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1 Einleitung

1.1 Das Hormon Insulin

1.1.1 Aufrechterhaltung von Normoglykamie

Bei Menschen mit einem gesunden Stoffwechsel wird die Glucosekonzentration
im Blut in sehr engen Grenzen gehalten. Sie liegt morgens im nichternen
Zustand bei 80-100 mg/dl (4,5-5,6 mmol/l) und steigt nach einer Mahlzeit nicht
tber 140 mg/dl (7,8 mmol/l), obwohl die mit der Nahrung aufgenommene
Glucosemenge starken Schwankungen unterliegt. Organe wie das Gehirn,
welches Glucose als obligates Substrat zur Deckung seines Energiebedarfs
bendotigt, werden dadurch ausreichend versorgt und gleichzeitig wird die durch
hohe Glucosekonzentrationen verursachte Schadigung der Gefal3zellen
verhindert. Fir diesen Mechanismus sind verschiedene Hormone wichtig.
Wahrend Glukagon, Adrenalin und Somatotropin die Glucosekonzentration im
Blut Uber Stimulation der Gluconeogenese und der Glykogenolyse steigern,
bleibt Insulin als einziges Hormon, das den Blutzuckerspiegel senken kann. Es
sorgt fur die Glucoseaufnahme in die Skelettmuskelzellen und Fettzellen und fur

die Verstoffwechselung der Glucose in diesen Zellen sowie Leberzellen.

Das Krankheitsbild Diabetes mellitus beinhaltet eine Gruppe von metabolischen
Erkrankungen, deren Gemeinsamkeit eine Erhéhung der Glucose im Blut ist.
Diese Erkrankung beruht auf einem absoluten Insulinmangel, verursacht durch
eine Autoimmunreaktion oder einem relativen Insulinmangel mit zwei wichtigen
Komponenten: Storungen in der Freisetzung und in der Wirkung von Insulin.
Die dadurch verursachte chronische Hyperglykdmie fihrt mit der Zeit zu
schwerwiegenden und teilweise irreversiblen Schadigungen des Nerven- und
GefalRsystems, weswegen eine maoglichst friihzeitige Behandlung der Krankheit

von grof3er Bedeutung ist.



1.1.2 Langerhans-Inseln: Insulinbiosynthese und Exo  zytose

Das Pankreas ist ein Drisenorgan, das aus einem endokrinen und einem
exokrinen Teil besteht. Die exokrinen Zellen (98% des Parenchyms)
sezernieren Verdauungsenzyme, die in das Duodenum abgegeben werden.
Die Cluster von endokrinen Zellen (1-2% des Parenchyms) bilden die
Langerhans-Inseln (Hedeskov et al. 1980), welche 1869 von Paul Langerhans
entdeckt wurden. Ein gesunder Mensch besitzt ungefahr 1 Million Langerhans-
Inseln mit einem mittleren Durchmesser von 140 um, von denen jede einzelne
wiederum aus mehreren tausend Zellen besteht (Hellman et al. 1969). Es gibt 4
Zelltypen in einer Insel: die Insulin produzierenden [B-Zellen (80%), die
Glukagon synthetisierenden a-Zellen (15%), die Somatostatin produzierenden
0-Zellen (3-10%) und sogenannte PP-Zellen, die Pankreatisches Polypeptid
ausschutten, liegen zu ca. 1% vor (Ashcroft und Rorsman et al. 1989). Die
arterielle Blutversorgung der Inseln verzweigt sich so, dass die B-Zellen zuerst
erreicht werden und erst dann die anderen Zelltypen. Dadurch wird sowohl eine
schnelle Antwort auf die Anderungen der Glucosekonzentration im Blut
ermdglicht (Weir und Bonner-Weir et al. 1990) als auch auch eine Hemmung
der Glukagonfreisetzung der a-Zellen durch Insulin.

Im Endoplasmatischen Retikulum (ER) der B-Zelle findet die Synthese des
Proinsulins statt. Diese Hormonvorstufe besitzt eine A- und eine B-Kette,
welche durch das C-Peptid (engl. connecting peptide) und Disulfidbricken
zwischen den Cysteinresten verbunden sind. Im Golgi-Apparat wird es in
Phospholipidvesikel verpackt. Das C-Peptid wird abgespalten, verbleibt aber im
Vesikel, so dass Hormon und C-Peptid im Verhéaltnis 1:1 freigesetzt werden
(Orci et al. 1986).

Eine B-Zelle besitzt etwa 9000-13000 Insulinvesikel (Dean et al. 1973), in denen
das Hormon als stabiler Zink-Insulin-Komplex bis zur Freisetzung gespeichert
wird. Jeder zur Sekretion fihrende Reiz bewirkt unter Beteiligung des

mikrotubuldren Systems eine Wanderung der Vesikel an die Innenseite der



Zellmembran. Hier verschmilzt die Vesikelmembran mit der Plasmamembran
und so kann der Inhalt in den perikapillaren Raum entleert werden. Dieser
Prozess, der dem klassischen Ablauf der regulierten Exozytose entspricht, kann
nur unter einem Anstieg der zytosolischen Ca®*-Konzentration ([Ca®*];) und die

daruiber vermittelte Aktivierung mehrerer Proteinkomplexe stattfinden.

1.1.3 Mechanismus der Glucose-induzierten Insulinse kretion

In  Abbildung 1.1.3 ist der Mechanismus der Glucose-induzierten
Insulinsekretion dargestellt. Im gesunden Zustand wird jede Erhéhung der
Glucosekonzentration im Blut tber etwa 5 mmol/l von einer Insulinfreisetzung
aus dem Pankreas und einem Anstieg der Insulinkonzentration im Blut

begleitet. Glucose wird von den B-Zellen aufgenommen und verstoffwechselt.

Der beim Glucoseabbau entstandene erhohte ATP/ADP-Quotient fuhrt zur
Hemmung eines in der Plasmamembran lokalisierten ATP-empfindlichen K*-
Kanals (Katp-Kanal) und die Reduktion des K*-Ausstroms verursacht eine
Depolarisation der B-Zelle (Malaisse et al. 1987). Wenn das Schwellenpotential
fur das Offnen spannungsabhangiger L-Typ- Ca?*-Kanéle erreicht wird (Satin et
al. 1985), kommt es zu Ca?*-Einstrom und somit zu einer Erhéhung von [Ca?'].
Das Ca** filhrt dann als second messenger zu einer gesteigerten Exozytose

von insulinhaltigen Vesikeln (Ashcroft et al. 1990).

Die Tatsache, dass B-Zellen tUber GLUT-2 Transporter und Glucokinase
verfigen, sorgt daflr, dass die Glycolyserate insulinunabhéangig direkt

proportional der Glucosekonzentration im Blut ist (Matschinksy et al. 1990).
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Abbildung 1.1.3 Mechanismus der Glucose-induzierten Insulinsekretion aus

einer f3-Zelle (Biology Consortium 2004).

Unter Glucosestimulation beobachtet man charakteristische Oszillationen von
[Ca®*]., die in einer Insel synchron ablaufen (Gilon et al. 1992), da alle Zellen
durch Gap Junctions elektrisch in Verbindung stehen. Es gibt drei Phasen von
[Ca**]c-Anderung (Grapengiesser et al. 1988). In Phase 0 findet ein
anfanglicher Abfall von [Ca®']. statt. Die ATPasen (SERCA), die sich im
endoplasmatischen Retikulum befinden, werden durch den Glucose-bedingten
Anstieg der ATP-Produktion aktiviert und pumpen Ca** in das ER (Roe et al.
1994, Gylfe et al. 1989). Phase 1 ist durch einen schnellen Anstieg von [Ca**].
charakterisiert und in Phase 2 sind die typischen Oszillationen zu sehen. Diese

erzeugen eine pulsatile Insulinsekretion (Gilon et al. 1993).



Wie oben erwdhnt, reagieren p-Zellen alle synchron auf die
Glucosekonzentration im Blut. Die Insulinausschuttung erfolgt biphasisch: die
erste Phase ist durch einen schnellen ca. 10-miniitigen [Ca®'].-Anstieg
charakterisiert, in der zweiten Phase ist eine anhaltende Freisetzung zu sehen
(Curry et al. 1968). Vor allem junge, frisch synthetisierte Vesikel sind fiir den
ersten Anstieg verantwortlich, wahrend der zweite Anstieg eher durch altere
Vesikel aufrechterhalten wird (Michael et al. 2007). Es wurde beobachtet, dass
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 eine schwache biphasische
Sekretionsantwort zeigten und dass die erste Phase sogar vollstadndig fehlen
kann (Polonsky et al. 1988 und Rorsman et al. 2000).

1.1.4 Insulinwirkung

Das Hormon besitzt eine Halbwertszeit von 7-15 Minuten. Enzyme in Leber und
Niere sorgen fur den Abbau von zirkulierendem Insulin. Dartber hinaus wird in
den Zellen Insulin-empfindlicher Gewebe (Muskulatur, Fettgewebe und Leber)
der Insulin-Insulinrezeptor-Komplex internalisiert und durch lysosomale Enzyme
abgebaut. Vor dem Abbau sorgt dieser Komplex dafir, dass Glucose
aufgenommen wird, indem es die GLUT-4 enthaltenden Vesikel zur Membran
verlagert. Der Transporter GLUT-4 befindet sich im Muskel und im Fettgewebe
und katalysiert die Glucoseaufnahme durch erleichterte Diffusion. Auf der
anderen Seite besitzt die Leber wie die B-Zelle den Glucosetransporter GLUT-2,
der ohne Insulin fir die Glucoseaufnahme in Abhangigkeit von der
extrazellularen Glucosekonzentration sorgt. Die Wirkung von Insulin an der
Leber beruht auf der Forderung der Glykogenbildung und Hemmung der
Gluconeogenese. Neben dem Kohlenhydratstoffwechsel beeinflusst das
anabole Insulin auch den Protein- und Fettstoffwechsel, indem Aminoséuren
vermehrt zur Proteinbiosynthese in die Muskelzellen aufgenommen werden und

indem Triglyceride im Fettgewebe vermehrt gebildet werden.



1.1.5 Regulation der Insulinsekretion

Es gibt mehrere Verbindungen, die die Antwort der B-Zelle auf den Glucose-

Reiz modulieren.

