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1 Einleitung 

 

1.1 Diabetes mellitus 

 

1.1.1 Geschichte des Diabetes mellitus 

 

Diabetes (griechisch "Durchfluss") mellitus (lateinisch "honigsüß"), im Volksmund 

auch Zuckerkrankheit genannt, fasst eine Gruppe von Stoffwechselerkrankungen 

zusammen und beschreibt deren ursprüngliches gemeinsames Hauptsymptom: Die 

Ausscheidung von Glucose im Urin. Dieses Merkmal wurde schon im 15. Jahrhundert 

vor Christus von Ärzten in Ägypten und Griechenland beschrieben [1]. 

Während die Diagnose Diabetes mellitus bis 1922 noch als Todesurteil galt, war es 

nachfolgend möglich den "insulinpflichtigen Diabetes mellitus" (IDDM) auf Grundlage 

der Entdeckung und Isolation von Insulin durch Nicolae Paulescu zu therapieren [2; 3]. 

Weiterhin entdeckte J. Fuchs 1955 die blutzuckersenkende Wirkung bestimmter 

Sulfonamidverbindungen, die noch heute in verbesserter Form zur Therapie des "nicht-

insulinpflichtigen Typ 2 Diabetes mellitus" (NIDDM; T2DM) zum Einsatz kommen [4]. 

 

1.1.2 Klassifikation des Diabetes mellitus 

 

Die aktuelle Einteilung des Diabetes mellitus erfolgt anhand der Empfehlungen der 

amerikanischen Diabetes-Gesellschaft von 1997 nach ätiologischen Gesichtspunkten 

[5]. Diese wurde im Jahr 1998 erstmals von der WHO veröffentlicht [6; 7]. 

Dabei werden vier große Gruppen unterschieden: 

Typ-1-Diabetes mellitus (T1DM): Hierbei handelt es sich um eine autoimmun 

vermittelte Erkrankung (Typ 1a), bei der es zur Zerstörung der Betazellen des Pankreas 

und damit zu einem absoluten Insulinmangel kommt. Es können Antikörper gegen 

Insulin, Proinsulin, Inselzellen, Glutamat-Decarboxylase (GAD) und Phosphatase  

(IA2-A) nachgewiesen werden. Hiervon zu unterscheiden ist der Betazellverlust ohne 

nachweisbare autoimmune Aktivität (idiopathischer Typ 1b). Die Erstmanifestation 

findet meist in der Kindheit oder Jugend, aber auch im Erwachsenenalter (LADA) statt. 

Symptome treten erst auf, wenn mehr als 80 % der Betazellmasse verloren gegangen ist. 
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Die Therapie besteht aus der Substitution von Insulin [8]. 

Typ-2-Diabetes mellitus (T2DM): Dabei handelt es sich mit einem Anteil von ca. 90 

% um die häufigste Diabetes-Form [6]. Die Manifestation erfolgt meist erst im späteren 

Erwachsenenalter, aufgrund veränderter Lebensgewohnheiten aber zunehmend auch 

schon in jungen Jahren. Ab dem 40. Lebensjahr steigt die Häufigkeit in jedem 

Lebensjahrzehnt um etwa das Doppelte an und erreicht zwischen dem 70. und 80. 

Lebensjahr schließlich eine Prävalenz von 20 % [9]. Adipositas stellt den 

Hauptrisikofaktor dar und ist bei über 90 % der Patienten zu finden. Übergewicht ist 

dabei häufig assoziiert mit Insulinresistenz, Hyperinsulinismus, Hypertonie, 

erniedrigtem HDL-, erhöhtem LDL- sowie Triglyzerid-Spiegel und wird im Gesamten 

als "Metabolisches Syndrom" bezeichnet [10; 11].  

Andere spezifische Typen: In den letzten Jahren konnten einige Gene identifiziert 

werden, die das Risiko an Diabetes mellitus zu erkranken mit steigender Anzahl an 

mutierten Genen und zunehmendem Alter des Patienten erhöhen [12]: 

 Genetische Defekte der Betazelle: 

MODY Typ 1 - Mutation des Transkriptionsfaktors HNF-4-alpha 

MODY Typ 2 - Mutation der Glucokinase 

MODY Typ 3 - Mutation des Transkriptionsfaktors HNF-1-alpha 

MODY Typ 4 und MODY Typ 5 - Mutation in IPF-1 

 Genetische Defekte der Insulinsekretion 

 Erkrankungen des exokrinen Pankreas (zum Beispiel Pankreatitis) 

 Endokrinopathien (zum Beispiel Cushing-Syndrom) 

 Medikamente und Chemikalien (zum Beispiel Glukokortikoide) 

 Infektionen (zum Beispiel kongenitale Röteln) 

 ungewöhnliche Formen des immunvermittelten Diabetes (zum Beispiel Stiff-man-

Syndrom) 

 andere genetische Syndrome, die mit Diabetes assoziiert sind (zum Beispiel Down-

Syndrom) 

 Der Gestationsdiabetes tritt erstmals während der Schwangerschaft auf und bildet 

sich danach in der Regel wieder zurück. 

 

 



3 

 

1.1.3 Epidemiologie des Diabetes mellitus 

 

Insgesamt kann eine globale Zunahme der Prävalenz beobachtet werden. Während im 

Jahre 2000 die Anzahl der Diabetiker weltweit ca. 150 Millionen Menschen betrug, 

wird die Zahl nach Meinungen von Experten bis zum Jahre 2025 auf 300 Millionen 

ansteigen [13]. 

 

1.1.4 Ätiologie und Folgen des Diabetes mellitus 

 

Diabetes mellitus stellt eine Stoffwechselerkrankung unterschiedlicher Ätiologie dar. 

Aufgrund eines absoluten (T1DM) bzw. relativen Insulinmangels (T2DM) kommt es 

zur Manifestation einer Hyperglykämie im Blut, zu Veränderungen im Stoffwechsel 

sowie schließlich zu den charakteristischen Symptomen Polyurie, Polydypsie und 

Glucosurie. 

Spätkomplikationen betreffen insbesondere die großen und kleinen Gefäße und 

manifestieren sich häufig in Form von Retino-, Nephro- und Neuropathien. Außerdem 

haben Diabetes-Patienten ein erhöhtes Risiko für Atherosklerose und somit eine 

verstärkte Gefahr einen Herzinfarkt, einen Schlaganfall oder eine pAVK der 

Extremitäten zu erleiden. Diese Komplikationen und deren assoziierte Komorbiditäten 

sind als ursächlich für eine verminderte Lebensqualität sowie für eine erhöhte Mortalität 

anzusehen. Dabei haben Diabetiker im Durchschnitt eine um 6 bis 7 Jahre verminderte 

Lebenserwartung, wobei eine Abhängigkeit vom Alter zu beobachten ist. Es gilt: Je 

früher sich der Diabetes manifestiert, umso geringer ist die Lebenserwartung [14]. 

 

1.2 Insulin 

 

1.2.1 Geschichte von Insulin 

 

Insulin wurde 1916 erstmals durch Nicolae Paulescu aus Pankreasgewebe isoliert. 

Dieser bezeichnete das gewonnene Isolat zunächst als Pankrein und zeigte dessen 

Wirksamkeit auf die Senkung des Blutglucosespiegels sowie die Verringerung des 

Glucoseverlustes über den Urin bei diabetischen Hunden [2]. 1921 gelang es dem 
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Wissenschaftler Frederick Grant Banting und seinem Studenten Charles Herbert Best 

Insulin, welches sie Isletin nannten, aus dem Hundepankreas zu extrahieren und damit 

den Blutzucker von pankreotomierten Hunden zu senken. Schließlich erfolgte am 11. 

Januar 1922 die erste erfolgreiche Behandlung diabetischer Symptome am Menschen 

mittels eines Insulin-Extraktes aus dem Rinderpankreas [3].  

 

1.2.2 Struktur von Insulin 

 

Insulin ist ein Polypeptidhormon, welches zunächst als inaktives Präproinsulin (110 

Aminosäuren; 11,5 kDa) von den Betazellen der Langerhans-Inseln freigesetzt wird. 

Diese Vorstufe besteht aus einer A-Kette mit 21 Aminosäuren, einer B-Kette mit 30 

Aminosäuren, einem C-Peptid und einer hydrophoben Signalsequenz mit 24 

Aminosäuren. Durch die Ausbildung von zwei Disulfidbrücken zwischen den Cysteinen 

der A- und B-Kette, sowie der proteolytischen Abspaltung der Signalsequenz im 

endoplasmatischen Retikulum, entsteht das Proinsulin (9 kDa). Durch die enzymatische 

Abspaltung des C-Peptids in den sezernierenden Granula entsteht schließlich das 

metabolisch wirksame Insulin mit 51 Aminosäuren (5 kDa). Dieses besteht folglich aus 

der A- und B-Kette, die durch zwei intermolekulare Disulfidbrücken (zwischen A7 und 

B7 sowie zwischen A20 und B19) miteinander verbunden sind. Außerdem befindet sich 

in der A-Kette noch eine intramolekulare Disulfidbrücke (zwischen A6 und A11). Eine 

weitere Stabilisierung der Tertiärstruktur wird durch Salzbrücken und Van der Waal´s 

Kräfte erreicht. Jeweils sechs Moleküle des blutzuckersenkenden Hormons werden in 

Form von Hexamer-Kristallen mit je zwei zentralen Zink-Ionen in Vesikeln gespeichert. 

Bei Bedarf werden diese ins Blut sezerniert. Insulin ist allerdings nur als Monomer aktiv 

[15]. 

 

1.2.3 Metabolische Wirkung von Insulin 

 

Insulin ist das einzige natürlich im menschlichen Körper vorkommende anabole 

Hormon. Es wird bei einer erhöhten Glucosekonzentration ins Blut sezerniert und 

induziert die Aufnahme von Glucose, Aminosäuren und Fettsäuren in die Leber, die 

Muskulatur und das Fettgewebe. Während Insulin die Synthese von Glycogen, 
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Proteinen und Triglyceriden steigert, hemmt es die Glycogenolyse, die Gluconeogenese, 

die Proteolyse und die Lipolyse. Außerdem stimuliert es das Wachstum, die 

Proliferation und die Differenzierung von Zellen [16]. 

Bei gesunden Menschen liegt der Glucosespiegel im Blutplasma unabhängig von 

Fasten- und Essensperioden konstant im Bereich von ca. 5 mmol/l (90 mg/dl). Dies ist 

aufgrund eines präzisen Wechselspiels zwischen Insulinsekretion und Insulinabbau 

sowie zwischen Glucoseaufnahme in periphere Gewebe und Glucoseproduktion durch 

die Leber möglich. Die Halbwertszeit von Insulin ist sehr kurz und liegt im Bereich 

zwischen vier bis sechs Minuten. Dabei können alle insulinsensiblen Organe und 

Gewebe das Hormon durch Endozytose des Insulin-Rezeptor-Komplexes und die IDE 

abbauen. Der Hauptanteil der Elimination erfolgt jedoch in der Niere und der Leber 

[17]. 

 

1.2.4 Signalweg von Insulin 

 

Insulin wirkt an den Zielorganen über Bindung an einen spezifischen 

membranständigen Rezeptor. Dieser ist eine Tyrosinkinase und besteht aus zwei 

extrazellulären, regulatorischen alpha- und zwei intrazellulären, katalytischen beta-

Untereinheiten. Die Bindung von Insulin an die alpha-Domäne führt zur Aktivierung 

der beta-Domäne, zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten und zur 

Konformationsänderung des Rezeptors. Schließlich werden durch den aktivierten 

Insulinrezeptor die Tyrosinreste weiterer Substrate phosphoryliert. Dabei konnten bisher 

neun Mediatoren des Rezeptors nachgewiesen werden, von denen vier der Familie der 

Insulinrezeptor-Substrate (IRS1, IRS2, IRS3, IRS4) angehören. Diese haben trotz einer 

großen strukturellen Ähnlichkeit sehr unterschiedliche Funktionen in der 

Signalweiterleitung von Insulin: 

Ein Verlust von IRS1 führt bei Mäusen zur Insulinresistenz, einer erniedrigten 

Glucosetoleranz, aber nicht zur Entstehung eines Diabetes mellitus [18]. 

Ein Fehlen von IRS2 bewirkt in Mäusen ebenfalls eine verminderte Glucosetoleranz 

und zusätzlich eine vermehrte Apoptose von Betazellen, sowie die Entwicklung eines 

Diabetes mellitus [19; 20]. 

Im Gegensatz dazu hat der Verlust von IRS3 und IRS4 keinen direkten Einfluss auf den 
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Insulinspiegel und den Blutzucker [21]. Stattdessen reduzieren diese Substrate die 

Aktivität von IRS1 und IRS2 [22; 23]. 

An die phosphorylierten Tyrosine der IRS können Proteine binden, die SH2-Sequenzen 

enthalten. Dazu gehören vor allem PI3K und Grb2, die auf diesem Wege zur 

Aktivierung von IRS1 und IRS2 führen [16]. Dabei können folglich vor allem zwei 

Signalwege des Rezeptors unterschieden werden: Der durch PI3K-vermittelte und der 

MAPK-Signalweg durch Grb2. Beide sind für den Stoffwechsel, das Überleben, die 

Proliferation sowie die Differenzierung von Betazellen des Pankreas von großer 

Bedeutung [24; 25]. 

 

1.3 Das endokrine Pankreas 

 

1.3.1 Langerhans´sche Inselzellen 

 

Die Langerhans´schen Inselzellen wurden 1869 durch den deutschen Pathologen Paul 

Langerhans (1847 bis 1888) entdeckt und 5 Jahre später nach ihm benannt. Sie bilden 

den endokrinen Anteil des Pankreas und nehmen mit einer Anzahl zwischen einer und 

zwei Millionen 1 bis 2 % der gesamten Bauchspeicheldrüse ein. Ihre Größe schwankt 

zwischen 100 bis 400 µm, sie sind von einer dünnen Bindegewebskapsel umgeben und 

setzen sich aus fünf verschiedenen hormonproduzierenden Zellen, sowie 

Endothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen und Nerven zusammen: 

Die Betazellen stellen mit einem Anteil von über 80 % den häufigsten Zelltyp der 

Langerhans´schen Inselzellen dar und werden von den anderen vier Zellarten 

kreisförmig umgeben. Sie sezernieren Insulin und Amylin (IAPP), welches die 

Sekretion von Glucagon hemmt, die Entleerung des Magens verlangsamt und 

Sättigungssignale ans Gehirn sendet. 

Die Alphazellen produzieren Glucagon, welches vor allem an der Leber wirkt. Dort 

stimuliert es die Gluconeogenese sowie die Glykogenolyse und hält so den Blutzucker 

auch zwischen den Mahlzeiten konstant. 

Die Deltazellen setzen Somatostatin frei, welches sich aus zwei Polypeptidketten 

zusammensetzt. Dieses hemmt die Ausschüttung des Wachstumshormons STH aus dem 

Hypophysenvorderlappen, sowie von TSH, ACTH, Insulin, Glucagon, Gastrin und 
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Cholecystokinin. 

PP- und D1-Zellen produzieren ein pankreatisches Polypeptid [26]. 

Die endokrinen Zellen des Pankreas sind durch Gap Junctions untereinander verbunden, 

wobei Betazellen beispielsweise über Connexin 36 direkt miteinander kommunizieren 

können. Dies ist für eine effektive Insulinsekretion von großer Bedeutung [27; 28]. 

Weiterhin sind die Langerhans´schen Inselzellen mit 10 bis 15 % der gesamten 

Pankreasperfusion sehr gut durchblutet. Die endokrinen Zellen stehen dabei in einem 

engen Kontakt zu den Endothelzellen, so dass sich die sezernierten Hormone über das 

Blut schnell im Organismus verteilen können. Der venöse Abfluss erfolgt bei kleineren 

Inselzellen in das venöse Portalsystem der Insel, während das Blut größerer 

Langerhansscher Inselzellen direkt in die Portalvene der Leber abgeleitet wird [29]. 

Die neuronale Kontrolle der Funktion des endokrinen Pankreas erfolgt durch den 

Symphatikus, den Parasymphatikus und die sensorischen Nerven [30]. 

 

1.3.2 Regulation der Betazellmasse 

 

Die Betazellmasse setzt sich aus Anzahl sowie Größe der Betazellen zusammen und 

wird über das Gleichgewicht zwischen Replikation und Neogenese auf der einen Seite 

sowie Apoptose auf der anderen Seite bestimmt. Des Weiteren bestimmt diese 

letztendlich die gesamte Insulinmenge, die dem Organismus zur Verfügung steht. 

Insulinmenge und Stärke des Stimulus beeinflussen dabei gemeinsam die 

Sekretionskapazität des Pankreas. Pathologische Veränderungen der Betazellmasse 

können zu verschiedenen Komplikationen des Stoffwechsels führen [31]. 

Die Betazellen unterliegen einer ständigen altersabhängigen Replikation, Neogenese 

und Apoptose. Während in der Neugeborenenperiode Replikation und Neogenese 

überwiegen, nehmen diese Fähigkeiten mit zunehmendem Alter stark ab und die 

Apoptoserate steigt an. Dadurch verringert sich im höheren Alter neben der 

Betazellmasse auch das Ausmaß diese dem metabolischen Bedarf anzupassen. Somit 

erhöht sich das Risiko an Diabetes mellitus zu erkranken [24]. 

Die Hormone Insulin, IGF-1, GH und GLP-1, sowie Glucose und Fettsäuren 

beeinflussen den Erhalt der Betazellmasse [32]. Eine vermehrte Apoptose lässt sich 

durch chronische Hyperglykämie und Hyperlipidämie sowie durch Cytokine und 
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Glucocorticoide auslösen. 

Die Betazellmasse kann sich an einen veränderten Insulinbedarf anpassen. 

