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Kapitel 1

Einleitung



KAPITEL 1. EINLEITUNG 2

1.1 Diabetes mellitus Typ 2

1.1.1 Definition, Klinik und Epidemiologie

Der Diabetes mellitus Typ 2 wird nach den Leitlinien der Deutschen Diabetes-
Gesellschaft als chronisch progredient verlaufende Erkrankung definiert, die zu dem
Leitbefund Hyperglykdmie fithrt und sowohl durch vererbte als auch erworbene
Insulinresistenz und Insulinsekretionsstérung charakterisiert ist. Kennzeichnend
fiir die betroffenen Patienten ist, dass die Storung der Glukosehomdoostase gehéuft
im Rahmen eines metabolischen Syndroms, das durch Adipositas, Dyslipopro-
teindmie, Hypertonie und Glukosetoleranzstérung bzw. Diabetes mellitus Typ 2
definiert ist, auftritt [28]. Die Manifestation des Diabetes mellitus Typ 2 erfolgt
schleichend, haufig treten Miidigkeit, Leistungsminderung und eine Anfélligkeit fiir
Infektionen auf. Im Vergleich zum Diabetes mellitus Typ 1 sind die klassischen
Symptome wie Polyurie, Polydipsie und Nykturie dagegen nur selten zu beobachten
[28]. Zur Diagnosestellung eine Diabetes mellitus kénnen Gelegenheitsblutzucker,
Niichternplasmaglukose und der orale Glukosetoleranztest herangezogen werden.
Dabei ergeben sich nach Empfehlung der Amerikanischen Diabetes-Gesellschaft
und WHO folgende Richtwerte:

Stadium Niich tern plasmaglukose Gelegenheitsblutzu cker Oraler
Glukosetole ranztest
(oGTT, 752)
Diabetes mellitus > 126 mg/dl >200 mg/dl 2-h-Wert 2200 mg/dl
(7,0 mmol/1) (11,1 mmol/l) und (11,1 mmol/l)
Sym ptome
Gestorte >110 <126 mg/dl Pathologische
Glukosehom dostase (6,1 - 7,0 mmol/l) Glukosetoleranz
(»impaired fasting 2-h-Wert > 140 bis
glucose™) <200 mg/dl
(7,8 mmol/1)
Normal <110 mg/dl <140 mg/dl

(6,1 mmol/l) (7,8 mmol/1)
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Weltweit hat die Erkrankung Diabetes mellitus epidemische Ausmafle angenom-
men und betrifft circa 194 Millionen Menschen [2]. Davon entfallen ungeféhr 85-90%
auf den Diabetes mellitus Typ 2 [51]. Die medizinischen und sozio6konomischen
Probleme, die mit dieser Erkrankung einhergehen, werden durch die assoziierten
Folgeerkrankungen hervorgerufen [71]. Die Komplikationen des Diabetes mellitus
Typ 2 entstehen auf der Basis einer diabetesspezifischen Mikroangiopathie und ei-
ner unspezifischen diabetesassoziierten Makroangiopathie [51]. Diese Geféfschiden
fithren zu koronarer Herzkrankheit, peripherer arterieller Verschlusskrankheit, arte-
rieller Verschlusskrankheit der Hirnarterien, diabetischer Nephropathie mit chroni-
schem Nierenversagen, diabetischer Polyneuropathie und diabetischer Retinopathie
mit Erblindung [71]. Da fiir das Jahr 2010 eine Zunahme der Zahl an Diabetes mel-
litus Erkrankter auf iiber 250 Millionen Menschen weltweit erwartet wird [83], ist es
wichtig, neue therapeutische Ansétze und effektive pharmakologische Konzepte zu

entwickeln.

1.1.2 Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2

Bei der Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 spielen sowohl Lebensstilfakto-
ren als auch genetische Determinierung eine Rolle [39]. So kann bei Studien mit
monozygoten Zwillingen nachgewiesen werden, dass in circa 90% der Fille beide
Geschwister an Diabetes mellitus Typ 2 erkranken [7]. Ist ein Elternteil an Diabe-
tes mellitus Typ 2 erkrankt, so weisen die Kinder ein Lebenszeitrisiko von 38% auf,
ebenfalls eine Storung des Glukosestoffwechsels zu entwickeln [57]. Als Lebensstilfak-
toren begiinstigen Adipositas, fehlende korperliche Aktivitéit und falsche Erndhrung
das Auftreten eines Diabetes mellitus Typ 2 [39]. Pathogenetisch stehen zwei Storun-
gen im Vordergrund, die das Risiko, einen Diabetes mellitus Typ 2 zu entwickeln,
erhohen: die verminderte Wirkung des Insulins an den Zielzellen (Insulinresistenz)
[43] und/oder eine unzureichende Insulinsekretion (beta-Zelldysfunktion) [22].

Eine Insulinresistenz liegt vor, wenn die normale biologische Wirkung des In-
sulins vor allem an Leber, Skelettmuskel und Fettgewebe vermindert ist und es zu

einer geringeren Aufnahme von Glukose in die Zellen und einer erhdhten endoge-
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nen Glukoseproduktion in der Leber kommt [71]. Die Mechanismen, die zu dieser
Fehlfunktion fithren, sind verschiedenartig und nicht vollstéindig gekléart. Neben ge-
netischen Risikofaktoren, die eine Insulinresistenz begiinstigen, wie zum Beispiel der
Polymorphismus des PPARy Gens [47], gibt es einige Ursachen die im Zusammen-
hang mit Adipositas stehen und die an dieser Stelle kurz erldutert werden sollen.

Es konnte gezeigt werden, dass freie Fettsduren dosisabhingig [9] zu einer peri-
pheren und hepatischen Insulinresistenz [10] fithren. Diese freien Fettsduren entste-
hen im Fettgewebe und sind somit bei adiposen Patienten in erhdhten Mengen im
Blut nachweisbar [71].

Eine weitere Verbindung zwischen Adipositas und Insulinresistenz stellen in-
flammatorische Zytokine dar, die im Fettgewebe vermehrt produziert werden [61].
Ein erhohter Blutspiegel desTumornekrosefaktor alpha [TNFa| beeinflusst die Si-
gnaltransduktionskaskade von Insulin negativ, indem die Tyrosinkinaseaktivitét
des Insulinrezeptors durch Serin-Phosphorylierung von ,insulin receptor substra-
te 1“[IRS1] gehemmt wird [34]. Das proinflammatorische Interleukin 6 [IL-6] kann
bei Patienten mit adipositasassoziierter Insulinresistenz ebenfalls in héheren Kon-
zentrationen im Blut nachgewiesen werden [38]. Es wird angenommen, dass IL-6
iiber die Expression von Proteinen der ,suppressors of cytokine signaling“[SOCS]
Familie bei der Entstehung insbesondere der hepatischen Insulinresistenz eine Rolle
spielt [68].

Waéhrend zirkulierende freie Fettsduren und inflammatorische Zytokine bei vis-
zeraler Fettsucht erhoht sind, liegen fiir das Protein Adiponektin, das fettgewebe-
spezifisch ist, erniedrigte Plasmakonzentrationen vor [71]. Adiponektin stimuliert
sowohl die Glukoseutilisation als auch die Oxidation freier Fettsduren [80], sodass
die Erniedrigung von Adiponektin eng mit dem Ausmafl der Insulinresistenz kor-
reliert [61]. Da viele Abldufe bei der Entstehung einer Insulinresistenz noch unklar
sind, wird dieses Gebiet auch weiterhin Gegenstand intensiver Forschung sein.

Der zweite Pathomechanismus, der eine sine qua non bei der Entstehung eines
Diabetes mellitus Typ 2 darstellt, ist die Dysfunktion der pankreatischen beta-Zelle

[58]. Diese Fehlfunktion beinhaltet zwei verschiedene Aspekte: zum einen liegt ei-
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ne funktionelle Stérung der beta-Zellen vor, zum anderen wird eine verminderte
Masse der pankreatischen beta-Zellen registriert. Die funktionelle Stérung dufert
sich in einem Verlust der ersten Phase der biphasischen Insulinsekretion nach einer
Glukosebelastung und in einer abnormalen Osszilation der basalen Insulinsekretion.
Urséchlich fiir beide Aspekte der Betazelldysfunktion sind neben einer genetischen
Pradisposition die toxische Wirkung dauerhaft erhohter Glukose- und Fettséurespie-
gel [19].

Als genetische Risikofaktoren, die zu einer Einschrinkung der Insulinsekretion
fithren, sind zum Beispiel der Arg(972) IRS1 Polymorphismus [59] oder die E23K
Variante des KIR 6.2 Gens [26], das eine Untereinheit des KATP Kanals der pan-
kreatischen beta-Zellen codiert, zu nennen. Es sind noch weitere Gene und genetische
Polymorphismen bekannt, die mit Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert sind [52, 46],
allerdings ist der Wirkmechanimus héufig noch ungeklart.

Die chronische Hyperglykédmie im Rahmen eines Diabetes mellitus Typ 2 ist nicht
nur ein Marker fiir die diabetische Stoffwechsellage, sondern auch ein eigensténdiger
Faktor, der die metabolische Situation des Organismus weiter verschlechtert [81]. Die
chronisch erhdhte Glukosekonzentration fiihrt zu einer verminderten Insulinsekreti-
on, indem sie die fiir die Insulinproduktion notwendigen Zellkompartimente im Laufe
der Zeit irreversibel schidigt. Diese Schidigung wird iiber freie Radikale vermittelt,
die im Verlauf des oxidativen Glukosemetabolismus entstehen und zu oxidativem
Stress der beta-Zellen fithren. Es resultiert eine Erniedrigung des fiir den Insulinpro-
motor wichtigen Transkriptionsfaktors ,pancreas duodenum homeobox-1“[PDX-1]
[66]. Moglicherweise sind die freien Radikale auch verantwortlich fiir die verminder-
te beta-Zellmasse, indem sie iiber Erhshung der ,nuclear factorkB“[NFxB| Aktivitét
eine gesteigerte Apoptoserate der beta-Zellen induzieren [71].

Die iiber lange Zeit erhohten Spiegel von unveresterten freien Fettsiuren, die
durch Lipolyse in den Adipozyten bei iibergewichtigen Patienten entstehen, ha-
ben ebenfalls schidliche Einfliisse auf die pankreatischen beta-Zellen, sie vermin-
dern die glukoseinduzierte Insulinsekretion, schrianken die Insulin-Gen-Expression

ein und fiithren zu einer gesteigerten Apoptoserate. Die genauen Ursachen fiir diesen
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schidlichen Effekt sind noch nicht geklart. Eine Theorie beinhaltet, dass die Akku-
mulation von Metaboliten aus dem Lipidstoffwechsel die Funktion der beta-Zellen
einschriankt. Diese Akkumulation ist nur dann zu beobachten, wenn sowohl Glukose
als auch freie Fettsduren langfristig in unphysiologisch erh6hten Konzentrationen im

Blut vorliegen [65].

1.1.3 Therapiestrategien

Die Therapieziele bei der Behandlung eines Diabetes mellitus umfassen neben der
Vermeidung akuter Komplikationen (hyperglykémische Stoffwechselentgleisungen)
vor allem die Prévention der diabetesassoziierten Spétfolgen. Verschiedene Studien
wie z.B. die UKPDS 33 haben gezeigt, dass durch eine langfristig normnahe Stoff-
wechseleinstellung das Risiko fiir die Entwicklung von Langzeitkomplikationen signi-
fikant gesenkt wird [74]. Basis der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 stellt die
Gewichtsreduktion und somit Ern&hrung und kérperliche Aktivitdt dar. Erst wenn
durch entsprechenden Mafinahmen eine Normoglykémie nicht erreichbar ist, erfolgt
eine medikamenttse Behandlung. Die in einem Stufenplan zunéchst eingesetzten ora-
len Antidiabetika haben unterschiedliche Angriffspunkte. Ihre blutzuckersenkenden
Wirkungen beruhen auf den Mechanismen, die Glukoseresorption zu verzogern (Glu-
kosidasehemmer), die periphere Glukoseutelisation zu verbessern bzw. die hepatische
Glukoneogenese zu hemmen (Metformin), die Insulinsekretion zu steigern (Sulfonyl-
harnstoffe, Glinide) oder die periphere Insulinresistenz zu vermindern (Glitazone).
Die letzte Stufe des Therapieplans beinhaltet die exogene Insulinzufuhr, die dann
indiziert ist, wenn mit oralen Antidiabetika und Diét keine ausreichend zufrieden-
stellende Stoffwechseleinstellung erreicht wird oder Komplikationen auftreten [64].
Neue Therapieoptionen werden zur Zeit rund um das Inkretinhormon ,,glucagon-
like peptide-1¢[GLP-1] entwickelt [71], da es im Gegensatz zu den Wirkstoffen der
oben genannten Antidiabetika mehrere blutzuckersenkende Wirkmechanismen auf

sich vereint.
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1.2 Das Inkretinhormon GLP-1

