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Abstract

Single A- and B-cells of the pancreas were differentiated for the first time by a
Single-Cell RT-PCR with insulin and glucagon specific primers. Furthermore by
electrophysiological and molecular methods, no T—type calcium channels could be
found in murine islet cells. However, two TTX-sensitive sodium channels were mea-
sured: an early inactivating and a residual one. In contrary to the current literature,
the early inactivating sodium channel could be detected in A- and B—cells, whereas
the residual sodium channel could be measured in the B—cells only. By molecular
methods the Nay 1.7 was found in both cell types and was identified by an A—cell
specific Nay 1.7-KO mouse as the molecular basis of the early inactivating sodium

channel.

Zusammenfassung

Mittels einer Single-Cell RT-PCR mit insulin- und glukagonspezifischen Primern,
konnten erstmals A- und B—Zellen des Pankreas eindeutig voneinander unterschie-
den werden. Des Weiteren konnten, mit elektrophysiologischen und molekularbiolo-
gischen Methoden, keine T-Typ Kalziumkanéle in den murinen Inselzellen gefunden
werden. Zwei TTX-sensitive Natriumkanéle wurden stattdessen gemessen, ein Friih-
und ein Spatinaktivierender. Im Gegensatz zur Literatur wurde der frithinaktivie-
rende Natriumkanal in A- und B—Zellen detektiert, wihrend der Spéatinaktivierende
nur in den B-Zellen gemessen werden konnte. Mit molekularbiologischen Methoden
konnte der Nay 1.7 in beiden Zellen und durch eine A-zellspezifische Nay 1.7-KO-
Maus als molekulare Grundlage des frithinaktivierenden Natriumkanals identifiziert

werden.



1. EINLEITUNG

Glukose ist ein Haupt—Energielieferant aller Organe. Die Blutzucker-Konzentration
eines gesunden Menschen liegt bei ca. 5mM und wird iiber das Gleichgewicht von
Glukoseauf- und Abnahme aus dem Blut und ins Blut reguliert. Fiir diese Regulie-
rung werden die beiden Hormone Insulin und Glukagon benétigt. Ein Defekt in der
Hormon—Sekretion fithrt zu gefdhrlichen metabolischen Stérungen bis hin zu Dia-
betes mellitus (28). Anderungen im menschlichen Verhalten und Lebensstil haben
auferdem iiber das letzte Jahrhundert einen drastischen Anstieg von Diabetes mel-
litus weltweit ergeben. Vor allem der Typ-2-Diabetes wird vermehrt beschrieben
(77). Die moglichen Ursachen werden in der genetischen Vererbung, in Umwelt- und
Verhaltensfaktoren, wie sesshafter Lebensstil, iiberméfiiger Nahrungskonsum und

Fettleibigkeit, gesehen.

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus beschreibt den Zustand bei dem eine chronische Erhohung der
Blutzuckerkonzentration vorliegt, weshalb es auch als Zuckerkrankheit bezeichnet
wird. Es handelt sich hierbei um eine Stoffwechselkrankheit, die auf einen absolu-
ten oder relativen Insulinmangel zuriickzufithren ist, bzw. Insulin wird gar nicht
oder nur in unzureichenden Mengen vom Pankreas produziert. Man unterscheidet
hauptséchlich 2 Formen des Diabetes mellitus, Typ-1 und Typ-2 (71).

Typ-1: wird als insulin-abhéngiger Diabetes bezeichnet. Diese Krankheitsform wird
durch eine autoimmune Zerstorung der insulin—freisetzenden B-Zellen der Lan-
gerhans Inseln des Pankreas verursacht. Diese Form tritt bereits in der Kindheit
und/ oder frithen Erwachsenenalter auf. In Europa wird bei 20 %, der an Diabetes
erkrankten Personen, dieser Typ diagnostiziert.

Typ—2: wird als nicht—insulin-abhéngiger Diabetes bezeichnet. Es beginnt im mittle-

ren oder im spéaten Alter, weshalb es auch Altersdiabetes genannt wird. Dies ist der
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am meisten verbreitete Typ. Ca. 80 % aller an Diabetes erkrankten Européer leiden
an dieser Form. Es wird durch eine relativ verringerte Insulinsekretion, die auf eine
Insulinresistenz beruht, verursacht. In der Folge lédsst die Insulinproduktion kom-
plett nach. Der Typ—2-Diabetes wird zudem im Zusammenhang mit Fettleibigkeit
und Metabolischen Syndrom gebracht (71). Alle Arten des Diabetes mellitus fithren
zu einer Hyperglykdmie, die auf Dauer und unbehandelt alle Geféfle des Korpers
schiadigen kann. Die am héufigsten auftretenden Spétfolgen sind Erkrankungen der
grofien und kleinen arteriellen Blutgefie (Makro- bzw. Mikroangiopathie), Schadi-
gung der Netzhaut (diabetische Retinopathie) und der Nieren (diabetische Nephro-
pathie) (53).

1.2 Das Pankreas

Das wichtigste Organ fiir die Blutzucker—Regulierung im Korper ist das Pankreas
oder auch Bauchspeicheldriise genannt. Es handelt sich hierbei um ein quer im Ober-
bauch liegendes Driisenorgan, welches fiir die Produktion von Verdauungsenzymen
und Hormonen verantwortlich ist. Beim Menschen ist das Pankreas ca. 14-18 cm

lang, 65—75 g schwer und als keilférmiges Organ im Retroperitonealraum angelagert.

gemeiniamer Gallengang 4 krines )
M exokrines
Gewebe

Gewebe

] pankreatischer
Gang

Darm

=
Caput

Fig. 1.1: Schematische Darstellung des Pankreas. Der endokrine Anteil des Pankreas macht
1% des gesamten Pankreas aus und ist in kleinen Zellklustern, sogenannte Lan-

gerhans Inseln, organisiert. (aus: 45)

Es wird in die drei Regionen, Kopf (Caput), Kérper (Corpus) und Schwanz (Cau-
da) unterteilt (Abb. 1.1). Das Pankreas spielt eine wichtige Rolle fiir den Stoffwechsel

und besitzt exo— und endokrine Funktionen. Der endokrine Driisenanteil ist fiir die
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Sekretion der beiden Hormone Insulin und Glukagon verantwortlich. Diese werden in
den Zellen der Langerhans Inseln, als Antwort auf die jeweilige Blutzuckerkonzentra-
tion, produziert. Die Langerhans “schen Inseln sind iiber das gesamte, hauptséchlich
aber iiber den Koérper und den Schwanz des Pankreas, verteilt. Insgesamt befinden
sich circa 1 Million Inseln in einem gesunden menschlichen Pankreas (71). Eine In-
sel besteht aus 500 bis 2000 Zellen. Es werden vier funktionell verschiedene Arten
von Zellen in den Inseln unterschieden, die unterschiedliche zellspezifische Hormone
bilden (Abb. 1.2):

Fig. 1.2: Schematische Darstellung einer murinen Langerhans’schen Insel. In der Peri-
pherie einer Insel sind die A- und D—Zellen lokalisiert, wihrend den grofiten Anteil

die B—Zellen im Herzen einer Insel ausmachen. (aus: 71)

o A-Zellen: ca. 15 % aller Zellen in einer Insel sind A-Zellen. Sie bilden das Hor-
mon Glukagon, welches als Gegenspieler des Insulins fungiert und bei niedri-
gem Blutzucker den Glykogenabbau sowie die Glukoseneubildung (Glukoneo-

genese) fordert.

e B—Zellen: den grofiten Anteil einer Insel bilden die B—Zellen (ca. 80 %). Sie

bilden und sezernieren das blutglukosespiegelsenkende Insulin.

e D-Zellen: nur 2-5% einer Insel machen die D—Zellen aus. Sie bilden Somato-
statin, was eine wichtige parakrine Rolle bei der Hemmung der Ausschiittung

von Glukagon und Insulin aus A- und B-Zellen besitzt.

e PP—Zellen (Pankreatisches Polypeptid): Sie bilden ein Polypeptid, dessen phy-
siologische Funktion bislang noch nicht bekannt ist (68).
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Zahlreiche andere Hormone, insbesondere die Stresshormone Adrenalin und Kor-

tisol, haben ebenfalls Einfluss auf den Blutzuckerspiegel (29).

1.3 Insulin—Freisetzung

Insulin wird als Antwort auf einen hohen Blutzuckerspiegel von den B—Zellen des
Pankreas sezerniert. Die Insulinsekretion ist schematisch in der Abbildung 1.3 dar-

gestellt.

Glucose T

Insulin

Fig. 1.3: Modell der Insulinfreisetzung in einer B—Zelle. Der K pp—Kanal besteht
aus einem Kir6.2 Kaliumkanal und einem Sulfonylharnstoff-Rezeptor (SUR1).
GLUT 2: Glukosetransporter—2; Cay 2.3, Cay1.2: spannungsabhéingige Kalzium-
kanile. Erlduterung siehe Text (nach 63).

Glukose wird iiber den Glukosetransporter GLUT 2 in die B-Zelle aufgenom-
men. Dort wird sie-von der Glukokinase phosphoryliert—in den Mitochondrien zu
ATP verstoffwechselt. Somit fithrt der Glukose-Metabolismus zu einer Erhchung
des ATP / ADP-Verhiltnisses in der B-Zelle. Ein Anstieg des ATP / ADP—Verhélt-
nisses hemmt die K 4rp—Kanéle (20; 62). Der K rp—Kanal besteht aus einem Kom-
plex aus einer Sulfonylharnstoffrezeptor—Untereinheit (SUR1) und dem Kaliumkanal
Kir6.2. Durch die Hemmung des Kanals depolarisiert die Zellmembran und span-
nungsabhingige L-Typ Kalziumkaniile (Ca®*TKanal) 6ffnen sich, so dass Kalzium
in die Zelle einstromt (5). Die Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentrati-

on ([Ca®t];) fiihrt zur Auslésung von Aktionspotentialen und zur Fusionierung von
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insulinenthaltenden Granula mit der Zellmembran, wodurch diese iiber Exozyto-
se ausgeschiittet werden (6; 61; 22). Die Repolarisation der Membran wird direkt
durch Ca®* aktivierte K*-Kanile (SK-Kanile) und indirekt iiber K 7p—Kanile
verursacht. Aufgrund einer erhdhten C'a®"—ATPase-Aktivitéit sinkt das ATP / ADP-
Verhiltnis, wodurch K arp—Kanéle aktiviert werden (35; 75; 35; 47). Neben Gluko-
se stimulieren Sulfonylharnstoffe, wie beispielsweise Glibenclamid und Tolbutamid
die Insulinausschiittung durch direkte Hemmung der K 47p—Kanile iiber eine Inter-
aktion mit der SUR 1-Untereinheit des K rp—Kanals (53). Die Insulinsekretion
verlduft biphasisch (siche Abb. 1.4).

11 mM Glukose

_
wn
2l

- 1.
Phase

(=]
(=

2.
Phase

w
(=)
I

Insulin-Sekretion
(pg/ min*Insel)

0~— [ I

0 15
Zeit (min)

Fig. 1.4: Die Insulin—Sekretion erfolgt biphasisch. Die Glucose-Konzentration wurde auf
11 mM erhoht. (nach 63)

In der ersten Phase wird eine schnelle und effiziente Ausschiittung von Insu-
lin iiber spannungsabhingige Kalziumkanile des L-Typs getriggert (47). Etwa 50
Insulingranula von ca. 10 000 werden pro B—Zelle wéhrend dieser Phase ausgeschiit-
tet (8). Die restlichen Vesikel werden in der langsamen transienten 2. Phase aus-
geschiittet, die von Nicht-L-Typ Kalziumkanélen gesteuert wird. Durch ein geeig-
netes Knockout—Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der L-Typ Kalziumkanal
Cay1.2 fiir die 1. Phase verantwortlich ist (66). Die 2. Phase wird durch den Nicht—
L-Typ Kalziumkanal Cay 2.3 geregelt (34).
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1.4 Glukagon—Sekretion

Glukagon ist der Gegenspieler von Insulin und wird von den A—Zellen des Pankre-
as bei niedrigem Blutzuckerspiegel segregiert. Die Sekretion wird durch Néahrstoffe,
zirkulierende Hormone und Neurotransmitter reguliert (55). Die Glukagonsekretion
erfolgt ebenfalls C'a?t—abhiingig und ist wesentlich schneller als die Insulinsekretion
(7). Welche Ionenkanile involviert sind und in welcher Form sie wirken ist immer
noch unklar. In den A—Zellen der Maus konnten bereits T-Type Kalzium-, Natrium-
und spannungsgesteuerte Kaliumkanéle nachgewiesen werden (27). Es wurde spe-
kuliert, dass nur wenige K rp—Kanile in A—Zellen exprimiert werden. Durch die
resultierende partielle Depolarisation der Zellen bei niedriger Plasmaglukose werden
spannungsabhingige Natriumkanéile aktiviert, die die nachfolgende elektrische Akti-
vitdt mit Anstieg der [C'a®T]; und Hormonfreisetzung auslésen (27; 15; 49). Weitere
Depolarisation inaktiviert die an der Glukagonsekretion beteiligten Natrium- und
Kaliumkanéle und hemmt so die weitere Glukagonfreisetzung. Dieses Konzept steht
in Widerspruch zu Ergebnissen an K 47p—defizienten Méusen, bei denen die Hem-
mung der Glukagonsekretion durch erhohte Glukosekonzentrationen unverédndert
war (48). Andere beschreiben eine Beteiligung von T-Typ Kalziumkanélen, die
bei niedrigen Plasmaglukosewerten aktiviert werden und das Membranpotential bis
zur Aktivierung von HVA (high voltage activated) Kalziumkanélen depolarisieren

(27; 35).
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1.5 Spannungsabhéingige Kalziumkanéle

Spannungsabhéngige Kalziumkanéle dienen der Signaltransduktion, spielen fiir die
Regulation der intrazelluliren C'a*"—Konzentration eine wesentliche Rolle und tra-
gen somit zur Signalverarbeitung in zahlreichen Zellen bei. Zu den Ca®**—abhiingigen
Prozessen zéhlen unter anderem die Kontraktion des Herzens und der glatten Mus-
kulatur, die elektromechanische Kopplung im Skelettmuskel und die Synthese und
Sekretion von Neurotransmittern und Hormonen (33). Die Offnung der Kalzium-
kanéle wird durch das Membranpotential gesteuert. Sie werden durch Hormone,
Proteinkinasen, Phosphatasen, Toxine und Medikamente moduliert. Aufgrund elek-
trophysiologischer Messungen lassen sich L-, N-, P-, Q-, R- und T-Typ Kalzium-

kanéle unterscheiden (39).

1.5.1 Aufbau spannungsabhéangiger Kalziumkanéle

Spannungsgesteuerte Kalziumkanéle sind heterooligomere Komplexe, die aus bis zu
vier Untereinheiten bestehen. Die wichtigste und gréfite ist die porenbildende und
ionenleitende a;—Untereinheit, welche den Spannungssensor, den Selektivitéatsfilter
und die Bindungsstellen fiir die Kanalblocker beinhaltet. Dariiber hinaus gibt es
eine Reihe von Hilfsuntereinheiten, die 3, as—0 und ~—Untereinheiten, welche un-
ter anderem die Kinetik des Kalzium—Stroms beeinflussen (33). Die a;—Untereinheit
wird aus vier homologen Doménen (I-1V) gebildet, die sich wiederum aus je sechs
transmembranen Segmenten zusammensetzen.

Es wurden bis jetzt zehn verschiedene a;—Untereinheiten kloniert. Der gebréduchli-
chen Nomenklatur entsprechend werden diese Kanéle als C'ay1.1-Cay 3.3 bezeich-
net. Der Index ,,v* steht fiir ,,voltage—activated“ (engl. spannungsaktiviert), die er-
ste Ziffer kennzeichnet die Genfamilie und die zweite Ziffer steht fiir ein bekann-
tes Gen. Die C'ay—Kanile kénnen geméfl ihrer pharmakologischen und elektrophy-
siologischen Eigenschaften in sogenannte hochspannungsaktivierte (high—voltage—
activated, HVA) und niederspannungsaktivierte (low—voltage-activated, LVA) oder
T-Typ (transient) (Cay3) Kalziumkanile unterteilt werden (33). HVA-Kanéle las-
sen sich weiterhin in L-Typ (long-lasting) (Cay 1) sowie Non—L-Typ—Kalziumkandle
(Cay2) unterteilen (Abb. 1.5).
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Fig. 1.5: Genetische Vielfalt der a;—Untereinheit (nach 19) Die in dieser Arbeit analysier-

ten Kalziumkanéle sind durch einen roten Rahmen gekennzeichnet.

1.5.2 T-Typ Kalziumkanéle

T-Typ Kalziumkanéle werden durch das zum Auslésen von makroskopischen Ein-
wéartsstromen bendétigte Schwellen-Membranpotential von -60mV charakterisiert.
Sie 6ffnen und inaktivieren sehr schnell (T fiir transient), deaktivieren aber um das
10 bis 100 fache langsamer als HVA-Kalziumkanéle. Sie haben eine geringe Leitfahig-
keit (T auch fiir tiny) (40).

