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ABSTRACT

T h e  r a t e  o f  g l u c o s e  s t i m u l a t e d  in vitro ( p r o ) i n s u l i n

s y n t h e s i s  i n  i s l e t s  o f  L a n g e r h a n s  i s o l a t e d  f r o m  f e d  m a l e  r a t s  

w a s  d e t e r m i n e d .  I n c r e a s e s  i n  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

i n c u b a t i o n  m e d i u m ,  o v e r  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r a n g e  ( 2  t o  2 0  mM) ,  

s t i m u l a t e d  t h e  r a t e s  o f  b o t h  ( p r o ) i n s u l i n  a n d  t o t a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  d u r i n g  a t w o  h o u r  i n c u b a t i o n .  T h i s  s t i m u l a t i o n  w a s  

p r e f e r e n t i a l  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  h a d  a s i g m o i d a l  

d o s e  r e s p o n s e  c u r v e  w i t h  a c o n c e n t r a t i o n  t h r e s h o l d  o f  b e t w e e n  

2 . 5  mM a n d  5 . 0  mM a n d  a m a x i m a l  r a t e  a t  20 mM g l u c o s e .  

I n h i b i t i o n  o f  i s l e t  RNA s y n t h e s i s  b y  a c t i n o m y c i n  D d e p r e s s e d  

t h e  r a t e  o f  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w i t h i n  30  m i n u t e s  o f  t h e  

a p p l i c a t i o n  o f  a 20 mM g l u c o s e  s t i m u l u s .  A s p e c i f i c  i n h i b i t i o n  

o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  b y  a c t i n o m y c i n  D,  t h a t  o c c u r e d  60 

m i n u t e s  a f t e r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  a 20 mM g l u c o s e  s t i m u l u s ,  w a s  

t h o u g h t  t o  r e f l e c t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  g l u c o s e  s t i m u l a t e d  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA s y n t h e s i s .

T h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  on  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t

d u r i n g  in vitro  i n c u b a t i o n s  w a s  a l s o  d e t e r m i n e d .  To  a c h i e v e

t h i s  a d o t  b l o t  h y b r i d i z a t i o n  a s s a y  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w a s
3 2d e v e l o p e d  w h i c h  u s e d  a P - l a b e l e d  c l o n e d  h u m a n  i n s u l i n  g e n e  

as  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .  T h e  a s s a y  p r o v e d  t o  b e  s e n s i t i v e  

e n o u g h  t o  d e t e c t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  as  f e w  a s  f i f t y  i s l e t s .  

I n c u b a t i o n  o f  i s l e t s ,  f o r  2 h o u r s ,  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  h a d  no  

e f f e c t  o n  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  b u t  i n c u b a t i o n  a t  

20 mM g l u c o s e  i n c r e a s e d  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t .  

A c t i n o m y c i n  D h a d  no  e f f e c t  o n  t h i s  p a t t e r n  o f  g l u c o s e  

s t i m u l a t i o n  a n d  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA i s  i n  some w a y  d e p e n d e n t  o n  RNA s y n t h e s i s  

a n d  t h a t  i t s  i n h i b i t i o n  b y  g l u c o s e  p l a y s  an  i m p o r t a n t  r o l e  i n  

t h e  r e g u l a t i o n  o f  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t .
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H i s t o r i c a l  S u r v e y

T h e  f i r s t  c l i n i c a l  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  d i s e a s e  d i a b e t e s  

w a s  m a d e  i n  t h e  f i r s t  c e n t u r y  A . D .  b y  t h e  R o m a n  p h y s i c i a n  

C e l s u s .  H o w e v e r  m a n y  o f  i t s  s y m p t o m s ,  s u c h  as  p o l y u r i a  ( E b e r s  

p a p y r u s ,  E g y p t  ~ 1 5 0 0  B . C . ) ,  h a d  b e e n  r e c o r d e d  m u c h  e a r l i e r .

T h e  c l i n i c a l  d e s c r i p t i o n  o f  d i a b e t e s  i m p r o v e d  w i t h  t h e  

r e c o g n i t i o n  o f  f u r t h e r  s y m p t o m s .  H o w e v e r  s i g n i f i c a n t  p r o g r e s s  

t o w a r d s  a t r e a t m e n t  w a s  n o t  m a d e  u n t i l  D o b s o n ,  i n  1 7 7 5 ,  m a d e  

t h e  c r u c i a l  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  s w e e t n e s s  o f  d i a b e t i c ' s  u r i n e  

w a s  d u e  t o  s u g a r .  T h i s  l e d  t o  t h e  a d o p t i o n  o f  v a r i o u s  d i e t  

r e g i m e n s  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  d i a b e t i c s ,  n o n e  o f  w h i c h  w e r e  

p a r t i c u l a r l y  e f f e c t i v e .  An e a r l y  e x a m p l e  w a s  t h e  l i m i t e d  

c a r b o h y d r a t e ,  h i g h  p r o t e i n  a n d  f a t  d i e t  p r e s c r i b e d  b y  R o l l o  

( ~ 1  8 0 0 )  .

I n  1 8 6 9  P a u l  L a n g e r h a n s  d e s c r i b e d  a p r e v i o u s l y  u n k n o w n  

c e l l  t y p e  o f  t h e  p a n c r e a s .  T h e y  o c c u r r e d  i n  h e a p s '  o r  

i s l a n d s '  s i t u a t e d  b e t w e e n  t h e  a c i n i  a n d  w e r e  n o t  c o n n e c t e d  t o  

t h e  e x o c r i n e  d u c t  s y s t e m .  T h e  e m b r y o l o g y  o f  t h e s e  c e l l s  w a s  

s t u d i e d  b y  L a g u e s s e  w h o  n a m e d  t h e m  t h e  ' I s l e t s  o f  L a n g e r h a n s '  

a n d  s p e c u l a t e d  t h a t  t h e y  m i g h t  b e  t h e  s o u r c e  o f  a n  ' i n t e r n a l  

s e c r e t i o n '  ( L a g u e s s e  1 8 9 4 ) .  Vo n  M e r i n g  a n d  M i n k o w s k i  f i r s t  

i m p l i c a t e d  t h e  p a n c r e a s  i n  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  d i a b e t i c  s t a t e  

w i t h  t h e i r  c l a s s i c  e x p e r i m e n t a l  p a n c r e a t e c t o m i e s  o f  d o g s  

i n d u c i n g  t h e  r a p i d  o n s e t  o f  d i a b e t i c  s y m p t o m s  ( V o n  M e r i n g  & 

M i n k o w s k i  1 8 8 9 ) .  T h i s  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n ,  b y  De M e y e r  

( 1 9 0 9 ) ,  t h a t  t h e  i s l e t s  o f  L a n g e r h a n s  w e r e  t h e  s o u r c e  o f  a 

h o r m o n e '  ( a  t e r m  f i r s t  u s e d  b y  S t a r l i n g  t o  d e s c r i b e  i n t e r n a l  

s e c r e t i o n s '  ( S t a r l i n g  1 9 0 5 ) )  r e s p o n s i b l e  f o r  c o n t r o l l i n g  t h e
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d i a b e t i c  s t a t e ;  h e  na me d  t h i s  h o r m o n e  i n s u l i n e "  a f t e r  i t s  

p r o p o s e d  t i s s u e  o f  o r i g i n  ( D e  M e y e r  1 9 0 9 ) .  E a r l y  h i s t o l o g i c a l  

s t u d i e s  o f  t h e  i s l e t s  r e v e a l e d  t w o  c e l l  t y p e s , t h e  a -  a n d  

p - c e l l s ,  named  a f t e r  t h e i r  c o n t e n t  o f  a c i d o p h i l i c  a n d  

b a s o p h i l i c  g r a n u l e s  r e s p e c t i v e l y  ( L a n e  1 9 0 7 ) .  I t  w a s  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e s e  t w o  c e l l  t y p e s  w e r e  i n d i c a t i v e  o f  a d u a l  s e c r e t o r y  

f u n c t i o n  f o r  t h e  i s l e t s  ( B e n s l e y  19 1 4 ) .

I n  t h e  1 8 9 0 ’ s a n  e x t r a c t  o f  t h y r o i d  g l a n d  e f f e c t i v e  i n  

t h e  t r e a t m e n t  o f  e n d e m i c  g o i t r e ,  c r e t i n i s m  a n d  m y x o e d e m a  w a s  

d i s c o v e r e d .  T h i s  e n c o u r a g e d  t h e  s e a r c h  f o r  a s i m i l a r  e x t r a c t  

o f  t h e  p a n c r e a s  a b l e  t o  c o n t r o l  t h e  d i a b e t i c  s t a t e .  Two o f  t h e  

m o s t  s u c c e s s f u l  e x t r a c t s ,  t h o s e  o f  Z e u l z e r  ( 1 9 0 8 )  a n d  P a u l e s c o  

( 1 9 2 0 ) ,  p a r t i a l l y  r e d u c e d  g l y c o s u r i a  i n  p a n c r e a c t e c t o m i z e d  

d o g s  b u t  c a u s e d  s e v e r e  t o x i c  s i d e  e f f e c t s .  B a n t i n g  a n d  B e s t  

( 1 9 2 2 )  w e r e  t h e  f i r s t  t o  d e v e l o p  a c l i n i c a l l y  s u c c e s s f u l  

p a n c r e a t i c  e x t r a c t  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  d i a b e t e s .  T h i s  

e x t r a c t ,  w h i c h  t h e y  c a l l e d  i n s u l i n " ,  r e v o l u t i o n i z e d  t h e  

t r e a t m e n t  o f  d i a b e t e s  a n d  h a s  s a v e d  t h e  l i v e s  o f  c o u n t l e s s  

d i a b e t i c s .  T h i s  a c h i e v e m e n t  w a s  a c k n o w l e d g e d  b y  t h e  a w a r d  o f  

t h e  1 9 2 3  N o b e l  p r i z e  f o r  m e d i c i n e .

S o o n  a f t e r  t h e  d i s c o v e r y  o f  i n s u l i n  t h e  d u a l  s e c r e t o r y  

r o l e  p o s t u l a t e d  f o r  t h e  i s l e t s  ( B e n s l e y  1 9 1 4 )  w a s  c o n f i r m e d  b y  

t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a h y p e r g l y c e m i c  f a c t o r ,  g l u c a g o n ,  i n  an 

a q u e o u s  e x t r a c t  o f  p a n c r e a s  ( M u r U n  e t  a l  1 9 2 3 ) .

I  s l e t  C e l l u l a r  C o m p o s i t i o n

I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t u d i e s  h a v e  c o n f i r m e d  t h e  p - c e l l s  as  

t h e  s i t e  o f  i n s u l i n  p r o d u c t i o n  ( L a c y  & D a v i e s  1 9 5 9 )  a n d  t h e  

a - c e l l s  as  t h e  s i t e  o f  g l u c a g o n  p r o d u c t i o n  ( B a u m  e t  a l  1 9 6 2 ;



-  1 1 -

O k a d a  e t  a l  1 9 6 8 ) .  T h e r e  a r e  t w o  o t h e r  c e l l  t y p e s  o f  t h e  

i s l e t s ,  t h e  D - c e l l s  a n d  t h e  P P - c e l l s ,  w h i c h  h a v e  s i m i l a r l y  

b e e n  s h o w n  t o  b e  t h e  s i t e s  o f  s y n t h e s i s  o f  s o m a t o s t a t i n  ( L u f t  

e t  a l  1 9 7 4 )  a n d  p a n c r e a t i c  p o l y p e p t i d e  ( L a r s s o n  e t  a l  1 9 7 5 )  

r e s p e c t i v e l y .

T h e  c e l l u l a r  c o m p o s i t i o n  o f  i s l e t s  v a r i e s  a n d  t h e y  a r e  

c l a s s i f i e d  b y  t h e i r  l o c a t i o n  i n  e i t h e r  t h e  d u o d e n a l  p o r t i o n  

( t h e  h e a d )  o r  t h e  s p l e n i c  p o r t i o n  ( t h e  t a i l )  o f  t h e  p a n c r e a s .  

T h e  P - c e l l s  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  c o r e  o f  t h e  i s l e t  ( C a r p e n t e r

1 9 6 6 )  a n d  a r e  t h e  m o s t  a b u n d a n t  c e l l  t y p e  o f  b o t h  s p l e n i c  a n d  

d u o d e n a l  i s l e t s  ( ~78% o f  t h e  t o t a l  c e l l  m a s s ) .  T h e y  a r e  

s u r r o u n d e d  b y  an  o u t e r  l a y e r  o f  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  t h e  o t h e r  

t h r e e  c e l l  t y p e s  ( O r c i  e t  a l  1 9 7 6 ) .  T h e  o u t e r  l a y e r  i n  s p l e n i c  

i s l e t s  i s  c o m p r i s e d  o f  a - c e l l s ,  D - c e l l s  a n d  P P - c e l l s  ( 287. ,  4% 

a n d  27. o f  t h e  t o t a l  c e l l s  r e s p e c t i v e l y )  w h i l s t  i n  d u o d e n a l  

i s l e t s  t h e s e  p r o p o r t i o n s  a r e  d i f f e r e n t  ( 27.,  57. a n d  207.

r e s p e c t i v e l y ) .

T e c h n i q u e s  U s e d  i n  t h e  S t u d v  o f  I n s u l i n

I n i t i a l l y  b i o a s s a y s  w e r e  t h e  o n l y  t e c h n i q u e s  a v a i l a b l e  

f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  i n s u l i n .  M a n y  o f  t h e s e  u t i l i z e d  t h e  

h y p o g l y c e m i c  a c t i o n  o f  i n s u l i n  i n  a s e c o n d  a n i m a l  c o n n e c t e d  

e i t h e r  b y  c r o s s - c i r c u l a t i o n  ( Z u n z  & La B a r r e  1 9 2 7 )  o r  

p a n c r e a t i c  t r a n s p l a n t a t i o n  ( H o u s s a y  & D e u l o f e u  1 9 3 9 ) .  An e a r l y  

r e f i n e m e n t  w a s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  in vitro p e r f u s i o n  o f  r a t  

p a n c r e a s  i n  w h i c h  i n s u l i n  r e l e a s e  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  a 

b i o a s s a y  u t i l i z i n g  t h e  h y p o g l y c e m i c  a c t i o n  o f  i n s u l i n  i n  

a l l o x a n - d i a b e t i c ,  a d r e n o d e m e d u l l a t e d , h y p o p h y s e c t o m i z e d  r a t s  

( A n d e r s o n  & L o n g  1 9 4 B ) .  One o f  t h e  f i r s t  in vitro  a s s a y s  f o r
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i n s u l i n  w a s  b a s e d  o n  i t s  e f f e c t  o n  t h e  u p t a k e  o f  g l u c o s e  b y

i s o l a t e d  r a t  d i a p h r a g m s  ( R a n d l e  1 9 5 6 ) .  O n c e  t h e  a n t i g e n i c i t y

o f  i n s u l i n  h a d  b e e n  d e m o n s t r a t e d  ( A r q u i l l a  & S t a v i t s k y  1 9 5 6 a ;

A r q u i l l a  & S t a v i t s k y  1 9 5 6 b ;  M o l o n e y  & C o v a l  1 9 5 5 ;  B e r s o n  e t  a l

1 9 5 6 )  a n d  a m e t h o d  f o r  l a b e l i n g  i n s u l i n  w i t h  r a d i o a c t i v e  

12  5 ,
i o d i n e  h a d  b e e n  d e v e l o p e d  ( K a l l e e  1 9 5 2 )  t h e  u s e  o f  a 

r a d i o i m m u n o a s s a y  f o r  i n s u l i n  b e c a m e  p o s s i b l e  ( Y a l o w  & B e r s o n  

1 9 6 0  ) .

W i t h  t h e  a d v e n t  o f  s u c h  a r e l i a b l e  i n  vitro  i n s u l i n  a s s a y  

t h e  s c o p e  o f  i n s u l i n  r e s e a r c h  w a s  g r e a t l y  e n h a n c e d  a n d  t i s s u e  

p r e p a r a t i o n s  b e t t e r  t h a n  p e r f u s e d  r a t  p a n c r e a s  ( A n d e r s o n  & 

L o n g  1 9 4 8 ;  G r o d s k y  e t  a l  1 9 6 3 )  o r  r a b b i t  p a n c r e a t i c  s l i c e s  

( C o o r e  & R a n d l e  1 9 6 4 )  w e r e  n e c e s s a r y .  T h e  f i r s t  m a j o r  

i m p r o v e m e n t  i n  i s l e t  t i s s u e  p r e p a r a t i o n  c a m e  w i t h  t h e  f r e e h a n d  

m i c r o d i s s e c t i o n  o f  t h e  e n l a r g e d  i s l e t s  o f  o b e s e  h y p e r g l y c e m i c  

m i c e  ( H e l l e r s t r o m  1 9 6 4 ) .  T h i s  p r o d u c e d  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  

r e l a t i v e l y  p u r e  i s l e t  t i s s u e  a n d  t h e  l a t e r  d e v e l o p m e n t  o f  

c o l l a g e n a s e  d i g e s t i o n  o f  c h o p p e d  g u i n e a  p i g  p a n c r e a s  

d r a m a t i c a l l y  i n c r e a s e d  t h e  y i e l d  o f  i s l e t  t i s s u e  ( M o s k a l e w s k i  

1 9 6 5 ) .  T h e  c o l l a g e n a s e  d i g e s t i o n  m e t h o d  w a s  a p p l i e d  t o  r a t  

p a n c r e a s  a n d  w i t h  s u b s e q u e n t  i m p r o v e m e n t s  f o r m e d  t h e  b a s i s  o f  

a l l  c u r r e n t  i s l e t  i s o l a t i o n  t e c h n i q u e s .  Two o f  t h e s e  

i m p r o v e m e n t s  w e r e  i n c r e a s i n g  t h e  y i e l d  o f  i s l e t s  b y  d u c t a l  

d i s t e n s i o n  o f  t h e  p a n c r e a s  p r i o r  t o  d i g e s t i o n  ( L a c y  & 

K o s t i a n o v s k y  1 9 6 7 )  a n d  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  i s l e t s  f r o m  t h e  

d i g e s t a t e  b y  F i c o l l  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  ( L i n d a l l  

e t  a l  1 9 6 9 )  i n  p l a c e  o f  h a n d - p i c k i n g  o f  t h e  i s l e t s  u n d e r  

m i c r o s c o p i c  c o n t r o l .
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S t r u c t u r e  o f  I n s u l i n

Due t o  i t s  w i d e s p r e a d  u s e  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  d i a b e t e s  

i n s u l i n  w a s  t h e  f i r s t  p r o t e i n  t o  be  p r o d u c e d  i n  q u a n t i t y  t o  a 

h i g h  d e g r e e  o f  p u r i t y  a n d  t h e r e f o r e  w a s  t h e  l o g i c a l  c h o i c e  f o r  

S a n g e r  a n d  h i s  c o - w o r k e r s  i n  t h e i r  p i o n e e r i n g  a m i n o  a c i d  

s e q u e n c i n g  t e c h n i q u e s .  T h u s  b o v i n e  i n s u l i n  w a s  t h e  f i r s t  

p r o t e i n  t o  h a v e  i t s  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  c o m p l e t e l y  e l u c i d a t e d  

( R y l e  e t  a l  1 9 5 5 ) ,  an  a c h i e v e m e n t  w h i c h  r e v o l u t i o n i z e d  

m o l e c u l a r  b i o l o g y  a n d  e a r n e d  S a n g e r  a N o b e l  p r i z e  i n  1 9 5 8 .

I n s u l i n  i s  a s m a l l  p r o t e i n  ( 5 7 0 0  d a l t o n s )  c o m p o s e d  o f  t w o  

p o l y p e p t i d e  c h a i n s ,  t h e  A -  a n d  B - c h a i n s ,  w h i c h  c o n t a i n  21 a n d  

30  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  c h a i n s  a r e  

c o n n e c t e d  b y  t w o  i n t e r c h a i n  d i s u l p h i d e  b r i d g e s  a n d  t h e r e  i s  a 

f u r t h e r  i n t r a c h a i n  d i s u l p h i d e  b r i d g e  w i t h i n  t h e  A - c h a i n  

( F i g u r e  1 . 1 ) .  T h e  i n t e g r i t y  o f  t h e s e  b r i d g e s  i s  e s s e n t i a l  f o r  

b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  ( L e n s  & N e u t e l i n g s  1 9 5 0 ;  W i n t e r s t e i n e r  

1 9 3 3 ) .  T h e  t e r t i a r y  a n d  q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e s  o f  p o r c i n e  

i n s u l i n  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  X - r a y  c r y s t a l l o g r a p h y  ( B l u n d e l l  e t  

a l  1 9 7 1 ;  P u l l e n  e t  a l  1 9 7 6 ) .  I n s u l i n  i s  t h o u g h t  t o  b e  s t o r e d ,  

i n  t h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s ,  i n  t h e  f o r m  o f  t h r e e  d i m e r s  o f  

i n s u l i n  c o m b i n e d  w i t h  t w o  a t o m s  o f  z i n c  t o  f o r m  h e x a m e r s  

( G r e i d e r  e t  a l  1 9 6 9 ) .

M a n y  o t h e r  m a m m a l i a n ,  a v i a n  a n d  f i s h  i n s u l i n  s e q u e n c e s  

h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  a n d  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  s p e c i e s  p e r m i t s  

t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  i n v a r i a n t  r e s i d u e s  p o s s i b l y  i n v o l v e d  i n  

t h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  i n s u l i n  ( H u m b e l  e t  a l  1 9 7 2 ) .  A 

n u m b e r  o f  m u t a t i o n s  i n  h u m a n  i n s u l i n ,  p r o d u c i n g  i m p a i r e d  

b i o l o g i c a l  a c t i v i t y ,  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d ,  t h e s e  m u t a t i o n s  

h a v e  b e e n  m a p p e d  t o  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  r e s p o n s i b l e  f o r
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r e c e p t o r  b i n d i n g  ( T a g e r  1 9 8 4 ) ( F i g u r e  1 . 2 ) .

M o s t  s p e c i e s  h a v e  o n l y  o n e  f o r m  o f  i n s u l i n ,  h o w e v e r ,  r a t s  

( C l a r k  & S t e i n e r  1 9 6 9 ) ,  m i c e  ( B u n z l i  e t  a l  1 9 7 2 ;  M a r k u s s e n  

1 9 7 1 ) ,  t u n a f i s h  a n d  t o a d f i s h  ( H u m b e l  e t  a l  1 9 7 2 )  h a v e  t w o  

d i s t i n c t  f o r m s .
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F i g u r e  1 . 1

T h e  S t r u c t u r e  o f  Human I n s u l i n

T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  A -  a n d  B - c h a i n s  a r e  s h o w n  a l o n g  

w i t h  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  i n t r a c h a i n  a n d  i n t e r c h a i n  d i s u l p h i d e  

b o n d  s .
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T e c h n i g u e s  f o r  t h e  S t u d y  o f  I n s u l i n  S y n t h e s i s

I n i t i a l  s t u d i e s  r e l i e d  o n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o -

35  3
l a b e l e d  a m i n o  a c i d s  ( e . g .  S - m e t h i o n i n e ,  H - L e u c i n e  a n d

^ H - p h e n y l a l a n i n e ) b y  p a n c r e a t i c  t i s s u e  i n t o  i n s u l i n  t o  a s s a y

i n s u l i n  b i o s y n t h e t i c  r a t e  ( P e t t i n g a  & R i c e  1 9 5 2 ;  L i g h t  &

S i m p s o n  1 9 5 6 ;  V a n g h a m &  A n f i n s e n  1 9 5 4 ) .  T h i s  h a s  r e m a i n e d  t h e

b a s i c  p r i n c i p a l  b e h i n d  s u c h  s t u d i e s  e v e r  s i n c e .  T h e  e a r l y  u s e

o f  b o v i n e  ( P e t t i n g a  & R i c e  1 9 5 2 ;  L i g h t  & S i m p s o n  1 9 5 6 ;  V a n g h a m

& A n f i n s e n  1 9 5 4 )  o r  f o e t a l  c a n i n e  p a n c r e a s  ( W a g l e  1 9 6 5 b )  o r

t h e  p r i n c i p a l "  i s l e t s ,  o r  B r o c k m a n n  b o d i e s  ( B r o c k m a n n  1 8 4 6 ) ,

o f  t e l e o s t  f i s h  ( B a u e r  & L a z a r o w  1 9 6 1 ;  H u m b e l  1 9 6 3 ;  H u m b e l l  &

R e n o l d  1 9 6 3 ;  H u m b e l  e t  a l  1 9 6 1 )  h a s  b e e n  s u p e r s e d e d  b y  t h e

u s e  o f  r a t  p a n c r e a t i c  i s l e t s  ( V o e l k e r  e t  a l  1 9 6 2 ;  W a g l e  1 9 6 3 ;

M a l l o r y  e t  a l  1 9 6 4 ;  T a y l o r  e t  a l  1 9 6 4 )  a n d  o c c a s i o n a l l y  r a t

i s l e t  0 - c e l l  t u m o r s  ( S t e i n e r  & O y e r  1 9 6 7 ) .  S i m i l a r l y  t h e

t e c h n i q u e s  f o r  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  r a d i o l a b e l e d  i n s u l i n

f r o m  s u c h  p r e p a r a t i o n s  h a s  b e e n  i m p r o v e d  f r o m  a c o m b i n a t i o n  o f

i n s u l i n  f i b r i l  p r e c i p i t a t i o n  ( P e t t i n g a  & R i c e  1 9 5 2 ) ,  p a p e r

( V o n  M e r i n g  & M i n k o w s k i  1 8 8 9 )  a n d  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( C l a r k  &

S t e i n e r  1 9 6 9 )  a n d  g e l  f i l t r a t i o n  c h r o m o t o g r a p h y  ( S t e i n e r  e t  a l

1 9 6 7 )  t o  t h e  c u r r e n t l y  f a v o u r e d  i m m u n o l o g i c a l  p r e c i p i t a t i o n

t e c h n i q u e s  ( T a y l o r  e t  a l  1 9 6 2 ;  B e r n e  1 9 7 5 a )  w h i c h  p e r m i t  f a r

q u i c k e r  p u r i f i c a t i o n s  i n  f e w e r  s t e p s .

S y n t h e s i s  o f  I n s u l i n

T h e  d i s c o v e r y  t h a t  i n s u l i n  c o n s i s t s  o f  t w o  s e p a r a t e  

p e p t i d e  c h a i n s  b r o u g h t  i n t o  q u e s t i o n  i t s  m e c h a n i s m  o f
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s y n t h e s i s .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  p r o l i n e  r e s i d u e  s p e c i f i c  r a d i o 

a c t i v i t y  i n  i n s u l i n  l a b e l e d  b y  in vitro r a d i o l a b e l i n g  

e x p e r i m e n t s  w i t h  A n g l e r f i s h  i s l e t s  s u p p o r t e d  t h e  h y p o t h e s i s  

t h a t  t h e  A -  a n d  B - c h a i n s  w e r e  s y n t h e s i s e d  s e p a r a t e l y  i n  vivo 

( H u m b e l  1 9 8 5 ) .  Y i e l d s  o f  a c t i v e  i n s u l i n  f r o m  r e c o m b i n a t i o n  

e x p e r i m e n t s  b e t w e e n  p u r i f i e d  A -  a n d  B - c h a i n s  w e r e  g e n e r a l l y  

l o w  ( D i x o n  & W a r d l o w  1 9 6 0 ;  Du e t  a l  1 9 6 1 ) .  T h i s  l e d  t o  t h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  i n s u l i n  w a s  s y n t h e s i s e d  as  a s i n g l e  p e p t i d e  

p r e c u r s o r ,  w h i c h  e n a b l e d  t h e  c o r r e c t  p e p t i d e  f o l d i n g  a n d  

d i s u l p h i d e  b o n d i n g ,  w h i c h  w a s  l a t e r  p r o t e o l y t i c a l l y  c l e a v e d  t o  

y i e l d  t h e  m a t u r e  f o r m  o f  i n s u l i n  ( G i v o l  e t  a l  1 9 6 5 ) .  An e a r l y

a t t e m p t  t o  d e t e c t  s u c h  a n  i n s u l i n  p r e c u r s o r  i n  b o v i n e  p a n c r e a s
i t  u u a s

f a i l e d  a n d ^ c o n c l u d e d  t h a t  i f  s u c h  a p r e c u r s o r  e x i s t e d  i t  w o u l d  

b e  p r e s e n t  a t  l e s s  t h a n  10% o f  t h e  q u a n t i t y  o f  i n s u l i n  ( Wa n g  & 

C a r p e n t e r  1 9 6 5 ) .  I n  o r d e r  t o  d e t e c t  s u c h  a s m a l l  a m o u n t  o f  

p r e c u r s o r  a s o u r c e  o f  t i s s u e  m u c h  r i c h e r  i n  0 - c e l l s  t h a n  

b o v i n e  p a n c r e a s  w a s  r e q u i r e d .  A h u m a n  0 - c e l l  a d e n o m a  w a s  f o u n d  

t h a t  m e t  t h i s  r e q u i r e m e n t .  When u s e d  i n  ^ H - l e u c i n e  a n d  

^ H - p h e n y l a l a n i n e  r a d i o l a b e l i n g  s t u d i e s  t h e  a c i d  e t h a n o l  

e x t r a c t e d  f r a c t i o n  f r o m  t h i s  t i s s u e  c o n t a i n e d  t w o  c o m p o n e n t s ,  

o n l y  o n e  o f  w h i c h  w a s  i n s u l i n  ( S t e i n e r  & O y e r  1 9 6 7 ) .  T h e  o t h e r  

c o m p o n e n t  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  i n s u l i n  b y  g e l  f i l t r a t i o n  

c h r o m o t o g r a p h y  a n d  w a s  s h o w n  t o  b e  o f  a h i g h e r  m o l e c u l a r  

w e i g h t  ( 1 0 , 8 0 0  d a l t o n s )  t h a n  i n s u l i n .  I t  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  

i n s u l i n  a n t i b o d i e s  a n d  c o u l d  b e  c o n v e r t e d  t o  i n s u l i n - l i k e  

m a t e r i a l  b y  t h e  a c t i o n  o f  t r y p s i n .  T h i s  p u t a t i v e  p r e c u r s o r  o f  

i n s u l i n  w a s  named  ' p r o i n s u l i n '  a n d  w a s  a l s o  f o u n d  i n  s m a l l  

q u a n t i t i e s  i n  c r y s t a l l i n e  i n s u l i n .  P u l s e  c h a s e  r a d i o l a b e l i n g  

s t u d i e s  c o n f i r m e d  t h a t  p r o i n s u l i n  w a s  i n d e e d  a t r u e  p r e c u r s o r  

o f  i n s u l i n  ( S t e i n e r  e t  a l  1 9 6 7 ) .  T h e  p r i m a r y  s t r u c t u r e  o f
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p r o i n s u l i n  w a s  s u b s e q u e n t l y  d e t e r m i n e d  b y  a m i n o  a c i d  

s e q u e n c i n g  ( S t e i n e r  e t  a l  1 9 6 8 ;  C h a n c e  e t  a l  1 9 6 8 ;  N o l a n  e t  a l  

1 9 7 1 ;  S t e i n e r  e t  a l  1 9 6 9 ) .

P r o i n s u l i n  i s  a s i n g l e  p o l y p e p t i d e  c h a i n  ( 8 1  t o  8 6  

r e s i d u e s  l o n g  a n d  ~ 9 0 0 0  d a l t o n s )  c o n s i s t i n g  o f  t h e  A a n d  

B - c h a i n s  l i n k e d  b y  a c o n n e c t i n g  p e p t i d e ,  o r  C - p e p t i d e ,  w h i c h  

i s  o f  v a r i a b l e  l e n g t h  ( 3 1  r e s i d u e s  i n  m a n ,  26 i n  s h e e p  a n d  23 

i n  d o g s  ( H u m b e l  e t  a l  1 9 7 2 ) ) ( F i g u r e  1 . 2 ) .  P r o i n s u l i n  h a s  

b e t w e e n  2 a n d  2 0 % o f  t h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  i n s u l i n  

( R u b e n s t e i n  & S t e i n e r  1 9 7 1 )  a n d  t h e  C - p e p t i d e  i s  t h o u g h t  t o  

d i r e c t  t h e  f o l d i n g  o f  t h e  p o l y p e p t i d e  c h a i n  t o  e n s u r e  t h e  

c o r r e c t  f o r m a t i o n  o f  t h e  i n t e r c h a i n  d i s u l p h i d e  b r i d g e s  ( B r o m e r  

1 9 7 0 ;  S t e i n e r  & C l a r k  1 9 6 8 ) .  P r o i n s u l i n  i s  c o n v e r t e d  t o  

i n s u l i n  i n  vivo b y  t h e  p r o t e o l y t i c  r e m o v a l  o f  p a i r s  o f  b a s i c  

r e s i d u e s  a t  e i t h e r  e n d  o f  t h e  C - p e p t i d e  ( K e m m l e r  & S t e i n e r  

1 9 7 0 ) .

I n  p u l s e  c h a s e  r a d i o l a b e l i n g  s t u d i e s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  

l a b e l  i n t o  p r o i n s u l i n  w a s  d e t e c t a b l e  w i t h i n  o n e  t o  t w o  m i n u t e s  

a n d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  i n s u l i n  w i t h i n  10 t o  15 m i n u t e s .  

I n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  i n t o  i n s u l i n  o c c u r r e d  a t  a l i n e a r  r a t e  

t h e r e a f t e r  b u t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  i n t o  p r o i n s u l i n  

r e a c h e d  a p l a t e a u  a f t e r  s e v e r a l  h o u r s .  T h e  o v e r a l l  h a l f - t i m e  

f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  p r o i n s u l i n  i n t o  i n s u l i n  i s  a p p r o x i m a t e l y  

30 m i n u t e s  ( G o l d  e t  a l  1 9 8 6 ) .  When t h e  0 - c e l l  i s  s t i m u l a t e d  t o  

s e c r e t e  i n s u l i n  n e w l y  s y n t h e s i s e d  i n s u l i n  d o e s  n o t  a p p e a r  i n  

t h e  m e d i u m  u n t i l  o n e  h o u r  l a t e r  ( S t e i n e r  1 9 6 7 ;  H o w e l l  & T a y l o r

1 9 6 7 ) .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  a u t o r a d i o g r a p h y  h a s  r e v e a l e d  t h a t  

t h e  p a t h w a y  o f  n e w l y  s y n t h e s i s e d  i n s u l i n  t h r o u g h  t h e  0 - c e l l  i s  

f r o m  i t s  s i t e  o f  s y n t h e s i s  a t  t h e  r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  

t h r o u g h  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s  t o  t h e  m a t u r e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s
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( H o w e l l  e t  a l  1 9 6 9 )  w h e r e  t h e  i n s u l i n  i s  s t o r e d  a w a i t i n g  i t s  

s e c r e t i o n .  T h e  c o n v e r s i o n  o f  p r o i n s u l i n  t o  i n s u l i n  o c c u r s  i n  

t h e  G o l g i  a n d  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  ( C l a r k  1 9 8 9 ;  S t e i n e r  e t  a l

1 9 7 0  ) .

C e l l  f r e e  in vitro  t r a n s l a t i o n  o f  p o l y a d e n y l a t e d  RNA 

i s o l a t e d  f r o m  r a t  ( C h a n  e t  a l  1 9 7 6 ) ,  b o v i n e  ( L o m e d i c o  & 

S a u n d e r s  1 9 7 6 )  a n d  f i s h  i s l e t s  ( P e r m u t t  e t  a l  1 9 7 6 )  p r o d u c e d  a 

p r o t e i n  t h a t  w a s  some 2 0 0 0 - 3 0 0 0  d a l t o n s  l a r g e r  t h a n  p r o i n s u l i n  

a n d  y e t  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  i n s u l i n  a n t i b o d i e s .  Edman

d e g r a d a t i o n  a n d  p e p t i d e  m a p p i n g  o f  t h i s  in vitro  t r a n s l a t e d

p r o d u c t  c o n f i r m e d  t h a t  i t  w a s  a p r e c u r s o r  t o  p r o i n s u l i n  w h i c h

h a d  a n  a d d i t i o n a l  23 a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  a t  i t s  N - t e r m i n a l  e n d  

( C h a n  e t  a l  1 9 7 6 ) .  T h e  d i s c o v e r y  o f  t h i s  p r e c u r s o r ,  name d  

p r e p r o i n s u l i n ,  f o l l o w e d  t h a t  o f  s i m i l a r  p r e c u r s o r s  f o r  

i m m u n o g l o b u l i n s  ( M i l s t e i n  e t  a l  1 9 7 2 ) .  P r e p r o i n s u l i n  h a s  23 t o  

30 a d d i t i o n a l  N - t e r m i n a l  r e s i d u e s  ( v a r y i n g  b e t w e e n  s p e c i e s )  

f o r m i n g  a h y d r o p h o b i c  l e a d e r "  s e q u e n c e  t o  p r o i n s u l i n  ( C h a n  e t  

a l  1 9 7 6 ) ,  a f e a t u r e  i n  common  w i t h  m a n y  o t h e r  s e c r e t o r y  

p r o t e i n s  ( B l o b e l  & D o b b e r s t e i n  1 9 7 5 a ;  K e m p e r  e t  a l  1 9 7 4 ;  C h a n  

e t  a l  1 9 7 6 ;  M i l s t e i n  e t  a l  1 9 7 2 ) .  T h e s e  l e a d e r ,  o r  s i g n a l " ,  

s e q u e n c e s  a r e  b e l i e v e d  t o  a s s i s t  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  

r i b o s o m e / m e m b r a n e  j u n c t i o n  i n  r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  a n d  

t h u s  p e r m i t  t h e  v e c t o r i a l  d i s c h a r g e  o f  t h e  n a s c e n t  p o l y p e p t i d e  

i n t o  t h e  c i s t e r n a l  s p a c e  ( M i l s t e i n  e t  a l  1 9 7 2 ;  B l o b e l  & 

D o b b e r s t e i n  1 9 7 5 a ) .  P r e p r o i n s u l i n  i s  d i f f i c u l t  t o  d e t e c t  i n  

i n t a c t  t i s s u e  ( S c h m e c k p e p e r  e t  a l  1 9 7 5 ;  S u s s m a n  e t  a l  1 9 7 6 )  

p o s s i b l y  d u e  t o  r a p i d  r e m o v a l  o f  t h e  l e a d e r  b y  a p e p t i d a s e  

a s s o c i a t e d  w i t h  r o u g h  m i c r o s o m e s ,  a v i e w  w h i c h  i s  s u p p o r t e d  b y  

s t u d i e s  w i t h  r e c o n s t i t u t e d  s y s t e m s  ( B l o b e l  & D o b b e r s t e i n  

1 9 7 5 b ;  B o i m e  e t  a l  1 9 7 7 ) .  A l t h o u g h  g e n e r a l l y  t h o u g h t  t o  be
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c o n c u r r e n t  w i t h  t r a n s l a t i o n  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  t h i s  

c l e a v a g e  o f  t h e  l e a d e r  s e q u e n c e  may  o c c u r  p o s t - t r a n s l a t i o n a l l y  

( E s k r i d g e  & S h i e l d s  1 9 8 3 ) .
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F i a u r e  1 . 2

S t r u c t u r e  o f  Human P r o i n s u l i n

T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  hu ma n  p r o i n s u l i n  i s  s h o w n  w i t h  t h e  

p o s i t i o n s  o f  t h e  i n t r a c h a i n  a n d  i n t e r c h a i n  d i s u l p h i d e  b o n d s .  

R e s i d u e s  t h o u g h t  t o  b e  i n v o l v e d  i n  i n s u l i n  r e c e p t o r  b i n d i n g  

a r e  b o x e d  a n d  t h e  p a i r s  o f  b a s i c  r e s i d u e s  p r o t e o l y t i c a l l y  

r e m o v e d  t o  c o n v e r t  p r o i n s u l i n  t o  i n s u l i n  a r e  i n  d o t t e d  b o x e s .
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S t r u c t u r e  ^  I n s u l i n  G e n e s

T h e  p r e p r o i n s u l i n  g e n e  a n d / o r  cDNA s e q u e n c e s  a r e

a v a i l a b l e  f o r  m a m m a l s  [ r a t  ( L o m e d i c o  e t  a l  1 9 7 9 ) ,  h u m a n  ( B e l l  

e t  a l  1 9 8 0  ) ,  O l d  W o r l d  m o n k e y ,  Macaca -fascicularls ( W e t e k a m  e t  

a l  1 9 8 2 ) ,  g u i n e a  p i g  ( C h a n  e t  a l  1 9 8 4 ) ,  C h i n e s e  h a m s t e r  ( B e l l  

& S a n c h e z - P e s c a d o r  1 9 8 4 ) ] ,  f i s h e s  [ c a r p  ( H a h n  e t  a l  1 9 8 3 ) ,  

s a l m o n  ( S o r o k i n  e t  a l  1 9 8 2 ) ,  a n g l e r f i s h  ( H o b a r t  e t  a l  1 9 8 0 ) ,  

h a g f i s h  ( C h a n  e t  a l  1 9 8 1 ) ]  a n d  b i r d s  [ c h i c k e n  ( P e r l e r  e t  a l  

1 9 8 0 ) ] .  T h e  g r o s s  s t r u c t u r e  o f  a l l  t h e s e  g e n e s  i s  s i m i l a r .  