Der zwischen 1960 und 1970 erstmalig beschriebene ,Inkretin-Effekt“ beinhaltet
die Beobachtung, dass die orale Aufnahme von Glukose die Insulinsekretion stérker
stimuliert als die intravendse Glukosezufuhr [23, 75]. Die Peptidhormone GLP-1
und ,,glucose-dependent insulinotropic polypeptide“[GIP] sind die wichtigsten, fiir
diesen Effekt verantwortlichen Inkretinhormone des Magen-Darm-Traktes [23, 31].
Beide Hormone haben wirkungsvolle insulinotrope Effekte auf die pankreatischen
beta-Zellen und werden physiologischerweise bei oraler Aufnahme von Glukose oder
gemischten Mahlzeiten freigesetzt [31]. GIP besteht aus 42 Aminosduren und wird
hauptséchlich in den neuroendokrinen K-Zellen des Duodenums produziert [23].
Nach Aufnahme einer Mahlzeit steigt die Plasmakonzentration von GIP auf das
10 bis 20fache an und es kommt zu einem Anstieg der ,cyclic adenosin mono phos-
phate“[cAMP] Spiegel in den beta-Zellen durch Interaktion von GIP mit seinem
Rezeptor. Dieser cAMP Anstieg fiihrt iiber eine Erhohung zelluldrer Calciumkon-
zentrationen zur Exozytose der Insulin-enthaltenden Granula [31] und somit zu ei-
ner vermehrten Freisetzung von Insulin. Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ
2 ist der beschriebene insulinotrope Effekt von GIP deutlich vermindert [48], so
dass GIP in der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 nicht wirkungsvoll eingesetzt
werden kann. Im Gegensatz dazu ist die biologische Wirkung des Inkretinhormons
GLP-1 auch bei Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 erhalten [48]. GLP-1 ist
ein Peptidhormon, das aus 30 Aminosiduren besteht und ein Derivat von Proglu-
kagon ist [56]. GLP-1 wird durch Stimulation mit den im Darmlumen befindlichen
Nihrstoffen aus ileal und colorektal lokalisierten enteroendokrinen L-Zellen sezer-
niert [23, 56, 30]. Die Plasmahalbwertszeit von GLP-1 betrégt lediglich 5 min., da es
durch das Enzym Dipeptidyl Peptidase IV [DPP IV] rasch inaktiviert wird [56]. Der
GLP-1 Rezeptor, der zu der Familie der 7-transmembrandsen G-Protein gekoppelten
Rezeptoren gehort [33], wird auf der Zelloberfliche von pankreatischen beta-Zellen
stark exprimiert. Bindet GLP-1 an seinen Rezeptor so wird durch Stimulation der
cAMP Bildung und Induktion eines intrazelluldiren Calciumanstiegs die Sekretion

von Insulin glukoseabhiingig gesteigert. Weitere blutzuckersenkenden Effekte des In-
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kretinhormons GLP-1 werden durch Steigerung der Insulinbiosynthese, Inhibition
der pankreatischen Glukagonsekretion und somit Hemmung der hepatischen Gluko-
neogenese, Verzogerung der Magenentleerung, Hemmung der Magensduresekretion
und Forderung des Séttigungsgefiihls vermittelt [56]. In vitro und in vivo Studien der
letzten Jahre zeigen, dass GLP-1 zusétzlich wachstumsfaktordhnliche FEigenschaften

besitzt [32] und iiber drei verschiedene Mechanismen die Inselzellmasse expandieren

kann [15]:
1. GLP-1 steigert die Betazellproliferation
2. GLP-1 senkt die Apoptoserate der Beta-Zellen

3. GLP-1 fordert die Differenzierung von duktalen Stammzellen zu Inselzellen

(Neogenese)

Die Tatsache, dass sich GLP-1 aufgrund seiner Eigenschaften exzellent fiir die The-
rapie des Diabetes mellitus Typ 2 eignet, seine extrem kurze Halbwertszeit allerdings
den medikamenttsen Einsatz des natiirlichen Peptidhormons verhindert, hat dazu
gefiihrt, dass Inkretin-Mimetika und Inhibitoren der DPP IV als Therapeutika ent-
wickelt wurden. Inkretin-Mimetika sind Substanzen, die den gleichen insulinotropen
Effekt wie das natiirliche GLP-1 haben, aber deutlich langsamer metabolisiert wer-
den, DPP IV-Inhibitoren hemmen den Abbau des physiologisch sezernierten GLP-1
[31]. In den USA ist der GLP-1 Agonist ,,Exenatide“, das synthetische Gegenstiick
zu dem im Speichel der Gila Echse produzierten Peptid Exendin-4, bereits in der
Kombinationstherapie des Diabetes mellitus Typ 2 zugelassen, die Zulassung fiir Eu-
ropa wurde im Jahr 2006 beantragt, das Praparat ist voraussichtlich ab Mitte 2007
im européischen Raum erhiltlich [3]. Vor allem durch ihre Eigenschaft, die beta-
Zellmasse zu expandieren, erdffnen GLP-1 und seine Analoga neue Perspektiven fiir
die Behandlung des Diabetes mellitus, da die Abnahme der beta-Zellmasse in der
Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2, aber auch im fortgeschrittenen Stadium
eines Diabetes mellitus Typ 1 eine entscheidende Rolle spielt und nicht nur die in vi-

vo Regeneration der beta-Zellen sondern auch die ex vivo Expansion von beta-Zellen
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fiir Inselzelltransplantationen Hoffnung auf wirkungsvollere Therapien des Diabetes

mellitus weckt [12].

1.3 GLP-1-abhingige mitogene Signaltransduktionswe-

ge in pankreatischen beta-Zellen

Die Mechanismen Zellteilung, Zellwachstum und Zelltod, die prinzipiell die Grofle
eines Organs bestimmen, werden nicht nur von intrazelluldren Programmen vorge-
geben, sondern auch von extrazelluldren Signalmolekiilen gesteuert [1]. Das Inkre-
tinhormon GLP-1 kann als extrazelluldres Signal das Wachstum von pankreatischen
beta-Zellen auf verschiedene Weise férdern, es regt die Zellteilung an, wirkt antia-
poptotisch, besitzt wachstumsfaktorahnliche Eigenschaften und trégt zur Differen-
zierung von Stammzellen bei [32, 15]. An dieser Stelle sollen drei wichtige GLP-1
abhéngige Signaltransduktionswege der beta-Zellen dargestellt werden, die bei der
Vermittlung der antiapoptotischen, mitogenen und wachstumsfaktoréhnlichen Ei-

genschaften von GLP-1 einbezogen werden.

1.3.1 Die cAMP-regulierte Aktivierung der Protein Kinase A

Die spezifische Bindung von GLP-1 an seinen 7-transmembrantsen G-Protein ge-
koppelten Rezeptor fiihrt iiber die Aktivierung der Adenylatcyclase durch die sti-
mulatorische Ga Untereinheit des Rezeptors zu einem Anstieg der intrazelluldren
cAMP Konzentration [72, 78]. Dieser Anstieg fiihrt zu einer Aktivierung der PKA,
indem cAMP an die regulatorische Untereinheit der PKA bindet, und bewirkt, daf}
die zwei regulatorischen Untereinheiten des inaktiven Tetramers dissoziieren und
somit zwei katalytischen Untereinheiten freigesetzt werden [69]. Diese katalytischen
Untereinheiten sind nun in der Lage, Zielproteine zu phosphorylieren und vermit-
teln so eine Vielfalt von zelluldren Antworten [69, 42]. In vielen Zellsystemen hat
die PKA hemmende Effekte auf die Proliferation durch Inhibition von Raf-1 [27].
Jedoch ist gerade in neuroendokrinen Zellen zu beobachten, dass cAMP iiber PKA-

abhéngige Signaltransduktionskaskaden proliferatorische bzw. antiapoptotische Ef-
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fekte haben kann [17, 42]. Dieser Effekt wird unter anderem iiber den Transkrip-
tionsfaktor ,,cyclic-AMP-response-element-[CRE-] binding-protein“|[CREB] vermit-
telt, der von der PKA posphoryliert wird und eine grofie Rolle in der Vermittlung
von Wachstumsfaktor-induzierter Genexpression spielt [69]. So konnte gezeigt wer-
den, dass Exendin-4, ein langwirksames GLP-1-Analogon, iiber die cAMP/PKA
abhéngige Phosphorylierung von CREB die Expression von Cyclin D1 steigert, in-
dem phosphoryliertes CREB an CRE im Promoterbereich des Cyclin D1 Gens bin-
det. Cyclin D1 ist ein wichtiger Zellzyklus-Regulator, der den Ubergang der Zellen
von der G1- in die S-Phase vermittelt [40].

1.3.2 Phosphatidylinositol 3-Kinase und Protein Kinase B

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass eine Langzeitbehandlung mit dem
GLP-1-Analogon Exendin-4 eine Zunahme der Betazellmasse bewirkt. Untersucht
man die stimulierten beta-Zellen naher, so kann eine erhchte Expression der Pro-
tein Kinase B [PKB] festgestellt werden, woraus zu schlieen ist, dass diese Kinase
eine Rolle bei der Vermittlung der wachtumsfaktorihnlichen Effekte von GLP-1
spielt [76]. Die PKB ist eine Serin-/Threonin-Kinase, deren drei Isoformen (PKBe,
PKBg, PKB~) weit verbreitet sind, wobei in beta-Zellen hauptsichlich die Isoform
PKBa vorkommt. Die PKBa wird in Antwort auf Stimulation der Beta-Zellen mit
GLP-1, Insulin oder anderen Wachstumsfaktoren vermittelt durch die Phosphatidyl-
inositol 3-Kinase [PI3K] aktiviert [76]. So fiihrt zum Beispiel die Stimulation des
Wachstumsfaktors ,insulin-like growth factor-1“[IGF-1] iiber die Phosphorylierung
von Proteinen der Insulin-Rezeptor Substrat [IRS]-Familie zu einer Interaktion des
IGF-Rezeptors mit p85«, der regulatorischen Untereinheit der PI3K. Die hierdurch
aktivierte katalytische Untereinheit der PI3K (p110«) bewirkt einen Anstieg der
3-D-phosphorylierten Phosphatinositole, die als ,,second messenger® zu einer Lo-
kalisationsdnderung der PKB vom Zytosol zur Zellmembran via Bindung an ihre
Pleckstrin-Homologie-[PH-] Doméne fithren. Zur vollen Aktivierung der PKB ist ei-
ne Phosphorylierung an Thr-308 und Ser-473 notwendig, die an der Zellmembran

durchgefithrt wird. Die Kinase, die den Threoninrest phosphoryliert, konnte als
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»Phosphoinositol dependent kinase-1“[PDK1] identifiziert werden, wohingegen bei
der Phosphorylierung des Serinrestes von einer Autophosphorylierung auszugehen
ist [20, 21]. Die aktivierte PKB kontolliert nun eine Vielzahl zellulérer Prozesse, die
postiven Einflul auf Zellgréfie (via ,mammalian target of rapamycin“[mTOR]), Neo-
genese (via Foxo-1;CREB), Mitose (via Cyclin D1)und Uberleben von beta-Zellen
(via p53; Procaspase 9) haben (Abb. 1.1) [21].

fE-BP

Abbildung 1.1: ,PKB: Kontrolle von Wachstum und Uberleben von beta-Zellen“ modifiziert nach
[21] [XIAP = X linked inihibitor of apoptosis potein“, BAD = ,Bcl-2/Bcl-XL antagonist causing
cell death“,Cdk-4 = ,cyclin D-dependent protein kinase*, 4E-BP = ,eukaryotic initiation factor-
binding protein-1,,, p70S6K = ,,70-kDa ribosomal subunit S6 protein kinase“, GSK-3 = , glycogen

synthase kinase“]

1.3.3 Mitogen aktivierte Proteinkinasen: ERK1/2 MAPK

Mitogen aktivierte Proteinkinasen [MAPK] sind zentrale Komponenten von Signal-
transuktionskaskaden, die fiir die Koordination einer spezifischen zelluldren Ant-
wort auf eine extrazelluldre Informationen verantwortlich sind [4]. Unter den Eu-

karyoten ist diese Familie von Serin/ Threonin-Kinasen hochkonserviert und hat
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Einflufl auf Zellproliferation, Differenzierung, Zellbewegung und Apoptose. Zur Zeit
sind fiinf MAPK Module bekannt, wobei die p42/44 | extracellular signal-regulated
kinase land 2“[ERK1/2], ,,c-Jun N-terminal kinase“/,stress-activated protein kina-
se“[JNK/SAPK] und die p38 MAPK die wichtigsten Vertreter darstellen. Wihrend
die JNK und die p38 MAPK ihre Funktion hauptséchlich in dem Bereich der
Stressantwort wie Entziindung oder Apoptose hat, reguliert ERK1/2 vor allem
Wachstum und Differenzierung [67]. In pankreatischen beta-Zellen konnte gezeigt
werden, dass die ERK1/2 durch Glukose aktiviert wird und diese Wirkung durch
die Stimulation mit GLP-1 potenziert werden kann [4]. Die ERK1/2 Signaltrans-
duktionskaskade hat den gleichen schematischen Aufbau wie alle iibrigen MAPK-
Kaskaden, der Kernkomplex besteht aus drei Elementen: der MAPK (ERK1/2), ei-
nem MAPK Aktivator (MAPK Kinase; MEK) und einem MEK Aktivator (MAPK
Kinase Kinase) [67]. Daneben nimmt die Familie der Ras-GTPasen eine wichti-
ge Position ein, da sie die Aktivierung des Kernkomplex durch Bindung an die
MAPK Kinase Kinasen (Familie der Raf-Kinasen) ermdoglicht. Weiterhin wichig sind
,guanine-nucleotide-exchange- factors“[GEFs], die fiir die Aktivierung der kleinen
GTPasen der Ras-Familie verantwortlich sind, und Adaptermolekiile, die die Re-
zeptoren (Rezeptortyrosinkinasen, Ionenkanile, Integrine) mit den GEFs verbinden
[55].

ERK1/2 entfaltet schliefllich seinen Einflul auf die Proliferation von Zellen iiber
den Transkriptionsfaktor Elk-1, der als Heterodimer an andere Transkriptionsfakto-
ren, z.B. ,serum-response-factor“[SRF], bindet. Hierdurch wird die Expression von
y,immediate early genes®, Fos, Jun und ATF-Untergruppen von Transkriptionsfak-
toren induziert, die die Synthese von Cyclin D1 und D3 durch Bindung an die
Promoterregion des Gens fordern [25].

Die Ras-Familie der kleinen GTPasen, die einen zentralen Schaltpunkt der
ERK1/2 Signaltransduktionskaskade darstellt, umfasst eine Anzahl von 13 GTPa-
sen, wobei Ras und Rapl die beiden wichtigsten Vertreter darstellen [14]. Die Kon-
formation dieser GTPasen wechselt zwischen einem aktiven und inaktiven Zustand

je nachdem ob ,guanine nucleotide triphosphate“[GTP] oder , guanine nucleotide
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diphosphate“[GDP] gebunden ist [13]. Der GDP-GTP- Zyklus wird durch GEFs
reguliert, die das gebundene GDP (,off“) der GTPasen freisetzen und somit ei-
ne Interaktion mit GTP (,on“) ermoglichen. Eine Gruppe von Proteinen genannt
»,GTPase-activating-proteins“[GAPs] stimuliert nun die hydrolytische Aktivitét der
GTPasen und vollendet somit den Zyklus (Abb. 1.2) [14].

