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ERG-Kalium-Kanile in ihrer Rolle als Vermittler circadianer Prozesse
der pankreatischen p-Zelle

Einleitung

Unter erndhrungsphysiologischem Aspekt sind circadiane
Prozesse der Glukoseverwertung bisher nur marginal be-
handelt worden. Es ldsst sich aber moglicherweise nicht
von der Hand weisen, dass ein Teil des Ursachenkomple-
xes Diabetes Typ2 (non-insulin-dependent diabetes melli-
tus, NIDDM, auch ,,Altersdiabetes* genannt) aus Storun-
gen der endogenen Rhythmik und deren Fehlsteuerung
resultieren kann (Boden et al., 1996b, 1999). Die Erkran-
kung am Typ2-Diabetes schreitet rapid fort und betrifft
zunehmend auch jiingere Menschen. Nach Schitzung
des Deutschen Diabetikerbundes (Angaben vom
17. 09. 2004) wird die Anzahl der Diabetiker in Deutsch-
land von derzeit acht Millionen bis 2010 auf ca. zehn
Millionen ansteigen. Die verdnderte Lebensfithrung in
der Industriegesellschaft bietet Erkldrungen an: Fehler-
nidhrung, Bewegungsmangel und resultierende Obesitas
betrifft hdufig schon Kinder. Auch den Stérungen circa-
dianer Rhythmen muss aus erndhrungsphysiologischer
Sicht breitere Aufmerksamkeit geschenkt werden. Circa-
diane Rhythmen der LANGERHANSschen Insel mit ihren
Hormonen Insulin, Glukagon sowie Somatostatin und
der von ihnen wesentlich gesteuerten Glukose-Homdosta-
se treten damit in den Mittelpunkt.

Uhrengene als Komponenten der zeitlichen Steuerung
der p-Zelle

Die Arbeitsgruppe um Boden (Boden et al., 1996a,b; Bo-
den et al., 1999) hat im Zuge von Untersuchungen zur In-
sulinsekretion beim Menschen eine circadiane Rhythmik
nachgewiesen. Die Kenntnis circadianer Regulations-
mechanismen des Metabolismus ist vor allem auf mole-
kularer Ebene in jiingerer Zeit vertieft worden (Zhang
et al., 2006). Damiola und Mitarb. (2000) hatten gefun-
den, dass die Fiitterungsperiodik bei Ratten ein wesentli-
cher Zeitgeber fiir die Expressionsdynamik von Uhrenge-
nen in der Leber ist. Es wird seit ldngerem postuliert, dass
neben einer zentralen Uhr im hypothalamischen Nucleus
suprachiasmaticus (SCN) periphere Oszillatoren existie-
ren, mit denen Organe selbst ihre internen Funktionen cir-
cadian-rhythmisch steuern. Der Rhythmus einer periphe-
ren Uhr in der Leber lieB sich im Rattenmodell durch
Verschiebung des Lichtregimes und zeitliche Beschrin-