T h e r e  a r e  g e n e r a l l y  t w o  i n t r o n s , o n e  l a r g e  o n e  i n t e r r u p t i n g  

t h e  C - p e p t i d e  c o d i n g  s e q u e n c e  ( 4 9 9  b p  a n d  7 8 8  b p  i n  r a t  a n d  

h u m a n  r e s p e c t i v e l y )  a n d  a s m a l l e r  o n e  i n  t h e  5 n o n - c o d i n g  

r e g i o n  ( 1 1 9  b p  a n d  179 b p  i n  r a t  a n d  h u m a n  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e  

r a t  i n s u l i n  I  g e n e  i s  t h e  e x c e p t i o n  t o  t h i s  a s  i t  h a s  o n l y  t h e  

s m a l l  i n t r o n  ( L o m e d i c o  e t  a l  1 9 7 9 )  ( F i g u r e  1 . 3 ) .

E v o l u t i o n a r y  c o n s t r a i n t s  a r e  p r o b a b l y  d i f f e r e n t  f o r  t h e  

v a r i o u s  c o d i n g  r e g i o n s ,  t h u s  t h e  A a n d  B - c h a i n s  a r e  h i g h l y

c o n s e r v e d  b e t w e e n  s p e c i e s  ( e x c e p t  i n  t h e  c a s e  o f  h y s t r i c o m o r p h  

r o d e n t s  s u c h  as  g u i n e a  p i g  w h e r e  d i f f e r e n t  e v o l u t i o n a r y

p r e s s u r e s  a r e  t h o u g h t  t o  a p p l y  ( C h a n  e t  a l  1 9 8 4 ) )  w h i l s t  t h a t  

o f  t h e  C - p e p t i d e ,  d u e  t o  i t s  l e s s  c r u c i a l  s p a c i n g '  r o l e  i n  

p r o i n s u l i n ,  i s  n o t  a s  h i g h l y  c o n s e r v e d  ( S t e i n e r  1 9 7 8 ) .  A l s o  

t h e  h y d r o p h o b i c  c h a r a c t e r ,  a n d  c e r t a i n  o t h e r  f e a t u r e s ,  o f  t h e  

N - t e r m i n a l  s i g n a l  p e p t i d e  i s  c o n s e r v e d  b e t w e e n  s p e c i e s .  T h e  

u s u a l  e u k a r y o t i c  c o n c e n s u s  s e q u e n c e s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  

t r a n s c r i p t i o n  a n d  p r o c e s s i n g  o f  g e n e s  ( e . g .  t h e  H o g n e s s '  b o x ,  

5 - c a p p i n g  s i t e ,  3 ' - p o l y a d e n y l a t i o n  s i g n a l )  a r e  a l l  p r e s e n t  

( B e l l  e t  a l  1 9 8 0 ) .  R e c o m b i n a n t  DNA e x p e r i m e n t s  h a v e  d e f i n e d  

o t h e r  DNA s e q u e n c e s  c l o s e  t o  t h e  i n s u l i n  g e n e  r e s p o n s i b l e  f o r
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i t s  t i s s u e  s p e c i f i c  e x p r e s s i o n .  I n i t i a l  s t u d i e s  s h o w e d  t h a t  

s e q u e n c e s  u p  t o  3 0 0  b p  u p s t r e a m  o f  t h e  r a t  I ,  h u m a n  ( W a l k e r  e t  

a l  1 9 8 3 )  a n d  r a t  I I  ( H a n a h a n  1 9 8 5 )  i n s u l i n  g e n e s  w e r e  e n t i r e l y  

s u f f i c i e n t  t o  m e d i a t e  t i s s u e  s p e c i f i c  e x p r e s s i o n .  T h i s  

c o r r e s p o n d e d  t o  a r e g i o n  o f  DNAse  s e n s i t i v i t y  s i t u a t e d  b e t w e e n  

2 5 0  b p  a n d  3 0 0  b p  u p s t r e a m  o f  t h e  r a t  i n s u l i n  I I  g e n e  t h a t  w a s  

o n l y  o b s e r v e d  i n  i n s u l i n  e x p r e s s i n g  t i s s u e s  ( C r o s s l e y  1 9 7 4 ) .  A 

11 Kb DNA f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  t h e  h u m a n  i n s u l i n  g e n e  h a s  b e e n  

s u c c e s s f u l l y  u s e d  t o  p r o d u c e  t r a n s g e n i c  m i c e  w h i c h  e x p r e s s e d  

h u m a n  i n s u l i n  i n  a t i s s u e  s p e c i f i c  m a n n e r  ( B u c c h i n i  e t  a l  

1 9 8 6 ) .  A s i m i l a r  s t u d y  p r o d u c e d  t r a n s g e n i c  m i c e  t h a t  n o t  o n l y  

e x p r e s s e d  h u m a n  i n s u l i n  i n  a t i s s u e  s p e c i f i c  m a n n e r  b u t  i n  

w h i c h  t h e  s e r u m  l e v e l  o f  h u m a n  i n s u l i n  r e s p o n d e d  a p p r o p r i a t e l y  

t o  t r e a t m e n t  w i t h  g l u c o s e ,  a m i n o  a c i d s  a n d  t o l b u t a m i d e  ( S e l d e n  

e t  a l  1 9 8 6 ) .  S u b s e q u e n t  d e l e t i o n a l  e x p e r i m e n t s  h a v e  d e f i n e d  a 

r e g i o n  b e t w e e n  a p p r o x i m a t e l y  103 b p  a n d  3 3 3  b p  u p s t r e a m  o f  t h e  

r a t  i n s u l i n  I  g e n e  a s  a t i s s u e  s p e c i f i c  e n h a n c e r '  e l e m e n t

( E d l u n d  e t  a l  1 9 8 5 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  t h i s  p o s i t i v e  a c t i n g  trans 

t r a n s c r i p t i o n a l  e l e m e n t  a c i s  a c t i n g  n e g a t i v e  t r a n s c r i p t i o n a l ,  

o r  ' s i l e n c e r '  , e l e m e n t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  l i e  b e t w e e n  2 Kb 

a n d  4 Kb u p s t r e a m  o f  t h e  g e n e  ( N i r  e t  a l  1 9 8 6 ;  L a i m i n s  e t  a l  

1 9 8 6 ) .  I t  i s  t h o u g h t  l i k e l y  t h a t  t h e s e  t w o  e l e m e n t s ,  t h e

e n h a n c e r  a n d  t h e  s i l e n c e r ,  a r e  t o g e t h e r  e n t i r e l y  r e s p o n s i b l e  

f o r  t h e  t i s s u e  s p e c i f i c  a n d  d e v e l o p m e n t a l l y  r e g u l a t e d  

e x p r e s s i o n  o f  t h e  i n s u l i n  g e n e .

A p p r o x i m a t e l y  5 0 0  b p  u p s t r e a m  f r o m  t h e  h u m a n  i n s u l i n  g e n e  

t h e r e  l i e s  a h i g h l y  p o l y m o r p h i c  r e g i o n ,  o f  u n k n o w n  f u n c t i o n ,

m a i n l y  c o n s i s t i n g  o f  t a n d e m  r e p e a t s  o f  t h e  s e q u e n c e

ACAGGGGT6TGGGG ( B e l l  e t  a l  1 9 8 2 ) .  T h i s  r e g i o n  i s  n o t  p r e s e n t  

i n  t h e  r a t  i n s u l i n  I g e n e .  Two c l a s s e s  o f  a l l e l e  o c c u r  a t  t h i s
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l o c u s ,  t h e  U - a l l e l e  w h i c h  c o n s i s t s  o f  l a r g e  i n s e r t i o n s  

( 1 6 0 0 - 2 2 0 0  b p )  a n d  t h e  L - a l l e l e  w h i c h  c o n s i s t s  o f  s m a l l  

i n s e r t i o n s  ( 0 - 6 0 0  b p ) .  P o s i t i v e  l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  U - a l l e l e  

a n d  t y p e  I I  d i a b e t e s  h a s  b e e n  s h o w n  ( O w e r b a c h  & N e r u p  1 9 8 2 ;  

R o t w e i n  e t  a l  1 9 8 1 ) .  T h e r e  w a s  no  l i n k a g e  o b s e r v e d  w i t h  e i t h e r  

t h e  U -  o r  t h e  L - a l l e l e s  w i t h  t y p e  I  d i a b e t e s .  T h i s  p a t t e r n  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  U - a l l e l e  may  i n  some w a y  a l t e r  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  t h e  h u m a n  i n s u l i n  g e n e .

M é t h y l a t i o n  o f  c y t o s i n e  r e s i d u e s  p l a y s  an  i m p o r t a n t  r o l e  

i n  e u k a r y o t i c  g e n e  e x p r e s s i o n .  M a n y  g e n e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  

b e  u n d e r m e t h y l a t e d  o n l y  i n  e x p r e s s i n g  t i s s u e s  ( C a t e  e t  a l  

1 9 8 3 ) .  T h i s  w a s  f o u n d  t o  b e  t r u e  o f  t h e  i n s u l i n  g e n e .  H o w e v e r  

t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  u n d e r m e t h y l a t i o n  a n d  i n s u l i n  g e n e  

e x p r e s s i o n  d o e s  n o t  o c c u r  i n  c e r t a i n  t u m o u r s  a n d  c e l l  l i n e s  

w h i c h  e x p r e s s  r a t  i n s u l i n  g e n e s  ( C a t e  e t  a l  1 9 8 3 ) .
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F i q u r e  1 . 3

S c h e m a t i c  D i a g r a m  o f  t h e  R a t ,  C a n i n e  a n d  Human I n s u l i n  G e n e s

P r o t e i n  c o d i n g  r e g i o n s  a r e  s h o w n  as  o p e n  b o x e s  a n d  i n t r o n s  as  

s h a d e d  b o x e s .  S m a l l  b l a c k  b l o c k s  r e p r e s e n t  t h e  ' H o g n e s s *  b o x  

a n d  t h e  5 - c a p p i n g  a n d  t h e  3 ' - p o l y a d e n y l a t i o n  s i t e s  a r e  s h o w n  

as  s o l i d  a n d  d a s h e d  a r r o w s  r e s p e c t i v e l y .



Rat I
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Rat II
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Canine
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Figure 1.5
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R e g u l a t i o n  o f  I n s u l i n  S y n t h e s i s

A l a r g e  n u m b e r  o f  n u t r i e n t ,  h o r m o n a l  a n d  p h a r m a c o l o g i c a l  

c o m p o u n d s  h a v e  b e e n  t e s t e d  f o r  t h e i r  e f f e c t  on  i n s u l i n

s y n t h e s i s ,  m a n y  o f  t h e m  h a v e  some e f f e c t  ( T a b l e  1 . 1 ) .

G l u c o s e  w a s  f i r s t  s h o w n  t o  s t i m u l a t e  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  

r a d i o l a b e l e d  a m i n o  a c i d s  i n t o  i n s u l i n  i n  p a n c r e a t i c  s l i c e s  

( T a y l o r  e t  a l  1 9 6 4 )  a n d  l a t e r  i n  i s o l a t e d  i s l e t s  ( H o w e l l  & 

T a y l o r  1 9 8 6 )  a n d  i t  i s  n o w  a c c e p t e d  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

g l u c o s e  r e a c h i n g  t h e  p - c e l l  i s  t h e  m o s t  c r i t i c a l  f a c t o r  i n  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  i n s u l i n  s y n t h e s i s  ( T a y l o r  1 9 6 4 ;  L i n  & H a i s t

1 9 7 3 ) .  S i n c e  g l u c o s e  i s  a l s o  t h e  p r i m a r y  s t i m u l u s  f o r  i n s u l i n  

s e c r e t i o n  t h e  c o n c o m i t a n t  s t i m u l a t i o n  o f  s y n t h e s i s  e n s u r e s  

t h a t  t h e  p - c e l l  i n s u l i n  p o o l  i s  m a i n t a i n e d  d u r i n g  l o n g  p e r i o d s  

o f  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  ( L o g o t h e t o p o u l o s  e t  a l  1 9 6 4 ) .  I n s u l i n  

b i o s y n t h e t i c  r a t e  r e s p o n d s  t o  i n c r e a s i n g  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  

i n  a s i g m o i d a l  f a s h i o n  w i t h  a t h r e s h o l d  o f  2 t o  4 mM a n d  a 

m a x i m a l  r a t e  a t  15 t o  20 mM ( P i p e l e e r s  e t  a l  1 9 7 3 ;  B o n e  & 

H o w e l l  1 9 7 7 ;  A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ) .  I n s u l i n  s e c r e t i o n  r e s p o n d s  

t o  g l u c o s e  i n  a s i m i l a r  f a s h i o n  r e a c h i n g  a m a x i m a l  r a t e  a t  a 

s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n  b u t  i t s  t h r e s h o l d  i s  h i g h e r  a t  4 t o  6 mM 

( T a y l o r  1 9 7 2 ;  A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 2 a ) .

A l t h o u g h  t h e y  s h a r e  t h e  same p r i m a r y  s t i m u l u s  i n s u l i n  

s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n  a r e  n o t  o b l i g a t o r i l y  l i n k e d .  T h e i r

t h r e s h o l d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  d i f f e r  a s  d o  t h e i r  i o n i c

r e q u i r e m e n t s ;  o m i s s i o n  o f  C a ^ *  f r o m  t h e  m e d i u m  a b o l i s h e s  

s e c r e t i o n  b u t  n o t  s y n t h e s i s  ( L i n  & H a i s t  1 9 7 3 ;  P i p e l e e r s  e t  a l  

1 9 7 3 b )  a n d  c o n v e r s e l y  o m i s s i o n  o f  Mg^ *  d e p r e s s e s  s y n t h e s i s  

( L i n  & H a i s t  1 9 7 3 )  b u t  n o t  s e c r e t i o n  ( G r o d s k y  & B e n n e t t  1 9 6 6 ;
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M i l n e r  & H a l e s  1 9 6 7 ) .  T h e r e  a r e  a l s o  a n u m b e r  o f  i n h i b i t o r s  

c a p a b l e  o f  d i s s o c i a t i n g  t h e  t w o  p r o c e s s e s .  G l u c o s e  i n d u c e d  

s y n t h e s i s ,  b u t  n o t  s e c r e t i o n ,  i s  i n h i b i t e d  b y  c y c l o h e x i m i d e  

( M o r r i s  & K o r n e r  1 9 7 0 a )  a n d  p u r o m y c i n  ( L i n  e t  a l  1 9 7 2 )  w h e r e a s  

t r i f l u o p e r a z i n e  ( G a g l i a r d i n o  e t  a l  1 9 8 0 ) ,  d i a z o x i d e  ( L i n  & 

H a i s t  1 9 7 3 )  o r  a c t i v a t i o n  o f  p - c e l l  a - r e c e p t o r s  b y

c a t e c h o l a m i n e s  ( L i n  & H a i s t  1 9 7 5 )  p o t e n t l y  i n h i b i t  s e c r e t i o n  

b u t  h a v e  n o  e f f e c t  on  s y n t h e s i s .

T he  p h y s i o l o g i c a l  s t a t u s  o f  t h e  a n i m a l  c a n  a f f e c t  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  i n s u l i n  s y n t h e s i s ;  i n  p r e g n a n t  r a t s  t h e  r e s p o n s e  

o f  b i o s y n t h e t i c  r a t e  t o  g l u c o s e ,  o v e r  t h e  r a n g e  o f  2 t o  20mM 

i s  e l e v a t e d  w h i l s t  t h a t  o f  48 h o u r  s t a r v e d  r a t s  i s  d i m i n i s h e d  

( B o n e  & H o w e l l  1 9 7 7 ) .
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T a b l e  1 . 1

E f f e c t  o f  V a r i o u s  A g e n t s  o n  ( P r o ) i n s u l i n  S y n t h e s i s

A g e n t s  a r e  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  e f f e c t  on  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  T h e  r e f e r e n c e s  q u o t e d  a r e  as  f o l l o w s ;  

( H o w e l l  & T a y l o r  1 9 6 6 ) ^  ( L i n  & H a i s t  1 9 6 9 ) ^  , ( M o r r i s  & K o r n e r  

1 9 7 0 a ( P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 0 ) ^ ,  ( A s p l u n d  1 9 7 3 ) ^ ,  ( S c h a t z  e t  

a l  1 9 7 3 )  , ( B a i r d  & B a u e r  1 9 7 6 )  , ( B e r n e  1 9 7 5 a )  , ( L i n  & H a i s t
6 7 a

1 9 7 5 ) g ,  ( T a n e s e  e t  a l  1 9 7 0 ) ^ Q ,  ( J a i n  & L o g o t h e t o p o u l o s

1 9 7 7 ) ^ ^ ,  ( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ) ^ 2 *  ( N i k i  e t  a l  1 9 7 6 ) ^ 2 '  ( L i n  e t  

a l  1 9 7 6 ) ^ ^ ,  ( M a l d o n a t o  e t  a l  1 9 7 6 ) ^ ^ ,  ( T a y l o r  & P a r r y  1 9 6 7 ) ^ g ,  

( S t e i n e r  19 6 9 ) ^ ^
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I n s u l i n  D e g r a d a t i o n  a n d  t h e  H o m e o s t a s i s  o f  6 - C e l l  I n s u l i n  

C o n t e n t

A b a l a n c e  b e t w e e n  i n s u l i n  s y n t h e s i s , s e c r e t i o n  a n d  

i n t r a c e l l u l a r  d e g r a d a t i o n  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  m a i n t a i n i n g

p - c e l l  i n s u l i n  p o o l  s i z e  ( H a l b a n  e t  a l  1 9 8 0 ) .  I n t r a c e l l u l a r  

d e g r a d a t i o n  i n v o l v e s  l y s o s o m a l  ( R i c h a r d s o n  e t  a l  1 9 7 5 )  o r

m i c r o s o m a l  ( K o t u l a s  e t  a l  1 9 6 5 ;  Z ü h l k e  e t  a l  1 9 7 7 )  e n z y m e s  

a c t i n g  v i a  a c r i n o p h a g i c  m e c h a n i s m  ( H a l b a n  & W o l l h e i m  1 9 8 0 ) .  

U n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s  d e g r a d a t i o n  may  be  r e s p o n s i b l e  f o r  a 

f r a c t i o n  o f  t h e  i n s u l i n  t u r n o v e r  t h a t  c a n  m a t c h ,  o r  e v e n

e x c e e d ,  t h a t  d u e  t o  s e c r e t i o n  ( H a l b a n  & W o l l h e i m  1 9 8 0 ) .

I n s u l i n  d e g r a d a t i o n  i s  i n h i b i t e d  a t  h i g h  g l u c o s e

c o n c e n t r a t i o n s  e i t h e r  b y  g l u c o s e  d i r e c t l y  o r  i t s  m e t a b o l i s m  

( S c h a f e r  e t  a l  1 9 8 3 ) .  T h e  r e l a t i v e  l e v e l  o f  p - c e l l  i n s u l i n  

s t o r e s  a l s o  p l a y s  a p a r t  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  i n s u l i n

d e g r a d a t i o n  r a t e  ( H a l b a n  & R e n o l d  1 9 8 3 ) .  A s i m p l e  t w o

s e c r e t o r y  g r a n u l e  p o o l  m o d e l  ( o n e  a v a i l a b l e  f o r  s e c r e t i o n  t h e  

o t h e r  f o r  d e g r a d a t i o n  ) h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  e x p l a i n  t h e s e  

e f f e c t s  on  t h e  r a t e  o f  i n s u l i n  d e g r a d a t i o n  ( H a l b a n  & R e n o l d  

1 9 8 3  ) .

D i a b e t e s  M e l l i t u s  a n d  I n s u l i n  S v n t h e s i s

T h e  p a t h o l o g y  o f  d i a b e t e s  m e l l i t u s  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  

e i t h e r  w i t h  t h e  l o s s  o f  p - c e l l s ,  as  i n  t y p e  I  d i a b e t e s ,  o r  

w i t h  some d e r a n g e m e n t  o f  t h e  i n s u l i n  s e c r e t o r y  m e c h a n i s m ,  as  

i n  t y p e  I I  d i a b e t e s ,  a n d  n o t  d i r e c t l y  w i t h  a n y  a b n o r m a l i t y  i n  

i n s u l i n  s y n t h e s i s .  T h e r e  a r e ,  h o w e v e r ,  a n u m b e r  o f  a n i m a l
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m o d e l s  w h i c h  may  i m p l i c a t e  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  i n s u l i n  

b i o s y n t h e t i c  p r o c e s s  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  some p a r t i c u l a r  

f o r m s  o f  d i a b e t e s .

I n f e c t i o n  o f  w h o l e  m i c e  ( H e l l q v i s t  & T a y l o r  1 9 8 0 )  o r  

c u l t u r e d  i s o l a t e d  m o u s e  i s l e t s  ( H e l l q v i s t  e t  a l  1 9 8 1 )  w i t h  

e n c e p h a l o m y o c a r d i t i s  v i r u s  ( a  d i a b e t o g e n i c  v i r u s )  c a u s e s  an 

i n h i b i t i o n  o f  i n s u l i n  b i o s y n t h e t i c  r a t e .  S p i n y  m i c e  {Acomys 

cahirinus) h a v e  a d e f e c t i v e  g l u c o s e  i n d u c e d  i n s u l i n  s e c r e t o r y  

p r o f i l e  r e s e m b l i n g  t h a t  s e e n  i n  l a t e n t  o r  t y p e  I I  d i a b e t e s  i n  

m a n ,  t h e y  a l s o  h a v e  a d i f f e r e n t  r e s p o n s e  p a t t e r n  o f  g l u c o s e  

i n d u c e d  i n s u l i n  s y n t h e s i s  f r o m  n o r m a l  m i c e  a n d  r a t s  ( T r u e h e a r t  

e t  a l  1 9 7 6 ) .  T h e s e  m o d e l s  m u s t  be  v i e w e d  i n  t h e  l i g h t  o f  

p r e l i m i n a r y  m e a s u r e m e n t s  o f  i n s u l i n  b i o s y n t h e t i c  r a t e  i n  h u m a n  

i s l e t s  o b t a i n e d  f r o m  h u m a n  p a t i e n t s  w i t h  t y p e  I I  d i a b e t e s  

w h i c h  d i d  n o t  s h o w  a n y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  f r o m  n o r m a l  

hu ma n  i s l e t s  ( L o h m a n n  e t  a l  1 9 8 0 ) .

M e c h a n i s m  o f  G l u c o s e  S t i m u l a t i o n  o f  I n s u l i n  S v n t h e s i s

I t  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  t h a t  g l u c o s e  e x e r t s  i t s  

s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o n  i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  a n d  s e c r e t i o n ,  v i a  a 

' g l u c o r e c e p t o r ' .  T h i s  may  b e  o f  t h e  ' r é g u l a t o r - s i t e ’ t y p e ,  

w h e r e  t h e  g l u c o r e c e p t o r  i s  a m e m b r a n e  b o u n d  p r o t e i n ,  o r  o f  t h e  

' s u b s t r a t e - s i t e ’ t y p e ,  w h e r e  t h e  g l u c o r e c e p t o r  i s  o n e  o r  m o r e  

o f  t h e  e n z y m e s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  m e t a b o l i s m  o f  g l u c o s e  

( R a n d l e  e t  a l  1 9 6 8 ) .  T h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  a v a i l a b l e  e v i d e n c e  

f a v o u r s  t h e  s u b s t r a t e - s i t e  m o d e l .

T h e  a b i l i t y  o f  c e r t a i n  s u g a r s  t o  s t i m u l a t e  i n s u l i n  

s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n  i s  c l o s e l y  l i n k e d  t o  t h e i r  m e t a b o l i s m  

b y  t h e  p - c e l l  ( A s h c r o f t  1 9 8 0 ) .  C o m p o u n d s  s u c h  a s
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g l y c e r a l d e h y d e , d i h y d r o x y a c e t o n e  a n d  i n o s i n e  t h a t  c a n .  

d i r e c t l y  o r  i n d i r e c t l y ,  e n t e r  g l y c o l y s i s  a t  t h e  t r i o s e  

p h o s p h a t e  l e v e l  a l l  s t i m u l a t e  i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n  

( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ;  A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 3 ;  K a p i t o  & H e d e s k o v  

1 9 7 8 ;  H e i l m a n  e t  a l  19 7 4 b ) . M a n n o h e p t u l o s e , an  i n h i b i t o r  o f  

g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i o n ,  i n h i b i t s  t h e  m e t a b o l i s m  o f  g l u c o s e  

a n d  m a n n o s e  a n d  t h e i r  s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  s y n t h e s i s  a nd  

s e c r e t i o n .  M a n n o h e p t u l o s e ,  h o w e v e r ,  d o e s  n o t  i n h i i t  t h e  

m e t a b o l i s m  o r  s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n  

b y  a n y  o t h e r  m e t a b o l i s a b l e  s u g a r  ( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ) .  

P h l o r e t i n ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i t s  

N - a c e t y l g l u c o s a m i n e  m e t a b o l i s m  a n d  t h e r e f o r e  o n l y  i n h i b i t s  t h e  

s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n  b y  

N - a c e t y l g l u c o s a m i n e  ( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ) .  T h e s e  a n d  o t h e r  

d a t a ,  s u c h  as  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  s e c r e t i o n  b y  

i n c r e a s e d  g l y c o g e n o l y s i s  i n  g l y c o g e n  l o a d e d  i s l e t s  ( M a l a i s s e  

e t  a l  1 9 7 7 )  a n d  t h e  a n o m e r i c  s p e c i f i c i t y  o f  g l u c o s e  i n d u c e d  

i n s u l i n  s e c r e t i o n  ( a - D - g l u c o s e  o v e r  p - D - g l u c o s e ) ( N i k i  e t  a l

1 9 7 4 ) ,  c o n s t i t u t e  t h e  m a i n  b o d y  o f  e v i d e n c e  s u p p o r t i n g  t h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  s u b s t r a t e - s i t e  g l u c o r e c e p t o r  i s  a r a t e  

l i m i t i n g  s t e p  o f  g l u c o s e  u t i l i z a t i o n .  G l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  

i s  p r o p o s e d  as  t h e  r a t e  l i m i t i n g  s t e p  i n  t h e  c a s e  o f  

s t i m u l a t i o n  b y  g l u c o s e ,  a n d  N - a c e t y I g l u c o s a m i n e  t r a n s p o r t  i n  

t h e  c a s e  o f  s t i m u l a t i o n  b y  N - a c e t y l g l u c o s a m i n e  s i n c e  i t  i s  

n o t  i n h i b i t e d  b y  m a n n o h e p t u l o s e  ( A s h c r o f t  1 9 7 6 ,  A s h c r o f t  

1 9 8 0 ) .  A D - g l u c o s e - A T P - p h o s p h o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  ( w i t h  a 

o f  16 mM f o r  g l u c o s e ) ,  d i s t i n c t  f r o m  h e x o k i n a s e ,  h a s  b e e n  

i d e n t i f i e d  i n  m o u s e  a n d  r a t  i s l e t  e x t r a c t s  b u t  t h e  a s s o c i a t i o n  

o f  t h i s  a c t i v i t y  w i t h  t h e  g l u c o r e c e p t o r  r e m a i n s  t e n t a t i v e  

( A s h c r o f t  & R a n d l e  1 9 7 0 ;  M a t s c h i n s k y  & E l l e r m a n n  1 9 6 8 ;
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M a l a i s s e  e t  a l  1 9 7 6 ) .

G l u c o s e  m e t a b o l i s m  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  s t i m u l a t e  i n s u l i n  

s y n t h e s i s  m e r e l y  b y  m a k i n g  m o r e  ATP a v a i l a b l e  f o r  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  s i n c e  i n h i b i t i o n  o f  i n s u l i n  s y n t h e s i s  b y  l o w  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  s t r e p t o z o t o c i n  c a n  be  a c h i e v e d  w i t h o u t  

a l t e r a t i o n  o f  c e l l u l a r  ATP c o n t e n t  ( M a l d o n a t o  e t  a l  1 9 7 6 ) .

C y c l i c  AMP h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  t h e  m e c h a n i s m  o f  

s t i m u l a t i o n  o f  s y n t h e s i s  s i n c e  a g e n t s  w h i c h  e l e v a t e  i s l e t  cAMP 

c o n t e n t  s u c h  a s  m e t h y l x a n t h i n e s  ( T a n e s e  e t  a l  1 9 7 0 ) ,  db c A M P  

a n d  g l u c a g o n  ( S c h a t z  e t  a l  1 9 7 3 )  p o t e n t i a t e  g l u c o s e  i n d u c e d  

i n s u l i n  s y n t h e s i s .  G l u c o s e  ( C h a r l e s  e t  a l  1 9 7 3 ) ,  m a n n o s e  

( G r i l l  & C e r a s i  1 9 7 6 ) ,  i n o s i n e ,  a - o x o i s o c a p r o i c  a c i d  a n d  

N - a c e t y l g l u c o s a m i n e  ( C a m p b e l l  & T a y l o r  1 9 8 1 ) ,  a l l  o f  w h i c h  

s t i m u l a t e  i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  a l s o  r a i s e  i s l e t  cAMP l e v e l s .  I t  

i s  u n l i k e l y  t h a t  cAMP a c t s  as  a t r u e  s e c o n d  m e s s e n g e r  i n  t h i s  

s i t u a t i o n  s i n c e  i t  s e e m s  t o  s e n s i t i z e  t h e  i n s u l i n  b i o s y n t h e t i c  

m e c h a n i s m  t o  g l u c o s e  s i n c e  t h e  t h r e s h o l d  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  

i n c r e a s e s  i n  i s l e t  cAMP a r e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  f o r  s t i m u l a t i o n  

o f  i n s u l i n  s y n t h e s i s  ( A s h c r o f t  1 9 8 0 ) .  T h i s  s e n s i t i z i n g  r o l e  

f o r  cAMP i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  a l t e r e d  

g l u c o s e  s t i m u l a t o r y  p r o f i l e s  f o r  i n s u l i n  s y n t h e s i s  i n  s t a r v e d  

r a t s  c a n  be  p a r t l y  r e s t o r e d  t o  n o r m a l  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  

3 - i s o b u t y l - m e t h y x a n t h i n e , a p h o s p h o d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r  k n o w n  

t o  i n c r e a s e  i s l e t  cAMP c o n t e n t  ( B o n e  & H o w e l l  1 9 7 7 ) .

L e v e l  o f  I n s u l i n  G e n e  E x p r e s s i o n  a t  W h i c h  G l u c o s e  E x e r t s  

C o n t r o l

G e n e r a l l y  t h e r e  a r e  t h r e e  t y p e s  o f  c o n t r o l  p o s s i b l e ,  

t r a n s c r i p t i o n a l ,  t r a n s l a t i o n a l  a n d  p o s t - t r a n s l a t i o n a l . T h e
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m a j o r  p o s t - t r a n s l a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n  i s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

p r o i n s u l i n  t o  i n s u l i n  a n d  t h e  h a l f - l i f e  o f  t h i s  p r o c e s s  i s  

u n a l t e r e d  b y  v a r y i n g  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  ( B a i r d  1 9 7 1 )  

a l t h o u g h  i t  i s  d e c r e a s e d  b y  t o l b u t a m i d e  t r e a t m e n t  ( G o l d  e t  a l  

1 9 8 6 ) .  T h e r e  i s  no  d a t a  i m p l i c a t i n g  p o s t - t r a n s l a t i o n a l  

c o n t r o l s  i n  i n s u l i n  g e n e  e x p r e s s i o n  b y  g l u c o s e .  T h e r e f o r e  

t r a n s c r i p t i o n a l  a n d  t r a n s l a t i o n a l  m e c h a n i s m s  m u s t  a c c o u n t  f o r  

t h e  o b s e r v e d  g l u c o s e  c o n t r o l .  E v i d e n c e  w i l l  b e  d i s c u s s e d  f o r  

g l u c o s e  m o d u l a t i o n  o f  b o t h  t h e  s y n t h e s i s  o f  n e w  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA as  w e l l  as  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  e x i s t i n g  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA.

E a r l y  i n v e s t i g a t i o n s  w e r e  h i n d e r e d  b y  t h e  l a c k  o f  a 

s p e c i f i c  a s s a y  f o r  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  a n d  i t  w a s  n o t  

u n t i l  t h e  a d v e n t  o f  s p e c i f i c  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a s s a y s ,  

u t i l i z i n g  r e c o m b i n a n t  DNA t e c h n i q u e s ,  t h a t  t h e  r e l a t i v e

c o n t r i b u t i o n s  o f  t r a n s c r i p t i o n a l  a n d  t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l s  

c o u l d  be  a s s e s s e d .  A p o i n t  t o  b e  b o r n e  i n  m i n d  i s  t h a t  

a l t h o u g h  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  i s  t i s s u e  s p e c i f i c ,  i n  t h a t  i t  

s t i m u l a t e s  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  i s l e t  t i s s u e  a n d  n o t  i n  o t h e r  

t i s s u e s  s u c h  as  l i v e r  ( M o r r i s  & K o r n e r  1 9 7 0 a ) ,  t h e  a c t i o n  o f  

g l u c o s e  on  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s n ' t  c o m p l e t e l y  s p e c i f i c  t o  

i n s u l i n .  T h e  s y n t h e t i c  r a t e  o f  n o n - i n s u l i n  p r o t e i n s  i s  

s t i m u l a t e d  b u t  t h a t  o f  i n s u l i n  i s  s t i m u l a t e d  t o  a h i g h e r  

d e g r e e  ( M o r r i s  & K o r n e r  1 9 7 0 a ;  P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 2 a ) .  

A n o t h e r  c o n s i d e r a t i o n ,  a t  l e a s t  i n  t h e  r a t  w h i c h  h a s  t w o  f o r m s  

o f  i n s u l i n ,  i s  t h a t  t h e r e  may  b e  d i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  o f

r a t  i n s u l i n  I  a n d  I I  w i t h  a p r e f e r e n c e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f

r a t  i n s u l i n  I ,  o v e r  t h a t  o f  I n s u l i n  I I ,  u n d e r  g l u c o s e

s t i m u l a t i o n  ( K a k i t a  e t  a l  1 9 8 2 ) .
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( a ) T r a n s l a t i o n a l  C o n t r o l s

P r e l i m i n a r y  e v i d e n c e  f o r  t h i s  f o r m  o f  c o n t r o l  w a s  

c i r c u m s t a n t i a l ,  r e l y i n g  o n  t h e  u s e  o f  z i c t i n o m y c i n  0 ,  an  

i n h i b i t o r  o f  RNA s y n t h e s i s .  G l u c o s e  s t i m u l a t e d  p r o i n s u l i n  

s y n t h e s i s  i n  i s l e t s  o f  n o r m a l  r a t s  ( S t e i n e r  e t  a l  1 9 7 2 ;  

P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 0 ;  M o r r i s  & K o r n e r  1 9 7 0 b ;  P e r m u t t  & 

K i p n i s  1 9 7 2 a )  o r  48 h o u r  s t a r v e d  r a t s  ( J a h r  e t  a l  1 9 8 0 b )  w a s  

u n a f f e c t e d ,  i n  t h e  s h o r t  t e r m ,  b y  t h e  i n h i b i t i o n  o f  RNA 

s y n t h e s i s  b y  a c t i n o m y c i n  0 .  A l s o  t h e  r a t e  a t  w h i c h  i n s u l i n  

b i o s y n t h e t i c  r a t e  r e t u r n e d  t o  p r e - s t i m u l a t o r y  l e v e l s ,  a f t e r  

t h e  r e m o v a l  o f  a 45 m i n u t e  5 . 5  mM g l u c o s e  s t i m u l u s ,  w a s  

u n a f f e c t e d  b y  a c t i n o m y c i n  D ( K a e l i n  e t  a l  1 9 7 8 ) .

D i r e c t  s u p p o r t  f o r  t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l s  c ame  w i t h  t h e  

u s e  o f  s p e c i f i c  DNA/ RNA h y b r i d i z a t i o n  s t u d i e s  p r o v i n g  t h a t  

g l u c o s e  s t i m u l a t e d  p r o i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  o v e r  a p e r i o d  o f  

o n e  h o u r ,  w a s  p o s s i b l e  w i t h o u t  a c o n c o m i t a n t  c h a n g e  i n  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  ( R o s e n z w e i g  & Y i p  1 9 7 9 ;  I t o h  e t  a l

1 9 7 8 ) .  A s i m i l a r  o b s e r v a t i o n  w a s  m a d e  w i t h  15 d a y  f o e t a l  r a t  

i s l e t s  ( K a k i t a  e t  a l  1 9 8 3 ) .

I s o l a t i o n  o f  p o l y r i b o s o m e s  f r o m  i s l e t s  s u b j e c t e d  t o  

v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e  f o r  45 m i n u t e s  s h o w e d  t h a t  

i n c r e a s e d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  p r o m o t e d  a s h i f t  o f  

t r a n s l a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA o n  m o n o - r i b o s o m e s  t o  

t r i s o m e s  ( P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 2 ) .  T h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  w a s  

f o u n d  t o  be  o n  t h e  r a t e  o f  p o l y p e p t i d e  c h a i n  i n i t i a t i o n  

r a t h e r  t h a n  c h a i n  e l o n g a t i o n  ( P e r m u t t  1 9 7 4 ) .  C e l l - f r e e  

t r a n s l a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  c o m p e t i t i o n  w i t h  o t h e r  

p o l y  A* c o n t a i n i n g  RNA,  a n d  t h e  i n h i b i t i o n  o f  c h a i n  

i n i t i a t i o n  b y  a u r i n t r i c a r b o x y l i c  a c i d ,  w a s  u s e d  t o  p r o d u c e



- 3 9 -

d a t a  i n  s u p p o r t  o f  t h e  L o d i s h  m o d e l  ( L o d i s h  1 9 7 1 )  f o r

r e g u l a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA t r a n s l a t i o n  b y  g l u c o s e  

( L o m e d i c o  & S a u n d e r s  1 9 7 7 ) .  T h i s  m o d e l  p r o p o s e s  t h a t  a l l  

mRNAs h a v e  an i n t r i n s i c  r a t e  c o n s t a n t  f o r  i n i t i a t i o n  o f  

t r a n s l a t i o n  a n d  t h a t  t h o s e  mRNAs w i t h  l o w e r  r a t e  c o n s t a n t s ,  

s u c h  as  p r e p r o i n s u l i n  mRNA ( L o m e d i c o  & S a u n d e r s  1 9 7 7 ) ,  a r e  

t r a n s l a t e d  s l o w e r  t h a n  t h o s e  mRNAs w i t h  h i g h e r  r a t e  

c o n s t a n t s  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t r a n s l a t i o n  i n i t i a t i o n  

f a c t o r ( s )  i s  l i m i t i n g .  I t  i s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  m e t a b o l i s m  o f  

g l u c o s e  i n c r e a s e s  t h e  p o o l  s i z e  o f  i n i t i a t i o n  f a c t o r ( s )  a n d  

a l l o w s  t h o s e  mRNAs w i t h  l o w e r  r a t e  c o n s t a n t s  ( e . g .  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA) t o  c o m p e t e  m o r e  e f f i c i e n t l y  f o r

t r a n s l a t i o n  i n i t i a t i o n  f a c t o r ( s )  ( L o m e d i c o  & S a u n d e r s  1 9 7 7 ) .  

T h i s  m o d e l  i s  a t t r a c t i v e  s i n c e  i t  a c c o u n t s  f o r  t h e  e f f e c t  o f  

g l u c o s e  o n  g e n e r a l  i s l e t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  as  w e l l  as  t h a t

on  p r o i n s u l i n  s y n t h e s i s .

( b ) T r a n s c r i p t i o n a l  C o n t r o l s

As i n  t h e  c a s e  o f  t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l s  t h e  e a r l y

e v i d e n c e  f o r  t r a n s c r i p t i o n a l  c o n t r o l s  w a s  c i r c u m s t a n t i a l  as  

o n l y  t o t a l  RNA s y n t h e s i s  c o u l d  be  m e a s u r e d  u n t i l  t h e  a d v e n t  

o f  a s p e c i f i c  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a s s a y .

G l u c o s e  s t i m u l a t e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ ^ c - u r i d i n e  

i n t o  RNA i n  i s l e t  t i s s u e  ( J a r r e t t  e t  a l  1 9 6 7 ;  P u c h i n g e r  & 

W a c k e r  1 9 7 2 ;  G o l d  e t  a l  1 9 8 2 )  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  e f f e c t s  on  

t r a n s p o r t  o f  u r i d i n e  ( G o l d  e t  a l  1 9 8 2 ) ,  a n d  w a s

a c t i n o m y c i n  D s e n s i t i v e  ( J a r r e t t  e t  a l  1 9 6 7 ) .  T h i s  e f f e c t  

wa s  n o t  s e e n  i n  o t h e r  t i s s u e s  ( J a r r e t t  e t  a l  1 9 6 7 )  a n d  t h e  

a c t i n o m y c i n  D s e n s i t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  45  m i n u t e s  a f t e r  t h e
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s t a r t  o f  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  ( P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 2 a ) .  The  

r a t e  o f  t u r n  o f f  o f  g l u c o s e  s t i m u l a t e d  i n s u l i n  s y n t h e s i s  i n  

i s l e t s ,  a f t e r  r e m o v a l  o f  a 45 m i n u t e  g l u c o s e  s t i m u l u s ,  w a s  

f o u n d  t o  d e c l i n e  f a s t e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D f o r  

a g l u c o s e  s t i m u l u s  o f  20 mM b u t  n o t  f o r  o n e s  o f  2 . 5  mM o r  

5 . 5  mM ( K a e l i n  e t  a l  1 9 7 8 ) .