Glucose und einige Aminosauren fuihren zu ATP-Bildung, welches Karp-Kanale
schlieBt und so eine Depolarisation der Membran und ein Anstieg von [Ca®'].
bewirken (Henquin et al. 1981). Sulfonylharnstoffe fihren auch direkt zur
Depolarisation, indem sie an den Karp-Kanal innerhalb der Zelle binden und ihn
schlieBen (Ashcroft et al. 1999).

Unter Inkretineffekt, versteht man, dass die gleiche Menge Glucose oral
verabreicht zu hoheren Plasma-Insulin-Konzentrationen fuhrt als bei
intravenodser Gabe (Ebert et al. 1987). Enterohormone, sogennante Inkretine
(Glucagon-like peptide-1 = GLP-1 und Glucose dependent insulinotropic
peptide = GIP), werden Glucose-abhangig nach Nahrungsaufnahme im Darm
sezerniert. Diese stimulieren die Exozytose von Insulin, indem sie das
Adenylatzyklase-System der (3-Zelle aktivieren. Durch die Zunahme der cAMP
Konzentration in der Zelle wird einerseits die Exozytose direkt unterstitzt
(Ammala et al. 1993) und weiterhin durch Phosphorylierung der L-Typ-Ca®'-
Kanale eine Verlangsamung deren Inaktivierung erzeugt, so dass vermehrt

Ca?" einstrémen kann (Britsch et al. 1995).

Ein anderer Modulator ist der Parasympathikus, dessen Neurotransmitter
Acetylcholin an den Ms-Rezeptor bindet und so die Phospholipase C (PLC)
aktiviert. Dieses Enzym spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in
Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG), welche fir die Weiterleitung
von Signalen ins Zellinnere verantwortlich sind. DAG aktiviert die Proteinkinase
C, die einerseits die Ca®'-Sensitivitat des Exozytoseprozesses beeinflusst
(Arkhammar et al. 1989) und anderseits auch dafir zustandig ist, dass sich die
Offenwahrscheinlichkeit der L-Typ-Ca®*-Kanale erhoht (Ashcroft et al. 1994).

IP3 sorgt Uber seine Rezeptoren am ER fiir einen Ca**-Ausstrom aus diesem
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intrazellularen Ca?*-Speicher in das Zytosol. Das durch Depolarisation und
Einstrom erhdhte [Ca®]. steigt dadurch weiter und somit wird die

Insulinsekretion verstarkt (Lemmens et al. 2001, Henquin et al. 2009).

Eine antagonistische Wirkung auf die Insulinsekretion hat zum Beispiel
Glukagon, dessen Hauptwirkungsort die Leber ist. Die Adenylatzyklase wird
aktiviert, dadurch wird einerseits die Glykogenolyse und die Gluconeogenese
stimuliert, anderseits die Glykogenbiosynthese und Glykolyse gehemmt. Es
wird bei Glucosemangel im Blut aus den a-Zellen der Langerhans-inseln
freigesetzt. Noradrenalin, Adrenalin, Somatostatin und Cortisol sind in der Lage
die Insulinsekretion zu unterdriicken, indem sie unter anderem die elektrische
Aktivitat der B-Zelle inhibieren (Cook et al. 1982, Pace et al. 1980, Nilsson et al.
1988, Debuyser et al. 1991, Ullrich et al. 2005).

1.2 Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, die auf einem relativen
oder absoluten Insulinmangel beruht. Ursache fur absoluten Insulinmangel ist
eine  Autoimmunreaktion, die eine progrediente  Zerstorung der
insulinproduzierenden (B-Zellen in den Langerhans-Inseln des Pankreas bewirkt.
Die dadurch ausgeltdste Krankheit wird als Typ 1 Diabetes bezeichnet und tritt
meistens in juvenilem Alter auf. Durch eine zytotoxische T-Zellreaktion wird eine
Insulitis ausgeldst, welche eine Zerstorung der B-Zellen bewirkt. Aufgrund des
Insulinmangels, erfahren die Organe trotz Hyperglykdmie eine nicht
ausreichende Energieversorgung. Dies fihrt dazu, dass die Leber die
Gluconeogenese und Glykogenolyse aktiviert und sich eine chronische
Hyperglykdmie entwickelt. Der Patient ist auf eine exogene Zufuhr von Insulin

angewiesen.
Der Typ 2 Diabetes beinhaltet zwei entscheidende Komponenten: eine gesttrte
Insulinsekretion und eine beeintrachtigte  Insulinwirkung.  Vermehrte

Nahrungsaufnahme und Bewegungsmangel erfordern mehr
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Insulinausschittung und beginstigen die Entwicklung einer Insulinresistenz.
Die Ursachen der Resistenz sind noch unklar, die Signalkaskade in der Zielzelle
funktioniert nach einiger Zeit nicht mehr richtig. Wegen Veranderungen in der -
Zellfunktion und einer Abnahme der B-Zellmasse entsteht als nachstes eine
verminderte Insulinsekretion; die B-Zellen sind nicht mehr in der Lage den
Insulinbedarf zu kompensieren. Den Patienten wird zunachst eine konservative
Therapie empfohlen, die eine Diat und korperliche Aktivitat beinhaltet. Bei nicht
ausreichendem Erfolg werden orale Antidiabetika eingesetzt, deren Effekte auf
unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften beruhen und die der
jeweiligen Patientensituation angepasst verabreicht und kombiniert werden
konnen. Therapeutische Mdglichkeiten sind Biguanide wie Metformin
(Hemmung der hepatischen  Glukoseproduktion),  Sulfonylharnstoffe
(Insulinsekretions-Steigerung), a-Glukosidasehemmer  (Hemmung der
Glukosidasen im  Darm), Glinide (Insulinsekretionssteigerung  wie
Sulfonylharnstoffe), Glitazone (Verbesserung der Insulinresistenz) und
Inkretinmimetika (Insulinstimulation Uber GLP-1). Wegen der Progredienz der
Erkrankung, wird mit einer Biguanid-Monotherapie begonnen und sobald der
Patient nicht mehr optimal auf das Medikament anspricht, werden mehrere
Praparate kombiniert. Wenn die Kombination der oralen Antidiabetika nicht

mehr ausreichend wirkt, wird mit der Insulinsubstitution begonnen.

Die durch den Diabetes mellitus verursachten Probleme betreffen nicht nur die
Folgen der akuten Hyperglykamie, sondern auch die sich Jahre spater
manifestierenden  Organschaden. Zu den wichtigsten  chronischen
Komplikationen zahlen: Makroangiopathie (koronare Herzkrankheit) und
Mikroangiopathie (vor allem an Auge, Niere und Neuronen). Durch
verschiedene Interventionsstudien konnte belegt werden, dass eine
normoglykamische Einstellung von Diabetikern, sowie eine Korrektur der
Hyperlipidamie und der arteriellen Hypertonie zu einer fast vollstandigen
Unterdrickung der Diabetes-spezifischen Folgeerkrankungen fihrt. Aus diesem
Grund ist eine gute Stoffwechseleinstellung und eine Therapie der vaskularen

Risikofaktoren zu jedem Stadium der Krankheit auf3erordentlich wichtig.
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Die Erfolge in der aktuellen Diabetestherapie sind noch nicht zufriedenstellend,
da zum Teil erhebliche Nebenwirkungen auftreten kénnen, die sowohl die
Compliance des Patienten vermindern als auch zu lebensbedrohenden
Zustanden fuhren konnen. Die Gruppe der Sulfonylharnstoffe zum Beispiel
blockieren den Karp-Kanal und es kommt zu einer vermehrten
Insulinausschittung.  Dies  geschieht aber unabhangig von der
Nahrungsaufnahme, was zu gefahrlichen Hypoglykdmien fihren kann.
Gewichtszunahme und gastrointestinale Beschwerden sind zusatzliche
Nachteile der gegenwartigen Therapie (Ahren et al. 2009). Die Herausforderung
besteht also darin, neue Praparate zu entwickeln, die eine Aufrechterhaltung
der Normoglykamie  gewaéhrleisten und  weniger  schwerwiegende

Nebenwirkungen mit sich bringen.

1.3 Der GPR40-Rezeptor und seine Agonisten

Bei Diabetes mellitus Typ 2 tritt eine progressive Schadigung der 3-Zelle auf. Im
Verlauf dieser Krankheit kommt es rezidivierend zu Hyperglykdmien mit zwei
wichtigen Komponenten: Stdérungen in der Freisetzung und in der Wirkung von
Insulin. Trotzdem besitzen die Zellen meistens reichlich Granula, ein Hinweis
daflr, dass es sich um einen Defekt in der Stimulus-Sekretions-Kopplung
handelt. Ein therapeutisches Ziel ware also, diesen Prozess wiederherzustellen
(Rorsman et al. 2005)

Die Glucosewirkung auf die B-Zelle wird durch zusatzliche Faktoren moduliert,
die die Insulinsekretion optimieren. Viele davon kommen durch die Aktivierung
von G-Protein gekoppelten Rezeptoren an der Membran zustande (Ahren et al.
2009).

Einer dieser Rezeptoren ist der GPR40-Rezeptor (auch bekannt als FFA1L).

Dieser Rezeptor kommt in verschiedenen Membranen des Korpers vor, zum

13



Beispiel in Monozyten, Osteoklasten, Mammakarzinomzellen, im Gehirn, im

Darm und besonders reichlich in der B-Zelle (Christiansen et al. 2010).

Briscoe et al. haben 2003 entdeckt, dass mittel- bis langkettige freie Fettsauren
diesen Rezeptor aktivieren und dass in Anwesenheit von Glucose die
Insulinsekretion verstarkt wird. Durch Bindung des Liganden an Ggq wird
maoglicherweise die Phospholipase C aktiviert, was im Endeffekt zu einer
Erhdhung von [Ca®']. filhrt (Ahren et al. 2009).

Im Darm spielt er eine Rolle bei der Freisetzung von Inkretinhormonen. GPR40
besitzt also eine potentielle antidiabetische Aktivitat, indem er direkt die
Insulinfreisetzung verstarkt und indirekt die Inkretinhormonfreisetzung
unterstitzt. Ein Insulindefizit wird somit ohne Risiko einer iatrogen verursachten

Hypoglykdmie kompensiert (Christiansen et al. 2010).