Beispielsweise stimulieren die während der Schwangerschaft vermehrt sezernierten 

Hormone Prolaktin und Laktogen die Proliferation der Betazellen und deren Masse 

steigt an [33]. Auch bei Adipösen nimmt diese zunächst durch eine gesteigerte 

Proliferations- und eine verminderte Apoptoserate zu. Können die Betazellen den 

gesteigerten Insulinbedarf jedoch nicht mehr ausgleichen, kommt es häufig zur 

Entstehung von Hyperglykämien sowie zur Entwicklung eines Diabetes mellitus [34]. 

Eine Abnahme der Betazellmasse wird beim Diabetes mellitus Typ 2 durch 

Amyloidablagerungen weiterhin begünstigt [35]. 

 

1.4 Regulation der Insulinsekretion 

 

Die Regulation der Insulinsekretion aus den Betazellen des Pankreas ist ein komplexes 

Geschehen und wird durch Glucose, Fettsäuren, Aminosäuren, GLP-1, GIP, 

Somatostatin und Neurotransmitter beeinflusst. Dabei stellt Glucose den wichtigsten 

Stimulator dar [36].  

 

1.4.1 Glucose-abhängige Regulation der Insulinsekretion 

 

Bei Zunahme des Blutglucosespiegels erfolgt die Freisetzung von Insulin aus Vesikeln 

der Betazellen des Pankreas. Dazu sind eine Reihe von aufeinanderfolgenden 

Einzelschritten notwendig. Zunächst wird Glucose insulinunabhängig über GLUT-2 in 

die Betazelle aufgenommen [37]. Da GLUT-2 nur eine geringe Affinität für Glucose 

besitzt, ist dessen Transportleistung während Fastenperioden niedrig, wohingegen sie 

postprandial mit zunehmendem Glucosespiegel entsprechend ansteigt [38]. 

Anschließend erfolgt in der Betazelle der Abbau von Glucose über die Glykolyse, den 

Zitronensäurezyklus und die Atmungskette, wobei ADP zu ATP phosphoryliert wird. 

Das erste Enzym in diesem Stoffwechselweg, welches Glucose zu Glucose-6-Phosphat 

abbaut, ist die Glucokinase. Diese besitzt ebenfalls nur eine niedrige Affinität für 

Glucose und stellt somit neben GLUT-2 einen zweiten empfindlichen Glucosesensor 

der Betazelle dar [39-41]. Das glykolytische Endprodukt Pyruvat wird in den 
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Mitochondrien durch die Pyruvatdehydrogenase zu Azetyl-CoA umgewandelt, woraus 

im Rahmen des Krebs-Zyklus NADH und FADH2 gebildet werden [42]. 

Erst bei einer Glucosekonzentration über 5 mmol/l (90 mg/dl) im Plasma steigt in Folge 

des Glucosemetabolismus der intrazelluläre ATP-Gehalt so weit an, dass die ATP-

sensitiven Kaliumionen-Kanäle in der Zellmembran geschlossen werden, die Zelle 

durch eine zunehmende Konzentration an Kaliumionen von -60 mV auf -40 mV 

depolarisiert und sich in Folge dessen die spannungsabhängigen L-Typ Calciumionen-

Kanäle (VDCC) öffnen [41]. Calciumionen strömen in die Zelle ein, wodurch die 

insulinhaltigen Granula zur Zellmembran wandern, mit dieser verschmelzen und ihren 

Inhalt nach außen abgeben [43]. Dabei können zwei verschiedene Arten von 

sekretorischen Granula sowie zwei Phasen der glucoseinduzierten Insulinsekretion 

unterschieden werden: Einen kleineren Anteil von weniger als fünf Prozent bilden die 

sofort verfügbaren Vesikel, welche sich bereits in der Nähe der Zellmembran befinden 

und deren Inhalt direkt sezerniert werden kann. Diese sind für die erste Phase der 

Insulinsekretion verantwortlich, welche schnell innerhalb von wenigen Minuten nach 

Anstieg des Blutzuckers eintritt. Den weitaus größeren Anteil von mehr als 95 % bilden 

die sogenannten Reserve-Granula, die erst noch eine Reihe von Reaktionen durchlaufen 

und zur Zellmembran wandern müssen bevor deren Inhalt freigesetzt werden kann. Dies 

stellt die zweite Phase der Insulinsekretion dar, welche später eintritt, langsam zunimmt 

und länger anhält [44].  

Parallel zu den beiden Phasen der Insulinsekretion können biphasische Schwankungen 

des Membranpotentials sowie, abhängig von der Glucosekonzentration, Schwankungen 

oder nach Anstieg das Einstellen eines Plateaus der Calciumionen-Konzentration 

beobachtet werden [45]. 

Die Wirkung der bereits ins Zytoplasma eingeströmten Calciumionen auf die 

Freisetzung der Vesikel kann durch weitere Produkte aus dem Glucosestoffwechsel 

verstärkt werden. Dazu gehören vor allem GTP, Malonyl-CoA, Glutamat und der 

Pyruvat-Malat-Austauscher in der Membran der Mitochondrien. Pro Molekül Glucose 

entstehen im Rahmen des Zitronensäurezyklus jeweils zwei Moleküle GTP. Diese 

beeinflussen über die Bindung sogenannter kleiner G-Proteine einerseits das 

Gleichgewicht von Calciumionen in den Mitochondrien und andererseits den Transport 

insulinhaltiger Granula sowie deren Fusion mit der Zellmembran. Auf diese Weise kann 
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GTP die Insulinsekretion unabhängig von der zytoplasmatischen Calciumionen-

Konzentration induzieren [46-48]. Durch den Zitronensäurezyklus kommt es außerdem 

zur Bildung von Zitrat. Bei einem erhöhten Blutzuckerspiegel wird dessen Überschuss 

wieder zurück ins Zytoplasma transportiert und in Malonyl-CoA umgewandelt, welches 

wiederum den Fettsäurerezeptor Carnitin-Palmitol-Transferase 1 in der 

Mitochondrienmembran hemmt. Dadurch können Fettsäuren nicht in die Mitochondrien 

transportiert und im Rahmen der ß-Oxidation verstoffwechselt werden, sondern 

sammeln sich im Zytoplasma als langkettiges Azyl-CoA, welches die Ausschüttung 

insulinhaltiger Granula zusätzlich stimulieren kann, an [49]. Weiterhin erfolgt der 

Abbau von alpha-Ketoglutarat aus dem Zitratzyklus zu Glutamat, von welchem der 

Überschuss ebenfalls ins Zytosol transportiert und von den insulinhaltigen Vesikeln 

aufgenommen wird. Auf diese Weise kann es die Wirkung der eingeströmten 

Calciumionen auf die Vesikelsekretion steigern [50-52]. Außerdem wird Pyruvat in die 

Mitochondrien transportiert, im Rahmen des Zitratzyklus zu Oxalacetat carboxyliert, in 

Malat umgewandelt, wieder ins Zytosol zurück transportiert und dort zu Pyruvat, 

welches wieder den Mitochondrien zugeführt werden kann, decarboxyliert. Durch 

diesen Austausch von Pyruvat und Malat erhöht sich die NADPH-Konzentration im 

Zytoplasma, wodurch wiederum das Redoxpotential der Betazelle verändert wird [53]. 

Des Weiteren wird durch den Metabolismus von Glucose die PLC mit der Bildung von 

IP3 und DAG aktiviert. Während IP3 den Ausstrom von Calciumionen aus dem 

endoplasmatischen Retikulum stimuliert, führt DAG zur Akivierung der PKC [54-56]. 

Außerdem bewirkt Glucose durch Aktivierung der PLA2 die gesteigerte Bildung von 

Arachidonsäure [57; 58]. Dabei ist die PLA2 nicht für die Stimulation der 

Insulinsekretion, sondern für die Aufrechterhaltung der Insulinspeicher in den 

Betazellen verantwortlich [59]. Aus Arachidonsäure bilden die beiden Enzyme 

Cyclooxygenase und Lipoxygenase unter anderem die Metabolite Prostaglandin und 

Leukotrien, welche die Insulinsekretion positiv und negativ beeinflussen können [58]. 

Außerdem wird durch Arachidonsäure der Einstrom von Calciumionen über die 

Zellmembran sowie der Ausstrom aus dem endoplasmatischen Retikulum erleichtert 

[60]. 
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1.4.2 FFA-abhängige Regulation der Insulinsekretion 

 

Freie Fettsäuren steigern die GSIS entweder direkt durch Bindung an den 

GPR40/FFAR1-Rezeptor oder indirekt durch den Abbau von im Zytoplasma 

akkumuliertem, langkettigem Azyl-CoA [61]. Die Aktivierung von GPR40/FFAR1 

bewirkt einerseits durch die Öffnung von spannungsabhängigen L-Typ Calciumionen-

Kanälen und andererseits durch die Aktivierung von Phospholipase C, welche IP3 und 

DAG bildet, einen Anstieg der intrazellulären Calciumionen-Konzentration [62]. IP3 

stimuliert dabei die Mobilisation von Calciumionen aus dem endoplasmatischen 

Retikulum ins Zytosol und DAG aktiviert die PKC, was wiederum selbst die 

Insulinsekretion beeinflusst [63; 64]. Ein Anstieg der Calciumionen-Konzentration im 

Zytosol bedingt außerdem die Aktivierung verschiedener Dehydrogenasen, wie die 

Pyruvat-, Isocitrat- und Alpha-Ketoglutarat-Dehydrogenase, die für den Abbau von 

Pyruvat im Rahmen des Zitratzyklus verantwortlich sind [65]. Im Zytosol abgelagertes 

langkettiges Azyl-CoA steigert die GSIS entweder direkt oder über Aktivierung von 

PKC [66; 67]. 

 

1.4.3 Inkretin-abhängige Regulation der Insulinsekretion 

 

Inkretine sind Peptidhormone mit insulinotroper Wirkung, die nach oraler 

Nahrungsaufnahme von den endokrinen Zellen des Gastrointestinaltraktes freigesetzt 

werden und durch Bindung an spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren die GSIS 

erhöhen können. Auf diese Weise steigt der Insulinspiegel im Blut nach oraler 

Aufnahme von Glucose stärker an, als nach intravenöser Verabreichung [68]. Die 

bedeutendsten Inkretine stellen GIP und GLP-1 dar.  

GIP wurde bereits in den 70iger Jahren entdeckt und ist für etwa die Hälfte der Effekte 

der Inkretine verantwortlich [69]. Es besteht aus 42 Aminosäuren, dessen Freisetzung 

erfolgt vor allem nach Aufnahme schnell verdaulicher, kleiner Nahrungsmengen und es 

wird innerhalb von 2 Minuten durch DPP-IV wieder inaktiviert [70; 71]. Nach Bindung 

an dessen spezifischen Rezeptor, welcher vor allem in den Langerhans´schen 

Inselzellen des Pankreas, im Darm, im Fettgewebe, in der Hypophyse, in der 

Nebennierenrinde und in verschiedenen Bereichen des Gehirns exprimiert wird, 
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stimuliert es die Adenylatzyklase und führt wahrscheinlich über die Bildung von cAMP 

zur Öffnung von spannungsabhängigen L-Typ Calciumionen-Kanälen. Außerdem 

erfolgt durch cAMP die Aktivierung von PKA, CREB sowie Epac2 [72-75].  

Als zweite Substanz mit Inkretinwirkung wurde GLP-1 bekannt [76]. Es besteht aus 30 

Aminosäuren, dessen Sekretion erfolgt besonders nach Aufnahme komplexer 

Nahrungsbestandteile und es wird innerhalb von 90 Sekunden durch DPP-IV wieder 

inaktiviert [70; 71]. Der zugehörige G-Protein-gekoppelte Rezeptor (GLP-1R) ist vor 

allem im Gastrointestinaltrakt, in den Alpha- und Betazellen des Pankreas, in der 

Lunge, in der Niere, im Herz und in verschiedenen Bereichen des Gehirns zu finden. 

Auch hier kommt es durch die Aktivierung der Adenylatzyklase mit Bildung von cAMP 

zur Stimulation von PKA, CREB und Epac2 [72-75]. 

Die Proteinkinase A bewirkt zunächst das Schließen der ATP-abhängigen Kaliumionen-

Kanäle (KATP-Kanäle) durch Phosphorylierung der SUR1-Untereinheit. Dadurch 

depolarisiert die Zellmambran, Calciumionen strömen durch die sich öffnenden VDCC 

und aus intrazellulären Depots ins Zytoplasma ein und die Freisetzung der 

insulinhaltigen Vesikel wird induziert [77-79]. Außerdem hemmt die PKA 

spannungsabhängige Kaliumionen-Kanäle (KV-Kanäle) und verlängert so die Phase der 

Depolarisation [80]. 

Über CREB induziert GLP-1 die Transkription von insulincodierenden Genen [81]. 

Wahrscheinlich indirekt über Insulin erfolgt dazu zunächst die Aktivierung von IRS2, 

welches anschließend PI3K induziert, welches wiederum FoxO1 durch 

Phosphorylierung hemmt [82; 83]. Dadurch wird die Translokation von Pdx-1 in den 

Zellkern induziert, wo dieses die Expression der Insulingene stimuliert [84; 85]. 

Weiterhin trägt die Aktivierung von EGFR durch den aktivierten GLP-1-Rezeptor mit 

Induktion von PI3K zur insulinotropen Wirkung von GLP-1 bei [86]. 

Epac2 interagiert einerseits mit Proteinen wie Rim2, die die Verschmelzung der 

insulinhaltigen Granula mit der Zellmembran beeinflussen [87]. Andererseits aktiviert 

es Ryr2 sowie IP3R, wodurch es den Ausstrom von Calciumionen aus dem 

endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol und ebenfalls die Exozytose der 

insulinhaltigen Granula stimuliert [88; 89]. 

Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 ist die Wirkung der Inkretine verloren 

gegangen oder stark beeinträchtigt. Obwohl die Freisetzung von GIP noch normal ist, ist 
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dessen Wirkung auf die Insulinsekretion stark vermindert. Dahingegen ist zwar die 

Ausschüttung von GLP-1 vermindert, aber dessen Effekt auf die Insulinfreisetzung 

dennoch erhalten geblieben. Durch die Zufuhr von GLP-1 kann die Sensibilität der 

Betazellen gegenüber Glucose sowie die GSIS bei den meisten Patienten wieder 

gesteigert werden [90-92]. 

 

1.4.4 Neuronale Regulation der Insulinsekretion 

 

Die GSIS wird durch den Parasympathikus stimuliert und durch den Sympathikus sowie 

die sensorischen Nerven gehemmt [93; 94]. 

Der Parasympathikus sezerniert nach Aktivierung Acetylcholin und verschiedene 

Neuropeptide, wie VIP, PACAP und GRP. Acetylcholin bindet an Gq-Protein-

gekoppelte muskarinerge Rezeptoren in der Zellmembran von Betazellen und aktiviert 

so die PLC zur Bildung von IP3 und DAG aus PIP2, wobei IP3 die Mobilisation von 

Calciumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum und DAG die Aktivierung der 

PKC induziert [95-97]. Außerdem wird durch die cholinerge Aktivierung auch die 

PLA2 aktiviert, die die Bildung von Arachidonsäure induziert und die 

Insulinfreisetzung stimuliert [98]. Des Weiteren verstärkt Acetylcholin durch Zunahme 

der Membranpermeabilität für Natriumionen die Depolarisation der Betazellen sowie 

die Öffnung der spannungsabängigen L-Typ Calciumionen-Kanäle [99-102]. VIP und 

PACAP binden an ihren zugehörigen G-Protein-gekoppelten Rezeptor und aktivieren 

auf diese Weise die Adenylatzyklase mit der Bildung von cAMP [103]. GRP bindet 

ebenfalls an seinen spezifischen G-Protein-gekoppelten Rezeptor und aktiviert so die 

PLC [104]. 

Die Aktivierung des Sympathikus führt zur Freisetzung von Noradrenalin und 

verschiedenen Neuropeptiden, wie Galanin und Neuropeptid Y. Wie auch Adrenalin aus 

dem Nebennierenmark bindet Noradrenalin an den Alpha-2-Adrenorezeptor, der von 

den humanen Langerhans´schen Inselzellen des Pankreas in Form von zwei 

verschiedenen Typen exprimiert wird: Dem 2A- und dem 2C- Subtyp [105]. Durch 

beide Rezeptortypen kann die GSIS auf wahrscheinlich direktem Weg unterdrückt 

werden [106; 107]. Dabei wird nach Aktivierung des gekoppelten, Pertussistoxin-

empfindlichen, inhibitorischen G-Proteins (Gi-Protein) die Adenylatzyklase und damit 
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die Bildung von cAMP gehemmt. Außerdem ist in diesem Zusammenhang eine 

Hyperpolarisation der Membran, eine Abnahme des Einstroms von Calciumionen und 

eine Aktivierung von GIRK-Kanälen in den Betazellen zu beobachten [108]. Galanin 

und Neuropeptid Y binden ebenfalls an spezifische Rezeptoren der Betazelle und 

hemmen so die Freisetzung der insulinhaltigen Granula durch Hyperpolarisation der 

Membran der Betazellen, Verminderung des Calciumionen-Einstroms und Hemmung 

der cAMP-Bildung [109]. Außerdem hat Galanin einen direkt hemmenden Einfluss auf 

die Exozytose der insulinhaltigen Vesikel [110]. 

Die sensorischen Nerven produzieren und sezernieren das Neuropeptid CGRP mit 

ebenfalls inhibitorischer Wirkung auf die Insulinsekretion [111]. 

