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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung der regelrechten
Insulinsekretion

Die regelrechte Insulinsekretion hat im menschlichen Organismus eine sehr grof3e
Bedeutung. Ist sie nicht gewahrleistet so duf3ert sich dies im Krankheitsbild des
Diabetes mellitus oder seiner Vorstufe, der gestérten Glucosetoleranz. Weltweit
werden im Jahr 2025 5,4 % der gesamten Bevélkerung an Diabetes mellitus er-
krankt sein. Dies sind 300 Millionen Erwachsene, die unter den Folgen der Er-
krankung leiden werden [45]. In Deutschland sind ungefahr 7- 8 % der Bevdlke-
rung von einer Diabetes mellitus Erkrankung betroffen, bei immer weiter steigen-
der Inzidenz. Mit 7,4 Millionen Diabetikern steht Deutschland auf Platz funf der
Lander mit den meisten Erkrankten [1].

Die physiologischen Blutglucosewerte liegen zwischen 80- 110 mg/dl (4,4- 6,1
mmol/l). Laut WHO spricht man ab Nichternblutzuckerwerten tGber 110 mg/dl
(=6,1 mmol/l) von gestdrter Glucosetoleranz beziehungsweise von ,Impaired Glu-
cose Tolerance” und ab Nuchternwerten Uber 126 mg/dl (=7 mmol/l) von Diabetes
mellitus.

Auch wenn man heute weiss, dass es noch weitere Formen und Unterformen
des Diabetes mellitus gibt, unterscheidet man vor allem den Typ 1 und den Typ 2
Diabetes. Beim Typ 1 Diabetes handelt es sich vorwiegend um eine autoimmuno-
logische Erkrankung, die zu einer Zerstdrung der (- Zellen flhrt. Er wird synonym
auch als Insulin- Dependent- Diabetes Mellitus (IDDM) bezeichnet. Haufig wurde
auch die Bezeichnung juveniler Diabetes benutzt, da der Erkrankungsbeginn des
klassischen Typ 1 Diabetes haufig im Kindes- und Jugendalter liegt, im Gegen-
satz zum Typ 2 Diabetes, der deshalb oft als Altersdiabetes bezeichnet wurde.
Allerdings ist man hier heute zurlckhaltender, seit weitere Diabetes- Formen un-
terschieden werden und eine Inzidenzzunahme von Typ 2 Diabetes bei Kindern
vor allem in Nordamerika berichtet wird [1]. Heute kennt man des Weiteren MODY
( Maturity- onset Diabetes in the Young) und LADA ( Late- Onset Autoimmunity
Diabetes in the Adult) um nur zwei Formen zu nennen, die nicht in das strikte
Muster des Typ 1 und 2 Diabetes passen. MODY ist durch einen Krankheitsbe-
ginn vor dem 25. Lebensjahr, einem autosomal- dominaten Erbgang ( z.B. Mu-
tation des Glukokinase Gens) und einem primaren - Zelldefekt charakterisiert.



Hier ist trotz des frihen Erkrankungsalters eine Therapie aus Diat, Bewegung und
oralen Antidiabetika sinnvoll [2]. Im Gegensatz dazu diagnostiziert man LADA mit
einem Erkrankungsalter nach dem 40. Lebensjahr, einer autoimmunen Genese
und einer meist schnell eintretenden Insulinpflichtigkeit [2].

Beim sehr haufig vorkommenden Typ 2 Diabetes, der etwa 85 %- 95 % aller Dia-
betesfalle ausmacht [13] steht im Gegensatz zum Typ 1 Diabetes eine multifak-
torielle Vererbung und ganz besonders Umweltfaktoren, wie hochkalorische Er-
nahrung und Bewegungsmangel als Erkrankungsursachen im Vordergrund. Far
den Typ 2 Diabetes wird auch der Ausdruck NIDDM, (Non- Insulin- Dependent-
Diabetes Mellitus) verwendet, da beim Typ 2 Diabetes immer zuerst andere The-
rapieoptionen als die reine Insulintherapie mdglich sind. Der genaue Pathome-
chanismus des Typ 2 Diabetes ist nicht véllig verstanden und nach wie vor Inhalt
intensiver Forschung.

Es kommt zu einer Insulinresistenz und auch hier zu einer (- Zell Dysfunktion.
Ob dabei die sekretorische Dysfunktion der - Zelle Ursache oder Folge der Er-
krankung ist, ist immer noch unklar. Auch die - Zellmasse ist beim Erwachsenen
plastisch und es wurden Veranderungen beobachtet. So haben adipdse, nicht an
Diabetes Erkrankte deutlich vergréBerte Inseln mit mehr g- Zellen in den Inseln
und Diabetiker haben vermehrt dismorphe, veranderte Inseln bei einer reduzier-
ten - Zellzahl [71].

Die Insulinresistenz betrifft vor allem die Peripherie und fihrt dazu, dass die Or-
gane, die normalerweise hauptverantwortlich fir die Aufnahme von Glucose sind,
trotz vorhandenem Insulin, keine beziehungsweise nur noch vermindert Glucose
aufnehmen. Insulin kann im Korper zwar auf fast alle Zellen wirken, doch die Ziel-
organe des Insulin, die den gréBten Teil der Glucosezufuhr aufnehmen und ver-
arbeiten und damit fir die Senkung des Blutglucosespiegels hauptverantwortlich
sind, sind beim Menschen die Leber, die Muskulatur und das Fettgewebe [37]. Da
sowohl Insulinresistenz, als auch Insulinmangel alleine zu einem gestérten Glu-
cosestoffwechsel fihren kénnen, geht man davon aus, dass die Mischung aus
Beiden auch in jedem Patient individuell etwas unterschiedlich ist. So weiss man
zum Beispiel, dass lange andauernde Hyperglykamie, wie sie in der Entstehung
von Diabetes mellitus Typ 2 vorkommt, sowohl zu einer Sekretionshemmung von
Insulin als auch zu einer Hemmung der Insulinwirkung fihren kann [30].

Heute geht man deshalb von einer Entwicklung von der Insulinresistenz des Ge-
webe hin zu einem Sekretionsdefizit der - Zelle aus. Dabei kommt es durch die
Insulinresistenz zu einer Hyperglykamie, welche dann reflektorisch zu einer Pha-
se der Hyperinsulindmie fuhrt, da mehr Insulin bendtigt wird, um dieselbe Menge



Glucose in die Zellen zu schaffen. Als Folge darauf kommt es zu einer ,Ermu-
dung*“ der 3- Zellen und dadurch zu einem Insulinmangel.

1.2 Das endokrine Pankreas

Das menschliche Pankreas ist ein etwa 70- 90 Gramm schweres, retroperitone-
al liegendes Organ, das sich vom Duodenum bis zur Milz erstreckt. Es ist eine
gemischt exokrin- endokrine Drise, die man in einen Pankreaskopf , einen Pan-
kreaskorper und einen Pankreasschwanz einteilen kann. Der Uberwiegende Teil
des Pankreas dient der exokrinen Sekretion von Verdauungsenzymen [3]. Das
Pankreas stellt damit die wichtigste Drise zur Verdauung von Nahrungsmitteln
dar und produziert pro Tag etwa zwei Liter Vedauungssekret, das Vorstufen von
Enzymen zum Verdau aller Nahrungsbestandteile enthalt [37]. Es handelt sich
um eine azindse, rein serése Drise. Um einen Selbstverdau des Pankreas zu
verhindern, werden die Enzyme erst im Darm aktiviert.

Den wesentlich kleineren, endokrinen Anteil stellen die, nach dem deutschen Me-
dizinstudenten Paul Langerhans benannten, Langerhans’schen Inseln dar. Sie
machen nur 1- 2 % der Pankreasmasse aus. Die Inseln sind kleine, meist rundli-
che Epithelzellkomplexe, die vor allem im Schwanz des Pankreas liegen [3]. Sie
haben einen Durchmesser zwischen 75 und 225 ym [23]. Im menschlichen Pan-
kreas finden sich circa eine Million dieser Inseln, von denen jede Einzelne von
Bindegewebe umgeben ist. Dieses enthalt Arteriolen und Kapillaren Gber die je-
de Insel direkten Kontakt zum Geféasssystem hat. Wodurch sie optimal mit Boten-
stoffen aus dem Blut, wie zum Beispiel Glucose oder Katecholaminen versorgt
wird. Die Langerhans‘schen Inseln sind fir die Sekretion der Hormone Insulin,
Glukagon, Somatostatin und Pankreatisches Polypeptid verantwortlich [3].

Man kann innerhalb der Inseln vier verschiedene Zelltypen unterscheiden, die je-
weils eines dieser Hormone produzieren. Mit 80 % Anteil an der Inselmasse sind
die - Zellen, die haufigsten Zellen im Inselapparat. Sie sind fir die Synthese
und Freisetzung von Insulin verantwortlich. In den a- Zellen, die mit 20 % den
zweitgréBten Teil ausmachen, findet die Glukagon Synthese und Sekretion statt.
Des Weiteren findet man die §- Zellen, die Somatostatin produzieren und die PP-
Zellen, die fur die Synthese des Pankreatischen Polypeptid verantwortlich sind
[3]. Die beiden Hormone Insulin und Glukagon sind die Hauptakteure im Energie-
stoffwechsel, Somatostatin hemmt im Pankreas die Sekretion sowohl von Insulin
als auch von Glukagon und das Pankreatische Polypeptid hat eine hemmende
Wirkung auf das exokrine Pankreas.
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Wahrend Insulin fiir die Energiespeicherung zustandig ist, férdert sein Gegen-
spieler, das Glukagon, die Energiefreisetzung, vor allem in Situationen, in denen
ein erhdhter Energieverbrauch stattfindet oder tber langere Zeit keine neue Ener-
gie Uber Nahrung aufgenommen werden kann, wie es zum Beispiel beim Sport
oder wahrend des Schlafs der Fall ist. Es sorgt daflir, dass auch dann der Blut-
glucosespiegel im physiologischen Bereich bleibt und keine Hypoglykdmie auf-
tritt. Glukagon ist ein Peptidhormon und wirkt vor allem auf die Leber, wo es den
Glykogenabbau und die Gluconeogenese férdert [37].

1.3 Die Insulin sezernierende Zelle

Die - Zellen liegen im Zentrum der Inseln und sind von den a-, - und PP-Zellen
umgeben [23]. Sie synthetisieren das Peptidhormon Insulin, das aus 51 Amino-
sauren besteht. Insulin setzt sich aus zwei Polypeptidketten, der A- und der B-
Kette, zusammen, die durch zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden sind.
Eine dritte Disulfidkette innerhalb der A- Kette stabilisiert die Tertiarstruktur des
Hormons. Insulin wird als Praproinsulin translatiert, durch die Pré- Sequenz wird
es zum rauen endoplasmatischen Retikulum transportiert. Dort werden die Di-
sulfidketten gebildet und es wird nun als Proinsulin im Golgi- Apparat in Trans-
portvesikel verpackt. AbschlieBend wird es als Insulin- Zink- Komplex gelagert.
Erst wenn der Blutglucosespiegel ansteigt, wird das C- Peptid aus dem Proinsu-
lin exzidiert und es kommt zur Exozytose von reifem Insulin und dem C- Peptid
[37]. Fur die Exozytose ist die Erhdhung der zytosolischen Ca?"- Konzentration
essentiell. Calcium bindet an Synaptogamin, wodurch die Exozytosemaschinerie
der SNARE Proteinfamilie aktiviert wird und die Fusion der Vesikel mit der Plas-
mamembran der - Zelle ermoglicht wird [39].

Die spate Spaltung von Insulin und C- Peptid fihrt dazu, dass immer gleiche
Mengen von Beiden freigesetzt werden. Dies macht man sich bei Diabetiker zu
nutzen, um festzustellen ob noch eine endogene Insulinsekretion vorhanden ist.
Denn Uber die laborchemische Bestimmung von C- Peptid wird die endogene In-
sulinsekretion sicher nachgewiesen.

Insulin ist das wichtigste Hormon der menschlichen Blutzuckerregulation und im
menschlichen Organismus das einzige Hormon, das fiir die Speicherung und Ein-
lagerung von Energiereserven sorgt. AuBerdem hat es eine wichtige anabole Wir-
kung und ist fir Wachstum und Differenzierung notwendig [37].

Der wichtigste Reiz zur Insulinsekretion ist der Anstieg der Blutglucose wahrend
der Nahrungsaufnahme. Daflir werden zuerst die Kohlenhydrate der Nahrungs-
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mittel durch Amylasen und Disaccharidasen gespalten, dann erfolgt die Gluco-
seresorption im Darm sekundar- aktiv. Die Glucose wird nun ins Blut abgegeben
und erreicht so die verschiedenen Organe. Dort wird sie Uber spezielle Glucose-
transporter, den sogenannten GLUTs durch erleichterte Diffusion, entsprechend
des Konzentrationsgefalles in die Zellen aufgenommen. Man kann verschiedene
Formen der Glucosetransporter unterscheiden, je nach Zellart und deren Bedrf-
nisse. So kommen GLUT 1 und 3 an Zellen vor, die zur Aufrechterhaltung ihres
Stoffwechsel essentiell auf Glucose angewiesen sind, wie Erythrozyten und die
Neurone des Gehirns. AuB3erdem dienen sie zur Basisversorgung vieler Organe
mit Glucose. Deshalb arbeiten GLUT 1 und 3 unabhé&ngig von Insulin und haben
eine hohe Affinitat zu Glucose. GLUT 4 findet sich vor allem an der Muskulatur
und im Fettgewebe, den Organen, die Glucose als Glykogen beziehungsweise
als Fett bei groBem Angebot auch speichern kénnen. Er ist zur Glucoseaufnah-
me auf Insulin angewiesen und wird erst, wenn Insulin die Muskelzellen oder
Adipozyten erreicht aus zytosolischen Mikrovesikeln in die Plasmamembran ein-
gebaut. Dies dient einer schnellen, insulinabhangigen Blutglucosesenkung durch
erhdhte Aufnahme in die Zellen und dortige, weitere Verstoffwechslung. Als wei-
teren Transporter findet man GLUT 5 der aber, wie man heute weiss eigentlich
ein Fructosetransporter ist [37].

Nur im Pankreas und in den Hepatozyten der Leber findet sich der Glucosetrans-
porter 2, Uber den Glucose auch in die - Zellen aufgenommen wird. Dieser Glu-
cosetransporter hat eine hohe Michaelis- Menten Konstante, also eine niedrige
Affinitat zu Glucose. Dies bedeutet, dass die Glucoseaufnahme der - Zelle in
physiologischen Konzentrationen von 5 mM nicht maximal ist, bei Nahrungsauf-
nahme aber gesteigert werden kann. In Zeiten niedriger Glucosekonzentrationen
im Blut, kann kaum Glucose in die 3- Zelle aufgenommen werden und es wird
kein Insulin sezerniert.

Ergénzt wird dieser Mechanismus dadurch, dass in der - Zelle die Glucose zu-
erst durch die Glucokinase zu Glucose-6-Phosphat phosphoryliert wird. Damit
wird Glucose aus dem Gleichgewicht entfernt und neue Glucose kann in die Zel-
le gelangen. Die Glukokinase ist ein Isoenzym der Hexokinase und kommt nur in
der Leber und den - Zellen des Pankreas vor. Sie hat wie der GLUT 2 eine hohe
Michaelis- Menten Konstante und eine niedrige Glucoseaffinitat. Sie arbeitet al-
so, im Gegensatz zur ubiquitdr vorkommenden Hexokinase, die immer maximal
phosphoryliert, nur bei groBem Glucoseangebot mit maximaler Geschwindigkeit
und stellt damit zusammen mit dem GLUT 2 den - Zellsensor der Blutglucose-
konzentration dar [37].
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Glucose- 6- Phosphat wird in der Glykolyse dann weiter zu Pyruvat abgebaut.
Das Pyruvat wird anschlieBend im Citratzyklus und der darauf folgenden At-
mungskette zu CO, und H,O metabolisiert. Bei optimaler Stoffwechsellage kén-
nen dabei bis zu 36 ATP Molekile aus einem Mol Glucose entstehen. Dies hat
zur Folge, dass bei Nahrungsaufnahme beziehungsweise bei Glucoseaufnahme
in die Zelle der intrazellulare ATP- Gehalt ansteigt.

Der Anstieg der intrazellularen ATP- Konzentration in der - Zelle bei Erhdhung
der Blutglucosekonzentration, fihrt zum Verschluss des ATP sensitiven Kalium
Kanals der 3- Zelle, was zu einer Depolarisation der - Zelle fuhrt. Als Folge der
Depolarisation kommt es zum Ca?* Einstrom {ber spannungsabhingige Ca?**
Kanéle in die - Zelle und dadurch letztendlich zur Exozytose der Insulingranula.
Man kann sagen, dass der K 7p Kanal also im eigentlichen Sinne das Glucose-
signal in elektrische Aktivitat umwandelt [4].

Der K, rp Kanal besteht aus jeweils vier Untereinheiten SUR1 (sulfonylurea re-
ceptor) und Kir 6.2 ( Kt channel inward rectifier) und ist nur als Oktamer voll
funktionsfahig. SUR1 ist das Zielmolekil der Sulfonylharnstoffe, die als erste ora-
le Antidiabetika bekannt wurden. Die Sulfonylharnstoffe verschlieBen den K rp
Kanal und sorgen so flir eine verlangerte Depolarisation und einen verlangerten
Ca?*- Einstrom. Die Kir6.2 Untereinheit ist der porenbildende Anteil des Kanals.
Seit einiger Zeit kennt man Mutationen in KCNJ11, dem Gen, das fir Kir 6.2
codiert und weiss, dass dies ein haufiger Grund fir einen Neugeborenen Dia-
betes ist [4]. Seit man den Zusammenhang zwischen der Erkrankung und dem
Mutationsort kennt, kann man Neugeborenen Diabetes mit Sulfonylharnstoffen
erfolgreich behandeln.

Als Reaktion auf einen Glucosestimulus beobachtet man eine biphasische Insu-
linsekretion. Es kommt zuerst zu einem kurzen, schnellen Peak in den ersten
5- 10 Minuten und dann zu einer verlangerten, aber weniger starken Insulinaus-
schittung. Vor allem die erste Phase der Insulinantwort scheint bei Diabetikern
vermindert zu sein und es wird diskutiert, dass eine verminderte erste Phase ein
deutlicher Pradiktor fir die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes ist [2]. Es wird ver-
mutet, dass der biphasische Sekretionsverlauf dadurch zu Stande kommt, dass
die Insulingranula unterschiedlich weit von der Plasmamembran entfernt sind. Es
gibt einen Pool der direkt an der Membran liegt (ready releasable pool) und damit
sofort zur ersten Phase ausgeschuttet wird und es gibt Reservegranula, die, da
sie etwas entfernt sind, erst zur zweiten Phase ausgeschttet werden [39].
Interessanterweise beginnt nach etwa 3 Stunden bei stimulierender Glucosekon-
zentration eine dritte Phase der Sekretion, in der die sezernierte Insulinmen-
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ge deutlich absinkt [23]. Dies deutet an, dass lange anhaltende Hyperglykdmie
selbst zu einer Reduzierung der Insulinsekretion fihrt. Diese Reaktion und die
Tatsache, dass Hyperglykdmie auch die Insulinwirkung in der Peripherie vermin-
dert und zur - Zell Zerstérung fihren kann [86], ist Teil dessen, was man unter
Glucotoxizitat versteht. AuBerdem konnten Dubois und Mitarbeiter zeigen, dass
die Hyperglykamie die letzten Schritte der Exozytose hemmt und dadurch die
Insulinsekretion reduziert [25]. Hyperglykdmie als Folge von Sekretionsdefiziten
der (3- Zelle und Insulinresistenz in der Peripherie, flhrt also selbst zur Erhaltung
und Verschlimmerung der diabetischen Stoffwechsellage.

1.4 Regulation der Insulinsekretion tber
Metabolismus

Die Insulinsekretion wird vor allem durch die Aufnahme und Verstoffwechslung
von Glucose, als dem hauptsachlichen Sekretionsstimulus, reguliert. AuBer Glu-
cose sind zum Beispiel noch Mannose oder Leucin in der Lage die Insulinse-
kretion direkt zu stimulieren. Im Gegensatz dazu, kann die Insulinantwort auch
noch von vielen weiteren Stoffen moduliert werden. So kénnen Fettsauren auf
verschiedenen Wegen Einfluss auf die Sekretion nehmen und diese vermehren
(siehe 1.5 Regulation der Insulinsekretion durch Fettsauren). Aber auch Amino-
sauren und Ketonkoérper potenzieren die Insulinausschittung [37]. Man unter-
scheidet deshalb zwischen primaren und sekundaren Auslésern der Insulinse-
kretion. Priméar bedeutet, das Stimulanz kann alleine, wie zum Beispiel Glucose
oder Mannose eine Sekretionsantwort provozieren. Sekundéare Stimulanzien sind
dahingegen auf die Gegenwart von Glucose angewiesen, nur dann kdnnen sie ih-
re stimulierende Wirkung entfalten [23].