Aufgrund dieser Vorteile wurden bisher eine Reihe von synthetischen GPR40
Agonisten entwickelt. Diese wurden chemisch so konstruiert, dass sie den
Bindungen der Fettsduren, die den Rezeptor am starksten aktivieren, &hneln. In
dieser Arbeit wurde mit dem Agonist TUG469 gearbeitet. Au3erdem wurden
auch die konjugierten Linolensauren (CLA) 9c,11t und 10c,12t untersucht.
Diese Fettsauren kommen naturlicherweise unter anderem in Kuhmilch und in
Butter vor. Obwohl mehrere CLA-Isoformen bisher identifiziert wurden,
scheinen CLA 9c,11t und 10c,12t die biologisch aktivsten zu sein (Wallace et
al. 2007). Auch in Menschen kdénnen CLAs durch Isomerisierung in geringen
Mengen aus Linolenséure entstehen, induziert durch anaerobe mikrobielle
Aktivitaten im Darm (Pariza et al. 2001).

14



1.4 Fragestellung

Der GPR40-Rezeptor stellt sich als interessantes Zielmolekil in der Therapie
des Diabetes mellitus dar. Basierend auf den physiologischen Erkenntnissen ist
es moglich, dass GPR40-Liganden Uber Gqq ihre Wirkung ausiiben und somit
zu einer Erhdhung von [Ca®*]c  in  der B-Zelle fiihren. Das durch
Depolarisation eingestromte Ca?* wird somit durch Rezeptoraktivierung weiter
erhoht. Aus dem Grund wurde mittels [Ca®*]c -Messungen in den Langerhans-
Inseln von Mausen zunéchst untersucht, welche Auswirkungen TUG469, CLA
9c,11t und CLA 10c,12t auf den Ca**-Haushalt der Zelle haben.

Zu Kklaren gilt die Frage, ob [Ca®']. im Zytosol der B-Zelle nach Bindung der
oben genannten Liganden an GPRA40 signifikant erhéht wird. Wenn das der Fall
ist, stellt sich dann die Frage, ob das bei beliebiger Glucosekonzentration
stattfindet oder ob eine Mindestglucosekonzentration erforderlich ist, um eine
signifikante Ca®*-Erhdhung zu erzeugen. Weiterhin stellt sich die Frage, woher
dieses Ca?" nach Bindung der Liganden kommt, ob es allein aus dem
endoplasmatischen Retikulum durch IP3-Bindung freigesetzt wird oder ob es
eventuell andere Quellen daftir gibt. Die nachste Frage ist, ob TRP-Kandle
(Transient Receptor Potential) einen moglichen Beitrag zu den intrazellularen
Ca?*-Veranderungen nach Ligandenbindung leisten konnten, da  bisher
Untersuchungen zu dem Thema fehlen. Die letzte Fragestellung, mit der sich
diese Arbeit beschéftigt, ist folglich diejenige, ob die Ca?*-Veranderungen auch
in Mausen ohne GPR40-Rezeptor stattfinden. So wird untersucht, ob diese
Liganden allein GPR40-Agonisten sind oder ob auch andere Rezeptoren auf

diese reagieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Inselpraparation und Gewinnung von Inselzellclu stern

2.1.1 Material

2.1.1.1 Tiere

Fur die Isolierung der Langerhans-inseln wurden mannliche und weibliche
Zuchtmause des Stamms C57Bl/6, GPR40-WT, GPR40-KO und TRPM3-KO im
Alter von 3-9 Monaten verwendet. Die Tiere wurden in Makrolon-Kafigen bei
einer konstanten Raumtemperatur von 24 °C, 55-65% relativer Luftfeuchtigkeit
und einem 12-stindigen Tag/Nacht-Rhytmus gehalten. Sie erhielten

Standardtrockenfutter Altromin und Trinkwasser ad libitum.

2.1.1.2 Gerate

Brutschrank mit CO, -Regler HERAcell® 150, Kendro Laboratory
Products GMbH, Langenselbold, D

Kaltlichtquelle Schott KL 1500 electronic, Schott AG,
St. Gallen, CH

Praparierbesteck

Sicherheitswerkbank Klasse 2 Typ H HERAsafe®, Kendro Laboratory
Products GmbH, Hanau, D
Stereomikroskop Nikon, J
Trockenschrank Heraeus® Function Line T 6,
Heraeus Holding GmbH, Hanau, D
Vortex-Mixer Vortex-Genie, Scientific Industries,
New York, USA

Wasserbad Kottermann, Hanigsen, D
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Zellkulturschalen BD Falcon ™

Zentrifuge

2.1.1.3 Chemikalien

Alle hier nicht aufgefihrten Chemikalien,

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

D

Centrifuge 5417R, Eppendorf AG,

Hamburg, D

wurden von Sigma-Aldrich,

Schnelldorf/Taufkirchen, D; Roth, Karlsruhe, D; Merck, Darmstadt, D oder

Merck Biosciences, Schwalbach, D bestellt.

Collagenase P aus Cl. Histolyticum

0,25% Trypsin-EDTA

Penicillin (10000 IU/ml)

Streptomycin (10 mg/ml) Losung

Fotales Kalber Serum (FKS)

RPMI 1640 mit L-GLutamin

2.1.1.4 Losungen

Praparierldsung A

NacCl

KCI

MgCl;

CacCl;

Glucose

HEPES
Penicillin/Streptomycin

135 mM
5,6 mM
1,2mM
1,28 mM
3 mM

10 mM
1% (VIV)

Roche Diagnostics, Mannheim, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
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BSA 0,1% (m/m)

Der pH-Wert der L6ésung wurde vor Zugabe des BSA mit NaOH auf 7,4
eingestellt und die Losung bei 2-8 °C aufbewahrt.

Kollagenasel6sung

5 mg Kollagenase wurden in 5 ml Praparierlosung A gelést. 2,5 ml dieser
Losung wurden in eine Einmalspritze aufgezogen und bis zur Verwendung auf

Eis gekuhlt, um die Enzymaktivierung zu verhindern.

Kulturmedium

100 ml Medium enthielten folgende Bestandteile:

FKS 10% (V/V)
Penicilllin/Streptomycin 1% (V/V)
RPMI 1640 ad 100 ml

2.1.2 Methoden

2.1.2.1 Praparation

Die Mause wurden durch CO; eingeschlafert, auf den Riucken gelegt und fixiert.
Um mdglichst keimarm zu arbeiten, wurden alle Geréate zuvor sterilisiert und der
Bauchbereich mit Ethanol 70% bespriht. Das Fell im Abdomenbereich wurde
dann mit Hilfe einer Schere und einer Pinzette vorsichtig durchgeschnitten, die
Peritonealhdhle wurde anschlieend ebenso eroffnet. Danach wurde der
Ductus choledochus mdglichst nah an der Leber abgeklemmt, sowie das
Duodenum zu beiden Seiten der Papilla duodeni, um sicherzustellen, dass die
Kollagenaselosung durch den Ductus pancreaticus ins Pankreas gelangt. Als
nachstes wurde durch eine dinne Kanile (0,40 mm x 20 mm) die

Kollagenasel6sung in den Ductus pancreaticus eingespritzt, wodurch sich das
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Pankreas aufblahte. Nach dem Entfernen der Klemmen wurde das Organ mit
Hilfe von Pinzetten vorsichtig vom Darm, von der Leber und der Milz
herausgetrennt und in einem 15 ml Einmalzentrifugenréhrchen 6 Minuten bei 37
°C im Schuttelwasserbad inkubiert. Alle 2 Minuten wurde die Probe kurz auf
dem Vortex-Mischer aufgewirbelt. Auf diese Weise verdaute sich das exokrine
Pankreas und man gewinnt die intakten Langerhans-Iinseln befreit vom

umliegenden Bindegewebe.

Die Enzymreaktion wurde mit kalter Praparierlésung A gestoppt. Nach
mehrmaliger Zentrifugation mit einer Tischzentrifuge wurde der Uberstand
jedesmal verworfen und das Pellet in Praparierlésung A resuspendiert. Diese
Zellsuspension wurde in Petrischalen Gberfihrt und Gber einem
Stereomikroskop wurden die Inseln mit Hilfe einer Pipette einzeln vom
verdauten Gewebe getrennt. Um eine optimale Einwirkungszeit der Antibiotika
zu erreichen, verblieben die Inseln (80-140 Stick) mindestens 2 Stunden in

Préaparierldsung A.

2.1.2.2 Gewinnung von Inselzellclustern

In einem 15 ml Einmalzentrifugenréhrchen wurden 2 ml Trypsin-haltige Losung
pipettiert, die Inseln wurden dazugegeben und 2 Minuten bei 37 °C im
Schittelwasserbad inkubiert. Der Inselverdau wurde mit 12 ml Kulturmedium
gestoppt und anschlielBend wurde die Loésung zentrifugiert (5 Minuten, 1000
U/min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet im auf 37 °C und mit
95% O, / 5% CO, vorinkubierten Kulturmedium resuspendiert. Das Volumen
war dabei abhéngig von der Anzahl der Schalen und der Tropfengrof3e (meist
40 ul), die auf Glasplattchen aufgebracht wurden. Nach 2 Stunden Inkubation
im Brutschrank wurden jeder Schale 2 ml vorgewarmtes Kulturmedium

hinzugefugt.
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2.2 Fluoreszenzoptische Bestimmung von intrazellula rem Ca®*

2.2.1 Material

2.2.1.1 Gerate

Mikroskop

Monochromator
Objektiv
Schwingungsgedampfter

Tisch

Software

Warmeschrank

Wasserbad

2.2.1.2 Chemikalien

Carbachol
D600

Fura-2-AM,
cell permeant

Nifedipin

Thapsigargin

Axiovert 100, Carl Zeiss GmbH, Jena, D

Polychrome 11 und 1V, TILL Photonics GmbH,
Gréfelfing, D

PlanNeofluar 40x, Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

Werkstatt Pharmazeutisches Institut, Ttbingen, D

IgorPro 4.0.9.1, WaveMetrics, Inc., Portland, USA;
TILLviSION v.4.0.1, TILL Photonics GmbH,
Gréfelfing, D

Hwl scientific instruments GmbH, Ammerbuch, D

Werkstatt, Pharmazeutisches Institut, Tubingen, D

Sigma Aldrich, Schnelldorf/Taufkirchen, D
Sigma Aldrich, Schnelldorf/Taufkirchen, D

Sigma Aldrich, Schnelldorf/Taufkirchen, D

Sigma Aldrich, Schnelldorf/Taufkirchen, D

Sigma Aldrich, Schnelldorf/Taufkirchen, D
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2.2.1.3 LOsungen

Badlésung: Bbadl

NaCl
KCI
MgCl,
CaCl,
Glucose
HEPES

140 mM
5 mM
1,2 mM
2,5mM
0,5 mM
10 mM

Der pH wurde auf 7,4 eingestellt mit Hilfe von NaOH. Je nach Versuchsdesign

variierte die Glucosekonzentration.