kung des Futterzuganges steuern (Damiola et al., 2000).
Andere Studien an Ratten unter Futterrestriktion konnten
diesen Befund bestitigen und einen Zusammenhang mit
einem circadian-rhythmischen antizipatorischen Nah-
rungsverlangen nachweisen (Diaz-Munoz et al., 2000).
Dariiber hinaus ist bekannt, dass auch der Blutglukose-
spiegel circadian-rhythmisch reguliert wird (Gagliardino
et al., 1984). Peschke und Peschke (1998) konnten erst-
malig am endokrinen Modell der Ratteninsel nachweisen,
dass unter in vitro-Bedingungen ein peripherer Oszillator
die tagesrhythmische Sekretionsleistung der B-Zelle steu-
ert. Diese Befunde lieBen ferner erkennen, dass das Hor-
mon des Pinealorgans Melatonin eine Zeitgeberfunktion
auf die Insulinsekretion ausiibt. Inzwischen sind diese Er-
gebnisse von anderer Seite bestitigt worden (Delattre
et al., 1999; Picinato et al., 2002). Es ist deutlich gewor-
den, dass von einem Oszillator auszugehen ist, der als
Taktgeber fiir circadian-rhythmische endokrine Prozesse
in der Insel fungiert (Miihlbauer et al., 2004). Die kausale
Erkldrung fiir die beobachteten circadian-rhythmischen
Sekretionsprozesse steht bislang aus. Eine diskutierte
Moglichkeit ist der direkte Einfluss von Uhrengenen.
Die als Transkriptionsfaktoren fungierenden Uhrengen-
produkte — wie die transkriptionell verstirkenden CLOCK
und BMALI1 sowie die hemmenden PER und CRY oder
solcher von ,,output“-Genen wie dbp — wirken auf das
Insulingen. Als ,,output“-Gene werden solche Gene be-
zeichnet, die vom Heterodimer BMAL1/CLOCK tran-
skriptionell aktiviert werden konnen, um die circadian-
rhythmische Information weiterzutragen (Jin et al.,
1999). Bekannte Beispiele fiir Rezipienten circadianer
Transmission sind das Gen des Vasopressins (Jin et al.,
1999; Munoz et al., 2002) und der AANAT, des Schliissel-
enzyms der Melatoninbiosynthese (Chong et al., 2000).
Dass Uhrengene eng mit dem Stoffwechsel verkniipft
sind, zeigt sich am Beispiel des ,,Peroxisome-proliferator-
activated receptor o (PPAR0), einem wesentlichen
nukledren Rezeptor des Fettstoffwechsels (Oishi et al.,
2005) und an den Untersuchungen von Panda und Mitarb.
(2002) an circadian-rhythmisch exprimierten Genen der
Leber, die metabolische Prozesse steuern. Ueda und Mit-
arb. (2005) definierten 3 Schnittstellen circadian-rhyth-
misch agierender Transkriptions-Faktoren. Sie haben po-
tentielle Zielgene: 1. E/E’-box-, 2. DBP/E4BP4-box- und
3. RevErbo/ROR-box-Elemente. E/E’-box-Elemente fin-
den sich auch im Promotorbereich des Insulingens sowie
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SUR1 (Sulfonylurea Rezeptor 1), der regulativen Unter-
einheit des Kurp-Kanals der [-Zelle (Ashfield und
Ashcroft, 1998; Hernandez-Sanchez et al., 1999). Ob die-
se genannten Gene tatsdchlich durch BMAL1/CLOCK
angesteuert werden, ist bislang nicht untersucht worden.
Dass das bloBe Vorhandensein eines E-box-Elementes
im Promotorbereich eines Genes kein Garant fiir circadi-
an-rhythmische Transmission ist, hat sich am Beispiel des
Vasoaktiven Intestinalen Peptids (VIP) gezeigt (Munoz
und Baler, 2003). Am Modell der mittels Serumschock
synchronisierten B-Zellen einer Insulinoma-Zelllinie der
Maus (B-TC3) fanden Allaman-Pillet und Mitarb. (2004)
Hinweise auf eine circadiane Rhythmik der Insulin-
gen(Ins)-Expression in Form transkriptioneller circadia-
ner Oszillationen. Sie sind als Beleg fiir eine mogliche
Steuerung dieses Gens direkt auf Promotorebene anzuse-
hen. Eigene Untersuchungen am Pankreas der Ratte
konnten circadiane Veridnderungen des Ins-Transkriptes
nicht belegen, obwohl Uhrengenkomponenten circadian
fluktuieren (Abb. 1).

Einfluss von Kalium-Kanélen
auf die circadian-rhythmische Insulinsekretion

Eine wesentliche Komponente der circadian-rhyth-
mischen Insulinsekretion sind die genannten Uhrengene.
Neben moglichen, hier nicht diskutierten parakrinen Ein-
fliissen innerhalb der Insel stellen spannungsabhéngige
Kaliumkanile der Zellmembran weitere, den Sekretions-
mechanismus steuernde Faktoren dar. Nach neueren
Untersuchungen (Yan et al., 2004) wurden bis zu 17 ver-
schiedene Kaliumkanile von den Zellen einer Ratteninsel
exprimiert. Wesentlich fiir die Funktion der B-Zelle ist der
ATP-abhingige Kaliumkanal Karp, der ein Hetero-Okta-
mer aus der porenbildenden Einheit (KIR6.2) und einer
regulativen, Sulfonylharnstoff-sensitiven Einheit (SUR1)
darstellt. Uber diesen Kanal werden die Vorginge der
postprandialen Stimulus-Sekretions-Kopplung (Ashcroft
etal., 1984) geregelt. Sie leiten konsekutiv Insulinexo-
zytose und Glukoseverwertung ein.

Untersuchungen von Itri und Mitarb. (2005) an neurona-
len Zellen des SCN, dem zentralen ,,circadian pacemaker*,
zeigten, dass K*-Kanile (hier die spannungsabhiingigen
K,3.1 und K,3.2) die wahrscheinlichen Kandidaten sind,
um Uhrengenexpression an Membranerregungsprozesse zu
koppeln. Dieser Aussage lagen Beobachtungen iiber eine
tageszeitliche Expressionsfluktuation von K,3.7/ und K,3.2
sowie iiber circadiane elektrische Aktivititsinderungen
von Neuronen des SCN zugrunde. Diese Erkenntnis legt
die Funktion spannungsabhingiger Kaliumkanile fiir die
Steuerung circadian-rhythmischer Insulinsekretion eben-
falls nahe. Hinzu kommt, dass inzwischen weitere, circadi-
an-rhythmisch gesteuerte Kaliumkanile bekannt geworden
sind, wie beispielsweise K, /.5 and K 4.2 in Herzmuskelzel-
len (Yamashita et al., 2003) und Ergl (Kcnh2) ebenfalls im