Es konnte gezeigt werden, dass Uber die parasympathische Nervenfasern des
Nervus vagus ausgeschuttetes Acetylcholin die Insulinsekretion ebenfalls stimu-
liert. Das Acetylcholin wirkt Gber muskarinerge Rezeptoren an den (- Zellen.
Der muskarine Rezeptor ist G- Protein gekoppelt und flhrt bei Aktivierung zu
einer Stimulierung der PLC (Phospholipase C), welche das Phospholipid PIP,
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) aus der Plasmamembran in die second
messenger DAG (Diacylglycerin) und IP;(Inositoltriphosphat) spaltet. IP5 flhrt
dann zur Freisetzung von Calcium, indem es an Ca?* Kandale des endoplas-
matischen Retikulum bindet und diese 6ffnet. Ca** ist ein lon, das als second
messenger viele verschiedene Aufgaben erflillt. Es kann an Calmodulin binden
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und dadurch Enzym- oder Transporter Aktivitat verdndern, es kann regulatorische
Proteine binden und dadurch die Bewegung kontraktiler oder zytoskelettaler Pro-
teine beeinflussen, es fuhrt zur Exozytose und es kann regulierend an lonenkana-
le binden [70]. DAG aktiviert dahingegen die Proteinkinase C (PKC), die ihrerseits
wiederum andere Enzyme aktivieren kann, die das Signal weiterleiten [70].

Die gleiche Stimulationskaskade aktiviert Carbachol, das als Strukturanalogon
zu Acetylcholin, direkt als Parasympathomimetikum wirkt. In unseren Studien
wurden die Inseln der WT Mause und der PKCSKN Mause mit Carbachol in-
kubiert und so die Insulinsekretion unter Stimulierung der PLC Signalkaskade
untersucht.

Als weiteres Stimulanz, der Insulinsekretion wurde in unseren Experimenten der
Phorboldiester PMA (Phobol-12-Myristat 13-Acetat) eingesetzt. Die Stimulation
der Sekretion lauft hierbei tber eine weitere, mdgliche Signalkaskade. PMA kann
die PKC direkt aktivieren, was zu einer Ca?* unabhangigen Insulinsekretion fihrt
[68]. Im Gegensatz zu Carbachol oder Acetylcholin wird nur der Weg tber DAG,
nicht aber tber IP; stimuliert.

Vergleicht man einen oralen und einen intravendsen Glucosetoleranztest, so stellt
man eine deutlich héhere Insulinsekretion bei oraler Glucosegabe fest. Diesen
Unterschied bewirken intestinale Hormone, wie zum Beispiel GIP (gastric inhibito-
ry peptide/glucose-dependent insulinotropic polypeptide), aus den K- Zellen oder
GLP-1 (glucagon like peptide 1), aus den L- Zellen des Intestinums. Man spricht
hierbei von der entero- insuldren Achse oder auch dem Inkretin- Effekt. AuBBer
einer Steigerung der Insulinsekretion haben die Inkretine, die zur Glucagon- Fa-
milie z&hlen, auch noch andere positive Effekte auf die - Zellen. So konnte ge-
zeigt werden, dass GIP mitogen und anti- apoptotisch auf INS-1 Zellen wirkt [80].
Ebenso konnte flir GLP-1 gezeigt werden, dass es in humanen Inseln den Zelltod
hemmt, zu vermehrter Bcl-2 Expression fuhrt, einen héheren Insulingehalt in den
Inseln und eine bessere Insulinantwort auf Glucose verursacht und die Prolifera-
tion und Neogenese von (- Zellen férdert. Des Weiteren reduziert eine exogene
Gabe beim Menschen die Nahrungsaufnahme, verlangsamt die Magenentlee-
rung und vermindert die Glucagonsekretion [24]. Dies hat aktuell an therapeuti-
scher Bedeutung gewonnen, da man stabile GLP-1 Analoga generieren konnte
und diese nun als Antidiabetikum zur Verflgung stehen. Eine weitere Neuerung
fur die Diabetestherapie sind auch die DPP |V (Dipeptidyl Peptidase 1V) Inhibito-
ren, die ebenfalls als Antidiabetikum auf den Markt gekommen sind. Die DPP IV
ist die physiologische Proteinase, die endogenes GLP-1 abbaut. Durch ihr Hem-
mung ist es nun méglich, eine Akkumulation von endogenem GLP-1 zu erreichen
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und dadurch die Insulinsekretion zu steigern. Hier ist im Gegensatz zu den GLP-1
Analoga, die subcutan appliziert werden mussen, sogar eine orale Gabe mdglich.
GLP-1 und GIP wirken Uber eine weitere, sehr haufig in Zellen vorkommende Si-
gnalkaskade, die in den 50er Jahren als erste tberhaupt entdeckt wurde [70]. Sie
binden an einen G- Protein gekoppelten Rezeptor, der daraufhin die Adenylatzy-
klase aktiviert, die ATP in zyklisches AMP (cAMP) umwandelt. cCAMP seinerseits
aktiviert die Proteinkinase A (PKA), die weitere Enzyme phosphoryliert und so
das Signal weiterleitet.

Ein &hnlicher Weg der Adenylatzyklasenaktivierung wird durch Forskolin stimu-
liert. Allerdings fUhrt Forskolin nicht lber G- Protein Aktivierung, sondern direkt
durch Bindung an die katalytische Untereinheit zu einer Stimulation der Adenylat-
zyklase. Um die direkte Aktivierung der Adeylatzyklase zu untersuchen wurden
in diesen Studien Inseln mit Forskolin inkubiert.

Zusatzlich kennt man natirlich auch Hemmstoffe der Insulinsekretion. So redu-
zieren etwa Katecholamine Uber a, adrenerge Rezeptoren die Sekretion, indem
sie die Adenylatzyklase hemmen und durch Hyperpolarisation der - Zellen Uber
die Aktivierung von Kaliumkanalen. Peterhoff und Mitarbeiter konnten zeigen,
dass von den drei bekannten Formen des a, adrenergen Rezeptors, as4, asp
und asc, nur der as4 und der asc Rezeptor fir die Hemmung der Insulinsekre-
tion durch Adrenalin wichtig sind [64]. Den Mechanismus der Hyperpolarisation
nutzen auch Galanin und Somatostatin [23]. Sie sind ebenfalls potente Hemm-
stoffe der Insulinausschittung [84], [82]. Bekannterweise kann eine langfristige
Glucokortikoid Therapie zum Steroid induzierten Diabetes fihren. Es konnte ge-
zeigt werden, dass auch Glucokortikoide die Insulinsekretion hemmen und zwar
einerseits Uber vermehrte Adrenorezeptor Aktivierung [67] und Uber gesteigerte
K, Kanal Aktivitat [85]. Allerdings fihren Glucokortikoide nicht nur zu Sekretions-
defiziten sondern auch zur Apoptose von (- Zellen [67], indem sie die Phospho-
rylierung von IRS-2, PKB und ERK hemmen [5].

1.5 Regulation der Insulinsekretion durch
Fettsauren

Der Zusammenhang zwischen Fetten beziehungsweise Adipositas und Diabetes
ist seit langem Gegenstand von Diskussionen. Etwa 80 % aller Diabetes Mellitus
Typ 2 Patienten sind auch adipés [30]. Als Adipositas bezeichnet man jeden BMI
( Kérpergewicht in kg/ (KorpergréBe in m)?)iber 30, wobei man innerhalb der

16



Diagnose nochmals in unterschiedliche Schweregrade unterteilt. AuBerdem wird
in 60 %- 70 % aller Diabeteserkrankungen auch eine Dyslipidamie und eine ar-
terielle Hypertonie diagnostiziert [2]. Treten diese Erkrankungen zusammen auf
spricht man vom Metabolischen Syndrom. Dabei muss kein manifester Typ 2 Dia-
betes diagnostiziert sein, alleine eine gestérte Glucosetoleranz z&hlt auch schon
als Risikofaktor. Zu den oben genannten Erkrankungen werden auBBerdem auch
die Mikroalbuminurie und die Hyperurikdmie zur Diagnose, beziehungsweise als
Bestandteile des Metabolischen Syndroms herangezogen. Die multifaktoriellen
Stoffwechselstérungen des Metabolischen Syndroms sind die Hauptrisikofakto-
ren fir mikro- und makrovasculare Erkrankungen, wie zum Beispiel die koronare
Herzkrankheit. Das Risiko an einer koronaren Herzkrankheit zu erkranken, steigt
durch das Metabolische Syndrom um das 2-3fache. Das metabolische Syndrom
ist eine typische Erkrankung der westlichen, industrialisierten Welt, was sich aber
in Zukunft @ndern wird. Denn auch in sogenannten Entwicklunglandern hauft sich
die Erkrankung zunehmend [1].

Fette werden nach der Nahrungsaufnahme durch die Lipase des Pankreas in
freie Fettsauren und Glycerin zerteilt. Sie bilden mit den Gallensauren als Emul-
gatoren, Micellen aus Fettsauren, Phospholipiden, Cholesterin, fettléslichen Vit-
aminen oder auch fettléslichen Medikamenten. Im Jejunum zerfallen die Micellen
und die Bestandteile werden von den Enterozyten resorbiert. In den Enterozyten
werden die verschiedenen lipophilen Stoffe mit Apolipoprotein 48 zu Chylomi-
kronen zusammen gebaut und in die Lymphe abgegeben. Die Abgabe an die
Lymphe wird zur Umgehung der Leber genutzt, da bei Nahrungsaufnahme auch
genugend Kohlenhydrate und Proteine vorhanden sind, die von der Leber zur
Energiegewinnung genutzt werden kénnen. Die Fette werden zuerst in die Peri-
pherie gebracht, wo sie zum Beispiel direkt in den Adipozyten als Energiereserve
gespeichert werden kénnen. Das meiste Fett im Korper liegt als Triglycerid vor,
da es sich hierbei um eine Speicherform des Fettes handelt [37].

Man unterscheidet bei Fetten auBerdem zwischen gesattigten und ungesattigten
Fettsauren. Ungesattigt bedeutet, dass in der Kohlenstoffkette des Molekdls ei-
ne oder mehrerer Doppelbindungen vorliegen. Die ungesattigten Fette sind far
den Korper teilweise essentiell, das heisst er kann sie nicht selbst produzieren
sondern muss sie Uber die Nahrung aufnehmen. Zum Beispiel ist die zweifach
ungesattigte Linolsdure solch eine essentielle Fettsaure.

Flr Fettsauren, vor allem fir gesattigte Fettsduren konnte inzwischen eine Lipo-
toxiziat ahnlich der Glucotoxizitat, nachgewiesen werden. Dies zeigt, von welcher
Bedeutung diese beiden Bestandteile (Adipositas und Diabetes mellitus) des me-
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tabolischen Syndroms sind. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass bei
einem Uberangebot an Fettsauren und TAGs (Triglyceriden) diese auch in an-
deren Zellen als Adipozyten, zum Beispiel - Zellen, angereichert werden. Dies
fihrt zu Funktionsstérungen der - Zellen oder sogar zur Lipoapoptose. [88]. La-
gern sich in den - Zellen oder auch in Myozyten vermehrt Fette ein, so fihrt dies
letztendlich zur Entstehung von Diabetes beziehungsweise zur Insulinresistenz in
der Muskulatur [87].

Eitel und Mitarbeiter konnten zeigen, dass in humanen Inseln gesattigte Fettsau-
ren, wie Palmitat und Stearat Apoptose in - Zellen auslésen, wohingegen einfach
und mehrfach ungesattigte Fettsduren keine Apoptose induzieren konnten. Das
selbe konnte ebenfalls in RIN1046-38 Zellen nachgewiesen werden [26]. Dies
zeigt die protektive und anti- apoptotische Wirkung, die ein- oder mehrfach un-
gesattigten Fettsduren zugeschrieben wird. Einen schitzenden Effekt auf das -
Zell Uberleben hat auch die Umwandlung von geséttigten zu ungesattigten Fett-
sauren durch die Stearoyl- CoA- Desturase (SCD). Zellen, die gegeniber Palmitat
induzierter Apoptose resistent sind produzieren vermehrt SCD [9]. Dieser Befund
betont den protektiven Effekt ungesattigter Fettsauren auf das Zelliberleben. Im
Gegensatz zu den ungesattigten Fettsduren wirkt Palmitat in BRIN- BD11 Zellen
[91] und kardialen Myozyten [16] apoptotisch. Auch in humanen Inseln konnten
Maedler und Mitarbeiter den durch Palmitat ausgeldsten apoptotischen Effekt zei-
gen [54]. Nach Langzeitbehandlung mit Palmitat konnte ebenfalls eine reduzierte
(- Zellfunktion sowie eine verminderte - Zellproliferation nachgewiesen werden.
Diese Efffekte waren mit Ceramidbildung, DNA Fragmentierung, Freisetzung von
Cytochrom C und Reduktion von Bcl-2 assoziert, was auf einen Apoptoseweg
Uber das Mitochondrium hinweist [54]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die
Inkubation in ungesattigten Fettsduren die negativen, pro- apoptotischen, durch
die gesattigten Fettsauren ausgeldsten Effekte verhindern konnte [54].

Des Weiteren kénnen Hyperglykamie und Fettsauren synergystisch, im Sinne ei-
ner Glucolipotoxizitat, wirken. In INS-1 Zellen und humanen Inseln flhrte die In-
kubation mit Glucose zusammen mit gesattigten Fettsduren zu einer deutlichen
Steigerung der Apoptoserate gegentber der Inkubation mit nur einem Stimulanz,
was zeigt, dass Fettsauren besonders im Zusammenspiel mit hohen Glucosewer-
ten toxisch wirken. Glucose zusammen mit ungesattigten Fettsduren flhrte nicht
zu einem verstarkten apoptotischen Effekt [27].

Physiologisch werden die Fettsduren im Kérper als Energielieferant durch den
Abbau Uber die (- Oxidation genutzt. Aber sie kébnnen auch als Signalmolekdle
fungieren. Zum einen kbénnen sie an intrazellulare Rezeptoren wie die PPAR's
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(Peroxisom Proliferator Aktivierter Rezeptor) binden, die dann die Transkription
modulieren und zu einer besseren Insulinsensitivitat fihren kénnen. Dies wird
medikamentds durch die Glitazone zur Therapie des Typ 2 Diabetes genutzt [42].
Zum anderen kénnen Fettsduren aber auch an membranstandige Rezeptoren,
wie etwa die toll like Rezeptoren (TLR) oder GPR 40 binden. GPR 40 zahlte lan-
ge zu den ,orphan receptors, bis entdeckt wurde, dass der Rezeptor mit sieben
membrandurchspannenden Domanen als Andockstelle fur freie Fettsauren dient.
Nun bezeichnet man ihn auch als FFAR1 (Free Fatty Acid Receptor 1) [8]. Er
findet sich in der Plasmamembran der 3- Zellen des Pankreas, wo er nach Kon-
takt mit einer langkettigen freien Fettsdure Uber G- Proteine eine PLC aktiviert
und so Uber Freisetzung von IP3; und DAG die Insulinsekretion stimuliert [41]. Auf
diese Weise kénnen Fettsduren die Insulinsekretion amplifizieren. Andererseits
kénnen Fettsduren auch Gber ihren Abbau in der (- Oxidation die mitochondriale
ATP Generierung stimulieren und somit iber Hemmung von K, rp Kanélen, die
(- Zelle depolarisieren und die Insulinsekretion induzieren. Ein weiterer moglicher
Weg zur Steigerung der Insulinsekretion ist, die Stimulation der anaplerotischen
Reaktionen durch Glucose, Glutamin oder Leucin, die in der Nahrung enthalten
sind. Dabei wird Citrat aus dem Mitochondrium freigesetzt und im Rahmen der
Fettsduresynthese entsteht Malonyl- CoA. Dieses fuhrt zu einer Hemmung der
(- Oxidation, wodurch langkettige Fettsauren akkumulieren und direkt oder durch
Umbau zu komlexen Fetten, wie DAG oder Phospholipiden, die Insulinsekretion
stimulieren [60]. Diese zusatzliche Sekretionssteigerung hat vor allem dann grof3e
Bedeutung, wenn die - Zellen eine vorliegende Insulinresistenz durch vermehrte
Insulinsekretion Gberwinden mussen [60].

Die GPR40 abhangige Stimulation der Insulinsekretion wurde in dieser Arbeit un-
tersucht, indem die isolierten Inseln zum einen mit den Fettsduren Palmitat oder
Oleat und zum anderen mit einem spezifischen Agonisten des GPR40 Rezeptors
inkubiert wurden. Palmitat ist eine geséttigte Fettsdure mit 16 C-Atomen. Sie ist
eine der am haufigsten im menschlichen Kérper vorkommenden Fettsauren, da
bei der endogenen Fettsauresynthese fast ausschlie3lich Palmitat entsteht [37].
Im Gegensatz dazu hat Oleat eine Doppelbindung in seinen 18 C-Atomen und
gehdrt damit zu den einfach ungesattigten Fettsduren.

1.6 Die Proteinkinase C

Die Proteinkinase C ist eine ubiquitédr vorkommende Serin/ Threonin- Kinase, die
an vielen wichtigen Zellzyklusprozessen beteiligt ist. Es konnte ihr Einfluss auf
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die Proliferation und das Uberleben der Zelle, sowie ihre Einfluss in der Apop-
tose gezeigt werden [69]. Sie wird mit Erkrankungen wie Myokardinfarkt und ze-
rebralem Insult, sowie der Tumorprogression in Zusammenhang gebracht [44],
[59]. Die Proteinkinase C wurde erstmals 1977, als Phospholipid- abhangige,
durch Calcium aktivierbare Proteinkinase von Nishizuka und Mitarbeiter beschrie-
ben [79]. Inzwischen weiss man, dass die PKC nicht ein einzelnes Enzym, son-
dern eine ganze Enzymfamilie ist. Diese besteht aus bis zu zwdlf Isoformen [65].
Sie kénnen nach Sequenzhomologien und je nach Aktivierungsmechanismus in
drei Untergruppen, klassisch, neu und atypisch, eingeteilt werden. Zu den klassi-
schen Isoformen (cPKC) gehdéren die PKCa, 5l, Sl und ~, die Calcium- abhéngig
und durch DAG aktivierbar sind. Zu den neuen Isoformen (nPKC) z&hlt man die
PKCé, ¢, 0 und pu, die Calcium- unabhangig aber durch DAG aktivierbar sind.
Und schlieBlich gehéren zu den atypischen Isoformen (aPKC) die PKC £ und A,
die Calcium- unabhangig und auch nicht durch DAG aktivierbar sind. [94]. Alle
Isoformen bestehen aus einer regulatorischen und einer katalytischen Unterein-
heit. Als Zeichen der Aktivierung wird bei allen Isoformen die Translokation vom
Zytosol zur Membran gewertet [75]. Aber auch die Translokation zum Nucleus
oder zu Elementen des Zytoskeletts, nach Aktivierung wurden beschrieben [58],
[21]. Viele Zellen enthalten verschiedene Isoformen der PKC, die wiederum in
verschiedenen Kompartimenten der Zelle lokalisiert sind. Es konnte aufgezeigt
werden, dass jede Isoform der PKC an einen spezifischen, sogenannten RACK
(Receptor for Activated C Kinase) bindet, der sie dann in die Nahe ihres Substra-
tes bringt [57].

Die unterschiedlichen Aktivierungsmuster der Isoformen kommen dadurch zu-
stande, dass DAG an die C1 Doméne und Ca?" an die C2 Doméne der PKC
bindet. Bei der klassischen PKC findet man diese beiden Domé&nen und sowohl
Calcium als auch DAG haben die Méglichkeit zu binden. Bei den neuen PKCs
fehlt die C2 Domane, weshalb sie nicht durch Calcium aktiviert werden kénnen.
Den atypischen Formen fehlt die C2 Doméane ebenfalls und die C1 Doméne ist
so verandert, dass kein DAG mehr binden kann. Allen gemeinsam sind die stark
konservierten C3 und C4 Domanen, sowie eine Pseudosubstratsequenz (PS),
die zu einer Hemmung der Kinase fuhrt, indem sie mit der katalytischen Regi-
on interagiert. Bei PKC X\ handelt es sich nicht direkt um eine spezielle Isoform,
sondern sie kommt nur in Mausen vor und entspricht dort, der im Menschen vor-
kommenden PKC . [75].
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1.6.1 Die Aktivierung atypischer PKCs

Die atypischen PKCs kénnen, anstatt durch Ca?* und DAG, Uber den IRS (Insu-
linrezeptorsubstrat)/ P1-3(Phosphoinositid- 3) Kinase Signalweg aktiviert werden,
wodurch sie die Aufnahme von Glucose in Muskel und Fettgewebe vermitteln
konnen. Dadurch ist es mdglich, dass sie eine Rolle in der Entstehung der Insu-
linresistenz spielen. Der IRS/ PI-3 Kinase Signalweg beginnt nach der Bindung
von Insulin an den Insulinrezeptor. Der Insulinrezeptor hat Tyrosinkinaseaktivi-
tat und besteht aus zwei a- und zwei (- Untereinheiten, wobei die «- Einhei-
ten extrazellular liegen und das Insulin binden. Die - Einheiten reichen bis ins
Zytoplasma und haben eine autophosphorylierende Eigenschaft. Bindet Insulin
an den Rezeptor, phosphoryliert die §- Untereinheit Tyrosinreste des Rezeptors
und anschlieBend auch an weiteren Zielmolekulen [23]. Zu diesen gehort vor
allem das Insulinrezeptorsubstrat IRS-1, welches dann weiter Uber PI-3 Kinase
und Akt/PKB(Proteinkinase B) Aktivierung, das Signal fortleiten kann. IRS-1 kann
aber auch tber ras und MAP Kinase das Signal weiterleiten, auf diese Weise wird
vor allem die mitogene Wirkung des Insulin vermittelt [37]. Die PI-3 Kinase kann
als Reaktion auf Insulin aber auch, wie schon erwéhnt, die atypischen PKCs ak-
tivieren, die somit das Insulinsignal Ubertragen konnen und deshalb auch einen
Teil der Signalkaskade in der Vermittlung der Insulinresistenz darstellen kénnen.
Farese und Mitarbeiter konnten dies an Hand reduzierter IRS/ PI-3 Kinase vermit-
telter aPKC Aktivitat bei Insulinresistenz in der Muskulatur und dem Fettgewebe
zeigen [29].