 

1.5 GPR40/FFAR1 

 

1.5.1 Aufbau und Funktion von GPR40/FFAR1 

 

GPR40/FFAR1 stellt, wie auch GPR41, GPR43 und GPR120, einen Rezeptor für freie 

Fettsäuren dar und gehört zur Familie der G-Protein-gekoppelten transmembranen 

Rezeptoren. Diese weisen eine Sequenzhomologie von 30 bis 40 % auf.  

GPR41, welches vor allem im Fettgewebe exprimiert wird und die Produktion von 

Leptin stimuliert, sowie GPR43 werden durch kurzkettige FFA aktiviert. Die Liganden 

von GPR40, welcher auch als FFA-Rezeptor 1 (FFAR1) bezeichnet wird, sowie 

GPR120, welcher vor allem im Darm exprimiert wird und die GLP-1-Sekretion 

induziert, sind mittel- bis langkettige Fettsäuren [112-121].  

GPR40/FFAR1 wird vor allem in den Betazellen des Pankreas, aber auch im Gehirn und 

in den Monozyten exprimiert [63; 122-125]. Dabei wird die Expression in den 

Langerhans´schen Inselzellen des Pankreas durch FFA reguliert und ist in diabetischen 

Inseln geringer als in gesunden Kontrollinseln. Des Weiteren hat dieser eine große 

Bedeutung bei der über FFAs-vermittelten Steigerung der GSIS, welche selbst positiv 

mit der Expression des Rezeptors korreliert. Diese Sachverhalte lassen vermuten, dass 

der GPR40/FFAR1-Rezeptor für die chronisch abnehmende Funktion der Betazellen im 

Rahmen des Typ 2 Diabetes mellitus eine große Bedeutung hat [63; 126-128]. 

Bisher sind zwei Polymorphismen im Gen für GPR40/FFAR1 auf Chromosom 19q13.1 
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bekannt: Eine Austausch von Arginin gegen Histidin an Position 211 und seltener von 

Asparaginsäure gegen Asparagin an Position 175 [118; 129;130]. 

Der Rezeptor ist an Gαq/11, eine Untereinheit des G-Proteins gekoppelt, welche nach 

Aktivierung von GPR40/FFAR1 die PLC aktiviert. Diese hydrolisiert PIP2 in DAG und 

IP3 und induziert damit die Aktivierung der PKC sowie die Freisetzung von 

Calciumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum ins Zytoplasma [62; 63; 124; 125; 

131-134]. Da durch die Aktivierung von GPR40/FFAR1 die intrazelluläre 

Calciumionen-Konzentration ansteigt und PKC aktiviert wird, wird eine Funktion des 

Rezeptors in der Insulinsekretion vermutet [63; 125; 135]. Des Weiteren führt 

GPR40/FFAR1 über cAMP zu einer Hemmung von Kaliumionen-Kanälen [136]. 

 

1.5.2 Agonisten und Antagonisten von GPR40/FFAR1 

 

Agonisten für GPR40/FFAR1 sind gesättigte und ungesättigte mittel- (C6 bis C12) bis 

langkettige (C14 bis C24) Fettsäuren mit einer Größe von 2 bis 17 µm (zum Beispiel 

Linolsäure), welche die GSIS zumindest zum Teil über GPR40/FFAR1 steigern [63; 

125; 135; 137]. Außerdem stellt die synthetisch hergestellte Substanz GW9508 (4-

(Benzylamino)Dihydrocinnamic-Säure-Derivat), welche von Garrido et al. entdeckt 

wurde, sowohl für GPR40/FFAR1 als auch für GPR120 einen wichtigen Liganden dar 

[138-140]. Daneben wäre noch der selektive Agonist MEDICA16 und TUG-424 (4-

Phenethynyldihydrocinnamic-Säure-Derivat) zu nennen [105; 138; 141; 193]. 

Innerhalb der Bindungstasche von GPR40/FFAR1 sind 12 Reste bekannt: Sowohl 

Linolsäure, als auch GW9508 binden über ihre Carboxylgruppe an die hydrophilen 

Reste Arg
183

, Asn
244

 und Arg
258

. Weiterhin interagiert vor allem GW9508, aber kaum 

oder überhaupt nicht Linolsäure mit den Resten His
86

, Tyr
91

 und His
137

. Dabei ist die 

Bindung von GW9508 an His
137

 und zum Teil an His
86

 abhängig vom pH-Wert. Des 

Weiteren sind Tyr
12

, Tyr
91

, His
137

 und Leu
186

 wichtig für die Aktivierung des Rezeptors. 

Aufgrund der größeren Anzahl an Bindungen von GPR40/FFAR1 mit GW9508 als mit 

Linolsäure, hat dieser synthetische Agonist eine stärkere Interaktion und Wirkung [139]. 

Ölsäure ist eine einfach ungesättigte langkettige Fettsäure (C18) mit einer sehr hohen 

Affinität für GPR40/FFAR1. In Abhängigkeit von dessen Konzentration sowie von der 

Anwesenheit von Glucose erhöht es die zytoplasmatische Konzentration an 
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Calciumionen über Aktivierung der PLC und Öffnung der L-Typ Calciumionen-

Kanälen. Daraus resultiert wiederum eine Zunahme der GSIS. Durch Inhibitoren der 

PLC (zum Beispiel Neomycin), Fehlen von Calciumionen im Extrazellularraum, L-Typ 

Calciumionen-Kanal-Blocker (Nitrendipin) sowie einer Expressionshemmung von 

GPR40/FFAR1 durch spezifische siRNA bleibt dieser Effekt aus. Dagegen beeinflusst 

eine Hemmung der Calciumionen-Kanäle des endoplasmatischen Retikulums durch 

Thapsigargin diese Wirkung nicht [62]. 

Einen selektiven Antagonisten für GPR40/FFAR1 stellt GW1100 dar. Dieser hemmt 

einerseits die über GPR40/FFAR1 stimulierte Zunahme der intrazellulären 

Konzentration von Calciumionen, hat aber andererseits keinen Effekt auf die über 

GPR120 vermittelte Mobilisierung von Calciumionen. Dabei kann die durch Linolsäure 

stimulierte Insulinausschüttung durch GW1100 nur zum Teil geschwächt werden [138]. 

Liganden für GPR120 sind neben mittel- und langkettigen Fettsäuren sowie GW9508 

auch die zwei Grifolin-Derivate Grifolsäure und Grifolsäuremethylether, die sowohl als 

Agonisten wirken und ERK aktivieren können, als auch als Antagonisten die Wirkung 

von Linolsäure hemmen können [142; 193]. Des Weiteren können diese mit geringerer 

Stärke auch als Antagonisten von GPR40/FFAR1 wirken [193]. 

GPR41 und GPR43 werden durch kurzkettige Fettsäuren mit weniger als 6 C-Atomen 

(zum Beispiel Acetat) aktiviert [63; 125; 143-145]. 

 

1.5.3 GPR40/FFAR1 als therapeutisches Target bei Typ 2 Diabetes mellitus 

 

Die Inkretin-ähnliche Wirkung von FFA in Bezug auf die Steigerung der GSIS in 

Betazellen über GPR40/FFAR1 kann zur Entwicklung neuer Medikamente beim Typ 2 

Diabetes mellitus beitragen [146]. Dabei trägt GPR40/FFAR1 zu ca. 50 % an der 

Fettsäure-vermittelten Zunahme der GSIS in vitro und in vivo bei [131]. Somit stellt 

GPR40/FFAR1 ein potentielles therapeutisches Ziel in der Behandlung des Diabetes 

mellitus Typ 2 dar.  

Der synthetisch hergestellte GPR40/FFAR1-Agonist 3-[4-{4-

chlorobenzylamino}phenyl] propanoic acid verbessert sowohl bei oraler, als auch bei 

intravenöser und intraperitonealer Zuckerzufuhr die Glucosetoleranz durch Steigerung 

der GSIS. Dieser Effekt kann nach akuter Aktivierung des Rezeptors sogar in 
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übergewichtigen und insulinresistenten Ratten beobachtet werden [147]. 

 

1.6 Wirkung der FFAs 

 

1.6.1 Metabolismus von FFAs in den Betazellen 

 

Für die Stimulation der Insulinsekretion durch FFAs müssen diese zunächst zu 

langkettigem Azyl-CoA durch die Azyl-CoA-Sytnthetase im Zytosol umgewandelt, in 

die Mitochondrien der Betazellen transportiert und oxidiert werden [148; 149]. Dabei 

existieren ATP-abhängige und ATP-unabhängige Signalwege zur Steigerung der GSIS, 

wobei der genaue Mechanismus noch nicht verstanden ist [150; 151]. 

Fettsäuren entstehen zum Teil im Rahmen des Metabolismus hoher Konzentrationen 

von Glucose durch Hemmung der Carnitin-Palmitol-Transferase I und Anhäufung von 

langkettigem Azyl-CoA im Zytoplasma [49; 152]. Diese stimulieren die Exozytose 

insulinhaltiger Granula direkt, indem sie die Fusion mit der Plasmamembran der 

Betazellen sowie die Anzahl der Bindungsstellen für Vesikel aus dem Reservepool 

erhöhen [66].  

Außerdem zeigen mit Glucose inkubierte Inseln eine de novo Synthese von FFA aus 

Glucose, wobei der Anteil gesättigter gegenüber ungesättigter Fettsäuren leicht 

überwiegt, sowie eine Freisetzung aus den pankreatischen Betazellen ins umgebende 

Medium, was wahrscheinlich einen weiteren Mechanismus der Regulation der GSIS 

darstellt [153]. 

Des Weiteren wird die Insulinsekretion durch Aktivierung der Lipolyse über die 

Hormon-sensitive Lipase mit Bildung von FFA und anderen Lipid-Signalmolekülen 

reguliert [154]. 

 

1.6.2 Wirkung von FFAs auf den Glucosemetabolismus 

 

Ein Anstieg der Konzentration von FFA im Blutplasma vermindert die zelluläre 

Aufnahme von Glucose sowie dessen Metabolismus [155]. Dies geschieht durch die 

gesteigerte Betaoxidation mit einer vermehrten Bildung von Azetyl-CoA, einer 

Hemmung der Pyruvatdehydrogenase sowie einer verminderten Oxidation von Pyruvat 
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[155]. Außerdem bewirken Citrat und ATP eine Hemmung der Phosphofructokinase der 

Glykolyse und damit eine Anhäufung von Glucose-6-Phosphat, welche wiederum die 

Hexokinase und damit den Transport bzw. die Phosphorylierung von Glucose hemmt 

[155]. 

 

1.6.3 Wirkung von FFAs auf die Ionenkanäle 

 

FFAs können die Ionenkanäle der Plasmamembran indirekt über deren 

Stoffwechselprodukte oder aber auch direkt beeinflussen [156; 157].  

So hemmen beispielsweise die Produkte Prostaglandin I2 und Prostaglandin E2 der 

Arachidonsäure Kaliumionen-Kanäle sowie spannungsabhängige Calciumionen-Kanäle 

[158-160]. Prostaglandin E2 induziert außerdem die Zunahme der intrazellulären 

Konzentration an Calciumionen und die Aktivierung von Chloridionen-Kanälen [161]. 

Weitere Produkte stellen Leukotrien A4 und Leukotrien C4 dar, die die Aktivierung von 

Kaliumionen-Kanälen vermitteln [162]. 

Direkte Effekte verursachen diese an Kaliumionen- und Calciumionen-Kanälen [163; 

164]. Dabei interagieren die Fettsäuren entweder direkt mit dem Ionenkanal oder 

werden in die Lipidschicht der Membran eingebaut [165]. 

Des Weiteren ist die Wirkung von mittelkettigen Fettsäuren stärker als von kurz- oder 

langkettigen FFAs, da diese bezüglich ihrer hydrophoben Eigenschaften eine 

Mittelstellung einnehmen und somit effizienter mit den Proteinen der Plasmamembran 

interagieren können [163; 166; 167].  

Der Effekt auf die Ionenkanäle kommt schließlich durch die Acylierung von Proteinen 

zustande [168]. 

 

1.6.4 Wirkung von FFAs auf die PKC 

 

Es existieren 12 Isoenzyme der PKC, die in drei Gruppen eingeteilt werden: die 

klassische PKC (cPKC), die neue PKC (nPKC) und die atypische PKC (aPKC). 

Während die Enzyme der ersten Gruppe sowohl von DAG als auch von Calciumionen 

abhängig sind, ist die zweite Gruppe nur auf DAG angewiesen und die dritte Gruppe 

von beiden unabhängig. Die PKC wird durch FFAs sowie deren Metabolite aktiviert 
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und beeinflusst die GSIS [169]. Dabei interagiert die PKCα einerseits mit dem 

exozytotischen Apparat der insulinhaltigen Granula und aktiviert andererseits die 

Adenylatzyklase mit der Bildung von cAMP, welches diese wiederum negativ reguliert 

[170-172]. 

Es ist nicht klar, ob alle Unterformen des Enzyms an der Insulinfreisetzung beteiligt 

sind [173; 174]. Während langkettiges Azyl-CoA die cPKC aktiviert, kann es auf die 

nPKC und die aPKC hemmend wirken [175]. 

 

1.6.5 Wirkung von FFAs auf den Signalweg von Insulin 

 

Erhöhte Konzentrationen von FFAs oder deren Metabolite in den Zellen von Muskel- 

und Fettgewebe vermindern durch Reduktion der stimulatorischen Wirkung von Insulin 

die Phosphorylierung von IRS-1 sowie die Aktivität der PI3K und der PKC [176]. 

Dabei bestimmt die Zusammensetzung der Fettsäuren in den Positionen sn-1- und sn-2 

die Aktivität von Phosphoinositiden und kann durch den Einfluss anderer Fettsäuren so 

verändert werden, dass die Wirkung von DAG und Ceramiden auf PKB und PKC 

beeinflusst wird [177-179]. 

Ceramide können intrazellulär aus Palmitinsäure de novo synthetisiert werden und nach 

Stimulation durch Insulin die Phosphorylierung von PKB und dadurch die Synthese von 

Glykogen hemmen [180; 181]. Außerdem steigert die akute Exposition gegenüber 

Palmitinsäure die Wirkung von Insulin auf die pankreatischen Betazellen in Form einer 

Steigerung der basalen und Insulin-induzierten Phosphorylierung der Tyrosinreste des 

Insulinrezeptors, von IRS-1 sowie von PI3K [153]. 

 

1.7 Zielsetzung der Arbeit 

 

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung einer spezifischen Stimulation des 

GPR40/FFAR1-Rezeptors auf insulinsezernierende Betazellen des Pankreas zu 

erforschen.  

Dazu wurde zunächst die Expression von GPR40/FFAR1 in Langerhans´schen 

Inselzellen der Maus sowie in INS-1E- und MIN6-Zellen mittels PCR nachgewiesen. 

Anschließend wurde der Einfluss von spezifischen GPR40/FFAR1-Agonisten und 
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Antagonisten auf die GSIS in Inseln der Maus und INS-1E-Zellen untersucht.
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material 

 

2.1.1 Mausmodelle und Zelllinien 

 

Tabelle 1 Verwendete Mausmodelle und Zelllinien 

 

Bezeichnung Hersteller 

C57BL/6NCrl-Maus Charles River Laboratorien, Wilmington, MA 

GPR40-KO-Maus freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Klaus Seuwen, Novartis 

Pharma AG, Basel, Schweiz 

INS-1E-Zellen  freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. C. B. Wollheim, 

Universität von Genf, Schweiz 

 

2.1.2 Enzyme und zugehörige Puffer 

 

Tabelle 2 Verwendete Enzyme und zugehörige Puffer 

 

Bezeichnung Puffer Firma 

Reverse Transkriptase (RT) 5 x RT-Puffer Roche 

TaKaRa La Taq
TM

 10 x Taq-Polymerase-Puffer Cambrex 

Collagenase  Serva, Heidelberg, D 

 

2.1.3 Größenstandards 

 

Tabelle 3  Verwendete DNA-Standards 

 

Bezeichnung Firma 

123 bp DNA-Leiter Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 

 

2.1.4 Kommerziell erworbene Kits 

 

Tabelle 4  Verwendete Kits 

 

Verwendungszweck Bezeichnung Firma 

DNA-Amplifizierung dNTP-Mix 10 mM 

Oligo(dt)12-18-Primer 

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 

Insulin-Messung Ratten-Insulin ELISA 

Ratten-Insulin RIA 

Mercodia 

Linco, USA 

RNA-Isolierung RNeasy Mini Kit 

RNase-Free DNase Set 

Qiagen GmbH, Hilden, D 

Qiagen GmbH, Hilden, D 

 

 



22 

 

2.1.5 Lösungen für Agarose-Gelelektrophorese 

 

Tabelle 5  Verwendete Lösungen für Agarose-Gelelektrophorese 

 

Bezeichnung Reagenzien Menge Endkonzentration 

10 x TAE (pH 8,0) Tris 

EDTA-Natrium2-Salz (pH 8,0) 

108 g 

40 ml 

0,4 M 

0,01 M 

 Essigsäure 

Aqua dest. 

55 g 

ad 1 l 

0,2 M 

10 x Agarose-

Blaupuffer 

20 % (v/v) Ficoll 

1 x TAE 

0,05 % (w/v) Bromphenolblau 

Aqua dest. 

40 ml 

10 ml 

0,05 g 

ad 100 ml 

 

 

2.1.6 GPR40-Rezeptor-Liganden 

 

Die synthetisch hergestellten Agonisten und Antagonisten von GPR40 wurden 

freundlicherweise von Trond Ulven (University of Southern Denmark) zu Verfügung 

gestellt. 

