlieend auf das FA-Gel aufgetragen. Die Auftrennung im FA-Gel
erfolgte in einem elektrischen Feld bei fiinf bis sieben Volt pro cm in 1x FA-Laufpuffer
(2.1.2.1).

2.2.13 Reverse Transkription von mRNA

Mithilfe der Reversen Transkription lésst sich isolierte mRNA in cDNA umschreiben um in
einem folgenden Schritt, beispielsweise mittels Real-Time-PCR, spezifisch amplifiziert zu
werden. Die Reverse Transkription wurde mit Hilfe des Omniscript Reverse Transcription
Kits (2.1.1.3) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Mit der dabei verwendeten Omniscript
Reversen Transkriptase kann cDNA aus RNA-Mengen zwischen 50 ng und 2 pg amplifiziert
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werden. Um aus der Gesamt-RNA selektiv alle mRNAs zu amplfizieren, wurde ein
Oligo(dT)-Primer verwendet, der am Poly(A)-Schwanz am 3’-Ende der mRNAs bindet.
Zur Bestimmung der Konzentration der transkribierten DNA wurden Proben 1:50 verdiinnt

und die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen (2.2.9).

Komponente Eingesetzte Menge oder Endkonzentration
10x Reaktionspuffer 1x

dNTP-Mix jew.0,5 mM
oligo(dT)-Primer 1 UM

RNase-Inhibitor 10U

Omniscript Reverse Transkriptase 4U

Template RNA variabel

RNase-freies Wasser ad 20 pl

Tab. 2.6 : Reaktionsansatz einer Reversen Transkription mit Omniscript. (Variiert nach QIAGEN,

Omniscript Reverse Transcription Handbook, 2004).

2.2.14 Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung der Ausgangsmenge
einer spezifischen mRNA-Sequenz. Dazu wird die wéhrend der Reversen Transkription in
RNA/DNA-Hybridstringe umgeschriecbene mRNA in einer PCR-Reaktion eingesetzt und die
Bildung neuer DNA-Stringe durch sequenzspezifische Fluoreszenzsonden oder DNA-

bindende Fluoreszenzfarbstoffe quantitativ erfasst.

Primer Design

Um spezifisch nur ¢cDNA von prozessierter mRNA und nicht genomische DNA zu
amplifizieren, werden Primer fiir die Real-Time-PCR so entworfen, dass die eine Halfte des
Primers an das 3’-Ende eines Exons und die andere Primer-Hilfte an das 5’-Ende des
angrenzenden Exons bindet. Der Primer kann so nicht an genomische DNA binden, da dort
zwischen beiden Exons noch ein Intron eingelagert ist. Um passende Primer-Sequenzen in der
Ziel-RNA zu finden, wurde die Software Primer Express 1.5 von ABI PRISM® verwendet.
Dabei wurde darauf geachtet, einen GC-Gehalt von 40-60 %, eine Primer-Lange von 20-30
bp, einen gleichen Schmelzpunkt Ty, und eine PCR-Produkt von ca. 100 bp Lange zu erhalten.
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Gen Primer Name Sequenz GC(%) Tm(°C) Lange(b)
Rabl1la vorwarts RS07 5'-AAAGGCACAGATATGGGACACA-3' 45 58 22
rickwarts RS08 5'-ACTGCTCCACGATAGTATGCAGAC-3' 50 58 24

PCR-Produkt: 75 bp Lange und Schmelztemperatur Tm von 81°C

Rab11b  vorwarts RS09 5'-ACCTATTCAAAGTGGTGCTTATTGG-3' 40 59 25
rickwarts RS10 5-TCTCTAGGTTGAACTCGTTTCTGGT-3' 44 59 25

PCR-Produkt: 90 bp Lange und Schmelztemperatur Tm von 79°C

Tab. 2.7 : Primer fiir Real-Time-PCR. Die Primer wurden mit Hilfe der Software Primer Express 1.5 von ABI
PRISM® entworfen. Um die Amplifikation genomischer DNA zu vermeiden, wurde dabei darauf geachtet,
dass mindestens ein Primer eines Paares auf zwei Exons der zu amplifizierenden mRNA liegt. b: Basen, T_:

berechnete Schmelztemperatur.

Real-Time-PCR mit DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffen

Zur Einlagerung in doppelstrangige DNA wihrend der Real-Time-PCR ist der hoch sensitive
Farbstoff SYBR Green I besonders geeignet. Ein Nachteil ist, dass SYBR Green I an alle
DNA-Doppelstringe bindet, also auch an Primer-Dimere oder nicht spezifische DNA-
Produkte.

Aus diesem Grund wurde dass QuantiTect'™ SYBR Green Kit von QIAGEN (2.1.1.3)
verwendet, dieses Kit enthélt eine fiir die Hot-Start-PCR optimierte Taq-DNA-Polymerase
(HotStarTaq DNA-Polymerase), die die Bildung von Primer-Dimeren und nicht spezifischen
PCR-Produkten minimiert und dadurch die Spezifitdt der Reaktion erhoht. Alle Real-Time-
PCRs wurden an einem ABI PRISM® 7700 Thermocycler durchgefiihrt.

Komponente Eingesetzte Menge oder Endkonzentration
2x SYBR Green PCR Master Mix 1X

Primer vorwarts 0,3 UM

Primer rickwarts 0,3 uM

RNase freies Wasser ad 20 pl

Tab. 2.8 : Einfacher Reaktionsansatz fiir die Real-Time-PCR. Um eine mdglichst geringe Abweichung in
den Reaktionsbedingungen zu erreichen, wurde fir alle Ansdtze eines Gens ein einzelner Mastermix
vorbereitet. FUr eine Messsituation wurden 60 pl des Mastermixes zu 15 pl einer cDNA-Verdiinnung gegeben

und davon dreimal 25 pl in die ReaktionsgefaRe fir die Real-Time-PCR aliquotiert.
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Schritt Bezeichnung Temperatur (°C) Zeit
1 initiale Denaturierung 95 15 min
2 Denaturierung 95 30 sek
3 Primer-Hybridisierung 55 30 sek 40 Zyklen
4 Polymerisation 72 45 sek
5 25 2 min
6 TempRamp 95 15 sek
7 50 20 sek
8 Denaturierung 95 15 sek
9 25 90 min

Tab. 2.9 : Schematischer Ablauf einer Real-Time-PCR mit TempRamp.

Reaktionsansédtze und Real-Time-PCR-Lauf

Die Ansidtze flir die Real-Time-PCR wurden nach Herstellerangaben vorbereitet. Als
Positivkontrolle wurde GAPDH amplifiziert und als Negativkontrolle fiir jedes Primerpaar ein
Ansatz ohne cDNA vorbereitet. Alle Ansdtze (mit und ohne c¢DNA) wurden in
Dreifachmessungen amplifiziert; um die optimale Menge an Ausgangsmaterial zu bestimmen,
wurden Ansdtze mit 1, 50 und 250 ng cDNA gemessen. Um eine moglichst geringe
Abweichung in den einzelnen Reaktionsansédtzen zu erhalten, wurde filir alle Ansdtze eines
Gens ein Mastermix vorbereitet. 60 pl des Mastermixes wurden zu 15 pl zu amplifizierender
cDNA einer Konzentration gegeben und davon dreimal 25 pl in die Reaktionsgefia3e fiir die

Real-Time-PCR aliquotiert.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von H9c2-hIR-Zellen

Die Ratten-Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2-hIR geht aus der Zelllinie H9¢c2 hervor, in deren
Genom die flir den human Insulinrezeptor kodierende cDNA integriert wurde, wodurch dieser
stabil liberexprimiert wird. H9c2 selbst ist ein Subklon der urspriinglichen Zelllinie BD1X aus
embryonischem Rattenherzgewebe.

Die Kultivierung zur Stammhaltung erfolgte in T175-Kulturflaschen in 30 ml H9c2-hIR-
Kulturmedium (2.1.2.2) bei 37°C und 5 % CO,. Zweimal pro Woche wurden die Zellen
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passagiert, dazu wurden sie mit 13 ml PBS (2.1.1.2) gewaschen und {iber drei Minuten mit 6
ml Trypsin/EDTA (2.1.1.2) vom Flaschenboden geldst. Die abgelosten Zellen wurden in 13
ml H9c2-hIR-Kulturmedium resuspendiert und anschlieBend fiinf Minuten mit 800 rpm
sedimentiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt worden war, wurde das Zellpellet in 5 ml
H9c2-hIR-Kulturmedium resuspendiert und ein kleines Aliquot davon zur Zellzahl-
bestimmung abgenommen (2.3.2). Je nach Dauer bis zur ndchsten Passagierung wurden
800.000 Zellen (bei vier Tagen) bzw. 1.200.000 Zellen (bei drei Tagen) in 30 ml H9¢c2-hIR-
Kulturmedium resuspendiert und bei 37°C und 5 % CO; kultiviert. Zusétzlich fand bei einer

Kultivierungsdauer von mehr als drei Tagen nach dem zweiten Tag ein Medienwechsel statt.

2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde von den Zellen in Suspension ein kleines Aliquot
abgenommen und davon 20 pl mit 20 pl Trypan-Blau-Losung (2.1.1.1) versetzt. Nach einer
kurzen Inkubation wurde gemischt, ca. 20 pl der Zellsuspension in Trypan-Blau auf eine
Neubauer-Zahlkammer aufgetragen und vier GroBBquadrate ausgezdhlt. Um die Zellzahl pro
Milliliter in Suspension zu erhalten, wurde die gezdhlte Zellzahl mal zwei multipliziert
(Verdiinnung in Trypan-Blau), durch vier geteilt (vier GroBquadrate gezihlt) und mal 10°
multipliziert (Volumen eines Grof3quadrates entspricht 0,1 pl).

2.3.3 Transfektion

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von artfremder DNA bzw. RNA in
eukaryontische Zellen. Ubliche Methoden sind die Calciumphosphat-Transfektion, die
Elektroporation und die Lipofektion. Bei der Lipofektion wird DNA bzw. RNA vor der
Transfektion durch die Zugabe eines Lipid-Gemisches in Micellen komplexiert und kann

damit leichter wahrend des Transfektionsvorgangs in die Wirtszelle eingeschleust werden.

2.3.3.1 Transfektion von Plasmid-DNA

Fiir die Transfektion von Plasmid-DNA mittels Lipofektion in H9c2-hIR Zellen wurde das

FuGene 6 Transfektions-Reagenz (2.1.1.2) verwendet. Transfiziert wurden Zellen, die zu 40
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bis 60 % konfluent den Boden des Kultivierungsgefifles bedeckten und iiber 24 h bei 37°C
und 5 % CO; kultiviert waren. Zur Kultivierung der zu transfizierenden H9c2-hIR-Zellen
wurden 6-Kavitdten-Platten mit 2 ml bzw. 12-Kavititen-Platten mit 1 ml H9c2-hIR-
Kulturmedium (2.1.2.2) pro Kavitit verwendet. FuGene 6 wurde im Verhéltnis 1:35 (v/v) mit
DMEM (2.1.1.2) vorverdiinnt und anschlieBend die Plasmid-DNA in einem Verhiltnis von
1:3 (w/v) zum vorverdiinnten FuGene 6 pipettiert und gemischt. Dabei wurde in einem 6-
Kavititen-Ansatz 1 pg Plasmid-DNA pro Kavitit verwendet, bei einem 12-Kavitdten-Ansatz
0,5 pg. Der Ansatz wurde 15 Minuten lang inkubiert und anschlieBend 110 bzw. 55 pl
tropfenweise zu den Zellen gegeben. Danach wurden die Zellen 16 Stunden bei 37°C und 5 %
CO; kultiviert und anschlieBend mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versorgt. 24

bis 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert bzw. weiter bearbeitet.

2.3.3.2 Transfektion von siRNA

Durch das Einbringen doppelstringiger RNA-Oligonukleotide sowohl in eukaryontische als
auch pflanzliche Zellen ldsst sich die Expression eines oder mehrer Proteine spezifisch
hemmen. Dabei wird die eingebrachte dsRNA in einem ersten Schritt durch sogenannte
Dicer-Enzyme in Oligonukleotide mit 19 bis 21 bp geschnitten um anschliefend an einen
Nukleasen-Komplex zu binden. In diesem Komplex wird die dsRNA in ssRNA entwunden
wodurch der gesamte Komplex iiber die ssSRNA spezifisch an eine komplementire mRNA-
Sequenz binden kann und diese ca. 12 Nukleotide abwirts des 3’-Endes der ssSRNA schneidet.
Der gesamte Prozess der posttranskriptionalen Genrepression wird RNA-Interferenz genannt,
die fiir eine mRNA-Sequenz spezifische inhibitorische RNA, welche in die Zelle eingebracht
wird, wird siRNA (small interfering RNA) genannt.
Doppelstrangige siRNA wurde mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamin 2000 (2.1.1.2) in
HO9c2-hIR-Zellen eingebracht. Transfiziert wurden Zellen, die zu 40 bis 60 % konfluent
gewachsen und tiber 24 h bei 37°C und 5 % CO; kultiviert waren. Zur Kultivierung der zu
transfizierenden H9c2-hIR-Zellen wurden 35.000 Zellen in 12-Kavititen-Platten mit 1 ml
H9c2-hIR-Kulturmedium (2.1.2.2) pro Kavitit ausgesit. Zur Transfektion wurde die siRNA
so in 125 pl DMEM (2.1.1.2) verdiinnt, dass sie spdter in einem Gesamtvolumen von 1 ml
eine Endkonzentration von 10 bis 50 nM hatte. Pro Ansatz wurden 2 pl Lipofectamin 2000 in
125 ul DMEM verdiinnt und 5 min inkubiert. Danach wurde der siRNA-Ansatz mit dem
Lipofectamin-Ansatz gemischt und 20 min inkubiert. Wihrenddessen wurde ein
Medienwechsel mit 750 pl Antibiotika-freiem HO9c2-hIR-Kulturmedium durchgefiihrt.
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AnschlieBend wurde auf jede zu transfizierende Kavitdt 250 pl des siRNA-Lipofectamin-
Komplexes gegeben und 16 h bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Anschlieend fand ein
Medienwechsel mit 1 ml Antibiotika-haltigem H9c2-hIR-Kulturmedium statt. 24 bis 72

Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert bzw. weiter bearbeitet.

2.3.4 Translokations-Messungen

2.3.4.1 GLUT4myc-Translokation

Um in der Kardiomyoblastenzelllinie H9c2-hIR die insulinstimulierte Translokation des
Glucosetransporters GLUT4 aus intrazelluldren Speicher-Kompartimenten hin zur
Plasmamembran untersuchen zu kénnen, wurde in dieser Zelllinie ein GLUT4 iiberexprimiert,
welches an der ersten extrazelluliren Schleife ein humanes myc-Epitop
(AEEQKLISEEDLLK) tragt. Durch dieses extrazellulire myc-Epitop kann das in der
Plasmamembran integrierte GLUT4myc detektiert werden.

Dazu wurden 35.000 Zellen pro Kavitét in einer 12-Kavititen-Platte ausgesidt und 24 h bei
37°C und 5 % CO; kultiviert. Um die versuchsimmanente Streuung auszugleichen, wurden
alle Situationen in Triplettansdtzen durchgefiihrt. Pro Kavitit wurden anschlieend 0,5 pg
pCMV-GLUT4myc bzw. pCMV} als Kontrollvektor transfiziert (2.3.3.1). Die Zellen wurden
nach der Transfektion noch weitere 48 h kultiviert und dann zweimal mit vorgewéarmten PBS
(2.1.1.2) gewaschen. Danach wurde FCS-freies DMEM mit 1 % BSA zugegeben und zwei
Stunden lang bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Nachdem die Zellen zweimal mit
Transportpuffer (2.1.2.2) gewaschen worden waren, wurde sie 30 min lang mit
Transportpuffer ohne bzw. mit 1 uM Insulin bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen zweimal mit jeweils 2 %igem Paraformaldehyd 15 min lang fixiert und
viermal mit PBS gewaschen. Zur Blockierung wurden die Zellen eine Stunde mit PBS mit 5
% Magermilchpulver inkubiert. Danach wurde 2 pg/ml anti-myc-Antikorper (2.1.4) in PBS
mit 5 % Magermilchpulver zugegeben und zwei Stunden unter Schiitteln inkubiert.

Um nicht gebundenen Primérantikorper zu entfernen, wurde viermal mit PBS mit 5 %

12510d-markierter anti-

Magermilchpulver gewaschen. Als Sekunddrantikdrper diente ein
Maus-Antikorper (2.1.4), welcher mit 0,1 pCi pro Kavitédt in PBS mit 5 % Magermilchpulver
eine Stunde auf den Zellen inkubiert wurde. Nicht gebundener Zweitantikorper wurde durch

intensives Waschen mit PBS mit 5 % Magermilchpulver, PBS und PBS mit 0,05 % Tween 20
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entfernt. Zur Zellsolubilisierung wurde 1 %iges Natriumdodecylsulfat zugeben und eine
weitere Stunde unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellsuspensionen in
Sarstedt-Réhrchen iiberfiihrt, die Kavititen mit PBS nachgespiilt und der Uberstand in die
gleichen Sarstedt-Rohrchen gegeben. Die Messung der Gammastrahlung erfolgte in einem

Gamma-Counter 1282 COMPUGAMMA CS (2.1.6).