I II 111 v
45 P6 12345 P6 12345 P6 12345 P6

Fig. 1.6: a;—Untereinheit des T-Typ Kalziumkanals mit den Doménen I-IV und den Seg-
menten 1-6, P: Poren und Selektivitétsfilter; E: Glutamat; D: Aspartat (nach
40)

Man kennt drei Subtypen Cay3.1-Cay3.3 (G, H und I). In der Abbildung
1.6 ist schematisch die a;—Untereinheit der T-Typ Kalziumkanile dargestellt. Sie
wurden im Herzen, Gehirn, Nebenniere und Riickenmark gefunden. Durch Northern—
Analyse konnten C'ay 3.1 hauptséchlich im Gehirn und in geringen Mengen im Her-

zen, Cay3.2 hauptsédchlich im Herzen, Niere und Leber und Cay 3.3 im Gehirn,
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nachgewiesen werden (21). Ihre Funktion ist vielseitig diskutiert. Es wird vermutet,
dass sie eine Rolle bei der Muskelerregbarkeit, neuronaler Oszillation und Sekreti-
on haben, sowie als Schrittmacher fungieren kénnen (72). Im Herzen wird vermu-
tet, dass sie das Aktionspotential im Sinusknoten erzeugen, eine Depolarisation der
Zellmembran hervorrufen und die Erregungsfortleitung im Atrioventrikularknoten
weiterleiten konnen. In einer Studie wurde bereits gezeigt, dass der Kalziumein-
strom durch T-Typ Kalziumkanéle im embryonalen Herzen eine wichtige Aufgabe
fiir die Ca*"—Ausschiittung iibernimmt (37). Die Funktion der T-Typ Kalzium-
kanéile in den Inselzellen der Maus ist noch unklar. Es wurde vermutet, dass sie als
Schliisselaktivatoren die Zellmembran so depolarisieren, dass HVA Kalziumkanéle
aktiviert werden konnen (27). Die Expression von T-Typ Kalziumkanilen in pan-
kreatischen Inselzellen ist speziesabhéngig, so werden sie bei Nagetieren nur selten
bis gar nicht exprimiert, wiahrend sie beim Menschen eindeutig detektiert werden
konnten (54; 73).

1.6 Spannungsabhingige Natriumkanéle

Spannungsabhéngige Natriumkanéle sind fiir die Ausloésung und Fortpflanzung von
Aktionspotentialen in Nerven, Muskeln und neuroendokrine Zellen verantwortlich. In
geringen Mengen werden sie in den nicht—erregbaren Zellen exprimiert, ihre physio-
logische Funktion ist allerdings in diesen Zellen noch unklar (18). Der Natriumkanal
in einer Saugetierzelle besteht aus der a—Untereinheit, welche fiir das funktionelle
Kanalprotein kodiert (ca. 260kDa) und einer oder mehreren -Hilfsuntereinheiten
(52) (Abb. 1.7).
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Fig. 1.7: Schematische Darstellung der a— und 8 (81 und (2)-Untereinheiten des Na-
triumkanals am Beispiel des Nay1.2. Die extrazelluliren Doménen der [G—
Untereinheiten sind als immunoglobulin—#hnliche Faltungen, die mit den Schlei-
fen der a—Untereinheit interagieren, dargestellt. Die romischen Zahlen bedeuten
die vier homologen Doménen -1V, die Segmente 5 und 6 und die dazwischenlie-
gende Schleife (griin) bilden die Pore aus. S4 Helices (gelb) bilden den Spannungs-
sensor (+) und die Bindungsstelle fiir TTX (Tetrodotoxin). Die blauen Kreise in
den intrazelluldaren Schleifen der Doménen III und IV zeigen die Inaktivierungs-
stelle (IFM Motiv: Isoleuzin, Phenylalanin, Methionin) und Rezeptor (h); P =
Phosphorylierungsstellen (rote Kreise = Protein Kinase A, PKA-Bindestellen;
rote Rauten = Protein Kinase C, PKC-Bindestellen); 1) = eventuelle N—gelinkte
Glykosylierungsstelle. Kreise auf den Schleifen = Ionen—Selektivitatsfilter (Ami-

nosduren) (nach 74).

Zur Zeit sind zehn verschiedene Gene (Nay1.1-Nay 1.9, Nax) von spannungs-

aktivierten Natriumkanilen bekannt, davon sechs TTX-sensitive (24) (Abb.1.8).
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Fig. 1.8: Genetische Vielfalt der spannungsabhéngigen Natriumkanéile. Die TTX-

sensitiven Natriumkanile sind gelb untermalt (nach 24).

Nay1l.1, Nay1.2, Nay1.3 und Nay1.7 sind zusammen auf Chromosom 2 des
Menschen und der Maus lokalisiert und zeigen eine Vielzahl gemeinsamer Eigen-
schaften. Sie werden im Zentralen Nerven System (ZNS) gefunden und durch na-
nomolare TTX-Konzentrationen geblockt. Nay1.1, Nay1.2 und Nay1.3 werden
hauptséchlich im ZNS exprimiert, wahrend Nay 1.7 im Periphéren Nerven System
(PNS) im Zusammenhang mit der Schmerzwahrnehmung beobachtet wurde (50).
Nay1.4 und Nay 1.6 werden ebenfalls durch nanomolare TTX-Konzentrationen ge-
blockt (18). Nay 1.6 wird am meisten von allen Kanélen im ZNS exprimiert, wéhrend
Nay 1.4 hauptsichlich im Skelettmuskel gefunden wurde (23).

Die mRNA des Natriumkanals Nayz konnte in Maus, Mensch und Ratte identifi-
ziert werden, aber dessen Funktion und Expression ist noch unklar.

Bisher wurden zwei verschiedene TTX-sensitive Natriumstrome in den Inselzellen
gefunden. Ein frithinaktivierender Natriumstrom, der nur bei einem hyperpolarisier-
ten Haltepotential von V}, = -120mV aktiv ist und ein Natriumstrom, der auch bei
einem physiologischen Haltepotential von V;, = -80mV noch aktiviert war (27; 9).
Wie wichtig sie jedoch fiir die Sekretion der beiden Hormone Insulin und Glukagon
sind, ist bis jetzt noch nicht gekldrt worden (56). Auflerdem ist die molekularbiolo-

gische Grundlage dieser Stréme noch unbekannt.
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1.7 Ziel dieser Arbeit

Bisher konnten verschiedene Ionenkanile in den Inselzellen des Pankreas charakte-
risiert werden (27). Es war aber nicht immer eindeutig, ob es sich bei den analy-
sierten Zellen um A- oder B—Zellen handelt. Das Ziel dieser Arbeit war in erster
Linie die Etablierung einer funktionierenden und zuverlissigen Nachweismethode,
mit der man eindeutig A- und B—Zellen voneinander unterscheiden kann und somit
die Ergebnisse einem Zelltyp zuordnen kann.

Der Mechanismus der Insulinsekretion aus den B—Zellen des Pankreas ist gut unter-
sucht. Bei hohem Blutzuckerspiegel wird vermehrt Insulin aus den B-Zellen segre-
giert. Es ist auch bekannt, dass die Erhthung der [Ca®T];, sowie die spannungs-
abhéngigen Kalziumkanile Cay1.2 (1. Phase (66)) und Cay2.3 (2. Phase (34))
mafgeblich an der Insulinfreisetzung beteiligt sind. Glukagon ist der funktionelle
Antagonist von Insulin und wird bei niederigem Blutzuckerspiegel vermehrt aus den
A-Zellen des Pankreas ausgeschiittet (55). Auch hier ist die [Ca®"]; entscheidend
fiir die Freisetzung des Hormons (7). Es wird vermutet, dass Natrium- oder T-Typ
Kalziumkanéle an dem Mechanismus der Glukagonfreisetzung beteiligt sind. Da-
her wurden T-Typ Kalziumkanile und Natriumkanéle in Kontroll- und Knockout—
Inselzellen der Maus mit elektrophysiologischen, pharmakologischen und molekular-
biologischen Methoden untersucht. Mit einer A-Zellspezifischen Nay1.7~/~~Knock-
out—Maus sollte die molekulare Grundlage der Natriumstréome in A- und B—Zellen

geklart werden.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Isolierung und Kultivierung der Inselzellen

2.1.1 Verwendete Chemikalien

In den folgenden Tabellen 2.1 und 2.2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Sub-

stanzen fiir die Isolierung und Kultivierung der Inselzellen aufgefiihrt.

Substanz  Referenz Volumen

HBSS Sigma—Aldrich Chemie, Miinchen, D 9,7¢g
NaHCOs Roth, Karlsruhe, D 0,35¢g
H,0O - 11

Tab. 2.1: Zusammensetzung des HANKs—Puffers

Substanz Referenz

Kollagenase aus C. histolyticum (1U/mg) Serva Elektrophoresis, Heidelberg, D

RPMI Medium 1640 mit L-Glut Gibco BRL, Karlsruhe, D
Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom AG, Berlin, D
Penicillin / Streptomycin Biochrom AG, Berlin, D

Tab. 2.2: Chemikalien fiir die Zellkultur

2.1.2 Préaparation der Langerhans ‘schen Inseln

Vor der Préparation wurden 4,7ml HANKS—Puffer mit 100 ul Kollagenaselosung
(0,32mg in 1 ml entionisierten HyO gelost, Endkonznetration 8 U/ ul) versetzt und
auf Eis gestellt. Die Maus wurde durch zervikale Dislokation getotet und auf einer
Styroporplattform mit Injektionsnadeln befestigt. Anschlieend wurde die Bauch-

decke bis zum Brustkorb aufgeschnitten und der Gallengang durch Beiseiteschieben
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des Magen—Darmtrakts freigelegt. Mit chirurgischen Klemmen, sogenannten bull-
dog—Klemmen, wurde die Miindung des Gallengangs in den Darm abgeklemmt (siehe
Abbildung 2.1). So konnten mit Hilfe einer Insulinspritze ca. 2 ml Kollagenaselosung

iiber den Gallengang in das Pankreas injiziert werden.

rechter
Ductus hepaticus

Gallenblas !

hier !

/‘\ linker Ductus hepaticus
gemeinsamer Ductus hepaticus

Gallenblasengang Pankreas
gemeinsamer Gallengang

Pfortner

/:,

Ductus pancreaticus

zusitzlicher Ausfuhrgang
der Bauchspeicheldriise

Papille %
Duodenum 4

W -
—

Darmfalten

Fig. 2.1: Schematische Darstellung des Pankreas. Der Pfeil deutet auf die Abklemmstelle
hin. (Quelle: 3)

Anschliefend wurde das Pankreas in ein 15ml Falkonrohrchen {iberfithrt und
15 Minuten bei 37°C' im Wasserbad inkubiert. Das Gewebe wird durch Kollagen-
fasern zusammengehalten, die durch die Kollagenase abgebaut werden, so dass die
Langerhans—Inseln isoliert werden konnen. Eine Schidigung der Inseln durch die
Kollagenase wurde durch kurze Inkubationszeit und anschlieSender Neutralisierung
mit 10ml 1 x HBSS (Hank's balanced salt solution)-Puffer verhindert. Dieser Puffer
sorgt dafiir, dass der natiirliche pH-Wert und das osmotische Gleichgewicht, sowie
die Versorgung der Zellen mit Wasser und essentiellen, anorganischen lonen wéhrend
der Isolierung gewdhrleistet wird und erméoglicht somit ein Uberleben dieser.
Durch kréftiges Schiitteln, wurde das verdaute Pankreasgewebe vollsténdig zersetzt
und einzelne Inseln freigesetzt. Anschliefend wurde der Inhalt des Falkonrchrchens
auf zwei weitere zu je bml aufgeteilt und wieder mit 1 x HBSS-Puffer auf 10ml
aufgefiillt. Diese Rohrchen stellte man kurze Zeit auf Eis, bis sich alles am Bo-

den abgesetzt hatte. Mit einer 10ml Stripette wurde der Uberstand abgenommen
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und verworfen. Das Insel-Pellet wurde nochmals mit 1 x HBSS-Puffer gewaschen
und anschliefend wurden die einzelnen Inseln sukzessiv in einer 3 ml Petrischale
unter stereoskopischer Kontrolle mit einer 200 ul Pipette gepickt und in eine mit
1 x HBSS-Puffer gefiillten Petrischale iiberfiithrt. Die folgenden Schritte erfolgten
unter der Sterilbank, um diverse Verunreinigungen durch Bakterien und Pilze zu

vermeiden.

2.1.3 Kultivierung der Inselzellen

In eine 24-Loch—Platte wurden Plastik-Deckplidttchen (NUNC, Brand Products,
Rochester, USA) gelegt und mit 500 l RPMI 1640-Medium iiberschichtet. Das Me-
dium wurde zuvor mit 10 % FCS (Fetal Calf Serum) (dies bendtigen die Zellen fiir
ein besseres und schnelleres Wachstum) und 1% einer Antibiotika—Losung, beste-
hend aus gleichen Anteilen von Penicillin und Streptomycin, (zur Vermeidung von
Kontamination) versetzt. Jeweils 15-20 Inseln wurden pro Loch in die Platte pipet-
tiert und {iber Nacht bei 37°C und 5% CO, Atmosphére inkubiert. Um einzelne
Zellen aus den Inseln zu gewinnen, wurden diese mit einer 1000 u/ Pipette mehrmals
auf und ab pipettiert. Durch die vier wichtigen Bestandteile (Aminosduren, Kohlen-
hydrate, anorganische Salze und Vitamine) des RPMI-1640 Mediums, wurden die
Zellen wihrend der Kultivierung mit den nétigen Néhrstoffen, um den Stoffwech-
sel aufrecht zu erhalten, versorgt und konnten somit bis zu 3 Tage im Brutschrank

aufbewahrt werden.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 mRNA-Isolierung mittels Dynabeads

Bei der Isolierung von RNA gewinnt man neben der fiir die Weiterverwendung es-
sentiellen messenger RNA (mRNA) auch ribosomale RNA (rRNA) und Transfer—
RNA (tRNA). Zum Nachweis von in den Zellen vorkommenden Proteinen wird
ausschlieilich mRNA bendtigt, deren prozentualer Anteil gerade nur 5% der ge-
samten RNA ausmacht. Um ausreichend mRNA aus geringen Gewebemengen zu
gewinnen, wurde das Dynabeads mRNA Purification Kit (Dynal Biotech, Hamburg,
Deutschland) verwendet. Mit dieser Methode wird ausschlieflich mRNA gewonnen.
Durch selektive Bindung der polyA—-Sequenz an OligodT beschichtete, magnetische
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Partikel (engl. beads), kann die mRNA in einem Magnetfeld durch entsprechen-
de Puffer aufgereinigt werden. Diese kann dann schlieBlich durch HyOpgpe (mit
0,1% Diethylpyrocarbonat behandeltes H,0) und Hitze wieder von den Dynabeads
eluiert und isoliert werden (36). Da Inselzellen nur einen geringen Anteil an Gewebe
haben und somit wenig mRNA liefern, wurde diese Methode zur Isolierung dieser

angewandt. Folgende Chemikalien wurden zur Herstellung der Puffer benétigt.

o Tris— HCL ........ ... .. .. Merck, Darmstadt, Deutschland
e Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) ....... Roth, Karlsruhe, Deutschland
o LiCl ..o Merck, Darmstadt, Deutschland
e Guanidin-Thio-Cyanat (GTC) ............... Roth, Karlsruhe, Deutschland
e Dithiotreitol (DTT) .......ccoiiiiiiii... Roth, Karlsruhe, Deutschland
e N-Lauryl-Sarcosinat ........... Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
o Eisessig ... Roth, Karlsruhe, Deutschland
o Na-Acetat (NaAc) ..., Roth, Karlsruhe, Deutschland
e (—Mercaptoethanol ........................ Merck, Darmstadt, Deutschland

Es wurden folgende Puffer hergestellt:

e 1x Binde-Puffer (50ml)

Substanz Tris— HCl EDTA  LiCl
Volumen 5ml 2ml 0,848 ¢g
Konzentration 1M 0,5M -

Tab. 2.3: Binde—Puffer
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e 1x Wasch—Puffer (50ml)

Substanz Tris— HCl EDTA  LiCl
Volumen 100 pul 100l 0,318¢
Konzentrtaion 1M 0,5M -

Tab. 2.4: Wasch—Puffer

e 4M GTC-Losung (50ml)

Substanz NaAc GTC  DTT N-Lauryl-Sarcosinat

Volumen 330l 23,659 Sul 0,25¢g

Konzentration 3M 4M 1M -

Tab. 2.5: GTC-Losung

Zur Herstellung der Losungen wurde HoOpgpe verwendet.

Durchfithrung:

Inselzellen wurden in fliissigem Stickstoff (N3) schockgefroren und danach mit
einer 900 ul GTC—p-Mercaptoethanol-Losung {iberschichtet (1 ml 4 M GTC; 6,5 ul
fB—Mercaptoethanol), homogenisiert und mit einer 2ml Spritze zusétzlich geschert.
Anschliefend wurden 800 il Binde—Puffer dazupipettiert, gevortext, bei 14 000 rpm
fiir 5 Minuten bei 4°C' zentrifugiert und auf die Dynabeads pipettiert. Nachdem
sich alles gut gelost hatte, wurde das EppendorfgefaB 5Minuten im Uber-Kopf-
Schiittler inkubiert und anschliefend 2min in das Magnetfeld gestellt. Die magne-
tischen Dynabeads blieben am Rand des Gefifies kleben, wodurch der Uberstand
ohne Probleme entnommen werden konnte. Anschlieend wurden die Dynabeads 3x
mit Wasch—Puffer gewaschen und in 10 ul HyOpgpc 5 min bei 65 °C' inkubiert. Dies
ist erforderlich, um die RNA von den Dynabeads zu 16sen. Danach wurde der Uber-
stand wieder entnommen und die Dynabeads fiir eine weitere Isolierung aufgereinigt.
Anschlieflend erfolgte nach erfolgreicher Isolierung eine photometrische Konzentra-
tionsbestimmung der RNA mit einem UV-Spektrometer. Hierfiir wurde die Extink-

tion der verdiinnten RNA-Losung bei einer Wellenlédnge von A = 260 nm und 280 nm
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bestimmt. Der Quotient aus ODagy / O Dagg erlaubt in Abhéngigkeit vom pH-Wert
der Verdiinnungslosung eine Aussage iiber den Reinheitsgrad der RNA bzw. DNA.
Hochreine RNA bzw. DNA hat bei einem pH-Wert von 7,5 einen O Daygo / O Dagg—
Quotienten von 1,8 bis 2,1. Die in dieser Arbeit bestimmten Quotienten der RNA—
und DNA-Losungen betrugen zwischen 1,9 und 2,0. Eine O Dygy—Einheit entspricht
einer Konzentration von 40 ug RNA /ml bzw. 50 ug DNA / ml. Die Berechnung der
RNA-Konzentration erfolgte mit folgender Formel:

¢ = ODaqg - 40 - Verd.[ug/ml] (2.1)

c¢-Konzentration; OD-optische Dichte; 40 = RNA-Konstante

2.2.2 RNA-Isolierung mittels TRIZOL-Reagenz

Um ausreichend mRNA aus groflen Gewebe-Mengen zu gewinnen wurde Gesamt—
RNA mittels TRIZOL—-Reagenz isoliert. Das Trizol (Gibco BRL, Karlsruhe, D) dient
hierbei zum Schutz der empfindlichen RNA vor endogenen und exogenen RNasen.
Die Ausbeute an Gesamt—RNA betrigt pro 1 mg Gewebe 0,5 bis 1 ug. Diese Me-
thode wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Isolierung von Gesamt—-RNA aus dem

Gehirn, Herz und der Beinmuskulatur der Maus verwendet.