Herzen (Storch etal., 2002). Dass ERG-Kanéle (Ether-
a-go-go-related-gene) der Erg-Genfamilie an der Regula-
tion der Insulinsekretion beteiligt sind, wurde mittels mole-
kulargenetischer und elektrophysiologischer Methoden an
isolierten humanen B-Zellen nachgewiesen (Rosati et al.,
2000). Dieser Befund war insofern iiberraschend, als man
bislang dieser Gruppe von K*-Kanilen ausschlieBlich eine
Funktion im Gehirn oder am Herzen beigemessen hatte.
Im Herzen verursachen Mutationen der ERGI-Isoform
(HERG beim Menschen genannt) Arrhythmie mit letalem
Ausgang, die als Long-QT-Syndrom bekannt geworden ist
(Sanguinetti et al., 1995, 1996; Mitcheson et al., 2000).
Am Myocyten tragen ERG-Kanile zur Repolarisation der
Zellen am Ende des Aktionspotentials bei (Jurkiewicz und
Sanguinetti, 1993). In laktotropen Zellen beeinflusst der
ERG-Kanal offenbar den Sekretionsprozess. Das erklért
sich aus der Tatsache, dass pharmakologische Blockierung
dieser Kanile zur Steigerung der Prolaktinsekretion fiihrt
(Bauer et al., 2003; Schwarz und Bauer, 2004). Auch bei so-
matotropen Zellen konnten ERG-Kanile transkriptionell
nachgewiesen werden (Wulfsen et al., 2000), so dass sich
eine Verallgemeinerung iiber Einfliisse von ERG-Kanilen
auf endokrine, elektrisch erregbare Zelltypen anbietet. In
Analogie zu den Befunden an lactotropen Neuronen des
Hypothalamus konnten Rosati und Mitarb. (2000) an iso-
lierten pankreatischen -Zellen des Menschen belegen, dass
Blockierung der ERG-Kanile mittels Methansulfonanilid
(Way 123,398) zur Steigerung der Insulinsekretion fiihrt.
Damit war zum ersten Mal eine funktionelle Kopplung zwi-
schen ERG-Kanal und Sekretionsleistung der B-Zelle er-
wiesen, ohne dass allerdings der Versuch unternommen
wurde, zwischen den verschiedenen Isoformen zu differen-
zieren und deren Expressionsmuster zu analysieren. Eine
enge Kopplung an diabetogene Mechanismen ist zudem
durch kiirzlich publizierte Befunde gegeben, dass der
HERG-Kalium-Kanal durch Hyperglykdmie in seiner
Funktion gestort wird (Zhang et al., 2003). Damit ist diese
Gruppe der spannungsabhiingigen Kalium-Kanile ins Zent-
rum pathophysiologischer Mechanismen der Diabetogene-
se geriickt worden.

Isoformen des ERG-Kalium-Kanals und ihre
moglichen Funktionen in der circadianen
Organisation der p-Zelle

Die Genfamilie der spannungsabhingigen Erg-Kanile
enthélt drei Isoformen, ndmlich Ergl, Erg2 und Erg3 mit
den genetischen Bezeichnungen Kcnh?2 fiir Ergl, KcnhS
fiir Erg2 und Kcnh6 fiir Erg3. Alle drei Vertreter dieser
Familie codieren fiir Proteine mit einem Molekularge-
wicht von etwa 127 KD und weisen eine 6-fache Trans-
membranstruktur auf. In vivo bilden 4 Homo-Monomere
die tetramere Funktionseinheit (Schwarz und Bauer,
2004). Verschiedene Studien machen es wahrscheinlich,
dass auch Hetero-Tetramere mit ERG-Isoformen einen



94 EcKHARD MUHLBAUER und ELMAR PESCHKE

25 7 Pert

»
(=}

Bmal1
g — .% [ 5 S —
on- '§1,5_
4 o
a 15 1 a
] i 1,0
@ 10 - 2
5 S o5 1
e e
Ao........Eo,o....“I...
2 5 8/1 )14 17 20 23 2 5 8 11 (1417 20 23
Zeit|[h] Zeit|[h]
407 Erg1a : * %7 Erg1p = % o=
5 351 5
g 3,0 4 %
8 257 =1
o 2,0 1 505 4
S 151 s
B 1,0 - k|
S o5 o h{
Bu,o........Fu.o........
2 5 8|11 |14 17 20 23 2 5 8 111/ 14| 17 20 23
Zeit|[h] Zeit|[h]
30 9 Erg2 1,00 4