Kalibrierldsung: fiir die Xenonlampe im Monochromator

NaCl
KCI
MgCl;
CaCl,
EGTA
HEPES

10 mM

148 mM

3 mM

10 mM /0 mM
OmM/10 mM
10 mM

Der pH wurde auf 7,4 eingestellt mit Hilfe von NaOH.

Stammldsungen

Carbachol

18,2 mg Substanz wurde in 1 ml Badlosung gel6st, so entstand eine 100 mM

Losung. Kurz vor Versuchsbeginn wurde diese auf eine Endkonzentration von 1

UM verdinnt.
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D600
14,63 mg Substanz wurde in 1 ml Badlésung geldst, so entstand eine 30 mM
Losung. Kurz vor Versuchsbeginn wurde diese auf eine Endkonzentration von 3

UM verdinnt.

Fura-2-AM

1,0 mg Substanz wurde in 400 pl DMSO gel6st, so entstand eine 2,5 mM
Losung. Die Zellen wurden mit 5 pM Fura-2-AM fiar 35 Minuten unter
Lichtausschluss bei 37 °C inkubiert.

Nifedipin
3,46 mg Substanz wurde in 1 ml DMSO geldst, so entstand eine 10 mM
Ldsung. Kurz vor Versuchsbeginn wurde diese auf eine Endkonzentration von

10 uM verdinnt.

Thapsigargin
0,5 mg Substanz wurde in 0,768 ml DMSO geldst, so entstand eine 1 uM
Losung, die fur Vorinkubation fir 35 Minuten zusammen mit Fura-2-AM

angewendet wurde.

2.2.2 Methode

2.2.2.1 Messprinzip

Die Kalzium-Konzentration im Zytosol der B-Zelle [Ca®']. wurde durch eine
fluoreszenzoptische Methode nach Grynkiewicz et al. (1985) gemessen. Die
Zellen wurden in einer 15 mM Glucoselosung bei 37 °C fiur 35 Minuten mit der
Substanz Fura-2-AM vorinkubiert. Fura-2-AM ist ein membrangéngiger Ca?*-
Chelator mit Fluoreszenzeigenschaften. Sobald es sich im Zytosol befindet,

wird es enzymatisch verandert (zu Fura-2) und kann nicht mehr aus der Zelle
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austreten. Fura-2 in freier Form wird mit einer Wellenlange von 380 nm
angeregt, wahrend die Ca**- gebundene Form mit einer Wellenlange von 340
nm angeregt wird. Das Emissionsmaximum liegt in beiden Fallen bei ca. 515
nm. Es gibt einen standigen Wechsel zwischen den beiden
Anregungswellenlangen und aus dem Quotient der Emissionslichtstarke kann
man indirekt [Ca®*]. bestimmen. Die Umrechnung der Fluoreszenzintensitaten in
[Ca*']. erfolgte anhand einer in vitro Kalibrierung mit dem Kaliumsalz von Fura-
2 (Grynkiewicz et al. 1985).

2.2.2.2 Aufbau der Messanlage

Als Lichtquelle zur Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2 wurde eine
Xenonlampe benutzt und mit Hilfe des Monochromators durch ein digital
steuerbares Gitter bestimmte Wellenlangen (340 nm oder 380 nm) isoliert.
Diese gelangten mit Hilfe eines dichroitischen Spiegels in die Messkammer, wo
sich die auf lichtdurchlassigen Glasplatichen festgewachsenen Zellen
befanden. Die Messkammer wurde wahrend der Messung kontinuierlich mit
Bbadl unter Zusatz der verschiedenen Testsubstanzen bei 37 °C umsplilt. Die
Zellen emittierten dann das Fluoreszenzlicht, welches, nach dem es einen
Emissionsfilter (>515 nm) passiert hatte, die Augen des Betrachters und eine
hochauflosende CCD-Videokamera erreichte. Die Fluoreszenzintensitat pro
Flache wurde aufgenommen und zur Ermittlung der Intensitat erfasst. Mit Hilfe
einer Software IgorPro 4.0.9.1 von WaveMetrics wurden die Emissionslicht-
Werte danach ausgewertet.

2.3 Statistische Auswertung und Darstellung der Erg ebnisse

Fur jede Versuchsserie wurden Inseln aus Pankreata von mindestens 3
verschiedenen Mauspraparationen benutzt. Die Auswertungen erfolgten
computergestitzt und fur die angegebene Anzahl an Experimenten wurden die

entsprechende Mittelwerte und die Standardabweichungen angegeben. Zur
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Auswertung wurde zunachst die Area under the curve (AUC) herangezogen. Es
wurde die AUC der Kontrolle gegenuber der AUC unter Substanzgabe, jeweils
wahrend einer gleichgroRen Zeitspanne ermittelt. Wegen Ausbleichens des
Farbstoffes, kommt es zu einem Drift. Aus diesem Grund wurde der Mittelwert
von [Ca**]. der Kontrolle und nach Substanzgabe jeweils wahrend eines gleich
grol3en Zeitraums ermittelt.

Um zu analysieren, ob die Mittelwertunterschiede eine statistische Signifikanz
besitzen, wurde ein gepaarter/ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Ein
p<0,05 wurde als signifikant unterschiedlich betrachtet und in Abbildungen mit *
markiert, p<0,01 mit ** und p<0,001 mit *** Sind die Ergebnisse nicht

signifikant, wurde kein Symbol hinzugefugt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von TUG469 auf die zytosolische Ca 2*-Konzentration in -

Zellen von GPR40 Wildtyp-Méausen und C57BI/6.

Zunachst wurden geeignete B-Zellen ausgesucht, wobei auf die Form und auf
die physiologischen Oszillationen des zytosolischen Ca®* unter 15 mM
Glucoseldsung geachtet wurde. Als nachstes wurde wahrend des Experiments
die Losung mit der Substanz TUG469 in unterschiedlichen Konzentrationen
zugesetzt, um den akuten Einfluss auf [Ca®']. der Zellen zu untersuchen.
Danach wurde die Substanz entzogen und somit Uberprift, ob der
Substanzeffekt in einem bestimmten Zeitrahmen auswaschbar ist. Als letztes
wurde entweder eine 0,5 mM Glucoselésung oder ein Ca?*-Antagonist (D600)
dazugegeben, um die Oszillationen zu stoppen und so basale [Ca*"]. Zu

bestimmen.

Im ersten Experiment wurde eine TUG469-konzentration von 10 puM als
Ausgangskonzentration verwendet. Die horizontalen Balken Uber der
Beispielkurve zeigen an, zu welchem Zeitpunkt welche Lésungen oder

Substanzen verwendet wurden.

G15 G0,5
——
—_ TUG469 10uM
S 800-
c
= 600-
&
o 400-
O,
200'.’]
0- —
2 min

Abbildung 3.1.1 Einfluss von TUG469 [10 uM] auf [Ca2+*]. in einer B-Zelle aus
GPR40-WT Mausen.
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Die Oszillationen stoppten in dem Moment, in dem die Substanz dazugegeben
wurde (anfanglicher Hemmeffekt) und einige Minuten spater stieg [Ca®'].
wieder, allerdings auf ein Plateau. Der Effekt war innerhalb von 10 Minuten
nach Substanzentzug nicht auswaschbar. (Abbildung 3.1.1).

Um den anfanglichen Hemmeffekt von TUG469 [10 uM] zu umgehen, wurde in
diesem ersten Experiment zur Auswertung eine Zeitspanne von 5 Minuten
gewahlt: der [Ca®'].-Mittelwert der letzten 5 Minuten der Kontrolle und der
letzten 5 Minuten des Substanzintervalls. In Abbildung 3.1.2 ist dargestellt, dass
TUG469 [10 pM] [Ca**]. signifikant erhdhte (der Mittelwert stieg von 280+31 nM
auf 35527 nM; n=17; p<0,05).

400 —

E I
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17
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G15 TUG469
10pM

Abbildung 3.1.2 [CaZ*]cin 15 mM Glucose unter TUG469 [10 pM] in
den (3-Zellen aus GPR40-WT Mausen.

Danach wurde das gleiche Experiment durchgefuhrt, nur die TUG469
Konzentration wurde geandert und zwar diesmal auf 1 uM. In Abbildung 3.1.3

ist eine entsprechende Ca**-Kurve zu sehen.
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Abbildung 3.1.3 Einfluss von TUG469 [1 pM] auf [CaZ*]c in einer [3-Zelle aus
C57Bl/6 Mausen.

Bei dieser Konzentration konnte kein anfanglicher Hemmeffekt beobachtet
werden. TUG469 erhéhte gleich nach Zugabe [Ca?*]. und dieses erreichte ein
Plateau. Der Effekt war schnell wieder auswaschbar. Fir die Auswertung
dieses und aller Experimente die folgten, wurde der Mittelwert von [Ca®'].
ermittelt. Es wurde eine Zeitspanne von 10 Minuten gewéhlt und zwar die
letzten 10 Minuten der Kontrollphase und die letzten 10 Minuten des
Substanzintervalls (was der Substanzzugabezeit ungefdhr entsprach). In
Abbildung 3.1.4 ist zu erkennen, dass TUG469 [1 uM] [Ca®']. signifikant
erhohte (der Mittelwert stieg von 178+13 nM auf 252115 nM; n=11; p<0,001).

27



*k*

400
s
£
& 200 .
©
O,
11
0
G15 TUG469
1uM

Abbildung 3.1.4 [CaZ*].-MW in 15 mM Glucose unter TUG469 [1uM] in den [3-
Zellen aus C57Bl/6 Mdusen.