Durchfiithrung;:

Das Gewebe wurde in fliissigem N, schockgefroren, zerméorsert und in Trizol
(750 pl pro 100 mg Gewebe) homogenisiert. Pro 750 ul Trizol-Reagenz wurden 200 !
Chloroform dazugegeben und gut vermischt. Nach 7 miniitiger Inkubation bei Raum-
temperatur wurde das Gemisch 15 Minuten bei 4°C' zentrifugiert (14000 rpm). Es
entstanden 2 Phasen: die wéssrige Phase (obere) und eine Chloroform-Phase (unte-
re). In der wassrigen Phase ist die RNA enthalten. Dieser Vorgang dient dazu, die
RNA von im Gewebe enthaltener DNA zu trennen.

Die wéssrige Phase wurde vorsichtig entnommen, mit 500 ul Isopropanol versetzt
und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde wieder bei 4 °C' und
14000 rpm 10 Minuten zentrifugiert. Mit diesem Schritt wurde die RNA aus der
wassrigen Phase gefallt. Die fliissige Phase wurde darauthin entfernt, das Pellet mit

1ml Ethanol iiberschichtet und 5min bei 4°C' und 9500 rpm zentrifugiert. Danach
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wurde die RNA nach Entnahme des Ethanols bei 37 °C' luftgetrocknet und anschlie-
Bend in einem Volumen von 2040 ul HsOpgpc bei 55 °C' 10 Minuten lang gelost. Um
eine frithzeitige Zersetzung der RNA durch RNasen zu vermeiden wurde HsOpgpce
verwendet. Anschlieend wurde die RNA-Konzentration mit der gleichen Methode
wie zuvor photometrisch bestimmt. Je nachdem welche Konzentration man erhielt,

wurden zwischen 2 und 5 ul RNA fiir die cDNA-Synthese eingesetzt.

2.2.3 Herstellung von codierender DNA (¢DNA) durch Reverse Transkription

Um die gewonnene mRNA auf die Expression bestimmter Gene zu untersuchen,
wurde sie in cDNA umgeschrieben, die gegeniiber RNasen unempfindlich und somit
leichter zu handhaben ist. Die ¢cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe und nach Vor-
schrift des kommerziellen cDNA-Synthese—Kits SuperScript II (Gibco, BRL, Karls-
ruhe, Deutschland), durch die man mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) und
einer RNA—abhéngigen DNA—Polymerase die vorliegende RNA in ¢cDNA umschrei-
ben kann. Die Transkription durch die RT beginnt am freien 3’'-Hydroxyl-Ende eines
Primers, der iiber Wasserstoftbriickenbindungen der komplementédren Basen an die
Matrizen—-RNA gebunden ist.

Durchfiithrung:

Zuerst wurde die mRNA bei 72°C' denaturiert, um moglicherweise gebildete
Schleifen innerhalb der RNA zu zerstéren. Erst so konnen sich die Primer an den
Strang binden. 1 ul Oligo dT-Primer wurde zu 5 ul mRNA-Losung pipettiert, 10 Mi-
nuten bei 70 °C' und 2 Minuten auf Eis inkubiert. Diese Primer binden an das PolyA—
Ende der mRNA. Im Gegensatz zu normalen Standard-Primern, die nur an eine
bestimmte Sequenz innerhalb des Strangs binden und somit nur definierte Bereiche
amplifizieren konnen, sind die Oligo—dT—Primer in der Lage den kompletten RNA—
Strang zu synthetisieren. Im néchsten Schritt wurden 4 ul First Strandbuffer (ein
fiir das Enzym Superscript 1T geeigneter Puffer), 2 ul 0,1 M DTT (Reduktionsmittel,
zur Spaltung von Disulfidbriicken zwischen Cystein—Resten) und 1 ul ANTP‘s dazu-
pipettiert und 2 Minuten bei 42 °C' inkubiert. Danach wurde das Enzym Superscript
IT, das die mRNA in einzelstrangige cDNA umwandelt, hinzugefiigt. 60 Minuten lang
bei 42°C wurde dann der DNA-Strang komplementér zum vorliegenden mRNA—-
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Matrizenstrang polymerisiert. Danach wurde 5 Minuten bei 90 °C' denaturiert und
mit 1l RNAse H der RNA-Strang verdaut. Anschliefend folgte eine Inkubations-
phase von 20 Minuten bei 37°C'. Die hier entstandene cDNA wurde bei —20°C
aufbewahrt und diente als Matrize fiir weitere PCRs mit sequenzspezifischen Pri-

mern.

2.2.4 Isolierung genomischer DNA

Um die genomische DNA aus verschiedenen Geweben zu gewinnen wurde folgendes

Kit und zuséatzliche Substanzen verwendet.

o QIAampDNAMINIK 51304 « o vvenveeeeaieannnn. Qiagen GmbH, Hilden
e 10 x PCR-Puffer ................ ... ... ..... Promega GmbH, Mannheim
e Proteinase K ... ... ... .. .. ... .. Qiagen GmbH, Hilden

............................................. Merck, Darmstadt

®
@)
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................................................... Roth, Karlsruhe

In dem QIAmp DNA Mini Kit sind die Puffer AL, ATL, AW1, AW2 und AE,
sowie die Proteinase K, Eppendorfgefifie und Auftrennsédulchen enthalten. Die Isolie-
rung genomischer DNA dient hauptséchlich fiir PCR- und Southernblot—Reaktionen.
Das QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) erweist sich hierbei als sehr hilfreich. Mit Hilfe
eines Saulchen—Systems wird die DNA in 20 Minuten aus Gewebe oder kultivierten
Zellen isoliert und aufgereinigt. Die DNA ist anschliefend sauber von Proteinen, Nu-
kleasen und anderen Kontaminationen oder Inhibitoren (58). Die genomische DNA
wurde im Rahmen dieser Arbeit aus den generierten Knockout (KO)-Mé&usen iso-

liert, zum Nachweis des Genotyps. Alle Schritte erfolgten nach der Anleitung von

Qiagen.

Durchfithrung:

Von jeweils drei KO- und Kontrollmédusen wurden die Langerhans Inseln isoliert
und mit 180 ul ATL—Puffer und 20 ul Proteinase K versetzt und iiber Nacht bei
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56°C' unter stindigem Schiitteln verdaut. Zur Uberpriifung, ob die Deletion gewe-
bespezifisch ist, wurde von beiden Mauslinien die genomische DNA auch aus einer
geringen Menge Herz—Gewebe mit der gleichen Methode isoliert.

Danach wurden die Proben kurz zentrifugiert, um alle Tropfen vom Rand des Eppen-
dorfgefaf zu entfernen, mit 100 ul AL—Puffer versetzt, nochmals kurz abzentrifugiert
und anschliefend 10 min bei 70 °C' inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul 96 % Ethanol
und kurzem Durchschiitteln, wurden die Proben restlos auf die Sdulchen iiberfiihrt.
Diese wurden bei 8000 rpm 1 min lang zentrifugiert, bevor sie anschliefend mit je-
weils 500 ul AW1- und AW2-Puffer gewaschen wurden. Der Waschvorgang erfolgte
bei beiden Puffern gleich. Nach Zugabe des AW1-Puffer wurden die Sdulchen bei
8000 rpm 1 min und nach Zugabe von AW2-Puffer 3 min lang bei 14000 rpm zen-
trifugiert. Das Eluat wurde verworfen. An dieser Stelle sollte die DNA weitgehend
aufgereinigt sein. Um diese von den Saulchen zu trennen, wurden 200 ul AE-Puffer
hinzugefiigt und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert. Diese Zeit wird benétigt, da-
mit die DNA vom Sadulenmaterial gelost werden kann. AnschlieBend wurden diese
wieder bei 8000 rpm 1 min lang abzentrifugiert. Um auszuschlieBen, dass Rest-DNA
auf der Sdule hdngengeblieben ist, wurde dieser Schritt ein zweites mal durchgefiihrt.
Anschlieend wurde das Eluat, in dem die DNA enthalten sein sollte, photometrisch
analysiert und dadurch die DNA-Konzentration nach gleicher Methode, wie fiir die
RNA bestimmt.

Folgende Formel wurde fiir die Umrechnung verwendet:

¢ = ODyg - 50 - Verd.[ug/ml] (2.2)

c—Konzentration; OD-optische Dichte; 50 = DNA-Konstante

2.2.5 DNA-Aufreinigung

Um gewonnene DNA moglichst rein und frei von Protein- und Salzresten zu be-
kommen, wurde diese mittels einer Salz—Fillung aufgereinigt. Folgende Substanzen

wurden hierfiir verwendet.

e Roti-Phenol/C/I = Phenol/Chloroform .................... Roth, Karlsruhe

o SM NaCl ... Merck, Darmstadt
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e Ethanol ... ... ... .. . Roth, Karlsruhe

Die DNA-Losung wurde zuerst auf 400 ul verdiinnt, mit weiteren 400 ul Phe-
nol / Chloroform—Losung iiberschichtet und gut gevortext. AnschlieBend wurde das
Gemisch in der Tischzentrifuge kurz abzentrifugiert. Es entstanden 3 Phasen: die
obere Phase enthilt die DNA, die mittlere und untere bestehen aus Phenol und
Chloroform. Die obere Phase wurde entnommen und weiterverarbeitet. Anschlieflend
wurden 40 ul 5M NaCl dazu pipettiert und die 2,5 fache Menge 100 % Ethanol
hinzugefiigt. Alles wurde wieder gut gevortext und 15 Minuten lang in den -80°C
gestellt. In diesem Schritt féllt die DNA aufgrund der hohen Salzkonzentration aus.
Anschlieend wurde die Probe 15 Minuten bei 4 °C' mit maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen und die nahezu unsichtbare DNA
mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen, gevortext und 5Minuten bei 4°C wieder mit
maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert. Danach wurde die DNA luftgetrocknet

und in 20-50 pul HO aufgenommen.

2.2.6 Polymerase—Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase—Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine enzy-
matische Methode zur in vitro-Amplifikation von definierten DNA—Segmenten aus
einem Gemisch von Nukleinsduren (64). Sie ist ein zyklisch verlaufender Prozess
und beruht auf der Kettenverliangerung zweier gegenlaufiger Oligonukleotid—Primer
durch eine hitzestabile DNA—Polymerase. Durch die mehrfache Wiederholung ei-
nes Reaktionszyklus (Denaturierung, Primeranlagerung, Polymerisation) wird eine
exponentielle Vervielfiltigung des zwischen den beiden Primern liegenden DNA-
Abschnittes erreicht. Die Anwendungsmoglichkeiten dieser Methode sind vielfaltig.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR zur Genotypisierung der geziichteten
Mause und zur Amplifikation von genomischer DNA und ¢cDNA aus Inseln ver-
wendet. Fiir die Standard-PCR-Reaktion mit cDNA bzw. DNA wurden die unten

aufgefithrten Reagenzien verwendet.
e Primer ...... ... MWG Biotech, Ebersberg
e Tag—Polymerase ................. ... .......... Promega GmbH, Mannheim

e ANTP s ... ... Quantum Appligene, Heidelberg
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e 10x PCR-Puffer .............................. Promega GmbH, Mannheim

In ein 0,5ml Eppendorfgefil (Eppendorf, Hamburg) wurden fiir einen 25 ul Re-

aktionsansatz folgende Komponenten pipettiert:

14,75 ul H,O

2,5 ul 10x PCR—Puffer

4 pl ANTPs (125 pmol/ pul)

e 1,25 ul Primer forward (10 pmol/ ul)

1,25 pl Primer reverse (10 pmol/ pl)

0,25 ul Tag—Polymerase

1 pl cDNA

Das Reaktionsgemisch wurde in einen Thermocycler der Firma Biometra (UNO-
Thermoblock, Gottingen) gestellt und das in Tabelle 2.6 dargelegte PCR-Programm
durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um ein ,,touch-down“~PCR-Programm. Das
Prinzip einer solchen PCR beruht darauf, dass man bei einer sehr hohen Primeran-
lagerungs—Temperatur beginnt und sich schrittweise (in 2 °— oder 1°-Schritten) der
idealen Primeranlagerungs—Temperatur des Primers ndhert. Dadurch kann man eine
spezifischere Bindung des Primers an die DNA-Matrize erreichen und somit falsche
Amplifikate ausschliefen. Als Negativkontrolle wurde H,O anstelle der cDNA in den
Ansatz pipettiert.
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Schritt  Bezeichnung Temperatur  Zeit Zyklen
1 Taq—Polymerase Aktivierung 95°C 5min -
2 Denaturierung 94°C 30s -
3 Primeranlagerung 64 —57°C 30s -
4 Polymerisation 72°C 50 s 2
5 Denaturierung 94°C 30s -
6 Primeranlagerung 62 —55°C 30s -
7 Polymerisation 72°C 50 s 2
8 Denaturierung 94°C 30s -
9 Primeranlagerung 60 —53°C 30s -
10 Polymerisation 72°C 50 s 2
11 Denaturierung 94°C 30s -
12 Primeranlagerung 58 —51°C 30s -
13 Polymerisation 72°C 50s 30 —40
14 Polymerisation 72°C Smin -
15 Abkiihlphase 20°C Pause -

Tab. 2.6: PCR-Programm fiir eine Standard—P CR-Reaktion mit ,,touch—down*“

2.2.7 RT-PCR

Neben der Synthese von ¢cDNA aus mRNA kann die RT-PCR auch dazu genutzt
werden, nur ein bestimmtes Gen im Genom einer Zelle nachzuweisen. Dafiir benotigt
man einen sequenzspezifischen Primer, der an eine bestimmte mRNA—-Matrize bin-
det. Diese Methode wird vor allem beim Nachweis von winzigen Mengen dieses
Gens in einer einzelnen Zelle angewendet. Bei der so genannten Single-Cell-RT-
PCR wird die Zelle mittels einer Saugvorrichtung nach der elektrophysiologischen
Messung eingesaugt und mit 1x PCR-Puffer auf 20 ul aufgefiillt und in fliissiges N,
schockgefroren. Beim Wiederauftauen lysiert die Zelle, so dass die mRNA frei in der
Zellsuspension vorliegt. Um die Expression eines bestimmten Gens in dieser Zell-
suspension nachzuweisen, wird das Qiagen-One-Step RT-PCR Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) verwendet. Bei 50°C' werden im ersten Schritt dieser PCR
zwei Enzyme aktiv, die Omniscript Reverse Transkriptase und die Sensiscript Re-
verse Transkriptase. Dadurch kénnen RNA-Mengen von 1 pg bis 2 ug nachgewiesen
werden. Anschliefend wird die HotStartTaq DNA Polymerase bei 95°C' aktiviert.
Dieser HotStart gewahrleistet, dass im ersten PCR~Zyklus nur hoch spezifische und

reproduzierbare PCR—Produkte entstehen. Um ein friihzeitiges Zersetzen der Zellen—
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mRNA durch RNasen zu verhindern, wurde ein RNase Inhibitor (Promoga GmbH,
Mannheim, Deutschland) hinzugefiigt. Folgende Komponenten waren im Kit ent-

halten:

Substanz Volumen
Enzym Mix 200 pl
Puffer 1,0ml
Q-Solution 2,0ml
dANTP Mix 200 pl

RNase—freies HoO 2 x 1,9ml

Tab. 2.7: Inhalt des Kits, nach der Anleitung von Qiagen: One—step RT-PCR Kit. Alle

Angaben beziehen sich auf das Kit 210212 fiir 100 Reaktionen

In dieser Arbeit wurde die Single-Cell RT-PCR zum Nachweis von Insulin (Ins)

und Glukagon (Gluc) in den A- und B—Zellen, sowie zum Amplifizieren der Zellen

mit ,,degenerierten® Primern fiir T-Typ Kalziumkanélen (T05/ T06) und zur Identi-

fizierung der Natriumkanile auf Zellebene, genutzt. Der Reaktionsansatz wurde wie

folgt durchgefiihrt. In ein 0,5 ml Eppendorfgefial wurden fiir einen 50 ul Reaktions-

ansatz folgende Komponenten pipettiert:

12 ul HyO

6 ul 5x PCR—-Puffer

2 pl ANTP's (400 pM pro ANTP)

3 pl Primer forward (10 pmol/ ul)

3 pl Primer reverse (10 pmol/ pl)

2 pl RNase Inhibitor (1/6 verdiinnt)
2 pl Enzymmix

20 pl Zellsuspension (1 ul Zelle, 19 ul 1x PCR~Puffer)

Die Substanzen wurden in einem Thermocycler gestellt, der bereits auf 50°C

vorgeheizt war. In Tabelle 2.8 ist das Single-Cell RT-PCR~Programm dargelegt.