2,5
0,75 *
2,0 1

0,50 ~

0,25 -

relative Expression
2 &
relative Expression

0,5

C0,01rr.....Go.oo........
2 5 8| 11|14 17 20 23 2 5 8 11|14|17 20 23
Zeit|[h] Zeit|[h]
201 Erg3

relative Expression
P — —
] © @
L 2 a2

+

2 5 8|11 |14 17 20 23
D Zeit|[h]

=
=]
-
.
o

Abb. 1: Circadiane Expressionsmuster von Erg-Kaliumkanélen im Vergleich zu denen der Uhrengene Per/ und Bmall im Rattenpan-
kreas. (A) Die Expressionskinetik der Transkripte von Per/ weist ein Maximum zur Zeitgeberzeit 11.00 Uhr auf. (B, C, D) Synchron
treten Maxima der Transkripte der Isoformen Ergla und Erg2 auf. Das Maximum von Erg3 folgt 3 Stunden spiter. (E) Das Uhrengen
Bmall ist gegenldufig zu Perl exprimiert. (F) Dazu synchron verhilt sich das Transkript der Erglb-Splice-Variante. Ihr Verlauf ist
gegenldufig zu allen anderen Isoformen und der Splice-Variante Ergla. (G) Das Insulingen-Transkript zeigt dagegen keine signifikan-
ten Verdnderungen im Tagesverlauf. Signifikante Unterschiede zwischen Expressions-Maxima und -Minima sind durch einen Stern
(*) gekennzeichnet (p < 0,05; n =4 — 6; Mann-Whitney-Test). L : D = 12: 12 (Zeit in Stunden nach Licht an).
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funktionellen Kanal bilden (Shi et al., 1997; Wimmers
et al., 2002). Die drei Isoformen unterscheiden sich vor-
nehmlich in ihren Aktivierungspotentialen (Shi et al.,
1997) sowie in ihrer Expression in verschiedenen Orga-
nen. Wihrend Ergl neben neuronalen Zellen auch im
Herzen und endokrinen Zellen exprimiert wird, wurden
Erg2 und Erg3 im Wesentlichen als spezifische Kanile
in Neuronen betrachtet (Shi et al., 1997). Eigene Unter-
suchungen am Pankreas deuten allerdings auch auf breiter
angelegte Funktionen innerhalb der pankreatischen Insel
hin, da sowohl die Ergl-Splice-Variante Ergla als auch
Erg2 und Erg3 in der B-Zelle transkriptionell (Abb. 2)
und auch immunologisch (Abb. 3) nachweisbar sind.

Ein vollig neuer Aspekt zur HERG-Funktion war die
Annahme (Overholt et al., 2000), dass auf Grund der ge-
messenen Depolarisationskinetik mit dem pharmakologi-
schen ERG-Blocker Dofitilide ERG als Teil des O,-Sen-
sorkomplexes im Glomus caroticum fungiert. Da das
ERG-Protein zudem iiber eine PAS (Per-Arnt-Sim)-Do-
mine verfiigt, von der O,-Sensitivitidt bekannt ist (Pelle-
quer etal., 1999), erhilt dieser Befund zusitzlich Ge-
wicht.

Was macht ERG-Kanile zu potentiellen Kandidaten
fiir circadiane Rhythmen? Betrachtet man die Genstruktur
fiir die Isoformen Ergl, Erg2 und Erg3, so zeigen sich fiir
das Ergl-Gen der Ratte erst etwa 2,5 kb ,, downstream*
des Transkriptionsstartes — damit also in Intronbereichen
des Gens — eine E-box-Sequenz des Typs CACGTG und
weitere des E’-Typs AACGTG (Yoo et al., 2005). Es ist
allerdings bekannt, dass E-box-Elemente als , enhan-
cer“-Elemente, auch innerhalb eines Gens positioniert,
transkriptionelle Prozesse steuern konnen (Chen und
Baler, 2000 fiir das AANAT-Gen; Oishi et al., 2005 fiir
PPARo; Ripperger, 2006 fiir RevErbar). Fiir den Erg-Pro-
motor der Ratte lassen sich innerhalb von 2,2 kb des tran-
skribierten Bereiches sowohl eine perfekte E-box des
Typs CACGTG finden sowie ein Element der RevERBo/
ROR-box. Imperfekte E-box-Elemente (CANNTG) kom-
men sowohl im Promotor als auch in Intronbereichen al-
ler drei Gene der Erg-Isoformen vor. Zusitzlich zu den
bisher betrachteten Erg-Isoformen wurde von Ergl eine
Splice-Variante bekannt, die als Erglb bezeichnet wurde
(Lees-Miller et al., 1997). Von Pond und Mitarb. (2000)
wurde publiziert, dass Erglb im menschlichen Herzen zu
keinem funktionellen Translationsprodukt umgeschrieben
wird, ein Befund, der jedoch durch Untersuchungen am
,knockout “-Modell der Maus iiberholt zu sein scheint
(Lees-Miller et al., 2003). Das Transkript wird nach die-
sen neueren Befunden, zumindest im Herzen der Maus,
in ein funktionelles Protein umgeschrieben, das im Ver-
gleich zur Splice-Variante ERGla einen verkiirzten
N-Terminus besitzt. Sein Verlust stort im , knock-
out“-Modell den Kaliumtransport des Myozyten-spezi-
fischen Stromes (und zwar der schnellen Komponente
Ik, mit Repolarisations-Funktion) und fiihrt zur Herz-
arrhythmie. Interessanterweise weist diese verkiirzte Va-