Als nachstes wurde TUG469 in einer Konzentration von 100 nM untersucht. In

Abbildung 3.1.5 ist eine entsprechende Ca**-Kurve illustriert.
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Abbildung 3.1.5 Einfluss von TUG469 [100 nM] auf [CaZ*]. in einer (3-Zelle aus
C57Bl/6 Mausen.
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Gleich nach der TUG469 Zugabe folgte in diesem Fall eine Plateauphase, die
nach Auswaschen wieder in Oszillationen Uberging. Eine 10-mindtige
Zeitspanne wurde jeweils fur die Auswertung verwendet und das Ergebnis ist in
Abbildung 3.1.6 zu sehen. TUG469 [100 nM] erhdhte [Ca®']. signifikant (der
Mittelwert stieg von 215+9 nM auf 284+17 nM; n=11; p<0,01).
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Abbildung 3.1.6 [CaZ*]¢ in 15 mM Glucose unter TUG469 [100 nM] in den [3-
Zellen aus C57Bl/6 Mdusen.

Um noch eine niedrigere Konzentration zu testen, wurde TUG469 auch in der

Konzentration von 10nM untersucht. In Abbildung 3.1.7 ist eine entsprechende

Ca®*-Kurve illustriert.
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Abbildung 3.1.7 Einfluss von TUG469 [10 nM] auf [Ca2+*]. in einer B-Zelle aus
C57Bl/6 Mausen.

Wie in Abbildung 3.1.8 dargestellt ist, konnte TUG469 [10 nM] [Ca®'].
signifikant erhbhen (der Mittelwert stieg von 225+20 nM auf 304+21 nM; n=12;
p<0,01). Allerdings ist in Abbildung 3.1.7 die Plateauphase nicht mehr so
eindeutig zu erkennen und die Zellen oszillierten zum Teil weiter. Aus diesem
Grund wurde die Konzentration von 100nM als Standardkonzentration fir die

weiteren Ca?*-Messungen mit TUG469 gewahlt.
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Abbildung 3.1.8 [CaZ*]¢in 15 mM Glucose unter TUG469 [10 nM] in
den (3-Zellen aus C57Bl/6 Mausen.
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Bei 5 mM Glucose (G5) war die Zelle nicht stimuliert und es stellte sich die
Frage, ob TUG469 es schafft unter Schwellenbedingungen [Ca**]. zu erhéhen.
In Abbildung 3.1.9 ist fur eine Beispielkurve illustriert, dass unter TUG469 der

Schwellenwert erreicht wurde und es entstanden Ca?*-Oszillationen (n=9).
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Abbildung 3.1.9 Anstieg von [CaZ*]. durch TUG469 [100 nM] an der Glucose-

Schwellenkonzentration [5 mM] in einer B-Zelle aus GPR40-WT Mausen.

Der nachste Schritt war zu untersuchen, was die Ca®*-Erhéhung unter TUG469
bedingt. Es gibt 2 Mdglichkeiten: eine Freisetzung aus intrazellularen Speichern
und/oder Einstrom aus dem extrazelluldaren Raum (ber L-Typ- Ca®*-Kandle. Als
erstes wurden die B-Zellen mit Thapsigargin vorinkubiert, ein irreversibler
Hemmstoff der Ca**-Pumpe SERCA (engl. sarco-/ endoplasmic reticulum Ca?*
ATPase), um die intrazellularen Speicher zu entleeren. Der Versuch wurde
sonst wie oben beschrieben durchgefuhrt und in Abbildung 3.1.10 ist eine
entsprechende Ca**-Kurve zu sehen. Der Effekt war in 9 von 14 Experimenten
zu beobachten und in den restlichen 5 blieb er aus. Dies kénnte daran liegen,
dass in manchen Zellen G5 so stark hyperpolarisiert, dass keine Aktivierung

mehr mdglich ist.
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Abbildung 3.1.10 Einfluss von TUG469 [100 nM] auf [Ca2*]c nach
Vorinkubation mit Thapsigargin [1 pM] in einer 3-Zelle aus GPR40-WT

Mausen.

Dargestellt sind die typischen schnellen Ca®*-Oszillationen unter Thapsigargin
und eine Musterveranderung im Moment der TUG469-Zugabe. Wie in
Abbildung 3.1.11 zu erkennen ist, konnte eine signifikante Erhéhung von [Ca®*].
trotz vorheriger Entleerung der intrazellularen Speicher festgestellt werden (der
Mittelwert stieg von 194+17 nM auf 261+24 nM; n=13; p<0,001, siehe Abbildung

3.1.11).

*k*

13

G15 TUG469
100nM

Abbildung 3.1.11 [Ca2*]¢in 15 mM Glucose unter TUG469 [100 nM] nach
Thapsigarginvorinkubation [1 uM] in den (3-Zellen aus GPR40-WT Maiusen.

32



Als nachstes wurde ein anderer Weg gewahlt, um die Rolle der intrazellularen
Ca?*-Speicher nach der TUG469 Zugabe zu untersuchen. Zuerst wurde zu den
physiologischen Ca?**-Oszillationen unter 15 mM Glucoselésung Nifedipin
dazugegeben (ein L-Typ-Ca?*-Kanal-Blocker). So wurde der Ca?*-Einstrom von
aulRen verhindert. Wie in Abbildung 3.1.12 illustriert ist, sank [Ca®**]c nach

Nifedipin-Zugabe auf ein basales Niveau.

G151 |
Nifedipin 10pyM E=

4001

200+ l

2 min

[Ca?*]. (nM)

Abbildung 3.1.12 Veranderung von [CaZ*]. nach Zugabe von Nifedipin [10
pM] und Carbachol [10 pM] in einer 3-Zelle aus C57Bl/6 Miusen.

Dann wurde Carbachol hinzugefligt. Diese Substanz entleert die intrazellularen
Ca**-Speicher, indem Phospholipase C aktiviert wird, weshalb ein Peak von
[Ca**]c zu sehen ist. Danach wurde das selbe Experiment mit TUG469
durchgefiihrt, um herauszufinden, ob sich die freigesetzte Menge an Ca?* aus
den intrazellularen Speichern andert. In Abbildung 3.1.13 ist ein Peak von

[Ca®*]. nach Applikation von Carbachol dargestellt.
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Abbildung 3.1.13 Anstieg von [Ca2*]c nach Zugabe von TUG469 [100 nM],
Nifedipin [10 uM] und Carbachol [10 uM] in den (3-Zellen aus C57Bl/6

Mausen.

Allerdings ist der Peak kleiner und wie in Abbildung 3.1.14 zu erkennen ist, ist
der Carbachol-induzierte Peak von [Ca**]. unter TUG469 signifikant niedriger
als ohne TUG469. Der Mittelwert verringerte sich von 178+31 nM auf 112+20
nM; n=11, 18; p<0,05.

18

Carbacholpeak bei Carbacholpeak ohne
TUG469- TUG469-

(und Nifedipin) (nur Nifedipin)
Zugabe Zugabe

Abbildung 3.1.14 Carbachol-induzierter Peak von [Ca2*]¢ in 15 mM Glucose
und Nifedipin [10 pM] mit und ohne TUG469 [100 nM] in den 3-Zellen aus
C57Bl/6 Mausen.
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Um zu untersuchen, ob der TRPM3-Kanal (Kanal fiir divalente lonen wie Ca?*)

eine Rolle fir erhohte [Ca®']. unter TUG469 spielt, wurden die B-Zellen im
nachsten Experiment mit dem TRPM3-Kanalblocker Mefenaminsaure (Klose et
al. 2011) 1 Stunde vorinkubiert. Dann wurde TUG469 [100 nM] hinzugeflgt.
Wie in Abbildung 3.1.16 illustriert ist, erhdhte TUG469 [100 nM] [Ca®'].
signifikant (der Mittelwert stieg von 182+8 nM auf 245+9 nM; n=20; p<0,001).
Allerdings ist in Abbildung 3.1.15 die Plateauphase nicht mehr so eindeutig zu

sehen und die Zellen oszillierten zum Teil weiter.
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Abbildung 3.1.15 Einfluss von TUG469 [100 nuM] auf [Ca2+*]c nach

Vorinkubation mit Mefenaminsédure [30 nM] in einer 3-Zelle aus C57Bl/6

Mausen.
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Abbildung 3.1.16 [Ca2*]¢in 15 mM Glucose unter TUG469 [100 nM] nach

Mefenaminsdurevorinkubation [30 uM] in den B-Zellen aus C57Bl/6 Miusen.

3.2 Einfluss von TUG469 auf die zytosolische Ca -Konzentration in -

Zellen von GPR40 Knockout-Mausen.

Nun wurden weitere Versuche mit Langerhans-Inseln von GPR40-KO-Mausen
(KO) durchgefuhrt, bei welchen der GPR40-Rezeptor nicht mehr vorhanden ist.
Eine Bindung mit TUG469 sollte nicht mehr méglich sein, somit konnte die Rolle

dieser Substanz als Agonist des GPR40- Rezeptors Uberprift werden.

Bisher wurde gezeigt, dass TUG469 [100 nM] [Ca?']. von B-Zellen der GPR40-
Wildtyp-Mause (WT) signifikant erhoht. Im Gegensatz zu diesem stimulierenden
Effekt, wurde [Ca®']. durch TUG469 im GPR40-KO nicht signifikant erhéht, wie
in Abbildung 3.2.1 und 3.2.2 dargestellt ist. Der Mittelwert betrug 230+£11 nM
vor und 247+14 nM nach Zugabe von TUG469; n=20; p=0,05.
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Abbildung 3.2.1 Einfluss von TUG469 [100 nM] auf [Ca2*].in einer (3-Zelle
aus GPR40-KO Mausen.
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Abbildung 3.2.2 [CaZ*]¢ in 15 mM Glucose unter TUG469 [100 nM] in den [3-
Zellen aus GPR40-KO Miusen.

Als nachstes wurde der Effekt von TUG469 [100 nM] zwischen C57BI/6 WT und
GPR40-KO direkt verglichen. Es stellte sich heraus, dass ein signifikanter
Unterschied von [Ca®']. unter der Substanzgabe zwischen C57BI/6 WT und
GPR40-KO erreicht werden konnte. Der Mittelwert fiir [Ca®*]. von B-Zellen aus
GPR40-KO-Mause lag bei 230+11 nM, der Mittelwert fiir [Ca®*]. von B-Zellen
aus C57BI/6-WT-Mause lag bei 28417 nM; n=20, 11; p<0,05. (Abbildung 3.2.3)
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Abbildung 3.2.3 Vergleich von [CaZ*]cin 15 mM Glucose unter TUG469
[100 nM] in den B-Zellen aus C57B1/6 WT und GPR40-KO Miusen.