2.3.4.2 FAT/CD36-Translokation

Die Messung der Translokation des Fettsduretransporters FAT/CD36 erfolgte nach
Modifikation des Protokolls zur GLUT4myc-Translokation. Durch die Verwendung eines
monoklonalen Antikorpers gegen murines CD36 (2.1.4) konnte allerdings an der
Plasmamembran lokalisiertes FAT/CD36 in seiner endogenen Konformation detektiert
werden, dennoch musste auch dieses zuvor {iberexprimiert werden. Dazu wurde nach
demselben Schema wie oben pcDNA-FAT/CD36 bzw. pcDNA3.1(+) als Kontrollvektor in
H9c2-hIR Zellen transfiziert und das Protein iiber 48 h exprimiert. Die Stimulation der
Translokation erfolgte mit D-Sorbitol, fixiert wurde mit 2 %igem Paraformaldehyd. In den
Losungen zum Blockieren, Waschen oder zur AntikOrperinkubation war anstelle von
Magermilchpulver 1 % bovines Serum-Albumin (BSA, 2.1.1.1) enthalten. Zur Bindung an
das membranstindige FAT/CD36 wurde der monoklonalen Antikdrper gegen CD36 mit 2
pug/ml in PBS mit 1 % BSA auf den fixierten und blockierten Zellen inkubiert. Die Inkubation
des Zweitantikorpers, das intensive Waschen, die Lyse und die Messung der Gamma-

Strahlung erfolgte wie im Protokoll der GLUT4myc-Translokation.

2.3.5 Rab11a-GTP-Beladung

Rabl1a steuert seine Aktivitdt liber die Bindung und Hydrolyse von GTP. Dabei ist der GTP-
gebundene Zustand der aktive, nach der Hydrolyse von GTP zu GDP wird Rab11a inaktiviert.
Das Protokoll der Rabl1a-GTP-Beladung ist eine Methode, um den Aktivtitszustand von
Rabl1a in der intakten Zelle messen zu konnen. Um zu diesem Zweck Rab11a nach der GTP-
Bindung aus dem Zelllysat zu isolieren, wurde ein Rabl1a {iberexprimiert, welches an seinem
N-terminalen Ende ein Himagglutinin-Epitop (HA, YPYDVPDYA) trégt.

In einem ersten Schritt wurde 24 h nach der Aussaat von 500.000 H9c2-hIR-Zellen pro 10cm-
Schale 6 ung pCMV-HA-Rabl1a pro Schale transfiziert (2.3.3.1). 48 h nach der Transfektion
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wurden die Zellen trypsinisiert und zweimal mit Mg*"/Ca**-freiem PBS (2.1.1.2) gewaschen.
Pro Messpunkt wurden anschlieBend ca. eine Millionen Zellen in 400 pl Mg**/Ca* -freiem
PBS in Anwesenheit von 45 uM GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazone (2.1.1.1) elektroporiert.
Die Elektroporation erfolgte mit zwei direkt aufeinander folgenden Impulsen bei 250 V mit
500 pF. Sofort nach der Elektroporation wurden die Zellen in H9c2-hIR-Kulturmedium
(2.1.2.2) resuspendiert und eine Stunde bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.

Nach der Stimulation der Zellen wurden diese noch vor Zugabe eines Lysepuffers (2.1.2.3) 45
sek lang mit 254 nm bestrahlt. An HA-Rablla angelagertes GTP-[y]-AA-Biotin-LC-
Hydrazone bildet dadurch iiber seine Azidoanilidgruppe eine kovalente Bindung aus,
wodurch HA-Rablla auch noch nach der Lyse und den folgenden Schritten seine GTP-
Bindung nicht verliert. Im Anschluss an die Lyse wurde HA-Rabl1a mittels eines 1:2 mit
Lysepuffer verdiinnten immobilisierten Anti-HA-Antikorpers (2.1.1.2) bei 4°C tiiber Nacht
prazipitiert und nach mehrmaligem Waschen der Antikdrper-beads mit 2x Laemmli-Puffer
(2.1.2.3) eluiert. Die Eluate wurden mittels SDS-PAGE (2.4.3) aufgetrennt und die GTP-
Beladung von HA-Rabl1a {iber einen Anti-Biotin-Antikorper (2.1.4) im Western Blot (2.4.4)
detektiert.

2.4 Proteinanalytische Methoden

2.4.1 Zelllyse

Zur Lyse wurden die Zellen zuerst zweimal mit kaltem PBS (2.1.2.3) gewaschen und
anschlieBend durch Zugabe eines detergenzhaltigen Lysepuffers (2.1.2.3) auf Eis flnf
Minuten lang solubilisiert. Zur vollstindigen Ablosung wurden die Zellen mithilfe eines
Zellschabers vom Gefia3boden entfernt und danach in 1,5ml-Reaktionsgefifle iiberfiihrt.
AnschlieBend wurden die Rohlysate 30 bis 60 Minuten bei 4°C iiberkopf rotiert. Zur
Abtrennung nicht geldster Zellfragmente wurde die Rohlysate anschlieBend 15 Minuten lang
mit 14.000 x g bei 4°C zentrifugiert und die Uberstinde abgenommen. Zur
Proteinbestimmung wurden von den Uberstéinden jeweils 20 ul abgenommen und der Rest bei

-20°C eingefroren.
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2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration nach dem Verfahren von Bradford
erfolgt durch Messung der Extinktion einer Proteinldsung im Vergleich zu einer Eichreihe mit
bovinem Serumalbumin (BSA) bekannter Konzentrationen. Diese gehorcht einer linearen
Funktion (im Absorptionsbereich von 0 bis 0,6 Absorptionseinheiten) mit folgender
Anndherungsformel:

c=(x-0,0126):0,0501 - VF

Dabei ist ¢ die Proteinkonzentration in pg/ml, x die Absorption bei 595 nm und VF der
Verdiinnungsfaktor.

Zur Bestimmung der Konzentration einer Proteinprobe wurden 80 pl einer Vorverdiinnung
hergestellt und davon 10, 20 und 40 pl zu 790, 780 bzw. 760 ul H,O gegeben, 200 pl
Bradford-Reagenz hinzugegeben und gemischt. Nach fiinf Minuten Inkubation wurde die
Absorption bei 595 nm im Vergleich zu der Eichreihe gemessen und die Proteinmenge

berechnet.

2.4.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelectrophorese (SDS-PAGE)

Durch die Wechselwirkung von Proteinen mit Natriumdodecylsulfat (SDS) entstehen negativ
geladene Komplexe, welche anhand ihrer unterschiedlichen Grof3e durch Elektrophorese in
einer Polyacrylamidmatrix aufgetrennt werden konnen. Pro mol SDS werden 2 mol
Aminosduren gebunden und erhalten dadurch eine negative Ladung, wodurch die
urspriingliche Ladung des Proteins vernachléssigbar wird. Die Menge an gebundenem SDS ist
daher proportional zur molaren Masse der Polypeptide. Die generelle negative Ladung der
SDS-Protein-Komplexe ldsst diese beim Einbringen in ein elektrisches Feld in die Richtung
der Anode wandern.

Die SDS-PAGE wurde in einer Horizontal-Elektrophoresekammer (2.1.6, Multiphor II) mit
0,5 mm dicken, auf Folie fixierten SDS-Gelen durchgefiihrt. Verwendet wurden dabei
entweder Gradientengele (7,5 bis 15 % SDS) oder homogene Gele (10 % SDS). Zwischen
Kathode bzw. Anode und dem SDS-Gel waren Pufferstreifen (2.1.2.2) mit entsprechendem
Ionengehalt aufgelegt. Um eine Erhitzung des Gels wéhrend des Laufs zu vermeiden, fand die

SDS-PAGE wassergekiihlt statt.
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Zur Probenvorbereitung wurden Aliquote definierter Proteinmenge aus Zelllysaten mit 6x
Laemmli-Probenpuffer (2.1.2.3) versetzt, mit H,O auf gleiche Volumina gebracht.
Anschliefend wurden die Proben zur Denaturierung fiinf Minuten lang bei 95°C erhitzt. Nach
der Denaturierung wurden die Ansidtze kurz abzentrifugiert und anschlieBend auf das Gel
aufgetragen. Zur Ermittlung von ProteingroBen wurden parallel GroBenstandards mit
Proteinen bekannter Grofle aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde bei 50 mA mit maximal 600 V und 30 W bis zur optimalen
Proteinauftrennung durchgefiihrt. Nach der Auftrennung der Proteine wurde diese durch

Western Blotting (2.4.4) weiter analysiert.

2.4.4 Western Blotting (Semi-Dry-Verfahren)

Beim Western Blotting werden Proteine, die in einem SDS-Gel aufgetrennt wurden, auf eine
Membran (z.B. PVDF [Polyvinylidendifluorid]) elektrophoretisch iibertragen, auf der sie
dann durch hydrophobe Wechselwirkungen gebunden werden. Zur Vorbehandlung wurde die
PVDF-Membran 30 Sekunden in Methanol dquilibriert und danach bis zur Verwendung in
Anodenpuffer II (2.1.2.3) geschiittelt. Das SDS-Gel wurde kurz mit Anodenpuffer II
inkubiert. Die Blot-Apparatur wurde nach dem in Abb. 2.1 dargestellten Schema angeordnet
und das Blotten 1,5 Stunden bei 150 mA und mit maximal 60 V und 30 W durchgefiihrt. Im
Anschluss wurde die Membran zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen eine Stunde

bei Raumtemperatur in Blockier-Losung (2.1.2.3) inkubiert.

Kathode

@ 9 Filterpapiere,

getrankt in Kathodenpuffer
SDS-Gel

PVDF-Membran

3 Filterpapiere, 6 Filterpapiere,

getrankt in Anodenpuffer Il getrankt in Anodenpuffer |

D

Anode

Abb. 2.1 : Schematische Darstellung des Western Blotting nach dem Semi-Dry-Verfahren. Die negativ

geladenen Proteine wandern aufgrund des elektrischen Feldes aus dem SDS-Gel auf die PVDF-Membran.
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2.4.5 Antikoérperhybridisierung und ECL-Detektion

Beim Hybridisierungsverfahren bindet im ersten Schritt ein flir eine bestimmte
Aminosduresequenz (Epitop) spezifischer Antikorper iiber Nacht bei 4°C an das auf die
PVDF-Membran iibertragene Protein. Nach intensivem Waschen mit TBS-T (2.1.2.3) erfolgt
im Anschluss eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur mit einem sekundéren
Antikorper, welcher spezifisch an den ersten Antikorper bindet. Dieser zweite Antikdrper
tragt neben der Erkennungssequenz kovalent gebunden Meerrettich-Peroxydase. Danach wird
wieder intensiv gewaschen. Wihrend und nach der anschlieBenden einminiitigen Inkubation
der Membran in einem ECL-Substrat (ECL: ,,enhanced chemoluminescence®, enthilt
Luminol, 2.1.1.2), ist die Meerrettich- Peroxydase in der Lage, dieses Substrat unter
Lichtemission zu oxidieren. Diese Emission ist mit dem Auge nicht sichtbar, kann jedoch mit
einem Lumineszenz-Messgerdt wie dem Lumi-Imager (2.1.6) detektiert und mithilfe der

Software Lumi-Analyst ausgewertet werden.
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3.Ergebnisse

3.1 Expressionsanalysen

3.1.1 Expressionsanalysen von Rab11a, Rab11-FIP2 und Rip11

Die intrazelluldre Lokalisation und die Bindungspartner von Rablla werden durch diverse
Rabl1-Effektorproteine gesteuert. Zwei der am besten charakterisierten sind Ripl1l und
Rab11-FIP2. Um die Expression von Rablla und dieser beiden Effektorproteine zu
untersuchen, wurden Lysate verschiedener Zelllinien und Gewebe aus der Spezies Ratte
hergestellt (2.4.1) und davon jeweils 10 ug Protein mittels SDS-PAGE (2.4.3) aufgetrennt.
Anschliefend wurde durch Western Blotting (2.4.4) und ECL-Detektion Rabl1a, Ripl1 und
Rab11-FIP2 detektiert (Abb. 3.1).

Wie deutlich zu sehen ist, ist Rablla in H9c2-hIR- und Ins-1-Zellen stark exprimiert.
Genauso stark ist es in Niere und Kleinhirn exprimiert. Auerdem wird es in allen weiteren
untersuchten Geweben, ndmlich Herzmuskel, Lunge, Leber und Mittelhirn ebenfalls
exprimiert. Rab11-FIP2 ist in H9c2-hIR-Zellen stark exprimiert, noch stdrker sogar in Ins-1-
Zellen. Detektiert werden kann es auBlerdem im Herzmuskel, der Niere, Lunge und dem

Kleinhirn.

&

& S ; &
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W@ O EN

Rab11a —> | - - - -

Rab11-FIP2 —> -. B -

Rip11 —>| - - _.!

Abb. 3.1 : Expression von Rab11a, Rip11 und Rab11-FIP2 in verschiedenen Zelllinien bzw. Geweben der
Spezies Ratte. SDS-PAGE mit Lysaten von 10 pg Gesamtprotein pro Spur. Detektion mittels spezifischer
Antikorper gegen Rab11a, Rab11-FIP2 bzw Rip11.
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In Leber und Mittelhirn ist es offensichtlich nicht exprimiert. Rip11 ist in H9¢2-hIR-Zellen,
dem Klein- und Mittelhirn stark exprimiert. AuBerdem wird es im Herzmuskel exprimiert. In

Ins-1-Zellen, Niere, Lunge und Leber ist es dagegen nicht zu detektieren.

3.1.2 Expressionsvergleich von Rab11a und Rab11b in H9c2-hIR

Wenn in einer der zahlreichen Veroffentlichungen von Rabl1 gesprochen wird, ist in den
meisten Fillen die Isoform Rablla gemeint. Wenig untersucht ist dagegen die Isoform
Rabl1b, obwohl die Aminosidurensequenz beider Proteine zu 90 % identisch ist. AuBlerdem
gibt es keinen kommerziellen Antikorper, der spezifisch nur die Isoform Rab11b bindet. Da
die meisten Versuche dieser Arbeit in der kardialen Myoblastenzelllinie H9c2-hIR
durchgefiihrt wurden, war es von Interesse beurteilen zu konnen, ob neben Rablla auch
Rabl1b exprimiert wird, beziehungsweise in welchem Verhiltnis beide Proteine exprimiert
werden. Dies ist vor allem fiir Versuche von Interesse, in denen durch siRNA-vermittelte
Genrepression (2.3.3.2) Rabl1a ausgeschalten wird und Rab11b potentiell kompensatorisch
dem Verlust der Funktion von Rab11a gegensteuern konnte.

Um die Expression beider Isoformen in H9¢2-hIR quantitativ zu bestimmen, wurde die Real-
Time-PCR verwendet (2.1.1.4). Dazu wurden in einem ersten Schritt die Gesamt-RNA aus ca.

sieben Millionen Zellen isoliert (2.2.11).

(Basen)

6.000 —

4000 —
3.000 —

2000 —

1.500 —
1.000 —

1 2
. <— 28SrRNA

TN «— 18SIRNA

500 —

200 —

Abb. 3.2 : Gesamt-RNA aus H9c2-hIR-Zellen. Auftrennung der isolierten Gesamt-RNA aus H9c2-hIR-Zellen
in einem 1,2 %igem Formaldehyd-Agarose-Gel. Parallel zu einem RNA-Gré3enstandard (M) wurden 1 pg der
zwei RNA-Aufreinigungen vom 09.06.05 (1) und 12.07.06 (2) aufgetragen. Die 18S rRNA hat in Eukaryonten
eine GroRe von ca. 1,8 kb und die 28S rRNA eine Grof3e von ca. 4,8 kb.
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Zur Uberpriifung der RNA-Qualitit wurden 1 pg mittels Formalaldehyd-Agarose-
Gelelektrophorese (2.2.12) aufgetrennt und die Banden der 18S und 28S rRNA detektiert
(Abb 3.2). Mittels der Omniscript Reversen Transcriptase und oligo-dT-Primern wurden 2 pg
der Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben (2.2.13). Mit 1, 50 und 250 ng der neu
synthetisierten cDNA wurden Real-Time-PCR-Analysen zur Bestimmung der mRNA-
Kopienzahl von Rabl1a und Rab11b durchgefiihrt (Abb 3.4).

Zur relativen Quantifizierung der mRNA-Kopien von Rablla und Rabllb werden die
mittleren Zy-Werte (Zm: Zyklenzahl in der Mitte des linearen Amplifikationsbereiches)
beider mRNAs in Abhingigkeit der eingesetzten cDNA miteinander verglichen (Abb 3.3).
Dazu werden die Zy-Werte in Abhdngigkeit der logarithmierten cDNA-Mengen graphisch
aufgetragen und fiir jede mRNA eine lineare Regression erstellt. In beiden Féllen ergab sich
eine Gerade mit einer Steigung von 3,6 + 0,1. Dies zeigt, dass beide Amplifikationen mit den
getesteten Mengen von cDNA die gleiche Effizienz besitzen und damit direkt miteinander
vergleichbar sind. Unabhingig der cDNA-Menge ergibt sich fiir die Real-Time-PCR-Laufe,
dass Rabl1a einen gegeniiber Rabl1b um 1,5 + 0,2 erh6hten Zy-Wert besitzt. Das bedeutet
also, dass Rablla erst 1,5 + 0,2 Real-Time-PCR-Zyklen spéter die gleiche mRNA-
Kopienzahl besitzt wie Rab11b und daher die Kopienzahl der Rabl1b-mRNA um den Faktor
3,0 £ 0,4 gegeniiber der Rab1l1a-mRNA in H9¢2-hIR-Zellen erhoht ist.