 

Tabelle 6  Verwendete GPR40-Rezeptor-Liganden 

 

Ligan-

den 

Bezeichnung Strukturformel Summen-

formel 

Molekular-

gewicht 

DMSO-

Stammlösung 

Agonis-

ten 

GW9508 

 

 

 

 

 

TUG-20 

 

 

 

 

 

 

TUG-187 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

C22H21NO3 347,41 

 

 

 

 

 

256 

 

 

 

 

 

 

348 

 

 

 

10 mM 

 

 

 

 

 

10 mM 

 

 

 

 

 

 

10 mM 

 

 

 

 TUG-221 

 

 

 

 

TUG-424 

 

 

 
 

 335 10 mM 

 

 

 

 

10 mM 
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Ligan-

den 

Bezeichnung Strukturformel Summen-

formel 

Molekular-

gewicht 

DMSO-

Stammlösung 

Anta-

gonisten 

TUG-178 

 

 

 

 
 

 348 5 mM 

 

2.1.7 Chemikalien und Reagenzien 

 

Für diese Arbeit wurden die in Tabelle 7 aufgelisteten Chemikalien und Reagenzien 

verwendet. 

 
Tabelle 7  Verwendete Chemikalien und Reagenzien 

 

Bezeichnung Firma 

Adrenalin  

Agarose Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 

Beta-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 

BSA V/FFA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, D 

Calciumchlorid (CaCl2) Merck KGaA, Darmstadt, D 

D-Glucose Merck KGaA, Darmstadt, D 

di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck KGaA, Darmstadt, D 

EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 

Ethanol absolut Merck KGaA, Darmstadt, D 

Ethidiumbromid (1 µg/µl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 

FCS Biochrom, Berlin, D 

Ficoll Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 

Hepes (1 M) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 

Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt, D 

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt, D 

L-Glutamin (200 mM)  

Magnesiumsulfat (MgSO4) Merck KGaA, Darmstadt, D 

Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA, Darmstadt, D 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck KGaA, Darmstadt, D 

Natriumhydroxid(NaOH) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D 

Natriumpyruvat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 

Ölsäure  

Palmitinsäure  

PBS Gibco 

Pertussistoxin  

RPMI 1640 (11 mM Glucose) Cambrex 

Salzsäure Merck KGaA, Darmstadt, D 

Trypsin (10fache Stammlösung) Gibco 
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2.1.8 Geräte und Hilfsmittel 

 

Tabelle 8  Verwendete Geräte und Hilfsmittel 

 

Verwednungs-

zweck/Gerät 

Bezeichnung Firma 

Agarose-

Elektrophorese-

Zubehör 

Consort E835 Electrophoresis 

Power Supply 

Elektrophoresekammer 40-0708 

Kämme 

 

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D 

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D 

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D 

Autoklav   

Binokular  Hongtech 

UV-

Transilluminator 

MidiDoc
TM

 Herolab 

Heizblock Blockthermostat Kleinfeld Labortechnik 

Inkubations-

schränke 

Heracell Heraeus 

Magnetrührer   

Mikroskop Axiovert25 Zeiss 

Mikrowelle   

Neubauer-

Zählkammer 

Neubauer Assistent 

pH-Meter pH526 MultiCal (WTW) 

Pipetten Accu-Jet Pipettierhilfe 

Pipetten (20/200/1000 µl) 

8-Kanal-Pipette (5-100 µl) 

Abimed 

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, 

D 

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, 

D 

Schüttelplatte KS 501 IKA Labortechnik 

Spektralphotometer  Eppendorf 

Thermoyccler Techne Progene 

UV-Kamera MidiDoc
TM

 Herolab 

Vortexer Drehzahl Elektronik Ikamag 

Waage PG202 

AB104 

Mettler-Toledo 

Mettler-Toledo 

Wasserbad  Julabo 

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus 

 

2.1.9 Verbrauchsmittel 

 

Tabelle 9  Verwendete Verbrauchsmittel 

 

Bezeichnung Firma 

24-Well-Platten Techno Plastic Product AG, Schweiz 

Beckman 96-Well Platte Beckman Coulter GmbH, Krefeld, D 

Einweg-Impfösen (1 µl) VWR International, Wien (AU) 

Eppendorf-Reaktionsgefäße (1,5 und 2 ml) Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D 

Falcons (15 und 50 ml) Greiner bio-one 

Gewebekulturflaschen Biochrom 

Küvetten Sarstedt Nürnbrecht 

Microwell 96F Platte Nunc GmbH & Co KG, Rosteilde, Dänemark 

Parafilm American National Can, Chicago, USA 
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Bezeichnung Firma 

PCR Softstrips Biozym Diagnostic GmbH, Oldendorf, D 

Petrischalen  

Petri-Tissue 1008  

Pipettenspitzen Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D 

Sterilfilter Milex-GS Millipore 

Zellkulturschalen (75 cm
2
) Techno Plastic Product AG, Schweiz 

 

2.2 INS-1E-Zellen 

 

INS-1E-Zellen gehören einer pankreatischen, tumoralen Zelllinie der Ratte an und 

wurden freundlicherweise von Prof. Dr. C. B. Wollheim der Universität Genf (Schweiz) 

zur Verfügung gestellt. 

 

2.2.1 Kultivierung der INS-1E-Zellen 

 

Die Aufbewahrung der Zellen über einen längeren Zeitraum erfolgte in flüssigem 

Stickstoff. Zum Auftauen wurden die zugehörigen Kryoröhrchen aus dem Stickstofftank 

entnommen und unter der Sterilbank kurz geöffnet, damit das enthaltene Stickstoffgas 

entweichen konnte. Anschließend wurden die INS-1E-Zellen bei 37 °C aufgetaut, der 

Überstand verworfen und zu dem Sediment am Boden des Röhrchens frisches Medium 

gegeben. Nun wurden die Zellen vorsichtig mit einer Pipette aus dem Röhrchen in eine 

Kulturflasche transferiert, in der am nächsten Tag nach Anheften der Zellen das 

Medium gewechselt wurde. 

Bei der Trypsinisierung wurde das Medium verworfen und die Zellen mit 15 ml auf    

37 °C erwärmtem, sterilem PBS (ohne Calciumionen und Magnesiumionen, pH 7,2) 

gewaschen um das restliche Medium vollständig zu entfernen. Anschließend wurde das 

PBS wieder abgesaugt und die Zellen durch 10 ml einer 37 °C warmen Trypsin-PBS-

Lösung (1:4) sowie einer fünfminütigen Inkubation bei 37 °C vom Boden der Flasche 

abgelöst. Durch Zugabe von 25 ml kaltem Kulturmedium wurde die 

Verdauungsreaktion gestoppt. Um die Zellen zu vereinzeln wurden sie nun mehrmals 

vorsichtig aspiriert. Danach wurde die Zellsuspension abzentrifugiert (300 rpm für        

4 Minuten bei Raumtemperatur), der Überstand verworfen, das Sediment in 10 ml 

neuem Medium resuspendiert und die Anzahl der Zellen mittels der Neubauer-

Zellkammer ermittelt. Dabei entsprechen 100 Zellen auf 16 Quadraten einer Zellzahl 
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von 10
6 

 pro ml Suspension. Die Zellen wurden nun in 75 cm
2
 großen Zellkulturflaschen 

in einer Dichte von 4-5 x 10
6
 Zellen/20 ml RPMI-Medium, welches alle zwei Tage 

gewechselt wurde, ausgesät und für eine Woche bei 37 °C und 5 % CO2 im Inkubator 

kultiviert. Dabei erreichten diese eine Konfluenz von 80 %. Zwei bzw. drei Tage vor 

dem Experiment wurde die INS-1E-Zellen in einer Dichte von 1,5 bzw. 0,75 x 10
5
 

Zellen/Well auf jeweils zwei 24-Well-Platten ausgesät und für diesen Zeitraum bei 37 

°C kultiviert. 

 

Tabelle 10 Ansatz zur Herstellung des Kulturmediums für die INS-1E-Zellen 

 

Reagenzien Menge Endkonzentration 

FCS (v/v) 5 ml 10 % 

L-Glutamin (200 mM) 0,5 ml 2 mM 

β-Mercaptoethanol (5 mM) 0,5 ml 50 µM 

Hepes (1 M) 0,5 ml 10 mM 

Natriumpyruvat (100 mM) 0,5 ml 1 mM 

Penicillin/Streptomycin 0,5 ml 100 i.u. bzw. 100 µg/ml 

RPMI 1640 (11 mM Glucose) ad 50 ml  

 

2.3 Langerhans´schen Inselzellen der Maus 

 

Zur Isolation von Inseln des Pankreas wurden C47BL/6NCrl-Mäuse (Charles River 

Laboratorien, Wilmington, MA) sowie GPR40-KO-Mäuse (Klaus Seuwen, Novartis 

Pharma AG, Basel, Schweiz) verwendet, die männlich und zwischen 4 bis 6 Monate alt 

waren. 

 

2.3.1 Herstellung der vierfach konzentrierten Hanks-Lösung 

 

Tabelle 11  Ansatz zur Herstellung von vierfach konzentrierter Hanks-Lösung 

 

Reagenzien Menge Endkonzentration 

NaCl 32 g 137 mM 

KCl 1,6 g 5,4 mM 

CaCl2 x 2 H2O (extra lösen) 0,74 g 1,26 mM 

MgSO4 x 7 H2O 0,8 g 0,8 mM 

Na2HPO4 x 2 H2O 0,24 g 0,4 mM 

KH2PO4 0,24 g 0,44 mM 

NaHCO3 1,4 g 4,2 mM 

Hepes (1 M) 

Destilliertes Wasser 

9,5 g 

ad 1 l 

10 mM 
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Die Reagenzien wurden alle bis auf Calciumchlorid zusammen eingewogen. Dieses 

wurde getrennt in 10 ml destilliertem Wasser gelöst, damit es nicht ausfällt und 

anschließend der Lösung zugefügt. Aus dieser vierfachen Hanks-Lösung wurden am 

Tag des Experiments die Präparierlösungen hergestellt. Dabei werden drei 

verschiedenen Lösungen unterschieden. 

Präparierlösung A (ohne BSA): 

Durch Zugabe von 300 ml destilliertem Wasser sowie von 0,22 g D-Glucose zu 100 ml 

der vierfach konzentrierten Hanks-Lösung wurde die einfach konzentrierten Hanks-

Lösung mit einer Glucosekonzentration von 2,8 mM erhalten. Diese wurde bei 20 °C 

unter Zugabe von 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 7,25 eingestellt. 

Präparierlösung B (mit BSA): 

Zur Herstellung der BSA-haltigen 2,8 mM Glucose-Hanks-Lösung wurden zu 350 ml 

der Präparierlösung A noch 1,22 g BSA (Fraktion V, 96 %) hinzugefügt. Diese sollte 

den Kollagenase-induzierten Verdau des Pankreas nach dem 10-minütigen Wasserbad 

stoppen. 

Collagenase-Lösung zum Verdau des exokrinen Pankreas (ohne BSA): 

Um die Injektionslösung zum Verdau des exokrinen Teils des Pankreas und damit zur 

Isolation des endokrinen Anteils herzustellen, wurden zu der eiskalten Präparierlösung 

A 1 mg/ml Collagenase, welches von Clostridium histolytikum stammt, dazu gegeben. 

Außerdem wurde zur Sicherstellung einer optimalen Enzymaktivität noch 5,4 mM 

Calciumchlorid beigesetzt. 

 

Tabelle 12  Ansatz zur Herstellung der Kollagenase-Lösung zum Verdau des exokrinen 

Pankreas (ohne BSA) 

 

Reagenzien Menge Endkonzentration 

Präparierlösung A 6,5 ml  

Collagenase 6,5 mg 1 mg/ml 

Calciumchlorid-Lösung (1 M) 38 µl 5,4 mM 

Sowohl der Hanks-Puffer als auch die Collagenase-Lösung wurden bis zu ihrer 

Verwendung im Rahmen der Isolation von Langerhans´schen Inselzellen der Maus auf 

Eis gestellt. 
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2.3.2 Präparation, Aufreinigung und Kultivierung der Inseln 

 

Präparation: 

Nach Tötung der Maus wurde diese auf dem Rücken fixiert und das Abdomen durch 

einen Schnitt vom Becken zur Brust geöffnet. Die Bauchmuskulatur wurde ebenfalls 

eröffnet und der Processus Xiphoideus des Sternums entfernt. Das Duodenum wurde 

unter dem Binokular belichtet und das duodenale Ende des Gallengangs dargestellt. Die 

beiden an den Gang angrenzenden Enden des Zwölffingerdarms wurden abgeklemmt 

und dieser selbst so nah wie nur möglich an der Leber mittels Ligation verschlossen. 

Nun wurden über einen kleinen Schnitt in der Wand des Duodenums im Bereich der 

Papilla Vateri 3 ml der Collagenase-Lösung langsam mittels einer Spritze in das 

Pankreas injiziert. Die dadurch aufgeblasene Bauchspeicheldrüse wurde vorsichtig 

herauspräpariert, in einen 50 ml Falcon überführt und für 11 Minuten bei 37 °C im 

Wasserbad inkubiert, so dass das Gewebe verdaut wurde. Durch die Zugabe von 25 ml 

eiskaltem BSA-haltigen Hanks-Puffer wurde die Verdauungsreaktion wieder gestoppt.  

Aufreinigung: 

Nach der Zentrifugation für eine Minute bei 300 rpm wurde der Überstand verworfen 

und das Sediment zweimal gewaschen. Dabei wurde das Pellet aus Pankreasgewebe 

jeweils mit 5 ml eiskaltem BSA-haltigen Hanks-Puffer durch sechsmalige Aspiration 

mit einer 1,8-G Nadel resuspendiert, das verdaute Gewebe anschließend mit dem Puffer 

auf 30 ml aufgefüllt und für eine Minute bei 300 rpm zentrifugiert. Nach den beiden 

Waschschritten wurde der Überstand wieder verworfen, das Sediment in 5 ml kaltem 

Puffer resuspendiert und durch ein mit BSA-Hanks-Lösung angefeuchtetes Teesieb in 

eine saubere schwarze Petrischale überführt. Sowohl der Falcon als auch das Sieb 

wurden anschließend noch mit BSA-haltiger Hanks-Lösung gespült. Danach wurden die 

Inseln unter einem Binokular von dem restlichen exokrinen Pankreasgewebe getrennt. 

Dazu wurden die Inseln mittels einer 200 µl Pipette mit abgeschnittener Pipettenspitze 

je nach Verschmutzungsgrad zwei bis viermal in eine neue saubere schwarze 

Petrischale mit frischer Präparationslösung B überführt. Nachdem kein exokrines 

Pankreasgewebe mehr sichtbar war, wurden die Inseln zu je maximal 150 Stück in ein 

Eppendorfgefäß gegeben. 
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Kultivierung: 

Zur Kultivierung der isolierten und aufgereinigten pankreatischen Mausinseln für 18 bis 

22 Stunden wurde am Tag des Experiments folgendes Kulturmedium in einem 50 ml 

Falcon hergestellt: 

 

Tabelle 13  Ansatz zur Herstellung des Kulturmediums für die Inseln 

 

Reagenzien Menge Endkonzentration 

FCS (v/v) 5 ml 10 % 

L-Glutamin (200 mM) 0,5 ml 2 mM 

Hepes (1 M) 0,5 ml 10 mM 

Natriumpyruvat (100 mM) 0,5 ml 1 mM 

Penicillin/Streptomycin 0,5 ml 100 i.u. bzw. 100 µg/ml 

RPMI 1640 (11 mM Glucose) ad 50 ml  

 

Alle folgenden Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen auf der Sterilbank 

durchgeführt. 

Das Kulturmedium wurde zu je 10 ml auf vier 15 ml Falcons verteilt und der Überstand 

der Inseln, die sich in der Zwischenzeit auf dem Boden des Gefäßes abgesetzt hatten, 

mit der Pipette abgenommen und verworfen. Die Inseln wurden nun auf das Medium 

des ersten Falcons geschichtet. Um dabei den Verlust von Inseln so gering wie möglich 

zu halten, wurde das Eppendorfgefäß mit 100 µl Kulturmedium aus dem ersten Falcon 

gespült, welches anschließend in diesen zurück gegeben wurde. Nach ca. fünf Minuten 

hatten sich die Inseln wieder vollständig am Boden abgesetzt (150 g in einer Minute bei 

Raumtemperatur) und der Überstand wurde abgesaugt. Die restliche Flüssigkeit mit den 

Inseln wurde vorsichtig aspiriert und auf das Medium im zweiten Falcon gegeben. Es 

wurde wieder ca. fünf Minuten gewartet bis die Inseln sedimentiert waren bevor der 

Überstand abgesaugt wurde. In eine kleine, nicht-haftende, sterile Petrischale (Typ 

1008) wurden 2 ml des Kulturmediums vorgelegt und danach die Inseln in diese 

transferiert. Zum Schutz wurde die kleine Schale in eine große Petrischale gestellt. 

Diese wurde nun über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und am nächsten Tag für 

die Experimente bezüglich der Insulinsekretion verwendet. 
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2.4 Nachweis der Expression von GPR40 

 

2.4.1 Isolation von RNA 

 

Die Extraktion der RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) über eine RNeasy 

Silicagel-Membran. Dabei wurde gleichzeitig ein DNase-Verdau der Proben 

durchgeführt, um eventuelle Kontaminationen mit DNA zu vermeiden. Verwendet 

wurden pankreatische Inseln von C57BL6/NCrl Mäusen, die bereits am Vortag isoliert 

und mit 600 µl RLT-Puffer und 6 µl Mercapthoethanol bei -20 °C eingefroren wurden. 

Anschließend wurden diese nach dem Protokoll des Herstellers weiter behandelt. Des 

Weiteren wurde die RNA von INS1- und MIN6-Zellen nach oben genanntem Protokoll 

isoliert. 