1.6.2 Die Rolle der Proteinkinase C bei der Insulinsekretion

Die (- Zellen exprimieren mindestens sechs Isoenzyme der PKC, wobei vor allem
PKCa und PKC§ exprimiert werden. Aber auch PKCglI, €, ¢ und ¢ finden sich in
den Inseln [46], [12].

Auf Grund dessen wurde untersucht, ob eine der PKC Isoformen an der Glucose-
induzierten Insulinsekretion beteiligt ist. In Inseln von Ratten konnte gezeigt wer-
den, dass TPA zu einer deutlichen Phosphorylierung von Substraten der cPKC
fihrt und dass die durch TPA stimulierte Insulinsekretion in PKCaKN Mausen ge-
hemmt ist. Dahingegen fihrte Glucose zu einer geringen Phosphorylierung von
cPKC Substraten und die Glucose- induzierte Insulinsekretion wurde in PKCaKN
Mause nicht reduziert. Daraus kann man schlieBen, dass PKCa nur zu einem
kleinen Teil zur Insulinsekretion nach Glucosestimulation beitragt aber bei der
durch TPA induzierten Insulinsekretion durchaus beteiligt ist [12]. Auch Yedovitz-
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ky und Mitarbeiter konnten an Inseln aus Ratten zeigen, dass PKCa in die Insu-
linfreisetzung involviert ist. Sie nutzten dafir die selektive Hemmung der jewei-
ligen Isoform der PKC durch kurze Sequenzen, die sie aus den Bindungsstelle
der entsprechenden RACKs entschlisselt haben [93]. Auch die Hemmung der
cPKC durch selektive Inhibitoren (Gé 6976) zeigte, dass die Sekretionsantwort
auf Phorbolester komplett blockiert wurde, aber die Glucose- induzierte Insulin-
sekretion nur leicht reduziert wurde [95]. Dies deutet ebenfalls an, dass die klas-
sischen PKCs nicht essentiell sind fir die Glucose- induzierte Insulinsekretion,
maoglicherweise aber doch einen modulierenden Einfluss darauf haben kénnten
[75].

Eine Beteiligung der Isoform PKCe in der Insulinsekretion wird ebenfalls diskutiert
[93]. Aber in PKCe knockout Mausen konnte wahrend eines Glucosetoleranztes-
tes keine Unterschiede zu den WT Mausen festgestellt werden [76]. Hennige und
Mitarbeiter konnten in RIN 1046-38 Zellen mittels Uberexpression von PKCq, I,
e und PKC(¢ und Stimulierung mit Glucose keine Sekretionsunterschiede feststel-
len, was zeigt, dass anscheinend keine dieser Isoformen Einfluss auf die Glucose
stimulierte Insulinsekretion hat [34].

Auch in der durch Fettsduren ausgel6sten Insulinsekretion wird die Beteiligung
von PKCs untersucht, da man weiss, dass PKCs duch Fettsduren aktiviert wer-
den kénnen [26]. Allerdings fehlen bisher eindeutige Nachweise [75].

Warwar und Mitarbeiter untersuchten an perfundierten Pankreata der GK- Ratte,
einem Modell fir den nicht- adipdsen Typ 2 Diabetes und zur Kontrolle an Wistar
Ratten, die Reaktion verschiedener PKC Isoenzyme auf Glucose [90]. Fir PKCa
konnten sie eine rdumliche N&he zu den Insulingranula wahrend der biphasi-
schen Insulinsekretion feststellen und vermuten eine Funktion der Isoform in der
Beférderung der Granula zur Exozytosestelle. PKCe kdnnte auf Grund seiner Be-
wegung in der Zelle wahrend der Glucosestimulation zur Aktivierung der Granula
flr die Exozytose notwendig sein und PKC( zeigte eine doppelte Funktion; ein-
mal die Initiierung der Insulinsekretion und zusatzlich eine regulatorische Rolle
in der Trankription. Der Vergleich zwischen der GK Ratte und der normoglyk-
amischen Ratte zeigte zwar verminderte Aktivitat beziehungsweise verminderte
Expression von PKCq, ¢, 0, ¢ in der GK Ratte, aber es konnte noch keine Kausa-
litdt zur Hyperglykadmie der Ratte hergestellt werden [90]. Eine genaue Rolle fur
PKC Isoenzyme in der Glucose stimulierten Insulinsekretion zu definieren bleibt
weiterhin schwierig, was zum Teil auch auf technische Probleme zurlick zu flihren
ist. So werden zum einen in den - Zellen, wie gesagt verschiedene Isoformen
exprimiert und auch die Spezies mit denen die Experimente durchgefihrt wer-
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den, weisen Sekretionsunterschiede auf. So konnte in Studien gezeigt werden,
dass zwischen Maus- und Ratteninseln durchaus deutliche Speziesunterschiede
bezlglich der Insulinsekretion und der Reaktion auf PKC Inhibitoren bestehen
[95].

1.6.3 Die Rolle der Proteinkinase C bei der Insulinresistenz

Des Weiteren wurde untersucht, ob und in wie weit, die Isoformen der PKC Ein-
fluss auf die Insulinresistenz der Peripherie haben. Laybutt und Mitarbeiter konn-
ten zeigen, dass Ratten, denen Uber 1 oder Uber 4 Tage chronisch Glucose infun-
diert wurde, vermehrt langkettiges Acyl-CoA und vermehrt Malonyl- CoA in ihrer
Muskulatur aufweisen. Zusétzlich war die PKCe im Sinne einer chronischen Ak-
tivierung vermehrt in der Membran zu finden. Dies zeigt, dass chronische hohe
Glucosespiegel zur Einlagerung von Fett in die Muskulatur fihren und zusatzlich
die - Oxidation tber Malonyl- CoA gehemmt wird. Dies kann in der Entstehung
von Insulinresistenz in der Muskulatur eine Rolle spielen und scheint durch PKCe
vermittelt zu werden [50]. Ebenfalls konnte in HFD (High Fat Diet) geftterten
Ratten eine gesteigerte Aktivitat von PKCe und auch PKC6, sowie eine vermehr-
te Fetteinlagerung in die Zellen nachgewiesen werden [74]. Die Insulinresistenz
der Leber wird, wie es scheint, auch durch PKCe vermittelt. In Leberbiopsien von
adipésen Diabetikern konnte eine dreifache Aktivitéatssteigerung der PKCe ge-
zeigt werden, die interessanter Weise in adipdsen Gesunden nicht nachweisbar
war [15]. Auch im entsprechenden Tiermodell, der Zucker Ratte, konnten diese
Ergebnisse reproduziert werden [15].

Uber welche Signalwege intrazellular, PKC zur Insulinresistenz beitragt ist noch
nicht vollstdndig geklart. Paz und Mitarbeiter beschrieben, eine vermehrte Se-
rin/ Threonin Phosphorylierung von IRS-1 und auch IRS-2. Dies soll die Bindung
der Substrate an den Insulinrezeptor hemmen, wodurch die Tyrosin Phosphory-
lierung von IRS-1 und -2 verhindert wird. Diese ist aber normalerweise notwendig
um das Insulinsignal regelrecht weiter zu leiten. Sie zeigen somit ein molekula-
res Modell der Insulinresistenz [63]. Da auch gezeigt werden konnte, dass PKC
Isoenzyme in der Lage sind IRS-1 an Serin zu phosphorylieren, ist dies eine der
Maoglichkeiten, wie die PKC zur Insulinresistenz beitragen kann. Es konnte fir
PKCq, gll, 6 und 6 gezeigt werden, dass sie IRS-1 Serin phosphorylieren kén-
nen [43], was zu einer reduzierten PI-3 Kinase/Akt Aktivierung und letztendich zu
einem verminderten Insulinsignal und IRS-1 Abbau fihrt [75].
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1.6.4 Die Proteinkinase C in transgenen Mausmodellen

Transgene Mause werden zunehmend genutzt um die Rolle von PKC Isoenzy-
men zu untersuchen. Dabei unterscheidet man klassische transgene Tiere, de-
nen zusatzliche DNA in ihr Genom inseriert wurde, um die Expression des ent-
sprechenden Protein zu erreichen, von sogenannten knockout Tieren. Bei diesen
wird durch gezielte Insertion von verénderter DNA in ihr Genom, die Expression
des entsprechenden Protein verhindert.

Da PKC# in der Muskulatur stark exprimiert wird, wurde immer wieder vermutet,
dass sie in der Glucosehomdostase ein Rolle spielen kénnte. Es wurde an PKC64
knockout Méause fest gestellt, dass sie einerseits gegenlber kurzfristiger Insu-
linresistenz in der Muskulatur und fehlerhafte Insulinsignalvermittlung geschitzt
sind. Aber Langzeitstudien zeigen eine erhdhte Anfélligkeit fir Adipositas und
durch Diéat induzierte Insulinresistenz in den PKC68 knockout M&usen [75].

Auch in PKCe knockout Mausen wurde die - Zellfunktion und die Insulinwir-
kung untersucht. So konnte in diesen Mausen eine verstarkte Insulinsekretion
gezeigt werden, die einer durch HFD induzierten Glucoseintoleranz entgegen
wirkte. Zusatzlich wurde die Insulinverfigbarkeit durch reduzierte Insulinclearan-
ce und verminderte Insulinaufnahme in der Leber verbessert. Sogar in pradiabeti-
schen Mausmodellen wurde durch die Deletion der PKCe eine verbesserte Gluco-
setoleranz und Insulinverflgbarkeit erreicht [75]. AuBerdem konnte eine Optimie-
rung der Uber Glucose regulierten Fettverstoffwechslung festgestellt werden, was
wiederum die Insulinsekretion steigert. Denn die Wiederherstellung der Balance
zwischen Veresterung von Fetten und - Oxidation kénnte zur Normalisierung der
Insulinsekretion beitragen [76]. Des Weiteren steigt durch das Fehlen von PKCe
vor allem die, bei Diabetikern verminderte, erste Phase der Insulinsekretion an
[75]. Dies kdnnte in Zukunft von Bedeutung sein, da die Hemmung von PKCe
am urspringlichen Problem der verminderten Insulinsekretion ansetzt ,wohinge-
gen andere therapeutische Optionen, die die Insulinsekretion steigern eher das
eigentliche Problem zu umgehen und zu Uberwinden versuchen [75].

1.6.5 Die Rolle der Proteinkinase C in der Regulation der -
Zellmasse und -differenzierung

Letztendlich kann man noch den Einfluss von PKC Isoenzymen hinsichtlich der -

Zellmasse beziehungsweise Differenzierung untersuchen. Dabei konnte fiir PKC(

eine positive Wirkung auf die 3- Zellproliferation gezeigt werden. In RIN 1046-38
Zellen fiihrte eine Uberexpression von PKC( zu einer erhéhten basalen sowie zu
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einer gesteigerten, durch IGF-1 stimulierten [(3)H]Thymidin Aufnahme, was durch
Hemmung der MAP Kinase verhindert wurde. Dies deutet auf eine mitogene Rol-
le fir PKC( hin. Diese Annahme wird dadurch bestarkt, dass gezeigt werden
konnte, dass in den PKC( Uberexprimierenden Zellen der Transkriptionsfaktor
PDX-1 durch IGF-1 aktiviert wurde [34]. Auch die Wirkung von nPKC Isoformen
in der Regulation von (- Zellmasse und Proliferation wird diskutiert. In den PKCe
knockout Mausen konnte aber keine Veranderung der der - Zellemasse nachge-
wiesen werden [76]. Die Rolle der nPKC Isoform PKC¢ wird unter 1.7 ausfihrlich
diskutiert.

1.6.6 Weitere Funktionen der Proteinkinase C

Auch unabhéngig von der Rolle der PKC Isoformen in der - Zellfunktion und
dem Erhalt der (- Zellmasse sowie der Insulinresistenz wurden weitere Funktio-
nen bei verschiedenen Zellen nachgewiesen. So ist zum Beispiel die PKC auch
in die Kontrolle der Exozytose von Neurotransmittern und dadurch ebenfalls an
der synaptischen Plastizitat beteiligt. Durch PMA stimuliert, kommt es zur PKC
abhangigen Phosphorylierung von Munc-18, einem Protein, dass an Syntaxin
bindet. Durch die Phosphorylierung von Munc-18 an Ser-313, wird Syntaxin frei
und kann sich in den SNARE Komplex einfligen, wodurch es zur Exozytose von
Neurotransmittern kommt [6]. Ahnliches konnte Uchida und Mitarbeiter auch in
(- Zellen zeigen. In Inseln aus PKC6 -/- Mausen war die Phosphorylierung von
Munc-18 reduziert, was mit einer reduzierten Insulinsekretion korrelierte [81].
Des Weiteren konnte fir die cPKCs auch eine Beteiligung an der Hemmung von
Calcineurin in mononuklaren Zellen im Blut gezeigt werden. Duch PMA stimuliert
phosphorylieren cPKCs Cabin-1, einem Inhibitor von Calcineurin [77].

1.7 Die PKC/o

Die Proteinkinase C§ gehért zu den neuen Isoformen der PKC und wird zur
groBBen Gruppe der AGC Kinasen gezahlt. Unter diesen féllt sie auf, da sie nicht
auf die Phosphorylierung der Aktivierungsschleife angewiesen ist um katalytisch
aktiv zu werden [72]. Sie wurde erstmals durch Gschwendt und Mitarbeiter 1986
in Mausepidermis beschrieben [33]. Sie konnte unter anderem in Ratte, Maus
und im Menschen nachgewiesen werden, wo die Kinase jeweils aus 673, 674 be-
ziehungsweise 676 Aminosauren besteht. Die Aminosdurekette ist sehr homolog
in diesen Spezies und hat in allen ein kalkuliertes Molekulargewicht von 77,5 kDa
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[94]. PKC¢ wird in vielen verschiedenen Zellen und Geweben exprimiert [94].

1.7.1 Die Struktur der Isoform PKC/

PKCé zahlt zu den neuen Isoformen, da sie nur durch DAG aber nicht durch Cal-
cium aktivierbar ist, weil ihr die Ca?* bindende C2 Domane fehlt. Wie in Abbildung
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Abbildung 1.1: Schema der PKCJ; von R. Lehmann, Med. Klinik 1V, TUbingen;
V1- V5= variable Regionen; C1, C3, C4 = konstante Regionen;
PS = Pseudosubstrat.

1.1 zu sehen ist, kann man innerhalb der Kinase variable Regionen (V1, V3, V4,
V5) von konstanten (C1, C3, C4) Regionen unterscheiden. An die C1 Doméne,
die zwei cysteinreiche Zinkfinger Sequenzen enthélt, bindet DAG um die Kinase
zu aktivieren. Des Weiteren findet sich in PKCé eine ATP bindende C3 Region
und eine katalytisch aktive C4 Doméne, die das Substrat bindet. Wie alle Isofor-
men hat sie eine Pseudosubstratsequenz (PS) in der variablen Region V1, die im
inaktiven Zustand mit der katalytischen Doméne interagiert. Erst durch entspre-
chende Aktivierung der Kinase kommt es zu Konformationsédnderungen und die
Pseudosubstratsequenz (PS) gibt den katalytischen Anteil frei [75]. In der V3 Re-
gion befindet sich die Stelle, an der Caspase 3 das Protein in eine 38 kDa grof3e,
N- terminale regulatorische und eine 40 kDa grofR3e, C- terminale katalytische Un-
tereinheit zerschneiden kann [94]. De Vries und Mitarbeiter konnten zeigen, das
PKCé eine “Nuclear Localization Site” im C- terminalen Ende besitzt, die fur die
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Anreicherung im Kern notwendig ist [19].

1.7.2 Die Aktivierung der PKC/)

PKCé kann zum einen durch Tyrosin Phosphorylierung und zum anderen Uber
Caspase 3 abhéangige proteolytische Spaltung aktiviert werden. Weiterhin findet
man auch eine Phosphorylierung von Serin/ Threonin Resten in PKCo, die aber
nicht zur vollen Aktivierung ausreicht, sondern PKCé wohl eher auf die Aktivie-
rung durch DAG vorbereiten. Vor allem eine Phosphorylierung an Serin 643 und
Threonin 505 in der Aktivierungsschleife konnte bei einer Aktivierung und Trans-
lokation zur Membran der PKC4 gezeigt werden [55]. Bei dieser Phospohylierung
scheint PKCe eine Rolle zu spielen, da eine Uberexpression von PKCe zu einer
vermehrten Threonin Phosphorylierung der PKC/ flhrt [72].

Die Tyrosin Phosphorylierung verandert die Aktivitat der PKCo [55] und kann ei-
nerseits zur Aktivierung andererseits zur Hemmung der PKC¢ fuhren. So konnte
in Keratinozyten gezeigt werden, dass die Tyrosin Phosphorylierung nach EGFR
Stimulierung zu einer Hemmung der PKC/ fihrt [17]. Li und Mitarbeiter konnten
in Monozyten aber eine Stimulation der PKC4 zeigen [52]. Diese Unterschiede
kdénnen einerseits auf die unterschiedlichen Stimuli in verschiedenen Zellen zu-
rickgefuhrt werden. Andererseits ist es mdglich, dass die Phosphorylierung von
Tyrosinresten an unterschiedlichen Positionen auch gegensatzliche Wirkung zeigt
oder die Phosphorylierung einer Position wiederum die Phosphorylierung an an-
derer Stelle verhindert [94]. Eine solche Modulation kénnte die vielfaltigen Rollen
der PKC) in verschiedenen Zellen erklaren [94]. Zu den Tyrosinkinasen, fur wel-
che Phosphorylierungsstellen auf PKCo nachgewiesen wurden, gehdren Src, Lyn
und c- Abl. So gibt es zum einen Hinweise, dass in kardialen Myozyten nach H,O,
Exposition, Src PKC4§ an den Tyrosinresten 311 und 332 phosphoryliert [73]. Aber
auch c-Abl und Lyn konnten mit der Phosphorylierung von PKC¢ in Verbindung
gebracht werden [94], [69]. Als Zeichen der Aktivierung wird bei PKC4§ wie auch
bei den anderen Isoformen die Translokation der Kinase zur Membran gewertet
[48].

Nach Exposition gegenlber verschiedenen Stimuli kommt es zur Aktivierung von
PKCJ¢ durch proteolytische Spaltung durch die Caspase 3. Erst 1995 konnte Emo-
to und Mitarbeiter diesen Weg der Aktivierung erstmals nach radioaktiver Be-
strahlung von dendritischen Zellen zeigen [28]. Auch nachdem ein apoptotisches
Signal eine Zelle erreicht hat, wandern die PKCé und die Caspase 3 in den Kern,
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wo PKCo durch die Caspase gespalten wird. Durch die Spaltung entsteht das
katalytisch aktive Fragment 6CF [69].

Die Aktivierung durch Tyrosin Phosphorylierung oder durch proteolytische Spal-
tung durch Caspase 3 sind allerding nicht als getrennte Schritte zu verstehen,
sondern sind teilweise aufeinander angewiesen. Zum Teil kommt es zuerst zu ei-
ner Phosphorylierung von PKC4 bevor diese dann proteolytisch gespalten wird.
So konnte in C6 Gliomzellen eine Aktivierung der PKCé durch Phosphorylierung
an Tyrosinresten nachgewiesen werden. Die Behandlung der Zellen mit Etoposid
fihrte zu Phosphorylierung von vor allem Tyrosin 64 und 187, welche sich beide
in der regulatorischen Untereinheit befinden. Nach der Phosphorylierung wander-
te die Kinase in den Kern, wo sie durch Caspase 3 proteolytisch gespalten wurde
und die Apoptose einleitete. Durch Uberexpression von PKC§ konnte der pro-
apoptotische Effekt noch verstarkt werden, durch Rottlerin, einen PKC§ Inhibitor
und durch eine Kinase negative Mutante wurde die Apoptoserate reduziert. Auch
durch die Mutation von flnf Tyrosinresten zu Phenylalanin konnte die Apopto-
serate gesenkt werden, was zeigt, dass die Tyrosin Phosphorylierung von PKC§
eine wichtige Rolle bei der Apoptose spielt [7]. Ahnliches konnten auch Hum-
phries und Mitarbeiter zeigen. Sie identifizierten Tyrosin 64 und 155, ebenfalls in
der regulatorischen Untereinheit der PKCd, in Epithelzellen der Speicheldrise,
als essentielle Orte der Tyrosin Phosphorylierung fur den Transport von PKC/ in
den Kern. Ebenfalls eine Mutation von Tyrosin zu Phenylalanin an Position 64 und
155 der PKCo¢ fuhrte zu einer verminderten apoptotischen Wirkung. Wurden die
mutierten Proteine allerdings durch Anhangung einer NLS gezwungen im Kern zu
akkumulieren, so war die Fahigkeit zur Apoptose wieder hergestellt. Dies bedeu-
tet, dass die Phosphorylierung von Tyrosinresten nicht per se fir die Apoptose
notwendig ist, sondern den Weg von PKGCJ in den Kern vermittelt [40].