25 5

Zy-Werte in Abh. der cDNA-Menge : EZE: :;
1ng 50ng 250ng 30 A
Rab11la | 329 281 26,5 21,8 241 19,7
Rab11b | 30,6 27,2 | 244 21,3 221 18,5_ E 5 d
it ! 20 -
Lineare Regression:
Rab1la: y=-3,6(x£0,1)x+30,4(x£0,2) 15 T T T 1
0 1 2 3

Rab11b: y=-3,6(£0,1)x+289(+0,1)
log cDNA (ng)

Abb. 3.3 : Auswertung der Z,-Werte aus zwei Laufen. Die Z,-Werte der Real-Time-PCR von Rab11a und
Rab11b wurden in Abhangigkeit der eingesetzten cDNA-Menge aufgetragen und eine lineare Regression

erstellt. Jeder einzelne Z -Wert stellt den Mittelwert einer Triplett-Messung dar.
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Abb. 3.4 : Amplifikation der mRNA von Rab11a und Rab11b durch Real-Time-PCR. Ausgenommen der
Negativ-Kontrolle (NTC) wurde jeweils 1 ng der aus Gesamt-RNA neu synthetisierten cDNA aus H9c2-hIR-
Zellen eingesetzt. Mittels Exon-Exon-Uberspannenden Primern wurden spezifisch die mRNAs von Rab11a
und Rab11b amplifiziert, als endogene Positivkontrolle diente die Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase
(GAPDH). Als Vergleichsgrofle wurde die Zyklenzahl Z_ bestimmt, die in der Mitte des linearen
Amplifikationsbereiches liegt. Rn: normalisiertes Reportersignal. Darstellung eines reprasentativen Real-
Time-PCR-Laufs.
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3.2 Insulinabhdngige Aktivierung von Rab11a

Es konnte gezeigt werden, dass Rablla nach der Stimulation mit Insulin in GLUT4-
enthaltenden Vesikeln akkumuliert und mit dem GLUT4 zur Plasmamembran verschoben
wird (Kessler et al., 2000). Auflerdem konnte gezeigt werden, dass Rabl1a in diesem Prozess
der Translokation eine regulatorische Funktion einnimmt (Uhlig et al., 2005). Um zu kliren,
ob Rablla dabei von Insulin aktiviert, also GTP-beladen wird, sollte Rabl1la in H9¢c2-hIR-

Zellen tiberexprimiert und in vivo die GTP-Beladung durch Insulin gemessen werden.

3.2.1 Klonierung pCMV-HA-Rab11a

Mit dem Ziel, Rab11a in H9c2-hIR-Zellen zu {liberexprimieren und nach einer Stimulation aus
dem Lysat zu immunoprizipitieren, wurde ein Uberexpressionsplasmid kloniert, welches
strangaufwérts der cDNA fiir Rabl1a eine fiir Himagglutinin kodierende Sequenz tragt. Als
Ausgangsmaterial diente ein modifizierter pCMV-Vektor, der von Dr. M. Stosik zur
Verfligung gestellt wurde (Abb. 3.5).

EcoRI (1)
Enhancer

TATA

Transcription Start
/7—— 19s intron

— 4 _mod. 16s Intron
&t ~ Stul (769)
HA
Sall (Bog)
pCMV HA hIRS1
7416 bp
PMB1—_2~
\ R_:::‘ Bglll (2359)
DOM1-Bereich
SV40 pA—-—-—//
Notl [4545]/ / ' hIRS-1
Stul (4270)
Stul (3745)

Abb. 3.5 : Vektorkarte pCMV-HA-hIRS1. Durch die strangaufwarts der hIRS1-cDNA insertierte HA-Box wird
nach der Transfektion in eine eukaryontischen Zelllinie ein Protein exprimiert, welches am N-Terminus einen
Hamagglutinin (HA) Rest tragt. Mit einem Antikorper gegen dieses HA-Epitop kann das Protein nach der Lyse

immunoprazipitiert werden.
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A B
(Basen)
M (Basen)
o = sme
6.000 — e |
4000 — - 000 —
S— 808 — <— Rab11a
2.000 — 0
—~— 400 —
1.500 — 300 —
200 —
1.000 — e
500 —
C
/ Sall-Erkennungssequenz
PCR Primer Rab11 Sall for: 5'- AAC GTC GAC ATG GGC ACC CGC GACGAC-3
PCR Primer Rab11 Notl rev: 5'- AAC GCG GCC GCT TAG ATGTTCTGA CAG CAC-3'

Notl-Erkennungssequenz

Abb. 3.6 : Aufreinigung Vektor pCMV-HA und PCR-Produkt Rab11a. (A) Nach der restriktionsendo-
nukleolytischen Spaltung mit Bgdl, Sal und Nod wurde der Ansatz mit 3,5 uyg pCMV-HA-hIRS1 in einem 1,5
%igen Agarose-Gel aufgetrennt und die Bande mit dem Vektor-Riickgrat (3.680 bp) aufgereinigt. M: DNA-
Grof3enstandard, 1: mit Mot linearisierter pCMV-HA-hIRS1, 2-4: mit Bgll, Sad und Notl geschnittener pCMV-
HA-hIRS1. (B) PCR-Produkt Rab11a aus pCMV-Rab11a. Das PCR-Produkt hat eine Ldnge von 660 bp,
Auftrennung in einem 1,5 %igen Agarose-Gel. (C) PCR-Primer fiir Rab11a. Um das PCR-Produkt gerichtet in
den linearisierten pCMV-HA-Vektor zu ligieren, tragen die PCR-Primer Giberhdngende Erkennungssequenzen
fur Sal bzw. Nod.

Um in einem ersten Schritt die fiir hIRS1-kodierende cDNA zu entfernen, wurde mittels der
Restriktionsendonukleasen BglIl und Sall der 3,5 pug des Vektors gedftnet (2.2.7) und nach
der Aufreinigung (2.2.6) ein weiteres mal mit Notl geschnitten. Nach diesen
endonukleolytischen Spaltungen des Vektors miissen Fragmente der GroB3en 1.550, 2.186 und
3.680 bp entstanden sein, dabei stellt das Fragment der Grofe von 3.680 bp das Riickgrat des
Vektors dar, welches fiir die Klonierung des HA-Rab1 1a-Konstruktes benotigt wird. Nach der
Auftrennung der Fragmente im Agarosegel (2.2.10) wurden die Bande mit der Grofle von
3.680 bp daher ausgeschnitten und aufgereinigt (2.2.6, Abb. 3.6, A).

Die fiir Rablla der Spezies Ratte kodierende cDNA stammte aus dem Plasmid pCMV-
Rablla von Dr. M. Uhlig. Um die cDNA gerichtet in den mit Sall- und Notl-Enden
linearisierten Vektor pPCMV-HA zu ligieren, wurden zur Amplifikation der Rablla-cDNA

mittels PCR (2.2.1) iiberhdngende Primer verwendet, welche die Erkennungssequenzen fiir
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die entsprechenden Restriktasen tragen (Abb 3.6, B-C). Nach der restriktionsendo-
nukleolytischen Spaltung des PCR-Produktes und der anschlieBenden Aufreinigung, konnte
das erhaltene Fragment gerichtet in den linearisierten pCMV-HA-Vektor ligiert werden
(2.2.3).

Direkt im Anschluss an die Ligation wurden E. coli Topl0-Zellen mit 1 pl des
Ligationsansatzes transformiert (2.2.4). Nach dem Picken mehrer Klone und DNA-
Minipréparationen (2.2.5) wurden positive Klone iiber Restriktionsanalysen mit Xbal
identifiziert. Mit einem der positiven Klone wurden dann DNA-Maxiprdparationen
durchgefiihrt (2.2.5). Um sicherzustellen, dass das Expressionsprodukt im eukaryontischen
Zellsystem ausschlieBlich das HA-gekoppelte Rabl1a ist und nicht zusétzlich ungekoppeltes
Enzym exprimiert wird, wurde das Startcodon ATG (Met) der cDNA von Rabl1a im Plasmid
pCMV-HA-Rabl 1a durch Mutagenese-PCR (2.2.2) in CTG (Leu) umgeschrieben.

A / Enhancer B
TATA
% // Transcription Start (Basen)
H — xvaleesd
<"~ 19s intron
225" Sall (8g) 4000 —
AP = /\HA 3.000 — <—3.282bp
pCMV-HA-Rab11a ——Rab11a 1500 —
4338 bp
~— Xballiz) 1.000 —
~ U | «— 655bp
NG \\,\u'omwm 500 —
S oo 00 — | <— 401bp
‘ Xhbal (1680)
&
PMB1

Abb. 3.7 : Vektorkarte pCMV-HA-Rab11a und Restriktionsanalyse. (A) Die cDNA fiir Rab11a wurde tber
Sal und Not in den pCMV-HA-Vektor ligiert. (B) Die Restriktion mit Xbal ergibt drei Fragmente mit den
Ladngen 401, 655 und 3.282 bp. Auftrennung in einem 1,5 %igem Agarose-Gel. bp: Basenpaare.

3.2.2 Expression von HA-Rab11a in H9c2-hIR-Zellen und Immunoprazipitation

Das Plasmid pCMV-HA-Rabl1la wurde mittels FuGene6-Transfektion in H9c2-hIR-Zellen
transfiziert (2.3.3.1). Als Kontrollvektor diente das kommerziell erhéltliche Ausgangsplasmid
pCMVB. Die Zellen wurden nach der Transfektion 24 - 72 h kultiviert und anschlieend
lysiert (2.4.1). 10 pg der Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.4.3) und {iber
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Western-Blot-Analyse (2.4.4) mit einem spezifischen Antikorper gegen Rablla detektiert
(2.4.5). Die maximale Uberexpression von HA-gekoppeltem Rablla im Vergleich zum
endogenen Rablla wurde nach 48 h mit einem Faktor von 16,7 + 0,7 erreicht (Abb. 3.8).
Trotz des Basenaustausches im Startcodon von Rablla wurde neben dem HA-gekoppeltem
Rabl1a auch ungekoppeltes Protein um den Faktor 4,6 = 0,9 gegeniiber der untransfizierten

Kontrolle iiberexprimiert.

207 [ Rabl1a
- [ HA-Rablla o

—_— S
g 16
HA-Rab11a E
anti-Rab11 -( @
Rabl1a D2
untransfiziert + - - s T
pCMVB -+ - & 7
pCMV-HA-Rab11la - - + 2 s
a 47
& i #
0l 1 1]

untransfiziert pCMVB  pCMV-HA-Rab11a

Abb. 3.8 : Uberexpression HA-Rab11a in H9c2-hIR-Zellen. pCMV-HA-Rab11a wurde mittels FuGene6 in
H9c2-hIR-Zellen transfiziert und Uber 48 h exprimiert. Als Kontrolle diente die Transfektion mit pCMVR.
Auftrennung der Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mittels spezifischer Antikorper.
Darstellung eines reprasentativen Blots (# P > 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 SEM im Vergleich zur
untransfizierten Kontrolle, n=4).

Mittels eines immobilisierten anti-HA-Antikorpers konnte das HA-Rablla aus dem Lysat
immunopréazipitiert werden (2.3.5). Dabei wurde das HA-gekoppelte Rabl1a vollstindig aus
dem Lysat entfernt (Abb. 3.9).

antiRabll | s D e

anti-HA r—
untransfiziert + : 2
pCMV-HA-Rab11a - (e 75
Lysat vor IP + & -
Lysat nach IP - - 4

Abb. 3.9 : Immunoprazipitation HA-Rab11a. Das Uberexprimierte, HA-gekoppelte Rab11a wurde mittels
eines immobolisierten anti-HA-Antikorpers vollsténdig aus dem Lysat immunoprazipitiert. Auftrennung der
Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mittels spezifischer Antikérper. Darstellung eines
reprasentativen Blots.
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3.2.3 Elektroporation von H9¢c2-hIR-Zellen

Mit dem Ziel, eine Aktivierung, das heiit eine GTP-Beladung von HA-Rab11a in der intakten
Zelle zu beobachten, musste ein GTP-Analogon in H9¢2-hIR-Zellen eingebracht werden. Das
verwendete Analogon war das GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon (Abb. 3.10, A). Zum einen
tragt es eine photoaktive Azidoanilid-Gruppe am y-Phosphat, welche durch UV-Bestrahlung
mit 254 nm eine kovalente Bindung zu einem angelagerten Protein bildet, zum anderen kann
es durch seinen Biotin-Rest mittels Western-Blot-Analyse und einem anti-Biotin-Antikdrper

spezifisch detektiert und quantifiziert werden.
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Il Il Il NH
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- . . .
Anzahl Impulse: 0 1 2 3

Abb. 3.10 : Elektroporation von H9c2-hIR-Zellen. (A) Das GTP-Analogon GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon
tragt zur kovalenten Bindung eine photoaktive Gruppe am y-Phosphat und einen Biotin-Rest zur Detektion.
(B) Die Zellen wurden in Anwesenheit von 10 ug/ml Propidiumiodid elektroporiert. Um die optimalen
Elektroporationsbedingungen zu bestimmen, wurden die Spannung und die Zahl der Impulse bei konstanter

Kapazitat variiert und die Inkorporation von Propidiumiodid mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert.
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Um das GTP-Analogon in die Zellen zu transportieren, mussten diese elektroporiert werden.
Die optimalen Bedingungen fiir die Elektroporation am Gene Pulser II wurden iiber die
Inkorporation von Propidiumiodid mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt (Abb 3.10).
Variiert wurden dabei die Spannung und die Anzahl der Impulse bei konstanter Kapazitéit von
500 pF. Als optimale Elektroporationsbedingungen fiir H9c2-hIR-Zellen wurden 250 V mit

500 pF und zwei Impulsen bestimmt.

Fiir die Stimulation mit Insulin werden H9c2-hIR-Zellen iiblicherweise ein bis zwei Stunden
vor der Stimulation mit FCS-freiem Medium gehungert. Um die Zeit zwischen
Elektroporation und Stimulation moglichst gering zu halten, musste entschieden werden, die
Zellen direkt nach der Elektroporation in Komplettmedium zu resuspendieren und nur kurz
FCS-frei zu setzen oder die Zellen direkt in FCS-freiem Medium zu resuspendieren.

Es zeigte sich allerdings, dass die Zellen nach der Elektroporation in Kulturmedium
resuspendiert werden miissen, da ansonsten nur ca. 10 % der Zellen nach einer Stunde wieder
adhérent wurden (Abb. 3.11, A). Ausserdem konnte gezeigt werden, dass eine anschlieBende
Hungerphase von nur 15 Minuten ausreicht, um eine hochsignifikante insulinstimulierte

Aktivierung der Akt in H9¢c2-hIR-Zellen zu erreichen (Abb. 3.11, B).
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Abb. 3.11 : Adharenz und Akt-Aktivierung nach der Elektroporation. (A) Nach der Elektroporation wurden
die Zellen in Kulturmedium bzw. FCS-freiem DMEM resuspendiert und die Adharenz 1 h spater bestimmt. (B)
Zur Bestimmung der Akt-Aktivierung wurden die Zellen nach der Elektroporation 1 h in Kulturmedium bzw.
DMEM resuspendiert, 15 Minuten in DMEM gehungert und anschlieend finf Minuten lang mit 1 pM Insulin
stimuliert.  Auftrennung der Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mittels spezifischer
Antikorper (# P > 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 SEM im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle, n=3).
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Hierfiir wurden die Zellen nach 15miniitiger Inkubation mit DMEM fiinf Minuten lang mit 1
uM Insulin stimuliert und anschlieBend lysiert (2.4.1). 10 pg der Lysate wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt (2.4.3) und liber Western-Blot-Analyse (2.4.4) mit einem spezifischen
Antikorper gegen phospho-Akt (Sers73) detektiert (2.1.4).

3.2.4 Insulinkinetik der Rab11a-Aktivierung

Zur Bestimmung einer zeitabhdngigen GTP-Beladung von Rabl1la wurden H9c2-hIR-Zellen
24 h nach Aussaat mit pCMV-HA-Rablla transfiziert (2.3.3.1) und 48 h nach der
Transfektion in Anwesenheit von 45 uM GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon elektroporiert
(3.2.3). Nach der Rekultivierungs- und Hungerphase wurden die Zellen mit 1 uM Insulin
stimuliert und nach diskreten Zeitpunkten die Stimulation terminiert. Dazu wurden die Zellen
mit kaltem PBS gewaschen, gebundenes GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon durch UV-
Bestrahlung (254 nm) fixiert und die Zellen durch Zugabe von Lysepuffer lysiert (2.4.1).

Die Lysate wurden auf gleiche Proteinmenge in 1 ml Lysepuffer eingestellt und das HA-
Rablla immunoprézipitiert (2.3.5). AnschlieBend wurden die Lysate zusammen mit den
Immunoprizipitaten mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.4.3). Durch Western-Blot-Analyse
(2.4.4) mit anschlieBender ECL-Detektion (2.4.5) wurden iiber spezifische Antikorper Rabl1a
und das Biotin des GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon nachgewiesen (Abb. 3.12). Zur
Quantifizierung wurde das Biotin-Signal auf die Menge an immunoprézipitierten HA-Rabl1a

normiert.