S p e c i f i c  DNA p r o b e  h y b r i d i z a t i o n  a s s a y s  p e r m i t t e d  t h e  

C o r e l a t i o n  o f  c h a n g e s  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w i t h  p r o i n s u l i n  

b i o s y n t h e t i c  r a t e .  A f t e r  a g e n e r a l  f a l l  i n  mRNA l e v e l s  i n  

t h e  p a n c r e a s  o f  f o u r  d a y  s t a r v e d  r a t s  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

a c t i v i t y  i n c r e a s e d  m o r e  r a p i d l y  t h a n  t h a t  o f  o t h e r  s p e c i e s  

o f  mRNA on  r e f e e d i n g .  T h i s  w a s  t r u e  o f  m e a s u r e m e n t s  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA m a d e  b y  b o t h  c e l l - f r e e  t r a n s l a t i o n  a n d  

cDNA h y b r i d i z a t i o n  ( G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 1 ) .  A s i m i l a r  s t u d y  on  

r e f e e d i n g ,  a n d  g l u c o s e  i n j e c t i o n ,  o f  t h r e e  d a y  f a s t e d  r a t s  

s h o w e d  a d e t e c t a b l e  i n c r e a s e  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w i t h i n  

t w o  h o u r s ,  a n d  r e s t o r a t i o n  t o  c o n t r o l  l e v e l s  w i t h i n  t w e l v e  

h o u r s ,  w h i c h  w a s  b l o c k e d  b y  a c t i n o m y c i n  D ( G i d d i n g s  e t  a l

19 8 2  ) .

T h e r e  i s  n o  d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  a g l u c o s e  s t i m u l u s  

e l i c i t i n g  an  i n c r e a s e  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  a n i m a l s  u n d e r  

n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  I s o l a t e d  m o u s e  i s l e t s  

c u l t u r e d  f o r  s e v e n  d a y s  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  20 mM g l u c o s e  

s h o w e d  n o  c h a n g e  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l .  I n

i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  3 . 3  mM g l u c o s e  t h e  l e v e l  d r o p p e d  b y  9 0%

a f t e r  24 h o u r s .  S u b s e q u e n t  c u l t u r e  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  

20 mM g l u c o s e  r e s t o r e d  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  t o  t h a t  

o f  t h e  c o n t r o l s  a f t e r  t h r e e  d a y s .  T h e  i n s u l i n  b i o s y n t h e t i c  

r a t e s  c o r r e l a t e d  w e l l  w i t h  t h e  o b s e r v e d  l e v e l s  o f

p r e p r o i n s u l i n  mRNA ( B r u n s t e d t  & Ch a n  1 9 8 2 ) .  H o w e v e r ,  t h e r e
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i s  e v i d e n c e  t h a t  g l u c o s e  may m o d u l a t e  t h e  l e v e l s  o f

p r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  i s l e t s  u n d e r  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  

c o n d i t i o n s  s i n c e  p u l s e - c h a s e  ’ ^ c - u r i d i n e  l a b e l i n g  s t u d i e s ,  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D o r  a - a m a n i t i n  t o  i n h i b i t  

RNA s y n t h e s i s ,  h a v e  s h o w n  an i n c r e a s e  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

h a l f - l i f e  a t  h i g h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  ( W e l s h  e t  a l  1 9 8 5 ) .

T h u s  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  on  t h e  t r a n s l a t i o n  a n d  

t r a n s c r i p t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  l o n g  

t e r m  s t a r v a t i o n  a n d  r e f e e d i n g  a r e  w e l l  c h a r a c t e r i z e d .  Due t o  

p r a c t i c a l  l i m i t a t i o n s ,  h o w e v e r ,  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  on  t h e  

r a t e  o f  i n  \/itro i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  i n  n o r m a l  i s l e t s  

o v e r  s h o r t  t e r m  s t i m u l a t i o n s  h a s  n o t  b e e n  w e l l  c h a r a c t e r i z e d .  

T h i s  t h e s i s  d e s c r i b e s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n o v e l  a s s a y  f o r  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA a n d  i t s  a p p l i c a t i o n  t o  t h e  s t u d y  o f  t h e  

e f f e c t  o f  g l u c o s e  on  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  i n  i s l e t s  o f  

L a n g e r h a n s  i s o l a t e d  f r o m  n o r m a l l y  f e d  r a t s  o v e r  i n c u b a t i o n  

p e r i o d s  o f  2 a n d  24 h o u r s .  P a r a l l e l  m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  r a t e  

o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  w e r e  a l s o  c a r r i e d  o u t .  T h e  r e s u l t s  

a r e  d i s c u s s e d  i n  t h e  c o n t e x t  o f  t h e  c o n t r o l  o f  p - c e l l  i n s u l i n  

g e n e  e x p r e s s i o n .
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C h a p t e r  2. 

E x p e r i m e n t a l
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I n t r o d u c t i o n

T h i s  c h a p t e r  d e s c r i b e s  i n  d e t a i l  t h e  m e t h o d s  u s e d  t o  o b t a i n  

t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s .  I t  i s  d i v i d e d  i n t o  t w o  m a i n  

p a r t s ,  t h e  f i r s t  d e a l i n g  w i t h  t h e  i s o l a t i o n  o f  i s l e t  t i s s u e  

a n d  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  a n d  t h e  s e c o n d  w i t h  

t h e  m e a s u r e m e n t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.
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R e a g e n t s

C o l l a g e n a s e  ( C - 9 2 6 3 ) ,  8 - h y d r o x y q u i n o l o n e , d e o x y r i b o n u c l e a s e  I 

( D - 0 8 7 6 ) ,  S o y b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r  ( T - 9 0 0 3 ) ,  a c t i n o m y c i n  D 

( A - 4 2 6 2 ) ,  t e t r a c y c l i n e  ( T - 3 3 8 3 ) ,  d e x t r a n  b l u e ,  r i b o n u c l e a s e  A

( R - 5 5 0 0 ) ,  d i e t h y l  p y r o c a r b o n a t e ,  s p e r m i d i n e ,  dATP ( D - 6 5 0 0 ) ,

dGTP ( D - 4 0 1 0 ) ,  d T T P  ( D - 0 2 5 1 ) ,  d i t h i o t h r e i t o l  ( D - 0 8 3 2 ) ,  p h e n o l  

r e d ,  d e x t r a n  s u l p h a t e  ( D - 6 0 0 1 ) ,  p o l y v i n y l p y r r o l i d o n e  

( P V P - 3 6 0 ) ,  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( G - 4 6 3 0 ) ,  s a l m o n  s p e r m  DNA 

( D - 1 6 2 6 ) ,  g l y c e r o l ,  a n d  b o v i n e  i n s u l i n  ( 1 - 5 5 0 0 )  w e r e  p u r c h a s e d

f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o .  L t d . ,  P o o l e ,  D o r s e t .

P l a s m i d  p h i n s 2 1 4  w a s  k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r .  G . I .  B e l l  ( C h i r o n  

C o r p o r a t i o n ,  E m e r y v i l l e  C A , U S A ) .  T he  p l a s m i d  c o n t a i n s  a

1 6 0 5  b p  H i n c I I I / B g l I  f r a g m e n t  w h i c h  i n c l u d e s  t h e  e n t i r e  hu ma n  

p r e p r o i n s u l i n  g e n e  p l u s  58 5 '  a n d  117 3 '  f l a n k i n g  n u c l e o t i d e s .  

BamHI  l i n k e r s  w e r e  a d d e d  t o  t h i s  f r a g m e n t  a n d  i t  w a s  c l o n e d  

i n t o  t h e  BamHI  s i t e  o f  p B R 3 2 2 .  T h e  h o s t  E.  coli s t r a i n  i s  

HB101 a n d  t h e  b a c t e r i a  a r e  AmpS g n d  T e t ^ . T h e  b a c t e r i a  w e r e  

s t o r e d  as  a s u s p e n s i o n  i n  5 0% ( v / v )  g l y c e r o l  a t  - 2 0 ' C  u n t i l  

u s e  .

P l a s m i d  p D 1 4 6 2  w a s  k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r .  D . F .  S t e i n e r

( U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o ,  C h i c a g o  I L ,  U S A ) .  T h e  p l a s m i d  c o n t a i n s

a 1 2 9 0  bp  S s t I  f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  t h e  e n t i r e  c a n i n e

p r e p r o i n s u l i n  g e n e  ( K w o k  e t  a l  1 9 8 3 ) .  BamHI  l i n k e r s  w e r e  a d d e d

t o  t h i s  f r a g m e n t  a n d  i t  w a s  c l o n e d  i n t o  t h e  BamHI  s i t e  o f

S S
p B R 3 2 2 .  T h e  h o s t  E.  coli s t r a i n  i s  RR1 ( Amp a n d  T e t  ) .  T h e  

b a c t e r i a  w e r e  s t o r e d  as  a s u s p e n s i o n  i n  50% ( v / v )  g l y c e r o l  a t

- 2 0 ' C  u n t i l  u s e .
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P l a s m i d  p K A 3 0  a n d  s e q u e n c i n g  p r i m e r  w e r e  k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r .  

W. K a s t e r n  ( H a g e d o r n  R e s e a r c h  L a b o r a t o r y ,  G e n t o f t e ,  D e n m a r k ) .  

T h i s  p l a s m i d  c o n t a i n s  a 4 0 0 - 4 5 0  bp  f r a g m e n t  o f  a r a t  i n s u l i n  

cDNA c l o n e d  i n t o  t h e  P s 1 1  s i t e  o f  p B R 3 2 2  b y  6 - C  t a i l i n g .  T h e  

h o s t  E.  coli s t r a i n  i s  MCI  06 1.

S i n g l e  s t r a n d e d  M13 p h a g e  c l o n e s  c o n t a i n i n g  e i t h e r  a 160 b p  

f r a g m e n t  o f  a r a t  i n s u l i n  cDNA c l o n e d  i n t o  t h e  H oa 1 1  s i t e  o r  a

10 bp  f r a g m e n t  o f  t h e  a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  g e n e  c l o n e d  i n t o  

t h e  E c o R I  s i t e  w e r e  k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r .  W. K a s t e r n .  T h e  

c l o n e s  w e r e  s u p p l i e d  as  p u r i f i e d  DMA a n d  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 * C  

u n t i l  u s e .

L a m b d a  D M A - H i n d  I I I  d i g e s t  ( 2 7 - 4 0 4 8 - 0 1  ) ,  o l i g o ( d T ) c e l l u l o s e ,  

t y p e  7 ( 2 7 - 5 5 4 3 - 0 ) ,  BamHI  r e s t r i c t i o n  e n z y m e ,  P s t I  r e s t r i c t i o n

e n z y m e ,  H i n f I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e ,  h e x a n u c l e o t i d e s

( 2 7 - 2  1 6 6 - 0  1 ) ,  S e p h a d e x  G - 5 0  f i n e  a n d  S e p h a r o s e  4 B w e r e  

p u r c h a s e d  f r o m  P h a r m a c i a  L t d . ,  M i l t o n  K e y n e s .

Hams F 12 t i s s u e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  F l o w  

L a b o r a t o r i e s ,  I r v i n e ,  S c o t l a n d .

F o e t a l  c a l f  s e r u m  ( 0 1 1 - 6 2 9 0 )  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  GIBCO E u r o p e  

L t d . ,  U x b r i d g e .

B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  f o r  i n s u l i n  a s s a y s  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  

A r m o u r  P h a r m a c e u t i c a l  C o .  L t d . ,  E a s t b o r n e .



” 4 6 “

F o r m a m i d e  ( p u r i s s  p . a . ) ,  g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  ( p u r u m )  a n d  

s o d i u m  N - l a u r o y l s a r c o s i n e  ( p r a c t . )  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  F l u k a  

AG,  C H - 9 4 7 0  B u c h s ,  S w i t z e r l a n d .

A g a r o s e  ( e l e c t r o p h o r e s i s  g r a d e ) ,  l o w  m e l t i n g  p o i n t  a g a r o s e

( e l e c t r o p h o r e s i s  g r a d e ) ,  n u c l e a s e  f r e e  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n

( 5 5 6 1 )  a n d  DMA p o l y m e r a s e  I  ( E . coli) w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  

B e t h e s d a  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . ,  M a r y l a n d ,  USA.

B a c t o  a g a r ,  B a c t o  y e a s t  e x t r a c t  a n d  B a c t o  t r y p t o n e  w e r e  

p u r c h a s e d  f r o m  D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  D e t r o i t ,  M i c h i g a n , ‘ U S A .

F i s o F l u o r  2 s c i n t i l l a t i o n  f l u i d ,  p h e n o l  (AR g r a d e ) ,  c a e s i u m  

c h l o r i d e ,  387. ( w / v )  f o r m a l d e h y d e  s o l u t i o n ,  2 - m e t h o x y e t h a n o l ,

i s o - a m y l  a l c o h o l ,  d i e t h y l  e t h e r  a n d  i s o p r o p a n o l  w e r e  p u r c h a s e d  

f r o m  F i s o n s  PLC,  L o u g h b o r o u g h .

I n s u l i n  b i n d i n g  r e a g e n t  a n d  hu ma n  i n s u l i n  s t a n d a r d s  f o r

i n s u l i n  r a d i o - i m m u n o a s s a y  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  W e l c o m e  R e a g e n t s  

L t d . , B e c k e n h a m .

G u i n e a  p i g  a n t i - p o r c i n e  i n s u l i n  s e r u m  w a s  p u r c h a s e d  f r o m

M i l e s - Y e d a  L t d . ,  R e h o v o t , I s r a e l .

B r o m o p h e n o l  b l u e ,  x y l e n e  c y a n o l e  FF a n d  p - m e r c a p t o e t h a n o l  w e r e  

p u r c h a s e d  f r o m  B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s ,  R i c h m o n d ,  C a l i f o r n i a ,  

USA .
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L -  [ 4 , 5 -  3 -j L e u c i n e  (1 2 0 -  1 90  C i / m m o l  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n

c o n t a i n i n g  2 7. e t h a n o l )  a n d  4 e o x y  c y  t  i d  i n e

• 3 2 ~5 ’ - [ a -  P ] t r i p h o s p h a t e  ( ~ 3 0 0 0  C i / m m o l  i n  e t h a n o l / w a t e r  1 : 1 )

w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  A m e r s h a m  I n t e r n a t i o n a l  PLC,  A m e r s h a m .

E t h i d i u m  b r o m i d e  ( r e s e a r c h  g r a d e )  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  S e r v a  

F e i n b i o c h e m i c a  GmbH & C o . ,  H e i d e l b e r g ,  FOR.

C o l l a g e n a s e  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  B o e h r i n g e r  C o r p o r a t i o n  ( L o n d o n )  

L t d . ,  L e w e s ,  E a s t  S u s s e x .

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  F i s o n s  (AR g r a d e )  o r  s i m i l i a r .

12 5 I - l a b e l l e d  i n s u l i n  w a s  p r e p a r e d  b y  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e

m e t h o d  o f  G r e e n w o o d  e t  a l  ( 1 9 6 3 ) .  T h i s  e m p l o y s  c h l o r a m i n e  T as

12 5an o x i d a n t  t o  a c t i v a t e  i  a n d  f a c i l i t a t e  c o v a l e n t  l i n k a g e  t o  

t h e  p h e n o l i c  r i n g  o f  c e r t a i n  t y r o s y l  r e s i d u e s  i n  t h e  i n s u l i n  

m o l e c u l e .

A l l  s t e r i l e  w a t e r  u s e d  i n  s o l u t i o n s  f o r  RNA w o r k  w a s  t r e a t e d  

w i t h  0 . 17 .  d i e t h y l p y r o c a r b o n a t e  f o r  s e v e r a l  h o u r s .  E x c e s s  

d i e t h y l p y r o c a r b o n a t e  w a s  r e m o v e d  b y  a u t o c l a v i n g  f o r  20 m i n u t e s  

a t  15 p s i .

SSC s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  as  a 2 Ox s t o c k  s o l u t i o n  ( I x S S C  i s  

0 . 1 5  M N a C l ,  15 mM s o d i u m  c i t r a t e  pH 7 . 0 )  a n d  a u t o c l a v e d  f o r  

20 m i n u t e s  a t  15 p s i .
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D e n a t u r e d  s a l m o n  s p e r m  DMA w a s  p r e p a r e d  b y  p a s s i n g  a 10 m g / m l  

s o l u t i o n  ( i n  w a t e r )  r e p e a t e d l y  t h r o u g h  a 18 G n e e d l e  a n d  

b o i l i n g  f o r  10 m i n u t e s .  A l i q u o t s  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 " C  u n t i l  

u s e .

P h e n o l  w a s  r e d i s t i l l e d  a t  1 6 0 ' C ,  t o  r e m o v e  c o n t a m i n a n t s  t h a t  

c a u s e  b r e a k d o w n  o r  c r o s s l i n k i n g  o f  RNA a n d  DMA, a n d  s t o r e d  

u n d e r  n i t r o g e n  a t  - 2 0 " C  i n  s m a l l  a l i q u o t s .  B e f o r e  u s e  a l i q u o t s  

w e r e  m e l t e d  a t  6 8 * C  a n d  8 - h y d r o x y q u i n o l i n e  a d d e d  t o  a f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 17 .  ( w / v ) .  T h e  m e l t e d  p h e n o l  w a s  e x t r a c t e d

s e v e r a l  t i m e s  w i t h  an  e q u a l  v o l u m e s  o f  1 . 0  M T r i s - C l  pH 8 . 0  

f o l l o w e d  b y  0 . 1  M T r i s - C l  pH 8 . 0 ,  0 . 27 .  p - m e r c a p t o e t h a n o l  u n t i l

t h e  pH o f  t h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  g r e a t e r  t h a n  pH 7 . 6 .  T h e  

p h e n o l  s o l u t i o n  w a s  s t o r e d  u n d e r  e q u i l i b r i a t i o n  b u f f e r  f o r  up  

t o  o n e  m o n t h .

4 M G u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  as  

f o l l o w s .  100 m l  o f  w a t e r ,  10 m l  o f  1 M T r i s - C l  pH 7 . 6  a n d  

1 0 . 6  m l  o f  0 . 2  M EDTA a r e  a d d e d  t o  a 100  g b o t t l e  o f  

g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  a n d  s t i r r e d  o v e r n i g h t .  To t h i s  w a s

a d d e d  2 1 . 2  m l  o f  207. ( w / v )  s o d i u m  N - l a u r o y l s a r c o s i n e ,  2 . 1  m l

o f  p - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  t h e  v o l u m e  w a s  a d j u s t e d  t o  2 1 2  m l  b y  

t h e  a d d i t i o n  o f  w a t e r .  T he  s o l u t i o n  w a s  t h e n  f i l t e r e d  a n d  

s t o r e d  a t  4 * C  i n  a t i g h t l y  s e a l e d  b r o w n  g l a s s  b o t t l e  f o r  a 

m a x i m u m  o f  o n e  m o n t h  b e f o r e  u s e .
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A g a r o s e  b e a d s  w e r e  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  100 mg o f  a g a r o s e  i n  

50 m l  o f  w a t e r  b y  i m m e r s i o n  i n  a b o i l i n g  w a t e r  b a t h . T h e  

a g a r o s e  w a s  a l l o w e d  t o  s e t  a n d  t h e n  s y r i n g e d  t h r o u g h  

p r o g r e s s i v e l y  s m a l l e r  n e e d l e s  u n t i l  i t  r a n  f r e e l y  t h r o u g h  a 

23 G n e e d l e .  T h e  b e a d s  w e r e  s t o r e d  a t  4 * C  u n t i l  u s e .

F o r m a l d e h y d e  a g a r o s e  b e a d s  w e r e  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  100 mg 

o f  a g a r o s e  i n  8 . 7  m l  o f  387. ( w / v )  f o r m a l d e h y d e ,  1 m l  o f  1 M

NaHPO^ pH 7 . 6 ,  5 m l  o f  g l y c e r o l ,  3 5 . 3  m l  o f  w a t e r  w i t h  5 mg o f

b r o m o p h e n o l  b l u e  b y  i m m e r s i o n  i n  a b o i l i n g  w a t e r  b a t h  ( i n  a 

f u m e  c u p b o a r d ) .  T h e  a g a r o s e  w a s  a l l o w e d  t o  s e t  a n d  t h e n  

s y r i n g e d  t h r o u g h  p r o g r e s s i v e l y  s m a l l e r  n e e d l e s  u n t i l  i t  r a n  

f r e e l y  t h r o u g h  a 23 G n e e d l e .  T h e  b e a d s  w e r e  s t o r e d  a t  4 * C  

u n t i l  u s e .



-  5 0 -  

M a t e r i a l s

C a p p e d  t e s t  t u b e s  ( 1 . 5  m l  a n d  0 . 5  m l )  a n d  d i s p o s a b l e  4 m l  t e s t  

t u b e s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S a r s t e d t ,  L e i c e s t e r .

P e t r i  d i s h e s  ( 9 0  mm) w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S t e r i l i n  L t d . ,  

F e l t h a m .

N i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  S a r t o r i u s , S u r r e y .

D i s p o s a b l e  p o l y p r o p y l e n e  E c o n o - c o l u m n  c h r o m o t o g r a p h y  c o l u m n s

w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s ,  R i c h m o n d ,  

C a l i f o r n i a , U S A .

X - r a y  f i l m  ( RX )  w a s  f r o m  F u j i  P h o t o  F i l m  C o . ,  L t d .

G l a s s  f i b r e  f i l t e r  d i s k s  ( G F / C  d i s k s )  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  

W h a t m a n .

A n t i - i n s u l i n  s e r u m  c o u p l e d  t o  S e p h a r o s e  4 B ( A I S - S e p h a r o s e ) w a s  

p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  o u t l i n e s  s e t  d o w n  b y  t h e

m a n u f a c t u r e r  ( P h a r m a c i a )  m o d i f i e d  b y  B e r n e  ( 1 9 7 5 a ) .  1 m l  o f

g u i n e a  p i g  a n t i - p o r c i n e  i n s u l i n  s e r u m  w a s  c o u p l e d  t o  5 g o f

S e p h a r o s e  4 B a n d  as  a c o n t r o l  0 . 4  m l  o f  n o r m a l  g u i n e a  p i g

s e r u m  w a s  c o u p l e d  t o  2 g o f  S e p h a r o s e  4 B ( N G P S - S e p h a r o s e ) .  T h e  

p r e p a r e d  g e l s  w e r e  s t o r e d  a t  4 * C  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  

100  m g / m l  i n  b i n d i n g  b u f f e r  ( 0 . 2  M g l y c i n e ,  2 . 5  m g / m l  BSA,  

pH 8 . 8 ) .  No g e l  p r e p a r a t i o n s  m o r e  t h a n  o n e  m o n t h  o l d  w e r e

u s e d  .
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G l a s s w a r e  a n d  p l a s t i c w a r e  w e r e  s i l i c o n i z e d  b y  r i n s i n g  w i t h  

d i m e t h y l d i c h l o r o s i l a n e  s o l u t i o n  a n d  a l l o w e d  t o  a i r  d r y .  T h e y  

w e r e  t h e n  r i n s e d  w i t h  h o t  w a t e r  s e v e r a l  t i m e s  a n d  f i n a l l y  w i t h  

d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  d r i e d  i n  a d r y i n g  o v e n .
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(1 ) I  s o l a t i o n  o f  P a n c r e a t i c  I s l e t s  a n d  M e a s u r e m e n t  o f

I n s u l i n  S y n t h e s i s

I  s o l a t i o n  o f  P a n c r e a t i c  I s l e t s

T h e  i s l e t s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  a l l  i s o l a t e d  f r o m  m a l e  

o r  f e m a l e  r a t s  o f  an  a l b i n o  W i s t a r  s t r a i n  ( b o d y  w e i g h t  2 5 0  t o  

3 0 0 g )  a l l o w e d  f r e e  a c c e s s  t o  f o o d  a n d  w a t e r .

( i ) I  s o l a t i o n  P r i n c i p l e

P a n c r e a t i c  i s l e t s  a r e  l i b e r a t e d  f r o m  t h e  p a n c r e a t i c  

s t r o m a  b y  t h e  a c t i o n  o f  t h e  e n z y m a t i c  c o m p l e x  c o l l a g e n a s e ,  

w h o s e  a c t i o n  i s  a s s i s t e d  b y  t h e  m e c h a n i c a l  d i s r u p t i o n  o f  t h e  

p a n c r e a s  b y  d u c t a l  d i s t e n s i o n  a n d  c h o p p i n g  o f  t h e  p a n c r e a s  

p r i o r  t o  d i g e s t i o n  ( H o w e l l  & T a y l o r  1 9 6 6 ) .

T h i s  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  a f f e c t  t h e  

f u n c t i o n a l  i n t e g r i t y  o f  t h e  i s l e t s  s i n c e  d e t a i l e d  s e c r e t o r y  

a n d  u l t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s  h a v e  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  a n y  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  f r o m  i s l e t s  i s o l a t e d  b y  t h e  m u c h  

l e s s  t r a u m a t i c  p r o c e d u r e  o f  m i c r o d i s s e c t i o n  ( L a c y  & 

K o s t i a n o v s k y  1 9 6 7 ;  L a c y  e t  a l  1 9 6 8 ) .

( i i ) I s l e t  I  s o l a t i o n  M e d i u m

T h r o u g h o u t  t h e  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  t h e  i s l e t s  w e r e  

b a t h e d  i n  Gey  & Gey  m e d i u m  ( G e y  & Gey 1 9 3 6 )  o f  t h e  f o l l o w i n g  

c o m p o s i t i o n  ;
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N a C l 1 2 0 . 0 mM

NaHCOg 27 . 0 mM

Na HPO, 
t  4 1 . 0 mM

K C l 5 . 0 mM

K H j P O ^ 0 . 2 mM

M g c i g 1 . 0 mM

MgSO,
4 0 . 3 mM

C a C l 2 . 0 mM
2

G l u c o s e 2 . 5 mM

P h e n o l  r e d  ( 2 . 5  p g / m l )  w a s  a d d e d  a s  a pH i n d i c a t o r  a n d  

t h e  m e d i u m  w a s  e q u i l i b r a t e d  t o  pH 7 . 4  b y  g a s s i n g  w i t h  0^ +

CO^ ( 9 5 : 5 )  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  u s e .

( i i i )  I  s o l a t i o n  M e t h o d

R a t s  w e r e  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  a n d  t h e  s p l e e n  

a n d  p a n c r e a s  e x p o s e d  b y  a v e n t r a l  i n c i s s i o n .  B o t h  o r g a n s  

w e r e  r e m o v e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  i n  2 0 0  m l  o f  i c e - c o l d  

m e d i u m .  A l t e r n a t i v e l y  t h e  p a n c r e a s  w a s  d u c t a l l y  d i s t e n d e d  in 

situ  a s  f o l l o w s .  F i r s t l y  t h e  p a n c r e a t i c  d u c t  w a s  s e c u r e l y  

l i g a t e d  a s  c l o s e  as  p o s s i b l e  t o  i t s  p o i n t  o f  d r a i n a g e  i n t o  

t h e  d u o d e n u m .  T h e  common b i l e  d u c t  w a s  t h e n  d i s s e c t e d  o u t ,  

t e n s i o n e d  u s i n g  a p a i r  o f  c u r v e d  f o r c e p s  a n d  a s m a l l  

t r a n s v e r s e  n i c k  m a d e  s u p e r i o r  t o  t h e  p a n c r e a s .  T h e n  a f i n e  

c a n n u l a  w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  common b i l e  d u c t  a n d  f i r m l y  

t i e d  i n  p l a c e .  T h e  p a n c r e a s  w a s  t h e n  g e n t l y  d i s t e n d e d  w i t h  

20 m l  o f  m e d i u m  a d m i n i s t e r e d  b y  s y r i n g e  t h r o u g h  t h e  c a n n u l a .
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T h e  p a n c r e a s  a n d  s p l e e n  w e r e  t h e n  r e m o v e d  as  d e s c r i b e d  

a b o v e .

T h e  s p l e e n  a n d  a n y  e x c e s s  f a t  o r  c o n n e c t i v e  t i s s u e  w e r e  

d i s s e c t e d  a w a y  a n d ,  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  n o n - d i s t e n d e d  

p a n c r e a s ,  d i s t e n d e d  b y  s u b p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  m e d i u m  

w i t h  a s y r i n g e  f i t t e d  w i t h  a 23 g a u g e  h y p o d e r m i c  n e e d l e .  T he  

p a n c r e a s  w a s  c h o p p e d  w i t h  s c i s s o r s  i n t o  p i e c e s  o f  a u n i f o r m  

s i z e  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 - 2  mm a nd  w a s h e d  w i t h  15 m l  o f  m e d i u m  

a n d  p e l l e t e d  b y  b r i e f  c e n t r i f u g a t i o n  ( 5 0 0 g  f o r  5 s e c o n d s ) .  

T h e  t i s s u e  p e l l e t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a s t o p p e r e d  25 m l  

c o n i c a l  f l a s k  a l o n g  w i t h  c o l l a g e n a s e  ( 1 2  mg B o e h r i n g e r ,  2 mg 

S i g m a ) ,  2 mg DNAse  a n d  s u f f i c i e n t  m e d i u m  t o  g i v e  a 2 : 1  r a t i o  

o f  m e d i u m  t o  t i s s u e  a s  j u d g e d  b y  e y e .

D i g e s t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  v i g o r o u s  s h a k i n g  ( S t u a r t  

f l a s k  s h a k e r )  i n  a w a t e r  b a t h  ( 3 7 * C )  f o r  10 t o  12 m i n u t e s .  

T he  e n d  p o i n t  o f  t h e  d i g e s t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  p e r i o d i c  

e x a m i n a t i o n  o f  a l i q u o t s  o f  t h e  d i g e s t a t e  u n d e r  a b i n o c u l a r  

m i c r o s c o p e  ( m a g n i f i c a t i o n  X 1 5 ) .  F u r t h e r  d i g e s t i o n  w a s  

p r e v e n t e d  b y  d i l u t i o n  o f  t h e  d i g e s t a t e  t o  15 m l  w i t h  m e d i u m  

a n d  t h e  d i l u t e d  t i s s u e  w a s  p e l l e t e d  b y  b r i e f  c e n t r i f u g a t i o n  

( 5 0 Q g  f o r  5 s e c o n d s ) ,  t h i s  w a s  r e p e a t e d  o n c e  m o r e  a n d  t h e  

t i s s u e  p e l l e t  m a d e  u p  t o  15 m l  w i t h  m e d i u m .

Hand  p i c k i n g  o f  t h e  i s l e t s  w a s  c a r r i e d  o u t  on  b l a c k  

b o t t o m e d  P e t r i  d i s h e s  u s i n g  a f i n e l y  d r a w n  s i l i c o n i z e d  

P a s t e u r  p i p e t t e  u n d e r  a b i n o c u l a r  m i c r o s c o p e  ( m a g n i f i c a t i o n  

X 1 5 ) .  S m a l l  a l i q u o t s  o f  t h e  d i g e s t a t e  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  

P e t r i  d i s h  a n d  f u r t h e r  d i l u t e d  w i t h  m e d i u m  a n d  a g i t a t e d  b y  

r e p e a t e d  a s p i r a t i o n  t h r o u g h  a P a s t e u r  p i p e t t e  t o  b r e a k  u p  

a n y  a g g r e g a t e s  o f  t i s s u e .  T h e  i s l e t s  a p p e a r e d  as  w h i t e  o v a l  

b o d i e s  a m o n g s t  a b a c k g r o u n d  o f  f i n e  a c i n a r  d e b r i s .  As f a r  as
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p o s s i b l e  o n l y  e v e n l y  s i z e d  i s l e t s  f r e e  o f  a t t a c h e d  a c i n a r  

m a t e r i a l  w e r e  p i c k e d  a n d  t h e y  w e r e  p l a c e d  i n  f r e s h l y  g a s s e d  

m e d i u m .

Two r a t s  w e r e  u s e d  p e r  d i g e s t i o n  w i t h  u p  t o  f o u r  r a t s  

u s e d  p e r  i s o l a t i o n .  A l l  i s o l a t i o n s  w e r e  s t a r t e d  b e t w e e n  9 

a n d  11 am a n d  t h e  t i m e  f r o m  a n i m a l  d e a t h  t o  t h e  e n d  o f  t h e  

i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  90 m i n u t e s  o r  l e s s .  T h e  y i e l d  f r o m  

t w o  r a t  p a n c r e a t a  w a s  t y p i c a l l y  3 0 0 - 4 0 0  i s l e t s  w h i c h  w a s  

n o r m a l l y  i n c r e a s e d  b y  u p  t o  5 0% b y  in situ d i s t e n s i o n  o f  t h e  

p a n c r e a t a .

I s l e t  I n c u b a t i o n  M e d i u m

I n c u b a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  Gey  a n d  Gey  m e d i u m  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  3 m g / m l  BSA c o n t a i n i n g  v a r i o u s  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e .  W h e r e  a p p r o p r i a t e  a c t i n o m y c i n  D 

( 1 0  p g / m l )  w a s  a d d e d  f r o m  a s t o c k  s o l u t i o n  (1 m g / m l )  i n  

e t h a n o l  w i t h  e q u i v a l e n t  a m o u n t s  o f  e t h a n o l  a d d e d  t o  t h e  

c o n t r o l  i n c u b a t i o n s .

I  s l e t  I n c u b a t i o n  C o n d i t i o n s

I s l e t s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  s i l i c o n i z e d  1 . 5  m l  c a p p e d  t e s t  

t u b e s  w i t h  a f i n e l y  d r a w n  P a s t e u r  p i p e t t e  a n d  g e n t l y  p e l l e t e d  

u s i n g  a MSE M i c r o  C e n t a u r  m i c r o f u g e  ( 2  s e c o n d s ,  l o w  s p e e d ) .  

M e d i u m  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  p e l l e t e d  i s l e t s  a n d  r e p l a c e d  w i t h  

75 p i  o f  i n c u b a t i o n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e  a n d  t h e  

t u b e s  w e r e  g a s s e d  b r i e f l y  w i t h  0^ + CO^ ( 9 5 : 5 ) ,  t i g h t l y  c a p p e d

a n d  p l a c e d  i n  a g e n t l y  s h a k i n g  w a t e r  b a t h  ( 3 7 * 0  t o  

p r e i n c u b a t e  f o r  45 m i n u t e s .
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A t  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d  t h e  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  a d j u s t e d  t o  t h e  d e s i r e d  l e v e l  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  25 p i  o f  f r e s h  i n c u b a t i o n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  

a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  g l u c o s e .  T he  r a d i o l a b e l l i n g  

p e r i o d  w a s  s t a r t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  20 p i  o f  ^ H - L e u c i n e  a n d  

5 p i  o f  i n c u b a t i o n  m e d i u m  w i t h  an  a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

g l u c o s e  t o  c o m p e n s a t e  f o r  d i l u t i o n  b y  t h e  a d d i t i o n  o f

q
H - L e u c i n e .  A f t e r  a l l  a d d i t i o n s  t o  t h e  i n c u b a t i o n  t u b e s  t h e y  

w e r e  r e g a s s e d .  D u r i n g  b o t h  p r e i n c u b a t i o n  a n d  i n c u b a t i o n  t h e  

i s l e t s  w e r e  a g i t a t e d  o c c a s i o n a l l y  b y  g e n t l e  f l i c k i n g  o f  t h e  

t u b e s .

I n c u b a t i o n s  w e r e  t e r m i n a t e d  b y  w a s h i n g  t h e  i s l e t s  w i t h  

1 m l  o f  i c e - c o l d  p r e i n c u b a t i o n  m e d i u m ,  p e l l e t i n g  o f  t h e  i s l e t s  

i n  a MSE M i c r o  C e n t a u r  m i c r o f u g e  ( 1 0  s e c o n d s ,  h i g h  s p e e d )  a n d  

a s p i r a t i o n  o f  t h e  m e d i u m  w i t h  a f i n e l y  d r a w n  P a s t e u r  p i p e t t e .  

T h i s  w a s h  wa s  r e p e a t e d  o n c e  m o r e  a n d  t h e  i s l e t s  r e s u s p e n d e d  i n  

500  p i  o f  i c e - c o l d  s o n i c a t i o n  b u f f e r  a n d  s o n i c a t e d  ( s e e  

b e l o w ) .

S o n i c a t i o n  o f  I s l e t s

I s l e t s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  1 m l  o f  s o n i c a t i o n  b u f f e r  ( 0 . 2  M 

g l y c i n e  c o n t a i n i n g  2 . 5  m g / m l  BSA a n d  25 p g / m l  S o y b e a n  t r y p s i n  

i n h i b i t o r )  a n d  s o n i c a t e d  on  i c e  b y  t w o  15 s e c o n d  b u r s t s  a t  

m e d i u m  p o w e r  w i t h  a 3 mm p r o b e  (MSE 150 w a t t  U l t r a s o n i c  

D i s i n t e g r a t o r ) .  P a r t i c u l a t e  m a t e r i a l  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  

s o n i c a t e  b y  p e l l e t i n g  (MSE M i c r o  C e n t a u r  m i c r o f u g e ,  10 

m i n u t e s ,  h i g h  s p e e d )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  t r a n s f e r r e d  t o  a 

f r e s h  t u b e .  I s l e t  s o n i c a t e s  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 " C  u n t i l  u s e d .
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G e l  F r a c t i o n a t i o n  o f  I s l e t  S o n i c a t e s

S a m p l e s  i n  r u n n i n g  b u f f e r  (1 M a c e t i c  a c i d  c o n t a i n i n g  

0 . 2  m g / m l  BSA)  s u p p l e m e n t e d  w i t h  107. ( w / v )  g l u c o s e  w e r e

l a y e r e d  on  t h e  t o p  o f  a S e p h a d e x  G - 5 0  f i n e  c o l u m n  e q u i l i b r a t e d  

i n  r u n n i n g  b u f f e r  ( b e d  v o l u m e  44 m l ;  56 cm x 1 cm d i a m e t e r ) .  

E l u t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  a r a t e  o f  1 . 7  m l / h o u r  w i t h  r u n n i n g  

b u f f e r  a n d  0 . 6 4  m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  u s i n g  a LKB 7 0 0 0  

U l t r o r a c  f r a c t i o n  c o l l e c t o r .  T h e  e l u t i o n  r a t e  w a s  k e p t  

c o n s t a n t  b y  t h e  u s e  o f  a M a r i o t t e  r e s e r v o i r  a n d  t h e  c o l u m n  w a s  

p r e - r u n  w i t h  a 1 mg s a m p l e  o f  b o v i n e  i n s u l i n  t o  p r e v e n t  s a m p l e  

a d s o r p t i o n .  T h e  v o i d  v o l u m e  o f  t h e  c o l u m n  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  

d e x t r a n  b l ue.  T h e  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  i n  e a c h  f r a c t i o n  w a s

d e t e r m i n e d  b y  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  o f  a 2 0 0  p i  

a l i q u o t  o f  e a c h  f r a c t i o n  i n  4 m l  o f  F i s o F l u o r  2 s c i n t i l l a t i o n  

f l u i d  .