Fiir die Negativkontrolle wurde anstelle der cDNA H50O in den Ansatz pipettiert.
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Schritt  Bezeichnung Temperatur Zeit Zyklen

1 Reverse Transkription 50°C 30min -

2 Taq—Polymerase Aktivierung 95°C 15min -

3 Denaturierung 94°C 30s -
Primeranlagerung 64 —57°C 30s -
Polymerisation 72°C 1min 2
Denaturierung 94°C 30s -

7 Primeranlagerung 62 —55°C 30s -

8 Polymerisation 72°C 1min 2

9 Denaturierung 94°C 30s -

10 Primeranlagerung 60 — 53°C 30s -

11 Polymerisation 72°C 1min 2

12 Denaturierung 94°C 30s -

13 Primeranlagerung 58 —bH1°C 30s -

14 Polymerisation 72°C 1min 30 —40

15 Polymerisation 72°C 10 min -

16 Abkiihlphase 20°C Pause -

Tab. 2.8: Single—cell RT-PCR-Programm

2.2.8 Nested PCR

Die nested—PCR ist eine Methode um die Spezifitit der PCR weiter zu erhohen.
In einem ersten Schritt wird die DNA- oder RNA-Matrize mit unspezifischen Pri-
mern iiber eine geringe Zyklen—Zahl amplifiziert und anschlieBend wird das resultie-
rende Amplifikat weiter mit spezifischen Primer synthetisiert. Diese Primer liegen
innerhalb der amplifizierten DNA| so dass nur ein definierter und spezifischer DNA—
Abschnitt des ersten Amplifikats entstehen kann. Der zweite Schritt erfolgt meistens
iiber 30-40 Zyklen. Diese Methode kann die Effizienz, aber auch die Empfindlichkeit
einer PCR erhohen, so dass sehr sorgfiltig und kontaminationsfrei gearbeitet wer-
den muss. Der Vorteil dieser Methode ist, dass damit auch geringste Mengen einer
Ausgangs—DNA nachgewiesen werden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine nested PCR angewendet, um die T-Typ Kal-

ziumkanale auf Insel- und Zellebene detektieren zu konnen. Zuerst wurde eine RT—



2. Material und Methoden 38

PCR mit ,,degenerierten* Primern (T05/T06) durchgefiihrt, d.h. es wurde ein Pri-
merpaar verwendet, der jeden T-Typ Kalziumkanal erkennt und amplifizieren kann.
Danach folgte die nested PCR mit spezifischen Primern fiir die einzelnen T-Typ
Kalziumkanile. Bei beiden PCRs wurde ein ,touch-down“~Programm (siche Tab.

2.6) verwendet.

2.2.9 Primer—Sequenzen

Name Sequanz Grofle
Ins(59) CAGCAAGCAGGTCATTGTTT

Ins(3) CAGTAGTTCTCCAGCTGGTAGA 344 bp
Gluc(5*) GACTTCCCAGAAGAAGTCGCCAT

Gluce(3) CTACGGTTACCAGGTGGTCATGT 493 bp
TO5(5°) GT(AG)GA(AG)GG(CT)TTCCAGGC(AGT)GAGG 396 bp-
TO6(3¢) GCTGTTCC(AG)GCTGGAGCG(AGC)C 450 bp
Cay3.1(5°) CACCAAGTCTGAGTCAGCGC

Cay3.1(3°) TGATTTCATCTCATGATGGGC 271 bp
Cay3.2(5°) AGAGGAAGATTTCGATAAGCT

Cay3.2(3') GGCTGCTTCCTGCTCTGTT 305 bp
Cay3.3(5) AAGCTCC(AC)(AG)GA(AG)GGCCTGGA

Cay3.3(3') GTAGTAGGAGCTCCGGGAGCT 258 bp
Nay1.1(5‘) CCAAGTTGAGTTCAAAGAGC

Nay1.1(3°) TACTGTTGCGTCGCTCTCC 401 bp
Nay1.2(5°) GAAAGGCTTCCAGTTTTCCCT

Nay1.2(3) TTCATGGGTAGAGTGGGTATC 321 bp
Nay1.3(5) GTGCTAAGGAGTGGAGGAA

Nay1.3(3°) AGTCTCTCCTGCTCTCGC 345 bp
Nay1.4(5) AATGAGGCTACCCTGGCC

Nay1.4(3) AGCACTTTGTGTGCACACTTG 308 bp
Nay1.6(5°) AGGCTCTCCGAGGAGCTCA

Nay1.6(3°) GTGCTGTTGCGTTTCACGCT 511bp
Nay1.7(5°) TCTTCAGAAACCTCCAGGCT

Nay1.7(3°) GGGGTCTATGGGGTACGAA 398 bp

Tab. 2.9: Primer—Sequenzen fiir Insulin/ Glukagon (Ins, Gluc); Cay— und Nay—Kanile;
degenerierte Primer fiir T-Typ Kalziumkanéle (T05, T06)
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Als Grundlage zur Erstellung der Primer wurden mRNA-Sequenzen genutzt, die
in der EMBL-Datenbank (EMBL, Heidelberg) veroffentlicht sind. Bei der Auswahl
der Primer—Sequenzen muss unter anderem darauf geachtet werden, dass diese etwa
gleiche Bindungstemperaturen haben, exoniibergreifend sind und nur ein Amplifi-
kationsprodukt generieren. Alle verwendeten Primer—Sequenzen sind in der Tabelle
2.9 dargelegt. Diese wurden zunéchst an cDNA verschiedener Gewebe getestet, be-
vor damit eine RT-PCR an einzelnen Inseln und Zellen durchgefithrt wurde. Die
zu erwartende Amplifikat—Grofle ist hinter jedem Primer—Paar in [bp] (Basenpaar)

angegeben.

2.2.10 Gel-Elektrophorese

Zur Analyse von linearer DNA (PCR-Produkt) kénnen horizontale Agarosegele
(2 %) genutzt werden. Zur Herstellung eines solchen Gels werden 8 g Agarose (BMA,
Rockland) in 400 ul 1x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer, Tris: Tris—(hydro-
xymethyl)-aminomethan) durch Kochen gelést und mit 20 ! Ethidiumbromid, was
sich in die helikale DNA-Struktur einlagert und mittels UV-Licht visualisiert wer-
den kann, versetzt. Danach wird das fliissige Gel in die Elektrophoreseapparatur
gegossen, nach Polymerisierung in die Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x
TBE als Laufpuffer soweit gefiillt, bis das Gel vollstdndig mit 1x TBE bedeckt ist.
Jeweils 10 ul der DNA-Probe wurden mit 2 ul Farbmarker versetzt und einzeln in
jede Tasche des Gels pipettiert. Anschliefend wurde die DNA bei einer Spannung
von 210mV aufgetrennt. Als Groenstandard wird eine 1 KB DNA-Leiter (Invitro-
gen, Karlsruhe) mitgefithrt. Die Zusammensetzung von TBE und des Farbmarkers
sind in den Tabellen 2.10 und 2.11 aufgelistet.

Substanz Tris Borat EDTA HyO
Volumen 540g 275g  200ml 51
Konzentration - - 0,5M -

Tab. 2.10: Zusammensetzung einer 10x TBE-Losung
Zur Herstellung eines 6x Farbmarker werden folgende Chemikalien benttigt:

e Ficoll 400 ... ... o MWG Biotech, Ebersberg
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e BPB (Bromphenolblau) ....... ... Roth, Karlsruhe
o XL (Xylencyanol) ..........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaan.. Roth, Karlsruhe
Substanz Ficolld00 EDTA 10xTBE BPB XL
Volumen 54¢g 7,2ml 18,0 ml 405 pl 450 pl
Konzentration - 0,5M - 55mg/ml 50 mg/ ml

Tab. 2.11: Zusammensetzung des Farbmarkers

2.3 Elektrophysiologische Messungen

2.3.1 Stammlosungen

Folgende Chemikalien wurden zur Herstellung der Stammldsungen in entsprechen-
den Volumina entionisiertem H,O bei Raumtemperatur gelost, so dass die in der
Tabelle 2.12 angegebenen Konzentrationen erhalten wurden. Die Losungen wurden

erst autoklaviert und anschliefend bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Substanz Konzentration Firma

NaCl 1M Merck, Darmstadt
KCl 1M Merck, Darmstadt
CaCly x 6H50 0,1 M Merck, Darmstadt
BaCly x 6H50 0,1 M Merck, Darmstadt
MgClyHyO 0,1 M Merck, Darmstadt
EDTA pH 8,0 0,5 M Roth, Karlsruhe

Tab. 2.12: Konzentrationen der Stammldsungen

2.3.2 Extrazelluldr- und Intrazelluldrlosungen

Die fiir die Patch—Clamp—Experimente verwendeten Lésungen sind in den Tabellen
2.13 und 2.14 aufgelistet. Die Zusammensetzung der Extrazellular-Losungen wur-
de der Publikation von Barg entnommen (10). Der pH-Wert wurde durch Zugabe

von NaOH auf 7,4 eingestellt. Die Extrazellularlosungen wurden wochentlich frisch
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angesetzt und im Kiihlschrank bei 4°C' gelagert. Die Zusammensetzung der Intra-
zellular-Losung wurde wie in einer weiteren Publikation von Barg gewihlt (9). Der
pH-Wert wurde durch Zugabe von CsOH auf 7,15 eingestellt. Anschlielend wurde

sie auf 4 ml aliquotiert und bei -20°C' eingefroren.

Substanz E; Err Firma

NaCl 118 mM 118 mM  Merck, Darmstadt
KCl 56mM 5,6mM Merck, Darmstadt
CaCl, 2,6 mM - Merck, Darmstadt
BaCl, - 2,6 mM  Merck, Darmstadt
MgCl, 1,2mM 1,2mM  Merk, Darmstadt
Glucose - - Roth, Karlsruhe

HEPES 50mM 5,0mM Roth, Karlsruhe
TEA-Cl 20mM  20mM  Sigma—Aldrich Chemie

Tab. 2.13: Zusammensetzung und Endkonzentration der Extrazellulirlésungen £y und Ejy

Substanz 1 Firma
CsCl 125mM  Merck, Darmstadt
MgCls 1mM  Merck, Darmstadt

EGTA 10mM  Sigma—Aldrich Chemie GmbH
Mg ATP  3mM  Sigma—Aldirch Chemie GmbH
HEPES 10mM  Roth, Karlsruhe

Tab. 2.14: Zusammensetzung und Endkonzentration der Intrazellulédrlosung (1)

2.3.3 Toxine

Zur Blockierung, Bestimmung und Charakterisierung der Ionenkanéle wurden fol-
gende Toxine eingesetzt. Es wurde zunéchst eine Stammlosung hergestellt und an-
schlieend bis zur gewiinschten Konzentration verdiinnt. TTX wurde in entionisier-
tem H,O und Isradipin in 99 % Ethanol geldst, bevor sie in den Extrazellulédrlosun-
gen E; und Ej; verdiinnt wurden.

Das Toxin TTX wurde mit einer Endkonzentration von 0,3nM; 1nM; 3nM;
10nM; 30 nM und 100 nM je nach Versuchsanordnung, verdiinnt. TTX wurde sowohl

zum Blockieren als auch zur Charakterisierung der TTX-sensitiven Natriumkanéile
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Substanz Konzentration Firma

TTX 10mM Biotrend Chemikalien GmbH, Koéln
Isradipin 10mM Novartis GmbH, Niirnberg

Tab. 2.15: Konzentrationen der Toxin—Stocklosungen

verwendet. Isradipin wurde mit einer Endkonzentration von 100 nM verdiinnt und
zur Blockierung der DHP-sensitiven Kalziumkanile bzw. zur Unterscheidung der

Zelltypen verwendet.

2.3.4 Die Patch—Clamp—Technik

Die Patch—Clamp—Technik wurde 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann ent-
wickelt, wofiir sie 1991 den Nobelpreis erhielten (31). Die Erforschung der Ionen-
strome und anderer elektrischer Phénomene an Zellmembranen wurde durch diese
Technik revolutioniert. Das Prinzip dieser Technik beruht darauf, dass eine diinn
ausgezogene und mit Elektrolyt-Losung gefiillte Glaskapillare, die sogenannte Patch—
Clamp—Pipette (sieche Abb. 2.2) vorsichtig auf eine intakte Zelle gedriickt wird.

Fig. 2.2: Langsschnitt durch einen Mikroelektrodenhalter (Quelle: 31) M: Glasmikroelek-
trode; D: Dichtungsring; Ag: Ag/AgCl-Draht; BNC: BNC-Steckverbindung; S:
Verbindung zum PVC-Schlauch

Unterhalb der Pipette, innerhalb des Durchmessers der Spitze, entsteht der Patch
oder Membranfleck (engl. patch). Anschliefend wird durch leichten Unterdruck, der
am hinteren Ende der Pipette angelegt wird, eine starke Verbindung zwischen Mem-
bran und Pipette erzeugt. Zwischen dem Inneren der Pipette und der Auflenlésung

entsteht dadurch ein elektrischer Widerstand in der Groflenordnung von mehreren
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GigaOhm, der sogenannte Gigaseal (engl. to seal-versiegeln). Mit der Herstellung
des Gigaseals ist die sogenannte Cell-Attached-Konfiguration der Patch—Clamp—
Technik erreicht. Durch den hohen Widerstand des Gigaseals muss ein Strom, der
durch einen innerhalb des Patches liegenden ITonenkanal fliet, auch durch die Pipet-
te flieen. In die Pipettenlosung taucht eine Elektrode, die an einen empfindlichen
Verstarker angeschlossen ist. Dadurch ist es moglich, die Aktivitdt eines einzelnen
Ionenkanals in der Membran des Patches zu messen. Sowohl die Zellmembran, deren
Bestandteil der Patch ist, als auch das Innere der Zelle bleiben in dieser Konfigura-
tion intakt (2).

Durch weiteres Anlegen von Unterdruck am Ende der Pipette oder kurze Pulse
elektrischer Spannung an der Elektrode in der Pipette kann der Patch geoffnet wer-
den, wiahrend der Gigaseal intakt bleibt. Zwischen dem Inneren der Pipette und
dem Inneren der Zelle besteht nun eine Kontinuitit, wihrend beide gegen die Au-
Benlosung durch den hohen Widerstand des Gigaseals isoliert sind. Diese Konfigu-
ration der Patch—Clamp—Technik wird als Whole—Cell-Konfiguration bezeichnet. In

dieser Konfiguration wird von der gesamten Zellmembran abgeleitet.

2.3.5 Die Messapparatur

Fiir diese Messungen wurde eine Messapparatur, bestehend aus Verstarker, PC,
Mikroskop (Zeiss, Oberkochen), Videoanlage und mechanischem Mikromanipulator
(Leitz, Wetzlar), an dem der Vorverstiarker (HEKA Elektronics, Lambrecht) mit dem
Messpipettenhalter montiert ist, verwendet. Die gesamte Messapparatur war zur
Abschirmung mechanischer Schwingungen und Erschiitterungen der Umgebung auf
einem schwingungsgeddmpften Tisch montiert und gegen das Hintergrundrauschen
durch einen Faradayschen Kifig abgeschirmt. Auf dem Objekttisch des Mikroskops
brachte man als Messkammer eine Petrischale an. Uber ein selbstgebautes Perfusi-
onssystem konnte iiber einen Losungswechsler, der direkt vor die Zelle positioniert
wurde, die Badlosung sehr schnell ausgewechselt werden und pharmakologisch wirk-
same Substanzen appliziert werden. Eine herkémmliche Aquarienpumpe saugte die
iiberstédndige Losung ab. Als Elektroden wurden Ag/ AgCl-Elektroden verwendet,
die Referenzelektrode befand sich in der mit Extrazelluldrlosung durchspiilten Mess-
kammer, die Messelektrode in der mit Intrazellularlosung gefiillten Messpipette.

Die Signale wurden mit einem EPC-9 Verstiarker (HEKA Elektronics, Lambrecht)
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und der Software Pulse (Version 8.54) verstarkt, aufgenommen, digitalisiert und auf

der Festplatte des Computers gespeichert.

2.3.6  Die Messpipetten

Die Messpipetten wurden mit Hilfe eines horizontalen Pipettenziehgeréts (DMZ Uni-
versal, Zeitz—Instrumente, Augsburg) aus diinnwandigen Borosilikatglaskapillaren
mit Filament (Auflen-/Innendurchmesser: 1,5mm/1,17mm) (BioMedical Instru-
ments, Zollnitz) gezogen. Im ersten Ziehschritt wurde bei hoherer Hitze das Glas
vorgezogen, nach Rezentrieren des Glases in die Heizspirale wurde das Glas dann
bei niedriger Hitze auseinandergezogen. Anschliefend polierte man die Pipetten in
der Mikroschmiede (Mikroforge) (Narishige, London) glatt, um gréfiere Abdichtwi-
derstéinde zu erhalten. Schliellich hatten die mit Intrazellularlosung gefiillten Mes-
spipetten Widerstande im Bereich von 3 bis 5 M ().

2.3.7 Versuchsdurchfiihrung

Alle Messungen erfolgten unter Raumtemperatur und mit den Extrazelluldrlosun-
gen E; und Ey;. Die Losung E; wurde fiir alle Natriumkanal- und FEj; fiir alle
Kalziumkanal-Messungen verwendet. Der Unterschied zwischen den beiden ist, dass
in der zweiten Losung BaC'l als Ladungstrager fungiert, was eine Inaktivierung der
Kalziumkanile durch C'a?*Tonen verhindert, besser durch die Kalziumkanile flieit
und somit einen deutlicheren Kalziumstrom ergeben. TEA-CI, sowie das in der
Intrazelluldrlosung enthaltene C'sCl, wurden zum Blockieren von Kalium—Strémen
eingesetzt. Die Patch—Elektrode wurde zur Hélfte mit Intrazellularlosung gefiillt und
in die Badlosung eingetaucht. In der Badlosung befanden sich die Zellen auf einem
Plastik—Deckpléattchen.

Nach Eintauchen der Patchpipette in die Extrazellularlésung, wurden iiber den
Verstéarker Testpulse mit einer Amplitude von 5mV und einer Dauer von 5 ms auf die
Pipette gegeben. Das Elektrodenpotential wurde auf 0 mV gesetzt. Als Antwort auf
die Testpulse berechnete der Computer den Strom mittels der Formel AT = AU/ R.
Dieser Wert entspricht dem Widerstand der Pipette. Fiir die Messung néherte man
sich langsam an die Zelle, gab einen leichten Sog bei Beriithrung der Zellen, wodurch
eine hochohmige Verbindung entstand (der Gigaohmseal). Die schnelle kapazitive

Komponente wurde kompensiert. Durch erneutes Saugen kam es zum Durchriss der
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Fig. 2.3: Schematische Darstellung der Messkonfiguration (nach 12)
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Zellmembran und die Zelle befand sich in der whole—cell Konfiguration. Die langsame
kapazitive Komponente wurde nun kompensiert. Mit diesem Vorgang kann die Grofie
einer Zelle in pF angezeigt werden, da diese in Relation zu den vom Computer ge-
messenen kompensierten langsamen kapazititven Komponenten steht. Anschliefend
wurden die Messungen mit den unten angefiihrten Messprotokollen durchgefiihrt. Es

werden nur Zellen ohne Leckstrom verwendet, das heifit, mit intaktem Gigaohmseal.