Dabei zeigte sich, dass die maximale GTP-Beladung von HA-Rabl1la um den Faktor 2,3 (+
0,3) gegeniiber dem Basalwert erhoht ist (P < 0,05, n = 5). Dieses Maximum wird nach circa
vier Minuten erreicht und geht in den folgenden Minuten wieder auf den Basalwert zuriick.
Dabei folgt der Zeitverlauf der GTP-Bindung von HA-Rabl11a der insulinstimulierten Sers7s-
Phosphorylierung der Akt mit einer Verzogerung von circa 1,5 Minuten. Im Gegensatz zur
HA-Rabl1la-Aktivierung bleibt die Aktivierung der Akt in Anwesenheit von Insulin
allerdings konstant maximal. Dies zeigt deutlich, dass Rabl1la nach der Aktivierung durch
einen circa vierminiitigen Insulinstimulus unabhingig der Prdsenz von Insulin und der

Aktivierung der Akt wieder inaktiviert wird.
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Abb. 3.12 : Insulinkinetik der GTP-Beladung von HA-Rab11a. Nach der Elektroporation in Anwesenheit
von GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon und der darauf folgenden Rekultivierungs- und Hungerphase wurden
die HA-Rab11a transient Uberexprimierenden H9c2-hIR-Zellen mit Insulin stimuliert und zu verschiedenen
Zeitpunkten mit UV-Licht bestrahlt und lysiert. Die Lysate wurden aufgearbeitet und HA-Rabl1a
immunoprazipitiert. Auftrennung der Lysate und Immunoprazipitate durch SDS-PAGE und Western-Blot-
Analyse mittels spezifischer Antikdrper. Darstellung eines reprasentativen Blots (* P < 0,05 SEM im Vergleich

zut=0min,n=25).
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3.2.5 Hemmung der PI3-Kinase und Rab11a-Aktivierung

Um zu tiiberpriifen, ob das Signal zur insulinabhidngigen Aktivierung von Rablla iiber den
PI3-Kinase-Signalweg vermittelt wird, wurden die in Anwesenheit von GTP-[y]-AA-Biotin-
LC-Hydrazon elektroporierten H9c2-hIR-Zellen fiinf Minuten vor dem Insulinstimulus mit 20
uM LY294002 inkubiert. Dieser PI3-Kinasen-Inhibitor verhindert die insulinabhingige
Phosphorylierung der PI3-Kinase und terminiert dadurch die Weiterleitung des Insulinsignals.
Diese Inhibition wurde iiber die insulinabhéngige Sers73-Phosphorylierung der Akt tliberpriift
(Abb. 3.13).
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Abb. 3.13 : Hemmung der PI3-Kinase und GTP-Beladung von HA-Rab11a. Nach der Elektroporation in
Anwesenheit von GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon und der darauf folgenden Rekultivierungs- und
Hungerphase wurden die HA-Rab11a transient Uberexprimierenden H9c2-hIR-Zellen zuerst mit 20 uM
LY294002 inkubiert und anschlieBend mit Insulin stimuliert. Nach vier Minuten wurden die Zellen mit UV-
Licht bestrahlt und lysiert. Die Lysate wurden aufgearbeitet und HA-Rab1la immunoprazipitiert.
Auftrennung der Lysate und Immunoprazipitate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mittels
spezifischer Antikorper. Darstellung eines reprasentativen Blots ( ** P < 0,01, # P > 0,05 SEM im Vergleich zum

entsprechenden Basalwert, n = 3).
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Da das Maximum der GTP-Beladung von HA-Rablla nach vier Minuten erreicht wird,
wurde diese Zeit als Standard-Inkubationszeit fiir die insulinabhdngige GTP-Beladung von
HA-Rablla verwendet.Nach diesem vierminiitigen Insulinstimulus wurden die Zellen mit
kaltem PBS gewaschen, gebundenes GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon durch UV-
Bestrahlung fixiert und die Zellen durch Zugabe von Lysepuffer lysiert (2.4.1). Nach der Lyse
wurde das HA-Rablla immunoprazipitiert (2.3.5) und die Lysate als auch die
Immunoprizipitate mittels SDS-PAGE (2.4.3) aufgetrennt. Durch Western-Blot-Analyse
(2.4.4) mit anschlieBender ECL-Detektion (2.4.5) wurden iiber spezifische Antikorper pAkt
(Sers73), Rablla und das Biotin des GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon nachgewiesen.
Wiéhrend die Stimulation mit Insulin zu einer 2,8 (+ 0.4) -fachen GTP-Beladung von HA-
Rabl1la in der Kontrollsituation fiihrt, wird durch Hemmung der PI3-Kinase mit LY294002
die Aktivierung von HA-Rab11a komplett verhindert (Abb. 3.13, n = 3).

3.2.6 Genrepression von Akt und Rab11a-Aktivierung

Um den Signalweg der insulininduzierten GTP-Beladung von HA-Rablla genauer zu
spezifizieren, wurde Akt mittels siRNA-vermittelter Genrepression ausgeschaltet. Dazu
wurden H9c2-hIR-Zellen sechs Stunden nach Aussaat mit nicht kodierender siRNA (n.c.
siRNA, UUCUCCGAACGUGUCACGUdtdt) und Akt siRNA (UGCCCUUCUACAACCA-
GGAdTdT) transfiziert (2.3.3.2) und 72 Stunden nach Aussaat lysiert (2.4.1). 10 pg der
Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.4.3). Durch Western-Blot-Analyse (2.4.4)
mit anschlieBender ECL-Detektion (2.4.5) wurden iiber spezifische Antikdrper Akt und pAkt
(Sers73) nachgewiesen (Abb. 3.14, A). Durch diesen Ansatz konnte die Expression der Akt in
H9c2-hIR-Zellen auf 9,3 (+ 1,5) % verringert werden (Abb. 3.14, B). Diese Effizienz der
Genrepression von Akt verringert das Signal der insulinstimulierten Akt-Phosphorylierung
auf 25,9 (£ 6,0) % (Abb. 3.14, C, n = 2). Im néchsten Schritt wurde diese Genrepression von
Akt auf die Versuche zur GTP-Beladung von HA-Rab11a {ibertragen. Dazu wurde neben der
Transfektion der siRNA 24 Stunden nach der Aussaat pCMV-HA-Rablla in die Zellen
transfiziert (2.3.3.1). 48 Stunden nach der Plasmid-Transfektion wurden die Zellen in
Anwesenheit von 45 uM GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon elektroporiert (3.2.3). Nach der
Rekultivierungs- und Hungerphase wurden die Zellen mit 1 pM Insulin stimuliert und nach
vier Minuten die Stimulation terminiert. Dazu wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen,

gebundenes GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon durch UV-Bestrahlung (254 nm) fixiert und
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Abb. 3.14 : Genrepression von Akt und Einfluss auf das Insulinsignal. H9c2-hIR-Zellen wurden sechs
Stunden nach Aussaat mit nicht kodierender siRNA (n.c. siRNA) bzw. Akt siRNA transfiziert und 72 Stunden
nach Aussaat mit Insulin stimuliert. Auftrennung der Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse

mittels spezifischer Antikorper. Darstellung eines reprasentativen Blots (** P < 0,01 SEM, n = 3).

die Zellen durch Zugabe von Lysepuffer lysiert (2.4.1). Nach der Lyse wurde das HA-Rabl1a
immunoprézipitiert (2.3.5) und die Lysate als auch die Immunoprézipitate mittels SDS-PAGE
(2.4.3) aufgetrennt. Durch Western-Blot-Analyse (2.4.4) mit anschlieBender ECL-Detektion
(2.4.5) wurden iiber spezifische Antikorper Akt, pAkt (Sers73), Rablla und das Biotin des
GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon nachgewiesen. In der Kontrollsituation mit n.c. siRNA
fiihrt die Stimulation mit Insulin zu einer GTP-Beladung von HA-Rab11a um den Faktor 2,2
(+ 0,4), durch die Genrepression der Akt wird das insulinabhéngige Signal zur Aktivierung
von HA-Rab11a komplett unterdriickt (Abb. 3.15, n = 3).
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Abb. 3.15 : Genrepression von Akt und GTP-Beladung von HA-Rabl1a. Transient HA-Rabl1la
Uberexprimierende H9c2-hIR-Zellen, in denen die Akt mittels siRNA-vermittelter Genrepression
ausgeschalten worden war, wurden in Anwesenheit von GTP-[y]-AA-Biotin-LC-Hydrazon elektroporiert. Nach
der darauf folgenden Rekultivierungs- und Hungerphase wurden die Zellen mit Insulin stimuliert und nach
vier Minuten mit UV-Licht bestrahlt und lysiert. Die Lysate wurden aufgearbeitet und HA-Rabl1la
immunoprazipitiert. Auftrennung der Lysate und Immunoprazipitate durch SDS-PAGE und Western-Blot-
Analyse mittels spezifischer Antikorper (** P < 0,01, # P > 0,05 SEM im Vergleich zum entsprechenden

Basalwert, n = 3).

3.3 Die Regulation der GLUT4- und FAT/CD36-Translokation durch

Rab11a und seine Effektoren

3.3.1 Transiente Genrepression von Rab11a, Rip11 und Rab11-FIP2

Um die Funktion von Rabl1a in Translokationsprozessen von GLUT4-enthaltenden Vesikeln
und FAT/CD36-enthaltenden Vesikeln genauer zu spezifizieren, wurde die GTPase mittels
siRNA-induzierter Genrepression in H9c2-hIR-Zellen ausgeschaltet. Da die Funktion als auch
die intrazelluldre Lokalisation von Rablla durch Rablla-Effektorproteine gesteuert ist,
sollten auch die Rabl1a-Effektoren Rip11 und Rab11-FIP2 im gleichen Zellsystem reprimiert
werden. Hierfiir wurden doppelstrangige siRNA-Oligonukleotide kodierend gegen Rablla
(UGUCAGACAGACGUGAAAAJATAT), Ripll (GCGGACUGGAGAGGCUCAAGAJTAT)
und Rabl11-FIP2 (GUCUAGCACUGUAGGCCCAATAT) der Spezies Ratte in H9c2-hIR-

Zellen transfiziert (2.3.3.2).
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Abb. 3.16 : Genrepression von Rab11a, Rip11 und Rab11-FIP2 in H9c2-hIR-Zellen nach 48 Stunden.
H9c2-hIR-Zellen wurden 24 Stunden nach Aussaat mit nicht kodierender siRNA (n.c. siRNA, 50 nM), Rab11a
siRNA, Rip11 siRNA und Rab11-FIP2 siRNA unterschiedlicher Konzentrationen transfiziert und 48 Stunden
spater lysiert. Auftrennung der Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mittels spezifischer
Antikorper. Darstellung eines reprasentativen Western Blots.

48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert (2.4.1) und die Lysate mittels
SDS-PAGE (2.4.3) aufgetrennt. Durch Western-Blot-Analyse (2.4.4) mit anschlieender
ECL-Detektion (2.4.5) wurden tiiber spezifische Antikorper Rabl1la, Ripl1 und Rabl11-FIP2
nachgewiesen und die Genrepression quantifiziert (Abb. 3.16). Mit diesem Ansatz lieB3 sich
die Expressionsrate von Rabl1la unabhéngig der Konzentration der eingesetzten siRNA auf
19,0 (= 2,0) Prozent und die von Ripll auf 7,7 (£ 2,5) Prozent reduzieren. Die
Expressionsrate von Rab11-FIP2 lieB sich lediglich auf 42,7 (+ 3,5) Prozent reduzieren.

3.3.2 Uberexpression von GLUT4myc und FAT/CD36

Um in H9c2-hIR-Zellen die Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran messen zu
koénnen, muss ein myc-gekoppeltes GLUT4 iiberexprimiert werden. Ist das GLUT4myc in die
Plasmamebran integriert, liegt dieses myc-Epitop extrazelluldr und kann durch einen anti-
myc-Antikérper zur Detektion gebunden werden. Im Falle des FAT/CD36 ist keine
Koppelung ndtig, da membranstindiges FAT/CD36 auch in seiner endogenen Form von
einem entsprechenden Antikorper gebunden werden kann. Dennoch muss auch dieses Protein
iiberexprimiert werden. Um sicherzugehen, dass die Uberexpression von GLUT4myc bzw.
FAT/CD36 und die Genrepression von Rablla, Ripll bzw. Rabl1-FIP2 sich nicht
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gegenseitig beeinflussen, wurden Kotransfektionen durchgefiihrt. Dafiir wurden sechs
Stunden nach Aussaat H9c2-hIR-Zellen mit siRNA gegen Rablla, Ripl1 bzw. Rab11-FIP2
(2.3.3.2) und 24 Stunden nach Aussaat mit pCMV-GLUT4myc bzw. pcDNA3-FAT/CD36
(2.3.3.1) transfiziert. 48 Stunden spiter wurden die Zellen lysiert (2.4.1) und die Lysate
mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.4.3).
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Abb. 3.17 : Einfluss der Uberexpression von GLUT4myc auf die Genrepression von Rab11a, Rip11 und
FIP2. H9¢c2-hIR-Zellen wurden sechs Stunden nach Aussaat mit nicht kodierender siRNA, Rab11a siRNA, Rip11
siRNA und FIP2 siRNA und 24 Stunden nach Aussaat mit pCMV-GLUT4myc transfiziert und 48 Stunden spater
lysiert. Auftrennung der Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mittels spezifischer Antikorper.

Darstellung eines reprasentativen Blots (*** P < 0,001, ** P < 0,01, * P < 0,05 SEM gegeniiber der jeweiligen
Kontrolle, n = 3).
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Abb. 3.18 : Einfluss der Genrepression von Rab11a, Rip11 und FIP2 auf die Uberexpression von
GLUT4myc. H9c2-hIR-Zellen wurden sechs Stunden nach Aussaat mit nicht kodierender siRNA, Rab11a
siRNA, Rip11 siRNA und FIP2 siRNA und 24 Stunden nach Aussaat mit pCMV-GLUT4myc transfiziert und 48
Stunden spater lysiert. Auftrennung der Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mittels
spezifischer Antikorper (# P > 0,05 SEM gegentliber der Kontrolle, n = 3).

Durch Western-Blot-Analyse (2.4.4) mit anschlieBender ECL-Detektion (2.4.5) wurden iiber
spezifische Antikorper Rablla, Ripl1, Rab11-FIP2, GLUT4 und FAT/CD36 nachgewiesen.
Unabhingig davon, ob GLUT4myc iiberexprimiert wird oder nicht, kann durch die Rablla
siRNA die Expression von Rablla signifikant auf 24,0 (= 4,0) % bzw. 21,0 (= 3,8) %
verringert werden (P < 0,01 SEM, n =3, Abb. 3.17).

Auch die Genrepression von Ripl1 ist unbeeinflusst von der GLUT4myc-Uberexpression.
Die Expression von Rip11 wird auf 5 (+ 1,0) % bzw. 4 (= 1,0) % verringert (P < 0,001 bzw. P
< 0,01 SEM, n = 3). Eine leichte Verstirkung der Genrepression im Ansatz mit der
GLUT4myc-Uberexpression sieht man bei Rabl11-FIP2. In dieser Situation wird die
Expression von Rab11-FIP2 auf 31,4 (+ 11,0) % verringert, im Ansatz ohne GLUT4myc auf
38,5 (£ 10,0) % (P < 0,05 SEM, n = 3). Dieser Unterschied ist allerdings nicht signifikant (P >
0,05 SEM, n = 3).

Durch die Genrepression von Rablla und Ripll wird die GLUT4myc-Uberexpression im
Vergleich zum Kontrollansatz mit nicht-kodierender siRNA von 100,0 (£ 15,0) % auf 87,5 (+
2,5) % bzw. 83,5 (= 2,5) % verringert (Abb. 3.18). Diese Verringerung der GLUT4myc-
Expression ist nicht signifikant (P > 0,05 SEM, n = 3). Die Genrepression von Rab11-FIP2

hat keinen Einfluss auf die Uberexpression von GLUT4myc.
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Abb. 3.19 : Einfluss der Uberexpression von FAT/CD36 auf die Genrepression von Rab11a, Rip11 und
FIP2. H9c2-hIR-Zellen wurden sechs Stunden nach Aussaat mit nicht kodierender siRNA, Rab11a siRNA, Rip11
siRNA und FIP2 siRNA und 24 Stunden nach Aussaat mit pcDNA3-FAT/CD36 transfiziert und 48 Stunden
spater lysiert. Auftrennung der Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mittels spezifischer
Antikorper. Darstellung eines reprdsentativen Blots (*** P < 0,001, ** P < 0,01, * P < 0,05 SEM gegenuber der
jeweiligen Kontrolle, n = 3).

Die Transfektion mit pcDNA-FAT/CD36 ca. 20 Stunden nach Transfektion der siRNA wirkt
sich nicht auf die Genrepression von Rabl1a, Rip11 und Rab11-FIP2 aus (P > 0,05 SEM, n =
3, Abb. 3.19). Die Expression von Rablla kann durch siRNA-Transfektion unabhingig
davon, ob sie einzeln oder in Kombination mit der pcDNA-FAT/CD36-Transfektion
stattfindet, auf 19,0 (£ 4,6) bzw. 12,9 (= 4,6) % verringert werden (P < 0,001 SEM, n = 3).
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Die Expression von Ripl1 wird durch die entsprechende siRNA auf 24,0 (+ 8,7) bzw. 20,2 (+
8,0) % verringert (P < 0,01 bzw. P < 0,001 SEM, n = 3). Die gegen Rab11-FIP2 gerichtete
siRNA verringert dessen Expression auf 49,0 (= 7,0) bzw. 44,0 (= 7,0) % (P < 0,05 bzw. P <
0,01 SEM, n=3).

Wie man in Abbildung 3.20 sieht, wird durch die Genrepression von Rablla, Ripll und
Rab11-FIP2 die Expression von FAT/CD36 beeinflusst. Dabei steigt die Expression von
FAT/CD36 durch die Genrepression von Rablla um 24,4 (= 11,6) %, erreicht allerdings
keine Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle mit nicht kodierender siRNA (P > 0,05 SEM, n
= 3). Signifikant um 29,2 (+ 4,4) % erniedrigt wird allerdings die Expression von FAT/CD36
durch die Genrepression von Ripl1 (P < 0,05 SEM, n = 3).

Die Genrepression von Rabl1-FIP2 beeinflusst die Expression von FAT/CD36 kaum, hier
steigt dessen Expression um 11,5 (= 4,5) %, erreicht aber keine Signifikanz im Vergleich zur

Kontrollsituation (P > 0,05 SEM, n = 3).
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Abb. 3.20 : Einfluss der Genrepression von Rab11a, Rip11 und FIP2 auf die Uberexpression von
FAT/CD36. H9c2-hIR-Zellen wurden sechs Stunden nach Aussaat mit nicht kodierender siRNA, Rab11a siRNA,
Rip11 siRNA und FIP2 siRNA und 24 Stunden nach Aussaat mit pcDNA3-FAT/CD36 transfiziert und 48
Stunden spater lysiert. Auftrennung der Lysate durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mittels
spezifischer Antikorper (* P < 0,05, # P > 0,05 SEM gegentiber der Kontrolle, n = 3).
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3.3.3 GLUT4myc-Translokation nach Genrepression

H9c2-hIR-Zellen wurden sechs Stunden nach Aussaat mit siRNA gegen Rabl1a, Ripl1 bzw.
Rabl11-FIP2 (2.3.3.2) und 24 Stunden nach Aussaat mit pCMV-GLUT4myc (2.3.3.1)
transfiziert. Zur Messung und spéteren Subtraktion des unspezifischen Hintergrundes wurde
in Kontrollansitzen der Leervektor pCM V] transfiziert.