Wie oben beschrieben konnte [Ca®**]. durch TUG469 [100 nM] nach
Mefenaminsaurevorinkubation signifikant erhéht werden. Nun sollte getestet
werden, ob man diese Ergebnisse mit der TRPM3-KO Maus bestatigen kann.
TUG469 erhéhte [Ca®']. signifikant bei TRPM3-KO Mausen (Abbildung 3.2.4
und 3.2.5). Der Mittelwert stieg von 181+16 nM auf 216+15 nM; n=17; p<0,05,
Abbildung 3.2.5.
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Abbildung 3.2.4 Einfluss von TUG469 [100 nM] auf [CaZ*]c in einer 3-Zelle
aus einer TRPM3-KO Maus.
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Abbildung 3.2.5 [CaZ*]¢in 15 mM Glucose unter TUG469 [100 nM] in den B-
Zellen aus einer TRPM3-KO Maus.

Wenn man aber die TUG469 Wirkung im TRPM3-KO mit der Wirkung C57BI/6
WT vergleicht, ist zu erkennen, dass der TUG469-induzierte Anstieg in [Ca®"].
im TRPM3-KO signifikant geringer ist als im BI6. (Abbildung 3.2.6)
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Abbildung 3.2.6 Vergleich von [CaZ*]. in 15 mM Glucose unter TUG469
[100 nM] in den B-Zellen aus C57B1/6 WT und TRPM3-KO Miusen.
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3.3 Einfluss von CLA 9/11 und CLA 10/12 auf die zyt osolische Ca *'-
Konzentration in  B-Zellen von GPR40 Wildtyp-M&ausen.

Als nachstes wurde wéhrend des Experiments die Losung mit der Substanz
CLA 9/11 oder CLA 10/12 versetzt, um den akuten Einfluss auf [Ca®']. der B-
Zellen zu untersuchen. Danach wurde die Substanz entzogen und somit
Uberprift, ob der Substanzeffekt in einem bestimmten Zeitrahmen
auswaschbar ist. Als letztes wurde entweder eine 0,5 mM Glucoseldsung oder
ein Ca?*-Antagonist (D600) dazugegeben, um die Oszillationen abzustoppen
und so die basalen Konzentrationen von [Ca*]c zu bestimmen. Die
Standardkonzentration von CLA 9/11 und 10/12 war 10 pM, welche in allen
Experimenten verwendet wurde. Wie in den Experimenten mit TUG469, wurde

der Mittelwert von [Ca®']. in einer Zeitspanne von 10 Minuten ermittelt.

In Abbildung 3.3.1 bis 3.3.3 ist dargestellt, dass sowohl CLA 9/11 als auch CLA
10/12 [Ca**]. der B-Zelle signifikant erhohten. Bei CLA 9/11 stieg der Mittelwert
von 255+18 nM auf 442+27 nM; n=16; p<0,001. Bei CLA 10/12 stieg der
Mittelwert von 235+20 nM auf 33528 nM; n=15; p<0,001.
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Abbildung 3.3.1 Einfluss von CLA 9/11 [10 pM] auf [Ca2+] in einer [3-Zelle
aus GPR40-WT Mausen.
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Abbildung 3.3.2 Einfluss von CLA 10/12 [10 pM] auf [Ca2%*]. in einer B-Zelle
aus GPR40-WT Mausen.
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Abbildung 3.3.3 [CaZ*]¢in 15 mM Glucose unter CLA9/11 [10 pM] und CLA
10/12 [10 pM] in den (B-Zellen aus GPR40-WT Maiusen.

Um herausfinden zu koénnen, ob der TRPM3-Kanal eine Rolle in der CLA-
Wirkung spielt, wurde das gleiche Experiment nach 1 Stunde Vorinkubation mit
Mefenaminsdure  (TRPM3-Kanalblocker) durchgefiihrt. Es hat sich
herausgestellt, dass Mefenaminsdure den CLA-Effekt kaum unterbinden
konnte, da die CLAs trotz TRPM3-Kanalhemmung [Ca®']. der Zelle signifikant
erhohten (Abbildung 3.3.4 und 3.3.5). Bei CLA 9/11 stieg der Mittelwert von
168+10 nM auf 318+18 nM; n=22; p<0,001. Bei CLA 10/12 stieg der Mittelwert
von 205+10 nM auf 291+22 nM; n=21; p<0,001 (Abbildung 3.3.6). Das zeigt,
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dass die Werte nicht so hoch anstiegen wie ohne Mefenaminsaure. Auf3erdem
ist in Abbildung 3.3.4 und 3.3.5 eine Musterveranderung zu erkennen und das
typische CLA-Plateau war weder bei CLA 9/11 noch bei CLA 10/12 vorhanden.
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Abbildung 3.3.4 Einfluss von CLA 9/11 [10 pM] auf [CaZ*]. nach

Vorinkubation mit Mefenaminsdure [30 uM] in einer -Zelle aus GPR40-

WT Mausen.
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Abbildung 3.3.5 Einfluss von CLA 10/12 [10 pM] auf [CaZ*]. nach

Vorinkubation mit Mefenaminsdure [30 pnM] in einer 3-Zelle aus GPR40-

WT Mausen.
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Abbildung 3.3.6 [Ca%*]cin 15 mM Glucose unter CLA9/11 [10 pM] und CLA
10/12 [10 uM] nach Mefenaminsdurevorinkubation [30 uM] in den [3-
Zellen aus GPR40-WT Mausen.

3.4 Einfluss von CLA 9/11 und CLA 10/12 auf die zyt osolische Ca *'-

Konzentration von GPR40 Knockout-Mause.

Nun wurden weitere Versuche mit Langerhans-Inseln von GPR40-KO-Mausen
durchgefuhrt, bei welchen der GPR40-Rezeptor nicht mehr vorhanden ist. Eine
Bindung mit beiden Substanzen sollte nicht mehr moglich sein, falls diese

Substanzen als Agonisten des GPR40- Rezeptors fungieren.

Bisher wurde gezeigt, dass die CLAs [Ca**]. im GPR40 WT signifikant erhéhen.
Das gleiche Experiment wurde im GPR40-Knockout durchgefiihrt (Abbildung
3.3.7 und 3.3.8). Bei CLA 9/11 stieg der Mittelwert von 198+16 nM auf 235+22
nM; n=15; p<0,05; die Erhéhung von [Ca®]. blieb somit signifikant (Abbildung
3.3.9). In Abbildung 3.3.7 ist auch eine minimale Musterverdnderung illustriert,
die auf einen Effekt der Substanz hindeutet. Bei CLA 10/12 stieg der Mittelwert
nur von 219410 nM auf 240+22 nM; n=29; p=0,05 (Abbildung 3.3.9). In
Abbildung 3.3.8 ist zu sehen, dass die Oszillationen unter Substanzgabe keine

Veranderung aufwiesen.
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Abbildung 3.3.7 Einfluss von CLA 9/11 [10 pM] auf [CaZ+]c in einer B-Zelle
aus GPR40-KO Mausen.
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Abbildung 3.3.8 Einfluss von CLA 10/12 [10 pM] auf [CaZ*]. in einer B-Zelle
aus GPR40-KO Miusen.
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Abbildung 3.3.9 [CaZ*]¢in 15 mM Glucose unter CLA9/11 [10 pM] und CLA
10/12 [10 pM] in den (B-Zellen aus GPR40-KO Miusen.

Als letztes wurde der Effekt von den CLAs [10 uM] zwischen GPR40-WT und
GPR40-KO direkt verglichen. Bei CLA 9/11 stellte sich heraus, dass ein
signifikanter Unterschied von [Ca®']c unter der Substanzgabe zwischen
GRP40-WT und GRP40-KO erreicht werden konnte. Der Mittelwert fiir [Ca®'].
von B-Zellen aus GPR40-KO-Mause lag bei 27117 nM, der Mittelwert fur
[Ca®*]. von B-Zellen aus GPR40-WT-Méause lag bei 386424 nM; n=31; p<0,005
(Abbildung 3.3.10).
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Abbildung 3.3.10 Vergleich von [CaZ*].in 15 mM Glucose unter CLA9/11
[10 pM] in den B-Zellen aus GPR40-WT und GPR40-KO Mausen.
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Bei CLA 9/11 ergab sich ebenfalls, dass ein signifikanter Unterschied von
[Ca®*]. unter der Substanzgabe zwischen GRP40-WT und GRP40-KO erreicht
werden konnte. Der Mittelwert fiir [Ca®**]. von B-Zellen aus GPR40-KO-Mause
lag bei 278+15 nM, der Mittelwert fir [Ca®']. von B-Zellen aus GPR40-WT-
Mause lag bei 340+20 nM; n=46, 32; p<0,05, (Abbildung 3.3.11).
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Abbildung 3.3.11 Vergleich von [CaZ*]cin 15 mM Glucose unter CLA 10/12
[10 pM] in den B-Zellen aus GPR40-WT und GPR40-KO Mausen.
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4. Diskussion

Als 2003 mittel- bis langkettige Fettsauren als Liganden am GPR40 Rezeptor
entdeckt wurden, erhéhte sich das Interesse der Forschung an dem Rezeptor
wegen des potenziellen Nutzens in der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2.
Dennoch konnten bis heute keine genaue Signalmechanismen identifiziert
werden. Es ist jedoch von groRer Bedeutung die Physiologie des GPR40-

Rezeptors zu verstehen, um die therapeutischen Méglichkeiten auszuschopfen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die GPR40-gekoppelten Ca?'-
Signalmechanismen in B-Zellen von Mausen erforscht. Als Erstes wurde
untersucht, wie sich [Ca?']. bei Anwesenheit von 15 mM Glucose nach Zugabe
des Agonisten TUG469 &ndert. Die Substanz wurde in unterschiedlichen
Konzentrationen getestet (10 nM, 100nM, 1 pM, 10 uM) und es konnte jeweils
eine signifikante [Ca®']c-Erhéhung nach Substanzgabe festgestellt werden.
Wegen der Unempfindlichkeit von GPR40 gegenlber Pertussistoxin (Schroder
et al. 2010) und der Empfindlichkeit gegeniiber Gq4- und Phospholipase C
Inhibitoren wurde die Theorie aufgestellt, dass GPR40 Gq4-gekoppelt sei und
somit die Phospolipase C aktiviere, welche wiederum Membranphospholipide
zu Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) spaltet (Latour et
al. 2007). IP3 bewirkt tiber seine Rezeptoren am ER einen Ca®*-Ausstrom aus
diesen intrazellularen Ca®*-Speichern in das Zytosol (Lemmens et al. 2001,
Henquin et al. 2009). Dies stellt eine mogliche Erklarung fur die gemessene
Erhdhung von [Ca®*]. nach Aktivierung des GPR40-Rezeptors durch TUG469

dar.