GEF

A

GDP gebundene GTP gebundene
it GTPase GTPase

7\_/

GAP

-00N-

Abbildung 1.2: Aktivierungs- und Deaktivierungszyklus der GTPasen

Der mitogene Signaltransduktionsweg iiber das Modul Ras/ERK1/2 ist in der
Vergangenheit gut untersucht worden, da in 15-30 % aller maligner Tumore eine Ras-
Genmutation nachzuweisen ist [14, 79]. Rapl wiederum wurde im Jahr 1989 erstmals
als ein Protein beschrieben, das den Phénotyp einer durch Ras-Genmutation ent-
arteten Zelle unterdriickt und somit eine antagonistische Funktion gegeniiber Ras
einnimmt. Dieser hemmende Effekt wird dadurch vermittelt, dass Rapl und Ras
nahezu identische Effektordoménen besitzen und Rapl die Downstreamkinase von
Ras, die Serin/ Threonin-Kinase Raf-1, in einen inaktiven Komplex bindet und so-
mit der Kaskade Ras/Raf-1/Erk1/2 entzieht [13, 14, 70]. Im Gegensatz dazu haben
erst Untersuchungen der letzten Jahre gezeigt, dass Rapl nicht nur proliferations-
hemmende Effekte durch Inhibition des Ras/Raf-1/ERK1/2 Komplex vermittelt,
sondern dass mitogene Signale auch iiber die Aktivierung der GTPase Rapl weiter-
geleitet werden [77]. Lokalisiert im Bereich der Zellmembran und an intrazelluléren
Membranen wird Rapl durch Rezeptortyrosinkinasen, G-protein gekoppelte Rezep-
toren, Zytokinrezeptoren und Zelladhésionsmolekiile aktiviert [14].

Den Prozess der selektiven Aktivierung von Rapl vermitteln Rap-spezifische

GEFs, die fiir die Konversion des inaktiven, GDP-gebundenen Rapl in das akti-
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ve, GTP-gebundene Rapl verantwortlich sind [77]. Durch die Bindung von GTP
kommt es zu einer Konformationsinderung, die die Bindung von Effektoren an
Rapl ermoglicht [70]. Zu den Rap- spezifischen ,guanine- nucleotide- exchange
factors“[RapGEFs] gehoren ,Crk-SH3-guanine-nucleotide-releasing-factor“[C3G],
RapGRP/CalDAG-GEF und Epac/cAMP-GEF [63, 14]. Da Rapl eine sehr niedri-
ge intrinsische GTPase-Aktivitét besitzt, sind Rapl spezifische ,,GTPase-activating-
proteins“[RapGAPs] notwendig, um Rapl von der aktiven schnell in die inaktive,
GDP-gebundene Form zu versetzen. Hierzu zéhlen RaplGAP, Rap1GAPII, die Spal
Familie der RapGAPs und GAPP4BP [14].

Eine der wichtigen biologischen Funktionen von Rapl stellt die Kontrolle des
ERK1/2 Signaltransduktionsweges dar [29]. Ob Rapl einen antiproliferativen oder
mitogenen Effekt ausiibt, ist davon abhéngig, welche Downstreamkinasen der Raf-
Familie in den Zellen vorrangig exprimiert werden. Liegt in den Zellen hauptséchlich
die Isoform Raf-1 der Raf-Familie vor, so hat aktiviertes Rapl in erster Linie pro-
liferationshemmende Effekte [70]. Im Gegensatz dazu hat Rapl in Zellen, die vor
allem die Isoform B-Raf exprimieren (z.B. neuronale oder neuroedokrine Zellen),
einen positiven Einfluf iiber B-Raf auf die ERK1/2 Signaltransduktionskaskade
[14, 36]. Der Grund, warum Rapl Raf-1 hemmt und B-Raf wiederum aktiviert, liegt
in der Cystein-reichen Region der beiden Raf-Kinasen verborgen. Die Assoziation
von GTP-gebundenem Rapl an Raf-1 ist sehr viel stdrker als die Bindung an B-Raf
und erklért so das differierende Verhalten [29]. Vertauscht man diese Bereiche so ver-
kehrt man den Effekt von Rapl auf die Raf-Kinasen jeweils ins Gegenteil [14]. In den
endokrinen Zellen des Pankreas kann eine starke Expression von Rapl sowie die Ak-
tivierung der ERK1/2 Signaltransduktionskaskade iiber die Serin/Threonin-Kinase
B-Raf nachgewiesen werden [36], sodass Rap1 eine grofle Bedeutung fiir diesen mito-

genen Signaltransduktionsweg in beta-Zellen besitzt.

1.4 Fragestellung

Das Inkretinhormon GLP-1 und Glukose aktivieren synergistisch mitogene Signal-

transduktionskaskaden in pankreatischen beta-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass
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in humanen Inselzellen die Stimulation des ERK1/2 Signaltransduktionswegs im
Gegensatz zu anderen Zellsystemen vorrangig durch das Modul Rapl/B-Raf erfolgt
[73]. Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse tiber die Aktivierung von Rapl/B-Raf in
Abhingigkeit von Glukose und GLP-1 Stimulation zu gewinnen und die Vernetzung
unterschiedlicher mitogener Signaltransduktionskaskaden durch die GTPase Rapl

darzustellen.
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2.1 DMaterial

Bovines Serum Albumin [BSA], Temed, Glycerol 99+%, RPMI-1640, Triton X 100,
Na3VO,, Phenylmethylsulfonylfluorid [PMSF], Aprotinin, Leupeptin, Benzamidine
und Bromphenolblau wurde von Sigma (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; St.
Louis, MO) geliefert. Von der Firma Serva (Heidelberg, Deutschland) kam
Towbin, Ammoniumpersulfat [APS] und Glukose. Methanol, NaCl, MgCl,, CaCl,,
Na- Pyruphosphat, Ethylendiamintetraessigsédure [EDTA] und Tris Base erhielten
wir von Merck (Darmstadt, Deutschland). Tween 20 wurde vom FLUKA
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Buchs, Schweiz) bezogen. Gibco (Invit-
rogen; Karlsruhe, Deutschland) lieferte a-Mercaptoethanol, Lipofectamin und
Foetales Kélber Serum [FCS]. Hepes und Natriumpyruvat wurde von PAA La-
boratories GmbH (Pasching, Osterreich) bezogen. Ciprobay kam von Bayer
(Leverkusen, Deutschland) und RPMI-1640 ohne Glukose von Pan Biotech
(Aidenbach, Deutschland). Die Firma Bio-Rad Laboratories GmbH (Her-
cules, CA) lieferte prestained SDS-PAGE standards [, broad range“] und den Bio-
RAD Protein Assay. Milchpulver , blotting grade®, ,sodium dodecyl sulfate“[SDS]
und Acrylamid [rotiphorese® Gel 30] kam von der Firma Roth (Karlsruhe,
Deutschland). , Detection Reagent 1+2“ wurde von Amersham (GE Health-
care; Chalfont St. Giles, Groflbritannien) und ,Luziferase Reporter Assays“
von Promega (Madison, WI) bezogen. Die verwendeten Nitrocellulose Membra-
nen stammten von Schleicher& Schuell, Dassel, Deutschland und es wurden
Biomax MR Rontgenfilme von Kodak (Rochester, NY) verwand. Bachem (Bu-
bendorf, Schweiz) lieferte GLP-1 (7-37amid). Die verwendeten Antikérper Rapl,
PY-HRP, Crk IT , C3G, Pyk2, ,anti-goat AK* und die Protein-G-Agarose wurden
von Santa Cruz Biotchnology (Santa Cruz, CA) bezogen. Upstate Biotech-
nology (Lake placid, NY) lieferte IRS2, P85alpha, P110alpha und den ,,phospho-
tyrosine“[PY]-Antikorper. Von Cell Signaling (New England Biolabs GmbH,
Boston, MA) kamen die Antikorper ,anti-rabbit“ AK, ,anti-mouse* AK, pPyk2
(pY402) und pShc. Zu den verwendeten Pasmiden gehoren C3G-CBR, Rap Gap-,
PFR-Luc, PFA Elk.2 und pcDNA3.1lacz.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Fiir alle durchgefithrten Versuche wurde eine Insulinoma-Zelllinie der Ratte (INS
1E, Passage 20-70) als Modell fiir eine glukosesensitive beta-Zelllinie verwendet.
Die Zellen wurden in Inkubatoren bei 37°C und 5% COs Atmosphéire kultiviert.
Als Standardmedium wurde RPMI-1640 mit Glukose (11mM) und L-Glutamin
(2mM) benutzt, das mit 10% FCS, 1mM Natriumpyruvat, 10mM Hepes, 50mM
a-Mercaptoethanol und 1% Ciprofloxacin (400mg/Infusionsflache) versetzt worden
war. In der Standardzellkultur wurden die Zellen einmal pro Woche passagiert.
Fiir Immunoprézipitationen und Westernblots wurden die INS 1E Zellen bei ca.
80%iger Konfluenz in 10 cm Petrischalen ausgesét, fiir Transfektionen wurden 6-

,well“-Platten verwendet.

2.2.2 Experimente

Da unser Interesse dem Einfluss von Glukose und GLP-1 auf mitogene Signaltrans-
duktionskaskaden von beta-Zellen galt, wurden INS 1E Zellen mit unterschiedlichen
Glukosekonzentrationen und GLP-1 stimuliert. Hierzu wurden INS 1E Zellen in 10
cm Petrischalen unter den beschriebenen Standardbedingungen kultiviert bis eine
Konfluenz des Zellrasens von 70-80% erreicht war. Anschliessend wurden die INS 1E
Zellen fiir 4-12 Stunden in einem Medium inkubiert, das als Basis RPMI-1640 ohne
Glukose, 10mM Hepes und 50 mM «a-Mercaptoethanol enthielt und dem jeweils un-
terschiedliche Glukosekonzentrationen (2,5mM und 15mM) hinzugefiigt worden wa-
ren. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt,
um sezerniertes Insulin, das die Auswertungen storen konnte, zu entfernen. Nach
einer weiteren Stunde erfolgte nun die Stimulation mit GLP-1. Das Medium in den
entsprechenden Schalen wurde mit 100 nM GLP-1 versetzt und die Zellen fiir 10
min. bei 37°C inkubiert. Anschliessend wurde das Medium aus sdmtlichen Schalen
vollstiandig abgesaugt und die Zellen lysiert. Der hierzu benétigte Lysepuffer (50mM
Hepes [pH 7,4], 140mM NaCl, ImM MgCls, 1mM CaCly, 10mM Natriumpyrophos-
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phat, 100mM NaF, 2mM EDTA, 10% Glycerol, 1% Triton X 100, 2mM NazVOy,
2mM PMSF, 10~7/ml Aprotinin, 10~ /ml Leupeptin, 10mM Benzamidine) wurde
eisgekiihlt auf den Zellrasen aufgebracht (500ul) und die Zellen mit einem Schaber
von dem Boden der Schale abgelost. Das Zelllysat wurde in ein Eppendorfréhrchen
pipettiert, anschliessend sonifiziert und zentrifugiert. Die Zelllysate wurden fiir die
Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem ,,Bio-
RAD Protein Assay“. Der Proteingehalt der Proben wurde bei 560nm photometrisch
gemessen und die Proteinkonzentration anhand einer Standardreihe aus bovinem Se-
rumalbumin errechnet. Die Aufbewahrung der Proben fiir weitere Versuche erfolgte

bei -20°C.

2.2.3 Immunprézipitation

Mit Hilfe einer Immunprézipitation war es moglich, spezifische Proteine und deren
Bindungspartner aus dem Zelllysat zu isolieren. Das Grundprinzip dieser Methode
bestand darin, dem Zelllysat einen gegen das gewiinschte Protein gerichteten An-
tikorper, der an Protein-G-Agarose gebunden war, zuzufiigen und anschliessend die
Protein-G-Agarose zu separieren. Fiir eine Immunoprézipitation wurde Zelllysat mit
einem Proteingehalt von 1000-1200pg benétigt und dieses in ein Eppendorfréhrchen
pipettiert. Hinzugefiigt wurden nun 40pl Protein-G-Agarose, 5ug des gewiinschten
Antikorpers und Lysepuffer (Rezept siehe oben), sodass die Gesamtmenge der Pro-
teinlésung 1ml betrug. Nun wurden die Eppendorfrohrchen verschlossen, in einen
Rotator eingespannt und 12h {iber Kopf bei 4°C gedreht. Im Folgenden wurden
die Agarosekiigelchen abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet zwei-
mal mit Lysepuffer gewaschen. Nach Abpipettieren des lezten Uberstandes wurden
die mit Zellproteinen immunoprézipitierten Protein-G-Agarose Kiigelchen mit 40pl
2xLamli (Rezept bxLéamli siche unten) bedeckt und fiir 10 min. bei 95°C erhitzt. Es
erfolgte nun die Abzentrifugation der Agarosekiigelchen, sodass der Uberstand, in
dem sich die denaturierten Proteine befanden, in einem Westernblot weiterverarbei-

tet werden konnte.
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2.2.4 Westernblot