2.3.8 Messprotokolle

Fiir die Messung der Strom-Spannungsbeziehung wurde von einem Haltepoten-
tial von -80mV oder -120mV ausgegangen und mit einer Frequenz von 0,2 Hz in
10 mV-Schritten fiir 100ms auf Potentiale von -80mV bis +50mV depolarisiert
(sieche Abb. 2.4, A und B). Um die spannungsabhéngige Inaktivierung (steady—state—
Inaktivierung) von Natriumstromen zu messen, wurden 500 ms lange Vorpulse ap-
pliziert und die Membran anschlieflend fiir 50 ms auf Vyq, (Stromantwort der Zelle
war hier maximal) geklemmt. Die Frequenz war 0,5 Hz. Die Vorpuls—Potentiale la-
gen zwischen -150mV bzw. -100mV bis 5mV mit einem Spannungsintervall von 5
mV (Abb. 2.4, C und D). Fiir die Bestimmung der TTX-Dosiswirkungskurve der
Natriumstrome und zum Testen, ob die Zelle eine Sensitivitéit gegeniiber Isradipin
zeigte, wurde ein Pulsprotokoll verwendet, bei dem von einem Haltepotential von

-80mV oder -120 mV ausgegangen mit einer Frequenz von 0,2 Hz fiir 200 ms die Zelle
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zu dem Potential depolarisiert wird, bei dem sie in der Strom—Spannungsbeziehung
die maximale Stromantwort hatte (Abb. 2.4 E).

A 100; B 100m:
+50 mV; = +50 mV] =
80 mV V,=-80 mV 80mV
V,=-120 mV
C D
VTm
5 mV 500 ms \/ +5mV 500 ms 50 ms
50 ms|
V,=-70mV V,=-70mV
-100 mV
-150 mV
E
200 ms
V,=-80mV
5s V,=-120mV

Fig. 2.4: Schematische Darstellung der Messprotokolle. (A, B) Strom—Spannungsbezieh-
ung, (Protokoll 1). (C, D) Steady-state Inaktivierung, (Protokoll 2). (E) Pul-
sprotokoll, (Protokoll 3)

2.3.9 Datenanalyse

Die elektrophysiologischen Daten wurden mit dem Programm Origin 6.1 (Micro-
cal, USA) graphisch dargestellt und ausgewertet. Die Versuchsergebnisse sind als
Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM)
angegeben. Wenn moglich, wurde der zweiseitig gepaarte t—Test nach Student mit
p<0,05 zur Priifung der Signifikanz angewandt. Signifikante Anderungen sind in den

Abbildungen mit einem Symbol gekennzeichnet und im Text erwahnt.

2.4  Versuchstiere

Alle Versuchstiere stammten aus dem Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der
Technischen Universitéit Miinchen. Fiir die elektrophysiologischen und molekularbio-

logischen Untersuchungen wurden KO- und Kontroll-Mé&use beiderlei Geschlechts
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und unterschiedlichen Alters verwendet. Es handelt sich hierbei um Knockout Méause
mit einer Inselzellspezifischen Deletion des DHP—sensitiven Kalzium—Kanals C'ay1.2
oder des TTX-sensitiven Natrium—Kanals Nay 1.7.

24.1 Das Cre/loxP-Rekombinationssystem

Um eine rdumliche und zeitlich kontrollierte Inaktivierung eines Zielgens zu erhal-
ten, wird das Cre/loxP—Rekombinationssystem eingesetzt. Dies ist ein Werkzeug
zum gewebespezifischen Knock—out von Genen. Das Cre—Gen steht fiir cyclization—
recombination und katalysiert reversibel die Rekombination zwischen zwei loxP—
Erkennungssequenzen unabhéngig von weiteren Cofaktoren. Die loxP—-Sequenz be-
steht aus einem zentralen Element aus acht Basenpaaren (bp), welches von zwei
palindromischen Sequenzen mit 13 Basenpaar Léange flankiert wird (loxP fiir locus
of crossing-over of P1) (1). Das Rekombinationssystem leitet sich von der Cre—
Rekombinase des Bakteriophagen P1 ab. Ein chromosomales DNA-Segment, das
zwischen zwei gleich gerichteten loxP—Segmenten liegt, also von zwei loxP—-Seiten
flankiertes (,gefloxtes*) DNA-Segment, wird durch die Cre-Rekombinase in Form
eines zirkuldren Produktes aus dem Chromosom herausgeschnitten und in der Zelle
abgebaut (Abb. 2.5).

T Integration
Excision

r -

Fig. 2.5: Cre/loxP-vermittelte Excison und Integration von DNA (nach 44)

Ubrig bleibt hierbei eine einzelne loxP-Sequenz. Um Méuse mit einer Cre/loxP—
vermittelten gewebespezifischen Gendeletion herzustellen, werden zwei genetisch
verdnderte Mauslinie beno6tigt. Die eine Linie tragt den loxP-flankierten Genab-
schnitt und die andere Linie exprimiert nur in bestimmten Zelltypen die Cre—
Rekombinase. In dieser Arbeit wurden zwei Mauslinien verwendet. Die eine Maus-
linie exprimiert die Cre-Rekombinase nur unter Kontrolle des Ratten—Insulin—Pro-
motors (RipCre*/t9) (57) und die andere nur unter Kontrolle des Ratten-Glukagon

Promotors (GlucCre*/t9) (32). Beide Mauslinien wurden sowohl mit einer gefloxten
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Cay1.2- (66), wie auch mit einer gefloxten Nay 1.7-Mauslinie ! (50) gekreuzt. Bei
diesen Méusen wurden die Exons 14 und 15 des Cay1.2- (nach 67) bzw. Nay1.7-
Gens von loxP—Seiten flankiert (50).

2.4.2 A-Zellspezifische Nay1.7~/~—Maus

Um eine A-Zellspezifische Nay 1.77/~~Maus zu erhalten, wurden gefloxte transgene
Nay1.7 Mause mit GlucCre/¥Miusen nach folgendem Schema gekreuzt (Abb.
2.6).

Na, 1.7 “*2 GlucCre "
Na 1.7 "2 GlucCre "¢

Fig. 2.6: Kreuzungsschema fiir die A-Zellspezifische Nay1.7~/~Maus

Es wurden aNay1.77/~~Miuse und die entsprechenden Kontrollen erhalten.

2.4.3 Genotypisierung der Méuse

Um abzuklaren, ob die geziichteten M&ause den richtigen Genotyp haben, wurden von
diesen die genomische DNA aus Zehen—Gewebe isoliert und mit spezifischen Primern
amplifiziert. Fiir jede Zehe wurden jeweils 1 ul Proteinase K, 10 ul 10x PCR-Puffer
und 89 ul HyO zusammenpipettiert. AnschlieBend wurden die Zehen iiber Nacht bei
55°C unter stéindigem Schiittlen inkubiert. Hierdurch wurde das Gewebe zersetzt
und verdaut. Danach wurden die Proben bei 95°C' fiir 15 min gekocht, zentrifugiert

und sofort auf Eis gestellt. Zum Nachweis des gefloxten Nay1.7-Gens wurden die

! diese Linie wurde iiber Molecular Nociception Group, Biology Department and Pharmacology

Department, University College London, U.K. bezogen.
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Primer 16s, 17a und 18a (nach 50) verwendet. Die Primer fiir die Genotypisierung
des gefloxten Cay1.2-Gens waren VI4, VI8 und VI10 (nach 66). Die Gluc Cret/t9—
Maus wurde durch die Primer ag2, Crel und Cre3 (nach 32) und die Rip Cret/t9—
Maus durch Rip und Cre (nach 57) genotypisiert. Die Primersequenzen sind in der
Tabelle 2.17 dargestellt. Fiir die PCR wurden folgende Ansétze und PCR-Programm
verwendet. Nach der PCR-Reaktion wurden die Proben auf ein 2 %iges Agarose—
Gel aufgetragen und unter UV-Licht betrachtet. AnschlieBend wurden die Méause

aussortiert, die vom Genotyp her nicht fiir die Versuche geeignet waren.

Substanz RipCre-Maus GlucCre-, Nay 1.7-Maus
dNTP‘s 4 pl 4 pl

10x PCR-Puffer 2,5 ul 2,5 ul

H>,O 14,75 pl 13 pl
taq—Polymerase 0,25 ul 0,25 ul

Primer Rip: 1,25 ul ag2/VI4/16s: 1,25 ul
Primer Cre: 1,25 pl Crel/VI8/17a: 1,25 ul
Primer - Cre3/VI10/18a: 1,25 ul
DNA 1,5ul 1,5 ul

Tab. 2.16: PCR—Ansatz

Primer Sequenz Grofle

16s CAGAGATTTCTGCATTAGAATTTGTITC 317bp

17a AGTCTTTGTGGCACACGTTACCTC 395 bp
18a GTTCCTCTCTTTGAATGCTGGGCA 461 bp
Vi4 TGGCCCCTAAGCAATGA 281 bp
VI8 AGGGGTGTTCAGAGCAA 415bp
V110 CCCCAGCCAATAGAATGCCAAT 500 bp
Rip CTCTGGCCATCTGCTCATCC

Cre CGCCGCATAACCAGTGAAAC 550 bp
ag?2 CTGCTAACCATGTTCATGCCT

Crel CCTGTTTTGCACCG 270 bp
Cre3 ATGCTTCTGTCCGTTTGCCG 600 bp

Tab. 2.17: Primersequenzen zur Genotypisierung der geziichteten M&use.
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Schritt  Bezeichnung Temperatur  Zeit  Zyklen

1 Taq—Polymerase Aktivierung 95°C S5min -

2 Denaturierung 94°C 30s -

3 Primeranlagerung 62°C 30s -

4 Polymerisation 72°C 30s 10

5 Denaturierung 94°C 30s -

6 Primeranlagerung 58°C 30s -
Polymerisation 72°C 30s 28

8 Polymerisation 72°C Smin -

9 Abkiihlphase 4°C Pause -

Tab. 2.18: Maus—kurz Programm zur Genotypisierung der Mauslininen

2.4.4 Serumanalysen von Kontroll- und GlucCret/*" Nay 1.7/~ Méusen

Jeweils 5 méannliche A-zellspezifische Nay1.77/~- und ihre dazugehérigen Kontroll-
geschwister Nay1.7+/~~Méuse (ebenfalls ménnlich) wurde auf Gewicht und Blut-
zucker untersucht. Die Méuse wurden vor der Messung ca. 4-6 Stunden niichtern
gesetzt, um gleiche Bedingungen zu schaffen. Das Gewicht wurde mit einer Fein-
waage (Satorius) bestimmt. Hierfiir wurden die Méuse jeweils einzeln in ein 500 ml
Erlenmeyer—Gefafl gesetzt.

Die Messungen erfolgten iiber 10 Wochen. Der Blutzuckerspiegel wurde mittels eines
Blutzucker—Messgeriits (Ascensia Elite, Bayer) gemessen. Die Blutprobe wurde von
der Schwanzspitze entnommen. Hierfiir wurde sie zundchst mit einer Schere ange-
schnitten und anschlieSend durch Massage ein Bluttropfen auf den Teststreifen her-
ausgedriickt. Es wurde dann ein Insulin—Toleranz—Test an denselben Mé&usen durch-
gefiihrt, um zu untersuchen, ob diese KO-M4iuse einen gestorten Insulin—Glukagon—
Stoffwechsel haben. Den M&usen wurde je nach Gewicht eine entsprechende Menge
Insulin subkutan injiziert. Das Insulin (Novo Nordisk, Insulin Actrapid HM Penfill)
wurde vorher in einer 0,9 % isotonische NaCl-Losung (DeltaSelect GmbH, Dreieich)
soweit verdiinnt, so dass eine Konzentration von 1,2U/ml entstand. Es wurden
Blutzucker-Messungen vor, 30-, 60- und 120 Minuten nach der Injektion durch-
gefithrt. Diese Messung wurde iiber 4 Wochen durchgefiihrt.



3. ERGEBNISSE

3.1 Etablierung einer Methode zur Unterscheidung von A- und
B—Zellen

A-Zellen machen nur etwa 15 % einer Insel aus (nach 68) und sind zudem am Rand
einer solchen lokalisiert. Wahrend einer Préaparation kénnen daher sehr viele verloren
gehen. Es wurden daher wihrend des Isolationsvorgangs (nach 10) zwei Waschschrit-
te ausgelassen und die Zellen direkt in der 24-Loch—Platte in RPMI 1640-Medium
ausgeschiittelt. Somit konnte eine groffere Ausbeute an Inselzellen erzielt werden.
Als néchstes mussten die Zellen eindeutig identifiziert werden. In der Literatur wur-
den verschiedene Kriterien aufgezeigt, wie man A— und B—Zellen elektrophysiolo-
gisch voneinander unterscheiden kann. A—Zellen besitzen einen TTX-sensitiven Na-
triumstrom, der auch bei Potentialen um das Ruhemembranpotential persistiert. Sie
exprimieren einen A-Typ Kaliumstrom und sie haben eine kleinere Kapazitéit als
B-Zellen (9; 35; 25; 26; 27). Die Uberpriifung dieser Kriterien vor jeder Messung ist
h&ufig nicht moglich, da die Zellen nicht immer stabil genug sind. Zur Untersuchung
von Natrium— und Kaliumkanélen miissen auflerdem Intra— und Extrazellularlosun-
gen verwendet werden, mit denen weder Membranpotentiale noch Kaliumstréme
gemessen werden konnen. Ein haufig verwendetes Kriterium ist daher die Zellgrofle.
Die Zellen konnten also an Hand ihrer Kapazitat unterschieden werden. B—Zellen
haben eine mittlere Kapazitat von 6 pF, A-Zellen von etwa 3pF (9). Neuere Un-
tersuchungen zeigten jedoch, dass B—Zellen sehr unterschiedliche Gréflen haben. Es
wurden Kapazitidten von 2 bis 12 pF gemessen (42).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten diese Ergebnisse bestdtigen werden. Im Mittel
hatten B-Zellen Kapazititen von 6,4 + 0,21 pF (n = 91). A-Zellen waren signifi-
kant (p < 0,001) kleiner mit 5,4 + 0,19pF (n = 34). Die Einzelwerte schwankten
aber fiir beide Genotypen stark (B—Zellen: 2,5 bis 12,8 pF; A—Zellen: 2,1 bis 6,5 pF)
(Abb. 3.1), so dass die ZellgroBe als Unterscheidungskriterium ungeeignet ist.
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Fig. 3.1: Kapazitéiten der A— (weile Balken) und B—Zellen (graue Balken)

Es musste daher eine Methode entwickelt werden, mit der man schnell und ohne
groflen Aufwand die Zellen genotypsisieren konnte. Es wurden daher einzelne Zellen
eingesaugt und mit einer Single-Cell RT-PCR mit spezifischen Primer fiir Glukagon
und Insulin genotypisiert. Die Abbildung 3.2 zeigt ein Beispiel einer Genotypisie-

rung.

493 bp —

344 bp — -
e\\a 6\\6 @\\6 6\\6 6\\6
?;‘b ?»’(L Q;l» le» %fl)

Fig. 3.2: Genotypisierung von Inselzellen. Single—Cell RT-PCR mit insulin— und glukag-
onspezifischen Primer. Glukagon—Bande: 493 bp; Insulin—Bande: 344 bp

Die leichten Verunreinigungen der A—Zellen mit Insulin-Banden sind auf das Ein-
saugen der Zellen zuriickzufiihren, da unterschiedliche Mengen an Badlosung mitein-
gesaugt werden. Da B—Zellen den grofiten Anteil einer Insel ausmachen, besteht die
Moglichkeit beim Einsaugen einer Zelle gleichzeitig auch in der Extrazelluldrlosung
schwimmende Partikel und somit RNA von kurz zuvor geplatzten Zellen in die Pi-
pette mit aufzunehmen.

Um zu beweisen, dass die Genotypisierung erfolgreich funktionierte wurden Zellen
aus 3Cay 1.27/~-Méusen (66) isoliert. Diese Miuse haben eine B-zellspezifische De-
letion des Clay1.2 L-Typ Kalziumkanals. Schulla et al. (2003) zeigte bereits, dass
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Isradipin in den KO-B—Zellen keine Wirkung hat. Daher wurde elektrophysiologisch
der Effekt von 1 uM Isradipin auf einzelne Zellen untersucht. Die Zellen wurden in
der Whole—Cell Patch—Clamp—Konfiguration und mit dem in Kapitel 2 beschriebe-
nen Protokoll 3 (Strommaximum in der Regel bei 0—10mV), mit 2,6 mM Ba*" als

Ladungstréager und 0,1 pM TTX, zum Blockieren der Natriumstrome, gemessen.
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Fig. 3.3: Messung der Isradipin-Hemmung des I, von Inselzellen der $Cay1.2~/~Maus

Die Abbildung 3.3 zeigt einen reprasentativen Strom—Zeitverlauf einer Zelle oh-
ne (links) und mit Effekt auf Isradipin (rechts). Es wurden alle gemessenen Zellen
mit insulin— und glukagonspezifischen Primer genotypisiert. Von 14 Zellen, die ei-
ne Isradipin-Hemmung aufwiesen, zeigten alle eine Glukagon—Bande. Alle anderen
Zellen, die keine Isradipin—Wirkung zeigten, enthielten ohne Ausnahme eine Insulin—
Bande. Daher ist das Vorhandensein einer Glukagon-Bande ausreichend genug, um

eine A—Zelle eindeutig als solche zu identifizieren.