A s s a y  o f  ( P r o ) I n s u l i n  S y n t h e s i s

( i ) P r i n c i p l e

I n s u l i n  s y n t h e s i s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  f o l l o w i n g  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ H - L e u c i n e  i n t o  ( p r o ) i n s u l i n  w h i c h  w a s  

p u r i f i e d  f r o m  o t h e r  l a b e l l e d  i s l e t  p r o t e i n s  b y  an

i m m u n o - b i n d i n g  t e c h n i q u e  u s i n g  a n t i - i n s u l i n  s e r u m  c o u p l e d  t o  

a S e p h a r o s e  g e l  ( A l S - S e p h a r o s e ) ( B e r n e  1 9 7 5 a ) .  T h e  a s s a y  w a s  

p e r f o r m e d  i n  a b a t c h  m a n n e r  u s i n g  n o r m a l  s e r u m  c o u p l e d  t o

S e p h a r o s e  ( N G P S - S e p h a r o s e )  as  a c o n t r o l  f o r  n o n - s p e c i f i c

b i n d i n g  o f  l a b e l e d  i s l e t  p r o t e i n s  t o  t h e  A I S - S e p h a r o s e .
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( i i ) M e t h o d

F o u r  1 . 5  m l  c a p p e d  t e s t  t u b e s  p e r  s a m p l e  w e r e  u s e d  ( t w o  

e a c h  f o r  A I S -  and  N G P S - S e p h a r o s e ) .  E a c h  t u b e  c o n t a i n e d  100 

p i  o f  i s l e t  s o n i c a t e  and  20 mg o f  A I S -  o r  N G P S - S e p h a r o s e  i n  

a t o t a l  o f  1 m l  o f  b i n d i n g  b u f f e r .  The  c a p p e d  t u b e s  w e r e

.nd o v e r  erid m i x e d  f o r  90 m i n u t e s  a nd  t h e  g e l  t h e n  w a s h e d  f o u r  
end over  end

t i m e s  b y  ^  m i x i n g  w i t h  1 m l  o f  f r e s h  b i n d i n g  b u f f e r  e a c h  

t i m e .  B u f f e r  w a s  a s p i r a t e d  b e t w e e n  w a s h e s  a f t e r  p e l l e t i n g  o f

t h e  g e l  (MSE M i c r o  C e n t a u r  m i c r o f u g e ,  1 m i n u t e ,  h i g h  s p e e d ) .
end oven end

B o u n d  m a t e r i a l  was  e l u t e d  f r o m  t h e  g e l  b y  m i x i n g  f o r

120 m i n u t e s  w i t h  1 m l  o f  e l u t i o n  b u f f e r  a n d  p e l l e t i n g  t h e  

g e l  as  b e f o r e .  T he  r a d i o a c t i v i t y  i n  d u p l i c a t e  200  p i  

a l i q u o t s  o f  s u p e r n a t a n t  wa s  d e t e r m i n e d  by  l i q u i d  

s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  4 m l  o f  

F i s o F l u o r  2 s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .

A s s a y  o f  T o t a l  P r o t e i n  S y n t h e s i s

T o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  wa s  e s t i m a t e d  as  t h e  a m o u n t  o f  

^ H - l - e u c i n e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  TCA i n s o l u b l e  m a t e r i a l  i n  i s l e t s  

i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ^ H - l _ e u c i n e .  D u p l i c a t e  50 p i  

a l i q u o t s  o f  i s l e t  s o n i c a t e  a n d  200  pg o f  c a r r i e r  BSA ( 5 0  p i  o f  

4 m g / m l  s t o c k )  w e r e  a d d e d  t o  4 m l  o f  5 7. ( w / v )  TCA a nd  s t o o d  on

i c e  f o r  t w o  h o u r s .  T he  p r e c i p i t a t e  w a s  t h e n  p e l l e t e d  (MSE 

M i s t r a l  3 0 0 0  b e n c h  c e n t r i f u g e ,  2 , 0 0 0  r p m  a t  4 * C f o r  15 

m i n u t e s ) ,  d r a i n e d ,  w a s h e d  w i t h  a f u r t h e r  4 m l  o f  i c e - c o l d  5 7. 

TCA and  r e p e l l e t e d  as a b o v e .  T h i s  f i n a l  p e l l e t  w a s  d r a i n e d  a n d  

d i s s o l v e d  i n  0 . 5  m l  o f  0 . 1  M NaOH o v e r  o n e  h o u r  a n d  t h e  r a d i o 

a c t i v i t y  i n  d u p l i c a t e  100 p i  a l i q u o t s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  l i q u i d
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s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  4 m l  o f  F i s o F l u o r  

2 s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .

C o m p a r i s o n  o f  t h e  c o u n t i n g  e f f i c i e n c y  o f  ^ H - L e u c i n e  

s p i k e d  s a m p l e s  r e v e a l e d  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  

q u e n c h i n g  b e t w e e n  i n s u l i n  s y n t h e s i s  s a m p l e s  ( s e e  a b o v e )  a n d  

t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  s a m p l e s .

C a l c u l a t i o n  o f  F r a c t i o n a l  ( P r o ) I n s u l i n  S y n t h e s i s  R a t e

T he  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  w a s  c a l c u l a t e d  

as  t h e  r a t i o  o f  t h e  r a t e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  t o  t h a t  o f  

t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s .

A s s a y  o f  I n s u l i n  C o n t e n t

D e t e r m i n a t i o n  o f  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t  w a s  b y  r a d i o 

i m m u n o a s s a y  ( R I A ) .  T h e  a s s a y  r e l i e s  on  t h e  c o m p e t i t i o n  o f

1 2  5u n l a b e l l e d  a n d  I - l a b e l l e d  i n s u l i n  f o r  a f i x e d  n u m b e r  o f

i m m u n e - b i n d i n g  s i t e s  a n d  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a m o u n t  o f  

b o u n d  I - i n s u l i n  b y  gamma c o u n t i n g .

T h e  W e l c o m e  i n s u l i n  R I A  k i t  w a s  u s e d  w i t h  W e l c o m e  huma n  

i n s u l i n  s t a n d a r d s .  S a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  a p p r o p r i a t e l y  w i t h  

a s s a y  b u f f e r  ( b e t w e e n  5 a n d  1 0 0 0  f o l d )  t o  b r i n g  t h e m  o n t o  t h e  

s t a n d a r d  c u r v e .  S a m p l e s  w e r e  a s s a y e d  i n  d u p l i c a t e  a n d  c o u n t e d  

f o r  o n e  m i n u t e  o n  a B e c k m a n  Gamma 5 5 0 0  c o u n t e r .
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( 2 )  M e a s u r e m e n t  o f  P r e o r o i n s u l i n  mRNA 

G e n e r a l  P r o c e d u r e s

S i n c e  r i b o n u c l e a s e  i s  p r e s e n t  on  t h e  human  s k i n  a n d  i s  an  

e x t r e m e l y  s t a b l e  a n d  a c t i v e  e n z y m e ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  a d o p t  

w o r k i n g  p r a c t i c e s  i n  a l l  o p e r a t i o n s  i n v o l v i n g  RNA t o  r e d u c e  

t h e  r i s k  o f  c o n t a m i n a t i o n  o f  s a m p l e s  w i t h  r i b o n u c l e a s e .  T h u s  

g l o v e s  w e r e  w o r n  d u r i n g  a l l  o f  t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e s  a n d

c o n t a m i n a t i o n  o f  g l a s s w a r e  a n d  r e a g e n t  s o l u t i o n s  b y

r i b o n u c l e a s e  w a s  r e d u c e d  b y  s t e r i l i z a t i o n .  G l a s s w a r e  w a s  

s t e r i l i z e d  b y  b a k i n g  f o r  2 h o u r s  a t  2 0 0 " C ,  p l a s t i c w a r e  w a s  

s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  f o r  20 m i n u t e s  a t  15 p s i  a n d  a l l  

r e a g e n t  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  DEPC t r e a t e d  w a t e r  (DEPC 

i s  a s t r o n g  i n h i b i t o r  o f  r i b o n u c l e a s e  ( F e d o r c s a k  & E h r e n b e r g  

1 9 6 6 ) ) .  W h e r e v e r  p o s s i b l e  s o l u t i o n s  w e r e  s t e r i l i z e d  b y

a u t o c l a v i n g  f o r  20 m i n u t e s  a t  15 p s i  b e f o r e  u s e .  S i n c e  v e r y  

s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  n u c l e i c  a c i d s  w e r e  u s e d  a l l  g l a s s w a r e ,  

s u c h  as  C o r e x  t u b e s ,  a n d  p l a s t i c w a r e  w e r e  s i l i c o n i z e d  b e f o r e  

u s e  t o  p r e v e n t  l o s s e s  d u e  t o  a d s o r b t i o n  on  v e s s e l  w a l l s .

I  s o l a t i o n  o f  T o t a l  C e l l u l a r  RNA

T o t a l  c e l l u l a r  RNA w a s  i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s  a n d  

l i v e r  b y  t h e  g u a n i d i n i u m / h o t  p h e n o l  m e t h o d  ( M a n i a t i s  e t  a l  

1 9 8 2 ) .  I n  t h e  c a s e  o f  l i v e r  t h e  r a t  w a s  f a s t e d  o v e r n i g h t  

b e f o r e  u s e  t o  r e d u c e  l i v e r  g l y c o g e n  w h i c h  o t h e r w i s e  

c o p r e c i p i t a t e s  w i t h  RNA ( G i d d i n g s  & R o t w e i n  1 9 8 6 )  . T h e  a n i m a l s  

w e r e  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  a n d  a v e n t r a l  i n c i s i o n
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m a d e .  T he  p a n c r e a s  w a s  t h e n  r e m o v e d ,  t r i m m e d  o f  f a t  a n d

c o n n e c t i v e  t i s s u e  a n d  b l o t t e d  d r y .  I t  w a s  t h e n  w e i g h e d  a n d  

c o a r s e l y  c h o p p e d .  T h e  t i s s u e  w a s  t h e n  h o m o g e n i z e d ,  i n  

g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  s t o c k  s o l u t i o n  ( 5  m l  p e r  g r a m  o f  

t i s s u e )  i n  a s c r e w  t o p  b o t t l e  w i t h  a P o l y t r o n  h o m o g e n i z e r  

( f u l l  s p e e d  f o r  20 s e c o n d s ) .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  h e a t e d  t o  6 0 ' C  

i n  a w a t e r  b a t h  a n d  an  e q u a l  v o l u m e  o f  p r e h e a t e d  p h e n o l  ( 6 0 " C )  

a n d  c h l o r o f o r m / i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 4 : 1  ( v / v ) )  t o g e t h e r  w i t h  h a l f

a v o l u m e  o f  p r e h e a t e d  a q u e o u s  b u f f e r  ( 0 . 1  M s o d i u m  a c e t a t e  

pH 5 . 2  c o n t a i n i n g  10 mM T r i s - C l  pH 7 . 4  a n d  1 mM EDTA a t  6 0 * C )  

w e r e  a d d e d .  T he  b o t t l e  w a s  t i g h t l y  c a p p e d  a n d  v i g o r o u s l y

s h a k e n  a t  6 0 " C  f o r  15 m i n u t e s .  T h i s  m i x t u r e  w a s  c o o l e d  on  i c e  

a n d  t h e  t w o  p h a s e s  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  15 m l  C o r e x  

t u b e s  (MSE M i s t r a l  3 0 0 0  b e n c h  c e n t r i f u g e ,  2 0 0 0  g a t  4 * C f o r  20 

m i n u t e s ) .  T h e  a q u e o u s  ( u p p e r )  p h a s e  w a s  c a r e f u l l y  a s p i r a t e d  

i n t o  a f r e s h  s c r e w  t o p  b o t t l e .  T h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  

r e - e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l / c h l o r o f o r m  a n d  t h e n  t w i c e  w i t h  an

e q u a l  v o l u m e  o f  c h l o r o f o r m / i s o a m y l  a l c o h o l  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  T h e  RNA i n  t h e  e x t r a c t e d  a q u e o u s  p h a s e  w a s

p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  t w o  v o l u m e s  o f  e t h a n o l  

f o l l o w e d  b y  s t o r a g e  a t  - 2 0 " C  f o r  s e v e r a l  h o u r s .  R e c o v e r y  o f  

t h e  RNA p r e c i p i t a t e  w a s  by  c e n t r i f u g a t i o n  ( S o r v a l l  HB4 r o t o r ,  

6 , 0 0 0  r p m  a t  - l O ' C  f o r  20 m i n u t e s )  a n d  t h e  p e l l e t  w a s  

d i s s o l v e d  i n  10 mM T r i s - C l  pH 7 . 5 .  T h e  RNA w a s  r e p r e c i p i t a t e d  

b y  a d d i t i o n  o f  a o n e  t e n t h  v o l u m e  o f  3 M s o d i u m  a c e t a t e  pH 5 . 2  

a n d  2 v o l u m e s  o f  e t h a n o l  f o l l o w e d  b y  s t o r a g e  a t  - 2 0 ' C  f o r  o n e  

h o u r .  R e c o v e r y  o f  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s  as  a b o v e  a n d  t h e  f i n a l  

p e l l e t  w a s  d r i e d  u n d e r  v a c u u m  a n d  d i s s o l v e d  i n  DEPC t r e a t e d  

w a t e r  (1 m l  p e r  g r a m  o f  o r i g i n a l  t i s s u e )  o n  i c e .  T he  p u r i f i e d  

RNA w a s  s t o r e d  i n  s m a l l  a l i q u o t s  a t  - 7 0 " C  u n t i l  u s e .
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P r e p a r a t i o n  o f  P o l v  A+

S i n c e  v i r t u a l l y  a l l  m a m m a l i a n  mRNAs c a r r y  a t  t h e i r  3 '  

e n d s  a p o l y a d e n y l a t e  t r a c t ,  a f f i n i t y  c h r o m o t o g r a p h y  on  

o l i g o ( d T ) c e l l u l o s e  c a n  b e  u s e d  t o  s e l e c t i v e l y  e n r i c h  t o t a l  

c e l l u l a r  RNA p r e p a r a t i o n s  f o r  p o l y a d e n y l a t e  c o n t a i n i n g  RNA 

( P o l y  A RNA) ( E d m o n d s  e t  a l  1 9 7 1 ;  A v i v  & L e d e r  1 9 7 2 ) .

T o t a l  c e l l u l a r  RNA s o l u t i o n  w a s  h e a t e d  t o  6 8 * C  f o r  5

m i n u t e s  a n d  an  e q u a l  v o l u m e  o f  d o u b l e  s t r e n g t h  l o a d i n g  b u f f e r  

a d d e d  ( x 1 b u f f e r  w a s  40 mM T r i s - C l  ph  7 . 6  c o n t a i n i n g  0 . 5  M 

N a C l  a n d  1 mM E D T A ) .  O n c e  c o o l e d  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  t h e  RNA 

w a s  l o a d e d  o n t o  a d i s p o s a b l e  p o l y p r o p y l e n e  c o l u m n  c o n t a i n i n g  

1 m l  o f  o l i g o ( d T ) c e l l u l o s e , e q u i l i b r a t e d  i n  l o a d i n g  b u f f e r .  

T h e  e f f l u e n t  w a s  c o l l e c t e d ,  r e h e a t e d  t o  6 8 ' C ,  c o o l e d  t o  r o o m  

t e m p e r a t u r e  a n d  r e l o a d e d  o n t o  t h e  c o l u m n .  T h e  c o l u m n  w a s  t h e n  

w a s h e d  w i t h  5 c o l u m n  v o l u m e s  o f  l o a d i n g  b u f f e r  f o l l o w e d  b y  4 

c o l u m n  v o l u m e s  o f  l o a d i n g  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 1  M N a C l .  A l l  

c o l u m n  e f f l u e n t s  t h u s  f a r  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  p r e c i p i t a t e d  i n  

t h e  same m a n n e r  as  p o l y  A^ RNA ( s e e  b e l o w )  t o  g i v e  t h e  

n o n - p o l y a d e n y l a t e d  RNA ( p o l y  A RNA) f r a c t i o n .  T h e  b o u n d  p o l y  

A^ RNA w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  w i t h  3 c o l u m n  v o l u m e s  o f  

e l u t i o n  b u f f e r  ( 1 0  mM T r i s - C l  pH 7 . 5  c o n t a i n i n g  1 mM E D T A ) .  

T h e  e l u e n t  w a s  a d j u s t e d  t o  0 . 5  M N a C l  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  s o l i d

N a C l  a n d  t a k e n  t h r o u g h  a n o t h e r  r o u n d  o f  o l i g o ( d T ) c e l l u l o s e

c h r o m o t o g r a p h y . B e t w e e n  e a c h  u s e  o f  t h e  c o l u m n  i t  w a s

r e g e n e r a t e d  b y  w a s h i n g  w i t h  t h r e e  c o l u m n  v o l u m e s  o f  w a t e r ,  

t h r e e  c o l u m n  v o l u m e s  o f  0 . 1  M NaOH c o n t a i n i n g  5 mM EDTA a n d  

f i n a l l y  w i t h  w a t e r  u n t i l  t h e  e f f l u e n t  w a s  l e s s  t h a n  pH 8 . 0 .  

T h e  p o l y  A *  RNA w a s  p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  f i n a l  e l u e n t  by  

a d d i t i o n  o f  a o n e  t e n t h  v o l u m e  o f  3 M s o d i u m  a c e t a t e  pH 5 . 2
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a n d  2 . 2  v o l u m e s  o f  e t h a n o l  f o l l o w e d  b y  s t o r a g e  a t  - 2 0 * C  

o v e r n i g h t .  T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  

( S o r v a l l  HB4 r o t o r ,  1 0 , 0 0 0  r p m  a t  - l O ' C  f o r  30 m i n u t e s ) ,  a n d  

r i n s e d  i n  c o l d  707. e t h a n o l ,  r e p e l l e t e d  as  a b o v e  a n d  f i n a l l y  

d r i e d  u n d e r  v a c u u m .  T h e  f i n a l  p e l l e t  w a s  d i s s o l v e d  i n  DEPC 

t r e a t e d  w a t e r  t o  a c o n c e n t r a t i o n  o f  ~1 m g / m l  a n d  s t o r e d  i n  

20 p i  a l i q u o t s  a t  - 7 0 " C  u n t i l  u s e .  Up t o  5 mg o f  t o t a l  

c e l l u l a r  RNA c o u l d  be  p r o c e s s e d  p e r  m l  o f  o l i g o ( d T ) c e l l u l o s e .

S o e c t r o p h o t o m e t r i c  D e t e r m i n a t i o n  o f  RNA a n d  DNA C o n c e n t r a t i o n

T h e  a b s o r b a n c e  o f  t o t a l  c e l l u l a r  RNA,  p o l y  A+ ^ ^ d  DNA

p r e p a r a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  i n  q u a r t z  c u v e t t e s  w i t h  a Py e  

U n i c a m  S P 8 0 0  d u a l  be a m s p e c t r o p h o t o m e t e r .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

RNA a n d  DNA wa s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  n m ; an 

a b s o r b a n c e  o f  1 . 0  c o r r e s p o n d i n g  t o  a c o n c e n t r a t i o n  o f  40 p g / m l  

f o r  s i n g l e  s t r a n d e d  RNA a n d  50 p g / m l  f o r  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA.  

The  r e l a t i v e  p u r i t y  o f  t h e  RNA o r  DNA w a s  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  

r a t i o  o f  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  nm t o  t h a t  a t  2 8 0  n m ; a r a t i o  

o f  2 . 0  i s  o b t a i n e d  w i t h  p u r e  RNA o r  1 . 8  f o r  p u r e  DNA,  

c o n t a m i n a t i o n  w i t h  o t h e r  s u b s t a n c e s  s u c h  as  p h e n o l  l o w e r s  

t h e s e  v a l u e s  ( M a n i a t i s  e t  a l  1 9 8 2 ) .

I s o l a t i o n  o f  P l a s m i d  DNA

I n  t h i s  s t u d y  t h r e e  p l a s m i d s  p h i n s 2 1 4 ,  p D I 4 6 2  a n d  p K A 3 0  

w e r e  u s e d  t o  a m p l i f y  s p e c i f i c  p r e p r o i n s u l i n  g e n e  s e q u e n c e s  f o r  

u s e  as  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e s .  S i n c e  a l l  t h r e e  p l a s m i d s  a r e  

d e r i v e d  f r o m  p B R 3 2 2  t h e  same p l a s m i d  i s o l a t i o n  p r o t o c o l  w a s  

a p p l i c a b l e  t o  a l l  o f  t h e m .
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( i  ) S t o r a g e  o f  b a c t e r i a

B a c t e r i a  w e r e  s t o r e d  as  a 50% ( v / v )  g l y c e r o l  s u s p e n s i o n

i n  L - b r o t h  ( s e e  b e l o w )  a t  - 2 0 " C .  P e r i o d i c a l l y  t h e  v i a b i l i t y  

o f  t h e  b a c t e r i a  w a s  c h e c k e d  b y  o v e r n i g h t  g r o w t h  on  a g a r  

p l a t e s  ( 1 . 5 %  ( w / v )  a g a r  i n  L - b r o t h )  a t  3 7 * C .  T h e  a d d i t i o n  o f  

a m p i c i l l i n  ( 5 0  p g / m l )  o r  t e t r a c y c l i n  ( 1 5  p g / m l )  t o  t h e  a g a r  

w a s  u s e d  t o  c h e c k  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  e x p e c t e d  p l a s m i d  b o r n e  

a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e .

( i i )  G r o w t h  o f  B a c t e r i a  a n d  A m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  P l a s m i d

G r o w t h  o f  b a c t e r i a  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  L - b r o t h  w h i c h  w a s  

p r e p a r e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c .  T h i s  w a s  50 p g / m l  

a m p i c i l l i n  f o r  a l l  t h r e e  p l a s m i d s  w h i c h  a r e  a l l  Amp^ T e t ^ . 

L - b r o t h  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  10 g e a c h  o f  

B a c t o t r y p t o n e  a n d  N a C l ,  5 g o f  B a c t o y e a s t  e x t r a c t  a n d  1 g o f  

g l u c o s e  i n  w a t e r ,  a d j u s t i n g  t h e  pH t o  7 . 0 ,  m a k i n g  t h e  v o l u m e  

u p  t o  1 0 0 0  m l  a n d  t h e n  a u t o c l a v i n g  f o r  20 m i n u t e s  a t  15 p s i .  

A n t i b i o t i c  s u p p l e m e n t  w a s  a d d e d  a f t e r  t h e  L - b r o t h  h a d  

c o o l e d .  S t a n d a r d  a s c e p t i c  t e c h n i q u e  w a s  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  

a n d  a l l  o t h e r  p r o c e d u r e s  w h e r e  n e c e s s a r y .

B a c t e r i a  w e r e  s t r e a k e d  o n t o  L - b r o t h  a g a r  p l a t e s  ( 1 . 5 %  

( w / v )  a g a r  i n  L - b r o t h )  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7 " C .  A 5 m l  

L - b r o t h  s t a r t e r  c u l t u r e  w a s  i n n o c u l a t e d  w i t h  a s i n g l e  c o l o n y  

a n d  g r o w n  a t  3 7 "C f o r  e i g h t  h o u r s  i n  a s h a k i n g  i n c u b a t o r .  

T h i s  s t a r t e r  c u l t u r e  w a s  i n  t u r n  u s e d  t o  i n n o c u l a t e  2 5 0  m l  

o f  L - b r o t h  i n  a 2 0 0 0  m l  b a f f l e  f l a s k  w h i c h  w a s  i n c u b a t e d  

o v e r n i g h t  a t  3 7 "C i n  a s h a k i n g  i n c u b a t o r .



— G 5 —

( i i i )  P l a  s m i d  I  s o l a t i o n

T h e  c e l l s  f r o m  a 2 5 0  m l  c u l t u r e  w e r e  p e l l e t e d  (MSE 

6 x 2 5 0  m l  r o t o r .  5 , 0 0 0  r p m  a t  4 * C f o r  5 m i n u t e s ) ,  t h e  

s u p e r n a t a n t  wa s  a s p i r a t e d  a n d  t h e  c e l l s  p l a c e d  o n  i c e .  T h e  

c e l l s  w e r e  t h e n  g e n t l y  r e s u s p e n d e d  i n  8 m l  o f  l y s i s  b u f f e r  A 

( 2 5  mM T r i s - C l  pH 8 . 0  c o n t a i n i n g  10 mM EDTA)  p r e c o o l e d  on  

i c e .  2 m l  o f  l y s i s  b u f f e r  B ( l y s i s  b u f f e r  A c o n t a i n i n g  

10 m g / m l  L y s o z y m e )  w a s  t h e n  g e n t l y  m i x e d  i n  a n d  l e f t  f o r  5 

m i n u t e s .  20 m l  o f  0 . 2  M NaOH c o n t a i n i n g  1 % ( w / v )  SDS w a s

t h e n  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  l e f t  f o r  a f u r t h e r  5 m i n u t e s .  T h e  

c h r o m o s o m a l  DNA f r o m  t h e  l y s e d  c e l l s  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  15 m l  o f  3 M p o t a s s i u m  a c e t a t e  pH 5 . 0 ,  p r e c o o l e d  

o n  i c e  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  t h e n  p o u r e d  i n t o  a 100  m l  

p o l y c a r b o n a t e  s c r e w - t o p  t u b e  a n d  c e n t r i f u g e d  (MSE 6 x 1 0 0  m l  

r o t o r ,  8 , 0 0 0  r p m  a t  4 * C f o r  10 m i n u t e s  w i t h  t h e  b r a k e  o f f ) .  

T he  e n t i r e  c o n t e n t s  o f  t h e  t u b e  w e r e  p o u r e d  t h r o u g h  a f u n n e l  

p l u g g e d  w i t h  g l a s s  w o o l  i n t o  a n o t h e r  s c r e w - t o p  t u b e  a n d  

50 m l  o f  i s o p r o p a n o l  a d d e d .  T h i s  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  ( a s  

a b o v e  b u t  t h i s  t i m e  w i t h  t h e  b r a k e  o n )  a n d  t h e  p e l l e t  

d r a i n e d  c a r e f u l l y .  T h e  p e l l e t  w a s  t h e n  d e h y d r a t e d  b y  

c o v e r i n g  f o r  5 m i n u t e s  w i t h  3 m l  o f  e t h a n o l  a n d  t h e n  w i t h  

3 m l  o f  e t h e r  a n d  f i n a l l y  d r i e d  u n d e r  a s t r e a m  o f  n i t r o g e n .  

T h e  d r i e d  p e l l e t  w a s  s l o w l y  r e s u s p e n d e d  i n  7 . 5  m l  o f  TE 

b u f f e r  ( 1 0  mM T r i s - C l  pH 8 . 0  c o n t a i n i n g  1 mM EDTA)  a n d  s o l i d  

c a e s i u m  c h l o r i d e  w a s  a d d e d  ( 1 . 1 2  t i m e s  t h e  w e i g h t  o f  t h e  

s o l u t i o n ) .  T h e  s a l t  wa s  d i s s o l v e d  t h o r o u g h l y  b y  r e p e a t e d  

i n v e r s i o n  o f  t h e  t u b e .  T h e  s o l u t i o n  w a s  t h e n  m i x e d  w i t h  50 

p i  o f  10 m g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  s o l u t i o n  a n d  t h e n  l o a d e d
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i n t o  a 10 m l  p o l y c a r b o n a t e  s c r e w - t o p  c e n t r i f u g e  t u b e .  The  

t u b e  w a s  c e n t r i f u g e d  (MSE 1 0 x 1 0  m l  t i t a n i u m  r o t o r ,  4 0 , 0 0 0  

r p m )  a t  2 0 " C  f o r  48 h o u r s .

I l l u m i n a t i o n  o f  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e  w i t h  s h o r t  w a v e  

u l t r a v i o l e t  l i g h t  n o r m a l l y  r e v e a l e d  o n l y  o n e  f l u o r e s c e n t  

b a n d ,  t h i s  w a s  t h e  p l a s m i d  b a n d .  O c c a s i o n a l l y  a b a n d  h i g h e r  

i n  t h e  t u b e  w a s  s e e n ,  t h i s  w a s  c h r o m o s o m a l  DNA.  T h e  p l a s m i d  

b a n d  w a s  c a r e f u l l y  r e m o v e d  u s i n g  a s y r i n g e  f i t t e d  w i t h  a 

l o n g  n e e d l e  a n d  t h e  e t h i d i u m  b r o m i d e  r e m o v e d  by  s e v e r a l  

e x t r a c t i o n s  w i t h  c a e s i u m  c h l o r i d e  s a t u r a t e d  i s o b u t a n o l .  T h e  

c a e s i u m  c h l o r i d e  w a s  i n  t u r n  r e m o v e d  f r o m  t h e  p l a s m i d  DNA by  

d i a l y s i s  a g a i n s t  f o u r  c h a n g e s  o f  2 0 0 0  m l  o f  TE b u f f e r .  T h e  

p u r i f i e d  p l a s m i d  wa s  s t o r e d  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  ~1 p g / m l  

a t  - 2 0 * C  u n t i l  u s e .

R e s t r i c t i o n  D i g e s t i o n  o f  DNA

A l l  d i g e s t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  3 7 "C i n  c a p p e d  t e s t  t u b e s  

u s i n g  t h e  same  m e d i u m  i o n i c  s t r e n g t h  d i g e s t i o n  b u f f e r  ( 5 0  mM 

N a C l  c o n t a i n i n g  10 mM T r i s - C l  pH 7 . 5 ,  10 mM M g C l ^  a n d  1 mM

d i t h i o t h r e i t o l ) , a d d e d  as  a 1 0x  s t o c k  s o l u t i o n .  The

c o n c e n t r a t i o n  o f  DNA i n  t h e  d i g e s t  w a s  b e t w e e n  0 . 1  p g / m l  a n d

1 p g / m l .  One u n i t  o f  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  p e r  pg  o f  DNA w a s  

u s e d .  D i g e s t i o n s  w e r e  s e t  u p  e n s u r i n g  t h a t  t h e  r e s t r i c t i o n

e n z y m e  n e v e r  c o n t r i b u t e d  m o r e  t h a n  o n e  t e n t h  o f  t h e  t o t a l  

d i g e s t i o n  v o l u m e  t o  a v o i d  i n h i b i t i o n  o f  t h e  e n z y m e  b y  t h e

g l y c e r o l  i n  t h e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s t o r a g e  b u f f e r .
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3 2
P - L a b e l i n g  o f  DNA f o r  Use  a s H y b r i d i z a t i o n  P r o b e s

Two d i f f e r e n t  m e t h o d s  w e r e  u s e d  f o r  ^ ^ p - l a b e l i n g  o f

d o u b l e  s t r a n d e d  DNA,  n i c k  t r a n s l a t i o n  a n d  o l i g o n u c l e o t i d e

3 2p r i m e r  e x t e n s i o n .  F o r  t h e  P - l a b e l i n g  o f  s i n g l e  s t r a n d e d  Ml  3 

DNA a s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  m e t h o d  w a s  u s e d .  I n  t h e  c a s e  o f  

d o u b l e  s t r a n d e d  DNA d e r i v e d  f r o m  p l a s m i d s  t h e  p l a s m i d  i n s e r t  

w a s  i s o l a t e d  b e f o r e  l a b e l i n g .  A d i f f e r e n t  i n s e r t  i s o l a t i o n  

p r o c e d u r e  w a s  a d o p t e d  f o r  DNA l a b e l e d  b y  n i c k  t r a n s l a t i o n  a n d  

f o r  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n .  S i n c e  t h e  i n s e r t

s e q u e n c e s  o f  b o t h  p D I 4 6 2  a n d  p h i n s 2 1 4  w e r e  c l o n e d  i n t o  t h e  

BamHI  s i t e  o f  p B R 3 2 2  i t  w a s  p o s s i b l e  t o  a d o p t  t h e  same  

p r e p a r a t i o n  p r o t o c o l  f o r  b o t h  i n s e r t s .  T h e  p l a s m i d  i n s e r t  o f  

p K A 3 0  w a s  e x c i s s e d  by  d i g e s t i o n  w i t h  H i n f I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e .

( i ) N i c k  T r a n s l a t i o n

( a ) I  s o l a t i o n  o f  P l a s m i d  I n s e r t s

P l a s m i d  DNA w a s  d i g e s t e d  f o r  3 h o u r s  w i t h  BamHI  a n d  

t h e  d i g e s t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a 1 / 1 0  v o l u m e  

o f  DNA l o a d i n g  b u f f e r  ( 0 . 4 2 7 .  ( w / v )  b r o m o p h e n o l  b l u e ,  0 . 4 2 7 .

( w / v )  x y l e n e  c y a n o l ,  407. ( w / v )  s u c r o s e  a n d  0 . 2 %  a g a r o s e

b e a d s  i n  l O x T A E  b u f f e r  ( x 1 TAE b u f f e r  i s  40 mM

T r i s - A c e t a t e  pH 8 . 6  c o n t a i n i n g  2 mM E D T A ) ) .  2 . 5  p g  o f  

d i g e s t e d  p l a s m i d  DNA w a s  l o a d e d  i n t o  e a c h  1 cm s a m p l e  w e l l  

o n  a 0 . 7 %  ( w / v )  a g a r o s e  g e l .  T h e  g e l  w a s  e l e c t r o p h o r e s e d

a t  25 mA i n  TAE b u f f e r  u n t i l  t h e  b r o m o p h e n o l  b l u e  d y e  

f r o n t  h a d  m i g r a t e d  a b o u t  8 cm f r o m  t h e  s a m p l e  w e l l s .  T h e  

g e l  w a s  s t a i n e d  i n  TAE b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 2  p g / m l
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e t h i d i u m  b r o m i d e  f o r  o n e  h o u r .  T h e  s t a i n e d  g e l  w a s  t h e n  

i l l u m i n a t e d  w i t h  s h o r t  w a v e  u l t r a v i o l e t  l i g h t .  T he  DNA 

b a n d  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  p l a s m i d  i n s e r t  w a s  c u t  o u t  o f  

t h e  g e l  w i t h  as  l i t t l e  e x t r a n e o u s  a g a r o s e  as  p o s s i b l e  a n d  

p l a c e d  i n  a s t e r i l e  10 m l  b e a k e r .  S u f f i c i e n t  0 . 3  M s o d i u m  

a c e t a t e  pH 7 . 0  c o n t a i n i n g  1 mM EDTA t o  j u s t  c o v e r  t h e  g e l  

s l i c e  w a s  a d d e d  a n d  t h e  b e a k e r  w a s  p l a c e d  i n  t h e  d a r k  f o r  

30  t o  40 m i n u t e s  a nd  t h e  c o n t e n t s  o c c a s i o n a l l y  s w i r l e d .  

E a c h  g e l  s l i c e  w a s  t h e n  p l a c e d  i n  a 0 . 5  m l  c a p p e d  t e s t  

t u b e  w h i c h  h a d  b e e n  p i e r c e d  t h r o u g h  t h e  b o t t o m  w i t h  a 23 G 

n e e d l e  a n d  p l u g g e d  w i t h  s i l i c o n i z e d  g l a s s  w o o l .  T h e  t u b e  

w a s  c a p p e d  a n d  i m m e r s e d  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  f o r  t e n  

m i n u t e s .  The  f r o z e n  t u b e  w a s  t h e n  i m m e d i a t l e y  c e n t r i f u g e d ,  

w i t h i n  a d e c a p p e d  1 . 5  m l  c a p p e d  t e s t  t u b e ,  a t  h i g h  s p e e d  

f o r  t e n  m i n u t e s  i n  a MSE M i c r o  C e n t a u r  m i c r o f u g e .  T h e  

s u p e r n a t a n t  i n  t h e  l a r g e r ,  o u t e r ,  t u b e  w a s  r e m o v e d  f r o m  

t h e  a g a r o s e  p e l l e t  a n d  r e c e n t r i f u g e d ,  as  a b o v e ,  i n  a f r e s h  

1 . 5  m l  c a p p e d  t e s t  t u b e .  T h e  p l a s m i d  i n s e r t  DNA w a s  

p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a 1 / 1 0 0  v o l u m e  o f  10% 

( w / v )  a c e t i c  a c i d  c o n t a i n i n g  1 M M g C l ^  a n d  2 . 5  v o l u m e s  o f  

e t h a n o l  a n d  t h e n  p l a c i n g  t h e  t u b e  i n  a d r y  i c e / e t h a n o l  

b a t h  f o r  45  m i n u t e s .  T h e  p r e c i p i t a t e d  DNA w a s  r e c o v e r e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  (MSE M i c r o  C e n t a u r  m i c r o f u g e ,  h i g h  s p e e d  

f o r  10 m i n u t e s )  a n d  t h e  p e l l e t  d r i e d  u n d e r  v a c u u m .  T h e  

d r i e d  p e l l e t  wa s  r e s u s p e n d e d  i n  30 p i  o f  s t e r i l e  w a t e r  a n d

s t o r e d  a t  - 2 0 " C  u n t i l  u s e .

T h e  y i e l d  o f  DNA,  f r o m  t h i s  p r o c e d u r e ,  w a s  e s t i m a t e d  

b y  r u n n i n g  a s a m p l e  o f  t h e  p u r i f i e d  i n s e r t  ( e q u i v a l e n t  t o  

0 . 1  mg a s s u m i n g  100% r e c o v e r y )  w i t h  a r a n g e  o f  s a m p l e s  o f  

p l a s m i d  d i g e s t  e q u i v a l e n t  t o  b e t w e e n  0 . 0 1 2 5  p g  a n d  0 . 1  p g
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o f  i n s e r t  o n  a 0 .77 .  ( w / v )  a g a r o s e  g e l  as  d e s c r i b e d  a b o v e .

T h e  r e l a t i v e  f l u o r e s e n c e  o f  t h e  p u r i f i e d  i n s e r t  s a m p l e ,  as  

j u d g e d  b y  e y e ,  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h o s e  o f  t h e  s t a n d a r d  

d i g e s t e d  p l a s m i d  s a m p l e s  w a s  u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e  

p e r c e n t a g e  y i e l d  o f  t h e  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e .

( b ) L a b e l i n g  M e t h o d

0 . 1  p g  o f  p u r i f i e d  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ( d e n a t u r e d  a t  

l O O ' C  f o r  3 m i n u t e s  a n d  t h e n  q u e n c h e d  on  i c e )  w a s  a d d e d  t o  

a 0 . 5  m l  c a p p e d  t e s t  t u b e  c o n t a i n i n g  t h e  f o l l o w i n g ;  2 . 5  p i  

o f  l O x n i c k  m i x  ( x 10 i s  0 . 5  M T r i s - C l  pH 7 . 8  c o n t a i n i n g

50 mM M g C l ^  a n d  0 . 1  M p - m e r c a p t o e t h a n o l ) ,  2 p i  e a c h  o f  

d A T P ,  dGTP a n d  d T T P  ( 5 0  pM i n  s t e r i l e  w a t e r ) ,  1 p i  o f

s p e r m i d i n e  ( 0 . 1  M i n  s t e r i l e  w a t e r )  a n d  s t e r i l e  w a t e r  t o  a 

f i n a l  v o l u m e  o f  18 p i .  T h e n  20 p C i  o f  a - ^ ^ p - d C T P  a n d  4 p i  

o f  DNAse I  ( 0 . 0 1  p g / m l  f r o m  a s t o c k  s o l u t i o n  o f  0 . 1  m g / m l  

i n  507. ( v / v )  i n  g l y c e r o l )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  t u b e  i n c u b a t e d

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5 m i n u t e s .  1 p i  o f  DNA p o l y m e r a s e  

I w a s  t h e n  a d d e d ,  t h e  t u b e  c o n t e n t s  m i x e d  g e n t l y  a n d  

i n c u b a t e d  a t  15 * C f o r  3 h o u r s .

( i i )  O l i g o n u c l e o t i d e  P r i m e r  E x t e n s i o n  

( a ) I  s o l a t i o n  o f  P l a s m i d  I n s e r t s

P l a s m i d  DNA w a s  d i g e s t e d  w i t h  e i t h e r  BamHI  ( i n  t h e

c a s e  o f  p h i n s 2 1 4  a n d  p D I 4 6 2 )  o r  H i n f I  ( i n  t h e  c a s e  o f  

p K A 3 0 )  f o r  t h r e e  h o u r s  a n d  t h e  d i g e s t i o n  s t o p p e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  a t e n t h  v o l u m e  o f  DNA l o a d i n g  b u f f e r .  4 t o
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8 p g  o f  d i g e s t e d  p l a s m i d  DNA w a s  l o a d e d  p e r  1 cm s a m p l e  

w e l l  o n  a 1 % ( w / v )  l o w  m e l t i n g  p o i n t  a g a r o s e  g e l .  T h e  g e l  

w a s  r u n  a t  100 v o l t s  i n  TAE b u f f e r  u n t i l  t h e  b r o m o p h e n o l  

b l u e  d y e  f r o n t  h a d  m i g r a t e d  a b o u t  8 cm f r o m  t h e  o r i g i n .  

T h e  g e l  t a n k  w a s  p l a c e d  i n  an  i c e  b a t h  t o  p r e v e n t  t h e  g e l  

m e l t i n g .  T h e  g e l  wa s  s t a i n e d  i n  TAE b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 2  

p g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  f o r  o n e  h o u r  a nd  i l l u m i n a t e d  w i t h  

s h o r t  w a v e  u l t r a v i o l e t  l i g h t .  T h e  DNA b a n d  c o r r e s p o n d i n g  

t o  t h e  p l a s m i d  i n s e r t  w a s  c u t  o u t  o f  t h e  g e l  w i t h  as  

l i t t l e  e x t r a n e o u s  g e l  a s  p o s s i b l e .  T h e  g e l  s l i c e  w a s  

p l a c e d  i n  a p r e - w e i g h e d  1 . 5  m l  c a p p e d  t e s t  t u b e  a n d  1 . 5  m l  

o f  s t e r i l e  w a t e r  p e r  g r a m  o f  g e l  a d d e d .  T h e  DNA w a s  

d e n a t u r e d  a t  l O O ' C  f o r  7 m i n u t e s  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 " C  u n t i l  

u s e .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  DNA w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

w e i g h t  o f  p l a s m i d  l o a d e d  p e r  s l o t  a n d  t h e  s i z e  o f  t h e  

p l a s m i d  i n s e r t  ( i n  b a s e  p a i r s )  a s s u m i n g  1 007. r e c o v e r y  f r o m  

t h e  g e l .  B e f o r e  l a b e l i n g  t h e  p l a s m i d  i n s e r t  w a s  d e n a t u r e d  

a t  l O O ' C  f o r  3 m i n u t e s  a n d  k e p t  a t  3 7 " C f o r  10 t o  30

m i n u t e s  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  a g a r o s e  w a s  l i q u i d .