Der Westernblot dient dazu, Proteine aufgetrennt nach ihrer Grosse durch spezifi-
sche Antikorper sichtbar zu machen. Zur Auftrenung der Proteine nach ihrer Grosse
wurden 10%ige Tris-HC1 SDS-Gele hergestellt. Die Zelllysate wurden auf einen Pro-
teingehalt von 30-50pg eingestellt und mit 5xLamli (625 mM Tris [pH 6,8], 10%
SDS, 25% Glycerol, 5% Mercaptoethanol, 0,015% Bromphenolblau) versetzt. Im
Hitzeblock wurden die Proben nun bei 95°C fiir 10min. erhitzt und anschliessend zen-
trifugiert. Die Vorbereitung der Immunprézipitationen fiir einen Westernblot ist im
vorangehenden Teil beschrieben worden. Die Proben und ein Gréssenmarker (,,broad
range“) wurden nun in die Taschen des Gels geladen und bei 160mV iiber 1 Stun-
de in einer Gelkammer, die mit IxLaufpuffer gefiillt war (Laufpuffer [10x]: 30,3g
Tris Base, 144g Glycerin, 10g SDS auf 11 aqua dest.), aufgetrennt. Im Anschluss
daran wurden die Proteine aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran transfe-
riert (12h bei 20V, Transferpuffer: 100ml 10x Towbin, 200ml Methanol, 700ml aqua
dest.). Um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blocken, wurden die Membranen
in 5%iger Trockenmilchlésung (Milchpulver , blotting grade“ + TBS-T Puffer) 1h
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend wurden die Membranen in je 10ml
5%ige Trockenmilchlésung gelegt und der Antikorper in der gewiinschten Konzen-
tration (wenn nicht anders beschrieben 1: 1000) hinzugefiigt. Die Inkubation der
Membranen mit dem Antikorper erfolgte auf einer Schiittelplatte bei 4°C fiir 4-12h.
Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Membranen dreimal & 10min. mit
TBS-T Puffer (100ml 10x TBS, 200ul Tween 20, 900ml aqua dest.; 10x TBS: 24,22¢g
Tris Base, 175,32g NaCl auf 21 [pH 7,6]) gewaschen. Anschliessend wurden die Mem-
branen erneut in 10ml 5%ige Trockenmilchlosung gelegt, der entsprechende Zweitan-
tikérper (,anti rabbit“,  anti mouse“oder ,anti goat“) hinzugefiigt und 1 Stunde auf
der Schiittelplatte bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die Membranen erneut
mit TBS-T Puffer gewaschen worden waren (dreimal & 10min.), erfolgte nun die
Detektion der Banden. Die Membranen wurden hierfiir je Imin. in ,enhanced che-

miluminescence“[ECL]-Reagenz (,,Detection Reagent 14-2%, je 5ml) geschwenkt und
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die lumineszierende Banden mit einem Rontgenfilm aufgenommen. Die Rontgenfilme

wurden automatisch entwickelt.

2.2.5 Transfektionen und Luziferaseassay

Eine Transfektion hat das Ziel, genetisch verdndertes Material mit Hilfe von Vek-
toren in Zellen einzuschleusen. Durch dieses Verfahren konnen Informationen iiber
den normalen Funktionsablauf der Zelle gewonnen werden. Fiir die Transfektionen
wurden die INS 1E Zellen auf 6-,well“-Platten ausgesét und unter den Standard-
bedingungen kultiviert bis dis Konfluenz des Zellrasens ca. 60% betrug. Dann wur-
de das Néhrmedium abgesaugt und die Zellen mit 1ml Transfektionsmedium ge-
waschen (RPMI 1640 ohne Glukose mit 50mM «-Mercaptoethanol, 10mM Hepes
und 10mM Glukose). Fiir finf 6-,well“-Platten wurden 30ml Transfektionsmedium
mit 300pl Lipofectamin gemischt. Weitere 30ml Transfektionsmedium wurden mit
30pg PFR-Luc (Luciferase-Reportergenkonstrukt), 3pg PFA Elk-2 (Transaktivator-
doménenkonstrukt) und 3pg pcDNA3.1lacz versetzt. Diese Plasmide sind fiir die
Auswertung im Luziferaseassay erforderlich. Nun wurde das Transfektionsmedium
(+ PFR-Luc, PFA Elk.2, pcDNA3.1lacz) auf 6 Rohrchen verteilt, in jedes Rohrchen
1pg des gewiinschten Plasmids (z.B. C3G CBR) hinzugefiigt, mit 5ml Transfektions-
medium (+Lipofectamin) aufgefiillt und auf die 6-,, well“-Platten verteilt. Es folgte
nun eine Inkubation bei 37°C fiir maximal 12h. Nach dieser Zeit wurde das Trans-
fektionsmedium entfernt und die Zellen mit Inkubationsmedium (RPMI 1640 ohne
Glukose+ 50mM a-Mercaptoethanol, 10mM Hepes, 5% FCS und 5mM Glukose)
iiber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Inkubationsmedium abgesaugt
und Stimulationsmedium (RPMI 1640 ohne Glukose+ 50mM a-Mercaptoethanol,
10mM Hepes, 1% FCS, 2,5mM bzw. 15mM Glukose) auf die Zellen gegeben. Die
Stimulation erfolgte je Platte mit 2,5mM Glukose, 2,5mM Glukose+GLP-1, 15mM
Glukose oder 15mM Glukose+GLP-1 {iber 4-8h. Danach wurde das Stimulationsme-
dium entfernt, 100ul Reporter Lysisbuffer auf den Zellrasen gegeben und das ,,well“

mit einem Zellschaber ausgekratzt. Das Zelllysat wurde nun in Eppendorfréhrchen
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pipettiert (auf Eis), sonifiziert und zentrifugiert. Anschliessend erfolgte die Auswer-

tung der Luziferaseaktivitit in einem Luminometer.
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3.1 Glukose- und GLP-1 regulierte Bindungspartner
von Rapl

Die kleine GTPase Rapl nimmt eine entscheidende Position in diversen Funktionen
einer Zelle ein. Sie beeinflusst nicht nur Wachstum und Differenzierung, sondern
auch Sekretion, Zelladhésion und Morphogenese [14]. Stimuliert man humane In-
selzellen mit Glukose und GLP-1 so spielt der Rapl/B-Raf Weg durch Aktivierung
der MAPK ERK1/2 eine wichtige Rolle in der mitogenen Signaltransduktionskas-
kade [73]. Wenig bekannt ist allerdings, wie die Aktivitdt von Rapl in beta-Zellen
in Abhéngigkeit von extrazelluldrer Stimulation, zum Beispiel durch Glukose und
GLP-1, reguliert wird.

Unser Interesse galt zunéchst der Frage, welche Proteine in INS 1E Zellen (als
beta-Zell Modell) mit Rap1 assoziiert sind und welchen Einfluss die Stimulation mit
Glukose und GLP-1 auf sie hat. Zu diesem Zweck wurden INS 1E Zellen mit niedriger
(2,5mM) und hoher (15mM) Glukose stimuliert und anschliessend mit GLP-1 inku-
biert. Die Konzentration mit 2,5mM Glukose entspricht der niedrigsten Konzentrati-
on Glukose, bei der ein Uberleben der beta-Zellen gewihrleistet ist. Nach Herstellung
des Zelllysats wurden Rapl und seine Bindungspartner durch eine Immunprézipita-
tion von den restlichen Zellbestandteilen getrennt und im Westernblot tyrosinphos-
phorylierte Proteine nachgewiesen, die mit Rapl assoziiert sind (Abb. 3.1). Es fanden
sich tyrosinphosphorylierte Proteine bei 40, 60, 85 und 200 kDa. Die Stimulation mit
15mM Glukose bewirkte eine deutliche Zunahme der Phosphorylierung der Protei-
ne bei 60, 85 und 200 kDa, die bei Zugabe von GLP-1 nochmals verstédrkt wurde.
Die Phosphorylierung des 40 kDa grossen Proteins hingegen erfolgte Glukose- und
GLP-1-unabhiéingig und blieb bei allen Stimulationsbedingungen (2,5mM Glukose,
15mM Glukose, mit bzw. ohne GLP-1) konstant.

Bei gleichen Versuchsbedingungen und nach Durchfithrung einer Rapl Immun-
prézipitation wurden nun diese Rapl assoziierten, tyrosinphosphorylierten Proteine
im Westernblot mit spezifischen Antikérpern bestimmt. Das Protein bei 200 kDa
konnte als IRS2 identifiziert werden (Abb. 3.2 A4C). Die Stimulation mit 15mM
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Abbildung 3.1: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzen-

tration und GLP-1 (4) stimuliert. Nach Durchfiihrung einer Rapl Immunprizipitation wurden im
Westernblot phosphorylierte Tyrosine mit einem PY- Antikorper dargestellt. Rapl ist mit tyrosin-
phosphorylierten Proteinen bei 35, 60, 85 und 200 kDa assoziiert. Eine Zunahme der Phosphorylie-
rung ist fiir die Proteine bei 60, 85 und 200 kDa zu erkennen

A: IP: Rapl IB: PY, B: Schaubild (Legende siche Anhang)

Glukose resultierte in einer Zunahme der Assoziation von IRS2 und Rapl, die aller-
dings durch GLP-1 nicht weiter gesteigert werden konnte.

Weiterhin konnte eine Interaktion von Rapl mit p85a;, der regulatorischen Unter-
einheit der PI3K, nachgewiesen werden (Abb. 3.2 B+D). Somit entsprach p85adem
Protein bei 85 kDa in dem unter Abb. 3.1 gezeigten Phosphotyrosinblot. Die Bin-
dung von p85« an Rapl unterlag nicht dem Einfluss von Glukose oder GLP-1. Die
Interaktion von Rapl mit der katalytischen Untereinheit der PI3K pl10a wurde



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 26

[mM Glukose]

A 25 15 B

¥ ‘ [mM Glukose]

25 15
ﬂ;zkna:- - H# “ ol
* v po " 92 kDa-

52 kDa-
| b -
35 kDa- | 10 nMGLP-1
- + - +
10 nM GLP-1
2,5mM Glukose 15mM+GLP-1 2,5mM Glukose 15mM+GLP-1

Abbildung 3.2: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzen-

tration und GLP-1 (4) stimuliert. Nach der Zelllyse wurden Rapl und seine gebundenen Proteine
durch eine Immunprézipitation isoliert. Anschliessend wurden IRS2 und p85a durch spezifische An-
tikorper im Westernblot nachgewiesen.

Abbildung A + C: Rapl interagiert mit IRS2. Es zeigt sich eine Zunahme der Interaktion bei hoher
Glukose (15mM) und GLP-1 Stimulation (+).

Abbildung B + D: Rapl bindet unabhéngig von den Stimulationsbedingungen an p85« (regulato-
rische Untereinheit der PI3K).

A: IP: Rapl IB: IRS2, B: IP: Rapl IB: p85a, C + D: Schaubild (Legende sieche Anhang)

ebenfalls nachgewiesen (Abb. 3.3 A+C), auch sie war unabhngig von der Stimula-
tion mit Glukose oder GLP-1.

Desweiteren konnte das mit Rapl assoziierte Protein, das eine Grosse von 40
kDa aufwies (Abb. 3.1), als ,CT10 regulator of kinase II“[Crk II] identifiziert wer-
den (Abb. 3.3 B4D). Die Interaktion von Crk IT mit Rapl wurde durch den Einfluss
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Abbildung 3.3: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzen-
tration und GLP-1 (4) stimuliert. Nach der Zelllyse wurden Rapl und seine gebundenen Proteine
durch eine Immunprézipitation isoliert. Anschliessend wurden p110a und Crk II durch spezifische
Antikorper im Westernblot nachgewiesen.

Abbildung A + C: Glukose und GLP-1 Stimulation haben keinen Einfluss auf das Bindungsverhal-
ten der katalytischen Untereinheit der PI3K (p110«) an Rapl.

Abbildung B + C: Rapl ist mit Crk II in einem Komplex gebunden, es zeigt sich einen leichte
Zunahme der Assoziation bei hoher Glukose und GLP-1 Stimulation.

A: TP: Rapl IB: pl10«, B: IP: Rapl IB: Crk II, C + D: Schaubild (Legende siche Anhang)

von Glukose und GLP-1 variiert: bei niedriger Glukose konnte durch zusétzliche
Stimulierung mit GLP-1 eine vermehrte Bindung nachgewiesen werden, auch ho-
he Glukosekonzentrationen (15mM) fithrten zu einer verstirkten Assoziation, die
nach Zugabe von GLP-1 geringfiigig abgeschwécht wurde. Das an Rapl gebundene
Protein mit einer Grosse von 60 kDa (Abb. 3.1) konnte bisher noch nicht eindeutig
identifiziert werden, moglicherweise liegt hier eine Interaktion von Rapl mit Src (ein
Sarcome verursachendes Onkoprotein) vor. Nachgewiesen wurde somit, dass Rapl

mit TRS2, p85a, pl10a und Crk II assoziiert ist, wobei die Bindung von IRS2 und
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Crk IT an Rapl sowie der Phosphorylierungszustand von p85a Glukose- und GLP-1

abhingig reguliert wird.

3.2 Bindung von Rapl an den Crk II / C3G Komplex

Das Protein Crk II, das in einem Komplex mit Rapl nachgewiesen wurde, ist
ein Adapterprotein, an dem ,,Crk SH3-domain-binding guanine-nucleotide-releasing-
factor“[C3G]| bindet. C3G gehort zu der Gruppe der GEF's fiir Rapl. Sie regulieren
den Aktivitdtszustand von Rapl, indem sie die Freisetzung des gebundenen GDP
fordern, um der energiereicheren Form GTP die Bindung zu ermdoglichen. Durch
diesen Mechanismus wird Rapl in die aktive Form versetzt. C3G enthélt eine ka-
talytische Region, die fiir den Wechsel zwischen GDP und GTP verantwortlich ist,
und mehrere prolinreiche Regionen, die mit der ersten ,,Src homology region 3“[SH3]-
Doméne von Crk-Adapterproteinen assoziieren [14].

Um das Bindungsverhalten von Rapl und C3G zu untersuchen wurden INS 1E
Zellen mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukose sowie GLP-1 stimuliert.
Nach Durchfithrung einer Rapl-Immunprézipitation zeigte sich im anschliessenden
Westernblot eine Interaktion von Rapl mit C3G, die bei hoher Glukose (15mM)
und GLP-1 Stimulation leicht verstérkt wurde (Abb. 3.4 A+C). Untersuchte man
unter denselben Versuchsbedingungen die Verbindung von C3G und Crk 11, so stell-
te sich nach Anfertigung einer C3G-Immunpréizipitation die Bindung von Crk II
gleichméssig und ohne Einfluss von Glukose und GLP-1 dar (Abb. 3.4 B+D).