Die RNA-Ausbeute wurde anhand eines Spektralphotometers von Eppendorf bestimmt, 

wobei die RNA 1:40 mit DNase freiem Wasser verdünnt und bei einer Wellenlänge von 

260 nm, was dem Absorptionsmaximum von RNA entspricht, bestimmt wurde: 

A260 = ε x c x d 

c = A260/ε x d 

d = Schichtdicke der Küvette (1 cm) 

ε = Extinsionskoeffizient für RNA (40 µg/ml) 

IOD260 = 40 µg/ml RNA 

c = Konzentration 

 

2.4.2 Herstellung von cDNA 

 

Zur Synthese von cDNA aus RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase (Roche) 

wurden 1 µg RNA und das entsprechende Volumen DEPC-Wasser in ein 

Eppendorfgefäß pipettiert, um ein Endvolumen von 12,5 µl zu erhalten. Beträgt die 

Konzentration der RNA zum Beispiel 1 µg/µl, dann werden zu 1 µl der RNA-Lösung 

noch 11,5 µl DEPC-Wasser hinzugefügt. 

Hierzu wurden nun 1 µl Oligo(dT)12-18-Primer gegeben und dieses Gemisch für zwei 

Minuten auf 70 °C erhitzt, wodurch der Primer an das 3`-Ende des Poly-A-Schwanzes 

des mRNA-Moleküls binden kann. Anschließend wurden zu jedem Tube 6,5 µl eines 
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Mastermixes, der vorher bereits aus 5-fach-Puffer, dNTP-Mix, RNase Inhibitor, 

Reverse Transkriptase sowie Ampuwa Wasser hergestelllt wurde, hinzugefügt und 

durch viermaliges Auf- und Abpipettieren vermischt. Das Reaktionsgemisch wurde 

dann für eine Stunde bei 42 °C inkubiert und zum Schluss wurde die Reaktion durch 

Erhitzung auf 94 °C für 5 Minuten gestoppt. Die erhaltene cDNA wurde bei -20 °C 

eingefroren und gelagert. 

 

Tabelle 14  Ansatz des Mastermixes zur Herstellung von cDNA aus RNA 

 

Reagenzien Menge 

5x Puffer 4 µl 

dNTP-Mix (10 mM; Endkonzentration 0,03 µg) 1 µl 

RNase-Inhibitor (20 U für 1 µg cDNA) 0,5 µl 

Reverse Transkriptase (2 U für 1 µg cDNA) 0,1 µl 

Destilliertes Wasser ad 6,5 µl 

 

2.4.3 Primer-Design 

 

Die Generierung der Primer für die Amplifizierung eines Abschnitts der cDNA von 

GPR40/FFAR1 im Rahmen der PCR erfolgte über die „Primer3 Output“ Software 

(www.frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_results.cgi). Dabei wurde darauf 

geachtet, dass der GC-Gehalt bei ca. 50 % liegt und sich die Schmelztemperaturen Tm 

der jeweils zusammengehörigen forward- und revers-Primer somit nicht wesentlich 

voneinander unterscheiden. Tm wurde nach folgender Formel berechnet: 

Tm = 2 x (G + C) + 4 x (A + T) 

Außerdem wurde darauf geachtet, dass die Länge der Primer zwischen 18 und 23 

Basenpaaren liegt. Denn während zu kurze Primer mit einer erhöhten 

Wahrscheinlichkeit unspezifisch hybridisieren und dadurch falsche Abschnitte der 

cDNA amplifiziert werden, ist bei zu langen Primern eine vollständige Hybridisierung 

nur erschwert möglich. 

Alle Primer wurden von der Firma Invitrogen GMBH, Karlsruhe (Deutschland) 

synthetisiert und in einer Konzentration von 100 pmol/ l geliefert. Sie wurden vor 

Verwendung mit Ampuwa Wasser auf eine Konzentration von 50 µM verdünnt. 
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Tabelle 15  Sequenzen und Eigenschaften der Primer zur Amplifizierung von GPR40/FFAR1 

 

Probe Bezeichnung der 

Primer 

Sequenz (5`  3`) GC 

[%] 

Tm 

[°C] 

PCR-

Produkt 

[bp] 

Wtbl6 GPR40fw Maus b TTTCATAAACCCGGACCTAGGA 45,5 68 
90 

(Maus) GPR40revMaus b CCAGTGACCAGTGGGTTGAGT 57,1 60 

INS1 GPR40fw Ratte a CCTTTGGATACCAAGCCATC 50,0 59,4 
169 

(Ratte) GPR40rev Ratte a GAGCCATTCACGGGTATGTT 50,0 59,8 

MIN6 GPR40fw Maus b TTTCATAAACCCGGACCTAGGA 45,5 68 
90 

(Maus) GPR40revMaus b CCAGTGACCAGTGGGTTGAGT 57,1 60 

Positiv- Beta-Aktin up AGGCCGGCTTCGCGGGCGA 78,9 68 
250 

Kontrolle Beta-Aktin down  TGCTCCTCAGGGGCCACACG 70,0 68 

 

2.4.4 Polymerasekettenreaktion 

 

Die PCR erlaubt mit Hilfe spezieller Enzyme eine zyklische in-vitro-Amplifikation 

spezifischer DNA-Sequenzen aus einem geeigneten genetischen Ausgangsmaterial. Ein 

Zyklus setzt sich aus drei aufeinanderfolgenden Reaktionsschritten zusammen. Im 

ersten Schritt, der Denaturierung, wird die doppelsträngige DNA durch eine Erhitzung 

auf 92 bis 98 °C in zwei Einzelstränge gespalten. Diese einzelsträngigen DNA-

Moleküle dienen nun im zweiten Schritt, dem Annealing, als Matrize. Mit dieser 

hybridisieren bei einer Temperatur von 50 bis 65 °C die komplementären Primer. Die 

Annealing-Temperatur wird dabei von der jeweiligen Schmelztemperatur Tm der Primer 

bestimmt. In der dritten und letzten Reaktion dieses Zyklus kommt es bei einer 

Temperatur von 72 °C zur Verlängerung der Primer (Extension) und damit zur Synthese 

der von ihnen eingeschlossenen Sequenz. Durch das zyklische Wiederholen der 

einzelnen Reaktionsschritte wird die spezifische DNA-Sequenz exponentiell 

amplifiziert, da auch die neugebildeten Strängen als Matrize dienen. Es werden ca. 30 

bis 35 Zyklen durchgeführt, so dass etwa 10
8
 neue Kopien der spezifischen 

Ausgangssequenz entstehen. Diese können im Anschluss mittels DNA-Färbung und 

Gelelektrophorese nachgewiesen werden. 

Beim Ansetzen der PCR wurde die DNA in PCR-Softstrips vorgelegt und ein 

Mastermix hergestellt, der anschließend zu der DNA pipettiert wurde. Außerdem wurde 

zu jedem PCR-Ansatz Beta-Aktin, welches der Überprüfung der Qualität der 

hergestellten cDNA diente, mitgeführt. Alle Pipettierschritte wurden auf Eis 

durchgeführt. 
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Tabelle 16  PCR-Ansatz zum Nachweis von GPR40 

 

 Menge Endkonzentration 

cDNA 2 µl  

Primer forward (50 µM) 1 µl 1 µM 

Primer revers (50 µM) 1 µl 1 µM 

Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,5 µl  

dNTP-Mix (10 mM) 8 µl 1,6 mM 

10x Taq-Polymerase-Puffer 5 µl  

Magnesiumchlorid (25 mM) 5 µl 2,5 mM 

Destilliertes Wasser ad 50 µl  

 

Die Amplifikation im Rahmen der PCR erfolgte im Thermo Cycler. 

 

Tabelle 17  PCR-Programm zum Nachweis von GPR40/FFAR1 

 

Temperatur [°C] Zeit Anzahl der Zyklen 

94 1` 1 

94 30``  

60 30`` 35 

72 25``  

72 3` 1 

4 ∞  

 

2.4.5 Gel-Elektrophorese 

 

Die analytische Auftrennung der vervielfältigten Abschnitte der cDNA erfolgte mittels 

der Agarose-Gelelektrophorese. Diese wandern durch die negative Ladung ihrer 

Phosphatgruppen im elektrischen Feld zur Anode. Dabei ist die 

Wanderungsgeschwindigkeit abhängig von der Größe und der Konformation der DNA-

Fragmente sowie von den Pufferbedingungen, der angelegten Stromstärke und der 

Konzentration des Polysaccharids Agarose im Gel. Während für PCR-Produkte 

zwischen 200 und 300 bp 1,5 %ige Gele hergestellt werden, werden für DNA-

Fragmente zwischen 100 bis 200 bp 2 %ige Gele verwendet. Zur Herstellung eines 

Agarosegels wurde Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht. Vor dem Gießen wurde der 

abgekühlten, noch flüssigen Agaroselösung Ethidiumbromid in einer Konzentration von 

30 ng/µl zugesetzt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff interkaliert in doppelsträngige DNA 

und emittiert nach einer Anregung durch UV-Licht (254 bis 366 nm) Strahlen im 

orange-roten Bereich (590 nm) des sichtbaren Lichtspektrums. Auf diese Weise wurden 

die DNA-Banden nach elektrophoretischer Auftrennung unter einer UV-Lampe 

visualisiert und dokumentiert. Die Proben, welche jeweils mit 8 µl 6x Proben-



34 

 

Ladepuffer (Carl Roth) versetzt wurden, sowie  5 µl eines 123 bp-Markers (Invitrogen) 

wurden auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen und für eine Stunde bei 80 Volt 

aufgetrennt. Während das Glycerol des Ladepuffers die Dichte der DNA erhöht, womit 

ein Herausdiffundieren aus den Geltaschen vermieden werden soll, markiert 

Bromphenolblau die Lauffront im Gel, da dieser Farbstoff ebenfalls negativ geladen ist 

und somit im elektrischen Feld zur Anode wandert. Als Laufpuffer wurde 1x TAE 

verwendet.  

 

2.5 Inkubation der INS-1E-Zellen 

 

Zunächst wurden zwei verschiedene Stamm-Lösungen (1 und 2) hergestellt, die bei       

4 °C im Kühlschrank gelagert werden konnten. Aus diesen wurde am Tag des 

Experiments, d.h. der Inkubation der Zellen mit den Testsubstanzen, die KRB-Lösung 

angesetzt. Diese wurde bei 20 °C unter Zugabe von 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 

7,4 eingestellt. 

 

Tabelle 18  Ansatz zur Herstellung der KRB-Lösung zur Inkubation von INS-1E-Zellen 

 

 Reagenzien Menge Endkonzentration 

Stamm-Lösung 1 NaCl 35,4 g 135 mM 

 KCl 1,77 g 4,8 mM 

 MgSO4 x 7 H2O 1,463 g 1,2 mM 

 CaCl2 (extra lösen) 735,1 mg 1,3 mM 

 KH2PO4 808 mg 1,2 mM 

 Milipore-Wasser ad 1 l  

Stamm-Lösung 2 NaCl 5,347 g  

 NaHCO3 2,625 g 5 mM 

 Milipore-Wasser ad 1 l  

KRB-Lösung Stamm-Lösung 1 40 ml  

 Stamm-Lösung 2 32 ml  

 Hepes (1 M) 2 ml  

 BSA (V/FFA) 0,05/0,1/0,2/0,4 g 0,05/0,1/0,2/0,4 % 

 Glucose-Lösung (1 M) 100 µl 0,5 mM 

 Milipore-Wasser ad 200 ml  

 

INS-1E-Zellen, deren Insulinsekretion unter dem Einfluss von Pertussistoxin untersucht 

wurden, wurden am Vortag der Inkubation mit den Testsubstanzen mit Pertussistoxin 

(100 ng/ml) über Nacht vorbehandelt.  

Am Tag des Experiments wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit je 500 µl 

KRB-Lösung gewaschen. Nachdem die Waschlösung wieder abgesaugt war, wurden die 
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Zellen mit je 500 µl frischer KRB-Lösung für 30 Minuten bei 37 °C im Wasserbad 

vorinkubiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen mit je 500 µl 

der Testlösungen für 30 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Dabei war jeder 

Ansatz immer mindestens dreimal vertreten. 

 

Tabelle 19  Verwendete Testsubstanzen 

 

Bezeichnung Endkonzentrationen 

Adrenalin 1 µM 

BSA V/FFA 0,05/0,1/0,2/0,4 % 

BYK734 1/10 µM 

Glucose 0,5/2,8/12 mM 

GW9508 0,1/1/10 µM 

Ölsäure 100/300 µM 

Palmitinsäure 100/200/400 µM 

Pertussistoxin 100 ng/ml 

TUG-20 10 µM 

TUG-178 10 µM 

TUG-187 10 µM 

TUG-221 10 µM 

TUG-424 0,1/1/3/10 µM 

 

Tabelle 20  Beispielhafter Ansatz zur Inkubation der INS-1E-Zellen mit den Testsubstanzen 

 

Well Glucosekonzentration Testsubstanz 

1-4 2,8 mM Glucose-KRB-Lösung DMSO (1:1000; Kontrolle) 

5-8 12 mM Glucose-KRB-Lösung DMSO (1:1000; Kontrolle) 

9-12 2,8 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 1 

13-16 12 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 1 

17-20 2,8 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 2 

21-24 12 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 2 

25-28 2,8 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 3 

29-32 12 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 3 

33-36 2,8 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 4 

37-40 12 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 4 

41-44 2,8 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 5 

45-48 12 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 5 

 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Microwell-Platten zum Stoppen der 

Reaktion auf Eis gestellt. Anschließend wurden 400 µl des Überstandes abgenommen, 

dieser für vier Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert und davon wiederum 300 µl 

Überstand abpipettiert und bei -20 °C eingefroren. Nachdem der restliche Überstand 

abgesaugt war, wurde der Zellrasen von je einem Well pro Reihe über Nacht bei 4 °C 

mit saurem Ethanol inkubiert. Dieses wurde am nächsten Tag ebenfalls abgenommen 

und bei -20 °C eingefroren. 
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Tabelle 21  Ansatz zur Herstellung von saurem Ethanol 

 

Reagenzien Menge 

Salzsäure (37 %) 1,5 ml 

Ethanol absolut 75 ml 

Wasser 23,5 ml 

 

2.6 Inkubation der Langerhans´schen Inselzellen der Maus 

 

Für die Inkubation der Mausinseln wurde zunächst am Tag des Experiments die KRB-

Lösung hergestellt. Diese entsprach in ihrer Zusammensetzung dem bei der Inkubation 

der INS-1E-Zellen genutztem KRB-Puffer. Nur die Konzentration von BSA (Fraktion 

V/FFA 0,5/0,2 %) sowie von Glucose (2,8 mM) unterschied sich. Auch diese wurde bei 

20 °C unter Zugabe von 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. 

 

Tabelle 22  Ansatz zur Herstellung der KRB-Lösung zur Inkubation der INS-1E-Zellen 

 

 Reagenzien Menge Endkonzentration 

Stamm-Lösung 1 NaCl 35,4 g 135 mM 

 KCl 1,77 g 4,8 mM 

 MgSO4 x 7 H2O 1,463 g 1,2 mM 

 CaCl2 (extra lösen) 735,1 mg 1,3 mM 

 KH2PO4 808 mg 1,2 mM 

 Milipore-Wasser ad 1 l  

Stamm-Lösung 2 NaCl 5,347 g  

 NaHCO3 2,625 g 5 mM 

 Milipore-Wasser ad 1 l  

KRB-Lösung Stamm-Lösung 1 20 ml  

 Stamm-Lösung 2 16 ml  

 Hepes (1 M) 1 ml  

 BSA (V/FFA) 0,5/0,2g 0,5/0,2 % 

 Glucose 55 mg 2,8 mM 

 Milipore-Wasser ad 100 ml  

 

Die Langerhans´schen Inselzellen wurden nach einer Inkubationszeit von 18 bis 22 

Stunden aus dem Inkubator genommen und zu maximal 200 Stück in ein 

Eppendorfgefäß überführt. In diesem wurden sie zweimal mit je 1 ml 2,8 mmol/l 

Glucose-KRB-Lösung gewaschen. Dabei wurde gewartet bis sich die Inseln wieder am 

Boden abgesetzt hatten und dann der Überstand abgenommen. Danach wurden diese mit 

1 ml der 2,8 mmol/l Glucose-KRB-Lösung für 60 Minuten bei 37 °C im Wasserbad 

vorinkubiert. 

Anschließend wurden die Inseln zu je fünf Stück in 20 µl KRB-Lösung (2,8 mmol/l 

Glucose) aufgenommen und in 24 Eppendorfgefäße verteilt. Dabei wurde darauf 
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geachtet, dass die Größe der verteilten Inseln und somit deren Insulingehalt ähnlich war, 

damit die Wirkung der zu testenden Substanzen besser vergleichbar ist. Anschließend 

wurden je    500 µl der Testlösungen dazu gegeben und das Ganze eine Stunde bei      

37 °C im Wasserbad inkubiert. Auch hier war jeder Ansatz immer mindestens dreimal 

vertreten. 

 

Tabelle 23  Verwendete Testsubstanzen 

 

Bezeichnung Endkonzentrationen 

BSA FFA 0,05/0,2 % 

Glucose 2,8/6/12 mM 

GW9508 1 µM 

Palmitinsäure 50 µM 

TUG-424 1/3 µM 

 

Tabelle 24  Beispielhafter Ansatz zur Inkubation der Mausinseln mit den Testsubstanzen 

 

Eppendorfgefäß Glucosekonzentration Testsubstanz 

1-4 2,8 mM Glucose-KRB-Lösung - 

5-8 6 mM Glucose-KRB-Lösung - 

9-12 12 mM Glucose-KRB-Lösung - 

13-16 2,8 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 1 

17-20 6 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 1 

21-24 12 mM Glucose-KRB-Lösung Testsubstanz 1 

 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Gefäße zum Stoppen der Reaktion auf Eis 

gestellt und kurz abzentrifugiert. Nun wurde der Überstand (400 der 520 µl) in neue 

Eppendorfgefäße überführt und bei -20 °C aufbewahrt. Weitere 70 µl des restlichen 

Überstandes wurden unter Ausschluss der Aufnahme von Inseln unter dem Binokular 

zusätzlich abgenommen und verworfen. Auf die Inseln wurden nun jeweils 500 µl 

saurer Ethanol gegeben, diese bei 4 °C über Nacht inkubiert und anschließend bei          

-20 °C eingefroren. 