48 Stunden nach der Plasmid-Transfektion wurde die insulinabhidngige Translokation von
GLUT4myc zur Plasmamembran unter dem Einfluss der Genrepression von Rabl1a, Ripl1
bzw. Rab11-FIP2 gemessen (2.3.4.1). Die Transfektion mit nicht kodierender siRNA (n.c.
siRNA) stellt die Kontrollsituation dar, hier steigert Insulin die Translokation von
GLUT4myc zur Plasmamembran um den Faktor 1,54 (+ 0,06) (Abb. 3.21).

Im Ansatz mit gegen Rablla gerichteter siRNA wird bereits die basale Prdsenz von
GLUT4myc an der Plasmamembran um den Faktor 1,59 (£ 0,10) hoch signifikant gesteigert
(P <0,001 SEM, n = 3).
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Abb. 3.21 : Translokation von GLUT4myc unter Einfluss der Genrepression von Rab11a, Rip11 und
Rab11-FIP2. H9c2-hIR-Zellen wurden sechs Stunden nach Aussaat mit nicht kodierender siRNA, Rab11a
siRNA, Rip11 siRNA und FIP2 siRNA und 24 Stunden nach Aussaat mit pCMV-GLUT4myc transfiziert. 48
Stunden spater wurde die basale bzw. insulinstimulierte GLUT4myc-Translokation gemessen (*** P < 0,001, #

P > 0,05 SEM im Vergleich zur entsprechenden Kontrollsituation, n = 3).
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Die Stimulation mit Insulin fiihrt in dieser Situation zu einer Steigerung um den Faktor 2,41
(£ 0,11). Diese Steigerung ist ebenfalls hoch signifikant im Vergleich zur Kontrollsituation
mit Insulinstimulus (P < 0,001 SEM, n = 3).

Die Genrepression von Ripll fiihrt zu einer leichten Steigerung des membranstindigen
GLUT4myc um den Faktor 1,24 (£ 0,04) im basalen bzw. um den Faktor 1,79 (£ 0,12) im
insulinstimulierten Zustand, es wird allerdings im Vergleich zur jeweiligen Kontrollsituation
keine Signifikanz erreicht (P > 0,05 SEM, n = 3). Durch die Genrepression von Rab11-FIP2
wird bereits die basale GLUT4myc-Translokation um den Faktor 2,36 (+ 0,06) gesteigert. Der
Insulinstimulus fiihrt in dieser Situation zu einer Steigerung der Translokation um den Faktor
3,21 (= 0,12); sowohl die basale als auch die insulinstimulierte GLUT4myc-Translokation
sind unter Genrepression von Rab11-FIP2 im Vergleich zur jeweiligen Kontrollsituation hoch
signifikant erhoht (P < 0,001 SEM, n = 3).

Unter dem Einfluss der Genrepression von Rablla und Rabl1-FIP2 dndert sich auch die
absolute Menge an GLUT4myc, welches durch den Insulinstimulus an die Plasmamembran
verschoben wird (Abb. 3.22). Wihrend das Inkrement in der Kontrollsituation mit nicht
kodierender siRNA 0,54 (= 0,1) betrdgt, ist es im Ansatz mit gegen Rablla kodierender
siRNA signifikant auf 0,82 (+ 0,2) erhoht (P < 0,05, n = 3).
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Abb. 3.22 : Inkrement des membranstdandigen GLUT4myc. Veranderung der absoluten GLUT4myc-Menge
an der Plasmamembran von H9¢2-hIR-Zellen nach einem Insulinstimulus in Abhangigkeit der Genrepression
(*P <0,05,#P>0,05 SEM im Vergleich zur Kontrollsituation, n = 3).
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Abb. 3.23 : Relative Steigerung der GLUT4myc-Translokation durch Insulin. Verdnderung der GLUT4myc-
Translokation durch Insulin in Abhdngigkeit der Genrepression im Verhdltnis zum jeweiligen Basalwert (# P >

0,05 SEM im Vergleich zur Kontrollsituation, n = 3).

Das Inkrement im Ansatz mit FIP2 siRNA betriagt 0,84 (= 0,17) und ist im Vergleich zur
Kontrollsituation ebenfalls signifikant erhoht (P < 0,05, n = 3). Durch die Genrepression mit
Rip11 siRNA betrdgt das Inkrement nur 0,49 (£ 0,15) und ist damit tendenziell erniedrigt,
erreicht aber keine Signifikanz im Vergleich zur Kontrollsituation (P > 0,05, n = 3).

Im Gegensatz zur absoluten Menge an transloziertem GLUT4myc bleibt der Faktor, um den
Insulin die Translokation steigert, unverdndert (Abb. 3.23). In der Kontrollsituation steigert
Insulin die GLUT4myc-Translokation um den Faktor 1,54 (+ 0,14), unter Genrepression von
Rabl1la, Rip11 und Rab11-FIP2 um den Faktor 1,51 (£ 0,17), 1,40 (= 0,13) bzw. 1,35 (£ 0,08)
(P>0,05,n=3).

3.3.4 FAT/CD36-Translokation nach Genrepression

Da in Vorversuchen die Translokation des Fettsdurentransporters FAT/CD36 durch Insulin
nicht stimuliert werden konnte, wurden alternative Substanzen gesucht, welche eine solche
Translokation stimulieren konnten. Aus der aktuellen Literatur ist bekannt, dass die
Translokation von FAT/CD36 u.a. iiber den AMPK-Signalweg vermittelt wird. Es wurden
daher bekannte Aktivatoren dieses Signalweges getestet. Dazu wurden konfluent gewachsene

H9c2-hIR-Zellen 24 Stunden nach Aussaat 30 Minuten lang mit 2 mM AICAR, 0,6 M D-
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Sorbitol bzw. 0,1 mM 2,4-Dinitrophenol inkubiert. Als Negativkontrolle wurde zusétzlich ein
Ansatz mit 1 pM Insulin stimuliert. Danach wurden die Zellen lysiert (2.4.1) und die Lysate
mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.4.3). Durch Western-Blot-Analyse (2.4.4) mit
anschlieBender ECL-Detektion (2.4.5) wurden iiber spezifische Antikorper Actin und
phospho-AMPK nachgewiesen (Abb. 3.24).

Wie durch die Vorversuche erwartet, wird durch Inkubation der H9¢2-hIR-Zellen mit Insulin
die AMPK im Vergleich zu den Kontrollansdtzen mit FCS-freiem Medium (DMEM) und
Komplettmedium (Medium) nur nicht signifikant um den Faktor 1,27 (+ 0,27) stimuliert (P >
0,05, n = 3). Zu ebenfalls keiner signifikanten Verdnderung der AMPK-Phosphorylierung
fiihrt die Inkubation mit AICAR und 2,4-Dinitrophenol.

Hierbei wird die AMPK um den Faktor 1,28 (£ 0,25) bzw. 0,95 (£ 0,12) phosphoryliert (P >
0,05, n = 3). Durch die Inkubation mit D-Sorbitol wird die AMPK um den Faktor 2,2 (+ 0,26)
signifikant aktiviert (P < 0,05, n = 3).
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Abb. 3.24 : Aktivierung der AMPK. H9c2-hIR-Zellen wurden 30 Minuten lang mit verschiedenen Stimuli
inkubiert und anschlieend lysiert. Auftrennung der Lysate durch SDS-PAGE und und Western-Blot-Analyse
mittels spezifischer Antikorper (# P > 0,05, * P < 0,05 SEM im Vergleich zu den Kontrollsituationen mit DMEM

und Medium, n = 3).
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D-Sorbitol wurde daher in den weiteren Versuchen als AMPK-Aktivator in H9c2-hIR-Zellen
verwendet. Zur Messung der sorbitolinduzierten FAT/CD36-Translokation wurden H9c2-
hIR-Zellen sechs Stunden nach Aussaat mit siRNA gegen Rablla, Ripl1 bzw. Rab11-FIP2
(2.3.3.2) und 24 Stunden nach Aussaat mit pcDNA-FAT/CD36 (2.3.3.1) transfiziert. Um den
unspezifischen Hintergrund messen und von den Rohdaten abziehen zu konnen, wurde in
Kontrollansitzen der Leervektor pcDNA3.1 transfiziert. 48 Stunden nach der Plasmid-
Transfektion wurde die sorbitolinduzierte Translokation des iiberexprimierten FAT/CD36 zur
Plasmamembran unter dem Einfluss der Genrepression von Rabl1a, Rip11 bzw. Rab11-FIP2
gemessen (2.3.4.2). Die Transfektion mit nicht kodierender siRNA (n.c. siRNA) stellt die
Kontrollsituation dar, hier steigert Sorbitol die Translokation von FAT/CD36 zur
Plasmamembran um den Faktor 1,38 (£ 0,13) (Abb. 3.25). Im Ansatz mit gegen Rablla
gerichteter siRNA wird bereits die basale Priasenz von FAT/CD36 an der Plasmamembran um

den Faktor 3,48 (+ 0,16) hoch signifikant gesteigert (P < 0,001 SEM, n = 3).
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Abb. 3.25 : Translokation von FAT/CD36 unter Einfluss der Genrepression von Rab11a, Rip11 und
Rab11-FIP2. H9c2-hIR-Zellen wurden sechs Stunden nach Aussaat mit nicht kodierender siRNA, Rab11a
siRNA, Rip11 siRNA und FIP2 siRNA und 24 Stunden nach Aussaat mit pcDNA-FAT/CD36 transfiziert. 48
Stunden spater wurde die basale bzw. sorbitolinduzierte FAT/CD36-Translokation gemessen (*** P < 0,001, **

P < 0,01 SEM im Vergleich zur entsprechenden Kontrollsituation, n = 3).
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Abb. 3.26 : Inkrement des membranstéandigen FAT/CD36. Verdnderung der absoluten FAT/CD36-Menge
an der Plasmamembran von H9c2-hIR-Zellen durch Stimulation mit Sorbitol in Abhédngigkeit der

Genrepression (* P < 0,05, # P > 0,05 SEM im Vergleich zur Kontrollsituation, n = 3).

Die Stimulation mit Sorbitol fiihrt in dieser Situation zu einer Steigerung um den Faktor 4,52
(= 0,20). Diese Steigerung ist ebenfalls hoch signifikant im Vergleich zur Kontrollsituation
mit Sorbitolstimulus (P < 0,001 SEM, n = 3). Die Genrepression von Ripl1 fiihrt zu einer
Steigerung des membranstindigen FAT/CD36 um den Faktor 1,75 (£ 0,13) im basalen bzw.
um den Faktor 2,41 (£ 0,14) im sorbitolstimulierten Zustand. Die basale Translokation ist im
Vergleich zur Kontrollsituation mit nicht kodierender siRNA signifikant erhéht (P < 0,01
SEM, n = 3), die sorbitolstimulierte sogar hoch signifikant erhéht (P < 0,001 SEM, n = 3).
Durch die Genrepression von Rab11-FIP2 wird bereits die basale FAT/CD36-Translokation
um den Faktor 2,85 (£ 0,17) gesteigert. Der Sorbitolstimulus fiihrt in dieser Situation zu einer
Steigerung der Translokation um den Faktor 3,36 (+ 0,14). Sowohl die basale als auch die
sorbitolstimulierte FAT/CD36-Translokation sind unter Genrepression von Rab11-FIP2 im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollsituation hoch signifikant erhoht (P < 0,001 SEM, n = 3).

Unter dem Einfluss der Genrepression von Rablla erhoht sich die absolute Menge an
FAT/CD36, welches durch Sorbitol in die Plasmamembran verschoben wird (Abb. 3.26). Das
Inkrement in der Kontrollsituation mit nicht kodierender siRNA betrdgt 0,38 (£ 0,23), im
Ansatz mit gegen Rabl1a kodierender siRNA ist es signifikant auf 1,04 (+ 0,35) erhoht (P <

0,05 SEM, n = 3). Die Genrepression von Ripl1 und Rab11-FIP2 hat auf die absolute Menge
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an transloziertem FAT/CD36 nur tendenziell Einfluss. Das Inkrement im Ansatz mit Rip11
siRNA betrigt 0,66 (£ 0,27) und das der Rab11-FIP2 siRNA 0,51 (£ 0,31), beide sind im
Vergleich zur Kontrollsituation nicht signifikant erhoht (P > 0,05, n = 3).

Der Faktor, um den Sorbitol im Verhéltnis zum jeweiligen Basalwert die Translokation von
FAT/CD36 steigert, ist wihrend der Genrepression von Rabl1la und Rab11-FIP2 tendenziell
erniedrigt (Abb. 3.27). Wihrend in der Kontrollsituation der Stimulus mit Sorbitol zu einer
Steigerung der FAT/CD36-Translokation um den Faktor 1,38 (+ 0,27) fiihrt, betrdgt dieser
Faktor unter Einfluss der Rablla bzw. Rab11-FIP2 siRNA nur 1,30 (= 0,12) bzw. 1,18 (£
0,13), ist aber nicht signifikant verdndert im Vergleich zur Kontrollsituation (P > 0,05 SEM, n
= 3). Unter Einfluss der gegen Ripll gerichteten siRNA bleibt die relative FAT/CD36-
Translokation mit einem Faktor von 1,38 (+ 0,2) unverindert (P > 0,05 SEM, n = 3).
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Abb. 3.27 : Relative Steigerung der FAT/CD36-Translokation durch Sorbitol. Verdnderung der FAT/CD36-

Translokation durch Sorbitol in Abhdngigkeit der Genrepression im Verhaltnis zum jeweiligen Basalwert (# P

> 0,05 SEM im Vergleich zur Kontrollsituation, n = 3).
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4. Diskussion

4.1 Expressionsvergleich Rab11a vs. Rab11b

Rabl1l wird in verschiedenen Geweben exprimiert. Es wurde unter anderem bereits in
primdren Kardiomyozyten der Spezies Ratte (Kessler et al., 2000), in Ovarienzellen des
Chinesischen Hamsters (CHO) und Babyhamster-Nierenzellen (BHK-21) (Ullrich et al.,
1996), in Madin-Darby Canine Kidney Epithelzellen (MDCK) (Casanova et al., 1999), in
3T3-L1-Adipozyten (Zeng et al., 1999), sowie in H9c2-Myoblasten und humanen
Skelettmuskelzellen und Adipozyten (Uhlig et al., 2005) nachgewiesen.

Fiir Myosin-Vb, welches iiber Rab11-FIP2 mit Rablla einen terndren Komplex bildet,
welcher den Transferrin Rezeptor und CXCR2 internalisiert (Lindsay & McCaffrey, 2002;
Fan et al., 2004), konnte gezeigt werden, dass es mit allen drei Isoformen des Rab11, ndmlich
Rabl1la, Rabl1b und Rab25, interagiert (Lapierre et al., 2001). Rabl1a und Rabl1b sind zu
90 % in ihrer Aminosdurensequenz identisch (Scapin et al., 2006), dennoch sind sie
unterschiedlich in der Zelle lokalisiert. Wihrend Rablla beispielsweise mit der H/K'-
ATPase kolokalisiert (Calhoun et al., 1998), ist Rab11b in einer perizentrisomalen Region
lokalisiert, welche sich von Rab11a unterscheidet (Lapierre et al., 2003).

Vor dem Hintergrund der hohen Homologie innerhalb der Rabl1-Subfamilien und der
geringen Datenlage beziiglich der Rabllb-Isoform, war es notwendig im Vorfeld
festzustellen, ob neben Rab11a auch Rab11b in den verwendeten H9c2-hIR-Zellen exprimiert
wird. Da von Rab25 bekannt ist, dass es nur in Epithelzellen exprimiert wird, wurde diese

Isoform auflen vor gelassen.

Da kommerzielle Antikorper nur gegen Rablla zu erhalten sind, bzw. deren Spezifitét nicht
nachgewiesen ist, wurde die Expression von Rablla und Rabllb mittels Realtime-PCR
untersucht. Dazu wurde zweimal RNA aus HO9c2-hIR-Zellen isoliert (3.1.1). Beide
Priparationen zeigen im Analysegel distinkte Banden fiir die 18S und 28S rRNA und wurden
daher als Aufreinigungen hoher Reinheit betrachtet (Abb. 3.2). Dies ist Grundlage fiir eine
aussagekriftige Real-Time-PCR. Zur Auswertung der Real-Time-PCR wurde die Zyklenzahl
der Mitte des linearen Amplifikationsbereiches (Zy) verwendet. Um zwei unterschiedliche

Zielsequenzen in einer Real-Time-PCR ohne Standardkurve miteinander in Relation setzen zu
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konnen, miissen die Laufe beider Zielsequenzen eine gleiche PCR-Effizienz aufweisen. Diese
wird dadurch verglichen, indem man die Zy-Werte in Abhéngigkeit der logarithmierten
cDNA-Menge auftrigt (Abb. 3.3). Fiir Rabl1a und Rab11b ergaben sich Geraden mit nahezu
identischer Steigung. Beide Real-Time-PCRs haben daher die gleiche Effizienz und die
ermittelten relativen mRNA-Kopienzahlen lassen sich direkt miteinander vergleichen.
Unabhéngig der eingesetzten cDNA-Menge hat dabei Rablla einen Zy-Wert, der um 1,5 +
0,2 Zyklen hoher ist, als der von Rab11b.