Unter den Standardversuchsbedingungen wurden nun die an C3G gebunde-
nen tyrosinphosphorylierten Proteine ermittelt. Nach Durchfiihrung von C3G-
Immunprézipitationen und Phosphotyrosinblots zeigten sich Banden bei einer Grosse
von 85 und 120 kDa (Abb. 3.5). Eine deutliche Kinetik der Phosphorylierung ergab
sich hierbei fiir das Protein bei 85 kDa, das bei hoher Glukosekonzentration (15mM)
und Zugabe von GLP-1 vermehrt tyrosinphosphoryliert wurde. Unabhéngig von Glu-
kose und GLP-1 stellte sich die Phosphorylierung des Proteins bei 120 kDa dar.

Es erfolgte nun die Bestimmung dieser tyrosinphosphorylierten Proteine im Wes-

ternblot, nachdem INS-1E Zellen standardméssig mit Glukose und GLP-1 stimuliert
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Abbildung 3.4: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzentra-

@

tion und GLP-1 (+4) stimuliert. Nach Lysierung der Zellen wurde eine Immunpriéizipitation mit Rapl
(A) bzw. mit C3G (B) durchgefiihrt, um die Proteine mit ihren Bindungspartnern zu separieren.
Im Westernblot wurden dann C3G (A) und Crk II (B) dargestellt.

Abbildung A + C: Die Interaktion von C3G und Rapl wird nur bei hoher Glukose und GLP-1
Stimulation leicht verstérkt.

Abbildung B + C: Die Bindung von C3G an Crk II stellt sich in INS 1E Zellen konstant ohne
Einfluss von Glukose oder GLP-1 dar.

A: TP: Rapl IB: C3G, B: IP: C3G IB: Crk II, C + D: Schaubild (Legende siche Anhang)

und eine C3G-Immunpriézipitation durchgefiihrt worden war. Das Protein bei 85 kDa
konnte als p85a (regulatorische Untereinheit der PI3K) identifiziert werden (Abb. 3.6
A+C). Die Interaktion von C3G mit p85« war unter allen Versuchsbedingungen kon-
stant. Weitere Immunblots ergaben, dass es sich bei dem tyrosinphosphorylierten
Protein bei 120 kDa um C3G selbst handelte (Abb. 3.6 B+D).

Um den Einfluss des Crk II / C3G Komplex auf die mitogene ERK1/2 Signal-
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Abbildung 3.5: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzentra-
tion und GLP-1 (+) stimuliert. Durch eine Immunprizipitation wurde C3G und seine assoziierten
Proteine von den restlichen Bestandteilen des Zelllysats getrennt. Im Westernblot wurden dann
tyrosinphosphorylierte Proteine nachgewiesen. C3G ist mit tyrosinphosphorylierten Proteinen bei
85 und 120 kDa assoziiert. Die Phosphorylierung von p85 nimmt bei hoher Glukose (15mM) und
GLP-1 Stimulation deutlich zu, wiahrend p120 unabhéingig von den Stimulationsbedingungen phos-
phoryliert wird.

A:IP: C3G IB: PY, B: IP: C3G IB: PY, C 4 D: Schaubild (Legende siche Anhang)

transduktionskaskade zu untersuchen, wurde C3G CBR, das die Komplexbildung
zwischen C3G und Crk II verhindert, in INS 1E Zellen transfiziert und als Marker fiir
die mitogene Aktivitéit der Zellen die Aktivierung des Elk-1-abhéngigen Promoters
in einem Luziferaseassay gemessen. Nach der Transfektion mit C3G ,,Crk-binding re-
gion“[C3G CBR] erfolgte die Stimulation der Zellen mit 2,5mM bzw. 15mM Glukose
und GLP-1. Nach Lysierung der Zellen wurde der Luziferaseassay durchgefiihrt. Es

konnte im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Erniedrigung der Aktivierung des
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Abbildung 3.6: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzentra-

tion und GLP-1 (4) stimuliert. Durch eine Immunprézipitation wurden C3G und seine assoziierten
Proteine jeweils von den restlichen Bestandteilen des Zelllysats getrennt. Durch spezifische An-
tikorper erfolgte die Identifizierung von p85a und C3G.

Abbildung A + C: C3G bindet an die regulatorische Untereinheit der PI3K (p85«). Diese Assozia-
tion wird durch Glukose oder GLP-1 nicht beeinflusst.

Abbildung B + D: Es handelt sich um C3G selbst, das bei 120 kDa tyrosinphosphoryliert wird
(Abb. 3.5 B).

A: TP: C3G IB: p85a, B: IP: C3G IB: C3G, C + D: Schaubild (Legende siche Anhang)

Elk-1 abhéngigen Promoters bei einer Stimulation mit 2,5mM Glukose und GLP-1
sowie bei 15mM Glukose und GLP-1 registriert werden (Abb. 3.7). Da die negative
Wirkungsweise von C3G CBR auf einer Behinderung der Interaktion zwischen C3G
und Crk IT beruhte [60], konnte geschlossen werden, dass die Adapterfunktion von
Crk IT bei der Aktivierung von Rapl durch C3G eine entscheidende Rolle spielt.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass der GEF C3G bei hoher Glukose (15mM)
und GLP-1 Stimulation vermehrt an Rapl bindet. Die Phosphorylierung von C3G

und die Assoziation von C3G an Crk II und p85« stellten sich im Gegensatz dazu
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Abbildung 3.7: C3G CBR, ein Protein, das die regulére Protein-Protein Interaktion zwischen C3G
und Crk IT hemmt, wurde in INS 1E Zellen transfiziert. Nach Stimulation der Zellen mit niedriger
(2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzentration und GLP-1 (4) wurde die Elk-1 Aktivierung als
Marker fiir die mitogene Aktivitét iiber den ERK1/2 MAPK Weg der Zellen in einem Luziferaseassay
gemessen. Zu erkennen ist, dass C3G CBR sowohl bei niedriger (2,5mM) Glukose als auch bei hoher
(15mM) Glukose und GLP-1 Stimulation die Aktivierung von Elk-1 hemmt. Somit spielt Crk II eine
entscheidende Rolle in der mitogenen ERK1/2 Signaltransduktionskaskade von INS 1E Zellen.

unabhéingig von den Stimulationsbegingungen dar. Ein Transfektionsversuch in INS
1E Zellen zeigte, dass Crk II deutlichen Einfluss auf die mitogene ERK1/2 Signal-
transduktionskaskade hat.
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3.3 Glukose- und GLP-1 regulierte Bindungspartner
von Crk II

Crk IT gehort zu einer Familie von Adapterproteinen (c-Crk I, ¢- Crk IT, Crk-like), die
fiir eine Reihe von Zellfunktionen wie Zelldifferenzierung und Zellmigration wichtig
ist. Crk II ist 38-42 kDa groff und enthélt eine ,Src homology domain 2“[SH2]-
Region und zwei SH3- Regionen. Zusétzlich verfiigt es iiber einen Tyrosinrest, der
zwischen den beiden SH3- Regionen liegt und durch Phosphorylierung die Faltung
des Proteins veréndert. Dieser Mechanismus ermdoglicht die Bildung von Komplexen
mit C3G [24].

Unser Interesse galt zunéchst den Proteinen, die mit Crk II in INS 1E Zellen
interagieren. Zur Bestimmung von tyrosinphosphorylierten Proteinen, die mit Crk
IT assoziiert sind, wurden INS 1E Zellen mit 2,5mM und 15mM Glukose inkubiert
und mit GLP-1 stimuliert. Nach Durchfithrung einer Crk II-Immunprézipitation
konnten im Phosphotyrosinblot Banden bei 35, 85 und 120 kDa detektiert werden
(Abb. 3.8). Die Phosphorylierung der Proteine bei 120 kDa und 85 kDa war bei
hoher Glukose (15mM) und GLP-1 Stimulation deutlich zunehmend. Im Gegensatz
dazu nahm die Bande bei 35 kDa unter Stimulation mit 15mM Glukose und GLP-1
signifikant ab.

Zur Identifizierung dieser tyrosinphosphorylierten Proteine wurden nach Her-
stellung einer Crk II-Immunprézipitation Westernblots mit spezifischen Antikorpern
angefertigt. Das tyrosinphosphorylierte Protein bei 85 kDa konnte als p85« identifi-
ziert werden, das unabhéngig von den Stimulationsbedingungen konstant mit Crk II
in einem Komplex gebunden war (Abb. 3.9 A4+C). Die Bestimmung der Bande bei
35 kDa im Phosphotyrosinblot ergab, dass es sich hierbei um Crk II selbst handelte
(Abb. 3.9 B+D).

Weiterhin konnte die Interaktion von Crk IT mit ,,Proline rich/ Ca 2+-activated
tyrosine kinase“[Pyk2] nachgewiesen werden (Abb. 3.10), das dem tyrosinphospho-
rylierten Protein mit der Bande bei 120 kDa entsprach (Abb. 3.8). Die Stimulation
mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen und GLP-1 blieben ohne Einfluss auf

diese Verbindung.
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Abbildung 3.8: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzen-

tration und GLP-1 (+) stimuliert. Nach Lysierung der Zellen wurde eine Immunprézipitation mit
Crk IT durchgefiihrt und tyrosinphosphorylierte Proteine im Westernblot nachgewiesen. Crk II in-
teragiert mit tyrosinphosphorylierten Proteinen bei 35, 85 und 120 kDa. Die Phosphorylierung von
p85 und p120 ist bei hoher Glukose (15mM) und GLP-1 Stimulation deutlich zunehmend, wéihrend
p35 bei niedriger Glukose (2,5mM) verstéiirkt tyrosinphosphoryliert und bei hoher Glukose (15mM)
und GLP-1 Stimulation dephosphoryliert wird.

A: IP: Crk II IB: PY, B: Schaubild (Legende sieche Anhang)

In Bezug auf das Adapterprotein Crk II konnte somit gezeigt werden, dass die

Phosphorylierung von Crk II bei hoher Glukose und GLP-1 Stimulation deutlich
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Abbildung 3.9: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzentra-
tion und GLP-1 (+) stimuliert. Nach Lysierung der Zellen wurde eine Immunprizipitation mit Crk
IT durchgefithrt und im Westernblot p85a und Crk II durch spezifische Antikorper identifiziert.
Abbildung A +C: Crk II bindet unabhéngig von den Stimulationsbedingungen an die regulatorische
Untereinheit der PI3K (p85«).

Abbildung B + D: Das tyrosinphosphorylierte Protein bei 35kDa (Abb. 3.8) entspricht Crk II selbst,
das bei hoher Glukose (15mM) und GLP-1 Stimulation dephosphoryliert wird.

A: TP: Crk II IB: p85«, B: IP: Crk II IB: Crk 11, C 4+ D: Schaubild (Legende siche Anhang)

abnimmt. Die Interaktion von Crk II mit p85aund Pyk2 ist unabhéngig von den
Stimulationsbedingungen, allerdings werden beide Proteine bei hoher Glukosekon-

zentration und unter GLP-1 Stimulation vermehrt tyrosinphosphoryliert.

3.4 Glukose- und GLP-1 regulierte Bindungspartner
von Pyk2

Pyk2 gehort zu den nicht-rezeptorabhéngigen, prolinreichen Tyrosinkinasen der ,,fo-

cal adhesion kinase“[FAK] Familie und weist eine Grosse von 125 kDa auf. Pyk2 wird
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Abbildung 3.10: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzen-
tration und GLP-1 (+) stimuliert. Nach Lysierung der Zellen wurde eine Immunprézipitation mit
Crk IT durchgefiithrt und Pyk2 im Westernblot dargestellt. Crk II interagiert unabhéngig von den
Stimulationsbedingungen mit der Tyrosinkinase Pyk2.

A: TP: Crk II IB: Pyk2, B: Schaubild (Legende siche Anhang)

durch verschiedene extrazelluldre Stimuli, die den Calciumspiegel der Zellen erhchen,
aktiviert. Wachstumsfaktoren, Hormone, Neurotransmitter oder inflammatorischen
Cytokine fithren iiber eine Tyrosinphosphorylierung von Pyk2 zu einer Aktivierung
der unterschiedlichen MAPK Signaltransduktionswege [5].

In INS 1E Zellen konnte nach Stimulation der Zellen mit niedriger (2,5mM)
und hoher (15mM) Glukose und Zugabe von GLP-1 Pyk2 nachgewiesen werden
(Abb. 3.11 A+C). Das Protein wurde bei hoher Glukosekonzentration (15mM) ver-
mehrt exprimiert. Beim Nachweis der Phosphorylierung des Tyrosinrestes an Posi-
tion 402 zeigte sich unter gleichen Stimulationsbedingungen der INS 1E Zellen eine
verstiarkte Phosphorylierung bei einer Glukosekonzentration von 15mM und bei Sti-
mulation mit GLP-1 (Abb. 3.11 B4D).

Unser Interesse galt nun den Proteinen, die mit Pyk2 assoziiert sind. Hierzu
wurden INS 1E Zellen mit Glukose und GLP-1 stimuliert und nach der Zelllyse eine
Immunprazipitation mit Pyk2 durchgefiihrt. Im Westernblot wurden anschliessend
assoziierte Proteine mit spezifischen Antikérpern nachgewiesen. Die Interaktion von
Pyk2 mit Crk II nahm sowohl bei hoher Glukosekonzentration (15mM) als auch
bei Zugabe von GLP-1 ab (Abb. 3.12 A4+C). Auf das Bindungsverhalten von Pyk2
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Abbildung 3.11: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzen-
tration und GLP-1 (4) stimuliert. Nach Lysierung der Zellen wurden Westernblots mit Pyk2 bzw.
Phospho-Pyk2 Antikérpern durchgefiihrt.

Abbildung A + C: Pyk2 wird durch Stimulation mit hoher Glukose vermehrt exprimiert.
Abbildung B + D: Die Phosphorylierung von Pyk2 wird sowohl durch GLP-1 Stimulation als auch
durch hohe Glukosekonzentration (15mM) verstérks.