( b ) L a b e l i n g  M e t h o d

S t o c k  s o l u t i o n s  w e r e  as  f o l l o w s ;  TE b u f f e r  ( 3  mM

T r i s - C l  pH 7 . 0  c o n t a i n i n g  0 . 2  mM E D T A ) ,  s o l u t i o n  0 ( 1 . 2 5  M 

T r i s - C l  pH 8 . 0  c o n t a i n i n g  0 . 1 2 5  M M g C l ^  s t o r e d  a t  4 * 0 ,  

s o l u t i o n  8 ( 2  M HEPES t i t r a t e d  w i t h  4 M NaOH t o  pH 6 . 6  a n d

s t o r e d  a t  4 * 0 ,  d A T P ,  dGTP a n d  d T T P  ( e a c h  0 . 1  M i n  TE

b u f f e r  s t o r e d  a t  -  2 0 * C ) , s o l u t i o n  A ( 1 0 0 0  p i  s o l u t i o n  0 ,

18 p i  o f  p - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  5 p i  e a c h  o f  d A T P ,  dGTP a n d  

d T T P ,  p r e p a r e d  f r e s h  f o r  e a c h  l a b e l i n g  p r o c e d u r e )  a n d
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s o l u t i o n  C ( 5 0  0 0  u n i t s  o f  h e x a d e o x y n u c l e o t i d e s  s u s p e n d e d

i n  5 5 0  p i  o f  TE b u f f e r  s t o r e d  a t  - 2 0 * C ) .

T h e  l a b e l i n g  r e a c t i o n  w a s  s e t  u p  i n  a 0 . 5  m l  c a p p e d

t e s t  t u b e  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  f o l l o w i n g  i n  o r d e r ;  w a t e r

t o  a f i n a l  v o l u m e  o f  25 p i ,  5 p i  o f  OLB b u f f e r  ( 1 0  p i  o f  

s o l u t i o n  A ,  25 p i  o f  s o l u t i o n  B a n d  15 p i  o f  s o l u t i o n  C ) ,

1 p i  n u c l e a s e  f r e e  BSA,  25 ng o f  p u r i f i e d  p l a s m i d  i n s e r t

DNA,  2 . 5  p i  o f  G - ^ ^ p - d C T P  a n d  0 . 5  p i  o f  K l e n o w  ( l a r g e

f r a g m e n t )  p o l y m e r a s e  I  ( 2  u n i t s ) .  T h i s  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .

( i i i )  S e c o n d  S t r a n d  S v n t h e s i s  o f  M13 DNA

R a d i o a c t i v e l y  l a b e l e d  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA w a s  p r e p a r e d

b y  s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  o f  M13 v e c t o r s  u s i n g  s e q u e n c i n g

3 2p r i m e r  a n d  a -  P - d C T P .  T h e  M13 v e c t o r s  u s e d  c o n t a i n e d  t h e  

c o d i n g  s t r a n d  o f  t h e  c l o n e d  DNA s o  t h e  a n t i - s e n s e  s t r a n d  w a s  

r a d i o a c t i v e l y  l a b e l e d  b y  t h i s  p r o c e d u r e .

M13 DNA w a s  a n n e a l e d  t o  s e q u e n c i n g  p r i m e r  b y  h e a t i n g  

1 p i  o f  M13 DNA,  1 p i  o f  1 0 x  s e q u e n c i n g  b u f f e r  ( x 10 i s  0 . 1  M 

T r i s - C l  pH 7 . 5  c o n t a i n i n g  0 . 5  M N a C l  a n d  0 . 1  M M g C l ^ ) ,  1 p i  

o f  s e q u e n c i n g  p r i m e r  ( 2 . 5  p g / m l  i n  s t e r i l e  w a t e r )  a n d  7 p i  

o f  s t e r i l e  w a t e r  i n  a 0 . 5  m l  c a p p e d  t e s t  t u b e  t o  5 5 * C  f o r  15 

m i n u t e s .  T h e  t u b e  w a s  t h e n  a l l o w e d  t o  c o o l  v e r y  s l o w l y  t o  

r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r  a p e r i o d  o f  o n e  h o u r .  T h e n  5 p i  o f  

n u c l e o t i d e  b u f f e r  ( 0 . 1  mM e a c h  o f  d A T P ,  dGTP a n d  d T T P  i n  5 x  

s e q u e n c i n g  b u f f e r ) , 5 p i  o f  a - ^ ^ P - d C T P  , 7 p i  o f  s t e r i l e  

w a t e r  a n d  6 u n i t s  o f  K l e n o w  ( l a r g e  f r a g m e n t )  p o l y m e r a s e  I  

w e r e  a d d e d  t o  t h e  t u b e .  T h e  t u b e  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  15 m i n u t e s .
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P u i F i f À ç ^ t i o n  a i  3 2 p _ L a b e l e d  DNA

A t  t h e  e n d  o f  a l l  t h e  DNA l a b e l i n g  r e a c t i o n s  t h e  

u n i n c o r p o r a t e d  a - ^ ^ P - d C T P  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  ^ ^ P - l a b e l e d  

DNA b y  g e l  f i l t r a t i o n  o n  S e p h a d e x  G - 1 0 0 .  T h e  w h o l e  o f  t h e  

l a b e l i n g  r e a c t i o n  w a s  l o a d e d  o n t o  a S e p h a d e x  G - 1 0 0  f i n e  c o l u m n  

( e q u i l i b r i a t e d  i n  10 mM T r i s - C l  pH 8 . 0  c o n t a i n i n g  1 mM EDTA)  

p a c k e d  i n  a g l a s s  w o o l  p l u g g e d  P a s t e u r  p i p e t t e  t o  w i t h i n  5 mm 

f r o m  t h e  t o p  o f  t h e  p i p e t t e .  T h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  

e q u i l i b r i a t i o n  b u f f e r  a n d  100 p i  a l i q u o t s  w e r e  c o l l e c t e d .  The  

r a d i o a c t i v i t y  i n  e a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  a h a n d  

P - r a d i a t i o n  m o n i t o r  a n d  t h e  r e l e v e n t  f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d  f o r  

u s e .

3 2M e a s u r e m e n t  o f  oli  P - d C T P  I n c o r p o r a t i o n

3 2T h e  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  a -  P - d C T P  l a b e l e d  DNA

3 2
w a s  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  a -  P - d C T P  i n t o  TCA 

i n s o l u b l e  m a t e r i a l .

B e f o r e  g e l  f i l t r a t i o n  t r i p l i c a t e  1 p i  a l i q u o t s  o f  t h e  

l a b e l i n g  r e a c t i o n  w e r e  r e m o v e d  a n d  e a c h  w e r e  a d d e d  t o  0 . 5  m l  

o f  5 p g / m l  d e n a t u r e d  s a l m o n  s p e r m  DNA i n  2 mM EDTA pH 8 . 0  i n  a 

d i s p o s a b l e  4 m l  t e s t  t u b e .  150  p i  o f  i c e - c o l d  50% ( w / v )  TCA

w a s  a d d e d  a n d  t h e  t u b e s  s t o o d  o n  i c e  f o r  15 m i n u t e s .  T h e  t u b e  

c o n t e n t s  w e r e  t h e n  f i l t e r e d  t h r o u g h  a 2 . 5  cm G F / C  f i l t e r  d i s c  

a n d  t h e n  w a s h e d  f o u r  t i m e s  w i t h  20 m l  o f  i c e - c o l d  5% ( w / v )  TCA

a n d  f i n a l l y  w i t h  10 m l  o f  i c e - c o l d  e t h a n o l .  A f t e r  b e i n g  a i r  

d r i e d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  o n  e a c h  f i l t e r  d i s c  w a s  m e a s u r e d  by  

l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  i n  4 m l  o f  F i s o F l u o r  2
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s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .

ü e ^ £ .y r .gr inent  o f  T o t a l  ^ Z p . R a d i o a c t i v i t v

S a m p l e  a l i q u o t s  w e r e  s p o t t e d  o n t o  GF / C  d i s k s ,  a i r  d r i e d  

f o r  60 m i n u t e s  a n d  p l a c e d  i n  a s c i n t i l l a t i o n  v i a l .  T he  r a d i o 

a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  b y  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  i n  

4 m l  o f  F i s o F l u o r  2 s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .

T i s s u e  C u l t u r e  o f  I s l e t s

A s e p t i c  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  t h r o u g h o u t  a l l  t i s s u e  

c u l t u r e  o p e r a t i o n s .  F r e s h l y  i s o l a t e d  i s l e t s  w e r e  t i s s u e  

c u l t u r e d  i n  20 m l  o f  Hams F I  2 m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  10% 

( v / v )  f o e t a l  c a l f  s e r u m ,  1 mM p y r u v a t e ,  1 mM g l u t a m i n e  a n d  

2 mM C a C l ^ .  Up t o  ~ 8 0 0  i s l e t s  w e r e  c u l t u r e d  i n  o n e  90 mm P e t r i  

d i s h .  C u l t u r e  o f  t h e  i s l e t s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  3 7 * C  i n  a LEEC 

i n c u b a t o r  w i t h  a 4% CO^ a t m o s p h e r e .  T i s s u e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  

e q u i l i b r i a  t e d  i n  P e t r i  d i s h e s  i n  t h e  i n c u b a t o r  f o r  o n e  h o u r  

b e f o r e  u s e .  I s l e t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  m e d i u m  

b y  h a n d - p i c k i n g  u n d e r  a b i n o c u l a r  m i c r o s c o p e  ( m a g n i f i c a t i o n  

X 15 )  w i t h  a f i n e l y  d r a w n ,  s i l i c o n i z e d ,  P a s t e u r  p i p e t t e .

D o t  B l o t  As s a V o f  P r e o r o i n s u l i n  mRNA

( i ) P r i n c i p l e

T h e  a s s a y  m e t h o d  i s  b a s e d  o n  o n e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d

f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  s p e c i f i c  RNA s e q u e n c e s  i n  s m a l l

s a m p l e s  o f  c u l t u r e d  c e l l s  ( C h e l e y  & A n d e r s o n  1 9 8 4 ) .
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G u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  s o l u b i l i z a t i o n  o f  t h e  i s l e t s

f o l l o w e d  b y  an  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  w a s  u s e d  t o  s e l e c t i v e l y  

e n r i c h  t h e  s a m p l e s  f o r  RNA.  S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  t h e s e  

s a m p l e s  w e r e  a p p l i e d  t o  a n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  u s i n g  a 

s p e c i a l l y  d e s i g n e d  f i l t r a t i o n  m a n i f o l d  w h i c h  e n s u r e s  

c o n s i s t e n t  a n d  r e p r o d u c i b l e  a p p l i c a t i o n .  T h e  s a m p l e s  w e r e  

i m m o b i l i s e d  o n t o  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  b y  b a k i n g  a n d  

t h e n  h y b r i d i z e d  w i t h  ^ ^ p - i a b e l e d  DNA c o m p l e m e n t a r y  i n  

s e q u e n c e  t o  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  A f t e r  h y b r i d i z a t i o n  a n y  

u n b o u n d  DNA w a s  w a s h e d  o f f  a n d  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  

a u t o r a d i o g r a p h e d .  T h i s  r e s u l t e d  i n  e x p o s e d  d o t s '  a p p e a r i n g  

o n  t h e  X - r a y  f i l m  w h o s e  d e n s i t y  w a s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  

a m o u n t  o f  p r o b e .  T h e  a m o u n t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA p r e s e n t  i n  

t h e  o r i g i n a l  i s l e t  s a m p l e s  w a s  e s t i m a t e d  b y  c o m p a r i s o n  o f  

t h e  o p t i c a l  d e n s i t i e s  o f  t h e  s a m p l e  d o t s  w i t h  t h o s e  o f  k n o w n  

RNA s t a n d a r d s .  T h u s  i n  a n y  e x p e r i m e n t s  t h a t  r e q u i r e d  

q u a n t i t a t i o n  RNA s t a n d a r d s  ( 5  p g  e a c h  o f  p o l y  A *  RNA 

i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s ,  as  a p o s i t i v e  c o n t r o l ,  a n d

l i v e r ,  as  a n e g a t i v e  c o n t r o l )  w e r e  a s s a y e d  a l o n g  w i t h  t h e  

i s l e t  s a m p l e s .

( i i ) M e t h o d

I s l e t s  w e r e  s o l u b i l i z e d  b y  a d d i t i o n  o f  1 m l  o f  7 . 6  M 

g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  i n  0 . 1  M p o t a s s i u m  a c e t a t e  pH 5 . 0  

f o l l o w e d  b y  5 t o  10 r a p i d  a s p i r a t i o n s  t h r o u g h  a s t e r i l e  25 G

n e e d l e  m o u n t e d  i n  a 1 m l  s t e r i l e  d i s p o s a b l e  s y r i n g e .  T he

s o l u b i l i z e d  i s l e t s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a 15 m l  C o r e x  t u b e

a n d  t h e  RNA p r e c i p i t a t e d  o v e r n i g h t  a t  - 2 0 " C  a f t e r  a d d i t i o n  

o f  0 . 6  m l  o f  957. ( v / v )  e t h a n o l .  T h e  p r e c i p i t a t e  w a s
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r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( S o r v a l l  HB4 r o t o r ,  6 , 0 0 0  r p m  a t

- 1 0 * C  f o r  20 m i n u t e s )  a n d  t h e  p e l l e t  d r a i n e d  a n d  t h e  w a l l s

o f  t h e  t u b e  c a r e f u l l y  d r i e d  w i t h  t i s s u e s .

F r o m  t h i s  p o i n t  o n w a r d s  a n y  RNA s t a n d a r d s  w e r e  c a r r i e d  

t h r o u g h  t h e  same p r o t o c o l  as  t h a t  f o r  i s l e t s .  T h e  p e l l e t  ( o r  

RNA s t a n d a r d )  w a s  d i s s o l v e d  i n  2 5 0  p i  o f  157. ( w / v )

f o r m a l d e h y d e  b y  v i g o r o u s  s h a k i n g  f o r  10 m i n u t e s  ( S t u a r t  

f l a s k  s h a k e r )  a n d  t h e n  2 5 0  p i  o f  2 0 x S S C  a d d e d .  T h e  s a m p l e s  

w e r e  h e a t e d  t o  5 0 ' C  f o r  15 m i n u t e s  a n d  t h e n  q u e n c h e d  o n  i c e .  

S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  t h e  s a m p l e s  ( t y p i c a l l y  2 f o l d  f o r  i s l e t  

s a m p l e s  a n d  2 / 3  f o l d  f o r  RNA s t a n d a r d s )  w e r e  m ade  i n  l O x S S C  

i n  4 m l  d i s p o s a b l e  p l a s t i c  t e s t  t u b e s  on  i c e .

N i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  a n d  t w o  s h e e t s  o f  W h a t m a n  3MM 

p a p e r  w e r e  c u t  t o  f i t  t h e  f i l t r a t i o n  m a n i f o l d .  T h e s e  w e r e  

t h o r o u g h l y  w e t t e d  b y  f l o a t i n g  o n  l O x S S C .  A n y  n i t r o c e l l u l o s e  

f i l t e r s  t h a t  d i d  n o t  w e t  e v e n l y  w e r e  d i s c a r d e d .  T h e  

f i l t r a t i o n  m a n i f o l d  w a s  a s s e m b l e d  w i t h  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  o n  

t o p  o f  t h e  t w o  l a y e r s  o f  3MM p a p e r  a n d  c l a m p e d  f i r m l y  i n  

p l a c e  ( F i g u r e  2 . 1 ) .  V a c u u m  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  m a n i f o l d  a n d  

50  p i  a l i q u o t s  o f  t h e  d i l u t e d  s a m p l e s  w e r e  l o a d e d  i n t o  e a c h  

s a m p l e  w e l l .  A f t e r  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  e a c h  w e l l  w a s  

w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  50 p i  o f  l O x S S C .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  

s h e e t  w a s  t h e n  r e m o v e d  f r o m  t h e  m a n i f o l d  a n d  a i r - d r i e d  a n d  

b a k e d  u n d e r  v a c u u m  a t  8 0 * C  f o r  o n e  h o u r  t o  i m m o b i l i z e  t h e  

RNA.  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  t h e n  h y b r i d i z e d ,  w a s h e d  

a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d  a s  d e s c r i b e d  b e l o w .
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F i q u r e  2 . 1

A s s e m b l y  o f  D o t  B l o t  F i l t r a t i o n  M a n i f o l d

P r e w e t t e d  n i t r o c e l l u l o s e ,  c u s h i o n e d  on  t w o  l a y e r s  o f  p r e w e t t e d  

3MM p a p e r ,  i s  p l a c e d  i n  p o s i t i o n  o v e r  t h e  s a m p l e  w e l l s  o f  t h e  

s u p p o r t  p l a t e .  T h e  t o p  p l a t e  a n d  r u b b e r  g a s k e t  a r e  t h e n  f i r m l y  

c l a m p e d  o n  t o p  o f  t h e  s u p p o r t  p l a t e  a nd  i n t o  t h e  b o t t o m  p l a t e  

b y  t h e  c l a m p i n g  s c r e w s .  T h e s e  s c r e w s  r u n  t h r o u g h  h o l e s  i n  t h e  

t o p  a n d  s u p p o r t  p l a t e s  a n d  l o c a t e  i n t o  t h r e a d e d  h o l e s  i n  t h e  

b o t t o m  p l a t e .  A v a c u u m  i s  a p p l i e d  t o  t h e  p i p e  i n  t h e  b o t t o m  

p l a t e  a n d  t h e  s a m p l e s  a r e  l o a d e d  i n t o  t h e  w e l l s  on  t h e  t o p  

p l a t e .  T h e  v a c u u m  d r a w s  t h e  s a m p l e s  t h r o u g h  t h e  m a n i f o l d  a n d  

f i l t e r s  t h e m  o n t o  t h e  n i t r o c e l l u l o s e .  C r o s s - c o n t a m i n a t i o n  

b e t w e e n  s a m p l e  w e l l s  i s  p r e v e n t e d  b y  t h e  r u b b e r  g a s k e t  a n d  an 

a d e q u a t e  v a c u u m  s e a l  i s  m a i n t a i n e d  b y  t h e  r u b b e r  s e a l  o n  t h e  

b o t t o m  p l a t e .
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N o r t h e r n  B l o t t i n g

RNA s a m p l e s  w e r e  v a c u u m  d r i e d ,  r e d i s s o l v e d  i n  10 p i  o f  

d é n a t u r a t i o n  m i x  ( 50% ( v / v )  f o r m a m i d e  a n d  2 . 2  M f o r m a l d e h y d e

i n  20 mM NaHPO^ pH 7 . 6 ) ,  i n c u b a t e d  a t  6 0 " C  f o r  10 m i n u t e s  a n d  

t h e n  q u e n c h e d  on  i c e .  T e n  m i c r o l i t r e s  o f  f o r m a l d e h y d e  a g a r o s e  

b e a d s  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  s a m p l e s  l o a d e d  o n t o  a 1 . 0% ( w / v )

a g a r o s e  g e l  i n  2 . 2  M f o r m a l d e h y d e ,  25 mM NaHPO^ pH 7 . 6 .  L a m b d a  

DNA d i g e s t e d  w i t h  H i n d i  11 d e n a t u r e d  w i t h  1 / 1 0  v o l u m e  o f  1 . 5  M 

NaOH,  0 . 1  M EDTA a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  t e n  m i n u t e s  w a s  u s e d  

as  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  ( ~ 4  ng  p e r  m a r k e r  l a n e ) .  T h e  g e l  

wa s  r u n  a t  100  v o l t s  u n t i l  t h e  b r o m o p h e n o l  b l u e  d y e  f r o n t  h a d  

m i g r a t e d  a b o u t  8 cm.  A l l  o p e r a t i o n s  i n v o l v i n g  f o r m a l d e h y d e  

w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a f u m e  c u p b o a r d .  T h e  g e l  w a s  r e m o v e d  f r o m  

t h e  e l e c t o p h o r e s i s  t a n k  a n d  s o a k e d  i n  w a t e r  a t  6 0 * C  f o r  10 

m i n u t e s ,  t h i s  w a s  r e p l a c e d  w i t h  c o l d  w a t e r  f o r  a f u r t h e r  10

m i n u t e s  a n d  f i n a l l y  2 0 x S S C  f o r  t w e n t y  m i n u t e s .  A l l  s o a k i n g

s t e p s  w e r e  a c c o m p a n i e d  b y  g e n t l y  a g i t a t i o n .

T h e  a p p a r a t u s  u s e d  f o r  b l o t t i n g  o f  t h e  g e l  w a s  t h e  same

as  u s e d  f o r  S o u t h e r n  b l o t t i n g  ( M a n i a t i s  e t  a l  1 9 8 2 ) .  A p l a s t i c

t r a y  i s  p a r t l y  f i l l e d  w i t h  2 0 x S S C  a n d  a s t a c k  o f  g l a s s  p l a t e s  

w r a p p e d  i n  3MM c h r o m o t o g r a p h y  p a p e r ,  p r e s o a k e d  i n  2 0 x S S C ,  

p l a c e d  i n  i t .  T h e  a g a r o s e  g e l  w a s  p o s i t i o n e d ,  w i t h  i t s  

o r i g i n a l  u n d e r s i d e  u p p e r m o s t ,  on  t h e  3MM p a p e r  a v o i d i n g  

t r a p p i n g  a i r  b u b b l e s  b e n e a t h  i t .  N i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  a n d  t w o  

p i e c e s  o f  3MM p a p e r  w e r e  c u t  t o  t h e  s i z e  o f  t h e  g e l  a n d  w e t  by  

f l o a t i n g  on  2 0 x S S C .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  w a s  p l a c e d  on 

t o p  o f  t h e  g e l  a n d  t h e n  t h e  t w o  s h e e t s  o f  3MM p a p e r  o n  t o p  o f  

t h a t .  A n y  t r a p p e d  a i r  b u b b l e s  w e r e  r e m o v e d  b y  s m o o t h i n g  w i t h  a
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g l a s s  r o d .  F i n a l l y  a s t a c k  o f  p a p e r  t o w e l s  ( 4 - 5  cm h i g h )  w a s  

p l a c e d  on  t o p  o f  t h e s e .  A l l  t h e  l a y e r s  w e r e  w e i g h t e d  d o w n  w i t h  

a g l a s s  p l a t e  t o p p e d  w i t h  a 5 0 0  g w e i g h t  a n d  t h e  a p p a r a t u s  w a s  

l e f t  a t  4 C o v e r n i g h t  t o  b l o t .  As  t h e  p a p e r  t o w e l s  b e c a m e  w e t  

w i t h  b l o t t i n g  b u f f e r  t h e y  w e r e  r e p l a c e d .  A f t e r  t r a n s f e r  t h e  

t o w e l s  w e r e  r e m o v e d  a n d  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  g e l  s l o t s  m a r k e d  

on  t h e  f i l t e r  w i t h  a s o f t  p e n c i l .  T he  f i l t e r  w a s  r e m o v e d  f r o m  

t h e  g e l ,  b l o t t e d  d r y  a n d  b a k e d  a t  8 0 * C  u n d e r  a v a c u u m  f o r  2 

h o u r s .

H v b r i d i z a t i o n  o f  N i t r o c e l l u l o s e

T h e  same p r o t o c o l  w a s  u s e d  f o r  b o t h  t h e  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA a s s a y  a n d  t h e  N o r t h e r n  b l o t  e x p e r i m e n t s .  A l l  

p r e h y b r i d i z a t i o n  a n d  h y b r i d i z a t i o n  s t e p s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  

P e r s p e x  h y b r i d i z a t i o n  c h a m b e r s  w i t h  s c r e w  f i t t e d  w a t e r  t i g h t  

l i d s .  P r e h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r  w a s  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  s t o c k  

1 2 5 x  D e n h a r d t s  s o l u t i o n  ( 1 x D e n h a r d t s  s o l u t i o n  i s  0 . 0 2 %  ( w / v )

e a c h  o f  BSA,  F i c o l l  4 0 0  a n d  p o l y v i n y l p y r r o l i d o n e )  a n d  

d e n a t u r e d  s a l m o n  s p e r m  DNA ( 1 0  m g / m l  t r e a t e d  a t  l O O ' C  f o r  5 

m i n u t e s  b e f o r e  u s e )  t o  h y b r i d i z a t i o n  s t o c k  s o l u t i o n  (50% ( v / v )

f o r m a m i d e ,  5 x S S C ,  25 mM NaHPO^ pH 6 . 5 ,  0 . 2 %  ( w / v )  SDS)  t o  g i v e

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 0 x  D e n h a r d t s  s o l u t i o n  a n d  2 5 0  p g / m l  

d e n a t u r e d  DNA.  T h i s  b u f f e r  w a s  d e g a s s e d  u n d e r  v a c u u m  a n d  

p r e h e a t e d  t o  4 2 * C .

T h e  b a k e d  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  w a s  p l a c e d  i n  t h e  

h y b r i d i z a t i o n  c h a m b e r  w i t h  15 m l  o f  p r e h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r  

an d  t h e  l i d  o f  t h e  c h a m b e r  w a s  f i r m l y  s c r e w e d  s h u t .  

P r e h y b r i d i z a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  o v e r n i g h t  b y  i m m e r s i o n  o f  t h e  

c h a m b e r  i n  a w a t e r  b a t h  a t  4 2 * C .  A t  t h e  e n d  o f
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p r e h y b r i d i z a t i o n  a l l  o f  t h e  b u f f e r  w a s  d r a i n e d  f r o m  t h e  f i l t e r  

a n d  r e p l a c e d  w i t h  an  e q u a l  v o l u m e  o f  h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r  [ 4 : 1  

( v / v )  p r e h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r : 50% ( w / v )  d e x t r a n  s u l p h a t e  i n

DEPC t r e a t e d  w a t e r ]  p r e h e a t e d  t o  4 2 * C .  ^ ^ p - L a b e l e d  DNA

( 1 - 8  X 10^  cpm o f  1 - 8  X 10® c p m / p g )  w a s  a d d e d  t o  t h e

h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r  t a k i n g  c a r e  t o  t h o r o u g h l y  m i x  t h e  DNA

w i t h  t h e  b u f f e r  b e f o r e  i t  came  i n t o  d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  t h e  

f i l t e r .  T he  l i d  o f  t h e  c h a m b e r  w a s  s c r e w e d  f i r m l y  s h u t  a n d  

h y b r i d i z a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  24 h o u r s  b y  i m m e r s i o n  i n  a 

w a t e r  b a t h  a t  4 2 * C .

A t  t h e  e n d  o f  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p e r i o d  t h e  b u f f e r  w a s  

d r a i n e d  f r o m  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  a n d  i t  w a s  w a s h e d  i n  

s e v e r a l  c h a n g e s  ( 2 5 0  m l  e a c h )  o f  w a s h  b u f f e r  a n d  f i n a l l y  a i r  

d r i e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y .  T he  w a s h  b u f f e r s  c o n t a i n e d  0 . 1 %  

( w / v )  SDS a n d  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  SSC a c c o r d i n g  t o  t h e  

i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t a l  p r o t o c o l .  T h r o u g h o u t  t h e  w a s h i n g  t h e  

n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  w a s  a g i t a t e d  a n d  r e g u l a r l y  t u r n e d  o v e r .

A u t o r a d i o q r a o h v

N i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s  w e r e  f i x e d  t o  s t i f f  c a r d  a n d

w r a p p e d  i n  c l i n g  f i l m  b e f o r e  e x p o s u r e  t o  X - r a y  f i l m  i n  a f i l m  

c a s s e t t e  ( H a r m e r ,  L o n d o n ) ,  u s i n g  o n e  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n

( P h i l i p s  U l t r a ) .  T h e  e x p o s u r e  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  - 7 0 " C  f o r  

b e t w e e n  2 d a y s  a n d  2 w e e k s .  E x p o s e d  X - r a y  f i l m  w a s  d e v e l o p e d  

i n  an A g f a - G e v a e r t , G e v a s e t  4 3 7 N  a u t o m a t i c  f i l m  p r o c e s s o r .
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Q u a n t i t i z a t i o n  o f  D o t  B l o t  O p t i c a l  D e n s i t i e s

O p t i c a l  d e n s i t i e s  o f  t h e  a u t o r a d i o g r a p h  s p o t s  w e r e  

d e t e r m i n e d  b y  s c a n n i n g  t h e  a u t o r a d i o g r a p h s  w i t h  an  LKB 

U l t r o s c a n  2 2 0 2  L a s e r  D e n s i t o m e t e r  u s i n g  t h e  LKB G e l s c a n  

p r o g r a m  r u n n i n g  on an  A p p l e  l i e  c o m p u t e r  t o  c o l l e c t  and  

a n a l y s e  t h e  d a t a  f r o m  t h e  d e n s i t o m e t e r .  To e n s u r e  a c c u r a t e  

m e a s u r e m e n t  e a c h  l i n e  o f  s p o t s  w a s  s c a n n e d  t h r e e  t i m e s  a t  

s l i g h t l y  d i f f e r e n t  p o s i t i o n s  a c r o s s  t h e  c e n t e r  a n d  t h e  

r e s u l t i n g  d a t a  m e r g e d  t o  g i v e  an  a v e r a g e d  r e s u l t .  A p r o g r a m  

w r i t t e n  i n  U C S D - P a s c a l ,  c a l l e d  G e l m e r g e ' ,  w a s  s p e c i f i c a l l y  

w r i t t e n  t o  a c h i e v e  t h i s  ( s e e  a p p e n d i x ) .  A l l  s p o t  d e n s i t i e s  

q u o t e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  i n  t h e  u n i t s  c a l c u l a t e d  b y  t h e  

G e l s c a n  p r o g r a m .  T h e  e s t i m a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  

o f  i s l e t  s a m p l e s  w a s  a c h i e v e d  as  f o l l o w s .  T h e  s p o t  d e n s i t i e s  

f o r  t h e  s e r i a l l y  d i l u t e d  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  RNA s t a n d a r d  w e r e  

p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  a m o u n t  o f  RNA.  T h i s  s t a n d a r d  c u r v e  wa s  

u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e  a m o u n t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  a s a m p l e  

b y  r e a d i n g  o f f  t h e  e q u i v a l e n t  a m o u n t  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A*  

RNA.  T h e  s a m p l e  s p o t  u s e d  f o r  t h i s  e s t i m a t i o n  w a s  t h e  l o w e s t  

d i l u t i o n  p o s s i b l e  on  t h e  m o s t  l i n e a r  p o r t i o n  o f  t h e  s t a n d a r d  

c u r v e .
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C h a p t e r  3 

T h e  E f f e c t  o f  G l u c o s e  on  

( P r o ) i n s u l i n  S v n t h e s i s
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I n t r o d u c t i o n

G l u c o s e  w a s  f i r s t  s h o w n  t o  s t i m u l a t e  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  

r a d i o l a b e l e d  a m i n o  a c i d s  i n t o  ( p r o ) i n s u l i n  i n  s l i c e s  o f  b o v i n e  

p a n c r e a s  ( T a y l o r  e t  a l  1 9 6 4 ;  P a r r y  & T a y l o r  1 9 6 6 ) .  S u b s e q u e n t  

s t u d i e s  h a v e  a t t e m p t e d  t o  c h a r a c t e r i z e  a n d  e l u c i d a t e  t h e  

m e c h a n i s m  o f  g l u c o s e  i n d u c e d  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  u s i n g  

p a n c r e a t i c  i s l e t  t i s s u e  d e r i v e d  f r o m  a v a r i e t y  o f  m a m m a l i a n  

s p e c i e s .

T h e  r a t e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i s  u s u a l l y  m e a s u r e d  b y  

f o l l o w i n g  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l e d  a m i n o  

a c i d s ,  s u c h  as  ^ H - L e u c i n e  o r  ^ H - p h e n y l a l a n i n e , i n t o  n e w l y  

s y n t h e s i s e d  ( p r o ) i n s u l i n .  V a r i o u s  t y p e s  o f  e x t r a c t i o n  

p r o c e d u r e  a r e  c o m m o n l y  u s e d  t o  s e p a r a t e  ( p r o ) i n s u l i n  f r o m  

o t h e r  i s l e t  p r o t e i n s ,  t h e s e  i n c l u d e  g e l  f i l t r a t i o n  

c h r o m o t o g r a p h y  ( M o r r i s  & K o r n e r  1 9 7 0 a ) ,  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  ( P A G E ) ( B a i r d  & B a u e r  1 9 7 6 )  a n d  i m m u n e - b i n d i n g  

t e c h n i q u e s .  I m m u n e - b i n d i n g  p r o c e d u r e s  u s e  e i t h e r  d o u b l e  

a n t i b o d y  p r e c i p i t a t i o n  ( Z u c k e r  & L o g o t h e t o p o u l o s  1 9 7 5 )  o r  

a n t i - i n s u l i n  s e r u m  c o u p l e d  t o  a c e l l u l o s e  g e l  m a t r i x  ( H o w e l l  & 

T a y l o r  1 9 6 6 ;  B o n e  & H o w e l l  1 9 7 7 ) .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  g l u c o s e  s t i m u l a t e s  t h e  s y n t h e s i s  o f  ( p r o ) i n s u l i n  i n  r a t  

i s l e t s  ( p r e g n a n t  ( B o n e  & H o w e l l  1 9 7 7 ) ,  f o e t a l ,  n e w b o r n  

( A s p l u n d  1 9 7 3 )  a n d  n o r m a l  ( M o r r i s  & K o r n e r  1 9 7 0 a ) ) ,  h u m a n  

i s l e t s  ( J a h r  e t  a l  1 9 8 0 a ) ,  a r a t  i s l e t  a d e n o m a  ( J o h n s o n  e t  a l

1 9 8 4 ) ,  m o u s e  i s l e t s  ( S c h a t z  e t  a l  1 9 7 3 ) ,  r a b b i t  i s l e t s  ( H o w e l l  

& T a y l o r  1 9 6 6 )  a n d  b o v i n e  p a n c r e a t i c  s l i c e s  ( T a y l o r  e t  a l  

1 9 6 4 ;  P a r r y  & T a y l o r  1 9 6 6 ) .  G l u c o s e  a l s o  s t i m u l a t e s  t h e  

s y n t h e s i s  o f  o t h e r  i s l e t  c e l l  p r o t e i n s  ( M o r r i s  & K o r n e r  1 9 7 0 a ;

P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 0 ) .  D e p r i v i n g  m a n y  t y p e s  o f  m a m m a l i a n
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c e l l s  o f  g l u c o s e  r e d u c e s  t h e i r  r a t e  o f  c e l l u l a r  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  ( M e a n s  e t  a l  1 9 6 8 ;  H o l l i n g e r  & Hwang  1 9 7 2 ;  v a n  

V e n r o o j i  e t  a l  1 9 7 2 ;  F r e u d e n b e r g  & M a g e r  1 9 7 1 ) .  H o w e v e r ,  t h e  

s t i m u l a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  b y  c h a n g e s  i n  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  g l u c o s e  o v e r  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r a n g e  (2  t o  

20 mM ( S t e i n e r  & W i l l i a m s  1 9 5 9 ) )  a p p e a r s  t o  be  u n i q u e  t o  i s l e t  

t i s s u e .  No s u c h  e f f e c t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  L a n d s c h u t z  a s c i t e s  

c e l l s ,  r a t  l i v e r  s l i c e s  ( M o r r i s  & K o r n e r  1 9 7 0 a ) ,  e x o c r i n e  

p a n c r e a t i c  t i s s u e  ( S c h a t z  e t  a l  1 9 7 3 )  a n d  r a t  m u s c l e  o r  

d i a p h r a g m  ( M a n c h e s t e r  & Y o u n g  1 9 5 8 ) .  T h i s  s t i m u l a t i o n  i s  

p r e f e r e n t i a l  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  s i n c e  t h e  f r a c t i o n  o f  

t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  d u e  t o  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  

i n c r e a s e s  w i t h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  ( M o r r i s  & K o r n e r  1 9 7 0 a ) .

T h e r e  a r e  t w o  f o r m s  o f  r a t  i n s u l i n ,  i n s u l i n s  I  a n d  I I ,  

a n d  t h e s e  a r e  p r e s e n t  i n  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  a m o u n t s  i n  

c r y s t a l l i n e  i n s u l i n  e x t r a c t e d  a n d  p u r i f i e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s  

( C l a r k  & S t e i n e r  1 9 6 9 ) .  When t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  i s  

i n c r e a s e d ,  h o w e v e r ,  t h e r e  i s  m a r k e d  p r e f e r e n t i a l  s y n t h e s i s  o f  

i n s u l i n  I  r e l a t i v e  t o  I I .  A f t e r  4 h o u r s  i n c u b a t i o n  t h e  r a t i o  

o f  s y n t h e s i s  o f  i n s u l i n  I  r e l a t i v e  t o  I I  i n  r a t  i s l e t  t i s s u e  

w a s  f o u n d  t o  b e  ~ 1 . 0  a t  5 . 5  mM a n d  ~ 1 0 . 0  a t  1 6 . 0  mM g l u c o s e  

( K a k i t a  e t  a l  1 9 8 2 ) .

T h e  d o s e  r e s p o n s e  f o r  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  t h e  r a t e  

o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i s  s i g m o i d a l  w i t h  a t h r e s h o l d  o f  

b e t w e e n  2 a n d  4 mM g l u c o s e  a n d  a m a x i m a l  r a t e  a t  15 t o  20 mM 

( P i p e l e e r s  e t  a l  1 9 7 3 ;  B o n e  & H o w e l l  1 9 7 7 ;  A s h c r o f t  e t  a l  

1 9 7 8 ) .  On r a i s i n g  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  4 t o  20 mM an  

i n c r e a s e  o f  ~ 3 0 - f o l d  i n  s y n t h e s i s  r a t e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  a n d  o f  

~ 4 - f o l d  f o r  t o t a l  p r o t e i n  w a s  o b s e r v e d  ( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ) .  

A t  2 mM g l u c o s e  ( p r o ) i n s u l i n  c o n s t i t u t e d  ~ 5% o f  t h e  t o t a l
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p r o t e i n  s y n t h e s i s e d  a n d  a t  20 mM g l u c o s e  ~21% ( A s h c r o f t  e t  a l  

1 9 7 8 ) .  S i n c e  i n s u l i n  i s  s y n t h e s i s e d  a s  a p r o h o r m o n e  t h e  r a t e

a t  w h i c h  p r o i n s u l i n  i s  c o n v e r t e d  t o  i n s u l i n  i s  a c r u c i a l  

f a c t o r  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  o v e r  a l l  r a t e  o f  p r o i n s u l i n  

s y n t h e s i s .  T h e  h a l f - t i m e  o f  c o n v e r s i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  as  36 

m i n u t e s  ( G o l d  e t  a l  1 9 8 6 )  w h i c h  w a s  r e d u c e d  t o  24 m i n u t e s  i n  

i s l e t s  i s o l a t e d  f r o m  r a t s  m a d e  h y p e r g l y c e m i c  b y  g l u c o s e  

i n f u s i o n  ( L o g o t h e t o p o u l o s  & J a i n  1 9 8 0 b )  a n d  20 m i n u t e s  b y  

p r e t r e a t m e n t  o f  r a t  i s l e t s  w i t h  t o l b u t a m i d e  ( G o l d  e t  a l  1 9 8 6 ) ,  

a c o m p o u n d  w h i c h  s t i m u l a t e s  ( p r o ) i n s u l i n  s e c r e t i o n  ( C o o r e  & 

R a n d l e  1 9 6 4 ;  M o n t a g u e  & T a y l o r  1 9 6 8 ) .  T i m e  c o u r s e  s t u d i e s  h a v e  

s h o w n  t h a t  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ H - L e u c i n e  i n t o  ( p r o ) i n s u l i n  i s  

l i n e a r  o v e r  2 h o u r s  i n  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  2 . 8  mM g l u c o s e .

H o w e v e r ,  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  ^ H - l e u c i n e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o

( p r o ) i n s u l i n  i n  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  1 5 . 3  mM g l u c o s e  i s

b i p h a s i c .  T h e  f i r s t  p h a s e  i s  a t  a h i g h e r  r a t e  t h a n  a t  2 . 8  mM 

g l u c o s e  a n d  l a s t s  45 m i n u t e s .  T h i s  i s  f o l l o w e d  b y  a s e c o n d

p h a s e  a t  a h i g h e r  r a t e  ( P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 2 a ) .  P r e t r e a t m e n t

o f  t h e  i s l e t s  w i t h  a . c t i n o m y c i n  D,  an  i n h i b i t o r  o f  RNA 

s y n t h e s i s  ( G o l d b e r g  e t  a l  1 9 6 2 ) ,  r e d u c e d  t h e  s e c o n d  p h a s e  o f  

i n c o r p o r a t i o n  a n d  t h e  r e s i d u a l  r a t e  w a s  e q u a l  t o  t h a t  o f  t h e

f i r s t  p h a s e .  T h e  i n c o r p o r a t i o n  r a t e  a t  2 . 8  mM g l u c o s e  w a s

u n a f f e c t e d  b y  a c t i n o m y c i n  0 p r e t r e a t m e n t  ( P e r m u t t  & K i p n i s  

1 9 7 2 a ) .  T h e s e  r e s u l t s  i m p l y  t h a t  RNA s y n t h e s i s  p l a y s  a r o l e  i n  

t h e  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  T h i s  i s  

s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  g l u c o s e  s t i m u l a t e d  i s l e t  RNA 

s y n t h e s i s  ( P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 2 b ) .