riante des ERGI1 keine funktionelle PAS-Domine mehr
auf, die eine Schnittstelle mit anderen Effektorproteinen
darstellt. Eine komplette PAS-Doméne ist wahrscheinlich
auch fiir den Prozess des Kanal-Transportes (,,traffick-
ing“) von Bedeutung. Es ist offensichtlich, dass auch das
funktionelle Bedeutungsspektrum des ERG1 noch unklar
ist.

Inwiefern sich die von uns festgestellte Erglb-Expres-
sion innerhalb der o-Zellen der LANGERHANSschen Insel
auch funktionell erkldren ldsst, bleibt zu untersuchen
(Abb. 3E-G). Hetero-Tetramerbildung (unter Einschluss
von ERG1b) mit den, auch in den Glukagon-synthetisie-
renden Zellen immunologisch nachgewiesenen, Isofor-
men ERG2 und ERG3, darf zumindest vermutet werden
(Abb. 3). Die Bildung solcher Mischformen des Kanals
wurde auch auf Grund iiberlappender immunzytoche-
mischer Nachweise der drei Isoformen in verschiedenen
Hirnregionen vermutet (Wimmers et al., 2002). Analog
zu diesen Befunden ist Hetero-Tetramerbildung unter
Einschluss von ERGla in den pankreatischen B-Zellen
wahrscheinlich, da die eigenen immuncytochemischen
Untersuchungen rdumliche Uberlappungen erkennen las-
sen (Abb. 3).

Befunde zur circadian-rhythmischen Expression
von Isoformen des ERG-Kalium-Kanals

Eine Analytik der Expressionsdynamik rhythmischer Ver-
dnderungen ergab, dass — neben den spannungsabhingi-
gen Kanilen K,/.5 und K 4.2 — auch Erg-Kanile mit
den Isoformen 1, 2 und 3 und den Ergl-Splice-Varianten
a und b im Pankreas, der Insel und der -Zelle exprimiert
werden (Abb. 2). Eine circadiane Rhythmik mit transkrip-
tionellen Oszillationen konnte fiir die genannten Erg-Iso-
formen belegt werden (Abb. 1). Dabei zeigte sich zum
einen, dass Ergla-, Erg2- und — etwa um 3 Stunden
abweichend — auch Erg3-Transkripte synchron mit dem
Uhrengentranskript von Perl schwingen (Abb. 1). Auffil-
lig ist hingegen der dazu inverse Verlauf der Expressions-
kurve der Splice-Variante Erglb, die sich gegenldufig zu
Perl und Ergla, aber synchron zum Uhrengen Bmall
verhalt.