A: IB: Pyk2, B: IB: p-Pyk2, C + D: Schaubild (Legende siehe Anhang)

an p85a hatte die Stimulation der INS 1E Zellen mit Glukose und GLP-1 keinen
Einfluss, die Assoziation stellte sich gleichméssig dar (Abb. 3.12 B4D).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Pyk2 mit IRS2 interagiert (Abb. 3.13
A+C). Diese Bindung blieb bis auf eine leichte Abschwéchung bei niedriger Glukose
(2,5mM) konstant. Im Phosphotyrosinblot zeigte sich allerdings, dass an Pyk2 ge-
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Abbildung 3.12: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzentra-
tion und GLP-1 (+) stimuliert. Nach Lysierung der Zellen wurde zunéchst eine Immunprézipitation
mit Pyk2 erstellt und anschliessend Crk II und p85a im Westernblot nachgewiesen.

Abbildung A + C: Die Interaktion von Pyk2 mit Crk IIT nimmt bei GLP-1 Stimulation bzw. bei
hoher Glukosekonzentration ab.

Abbildung B 4+ D: Die Assoziation von p85a an Pyk?2 stellt sich unabh#ngig von den Stimulations-
bedingungen dar.

A: IP: Pyk2 IB: Crk II, B: IP: Pyk2 IB: p85c, C + D: Schaubild (Legende siehe Anhang)

bundenes IRS2 bei hoher Glukose und GLP-1 Stimulation verstérkt phosphoryliert
wird (Abb. 3.13 B+D).

Die Tyrosinkinase Pyk2 steht also in Verbindung mit der regulatorischen Unter-
einheit der PI3K (p85c) und mit IRS2. Diese Komplexbildungen sind bis auf eine
leichte Abnahme der Bindung von TRS2 an Pyk2 bei niedriger Glukose unabhéngig
von der Stimulation mit Glukose und GLP-1. Allerdings wird IRS2 bei hoher Gluko-
se und Zugabe von GLP-1 vermehrt tyrosinphosphoryliert. Die Bindung von Pyk2
an Crk IT nimmt sowohl bei hoher Glukosekonzentration (15mM) als auch bei GLP-1

Stimulation ab.
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Abbildung 3.13: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzen-

tration und GLP-1 (+) stimuliert. Nach Herstellung des Zelllysats wurde eine Immunprézipitation
mit Pyk2 durchgefiihrt und anschliessend im Westernblot IRS2 bzw. die Phosphorylierung von IRS2
dargestellt.

Abbildung A + C: Die Zugabe von GLP-1 bei niedriger Glukosekonzentration (2,5mM) verstérkt
die Assoziation von Pyk2 und IRS2. Bei Stimulation mit hoher Glukosekonzentration (15mM) bleibt
die Assoziation konstant.

Abbildung B + D: IRS2, das in einem Komplex mit Pyk2 gebunden ist, wird bei hoher Glukose-
konzentration (15mM) und durch GLP-1 Stimulation vermehrt tyrosinphosphoryliert.

A: TP: Pyk2 IB: IRS2, B: IP: Pyk2 IB: PY, C + D: Schaubild (Legende siche Anhang)

3.5 Das Adapterprotein Shc

Neben Crk II und IRS2 ist ,,Src-homolgy/collagen®[Shc| ein weiteres Adapterpro-
tein, das fiir die GLP-1 stimulierte, mitogene Signaltransduktionskaskade der beta-
Zellen wichtig zu sein scheint. Shc wurde als ein Proto-Onkogen identifiziert, das

in verschiedene Wachstumsfaktor-abhéngige Signaltransduktionswege involviert ist.
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Neben Signalen, die iiber Hormon-, Zytokin-, Antigen- oder Wachstumsfaktorrezep-
toren weitergeleitet werden, 16sen auch Impulse iiber G-Protein gekoppelte Rezepto-
ren eine Phosphorylierung von Shc aus [62]. In pankreatischen beta-Zellen konnten
wir zeigen, dass die Stimulation mit Glukose und GLP-1 eine signifikante Zunahme
der Phosphorylierung von She sowohl durch hohe Glukosekonzentration (15mM) als
auch durch GLP-1 Stimulation bewirkte (Abb. 3.14).

A [mMM Glukose] B 2,5mM Glukose 15mM+GLP-1
2,5 15

98 kDa-

54 kDa-

37 kDa-

29 kDa- |

10 nM GLP-1

Abbildung 3.14: INS 1E Zellen wurden mit niedriger (2,5mM) und hoher (15mM) Glukosekonzen-
tration und GLP-1 (4) stimuliert. Nach Lysierung der Zellen wurde ein Westernblot mit einem
Phospho-She Antikorper durchgefiihrt. Es zeigt sich hierbei, dass die Phosphorylierung von Shc
sowohl durch GLP-1 Stimulation als auch durch Zugabe hoher Glukosekonzentrationen (15mM)
deutlich verstéarkt wird.

A: IB: p-She, B: Schaubild (Legende siehe Anhang)
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Betrachtet man zusammenfassend die GLP-1 abhingige ERK1/2-Aktivierung via
Rapl, so scheint das Adapterprotein Crk IT diesen Signaltransduktionsweg entschei-
dend zu beeinflussen. Konstitutiv an den RapGEF C3G gebunden, wird es unter der
Stimulation mit Glukose und GLP-1 vermindert phosphoryliert. Trotzdem erscheint
es in dem Komplex mit Rapl gleichméssig gebunden, was auf eine verstérkte Inter-
aktion des vermindert phosphorylierten Crk II mit Rapl unter Glukose und GLP-1
Stimulation hinweist. Weiterhin konnten wir in dem Transfektionsversuch mit C3G
CBR zeigen, dass es zu einer signifikant erniedrigten Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors Elk-1 kommt, wenn die Adapterfunktion von Crk II, die fiir eine normale
Aktivierung von Rapl durch C3G bendtigt wird, gestort ist.

In Bezug auf das PI3K/PKB Sigaltransduktionsmodul konnten wir eine Kom-
plexbildung mit der ERK1/2-Signaltransuktionskaskade via Rapl und IRS2 zeigen.
Stimulation der INS 1E Zellen mit hoher Glukosekonzentration bewirkt eine Zunah-
me der Interaktion von Rapl mit IRS2. Die Interaktion von Rapl mit der regulato-
rischen und katalytischen Untereinheit der PI3K (p85c, p110a) stellt sich hingegen
unabhéingig von den Stimulationsbedingungen dar. Ebenso konstant liegt eine Bin-
dung des Crk IT / C3G Komplexes mit der regulatorischen Untereinheit der PI3K
(p85cr) vor. Betrachtet man nun den Phosphorlierungs- und somit Aktivierungs-
zustand von IRS2 und der PI3K, so ist bei hoher Glukosekonzentration sowie bei
GLP-1 Stimulation eine Steigerung zu verzeichnen. Hieraus ist zu schliessen, dass
durch die verstédrkte Interaktion des Rapl/Crk II/C3G/PI3K Komplexes mit IRS2
in Zusammenhang mit der verstéirkten Phosphorylierung von IRS2 und p85« eine ge-
steigerte Aktivierung der antiapoptotischen PI3K /PKB Signaltransduktionskaskade
erreicht wird.

Untersuchungen der Tyrosinkinase Pyk2 zeigen, dass sie in pankreatischen beta-
Zellen glukoseabhéngig exprimiert und durch zusétzliche GLP-1 Stimulation ver-
mehrt phosphoryliert wird. Zusétzlich lasst die Tatsache, dass Pyk2 in Komplexen
mit Crk IT, IRS2 und der regulatorischen Untereinheit der PI3K (p85«) nachzuweisen

ist, vermuten, dass Pyk2 eine potentielle Schaltstelle GLP-1- abhéngiger Signaltrans-
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duktionskaskaden darstellt. Abschliessend konnte mit dem Protein Shc ein glukose-

und GLP-1-reguliertes Adapterprotein in INS 1E Zellen identifiziert werden.
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4.1 Mitogene Signaltransduktion in beta-Zellen

Die Auffassung, dass eine differenzierte pankreatische beta-Zelle in ihrem ,,post-
mitotischen Zustand“ nur ein sehr geringes Potential zur Proliferation besitzt, war
in der Wissenschaft lange Zeit vorherrschend. Erkenntnisse der letzten Jahre zei-
gen allerdings, dass die beta-Zellreplikation je nach metabolischem Bedarf bzw. in
Abhéngigkeit von Wachstumsfaktoren und Hormonen steigerbar ist [25]. Das Inkre-
tinhormon GLP-1 ist einer der Botenstoffe, der die Eigenschaft besitzt, synergistisch
mit Glukose mitogene Signaltransduktionskaskaden der Inselzellen zu stimulieren
[45, 16]. Zu den wichtigsten mitogenen Signaltransduktionsmodulen, die von GLP-1
dosisabhéngig aktiviert werden, gehéren cAMP/PKA, PI3K/PKB und die ERK1/2
MAPK [25]. Eine Besonderheit endokriner Zellen ist, dass der ERK1/2 Weg nicht
durch den Prototyp der kleinen GTPasen Ras aktiviert wird, sondern durch Rapl
und B-Raf (MAPK Kinase Kinase). Dies konnte auch fiir beta-Zellen nach Stimula-
tion mit Glukose und GLP-1 gezeigt werden [73].

4.2 GLP-1 abhingige ERK1/2-Aktivierung via Rapl:
Einflu3 des Adapterproteins Crk II

Rapl gehort zu der Ras-Familie der kleinen GTPasen und wird durch Rezeptorty-
rosinkinasen, G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Zytokinrezeptoren und Zelladh&si-
onsmolekiile aktiviert. Im Jahr 1989 wurde Rapl erstmals als ein Protein beschrie-
ben, das den Phénotyp einer durch Ras-Genmutation entarteten Zelle unterdriickt
und somit eine antagonistische Funktion gegeniiber Ras einnimmt [14]. Untersu-
chungen der letzten Jahre zeigen allerdings, dass Rapl auch eine groflie Bedeutung
in den Bereichen ERK1/2-Aktivierung und Integrin-vermittelte Signaltransdukti-
on hat und dass seine Funktion stark mit dem zelluldren Kontext variieren kann
[29]. Den Prozess der selektiven Aktivierung von Rapl vermitteln Rap-spezifische
GEFs, die fiir die Konversion des inaktiven, GDP-gebundenen Rapl in das akti-
ve, GTP-gebundene Rapl verantwortlich sind [77]. Zu den RapGEFs gehoéren C3G,
RapGRP/CalDAG-GEF und Epac/cAMP-GEF, wobei C3G der erste identifizierte
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RapGEF ist [63, 14]. C3G wird durch Bindung an Crk-Adapterproteine rekrutiert
und durch Phosphorylierung aktiviert [29]. Entsprechend den Ergebnissen von Ling
et al. fiir Wachstumshormon-stimulierte NIH 3T3 Zellen [44] konnten wir zeigen,
dass C3G in pankreatischen beta-Zellen konstituiv an Crk II gebunden ist und un-
abhingig von der Stimulation mit Glukose und GLP-1 phosphoryliert ist (Abb. 3.4,
3.5, 3.6). Unsere Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, dass die Aktivierung von
Rapl durch das konstitutiv aktive C3G dennoch Glukose- und GLP-1- abhéngig re-
guliert wird, und zwar durch den Phosphorylierungszustand des Adapterproteins
Crk II. Crk II wird unter Stimulation mit hoher Glukosekonzentration und GLP-1
vermindert phosphoryliert (Abb. 3.8, 3.9). In der Rapl- Immunpriézipitation zeigt
sich jedoch ein unter allen Stimulationsbedingungen gleichmésssig phosphoryliertes
Crk IT (Abb. 3.1). Diese zunéchst widerspriichlichen Ergebnisse lassen sich darauf
zuriickzufiihren, dass das vermindert phosphorylierte Crk I vermehrt in Interaktion
mit Rapl steht und somit die Phosphorylierung gleichmésssig imponiert (Abb. 3.3).
Unsere Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen ist, dass die verminderte Phospho-
rylierung von Crk II vermutlich durch eine Konformationsénderung zu einer gestei-
gerten Interaktion von Rapl mit dem konstitutiv aktiven C3G fiihrt (Abb. 3.4), das
nun in der Lage ist, die GTPase Rapl vermehrt zu aktivieren (Abb. 4.1).
Untersuchungen dieser Proteine in anderen Zellsystemen wie den ,,chinese hams-
ter ovary cells/insulin receptor“[CHO/IR] ergaben im Gegensatz zu den GLP-1- sti-
mulierten INS 1E oder Wachstumshormon-stimulierten NIH-3T3 Zellen ein anderes
Verhalten. Hier wurde unter Stimulation mit Insulin eine vermehrte Phosphorylisa-
tion von Crk II registriert, was eine Dissoziation von Crk II und C3G im Gegensatz
zu dem konstanten Komplex in endokrinen bzw. in NIH-3T3 Zellen zur Folge hatte.
Diese Dissoziation fiihrte zu einer Inaktivierung von Rap1l unter Insulin Stimulation.
Allerdings nimmt Rapl in CHO/IR Zellen eine andere Position ein als z.B. in endo-
krinen Zellen. Rapl agiert in CHO/IR Zellen primér als Antagonist zu Ras, indem
es Raf-1 bindet [50]. Die Wirkungsweise von Rapl kann so abhéngig vom Zellkontext
sehr unterschiedlich sein, was eventuell durch das differierende Verhalten des Crk

I1/C3G Komplexes vermittelt wird.
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Den Einflufl des Adapterproteins Crk II via C3G/Rapl auf die Aktivierung der
mitogenen Signaltransduktionkaskade ERK1/2 in INS 1E Zellen konnten wir auch
durch Transfektionen der Zellen mit C3G CBR zeigen. Dieses Protein bindet spezi-
fisch an Crk II und blockt somit die regulére Protein-Protein Interaktion von Crk
IT und C3G. In den C3G CBR transfizierten Zellen konnten wir eine signifikant
erniedrigte Aktivierung des Transkriptionsfaktors Elk-1 im Vergleich zur Kontrolle
registrieren (Abb. 3.7). Den gleichen Effekt konnten wir fiir Zellen zeigen, in denen
RapGap iiberexprimiert wird. RapGap ist ein GAP, das Rapl in den inaktiven Zu-
stand versetzt und somit die Elk-1 Aktivierung hemmt (Abb. 3.7). Somit spielt das
Adapterprotein Crk II eine entscheidende Rolle in der GLP-1 abhéngigen Aktivie-

rung der mitogenen ERK1/2 Signaltransduktionskaskade.