3.2 T-Typ Kalziumkanéle in murinen Inselzellen

T-Typ Kalziumkanéle wurden bisher in Inselzellen der Ratte und des Menschen
(76) beschrieben. Es wurde spekuliert, dass sie hier, die Insulinsekretion verbessern,
indem sie eine Schrittmacherfunktion ibernehmen (54). Fiir die Glukagonsekretion
sollen T-Typ Kalziumkanile, aufgrund ihrer Eigenschaften als mogliche Schliissel-
aktivatoren in den A—Zelle fungieren. Hierbei sollen sie vor spannungsaktivierten
Kalziumkanélen geschaltet sein und fiir die Depolarisation der Zellmembran, was
fiir das Offnen der L-Typ Kalziumkanile erforderlich ist, als Aktivatoren dienen

(27). Eine jiingste Untersuchung an MIP-GFP-Méiusen zeigt inzwischen auch die
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Existenz von T-Typ Kalziumstréme in der Maus und postuliert unterschiedliche

A-Zell-Populationen in murinen Inselzellen (41).

3.2.1 Molekularbiologische Untersuchung

Es wurden zunéchst mittels PCR die Expression der T-Typ Kalziumkanéle in den
Inselzellen iiberpriift. Es wurden spezifische Primer fiir alle T-Typ Kalziumkané-
le designt und an ¢cDNA aus verschiedenen Gewebe getestet. Zuerst wurde eine
Standard-PCR mit den degenerierten Primern (T05/T06) fur alle T-Typ-Kalzium-
kanile durchgefithrt und anschliefend mit einer nested PCR mit spezifischen Pri-
mern fiir Cay 3.1, Cay 3.2 und Cay 3.3 die T-Typ Kalziumkanéle identifiziert. In der
Abbildung 3.4 ist das FErgebnis der Gelelektrophorese zu sehen.

344 bp— wee

298 bp— w2 @l b - ‘-
_ - - 9 - -
i
W9, 9,99 % % %%
KB d 2 o Y e TS
344 bp — e
208 bp— wee 4 ‘. -
220 bp o -
200 bp— ¢Q G G ¢ ¢
L L, L L L
KB Yo M M, Mo M

Fig. 3.4: PCR-Reaktion mit T-Typ-spezifischen Primern an a) Gehirn—, b) Herz—, ¢)
Muskel—, d) Nieren— und e) Insel-cDNA

Es wurde die ¢cDNA aus Gehirn, Herz, Muskel, Niere und Inseln amplifiziert.
Standard— und nested PCR wurden mit einer Primeranlagerungs—Anfangstemperatur
von 64°C begonnen und durch ein ,,touch-down® bis auf 58°C" heruntergekiihlt. Es
wurden 30 Zyklen durchgefithrt. Amplikons aller T-Typ Kalziumkanéle kénnen in
Gehirn-, Muskel- und Insel-cDNA nachgewiesen werden, wéihrend die cDNA von
Herz (Cay3.1 und Cay3.2) und Niere (Cay3.2 und Cay3.3) jeweils nur zwei expri-
mieren. Die zu erwartende Bandengrofien sind fiir C'ay 3.1 — 271 bp, fiir Cay 3.2 —
305 bp und fiir Cay 3.3 — 258 bp.

Anschlieflend wurden einzelne Inseln und Zellen mittels der Single-Cell RT-PCR
wieder zuerst mit degenerierten Primern (T05, T06; gleiches Programm wie fiir die

Genotypisierung von A— und B—Zellen) und anschlieBend wieder mit der nested
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PCR mit spezifischen Primern amplifiziert (gleiches Verfahren wie mit ¢cDNA). In
einzelnen Inseln konnen die Amplifikate der T-Typ Kalziumkanéle noch sehr gut
nachgewiesen werden (Abb. 3.5 links), wéhrend in einzelnen Zellen, trotz Erhéhung
der Zyklenzahl auf 40-50 Zyklen keine T-Typ Kalziumkanéle identifiziert werden
konnen (Abb. 3.5 rechts). Insgesamt wurden 47 Inselzellen auf diese Weise unter-
sucht und es konnten bei keiner dieser Zellen Amplifikate der T-Typ Kalziumkanéle

nachgewiesen werden.

394 bp 5.4
344 bp ooy
298 bp R -
220 bp C O @4
@ 3 ?
2NN S N
kB e e

Fig. 3.5: Amplifikate fiir C'ay 3.1, 3.2 und 3.3 kénnen nur in einzelnen Inseln (links) aber

nicht in einzelnen Zellen (rechts) nachgewiesen werden.

Um sicherzustellen, dass die Primer eine ausreichende Sensitivitét fiir die Single—
Cell RT-PCR haben, wurde folgendes Verfahren durchgefiihrt (Abb. 3.6):

<
1-3 5x PCR-Puffer
-
Inseln RNase Inhibitor
Enzymmix
dNPT’s

30min bei 50°C

Verdiinnung auf 1:1000000
PCR mit T-Typ Primer

Fig. 3.6: Schematische Darstellung des Verfahrens zum Testen der Sensitivitit der T-Typ

Kalziumkanal-Primer

1-3 Inseln wurden eingesaugt und mit allen Komponenten der Single-Cell RT-
PCR bis auf die Primer versetzt und 30 min bei 50 °C' inkubiert. In dieser Phase
erfolgt die Umschreibung der mRNA in ¢cDNA. Anschlieend wurde die Losung
auf 1:1000, 1:10000, 1:100000 und 1:1000000 verdiinnt und mit den T-Typ

Kalziumkanal-Primern, mit dem oben beschriebenen PCR—Verfahren, amplifiziert.
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Sollten die Primer nun nicht sensitiv genug sein, um die geringen mRNA-Mengen
in einer Zelle zu detektieren, so sollten sich keine Banden auf dem Gel ergeben.
Das Ergebnis zeigt jedoch (Abb. 3.7), dass die Primer die ¢cDNA auch bei einer
Verdiinnung von 1:1000 000 erkennen und amplifizieren kénnen und fiir die Single-

Cell RT-PCR geeignet sind.

305 bp—

271bp —

s KB C C O
25 %5 ¢
2, t2, te,

Fig. 3.7: PCR—Ergebnis der 1:1000 000 Verdiinnung. Alle 3 T-Typ Kalziumkanéle kénnen

noch nachgewiesen werden.

3.2.2 Elektrophysiologische Untersuchung

Um die Expression von T-Typ Kalziumkanélen in den Inselzellen der Maus endgiiltig
ausschlieBen zu konnen, wurden einzelne Zellen elektrophysiologsich untersucht.
Hierfiir wurde in der Whole—-Cell Patch—Clamp-Konfiguration mit dem Protokoll
1 gemessen. Um einen grofleren Kalziumstrom zu erzielen wurde 2,6 mM Ba?T als
Ladungstriger in der Extrazellularlosung E;; verwendet. Storende Natrium- und
Kaliumstrome wurden einerseits mit einer Superfusion von 0,1 pM TTX, mit 20 mM
TEA-CI in der Extrazellularlosung und zusétzlich 125 mM CsCl anstelle von KCI
in der Intrazelluldrlosung gehemmt. Die Abbildung 3.8 zeigt ein Beispiel fiir die re-
sultierenden Stromkurven einer solchen Messung. Hier sind nur die Potentiale und

Strommessungen von -40mV bis +50 mV dargestellt.
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+50mV 100 ms

Fig. 3.8: Stromkurven zu den Potentialen von -40 mV bis +50 mV mit zugehorigem Mess-
protokoll.

Bei neuronalen und anderen T-Typ Kalziumkanal exprimierenden Zellen erweist
sich der LVA-Strom in der Strom—Spannungsbeziehung als kleiner ,Buckel“ auf
dem groBeren HVA Strom (13). In den Inselzellen der Maus konnten nur HVA-
Kalziumstrome gemessen werden. Es wurde daher vermutet, dass die LVA-Strome
durch gréfere HVA-Strome verdeckt sein konnten. Daher wurde ein Trick ange-
wendet, um eventuell verdeckte T-Typ Kalziumstrome sichtbar zu machen (Abb.
3.9).

20 /40 80

e -100 HP
o -60 HP
= Difference current

-400

Fig. 3.9: Strom—Spannungs—Messung an Harnréhren—Zellen des Menschen. Der T-Typ
Kalziumstrom wird erst sichtbar, wenn man die Kurven zu den verschiedenen

Haltepotentiale voneinander subtrahiert (nach 16).
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Auflerdem inaktivieren T-Typ Kalziumkanéle bei niedrigeren Membranpotentia-
len als L— und Nicht-L-Typ Kalziumkanile (13), d.h. bei einen Haltepotential von
Vi, -80mV konnten die T-Typ Kalziumkanile bereits inaktiv sein. Daher wurden
die Versuche bei V;, -80mV und Vj, -100mV durchgefiihrt. Es wurden zuerst bei
negativen Haltepotentialen (schwarz) gemessen und dann bei V}, -40mV (rot). Die
Differenzkurve ist in griin dargestellt. In murinen Inselzellen wurden keine T-Typ

Kalziumstrome mit dieser Messung identifiziert (Abb. 3.10).

voltage [mV]
-100 -80 -60 -40 -20 20 40 60
L g 2 A 1 1 1 A
<
2
<
g 3
§ 80
- 4\
-100
—m—V -80mV
-120- —o—V, -40mV

Differenzkurve

Fig. 3.10: Murine B—Zellen nach einer T-Typ Kalziumkanal Strom—Spannungsbeziehung.
Gemessen bei V3, -80mV (schwarz) und bei V},-40mV (rot) und die Differenz-
kurve (griin). Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts
(SEM) fiir n=6 B-Zellen dargestellt.

Man kann nur einen Unterschied in der Stromamplitude aber nicht in der Span-
nungsabhéngigkeit erkennen. Das gleiche Ergebnis wurde fiir A—Zellen erhalten.
Insgesamt wurden 9 A- und 21 B-Zellen auf diese Weise untersucht. Die Identifizie-
rung der Zellen erfolgte mit der vorher beschriebenen Methode. Beide Zelltypen zeig-
ten die gleichen Ergebnisse. Die Betrachtung einzelner Stromregistrierungen zeigt
ebenfalls keine T-Typ Kalziumstrome. In Abbildung 3.11 ist eine reprasentative

Stromregistrierung einer A—Zelle dargestellt.



3. Ergebnisse 59
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Fig. 3.11: Repréasentative Strommessungen einer A—Zelle von Haltepotentialen von Vj, -
80mV (links) und Vj, -40mV (mitte) bei Potentialen von -80 bis +10 mV. Rechts

sind die Differenz—Stréome dargestellt.

In keiner Inselzelle der Maus konnten T-Typ Kalziumkanéle molekularbiologisch

oder elektrophysiologisch nachgewiesen werden.

3.3 Natriumkanéle in murinen Inselzellen

3.3.1 Zwel TTTX-sensitive Natriumkanéle in den murinen Inselzellen

In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Publikationen konnten auch im Rahmen
dieser Arbeit zwei verschiedene Natriumstrome in den Inselzellen der Maus detek-
tiert werden. Ein friih inaktivierender Natriumstrom, der nur bei einem hyperpola-
risierten Haltepotential von V;, =-120mV aktiv ist und ein Natriumstrom, der bei
einem physiologischen Haltepotential von V;, =-80 mV noch aktiviert war. Fiir die
Detektierung der Natriumstrome wurde das Protokoll 1 und die Extrazelluldrlosung
E; verwendet. Die Abbildung 3.12 zeigt représentative Stromregistrierungen einer
Zelle mit frith- (A) und einer Zelle mit spétinaktivierendem (B) Natriumkanal. Beide
Strome konnten durch 0,1 uM TTX vollstindig gehemmt werden.

Der frithinaktivierende Natriumstrom wurde bisher nur in den B-Zellen gefun-

den (42; 11; 43) wihrend der spétinaktivierende den A—Zellen zugeordnet wurde
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A B

V, -120mV

—Jf V, -80mV
hf \\ | 100pa
\\‘:\ \\ \\\ 20ms

Fig. 3.12: Spannungsabhéngige Natriumstréme von zwei Inselzellen. A, Natriumstrom ei-
ner représentativen Zelle mit frithinaktivierendem Natriumkanal (links: Vj, -
120mV, rechts: V;,-80mV). B, Natriumstrom einer repréisentativen Zelle mit

spatinaktivierendem Natriumkanal (links: V3 -120 mV, rechts: V;, -80mV).

(42; 27). Um diese Befunde nachzuweisen wurden die gemessenen Zellen genotypi-
siert. Das Ergebnis war hochst iiberraschend, denn neun von 23 Zellen, die nur den
frithinaktivierenden Natriumkanal zeigten wurden eindeutig als A- und die restli-
chen als B—Zellen identifiziert. Dagegen wurden alle Zellen (insgesamt 24 Zellen),
die den spétinaktivierenden oder beide Natriumstrome aufwiesen, ohne Ausnahme
als B—Zellen genotypisiert (siche Abb. 3.13).

254
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2
E 20
c
[5]
5
s 197
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©
< 54
®©
e I HP -120mV
g R
0 24 | E=3HP -8omv
A-Zellen B-Zellen

Fig. 3.13: Identifizierung von A- und B-Zellen die den frithinaktivierenden (blau) und
den spétinaktivierenden (tiirkis) Natriumstrom exprimieren mit glukagon- und

insulinspezifischen Primern
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74% der gemessenen Zellen zeigten nur den frithinaktivierenden Natriumstrom
(davon 31% A- und 69% B—Zellen). Die restlichen 26% zeigten den spétinaktivieren-
den Natriumstrom, davon 1/3 die nur den Natriumstrom, der bei einem Haltepo-
tential von V}, -80 mV aktiv war, und 2/3 zeigten beide Natriumstrome (siehe Abb.
3.14).

=V, -80mVv
BV, -80mV/-120mV
18 v, -120mv

Anzahl der Zellen

po2 =7

Fig. 3.14: Inselzellen exprimieren unterschiedliche Natriumstrome: (tiirkis) Zellen, die nur
bei V}, -80mV, (gelb) Zellen, die bei V3, -120mV und (rosa) die sowohl bei V},

-80mV als auch V, -120mV aktiv waren. n = Anzahl der gemessenen Zellen

3.3.2 Strom-Spannungsbeziehung spannungsabhéngiger Natriumkanéle

Zur weiteren Charakterisierung wurden Strom—Spannungskurven der Natriumstrome
gemessen. Die maximalen, einwértsgerichteten Stromamplituden wurden gemittelt
und gegen die Klemmpotentiale aufgetragen. Die Natriumstrome, die bei einem Hal-
tepotential von V;, = -120mV gemessen wurden, aktivierten bei einem Potential von
-50mV. Positivere Potentiale riefen einen ansteigenden, einwértsgerichteten Strom
hervor, der einen Maximalwert bei einem Potential von -10 mV erreichte. Natrium-
strome, die bei einem Haltepotential von V,, = -80mV gemessen wurden, zeigten
erst ab Potentialen von -40 mV Strome. Der Maximalwert lag in diesem Fall bei ei-
nem Potential von 0 mV. Die maximalen Stromamplituden der friih inaktivierenden
Natriumkanéle lagen zwischen 133 und 1000 pA (Mittelwert: -622 4+ 131 pA). Die

spat inaktivierenden Natriumkanéle hatten maximale Stromamplituden zwischen



3. Ergebnisse 62

90 und 311 pA (Mittelwert: -163 4+ 28 pA). Beide Strome konnten mit 0,1 uM TTX
vollsténdig gehemmt werden (Abb. 3.15).

Spannung [mV]

—m—V, -120mV
—m—V, -80mV

Fig. 3.15: Strom—Spannungsbeziehung des frith— und spétinaktivierenden Natriumstrom.
Die Zellen wurden in 10 mV—Schritten fiir 100 ms auf Potentiale von -80 mV bis
+50mV depolarisiert. Die Strommaxima fiir die jeweiligen Potentiale wurden
gemittelt und gegen die Spannung aufgetragen (n = 11 fiir V3, -120mV (schwarz),
n = 8 fiir V3, -80mV (rot).

3.3.3 Inaktivierung spannungsabhéngiger Natriumkanéle (steady—state

Inaktivierung)

Natriumkanéle inaktivieren nicht nur zeitlich, sondern auch spannungsabhéngig.
Diese spannungsabhingige Inaktivierung wurde unter Gleichgewichtsbedingungen
(steady-state) bestimmt. Fiir die Messung der Steady-State—Inaktivierung wurde
zuerst mit einem Strom—Spannungsprotokoll {iberpriift, welcher Natriumstrom in
der Zelle exprimiert wird. Als Testpuls (Vres) wurde fiir jede Zelle individuell das
Potential eingestellt, bei dem sie ihre maximale Stromamplitude hatte. Anschlieend
wurde auf ein Haltepotential von V}, -70 mV geklemmt und die Zelle mit Vorpulsen
von -150 mV (fiir den frithinaktivierenden) bzw. -100 mV (fiir den spéatinaktivieren-
den) in 5 mV-Schritten bis +5mV depolarisiert. Nachdem alle Zellen genotypisiert
waren, wurden die jeweiligen Kurven mit dem Programm Origin berechnet (Abb.

3.16).
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m V -120mV: B-Zellen
v V, -80mV:B-Zellen
V, -120mV: A-Zellen

T T T T T
-140 -120 -100 -80 -60 -40 -20 0
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Fig. 3.16: Steady—State Inaktivierungskurven fiir Natriumkanile. Gemittelte Inaktivie-
rungskurve fiir den frithinaktivierende Natriumkanal der B-Zellen (n = 13,
(schwarz), Vo5 = -104 £ 1,2mV mit k = 5,5 £ 0,3), der A-Zellen (n = 4;
(tiirkis); Vo5 = -106 + 1,7mV mit k = 54 £ 0,9) und fiir den spétinaktivie-
renden Natriumkanal der B-Zellen (n = 6, (rot); Vo5 = -59 £+ 3,3mV mit k =
8,5 £ 1,3) (I / Iinax: Verhéltnis der gemessenen Stromamplitude zur maximalen

Stromamplitude).

Die Stromamplituden wurden zur Maximalamplitude (I/[,,.,) in Relation ge-
setzt und gegen die Vorpulspotentiale aufgetragen. Die Kurve wurde nach der Boltz-

mann—Gleichung berechnet.

Iy 1
[maa: B ]— - e(V_VO’S)/k

(3.1)

Vo.5: Potential, bei der die Hilfte aller Natriumkanile inaktiviert ist; k Kurvensteigungsfaktor;

V: Vorpulspotential; I,,,,: maximale Stromamplitude; Ip: Stromamplitude bei V.