 

2.7 Insulinsekretion 

 

2.7.1 Insulinbestimmung 

 

Der Insulingehalt wurde mittels ELISA oder RIA im abgenommenen Überstand sowie 

nach Inkubation der Zellen bzw. Inseln mit saurem Ethanol über Nacht gemessen. 
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2.7.1.1 ELISA 

 

Beim ELISA handelt es sich um ein antikörperbasiertes, enzymatisches 

Immunadsorptionsverfahren zum Nachweis von spezifischen Antigenen, wie Proteinen 

(zum Beispiel Antikörper), Viren, Hormonen (zum Beispiel Insulin), Toxinen und 

Pestiziden. Das nachzuweisende Antigen wird entweder direkt über die 

Polystyroloberfläche einer Mikrotiterplatte oder über den sogenannten spezifischen 

Erstantikörper, welcher selbst an eine Mikrotiterplatte gekoppelt ist, gebunden und 

angereichert. Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte gewaschen und 

ungebundene Bestandteile der Probe wieder entfernt. Nun erfolgt die Zugabe eines 

spezifischen, enzymmarkierten (zum Beispiel alkalische Phosphatase) Zweitantikörpers. 

Durch erneutes Waschen der Platte wird der überschüssige Detektionsantikörper 

ausgewaschen. Anschließend wird ein zum Enzym passendes Substrat (zum Beispiel p-

Nitrophenylphosphat) zugegeben. Die enzymatische Umsetzung des Substrats kann als 

Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemolumineszenz detektiert werden. Die Intensität 

der Farbe steigt dabei mit der Konzentration des entstandenen Reaktionsprodukts und 

ist direkt proportional mit der Menge des nachzuweisenden Antigens. Die 

Antigenkonzentration kann mittels Photometer und Standardreihe, welche aus 

Antigenverdünnungen bekannter Konzentration besteht, bestimmt werden.  

Zur Messung von Insulin in Langerhans´schen Inselzellen der Maus sowie in INS-1E-

Zellen wurde der „Ratten-Insulin ELISA“-Kit von Mercodia verwendet und nach dem 

Protokoll des Herstellers durchgeführt. Dabei wurden die zu messenden Lösungen mit 

Hanks-BSA (0,5 %, Fraktion V) -Puffer, der bei Raumtemperatur mit 1 M NaOH auf 

einen pH-Wert von 7,4 eingestellt wurde, verdünnt. Alle Teströhrchen wurden sowohl 

vor Ansetzen der Verdünnungen als auch vor Durchführung des ELISA gevortext. Die 

Verdünnung, der mit saurem Ethanol inkubierten Inseln, erfolgte in zwei Schritten. Auf 

eine erste Vorverdünnung von 1:10 folgte eine zweite Verdünnung von 1:500 bzw. 

1:1000. 
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2.7.1.2 Radioimmunoassay 

 

Der RIA dient der quantitativen Bestimmung kleinster Substanzmengen und beruht auf 

der Konzentrationsmessung eines radioaktiv markierten Antigens, welcher mit dem zu 

messenden natürlichen Antigen, wie Arzneimittel, Hormone, Enzyme, Tumormarker, 

DNA oder Viren, in Konkurrenz steht. Dazu wird das nachzuweisende Antigen mit 

einer bekannten Konzentration an radioaktiv markiertem Antigen und spezifischen 

Antikörpern inkubiert. Die Antikörper haben dabei zu beiden Antigenen die gleiche 

Bindungsaffinität. Je mehr natürliche Antigene vorhanden sind, desto weniger 

radioaktiv markierte Antigene werden gebunden. Nach der Inkubationsphase werden die 

ungebundenen Antigene durch einen Waschschritt entfernt. Je geringer nun die 

nachgewiesene Radioaktivität ist, d.h. umso weniger radioaktiv markierte Antigene 

gebunden sind, desto größer ist die Konzentration an dem zu messendem Antigen. 

Zur Messung der Insulinsekretion in INS-1E-Zellen wurde ein „Ratten-Insulin RIA“-Kit 

verwendet und nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt.. 

 

2.7.2 Statistik 

 

Für die statistische Analyse der Beeinflussung der Insulinsekretion durch die 

verschiedenen Testsubstanzen wurden immer mindestens 3 identische und voneinander 

unabhängig durchgeführte Versuche ausgewertet. Die Analyse erfolgte mit dem t-Test 

für unabhängige Proben. Dieser untersucht die Nullhypothese, die besagt, dass zwei 

Stichproben aus Populationen mit dem gleichen Mittelwert stammen. Ein p-Wert von 

weniger als 0,05 wurde als „signifikant“ und von weniger als 0,005 als 

„hochsignifikant“ bezeichnet. Die Signifikanzprüfung drückt dabei die 

Irrtumswahrscheinlichkeit aus, wenn der angetroffene Unterschied auf alle Lebewesen, 

d.h. die Grundgesamtheit aus der die Stichprobe stammt, verallgemeinert wird. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Expressionsnachweis von GPR40/FFAR1 

 

Es ist bereits bekannt, das GPR40/FFAR1 vor allem in den Betazellen des Pankreas, 

aber auch im Gehirn und in den Monozyten exprimiert wird [63; 122-125]. Da im 

Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von GPR40/FFAR1 auf die GSIS untersucht werden 

sollte, wurde zunächst ein Expressionsnachweis in den verwendeten Zelllinien sowie 

Langerhans´schen Inselzellen der Maus mittels RT-PCR erbracht. Die dabei 

eingesetzten Primer wurden so gewählt, dass sie innerhalb der codierenden Region der 

mRNA-Sequenz von GPR40/FFAR1 hybridisieren und die Amplifikation eines kleinen 

Bereiches ermöglichen. Das für die INS-1E-Zellen, die aus einer pankreatischen, 

tumoralen Zelllinie der Ratte entstanden sind, erwartete PCR-Produkt war 169 bp groß. 

Für Inseln und MIN6-Zellen der Maus war das erwartete Segment 90 bp lang. 

Außerdem wurde zur Überprüfung der Qualität der cDNA in allen drei Proben eine   

250 bp große mRNA-Sequenz von β-Aktin amplifiziert. 

Mittels der Gel-Elektrophorese konnten auf einem 2 %igem Agarosegel in allen Proben 

die erwarteten PCR-Produkte nachgewiesen werden. 
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Abbildung 1 Nachweis von GPR40/FFRA1 

 

Der Nachweis von GPR40/FFAR1 erfolgte in der cDNA von murinen Langerhans´schen-Inselzellen, 

INS-1E-Zellen und MIN6-Zellen. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2 %igem Agarosegel aufgetrennt. 

Als Marker wurde ein 123 bp-Längenstandard verwendet. Die Größen der amplifizierten PCR-Produkte 

sind neben den entsprechenden Banden in Basenpaaren (bp) angegeben. 

 

3.2 Effekte der Aktivierung von GPR40/FFAR1 auf die 

Insulinsekretion in insulinsezernierenden Zellen 

 

3.2.1 Fettsäure-induzierte Insulinsekretion in INS-1E-Zellen 

 

Physiologische Agonisten von GPR40/FFAR1 sind langkettige Fettsäuren, wie 

Palmitinsäure und Ölsäure [62; 63; 125; 135; 137]. Um den Einfluss von neuen 

spezifischen GPR40/FFAR1-Agonisten auf die Insulinsekretion zu untersuchen, wurde 

ihre Wirkung mit den Effekten von Palmitinsäure und Ölsäure verglichen. Zunächst 

wurden Sekretionsversuche mit der Glucose-sensitiven, insulinsezernierenden INS-1E-

Zelllinie, die GPR40/FFAR1 exprimiert, durchgeführt. Fettsäuren sind nur bedingt 

wasserlöslich und binden an Albumin, so dass die freie und die eingesetzte 

Konzentration von Fettsäuren von der Albuminkonzentration abhängig ist. Da das meist 
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für Sekretionsversuche von Insulin verwendete Albumin (BSA der Fraktion V), welches 

die Degradation und unspezifische Bindung des Hormons an die Gefäßoberfläche 

verhindern soll, Fettsäuren enthält, wurden die Versuche mit fettsäurefreiem BSA (BSA 

FAF) in einer Konzantration von 0,4 % durchgeführt. In einer 0,4 %igen BSA-Lösung 

können bis zu 600 µM Palmitinsäure gelöst werden. INS-1E-Zellen wurden für           

30 Minuten mit Glucose (2,8 und 12 mM) und ansteigenden Fettsäurekonzentrationen 

(Palmitinsäure (100/200/400 µM) und Ölsäure (100/300 µM)) inkubiert (Abbildung 2). 

Dabei erhöhte 400 µM Palmitinsäure die basale Sekretion unter 2,8 mM Glucose 

signifikant um 26 %, während 100 und 200 µM keinen Effekt hatten. Ölsäure 100 µM 

erniedrigte die basale Sekretion signifikant um 17 %, Ölsäure 300 µM hatte dagegen 

keinen Einfluss. Glucose (12 mM) stimulierte die Insulinsekretion hochsignifikant um 

42 %. In Anwesenheit von 12 mM Glucose wurde die Sekretion durch Plamitat        

(100 µM  +24 %, 200 µM  +52 %, 400 µM +186 %) und Ölsäure (300 µM  

+100 %) weiter stimuliert. Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die gesättigte als auch 

die ungesättigte Fettsäure die Insulinsekretion glucoseabhängig potenzieren. 
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Abbildung 2 Einfluss von Palmitinsäure und Ölsäure auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 30 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

* zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle      

(2,8 mM Glucose) an. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 

## zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose       

12 mM an. 

 

Da die Wirkung auf GPR40/FFAR1 von der BSA-Konzentration abhängig ist [63], 

wurde die Wirkung von 100 µM Palmitinsäure und Ölsäure auch in Anwesenheit von 

0,2 % BSA untersucht (Abbildung 3). Interessanterweise erniedrigten beide Fettsäuren 

die basale Sekretion signifikant, während sie in Anwesenheit von 12 mM Glucose die 

Sekretion um jeweils 24 % signifikant steigerten. Glucose (12 mM) stimulierte in diesen 

Versuchen die Insulinsekretion ebenfalls hochsignifikant um 81 %. Die Erniedrigung 

der BSA-Konzentration um die Hälfte hat die Effekte von Palmitinsäure und Ölsäure in 

diesen Versuchen somit nicht wesentlich verstärkt. 
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Abbildung 3 Einfluss von Palmitinsäure und Ölsäure auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 30 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

* zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle      

(2,8 mM Glucose) an. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 

 

3.2.2 Effekt von GW9508 auf die Insulinsekretion in INS-1E-Zellen 

 

Im nächsten Versuchsansatz wurde untersucht, welchen Einfluss die Stimulation von 

GPR40/FFAR1 auf die Insulinsekretion haben kann. Zum einen wurde versucht, den 

Effekt von Palmitinsäure mit dem GPR40/FFAR1-Antagonisten BYK734 zu hemmen, 

zum anderen mit dem bereits charakterisierten GPR40/FFAR1-Agonisten GW9508 zu 

vergleichen (Abbildung 4). Diese Versuche wurden bei 0,4 % BSA und mit 100 µM 

Palmitinsäure durchgeführt. Weder Palmitinsäure noch GW9508 hatten einen Effekt auf 

die basale Sekretion. Glucose stimulierte die Sekretion wiederum hochsignifikant um 

187 %. Palmitinsäure erhöhte die Sekretion um weitere 18 % zwar nur geringfügig, 

jedoch signifikant. Diese Erhöhung wurde vollständig und hochsignifikant durch 

BYK734 in der hohen Konzentration von 10 µM gehemmt. In einer Konzentration von 

1 µM zeigte der Antagonist dagegen keine Wirkung. GW9508 hatte in einer 

Konzentration von 0,1 µM keinen Einfluss auf die GSIS und auch BYK734 veränderte 
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die Sekretion nicht. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Palmitinsäure die GSIS 

über Aktivierung von GPR40/FFAR1 steigert. 

 

 

Abbildung 4 Einfluss von Palmitinsäure, GW9508 und BYK734 auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 30 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 

§§ zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der gleichen 

Bedingung ohne BYK734 an. 

 

Da GW9508 in einer Konzentration von 0,1 µM keinen Effekt auf die Sekretion hatte, 

wurde der GPR40/FFAR1-Agonist anschließend in höheren Konzentrationen getestet 

(Abbildung 5). Erst in einer Konzentration von 10 µM stimulierte GW9508 die GSIS 

hochsignifikant um 34 %. Obwohl 1 µM GW9508 die Sekretion nicht signifikant 

steigerte, war nach Zugabe von 1 µM BYK734 die Sekretion interessanterweise um    

23 % signifikant erniedrigt. 
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Abbildung 5 Einfluss von GW9508 und BYK743 auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 60 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

* zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle      

(2,8 mM Glucose) an. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 

## zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose      

12 mM an. 

§ zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber 1 µM GW9508 der 

gleichen Glucosekonzentration an. 

 

3.2.3 Effekt von BSA auf die Insulinsekretion in INS-1E-Zellen 

 

Da Albumin die Stimulation von GPR40/FFAR1 beeinflusst, wurde in weiteren 

Versuchen die Wirkung von BSA auf die Insulinsekretion untersucht. Zunächst wurde 

BSA der Fraktion V mit fettsäurefreiem BSA in einer Konzentration von 0,2 % 

verglichen (Abbildung 6).  

Während die basale Sekretion unter BSA der Fraktion V im Vergleich zu 

fettsäurefreiem BSA hochsignifikant stärker war, konnte bei BSA FFA ein prozentual 

stärkerer Anstieg der GSIS gemessen werden.  

Dabei steigerte Glucose 12 mM die Insulinfreisetzung jedoch bei beiden BSA-

Präparationen hochsignifikant um ca. das Dreifache. Des Weiteren stimulierte 
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Palmitinsäure die GSIS bei fettsäurefreiem BSA signifikant und bei BSA der Fraktion 

V sogar hochsignifikant. GW9508 hatte in einer Konzentration von 1 µM keinen Effekt 

auf die Insulinfreisetzung. Insgesamt war die Sekretion unter BSA der Fraktion V im 

Vergleich zu fettsäurefreiem BSA hochsignifikant stärker. Obwohl BSA die Höhe der 

Sekretion beeinflusst, war in Anwesenheit von fettsäurenfreiem BSA der Glucoseeffekt, 

jedoch nicht die stimulierende Wirkung von Palmitinsäure auf die GSIS verbessert. 

 

 

Abbildung 6 Effekt von BSA V und BSA FAF auf den Einfluss von Palmitinsäure und GW9508 

auf die Insulinsekretion. 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 30 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) bei gleichem BSA an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM bei 

gleichem BSA an. 

## zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose       

12 mM bei gleichem BSA an. 

§§ zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der gleichen 

Bedingung bei der jeweils anderen BSA-Substanz an. 
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3.2.4 Effekt von neuen spezifischen GPR40/FFAR1-Agonisten und -Antagonisten 

auf die Insulinsekretion in INS-1E-Zellen 

 

Neben dem käuflichen Agonisten GW9508 wurden eine Reihe von neu synthetisierten 

Substanzen von Trond Ulven (Southern University von Dänemark) zur Verfügung 

gestellt, die in einem Expressionssystem bereits auf ihre Bindung an GPR40/FFAR1 

untersucht worden waren. Diese Substanzen wurden in dieser Arbeit zum ersten Mal 

hinsichtlich ihrer Wirkung auf endogen exprimierte Rezeptoren in insulinsezernierenden 

INS-1E-Zellen untersucht (Abbildung 7 und 8). Die sekretionssteigernde Wirkung 

wurde wiederum in Anwesenheit von 0,2 % BSA der Fraktion V bzw. fettsäurefreiem 

BSA sowie der synthetischen Substanzen in einer maximalen Konzentration von 10 µM 

getestet. Die drei neuen Agonisten TUG-20, -187 und -221 steigerten die basale 

Insulinsekretion nicht. In Anwesenheit von fettsäurefreiem BSA hatten die beiden 

Agonisten TUG-187 und TUG-221 sogar einen signifikant hemmenden und der 

Antagonist TUG-178 einen hochsignifikant hemmenden Effekt auf die basale 

Freisetzung. GW9508 stimulierte die GSIS nur in Anwesenheit von BSA der Fraktion V 

signifikant. Die neu synthetisierten Substanzen von Trond Ulven hatten dagegen keinen 

Effekt auf die GSIS. Die Ergebnisse zeigen, dass unter den gewählten Bedingungen die 

neuen GPR40/FFAR1-Agonisten und auch der Antagonist die GSIS nicht beeinflussen. 
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Abbildung 7 Einfluss von neuen spezifischen GPR40/FFAR1-Agonisten und -Antagonisten auf 

die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 30 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 
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Abbildung 8 Einfluss von neuen spezifischen GPR40/FFAR1-Agonisten und -Antagonisten auf 

die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 30 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

* zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle      

(2,8 mM Glucose) an. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

 

3.2.5 Effekt verschiedener BSA-Konzentrationen auf die Insulinsekretion in INS-

1E-Zellen 

 

In weiteren Versuchen wurde nun untersucht, ob sich die Konzentration von 

fettsäurefreiem BSA auf den Einfluss von GW9508 auf die GSIS auswirkt (Abbildung 9 

und 10). Während der Agonist sowohl bei 0 % als auch bei 0,05 % BSA die GSIS 

signifikant steigerte, hatte dieser bei BSA-Konzentrationen ≥ 0,1 % keinen Effekt auf 

die Insulinfreisetzung. Interessanterweise konnte die stimulierende Wirkung von 

GW9508 in BSA-freier Lösung nur in einer Konzentration von 1 µM, nicht aber bei    

10 µM beobachtet werden. Bei 0,05 % BSA zeigte sich dagegen bei beiden 

Konzentrationen ein ähnlich starker Anstieg der GSIS. Des Weiteren war bei einer 

BSA-Menge von 0,4 % sowohl die basale als auch die GSIS hochsignifikant stärker 

gegenüber der Freisetzung bei BSA 0,05 %. Im Vergleich zur Insulinfreisetzung bei   

0,1 % BSA war dagegen nur die basale Sekretion signifikant größer. Außerdem 

bewirkte der Agonist GW9508 bei BSA 0,4 % sogar eine signifikante Abnahme der 
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GSIS im Vergleich zu niedrigeren BSA-Konzentrationen. Weiterhin war bei einer BSA-

Konzentration von 0,05 % die basale Insulinsekretion signifikant stärker und die GSIS 

hochsignifikant vermindert gegenüber der Freisetzung bei BSA-freier Lösung. Diese 

Versuche zeigen, dass sich eine BSA-Konzentration ≥ 0,1 % hemmend auf den 

Agonisten auswirkt. Der maximale Effekt von GW9508 konnte bei einer BSA-

Konzentration von 0,05 % beobachtet werden und lag bei einer Zunahme der GSIS von 

37 %. 