1.7.3 Die pro- apoptotische Wirkung von PKC/)

Um die apoptotische Wirkung von PKCé genauer zu untersuchen und die exak-
te Wirkungsweise zu klaren wurden viele Studien unternommen. Reyland und
Mitarbeiter zeigten, dass, nachdem ein apoptotisches Signal eine Zelle erreicht
hat, die PKCé und die Caspase 3 in den Kern wandern. Dort wird PKC4§ durch
die Caspase gespalten. Durch die Spaltung entsteht das katalytisch aktives Frag-
ment §CF und die Zelle unterliegt der Apoptose. CF scheint fiir die Ausfihrung
der Apoptose wichtig zu sein, denn es ist nur in Zellen zu finden die apoptotisch
sind.[69].
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Eitel und Mitarbeiter konnten in RIN1046-38 Zellen ebenfalls zeigen, dass die
durch gesattigte Fettsduren ausgeldste Apoptose von einer Translokation von
PKCé in den Kern begleitet war. Dieses Phanomen konnte durch Expression ei-
ner dominant- negativen Mutante der PKC¢ unterbunden werden. Als Zeichen der
Apoptose konnte im Kern einen Lamin B1 Abbau festgestellt werden [26]. Dass
PKCé auch Einfluss auf die durch IL-15 in INS-1 Zellen ausgeldste Apoptose hat,
zeigten Carpenter und Mitarbeiter. IL-13 fUhrt in 3- Zellen zur NO Synthetisie-
rung, was als eine der Ursachen fur (- Zelldysfunktion und Apoptose gilt. In einer
PKC/KN Mutante war die NO Produktion deutlich reduziert und auch die durch IL-
1 induzierte Apoptose konnte komplett verhindert werden. Gleiches konnte fir
die Apoptose nach Steptozotoxin gezeigt werden [10], [11]. Carpenter und Mit-
arbeiter konnten hier erstmals zeigen, dass PKC§ eine spezifische und wichtige
Rolle in der Vermittlung von Apoptose in - Zellen spielt [11]. Des Weiteren konn-
te in Zellen der Speicheldriise gezeigt werden, dass nach Etoposid Behandlung
PKC¢ in den Kern wandert und dann dort durch Caspase 3 gespalten wird. Dass
PKCé nur im Kern durch Caspase 3 geschnitten wird konnte ebenfalls nachge-
wiesen werden, da eine Mutante, die nicht im Kern akkumuliert nicht geschnitten
wurde. Ebenso konnte gezeigt werden, dass fir nicht gespaltene PKCo die Zel-
len einen, vom Exportrezeptor Crm-1 abhangigen Weg kennen, PKC6 wieder aus
dem Kern zu exportieren [20].

Kinase negative PKC4 wandert nicht in den Kern und kann Apoptose sogar ver-
hindern, da sie endogene PKC§ daran hindert in den Kern zu gelangen [20]. Ent-
sprechende Ergebnisse konnten auch in Epithelzellen der Speicheldriise durch
verschiedene Toxine gezeigt werden. Dort fihrte die Inkubation der Zellen mit ent-
weder Etoposid einem Chemotherapeutikum, das die Topoisomerase Il hemmt,
Brefeldin A, einem Antibiotikum, Paclitaxel, einem Taxan, dass die Mitose stért
oder die Exposition gegentiber UV- Strahlung zur Apoptose, was in einer PKCS/KN
Mutante verhindert wurde [56]. Auch in kardialen Myozyten, die durch Behand-
lung mit H,O, apoptotisch werden, kann eine regulierende Rolle fir PKCs in der
Apoptose vermutet werden [14]. Des Weiteren konnte in Brustkrebszellen eine
PKC$ abhangige Apoptosesteigerung nach UV- Exposition nachgewiesen wer-
den, was in Zusammenhang mit einer Ceramiderh6hung stand und durch Rottle-
rin oder sSiRNA gehemmt wurde [96]. Und ebenfalls war es in HeLa Zellen méglich
die apoptotische Wirkung von PKC¢ nach Exposition gegenlber Etoposid zu zei-
gen [18]. Bei der exprimentellen Hemmung der PKC4§ mit Rottlerin ist es wichtig
zu bedenken, dass die spezifische Hemmung der PKC$ durch Rottlerin immer
wieder in Frage gestellt oder verneint wurde [12], [91]. Allerdings konnte oft durch
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Kinase negative Mutanten oder siRNA die Ergebnisse mit Rottlerin bestatigt wer-
den [96].

FOr den Transport von PKCo in den Kern konnten Kheifets und Mitarbeiter zei-
gen, dass es sich keinesfalls um blof3e Diffusion handelt, sondern, dass Annexin
V dabei eine Rolle spielt. Nach der Aktivierung von PKC4, aber vor der Trans-
lokation in den Kern, kommt es zu einer voribergehenden Interaktion zwischen
Annexin V und PKC4 und die Hemmung von Annexin V durch siRNA verhindert
den Transport in den Kern [44].

Im Gegensatz zur nuklaren Akkumulation gibt es auch Hinweise, dass PKC6 nach
Aktivierung zum Mitochondrium wandert, wo es sowohl in normalen als auch neo-
plastischen Keratinozyten durch TPA Stimulation zur Apoptose der Zellen beitragt
[51].

1.7.4 PKC) aktiviert den intrinsischen Apoptoseweg

Uber den Weg des Mitochondriums aktiviert PKC4 den sogenannten intrinsischen
Apoptoseweg. Dabei kommt es durch verschiedene Chemikalien, Medikamente,
Strahlung und Stress- Einwirkung auf die Zelle zu einem Verlust des Membran-
potential im Mitochondrium, zur Cytochrom C Freisetzung und zur Caspase 9
Aktivierung. Die Cytochrom C Freisetzung kann durch Bcl-2 gehemmt und durch
Bax gefdrdert werden [62]. Im Gegensatz dazu unterscheidet man den extrinsi-
schen Apoptoseweg, der nach Bindung eines entsprechenden Liganden an einen
sogenannten Todesrezeptor, wie etwa die TNFa/FAS Rezeptorfamilie, zur Caspa-
se 8 Aktivierung fihrt [56]. Es konnte gezeigt werden, dass die Kinase negative
Mutation der PKCo einen Verlust des mitochondrialen Membranpotential verhin-
dert und die Aktivitdt der Caspase 9 hemmt [56]. Auch in Keratinozyten konnte
eine Anderung des mitochondrialen Membranpotentials durch PKC4 nachgewie-
sen werden, was darauf hin deutet, dass die PKC4 direkt mit dem Mitochondrium
interagiert [51]. Des Weiteren konnte in Brustkrebszellen nach UV- Bestrahlung
eine PKCo abhangige vermehrte Cytochrom C Freisetzung nachgewiesen wer-
den [96]. Genauso gibt es in dopaminergen Neuronen Hinweise auf eine mit-
ochondriale Apoptose durch PKCJ4. Denn dort kam es nach Mangan Exposition
ebenfalls zu Cytochrom C Freisetzung und Caspase 3 Aktivierung, die daraufhin
PKC¢ aktivierte. Caspase 8 Aktivitat konnte hingegen nicht nachgewiesen wer-
den [49].

Wie genau PKCo zur Apoptose fiihrt, welche anderen Enzyme aktiviert werden
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und wie die Signalkaskade verlauft ist bisher noch unklar. Yamaguchi und Mitar-
beiter konnten zeigen, dass unter ROS Einfluss sowohl PKCé als auch IKK, in
den Kern wandern, wo IKK,, durch PKC/ aktiviert wird. Dies fuhrt dann zu Aktivie-
rung des Tumorsuppressors p53 [92]. AuBBerdem wird die MAP Kinase Familie mit
der Vermittelung des Apoptosesignals in Verbindung gebracht. Denn es konnte
zum Beispiel bei PMA abhéangiger Apoptose eine Aktivierung von JNK und eine
Inaktivierung von Erk gezeigt werden. Des Weiteren scheint auch NF.B in der
Signalvermittlung eine Rolle zu spielen [94].

Die groBte Gruppe der PKCé Substrate stellen nukleare Proteine dar. Zu diesen
zahlen unter anderem Lamin B, Rad9 und die DNA Proteinkinase. Aber auch
die Transkription von sogenannten Todesgenen kann durch PKCo Uber Aktivie-
rung oder Hemmung der entsprechenden Transkriptionsfaktoren, wie p53, p73
und STAT1 reguliert werden [69]. DeVries und Mitarbeiter konnten zum Beispiel
zeigen, dass STAT1 zur Induktion von Apoptose in Zellen nach Behandlung mit
Etoposid notwendig ist [18].

1.7.5 Weitere Funktionen der PKC)

Im Gegensatz zum bisher gesagten gibt es auch Hinweise, dass PKC§ nicht in
die Apoptoseeinleitung verwickelt ist. So konnte in BRIN-BD11 Zellen fur PKC§
kein Einfluss in der durch Palmitat ausgeldsten Apoptose festgestellt werden, da
die Runterregulierung von PKC¢ durch langanhaltende PMA Behandlung nicht
vor der durch Palmitat induzierten Apoptose schitzte [91]. Sogar protektive Wir-
kung auf das Zelliberleben scheint PKC§ in verschiedenen Zellen zu vermittelt.
So konnten Liu und Mitarbeiter in Mauseembryonalen Fibroblasten zeigen, dass
PKCé Ebp1 (ErbB3- binding Protein), welches DNA Fragmentierung verhindert,
phosphoryliert. Dadurch wird Ebp1 vor dem Abbau geschitzt und der apoptoti-
sche Zelltod wird verhindert [53]. Des Weiteren konnte fiir PKC4 auch in HeLA
Zellen eine protektive Funktion bei der Reaktion auf oxidativen Stress nachge-
wiesen werden [22].

PKC/ ist auch an der Regulation von Zell- Zell Kontakten und der Zellmigration
beteiligt [61]. Dies ist auch fur die Insulinsekretion von Bedeutung, da fir die re-
gelrechte Insulinproduktion und -speicherung, ebenfalls intakte Zell- Zell Kontakte
notwendig sind. Fehlen diese, kommt es zu einer gestérten Insulinsekretion [89].
Interessanter Weise wird PKCé auch in den dopaminergen Neuronen der Sub-
stantia nigra stark exprimiert. Dort kann sie die Tyrosin Hydroxylase phospho-
rylieren und deren Aktivitdt dadurch hemmen. Dies flhrt zu einer verminderten

31



Dopaminsynthese. In der Tat wurde in PKC4§ knockout Mausen eine erhdhte Do-
paminkonzentration nachgewiesen. Dies spielt mdglicherweise eine Rolle bei der
Entstehung von Morbus Parkinson [98], [97]. Mangan provoziert eine neurologi-
sche Erkrankung die dem Morbus Parkinson sehr ahnlich ist und in dopaminergen
Neuronen wurde gezeigt, dass die PKCo eine Rolle in der durch Mangan indu-
zierte Apoptose spielt. Auch hier konnte eine PKCé Aktivierung durch Caspase 3
abhangige Spaltung nachgewiesen werden. Durch Hemmung der Caspase 3 mit
Z-DEVD-FMK, einem spezifischen Caspase 3 Inhibitor, konnte die Spaltung von
PKCé komplett verhindert werden [49].

Einen Einfluss auf die Tumorprogression konnte fur PKC§ im Hepatozellularen
Karzinom gezeigt werden. Durch die Aktivierung von PKC) kommt es zur Phos-
phorylierung von HSP27 Gber p38/MAP Kinase. Dies korreliert mit der Tumorpro-
gression des Karzinoms [78].

AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass PKC/ fur die Differenzierung von
Monozyten von grof3er Wichtigkeit ist [52].

1.7.6 Die Rolle der PKC/ bei der Insulinresistenz

Bei der Vermittlung von Insulinresistenz scheint PKCo ebenfalls eine Rolle zu
spielen. Es konnt gezeigt werden, dass als Reaktion auf Leptin IRS-1 an Se-
rin 318 phosphoryliert wird. Diese Phosphorylierung reduziert das Insulinsignal
in den Zellen und fir diese Phosphorylierung ist neben Jak-2 und IRS-2 auch
PKCé verantwortlich. [36]. Auch Greene und Mitarbeiter konnten eine Interakti-
on zwischen PKCo und IRS-1 nachweisen. So fihrte eine PKC§ Aktivierung zu
einer verminderten IRS-1 Tyrosin Phosphorylierung, was durch vermehrte Se-
rin/ Threonin Phosphorylierung von IRS-1 direkt durch PKC§ verursacht wird. Da
PKC¢ direkt durch Fettsauren aktiviert wird, ist dies auch ein mdglicher Weg der
Entstehung der Insulinresistenz. Denn hier wird speziell durch die Phosphorylie-
rung von Serin 307, Serin 323 und Serin 574 die Weiterleitung des Insulinsignals
verhindert [32].

Interessanter Weise konnte in L6 Muskelzellen eine nukledre Anreicherung von
PKC¢ als Reaktion auf Insulin gezeigt werden, die bei Exposition gegenlber an-
deren Wachstumsfaktoren oder Rosiglitazine nicht nachweisbar war [38].
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1.7.7 Die Rolle der PKC/ in der - Zelle

Die Beteiligung der PKCé an der PKC- abh&ngigen Stimulation der Insulinse-
kretion ist nicht vollstandig geklart. Carpenter und Mitarbeiter stellten fest, dass
sowohl die Uberexpression von PKC¢ als auch die Kinase negative Mutation in
(- Zellen aus Ratten, keinen Einfluss auf die Glucose- induzierte Insulinsekreti-
on hat [12]. Entgegen dieser Ergebnisse konnten Uchida und Mitarbeiter zeigen,
dass PKCo in Mausinseln durchaus die Insulinsekretion potenziert. Denn PKCo-/-
Mause mit C57BL/6J Hintergrund entwickelten im Alter eine gestdrte Glucoseto-
leranz mit reduzierter Insulinsekretion. Die Insulinsensitivitat der Mause war da-
hingegen nicht verandert [81]. Die Stimulation isolierter Inseln mit KCI und Arginin
fihrte nicht, wie erwartet, zu einer Sekretionssteigerung. Die Immunhistochemi-
sche und elektronenmikroskopische Untersuchung der PKC6 -/- Mause zeigte
aber eine vermehrte Ansammlung von Insulingranula entlang der Plasmamem-
bran bei gleichzeitig verminderter Phosphorylierung von Munc-18. Dies kann fur
eine direkte Hemmung der Exozytose sprechen. Die Inselmorphologie und die
gesamte Inselmasse waren unverandert, was auch fir den Insulingehalt isolierter
Inseln gilt [81]. Die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Arbeitsgruppen kann
einerseits auf Speziesdifferenzen zwischen Ratten und Mausen zuriickgefihrt
werden. Andererseits auf den Unterschied zwischen PKCé knockout und Kinase-
negativer PKCé zurtickgeftihrt werden. Durch die komplette Deletion von PKCo
kann es zu anderweitigen Funktionsstérungen kommen, wie zum Beispiel einer
gestérten Entwicklung der - Zellen und dadurch auch zu einer Verfélschung der
Ergebnisse. Bei der Nutzung einer Kinase negativen Mutation ist es dahingegen
maoglich, dass die endogene PKC4 nicht vollstandig supprimiert wird und es da-
durch zu Artefakten in den Ergebnissen kommt [81].

1.7.8 Zusammenfassung der Rolle und Funktion der PKC/)

Die 1986 erstmals beschriebene Proteinkinase C¢é zahlt zu den neuen Isoformen
der PKC und ist damit nur durch DAG aber nicht durch Calcium zu aktivieren. Ihre
Aktivitat kann Uber Serin/ Threonin Phosphorylierung moduliert werden und sie
ist einerseits durch Tyrosinphosphorylierung durch Lyn, c-Abl und Src, anderer-
seits Uber Caspase 3 abhangige Spaltung aktivierbar. Es gibt viele Hinweise auf
die pro- apoptotische Wirkung der PKCo [69], [26], [11]. Dabei wandert PKCo als
Reaktion auf ein apoptotisches Signal in den Zellkern, wo sie durch Caspase 3
in ein katalytisch aktives Fragment §CF gespalten wird. 6CF ist flr die Apoptose
notwendig [69]. Reagenzien, die PKCs abhangige Apoptose ausldsen sind un-
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ter anderem Fettsauren [26], Etoposid [20], Brefeldin A, Paclitaxel, UV- Strahlung
[56] und H,O, [14]. PKC) aktiviert den intrinsischen Apoptoseweg Uber das Mit-
ochondrium, was ebenfalls mehrfach gezeigt wurde [51],[96], [49]. Des Weiteren
gibt es mehrere Hinweise darauf, dass PKCé die periphere Insulinresistenz indu-
ziert [36], [32].

Die Rolle der PKCé bei der Insulinsekretion bleibt weiter unklar, da es divergieren-
de Ergebnisse gibt. So wurde sowohl gezeigt, dass PKC¢ keinen Einfluss auf die
Glucose- induzierte Insulinsekretion hat [12], als auch dass PKC¢ die Glucose-
induzierte Insulinsekretion potenziert [81].

1.8 Ziel der Arbeit

In dieser Studie wurde untersucht, welche Rolle die PKC/ in insulinsezernieren-
den Zellen spielt. In einem ersten Teil wurden die Effekte der PKCé auf die In-
sulinsekretion untersucht, in einem zweiten Teil der Einfluss der PKC4 auf die 3-
Zellmasse.

Fdr alle Untersuchungen standen transgene Mause zur Verfligung. Eine trans-
gene Maus exprimiert eine Kinase inaktive Mutante der PKCé ( PKC/KN). Diese
Veranderung reduziert durch kompetitive Hemmung die Funktion der endogenen
PKC¢ (Wildtyp).

In der zweiten transgenen Maus ist die Wildtyp PKC4 Gberexprimiert (PKCotgWT).
Wichtig ist, dass sich die PKCé Uberexpression, beziehungsweise die Uberex-
pression von funktionsloser Kinase auf die - Zellen beschrénkt und dass da-
durch alle anderen Organe in ihrer PKC6§ Expression unverandert sind.

Im einzelnen wurde untersucht, ob:

die Glucose- induzierte Insulinsekretion in PKC/KN Mausen veréandert ist.

die Insulinsekretion, aktiviert durch PKC- Agonisten und Stimulation der
Adenylatzyklase, in den Inseln von PKC/KN Mausen verandert ist.

die Insulinsekretion stimuliert durch Fettsauren in Inseln von PKCIKN Mau-
sen verandert ist.

die Uberexpression der PKCSKN den Insulingehalt der Inseln veréndert.
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e die InselgréBe in PKCIKN Mausen verandert ist.

e durch Einfluss einer hochkalorischen Erndhrung (HFD) die InselgrofBe in
PKCJKN Mausen verandert ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Mause

Die Experimente wurden an verschiedenen transgenen Mausmodellen im Ver-
gleich mit Wildtyp- Mausen durchgefihrt. Die Wildtyp Mause stammen alle aus
einem Black-6-Mausstamm, da dieser auch den Hintergrund fir die transgenen
Mé&use darstellt. Die Mause wurden gemaf der entsprechenden Vorschriften ge-
halten und versorgt. Es wurde ein 12 stiindiger Tag/ Nacht- Rhythmus eingehalten
und die Tiere hatten freien Zugang zu Trinkwasser. Alle Experimente wurden ent-
sprechend der Tierschutzrichtlinien durchgefiihrt und waren behdrdlich geneh-
migt.

Die WT und die transgenen Mause eines Experiments waren jeweils Geschwister
aus einem Wurf. Um die Verfélschung der Ergebnisse mdéglichst gering zu halten,
wurden fir die jeweiligen Experimente immer etwa gleich alte Mause und Tiere
selben Geschlechts untersucht.

170 KD—> | RS-1

75 KD =t
PKC3

WT  PKCAtgWTPKCSKN

Abbildung 2.1: Nachweis von PKCJ; Uberexpression der WT Kinase in Inseln
aus PKCotgWT Mausen und starker Expression der funktionslo-
sen Kinase aus PKC/KN Mausen von A. Hennige, Med. Klinik 1V,
Tabingen.