In Anwesenheit von Glucose wird ATP produziert, welches die Katp-Kanéle an
der B-Zellmembran schlief3t. Die Reduktion des K*-Ausstromes verursacht eine
Depolarisation der B-Zelle (Malaisse et al. 1987). Wenn das Schwellenpotential
fur das Offnen spannungsabhangiger L-Typ- Ca?*-Kanéle erreicht wird (Satin et
al. 1985), kommt es zu einem Ca**-Einstrom und somit zu einer Erhéhung von

[Ca*'].. Das Ca®" ist dann als second messenger fiir die gesteigerte Exozytose
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von Insulinvesikeln verantwortlich (Ashcroft et al. 1989). Der durch
Depolarisation hervorgerufen [Ca?*]c-Anstieg wird durch TUG469 also erhéht
und dadurch sollte auch die Insulinsekretion steigen. Doshi et al. (2009) haben
die Wirkung eines anderen GPR40-Agonisten (Compound 1) in vivo an Ratten
untersucht. Den Ratten wurde Compound 1 oral gegeben, eine Stunde danach
wurde ein Glucosetoleranztest durchgefiihrt und im Anschluss wurden
mehrmals die Blutglucosewerte bestimmt. Tatsachlich stellte sich eine
verbesserte Glucosetoleranz heraus, assoziiert mit einer Erhéhung der
Insulinwerte im Plasma. Bestéatigt wurden diese Ergebnisse durch die
Experimente von Lin et al. (2011) in vivo und in vitro mit dem Agonist AMG 837

und spater durch Tsujihata et al. (2011) in vivo mit dem Agonist TAK-875.

Des Weiteren wurde festgestellt, dass TUG469 auch Ca®"-Oszillationen
hervorrufen kann, wenn die Glucosekonzentration bei 5 mM, d.h. an der
Schwelle zum Auslésen von Insulinsekretion, liegt. So wie oben beschrieben
entfaltete TUG469 jedoch die beste Wirkung bei 15 mM Glucosekonzentration.
Fujiwara et al. (2005) konnten ebenfalls den Einfluss unterschiedlicher
Glucosekonzentrationen auf [Ca®*]. unter Anwendung eines Liganden des
GPR40-Rezeptors (Olsaure) zeigen. Es wurde festgestellt, dass diese
Fettsaure bei 11,2 mM, 8,3 mM und 5,6 mM Glucose [Ca*']. erhéht hat,
wahrend bei 2,8 mM Glucose keine Anderung beobachtet wurde. Eine
stimulatorische Glucosekonzentration muss also erreicht werden, damit die
GPR40-Agonisten einen Einfluss auf die Insulinsekretion haben, was klinisch

von grof3em Vorteil bei der Hypoglykamie-Prophylaxe wére.

Als nachstes sollte untersucht werden, ob die durch TUG469 bedingte
Erhéhung von [Ca®**]. nur durch Freisetzung aus dem intrazellularen Speicher
des ER zustande kommt oder ob es noch andere Quellen dafiir gibt. Dazu
wurden die Zellen mit dem irreversiblen Hemmstoff der Ca®*-Pumpe SERCA
(engl. sarco-/ endoplasmic reticulum Ca** ATPase) Thapsigargin vorinkubiert,
was eine Enleerung der Speicher bewirkte. Abbildung 3.1.10 stellt die darauf

erfolgende Anderung von Ca®*-Oszillationen (iber die Zeit dar. Die durch
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Thapsigargin bedingte fehlende Ca?*-Aufnahmefahigkeit des
Endoplasmatischen Retikulums fiihrt zu einer héheren Frequenz von Ca?'-
Oszillationen (Arredouani et al. 2001). Ca®*-Oszillationen werden durch die
oszillatorische elektrische Aktivitat in Anwesenheit von Glucose getriggert, die
die Offenwahrscheinlichkeit der L-Typ Ca**-Kanale rhythmisch andert (Gilon et
al. 1999). Wie in Abbildung 3.1.11 zu erkennen ist, konnte nach Zugabe von
TUG469 eine signifikante Erhthung von [Ca®*]. trotz vorheriger Entleerung der
intrazellularen Speicher festgestellt werden. Das bedeutet, dass die durch
TUG469 bedingte Ca**~Erh6hung nicht hauptsachlich durch die Entleerung der

intrazellularen Ca®*-Speicher bedingt ist.

Danach sollte die vorangegangene Erkenntnis zusatzlich durch ein
andersartiges Versuchsdesign (berpriift werden. Nifedipin (ein L-Typ-Ca®'-
Kanal-Blocker) wurde zu der 15mM Glucoselésung dazugegeben. Wie erwartet,
ist in Abbildung 3.1.12 zu sehen, dass [Ca®']. nach Nifedipin-Zugabe auf ein
basales Niveau sank, weil die Oszillationen allein durch das Offnen
spannungsabhangiger L-Typ-Ca?*-Kanale zustande kamen. Unter Glucose- und
Nifedipingabe wurde Carbachol (Muskarinrezeptoragonist) hinzugeftigt. Diese
Substanz entleert die intrazellularen Ca**-Speicher, indem durch G, die
Phospholipase C aktiviert wird, weshalb ein Peak von [Ca®']. in der Abb.3.1.12
zu sehen ist. Danach wurde das gleiche Experiment zusatzlich mit TUG469
durchgefuhrt. Wie in Abbildung 3.1.14 illustriert ist, war die Konzentration an
freigesetztem Ca®* aus dem ER unter TUG469 signifikant geringer als ohne
TUG469. Das heilt, dass TUG469 eine Ca*-Freisetzung aus dem
endoplasmatischen Retikulum bewirkt, aber dies nicht der hauptsachliche
Mechanismus der Ca?'-Erhéhung ist. Andererseits kann man aus dem
Experiment erkennen, dass L-Typ-Ca*-Kanale eine wichtige Rolle in dem
Signalmechanismus von GPR40 spielen, da unter Nifedipin die TUG469-
Wirkung auf [Ca®']. ausblieb. Welche Signalmechanismen dazu fiihren, dass

sich L-Typ-Ca®*-Kanale zusatzlich unter TUG469 6ffnen, bleibt noch unklar.
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Verschiedene TRP-Kandle (Transient Receptor Potential) werden in der B-Zelle
exprimiert (Akiba et al. 2004). Bei den meisten handelt es sich um nicht-
selektive Kationenkandle (Kunitoshi et al. 2011). Die Aktivierung dieser Kanéle
konnte einen Beitrag zu den intrazellularen Ca®*-Veranderungen leisten. In
dieser Arbeit wurde mit dem TRPMS3-Kanal gearbeitet, welcher durch das
Neurosteroid Pregnenolonsulfat aktiviert wird (Wagner et al. 2008). Um zu
untersuchen, ob der TRPM3-Kanal eine Rolle fiir erhéhte [Ca?']. unter TUG469
spielt, wurden die B-Zellen im néachsten Experiment mit dem TRPM3-
Kanalblocker Mefenaminsaure (Klose et al. 2011) vorinkubiert. Nach der
TUGA469 Zugabe fand eine signifikante Erhéhung von [Ca*']. trotz Blockade des
Kanals statt, was gegen einen malgeblichen Einfluss des Kanals in dem

Signalmechanismus von TUG469 spricht.

Es konnte bisher gezeigt werden, dass pankreatische Inselzellen GPR40-
Rezeptoren exprimieren, die durch TUG469 aktiviert werden konnen. In einem
nachsten Versuchsansatz wurde die [Ca?*]c-Anderung in B-Zellen von GPR40-
Knockout M&usen untersucht. Die gemessene Erhdhung von [Ca®'].
pankreatischer (3-Zellen sollte, falls sie tatsachlich durch die Aktivierung von
GPR40-Rezeptoren zustande kommt, bei diesen Tieren nicht mehr vorhanden
sein. Inselzellen von GPR40-KO Mausen reagierten auf die Applikation von
TUG469 mit keinerlei Erhohung des Fura-2-Signals (Abbildung 3.2.1). TUG469
wird somit als GPR40-Agonist bestatigt, da die Substanz bei Abwesenheit des
Rezeptors keine Wirkung hat. Dies wurde auch durch die Arbeitsgruppe von
Latour und Alquier (2007) mit Insulinsekretionsmessungen in vivo und in
isolierten Zellen untersucht. Sie haben gezeigt, dass keine Verstarkung der
Insulinsekretion durch Fettsauren in Anwesenheit von Glucose stattfindet, wenn

der Rezeptor fehlt.

Die chronische Exposition des Organismus mit zu hohen Mengen an Fettsauren
fuhrt zu einem Untergang der B-Zellen (Poitout et al. 2008). Die mogliche
Schadigung der B-Zellen aufgrund einer GPR40 Uberstimulation, fiihrte

verschiedene Arbeitsgruppen zu der Idee, dass eher GPR40 Antagonisten in
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der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt werden sollten (Brownlie et
al. 2008, Steneberg et al. 2005). Steneberg et al. (2005) berichteten, dass
GPR40-KO Mause vor einer durch Hochfett-Diat induzierten Insulinresistenz
und Glucoseintoleranz geschutzt sind und dass eine GPR40-Uberexpression in
B-Zellen die Insulinsekretion beeintrachtigt. Allerdings haben neuere Studien mit
GPR40-KO Mausen (Kebede, Lan et al. 2008), transgenen Mausen (Nagasumi
et al. 2009) und GPR40-Agonisten (Doshi et al. 2009, Lin et al. 2011, Tsujihata
et al. 2011) gezeigt, dass GPR40 nicht fur die lipotoxischen Effekte an 3-Zellen
nach chronischer Fettsaureexposition verantwortlich ist. Diese Tatsache wurde
auBerdem von Wagner et al. 2013 in vitro bestatigt: wahrend TUG469 ein
Palmitat-induzierten Untergang von B-Zellen antagonisierte, konnte der GPR40-
Inhibitor TUG761 den apoptotischen B-Zelluntergang nicht verhindern. Somit
sind GPR40-Agonisten als mdogliche Therapeutika der geeignete Weg. Der
GPR40-Agonist TAK875 zum Beispiel, befindet sich in der Phase 2 einer
klinischen Studie und zeigte bisher gute Wirksamkeit: TAK875 reduzierte
postprandial die Blutglucosekonzentration und verminderte den HbAlc mit
gleichem Erfolg wie der Sulfonylharnstoff Glimepirid, ohne geféhrliche
Hypoglykdmien auszuldsen. (Burant et al. 2013).