 

 

Abbildung 9 Effekt verschiedener BSA-Konzentrationen auf den Einfluss von GW9508 auf die 

Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 30 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

## zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose      

12 mM an. 

§ zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der gleichen 

Bedingung bei 0,05 % BSA an. 

§§ zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der gleichen 

Bedingung bei 0,05 % BSA an. 

$ zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der gleichen 

Bedingung bei 0,1 % BSA an. 
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Abbildung 10 Effekt des Fehlens von BSA auf den Einfluss von GW9508 auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 60 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 

§ zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der gleichen 

Bedingung bei 0 % BSA an. 

§§ zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der gleichen 

Bedingung bei 0 % BSA an. 

 

3.2.6 Effekt der Hemmung von Gi auf die Insulinsekretion in INS-1E-Zellen 

 

Da gezeigt wurde, dass GPR40/FFAR1-Rezeptoren nicht nur an Gq-, sondern auch an 

Gi-Proteine binden, ist es denkbar, dass GPR40/FFAR1-Agonisten simultan sowohl 

sekretionsstimulierende Signalwege über Gq als auch sekretionshemmende Signalwege 

über Gi aktivieren. Eine derartige duale Wirkung könnte die schlechte stimulierende 

Wirkung der getesteten, synthetisch hergestellten Substanzen auf die Sekretion erklären. 

Deswegen wurde im folgenden Versuch die Hemmung über Gi durch Vorbehandlung 

der INS-1E-Zellen mit Pertussistoxin ausgeschaltet (Abbildung 11). Um den Effekt von 

Pertussis Toxin zu kontrollieren, wurde die hemmende Wirkung von Adrenalin auf die 

Sekretion untersucht. In Zellen, die mit Pertussistoxin vorbehandelt wurden, kann 

Adrenalin die Sekretion nicht mehr hemmen [107]. Außerdem wurde untersucht, ob 
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Pertussistoxin auch die Wirkung von Ölsäure auf die Insulinfreisetzung beeinflussen 

kann. Dabei führte Ölsäure sowohl mit als auch ohne Pertussistoxin zu einer 

signifikanten Zunahme der basalen Sekretion. Auch die GSIS wurde durch Ölsäure 

unabhängig von Pertussistoxin hochsignifikant um weitere 60 % (ohne Pertussistoxin) 

bzw. 94 % (mit Pertussistoxin) erhöht. Interessanterweise konnte kein signifikanter 

Einfluss des Toxins auf den Effekt von Ölsäure beobachtet werden. Adrenalin führte zu 

einer hochsignifikanten Hemmung der GSIS, jedoch war der Effekt in Anwesenheit von 

Pertussistoxin signifikant geringer. Glucose (12 mM) stimulierte die Insulinsekretion 

ebenfalls unabhängig von Pertussistoxin hochsignifikant. Die Ergebnisse zeigen, dass 

Pertussistoxin zwar den Adrenalin-, nicht aber den Glucose- und Ölsäure-Effekt 

beeinflusst. 
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Abbildung 11 Effekt von Pertussistoxin auf den Einfluss von Ölsäure und Adrenalin auf die 

Insulinsekretion. 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 (150.000 Zellen/Well) bzw. 3 Tagen (75.000 Zellen/Well) 

ausgesäten, 2 bzw. 3 Tage kultivierten und für 30 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen 

inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

* zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle      

(2,8 mM Glucose) an. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

## zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose      

12 mM an. 

§ zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der gleichen 

Bedingung ohne Pertussistoxin an. 

 

3.2.7 Effekt von TUG-424 auf die Insulinsekretion in INS-1E-Zellen 

 

Effekte eines weiteren potentiellen GPR40/FFAR1-Agonisten (TUG-424) auf die 

Insulinsekretion wurden nun bei 0,05 % fettsäurefreiem BSA (Abbildung 12) und ohne 

die Zugabe von BSA getestet (Abbildung 13). In diesem Fall wurde das Albumin erst 

unmittelbar nach dem Inkubationsstopp der Lösung zugegeben, um einem 

unspezifischen Verlust von sezerniertem Insulin vorzubeugen. Zunehmende 

Konzentrationen (100 nM bis 10 µM) des potentiellen Agonisten TUG-424 verbesserten 

die GSIS sowohl in Anwesenheit von 0,05 % BSA als auch bei BSA-freier Lösung 

bereits signifikant bei einer Konzentration von 100 nM und mit einem maximalen, 
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hochsignifikanten Effekt bei 3 µM. Interessanterweise war die basale Insulinsekretion 

bei 2,8 mM Glucose in Gegenwart von BSA zwar nur leicht, aber signifikant erniedrigt. 

Fehlte BSA, hatte TUG-424 keinen Einfluss auf die basale Freisetzung. TUG-424 

stimulierte die Insulinsekretion glucose- und konzentrationsabhängig mit einem 

maximalen Effekt von 60 % bei einer Konzentration von 3 µM. Diese beinahe 

zweifache Steigerung der GSIS in Gegenwart von 12 mM Glucose ist dabei 

vergleichbar mit dem maximalen Effekt von Palmitinsäure (400 µM in 0,4 % BSA) in 

Gegenwart der gleichen Glucosekonzentration. 

 

 

Abbildung 12 Einfluss von TUG-424 auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 60 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

* zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle      

(2,8 mM Glucose) an. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 

## zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose       

12 mM an. 

 

 

 

 

 



56 

 

 

Abbildung 13 Einfluss von TUG-424 auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von vor 2 Tagen ausgesäten (150.000 Zellen/Well), 2 Tage kultivierten und 

für 60 Minuten mit den angegebenen Testsubstanzen inkubierten INS-1E-Zellen bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 

## zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose       

12 mM an. 

 

3.3 Effekte der Aktivierung von GPR40/FFAR1 auf die 

Insulinsekretion in isolierten Langerhans´schen Inselzellen der 

Maus 

 

In diesen Versuchen wurde die Wirkung einer spezifischen Aktivierung von 

GPR40/FFAR1 in isolierten Langerhans´schen Inselzellen der Maus untersucht, da eine 

permanente Zelllinie nur bedingt die physiologischen Eigenschaften von 

insulinsezernierenden Betazellen widerspiegelt. 

 

3.3.1 GSIS in Langerhans´schen Inselzellen der Maus 

 

Zunächst wurde der Einfluss von Glucose auf die Insulinsekretion untersucht 

(Abbildung 14). Mit einer zunehmenden Glucosekonzentration (2,8 bis 12 mM) stieg 

auch die GSIS an. Ein maximaler, hochsignifikanter Effekt konnte bei einer 

Konzentration von 12 mM mit einem beinahe dreifachen Anstieg gegenüber der basalen 
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Sekretion bei 2,8 mM beobachtet werden. 6 mM Glucose hatte keine signifikante 

stimulierende Wirkung auf die Insulinsekretion. Die Stimulation der Insulinsekretion 

durch Glucose ist vergleichbar mit dem Effekt von Glucose in INS-1E-Zellen. 

 

 

Abbildung 14 Einfluss von Glucose auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von isolierten, über Nacht kultivierten und für 60 Minuten mit den 

angegebenen Testsubstanzen inkubierten Langerhans-Inseln der Maus bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

 

3.3.2 Einfluss von GPR40/FFAR1 auf die Insulinsekretion in Langerhans´schen 

Inselzellen der Maus 

 

Mit Hilfe eines GPR40-Knockout-Mausmodells, welches keinen funktionellen 

GPR40/FFAR1 exprimiert, wurde untersucht, welche Effekte von Glucose, 

Palmitinsäure (Abbildung 15) und spezifischen Agonisten (Abbildung 16 und 17) über 

den Rezeptor vermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden Langerhans´sche Inselzellen 

aus Wildtyp- und GPR40-KO-Mäusen isoliert und deren Insulinsekretion parallel 

untersucht. Diese Versuche wurden alle bei einer BSA-Konzentration von 0,05 % 

durchgeführt. Dementsprechend wurde die Palmitinsäure-Konzentration angepasst. Die 

GSIS stieg sowohl in Wildtyp- als auch in Knockout-Mausinseln hochsignifikant um 

beinahe dem Dreifachen gegenüber der basalen Insulinfreisetzung an. Während 

Palmitinsäure in Wildtyp-Inseln zu einer signifikanten Verbesserung der GSIS beiträgt, 
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hatte es in Knockout-Inseln keinen Einfluss. Die Insulinsekretion in GPR40/FFAR1-

defizienten Mausinseln ist also nicht mehr durch Palmitinsäure stimulierbar. 

 

 

Abbildung 15 GPR40/FFAR1-vermittelter Einfluss von Palmitinsäure auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von isolierten, über Nacht kultivierten und für 60 Minuten mit den 

angegebenen Testsubstanzen inkubierten Langerhans-Inseln der Wildtyp- bzw. GPR40-Knockout-Maus 

bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 

 

GW9508 hatte weder in Wildtyp- noch in Knockout-Mausinseln einen Effekt auf die 

GSIS. Wahrscheinlich wurde die Substanz in einer zu niedrigen Konzentration 

eingesetzt und konnte nicht wirken, da sie nur unzureichend in die Inselkapsel 

eingedrungen war. 
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Abbildung 16 GPR40/FFAR1-vermittelter Einfluss von GW9508 auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von isolierten, über Nacht kultivierten und für 60 Minuten mit den 

angegebenen Testsubstanzen inkubierten Langerhans-Inseln der Wildtyp- bzw. GPR40-Knockout-Maus 

bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

 

TUG-424 steigerte in der maximalen Konzentration von 3 µM die GSIS in Wildtyp-

Mausinseln signifikant. Dagegen hatte es in Knockout-Inseln keinen Einfluss auf die 

Sekretion. Die Insulinsekretion in GPR40/FFAR1-defizienten Mausinseln ist also nicht 

mehr durch TUG-424 stimulierbar. 
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Abbildung 17 GPR40/FFAR1-vermittelter Einfluss von TUG-424 auf die Insulinsekretion 

 

Die Insulinsekretion wurde von isolierten, über Nacht kultivierten und für 60 Minuten mit den 

angegebenen Testsubstanzen inkubierten Langerhans-Inseln der Wildtyp- bzw. GPR40-Knockout-Maus 

bestimmt.  

Dargestellt ist der Mittelwert einschließlich Standardabweichung von mindestens 3 voneinander 

unabhängigen Experimenten. 

** zeigt einen hochsignifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber der Kontrolle 

(2,8 mM Glucose) an. 

# zeigt einen signifikanten Effekt auf die Stimulation der Insulinsekretion gegenüber Glucose 12 mM an. 

 

Zusammenfassend lassen die Versuche den Schluss zu, dass Fettsäuren über die 

Aktivierung von GPR40/FFAR1 die Insulinsekretion fördern können. Dieser Weg kann 

spezifisch auch durch kleinmolekulare Stoffe genutzt werden. Wie anhand dieser Arbeit 

gezeigt werden konnte, scheinen sich die synthetisch hergestellten Substanzen GW9508 

und TUG-424 als sekretionsfördernde Stimuli zu eignen, während die GPR40/FFAR1-

Agonisten TUG-20, TUG-187 und TUG-221 weniger selektiv und daher ungeeignet zu 

sein scheinen. Der GPR40/FFAR1-Antagonist TUG-178 hatte ebenfalls keinen Effekt 

auf die GSIS. 
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4 Diskussion 

 

Beim Diabetes mellitus handelt es sich um eine Gruppe von Stoffwechselerkrankungen 

denen ein Funktionsverlust von Insulin durch einen absoluten oder relativen Mangel 

gemeinsam ist. Das anabol wirksame Hormon wird bei einer erhöhten 

Glucosekonzentration im Blut sezerniert und induziert die Aufnahme von Glucose, 

Aminosäure und Fettsäure in die Leber, die Muskulatur und das Fettgewebe [16]. Bleibt 

dies aus, kommt es folglich zu einer Hyperglykämie im Blut. Dahingegen liegt der 

Glucosespiegel beim Gesunden unabhängig von Fasten- und Essensperioden konstant 

im Bereich von ca. 5 mmol/l (90 mg/dl) [17]. Die Regulation der Insulinsekretion aus 

den Betazellen des Pankreas ist ein komplexes Geschehen und wird durch Glucose, 

Fettsäuren, Aminosäuren, GLP-1, GIP, Somatostatin und Neurotransmitter beeinflusst. 

Dabei stellt Glucose den wichtigsten Stimulator dar [36]. FFA führen über Aktivierung 

des GPR40/FFAR1-Rezeptors zu einer Steigerung der GSIS [63; 126; 127]. Das Fehlen 

von GPR40/FFAR1 vermindert sowohl die Glucose-, als auch die FFA- und die 

Arginin-stimulierte Insulinsekretion ohne jedoch die Insulinsensitivität, die 

Genexpression oder den intrazellulären Stoffwechsel von Glucose und Palmitinsäure in 

den Betazellen zu beeinflussen [63; 124; 182; 183]. Ursache für eine verminderte 

Freisetzung von Insulin sowie die Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 1 oder Typ 

2 kann auch die verstärkte Apoptose der Betazellen des Pankreas sein [188]. Im Falle 

des Typ 1 Diabetes mellitus sind bei Manifestation meist schon über 80 % der 

Betazellen durch Autoantikörper verloren gegangen [189]. Beim Diabetes mellitus Typ 

2 geht durch die toxische Wirkung chronisch erhöhter Blutzuckerwerte bzw. einer 

Ansammlung von schädigenden Lipiden bis zu 50 % der Betazellmasse verloren [183; 

186]. 

In dieser Studie wurde gezeigt, dass der GPR40/FFAR1-Rezeptor sowohl in 

Langerhans´schen Inseln der Maus als auch in INS-1E- und MIN6-Zelllinien exprimiert 

wird und die GSIS durch spezifische Aktivierung des Rezeptors beeinflusst werden 

kann. Dazu wurde der Effekt spezifischer, potentieller Agonisten und Antagonisten von 

GPR40/FFAR1 untersucht. 

Die Aufnahme von Glucose in die Betazelle über das niedrigaffine Protein GLUT-2 

erfolgt insulinunabhängig und zunehmend bei hohem Glucosespiegel [37; 38]. Auch der 
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Abbau in der Betazelle erfolgt im ersten Schritt durch ein Enzym mit niedriger Affinität 

für Glucose [39-41]. Dadurch steigt auch die GSIS erst ab einem Plasma-Glucose-

Spiegel von ca. 5 mmol/l (90 mg/dl) signifikant an [41]. Im Rahmen dieser Arbeit 

konnte dies bestätigt werden. Eine ansteigende Glucosekonzentration führte zu einer 

signifikanten Zunahme der Insulinausschüttung gegenüber der basalen Sekretion bei  

2,8 mM Glucose sowohl in INS-1E-Zellen als auch in Langerhans´schen Inseln der 

Maus. Für einen signifikanten Anstieg der Sekretion war dabei jedoch sogar eine 

Glucosemenge > 6 mmol/l nötig. Dies weicht also von den Angaben in der Literatur ab, 

die besagen, dass im Menschen schon ab einer Konzentration von ca. 5 mmol/l eine 

deutliche Stimulation erfolgt. Ursächlich dafür könnte sein, dass die Messungen nicht 

an menschlichen, sondern an Ratteninsulinomzellen und isolierten Mausinseln 

durchgeführt wurden, die den humanen Betazellen ähnliche, jedoch nicht identische 

physiologische Eigenschaften besitzen. Eine ca. dreifache Steigerung der 

Insulinfreisetzung wurde bei einer Glucosemenge von 12 mM erreicht. Somit wurde die 

Sekretion bei 2,8 mM Glucose als basale, nicht-stimulierende Insulinfreisetzung 

festgesetzt und für alle folgenden Experimente als sogenannte Kontrollsekretion 

angenommen. Die Insulinfreisetzung bei 12 mM Glucose galt dagegen als sogenannte 

Vergleichssekretion, da hier die Insulinausschüttung hochsignifikant stimuliert war. 