Die Real-Time-PCR fiir Rablla bendtigt daher ca. 1,5 Zyklen mehr, um die gleiche
Kopienzahl wie die Real-Time-PCR fiir Rabl1lb zu erreichen. Daraus ergibt sich, dass
Rab11b um den Faktor 3,0 + 0,4 stirker in H9¢2-hIR exprimiert wird als Rabl1la. Fiir die
Ergebnisse in den Versuchen zur Genrepression des Rablla, die in Kapitel 4.3 diskutiert
werden, bedeutet dies, dass Unterschiede im Vergleich zur Kontrollsituation spezifisch fiir
Rablla sind und Rabll1b trotz seiner erhohten Expression bei einer Genrepression von
Rablla dessen Funktionsverlust nicht kompensatorisch ausgleichen kann. Da die Messung
der mRNA-Menge eines Gens nach dem Einsatz von siRNA keine Aussage dariiber zuldsst,
wie viel Protein noch in der Zelle vorhanden ist und welche Verweildauer es besitzt, bevor es
degradiert wird, wurde die Effizienz der Genrepression ausschlielich mittels Western Blot

quantifiziert.

In HeLa-Zellen wurde beziiglich der Verlagerung von Ripl1 aus Endosomen in das Zytosol
gezeigt, dass Rab11b kompensatorisch einen Funktionsverlust von Rabl1a ausgleichen kann
(Junutula et al., 2004). Wahrend ein einzelnes Ausschalten von Rablla bzw. Rabl1b die
Membranstindigkeit des Rabl1-Effektorproteins Ripl1 nicht verdndert, kann durch eine
gleichzeitige Genrepression der beiden Isoformen Ripl1 in das Zytosol verschoben werden.
Zum einen zeigt dies, dass beide Rabll-Isoformen einem Funktionsverlust der anderen
Isoform, zumindest beziiglich der Assoziation von Rab1 1-Effektorproteinen, kompensatorisch
entgegenwirken konnen. Zum anderen bestétigen diese Daten, dass die Sequenz der Rabl1a-
siRNA, welche auch in dieser Arbeit verwendet wurde, spezifisch fiir diese Isoform ist und

die Rab11b-Expression nicht beeinflusst.

Rontgenographische Untersuchungen von kristallisiertem Rablla und Rabllb zeigen
allerdings, dass es sich bei beiden Isoformen um recht unterschiedliche Proteine handelt
(Scapin et al., 2006). Wihrend Rabl1a und Rabl1b zu ca. 90 % in der Aminosdurensequenz

identisch sind, zeigen ihre Kristallstrukturen bedeutende Unterschiede in ihren Switch-
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Doménen, welche nicht nur die Bindung von GDP bzw. GTP, sondern auch deren Assoziation
mit Effektorproteinen und Membrankompartimenten regulieren. Dariliber hinaus konnte
gezeigt werden, dass inaktives Rablla als Dimer mit geordneten Switch-Regionen ohne
Magnesium-lon in der Nukleotid-Bindetasche vorliegt, wihrend inaktives Rabllb als
Monomer mit flexiblen Switch-Regionen und vorhandenem Magnesium-Ion in der Nukleotid-
Bindetasche kristallisiert. Dies verdeutlicht, dass die enzymatischen Unterschiede zwischen
Rabl1a und Rab11b nicht zu vernachléssigen sind und eine Differenzierung der Isoformen fiir

alle Aussagen iiber die Rab11-GTPase notwendig ist.

Da die bisher gewonnen Erkenntnisse, vor allem die Ergebnisse zum endosomalen Transport
und der Expressionsansitze von Rabl1-Varianten, auf der Rab11a-Isoform beruhen, sind die

Experimente der hier vorliegenden Arbeit auf diese Isoform fokussiert.

4.2 Insulinabhdngige Aktivierung von Rab11a

Nach einem Insulinstimulus von primédren Kardiomyozyten akkumuliert Rabl1a in GLUT4-
enthaltenden Vesikeln und wird mit ihnen zur Plasmamembran verschoben (Uphues et al.,
1994; Kessler et al.,, 2000). Die Uberexpression von konstitutiv aktiven oder inaktiven
Rablla-Varianten verdndert die Menge von GLUT4 in der Plasmamembran und die
Glucoseaufnahme (Uhlig et al., 2005). Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass
der Nukleotid-Bindestatus des Rablla durch Insulin moduliert wird. Da bisher noch nicht
gezeigt werden konnte, dass ein Insulinstimulus die GTP-Beladung von Rablla verindert,
war es unter anderem Ziel dieser Arbeit, die GTP-Bindung von Rablla in intakten

Myoblasten der Zelllinie H9¢2-hIR nachzuweisen.

Die Aktivitit von Rab-GTPasen wird iiber die Bindung von GTP und dessen Hydrolyse zu
GDP reguliert. In diesem Zusammenhang stellt ein GTP-gebundenes ein aktiviertes Enzym
und ein GDP-gebundenes Rab-Protein ein inaktives Enzym dar (Bourne et al., 1991; Kikuchi
et al,, 1992). Infolge ihres Wechsels zwischen aktiver und inaktiver Form &dndern Rab-
GTPasen ihre intrazelluldre Lokalisation, Bindepartner und katalysierte Funktion (Ullrich et
al., 1996; Mammoto et al., 1999; Lapierre et al., 2001).

Als methodischer Ansatz zur Bestimmung des Nukleotid-Bindungszustandes von Rab-

GTPasen dient hiufig die Zugabe von zum Teil radioaktiv markiertem GTP zu Zelllysaten
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(Imamura et al., 2003; Bielli et al., 2006). In der Arbeit von Bielli wird GTP oder sein nicht
hydrolysierbares Analogon GTPyS in Zelllysate gegeben und anschlieBend die Interaktion
von Motorproteinen der Myosin-Familie mit Guaninnukleotid-Austausch-Faktoren (GEFs)
der Rab/Ypt-GTPasen mittels Western Blot-Analyse untersucht. Diese Methode zeigt
allerdings nur indirekte Effekte einer GTPasen-Aktivierung. Aussagen iiber den tatséchlichen
Nukleotid-Bindestatus einer bestimmten Rab-GTPase lassen sich auf diese Weise nicht
machen.

Dies ist moglich durch den Einsatz von radioaktiv markiertem und photoaffinem GTP und der
anschlieBenden Immunopréizipitation der zu untersuchenden GTPase (Imamura et al., 2003).
Mit dieser Methode wurde gezeigt, dass Rab4 insulinabhingig mit GTP beladen wird.
Allerdings fand auch hier die GTP-Bindung im Rohlysat stimulierter Zellen statt. Neben dem
besonderen Aufwand, den das Arbeiten mit Radioaktivitidt erfordert, findet auch diese
RabGTPasen-Aktivierung nicht in der intakten Zelle statt, sondern erst nach Zerstérung der
zelluldren Strukturen und das Einbringen von beispielsweise Phosphatasen-Inhibitoren durch

den Lysepuffer.

Eine weitere Methode mit der die GTP-Beladung von Rab4 gezeigt wurde, ist die Inkubation
einer Western Blot-Membran mit radioaktivem GTP und der anschlieBenden Schwirzung
eines Rontgenfilms (Saxena et al., 2006). Mit diesem Ansatz wurde gezeigt, wie eine
konstitutiv aktive und eine dominant negative Variante von Rab4, welche im Zellsystem
tiberexprimiert wurden, GTP binden kann beziehungsweise nicht in der Lage ist GTP zu
binden. Diese Methode stellt daher einen funktionellen Nachweis von Rab4-Mutanten dar,
ermoglicht aber keinen Nachweis der GTP-Beladung in der Zelle nach einem extrazelluldren
Stimulus.

Die Uberexpression von konstitutiv aktiven oder dominant negativen Varianten von Rab-
GTPasen ist eine hiufig angewandte Methode, um den Einfluss eines GTP- bzw. GDP-
gebundenen Enzyms zu simulieren (Uhlig et al., 2005; Saxena et al., 2006). Natiirlich konnen
so keine Aussagen getroffen werden, welche Signale zu einer Aktivierung oder Inaktivierung
von Rab-GTPasen fiihrt.

Um die Kinetik einer GTP-Hydrolyse aufzunehmen, kann man rekombinante Rab-GTPasen
aufreinigen und in vitro mit *P-GTP beladen (Miinea et al., 2005). Die Umsatzrate,
beispielsweise durch ein Rab-GTPasen aktivierendes Protein (GAP) initiiert, kann durch
Auftrennung verschiedener Zeitpunkte in einer Diinnschicht-Chromatographie und Detektion

in einem Phosphor-Imager visualisiert werden.
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Auch hier sind keine Aussagen dariiber moglich, welche Signale in der Zelle tatsdchlich zu
einer Rab-Aktivierung fiihrt. Die Methode ist allerdings gut geeignet um potentielle GAPs

einer spezifischen Rab-GTPase zu identifizieren.

Um die GTP-Beladung von Rabl1a in der intakten Zelle messen zu konnen, wurde daher eine
nicht-radioaktive Methode etabliert, mit der ein biotinyliertes, photoaffines GTP-Analogon
(GTP-[y]-Azidoanilid-Biotin-longchain-Hydrazon) mittels Elektroporation in intakte H9c2-
hIR-Zellen eingebracht wird. Nach der Stimulation mit Insulin wurde gebundenes GTP zu
diskreten Zeitpunkten durch UV-Bestrahlung fixiert und konnte nach der Lyse und der
anschlieBenden Immunoprézipitation des HA-gekoppelten Rablla iiber den Biotin-Rest

mittels Western Blot-Analyse quantifiziert werden.

4.2.1 Uberexpression und Elektroporation

Durch Klonierung eines entsprechenden Vektors konnte HA-gekoppeltes Rabl1la in H9c2-
hIR-Zellen iiberexprimiert werden (Abb. 3.8). Die Kopplung des Rabl1a mit einem HA-Rest
ist notwendig, um es nach der Stimulation aus dem Lysat prazipitieren und aufreinigen zu
konnen. Dass trotz der Inaktivierung des Rablla-Startcodons auch nicht-gekoppeltes Rabl1a
tiberexprimiert wird, ist verwunderlich. Es ist zu vermuten, dass nicht-gekoppeltes Rabl1a
Resultat einer Proteasen-Aktivitit oder falsch transkribierter mRNA ist. Da aber das HA-
gekoppelte ca. 80 Prozent des gesamten Rablla ausmacht und auch vollstindig und
spezifisch aus dem Lysat prézipitiert werden konnte (Abb. 3.9), wurde das unspezifische
Expressionsprodukt vernachlissigt.

Da zur Messung der HA-Rablla-Aktivierung ein GTP-Analogon in die H9c2-hIR-Zellen
eingebracht werde musste, wurde mit Propidiumiodid ein Elektroporationsprotokoll fiir diese
Zelllinie erstellt. Um die Zellen nach der Elektroporation mdglichst effizient mit Insulin zu
stimulieren, ist es erforderlich, sie FCS-frei zu hungern. Es wurde daher untersucht, ob FCS
fiir die Resuspension nach der Elektroporation notwendig ist, um eine mdglichst hohe
Adhirenz und Vitalitdt der Zellen zu erreichen. Dabei zeigte sich nicht nur, dass FCS-haltiges
Medium fiir die Resuspension zwingend erforderlich ist, sondern auch, dass bereits nach einer
Stunde in FCS-haltigem Komplettmedium vitale Zellen adhérent sind und eine FCS-freie
Hungerphase von 15 Minuten ausreicht, um eine nahezu gleichstarke insulinabhingige

Phosphorylierung der Akt zu erreichen, wie bei einer einstiindigen Hungerphase (Abb. 3.11).
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4.2.2 GTP-Beladung von Rab11a

Um eine insulinabhéngige GTP-Beladung des HA-gekoppelten Rabl1a in H9c2-hIR-Zellen
messen zu konnen, wurde das biotinylierte, photoaffine GTP-Analogon GTP-[y]-Azidoanilid-
Biotin-longchain-Hydrazon mittels Elektroporation in die Zellen eingebracht. Dabei zeigte
sich, dass Rablla ca. vier Minuten nach der Zugabe von Insulin maximal mit GTP beladen
wird (Abb. 3.12). Diese Aktivierung verlduft parallel zur Akt-Phosphorylierung, allerdings
wenige Minuten zeitversetzt. Die Aktivierung ist transient, im Gegensatz zur Akt-Aktivierung
wird die Rablla-Aktivierung wenige Minuten nach Erreichen des Maximums wieder
terminiert.

Insulin stimuliert die Aufnahme von Glucose in den intrazelluliren Raum durch
Translokation des Glucosetransporters GLUT4 in die Plasmamembran (Holman & Cushman,
1994). Dies geschieht durch die Verstirkung der GLUT4-Exozytoserate, welche je nach
Zelltyp ihr Maximum nach 10 bis 20 Minuten erreicht (Govers et al., 2004; Coster et al.,
2004). Die insulinabhingige Aktivierung von Rablla findet also in den frithen Phasen statt,
in denen GLUT4 aus den insulinsensitiven Kompartimenten in die Recycling-Maschinerie
verschoben wird, mit der es dann zur Plasmamembran transloziert wird.

Zusammen mit der Beobachtung, dass Rablla nach einem Insulinstimulus in GLUT4-
Vesikeln akkumuliert, 1dsst sich vermuten, dass die Aktivierung von Rablla durch Insulin
notwendig ist, um es aus dem Zytosol an die GLUT4-Vesikel zu verlagern. Dieser
Insulineffekt wurde in GLUT4-Vesikeln aus primédren Kardiomyozyten gezeigt (Kessler et al.,
2000). Die Aktivierung von Rablla zeigt im Vergleich zu Rab5 eine unterschiedliche
insulinabhéngige Modulation des Nukleotid-Bindestatus. Die GTP-Beladung des Rab5 wird
durch Insulin inhibiert, es wird daher angenommen, dass Rab5 die basale Endozytoserate des

GLUT4 reguliert (Huang et al., 2001).

Wihrend die insulinabhéngige GLUT4-Translokation in Muskelgewebe hauptséchlich durch
den PI3-Kinasen-Signalweg vermittelt wird (Tsakiridis et al., 1995; Terauchi et al., 1999),
spielt in Fettgewebe der Cbl/CAP-Signalweg die entscheidende Rolle in der GLUT4-
Translokation (Ahmed et al., 2000; Baumann et al., 2001).
Eine aktuelle Studie konnte allerdings zeigen, dass in Herz- und Skelettmuskel auch Cbl und
CAP durch Insulin aktiviert werden konnen (Gupte & Mora., 2006). In diesem
Zusammenhang fiihrte die Phosphorylierung von Cbl und CAP in Herzmuskel und
Fettgewebe zur Aktivierung der GTPase TC10, im Skelettmuskel wurde TC10 durch Cbl und
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CAP jedoch nicht aktiviert. Um zu untersuchen, ob die insulinstimulierte Aktivierung von
HA-Rablla in H9c2-hIR-Zellen durch den PI3-Kinase- oder den Cbl/CAP-Signalweg
vermittelt wird, wurde die PI3-Kinase mit dem sehr effizienten Inhibitor LY294002 spezifisch
gehemmt. Die Inhibierung der PI3-Kinase fiihrte zum kompletten Verlust der
insulinabhéngigen Rablla-Aktivierung (Abb. 3.13). Daraus ldsst sich schlieBen, dass die
insulinabhéngige Aktivierung von Rablla komplett iiber den PI3-Kinase-Signalweg

vermittelt wird.

Die regulatorische p85a-Untereinheit der PI3-Kinase trdgt eine BH-Doméne, welche eine
Rab-GTPasen aktivierende GAP-Domine tragt (Chamberlain et al., 2004). Sie besitzt eine
hohe GAP-Aktivitit gegeniiber Rab4 und Rab5 und eine geringere Aktivitit gegeniiber
Rabl1. In der genannten Arbeit wurde die direkte Bindung von p85a an Rab5 gezeigt, iiber
eine Bindung an Rabl11 ist keine Aussage gemacht worden.

Ein Insulinstimulus filhrt zu einer verstirkten Bindung von p85a an GLUT4-enthaltende
Vesikel (Heller-Harrison et al., 1996). Vorstellbar wére, dass wie im Fall des Rab5 die
aktivierte p85a-Untereinheit der PI3-Kinase Rablla an den GLUT4-Vesikeln bindet und als
Rab-GTPasen aktivierendes Protein wirkt. Dies wiirde die oben genannte These untermauern,
dass die insulinabhingige Aktivierung von Rabl1la vor allem dessen Anlagerung an GLUT4-
enthaltende Vesikel stimuliert. Nach erfolgter Anlagerung konnte die GTPasen-Aktivitit des
Rablla dann durch eine Interaktion mit der BH-Domine des p85a, stimuliert werden,
wodurch es dann zur schnellen Terminierung der insulinabhidngigen GTP-Beladung von
Rabl1la kommt. Weiterfiihrende Experimente, in denen die Interaktion von p85a mit Rabl1a,
die GAP-Aktivitat gegeniiber Rablla und die Bedeutung fiir dessen Bindung an GLUT4-
enthaltende Vesikel ndher untersucht werden, sind allerdings notwendig um dieses Modell zu

verifizieren.

Die Produkte der PI3-Kinase aktivieren die Phosphoinositid-abhingige Proteinkinasel
(PDK1), welcher ihrerseits sowohl die Akt/PKB als auch die atypischen Proteinkinasen PKCA
und PKCC aktiviert (Alessi et al., 1997; Shepherd et al., 1998; Standaert et al., 1999). Es ist
bekannt, dass die Membranassoziation von Rab6 durch PKCs reguliert wird (Fitzgerald &
Reed, 1999; Scheper et al., 2004). Die Regulation findet {iber Phosphorylierung von Rab6 an
zwei konservierten PKC-Phosphorylierungsstellen statt. Dadurch wird nicht nur die
Dissoziation des Rab6 von mikrosomalen Membranen sondern auch dessen Affinitét

gegeniiber GTP erhoht. Auf die GTP-Hydrolyserate selbst hat die Phosphorylierung keinen
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Einfluss. Ein Phosphorylierungssubstrat der Akt ist JFC1, welches einen Regulator der
GTPase Rab27a darstellt (Johnson et al., 2005). Ahnlich wie im Fall von Rab6 und PKC wird
durch die von der Akt vermittelten Phosphorylierung JFC1 von Membranen entfernt und in
das Zytosol verlagert. Damit wird deutlich, dass durch die Aktivierung des PI3-Kinase-
Signalweges Rab-GTPasen sowohl durch Akt als auch durch PKCs entweder direkt
phosphoryliert oder durch Phosphorylierung von Rab-Bindeproteinen indirekt reguliert
werden konnen.