3.3.4 TTX-Wirkung an Natriumstromen aus Inselzellen der Maus

Dosisinhibitions—Kurven geben Aufschluss dariiber, welche Konzentrationen eines
spezifischen Toxins fiir eine bestimmte Hemmwirkung notwendig sind. Es ist allge-
mein gebrauchlich, die Pharmakonwirkung gegen den log[Pharmakon| aufzutragen.

In diesen Fiéllen ist das Ergebnis eine sigmoidal logarithmische Kurve. Thr Wende-
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punkt bezeichnet den IC5,—Wert, das heifit, die Konzentration, bei der das Toxin
eine halbmaximale Hemmung auslost. Einzelne Zellen wurden in der Whole—Cell
Patch—Clamp—Konfiguration mit dem Protokoll 3 gemessen. Hierfiir wurden die Zel-
len ausgehend von einem Haltepotential von V}, -80 oder -120mV auf das Potential,
bei dem sie in der Strom—Spannungsbeziehung die maximale Stromantwort hatten,
depolarisiert und der Reihe nach mit verschiedenen TTX-Konzentrationen iiber-
stromt. Jeder Puls dauerte 200 ms. Es wurden folgende Konzentrationen gewéhlt:
0nM, 0,3nM, 1nM, 3nM, 10nM, 30nM und 100nM TTX. Die Werte wurden ge-
mittelt und graphisch dargestellt (Abb. 3.17).

I/lmax

T T T T T —
1E-3 0,01 0,1 1 10 100
TTX-Konzentration [nM]

Fig. 3.17: TTX-Block des frith— und spétinaktivierenden Natriumstrom. ICso—Wert fiir
den frithinaktivierenden Natriumstrom war 2,7 £ 0,3nM TTX (n = 10) und fiir
den spétinaktivierenden 1,3 + 0,4nM TTX (n = 7). Die Werte fiir beide Strome

sind nicht signifikant unterschiedlich.

Da der frithinaktivierende Natriumstrom in beiden Zelltypen vorhanden ist und
der spatinaktivierende nur in den B—Zellen vorkommt, wurde eine Unterscheidung
zwischen A- und B—Zellen vernachlassigt. Es musste nun geklart werden, um welchen
Natriumkanal bzw. um welche Natriumkanile es sich bei den gemessenen Stromen

handelt.
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3.3.5 Untersuchung mit spezifischen Primer fiir alle TTX-sensitiven

Natriumkanéle

Es wurden zunéchst spezifische Primer fiir die TTX—sensitiven Natriumkanéle (Nay -
1.1, Nay1.2, Nay1.3, Nay1.4, Nay1.6 und Nay1.7) designt und an Gehirn- und
Muskel-cDNA mit einer Standard-PCR getestet. Alle Natriumkanéle bis auf den
Nay1.4 konnte in der Gehirn—cDNA nachgewiesen werden. Nay 1.2 und Nay1.4
wurden wie erwartet in Skelettmuskel-Gewebe gefunden (18). Die zu erwartende
Laufhohen der einzelnen Amplifikate sind fiir Nay 1.1 — 401 bp, Nay 1.2 — 321 bp,
Nay1.3 — 345bp, Nay1.4 — 308 bp, Nay1.6 — 511 bp und fiir Nay1.7 — 398 bp.
Fiir jedes Primer—Paar wurden folgende optimale Annealing—Temperatur ermittelt
und mittels einer ,,touch—down* Standard—PCR mit folgenden Anfangstemperaturen
verwendet (siche Material-Methoden; Tab. 3.1). Das Ergebnis ist in der Abbildung

3.18 zu sehen.

Primerpaar  Annealingtemperatur ~ Anfangstemperatur

Nayl.1 56°C 62°C
Nay1.2 57°C 63°C
Nay1l.3 53°C 59°C
Nay14 55°C 61°C
Nay1.6 51°C 57°C
Nay1.7 57°C 63°C

Tab. 3.1: Optimale Annealingtemperaturen der Nay—Primerpaare

394bp — -

344bp/—/ .- e
298bp —
220bp/

kB 1.1 1213416 1.7k 1.1 12 1.3141.6 1.7 :Nav
cDNA Gehrin c¢DNA Muskel

Fig. 3.18: PCR Analyse an Gehirn— und Skelettmuskel-cDNA mit spezifischen Primern

fiir alle TTX-sensitiven Natriumkanéle
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Anschliefend wurden die Primer mit demselben Programm an Insel-cDNA ge-
testet.

Na,1.2 Na, 1.3 Na, 1.4 Na, 1.6

Na,1.1
401bp — 511bp
345bp .
321bp 308bp—g

Wa, 1.7

Fig. 3.19: PCR Analyse an Insel-cDNA mit spezifischen Primer fiir alle TTX—sensitiven
Natriumkanile. Die erste Reihe ist jeweils die KB-DNA-Leiter.

Das Ergebnis der Gelelektrophorese zeigt eine klare Bande fiir Nay 1.1, Nay 1.3
und Nay 1.7, eine schwache Bande fiir Nay 1.6 und keine Banden fiir Nay 1.2 und
Nay1.4. Eine Single-Cell RT-PCR wurde an einzelnen Inseln durchgefiihrt. Es
wurden einzelne Inseln mit spezifischen Primer fiir Nay 1.1, Nay1.3, Nay 1.6 und
Nay 1.7 amplifiziert. Es wurden die in der Tabelle 3.1 angegebenen Annealingtem-
peraturen und das One-Step RT-PCR Programm verwendet. Das Ergebnis ist in
der Abbildung 3.20 zu sehen.

394bp
344bp

KB Na,l.l Na 1.3 Na 1.6 Na 1.7

Fig. 3.20: Single—Cell RT-PCR Analyse an einzelnen Inseln. Es wurden nur Nay 1.3 und
Nay 1.7 amplifiziert

Mit 30 Zyklen konnte in einzelnen Inseln Nay 1.3 und Nay 1.7 detektiert werden.
Auf Einzelzellebene, konnte trotz Erhohung der Zyklenzahl um 10 Zyklen nur noch

schwache Banden fiir den Nay 1.3 gefunden werden.

Na,1.3 Na, 1.7

Fig. 3.21: Ergebnis der Single-Cell RT-PCR an einzelne Zellen mit spezifischen Primer
fir den Nay1.3— (n = 5) und Nay1l.7-Kanal (n = 5)
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Nay1.7 konnte dagegen in fast jeder Zelle detektiert werden (als Beispiel Abb.
3.21, in 4 von 5 Zellen). Mit Hilfe molekularbiologischer Untersuchungen konnte
Nay1.7 sowohl in Zellen gefunden werden, bei denen elektrophysiologisch beide
Natriumstrome detektiert wurden, als auch in Zellen, die nur den frithinaktivie-
renden Strom hatten (Abb. 3.22). Es wird daher vermutet, dass die Natriumkanal
a—Untereinheit des Nay 1.7 die molekularbiologische Grundlage fiir den frithinakti-
vierten Natriumstrom darstellt und somit der Haupt—Natriumkanal in den A- und
B-Zellen ist.

516bp—,
394bp -~ -
344bp—"1 -4

-
298bp

V, -120mV V, -80mV

Fig. 3.22: Single—Cell RT-PCR mit Nay 1.7-spezifischen Primer an (Reihe 2-6) Zellen, die
den frithianktivierenden und (Reihe 7-11) Zellen, die den spitinaktivierenden

Natriumstrom exprimierten.

3.4 Untersuchung der A-zellspezifischen Nay1.7~/~-Maus

Um den Anteil des Nay1.7—Kanals an der elektrischen Aktivitdt und Sekretion
der Hormone in A-Zellen zu untersuchen, wurde eine A-zellspezifische Nay 1.7
Knockout Maus generiert. Die beiden Mauslinien GlucCret/*- und die gefloxte
transgene Nay 1.7-Maus wurden miteinander gekreuzt. Die Nachkommen wurden
dann anschlieBend weitergekreuzt, bis die gewiinschten Nay 1.77%/L2GlucCret/9-

und deren Kontroll-Maus entstand.

3.4.1 Molekularbiologsiche Untersuchungen

Es musste zunédchst nachgewiesen werden, dass die Deletion gewebespezifisch also
nur in den A—Zellen des Pankreas stattgefunden hat. Dazu wurde von jeweils 3
KO- und 3 Kontroll-M#usen die genomische DNA aus dem Herzen (als Negativkon-

trolle) und den Inseln gewonnen und mit den in Kapitel 2 beschriebenen Primern
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fiir Nay 1.7 amplifiziert. Es wurde das Standard-PCR Programm (Maus—kurz) ver-
wendet. Die Abbildung 3.23 zeigt, die méglichen Allele in einer Nay 1.7-transgenen
Maus. Hierbei steht Wildtyp (WT) fiir das Allel, wie es in den M#usen unter natiirli-
chen Bedingungen vorkommt, L2 fiir das durch 2 LoxP—Seiten gefloxte Allel und L1
fiir den KO—Zustand.

Pri 16s 17a 18a
rimers > —
g 4 M
WT [ 1 [ 1 ':‘ [ 1| ]
J LS
Exons 13 14 +15 16
Pri 16s 17a 18a
rimers > <
{1 (]
L2 [ 1 [ 1 [ 1 [ ]
J L.
Exons 13 14 +15 16
Primers ik 10
H_’_ =
L1 L 1 [ 1 I |
wJ wJ
Exons 13 16

Fig. 3.23: Schematische Darstellung der moglichen Allele in einer Nay 1.7 transgenen
Maus. 16s, 17a und 18a = Lage der Primer fiir die PCR-Reaktion. WT:
Wildtyp—Allel, L2: Exon 14 und 15 sind durch 2 LoxP—Seiten flankiert und L1:
Exon 14 und 15 wurden durch die Cre-Rekombinase herausgeschnitten, iibrig

bleibt ein ,,genloses“ Allel und eine LoxP—Seite

Die Amplifikations—Produkte sind fiir WT — 317 bp (Produkt aus 16s und 17a),
fir L2 — 461bp (Produkt aus 16s und 17a) und L1 — 395bp (Produkt aus 16s
und 18a). Die Abbildungen 3.24 und 3.25 zeigen das Ergebnis der PCR an Insel-
und Herz-DNA aus Nay1.75%L2GlucCret/%- (KO) und Nay 1.7/ 22GlucCret/t9—
Méusen (Kontrolle). Die Abbildung 3.24 zeigt das Ergebnis der PCR an Insel-
DNA aus KO- und Kontroll-M&usen. Die KO-Maus-DNA zeigt eine deutliche L2-
und eine sehr schwache LL1-Bande. Da die Cre-Rekombinase unter dem Glukagon—
Promotor steht und somit nur in den A—Zellen, welche den kleineren Anteil einer
Insel ausmachen, exprimiert wird, sollte das defekte Nay 1.7-Allel und somit die
L1-Bande nur in den A—Zellen nachweisbar sein. Dies wird durch die schwache L1-
Bande bestétigt. Die deutlich starker L2-Bande wird durch den sehr grofien Anteil
von B—Zellen, in denen die Cre-Rekombinase nicht exprimiert wird, hervorgerufen.

In diesen Zellen liegt das Nay 1.7-Allel im ,,gefloxten* Zustand vor.
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516bp

394bp b2
344bp WT
208b
P” KB KO Kontrolle
Na, 1.7

Fig. 3.24: Genotypisierung genomischer Insel-DNA aus KO- und Kontroll-Mausen. KB:
DNA-Leiter; LL1: KO-Bande; L2: gefloxtes Allel; WT: Wildtyp—Allel. Erlaute-

rungen siehe Text.

Die Kontroll-Maus-DNA enthélt die L2- und WT—Bande. Eine L1-Bande konnte
nicht nachgewiesen werden. Es kann aber eine weitere Bande detektiert werden,
die das PCR~Produkt der Primer 16s und 18a des Wildtyp—Allels darstellt. Sind
beide Allele gefloxt (KO-Zustand), kann diese Bande nicht gefunden werden, da

das Amplifikations—Produkt aus 16s und 18a viel zu grofi wiare um es auf dem Gel

1dd

KO Kontrolle
Na,1.7

nachzuweisen.

516bp
394bp
344bp
298bp

WT

Fig. 3.25: Genotypisierung genomischer Herz—DNA aus KO- und Kontroll-M&usen. KB:
DNA-Leiter; L.2: gefloxtes Allel; WT: Wildtyp—Allel. Erlauterungen siehe Text.

Die Herz—DNA zeigt weder in den KO- noch in den Kontroll-M&ausen eine L1-
Bande, was die Funktion und Spezifitat der Cre-Rekombinase beweist (siehe Abb.
3.25). Auch hier kann die zusitzliche Bande, etwas unterhalb der L2-Laufhohe de-
tektiert werden, was die Vermutung bestitigt, dass die Primer 16s und 18a ein
zusitzliches Amplifikat aus dem Wildtyp—Allel bilden. Beide PCRs wurden nach
der Anleitung von (50) durchgefithrt. Molekularbiologisch konnte gezeigt werden,
dass in den KO-Méusen das Nay1.7-Gen in den A—Zellen deletiert vorliegt.
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3.4.2 Elektrophysiologische Untersuchungen

Durch elektrophysiologsiche Messungen wird die Expression des Nay 1.7 Natrium-
kanals in den A—Zellen der KO-Maus untersucht. Die Messungen erfolgten in der
Whole—Cell Patch—Clamp—Konfiguration mit der Extrazellularlosung E;. Mittels des
Messprotokolls 1 wurden die einzelnen Zellen bei einem Haltepotential von V) -
120mV und Vj, -80mV in 10 mV-Schritten von -80mV bis +50mV depolarisiert.
Die Abbildungen 3.26 und 3.27 zeigen jeweils reprisentative Beispiele fiir A—Zellen,
die keinen (3.26) und B—Zellen, die sowohl den friith—, als auch den spatinaktivieren-

den Natriumstrom exprimieren (3.27).

SV090507: SV090507:
V, -120mV V, -80mVv

Fig. 3.26: Repriisentative Stromkurven einer A-Zelle (SV090507) aus einer Nay 1.7/~
Maus. Vj, -120mV (links), V}, -80 mV (rechts)

SVA70501: SVA70501:
V, -120mV v, -80mV

Fig. 3.27: Repriisentative Stromkurven einer B-Zelle (SV170501) aus einer Nay 1.7/~
Maus, in der beide Natriumstrome exprimiert werden. Vj, -120mV (links), V},

-80mV (rechts)

Insgesamt wurden 37 Zellen aus 13 Préaparationen auf diese Weise analysiert und
anschlieBend mit insulin- und glukagonspezifischen Primern genotypisiert. Danach
wurden die Ergebnisse der KO-Zellen mit denen aus Kontroll-Méausen verglichen.
Die Zusammenfassung der Messungen und Genotypisierung ist in der Abbildung
3.28 zu sehen.
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B Na, 1.7"-Maus
[ Kontroll-Maus

N (o] (o]
o o o
1 1 1

Anzahl der Zellen ohne INa

N
o
1

A-Zellen B-Zellen

Fig. 3.28: Statistik aller gemessenen KO-Zellen (blau) im Vergleich mit WT—Zellen

(tiirkis). In, Natriumstrom

73 % aller gemessenen KO-Zellen konnten als B- und 27% als A-Zellen iden-
tifiziert werden. Von 25 gemessenen B—Zellen hatten 9 keinen und 16 mindestens
einen Natriumstrom. Von 12 gemessenen A—Zellen zeigten 11 keinen nur eine ein-
zige hatte einen Natriumstrom. Bei den Kontroll-M&usen konnten ebenfalls 72 %
aller gemessener Zellen als B- und 28 % als A-Zellen genotypisiert werden. Von 85
gemessenen B—Zellen waren nur 10 Zellen ohne und 75 mit Natriumstrom und von
33 gemessenen A—Zellen wurden 8 ohne und 25 mit Natriumstrom gemessen. Somit
kann man schlussfolgern, dass der Nay 1.7-Natriumkanal tatsidchlich die molekulare
Grundlage fiir den frithinaktivierenden Natriumstrom in A- und B—Zellen darstellt.
Auflerdem konnte gezeigt werden, dass die Ausschaltung dieses Kanals keine Auswir-
kung auf die Verteilung von A- und B—Zellen ausmacht. Andererseits scheinen auch
die B-Zellen von der Deletion des Nay 1.7 in der A-Zellspezifischen Nay 1.7/~
Maus betroffen zu sein, da auch hier deutlich mehr B—Zellen ohne Natriumstrom

gemessen wurden.

3.4.3 Gewicht— und Blutzuckermessung an der Nay 1.7/~ -Maus

In den niichsten Versuchen sollte geklirt werden, ob die Nay1.7~/~~Maus eine Stoff-

wechselstorung beziiglich der Verwertung von Glukose aufweisen. Dazu wurden bei 5
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3-monatigen KO- und 5 Kontroll-M&use (Geschwister) iiber mehrere Wochen hinweg
der Blutzuckerspiegel im niichternen Zustand (4-5 Stunden ohne Futter) kontrolliert.
Die Ergebnisse sind den Abbildungen 3.29 und 3.30 zu sehen.

34 1
33

32] o

31 1 i - /‘ Wochen KO-Maus Kontroll-Maus
30 \I/l/ / 1

5 291 _— J 1 28g + 1,5 26+ 1,9

2 ogla—" )y ;/’ 2 287g+15 27,1+ 1,7

$ 274 - 3 0g+17  28+18

sl | 1 g1, ,

O 5] 4 30g + 1,4 28 +£18
241" 5 30g+ 1,5 29+ 1,7
233 6  303g+14 203+18

—m— KO-Maus
t‘/—o— Kontroll-Maus 10 32g £ 1,7 31 +£21
oL . . . . —f—
1 2 3 4 5 6 10

Fig. 3.29: Statistische Auswertung des Korpergewichts von 5 KO- (schwarz) und 5-
Kontroll-M#usen (rot). Graphische Darstellung (links) Werte (rechts).