I n  t h i s  c h a p t e r  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  ( p r o ) i n s u l i n  a n d

t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  d e t e r m i n e d  d u r i n g  s h o r t  t e r m  ( u p  

t o  2 h o u r s )  in vitro i n c u b a t i o n s  o f  r a t  p a n c r e a t i c  i s l e t s .  T h e
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p o s s i b l e  r o l e  o f  RNA s y n t h e s i s  i n  a n y  g l u c o s e  e f f e c t  w a s  a l s o

i n v e s t i g a t e d  b y  u s i n g  a c t i n o m y c i n  D t o  i n h i b i t  RNA s y n t h e s i s .  

S t u d i e s  s i m i l a r  t o  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  i n  t h i s  c h a p t e r  have b e e n

c a r r i e d  o u t  b y  o t h e r  w o r k e r s .  I t  w a s  n e c e s s a r y ,  h o w e v e r ,  t o

r e p e a t  t h e s e  s t u d i e s  i n  o r d e r  t o  c o r r e l a t e  t h e  o b s e r v e d  r a t e s

o f  i n  vitro  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  i n  t h e  s y s t e m  u s e d  h e r e ,

w i t h  t h e  d a t a  on  p r e p r o i n s u l i n  mRNA p r e s e n t e d  i n  t h e  n e x t

c h a p t e r .
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M e t h o d s

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  A l S - S e o h a r o s e

( i ) M e a s u r e m e n t  o f  A I S - S e p h a r o s e  I n s u l i n  B i n d i n g  C a p a c i t y

T h i s  w a s  a c h i e v e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  c o m p e t i t i o n  f o r  a 

f i x e d  n u m b e r  o f  i m m u n e - b i n d i n g  s i t e s  o n  a s m a l l  q u a n t i t y  o f  

A l S - S e p h a r o s e  b e t w e e n  i n c r e a s i n g  a m o u n t s  o f  u n l a b e l e d  

i n s u l i n  a n d  a t r a c e  q u a n t i t y  o f  ^ i - i n s u l i n .

A n u m b e r  o f  c a p p e d  1 . 5  m l  t e s t  t u b e s  w e r e  s e t  u p  e a c h  

c o n t a i n i n g  20 mg o f  A I S - S e p h a r o s e  ( o r  N G P S - S e p h a r o s e  as  a 

c o n t r o l ) ,  a p p r o x i m a t e l y  2 0 , 0 0 0  cpm o f  ^ ^ ^ l - i n s u l i n  a n d  a 

r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  o f  u n l a b e l e d  i n s u l i n  ( 0  t o  10 p g / m l )

a l l  i n  a t o t a l  v o l u m e  o f  1 m l  o f  b i n d i n g  b u f f e r .  T h e  t u b e s
e n d  o v e r  e . n d

w e r e  t h e n  ^  m i x e d  o n  a r o t a t i n g  p l a t f o r m  ( 3 0  r p m )  f o r  90 

m i n u t e s  a n d  t h e  g e l  p e l l e t e d  (MSE M i c r o  C e n t a u r  m i c r o f u g e ,  1 

m i n u t e ,  h i g h  s p e e d ) .  D u p l i c a t e  100  p i  a l i q u o t s  o f  

s u p e r n a t a n t  w e r e  gamma c o u n t e d  f o r  f i v e  m i n u t e s  i n  a B e c k m a n  

Gamma 5 5 0 0  c o u n t e r .

B i n d i n g  o f  ^ ^ ^ i - i n s u l i n  t o  A I S -  a n d  N G P S - S e p h a r o s e  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  i s l e t  s o n i c a t e  w a s  a l s o  e x a m i n e d .  F i f t y  

i s l e t s  w e r e  s o n i c a t e d  i n  1 . 8  m l  o f  b i n d i n g  b u f f e r  a n d  

a p p r o x i m a t e l y  1 0 , 0 0 0  cpm o f  I Z ^ i - i n s u l i n  a d d e d  t o  t h e  

s o n i c a t e  b e f o r e  p e l l e t i n g  o f  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  (MSE M i c r o  

C e n t a u r  m i c r o f u g e ,  5 m i n u t e s ,  h i g h  s p e e d ) .  0 . 5  m l  a l i q u o t s  

o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w e r e  l o a d e d  o n t o  d i s p o s a b l e  p o l y p r o p y l e n e  

c h r o m o t o g r a p h y  c o l u m n s  p a c k e d  w i t h  1 m l  o f  e i t h e r

A l S - S e p h a r o s e  o r  N G P S - S e p h a r o s e  e q u i l i b r a t e d  i n  b i n d i n g  

b u f f e r .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  a l l o w e d  t o  r u n  i n t o  t h e  g e l  a n d
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l e f t  f o r  120  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T he  c o l u m n s  w e r e  

t h e n  w a s h e d  w i t h  20 m l  o f  b i n d i n g  b u f f e r  f o l l o w e d  b y  10 m l  

o f  e l u t i o n  b u f f e r  (1 M a c e t i c  a c i d  c o n t a i n i n g  2 . 5  m g / m l  

B S A ) .  1 m l  f r a c t i o n s  o f  b o t h  b u f f e r s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  

t h e i r  r a d i o a c t i v i t y  d e t e r m i n e d ,  as  d e s c r i b e d  a b o v e ,  a s  w a s  

t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  d u p l i c a t e  0 . 1  m l  a l i q u o t s  o f  t h e  

s u p e r n a t a n t  s a m p l e .

( i i ) M e a s u r e m e n t  o f  I s l e t  S o n i c a t e  B i n d i n g  b v  A I S - S e p h a r o s e

T he  c a p a c i t y  o f  A I  S - S e p h a r o s e  a n d  N G P S - S e p h a r o s e  t o  

s e l e c t i v e l y  b i n d  i n  vitro  l a b e l e d  ( p r o ) i n s u l i n  w a s  e x a m i n e d  

a s  f o l l o w s .  S i x t y  i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  5 0 0  p 1 o f  m e d i u m  

c o n t a i n i n g  1 6 . 7  mM g l u c o s e  a n d  40 p C i  ^ H - l e u c i n e  f o r  120 

m i n u t e s .  A t  t h e  e n d  o f  t h e  i n c u b a t i o n  t h e  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  

a n d  t h e  i s l e t s  s o n i c a t e d  i n  1 m l  o f  s o n i c a t i o n  b u f f e r .  T h r e e  

d i f f e r e n t  v o l u m e s  o f  i s l e t  s o n i c a t e  ( 1 0 0 ,  50 a n d  25 p i )  w e r e

t r e a t e d  w i t h  b o t h  A l S - S e p h a r o s e  a n d  N G P S - S e p h a r o s e  as
(2nd o v e r  end

f o l l o w s .  E a c h  a l i q u o t  w a s  . m i x e d  w i t h  20 mg o f  g e l  i n  a 

t o t a l  v o l u m e  o f  1 m l  o f  b i n d i n g  b u f f e r  f o r  120  m i n u t e s  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  g e l  w a s  t h e n  p e l l e t e d  (MSE M i c r o

C e n t a u r  m i c r o f u g e ,  1 m i n u t e ,  h i g h  s p e e d )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t
en(d o v e r  en<d

r e m o v e d .  T h e  g e l  w a s  t h e n  w a s h e d  b y  ^  m i x i n g  f o r  5

m i n u t e s  w i t h  1 m l  o f  f r e s h  b i n d i n g  b u f f e r  w h i c h  w a s  r e m o v e d

f r o m  t h e  g e l  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  T he  g e l  w a s  w a s h e d  a f u r t h e r

t h r e e  t i m e s  i n  t h i s  m a n n e r .  B o u n d  m a t e r i a l  w a s  e l u t e d  f r o m
e n d  o v e r  end

t h e  g e l  b y  ^  m i x i n g  i t  w i t h  1 m l  o f  e l u t i o n  b u f f e r  f o r

180  m i n u t e s .  T he  g e l  w a s  t h e n  p e l l e t e d  as  a b o v e ,  t h e

s u p e r n a t a n t  r e m o v e d ,  l y o p h i l i z e d  a n d  r e c o n s t i t u t e d  i n  0 . 2  m l  

o f  r u n n i n g  b u f f e r  c o n t a i n i n g  10% ( w / v )  g l u c o s e  ( t o  i n c r e a s e
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t h e  d e n s i t y  o f  t h e  s a m p l e  i n  o r d e r  t o  f a c i l i t a t e  s a m p l e  

l o a d i n g ) .  T h e  t r e a t e d  s u p e r n a t a n t  w a s  t h e n  s u b j e c t e d  t o  G - 5 0  

S e p h a d e x  g e l  f r a c t i o n a t i o n  a l o n g  w i t h  a s a m p l e  o f  t h e  

u n t r e a t e d  s o n i c a t e .

D o s e  R e s p o n s e  o f  G l u c o s e  on  ( P r o ) i n s u l i n  S v n t h e s i s

G r o u p s  o f  10 i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  120  m i n u t e s  i n  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM, 5 . 0  mM. 1 0 . 0  mM, 1 5 . 0  mM o r  2 0 . 0  mM

g l u c o s e  a n d  10 p C i  o f  L “ C ^ . 5 - 3 ^ ] - l e u c i n e . A t  t h e  e n d  o f  t h e  

i n c u b a t i o n  p e r i o d  t h e  i s l e t s  w e r e  p e l l e t e d ,  t h e  s u p e r n a t a n t  

a s p i r a t e d  a n d  t h e  i s l e t  p e l l e t  w a s  s o n i c a t e d  i n  1 m l  o f  

s o n i c a t i o n  b u f f e r .  D u p l i c a t e  a l i q u o t s  o f  s o n i c a t e  w e r e  r e m o v e d  

f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  t o t a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  a n d  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t .

T i m e  C o u r s e  o f  ( P r o ) I n s u l i n  S v n t h e s i s

G r o u p s  o f  20 i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 0 ,  8 0 ,  9 0 ,  120 o r

180 m i n u t e s  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  e i t h e r  2 . 5  mM o r  2 0 . 0  mM 

g l u c o s e  a n d  10 p C i  o f  L - [ 4  , 5 - 3 h ] - l e u c i n e . A t  t h e  e n d  o f  t h e  

i n c u b a t i o n  p e r i o d  t h e  i s l e t s  w e r e  p e l l e t e d ,  t h e  s u p e r n a t a n t  

a s p i r a t e d  a n d  t h e  i s l e t  p e l l e t  w a s  s o n i c a t e d  i n  1 m l  o f  

s o n i c a t i o n  b u f f e r .  D u p l i c a t e  a l i q u o t s  o f  s o n i c a t e  w e r e  r e m o v e d  

f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  t o t a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  a n d  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t .
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T i m e  P r o f i l e  £ j f  ( P r o  ) I n s u l i n  S v n t h e s i s

G r o u p s  o f  20  i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 0 ,  6 0 ,  90 o r  120

m i n u t e s  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM o r  2 0 . 0  mM g l u c o s e .  T h i r t y  

m i n u t e s  b e f o r e  t h e  e n d  o f  e a c h  i n c u b a t i o n  p e r i o d  20 p C i  o f

L - ^ ^ ' 5 - ^ H ] - l e u c i n e  w a s  a d d e d .  B o t h  p r e i n c u b a t i o n s  a n d  

i n c u b a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  e i t h e r  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  

o f  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D.  A t  t h e  e n d  o f  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d  

t h e  i s l e t s  w e r e  p e l l e t e d ,  t h e  s u p e r n a t a n t  a s p i r a t e d  a n d  t h e  

i s l e t  p e l l e t  w a s  s o n i c a t e d  i n  5 0 0  p i  o f  s o n i c a t i o n  b u f f e r .  

D u p l i c a t e  a l i q u o t s  o f  s o n i c a t e  w e r e  r e m o v e d  f o r  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  t o t a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  a n d  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t .

E f f e c t  o f  A c t i n o m v c i n  ^  o j i  ( P r o  ) I n s u l i n  S v n t h e s i s  a t  D i f f e r e n t  

G l u c o s e  C o n c e n t r a t i o n s

G r o u p s  o f  20 i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  1 2 0  m i n u t e s  i n  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM, 5 . 0  mM, 1 0 . 0  mM, 1 5 . 0  mM o r  2 0 . 0  mM

g l u c o s e .  S i x t y  m i n u t e s  b e f o r e  t h e  e n d  o f  e a c h  i n c u b a t i o n  

p e r i o d  20 p C i  o f  L - [ 4 , 5 - 3 h ] - l e u c i n e  w a s  a d d e d .  B o t h  t h e  

p r e i n c u b a t i o n s  a n d  t h e  i n c u b a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  e i t h e r  

t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D.  A t  t h e  e n d  

o f  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d  t h e  i s l e t s  w e r e  p e l l e t e d ,  t h e  

s u p e r n a t a n t  a s p i r a t e d  a n d  t h e  i s l e t  p e l l e t  w a s  s o n i c a t e d  i n  

5 0 0  p i  o f  s o n i c a t i o n  b u f f e r .  D u p l i c a t e  a l i q u o t s  o f  s o n i c a t e  

w e r e  r e m o v e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  

t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t .
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R e s u l t s

A l l  r e s u l t s  i n  t h i s  c h a p t e r  a r e  g i v e n  as  m e a n  v a l u e s  w i t h  

t h e i r  s t a n d a r d  e r r o r s .  D a t a  f r o m  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t a l  i s l e t  

p r e p a r a t i o n s  w e r e  s t a n d a r d i z e d  b y  t h e  u s e  o f  i n d e x  v a l u e s .  T h e  

i n d e x  v a l u e  f o r  a p a r t i c u l a r  p a r a m e t e r  w a s  c a l c u l a t e d  as  t h e  

r a t i o  o f  t h e  v a l u e  t o  t h a t  o f  t h e  s t a n d a r d  s a m p l e  f o r  e a c h  

e x p e r i m e n t .  T he  s t a n d a r d  s a m p l e  w a s  c h o s e n  as  t h e  s a m p l e  w h i c h  

h a d  b e e n  i n c u b a t e d  i n  2 0 . 0  mM g l u c o s e  o r ,  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  p r o f i l e s ,  a s  t h e  s a m p l e  w h i c h  h a d  b e e n

i n c u b a t e d  f o r  90 t o  120 m i n u t e s  a t  2 0 . 0  mM g l u c o ' s e  i n  t h e

a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D.  S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  v a l u e s  w e r e  

c a l c u l a t e d  u s i n g  a t w o - t a i l e d  S t u d e n t s  T - t e s t .

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  A I S - S e p h a r o s e

( i ) M e a s u r e m e n t  o f  A I S - S e p h a r o s e  I n s u l i n  B i n d i n g  C a p a c i t y

F i g u r e  3 . 1  s h o w s  t h e  p e r c e n t a g e  o f  t h e  t o t a l  

^ ^ ® I - i n s u l i n  b o u n d  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  t h e

c o n c e n t r a t i o n  o f  u n l a b e l e d  i n s u l i n  p r e s e n t .  T h e  i n s u l i n

b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  A I S - S e p h a r o s e  w a s  e s t i m a t e d  f r o m  t h e

p o i n t  a t  w h i c h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n l a b e l e d  i n s u l i n  f i r s t

12 5i n h i b i t e d  t h e  A I S - S e p h a r o s e  b i n d i n g  o f  I - i n s u l i n .

T y p i c a l l y  A I S - S e p h a r o s e  p r e p a r a t i o n s  h a d  an  i n s u l i n  b i n d i n g

c a p a c i t y  i n  e x c e s s  o f  I B  p g / g  o f  g e l .  N G P S - S e p h a r o s e  b o u n d

12 5
l e s s  t h a n  2 . 57 .  o f  t h e  t o t a l  I - i n s u l i n  a t  a l l  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  u n l a b e l e d  i n s u l i n  i n d i c a t i n g  a l o w  l e v e l

o f  n o n - s p e c i f i c  i n s u l i n  b i n d i n g .
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F i a u r e  3 . 1

I n s u l i n  B i n d i n g  o f  A I S -  a n d  N G P S - S e p h a r o s e

T r a c e  q u a n t i t i e s  o f  I ^ ^ I - i n s u l i n  w i t h  i n c r e a s i n g  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  u n l a b e l e d  i n s u l i n  w e r e  b o u n d  t o  e i t h e r  

A I S - S e p h a r o s e  o r  N G P S - S e p h a r o s e .  T h e  b o u n d  m a t e r i a l  w a s  e l u t e d  

a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  d e t e r m i n e d  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  

t h e  t o t a l  1 2 5 ; _ i n s u l i n  b o u n d  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  u n l a b e l e d  i n s u l i n  f o r  b o t h  

A I S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e s  ( c l o s e d  t r i a n g l e s )  a n d  

N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e s  ( o p e n  t r i a n g l e s ) .

E a c h  d a t a  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  m e a n  v a l u e  o f  d u p l i c a t e  

a l i q u o t s  f r o m  t h e  same s a m p l e .  T he  p o i n t  a t  w h i c h  i n c r e a s i n g  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  u n l a b e l e d  i n s u l i n  s t a r t e d  t o  i n h i b i t  t h e  

b i n d i n g  o f  l ^ ^ i - i n s u l i n  b y  A I S - S e p h a r o s e  i s  i n d i c a t e d  b y  an  

a r r o w .



T)C
D
o

ÛQ

50-1

F
0 .4 0 -
u

>

1  3 0
S
O

m 2 0 -
Ch

rü

10H

0
0

A-ù A-A-A-A
“ T
31 2 

Log ( Insulin n g /m l)
4

F ig ure 3.1



— 9 4 —

F i g u r e  3 . 2

B i n d i n g  o f  1 2 5 i _ i n s u l i n  b y  A I S - S e p h a r o s e  a n d  N G P S - S e p h a r o s e  i n

t h e  P r e s e n c e  o f  I s l e t  S o n i c a t e

S a m p l e s  o f  i s l e t  s o n i c a t e  s p i k e d  w i t h  1 2 5 i _ i n s u l i n  w e r e  b o u n d  

t o  c o l u m n s  o f  e i t h e r  A l S - S e p h a r o s e  o r  N G P S - S e p h a r o s e  a n d  t h e n  

w a s h e d  w i t h  b i n d i n g  b u f f e r  f o l l o w e d  b y  e l u t i o n  b u f f e r .  T h e  

r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  i n  t h e  e l u t e d  f r a c t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  

f o r  b o t h  t h e  A l S - S e p h a r o s e  c o l u m n  a n d  t h e  N G P S - S e p h a r o s e  

c o l u m n  a n d  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  e l u t i o n  v o l u m e .

A r r o w s  i n d i c a t e  t h e  v o l u m e  o f  c o l u m n  w a s h i n g  w i t h  b i n d i n g  

b u f f e r  a n d  e l u t i o n  b u f f e r .
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( i i )  M e a s u r e m e n t  ̂  I s l e t  S o n i c a t e  B i n d i n g  b v  A I S - S e o h a r o s e

F i g u r e  3 . 3  s h o w s  t h e  S e p h a d e x  G - 5 0  f r a c t i o n a t i o n

p r o f i l e  o f  u n t r e a t e d  i s l e t  s o n i c a t e .  T h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  

e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  i n  f o u r  p e a k s .  One a t  t h e  v o i d  v o l u m e

o f  t h e  c o l u m n  ( P e a k  1 ) ,  o n e  a t  t h e  t o t a l  v o l u m e  o f  t h e

c o l u m n  ( V ^ )  ( P e a k  4 )  a n d  t w o  p e a k s  o f  i n t e r m e d i a t e  m o b i l i t y  

( P e a k s  2 & 3 ) .  P e a k  1 c o n s i s t e d  o f  l a b e l e d  m a t e r i a l  l a r g e r

t h a n  o r  a t  t h e  u p p e r  e n d  o f  t h e  g e l  s i z e  f r a c t i o n a t i o n  r a n g e  

( 1 5 0 0 - 3 0 0 0 0  d a l t o n s  f o r  p e p t i d e s )  t h a t  w e r e  e x c l u d e d  f r o m  

t h e  g e l  m a t r i x  a n d  h a d  a s m a l l  s h o u l d e r  a s s o c i a t e d  w i t h  i t .

T h e  m a t e r i a l  i n  p e a k  4 w a s  o f  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l

n o t  f r a c t i o n a t e d  b y  t h e  g e l  a n d  a s  s u c h  p r o b a b l y  r e p r e s e n t s  

u n i n c o r p o r a t e d  ^ H - l e u c i n e .  P e a k s  3 a n d  4 l a y  w i t h i n  t h e  s i z e  

f r a c t i o n a t i o n  r a n g e  o f  t h e  g e l  m a t r i x  a n d  t h e  p o s i t i o n  o f  

t h e  s l o w e r  p e a k  ( K ^ ^ - o . 5 0 )  c o r r e s p o n d e d  t o  t h a t  o f  t h e  m a j o r  

p e a k  o f  i n s u l i n  i m m u n o r e a c t i v i t y . T h e  p o s i t i o n  o f  t h e  f a s t e r  

o f  t h e  t w o  i n t e r m e d i a t e  p e a k s  ( K ^ ^ = o . 3 0 )  c o r r e s p o n d e d  t o  

t h a t  o f  a s m a l l  s h o u l d e r  i n  t h e  p e a k  o f  i n s u l i n  i m m u n o -  

r e a c t i v i t y .

F i g u r e s  3 . 4 ,  3 . 5  a n d  3 . 6  s h o w  t h e  S e p h a d e x  G - 5 0

f r a c t i o n a t i o n  p r o f i l e s  o f  100  p i ,  50  p i  a n d  25  p i  a l i q u o t s  

o f  i s l e t  s o n i c a t e ,  w h i c h  h a d  b e e n  t r e a t e d  w i t h  A I S -  o r  

N G P S - S e p h a r o s e ,  r e s p e c t i v e l y .  T he  f r a c t i o n a t i o n  p r o f i l e s  o f  

a l l  t h r e e  t r e a t e d  a l i q u o t  v o l u m e s  w e r e  s i m i l a r .  T h e  

A I S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s o n i c a t e  p r o f i l e s  c o n t a i n e d  a l l  t h e  

p e a k s  p r e s e n t  i n  t h e  u n t r e a t e d  s o n i c a t e  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  

o f  p e a k  4 .  T h e  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s o n i c a t e  p r o f i l e s  o n l y  

c o n t a i n e d  p e a k  1.
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F j q u r e  3 . 3

S e p h a d e x  G - 5 0  F r a c t i o n a t i o n  P r o f i l e  o f  U n t r e a t e d  I s l e t

S o n i c a t e

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  1 6 . 7  mM g l u c o s e  a n d

^ H - L e u c i n e  f o r  120  m i n u t e s ,  s o n i c a t e d  a n d  t h e n  f r a c t i o n a t e d  o n  

a S e p h a d e x  G - 5 0  c o l u m n .  T h e  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  ( s o l i d  l i n e )  

a n d  t h e  i m m u n o r e a c t i v e  i n s u l i n  c o n t e n t  ( d a s h e d  l i n e )  o f  e a c h  

f r a c t i o n  w e r e  d e t e r m i n e d .

N u m b e r e d  a r r o w s  i n d i c a t e  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  p e a k s  i n  e l u t e d  

r a d i o a c t i v i t y  ( P e a k s  1 t o  4 ) .  T h e  v o i d  v o l u m e  ( V ^ )  g ^ d  t h e  

t o t a l  v o l u m e  ( V ^ )  o f  t h e  c o l u m n  a r e  m a r k e d  b y  a r r o w s .
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F i a u r e  3 . 4

S e p h a d e x  6 - 5 0  F r a c t i o n a t i o n  P r o f i l e  o f  A I S - S e p h a r o s e  a n d

N G P S - S e p h a r o s e  T r e a t e d  1 0 0  p i  A l i q u o t s  o f  I s l e t  S o n i c a t e

S i x t y  i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  1 6 . 7  mM 

g l u c o s e  a n d  ^ H - l e u c i n e  f o r  120  m i n u t e s  a n d  t h e n  s o n i c a t e d .  

1 0 0  p i  a l i q u o t s  o f  s o n i c a t e  w e r e  b o u n d  t o  e i t h e r  A l S - S e p h a r o s e  

o r  N G P S - S e p h a r o s e  a n d  t h e  b o u n d  m a t e r i a l  w a s  f r a c t i o n a t e d  o n  a 

S e p h a d e x  G - 5 0  c o l u m n .  T h e  r a d i o a c t i v i t y  o f  e a c h  f r a c t i o n  w a s  

d e t e r m i n e d  f o r  t h e  A I S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e  ( s o l i d  l i n e )  

a n d  t h e  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e  ( d a s h e d  l i n e ) .

T h e  r e s u l t s  w e r e  a d j u s t e d  t o  t h e  o r i g i n a l  v o l u m e  o f  t h e  

s o n i c a t e d  i s l e t  s a m p l e .  T h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  t w o  i n t e r m e d i a t e  

m o b i l i t y  p e a k s  a r e  g i v e n  a s  t h e i r  v a l u e s .  T h e  v o i d  v o l u m e

a n d  t h e  t o t a l  v o l u m e  ( V %)  o f  t h e  c o l u m n  a r e  m a r k e d  b y

a r r o w s .
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F j g u r e  3 . 5

S e p h a d e x  G - 5 0  F r a c t i o n a t i o n  P r o f i l e  o f  A I S - S e p h a r o s e  a n d

N G P S - S e p h a r o s e  T r e a t e d  5 0  p i  A l i q u o t s  o f  I s l e t  S o n i c a t e

S i x t y  i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  1 6 . 7  mM

g l u c o s e  a n d  ^ H - l e u c i n e  f o r  120  m i n u t e s  a nd  t h e n  s o n i c a t e d .  

50 p i  a l i q u o t s  o f  s o n i c a t e  w e r e  b o u n d  t o  e i t h e r  A l S - S e p h a r o s e  

o r  N G P S - S e p h a r o s e  a n d  t h e  b o u n d  m a t e r i a l  w a s  f r a c t i o n a t e d  on  a 

S e p h a d e x  G - 5 0  c o l u m n .  T h e  r a d i o a c t i v i t y  o f  e a c h  f r a c t i o n  w a s  

d e t e r m i n e d  f o r  t h e  A I S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e  ( s o l i d  l i n e )  

a n d  t h e  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e  ( d a s h e d  l i n e ) .

T h e  r e s u l t s  w e r e  a d j u s t e d  t o  t h e  o r i g i n a l  v o l u m e  o f  t h e  

s o n i c a t e d  i s l e t  s a m p l e .  T h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  t w o  i n t e r m e d i a t e  

m o b i l i t y  p e a k s  a r e  g i v e n  as  t h e i r  v a l u e s .  T h e  v o i d  v o l u m e

a n d  t h e  t o t a l  v o l u m e  ( V ^ )  o f  t h e  c o l u m n  a r e  m a r k e d  b y

a r r o w s .
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F i q u r e  3 . 6

S e p h a d e x  G - 5 0  F r a c t i o n a t i o n  P r o f i l e  o f  A I S - S e p h a r o s e  a n d

N G P S - S e p h a r o s e  T r e a t e d  25  p i  A l i q u o t s  o f  I s l e t  S o n i c a t e

S i x t y  i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  1 6 . 7  mM

g l u c o s e  a n d  ^ H - l e u c i n e  f o r  120  m i n u t e s  a n d  t h e n  s o n i c a t e d .  

25 p i  a l i q u o t s  o f  s o n i c a t e  w e r e  b o u n d  t o  e i t h e r  A l S - S e p h a r o s e  

o r  N G P S - S e p h a r o s e  a n d  t h e  b o u n d  m a t e r i a l  w a s  f r a c t i o n a t e d  o n  a 

S e p h a d e x  G - 5 0  c o l u m n .  T h e  r a d i o a c t i v i t y  o f  e a c h  f r a c t i o n  w a s  

d e t e r m i n e d  f o r  t h e  A l S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e  ( s o l i d  l i n e )  

a n d  t h e  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e  ( d a s h e d  l i n e ) .

T h e  r e s u l t s  w e r e  a d j u s t e d  t o  t h e  o r i g i n a l  v o l u m e  o f  t h e  

s o n i c a t e d  i s l e t  s a m p l e .  T h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  t w o  i n t e r m e d i a t e  

m o b i l i t y  p e a k s  a r e  g i v e n  as  t h e i r  v a l u e s .  T h e  v o i d  v o l u m e

a n d  t h e  t o t a l  v o l u m e  ( V ^ )  o f  t h e  c o l u m n  a r e  m a r k e d  by

a r r o w s .
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T a b l e  3 . 1  s h o w s  t h e  r e c o v e r i e s  o f  3 H _ i e u c i n e  l a b e l e d  

m a t e r i a l  i n  p e a k s  1 , 2  a n d  3 ( s e e  F i g u r e  3 . 3 )  o f  t h e  S e p h a d e x  

G - 5 0  f r a c t i o n a t e d  A I S - S e p h a r o s e  a n d  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  

a l i q u o t s  o f  i s l e t  s o n i c a t e  ( 1 0 0  p i .  50  p i  a n d  25 p i )  as  a 

p e r c e n t a g e  o f  t h e  p e a k s  i n  t h e  u n t r e a t e d  i s l e t  s o n i c a t e .

T h e  r e c o v e r i e s  o f  p e a k s  2 a n d  3 i n  t h e  25 p i  s o n i c a t e  

s a m p l e  w e r e  ~50% g r e a t e r  t h a n  i n  t h e  100  p i  a n d  50  p i  s o n i c a t e  

s a m p l e s .  T h e  r e c o v e r i e s  f o r  t h e  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e s  

w e r e  s i m i l a r  f o r  a l l  t h r e e  s o n i c a t e  v o l u m e s .
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P e r c e n t a a e  R e c o v e r y  o f  F r a c t i o n a t e d  p e a k s

S a m p l e P e a k  ± P e a k  2 P e a k  3

W h o l e  s o n i c a t e  1 0 0 . 0 % 1 0 0 .0 % 10 0 . 0 %

T r e a t e d  s o n i c a t e  1 7 . 2 %

( 1 0 0  p i  a l i q u o t )  ( 1 0 . 3 % )

4 8 . 3 %

(0 %)

3 1 . 7% 

( 0 %)

T r e a t e d  s o n i c a t e  5 . 0%  

( 5 0  p i  a l i q u o t )  ( 1 2 . 2 % )

4 7 . 5% 

( 0 % )

27 . 2% 

( 0 %)

T r e a t e d  s o n i c a t e  2 7 . 8 %  

( 2 5  p i  a l i q u o t )  ( 1 2 . 9 % )

7 7 . 4% 

( 0 %)

4 8 . 8 %

(0 %)

T a b l e  3 . 1  -  R e c o v e r i e s  o f  G - 5 0  F r a c t i o n a t e d  ^ H - L e u c i n e  L a b e l e d  

M a t e r i a l

D i f f e r e n t  v o l u m e s  o f  i s l e t  s o n i c a t e ,  f r o m  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  

1 8 . 7  mM g l u c o s e  f o r  180 m i n u t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ^ H - L e u c i n e ,  

w e r e  b o u n d  t o  A l S - S e p h a r o s e  o r  N G P S - S e p h a r o s e  a n d  t h e  b o u n d  

m a t e r i a l  w a s  s u b j e c t e d  t o  S e p h a d e x  G - 5 0  g e l  f r a c t i o n a t i o n  ( s e e  

F i g u r e s  3 . 3 ,  3 . 4 ,  3 . 5  a n d  3 . 6 ) .  T h e  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  e l u t e d

i n  p e a k s  1 , 2  a n d  3 ( s e e  F i g u r e  3 . 3 )  w a s  d e t e r m i n e d  a n d  t h e  

p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  o f  e a c h  p e a k ,  r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  a s a m p l e  

o f  u n t r e a t e d  s o n i c a t e ,  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  b o t h  A I S - S e p h a r o s e  

b o u n d  m a t e r i a l  a n d  N G P S - S e p h a r o s e  b o u n d  m a t e r i a l  ( i n

b r a c k e t s ) .
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N 6 P S - S e p h a r o s e  C o n t r o l s

I n  a l l  e x p e r i m e n t s  N G P S - S e p h a r o s e  c o n t r o l  s a m p l e s  b o u n d  

10X±27.  o f  t h e  TCA p r e c i p i t a b l e  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m ) .  T h e r e  wa s  

n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h i s  v a l u e  b e t w e e n  

e x p e r i m e n t s  o r  b e t w e e n  s a m p l e s  i n  t h e  same e x p e r i m e n t .

I s l e t  I n s u l i n  C o n t e n t s

T h e  m e a n  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t  w a s  6 9 . 3 ^ 2 8 . 7  ng  ( n = 8 8 )

f o r  a l l  t h e  e x p e r i m e n t s .  T h e r e  w a s  no  s t a t i s t i c a l l y  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t s  f o r  

d i f f e r e n t  t i s s u e  p r e p a r a t i o n s .

D o s e  R e s p o n s e  o f  G l u c o s e  o n  ( P r o ) i n s u l i n  B i o s y n t h e s i s

F i g u r e  3 . 7  s h o w s  t h e  d o s e - r e s p o n s e  f o r  g l u c o s e  s t i m u l a t e d  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  ( P r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i n c r e a s e d  w i t h  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  i n  a s i g m o i d a l  f a s h i o n .  O n l y  t h e  v a l u e s  

a t  1 5 . 0  mM a n d  2 0 . 0  mM g l u c o s e  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  ( P < 0 . 0 5  

a n d  P < 0 . 0 0 5  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e  t h r e s h o l d  f o r  g l u c o s e  

s t i m u l a t i o n  w a s  b e t w e e n  2 . 5  mM a n d  5 mM. T h e  h a l f - m a x i m a l  r a t e  

o c c u r r e d  a t  ~ 1 2  mM g l u c o s e  a n d  t h e  m a x i m a l  r a t e ,  a t  2 0 . 0  mM 

g l u c o s e ,  w a s  5 - f o l d  h i g h e r  t h a n  t h a t  a t  2 . 5  mM g l u c o s e .  The  

d o s e - r e s p o n s e  w a s  s t e e p e s t  b e t w e e n  5 . 0  mM a n d  1 5 . 0  mM g l u c o s e .

F i g u r e  3 . 8  s h o w s  t h e  same d a t a  as  i n  F i g u r e  3 . 7  e x p r e s s e d  

as  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  O v e r a l l  t h e  d o s e -  

r e s p o n s e  c u r v e  h a d  t h e  same s h a p e  as  t h a t  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 7



— 1 0 8 —

b u t  w i t h  a d i f f e r e n t  h a l f - m a x i m a l  v a l u e  ( ~ 8  mM g l u c o s e )  a n d  

t h e  m a x i m a l  r a t e  a t  2 0 . 0  mM g l u c o s e  w a s  o n l y  ~ 2 . 5 - f o l d  h i g h e r  

t h a n  t h a t  a t  2 . 5  mM g l u c o s e .  O n c e  a g a i n  o n l y  t h e  v a l u e s  a t

1 5 . 0  mM a n d  2 0 . 0  mM g l u c o s e  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t l y  

d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  ( P < 0 . 0 5  a n d  P < 0 . 0 0 0 5  

r e s p e c t i v e l y ) .
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F i g u r e  3 . 7

G l u c o s e  D o s e  R e s p o n s e  f o r  ( P r o ) I n s u l i n  S y n t h e s i s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  ^ H - l e u c i n e  a n d  

v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e  f o r  120  m i n u t e s .  A t  t h e  e n d  

o f  t h e  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  

t h e  s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e .  T he  

r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  i n  t h e  A I S - S e p h a r o s e  b o u n d  m a t e r i a l  w a s  

p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  i n c u b a t i o n  

m e d i u m .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n s  o f  a n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s ,  

w h i c h  a r e  n o t e d  b e s i d e  e a c h  d a t a  p o i n t ,  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  

b a r s .

*  P < 0 . 0 5  r e l a t i v e  t o  2 . 5  mM g l u c o s e  i n c u b a t i o n

* *  P < 0 . 0 0 5  r e l a t i v e  t o  2 . 5  mM g l u c o s e  i n c u b a t i o n
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f i g u r e  3 . 8

G l u c o s e  D o s e  R e s p o n s e  f o r  F r a c t i o n a l  ( P r o ) I n s u l i n  S y n t h e s i s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  ^ H - L e u c i n e  a n d  

v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e  f o r  120  m i n u t e s .  A t  t h e  e n d  

o f  t h e  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  

t h e  s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  a n d  t o t a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  r a t e s .  T h e  i n d e x  v a l u e s  o f  t h e  f r a c t i o n a l

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  w e r e  c a l c u l a t e d  a n d  p l o t t e d  

a g a i n s t  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  i n c u b a t i o n  m e d i u m .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n s  o f  a n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s ,

w h i c h  a r e  n o t e d  b e s i d e  e a c h  d a t a  p o i n t ,  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r

b a r s .

*  P < 0 . 0 5  r e l a t i v e  t o  2 . 5  mM g l u c o s e  i n c u b a t i o n

*** P < 0 . 0 0 0 5  r e l a t i v e  t o  2 . 5  mM g l u c o s e  i n c u b a t i o n
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T i m e  C o u r s e  oj f  ( P r o  ) I n s u l i n  B i o s y n t h e s i s

F i g u r e  3 . 9  s h o w s  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  

s y n t h e s i s  i n  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  e i t h e r  2 . 5  mM o r  2 0 . 0  mM 

g l u c o s e .  ( P r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  w a s  l i n e a r  

o v e r  t h e  180  m i n u t e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  S y n t h e s i s  a t  2 0 . 0  mM 

g l u c o s e  w a s  t h e  same as  t h a t  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  a f t e r  30 

m i n u t e s  b u t  h a d  i n c r e a s e d  r a p i d l y  t o  a v a l u e  ~ 3 - f o l d  h i g h e r  

a f t e r  80 m i n u t e s .  F r o m  60 m i n u t e s  o n w a r d s  t h e  s y n t h e s i s  r a t e  

a t  2 0 . 0  mM g l u c o s e  w a s  l i n e a r  a n d  r o u g h l y  p a r a l l e l e d  t h a t  a t  

2 . 5  mM g l u c o s e  b u t  a t  a h i g h e r  r a t e .  T h e  o n l y  s t a t i s t i c a l l y  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  s y n t h e s i s  r a t e s  a t  2 . 5  mM 

a n d  2 0 . 0  mM g l u c o s e  w a s  a t  t h e  180  m i n u t e s  t i m e  p o i n t  

( P < 0 . 0 5 ) .

F i g u r e  3 . 1 0  s h o w s  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t o t a l  p r o t e i n

s y n t h e s i s  i n  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  e i t h e r  2 . 5  mM o r  2 0 . 0  mM 

g l u c o s e .  T h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  w a s  l i n e a r  

o v e r  t h e  w h o l e  180 m i n u t e s  o f  i n c u b a t i o n  a n d  w a s  c l o s e l y

p a r a l l e l e d  b y  t h a t  a t  2 0 . 0  mM g l u c o s e  f o r  t h e  f i r s t  120  

m i n u t e s .  A f t e r  120 m i n u t e s  t h e  s y n t h e t i c  r a t e  a t  2 0 . 0  mM 

g l u c o s e  a p p e a r e d  t o  p l a t e a u  s l i g h t l y .  T h e r e  w e r e  n o  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  2 . 5  mM a n d

2 0 . 0  mM g l u c o s e  v a l u e s  a t  a n y  o f  t h e  t i m e  p o i n t s .

F i g u r e  3 . 1 1  s h o w s  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  f r a c t i o n a l  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  T h e  s y n t h e t i c  r a t e  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  

r e m a i n e d  c o n s t a n t  a t  ~ 1 . 5% o f  t o t a l  i s l e t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

o v e r  t h e  w h o l e  o f  t h e  180  m i n u t e  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  F o r  t h e

2 0 . 0  mM g l u c o s e  i n c u b a t i o n s  t h e r e  w a s  a s h a r p  i n c r e a s e  i n  t h e

s y n t h e t i c  r a t e  f r o m  ~3% t o  ~7% b e t w e e n  30  a n d  60 m i n u t e s  w h i c h  

t h e n  l e v e l l e d  o u t  t o  5% a f t e r  90  m i n u t e s .  O n l y  t h e  60  a n d  180



“ 1 1 4 “

m i n u t e  t i m e  p o i n t s  s h o w e d  a s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  2 . 5  mM a n d  2 0 . 0  mM g l u c o s e  v a l u e s  

( P < 0 . 0 0 5  f o r  b o t h ) .
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F i q u r e  3 . 9

T i m e  C o u r s e  o f  ( P r o ) i n s u l i n  S y n t h e s i s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  ^ H - l e u c i n e  a n d  

e i t h e r  2 . 5  mM o r  20 mM g l u c o s e  f o r  v a r i o u s  t i m e s .  A t  t h e  e n d  

o f  e a c h  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  

t h e  s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  

i n s u l i n  c o n t e n t .  T h e  r a t i o  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  t o  t h e  

i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  f o r  i n c u b a t i o n s  

i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM ( o p e n  t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  l i n e )  

a n d  20 mM ( c l o s e d  t r i a n g l e s  a n d  s o l i d  l i n e )  g l u c o s e .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n  v a l u e s  o f  d u p l i c a t e  a l i q u o t s  f r o m  

p a i r s  o f  s a m p l e s  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .

*  P < 0 . 0 5  r e l a t i v e  t o  same i n c u b a t i o n  t i m e  i n  2 . 5  mM

g l u c o s e .
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F i g u r e  3 . 1 0

T i m e  C o u r s e  o f  T o t a l  P r o t e i n  S y n t h e s i s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  ^ H - l e u c i n e  a n d  

e i t h e r  2 . 5  mM o r  20 mM g l u c o s e  f o r  v a r i o u s  t i m e s .  A t  t h e  e n d  

o f  e a c h  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  

t h e  s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

s y n t h e s i s  a n d  i n s u l i n  c o n t e n t .  T h e  r a t i o  o f  t o t a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  t o  t h e  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  

t i m e  f o r  i n c u b a t i o n s  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM ( o p e n  

t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  l i n e )  a n d  20 mM ( c l o s e d  t r i a n g l e s  a n d  

s o l i d  l i n e )  g l u c o s e .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  mean  v a l u e s  o f  d u p l i c a t e  a l i q u o t s  f r o m  

p a i r s  o f  s a m p l e s  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .
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F i q u r e  3 . 1 1

T i m e  C o u r s e  o f  F r a c t i o n a l  ( P r o ) i n s u l i n  S y n t h e s i s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  ^ H - l e u c i n e  a n d  

e i t h e r  2 . 5  mM o r  20 mM g l u c o s e  f o r  v a r i o u s  t i m e s .  A t  t h e  e n d  

o f  e a c h  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  

t h e  s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  a n d  t o t a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s .  T h e  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  w a s  

c a l c u l a t e d  a n d  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  f o r  i n c u b a t i o n s  i n  m e d i u m  

c o n t a i n i n g  2 . 5  mM ( o p e n  t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  l i n e )  a n d  20 mM 

( c l o s e d  t r i a n g l e s  a n d  s o l i d  l i n e )  g l u c o s e .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n  v a l u e s  o f  d u p l i c a t e  a l i q u o t s  f r o m  

p a i r s  o f  s a m p l e s  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .

* *  P < 0 . 0 0 5  r e l a t i v e  t o  same i n c u b a t i o n  t i m e  i n  2 . 5  mM

g l u c o s e .
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T i m e  P r o f i l e  o f  ( P r o ) I n s u l i n  B i o s y n t h e s i s

F i g u r e s  3 . 1 2 ,  3 . 1 3  a n d  3 . 1 4  s h o w  t h e  t i m e - d e p e n d e n t

p r o f i l e s  f o r  v a r i o u s  s y n t h e s i s  p a r a m e t e r s  f o r  a 1 2 0  m i n u t e  

i n c u b a t i o n  a t  2 . 5  mM o r  2 0 . 0  mM g l u c o s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  

a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D.  F i g u r e  3 . 1 2  s h o w s  t h e  p r o f i l e  f o r  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  A t  b o t h  2 . 5  mM a n d  2 0 . 0  mM g l u c o s e ,  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D, s y n t h e s i s  a p p e a r e d  t o  i n c r e a s e  

s l i g h t l y  t o  a p e a k  v a l u e  a n d  t h e n  d e c r e a s e  o v e r  t h e  r e s t  o f  

t h e  120  m i n u t e  i n c u b a t i o n .  I n  t h e  c a s e  o f  2 . 5  mM g l u c o s e  

s y n t h e s i s  r e a c h e d  a p e a k  a f t e r  3 0 - 6 0  m i n u t e s  w h e r e a s  a t

2 0 . 0  mM g l u c o s e  i t  r e a c h e d  a p e a k  v a l u e  a f t e r  6 0 - 9 0  m i n u t e s .  

T h e  a d d i t i o n  o f  a c t i n o m y c i n  D d i d  n o t  h a v e  a n y  s t a t i s t i c a l l y  

s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  s y n t h e s i s  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  a t  a n y  o f  

t h e  t i m e  p o i n t s .  A t  2 0 . 0  mM g l u c o s e ,  h o w e v e r ,  t h e  a d d i t i o n  o f  

a c t i n o m y c i n  D r e d u c e d  s y n t h e s i s  b y  a s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  

a m o u n t  a t  t h e  3 0 - 6 0  m i n u t e ,  6 0 - 9 0  m i n u t e  a n d  9 0 - 1 2 0  m i n u t e  

t i m e  p o i n t s ( P < 0 . 0 0 0 5 ,  P < 0 . 0 0 0 5  a n d  P < 0 . 0 0 5  r e s p e c t i v e l y ) .

A c t i n o m y c i n  D h a d  no  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  

s y n t h e s i s  a t  2 0 . 0  mM g l u c o s e  a t  t h e  0 - 3 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t .

F i g u r e  3 . 1 3  s h o w s  t h e  p r o f i l e  f o r  t o t a l  p r o t e i n

s y n t h e s i s .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  s i c t i n o m y c i n  D t h e  p a t t e r n  w a s

s i m i l a r  t o  t h e  r e s u l t s  i n  F i g u r e  3 . 1 2  f o r  ( p r o ) i n s u l i n

s y n t h e s i s .  T h e  p a t t e r n  o f  s y n t h e s i s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  0 w a s  a l s o  s i m i l a r  t o  t h a t  f o r  ( p r o ) i n s u l i n

s y n t h e s i s .  A t  2 . 5  mM g l u c o s e  a c t i n o m y c i n  D h a d  n o

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  s y n t h e s i s  a t  a n y  o f  t h e

t i m e  p o i n t s  b u t  a t  2 0 . 0  mM g l u c o s e  t h e r e  w a s  a s t a t i s t i c a l l y

s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  s y n t h e s i s  a t  t h e  0 - 3 0  m i n u t e ,  3 0 - 6 0

m i n u t e ,  6 0 - 9 0  m i n u t e  a n d  9 0 - 1 2 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t s  ( P < 0 . 0 5 ,
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P < 0 . 0 0 0 5 ,  P < 0 . 0 0 5  a n d  P < 0 . 0 0 5  r e s p e c t i v e l y ) .

F i g u r e  3 . 1 4  s h o w s  t h e  p r o f i l e  f o r  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  

s y n t h e s i s .  S y n t h e s i s  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  r e m a i n e d  c o n s t a n t  a n d  

w a s  u n a f f e c t e d  b y  a c t i n o m y c i n  D a t  a l l  t i m e  p o i n t s .  S y n t h e s i s  

a t  2 0 . 0  mM g l u c o s e ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D,  i n c r e a s e d  

t o  a p e a k  a t  6 0 - 9 0  m i n u t e s  a n d  t h e n  d e c r e a s e d  s l i g h t l y .  

A c t i n o m y c i n  0 r e d u c e d  s y n t h e s i s  s l i g h t l y  a t  a l l  t h e  2 0 . 0  mM 

t i m e  p o i n t s  b u t  wa s  o n l y  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  a t  t h e  

6 0 - 9 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t  ( P < 0 . 0 0 0 5 ) .
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F i g u r e  3 . 1 2

T i m e  P r o f i l e  o f  ( P r o ) I n s u l i n  S y n t h e s i s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  e i t h e r  2 . 5  mM o r  

20  mM g l u c o s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D f o r  

v a r i o u s  t i m e s .  30  m i n u t e s  b e f o r e  t h e  e n d  o f  e a c h  i n c u b a t i o n

^ H - l e u c i n e  w a s  a d d e d .  A t  t h e  e n d  o f  e a c h  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  

w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  t h e  s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  T h e  i n d e x  v a l u e s  o f  t h e  r a t e  o f

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  ^ H - l e u c i n e  

l a b e l i n g  p e r i o d  f o r  i n c u b a t i o n s  b o t h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D ( c r o s s  h a t c h e d  b a r s )  a n d  t h e  a b s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  0 ( o p e n  b a r s ) .

D a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n  v a l u e s  o f  a n u m b e r  o f  s a m p l e s , w h i c h  

a r e  g i v e n  b e s i d e  e a c h  b a r ,  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .

* *  P < 0 . 0 D 5  r e l a t i v e  t o  t h e  r a t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D.

* * *  P < 0 . 0 0 0 5  r e l a t i v e  t o  t h e  r a t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D.
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F j g u r e  3 . 1 3

T i m e  P r o f i l e  o f  T o t a l  P r o t e i n  S y n t h e s i s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  e i t h e r  2 . 5  mM o r  

20 mM g l u c o s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D f o r  

v a r i o u s  t i m e s .  30  m i n u t e s  b e f o r e  t h e  e n d  o f  e a c h  i n c u b a t i o n

^ H - l e u c i n e  w a s  a d d e d .  A t  t h e  e n d  o f  e a c h  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  

w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  t h e  s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r

t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h e  i n d e x  v a l u e s  o f  t h e  r a t e  o f  t o t a l

p r o t e i n  s y n t h e s i s  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  ^ H - l e u c i n e  l a b e l i n g  

p e r i o d  f o r  i n c u b a t i o n s  b o t h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D 

( c r o s s  h a t c h e d  b a r s )  a n d  t h e  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( o p e n  

b a r s ) .

D a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n  v a l u e s  o f  a n u m b e r  o f  s a m p l e s ,  w h i c h

a r e  g i v e n  b e s i d e  e a c h  b a r ,  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .

*  P < 0 . 0 5  r e l a t i v e  t o  t h e  r a t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D.

* * P < 0 . 0 0 5  r e l a t i v e  t o  t h e  r a t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D.

* * *  P < 0 . 0 0 0 5  r e l a t i v e  t o  t h e  r a t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D.
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F i g u r e  3 . 1 4

T i m e  P r o f i l e  o f  F r a c t i o n a l  ( P r o ) I n s u l i n  S y n t h e s i s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  e i t h e r  2 . 5  mM o r  

20  mM g l u c o s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D f o r  

v a r i o u s  t i m e s .  30 m i n u t e s  b e f o r e  t h e  e n d  o f  e a c h  i n c u b a t i o n

^ H - l e u c i n e  w a s  a d d e d .  A t  t h e  e n d  o f  e a c h  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  

w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  t h e  s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r

( p r o ) i n s u l i n  a n d  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h e  i n d e x  v a l u e s  o f  

t h e  f r a c t i o n a l  r a t e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  w e r e  p l o t t e d

a g a i n s t  t h e  ^ H - L e u c i n e  l a b e l i n g  p e r i o d  f o r  i n c u b a t i o n s  b o t h  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  0 ( c r o s s  h a t c h e d  b a r s )  a n d  t h e  

a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( o p e n  b a r s ) .

D a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n  v a l u e s  o f  a n u m b e r  o f  s a m p l e s ,  w h i c h

a r e  g i v e n  b e s i d e  e a c h  b a r ,  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .

* * *  P < 0 . 0 0 0 5  r e l a t i v e  t o  t h e  r a t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D.
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. E f f e ç t  o f  A c t i n o m y c i n  D o n  I P r o ) I n s u l i n  S y n t h e s i s  a t  D i f f e r e n t  

G l u c o s e  C o n c e n t r a t i o n s

F i g u r e s  3 . 1 5 ,  3 . 1 6  a n d  3 . 1 7  s h o w  d i f f e r e n t  s y n t h e s i s

p a r a m e t e r s  f o r  t h e  s e c o n d  h o u r  o f  i n c u b a t i o n ,  i n  t h e  p r e s e n c e  

o r  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D,  a t  d i f f e r e n t  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n s .

F i g u r e  3 . 1 5  s h o w s  t h e  r a t e s  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  I n  

t h e  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i n c r e a s e d  

w i t h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  t o  a m a x i m u m  a t  1 5 . 0  mM g l u c o s e  a n d  

t h e n  w a s  s l i g h t l y  l o w e r  a t  2 0 . 0  mM g l u c o s e .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  

a c t i n o m y c i n  D s y n t h e s i s  w a s  i n h i b i t e d  t o  a c o n s t a n t  l o w  l e v e l  

a t  a l l  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  a d d i t i o n  o f  a c t i n o m y c i n  D

c a u s e d  a s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c t i o n  i n  t h e  

s y n t h e s i s  r a t e  a t  1 0 . 0  mM, 1 5 . 0  mM a n d  2 0 . 0  mM g l u c o s e

( P < 0 . 0 2 5 ,  P < 0 . 0 0 5  a n d  P < 0 . 0 0 5  r e s p e c t i v e l y ) .

F i g u r e  3 . 1 6  s h o w s  t h e  r a t e s  o f  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s .

I n  t h e  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s

h i g h e s t  a t  5 . 0  mM g l u c o s e  a n d  d e c r e a s e d  e i t h e r  s i d e  o f  t h i s  

v a l u e .  T h e  a d d i t i o n  o f  a c t i n o m y c i n  D c a u s e d  a r e d u c t i o n  i n  

s y n t h e s i s  r a t e  t o  a c o n s t a n t  l o w  l e v e l  a t  a l l  g l u c o s e

c o n c e n t r a t i o n s  b u t  t h e r e  w a s  o n l y  a s t a t i s t i c a l l y  

s i g n i f i c a n t l y  r e d u c t i o n  a t  1 0 . 0  mM, 1 5 . 0  mM a n d  2 0 . 0  mM

g l u c o s e  ( P < 0 . 0 0 5  f o r  a l l  t h r e e ) .

F i g u r e  3 . 1 7  s h o w s  t h e  r a t e s  o f  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n

s y n t h e s i s .  F r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  s t e a d i l y  

i n c r e a s e d  f r o m  2 . 5  mM t o  2 0 . 0  mM g l u c o s e  i n  t h e  a b s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D.  T h e  a d d i t i o n  o f  a c t i n o m y c i n  D h a d  n o

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  s y n t h e s i s  a t  a n y  o f  t h e

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s .
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F i g u r e  3 . 1 5

E f f e c t  o f  A c t i n o m y c i n  D on ( P r o ) I n s u l i n  S y n t h e s i s  a t  D i f f e r e n t

G l u c o s e  C o n c e n t r a t i o n s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D,  f o r  120  m i n u t e s .  60  m i n u t e s  b e f o r e  t h e  e n d  o f

e a c h  i n c u b a t i o n  ^ H - L e u c i n e  w a s  a d d e d .  A t  t h e  e n d  o f  e a c h  

i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  t h e  

s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  i n s u l i n  

c o n t e n t .  T h e  r a t i o  o f  t h e  r a t e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  t o  

t h e  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  m e d i u m  f o r  i n c u b a t i o n s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  

p r e s e n c e  ( c r o s s  h a t c h e d  b a r s )  a n d  t h e  a b s e n c e  ( o p e n  b a r s )  o f  

a c t i n o m y c i n  D.

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n  v a l u e s  f r o m  d u p l i c a t e  a l i q u o t s  o f  

e i g h t  s a m p l e s  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .

*  P < G . G 5  r e l a t i v e  t o  t h e  r a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D.

* *  P<G. GG5 r e l a t i v e  t o  t h e  r a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

a c t i n o m y c i n  D.
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F i q u r e  3 . 1 6

E f f e c t  o f  A c t i n o m y c i n  D on T o t a l  P r o t e i n  S y n t h e s i s  a t

D i f f e r e n t  G l u c o s e  C o n c e n t r a t i o n s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  

a c t i n o m y c i n  D, f o r  120  m i n u t e s .  60  m i n u t e s  b e f o r e  t h e  e n d  o f  

e a c h  i n c u b a t i o n  ^ H - l e u c i n e  w a s  a d d e d .  A t  t h e  e n d  o f  e a c h  

i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  t h e  

s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  i n s u l i n  

c o n t e n t .  T h e  r a t i o  o f  t h e  r a t e  o f  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  t o  

t h e  i s l e t  i n s u l i n  c o n t e n t  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  m e d i u m  f o r  i n c u b a t i o n s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  

p r e s e n c e  ( c r o s s  h a t c h e d  b a r s )  a n d  t h e  a b s e n c e  ( o p e n  b a r s )  o f  

a c t i n o m y c i n  D.

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n  v a l u e s  f r o m  d u p l i c a t e  a l i q u o t s  o f  

e i g h t  s a m p l e s  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .

** P < 0 . 0 0 5  r e l a t i v e  t o  t h e  r a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D.
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F i q u r e  3 . 1 7

E f f e c t  o f  A c t i n o m y c i n  D on  F r a c t i o n a l  ( P r o ) I n s u l i n  S y n t h e s i s

a t  D i f f e r e n t  G l u c o s e  C o n c e n t r a t i o n s

I s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  

a c t i n o m y c i n  D , f o r  120  m i n u t e s .  60 m i n u t e s  b e f o r e  t h e  e n d  o f  

e a c h  i n c u b a t i o n  ^ H - l e u c i n e  w a s  a d d e d .  A t  t h e  e n d  o f  e a c h  

i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  s o n i c a t e d  a n d  a l i q u o t s  o f  t h e  

s o n i c a t e  w e r e  a s s a y e d  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  a n d  t o t a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s .  T he  i n d e x  v a l u e s  o f  t h e  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  

s y n t h e s i s  r a t e  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  t h e  m e d i u m  f o r  i n c u b a t i o n s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  

( c r o s s  h a t c h e d  b a r s )  a n d  t h e  a b s e n c e  ( o p e n  b a r s )  o f  

a c t i n o m y c i n  D.

T he  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  me a n  v a l u e s  f r o m  d u p l i c a t e  a l i q u o t s  o f  

e i g h t  s a m p l e s  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .



q !
2 -t

X )

CL

XL

5 0 100 2002 5 1 5 0

Glucose ( mM )

Figure 3.17



-  1 3 6 -  

D i s c u s s i o n

( P r o  ) I n s u l i n  S y n t h e s i s  A s s a y

T h e  u s e  o f  a n t i - i n s u l i n  s e r u m  c o u p l e d  t o  S e p h a r o s e  g e l  

w a s  f i r s t  u s e d  f o r  e x t r a c t i n g  i n s u l i n  f r o m  s e r u m  i n  a c o l u m n  

m e t h o d  ( A k a n u m a  e t  a l  1 9 7 0 )  a n d  l a t e r  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  

i n s u l i n  f r o m  u r i n e  i n  a b a t c h  m e t h o d  ( C r o s s l e y  1 9 7 4 ) .  B e r n e  

w a s  t h e  f i r s t  t o  a p p l y  a n t i - i n s u l i n  s e r u m  c o u p l e d  t o  S e p h a r o s e  

48  i n  t h e  s t u d y  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  ( B e r n e  1 9 7 5 a ) .

T h e  b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  A l S - S e p h a r o s e , a s  m e a s u r e d

w i t h  ^ ^ ^ I - b o y i n e  i n s u l i n ,  w a s  16 p g / g  o f  g e l  ( F i g u r e  3 . 1 )  

w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  p r e y i o u s l y  r e p o r t e d  f o r  A l S - S e p h a r o s e  

p r e p a r e d  i n  a s i m i l a r  m a n n e r  ( 1 2 . 5  p g / g )  ( B e r n e  1 9 7 5 a ) .

N G P S - S e p h a r o s e  s h o w e d  a l o w  l e y e l  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  f o r

^ ^ ^ I - b o y i n e  i n s u l i n  s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r y e d  p r e y i o u s l y  ( B o n e

1 9 7 7 ) .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  i s l e t  s o n i c a t e  t h e  A X S - S e p h a r o s e

c o l u m n  b o u n d  m o s t  o f  t h e  ^ ^ ^ I - b o y i n e  i n s u l i n .  T h e

N G P S - S e p h a r o s e  c o l u m n  b o u n d  n o n e  o f  t h e  ^ ^ ^ I - b o y i n e  i n s u l i n

l o a d e d  s i n c e  i t  w a s  c o m p l e t e l y  e l u t e d  b y  t h e  b i n d i n g  b u f f e r

12 5w a s h  ( F i g u r e  3 . 2 ) .  T h u s  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  I - b o v i n e  

i n s u l i n  b y  A l S - S e p h a r o s e  w a s  n o t  i n t e r f e r e d  w i t h  b y  i s l e t  

s o n i c a t e  a n d  w a s  o f  r e l a t i y e l y  h i g h  c a p a c i t y .  T h e  q u a n t i t y  o f  

A l S - S e p h a r o s e  u s e d  p e r  s a m p l e  i n  t h e  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  

a s s a y  p r o t o c o l  ( 2 0  mg)  w a s  s u f f i c i e n t  t o  b i n d  t h e  i n s u l i n

c o n t e n t  o f  ~5 i s l e t s .  T h i s  r e p r e s e n t e d  an  e x c e s s  i n  b i n d i n g

c a p a c i t y ,  o y e r  t h e  t h e o r e t i c a l  i n s u l i n  c o n t e n t  o f  t h e  a l i q u o t s

o f  i s l e t  s o n i c a t e  t r e a t e d ,  o f  a t  l e a s t  t w o  f o l d  o r  g r e a t e r .

12 5A l t h o u g h  t h e  I - b o y i n e  i n s u l i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f

t h e  A I S - S e p h a r o s e  w e r e  a d e q u a t e  i n  t e r m s  o f  b o t h  s p e c i f i c i t y
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a n d  c a p a c i t y  i t s  b i n d i n g  o f  i n  vitro ^ H - i e u c i n e  l a b e l e d  

( p r o ) i n s u l i n  i n  i s l e t  s o n i c a t e  w a s  a l s o  t e s t e d .  I n  o r d e r  t o  

o b t a i n  a h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  ^ H - L e u c i n e  l a b e l e d  

( p r o ) i n s u l i n  i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  a h i g h  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  ( 1 6 . 7  mM) f o r  a r e l a t i v e l y  l o n g  p e r i o d  ( 1 8 0  

m i n u t e s ) .  T h e  S e p h a d e x  G - 5 0  f r a c t i o n a t i o n  p r o f i l e  o f  t h e

r e s u l t i n g  i s l e t  s o n i c a t e  ( F i g u r e  3 . 3 )  s h o w s  t h a t  t h i s  a i m  w a s  

a c h i e v e d ;  t h e  r e s u l t s  c l o s e l y  p a r a l l e l e d  t h o s e  p r e v i o u s l y

r e p o r t e d  f o r  i s l e t s  l a b e l e d  u n d e r  s i m i l a r  c o n d i t i o n s

( M a l d o n a t o  e t  a l  1 9 7 6 ) .  T h e  p e a k  e l u t e d  a t  t h e  v o i d  v o l u m e  o f  

t h e  c o l u m n  ( P e a k  1)  c o n s i s t e d  o f  l a b e l e d  p r o t e i n s  w h i c h  w e r e  

c o m p l e t e l y  e x c l u d e d  f r o m  t h e  g e l  a n d  i t  h a d  a s m a l l  s h o u l d e r  

o f  s l i g h t l y  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l  a s s o c i a t e d  w i t h  i t  

( F i g u r e  3 . 3 ) .  T h i s  s h o u l d e r  w a s  a l s o  o b s e r v e d  b y  S c h a t z  e t  a l  

( 1 9 7 3 )  a n d  w a s  s h o w n  t o  be  p r o b a b l y  d u e  t o  a c i n a r  t i s s u e  

c o n t a m i n a t i o n  s i n c e  i t  c o - m i g r a t e d  w i t h  a p e a k  f r o m  ^ H - L e u c i n e  

l a b e l e d  a c i n a r  t i s s u e  a n d  ^ H - l e u c i n e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  

m a t e r i a l  i n  t h i s  s h o u l d e r  w a s  e s s e n t i a l l y  i n d e p e n d e n t  o f  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  r e l a t i v e  m o b i l i t i e s  o f  t h e  t w o  

i n t e r m e d i a t e  p e a k s  ( P e a k s  2 a n d  3 )  a n d  t h e i r  s i z e s  w e r e  a l s o

s i m i l a r  t o  t h a t  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  ( M a l d o n a t o  e t  a l  1 9 7 6 ;  

S c h a t z  e t  a l  1 9 7 3 ;  S c h a t z  e t  a l  1 9 7 2 ) .  T he  s l o w e r  o f  t h e  t w o  

i n t e r m e d i a t e  m o b i l i t y  p e a k s  ( P e a k  3 )  c a n  c o n f i d e n t l y  be

i d e n t i f i e d  a s  i n s u l i n  s i n c e  i t  c o - m i g r a t e d  w i t h  t h e  m a j o r  p e a k  

i n  i n s u l i n  i m m u n o - r e a c t i v i t y  ( F i g u r e  3 . 3 )  a n d  h a d  t h e  same 

r e l a t i v e  m o b i l i t y  as  b o t h  b o v i n e  i n s u l i n  a n d  ^ ^ ^ I - b o v i n e

i n s u l i n  s t a n d a r d s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  S i m i l a r l y  t h e  f a s t e r  o f  

t h e  t w o  i n t e r m e d i a t e  m o b i l i t y  p e a k s  ( P e a k  2 )  c a n  b e  i d e n t i f i e d  

a s  p r o i n s u l i n .  I t  c o - m i g r a t e d  w i t h  a s m a l l  s h o u l d e r  o n  t h e

m a j o r  i n s u l i n  i m m u n o - r e a c t i v i t y  p e a k  a n d  w a s  o f  a h i g h e r
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m o l e c u l a r  w e i g h t  t h a n  t h e  i n s u l i n  p e a k  ( F i g u r e  3 . 3 ) .  The  K
a V

v a l u e s  f o r  b o t h  t h e  i n s u l i n  ( 0 . 5 )  a n d  p r o i n s u l i n  ( 0 . 3 0 )  p e a k s  

w e r e  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  f o r  v a l u e s  r e p o r t e d  f o r  r a t  i n s u l i n  

a n d  p r o i n s u l i n  s t a n d a r d s  o n  s i m i l a r  S e p h a d e x  G - 5 0  c o l u m n s  

( S c h a t z  e t  a l  1 9 7 3 ;  M a l d o n a t o  e t  a l  1 9 7 6 ;  P e r m u t t  & K i p n i s  

1 9 7 2 a  ) .

T h e  S e p h a d e x  G - 5 0  f r a c t i o n a t i o n  p r o f i l e s  f o r  

A I S - S e p h a r o s e  a n d  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  i s l e t  s o n i c a t e

s a m p l e s  ( F i g u r e s  3 . 4 ,  3 . 5  a n d  3 . 6 )  s h o w  t h a t  A I S - S e p h a r o s e

b o u n d  b o t h  ^ H - 3 _ e u c i n e  l a b e l e d  p r o i n s u l i n  a n d  i n s u l i n  ( P e a k s  2 

a n d  3 )  as  w e l l  a s  l a b e l e d  m a t e r i a l  e l u t e d  i n  t h e  v o i d  v o l u m e  

( P e a k  1 ) .  N G P S - S e p h a r o s e  o n l y  b o u n d  m a t e r i a l  e l u t e d  i n  t h e  

v o i d  v o l u m e  ( P e a k  1 ) .  T h i s  p r o b a b l y  r e p r e s e n t e d  t h e  l o w  l e v e l  

o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s e e n  i n  t h e  ^ ^ ^ I - b o v i n e  i n s u l i n

b i n d i n g  d a t a  ( F i g u r e  3 . 1 ) .  T h u s  t h e  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d

s a m p l e s  p r o v i d e d  a g o o d  c o n t r o l  f o r  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  

A l S - S e p h a r o s e . A s i m i l a r  f r a c t i o n a t i o n  p a t t e r n  f o r  

A I S - S e p h a r o s e  a n d  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  m a t e r i a l  h a s  b e e n

p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  ( B o n e  & H o w e l l  1 9 7 7 ) .

T h e  r a t i o  o f  p r o i n s u l i n  t o  i n s u l i n  w a s  h i g h e r  i n  t h e

A l S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e s  t h a n  i n  t h e  o r i g i n a l  i s l e t  

s o n i c a t e .  T h i s  may  h a v e  b e e n  d u e  t o  e i t h e r  t h e  A I S - S e p h a r o s e  

h a v i n g  a g r e a t e r  b i n d i n g  c a p a c i t y  f o r  p r o i n s u l i n  t h a n  i n s u l i n  

o r  t h e  A I S - S e p h a r o s e  h a v i n g  a h i g h e r  b i n d i n g  a f f i n i t y  f o r  

p r o i n s u l i n .  T h e  l a t e r  i s  m o r e  l i k e l y  s i n c e  i n c r e a s i n g  t h e  

s o n i c a t e  t o  g e l  r a t i o  i n c r e a s e d  t h e  r e c o v e r y  o f  b o t h

p r o i n s u l i n  a n d  i n s u l i n  ( T a b l e  3 . 1 ) .

T h e  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a s s a y  p r o t o c o l  w a s  d e s i g n e d  s o  

t h a t  t h e  r a t i o  o f  i s l e t  s o n i c a t e  v o l u m e  t r e a t e d  t o  t h e  a m o u n t  

o f  g e l  c l o s e l y  a p p r o a c h e d  t h a t  u s e d  i n  t h e  25 p i  i s l e t
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s o n i c a t e  s a m p l e  ( F i g u r e  3 . 6 )  i n  o r d e r  t o  m a x i m i z e  t h e  r e c o v e r y

^ H - L e u c i n e  l a b e l e d  p r o i n s u l i n  a n d  i n s u l i n .  A l t h o u g h  h i g h e r  

r a t i o s  may  h a v e  g i v e n  s t i l l  h i g h e r  r e c o v e r i e s ,  a n d  h e n c e  

i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y ,  t h e y  w e r e  n o t  t e s t e d  s i n c e  

a n y  g a i n  w o u l d  h a v e  b e e n  o f f s e t  b y  t h e  r e d u c t i o n  i n

s e n s i t i v i t y  d u e  t o  t h e  l o w e r  a b s o l u t e  a m o u n t s  o f  ^ H - 3 _ e u c i n e  

l a b e l e d  m a t e r i a l  a v a i l a b l e  p e r  s a m p l e  f o r  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  

c o u n t i n g .  T h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  r a t i o  o f  p r o i n s u l i n  t o  

i n s u l i n  i n  A l S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e s  a n d  t h e  o r i g i n a l  

i s l e t  s o n i c a t e  c o u l d  e f f e c t  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  a s s a y .  

P r o v i d i n g  t h a t  a n y  f l u c t u a t i o n s  i n  t h i s  r a t i o  a r e  m i n i m a l  a n y  

e r r o r  w i l l  b e  c o n s t a n t  b e t w e e n  s a m p l e s .  So t h i s  s o u r c e  o f  

e r r o r  c a n  b e  d i s r e g a r d e d  as  f a r  a s  r e l a t i v e  c o m p a r i s o n s  

b e t w e e n  s y n t h e s i s  r a t e s  a r e  c o n c e r n e d .  S i n c e  no  s i g n i f i c a n t  

c o n v e r s i o n  o f  l a b e l e d  p r o i n s u l i n  t o  i n s u l i n  w a s  o b s e r v e d  i n  

i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  20  mM g l u c o s e  f o r  75 m i n u t e s  ( M o r r i s  & 

K o r n e r  1 9 7 0 a )  t h i s  e r r o r  i s  l i k e l y  t o  be  m i n i m a l .  A n y  e r r o r  

d u e  t o  t h e  p o s s i b l i t y  o f  n o n - b i n d i n g  o f  ^ H - l _ e u c i n e  l a b e l e d  

C - p e p t i d e  b y  t h e  A I S - S e p h a r o s e  i s  a l s o  a v e r t e d  b y  t h e  u s e  o f  

c o n d i t i o n s  s u c h  as  t h e s e  w h i c h  a v o i d  s i g n i f i c a n t  r a t e s  o f  

c o n v e r s i o n  o f  l a b e l e d  p r o i n s u l i n  t o  i n s u l i n .  M o s t  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  p r o t o c o l s  u s e d  i n  t h i s  t h e s i s  m e e t  t h e s e  

r e q u i r e m e n t s .  S u b t r a c t i o n  o f  t h e  N G P S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  

c o n t r o l  v a l u e s  f r o m  t h o s e  o f  t h e  A I S - S e p h a r o s e  t r e a t e d  s a m p l e s  

o c c a s i o n a l l y  r e s u l t e d  i n  n e g a t i v e  v a l u e s .  T h i s  w a s  p r o b a b l y  

d u e  t o  t h e  d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  t h e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  

c a p a c i t i e s  o f  t h e  A I S - S e p h a r o s e  a n d  N G P S - S e p h a r o s e .  I t  w o u l d  

h a v e  b e e n  p o s s i b l e  t o  c o r r e c t  t h i s  b y  t i t r a t i o n  o f  t h e  t w o

g e l s  w i t h  ^ H - L e u c i n e  l a b e l e d  n o n - ( p r o ) i n s u l i n  p r o t e i n s .  T h i s  

w a s  n o t  d o n e ,  h o w e v e r ,  s i n c e  t h e  N G P S - S e p h a r o s e  c o n t r o l  v a l u e s
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r e m a i n e d  c o n s t a n t  b e t w e e n  s a m p l e s  a n d  e x p e r i m e n t s  a n d  as  s u c h  

w e r e  n o t  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s .

I n  c o n c l u s i o n  t h e  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a s s a y  p r o t o c o l  

t h a t  w a s  a d o p t e d  wa s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a d e q u a t e  f o r  r e l a t i v e  

c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  s y n t h e s i s  r a t e s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  

s y s t e m s  u s e d .  I t  wa s  n o t  a d e q u a t e  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  

a b s o l u t e  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e s .  S i n c e  A I S - S e p h a r o s e  

b o u n d  b o t h  p r o i n s u l i n  a n d  i n s u l i n  t h e  t e r m  ( p r o ) i n s u l i n

s y n t h e s i s ,  r a t h e r  t h a n  t o  i n s u l i n  o r  p r o i n s u l i n  s y n t h e s i s ,  i s  

u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  t h e s i s .  T h e  a s s a y  m e t h o d  u s e d  w a s  m u c h  

q u i c k e r  t h a n  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e s  ( e . g .  S e p h a d e x  G - 5 0  g e l  

c h r o m o t o g r a p h y , g e l  e l e c t r o p h o r e s i s )  a n d  a l l o w e d  a g r e a t e r  

n u m b e r  o f  s a m p l e s  t o  b e  p r o c e s s e d  s i m u l t a n e o u s l y .  I t  a l s o

o f f e r e d  t h e  a d v a n t a g e  o f  e a s i e r  w a s h i n g  p r o c e d u r e s  t h a n  d o u b l e  

a n t i b o d y  p r e c i p i t a t i o n  o r  c o l u m n  A l S - S e p h a r o s e  m e t h o d s .  U n l i k e  

f r a c t i o n a t i o n  t e c h n i q u e s ,  h o w e v e r ,  i t  d i d  n o t  p e r m i t  t h e  

r e s o l u t i o n  o f  t h e  p r o i n s u l i n  a n d  i n s u l i n  c o m p o n e n t s  o f

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .

D o s e  R e s p o n s e  o f  G l u c o s e  on  ( P r o ) i n s u l i n  S v n t h e s i s

I n c r e a s i n g  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  i n c u b a t i o n  

m e d i u m  d u r i n g  a 120  m i n u t e  i n c u b a t i o n  i n c r e a s e d  t h e

i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ H - l _ e u c i n e  i n t o  ( p r o ) i n s u l i n  i n  a s i g m o i d a l  

f a s h i o n  ( F i g u r e  3 . 7 ) .  T h i s  e f f e c t  w a s  p r e f e r e n t i a l  f o r

( p r o ) i n s u l i n  o v e r  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  s i n c e  t h e  f r a c t i o n a l  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  a l s o  i n c r e a s e d  w i t h  g l u c o s e

c o n c e n t r a t i o n  i n  a s i g m o i d a l  f a s h i o n  ( F i g u r e  3 . 8 ) .  T h e  p a t t e r n  

o f  r e s p o n s e  a n d  t h e  t h r e s h o l d  a n d  m a x i m a l  g l u c o s e

c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d
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( P i p e l e e r s  e t  a l  1 9 7 3 a ;  L i n  e t  a l  1 9 7 2 ) .  On i n c r e a s i n g  t h e  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  a b a s a i  v a l u e  o f  2 . 5  mM t o  a 

m a x i m a l  v a l u e  o f  20 mM t h e r e  w a s  a 5 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ H - L e u c i n e  i n t o  ( p r o ) i n s u l i n  ( F i g u r e  3 . 7 ) .  

H o w e l l  a n d  T a y l o r  ( H o w e l l  & T a y l o r  1 9 6 7 )  o b s e r v e d  t h a t  a t  h i g h  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  t h e r e  w a s  a m a r k e d  i n c r e a s e  i n  

s e c r e t i o n  o f  n e w l y  s y n t h e s i s e d  ( p r o ) i n s u l i n  i n  t h e  s e c o n d  a n d  

t h i r d  h o u r s  o f  i n c u b a t i o n .  S i n c e  t h e  i s l e t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n

t h e  p r e s e n c e  o f  ^ H - ] _ e u c i n e  f o r  120  m i n u t e s  i t  i s  l i k e l y  t h a t  

l o s s  o f  l a b e l e d  ( p r o ) i n s u l i n  b y  s e c r e t i o n  i n t o  t h e  m e d i u m  

o c c u r r e d  a t  t h e  h i g h e r  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s .  S u c h  l o s s e s  

w o u l d  c a u s e  an  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  t h e  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  

r a t e s  a t  t h e  h i g h e r  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s .  T h i s  w o u l d  e x p l a i n  

w h y  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  u s i n g  s h o r t e r  i n c u b a t i o n  p e r i o d s  

o b s e r v e d  h i g h e r  i n c r e a s e s  i n  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  o n  r a i s i n g  

t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  2 . 5  mM t o  20 mM ( ~ 1 0 - f o l d  

i n c r e a s e  f o r  a 90  m i n u t e  i n c u b a t i o n  ( P i p e l e e r s  e t  a l  1 9 7 3 a )  

a n d  ~ 2 0 - f o l d  f o r  a 60 m i n u t e  i n c u b a t i o n  ( L i n  e t  a l  1 9 7 2 ) ) .

T i m e  C o u r s e  o f  ( P r o ) i n s u l i n  S v n t h e s i s

T h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ H - 3 _ e u c i n e  i n t o  t h e  ( p r o ) i n s u l i n

f r a c t i o n  i n  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  w a s  l i n e a r  o v e r

t h e  w h o l e  o f  t h e  180 m i n u t e s  o f  i n c u b a t i o n  ( F i g u r e  3 . 9 ) .  T h e

t i m e  c o u r s e  o f  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t o t a l  i s l e t  p r o t e i n

( F i g u r e  3 . 1 0 )  f o l l o w e d  a s i m i l a r  p a t t e r n .  T h u s  t h e  f r a c t i o n a l  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  w a s  c o n s t a n t  a t

~ 1 . 5 %  f o r  t h e  w h o l e  t i m e  c o u r s e  ( F i g u r e  3 . 1 1 ) .  A l t h o u g h  t h e

i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ H - L e u c i n e  i n t o  t o t a l  i s l e t  p r o t e i n  a t  20  mM

g l u c o s e  o c c u r r e d  a t  a l i n e a r  r a t e  a l m o s t  i d e n t i c a l  t o  t h a t  a t
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2 . 5  mM g l u c o s e  ( F i g u r e  3 . 1 0 )  t h e  t i m e  c o u r s e  f o r  i n c o r p o r a t i o n  

i n t o  ( p r o ) i n s u l i n  d i f f e r e d .  T h e r e  w a s  a s h a r p  r i s e  i n  

i n c o r p o r a t i o n  r a t e  a t  20 mM g l u c o s e  b e t w e e n  30  a n d  60 m i n u t e s  

( F i g u r e  3 . 9 ) .  I n  t e r m s  o f  t h e  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  

s y n t h e s i s  r a t e ,  20 mM g l u c o s e  s t i m u l a t e d  s y n t h e s i s  r a t e  f r o m  

30 m i n u t e s  o n w a r d s  a n d  t h i s  l e v e l e d  o f f  t o  5% o f  t o t a l  i s l e t  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  b y  6 0 - 9 0  m i n u t e s  ( F i g u r e  3 . 1 1 ) .  T h e s e  

o b s e r v a t i o n s  a r e  i n  b r o a d  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o f  p r e v i o u s  

s t u d i e s  ( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ;  P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 2 a ) .  T h e  

f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e s ,  a t  ~ 1 . 5 %  f o r  2 . 5  mM 

a n d  5/. f o r  20 mM g l u c o s e  w e r e  s o m e w h a t  l o w e r  t h a n  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d .  M o r r i s  & K o r n e r  ( 1 9 7 0 a )  o b s e r v e d  c o r r e s p o n d i n g  r a t e s  

o f  77. a n d  17 7. w h i l s t  P e r m u t t  & K i p n i s  ( 1 9 7 2 a )  f o u n d  r a t e s  o f  

6 . 17 .  a n d  2 1 . 8 7 .  a t  2 . 8  mM a n d  1 5 . 3  mM g l u c o s e  r e s p e c t i v e l y .