Um den insulininduzierten Signalweg zum Rablla genauer zu spezifizieren, wurde eine
siRNA-vermittelte Genrepression der Akt in H9c2-hIR-Zellen etabliert. In diesem Ansatz
konnte die Expression der Akt um iiber 90 Prozent verringert werden (Abb. 3.14). Diese
Verringerung der Akt-Expression flihrte zu einer Senkung der detektierbaren
insulinabhéngigen Akt-Phosphorylierung um ca. 75 Prozent. Das reicht aus, um die
insulinabhéngige Rablla-Aktivierung komplett zu verhindern (Abb. 3.15). Zum einen wird
daraus ersichtlich, dass Rabl1la in der PI3-Signalkaskade unterhalb der Akt positioniert ist.
Zum anderen ldsst sich durch dieses Ergebnis ausschlieBen, dass die atypischen

Proteinkinasen PKCA und PKC( die Aktivierung des Rabl1a vermitteln kdnnen.

Von dem Akt-Substrat AS160 weifl man, dass es als Rab-GTPasen aktivierendes Protein
(GAP) fungiert (Kane et al., 2002). Es wird nach einem Insulinstimulus von Akt
phosphoryliert und seine Rab-GAP-Funktion dadurch inhibiert (Sano et al., 2003). Diese
Phosphorylierung und Inaktivierung von AS160 ist notwendig fiir die GLUT4-Translokation;
im aktiven Zustand unterdriickt es die Exozytose von GLUT4 (Sano et al., 2003; Eguez et al.,
2005). Die Inhibierung der GLUT4-Endozytose durch Insulin wird allerdings nicht durch
AS160 vermittelt (Zeigerer et al., 2004). In einer Studie, in der mogliche assoziierte GTPasen
des AS160 identifiziert wurden, konnte fiir Rab2a, Rab8a, Rab10 und Rab14 eine starke
Regulation durch AS160 festgestellt werden (Miinea et al., 2005; Ishikura et al., 2007).
Rab11a wurde nur unwesentlich durch die GAP-Aktivitdt des AS160 reguliert. Ein mogliches
Akt-Substrat welches eine dhnliche Funktion auf Rablla ausiibt wie AS160 auf die oben
genannten Rab-GTPasen ist daher noch zu identifizieren. Ein weiteres potentielles Akt-
Substrat mit GAP-Aktivitit ist das Tbcldl, welches hohe Ahnlichkeit mit AS160 aufweist
(Roach et al., 2007). Dazu gehort allerdings auch die Substratspezifitit, welche nur eine
geringe Aktivitdt gegeniiber der Rab11a-GTPase zeigt.
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Ob Rabl1a direkt durch Akt aktiviert wird oder weitere Proteine das Insulinsignal zu Rabl1a
weiterleiten, konnte durch diese Untersuchungen nicht geklart werden. Wire Rablla ein
direktes Substrat von Akt, konnte dies durch in vitro Phosphorylierung der GTPase
festgestellt werden. Ist eine direkte Phosphorylierung durch Akt nicht zu beobachten, muss
die Aktivierung von Rablla durch ein Akt-Substrat erfolgen, welches entweder direkt oder
indirekt einen Regulator von Rab11a darstellt. Ein solches Regulatorprotein ist beispielsweise
Rab11-FIP2. An Aminosdurenposition 227 trigt es ein Serin, welches von der MARK2-
Kinase phosphoryliert wird (Ducharme et al., 2006). Die Phosphorylierung hat in diesem Fall

allerdings keinen Einfluss auf die Funktion des Proteins im Plasmamembran-Recycling.
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Abb. 4.1 : Modell der insulinabhéngigen Rab11a-Aktivierung. Insulin aktiviert nach der Bindung an seinen
Rezeptor den PI3-Kinase-Signalweg. In Abhdngigkeit der Akt wird Rab11la entweder direkt durch
Phosphorylierung oder indirekt durch zwischengeschaltete Proteine aktiviert und es kommt zur Bindung von
GTP. Nach der anschlielenden Anlagerung an GLUT4-enthaltene Vesikel wird die GTPasen-Aktivitdt des
Rab11a beispielsweise durch die GAP-Domdéne der ebenfalls durch Insulin aktivierten und in GLUT4-Vesikel
verlagerten regulatorischen Untereinheit der PI3-Kinase p85 stimuliert. Dadurch kommt es zur Hydrolyse des

GTP und Inaktivierung von Rab11a.
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Das Rab11-Effektorprotein Rip11 spielt in polarisierten Epithelzellen eine Rolle im Transport
von den apikalen Recycling-Endosomen zur apikalen Plasmamembran. In diesem System
wurde gezeigt, dass die Membranstindigkeit des Ripll durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung reguliert wird (Prekeris et al., 2000). Nach dem Transport zur
Plasmamembran wird Ripl1 von einer bisher nicht identifizierten Kinase phosphoryliert und
dadurch ins Zytosol verschoben. Zur wiederholten Assoziation an apikale Recycling-

Endosomen wird es dann vermutlich wieder dephosphoryliert.

Beide Beispiele zeigen mdgliche Verkniipfungspunkte zwischen der Signalweiterleitung
durch Phosphorylierung und der Regulation von Rablla durch Rabl1-Effektorproteine auf.
Es ist daher vorstellbar, dass neben der Modulation der GTP-Beladung von Rablla auch
dessen zelluldre Lokalisation direkt durch Aktivierung von spezifischen Rabll-

Effektorproteinen insulinabhéngig reguliert wird.

4.3 Translokation von GLUT4myc und FAT/CD36

4.3.1 Genrepression von Rab11a, Rip11 und Rab11-FIP2

Ein wesentlicher Vorteil der siRNA-vermittelten Genrepression gegeniiber der
Uberexpression dominant negativer Varianten ist, dass es sich tatsichlich um eine
Verringerung des endogenen Proteins handelt und nicht ein zusétzliches Protein in die Zelle
eingebracht wird, welches mit dem endogenen Protein um die Bindungspartner konkurriert.
Das Einbringen einer mutierten Enzym-Variante ldsst keine Aussagen dariiber zu, ob das
mutierte Protein durch seine verdnderte Konformation und der damit verbundenen
Verdanderung der Oberflachenladung nicht auch andere Proteine bindet, die in der endogenen
Variante keine Bindungspartner oder Bindungspartner mit anderer Affinitét darstellen. Aus
diesen Griinden wurde die siRNA-vermittelte Genrepression als optimaler Ansatz zur
funktionellen Untersuchung von Rablla und seinen Effektoren Ripll und Rabl1-FIP2 im
Zusammenhang des GLUT4-Vesikeltransports betrachtet.

Die siRNA-vermittelte Genrepression von Rablla, Ripll und Rabl1-FIP2 zeigte in der
Effizienz keine Abhingigkeit von der siRNA-Konzentration (Abb. 3.16). Uber den

Konzentrationsbereich von 25 bis 100 nM lassen sich alle drei Zielsequenzen gleichstark
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reprimieren. Dies verdeutlicht, dass bereits geringste Mengen an siRNA ausreichen, um die
mRNA eines Proteins zu degradieren und eine Erhohung der siRNA-Menge keinesfalls
zwangsweise die Effizienz der Genrepression erhoht. Bereits mit 20 nM siRNA kann die
Rablla-Expression in H9c2-hIR-Zellen auf 19,0 (£ 2,0) Prozent reduziert werden, die
Expression von Ripl1 sogar auf 7,7 (£ 2,5) Prozent. Die Expression des Rab11-FIP2 ldsst

sich mit diesem Ansatz allerdings nur auf 42,7 (+ 3,5) Prozent reduzieren.

Im Vergleich zur siRNA-vermittelten Genrepression von Rablla in HeLa-Zellen ist die
Effizienz der in dieser Arbeit beschriebenen Rabl1la-Genrepression vergleichbar, durch die
fehlende Quantifizierung lasst sich dies allerdings nur abschitzen (Junutula et al., 2004). In
WIF-B9-Zellen konnte durch Uberexpression von shRNA (sh: short hairpin) gegen Rablla
sogar eine nahezu komplette Genrepression des Rabl1a erreicht werden (Wakabayashi et al.,
2005). Auch in einer anderen Arbeit konnte durch den Ansatz mit siRNA die Expression des
Rip11 nahezu komplett verhindert werden (Peden et al., 2004).

Die Expression des Rab11-FIP2 lief3 sich auch mit unterschiedlichen siRNA-Sequenzen und
auch in Kombination nicht starker verringern als auf die bereits oben erwihnten 43 Prozent.
Eine erste Vermutung legt nahe, dass die getesteten siRNA-Sequenzen keine ausreichende
Spezifitit gegeniiber Rabl1-FIP2 besitzen bzw. nicht optimal entworfen sind. Um eine
optimale siRNA gegen Rabl1-FIP2 zu finden, wurden zahlreiche potentielle Zielsequenzen
getestet. Dass auch mit unterschiedlichen siRNA-Sequenzen keine effiziente Genrepression
erzielt werden konnte l4sst zusétzlich vermuten, dass das Protein entweder eine im Vergleich
zu Rablla und Ripl1 erheblich lingere Halbwertszeit hat oder eine sehr starke mRNA-
Syntheserate besitzt.

Ob trotz der prominenten Bande des Rab11-FIP2 in der Western-Blot Analyse, die mRNA-
Kopienzahl durch die Transfektion mit doppelstringiger siRNA verringert ist, wéire durch
eine Realtime-PCR zu kldren. Da aber letztendlich die Entfernung eines funktionellen
Proteins das Ziel war, wurde als aussagekréftigste Analyse zur Findung geeigneter siRNA-

Sequenzen gegen Rab11-FIP2 weiterhin die Western-Blot Analyse verwendet.

Die Uberexpression des GLUT4myc tritt nicht in Wechselwirkung mit der siRNA-
vermittelten Genrepression der drei Proteine (Abb. 3.18). Die Verringerung der GLUT4myc-
Expression in den Ansédtzen mit der gegen Rabl1a und Ripl1 gerichteten siRNA (87,5 bzw.

83,5 Prozent) ist nicht signifikant im Vergleich zur Negativkontrolle. Eine andere Situation
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stellt sich bei der Uberexpression von FAT/CD36 dar (Abb. 3.20). Wihrend die
Genrepression selbst unbeeinflusst bleibt, hat sie Auswirkung auf die Uberexpression des
FAT/CD36. In den Ansdtzen mit Rabl1la siRNA und Rab11-FIP2 siRNA ist die Expression
des FAT/CD36 auf 1244 (= 11,6) bzw. 111,5 (= 4,5) Prozent erhoht, allerdings nicht
signifikant im Vergleich zur Kontrolle mit nicht kodierender siRNA (P > 0,05 SEM). Eine
signifikante Verringerung der FAT/CD36-Expression auf 70,8 (+ 4,4) Prozent wird durch die
gegen Ripl1 gerichtete siRNA verursacht (P < 0,05 SEM).

Neben der Verdnderung der Expressionsrate des FAT/CD36 durch die siRNA konnte eine
veranderte Sequestration des Fettsdurentransporters eine weitere Erkldrung der Ergebnisse der
Western-Blot Analyse darstellen. Da auch bei unterschiedlichen Detergenzien immer
ungeloste Membranfragmente zuriickbleiben, ist nicht auszuschlieBen, dass durch die
Genrepression von Rablla oder seiner Effektoren auch die zelluldre Lokalisation des
FAT/CD36 veriandert wird. Es ist bekannt, dass groe Teile des Fettsduretransporters in den
Lipid-Raft-Doménen der Plasmamembran lokalisiert sind (Pfeiffer et al., 2001; Zeng et al.,
2003; Pohl et al., 2005). Diese Doménen zeichnen sich durch eine hohe Dichte und veridnderte
Lipidzusammensetzung aus, was diese Doménen schwer zu 16sen macht (Brown & London,

1998).

Es ist daher mdglich, dass FAT/CD36 durch Rablla und seine Effektoren zwischen
intrazelluldren Speicherkompartimenten und Doménen der Plasmamembran verschoben wird
und deshalb nach der Genrepression dieser Proteine unterschiedliche Mengen des FAT/CD36

in der Western-Blot Analyse detektiert werden konnen.

4.3.2 Translokation von GLUT4myc unter Einfluss der Genrepression

In H9c2-hIR-Zellen, in denen GLUT4myc transient iiberexprimiert wird, ldsst sich bei
simultaner Transfektion mit nicht kodierender siRNA die GLUT4myc-Translokation in die
Plasmamembran um den Faktor 1,54 (+ 0,06) durch Insulin stimulieren (Abb. 3.21). Durch
die Genrepression von Rablla wird bereits die basale GLUT4myc-Translokation um den
Faktor 1,59 (+ 0,1) und die insulinstimulierte um den Faktor 2,41 (+ 0,11) sehr signifikant
erhoht (P < 0,001 SEM). Wéhrend sich dabei die absolute Menge an GLUT4myc, welches

durch Insulin in die Plasmamembran verschoben wird von 0,54 (£ 0,1) im Kontrollansatz auf

106



4. Diskussion

0,82 (+ 0,2) im Ansatz mit Rab11-siRNA erhdht, bleibt die relative Steigerung im Vergleich
zum jeweiligen Basalwert gleich (Abb. 3.22, Abb. 3.23).

Diese Beobachtungen lassen sich dadurch erkldren, dass Rablla offensichtlich einen
Mediator der GLUT4-Endozytose darstellt. Dies wurde bereits in einer fritheren Arbeit
postuliert (Uhlig et al., 2005). Durch Uberexpression von wildtyp Rablla wurde dabei die
basale und insulinstimulierte GLUT4-Translokation und Glucoseaufnahme verringert. Die
Uberexpression einer dominant negativen Variante des Rablla fiihrte allerdings nicht zu
eindeutigen Ergebnissen, da sie nicht, wie man erwarten wiirde, den basalen und
insulinstimulierten Glucosetransport erhohte. Die in dieser Arbeit angewandte Genrepression
des Rablla durch Transfektion mit siRNA, kann als direkt gegensétzlicher Ansatz zur

Uberexpression des wildtyp Rab11a gesehen werden.

Das Ausschalten der Rablla-Expression hat offensichtlich keinen Einfluss auf die
Insulinstimulierbarkeit der GLUT4-Vesikel, sondern verlangsamt lediglich deren
Endozytoserate. Der basale Zustand ist durch eine nur schwache Exozytose und verstdrkte
Endozytose des GLUT4 gekennzeichnet (Rudich & Klip, 2003; Czech & Buxton, 1993).
Durch die Inhibierung des Rabl1a wird daher bereits im basalen Zustand das Verhéltnis von
Exozytose zu Endozytose erhoht. Die Hemmung der GLUT4-Endozytose und Erhéhung der
GLUT4-Exozytose durch Insulin wird daher in der Situation der Rabl1-Genrepression zwar
im Inkrement erhoht, bleibt aber in der relativen Aktivierung unverindert. In Kapitel 4.2.2
wurde das Rab-GTPasen aktivierende Protein AS160 diskutiert, welches die Exozytose von
GLUT4 reguliert, aber keinen Einfluss auf dessen Endozytose hat (Zeigerer et al., 2004).
Gegeniiber Rabl11a hat AS160 keine GAP-Aktivitit (Miinea et al., 2005). Dies unterstiitzt die
Hypothese, dass Rablla nicht an der Exozytose beteiligt ist, sondern einen Regulator der

GLUT4-Endozytose darstellt.

Wie bereits in Kapitel 4.2.2 diskutiert, fiihrt die Stimulation mit Insulin zu einer kurzzeitigen
GTP-Beladung des Rabl1a (Abb. 3.12). Diese Aktivierung des Rabl1a findet in den friihen
Phasen der GLUT4-Translokation statt und dient der Assoziation des Rabl1a an die GLUT4-
Vesikel.

Es scheint daher, dass die Assoziation des Rablla an die GLUT4-Vesikel der spiteren
Endozytose, wahrscheinlich zur Terminierung der Glucoseaufnahme und Riickfithrung des
GLUT4 in seine Speicherkompartimente, dient (Zeigerer et al., 2002; Foster et al., 2001). Das

Ausschalten der Rabl1a-Expression sollte daher vor allem die Priasenz des GLUT4myc in der
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Plasmamembran und damit auch den Insulineffekt zeitlich verlingern. Als weiterfithrende
Experimente wiren daher Translokationsmessungen notwendig, die eine definierte
Stimulationszeit und variierende Fixierungspunkte besitzt.

Die in Kapitel 4.1 diskutierten Ergebnissen der Realtime-PCR fiir die Isoformen Rabl1a und
Rabl1b zeigten, dass Rabl1b in H9c2-hIR-Zellen wesentlich stirker exprimiert wird als
Rablla. Im Bezug auf die GLUT4-Translokation ldsst sich daher zusétzlich feststellen, dass
die Vermittlung der GLUT4-Endozytose offensichtlich spezifisch fiir die Rab11a-Isoform ist,

da Rab11b die Genrepression der a-Isoform nicht kompensatorisch ausgleichen kann.

Die Genrepression des Rabl1-Effektors Ripl1l zeigt keinen Einfluss auf die GLUT4myc-
Translokation. Weder die basale noch die insulinstimulierte GLUT4myc-Translokation ist
gegeniiber der Kontrolle signifikant verdndert, dies beinhaltet auch keine signifikanten
Verianderungen des Inkrements der GLUT4-Translokation und des Insulineffekts.