2.5 mM [Glukose] 15 mM + GLP-1
GLP1

Nukleus

Transkription

Abbildung 4.1: Crk IT wird durch Stimulation mit GLP-1 vermindert phosphoryliert und erlaubt dem
konstitutiv aktiven C3G vermutlich durch eine Konformationséinderung eine verstéirkte Aktivierung

von Rapl.
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4.3 Komplexbildung der Signaltransduktionsmodule
ERK1/2 und PI3BK/PKB via Rapl und IRS2

Der ERK1/2 Signaltransduktionsweg vermittelt entgegen fitheren Erkenntnissen kei-
nen linearen Informationsflufl von ,aussen nach innen“, sondern ist mit den ande-
ren mitogenen Signaltransduktionsmodulen so vernetzt, dafl extrazelluléire Signale
auch an die parallel agierenden Signaltransduktionskaskaden weitergeleitet werden
und somit komplexe Reaktionen durch eine geringe Anzahl an Komponenten aus-
gelost werden konnen [67]. Fiir pankreatische beta-Zellen konnten wir zeigen, dass
der ERK1/2 Signaltransduktionsweg iiber die GTPase Rapl in Verbindung mit der
PI3K/PKB Kaskade steht und Rapl in der Lage ist, die PI3K Glukose- und GLP-1
abhéngig zu aktivieren. Rapl bindet bei niedriger und hoher Glukosekonzentrati-
on an ,insulin receptor substrate 2“[IRS2]. IRS2 ist ein essentieller Bestandteil der
PI3K/PKB Signaltransduktionskaskade und agiert als Vermittler der Insulin und
IGF-1 Rezeptortyrosinkinasen. IRS2 ist in der Lage iiber SH2-Doménen in Inter-
aktion mit Lipidkinasen (z.B. PI3K) oder Adapterproteinen (z. B Crk II) zu tre-
ten [53]. Untersuchungen an IRS27/~ Knock-Out Méusen ergaben, dass diese Tiere
einen Diabetes mellitus Typ 2, verursacht durch defekte Insulinsignaltransduktion
der Leber, inaddquate beta-Zellhyperplasie und Adipositas durch hypothalamische
Leptinresistenz, entwickeln. Der hepatische Defekt nimmt hierbei die entscheiden-
de Position ein [41]. Stimuliert man TRS2~/~ Miuse mit Exendin-4, so kann man
feststellen, dass hier vor allem die langfristigen positiven Effekte des GLP-1 Agonis-
ten auf das beta-Zellwachstum und Uberleben gestért und somit abhingig von der
IRS2-vermittelten Signaltransduktion sind [53].

Unsere Untersuchungen von IRS2 in INS 1E Zellen unter Glukose- und GLP-1
Stimulation ergaben nach Zugabe hoher Glukosekonzentrationen eine vermehrte In-
teraktion von IRS2 mit Rapl (Abb. 3.2). Zusétzlich kann die Phosphorylierung und
somit Aktivierung von IRS2 durch die Stimulation mit GLP-1 gesteigert werden
(Abb. 3.1). Beziiglich der Downstreamkinase von IRS2, der PI3K, konnte schon in
anderen Zellsystemen wie z.B. in thyroidalen Zellen gezeigt werden, dass Rapl eine

Bindung mit der PI3K eingeht und diese mdoglicherweise aktiviert [14]. Betrachtet
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man nun die Komplexbildung der PI3K mit Rapl in INS 1E Zellen, so kann im
Gegensatz zu der Interaktion Rapl/IRS2 eine konstante Bindung von Rapl mit
der PI3K verzeichnet werden (Abb. 3.3). Dies konnte sowohl fiir die regulatorische
Untereinheit p85« als auch fiir die katalytische Untereinheit p110a gezeigt werden
(Abb. 3.3). Ebenfalls konstant und unabhingig von den Stimulationsbedingungen
liegt eine Bindung des Crk IT / C3G Komplex mit der regulatorischen Untereinheit
der PI3K p85a vor (Abb. 3.6, 3.9). Untersucht man jedoch den Funktionszustand
der PI3K, so wird dieser in dem stimulationsunabhé&ngigen, konstanten Komplex mit
Rapl, C3G und Crk II nicht nur von Glukose sondern auch durch die Stimulation
mit GLP-1 reguliert. Sowohl hohe Glukosekonzentration als auch GLP-1 Stimulation
férdern die PISK Aktivierung durch Phosphorylierung der regulatorischen Unterein-
heit p85a (Abb. 3.1, 3.5, 3.8), da phosphoryliertes p85« seine inhibierende Wirkung
auf die katalytische Untereinheit der PI3K (p110«) verliert [82].

In Zusammenschau der Untersuchungsergebnisse ist davon auszugehen, dass
unter Stimulation mit hoher Glukosekonzentration und GLP-1 der Rapl/Crk
I1/C3G/PI3K Komplex vermehrt an IRS2 bindet, was in Zusammenhang mit der
vertidrkten Phosphorylierung von IRS2 und p85a die gesteigerte Aktivierung der
antiapoptotischen PI3K/PKB Signaltransduktionskaskade zur Folge hat (Abb. 4.2).

Somit fordert GLP-1 die Aktivierung der PI3K/PKB nach unserer Ansicht iiber
zwei unterschiedliche Mechanismen: zum einen steigert GLP-1 die Expression des
IRS2 Gens iiber Rekrutierung der PKA/CREB Signaltransduktionskaskade [35],
zum andern iibt GLP-1 durch Komplexbildung der GTPase Rapl mit IRS2 direkten
positiven Einflul auf die Aktivierung der PI3K/PKB aus.

Diese Position von Rapl als positiver Regulator der PI3K/PKB in INS 1E Zel-
len spiegelt wiederum die Bedeutung von Rapl neben Ras beziiglich mitogener Si-
gnaltransduktionskaskaden in beta-Zellen wider. Betrachtet man im Gegensatz zu
endokrinen oder neuronalen Zellen (z.B. ,,C6 rat glioma cells*) B-Lymphozyten,
in denen Rapl hauptsédchlich als Antagonist zu Ras agiert, so hat Rapl in diesen
Zellen einen inhibierenden Effekt auf die PI3K. Wird in B-Lymphozyten die Funk-

tion von Rapl gehemmt, so resultiert eine verstirkte Aktivierung des PI3K/PKB
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Signaltransduktionsweges [18]. Somit finden wir auch beziiglich des PI3K/PKB Si-
gnaltransduktionsmoduls je nach Zellkontext und Bedeutung gegeniiber Ras eine

differierende Wirkungsweise der GTPase Rapl.

2.5 mM [Glukose] 15 mM + GLP-1

GLP-1
Rezeptod s

GLP-1

Pi(P) PIP,
(PDK-K

Nukleus

Transkription

Abbildung 4.2: Unter GLP-1 Stimulation kann eine verstirkte Interaktion zwischen den ERK1/2
MAPK und PI3K/PKB Signaltransduktionsmodulen am ehesten durch Komplexbildung von Rapl
mit IRS2 verzeichnet werden. Weiterhin kommt es zu einer gesteigerten Aktivierung des PI3K/PKB

Signaltransduktionswegs unter GLP-1 Stimulation (hier nicht im Vergleich dargestellt).

4.4 Pyk2 als potentielle Schaltstelle GLP-1- abhéingiger

Signaltransduktionskaskaden

Pyk2 gehort zu den nicht-rezeptorabhéngigen, prolinreichen Tyrosinkinasen der
FAK-Familie und kann unter anderem durch Stresssignale, G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, Membrandepolarisation und extrazelluldre Signale, die die Calcium-
konzentration der Zellen erhohen, aktiviert werden [5, 8]. Pyk2 wird hauptséichlich
im zentralen Nervensystem und in Zellen hdmatopoetischen Ursprungs exprimiert
und ist durch seine Eigenschaft, Tyrosinreste zu phosphorylieren, in verschiedene

physiologische Prozesse wie Zellwachstum, Differenzierung und Zytoskelettfunktion
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involviert. Wird Pyk2 phosphoryliert, so fiihrt dies iiber Rekrutierung von Kinasen
der Src-Familie zu einer Aktivierung der MAPK ERK1/2 und JNK/SAPK [5]. Die
molekularen Mechanismen, die Pyk2 nutzt, um extrazelluldre Stimuli spezifisch an
die unterschiedlichen MAPK-Signaltransduktionskaskaden weiterzuleiten, sind nur
teilweise bekannt. So konnte zum Beispiel in embryonalen 293T Zellen gezeigt wer-
den, dass zur Aktivierung der JNK/SAPK durch Pyk2 der Crk II/p130Cas Komplex
bendtigt wird, wihrend Pyk2 zur Aktivierung von ERK1/2 den Komplex , growth
factor receptor-bound protein 2¢[Grb2]/,,Son-of-sevenless“[Sos| rekrutiert [8].

Obwohl Pyk2 hauptséchlich in neuronalen und h&matopoetischen Zellen vor-
kommt, ergaben unsere Untersuchungen, dass Pyk2 auch in pankreatischen beta-
Zellen exprimiert wird und dass die Expression durch Stimulation mit hoher Glu-
kosekonzentration gesteigert werden kann (Abb. 3.11). Entsprechend der Zeit- und
Dosis-abhéngigen Phosphorylierung von Pyk2 durch den Wachstumsfaktor ,,nerve
growth factor“[NGF] in neuronalen PC12 Zellen [54], konnten wir weiterhin zeigen,
dass die Stimulation mit dem Inkretinhormon GLP-1 bzw. mit hoher Glukosekonzen-
tration eine vermehrte Phosphorylierung der Pyk2 zur Folge hat (Abb. 3.11), was
einer verstirkten Kinaseaktivierung entsprechen konnte [5]. Die Protein-Tyrosin-
Kinase Pyk2 nimmt also potentiell eine Schliisselposition in der GLP-1 vermittelten
Signaltransduktion ein. Da ERK1/2 in pankreatischen beta-Zellen GLP-1-abhéngig
iiber das Rapl/B-Raf Modul aktiviert wird, haben wir die Assoziation mit dem ent-
scheidenden Adaptermolekiil Crk IT untersucht und Pyk2 in einem Komplex mit Crk
IT darstellen koénnen. Pyk2 wird in diesem Komplex verstidrkt durch Glukose und
GLP-1 Stimulation phosphoryliert (Abb. 3.8). Diese vermehrte Phosphorylierung
bleibt allerdings ohne Einflufl auf das Bindungsverhalten zwischen Crk IT und Pyk2
(Abb. 3.10). Widerspriichlich zu diesen Daten zeigt sich bei der Durchfiihrung einer
Pyk2-Immunprézipitation ein durch die Stimulation mit hoher Glukosekonzentrati-
on und GLP-1 vermindert bindendes Crk II (Abb. 3.12).

Nach unseren Ergebnissen entfaltet Pyk2 ihren Einflufl auf die ERK1/2 MAPK
nicht iiber das Adapterprotein Crk II, wird allerdings in dem Komplex mit Crk II

abhéngig von der Glukose und GLP-1 Stimulation vermehrt aktiviert, sodass es zu
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untersuchen gilt, an welcher Position des ERK1/2 Signaltransduktionswegs Pyk2
regulierend eingreift.

Betrachtet man den Einfluss von Pyk2 auf die PI3K/PKB Signaltransduktions-
kaskade, so ist Pyk2 sowohl mit IRS2 als auch mit der regulatorischen Untereinheit
der PI3K in einem Komplex assoziiert (Abb. 3.12, 3.13). Bei gleichm#8iger Bindung
zwischen IRS2 und Pyk2 wird IRS2 unter Glukose und GLP-1 Stimulation vermehrt
tyrosinphosphoryliert (Abb. 3.13). Dieser Effekt konnte durch die unter Glukose und
GLP-1 Stimulation gesteigerten Kinaseaktivitét der Pyk2 ausgelost werden, sodass
zu vermuten ist, dass Pyk2 als Rezeptor-unabhéngige Tyrosinkinase zur GLP-1- und
Glukose-abhéngigen Aktivierung des PI3K/PKB Signaltransduktionswegs benotigt
wird (Abb. 4.3).

[Glukose]

GLP1

Abbildung 4.3: Die rezeptorunabhingige Tyrosinkinase Pyk2 konnte als Element GLP-1 regulierter
Signaltransduktionskaskaden identifiziert werden. Pyk2 scheint iiber Phosphorylierung von IRS2
Einflu auf das PI3K/PKB Modul zu nehmen. Welchen Stellenwert Pyk2 in der ERK1/2 MAPK
Kaskade einnimmt, bleibt derzeit noch unklar, es konnte lediglich eine Komplexbildung mit Crk II

gezeigt werden.
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4.5 Shc: ein GLP-1 reguliertes Adapterprotein

Shc ist ein Adapterprotein, das zwei phosphotyrosinbindende Doménen (SH2 und
»phospho-tyrosin binding domaine“[PTB|) und eine CH1-Region, die zur Tyro-
sinphosphorylierung von Shc benétigt wird, enthélt [62]. Mit Hilfe der SH2- und
PTB-Doméne bindet Shc an aktivierte Rezeptoren und 16st durch Rekrutierung
zytoplasmatischer Substrate an die Zellmembran verschiedene Signaltransduktions-
kaskaden aus. Uber den Mechanismus der Rezeptortyrosinkinasen ist Shc in die
Signaltransduktion verschiedener Wachstumsfaktoren wie ,epidermal growth fac-
tor“[EGF], NGF, ,platelet-derived growth factor“[PDGF] oder Insulin, die in einer
Aktivierung von Ras resultieren, involviert. Das nach Bindung an eine Rezeptorty-
rosinkinase phosphorylierte Shc bildet iiber Grb2 einen Komplex mit Sos, das als
GEF Ras aktiviert [11].