Fiir eine circadiane Rhythmik der hier behandelten
Erg-Isoformen und Ergl-Splice-Varianten sprechen auch
die durchgefiihrten Versuche an INS1-Zellen, die mittels
Serumschock synchronisiert wurden (Abb. 4). Dass ein
Schock mit hohen Serumkonzentrationen (bis zu 50 %)
als synchronisierendes Signal auf einzelne Zellen ein-
wirkt, konnte erstmalig an Rat-1 Fibroblastzellen gezeigt
werden (Balsalobre et al., 1998). Die Befunde dieser und
anderer Arbeitsgruppen sprechen dafiir, dass die ,,endoge-
ne Uhr* auf zelluldrer Ebene organisiert ist. Die in Abb. 4
dargestellten, prilimindren Befunde deuten teilweise
(Ergla, Erglb sowie Erg2) auf circadiane Verdnderungen
der INS1-Zellen nach Serumschock hin. Endgiiltige Aus-
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Abb. 2: Expression von Kaliumkanélen der Ether-a-go-go-related-gene (Erg)-Genfamilie in pankreatischem Gewebe der Ratte und in
Kontrollgeweben. Mittels reverser Transkriptions-PCR (RT-PCR) wurden Transkripte aller drei Isoformen sowie die Splice-Varianten
von Ergla und Erglb nachgewiesen. (A) Dargestellt sind Banden der jeweiligen Amplikons nach gelelektrophoretischer Trennung in
3 %igem Agarosegel und Ethidiumbromidfirbung der DNA. Zuordnung der Banden 1: Hypothalamus, 2: Gesamtpankreas (Lichtzeit),
3: Gesamtpankreas (Dunkelzeit), 4: LANGERHANSsche Insel, 5: Exokrines pankreatisches Gewebe, 6: INS1-Zellen, 7: Pinealorgan, C:
H,0 -Negativkontrolle. (B) Quantitative Auswertung des Expressionsniveaus der Erg-Isoformen mittels real-time RT-RCR an isolier-
ten pankreatischen Inseln der Ratte zeigt, dass das Transkript der Erglb-Splice-Variante am stiarksten exprimiert ist. Die Expression
der Erg2- und Erg3- sowie der Ergla-Transkripte ist im Vergleich zu Erglb deutlich geringer. (C) Die Expressionsniveau der
INS1-Zelle ist am hochsten fiir die Ergla- und am niedrigsten fiir die Erglb-Splice-Variante. Erg2 und Erg3 liegen dazwischen. Ver-
fahren fiir quantitative Erfassungen: AA-CT-Bestimmung mit -Aktin als Referenzgen.

sagen bediirfen jedoch weiterer Uberpriifung und Best:iti-
gung. Die Mechanismen dieser peripheren zelluldren Os-
zillatoren im Vergleich zur zentralen biologischen Uhr
des SCN ist kiirzlich an Organen von Per2-Luziferase-

»knockin “-Miusen bearbeitet worden (Yoo et al., 2004).
Das experimentelle Design dieser Arbeitsgruppe erlaubte
die kontinuierliche Erfassung circadianer Rhythmen peri-
pherer Organe an SCN-lésionierten Tieren iiber mehr als
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Abb. 3: Immunhistochemische Darstellungen von ERG-Isoformen und ERG1-Splice-Varianten mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Se-
kundér-Antikorpern. (A) Nachweis der Expression von ERG1a in der LANGERHANSschen Insel des Rattenpankreas; (B) Glukagonnachweis
(GLUC) von o-Zellen derselben Insel; (C) Doppelmarkierung mit ERGla- und GLUC-Antikorpern: Die B-Zellen reagieren mit dem
ERGl1a-Antikorper (nicht aber mit dem ERG1b-Antikorper), die o-Zellen erwartungsgemil mit dem GLUC-Antikorper, aber nicht oder
nur gering mit dem ERG1a-Antikorper. (D) Die Immunreaktion zeigt, dass ERG1a in INS1-Zellen exprimiert ist. (E) Nachweis der Expres-
sion von ERG1b in der LANGERHANSschen Insel des Rattenpankreas; (F) Glukagonnachweis von o-Zellen an derselben Insel; (G) Doppel-
markierung mit ERG1b- und GLUC-Antikorpern zeigt eine periphere, o-Zell-spezifische Immunmarkierung. (H) ERG1b ist schwach in
INS1-Zellen nachweisbar. (I) Nachweis von ERG2 in der LANGERHANSschen Insel des Rattenpankreas; (J) Glukagonnachweis in o-Zellen
an derselben Insel; (K) Doppelmarkierung mit ERG2- und GLUC-Antikorpern zeigt Inmunmarkierung bevorzugt in p-Zell-Bereichen und
nur disseminiert im o-Zell-Bereich. (L) ERG2 ist in INS1-Zellen nachweisbar. (M) Nachweis von ERG3 in der LANGERHANSschen Insel des
Rattenpankreas; (N) Glukagonnachweis in a-Zellen derselben Insel; (O) Doppelmarkierung mit ERG3- und GLUC-Antikorpern zeigt eine
gleichmiBige Verteilung der Inmunmarkierung im o- und B-Zell-Bereich. (P) ERG3 Immunreaktion in INS1-Zellen.

sieben Tage. Die vorgestellten Befunde sind ein Beleg fiir Die Frage nach synchronisierenden Faktoren fiir peri-
die Existenz peripherer Oszillatoren, die in der eigenen phere Zellen und Organsysteme wire allerdings neu zu
Arbeitsgruppe auch fiir isolierte Inseln der Ratte publi- stellen. Die Untersuchungen von Peschke und Mitarb.
ziert werden konnten (Peschke und Peschke, 1998). zur Rolle und Funktion von Melatoninrezeptoren der pan-
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Abb. 4: Reaktionsmuster von INS1-Zellen nach Serumschockbehandlung. Kinetik der Transkriptverdnderungen von Serumschock-be-
handelten INS1-Zellen (SS) im Vergleich zur Kontrolle (K). (A) Per2, (B) Ergla, (C) Erglb, (D) Erg2, (E) Erg3. Statistisch signifi-
kante Unterschiede zwischen Kontrolle und Serumschock-behandelten Zellen sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet (Mann-Whit-

ney Test, p < 0,05, n =4).