Ganz anders sieht es aber fiir den Rabll-Effektor Rab11-FIP2 aus. Bereits im basalen
Zustand fiihrt die Genrepression von Rabl1-FIP2 zu einer Steigerung der GLUT4myc-
Translokation um den Faktor 2,36 (+ 0,06), die insulinstimulierte Translokation ist um den
Faktor 3,21 (= 0,12) erhoht. Diese gegeniiber den Kontrollsituationen hoch signifikanten
Steigerungen der Translokation (P < 0,001 SEM) sind damit noch stirker ausgeprigt, als die

der Rabl1a-Genrepression.

Dennoch ist das Inkrement, um das Insulin die GLUT4-Translokation steigert, ahnlich wie bei
der Rablla-siRNA um den Faktor 0,84 (+ 0,17) im Vergleich zum Ansatz mit nicht
kodierender siRNA erhoht. Dass das Inkrement im Vergleich zur Rablla-siRNA trotz
hoherer basalen Translokation nicht erhoht ist, fithrt zu einer verringerten relativen
insulinstimulierten GLUT4-Translokation. Dieser Effekt ist allerdings nicht signifikant im
Vergleich zur Kontrollsituation (P > 0,05 SEM). Die Schlussfolgerung daraus ist, dass die
Endozytose des GLUT4 durch Rabl1a in Assoziation mit seinem Effektorprotein Rab11-FIP2
stattfindet. Eine Assoziation von Rabl1-FIP2 und Rablla an der Plasmamembran ist
wahrscheinlich, da durch Phosphatidylinositol-3,4,5-Phosphate, welche Produkte der PI3-
Kinase sind, vermehrt Rabl1-Effektorproteine der Klasse I aus intrazelluliren Regionen in
die Peripherie der Zelle verlagert werden (Lindsay & McCaffrey, 2004a).

Es ist bekannt, dass aktiviertes Rablla mit dem Motorprotein Myosin-Vb interagiert und
dadurch das Recycling frither Endosomen iiber Aktin-Filamente reguliert (Lapierre et al.,

2001). Die Interaktion von Rablla mit Myosin-Vb wird dabei durch die Bildung eines
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terndren Komplexes mit Rab11-FIP2 ermdglicht (Hales et al., 2002). Von diesem Komplex ist
bekannt, dass er das Recycling des Transferrin-Rezeptors und des Chemokinrezeptors
CXCR2 vermittelt (Lindsay & McCaffrey, 2002; Fan et al., 2004). Die Annahme liegt daher
nahe, dass auch zur Internalisierung von GLUT4 die Bildung eines Komplexes aus Rabl1a,
Rab11-FIP2 und Myosin-Vb bendtigt wird. Rablla wird initial durch Insulin transient
aktiviert, um an GLUT4-Vesikeln assoziiert und mit ihnen zur Plasmamembran verschoben

zu werden.

Glucose

GLUT4 GLUT4

Rab11a . . Rab11a

Plasmamembran

Rab11a 4 Erithe
Glucose Endosomen

GLUT4-Vesikel

Actin-
Zytoskelett

Endosomales
Recycling-Komp.

insulinsensitives
GLUT4-Speicherkomp.

Abb. 4.2 : Modell der Funktion von Rab11a in der GLUT4-Internalisierung. Nach einer Stimulation mit
Insulin wird GLUT4 aus insulinsensitiven Speicherkompartimenten in die Plasmamembran verschoben. Die
Translokation geht einher mit der Rekrutierung von Rab11a an den GLUT4-Vesikeln. Rab11a akkumuliert an
der Plasmamembran, wo es nach der Terminierung des Insulinsignals tiber seinen Effektor Rab11-FIP2 an das
Motorprotein Myosin-Vb bindet. Dieser Komplex ermdglicht die Internalisierung friiher Endosomen und die
Endozytose von GLUT4 entlang des Zytoskeletts in das endosomale Recycling-Kompartiment. GLUT4 wird
aus diesem Kompartiment entweder wieder in die Plasmamembran recycled oder in Speicherkompartimente

verschoben.
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Es ist daher zu vermuten, dass es wahrscheinlich im Zuge der Terminierung des Insulinsignals
zu einer Bindung von Rablla, Rabl1-FIP2 und Myosin-Vb kommt, wodurch die
Internalisierung des GLUT4 wieder verstiarkt wird.

Weiterfilhrende Experimente miissten die Beteiligung des Myosin-Vb an der GLUT4-
Endozytose untersuchen, eine Genrepression des Myosin-Vb sollte dhnliche Effekte auf die
GLUT4-Translokation ausiiben wie die Genrepression von Rabl1a und Rab11-FIP2.

Die Rekrutierung von Rab11-FIP2 an Rabl1a wéhrend der GLUT4-Internalisierung ist nicht
nur notwendig, um mit Myosin den Vesikeltransport entlang des Zytoskeletts zu vermitteln,
sondern auch, um mit EHD-Proteinen (EHD: Epsl5-Homologie-Doméne) zu interagieren
(Naslavsky et al., 2006). Diese Proteine regulieren den Transport friiher Endosomen zum
endosomalen Recycling-Kompartment. Es ist beispielsweise bekannt, dass EHD2 an der
Clathrin-vermittelten Endozytose von GLUT4-Vesikeln entlang des Aktin-Zytoskeletts
beteiligt ist (Guilherme et al., 2004; Park et al., 2004). Fiir Rab11-FIP2 konnte gezeigt
werden, dass es mit EHD1 und EHD3 interagiert und die Internalisierung des Transferrin-
Rezeptors reguliert (Naslavsky et al., 2006).

Rablla und Rabl1-FIP2 regulieren daher offensichtlich den Transport von GLUT4 {iiber
frihe Endosomen zum endosomalen Recycling-Kompartment. Aus dem endosomalen
Recycling-Kompartment wird das GLUT4 entweder zur Plasmamembran recycelt oder in

GLUT4-Speicherkompartimente verschoben (Dugani & Klip, 2005).

4.3.3 Translokation von FAT/CD36 unter Einfluss der Genrepression

Ahnlich wie GLUT4 ist auch der Fettsiurentransporter sowohl in der Plasmamembran, als
auch in mikrosomalen Membranen zu detektieren (Miiller et al., 2002). Wie GLUT4 enthalten
auch FAT/CD36-Vesikel Rablla, allerdings fiihrt ein Insulinstimulus in dieser
Vesikelpopulation nicht zu einer verstirkten Assoziation der GTPase. Um zu untersuchen, ob
Rabl1a den Transport von FAT/CD36-Vesikel auf eine dhnliche Weise wie den der GLUT4-
Vesikel reguliert, wurde versucht, auch die Translokation von FAT/CD36 durch Insulin zu
stimulieren. Dass durch die Stimulation mit Insulin in H9c2-hIR-Zellen keine Translokation
von FAT/CD36 in die Plasmamembran induziert werden konnte, bestétigt bereits
verdffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe (Miiller et al., 2002). Aus diesem Grund wurde

ein alternativer Stimulus gesucht, der eine Translokation des FAT/CD36 induzieren kann.
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Eine Senkung des ATP/ADP-Verhiltnisses, beispielsweise durch korperliche Aktivitit, fiihrt
zur Phosphorylierung und Aktivierung der AMP-Kinase (AMPK) was dann, &hnlich wie der
PI3-Kinase-Signalweg, zur Translokation von GLUT4 in die Plasmamembran und zur
erhohten Glucoseaufnahme fiihrt (Coven et al., 2003; Till et al., 1997; Russell et al., 1999). In
primdren Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass Kontraktion durch eine Aktivierung
der AMP-Kinase auch zur Translokation des Fettsdurentransporters FAT/CD36 in die
Plasmamembran und zur erhohten Aufnahme langkettiger Fettsduren fiihrt (Luiken et al.,
2003).

In den H9c2-hIR-Zellen liel sich durch hyperosmotischen Schock die Phosphorylierung der
AMP-Kinase signifikant um den Faktor 2,2 (= 0,26) steigern (P < 0,05 SEM), andere
Aktivatoren der AMP-Kinase oder Insulin (als Negativkontrolle) fiihrten zu keiner
signifikanten Steigerung der AMPK-Phosphorylierung (Abb. 3.24). Der hyperosmotische
Schock wurde durch Inkubation mit 0,6 M D-Sorbitol ausgeldst.

Die Translokation des FAT/CD36 wird bei simultaner Transfektion mit nicht-kodierender
siRNA um den Faktor 1,38 (= 0,27) durch D-Sorbitol gesteigert (Abb. 3.25). Die
Genrepression von Rabl1a hat einen sehr starken Effekt sowohl auf die basale, als auch auf
die durch D-Sorbitol induzierte FAT/CD36-Translokation. Sie wird um den Faktor 3,48 (+
0,16) bzw. 4,52 (£ 0,2) hoch signifikant gesteigert (P < 0,001 SEM). Wihrend das Inkrement
der stimulierten Translokation in der Kontrollsituation 0,38 (+ 0,23) betrédgt, ist es in der
Situation der Rabl1a-Genrepression auf 1,04 (+ 0,35) signifikant erhoht (Abb. 3.26, P < 0,05
SEM). Ahnlich wie in der GLUT4myc-Translokation bleibt die relative Steigerung der
FAT/CD36-Translokation wihrend der Rablla-Genrepression unverdndert (Abb. 3.27).
Mechanistisch betrachtet, ldsst sich fiir Rabl1a daher eine dhnliche Funktion in der GLUT4-

und der FAT/CD36-Internalisierung postulieren.

Eine andere Situation stellt sich in Anbetracht der Effektorproteine Ripl1 und Rabl1-FIP2
dar. Wiahrend die Ripl1-Genrepression keinen Einfluss auf die GLUT4myc-Translokation
zeigt, fiihrt sie zu einer signifikanten Steigerung sowohl der basalen als auch der durch D-
Sorbtiol induzierten FAT/CD36-Translokation um den Faktor 1,75 (+ 0,13) bzw. 2,41 (+
0,14) (P < 0,01 bzw. P < 0,001 SEM). Auch das Inkrement der stimulierten Translokation ist
auf 0,66 (= 0,27) erhoht, erreicht aber durch die grofle Streuung keine Signifikanz im
Vergleich zur Kontrollsituation (P > 0,05 SEM). Auch hier bleibt die relative Steigerung der
FAT/CD36-Translokation unverindert.
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Vergleicht man den Effekt, den die Genrepression von Rabl1a und Rip11 auf die FAT/CD36-
Translokation hat, ldsst sich vermuten, dass Ripll nicht das primére Effektorprotein des
Rabl1a ist, welches dessen Funktion in der FAT/CD36-Internalisierung reguliert. Durch das
Ausschalten der Expression von Rab11-FIP2 wird ebenfalls sowohl die basale, als auch die
induzierte FAT/CD36-Translokation gesteigert. Mit einem Faktor von 2,85 (£ 0,17) in der
basalen, bzw. 3,36 (£ 0,14) in der stimulierten Situation ist sie stirker ausgeprégt, als wiahrend
der Ripll1-Genrepression und erreicht in beiden Situationen eine hohe Signifikanz im
Vergleich zu den Kontrollsituationen (P < 0,001 SEM).

Allerdings bleibt trotz der hohen Steigerung der Translokation sowohl das Inkrement, als
auch die relative Steigerung der Translokation im Vergleich zur Kontrollsituation mit nicht-
kodierender siRNA unveridndert. Da der Effekt, den D-Sorbitol auf die FAT/CD36-
Translokation hat, auch im Inkrement nicht erhoht ist, scheint Rab11-FIP2 ausschlie3lich die
basale Endozytoserate des FAT/CD36 zu regulieren. Durch die Genrepression von Rabl1-
FIP2 wird diese stabil erhoht, eine Stimulation mit Sorbitol verstiarkt die Exozytose ohne die
Endozytose zu beeinflussen.

In Kardiomyozyten von adipdsen Zucker-Ratten kommt es zu einer erhdhten Exozytose des
FAT/CD36 und damit verbunden zu einer erhohten Aufnahme langkettiger Fettsduren (Coort
et al., 2004; Luiken et al., 2001). Die Anhdufung von Lipiden im Herzmuskel fiihrt zu

myokardialer Dysfunktion und der Entwicklung einer Insulinresistenz (Unger, 2002).

Ein wesentlicher Unterschied im Vergleich zur GLUT4myc-Translokation sind die Resultate
der Genrepression der Rablla-Effektorproteine. Wiahrend bei GLUT4 die Funktion des
Rablla stark mit der Funktion des Rabl1-FIP2 korreliert, konnen in der FAT/CD36-
Translokation weder Rip11 noch Rab11-FIP2 direkt mit den Effekten, die ein Ausschalten des
Rabl1a hat, assoziiert werden. Es miissen daher weitere Rabl1a-Effektorproteine untersucht
werden um herauszufinden, welches Rabl1a in der FAT/CD36-Internalisierung reguliert. Da
aber sowohl Ripl1 als auch Rab11-FIP2 die Translokation signifikant beeinflussen, ist die
Bildung eines polymeren Proteinkomplexes zur Internalisierung von FAT/CD36 eine
wahrscheinliche Erkldrung. Rabl1-Effektorproteine konnen iiber ihrem C-Terminus auch
untereinander in Wechselwirkung treten (Wallace et al., 2002). Durch die Bildung
variierender Rabl1-Effektor-Komplexe kann die endozytotische Funktion des Rablla fiir
unterschiedliche Vesikelpopulationen und unterschiedliche Internalisierungs-Routen hoch

spezifisch reguliert werden.
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5.Zusammenfassung

Der Mechanismus, durch den Insulin die Glucoseaufnahme in Zellen stimuliert, beruht darauf,
dass GLUT4 vermehrt aus intrazellularen Kompartimenten zur Plasmamembran transloziert
wird. Seit mehreren Jahren ist bekannt, dass die Rab-GTPase Rablla nach Stimulation mit
Insulin an GLUT4-enthaltenden Vesikeln akkumuliert und zusammen mit GLUT4 an die
Plasmamembran verschoben wird.

Verinderte GLUT4-Translokationen nach Uberexpression sowohl konstitutiv aktiver, als
auch dominant negativer Rablla Varianten deuten auf die Rolle der Rablla in diesem
Prozess hin. Vollig unklar ist allerdings, welche Signale Rablla an den Vesikeln
akkumulieren lasst und welche Funktion es dort einnimmt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Rablla in intakten Myoblasten durch
Insulin nach wenigen Minuten transient aktiviert wird. Die Aktivierung erfolgt kurz nach
Phosphorlyierung der Akt durch Insulin, wird aber im Gegensatz zu dieser bereits nach
wenigen Minuten wieder terminiert. Durch Hemmversuche und den Einsatz spezifischer
SIRNA liel} sich feststellen, dass diese Aktivierung von Rablla durch den PI3-Kinasen-
Signalweg und unterhalb der Akt vermittelt wird.

Durch siRNA-vermittelte Genrepression von Rablla und zwei seiner Effektoren, dem Ripl1
und Rabl11-FIP2, konnte gezeigt werden, dass Rablla im Zusammenspiel mit Rab11-FIP2
die Internalisierung des Glucosetransporters GLUT4, wahrscheinlich den Transport von
frihen Endosomen zum endosomalen Recycling-Kompartment, steuert. Auch die Endozytose
des Fettsédurentransporters FAT/CD36 wird durch Rablla reguliert. Allerdings konnte weder
Ripll noch Rabll-FIP2 als einzeln ausreichendes Effektorprotein in diesem Prozess

identifiziert werden.

Durch die hier getétigten Arbeiten konnte die Funktion von Rablla auf die Regulation der
Endozytose von GLUT4- und FAT/CD36-enthaltenden Vesikeln genauer definiert werden.
Mechanistisch wird diese Funktion bei GLUT4 durch den Effektor Rab11-FIP2 reguliert,
welcher als Bindepartner von Myosin-Vb die Internalisierung entlang des Aktin-Zytoskeletts
vermittelt. Rablla wird Uber die PI13-Kinase kurzzeitig durch Insulin aktiviert und konnte

daher als direkte Komponente des Insulin-Signalweges identifiziert werden.
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5.Summary

The mechanism by which insulin stimulates glucose uptake in cells is based on increased
translocation of GLUT4 from intracellular storage compartments to the plasma membrane.
Since several years it is known that the small Rab-GTPase Rablla accumulates in GLUT4
containing vesicles and is shifted to the plasma membrane with those vesicles in response to
insulin.

Altered GLUT4 translocation after overexpression of constitutive active and dominant
negative Rablla variants indicates the role of Rabl1la in this process. However, it remained
elusive which signals lead to an accumulation of Rablla on those vesicles and which
functional role the GTPase has.

In this study in intact myoblasts it could be shown that Rablla is activated rapidly and
transiently by insulin. The activation occurs shortly after phosphorylation of Akt by insulin
and, in contrast to Akt phosphorylation, is terminated after few minutes. By inhibition of PI3-
kinase and siRNA mediated gene knockdown of Akt it could be shown that this activation
goes along the PI3-kinase pathway and occurs downstream of Akt.

Gene knockdown of Rablla and two of its effectors, Ripll and Rab11-FIP2, showed that
Rablla in concert with Rab11-FIP2 mediates the internalization of the glucose transporter
GLUT4, probably the transport from early endosomes to the endosomal recycling
compartment. The endocytosis of the fatty acid translocase FAT/CD36 is also regulated by
Rablla. However, neither Ripll nor Rab11-FIP2 could be identified as the major effector

protein mediating this process.

The results of this study could further elucidate the functional role of Rab11a in the regulation
of GLUT4 and FAT/CD36 endocytosis. In case of GLUT4 internalization the functional role
of Rabl1la is carried out mechanistically by its effector Rab11-FIP2, which acts as a binding
partner of Myosin-Vb in the internalization along the actin cytoskeleton. Rab11a is transiently
activated by insulin on a PI13-kinase dependent pathway and could therefore be identified as a

component of the insulin signaling cascade.
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