Die KO-Mé&use waren etwas schwerer als ihre Kontrollgeschwister. Im Mittel wo-
gen die KO-M4&use zu Beginn der Messungen 28 + 1,46 g und nach der 10. Messwoche
32 £ 1,7g. Die Kontroll-Mé&use hingegen wogen im Mittel zu Beginn 26,3 &= 19¢g
und gegen Ende 31 + 2,1g. Dennoch unterscheiden sich beide Maus—Linien nicht

signifikant voneinander.

160 -

150 1

140 /I Wochen KO-Maus Kontroll-Maus

= 7
=y 130, / 1 119mg/dl + 6,4  123,4mg/dl + 7,9
E T/ / 2 1212mg/dl £8  107,6mg/dl + 9,6
L )
%; 120+ — / 3 1234mg/dl + 7,5 115,6mg/dl £ 10,5
8 1o /' 4 129,6md/dl + 9,1 123,4mg/dl + 6
@ | 5 137mg/dl + 11,2 132,6 mg/dl + 6,8
L 9 1454mg/dl + 6,7 146,6mg/dl & 8,9

—m— KO-Maus e/ _ me/

—e— Kontroll-Maus

1 2 3 4 5 9

Wochen

Fig. 3.30: Statistische Auswertung des Blutzucker-Wertes von 5 KO- (schwarz) und 5-
Kontroll-M#usen (rot). Graphische Darstellung (links) Werte (rechts).
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Der Blutzuckerspiegel der KO-Mé&use nahmen stetig zu. Zu Beginn lag der
Mittelwert bei 119 £+ 6,4mg/dl und stieg wiahrend der Messreihen auf 1454 +
6,7 mg / dl. Die Kontroll-M&use zeigten #hnliche Werte (Beginn: 1234 + 7.9 mg / dl;
Ende: 146,6 + 8,9 mg /dl). Die Blutzucker—Werte der KO-M#use waren insgesamt
ein wenig hoher als die der Kontroll-Mause, sie unterscheiden sich dennoch nicht

signifikant voneinander.

3.4.4 Insulin—Toleranztest

Es wurden die gleichen Méause wie in den vorangegangenen Tests verwendet. Die
Mé&use wurden vor dem Experiment wieder 4 bis 6 Stunden niichtern gesetzt. Je-
der Maus wurde je nach Gewicht eine bestimmte Insulin-Menge subkutan injiziert,
so dass eine Endkonzentration von 1,2 Units / Koérpergewicht Maus erreicht wurde.
Die Messungen erfolgten vor, 30 min, 60 min und 120 min nach der Injektion. Das

Ergebnis ist in der Abbildung 3.31 zu sehen.
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Fig. 3.31: Statistische Auswertung des Insulintoleranztests von 5 KO- (schwarz) und 5
Kontroll-M#usen (rot). Graphische Darstellung (links), Werte (rechts).

Die KO-Maéuse zeigen gegeniiber ihren Kontroll-Geschwistern keine annorma-
le Reaktion auf Insulin. Der Blutzuckerspiegel lag vor der Injektion bei den KO-
Méusen im Mittel 145,4 + 6,7 mg / dl und bei den Kontroll-Mausen 146 4+ 8,9 mg / dl.
Im Laufe der Insulin-Wirkzeit (nach 30 und 60 min) konnte bei beiden Mauslinien
eine Senkung des Blutzuckerspiegels registriert werden (siehe Abb. 3.31), der nach
120 min wieder anstieg. Es konnte auch hier keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den KO- und Kontroll-Mé&usen gesehen werden. Die Deletion des Nay 1.7—
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Natriumkanals hat daher keinen signifikanten Einfluss auf den Blutzuckerspiegel

und das Gewicht bei relativ jungen Méausen.



4. DISKUSSION

4.1 Unterscheidung von A— und B—Zellen

Elektrophysiologische und molekularbiologische Untersuchungen haben verschiede-
ne Kalzium- und Natriumkanéle in den Inselzellen und Insulin—sezernierenden Zell-
linien identifiziert (65; 47; 73). Bisher gab es keine Methode, um A- von B—Zellen
zu unterscheiden. Deswegen konnte man bis jetzt die spannungsabhéngigen Ionen-
kandle nicht eindeutig einem Zelltyp zuordnen. In der Literatur wurden verschiedene
Strategien aufgezeigt, wie man bei elektrophysiologischen Experimenten A- von B—
Zellen unterscheiden kann. B—Zellen sind bei hohen, wihrend A—Zellen bei niedrigen
Plasmaglukose-Konzentrationen rhythmisch aktiv. Funktionell wurden unterschied-
liche Ionenkanéile gefunden (9; 35; 25; 26; 27). B—Zellen besitzen delayed rectifying
Kaliumkanéle und einen Natriumkanal, der nur bei hyperpolarisierten Haltepoten-
tialen aktiv ist. A—Zellen verfiigen iiber delayed rectifying und A-Typ Kaliumkanéle.
Sie haben LVA Kalziumkanéle und einen Natriumkanal, der noch bei einem Halte-
potential von -70mV aktiv ist. Die Uberpriifung dieser Kriterien vor jeder Mes-
sung sind haufig nicht moglich, da die Zellen nicht immer stabil genug sind. Zur
Untersuchung von Natrium- und Kaliumkanilen miissen auflerdem Intra- und Ex-
trazellularlosungen verwendet werden, mit denen weder Membranpotentiale noch
Kaliumstrome gemessen werden konnen. Auch die Zellgrofle kann bei einzeln ge-
messenen Zellen nicht als Unterscheidnugsmerkmal verwendet werden, da B—Zellen
sehr stark in ihrer Grofle variieren (42). Dies konnte in den hier durchgefiihrten
Messungen bestétigt werden. Wie sich durch die, in dieser Arbeit, durchgefiihrten
Untersuchungen herausstellte, eignen sich auch T-Typ Kalziumkanéle und Natri-
umkanéle nicht zur Identifizierung der Zelltypen. T-Typ Kalziumkanile konnten in
den Inselzellen der Maus namlich gar nicht gefunden werden und die Natriumstréme
zeigten eine umgekehrte Verteilung in A- und B—Zellen als in der Literatur beschrie-

ben.
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In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal eine Methode entwickelt, mit der
man A- und B-Zellen eindeutig voneinander unterscheiden kann. Mit einer Single—
Cell RT-PCR mit insulin- und glukagonspezifischen Primern konnten die Zellen erst-
mals eindeutig genotypisiert werden. Die Kombination aus elektrophysiologischen,
pharmakologischen und molekularbiologischen Untersuchungen erlaubt eine Zuord-
nung der Ionenkanéle zu einem Zelltyp und neue Erkenntnisse iiber die Expression

von Natrium- und T-Typ Kalziumkanéle in den A—Zellen.

4.2 T-Typ Kalziumkanéle werden nicht in den Inselzellen der Maus

exprimiert

Die Expression von T-Typ Kalziumkanélen in Pankreasinseln ist speziesabhéngig.
T-Typen wurden regelméfiig in menschlichen Inseln detektiert, wihrend sie in In-
selzellen von Nagern kaum gefunden wurden (73; 54). In Méusen konnten sie z.B.
nur in intakten Inseln mit Hilfe der Perforated Patch—Clamp—Technik gemessen wer-
den (9; 27). In Insulinoma—Zelllinien wie INS—1, HIT-T15 oder NIT-1 und Insulin-
sezernierenden Zellen wurden sie dagegen regelméfig identifiziert (14; 46; 70). Eine
Cay3.1 Spleifiform wurde sogar aus INS—1 kloniert (76). In der vorliegenden Ar-
beit konnte eindeutig gezeigt werden, dass einzelne A- und B—Zellen keine T-Typ
Kalziumstrome oder T-Typ Kalziumkanal-mRNA exprimieren, wiahrend in ganzen
Inseln die Amplikons dieser Kanile nachgewiesen werden konnten. In einer jiing-
sten Untersuchung konnte im Widerspruch dazu an MIP-GFP-Méusen die Existenz
zweier T-Typ—Strome in einzelne A—Zellen gefunden werden. Der Eine aktiviert bei
Haltepotentialen um V}, -40 mV und der andere bei V}, -60mV. Nur ein sehr geringer
Anteil an A—Zellen zeigten diesen zweiten T—Typ—Strom und enthielten zudem kei-
ne HVA-Strome. Es wurde daher vermutet, dass es sich um eine A—Zellpopulation
handelt, die als Schrittmacher fiir die anderen A—Zellen bei niedriger Plasmaglukose
fungieren konnten (41).

Diese Mauslinie wurde in einer fritheren Studie etabliert. Die B—Zellen exprimieren
GFP unter dem Insulin-Promotor und kénnen durch griine Fluoreszenz von den
iibrigen Zellen unterschieden werden (42). Man kann allerdings in einer gesamten
Insel die griinfluoreszierenden Zellen nicht mehr von den nicht-griinfluoreszieren-

den unterscheiden und zudem ist nicht eindeutig klar, ob es sich bei den nicht—



4. Diskussion 77

griinfluoreszierenden Zellen nur um A—Zellen handelt (42). Es konnte sich bei den
vermeintlich gemessenen A—Zellen daher auch um D- oder PP—Zellen handeln. In
der vorliegenden Arbeit konnten keine T—Typ—Strome gemessen werden. Der Grund
konnte sein, dass wahrend der Zell-Isolationsprozedur T-Typ Kalziumkanéile inak-
tiviert wurden. Es wurden auch Unterschiede im Metabolismus verschiedener Maus-
linien beobachtet (4; 17; 30), was das Fehlen der T-Typ Kalziumkanéle in den hier
untersuchten Zellen ebenfalls begriinden koénnte. Ein weiterer Grund konnte auch
sein, dass die Zellen nicht ausreichend genug kultiviert wurden und daher T-Typ
Kalziumkanéle erst gar nicht exprimiert werden konnten.

Im kardiovaskuldren System findet man ndmlich T-Typ Kalziumkanéle vorwiegend
wihrend der Entwicklung oder im krankhaften Zustand (59; 60). Es konnte auch
gezeigt werden, dass die Expression von LVA Kalziumkanélen in murinen Insel-
zellen nach Stimulation mit Cytokinen nachgewiesen werden kénnen (70). Unter
physiologischen Bedingungen werden diese Kanéle in der Maus offensichtlich nicht
exprimiert. Es kénnte daher sein, dass sich bei den Inselzellen T-Typ Kalziumkanile
moglicherweise nur bei langfristig kultivierten oder transduzierten Zellen entwickeln.
Eine anderer Méglichkeit ist, dass T-Typen nur im intakten Inselgewebe funktionell
sind, da in einer Insel mehrere Zellen zu einem Kluster vereint sind und durch das
Zusammenspiel einzelner Zellen es zur Expression dieser Kalziumkanéile kommen

kann.

4.3 Zwei Typen von T'T'X-sensitiven Natriumstrome in den

Inselzellen der Maus

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass Inselzellen zwei Typen von TTX-sensitiven
Natriumstromen haben, einen frithinaktivierenden und einen spétinaktivierenden
Natriumstrom. In B—Zellen wurde nur der frithinaktivierende Natriumstrom gefun-
den, wiahrend in den A—Zellen ein TTX-sensitiver Natriumkanal beschrieben wurde,
der bei einem physiologischen Membranpotential aktiviert ist (25; 9). Dieser Na-
triumkanal konnte an der Glukagon—Sekretion beteiligt sein (27). In der vorliegen-
den Arbeit wurden ebenfalls zwei Typen von Natriumstromen in den Inselzellen der
Maus gefunden. Die Verteilung auf A- und B—Zellen ist aber im Vergleich zu friither-

en Studien anders. So konnte der frithinaktivierende Natriumstrom in den A- und
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B—Zellen detektiert werden. Die B—Zellen zeigten beide Stréme und konnten in zwei
Populationen unterteilt werden. 40 % aller B-Zellen enthielten nur den frithinaktivie-
renden und die restlichen 60 % beide Natriumstrome. Ein Teil der B-Zellen besitzt
daher einen Natriumkanal, der bei einem physiologischen Membranpotential aktiv
sein konnte (vgl. 69). In A~Zellen konnte nur ein Natriumstrom gemessen werden. Es
ist nicht auszuschlieflen, dass ein Teil der A—Zellen den spétinaktivierten Natrium-
strom zeigt. Dieser konnte aufgrund der Isolationsprozedur inaktiviert worden sein.
In MIP-GFP-Méusen konnte gezeigt werden, dass nicht griin—fluoreszierende Zel-
len (vermutlich A—Zellen) im Inselverband den spétinaktivierenden Natriumstrom
exprimieren. In isolierten A—Zellen konnte dieser Natriumstrom jedoch nicht mehr
nachgewiesen werden (42).

Durch eine Single—Cell RT-PCR mit Nay 1.7-spezifischen Primern konnte der Nay 1.7
Natriumkanal als molekulare Grundlage des frithinaktivierenden Natriumstroms so-

wohl in A- wie auch in B—Zellen identifiziert werden.

4.4  Untersuchung der A-zellspezifischen Nay1.7~/~-Maus

Bereits 1995 wurde der Nay 1.7 aus einer neuroendokrinen Zelllinie des Menschen
kloniert (38). Dieser Kanal zeigte die gleichen Eigenschaften wie der frithinaktivie-
rende Natriumkanal in den Inselzellen der Maus. Der einwértgerichtete Natrium-
strom beginnt bei -40mV und steigert sich bis zum Maximum bei einem Potential
von -10mV (38). Auch in anderen Studien konnte dieser Strom—Verlauf in den In-
selzellen der Maus gemessen werden (9; 27; 43; 42). Eine Nay1.7-KO-Maus wurde
bisher nur in der Schmerzwahrnehmung untersucht (50). Um so interessanter ist
daher die Betrachtung der in der vorliegenden Arbeit generierten A—Zellspezifischen
Nay1.7-KO-Maus.

Von 12 gemessenen A-Zellen konnten 11 ohne und nur eine einzige mit Natrium-
strom gemessen werden. Bei der einen Zelle kann nicht ausgeschlossen werden, dass
es sich um einen Mess- oder Genotypisierungsfehler handelt. Eventuell wurde beim
Einsaugen versehentlich die falsche bzw. eine weitere Zelle miteingesammelt, so dass
bei der Single-Cell RT-PCR mit insulin- und glukagonspezifischen Primern Gluka-
gon amplifiziert wurde.

Die Gewichts-, Basalglukosemessungen und der Insulin—Toleranz-Test zeigten keine
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signifikanten Unterschiede zwischen den KO- und Kontroll-M&usen. Beide Mausli-
nien waren zu Beginn der Messungen ca. drei Monate alt. In der Publikation Ne-
tea et al. (2006) wurde eine Mauslinie betrachtet, der das Interleukin-18 deletiert
wurde. Diese Méause zeigen erst ab einen Alter von 6 Monaten einen signifikanten
Unterschied zu den Kontroll-Mé&usen. So sind sie im Durchschnitt deutlich dicker,
schwerer und haben einen deutlich erhthten Basalblutzuckerspiegel (51). Die Ver-
mutung wire, dass bei der Nay1.77/~-Maus auch erst ab einen bestimmten Alter
eventuelle Unterschiede zu den Kontroll-M&ausen zu erkennen sind. Dies wurde aber
in der vorliegenden Arbeit aus Zeitgriinden nicht mehr untersucht. Insgesamt kann
man zusammenfassen, dass die A-Zellen der Nay 1.7~/~-Maus zwar keinen Natrium-
strom mehr exprimieren, aber phénotypisch, sowie vom Gewicht und Blutzucker her
normal sind. Sie sprechen auflerdem auch normal auf 1,2U / Koérpergewicht Insulin
an. Eine Langstudien-Messung wéare eventuell von Vorteil, um diverse Stoffwech-

selstérungen, die erst ab einen bestimmten Alter auftreten, auszuschlieflen.



5. ZUSAMMENFASSUNG

Insulin wird bei hohem Blutzucker aus B- und Glukagon bei niedrigem Blutzucker
aus A—Zellen des Pankreas freigesetzt. Beide Prozesse werden durch die intrazel-
lulére [Ca®*"] gesteuert. Es wurde vermutet, dass unterschiedliche Tonenkanéle an
der Hormonsekretion beteiligt sind. In A—Zellen sollen Natrium- und T-Typ Kal-
ziumkanéle an der Glukagonsekretion involviert sein. Eine Analyse der Ionenkanéle
ist sehr schwer, weil es keine sicheren Unterscheidungsmerkmale fiir A- und B—Zellen
gibt.

In der vorliegenden Arbeit, wurde zum ersten Mal eine Methode entwickelt, mit
der man A- und B—Zellen eindeutig unterscheiden und somit die erhaltenen elektro-
physiologischen Messungen einem Zelltyp zuordnen kann. Einzelne Zellen wurden
mit Hilfe einer Single—Cell RT-PCR mit insulin- und glukagonspezifischen Primern
genotypisiert. Es konnte gezeigt werden, dass LVA Kalziumkanéle weder in A- noch
in B—Zellen exprimiert werden. Stattdessen konnten zwei T'TX-sensitive Natrium-
strome in den Zellen gemessen werden. Der eine inaktiviert schon bei sehr frithen
Potentialen und ist nur bei einem Haltepotential von V}, -120mV messbar, wahrend
der andere bei physiologischen Membranpotentialen von V}, -80 mV noch persistiert.
Eine Single-Cell RT-PCR mit glukagon- und insulinspezifischen Primern zeigte,
dass entgegen aller Literatur, die A—Zellen nur den friithinaktivierenden und die
B—Zellen entweder den friithianktivierenden oder beide Natriumstrome exprimieren.
Auflerdem konnte diesbeziiglich auch gezeigt werden, dass B—Zellen offensichtlich in
mehrere Populationen eingeteilt werden konnen.

Die Single-Cell RT-PCR mit Nay1.7-spezifischen Primern zeigte eindeutig, dass
dieser Natriumkanal in beiden Zelltypen gefunden werden konnte. Die A—Zellspe-
zifische Nay 1.7-KO-Maus bekriftigte aulerdem die Vermutung, dass der Nay 1.7
die molekulare Grundlage fiir den frithinaktivierenden Natriumstrom in A- und B-
Zellen bildet. Ein Unterschied im Gewicht und Blutzucker konnte allerdings bei

jungen M&ausen nicht beobachtet werden.
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