Die Experimente wurden zum einen mit PKCSKN Méause, die zuviel, allerdings
funktionslose Proteinkinase C ¢ exprimieren, durchgefihrt. In diesen M&usen
unterdrickt die funktionslose Kinase die Funktion der endogenen PKCé durch
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kompetitive Hemmung. Zum anderen wurden die Experimente mit PKCtgWT
Mausen durchgefihrt, die im Gegensatz dazu vermehrt die aktive WT- Kinase
exprimieren. Um die Expression der transgenen Proteine nachzuweisen wurde
ein Westernblot durchgefthrt.

Wie man in Abbildung 2.1 sieht, exprimieren die PKCotgWT Mause deutlich ver-
mehrte PKCé im Vergleich zum Wildtyp. Die sehr stark verbreiterte Bande der
PKC/KN Maus, entspricht der gro3en Menge funktionsloser Kinase. Damit konn-
te gezeigt werden, dass die Generierung der transgenen PKC4§ Mause erfolgreich
war.

In diesen Studien haben wir PKCotgWT Méause nach hoher Fettdiat (HFD) fiir die
Immunhistochemie genutzt und mit WT Mausen mit und ohne HFD und PKCJKN
Mausen ohne HFD verglichen. Bei den M&usen, die zur Untersuchung der Insu-
linsekretion benutzt wurden, handelte es sich um PKCIKN Mause im Vergleich
mit WT Mausen. Diese erhielten vor den Sekretionsmessungen keine HFD.

2.1.1 Generation der transgenen Mause

Die PKCOKN Maus hat eine Mutation an der C3- Doméne, der ATP- Bindungs-
stelle der PKCJ, was die Funktionslosigkeit der Proteinkinase zur Folge hat. Die
Veranderung wird durch eine Punktmutation, bei der anstatt der Aminos&ure Ly-
sin, Arginin an Position 376 der Aminosaurekette steht, erreicht. Die PKC/KN
Mause werden generiert, wie schon vorher beschrieben [31], indem man das
entsprechend mutierte Gen aus einem Plasmid exzidiert und mittels Mikroinjekti-
on, in befruchtete Eizellen einbringt. Bei dem mutierten Gen handelt es sich um
das RIP-I/PKCSKN Gen. Der RIP-I Promotor (Ratteninsulinpromotor-1) ermég-
licht die spezifische Expression in insulinproduzierenden Zellen. Die transgenen
Mauslinien wurden anschlieBend in den C57BI/6 Hintergrund riickgekreuzt.

Sie zeigen eine normale Entwicklung und normale Fruchtbarkeit.

Die PKCotgWT Méause werden genau so wie die kinasenegativen Mause, durch
Injektion des entsprechenden Gens in die befruchtete Eizellen generiert. Hier
wird allerdings anstatt des mutierten Gens das WT Gen injiziert. Die Mause, die
dann die WT- PKC¢ Uberexprimieren werden tiber PCR selektiert.

2.1.2 Behandlung der Mause

In einem Teil der Experimente wurden die Mause mit einem hochkalorischen,
fettreichen Futter (HFD) geflttert, um den Einfluss von Fett in der Nahrung auf
die Inselgré3e zu untersuchen. Die Kontrollm&use wurden paralell mit normalem
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Standardfutter geftttert. Im Rahmen der HFD bekamen die Mause bis zum Alter
von 4 Wochen normales Futter und ab diesem Zeitpunkt fiir 8 Wochen nur hoch-
kalorisches Futter mit 45 kal % Fett aus Schweineschmalz ( D12451, Reasearch
Diet Inc., New Brunswick, NJ, USA). Nach Ende der HFD wurden die Mause ge-
tétet und das Pankreas fur die histologischen Untersuchungen entnommen.

Wahrend der Zeit der Fettfltterung wurde wdchentlich das Gewicht und die Blut-
glucosewerte der Mause gemessen. Im Gewichtsverlauf stellt man eine deutliche
Gewichtszunahme bei allen Mausen fest. Die WT Mause haben in den 8 Wo-
chen im Mittel 10 Gramm und die PKCStgWT Méause 8 Gramm zugenommen.
Auch in den Blutglucosewerten zeigen sich &hnliche Werte bei beiden Mausli-
nien. Die WT Mause hatten einen Mittelwert der Blutglucose von 136 mg/dl, die
PKCitgWT Mause eine mittlere Blutglucose von 139 mg/dl. Wie man in Abbildung

Gewicht unter HFD
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Abbildung 2.2: Gewichtsverlauf wahrend der hohen Fettdiat; Messungen an
je 2 WT und 2 PKCotgWT Mausen, Messungen von A. Hennige,
Med. Klinik 1V, TUbingen.

2.2 sieht, flhrt die unterschiedliche Expression von PKCé zu keinem signifikan-

ten Unterschied in der Gewichtsentwicklung der Mause. Auch die Unterschiede
der gemessenen Blutzuckerwerte zeigen zwischen den PKCitgWT und den WT
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Blutglucose unter HFD
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Abbildung 2.3: Blutglucoseverlauf wahrend der hohen Fettdiat; Messungen
an je 2 WT und 2 PKCitgWT M&usen, Messungen A. Hennige,
Med. Klinik 1V, Tubingen.

Mausen keine Signifikanz (siehe Abbildung 2.3).

2.2 Sekretionsmessungen

Die Sekretionsmessungen wurden an WT und PKCJKN M&ausen nach normaler
Fltterung, im Alter von neun bis 12 Monaten durchgefihrt.

2.2.1 Genotypisierung

Bei der Insulinsekretionsmessung wurde jeweils am Versuchstag, das Pankreas
einer WT und einer PKC/KN Maus entnommen. Aus den enthommenen Pan-
kreata der Mause wurden dann die Langerhans‘schen Inseln isoliert, Gber Nacht
kultiviert und am Folgetag mit den Testlésungen inkubiert.
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Abbildung 2.4: Nachweis von endogener und transgener PKC¢ aus Schwanz-
spitzen; Mause 2, 5, 7, 9 und 10 sind WT, Mause 1, 3, 4, 6, 8 und
11 sind transgene Mause, tg = transgen, co= Positivkontrolle; von
A. Hennige, Med. Klinik 1V, TUbingen.

Nach der Pankreasentnahme wurde die jeweilige Schwanzspitze der Maus bei -
20° konserviert. Daraus wurde die DNA extrahiert und mittels PCR das Transgen
vervielfaltigt. Die PCR- Produkte wurden in einer Gelelektrophorese im Vergleich
zu einer Positivkontrolle fir PKCé aufgetrennt. Auf diese Weise wurden die WT
und transgenen Mause identifiziert.

Wie man in 2.4 an der deutlichen Bande auf H6he der PKC§ Positivkontrolle er-
kennen kann, handelt es sich bei den Mausen, Nummer 1, 3, 4, 6, 8 und 11 um
PKCSKN Mause. Die Bande entspricht der Uberexpression der funktionslosen
PKCJ. Damit war sicher gestellt, dass die Sekretionsmessungen jeweils an einer
WT und einer entsprechenden PKCSKN Maus durchgefihrt worden sind.

2.2.2 Verwendete Substanzen
Fir die Inselisolation und -inkubation wurden folgende Substanzen verwendet:

e Kollagenase aus Cl. histolyticum, (Nr.1745062 Serva, Heidelberg) wurde
zum enzymatischen Verdau des Pankreas genutzt

e BSA (Bovines Serumalbumin) Fraktion V (SIGMA, Miinchen, D)

e BSA (Bovines Serumalbumin) fettsédurenfrei (free fatty acid =FFA) (SIGMA,
Minchen, D)

e Forskolin (SIGMA, Miinchen, D): Stammt aus dem Harfenkraut (Coleus fors-
kohlii) und ist ein bekanntes Stimulanz der Insulinsekretion. Durch direkte
Stimulation der Adenylatzyklase fuhrt es zu einer cAMP Erhéhung und letzt-
endlich Uber diesen Weg zu einer Steigerung der Insulinsekretion der (-
Zellen. Allerdings findet eine Stimulation nur bei hohen, ebenfalls stimulie-
renden Glucosekonzentrationen statt.[83]
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e PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate, SIGMA, Miinchen, D): Ist ein Phor-
boldiester, der direkt PKCs stimuliert [68] und somit ebenfalls die Insulinse-
kretion stimuliert. PMA ist auch unter dem Begriff TPA ( 12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetate) bekannt.

e TUG209 = GW9508 (GlaxoSmithKline) ist ein Agonist des GPR40/ FFA1
Rezeptors. Bindet TUG209 als Ligand an den FFAR kommt es tber PLC-
Aktivierung zur Bildung von IP3 und DAG und konsekutiv zur Calciumfrei-
setzung und Aktivierung der PKC. Dies flihrt zu einer vermehrten Insulinse-
kretion. TUG209 wurde uns freundlicherweise von Trond Ulven, Universitéat
von Sud- Danemark, Odense, Danemark zur Verfigung gestellt.

e Carbachol (SIGMA, Minchen, D): Ist ein Parasympathomimetikum, das an
den muskarinischen Acetylcholinrezeptor bindet und dadurch G-Protein ge-
koppelt Gber PLC Aktivierung zur Freisetzung von IP; und DAG und letzt-
endlich zur Sekretionssteigerung der (- Zellen flihrt.

e Palmitat (SIGMA, Minchen, D): Ist eine gesattigte Fettsaure, die aus 16
Kohlenstoffatomen besteht, C3H32,0,.

e Oleat (SIGMA, Mlnchen, D): Oleat ist eine einfach ungesattigte Fettsdure
mit 18 Kohlenstoffatomen, C,3H3,05.

2.2.3 Verwendete Losungen

Zur Bestimmung der Insulinsekretion wurden folgende Lésungen bendtigt:

Hanks- Losung

Hanks- Lésung wird flr die Inselisolation aus den entnommenen Pankreata be-
nutzt. Hanks- Lésung wird als Stammlésung in vierfacher Konzentration herge-
stellt und erst am Tag des Experiments zu Praparierlosung A verdinnt.

Die einzelnen Reagenzien werden alle bis auf CaCl, zusammen eingewogen und
in destilliertem H,O geldst. CaCl, wird seperat in 10 ml H,0 geldst, damit es nicht
als Ca** PO, ausfallt. Insgesamt ergibt dies 1 Liter 4-fach konzentrierte Hanks-
Lésung.

Praparierlosung A

Die Praparierldsung A wird bei der Inselisolation zur Herstellung der Kollagenase-
|I6sung verwendet. Sie entspricht einfacher Hanks- Lésung und wird am Tag des
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32 g NaCl (Endkonzentration:137 mM)
1,6 g KCI (4,8 mM)
0,74 g CaCl, X 2H,0 (1,3 mM)
0,8g MgSO, X 7H,0 (1,2 mM)
0,24 g Na;HPO, X 2H,0 (1,3 mM)
0,24 g KH,PO,(1,2 mM)
1,4 g NaHCO;(5 mM)
9,59 Hepes (10 mM)

Tabelle 2.1: Hanks- Lésung 4-fach konzentriert

Experiments durch Verdinnen und durch Zugabe von 0,11 g Glucose pro 200 ml
Lésung hergestellt. Durch die Glucosezugabe erreicht man die gewunschte 2,8
mM Glucosekonzentration, die physiologischer Weise unterhalb der Sekretions-
schwelle der Inseln liegt. Fir die Praparation von zwei Mausen werden 600 ml
Praparierlédsung A hergestellt.

150 ml Hanks Losung (4fach konzentriert)
450 ml  Aqua dest.
330 mg Glucose

Tabelle 2.2: Praparierlésung A/ Hanks Lésung einfach konzentriert

Der pH Wert wird bei Zimmertempertur mit 1 M NaOH auf 7,25 titriert. Die L6sung
wird wahrend des Experiments auf Eis aufbewahrt.

Praparierlosung B

Praparierlésung B entspricht einfacher Hanks- Lésung mit BSA.

Man entnimmt 30 ml Praparierlésung A, da diese fir die Kollagenaselésung be-
noétigt wird, der Rest wird zusammen mit BSA (Bovines Serum Albumin) zur Zu-
bereitung von Praparierldsung B bendtigt.

570 ml Praparierlésung A
1,659 BSA

Tabelle 2.3: Praparierlésung B/ Hanks Lésung mit BSA
Mit der eiskalten Praparierldsung B wird der Kollagenase induzierten Verdau des
Pankreas gestoppt. Das BSA dient dazu die Enzymwirkung der Kollagenase zu

hemmen.
Die fertige Praparierlésung B wird ebenfalls auf Eis aufbewahrt.
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Die Kollagenaselésung

Um die Kollagenaselésung fir den Verdau des Pankreas herzustellen, benutzt
man die Praparierlésung A. Pro Maus werden 3 ml einer 1 mg/ ml konzentrierten
Kollagenaselésung hergestellt. Zum Schluf3 gibt man auf 3 ml Lésung noch 16,25
pl 1M CaCls.

6 ml  Praparierlésung A
6 mg Kollagenase
32,5 ul CacCl, (1 M)

Tabelle 2.4: Kollagenaselésung

Die Kollagenase muss sich vollstéandig I6sen. Die Kollagenaselésung muss immer
frisch zubereitet werden, da Kollagenase sehr instabil ist. Die fertige Lésung wird
auf Eis aufbewahrt.

Kulturmedium

Vor der Inkubation der Inseln in den verschiedenen Testsubstanzen wurden diese
zuerst Uber Nacht kultiviert, dabei hat das Kulturmedium folgende Zusammenset-
zung:
86 ml RPMI1640 Medium (GIBCO, Eggenstein, Deutschland)
10 ml FCS (10 %) (Biochrom, Berlin, Deutschland)
1 ml Penicillin/Streptomycin(Lonza, Basel, Schweiz)
1 ml L-Glutamin ( 2 mM) (Lonza, Basel, Schweiz)

1 ml Pyruvat (1 mM) (Lonza, Basel, Schweiz)
1 ml Hepes (10 mM) (Lonza, Basel, Schweiz)

Tabelle 2.5: Kulturmedium

Das Kulturmedium der Inseln wird in der Sterilbank hergestellt, um eine Kontami-
nation mit Bakterien, Viren und Pilzen zu vermeiden.

Inkubationslésungen

Die Inseln werden in Krebs- Ringer Puffer mit den Testsubstanzen, entsprechend
des jeweiligen Protokolls inkubiert. Der Krebs- Ringer Puffer wird aus zwei Kon-
zentratlésungen am Tag der Inkubation frisch hergestellt.

Alle Reagenzien werden abgewogen und mit dem seperat in 10 ml geldsten
CaCl, in destilliertem H,O vermischt, so dass ein Liter fertiges Konzentrat ent-
steht.
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35,4 g NaCl (Endkonzentration: 137 mM)
1,77 g KCI (4,8 mM)

1,463g MgSO, X 7H,0 (1,2 mM)

0,735g CaCl, (1,3 mM)

0,808 g KH,PO, (1,2 mM)

Tabelle 2.6: Konzentrat 1 (mixed salts)

Flr Konzentrat 2 werden die Substanzen ebenfalls abgewogen und in Aqua dest.
gelbst.

5,347 g NaCl
2,625g NaHCO, (5 mM)

Tabelle 2.7: Konzentrat 2 (NaCl/NaHCO;)

Die angegebene Menge an Reagenzien ergibt ebenfalls einen Liter fertige L6-
sung. Die beiden Konzentrate kénnen bei 4°C einige Tage aufbewahrt werden.

20 ml Konzentrat 1
16 ml Konzentrat 2
1ml HEPES 1M (10 mM)
200 mg BSA (0,2 %)
63 ml H,O

Tabelle 2.8: Inkubationslésung gebrauchsfertig/ Krebs- Ringer Puffer

Am Tag des Versuchs wird der Krebs- Ringer Puffer wie in Tabelle 2.8 zu sehen
frisch hergestellt und mit 1 M NaOH auf einen pH von 7,4 titriert.

Der fertige Krebs-Ringer Puffer diente als Stammldsung zur Herstellung der In-
kubationslésungen sowohl fiir die Glucose- abhangige Stimulation, als auch fir
die Stimulation mit weiteren Testsubstanzen und die durch Fettsduren stimulierte
Insulinsekretion.

Auf die Herstellung der einzelnen Inkubationslésungen wird im Verlauf genauer
eingegangen.

Glucose abhangige Stimulation In einem Teil der Experimente wurden die In-
seln mit steigender Glucosekonzentrationen inkubiert um die Glucose- induzierte
Insulinsekretion zwischen den WT und den PKCJKN Inseln zu vergleichen. Durch
die Stimulation nur mit Glucose, sollte die physiologische Insulinantwort der In-
seln ohne weitere Stimulanzien verglichen werden.

Far diese Versuche wurden die Inkubationslésungen A bis F hergestellt. Aus dem
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Krebs-Ringer Puffer wurde zuerst die Inkubationsldsung A hergestellt (siehe un-
ten), die dann als Grundlage zur Herstellung der Lésungen B bis F diente.
Fir einen Teil der Experimente wurde Fraktion V BSA benutzt. In einem zweiten
Versuchsansatz wurden die Lésungen mit fettsdurefreiem BSA hergestellt.

¢ Inkubationslésung A

Die Inkubationslésung A enthalt eine Glucosekonzentration von 20 mM. Die
Glucosekonzentration von 20 mM stellt fir die 8- Zellen eine Konzentration
dar, die zu maximaler Insulinsekretion fihrt und einer behandlungsbedurfti-
gen Hyperglykamie entspricht.

¢ Inkuabtionslésung B

Die Inkubationslésung B enthalt 12 mM Glucose und wird durch Verdin-
nung von Inkubationslésung A mit Krebs- Ringer Puffer erreicht. Die Ver-
dinnung wird mit folgender Formel, die auch bei den Inkubationslésungen
C- L zum Einsatz kommt, berechnet:

CixV;=C;xV;

Far 10 ml Inkubationlésung B bendtigt man also:
20mMxV;=12mMx10ml — V; = (12mM x 10 ml): 20 mM = 6 ml.

Es werden also 6 ml Lésung A plus 4 ml Kebs- Ringer Puffer vermischt um
die 12 mM Glucosekonzentration zu erhalten.

¢ Inkubationslésung C

Die Inkubationslésung C hat eine Glucosekonzentration von 8 mM und wird
wie Inkubationslésung B ebenfalls durch Verdiinnung entsprechend der glei-
chen Formel hergestellt.

¢ Inkubationslésung D

Inkubationslésung D enthalt 6 mM Glucose.

¢ Inkubationslésung E

Inkubationslésung E enthalt 4 mM Glucose.

¢ Inkubationsléosung F

Inkubationslésung F enthalt 2,8 mM Glucose.

Die Inkubationslésungen D,E und F mit jeweils 6, 4 und 2,8 mM Glucosekonzen-
tration werden auch wie oben beschrieben durch Verdinnung der Inkubations|o-
sung A als Ausgangslésung hergestellt.
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Die physiologische Glucosekonzentration von 5 mM stellt dabei den normalen
Schwellenwert dar, héhere Konzentrationen wirken stimulierend auf die Insulin-
sekretion.

Inkubationslésung F mit 2,8 mM Glucosekonzentration wurde in allen Sekreti-
onsmessungen zur Vorinkubation eingesetzt und diente dazu die Insel durch
die niedrige Glucosekonzentration in einen nicht sezernierenden Ruhezustand
zu versetzen, insbesondere da das Kulturmedium 11 mM Glucose enthalt, eine
Konzentration, die die Insulinsekretion stimuliert.

Stimulation bei 12 mM Glucose und weiteren Testsubstanzen Bei einem
Teil der Experimente wurden zusatzliche Stimulanzien der Insulinsekretion zur
Inkubationslésung gegeben. Dadurch sollte gezeigt werden, ob durch Aktivie-
rung zusatzlicher Signalwege eine weitere Stimulation der Insulinsekretion er-
reicht werden kann und ob sich hier Unterschiede zwischen den WT Mausen und
den PKCSKN Mausen zeigen. Uber welche Signalkaskaden die Testsubstanzen
die Insulinsekretion zuatzlich modifizieren ist in 2.2.1. erlautert.

Diese Sekretionsmessungen mit zusatzlichen Testsubstanzen wurden alle mit
BSA Fraktion V durchgefihrt. Hier wurde kein fettsdurenfreies BSA verwendet.
Flr diese Versuche wurde entsprechend der Inkubationslésung A in den Glucose
abhéangigen Stimulationen, eine hier allerdings 12 mM Stamml&sung hergestellt.

¢ Inkubationslésung G

Die Inkubationslésung G enthélt 12 mM Glucose + 5 M Forskolin. Das
Forskolinkonzentrat lag in einer Konzentration von 10 mM in DMSO vor. Mit
der oben genannte Formel wird berechnet, wieviel des Konzentrats in der
12 mM Glucoseldsung verdiinnt wird um die Endkonzentration von 5 yM zu
erhalten.

Nach Verdinnung von 2,5 ul Forskolin- Konzentrat in 5 ml 12 mM Glucose-
|I6sung erhalt man gebrauchsfertige Inkubationslésung G.

¢ Inkubationslésung H

Die Inkubationslésung H enthélt 12 mM Glucose + 100 nM PMA (Phorbol
12-Myristat 13-Acetat). Das PMA- Konzentrat mit 100 xM in DMSO (Di-
methylsulfoxid) wird in ebenfalls bis zur gewlnschten Endkonzentratin ver-
dannt.