Um zu verhindern, dass das aus den INS-1E-Zellen bzw. Maus-Inseln freigesetzte 

Insulin degradiert oder unspezifisch an die Oberfläche der Reaktionsgefäße bindet, 

wurden alle Versuche mit BSA durchgeführt. Das routinemäßig verwendete BSA der 

Fraktion V stellt dabei eine fettsäurehaltige Substanz dar. Aus diesem Grund wurde für 

die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente fettsäurefreies Albumin 

(BSA FFA) benutzt. Bei Vergleich der Insulinsekretion von INS-1E-Zellen in 

Anwesenheit von 0,2 % BSA V oder 0,2 % fettsäurefreiem BSA fiel auf, dass sowohl 

die basale als auch die Glucose-stimulierte Insulinsekretion in Anwesenheit von 

fettsäurefreier, BSA-haltiger Lösung signifikant geringer war. Jedoch war der 

Stimulationsindex von Glucose, der bei BSA V 0,35 sowie bei BSA FFA 0,33 betrug, 

nicht signifikant verändert. Ursache für die insgesamt stärkere Insulinfreisetzung 

könnten die im BSA V enthaltenen Fettsäuren und die Tatsache, dass GPR40/FFAR1 

durch freie Fettsäuren stimuliert wird, sein. Dies lässt außerdem vermuten, dass im BSA 

V schon Bindungsstellen durch die enthaltenen Fettsäuren gesättigt sind und somit nach 
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Zugabe von Palmitin- bzw. Ölsäure die Konzentration an langkettigen, ungebundenen 

Fettsäuren und damit deren stimulierende Wirkung steigt. Dies erklärt die Beobachtung, 

dass fettsäurehaltiges BSA zwar den stimulierenden Effekt von Palmitinsäure und 

GW9508, nicht aber den von Glucose, verbessert. Die Änderung der basalen 

Insulinsekretion durch die benutzten BSA-Präparationen bleibt allerdings ungeklärt. 

Nachdem sich die GPR40-/FFAR1-Agonisten als schlechte Stimulatoren der GSIS 

erwiesen haben, wurde getestet, ob eine Bindung der Substanzen an BSA für die 

schlechte sekretionssteigernde Wirkung verantwortlich ist. Tatsächlich verbessert die 

Reduktion der BSA-Konzentration auf 0,05 % die stimulierende Wirkung von GW9508 

auf die Insulinsekretion. Eine BSA-Konzentration > 0,05% scheint sich dagegen 

hemmend auf die Stimulation von GPR40/FFAR1 auszuwirken. Dies lässt vermuten, 

dass die Bindung der lipophilen Agonisten an BSA deren Bindung an den Rezeptor 

vermindert bzw. gänzlich verhindert. Folglich müssen diese in ihrer Struktur so 

verändert werden, dass sie nach Verabreichung auch wirksam sein können. Dies ist 

bereits für den Agonisten TUG-469 gelungen. Durch Modifikation der Struktur konnte 

dessen Lipophilie reduziert und unter Beibehaltung der stimulierenden Potenz dessen 

metabolische Stabilität verbessert werden [184]. Die Potenz spezifischer 

GPR40/FFAR1-Agonisten auf die GSIS scheint also vom BSA beeinflusst zu werden. 

Folglich fand für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche BSA FFA  

0,05 % Verwendung. 

Freie Fettsäuren sind wichtig für die normale Funktion der Betazellen [185]. Sie 

steigern die Insulinfreisetzung entweder direkt durch Bindung an den GPR40/FFAR1-

Rezeptor oder indirekt durch die Verstoffwechselung von im Zytoplasma 

akkumuliertem langkettigem Azyl-CoA [61]. Durch Aktivierung von GPR40/FFAR1 

bewirken diese eine Zunahme der intrazellulären Calciumionen und eine verbesserte 

GSIS [186]. Der Anstieg der zytoplasmatischen Calciumionen erfolgt einerseits durch 

die Öffnung von spannungsabhängigen L-Typ Calciumkanälen (VDCC) und 

andererseits durch die Aktivierung der Phospholipase C, welche IP3 und DAG bildet. 

IP3 stimuliert die Mobilisation von Calciumionen aus dem endoplasmatischen 

Retikulum ins Zytosol und DAG aktiviert die Proteinkinase C, welche selbst wiederum 

die Insulinsekretion beeinflusst [63; 64; 132; 133]. Außerdem stimuliert im Zytosol 

abgelagertes langkettiges Azyl-CoA entweder direkt die GSIS oder steigert diese über 
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Aktivierung der PKC [66; 67]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der beiden 

langkettigen Fettsäuren Palmitinsäure und Ölsäure auf die GSIS untersucht. Diese 

stellen physiologische Agonisten von GPR40/FFAR1 dar [62; 63; 125; 135; 137]. 

Palmitinsäure zeigte sowohl in der INS-1E-Zelllinie als auch in Langerhans´schen 

Inseln von Wildtyp-Mäusen einen insgesamt signifikanten stimulierenden Effekt auf die 

GSIS. Dabei hat es eine maximale Wirkung mit einer beinahe dreifachen Steigerung der 

Sekretion in INS-1E-Zellen bei einer Konzentration von 400 µM. Bei dieser 

Konzentration bewirkt es außerdem auch eine signifikante Zunahme der basalen 

Insulinausschüttung. Dagegen hat die gesättigte Fettsäure keinen Einfluss auf die GSIS 

in GPR40/FFAR1-KO-Mäusen. Des Weiteren konnte die Wirkung von Palmitinsäure 

durch den GPR40/FFAR1-Antagonisten BYK743 signifikant gehemmt werden. Dies 

bestätigt die Erkenntnisse in der Literatur, dass Palmitinsäure einen Agonisten für 

GPR40/FFAR1 darstellt und deutet darauf hin, dass der Palmitinsäure-Effekt auf die 

GSIS spezifisch über diesen vermittelt wird. Auch Ölsäure stimuliert die GSIS in INS-

1E-Zellen mit einem maximalen Effekt bei einer Konzentration von 300 µM und einem 

Anstieg der Insulinsekretion um das Doppelte. Dagegen konnte der Einfluss der einfach 

ungesättigten Fettsäure auf die basale Insulinsekretion nicht eindeutig eruiert werden. 

Während es unter vergleichbaren Bedingungen in einem Experiment keinen Effekt 

hatte, steigerte es diese in einem anderen Versuch. Ursächlich könnte die 

unterschiedlich eingesetzte Ausgangszellzahl und damit Kultivierungsdauer sein. INS-

1E-Zellen, die mit 150.000 Zellen/Well ausgesät wurden, wurden vor der Inkubation 

mit den zu testenden Substanzen für 2 Tage kultiviert. Wurden dagegen nur 75.000 

Zellen/Well verteilt, wurden diese für 3 Tage kultiviert, da in der Regel davon 

auszugehen ist, dass die Zellzahl exponentiell zunimmt. Da jedoch alle anderen 

Versuchsbedingungen zwischen diesen beiden Experimenten identisch waren, ist es 

dennoch denkbar, dass eine ungleiche Endzellzahl und somit ein differenter 

Gesamtinsulingehalt vorlag. Weiterhin ist es möglich, dass die Qualität der Zellen 

zwischen den einzelnen Versuchen inhomogen war. Zusammengefasst kann man 

dennoch sagen, dass Ölsäure die Insulinausschüttung glucose- und 

konzentrationsabhängig stimuliert. 

Die synthetisch hergestellte Substanz GW9508 stellt einen wichtigen Liganden für 

GPR40/FFAR1 dar [138-140] und stimuliert die intrazelluläre Mobilisierung von 
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Calciumionen sowie die GSIS der Betazellen des Pankreas [138]. Im Rahmen dieser 

Studie konnte gezeigt werden, dass der Agonist die GSIS in INS-1E-Zellen durch 

Stimulation von GPR40/FFAR1 in einer Konzentration von 10 µM signifikant steigert. 

Durch den GPR40/FFAR1-Antagonisten BYK743 konnte die Wirkung von GW9508 

signifikant gehemmt werden. Dies deutet darauf hin, dass die Wirkung von GW9508 

auf die GSIS tatsächlich über GPR40/FFAR1 vermittelt wird und bestätigt die 

Erkenntnisse in der Literatur. In den Langerhans´schen Inselzellen der Maus konnte 

kein Effekt von GW9508 nachgewiesen werden, da die Substanz wahrscheinlich in 

einer zu geringen Konzentration eingesetzt wurde und so nur unzureichend in die 

Inselkapsel eindringen konnte.  

Die von Trond Ulven (Southern University von Dänemark) neu synthetisierten 

Substanzen TUG-20, -187, -221 und -178, deren Bindung an GPR40/FFAR1 bereits in 

einem Expressionssystem nachgewiesen wurde, zeigen unter den gewählten 

Bedingungen keinen signifikanten Einfluss auf die GSIS. Die Agonisten TUG-187 und 

-221 führten sogar zu einer signifikanten Hemmung der basalen Insulinsekretion. Der 

selektive Antagonist TUG-178 hemmt über GPR40/FFAR1 die Zunahme der 

intrazellulären Calciumionen-Konzentration und damit die Insulinsekretion [138]. Im 

Rahmen dieser Arbeit verminderte TUG-178 jedoch nur die basale Insulinfreisetzung in 

INS-1E-Zellen signifikant. Der in der Literatur beschriebene hemmende Effekt auf die 

GSIS blieb dagegen aus. Die neuen synthetischen Substanzen scheinen also keinen 

selektiven Einfluss auf die Insulinsekretion über GPR40/FFAR1 zu haben. Da 

GPR40/FFAR1 nicht nur an Gq, sondern auch an Gi Proteine binden kann, ist es 

möglich, dass GPR40/FFAR1-Agonisten gleichzeitig sowohl sekretionsstimulierende 

Signalwege über Gq, als auch sekretionshemmende Signalwege über Gi aktivieren 

können. Eine derartige duale Wirkung könnte die schlechte stimulierende Wirkung der 

Agonisten sowie den schlechten hemmenden Effekt des Antagonisten auf die Sekretion 

erklären. 

Um diesen Aspekt genauer zu untersuchen, wurde die Hemmung über Gi durch 

Vorbehandlung der INS-1E-Zellen mit Pertussistoxin unterbunden. Da in Zellen, die mit 

Pertussistoxin vorbehandelt wurden, Adrenalin die Insulinsekretion nicht mehr hemmen 

kann, wurde der Effekt des Toxins anhand der Wirkung von Adrenalin auf die Sekretion 

kontrolliert [107]. Es ist bereits bekannt, dass Adrenalin antagonistisch zu Insulin wirkt 
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und die Glucosekonzentration im Blut erhöhen kann [187]. Dabei führt es in 

pankreatischen Betazellen durch Aktivierung des Alpha 2 Adrenorezeptors zu einer 

Hemmung der Adenylatzyklase und der cAMP-Bildung [106]. Außerdem ist in diesem 

Zusammenhang eine Hyperpolarisation der Membran, eine Abnahme des Einstroms von 

Calciumionen und eine Aktivierung von GIRK-Kanälen in den Betazellen zu 

beobachten [108]. Adrenalin hemmte die GSIS sowohl mit als auch ohne 

Pertussistoxin-Vorbehandlung der INS-1E-Zellen signifikant. Nach Vorbehandlung mit 

Pertussistoxin war dieser Effekt jedoch signifikant geringer. Dies deutet darauf hin, dass 

Adrenalin die Insulinsekretion tatsächlich durch Aktivierung des inhibitorischen Gi-

Proteins, welches wiederum durch Pertussistoxin ausgeschalten werden kann, hemmt. 

Interessanterweise hatte Pertussistoxin keinen signifikanten Einfluss auf den Effekt von 

Ölsäure. Dies lässt vermuten, dass die Fettsäure nicht zu einer simultanen Aktivierung 

von Gq und Gi führt, sondern über GPR40/FFAR1 nur das stimulierende Gq-Protein 

aktiviert. 

Im Gegensatz zu den bis dahin getesteten Substanzen zeigte ein weiterer Agonist  

(TUG-424) eine stimulierende Wirkung auf die GSIS. TUG-424 stimulierte die 

Insulinsekretion glucose- und konzentrationsabhängig sowohl in INS-1E-Zellen als 

auch in Langerhans´schen Inseln von Wildtyp-Mäusen. Eine maximale Verbesserung 

der GSIS auf nahezu das Doppelte konnte bei einer Konzentration des Agonisten von    

3 µM gemessen werden. Dies ist vergleichbar mit dem maximalen Effekt von 

Palmitinsäure. Da TUG-424 in Langerhans´schen Inseln von GPR40/FFAR1-Knockout-

Mäusen keine Wirkung auf die GSIS hatte, wurde der stimulierende Effekt des 

Agonisten von GP40/FFAR1 vermittelt. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Fettsäuren Ölsäure und Palmitinsäure sowie 

die synthetisch hergestellten, kleinmolekularen Substanzen GW9508 und TUG-424 die 

Insulinsekretion über Aktivierung von GPR40/FFAR1 spezifisch stimulieren und sich 

somit als sekretionsfördernde Stimuli zu eignen scheinen. Die Wirksamkeit auf die 

Insulinfreisetzung ist dabei BSA-, glucose- und konzentrationsabhängig. Eine maximale 

Stimulation konnte in Anwesenheit von 12 mM Glucose erzielt werden. Die anderen 

getesteten Substanzen TUG-20, TUG-187, TUG-221 und TUG-178 sind dagegen 

weniger selektiv und daher zur Steigerung der GSIS eher ungeeignet. Der 

GPR40/FFAR1-Rezeptor könnte somit einen potentiellen pharmakologischen 
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Angriffspunkt zur Verbesserung der Betazellfunktion und Behandlung von Diabetes 

mellitus Typ 2 darstellen. Des Weiteren stellen GW9508 und TUG-424 potentielle 

pharmakologische Substanzen in der Therapie des Diabetes mellitus dar. Der selektive 

GPR40/FFRA1-Agonist TAK-785, der die GSIS ebenfalls stimuliert und dabei nur ein 

geringes Hypoglykämierisiko hat, stellt ebenfalls eine potentielle therapeutische 

Substanz zur Regulation des Plasma-Glucosespiegels dar und befindet sich bereits in 

Phase I der Arzneimittelzulassung [190-192]. 
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5 Zusammenfassung 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung einer spezifischen Stimulation des 

GPR40/FFAR1-Rezeptors auf insulinsezernierende Betazellen des Pankreas untersucht. 

Zunächst wurde die Expression von GPR40/FFAR1 in INS-1E- und MIN6-Zellen sowie 

in Langerhans´schen Inselzellen der Maus mittels PCR nachgewiesen. Anschließend 

wurde der Effekt potentieller GPR40/FFAR1-Agonisten und Antagonisten auf die GSIS 

durch Inkubation von INS-1E-Zellen sowie von Mausinseln mit den jeweiligen, zu 

testenden Substanzen, untersucht. 

Eine zunehmende Glucosekonzentration bewirkte einen signifikanten Anstieg der 

Insulinsekretion sowohl in INS-1E-Zellen als auch in Langerhans´schen Inseln der 

Maus. 

Die beiden Fettsäuren Ölsäure und Palmitinsäure sowie die synthetisch hergestellten, 

kleinmolekularen Substanzen GW9508 und TUG-424 können die Insulinsekretion über 

Aktivierung von GPR40/FFAR1 spezifisch stimulieren und scheinen sich somit als 

sekretionsfördernde Stimuli zu eignen. Der Effekt auf die Insulinsekretion ist dabei 

BSA-, glucose- und konzentrationsabhängig. Die stärkste Stimulation konnte in 

Anwesenheit von 12 mM Glucose erzielt werden. Weiterhin erwies sich eine BSA-

Konzentration von 0,05 % als optimale Bedingung. 

Der Agonist GW9508 zeigte den stärksten stimulierenden Effekt auf die GSIS bei einer 

BSA-Konzentration von 0,05 % BSA-Konzentration ≥ 0,1 % wirkten sich dagegen 

hemmend aus. Es ist anzunehmen, dass die Bindung des Agonisten an BSA dessen 

Bindung an GPR40/FFAR1 teilweise bzw. vollständig verhindert. Folglich ist eine 

Modifikation der Struktur lipophiler Agonisten nötig, damit diese nach ihrer 

Verabreichung auch wirken können. Dies ist bereits für TUG-469 gelungen, dessen 

Lipophilie reduziert und metabolische Stabilität unter Erhalt der stimulierenden 

Wirkung verbessert werden konnte [184]. 

Des Weiteren war in Anwesenheit von fettsäurenhaltigem BSA V die stimulierende 

Wirkung von GW9508 und Palmitinsäure auf die GSIS im Vergleich zu BSA FFA 

signifikant verbessert. Ursächlich könnten die im BSA V enthaltenen Fettsäuren sein. 

Dabei ist es denkbar, dass diese die freien Bindungsstellen von Albumin bereits sättigen 

und somit die freie Konzentration an den zu testenden Substanzen und damit deren 
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stimulierende Wirkung steigt.  

Die synthetisch hergestellten Agonisten TUG-20, TUG-187 und TUG-221 zeigten keine 

signifikanten Effekte auf die GSIS. Ursache für die schlechte stimulierende Wirkung 

der Substanzen auf die Insulinsekretion könnte eine simultane Aktivierung 

sekretionsstimulierender Signalwege über Gq als auch sekretionshemmender 

Signalwege über Gi sein. Diese scheinen somit weniger selektiv und daher ungeeignet 

zur Stimulation der GSIS zu sein. Der GPR40/FFAR1-Antagonist TUG-178 zeigte 

ebenfalls keine Wirkung auf die GSIS. 

Besonders GW9508 und TUG-424 stellen potentielle pharmakologische Substanzen in 

der Therapie des Diabetes mellitus dar. Außerdem könnte der GPR40/FFAR1-Rezeptor 

einen potentiellen pharmakologischen Angriffspunkt zur Verbesserung der 

Betazellfunktion und Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 darstellen. 
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