Uber die Funktion, die Shc in pankreatischen beta-Zellen einnimmt, existieren
verschiedene Ansichten. Wahrend einerseits eine Beteiligung von Shc bei der Proli-
feration von beta-Zellen abgelehnt wird [49], ergaben Untersuchungen an pankrea-
tischen Epithelzellen im Tiermodell, dass in der Regenerationsphase der Inselzellen
erhohte Konzentrationen von phosphoryliertem She vorliegen [37]. In pankreatischer
beta-Zellen konnten wir zeigen, dass die Stimulation mit dem Wachstumsfaktor-&dhn-
lichen, mitogenen GLP-1 eine gesteigerte Phosphorylierung und somit Aktivierung
von Shc zur Folge hat (Abb. 3.14). Dies ldsst darauf schliefen, dass Shc in der
mitogenen Signaltransduktionskaskade von GLP-1 eine Rolle spielt (Abb. 4.4).

Es gilt nun weiterhin zu untersuchen, ob Shc entsprechend der Integrin-
vermittelten ERK1/2-Aktivierung in Swiss 3T3 Zellen den Signaltransduktionsweg
iiber das Modul Rapl/B-Raf wihlt [6]. Dies wiirde bedeuten, dass die Theorie von
Ras/Raf-1 als ,Downstreamkinasen“ des Adapterproteins Shc in beta-Zellen [37]
nicht aufrecht erhalten werden kann, sondern ebenfalls von Rapl/B-Raf abgelost

wird.



KAPITEL 4. DISKUSSION 53

[Glukose] 15 mM + GLP-1
GLP-1

Pi(P) PIP;
(PDK-(

~ Nukleus |

Transkription

Abbildung 4.4: Das Adapterprotein Shc wird GLP-1-abhéngig phosphoryliert. Dies ldsst darauf
schlieflen, dass Shc in der Signaltransduktionskaskade von GLP-1 eine Rolle spielt. Ob Shc durch
Bindung mit einem Rapl-spezifisches GEF den Signaltransduktionsweg iiber das Modul Rapl/B-

Raf wahlt, ist Gegenstand zukiinftiger Experimente.

4.6 Schlussfolgerung

Da die Abnahme der beta-Zellmasse in der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ
2 eine wichtige Position einnimmt, stellt gerade die Expansion von beta-Zellen eine
bedeutende Eigenschaft des Inkretinhormons GLP-1 dar [12]. Bei der Aktivierung
mitogener Signaltransduktionskaskaden durch GLP-1 kommt der kleinen GTPase
Rapl als Aktivator der MAPK Kinase Kinase B-Raf eine Schliisselrolle zu [73].
In dieser Arbeit wurden die Regulationsmodalititen von Rapl unter GLP-1 Sti-
mulation néher untersucht und festgestellt, dass die Aktivierung von Rapl durch
das Adapterprotein Crk II gesteuert wird. Weiterhin konnte die Verbindung des
ERK1/2 MAPK Weges mit der PI3K/PKB Signaltransduktionskaskade iiber Rapl
bzw. IRS2 aufgezeigt werden. Diese Erkenntnisse haben fiir die Behandlung des Dia-
betes mellitus insofern Bedeutung, da die Modulation von Adapterproteinen einen

neuen therapeutischen Ansatz zur in vivo Steigerung der beta-Zellmasse darstellen
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kann bzw. die in vitro Expansion von Inselzellen neue Perspektiven in dem Bereich
Inselzelltransplantation eroffnet.

Weiterhin konnten die Tyrosinkinase Pyk2 sowie das Adapterprotein Shc als
Bestandteile GLP-1 regulierter Signaltransduktionswege identifiziert werden. In wie
weit sich auch diese Proteine als molekulare Angriffspunkte fiir beta-Zellproliferation
eignen, muss durch weitere Untersuchungen im Bereich der mitogenen Signaltrans-

duktion geklart werden.
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Schaubildlegende

GTPase Tyrosin/Threonin Kinase

Phosphotyrosine s
Lipidkinase

Adapterprotein

Serine/ Threonin Kinase
Tyrosinkinase
Direkte Interaktion (aktivierend)

Guanine-nucleotide-

q
exchange factor I
L] _>

Direkte Interaktion (inhibierend)

Transkriptionsfaktor

LOPlLlse

Interaktion (aktivierend) mit
Zwischenschritten

Abbildung A.1: Auflistung der in den Schaubildern eingesetzten Symbole.
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Anhang B

Abkiirzungen und Einheiten

B.1 Abkiirzungen

APS
B-Raf
BSA

C3G

C3G CBR
CalDAG-GEF
cAMP
CHO/IR
CREB
Crk II
DPP IV
ECL
EDTA
EGF
Elk-1
Epac
ERK1/2

Ammoniumpersulfat

V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
Bovines Serum Albumin
Crk-SH3-guanine-nucleotide-releasing-factor

C3G Crk binding region

Calcium and Diacylglycerol regulated guanine-nucleotide-exchange-factor
Cyclic adenosine monophosphate

Chinese hamster ovary cells/insulin receptor
Cyclic-AMP-response-element-binding-protein
CT10 regulator of kinase II

Dipeptidyl Peptidase IV

Enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsure

Epidermal growth factor

ELK1, member of ETS oncogene family
Exchange protein directly activated by cAMP

Extracellular signal-regulated kinase land 2
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FAK
FCS
GAP
GDP
GEF
GIP
GLP-1
Grb2
GTP
IGF-1
IL-6
IRS1
IRS2
JNK
MAPK
MTOR
NFxB
NGF
PDGF
PDK-1
PDX-1
PI3K
PKA
PKB
PMSF
PPAR~y
PTB
Pyk2
Raf-1
Rapl

Focal adhesion kinase

Fetales Klber Serum
GTPase-activating-protein
Guanine-nucleotide diphosphate
Guanine-nucleotide-exchange-factor
Glucose-dependent insulinotropic polypeptide
Glucagon-like peptide-1

Growth factor receptor-bound protein 2
Guanine-nucleotide triphosphate
Insulin-like growth factor-1
Interleukin 6

Insulin receptor substrate 1

Insulin receptor substrate 2

C-Jun N-terminal kinase

Mitogen aktivierte Proteinkinasen
Mammalian target of rapamycin
Nuclear factor kappa B

Nerve growth factor

Platelet-derived growth factor
Phosphoinositol-dependent kinase-1
Pancreas duodenum homeobox-1
Phosphatidylinositol 3-Kinase

Protein Kinase A

Protein Kinase B
Phenylmethylsulfonylfluorid
Proliferator-activated receptor gamma
Phospho-tyrosine binding domaine

Proline rich/ Ca 2+-activated tyrosine kinase

V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolg 1

Ras-proximate-1
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Ras
SAPK
SDS
SH2
SH3

She
SOCS
Sos

Src
TBS-T
TNFalpha
UKPDS

Rat sarcoma

Stress-activated protein kinase
Sodium dodecyl sulfate

Src homology region 2

Src homology region 3
Src-homolgy /collagen
Suppressors of cytokine signaling
Son-of-sevenless

Sarcome verursachendes Onkoprotein
Tris-Buffered Saline Tween-20
Tumornekrosefaktor alpha

UK Prospective Diabetes Study
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B.2 Einheiten

cm Zentimeter

g Gramm

°C Grad Celsius
h Stunden

kDa Kilodalton

1 Liter

M Mol

mg Milligramm
min Minuten

ml Milliliter
mM Millimol

mV Millivolt

g Mikrogramm
pl Mikroliter
ng Nanogramm
nm Nanometer
nM Nanomol

pH pH-Wert

A Volt
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Zusammenfassung

Ein wichtiger Faktor in der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 ist die Dysfunk-
tion der pankreatischen beta-Zellen, die zum einen durch eine funktionelle Stérung
und zum anderen durch einen Verlust von Betazellmasse gekennzeichnet ist. Das In-
kretinhormon ,,glucagon-like peptide-1“[GLP-1] besitzt neben seinen blutzuckersen-
kenden Eigenschaften auch die Fihigkeit, durch wachstumsfaktorihnliche Wirkung
die pankreatische beta-Zellmasse zu expandieren. Dieser Effekt wird durch die Dosis-
und Glukose-abhéngige Stimulation der drei wichtigsten mitogenen Signaltransduk-
tionsmodule cAMP/PKA, PI3K/PKB und ERK1/2 MAPK iiber die Aktivierung
des G-Protein gekoppelten GLP-1 Rezeptors vermittelt. Eine Besonderheit endokri-
ner Zellen ist, dass der ERK1/2 MAPK-Komplex vor allem iiber die GTPase Rapl
und nicht durch den Prototyp der kleinen GTPasen Ras aktiviert wird.

Diese Promotionsarbeit untersucht die Regulationsmodalititen der GTPase
Rapl, die Verkniipfung der einzelnen Signaltransduktionsmodule und neue Elemente
in der GLP-1-regulierten Signaltransduktion in pankreatischen beta-Zellen. Hierzu
wurden INS 1E Zellen als beta-Zellmodell mit Glukose und GLP-1 stimuliert und
nach Durchfiihrung von Immunprézipitationen die Bindungspartner von Rapl er-
mittelt.

Es konnte gezeigt werden, dass der konstitutiv aktive RapGEF C3G Rapl
in Abhéngigkeit vom Phosphorylierungszustand des Adapterproteins Crk I akti-
viert. Crk II wird unter Glukose und GLP-1 Stimulation vermindert phosphoryliert
und ermoglicht vermutlich durch eine Konformationsdnderung die C3G-vermittelte
Uberfiihrung von Rapl in den GTP-gebundenen Zustand (,,on“). So findet sich eine
signifikant abgeschwichte Aktivierung des Transkriptionsfaktors Elk-1 in C3G CBR
transfizierten INS 1E Zellen, in denen die regulédre Proteinbindung zwischen C3G
und Crk II gestort ist.

Weitere Untersuchungen ergaben, dass die Signaltransduktionsmodule ERK1/2
MAPK und PI3K/PKB iiber Rapl und IRS2 in einem Komplex verbunden sind und
dass der PI3K/PKB Signaltransduktionsweg unter GLP-1 Stimulation verstérkt ak-
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tiviert wird. Dieser Effekt wird vermutlich durch die dargestellte gesteigerte Inter-
aktion von Rapl mit IRS2 gefordert.

Als neue Elemente in GLP-1 regulierter Signaltransduktion konnte Pyk2, eine
rezeptorunabhéngige Tyrosinkinase, und Shc, ein weiteres Adapterprotein, identifi-
ziert werden. Unsere Untersuchungen deuten darauf hin, dass Pyk2 iiber das Adap-
terprotein IRS2 Einfluss auf die PI3K /PKB Signaltransduktionskaskade nimmt. Den
Stellenwert, den Pyk2 bzw. Shc in dem ERK1/2 MAPK-Komplex einnehmen, bleibt
beim derzeitigen Kenntnisstand unklar, allerdings sind hier neue Ausgangspunkte
fiir weitere Untersuchungen von GLP-1 abhéngiger mitogener Signaltransduktion
geschaffen worden.

Die Erkenntnissse iiber die Bedeutung von Rapl und den Einflul von Adapter-
proteinen auf diese GTPase in den GLP-1 abhéngigen mitogenen Signaltransduk-
tionskaskaden, erméglicht die Entwicklung neuer Strategien zur in vitro / in vivo

Expansion von beta-Zellen als Therapieoption des Diabetes mellitus.
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Summary

One of the key factors in the pathogenesis of type II diabetes mellitus is the dys-
function of the pancreatic beta cell. This dysfunction is characterized by a disturbed
response to glucose and the loss of functional beta cell mass. The incretin hormo-
ne glucagon-like peptide-1 [GLP-1] not only lowers blood glucose levels by a direct
effect on insulin sensitive tissues, but also functions as a growth factor for beta
cells. GLP-1 leads to a dose- and glucose-dependent activation of the cAMP /PKA,
PI3K/PKB and ERK1/2 MAPK. These three central mitogenic signaltransduction
pathways are activated upon binding of GLP-1 to its G-protein coupled receptor. In
contrast to other tissues in endocrine cells the signal transduction is not initiated
by the prototype of small GTPases Ras but instead by Rapl.

The aim of this thesis was to examine the regulation and bindings partners of
the GTPase Rapl in beta cells stimulated with glucose and GLP-1. In addition
identifying proteins which mediate the crosstalk between certain signal transduction
cascades associated with Rapl was a second field of exploration. The rat beta cell
line INS 1E was employed as a model and the differential regulation of binding
partners of Rapl were identified by co-immunoprecepitation after stimulation with
glucose and GLP-1.

The constitutive active RapGEF C3G was found to activate Rapl depending
on the phosphorylation of the adaptorprotein Crk II. As Crk II phosphorylation
decreases upon stimulation with glucose and GLP-1 the ensuring conformational
change leads to the activation of Rapl by C3G. If the interaction of C3G and Crk
IT is blocked by introducing a dominant negative C3G CBR the activation of the
downstream transcription factor Elk-1 is significantly reduced.

The interaction of Rapl with IRS2 was shown to link the ERK1/2 MAPK path-
way with the PI3K/PKB pathway. This led to an activation of the PI3K/PKB
pathway after stimulation of the cells with glucose and GLP-1. The receptor inde-
pendent tyrosine kinase Pyk2 could be indentified as a new element in the GLP-1

initiated signaltransduction cascade. Pyk2 interacts not only with Rapl, but also
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with IRS2 and thereby maybe influencing the two central mitogenic signal trans-
duction pathways ERK1/2 MAPK and PI3K/PKB. The function of another newly
identified binding partner of Rapl - the adaptor protein Shc - is yet unclear. Ba-
sed on these findings further studies into the role of Pyk2 and Shc in the signal
transduction of GLP-1 are warranted.

The resuls of this thesis reveal new insights into the regulation and interactions
of the small GTPase Rapl in beta cells after GLP-1 stimulation. Understanding this
process into full detail will lead to new strategies for the in vitro / in vivo expansion

of beta cells for new therapeutic options in the treatment of diabetes mellitus.
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