Somit ist das Lésungsmittel DMSO 1: 1000 verdinnt.

¢ Inkubationslésung | Die Inkubationslésung | enthalt 12 mM Glucose + 1
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©M Carbachol. Auch hier wird das 100 mM Carbachol- Konzentrat in H,O
entsprechend verdinnt.

¢ Inkubationslésung J

Die Inkubationslésung J enthélt 12 mM Gilucose + 1 M GPR 40 Ago-
nist(TUG209). Das 1 mM Konzentrat in H,O wird 1: 1000 mit 12 mM Giluco-
selésung bis zur gewlnschten Endkonzentration verdinnt.

Inkubation mit Fettsauren Des Weiteren wurde die Insulinsekretion der WT
und der PKC9 Inseln bei Inkubation mit Fettsduren untersucht. Daflir wurde zum
einen die gesattigte Fettsdure Palmitat und zum anderen die einfach ungesattig-
te Fettsdure Oleat verwendet. Diese Versuche wurden mit fettsdurefreiem BSA
durchgefuhrt.

¢ Inkubationslésung K

Die Inkubationslésung K enthalt gel6stes Palmitat, in einer Konzentration
von 100 xM. Zur Herstellung der Inkubationslésung wird eine 200 mM Kon-
zentratldsung von Palmitat in DMSO in Krebs- Ringer Puffer, welcher 0,2 %
fettsaurefreies BSA enthalt, verdlinnt.

¢ Inkubationslésung L

Die Inkubationslésung L enthalt geldstes, einfach ungesattigtes Oleat in ei-
ner Konzentration von 100 M und wurde entsprechend der Inkubations|é-
sung K hergestellt.

2.2.4 Isolation der Inseln

Um einen Selbstverdau des Pankreas zu vermeiden, ist es wichtig nach dem Exi-
tus der Mause zUgig zu praparieren.

Die Mause werden tierartgerecht getétet und das Abdomen wird durch einen
Langsschnitt eréffnet. Zuerst wird die gemeinsame Mindungsstelle des Ductus
pancreaticus mit dem Ductus choledochus in den Zwdlffingerdarm, die Papilla
duodeni major, frei prapariert. Proximal und distal der Papille wird der Zwélffin-
gerdarm mit Klemmen verschlossen und der Ductus choledochus wird méglichst
kurz nach seinem Austritt aus der Leber ligiert. Auf diese Weise wird sicher ge-
stellt, dass die injizierte Kollagenase- Flussigkeit retrograd durch den Ductus pan-
creaticus ins Pankreas gelangt und nicht etwa in die Leber oder ins Duodenum
austritt. Nun wird unter dem Binokular ein kleiner Schnitt mit der Mikroschere
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tber der Papille gemacht und die stumpfe Nadel wird unter Sicht in den Ductus
pancreaticocholedochus eingefiihrt. Langsam werden 3 ml Kollagenaselésung
injiziert. Nach der Injektion schneidet man das, durch die injizierte Lésung deut-
lich aufgetriebene Pankreas, vorsichtig heraus. Dabei ist es wichtig das Pankres-
gewebe nicht zu beschadigen, da die Kollagenaselbsung sonst austritt und kein
vollstédndiger Verdau des Gewebes erfolgt.

Das so vorbereitete Pankreas wird in ein 50 ml Plastikréhrchen (Falcon) gege-
ben und fir 11 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubations-
zeit stoppt man den Verdau durch Zugabe von 20 ml eiskalter Praparierlésung
B. Durch schitteln des Falcons wird kontrolliert ob das Pankreas leicht zerfallt.
AnschlieBend zentrifugiert man das verdaute Gewebe 60 Sekunden bei 18,85 g
(300 rpm). Der Uberstand wird verworfen. Durch sechsmaliges langsames Auf-
und Abziehen in einer stumpfen Spritze mit Metallkanile mit 0,2 mm Durchmes-
ser (1.8G), wird der Verdau des Gewebes mechanisch unterstitzt ("gently agi-
tating"). Danach wird das Homogenat mit 20 ml frischer Lésung verdinnt und
erneut 60 Sekunden bei 18,85 g (300 rpm) zentrifugiert. Wiederum verwirft man
den Uberstand und wiederholt das "gently agitating”, indem man das Gewebe in
der Spritze noch viermal auf- und abzieht. Die ganze Zeit Uber bewahrt man das
Réhrchen auf Eis auf und auch die Zentrifuge sollte auf 4°C vorgekuhlt sein.
Das so verdaute Pankreasgewebe gief3t man Uber ein kleines Teesieb, das die
groBen Teile exokrinen und nicht verdauten Gewebes zurlickhélt, in eine von un-
ten schwarz gefarbte Petrischale.

Schaut man nun durch das Binokular, erkennt man die Langerhans‘schen Inseln
als leuchtend weil3e, runde Punkte hervorstechen. Die weitere Aufbereitung der
Insel erfolgt manuell. Indem man die Inseln mit einer Pipette aus der Petrischale
heraus liest und sie in eine zweite schwarze Petrischale mit frischer Praparierl®-
sung B Uberfihrt, werden die Inseln vom exokrinen Gewebe getrennt. Die Inseln
werden solange in frisches Medium Uberflihrt, bis kein exokrines Gewebe mehr
zu sehen ist. Die gereinigten Inseln gibt man in ein 15 ml Réhrchen.

Die Aufreinigung erfolgt auf Eis, um exokrine Verdauungsenzyme zu hemmen.

2.2.5 Kultur der Inseln

Alle weiteren Schritt werden in der Sterilbank durchgefihrt.

Zuerst wird wie unter 2.2.2 beschrieben das Kulturmedium zubereitet.

Die aufgereinigten Inseln, die im 15 ml Réhrchen sedimentieren, sieht man als
kleine weiB3liche Ablagerung am Grund des Réhrchens. Um die Inseln flr die
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Kultur Uber Nacht steril zu machen wird die Praparierlésung B aus dem 15 ml
Réhrchen vorsichtig abgesaugt und die Inseln werden mit einer groBBen Pipette
aufgenommen. Um alle Inseln vollstdndig und unversehrt in die Pipettenspitze
aufnehmen zu kénnen, pipettiert man zuerst vorsichtig auf und ab, um keine In-
seln, die am Rdhrchen haften, zu verlieren. Nun legt man die Inseln tropfenweise
auf den Flissigkeitsspiegel in ein 15 ml Réhrchen, das mit frischen 10 ml sterilem
Kulturmedium beflllt ist. Die Inseln werden bei 18,85 g (300 rpm) 60 Sekunden
sedimentiert. Nun wird der Uberstand abgesaugt und die Inseln werden noch-
mals auf den Fllssigkeitsspiegel eines neuen Rdhrchen mit frischem Kulturme-
dium gegeben. Nach einer erneuten Zentrifugation, wird der Uberstand entfernt
und die nun sauberen Inseln in eine nicht- adhasive, mit 2 ml Kulturmedium be-
flllte Petrischale gegeben.

Die Kultur erfolgt Gber Nacht im Brutschrank bei 37°C, bei einer Begasung von 5
% CO; und 95 % O,.

2.2.6 Vorinkubation der Inseln

Zur Vorinkubation werden die Inseln zuerst alle in ein Eppendorfréhrchen trans-
feriert und mit 0,5 ml Inkubationslésung F, die 2,8 mM Glucose enthalt, bei 37°C
im Wasserbad 1 Stunde vorinkubiert.

2.2.7 Inkubation der Inseln

Nach der Vorinkubation werden unter dem Binokular bei Zimmertemperatur még-
lichst schnell, jeweils 5 Inseln in einer Pipettenspitze mit insgesamt 50 ul einge-
sammelt und in ein neues Eppendorfréhrchen Gberfihrt. Dann werden die Inseln
mit 0,5 ml der jeweiligen zu testenden Inkubationls6sung A- L bedeckt. Mit den
Testsubstanzen wird nochmals fir 1 h bei 37°C inkubiert.

Danach wird die Insulinsekretion der Inseln durch Kiihlung auf Eis gestoppt. Eine
Zentrifugation bei 390 g (2000 rpm) flr 1 min garantiert, dass sich die Inseln am
Boden des Eppendorfgefaf befinden. Nun nimmt man vom Uberstand 350 .l ab
und gibt diesen in ein frisches Eppendorfréhrchen. Aus diesem Uberstand wird
die sezernierte Menge an Insulin bestimmt. Die restliche Flussigkeit wird entfernt
und auf die verbleibenden 5 Inseln gibt man 0,5 ml sauren Ethanol, der das In-
sulin extrahiert und vor Verdau schitzt, so dass der intrainsulare Insulingehalt
messbar ist.
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2.2.8 Messung der Insulinkonzentration

Der Insulingehalt des Uberstands und der, der Inseln wurde mit dem Mercodia
Rat Insulin ELISA (cat. no. 101124-01 Mercodia, Sweden), entsprechend der An-
leitung, gemessen.

2.3 Die Immunhistochemie

Um eine Abschéatzung der Gré3e der Inseln durchfihren zu kénnen, wurde auf
Semidinnschnitten immunhistochemisch Insulin markiert. Hierfir wurden WT Mau-
se und PKCSKN Mause nach normaler Fltterung und WT und PKCStgWT Mau-
sen nach HFD ( FettfUtterung) verglichen.

Zur immunhistochemischen Darstellung der Inseln wurden die Pankreata der
M&ause nach Tétung entnommen, in Einbettmedium eingefroren, geschnitten und
nach einem Protokoll zur Insulinfarbung behandelt. Die Inselgrésse wurde unter
dem Mikroskop mit einem speziellen Programm von Carl Zeiss (AxioVision LE)
ausgemessen.

2.3.1 Verwendete Substanzen

e Tissue- Tek 4566 Cryomold Intermediate, Sakura Finetek, USA

Jung Einbettmedium, Leica Microsystems, Nussloch, Deutschlad (Nr.0201
08926)

DAKO Protein Block ( DAKO; Nr. X0909)

Polyklonaler Anti-Insulin-AK ( DAKO; Nr. A0564)

Vectastain Rabbit ABC Kit (Vector/Linaris Nr. PK-6101)

e AEC- Kit (Vector/Linaris; Nr. SK-4200)
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SuperFrostPlus Objekttrager, R. Langenbrinck, Teningen, Deutschland (Nr.03-
0060)

Eindeckelmedium: Aquatex, Merck (Nr. 1.08562.0050)

Mikroskop: AxioVision 40 von Carl Zeiss Vision GmbH

Programm zum Messen der Inseln: AxioVision Rel. LE 4.4.0.0 von Carl
Zeiss Vision GmbH

Dako Pen (DAKO; Nr.S2002)

2.3.2 Verwendete Losungen

Zur Insulinfarbung wurden folgende Lésungen verwendet:

e PBS (phosphate buffered saline): PBS wurde, wie folgt, in zehnfacher Kon-
zentration hergestellt und bei Bedarf 1:10 in Aqua bidest. verdlinnt.

80 g NaCl (Endkonzentration:137 mM)
2,0g KCI(2,7 mM)

26,8 g Na,HPO,-7H,0(9 mM)
2,49 KH;PO,(2,3 mM)

Tabelle 2.9: PBS 10-fach konzentriert

Die Reagenzien werden geldst und der pH Wert wird auf 7,4 eingestellt. Insge-
samt ergibt dies einen Liter 10- fach konzentrierte LOsung.

2.3.3 Die Kryoschnitte

Flr die immunhistochemische Farbung werden die Mause getdtet und das Pan-
kreas vollstandig entnommen. Das Pankreas wird in ein, etwas mit dem Einfrier-
medium tissue teck” befilltes, gefrorenes ,cryomold” gelegt und véllig mit ,tissue
teck” bedeckt. So vorbereitet wird das Gewebe bei -80 °C gefroren.

Am Kryotom wird das Praparat mit einer Schnittdicke von 5 ym bei -20 °C ge-
schnitten und der Schnitt auf einen raumtemperierten Objekttrager aufgezogen.
Pro Objekttrager werden 2 Gewebeschnitte aufgezogen. Diese lasst man fir 10
Minuten antrocknen und bewahrt sie dann bei -80 °C auf.
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2.3.4 Die Farbung

Die Objekttrager werden zum Beginn der Farbung 30 Minuten bei Raumtempera-
tur getrocknet und danach 2 Minuten in -20°C kaltes Aceton gestellt. Nun werden
sie nochmals fiir 30 Minuten getrocknet. Jeder Schnitt auf dem Objekttrager wird
mit dem "Dako-Pen“ umrandet um sie seperat inkubieren zu kénnen. Ab dem
nachsten Schritt findet die Farbung in einer feuchten Kammer statt.

Die Schnitte werden mit dem Serum aus dem Vectastain Kit fir 30 Minuten ge-
blockt. Die Lésungen werden jeweils durch Abkippen entfernt. Als nachstes ap-
pliziert man den Primé&rantikdrper (anti- Insulin) 1:50 in PBS verdinnt auf einen
der beiden Gewebeschnitte auf dem Objekttrager und lasst diesen Uber Nacht
bei 4 °C inkubieren. Der zweite Schnitt wird mit PBS ohne Antikérper als Kon-
trolle inkubiert. Ab dann werden die beiden Schnitte im weiteren Verlauf genau
gleich behandelt. Am nachsten Tag werden die Schnitte dreimal in PBS gewa-
schen. Dann blockt man die Aktivitat der endogenen Proxidase, indem man 0,3
% H,0, in PBS auftragt. Erneut werden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen.
Nun gibt man den Sekundarantikérper (anti- rabbit biotiniliert) ebenfalls aus dem
Vectastain Kit in der Verdiinnung 1:500 in PBS flr 1 h auf die Schnitte. Wiederum
wascht man dreimal in PBS. Das ABC Reagenz, das an Biotin bindet und Peroxi-
daseaktivitat besitzt, wird entsprechend der Anleitung 30 Minuten vor Benutzung
angesetzt und nun far 30 Minuten auf die Schnitte gegeben. Nach erneutem drei-
maligem Waschen in PBS gibt man das AEC Reagenz, das das Substrat flr die
Peroxidase darstellt, auf das Gewebe. Die Peroxidasereaktion wird unter dem Mi-
kroskop kontrolliert. Sobald eine deutliche Farbung sichtbar ist, wird die Reaktion
in Leitungswasser gestoppt. Zum Schluss farbt man das Gewebe mit Hamatoxy-
lin gegen, indem man die Schnitte fir etwa 15 Sekunden in Hamatoxylinlésung
taucht und sie danach mit Leitungswasser spllt, bis keine blauen Schlieren mehr
im Leitungswasser sichtbar sind. AbschlieBend werden die Objekttrager mit ei-
nem wasserldslichen Eindeckelmedium mit Deckglasern versehen und getrock-
net.

2.3.5 Das Ausmessen der Inseln

Nach der Farbung wurde das insulinpositive Gewebe mit dem Zeiss AxioVision
Mikroskop photographiert und ausgemessen.

Dabei wurde jeder 10. Schnitt beziehungsweise alle 100 xm angeschaut und jede
insulinpositive Farbung photographiert. Damit keine falsch positiven Ergebnisse
auswertet werden, ist es wichtig, dass der Kontrollschnitt keine insulinpositive
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Farbung aufweist. Anschlief3end wurde mit dem Axiovision LE Rel. 4.4 Programm
durch Umfahren der Inselflache die GréBe der Inseln bestimmt.

Die GréBe des gesamten Schnittes wurde makroskopisch bestimmt um damit
auch die Inselflache in Bezug zur Gewebeflache des Pankreas insgesamt setzen
zu kénnen.

2.4 Auswertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse werden in Graphiken dargestellt, die aus den Mittelwerten einer
Versuchsreihe berechnet wurden. Der Standardfehler der Mittelwerte (SEM) ist
als Fehlerbalken dargestellt. Die Signifikanz von Ergebnissen wurde durch den
~Student's t-Test"flir ungepaarte Messungen bestimmt. Werte ab p < 0,05 wurden
als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Glucose- induzierte Insulinsekretion in WT
und PKC/KN Inseln

Zuerst soll untersucht werden, ob die Kinase negative Mutation der PKCJKN
Mause Einfluss auf die Glucose- induzierte Insulinsekretion hat. Hierzu wurden
Inseln jeweils fir eine Stunde bei 2,8 mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM, 12 mM und 20 mM
Glucosekonzentration inkubiert. Dabei wurden zum einen Experimente mit BSA
Fraktion V und zum anderen mit fettsdaurefreiem BSA durchgefiihrt, um eventuel-
le Unterschiede in der Insulinsekretion zwischen den beiden Albuminpréparaten
vergleichen zu kénnen. Die M&use dieser Versuche waren zwischen 9 und 12

Monate alt.

In Abbildung 3.1 wurden die oberen Ergebnisse bei Stimulation mit Glucose und
fettsdurefreiem BSA (BSA fatty acid free) und die unteren bei Stimulation mit Glu-
cose plus BSA Fraktion V erzielt. In den WT Inseln kommt es zu der erwarteten
Sekretion. So wird die Insulinsekretion bei 2,8 mM und bei 6 mM Glucose nicht
geteigert, ist dann aber bei 12 mM und 20 mM Glucose signifikant gesteigert.
Insgesamt fhren die steigenden Glucosekonzentrationen sowohl bei den WT als
auch bei den PKC¢ Inseln zu einer Verdopplung der Insulinsekretion.

Man erkennt sowohl bei BSA Fraktion V als auch bei fettsaurefreiem BSA eine
deutliche Mehrsekretion der PKCIKN Inseln gegentiber den WT Inseln. Bei Inku-
bation mit BSA Fraktion V ist die Sekretionsdifferenz bei 12 mM, bei Inkubation
mit fettsdurefreiem BSA bei 6 mM signifikant hdher als die Insulinsekretion der
WT Mause. Auffallig ist auch, dass bei BSA Fraktion V die Insulinsekretion immer
konstant Gber der WT Insulinsekretion liegt, wobei die Inkubation mit fettsaure-
freiem BSA zu teilweise kaum differierenden Ergebnissen (2,8 mM, 12 mM) fahrt.
Diese Ergebnisse fiihren zu der Uberlegung ob die Fettsauren, die in BSA Frak-
tion V im Gegensatz zu fettsaurefreiem BSA enthalten sind diesen, wenn auch
leichten Unterschied, verursacht haben kénnten. Allerdings sezernieren die WT
und die PKC/KN Inseln bei beiden BSA Sorten immer zwischen 0,6 % und 1,7
% ihres Gehalt und zeigen somit keinen deutlichen Unterschiede im Sekretions-
verhalten. Aber im Vergleich zwischen WT und PKCJKN Inseln muss man fest
halten, dass die PKC/KN Inseln konstant eine hdhere Insulinsekretion zeigen,
die aber nur punktuell signifiant ist. Bei der Inkubation mit fettsdurefreiem BSA

54



—e— PKCdeltakN / BSA-FAF
—o— WT/ BSA-FAF
1,8 1 n=7

Insulinsekretion (% Gehalt)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Glucose (mM)

20 —e— PKCdeltakKN / BSA FraktionV
2] —o— \WT / BSA Fraktion V

1,8 1 n=4 I
*%
16 -
1.4 -
12 -
1,0 -
08 1
061
.
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Glucose (mM)

Insulinsekretion (% Gehalt)

Abbildung 3.1: Glucose- induzierte Insulinsekretion in WT und PKC/KN In-
seln; Insulinmessung nach Inkubation fur 1 h, obere Abb. nach
Inkubation mit fettsdurefreiem BSA, untere Abb.: BSA Fraktion V,
* = signifikant gegentber der Sekretion der WT Inseln bei 2,8 mM,
** = signifikant gegentber der Insulinsekretion der PKCJKN Inseln
bei 2,8 mM, 1 = signifikant gegentber dem Wert der WT Inseln,
n = Anzahl der Versuche mit jeweils einer WT und einer PKC/KN
Maus.

ist auBerdem aufféllig, dass die PKCoKN Inseln einen Anstieg der Insulinsekre-
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tion schon bei 6 mM aufweisen, was bedeuten kénnte, dass BSA Fraktion V die
basale Sekretion niedrig halt.