kreatischen [-Zelle (Peschke et al., 2000, 2002, 2006,
2007; Bach et al., 2006; Miihlbauer und Peschke, 2007)
werden durch die zitierten Arbeiten gestiitzt und gewin-
nen damit erneut an Bedeutung. Die Melatoninrezeptoren
stehen moglicherweise im Dienst der Synchronisation
Melatonin-abhingiger Prozesse der pankreatischen -Zel-
le. Als Fazit fiir die in Abb. 4 beschriebenen Effekte der
Serumbehandlung von INS1-Zellen auf die Expression
der Erg-Isoformen lésst sich festhalten, dass die in Abb. 1

beschriebene Rhythmik der Transkript-Akkumulation
sich auch in den Serumschockversuchen bei den oben ge-
nannten Genen andeutet.

Die immuncytochemischen Befunde (Abb. 3) mittels
spezifischer Antikorper fiir alle 3 bisher behandelten Iso-
formen bzw. ERGI1-Splice-Varianten, lassen auf spezi-
fische Funktionen von ERGla fiir die f-Zelle und von
ERG1b fiir die Glukagon-synthetisierende o-Zelle schlie-
Ben. Den Isoformen ERG2 und ERG3, die sowohl im



ERG-Kalium-Kanile in ihrer Rolle als Vermittler circadianer Prozesse der pankreatischen -Zelle 99

Zentrum als auch in der Peripherie der Insel immuncyto-  Quellen stammt (Abb. SA—C). Der gemessene Kalzium-
chemisch nachgewiesen wurden, ldsst sich auf Grund ih-  Einstrom wird mit groler Wahrscheinlichkeit durch span-
rer Lokalisation keine Zelltyp-spezifische, wohl aber eine  nungsgesteuerte Kalziumkanéle vom L-Typ vermittelt. Er
inselspezifische Funktion zumessen (Abb. 3). ist als Sekundérantwort auf Blockierung der ERG-Kaniile

Riickblickend wurde erstmalig im Jahre 2000 von Ro-  und anschlieBende Membrandepolarisation zu verstehen.
sati und Mitarb. die funktionelle Bedeutung von HERG  Kalzium ist fiir die Insulin-Liberation unverzichtbar. Da-
(humanes ERG1) fiir die Insulinsekretion erkannt. Die ei- raus folgt eine enge Kopplung der ERG-Kanalfunktion an
genen Kalzium-Imaging-Befunde an INS1-Zellen mit die Insulinsekretion, die von Verinderungen des Mem-
Konfokaler Laser Scanning Mikroskopie zeigen, dass branpotentials mitbestimmt wird. Elektrophysiologische
nach Blockierung der ERG-Kanile mit E-4031 ein Kalzi- Untersuchungen (voltage clamp) bei Klemmspannungen
um-Einstrom messbar wird, der nicht aus intrazelluldren = zwischen —80 und 0 mV (Abb. 5D, oben) zeigen eine Ver-
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Abb. 5: Versuche zum Nachweis der Funktion vom ERG-Kalium-Kanal durch Kalzium-/maging und elektrophysiologische Unter-
suchungen nach Kanalblockierung mit E-4031 an INS1-Zellen. (A) Darstellung des Kalzium-Imaging-Verfahrens unter Einbeziehung
der Fluoreszenzfarbstoffe Fura Red und Calcium Green-1. Das Verhiltnis der Fluoreszenzen beider Farbstoffe definiert Kurven, die
die zellinterne Kalziumkonzentration bzw. deren Verdnderungen beschreiben. (B) Perifusion mit E-4031 (1 uM) zur Blockierung von
ERG-Kalium-Kanélen fiihrt sekund:ir zu einer Erhdhung der gemessenen Ca>*-Konzentration in der Zelle. (C) Bei Entzug des extra-
zelluldren Kalziums in der Perifusionslosung tritt kein vergleichbarer Effekt auf. Das bedeutet, dass die in (B) gezeigte, unter E-4031
gemessene Erhohung der Ca®*-Konzentration durch Einstrom aus dem extrazelluliren Raum zustande kommt. Voltage clamp-Ver-
suche zum Nachweis der ERG-Kanalfunktion in der INS1-Zelle zeigen, dass bei Klemmspannungen zwischen —80 und 0 mV (D,
oben) Membranstrome gemessen werden, die mit E-4031 (1 pM) blockierbar sind (D, unten). In diesem Spannungsbereich 6ffnen
ERG-Kanile. Bei Spannungen zwischen —60 und —140 mV hingegen (E, oben), bei denen die ERG-Kaniile inaktiviert sind, zeigt sich
kein Einfluss des Blockers E-4031 (E, unten). Dargestellt werden Differenzwerte zwischen Messungen mit und ohne (Kontrolle)
E-4031. (F) Die Messung des Membran-Potentialverlaufs (current clamp) zeigt, dass die INS1-Zelle iiber Tolbutamid-sensitive (Krp)
Kanile verfiigt (10 pM) und auch durch KCI1 (40 mM) depolarisierbar ist. Sie ldsst sich zudem durch den ERG-Kanalblocker E-4031
(1 uM) schwach depolarisieren, was auf das Vorhandensein funktionell aktiver ERG-Kanile in der INS1-Zelle hinweist.
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ringerung des Membranstromes bei Perifusion mit dem
ERG-Kanalblocker E-4031 (Abb. 5D, unten). Bei
Klemmspannungen auBerhalb des aktiven Bereiches der
ERG-Kanile (Abb. 5E, oben) treten keine durch E-4031
beeinflussbaren Membranstrome auf (Abb. 5E, unten).
Current clamp Messungen des Membranpotentials von
INS1-Zellen belegen sowohl Einfliisse des ERG-Kanal-
blockers E-4031 als auch von Tolbutamid und KCl
(Abb. 5F). Eigene perifusionstechnische Untersuchungen
an INS1-Zellen zeigen, dass nach Blockierung des ERG-
Kanals mit dem Methan-Sulfonanilid E-4031 oder dem
Proteintoxin-Blocker rBeKm-1 erhohte Insulinsekretion
gemessen werden konnte. Die kombinierte Gabe von
E-4031 und Arginin lie in vergleichbarer Weise zu den
Ergebnissen von Rosati und Mitarb. (2000) summative
Effekte erkennen (Abb. 6).