Konjugierte Linolensauren (CLAs) stellten eine weitere Substanzklasse dar,
anhand derer die Wirkung von GPR40-Agonisten uberpruft werden sollte. CLAs
sind mehrfach ungesattigte Fettsauren, welche als Stoffwechselprodukt der
Linolsaure im Pansen von Wiederkauern durch die Linolsdure-lsomerase des
Bakteriums Butyrivibrio fibrisolvens gebildet werden. Wiederkéauerfleisch sowie
Milch und Milchprodukte sind die Hauptquellen der CLAs in der Ernahrung des
Menschen. Das Cis-9,trans-11-Isomer ist mit tber 90 % die am meisten tber
die Nahrung aufgenommene CLA (Kraft et al. 2001).

Zunachst wurde zu der Glucoselésung entweder CLA 9/11 (Cis-9,trans-11-
Isomer) oder CLA 10/12 (Cis-10,trans-12-Isomer) hinzugegeben, um den
akuten Einfluss auf [Ca®']. der B-Zellen zu untersuchen. Bei beiden Fettsauren

hat sich [Ca®']c nach Substanzgabe signifikant erhéht, was fiir eine Aktivierung
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des GPRA40-Rezeptors spricht. Eine gesteigerte Insulinsekretion nach CLA-
Aufnahme wurde durch Winzell et al. 2006 mit M&ausen in vivo gezeigt.
AulRerdem wurde in vitro durch andere Arbeitsgruppen gezeigt, dass nicht nur
[Ca®]., sondern auch die Inositoltrisphosphat-Konzentration durch die CLAs
erhoht wurde, was den Gqq-Signalmechanismus bestatigt. Zusatzlich wurde der
[Ca*']c-Anstieg, der durch CLAs induziert wird, unterbunden, wenn zuvor der
GPR40-Rezeptor mit TUG469 aktiviert oder ein GPR40-Antagonist verabreicht
wurde (Schmidt et al. 2011).

Als nachstes wurde untersucht, ob der TRPM3-Kanal-Blocker Mefenaminséure
(Klose et al. 2011) diesen Effekt beeinflusst. Mefenaminséaure konnte den CLA-
induzierten Effekt auf den Ca**-Anstieg nicht unterbinden, was gegen einen

Signalmechanismus durch den TRPM3-Kanal spricht.

Danach wurde der Effekt der konjugierten Linolensauren im GPR40-KO-Modell
untersucht und es hat sich herausgestellt, dass CLA 9/11 [Ca®']. der B-Zellen
auch in GPR40-KO-Mausen signifikant steigerte, jedoch [Ca®']. insgesamt
geringer war als in GPR40-WT-Zellen. CLA 10/12 erzeugte eine geringe, nicht
signifikante Erhéhung von [Ca®**]. im KO-Modell. Schmidt et al. (2011) konnten
wiederum zeigen, dass die Insulinsekretion durch CLAs im GPR40-KO-Modell
sich deutlich reduziert hat im Vergleich zum WT. Dies bedeutet, dass der
insulinotrope Effekt von TUG469 moglicherweise allein durch GPR40 zustande
kommt, wahrend der Effekt von CLAs durch andere zusatzliche Effekte an der
B-Zelle bedingt sein kdnnte, die noch unbekannt sind (Schmidt et al. 2011).

Die CLAs wurden erstmals 1987 durch Pariza et al. entdeckt und wurden zuerst
als antikanzerogene Substanzen identifiziert (Ha YL et al. 1987). Darauffolgend
hat sich gezeigt, dass die CLAs anti-atherosklerotische und anti-adipdse
Eigenschaften haben (Mitchell PL et al. 2008, Whigham LD et al. 2007).
Weltweit Gber 1 Milliarde Menschen und 10% der Kinder leiden unter Adipositas
(Haslam et al. 2005). Aus diesem Grund hat sich in den letzten Jahre das
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Interesse fur GewichtsreduktionsmalRnahmen vor allem in den Industrielandern

gesteigert.

CLAs als Nahrungsergdnzungsmittel in  Mausen verringerte den
Kdrperfettgehalt (Whigham LD et al. 2007), bei Menschen gibt es allerdings
widersprechende Ergebnisse (Kennedy et al. 2010). Studien an Mausen zeigten
aber auch, dass CLAs die Entwicklung einer Insulinresistenz verursachen
konnen (Poirier et al. 2006). Die negativen Effekte kénnten damit verknupft
sein, dass die taglichen medikamentdsen CLA-Dosen deutlich hoher liegen, als
die durch die Nahrung normalerweise aufgenomme Menge. Die
durchschnittliche tagliche Aufnahme von CLAs betragt zwischen 152 mg und
212 mg flr nicht vegetarische Manner und Frauen (Ritzenthaler et al. 2001),
wéahrend bei den Studien zwischen 1,5 g und 6,8 g pro Tag eingenommen
wurden (Whigham et al. 2007). Denkbar ist aber trotzdem, dass diese CLAs in
einer anderen Dosis therapeutisch als Antidiabetikum eingesetzt werden
konnten, um die Insulinsekretion bei Defizit zu steigern und somit eine

Normoglykamie zu erzeugen.

Der erwartete Anstieg der Zahl der Typ 2 Diabetiker in den nachsten
Jahrzenten und die Tatsache, dass die aktuelle Therapie nicht zufriedenstellend
ist, da zum Teil erhebliche Nebenwirkungen auftreten kénnen, die sowohl die
Compliance des Patienten vermindern, als auch zu geféhrlichen
Komplikationen, z.B. Hypoglykamie fiihren kénnen, erfordert die Entwicklung
neuer Antidiabetika. Die Experimente in der vorgelegten Arbeit zeigen, dass die
Aktivierung von GPR40-Rezeptoren nutzlich in der Therapie des Typ 2
Diabetes sein konnte, weil es zu einer Kompensation des Insulindefizits ohne
Hypoglykdmierisiko fihren kann. Es fehlt noch eine groRBe Menge an
Grundlagenforschung zu den genauen Signalmechanismen dieser Rezeptoren,
um die dargestellten Agonisten in klinischen Studien zur therapeutischen

Wirksamkeit zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Das Krankheitsbild Diabetes mellitus Typ 2 ist weltweit verbreitet. Dieses
beinhaltet eine Gruppe von metabolischen Erkrankungen, deren
Gemeinsamkeit eine Erhéhung der Glucose im Blut ist. Die Erfolge in der
aktuellen Diabetes Therapie sind noch nicht zufriedenstellend, da zum Teil
erhebliche Nebenwirkungen auftreten kdénnen, die sowohl die Compliance des
Patienten vermindern als auch zu lebensbedrohenden Zustanden flihren
konnen. Die Herausforderung besteht also darin, neue Praparate zu entwickeln,
die eine Aufrechterhaltung der Normoglykamie gewahrleisten und weniger

schwerwiegende Nebenwirkungen mit sich bringen.

Der GPR40-Rezeptor kommt besonders reichlich in der pankreatischen B-Zelle
vor und stellt sich als interessantes Zielmolekll in der Therapie des Diabetes
mellitus dar. Bisher konnte gezeigt werden, dass GPR40-Liganden unter
Glucoseeinwirkung zu einer Erhéhung von [Ca®*]. fuhren,  wodurch  die
physiologische [Ca*']c-Erhéhung durch Glucoseeinwirkung verstarkt wird und
es zu einer vermehrten Insulinsekretion kommt. Das Risiko einer iatrogenen
Hypoglyké&mie bestiinde damit nicht.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher zwei Substanzgruppen untersucht:
TUG469, ein synthetischer GPR40-Agonist und die konjugierten Linolensauren
CLA 9/11 und CLA 10/12, nattrliche Aktivatoren des Rezeptors.

Es konnte gezeigt werden, dass unter TUG469- und CLA-Zugabe die
zytosolische Kalziumkonzentration signifikant erhoht wurde. Auf3erdem konnte
keine Wirkung auf [Ca®]c durch TUG469 an GPR40-Knockout Mausen
festgestellt werden. Bei den CLAs dagegen, konnte eine signifikante Steigerung
von [Ca?']. im GPR40-Knockout-Modell festgestellt werden, jedoch war die
Erh6hung insgesamt geringer als im GPR40-Wildtyp. Dies bedeutet, dass der
insulinotrope Effekt von TUG469 mdglicherweise allein durch GPR40
zustandekommt, wéhrend der Effekt von CLAs durch andere zuséatzliche Effekte

an der B-Zelle bedingt sein kdnnte, die noch unbekannt sind.

54



Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die Erhthung von [Ca®**]. durch
TUG469 sowohl auf einer Mobilisierung des Ca®" aus intrazellularen Speichern
als auch auf Ca**-Einstrom beruht.

AulRerdem konnte nachgewiesen werden, dass trotz Blockade des TRPM3-
Kanals durch Mefenaminsaure eine signifikante Erhéhung von [Ca®'].
stattgefunden hat. Das spricht gegen einen mal3geblichen Einfluss des Kanals

in dem Signalmechanismus von TUG469 und den CLAs.

Die Experimente in der vorgelegten Arbeit zeigen, dass die Aktivierung von
GPR40-Rezeptoren ntzlich in der Therapie des Typ 2 Diabetes sein konnte,
weil sie zu einer Kompensation des Insulindefizits ohne Hypoglykamierisiko
fuhren kann. Es fehlt noch eine grof3e Menge an Grundlagenforschung zu den
genauen Signalmechanismen dieser Rezeptoren, um die dargestellten
Agonisten in Kklinischen Studien zur therapeutischen Wirksamkeit zu

untersuchen.
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