3.2 Insulinsekretion in WT und PKCJ/KN Inseln bei
Stimulation mit Forskolin und PMA

Um zu untersuchen, ob die Insulinsekretion, die durch cAMP beziehungsweise
PKC stimuliert wird, in PKCSKN exprimierenden Inseln verandert ist, wurden die
Inseln nach der Vorinkubation jeweils fur eine Stunde in 5 M Forskolin oder 100
nM PMA jeweils in Anwesenheit von 12 mM Glucose inkubiert. Durch die Inku-
bation mit PMA werden direkt Proteinkinasen C aktiviert und durch Forskolin wird
die Adenylatzyklase stimuliert, was zu einer intrazellularen cAMP Erhéhung fahrt.
Die Inseln dieser Experimente stammen aus 9 bis 12 Monate alten Mausen. Wie

10 - WT Inseln PKCSKN Inseln

n=4

NN (0)] (03]
1 1 i

N
1

Insulinsekretion (% Gehalt)

oL [ [
Glucose (ImM) 2.8 12 12 12 28 12 12 12
PMA (nM) - - 100 - - - 100 -
Forskolin (UM) - - - 5 - - - 5

Abbildung 3.2: Insulinsekretion nach Stimulation mit Forskolin und PMA; In-
sulinmessung nach Inkubation fir 1 h, n = Anzahl der Versuche
mit je einer WT und einer PKC/KN Maus.

man in Abbildung 3.2 sehen kann, hatte die alleinige Inkubation mit 12 mM Glu-
cose keinen signifikanten Effekt auf die Insulinsekretion. Aber durch Zugabe von
sowohl PMA wie auch Forskolin, kommt es in beiden Inseltypen zu einer signifi-
kanten Steigerung der Insulinsekretion, wobei PMA bei beiden die gréite Insulin-
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ausschittung verursacht. So kommt es durch PMA zu einer Sekretionssteigerung
von 1,7 % des Gehaltes bei 12 mM Gilucose, auf 6,5 % bei den WT Inseln und
auf sogar 8 % in den PKCAKN Inseln. Nach Forskolin Zugabe sezernieren sowohl
die WT als auch die PKCoKN Inseln etwa 5 % ihres Gehalts. Einen signifikanten
Unterschied zwischen den WT Inseln und den PKC/KN Inseln kann man nicht
feststellen. Dieses Ergebnis lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Expression
von PKCJ/KN keinen Einfluss auf die maximale Sekretion hat. Auffallig ist, dass
die WT Inseln nur eine recht schwache Steigerung der Insulinausschittung bei
Stimulation mit 12 mM Glucose im Vergleich zu 2,8 mM Glucose zeigen.

3.3 Insulinsekretion in WT und PKC/KN Inseln nach
Inkubation mit Fettsauren

Da PKC¢ Effekte von Fettsduren in (- Zellen zu vermitteln scheint, soll nun die
Insulinsekretion nach Inkubation mit Fettsduren in den WT und den PKCJKN In-
seln untersucht werden. Die gesattigte Fettsdure Palmitat und die ungesattigte
Fettsdure Oleat wurden in einer Konzentration von 100 M bei 2,8 mM und 12
mM Glucose getestet. Wie man in Abbildung 3.3 sieht stimulieren weder Palmi-
tat noch Oleat bei niedriger Glucose die Insulinsekretion von WT Inseln. 12 mM
Glucose stimuliert signifikant die Insulinsekretion der WT Inseln. Bei 12 mM Glu-
cosekonzentration stimuliert sowohl Palmitat als auch Oleat die Insulinsekretion
in den WT Inseln deutlich. Wobei die Stimulation mit 100 M Oleat zu einer signi-
fikant héheren Insulinsekretion im Vergleich mit 12 mM Glucose ohne Fettsduren
fihrt. Palmitat steigert die Insulinsekretion ebenfalls deutlich, allerdings ist die
Zunahme gegeniber 12 mM Glucose nicht signifikant.

Die Zunahme der Insulinsekretion von 2,8 mM Glucose auf 12 mM Glucose ist
auch bei den PKCJ/KN Inseln signifikant. Bei den PKCJKN Inseln kommt es im
Gegensatz zu den WT Inseln aber bei beiden Glucosekonzentrationen zu einer
Stimulation der Insulinausschittung durch die Fettsduren. Hier ist die Differenz
zwischen der Stimulation mit 2,8 mM Glucose alleine und mit Zugabe von so-
wohl Palmitat als auch Oleat signifikant. Wobei Oleat zu einer Sekretion von 2,3
% des Gehalts und Palmitat zu einer Sekretion von 1,5 % des Gehalts, vergli-
chen mit einer basalen Sekretion von 0,9 % des Gehalts, fiihren. Auch bei 12 mM
Glucosekonzentration fihren beide Fettsduren in den PKCJ/KN Inseln zu einer
signifikanten Sekretionssteigerung gegendber der Stimulation nur mit Glucose.
Die maximale Insulinsekretion betragt sowohl bei WT als auch bei PKCJ/KN Inseln
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Abbildung 3.3: Insulinsekretion nach Inkubation mit Fettsauren; Insulinmes-
sung nach Inkubation fir 1 h, * = signifikant gegenlber der Insu-
linsekretion der WT Inseln bei 2,8 mM, ** = signifikant gegenlber
der Insulinsekretion der PKC/KN Inseln bei 2,8 mM, 1 = signifi-
kant gegenlber der Insulinsekretion der WT Inseln bei 12 mM,
1.2 = signifikant gegentber der Insulinsekretion der PKC/KN In-
seln bei 12 mM, 2 = signifikant gegentber der Insulinsekretion der
PKC/KN Inseln bei 2,8 mM, 3 = signifikant gegentber der Insu-
linsekretion der WT Inseln nach Stimulation mit Palmitat/ Oleat, n
= Anzahl der Versuche mit jeweils einer WT und einer PKC/KN
Maus.

2,5 % des Gehalts.
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3.4 Insulinsekretion in WT und PKC/KN Inseln bei
Stimulation mit Carbachol und GPR40 Agonist

Um die Insulinsekretion der WT und der PKCJ/KN Inseln weiter zu untersuchen
wurde das sezernierte Insulin nach Inkubation mit Carbachol und TUG209, einem
Agonisten des FFART1, verglichen. Dadurch sollte die Stimulation der Insulinfrei-
setzung Uber den Weg der Phospholipase C Aktivierung in der - Zelle, die zur
Entstehung der second messenger IP; und DAG mit anschlieBender Calciumfrei-
setzung und PKC Aktivierung fahrt, zwischen den WT und den PKCJKN Inseln
verglichen werden. AuBBerdem sollte geklart werden, ob PKCSKN bei der rezep-
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Abbildung 3.4: Insulinsekretion nach Stimulation mit Carbachol und GPR 40
Agonist; Messung der Insulinsekretion nach Inkubation fir 1 h,
* = signifikant héhere Insulinsekretion gegentber den WT Inseln
bei 2,8 mM, 1 = signifkant gegentber der Insulinsekretion der WT
Inseln bei 12 mM, 2 = signifikant Steigerung der Insulinsekretion
gegenuber der Insulinsekretion der PKCIKN Inseln bei 12 mM, n
= Anzahl der Versuche mit jeweils einer WT und einer PKC/KN
Maus.

toraktivierten Stimulation eine Rolle spielt. Die Inseln wurden dafiir ebenfalls fur
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eine Stunde mit der Testsubstanz in Anwesenheit von 12 mM Glucose inkubiert.
Die fur diese Versuche verwendeten Mause waren zwischen 9 und 12 Monate
alt. In Abbildung 3.4 erkennt man eine signifikante Stimulation der Insulinsekre-
tion von WT Mausinseln durch 12 mM Glucose. Die Insulinsekretion bei 2,8 mM
und 12 mM Glucose der KN Inseln war etwas héher als die der WT Inseln, aber
wie auch schon in Abbildung 3.1 nicht signifikant gesteigert.

Carbachol stimuliert die Insulinsekretion sowohl in WT als auch in PKCJKN Inseln
signifikant. Dabei kommt es durch Carbachol zu einer maximalen Insulinsekretion
in den WT Inseln von 2 % des Gehalts und in den PKCoKN Inseln zu 3 % des
Gehalts. TUG209 hat ebenfalls beide Inseltypen deutlich zur Insulinsekretion an-
geregt, aber nur bei den WT Inseln ist der Unterschied zwischen der Inkubation
mit dem FFAR Agonist gegenuber der Inkubation in 12 mM Gilucose signifikant
héher. Insgesamt ist die Insulinsekretion der PKCJKN Inseln héher als die der
WT Inseln. Dies gilt fir die basale und die stimulierte Sekretion.

3.5 Insulingehalt der WT und PKC/KN Mause

Um zu untersuchen, ob unterschiedliche Insulinsekretion durch unterschiedlichen
Insulingehalt der Inseln erklart werden kann, wurde der Insulingehalt der Inseln
bestimmt. Abbildung 3.5 zeigt deutlich, dass der Insulingehalt der Inseln vom Alter
der Mause abhangig ist und dass es zwischen den WT und den PKCoKN Inseln
keine Unterschiede im Insulingehalt gibt. In junge Mause findet man etwa 200 ng
Insulin pro 5 Insel, in den alteren M&usen allerdings schon 500 ng pro 5 Inseln.

3.6 Immunhistochemie

Um zu untersuchen, ob PKC¢ einen Einfluss auf die 8- Zellmasse hat wurden im
zweiten Teil dieser Arbeit die Menge der insulinsezernierenden Zellen im Pankre-
as bestimmt. Hierflir wurde die Gro3e einzelner Inseln, die immunhistochemisch
fur Insulin angefarbt worden sind, in situ auf semidiinnen Pankreasschnitten aus-
gemessen. Da jeder zehnte Schnitt, das heif3t alle 100 ym in die Auswertung
einflossen, wird angenommen, dass jede Insel mindestens einmal ausgemessen
wurde.

Da PKC§ mit HFD induzierter Glucoseintoleranz in Verbindung gebracht wird,
sollte auch der Einfluss von Fetten in der Nahrung auf die - Zellmasse unter-
sucht werden. Zu diesem Zwecke wurden Mause fur acht Wochen mit einer HFD
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Abbildung 3.5: Insulingehalt der WT und PKCJ/KN Inseln; Messung des Insulin-
gehaltes nach Extraktion des intrainsuldren Insulin durch sauren
Ethanol mit ELISA, n = Anzahl der Versuche mit jeweils einer WT
und einer PKC/KN Maus.

geflttert und dann immunhistologisch untersucht.

WT und PKCSKN Mause nach normaler Fitterung im Alter von 16 Monaten und
WT und PKCitgWT Mé&use nach fettreicher Futterung im Alter von 4 Monaten
wurden in diesem zweiten Teil der Arbeit untersucht.

3.6.1 Immunhistochemischer Insulinnachweis nach normaler
Diat der Mause

Die Abbildungen 3.6 und 3.7 zeigen zum einen exemplarisch Inseln aus den
Schnitten, die aus WT Mausen angefertigt wurden und zum anderen Inseln aus
PKCJKN Mausen, jeweils nach normaler Fltterung.
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Abbildung 3.6: Inseln der WT Mause nach normaler Diat; dargestellt durch anti-
Insulin Farbung und Gegenfarbung mit Hamatoxylin.

Abbildung 3.7: Inseln der PKC/KN Mause nach normaler Diat; Darstellung mit
anti- Insulin Farbung und Hamatoxylin Gegenfarbung.

3.6.2 Insulin positive Flache (- Zellmasse) im gesamten
Gewebe nach normaler Diat der Mause

Um zu analysieren ob die InselgréBe und Verteilung der Inseln unter den Mau-
sen Unterschiede zeigt, wurden die Inseln ausgemessen und die Inselgré3en
zwischen den WT und den PKCoKN M&ausen mit normaler Diat verglichen. Dafir
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wurden die Inseln in Gruppen von kleinen (<4000 ;m?) Inseln, mittleren Inseln
zwischen 4000-12 000 zm? und groBen Inseln(>12 000 xm?) unterteilt. Diese Un-
terteilung soll die GréBenverteilung besser veranschaulichen. AuBBerdem wurden
prozentuale Verteilungen der Inseln in diesen drei Gruppen verglichen.

80000 1 [— wr
— mmm PKCSKN
(o]
g 60000
4]
S -
§) 40000
[0}]
)]
£
()]
E 20000
= 10000
c J
0 1. . HII : : .
Gréle [pmz] <4000 4000-12000 >12000
d um] <70 70-120 >120

Abbildung 3.8: Inselverteilung nach GroBe nach normaler Diat; 143 Inseln WT,
111 Inseln PKC/KN aus je 2 Mausen (n= 2), d= Durchmesser der
Inseln.

Wie in Abbildungen 3.8 und 3.9 zu sehen ist, sind die meisten Inseln, sowohl aus
den WT wie auch aus den PKCoKN Mausen, unter normaler Diat mit einer G6Be
von bis zu 60 000 ;m? deutlich in die Gruppe der groBen Inseln einzuordenen.
Bei den PKCSKN sind circa 95 % der Inseln Uiber 12 000 ym? groB und nur etwa
5 % sind in der mittelgroBen Gruppe. Kleine Inseln <4000 ;:m? gibt es fast keine.
Unter den Inseln der WT Mause finden sich etwa 85 % in der gro3en Gruppe
und etwa 10 % in der mittleren GréBenordnung. Nur ungefahr 5 % der Inseln
sind kleiner als 4000 ;:m?.

Im Vergleich von WT Inseln mit PKCJKN Inseln stellt man fest, dass die Inseln
der WT Mause etwas kleiner sind. PKCOKN Mause besitzen mehr gréBere
Inseln als WT Mause. In der Tat erreichen die Inseln von PKC/KN Mausen eine
maximale GréBe von bis zu 60 000 ;:m? bei den WT Inseln wurden dahingegen
nur Inseln bis zu einer GréBe von circa 40 000 xm? erreicht.
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Abbildung 3.9: Prozentuale Inselverteilung nach normaler Diat; 143 Inseln
WT, 111 Inseln PKC/KN aus je 2 Mausen (n= 2), d = Durchmesser
der Inseln.

Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass PKCIKN Mause gréB3ere
Inseln ausbilden.

Was sicherlich bei dieser Feststellung zu bedenken ist, ist das mit 16 Monaten
schon recht hohe Alter der PKCoKN Mause. Vor allem wenn man davon
ausgeht, dass die Inselgré3e mit dem Alter der Tiere zunimmt, was durch den
mit dem Alter ebenfalls steigenden Insulingehalt nahe gelegt wird.

3.6.3 Inselflache im Bezug zur Pankreasgesamtflache nach
normaler Diat der Mause

Ob die Tatsache, dass PKC/KN Mause gréBere Inseln ausbilden auch bedeutet,
dass im Gesamtorgan mehr Inselflache vorhanden ist, wurde durch die
Ermittlung des prozentualen Anteils der Inselflache am Gesamtpankreas
ermittelt.

In der Tat zeigt Abbildung 3.10, dass die insulinpositive Flache in den PKC/KN
Mausen mit 0,8 % der Gesamtflache grdBer ist als in den WT Mausen, in denen
nur 0,6 % der Gesamtflache Inselflache ist. Dies bestétigt die Vermutung, dass
die PKC/KN Méuse gréBere Inseln als die WT M&use besitzen. Insgesamt muss
man feststellen, dass die Inselflache aber in beiden Mausen relativ gering ist,
wenn man von normalerweise 1-2% Inselmasse im gesamten Pankreas ausgeht
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Abbildung 3.10: Inselflache im Bezug zur Pankreasflache insgesamt nach
normaler Diat; 143 Inseln WT in 19 ausgemessenen Schnitten,
111 Inseln PKCJ/KN in 17 ausgemessenen Schnitten; aus je 2
Mausen (n= 2).

[3].

3.6.4 Immunhistochemischer Insulinnachweis nach HFD der
Mause

Die Abbildungen 3.11 und 3.12 zeigen exemplarisch Inseln aus den WT und den
PKCdtgWT Mausen nach der achtwdchigen Fltterung mit ,,High Fat Diet”.

3.6.5 Insulin positive Flache (5- Zellmasse) im gesamten
Gewebe nach HFD der Mause

AbschlieBend wurde untersucht, in wie weit HFD die GréBe der Inseln in WT
und PKCOKN Mausen unterschiedlich beeinflusst. Da angenommen wird, dass
PKC¢ HFD induzierte Abnahme der 3- Zellmasse mitverursacht, wurden nun
PKCitgWT exprimierende Pankreata untersucht. Ebenso wie bei den
Gewebeschnitten der Mause nach normaler Diat, wurden hier die Inseln der
M&use nach HFD Futterung durch das Ausmessen in die entsprechenden
Gruppen, kleine (<4000 xm?) Inseln, mittlere Inseln zwischen 4000-12 000 xm?
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Abbildung 3.11: Inseln der WT Mause nach HFD; Darstellung mit anti- Insulin
Farbung und Hamatoxylin Gegenfarbung.

Abbildung 3.12: Inseln der PKC5tgWT Mause nach HFD; dargestellt durch anti-
Insulin Farbung und Hamatoxylin Gegenfarbung.

und groBe Inseln(>12 000 xm?) unterteilt um die GroBenverteilung besser
veranschaulichen zu kénnen.

In Abbildung 3.13 sieht man, dass die Inseln der WT Mause sich zu etwa jeweils
30 % in der Gruppe <4000 ym? und in der Gruppe >12 000 zm? finden. Mit
einem Anteil von 40 % sind die meisten Inseln in der mittleren Gruppe zu finden.
Bei den PKCitgWT Mausen liegen mit knapp 40 % ebenfalls die meisten Inseln
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Abbildung 3.13: Inselverteilung nach GréBe und prozentuale Verteilung der
Inseln nach HFD; 144 Inseln WT, 138 Inseln PKCitgWT aus je
2 Mausen (n= 2), d= Durchmesser der Inseln.
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in der mittleren Gruppe. Etwa 35 % finden sich in der Gruppe <4000 ;m? und
der geringste Anteil findet sich in der Gruppe >12 000 zm?.

Die WT Inseln erreichen eine maximale Gr6Re von bis zu 28 000 m?, die
PKCstgWT Inseln nur bis zu 25 000 ;zm?.

Die Mause nach ,High Fat Diet“ haben insgesamt deutlich kleinere Inseln als die
Mé&use nach normaler Fitterung. Finden sich nach normalem Futter fast alle
Inseln in der groBen Gruppe >12 000 xm?, sind die InselgréBen nach HFD
deutlich breiter gestreut und die Mehrzahl findet sich in der mittleren Gruppe.
Dies Tatsache, dass die PKCitgWT Inseln vor allem in der mittleren und der
kleinen Gruppe zu finden sind, lassen vermuten, dass es durch Expression von
PKCAtgWT zu einer vermehrten Apoptose und damit zur Schrumpfung der
Inseln kommt. Die grof3e Anzahl kleiner Inseln kénnte auf eine vermehrte
Neogenese von Inseln, induziert durch die HFD, hinweisen.

3.6.6 Inselflache im Bezug zur Pankreasgesamtflache nach
HFD der Mause
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Abbildung 3.14: Inselflache im Bezug zur Pankreasflache insgesamt nach
HFD; 144 Inseln WT in 12 ausgemessenen Schnitten, 138 In-
seln PKCtgWT in 12 ausgemessenen Schnitten; aus je 2 Mau-
sen (n=2).
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Um die gesamte Inselmasse abschatzen zu kdnnen, wurde die insulinpositive
Flache hier ebenfalls in Bezug zu der Gesamtflache des Pankreasgewebe
gesetzt. Dies zeigt, wie in Abbildung 3.14 zu sehen ist, dass die WT Méause doch
mehr Inselmasse als die PKCstgWT Mause besitzen. Die WT Mause zeigen bei
etwa 0,5 % der Gesamtflache eine insulinpositive Farbung. Die PKCitgWT
Mé&ause dahingegen nur bei etwa 0,3 %.

Vergleicht man die prozentuale Inselflache zwischen WT Inseln nach Kontrolldiat
und nach HFD, so hat sich die Inselzellmasse nicht verandert. Allerdings kann
man festhalten, dass die PKCJ/KN Inseln gréBer und die PKCAtgWT Inseln
kleiner als die entsprechenden WT Inseln sind, was dafar spricht, dass eine
vermehrte Aktivitat der PKC6 zu einer Veranderung der - Zellmasse flhrt.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle der PKC/ in der Insulinsekretion

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Insulinsekretion isolierter Langerhans’scher
Inseln aus WT und PKCSKN Mausen an Hand verschiedener Stimulationen un-
tersucht.

In der Glucose stimulierten Insulinsekretion kann man durchweg eine Mehrsekre-
tion der PKCJKN Inseln gegentiber den WT Inseln feststellen. Bei allen Glucose-
konzentrationen sezernieren die PKCOKN Inseln mehr Insulin als die WT Inseln.
Allerdings ist der Unterschied nicht immer signifikant.

In den Stimulationsversuchen mit PMA und Forskolin kommt es zu einer maxima-
len Insulinsekretion von etwa 7 % des Gehalts sowohl in den WT als auch den
PKCA/KN Inseln. Dies heisst, dass die maximale Sekretion durch die Expression
von PKCJKN nicht gestort ist. In den Stimulationen mit Fettsduren, Carbachol
und TUG209 sezernieren die PKCJKN Inseln ebenfalls durchweg etwas mehr In-
sulin als die WT Inseln. Allerdings ist dieser Unterschied auch hier nicht immer
signifikant.

Dies deutet an, dass die Expression von PKCJKN keinen entscheidenden Ein-
fluss auf die Insulinsekretion hat. Im Widerspruch dazu konnten Uchida und Mit-
arbeiter in PKC6 Null Mausen eine reduzierte Insulinsekretion feststellen, was
mit einer reduzierte Munc-18 Phophorylierung korreliert war [81]. Dies kdnnte ei-
ne reduzierte Insulinexozytose in PKCo -/- Mausen andeuten [81].