Zusammenfassend bestitigen die Expressions-Unter-
suchungen (Abb. 1, 2 und 4) sowie die immunhistoche-
mischen (Abb. 3) und elektrophysiologischen (Abb. 5)

EcKkHARD MUHLBAUER und ELMAR PESCHKE

Befunde in Einheit mit Ergebnissen funktioneller, perifu-
sionstechnischer Untersuchungen (ndhere Angaben siehe
Abb. 6A-D) mittels spezifischer pharmakologischer Blo-
cker (E-4031 bzw. rBeKm-1) an stimulierten (KClI,
Glukose oder Arginin) INS1-Zellen die funktionelle Be-
deutung der ERG-Kalium-Kanal-Familie fiir die LANGER-
HANssche Insel. Die Ergebnisse belegen, dass die bertick-
sichtigten Kaliumkandle Teil eines Komplexes sein
konnten, der fiir die circadian-rhythmische Steuerung der
Insulinsekretion verantwortlich ist. Es ist vorstellbar, dass
ERG-Kanile als ,, output “-Faktoren des peripheren Oszil-
lators in der Insel zu verstehen sind, die iiber circadiane
Verianderungen des zelluldren Kanalbesatzes sowohl qua-
litativ (durch temporédre Hetero-Tetramerbildung) als
auch quantitativ (durch ihre Besetzung der Zell-Mem-
bran) die Insulinsekretion steuern.
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Abb. 6: Perifusionsexperimente zum Nachweis von ERG-Kanal-Funktionen fiir die Insulinsekretion in INS1-Zellen. Dargestellt sind
Insulinkonzentrationen der Superfusate nach unterschiedlichen Stimulationen. (A) Stimulationen mit 20 mM KCI oder mit 20 mM
Glukose fiihren zu starker Erhohung der basalen Insulinsekretion. Der Einsatz des ERG-spezifischen Kanalblockers E-4031 in unter-
schiedlichen Konzentrationen (0,1, 1 sowie 10 uM) steigert die Insulinsekretion vergleichsweise geringer. Erneute KCl- und Glukose-
Stimulation der Zellen am Ende desselben Experimentes iibertrifft die Insulinsekretion zu Versuchsbeginn und bestitigt die Vitalitit
der Zellen iiber den gesamten Versuchsablauf. (B) Auch Blockierung mittels rBeKm-1 fiihrt zu einer schwachen, aber messbaren
Erhohung der Sekretionsleistung der INS1-Zellen. (C) Ko-Stimulation von INS1-Zellen mit Arginin und E-4031 zeigt stirkere Insu-
linsekretion als Stimulation mit Arginin allein. (D) Die Spezifik der E-4031-Effekte wird durch Dosis-Wirkungsbeziehungen zwi-

schen 0,1 uM und 10 pM unterstrichen.
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