In unserer Arbeitsgruppe konnte des Weiteren gezeigt werden, dass PKCIKN
Mé&use in vivo erhéhte Insulinspiegel aufweisen und gegenltber HFD induzier-
ter Glucoseintoleranz geschitzt sind [35]. Dies steht ebenfalls im Widerspruch
zu den Ergebnissen von Uchida und Mitarbeitern, die in PKC§ Null M&usen eine
verminderte Glucosetoleranz aufzeigen konnten [81]. Eine Erklarungsméglichkeit
dieser differierenden Ergebnisse, besteht darin, dass die Mause unserer Arbeits-
gruppe nur in den (- Zellen des Pankreas keine funktionsfahige PKC§ exprimie-
ren, wahrend die PKC§ Nullm&use bei Uchida und Mitarbeitern in allen Geweben
keine PKCJ besitzen, was zu Interaktionen fihren kann.

Unsere Daten stehen im Einklang mit verschiedenen Studien, in denen keine
Translokation von PKCé als Zeichen der Aktivierung, als Reaktion auf Glucose,
feststellt wurde [90], [47], [66], was eine Rolle der PKCé in der Glucose- induzier-
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ten Insulinsekretion ausschlie3t. Auch Carpenter und Mitarbeiter konnten in der
durch PMA induzierten Insulinsekretion keine Bedeutung fur die PKC4 aufzeigen,
sondern nur eine Rolle fir PKCa belegen [12].

Die Insulinsekretion in den Glucose- induzierten Sekretionsstudien scheint aber
auch vom verwendeten BSA abhangig zu sein. Dies lasst vermuten, dass die
im BSA Fraktion V enthaltenen Fettsduren die Insulinsekretion der Inseln viel-
leicht beeinflussen. Insbesondere scheint BSA Fraktion V die basale Insulinant-
wort niedrig zu halten.

Um den Einfluss von Fettsduren auf die Insulinsekretion nédher zu untersuchen
wurden die Inkubationen der Inseln mit Palmitat und Oleat, TUG209 (GW9508)
sowie im Vergleich mit Carbachol durchgefiihrt, da TUG209 und Carbachol beide
einen PLC abhangigen Signalweg aktivieren. Die Carbachol stimulierte Insulin-
sekretion fihrte sowohl bei den WT als auch bei den PKC/KN Inseln zu einer si-
gnifikanten Steigerung der Insulinsekretion und auch die Stimulation mit TUG209
potenzierte die Insulinsekretion beider Inseltypen. Insgesamt war die Insulinse-
kretion in den PKCOKN Inseln sowohl basal als auch stimuliert etwas héher als in
den WT Inseln.

Die Palmitat und Oleat abhangige Insulinsekretion zeigt bei hoher Glucose in bei-
den Inseltypen eine vergleichbare Sekretionssteigerung. Allerdings fallt auf, dass
bei niedriger Glucose nur in den PKCJ/KN Inseln eine Steigerung der Insulin-
sekretion durch die Fettsauren statt findet, wohingegen in den WT Inseln keine
Reaktion auf die Fettsduren zu beobachten ist. Dies lasst vermuten, dass die
PKC¢ die FFAR- induzierte Insulinsekretion bei niedriger Glucose hemmend be-
einflusst.

Besonders féllt auf, dass der Insulingehalt in den WT und den PKC/KN Inseln
annahern gleich ist, obwohl die PKC/KN Inseln, wenn auch nicht signifikat, so
doch etwas mehr Insulin als die WT Inseln sezernieren. Dies macht deutlich,
dass vermehrte Insulinspeicherung in den PKCJKN Inseln nicht die Ursache der
Sekretionsunterschiede sind. Bei diesem Punkt kommen Uchida und Mitarbeiter
zum gleichen Ergebnis, denn auch sie kdnnen in den PKCJ-/- Mausen keinen
veranderten Insulingehalt der Inseln feststellen [81]. AuBerdem kann man fest-
stellen, dass der Insulingehalt vom Alter der Mause abhéangig ist. Je alter die
untersuchten Mause waren, desto gré3er war der Gehalt an Insulin in den Inseln.
In Tieren im Alter von 8 Monaten wurden bis zu 100 ng Insulin/ Insel gemessen
(siehe Abbildung 3.5), was den Schluss nahe legt, dass der Insulingehalt und da-
mit wahrscheinlich die InselgréBe mit dem Alter der Mause zunimmt.

Sicherlich ist auch zu bedenken, dass flir die Sekretionsversuche relativ alte
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Mause benutzt wurden. Die relativ schlechte Glucose- induzierte Insulinsekretion
kénnte dementsprechend Uber eine altersbedingte Glucoseunempfindlichkeit er-
klart werden. Eine altersbedingte Glucoseintoleranz konnte in den PKC/KN Mau-
sen nicht verhindert werden [35]. Auch in PKC¢§ knockout Mausen wurde schon
im Alter von 20 Wochen eine altersabhangige Glucoseintoleranz berichtet [81].
Zusammenfassend kann man sagen, dass die PKCé nur einen geringen Einfluss
auf die Insulinsekretion hat. Die Hemmung der PKC4 scheint aber zu einer Sekre-
tionssteigerung vor allem bei niedrigen Glucosekonzentrationen zu flhren. Aller-
dings ist sowohl die maximale Sekretion als auch die FFAR abhangige Sekretion
durch die Hemmung der PKCo unverandert. Da der Insulingehalt der Inseln keine
Unterschiede aufweist, ist die Ursache der Sekretionsunterschiede nicht in einer
starkeren Insulinspeicherung der PKCJKN Inseln zu suchen. Man kann speku-
lieren, dass eventuell durch die Hemmung der endogenen PKCé die Insulinfrei-
setzung, zum Beispiel die Exozytose erleichtert wird, vor allem bei niedriger Glu-
cose. Dies steht allerdings im Gegensatz zu vorraus gehenden Untersuchungen,
die gezeigt haben, dass in Mausen, die keine PKCé exprimieren die Insulinsekre-
tion auf Grund verminderter Exozytose reduziert ist [81].

4.2 Die PKC/ in der Regulation der Inselmasse

In 16 Monate alten Mausen, die mit Standarddiat geflttert worden waren, waren
85 % der Inseln gréBer als 12 000 zm?. Die Inseln der PKCSKN Mause waren
sogar nochmals gréBer, denn hier waren 95 % der Inseln groBer als 12 000 um?.
Mit bis zu maximal 60 000 zm? finden sich in den PKCSKN Mé&usen sehr groBe
Inseln. Vor allem durch den Bezug zum gesamten Pankreasgewebe féllt auf, dass
die PKCIKN Mause mehr insulinpositive Flache als die WT M&use besitzen. In-
teressanter Weise finden sich unter normaler Fitterung kaum mittel gro3e oder
kleine Inseln. Dies lasst den Schluss zu, dass wahrend des Alterns die Insel-
zellen nicht zu Grunde gehen, sondern proliferieren und immer gréBer werden.
Die Beobachtung, dass PKCJ/KN gréBere Inseln ausbilden als WT Mause, wird
zusatzlich durch die Tatsache unterstiitzt, dass auch die gesamte Inselflache in
PKCJ/KN gréBer als im WT Pankreas ist.

Nach HFD kann man zwischen den WT und den PKCitgWT Inseln nur gerin-
ge Unterschiede ausmachen. Aber es scheint so, als wéaren die Inseln der WT
Mause insgesamt mit bis zu 30 000 m? etwas gréBer als die transgenen Inseln.
Vergleicht man aber die Inselmasse im Bezug zur gesamten Pankreasflache so
wird tatsachlich deutlich, dass die WT Mause mit 0,4 % Inselanteil mehr Insel-
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masse als die PKCotgWT Mause (0,3 %) haben. Diesen Unterschied kénnte auf
die Uberexpression von PKC4 in den transgenen Mausen zuriickgefiihrt werden.
Insgesamt stellt man fest, dass die PKCStgWT Inseln nach Fettfltterung kleiner
als die entsprechenden WT Inseln sind. Die PKCJKN Inseln nach normaler Fltte-
rung sind deutlich gré3er als die entsprechenden WT Inseln. Des Weiteren zeigt
sich im Vergleich der WT Inseln nach den beiden unterschiedlichen Fitterungen,
dass die Inseln der WT Mause nach normaler Diat circa 0,6 % der gesamten Pan-
kreasflache ausmachen und nach HFD nur noch 0,4 % der Gesamtflache. Auch
die maximal gemessene InselgréBe sinkt in den WT Mausen in Abhangigkeit von
der fettreichen Nahrung von 40 000 zm? auf 30 000 zm?. Diese Differenzen kénn-
te man zum einen auf die Fette in der Nahrung zurlck fuhren, was zeigen wdr-
de, dass UberméBiger Fettgehalt der Nahrung unabhéngig von der Expression
von PKCé auch schon zu einer Reduzierung der Inselgrée fuhren kann. Dies
kénnte zum Beispiel durch eine Steigerung der Apoptose und damit verbundener
Schrumpfung der Inseln einher gehen. Allerdings muss man andererseits das
Alter der WT Mause in den Experimenten beachten. So waren die WT Mause,
die HFD erhielten 4 Monate alt. Die Mause mit normaler Fitterung allerdings 16
Monate. Dieser Altersunterschied kénnte ebenfalls ein Grund fur die GréBendif-
ferenz der Inseln sein. Wenn man, wie es der Insulingehalt (siehe Abbildung 3.5)
andeutet, davon ausgeht, dass die InselgréBe dieser Mause physiologisch mit
dem Alter zunimmt.

Die PKCJKN exprimierenden Mause waren zwar ebenfalls 16 Monate und die
PKCdotgWT Mause erst 4 Monate alt, aber die sehr deutlichen Unterschiede in der
(- Zellmasse, lassen sich hier nicht alleine auf das Alter zurlck fihren. Da die pro-
apoptotische Wirkung von PKCo schon vielfach gezeigt wurde [51], [56],[69] und
[96] und auch ein Zusammenhang zwischen Apoptose von - Zellen und PKCo
nachgewiesen wurde [11], ist es gut méglich, dass die veranderte Inselgréf3e, die
in diesen Studien beobachtet wurde auf eine PKC) abhangige Apoptosesteige-
rung zurtick zu fihren ist.

Die Apoptosemessung anhand immunhistochemischem Nachweis gespaltener
Caspase 3 zeigt in der Tat eine erhéhte Apoptoserate in WT aber nicht in PKCS/KN
Mausinseln nach HFD. In isolierten Inselzellen war ebenfalls die Palmitat- indu-
zierte Apoptose durch PKCJKN Expression gehemmt [35]. Diese Beobachtungen
bestatigen, dass PKCJ in insulinsezernierenden Zellen eine pro- apoptotische
Rolle spielen kann und auch in der Fettsdure- abhangigen Apoptose eine Rolle
zu spielen scheint.

In diesem Sinne lasst sich die GréBenverteilung der Inseln nach HFD erklaren.
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Die groBere Anzahl von mittleren Inseln und die kleine Anzahl von grof3en Inseln
lasst auf eine erhdéhte Apoptoserate schlieBen. Die gréBere Zahl kleiner Inseln
nach HFD kénnte auch mit einer vermehrten Neogenese begriindet werden.
Zusammenfassend gibt diese Studie Hinweise, dass die pro- apoptotische Kina-
se PKC) hemmend auf die basale Insulinsekretion und stimulierend auf die HFD-
und Fettsdure- abhangige Apoptose wirkt. Die damit verbundene Verkleinerung
der (- Zellmasse kdnnte an der Entstehung eines Adipositas- abhangigen Diabe-
tes mellitus Typ 2 beteiligt sein.
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5 Zusammenfassung

Die Erkrankung Diabetes mellitus Typ 2 ist eine weltweit anzutreffende Stoffwech-
selstérung, die auf Grund von Insulinresistenz in der Peripherie und - Zelldys-
funktion zur chronischen Hyperglykadmie fuhrt. Als Folge dessen kommt es zu
mikro- und makrovascularen Schaden, die zu erheblichen Folgen, wie zum Bei-
spiel Myokardinfarkt oder zerebralem Insult flihren kénnen. In Kombination mit
Hypertonie und Adipositas, sowie Mikroalbuminurie und Hyperurikamie zahlt man
Diabetes mellitus Typ 2 zum Formenkreis des Metabolischen Syndroms.

Die Proteinkinase C ¢ gehort zur Gruppe der neuen PKCs, die durch Diacylglyce-
rin aber nicht durch Calcium aktiviert werden kénnen. Sie ist, wie alle Proteinkina-
sen der Familie, eine Serin/ Threonin Kinase, fallt aber dadurch unter den Isofor-
men auf, dass sie im Gegensatz zu den anderen pro- apoptotische Wirkungen
zeigt. Dies konnte in vielen verschiedenen Studien belegt werden. Auch in den -
Zellen des Pankreas wird eine Beteiligung der PKCé an der Apoptose vermutet.
AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass sie durch Fettsauren direkt aktivierbar
ist und fUr den apoptotischen Zelltod verantwortlich zu sein scheint. Allerdings
zeigte eine andere Studie, dass die Runterregulierung der PKC$ durch langan-
dauernde Behandlung mit dem Phorbolester PMA, nicht vor der Fettséduren- indu-
zierten Apoptose schiitzt. Des Weiteren wurde in PKC/ -/- Mausen gezeigt, dass
die Mause eine reduzierte Insulinsekretion haben und im Alter glucoseintolerant
werden. Diese widersprlchlichen Beobachtungen flhrten zu der Frage, ob die
PKC¢ Einfluss auf die Entstehung von Adipositas- abhdngigem Diabetes mellitus
Typ 2 hat, ob sie zu Veranderungen in der (- Zelle fihrt, die regelrechte Insulin-
sekretion beeinflusst oder stdért und ob sie adaptive Verdnderungen im Pankreas
insgesamt und speziell auch nach fettreicher Nahrung beeinflusst.

Diese Fragen sollten in der vorliegenden Studie anhand von PKC¢ transgenen
Mausen geklart werden. Dazu wurden zwei transgene Mause generiert. Die eine
weist eine Uberexpression der Wildtyp PKCé im Pankreas auf (PKCtgWT) und
die andere exprimiert eine funktionslose Kinase im Pankreas, die zu einer kom-
petitiven Hemmung der endogenen PKCo flhrt (PKCIKN).

Zuerst wurde in diesen Studien die Rolle der PKC¢ in der Insulinsekretion un-
tersucht. Daflir wurden Inseln aus Wildtyp und PKCé Kinase negativen Mausen
isoliert und dann mit verschiedenen Glucosekonzentrationen, beziehungsweise
unter Zugabe verschiedener Testsubstanzen inkubiert. Glucose verdoppelte die

75



Insulinsekretion in WT und in PKCJ/KN Inseln. Zum einen fiel auf, dass die Se-
kretion von PKCoKN Inseln konstant héher war als von WT Inseln, zum anderen
war die basale Sekretion in PKC/KN Inseln in Anwesenheit von fettsaurefreiem
BSA erhéht im Gegensatz zu BSA, welches nicht fettsaurefrei war. Die Inkubati-
on der Inseln in 100 nM PMA oder 5 ;M Forskolin stimulierte die Insulinsekretion
siebenfach, aber zwischen den WT und den PKCJKN Inseln konnte kein signifi-
kanter Sekretionsunterschied festgestellt werden. Diese Beobachtung erlaubt die
Schlussfolgerung, dass PKCJKN die maximal stimulierbare Sekretion nicht be-
einflusst und mdglicherweise insbesondere keine direkte regulatorische Wirkung
auf die cAMP- und PKC- stimulierte Insulinsekretion hat.

Die Insulinsekretion nach Inkubation in 100 M der gesattigten Fettsaure Palmi-
tat oder der einfach ungeséattigten Fettsaure Oleat, zeigte vor allem fir Oleat aber
auch fur Palmitat eine Sekretionsteigerung sowohl der WT als auch der PKC/KN
Inseln bei hoher Glucose. So fihrte Palmitat zu einer Sekretion von 2,25 % des
Gehaltes in den WT Inseln im Vergleich zu 1,75 % Sekretion ohne Zugabe der
Fettsdure. In den PKC/KN Inseln steigerte Palmitat die Sekretion sogar von 1,5
% auf 2,5 % des Gehaltes. Oleat induzierte sowohl in den WT als auch den
PKCA/KN Inseln ebenfalls eine Sekretionssteigerung. Interessanterweise stimu-
lierten die Fettsduren bei niedriger Glucose nur in den transgenen Inseln, wobei
Palmitat zu einer 1,5- fachen und Oleat zu einer verdoppelten Sekretion flhrte.
Die WT Inseln zeigten bei niedriger Glucose weder auf Palmitat noch auf Oleat
eine Sekretionssteigerung. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass PKCd
auf die Insulinsekretion bei niedriger Glucose unterdriickend wirkt.

Um abschlieBend noch den Weg der PLC Aktivierung genauer zu untersuchen,
wurden Inseln mit 1 uM Carbachol oder 1 M TUG209, einem GPR40- Rezeptor
Agonisten stimuliert. Diese Versuche zeigten in den PKCJKN Inseln ebenfalls ei-
ne starkere Insulinsekretion als in den WT Inseln und aufBerdem fiel wiederum in
den PKCJKN Inseln eine héhere basale Insulinsekretion auf.

Der Vergleich des Insulingehaltes der Inseln zeigte fur die WT und die PKC/KN
Inseln fast identische Werte. AuBerdem wurde deutlich, dass der Insulingehalt
vom Alter der Mause abhéngt. So enthalten Inseln aus 6 Monate alten M&usen
etwa 40 ng Insulin, 8 Monate alte aber schon 100 ng Insulin. Daraus kann man
ableiten, dass die Ursache der gesteigerten Insulinsekretion der PKCoKN Inseln
nicht mit einem veranderten Insulingehalt zu erklaren ist.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Inselmasse immunhistochemisch in si-
tu bestimmt. Daftr wurden die Pankreata der Mause entnommen, Gefrierschnitte
angefertigt und diese mit einem Anti- Insulin Antikorper behandelt. Die Inselgréi3e
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wurde biometrisch ausgemessen, analysiert und in Bezug zur gesamten GréBe
des Pankreas gesetzt. Um aufB3erdem den Einfluss einer hohen Fettdiat auf die -
Zellmasse zu klaren, wurde die Inselflache nach achtwdéchiger Fettfitterung von
Mausen ebenfalls histologisch untersucht.

Nach normalem Futter konnte man feststellen, dass die PKC/KN Mause gréBere
Inseln als die WT Mause besitzen. Dies konnte auch im Bezug zur Pankreasge-
samtflache nachgewiesen werden. Die PKCJKN Inseln waren mit bis zu 60 000
um? teilweise sehr groB3 und bei einer Einteilung der Inseln in Gruppen <4000
pm?, zwischen 4000- 12 000 zm? und >12 000 xm? fanden sich fast alle Inseln
(95 %) der PKCOKN Mause in der gréBten Gruppe, wahrend 85 % der WT In-
seln zu den groBten Inseln zahlten. Dies kénnte eine mogliche Erklarung far die
Sekretionsunterschiede in vivo in den Mausen darstellen. Wenn die PKC)KN In-
seln deutlich gréBer sind als die der WT Mause, kénnen sie mehr Insulin sezer-
nieren. Als mégliche Erklarung der GréBenzunahme der PKCoKN Inseln kommt
eine Hemmung der Apoptose in Betracht. Da fir die PKCé schon vielfach ihre
pro-apoptotische Wirkung gezeigt worden ist und bekannt ist, dass sie auch in -
Zellen Apoptose ausldsen kann, ist die Hemmung der Apoptose durch die Kinase
negative Mutante und dadurch vergréBerte Inseln eine mdgliche Erklarung far die
gréBeren Inseln bei Uberexpression von PKCSKN.

Nach der HFD fiel auf, dass sowohl die WT als auch die PKCitgWT Mause deut-
lich kleinere Inseln aufwiesen, als nach normalem Futter. Die meisten Inseln fan-
den sich hier in der mittleren Gruppe und mit circa 30% befanden sich auch deut-
lich mehr Inseln in der Gruppe der kleinen Inseln. Die WT Inseln lagen beim
Vergleich mit den PKCAtgWT Inseln im Bezug zur Gesamtflache des Pankreas
mit 0,4% etwas besser als die PKCitgWT Inseln mit nur 0,3% Anteil an der Ge-
samtflache. Insgesamt war der Anteil der 3- Zellmasse an der Gesamtflache des
Pankreas nach HFD kleiner als nach normaler Diat. Diese Hypothese wurde in
unserer Arbeitsgruppe nochmals bestétigt. In Schnitten von WT Mausen wurde
nach HFD signifikant mehr gespaltene Caspase 3 nachgewiesen, nicht aber in
PKCJ/KN Pankreasschnitten. Ebenso konnte Palmitat- induzierte Apoptose in WT
Inselzellen, nicht aber in PKCJKN Inselzellen nachgewiesen werden.
Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass eine Hemmung der PKCo Aktivitat
vor Fettséduren- und HFD- induzierter Fehlfunktion schitzt. Dabei hat PKCJKN
weniger einen stimulierenden Effekt auf die Insulinsekretion, sondern stabilisiert
eher die - Zellmasse, indem PKCJKN den apoptotischen Zelltod hemmt.
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