T i m e  P r o f i l e  o f  ( P r o ) i n s u l i n  S v n t h e s i s

A t  h i g h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  n e w l y  s y n t h e s i s e d  

( p r o ) i n s u l i n  i s  s e c r e t e d  f r o m  t h e  p - c e l l  f r o m  t h e  s e c o n d  h o u r  

o f  i n c u b a t i o n  o n w a r d s  ( H o w e l l  & T a y l o r  1 9 6 7 ) .  I n  t h e  

e x p e r i m e n t s  d i s c u s s e d  s o  f a r  ^ n - L e u c i n e  h a s  b e e n  p r e s e n t  i n  

t h e  i n c u b a t i o n  m e d i u m  f o r  l o n g e r  t h a n  60 m i n u t e s  a n d  t h u s  some

l o s s  o f  ^ H - l a b e l e d  ( p r o ) i n s u l i n  f r o m  t h e  i s l e t s  b y  s e c r e t i o n  

i n t o  t h e  m e d i u m  w a s  i n e v i t a b l e .  T h i s  w o u l d  c a u s e  an  

u n d e r e s t i m a t i o n  o f  t h e  r a t e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  A l s o  

s i n c e  i t  w a s  n o t  k n o w n  w h e t h e r  A I S - S e p h a r o s e  b o u n d  C - p e p t i d e  

t h e r e  e x i s t e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  l o s s  o f  ^ H - l e u c i n e  

i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  C - p e p t i d e  w a s  p o s s i b l e  i f  c o n v e r s i o n  o f

*1 3H - l a b e l e d  p r o i n s u l i n  i n t o  H - l a b e l e d  i n s u l i n  o c c u r r e d .  R a t

p r o i n s u l i n  c o n t a i n s  t e n  l e u c i n e  r e s i d u e s  w h e r e a s  r a t  i n s u l i n
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o n l y  c o n t a i n s  s i x .  T h i s  c o u l d  h a v e  l e d  t o  a f u r t h e r  

u n d e r e s t i m a t i o n  i n  t h e  r a t e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  To  

o b v i a t e  t h e s e  p o t e n t i a l  e r r o r s  a p u l s e - l a b e l i n g  p r o t o c o l  w a s  

a d o p t e d  f o r  t h i s  a n d  a l l  s u b s e q u e n t  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  

e x p e r i m e n t s  i n  t h i s  t h e s i s .  I n  t h i s  r e v i s e d  p r o t o c o l  t h e

^ H - L e u c i n e  w a s  o n l y  p r e s e n t  i n  t h e  i n c u b a t i o n  m e d i u m  f o r  t h e  

l a s t  30  m i n u t e s  o f  e a c h  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  T h i s  l a b e l i n g  

p e r i o d  i s  s h o r t  e n o u g h  t o  p r e v e n t  s e c r e t i o n  o f  ^ H - l a b e l e d  

( p r o ) i n s u l i n  d u e  t o  s e c r e t i o n  i n t o  t h e  m e d i u m  a n d  a l s o  b y

c o n v e r s i o n  o f  ^ H - l a b e l e d  p r o i n s u l i n  t o  ^ H - l a b e l e d  i n s u l i n  

( M a l d o n a t o  e t  a l  1 9 7 6 ) .  A t  t h e  same t i m e  a 30  m i n u t e  l a b e l i n g  

p e r i o d  g a v e  a s u f f i c i e n t l y  h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f

^ H - ( p r o ) i n s u l i n  f o r  s t u d y .

I n  g e n e r a l  t h e  ^ H - L e u c i n e  i n c o r p o r a t i o n  r a t e s ,  as  w e l l  as  

t h e  s t a n d a r d  e r r o r s ,  w e r e  h i g h e r  f o r  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t

2 . 5  mM t h a n  20 mM g l u c o s e  ( F i g u r e s  3 . 1 2  a n d  3 . 1 3 ) .  T h i s  

v a r i a t i o n  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  o n e  p a r t i c u l a r  i s l e t  t i s s u e  

p r e p a r a t i o n  u s e d  i n  t h e  2 . 5  mM g l u c o s e  i n c u b a t i o n s  w h i c h  g a v e  

m u c h  g r e a t e r  ^ H - l e u c i n e  i n c o r p o r a t i o n  r a t e s  t h a n  t h e  o t h e r  

t i s s u e  p r e p a r a t i o n s  u s e d .  T h e  s t a n d a r d  e r r o r  v a l u e s  f o r  t h e  

f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e s  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  w e r e  

m u c h  l o w e r  as  w o u l d  be  e x p e c t e d  i f  t h i s  w e r e  t h e  c a s e .  So o n l y  

v a l i d  c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  t h e  2 . 5  mM a n d  20 mM g l u c o s e  

i n c u b a t i o n  d a t a  c a n  be  m a d e  u s i n g  t h e  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  

s y n t h e s i s  r a t e s .

T h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  t o t a l  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  t h e  s ame i n d i c a t i n g  t h a t  g l u c o s e  h a d  an  

e f f e c t  on  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  g e n e r a l  a n d  n o t  j u s t  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i n  p a r t i c u l a r .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  

w i t h  p r e v i o u s  t i m e  c o u r s e  d a t a  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  a n d  b u l k
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p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  t h e  s e c o n d  h o u r  o f  s y n t h e s i s  a t  1 6 . 7  mM 

a n d  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  r e m a i n e d  

c o n s t a n t  t h r o u g h o u t  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  T h e s e  d a t a  a r e  

c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  g l u c o s e  d o s e  r e s p o n s e  c u r v e  ( F i g u r e  3 . 6 )  

s i n c e  2 . 5  mM i s  b e l o w  t h e  t h r e s h o l d  f o r  g l u c o s e  s t i m u l a t e d  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  C o n v e r s e l y  20 mM g l u c o s e  l i e s  a t  t h e  

o t h e r  e x t r e m e  o f  t h e  d o s e  r e s p o n s e  c u r v e  a n d  r e p r e s e n t s  a 

m a x i m a l  r a t e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  T h i s  w a s  r e f l e c t e d  i n  

t h e  t i m e  p r o f i l e  d a t a  as  t h e  r a t e s  o f  ( p r o ) i n s u l i n ,  f r a c t i o n a l  

( p r o ) i n s u l i n  a n d  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a l l  r o s e  s t e a d i l y  

o v e r  t h e  f i r s t  90  m i n u t e s  o f  i n c u b a t i o n  a t  20 mM g l u c o s e  

( F i g u r e s  3 . 1 2 ,  3 . 1 3  a n d  3 . 1 4 ) .  So i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  20 mM

g l u c o s e  s t i m u l a t e s  t h e  s y n t h e s i s  o f  i s l e t  p r o t e i n s  i n  g e n e r a l ,  

a n d  ( p r o ) i n s u l i n  i n  p a r t i c u l a r ,  w i t h i n  30  t o  60 m i n u t e s  o f  t h e  

s t a r t  o f  s t i m u l u s .  T h e r e  w a s  a d e c l i n e  i n  r a t e  f r o m  t h e  6 0 - 9 0  

t o  t h e  9 0 - 1 2 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t s  i n  ( p r o ) i n s u l i n  a n d  t o t a l  

p r o t e i n  s y n t h e s i s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  d e c l i n e  m a r k s  t h e  

s t a r t  o f  t h e  l i m i t  o f  t h e  v i a b i l i t y  o f  i s o l a t e d  i s l e t s  f o r  in 

vitro ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .  By t h i s  t i m e  t h e  i s l e t s  h a v e  

b e e n  s u b j e c t e d  t o  a t o t a l  i n c u b a t i o n  t i m e  s i m i l a r  t o  t h e  180  

m i n u t e  t i m e  p o i n t  i n  t h e  e a r l i e r  t i m e  c o u r s e  e x p e r i m e n t  w h e r e  

a s i m i l a r  d e c l i n e  i n  t h e  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  r a t e  w a s  s e e n  

( F i g u r e  3 . 1 0 ) .  P e r h a p s  t h e  p - c e l l  p o o l  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

p r e c u r s o r s  w a s  n o t  s u f f i c i e n t  t o  s u s t a i n  t h e  s t i m u l a t e d  r a t e s  

o f  i n  vitro p r o t e i n  s y n t h e s i s  t h a t  o c c u r r e d  a t  h i g h  g l u c o s e

c o n c e n t r a t i o n s .

A c t i n o m y c i n  D,  an  i n h i b i t o r  o f  DNA d i r e c t e d  RNA s y n t h e s i s  

( G o l d b e r g  e t  a l  1 9 6 2 ) ,  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  RNA s y n t h e s i s  

i n  i s l e t s  b y  807. w h e n  u s e d  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  10 p g / m l  

( P u c h i n g e r  & W a c k e r  1 9 7 2 ) .  I t  h a s  b e e n  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  a t
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t h i s  c o n c e n t r a t i o n  i n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  t h e  c o n t r i b u t i o n  ma d e

b y  RNA s y n t h e s i s  t o  g l u c o s e  s t i m u l a t e d  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s .

A c t i n o m y c i n  D t r e a t m e n t  h a d  no  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t

e f f e c t  on  e i t h e r  ( p r o ) i n s u l i n  o r  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  r a t e s

a t  2 . 5  mM g l u c o s e .  F o r  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  20  mM g l u c o s e ,

h o w e v e r ,  i t  c a u s e d  a s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e s  f r o m  t h e  3 0 - 6 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t

o n w a r d s  ( F i g u r e  3 . 1 2 )  a n d  a t  a l l  t i m e  p o i n t s  f o r  t o t a l  p r o t e i n

s y n t h e s i s  ( F i g u r e  3 . 1 3 ) .  I n  c o n t r a s t  t o  t h i s  g e n e r a l

i n h i b i t i o n  o f  s y n t h e s i s  r a t e s  a c t i n o m y c i n  D t r e a t m e n t  o n l y

c a u s e d  a s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  t h e  f r a c t i o n a l

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  a t  t h e  6 0 - 9 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t

( F i g u r e  3 . 1 4 ) .  T h i s  p a t t e r n  o f  a c t i n o m y c i n  0 a c t i o n  on  p r o t e i n

s y n t h e s i s  r a t e s  c a n  be  e x p l a i n e d  b y  t h e  i n h i b i t i o n  o f

s y n t h e s i s  o f  t w o  s e p a r a t e  p o o l s  o f  RNA.  One p o o l  c o n s i s t s  o f

RNA s p e c i e s  r e q u i r e d  f o r  g e n e r a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  I n h i b i t i o n

o f  s y n t h e s i s  o f  t h i s  RNA p o o l  w a s  a p p a r e n t  as  e a r l y  as  t h e

0 - 3 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t  a n d  p r o b a b l y  r e p r e s e n t e d  i n h i b i t i o n  o f

s y n t h e s i s  o f  a l a b i l e  RNA s p e c i e s .  S i n c e  t h i s  f o r m  o f

i n h i b i t i o n  a p p l i e s  e q u a l l y  t o  t h e  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  r a t e

a n d  t h e  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  i t  c a n c e l s  i t s e l f  o u t  i n

t h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e

( F i g u r e  3 . 1 4 ) .  The  r e s i d u a l  i n h i b i t i o n  b y  a c t i n o m y c i n  0 w a s

a p p a r e n t  a t  t h e  6 0 - 9 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t  f o r  20 mM g l u c o s e .

T h i s  c o u l d  h a v e  r e p r e s e n t e d  i n h i b i t i o n  o f  s y n t h e s i s  o f  a

s e c o n d  RNA p o o l  c o n s i s t i n g  o f  RNA s p e c i f i c  t o  t h e  s y n t h e s i s  o f  

( p r o ) i n s u l i n .  The  o b v i o u s  c a n d i d a t e  f o r  s u c h  a RNA s p e c i e s  i s

p r e p r o i n s u l i n  mRNA a n d  t h i s  i m p l i e s  t h a t  s y n t h e s i s  o f  n e w

p r e p r o i n s u l i n  mRNA i s  i n s t r u m e n t a l  i n  g l u c o s e  s t i m u l a t e d

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  o v e r  t h e  s h o r t  t e r m  ( i . e .  f r o m  1 h o u r
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o f  i n c u b a t i o n  o n w a r d s ) .  T h e r e  w a s  no  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  

r e d u c t i o n  i n  t h e  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  f o r  

20  mM g l u c o s e  a t  t h e  9 0 - 1 2 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t .  T h i s  c o u l d  h a v e  

b e e n  d u e  t o  m a s k i n g  b y  l o s s  o f  i s l e t  v i a b i l i t y  f o r  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  w h i c h  w a s  d i s c u s s e d  a b o v e .

E f f e c t  o f  A c t i n o m v c i n  o n  ( P r o ) I n s u l i n  S v n t h e s i s  a t  D i f f e r e n t  

G l u c o s e  C o n c e n t r a t i o n s

T h e  r e s u l t s  o f  t h e  t i m e  p r o f i l e  e x p e r i m e n t  ( F i g u r e s  3 . 1 2 ,  

3 . 1 3  a n d  3 . 1 4 )  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  g l u c o s e  

s t i m u l a t e d  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  b y  a c t i n o m y c i n  D o c c u r e d  a t  

20 mM b u t  n o t  a t  2 . 5  mM g l u c o s e .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  a t  w h i c h  RNA s y n t h e s i s  c o n t r i b u t e d  t o  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  a d o s e  r e s p o n s e  e x p e r i m e n t  f o r  g l u c o s e  i n  

t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D w a s  c a r r i e d  o u t .  

S i n c e  i t  w a s  b e l i e v e d  t h a t  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a s s a y  w a s  n e c e s s a r y  f o r  t h i s  e x p e r i m e n t  

s o  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  ^ y - l a b e l e d  ( p r o ) i n s u l i n  w a s

i n c r e a s e d  b y  u s i n g  a l o n g e r  ^ H - L e u c i n e  l a b e l i n g  p e r i o d  t h a n  30 

m i n u t e s  ( i . e .  o n e  h o u r ) .  T h i s  p e r i o d  r e p r e s e n t e d  t h e  m a x i m u m  

p o s s i b l e  w i t h o u t  i n c u r r i n g  l o s s e s  o f  ^ H - l a b e l e d  ( p r o ) i n s u l i n  

d u e  t o  s e c r e t i o n  i n t o  t h e  m e d i u m  ( H o w e l l  & T a y l o r  1 9 6 7 ) .  T h e  

l a b e l i n g  p e r i o d  w a s  c h o s e n  f o r  t h e  s e c o n d  h o u r  o f  i n c u b a t i o n  

s i n c e  t h e  t i m e  p r o f i l e  e x p e r i m e n t  s h o w e d  t h i s  t o  be  t h e  t i m e  

o f  m a x i m a l  a c t i n o m y c i n  D i n h i b i t i o n  ( F i g u r e s  3 . 1 2 ,  3 . 1 3  a n d

3 . 1 4 ) .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D t h e  g l u c o s e  d o s e  

r e s p o n s e  c u r v e s  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  ( F i g u r e  3 . 1 5 )  a n d  f r a c t i o n a l
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( p r o ) i n s u l i n  ( F i g u r e  3 . 1 7 )  s y n t h e s i s  f o l l o w e d  t h e  s i g m o i d a l  

p a t t e r n  p r e c e d e n t e d  b y  t h e  p r e v i o u s  g l u c o s e  d o s e  r e s p o n s e  d a t a  

( F i g u r e s  3 . 7  a n d  3 . 8 ) .  The  r a t e  o f  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  

t h e  s e c o n d  h o u r  o f  i n c u b a t i o n  w a s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e

c o n c e n t r a t i o n  o f  g l u c o s e  ( F i g u r e  3 . 1 8 ) .  A c t i n o m y c i n  0 

i n h i b i t e d  b o t h  ( p r o ) i n s u l i n  a n d  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  r a t e s  

t o  a c o n s t a n t  l e v e l  a t  a l l  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d  

( F i g u r e s  3 . 1 5  a n d  3 . 1 8 ) .  S i n c e  t h i s  i n h i b i t i o n  i s  o n l y  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  a t  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  10 mM 

o r  g r e a t e r  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  a t  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  t h e  

s y n t h e s i s  o f  RNA i s  r a t e  l i m i t i n g  f o r  g e n e r a l  p r o t e i n

s y n t h e s i s  i n  t h e  s e c o n d  h o u r  o f  i n c u b a t i o n .

I n  t h e  c a s e  o f  f r a c t i o n a l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  

( F i g u r e  3 . 1 7 )  a c t i n o m y c i n  D h a d  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  

e f f e c t  o n  t h e  g l u c o s e  d o s e  r e s p o n s e  c u r v e .  A p p l y i n g  t h e  t w o  

RNA p o o l  m o d e l  f o r  a c t i n o m y c i n  D i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  d i s c u s s e d  a b o v e  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  f r o m  t h i s  t h a t  

s y n t h e s i s  o f  RNA s p e c i f i c  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  ( i . e .  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA)  p l a y s  n o  p a r t  i n  t h e  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  

o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a t  a n y  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d .  

T h i s ,  h o w e v e r ,  i s  i n  d i r e c t  c o n f l i c t  w i t h  t h e  t i m e  p r o f i l e

d a t a  w h e r e  s u c h  a n  e f f e c t  w a s  s e e n  a t  t h e  6 0 - 9 0  m i n u t e  t i m e  

p o i n t  f o r  t h e  20 mM g l u c o s e  i n c u b a t i o n  ( F i g u r e  3 . 1 4 ) .  T h i s  c a n  

p r o b a b l y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  c h o i c e  o f  l a b e l i n g  p e r i o d  w h i c h  

i n c l u d e d  t h e  9 0 - 1 2 0  m i n u t e  t i m e  p o i n t .  T h e  p o s s i b l e  l o s s  o f  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  v i a b i l i t y  o f  t h e  i s l e t s  a t  t h i s  t i m e  

p o i n t  ( a s  d i s c u s s e d  a b o v e )  c o u l d  m a s k  a n y  e f f e c t  o f  

a c t i n o m y c i n  D o c c u r i n g  a t  6 0 - 9 0  m i n u t e s .  I n  r e t r o s p e c t  a 

l a b e l i n g  p e r i o d  o f  o n e  h o u r  f r o m  30 m i n u t e s  t o  90  m i n u t e s

c o u l d  h a v e  a v o i d e d  t h i s  p r o b l e m .
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L i m i t a t i o n s  of .  ( P r o  ) I n s u l i n  S v n t h e s i s  M e a s u r e m e n t s

S e v e r a l  l i m i t a t i o n s  h a v e  t o  b e  b o r n e  i n  m i n d  w h e n

s t u d y i n g  in vitro  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i n  i s o l a t e d  m a m m a l i a n

i s l e t s  o f  L a n g e r h a n s .  T he  f i r s t  o f  t h e s e  i s  t h e  t r a u m a  t h a t

t h e  i s l e t s  u n d e r g o  d u r i n g  t h e  c o l l a g e n a s e  d i g e s t i o n  p r o c e d u r e .

I d e a l l y  t h e  f r e s h l y  i s o l a t e d  i s l e t s  s h o u l d  be  t i s s u e  c u l t u r e d

f o r  24 h o u r s  i n  o r d e r  t o  s t a b i l i z e  t h e i r  p r o t e i n  s y n t h e t i c

a b i l i t i e s  ( A n d e r s s o n  1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  t h i s  s u f f e r s  f r o m  t h e

i n h e r e n t  d r a w b a c k  o f  a d a p t a t l o r v  o f  t h e  t i s s u e  t o  t h e  p r e v a i l i n g

c u l t u r e  c o n d i t i o n s .  S i n c e  t h e  s y n t h e t i c  p r o p e r t i e s  o f  f r e s h l y

i s o l a t e d  i s l e t s  a r e  u n d e r  s t u d y  a s h o r t e r  p e r i o d  o f  r e c o v e r y

i s  c a l l e d  f o r .  P i l o t  l a b e l i n g  e x p e r i m e n t s  i n  t i s s u e  c u l t u r e

m e d i u m  ( H a m ’ s F 1 2 )  r e s u l t e d  i n  p o o r  ^ H - 3 _ e u c i n e  i n c o r p o r a t i o n

r a t e s  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  BSA s u p p l e m e n t e d  Gey  a n d  Gey

b i c a r b o n a t e  b u f f e r e d  m e d i u m  f i n a l l y  a d o p t e d  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

Us e  o f  t h i s  t y p e  o f  m e d i u m  n e c e s s a r i l y  l i m i t s  t h e  p e r i o d  o f

i s l e t  v i a b i l i t y  a n d  s o  45 m i n u t e s  w a s  b e l i e v e d  t o  b e  t h e

m a x i m u m  p r a c t i c a b l e  p r e i n c u b a t i o n  p e r i o d .  T he  t i m e  c o u r s e  a n d

t i m e  p r o f i l e  d a t a  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  t h e  l i m i t  o f  t h e

i s l e t s  v i a b i l i t y  f o r  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  b e i n g  r e a c h e d .  T h i s

m a n i f e s t e d  i t s e l f  as  a t a i l i n g  o f f  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  r a t e s

a f t e r  90  m i n u t e s  o f  i n c u b a t i o n .  A s i m i l a r  r e d u c t i o n  i n

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  w a s  o b s e r v e d  a f t e r  75  m i n u t e s  o f

i n c u b a t i o n  a t  h i g h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  i n  a s i m i l a r  s t u d y

u s i n g  b i c a r b o n a t e  b u f f e r e d  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  BSA o n l y  

( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ) .  T h i s  w a s  n o t  o b s e r v e d ,  h o w e v e r ,  u n d e r

s i m i l a r  i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  u s i n g  b i c a r b o n a t e  b u f f e r e d

m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  a m i n o  a c i d s  a t  30  t o  100  pM ( M o r r i s  &

K o r n e r  1 9 7 0 a ;  B a i r d  & B a u e r  1 9 7 8 ) .  T h i s  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h e
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r e d u c t i o n  i n  s y n t h e s i s  r a t e s  e x p e r i e n c e d  a f t e r  90 m i n u t e s  o f

i n c u b a t i o n  w e r e  d u e  t o  l i m i t a t i o n s  i n  a m i n o  a c i d  p o o l s  f o r  

p r o t e i n  s y n t h e s i s .  P i l o t  s t u d i e s  s h o w e d  t h a t  s u p p l e m e n t i n g  t h e

i n c u b a t i o n  m e d i u m  w i t h  a m i n o  a c i d s  (1 pM e a c h  e x c e p t  l e u c i n e )

d r a s t i c a l l y  r e d u c e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ H - J _ e u c i n e  i n t o

p r o t e i n s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h e r e f o r e  t h i s  a p p r o a c h  w a s

a b a n d o n e d .

T h i s  t y p e  o f  s t u d y  a s s u m e s  t h a t  t h e  d a t a  o b t a i n e d  i s  an  

a c c u r a t e  r e f l e c t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  s y n t h e s i s  r a t e s  w i t h i n  t h e  

p - c e l l .  T h i s  i s  n o t  s t r i c t l y  v a l i d  s i n c e  t h e  p - c e l l  a t  b e s t  

o n l y  c o m p r i s e s  ~80% o f  t h e  c e l l  m a s s  o f  t h e  i s l e t ,  t h e  

r e m a i n i n g  20% b e i n g  a - c e l l s ,  D - c e l l s  o r  P P - c e l l s  ( O r c i  e t  a l

1 9 7 8 ) .  T h i s  i s  a g g r a v a t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  o t h e r  c e l l  

t y p e s  a r e  s i t u a t e d  i n  t h e  o u t e r  l a y e r s  o f  t h e  i s l e t  i n  c l o s e r  

c o n t a c t  w i t h  t h e  m e d i u m  t h a n  t h e  p - c e l l s .  A u t o r a d i o g r a p h i c

s t u d i e s  o f  i n  vitro  l a b e l e d  i s l e t s  h a v e  s h o w n  t h a t

i n c o r p o r a t i o n  o f  e x o g e n o u s  a m i n o  a c i d s  i n t o  t h e  p - c e l l s  w a s  

n o t  u n i f o r m .  P e r i p h e r a l  n o n - b e t a  e n d o c r i n e  c e l l s  a n d

m e s e n c h y m a l  i s l e t  c e l l s ,  h o w e v e r ,  w e r e  a l l  u n i f o r m l y  l a b e l e d  

a n d  t h i s  w a s  n o t  a f f e c t e d  b y  c h a n g e s  i n  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  

w h e r e a s  t h a t  o f  t h e  p - c e l l s  wa s  ( L o g o t h e t o p o u l o s  & J a i n  

1 9 8 0 a ) .  T h i s  l a b e l i n g  p a t t e r n  a p p e a r e d  t o  b e  d u e  t o

i r r e v e r s i b l e  a n o x i c  i n j u r y  o f  c e n t r a l l y  l o c a t e d  p - c e l l s  d u r i n g  

t h e  i s o l a t i o n / i n c u b a t i o n  p r o c e d u r e s  a n d  n o t  d u e  t o  l i m i t e d  

d i f f u s i o n  o f  a m i n o  a c i d s  t o  t h e  c e n t r a l  p a r t s  o f  t h e  i s l e t .  

A l l  t h e s e  f a c t o r s  l e a d  t o  an  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  t h e  r a t e  o f  

p - c e l l  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  c o u l d  a l s o  a c c o u n t  f o r  t h e  

v a r i a b i l i t y  i n  ^ H - l . e u c i n e  i n c o r p o r a t i o n  e x p e r i e n c e d  i n  t h i s ,  

a n d  o t h e r ,  s t u d i e s .
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S u m m a r y

I n c r e a s i n g  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  i n c u b a t i o n  

m e d i u m  o v e r  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r a n g e  o f  2 mM t o  20 mM 

s t i m u l a t e s  t h e  r a t e  o f  i n  vitro i s l e t  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h i s  

e f f e c t  i s  p r e f e r e n t i a l  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  f o l l o w s  

a s i g m o i d a l  p a t t e r n .  T h e  t h r e s h o l d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  f o r  

s t i m u l u s  w a s  2 . 5  mM t o  5 mM a n d  t h e  m a x i m a l  r a t e  w a s  a t  15 mM 

t o  20 mM. T h e  s y n t h e s i s  o f  ( p r o ) i n s u l i n  w a s  c o n s t i t u t i v e ,  a n d  

t h e  r a t e  w a s  l i n e a r  o v e r  3 h o u r s ,  a t  t h e  s u b - s t i m u l a t o r y  l e v e l  

o f  2 . 5  mM g l u c o s e .  On r a i s i n g  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  t o  t h e  

m a x i m a l  l e v e l  o f  20 mM g l u c o s e  t h e r e  w a s  a 5 - f o l d  i n c r e a s e  i n  

t h e  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  r a t e  w h i c h  w a s  n o  l o n g e r  l i n e a r

o v e r  t h e  t w o  h o u r  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  T he  s y n t h e s i s  o f  RNA ( a s

i n h i b i t e d  b y  a c t i n o m y c i n  D) w a s  r e q u i r e d  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  

s y n t h e s i s  i n  t w o  s e p a r a t e  w a y s .  RNA s y n t h e s i s  w a s  r e q u i r e d  f o r  

g e n e r a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  t h i s  r e q u i r e m e n t  w a s  a p p a r e n t  as  

e a r l y  as  a f t e r  30 m i n u t e s .  T h e r e  w a s  a l s o  a s p e c i f i c

r e q u i r e m e n t  o f  RNA s y n t h e s i s  f o r  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  w h i c h  

w a s  a p p a r e n t  a f t e r  60 m i n u t e s .  T h e  f i r s t  o f  t h e s e  t w o  

r e q u i r e m e n t s  i s  t h o u g h t  t o  r e f l e c t  s y n t h e s i s  o f  a l a b i l e  RNA 

s p e c i e s  i n v o l v e d  i n  g e n e r a l  p r o t e i n  t r a n s l a t i o n  a n d  t h e  s e c o n d  

t o  r e f l e c t  s y n t h e s i s  o f  a RNA s p e c i e s  s p e c i f i c  t o  ( p r o ) i n s u l i n  

s y n t h e s i s .  T h i s  s p e c i f i c  RNA s p e c i e s  i s  t h o u g h t  t o  be

p r e p r o i n s u l i n  mRNA a n d  f u r t h e r  d a t a  on  t h i s  i s  p r e s e n t e d  i n  

t h e  n e x t  c h a p t e r .
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C h a p t e r  A  

T h e  E f f e c t  o f  G l u c o s e  on  

I s l e t  P r e p r o i n s u l i n  mRNA C o n t e n t
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I  n t r o d u c t i o n

S i n c e  t h e r e  w a s  n o  s p e c i f i c  a s s a y  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

a v a i l a b l e  e a r l y  s t u d i e s  on  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  i n s u l i n  

g e n e  t r a n s c r i p t i o n  w e r e  c o n f i n e d  t o  i n d i r e c t  m e t h o d s  u s i n g  

r a d i o l a b e l e d  RNA p r e c u r s o r s ,  s u c h  a s  ^ ^ C - o r o t i c  a c i d  a n d

^ H - u r i d i n e .  T h e  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e s e  p r e c u r s o r s  i n t o  

i s l e t  RNA w a s  d o u b l e d  b y  r a i s i n g  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

t h e  i n c u b a t i o n  m e d i u m  f r o m  2 . 8  mM t o  1 5 . 3  mM o r  g r e a t e r  

( J a r r e t t  e t  a l  1 9 8 7 ;  P u c h i n g e r  & W a c k e r  1 9 7 2 ;  P e r m u t t  & K i p n i s  

1 9 7 2 b ) .  T h i s  e f f e c t  o f  g l u c o s e  w a s  i n h i b i t e d  b y  u p  t o  807.

( P u c h i n g e r  & W a c k e r  1 9 7 2 ) ,  o r  e v e n  c o m p l e t e l y  a b o l i s h e d

( J a r r e t t  e t  a l  1 9 8 7 ) ,  b y  a c t i n o m y c i n  D,  an  i n h i b i t o r  o f  RNA 

p o l y m e r a s e  ( G o l d b e r g  e t  a l  1 9 8 2 ) .  T h i s  i n c r e a s e  i n  RNA 

s y n t h e s i s  w a s  l a r g e l y  c o n f i n e d  t o  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  RNA 

m u c h  o f  w h i c h  w a s  r i b o s o m a l  p r e c u r s o r  ( P e r m u t t  & K i p n i s  

1 9 7 2 b ) .  T h e  i n f o r m a t i o n  f r o m  t h i s  t y p e  o f  s t u d y  w a s  c o m b i n e d  

w i t h  t h a t  o b t a i n e d  f r o m  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t  o f  RNA s y n t h e s i s  

i n h i b i t o r s ,  s u c h  as  a c t i n o m y c i n  D,  on  g l u c o s e  i n d u c e d

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  d i s c u s s e d  i n  t h e  p r e v i o u s  c h a p t e r .  D a t a  

f r o m  b o t h  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h e s  l e d  m a n y  i n v e s t i g a t o r s  

t o  p o s t u l a t e  t h e  e x i s t e n c e  o f  a g l u c o s e  m e d i a t e d  c o n t r o l  o f

i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  f o r  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n s  o f  p e r i o d s  

g r e a t e r  t h a n  1 5 - 8 0  m i n u t e s  ( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ;  P e r m u t t  &

K i p n i s  1 9 7 2 a ;  P e r m u t t  1 9 7 4 ;  P a r m a n  1 9 7 5 ;  G u n n a r s s o n  1 9 7 7 ;  

K a e l i n  e t  a l  1 9 7 8 ) .  N o t  a l l  s u c h  r a d i o l a b e l i n g  d a t a ,  h o w e v e r ,  

w a s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h i s  h y p o t h e s i s .  I n  o n e  s t u d y  g l u c o s e  

wa s  s h o w n  t o  s t i m u l a t e  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ H - u r i d i n e  i n t o  RNA i n  

i s l e t s  f r o m  48 h o u r  f a s t e d  r a t s  b u t  n o t  i n  i s l e t s  f r o m  t h e  f e d  

c o n t r o l  r a t s  ( J a h r  e t  a l  1 9 8 0 b ) .  F u r t h e r m o r e  a c t i n o m y c i n  D a n d
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a - a m a n i t i n  ( a n o t h e r  i n h i b i t o r  o f  RNA s y n t h e s i s  ( Z y l b e r  & 

P e n n m a n  1 9 7 1 ) )  f a i l e d  t o  i n h i b i t  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  b y  g l u c o s e  d u r i n g  a 4 h o u r  i n c u b a t i o n .

T h e  a d v e n t  o f  c e l l  f r e e  in vitro  t r a n s l a t i o n  t e c h n i q u e s  

e n a b l e d  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  g l u c o s e  e f f e c t s  i n s u l i n  g e n e  

e x p r e s s i o n  t o  b e  i n v e s t i g a t e d  d i r e c t l y .  C e l l  f r e e  in vitro 

t r a n s l a t i o n ,  i n  a w h e a t  g e r m  d e r i v e d  s y s t e m ,  o f  RNA p u r i f i e d  

f r o m  r a t  i s l e t s  p r e v i o u s l y  i n c u b a t e d  f o r  o n e  h o u r  a t  e i t h e r  

3 . 3  mM o r  20 mM g l u c o s e  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  a n y  e f f e c t  o f  

g l u c o s e  o n  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  ( I t o h  e t  a l  1 9 7 8 ) .  

T h e  o n l y  e f f e c t  o n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  d e m o n s t r a b l e  u s i n g  

c e l l  f r e e  in vitro  t r a n s l a t i o n  w a s  i n  i s l e t s  f r o m  4 d a y  f a s t e d  

r a t s .  T h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l ,  w h i c h  h a d  b e e n  r e d u c e d  t o  

807. o f  t h e  f e d  r a t  c o n t r o l  l e v e l  b y  f a s t i n g ,  w a s  i n c r e a s e d  t o  

1 607. o f  t h e  c o n t r o l  l e v e l  w i t h i n  8 h o u r s  o f  r e f e e d i n g  

( G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 1 ) .

T h e  a p p l i c a t i o n  o f  c e l l  f r e e  i n  vitro  t r a n s l a t i o n  s y s t e m s  

i n  t h e  a s s a y  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA h a s  b e e n  s o m e w h a t  l i m i t e d  

s i n c e  i t  c a n  o n l y  m e a s u r e  l e v e l s  o f  t r a n s l a t a b l e  p r e p r o i n s u l i n

mRNA.  T h e  u s e  o f  ^ ^ p _ i a b e l e d  i n s u l i n  g e n e  o r  cDNA s e q u e n c e s  as

h y b r i d i z a t i o n  p r o b e s  t o  m e a s u r e  h y b r i d i z a b l e  i s l e t

p r e p r o i n s u l i n  mRNA,  h o w e v e r ,  h a s  b e e n  m o r e  e x t e n s i v e  s i n c e

t o t a l  l e v e l s  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c a n  b e  a s s a y e d .  O n c e  a g a i n

t h i s  m e t h o d  w a s  a p p l i e d  t o  in vivo s t u d i e s  w i t h  f a s t e d  r a t s

j u s t  a s  c e l l  f r e e  i n  vitro  t r a n s l a t i o n  h a d  b e e n .  I n  t h e  same

s t u d y  o n  4 d a y  f a s t e d  r a t s  as  d e s c r i b e d  a b o v e  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA l e v e l s  w e r e  a s s a y e d  b y  3 2 p - l a b e l e d  DNA h y b r i d i z a t i o n  as

w e l l  a s  b y  c e l l  f r e e  in vitro t r a n s l a t i o n .  T h e  r e s t o r a t i o n  o f

t r a n s l a t a b l e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  f r o m  i t s  4 d a y  f a s t e d

l e v e l  t o  1 6 0 7  o f  t h e  f e d  r a t  c o n t r o l  l e v e l  w a s  a l s o  p a r a l l e l e d
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b y  t h a t  o f  h y b r i d i z a b l e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA ( G i d d i n g s  e t  a l

1981 ) . A m o r e  d i r e c t  e f f e c t  o f  g l u c o s e  on  h y b r i d i z a b l e

p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  i s l e t s  i s o l a t e d

f r o m  r a t s  t h a t  h a d  b e e n  s t a r v e d  f o r  3 d a y s  ( G i d d i n g s  e t  a l

1 9 8 2 ) .  F a s t i n g  r e d u c e d  t h e  l e v e l  t o  1 5 - 2 0 %  o f  t h a t  o f  t h e  f e d

c o n t r o l  r a t s  a n d  u p o n  i n j e c t i o n  o f  t h e  r a t s  w i t h  g l u c o s e  t h e r e

w a s  a 3 t o  4 - f o l d  i n c r e a s e  i n  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  T h i s

r i s e  w a s  d e t e c t a b l e  a f t e r  2 h o u r s  a n d  c o m p l e t e  w i t h i n  12

h o u r s  .

T i s s u e  c u l t u r e  o f  i s l e t s  f o r  u p  t o  7 d a y s  h a s  b e e n  t h e  

f a v o u r e d  m e t h o d  f o r  t h e  s t u d y  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  i n  

vitro  ( B r u n s t e d t  & Ch a n  1 9 8 2 ;  W e l s h  e t  a l  1 9 8 5 ;  N i e l s e n  e t  a l  

1 9 8 5 ;  W e l s h  e t  a l  1 9 8 6 c ) .  I t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  w h e n  f r e s h l y  

i s o l a t e d  m o u s e  i s l e t s  w e r e  t i s s u e  c u l t u r e d  a t  3 . 3  mM g l u c o s e  

t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  d r o p p e d  t o  10% o f  t h a t  Ln f r e s h l y  

i s o l a t e d  i s l e t s  w i t h i n  24 h o u r s  ( B r u n s t e d t  & C h a n  1 9 8 2 ) .  W i t h  

s u b s e q u e n t  t i s s u e  c u l t u r e  o f  t h e  i s l e t s  a t  3 . 3  mM g l u c o s e  t h e  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  r e m a i n e d  c o n s t a n t .  I f ,  h o w e v e r ,  t h e  

i s l e t s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  t i s s u e  c u l t u r e d  a t  10 mM g l u c o s e  t h e  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  w a s  r e s t o r e d  t o  t h a t  o f  f r e s h l y  

i s o l a t e d  i s l e t s  w i t h i n  3 d a y s .  T i s s u e  c u l t u r e  o f  m o u s e  i s l e t s  

f o r  7 d a y s  r e s u l t e d  i n  a 5 - f o l d  i n c r e a s e  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

i n  i s l e t s  c u l t u r e d  a t  20 mM as  c o m p a r e d  t o  3 . 3  mM g l u c o s e  

( W e l s h  e t  a l  1 9 8 6 c ) .  C u l t u r e  o f  t h e  i s l e t s  i n  m e d i u m  

c o n t a i n i n g  3 . 3  mM g l u c o s e  a n d  e i t h e r  L - l e u c i n e  o r  

2 - k e t o i s o c a p r o a t e  w a s  as  e f f e c t i v e  i n  m a i n t a i n i n g  a h i g h  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  as  w a s  20 mM g l u c o s e  a l o n e .  L - L e u c i n e  

a n d  i t s  d e a m i n a t i o n  p r o d u c t  2 - k e t o i s o c a p r o a t e  ( w h i c h  b o t h  

s t i m u l a t e  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  ( A n d e r s s o n  1 9 7 6 ) )  a r e  t h o u g h t  

t o  b e  n o n - g l u c o g e n i c  i n  i s l e t s  s i n c e  i s l e t s  l a c k  t h e  e n z y m e
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f r u c t o s e  1 , 6 - d i p h o s p h a t a s e  ( S e n e r  & M a l a i s s e  1 9 7 8 ) .  T h u s  i t  

w a s  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  h i g h  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

l e v e l s  i n  i s l e t s  i s  c o r r e l a t e d  w i t h  m e t a b o l i c  f l u x  i n  t h e  

i s l e t s  r a t h e r  t h a n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  g l u c o s e  m o l e c u l e  p e r  s e  

( W e l s h  e t  a l  1 9 8 6 c ) .  When r a t  i s l e t s  w e r e  c u l t u r e d  i n  g l u c o s e  

f r e e  m e d i u m  t h e i r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  f e l l  b y  6 0 7. o v e r  

24 h o u r s ,  h o w e v e r ,  c u l t u r e  o f  t h e  i s l e t s  a t  17 mM g l u c o s e  

m a i n t a i n e d  t h e  l e v e l  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a t  a l e v e l  s i m i l a r  

t o  t h a t  o f  f r e s h  i s l e t s  ( N i e l s e n  e t  a l  1 9 8 5 ) .  ^ H - U r i d i n e  

p u l s e - l a b e l i n g  s t u d i e s  o f  r a t  i s l e t s  s h o w e d  t h a t  t i s s u e  

c u l t u r i n g  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  17 mM, as  o p p o s e d  t o  3 . 3  mM, 

g l u c o s e  r e s u l t e d  i n  an a l m o s t  2 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  s t a b i l i t y  

o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA ( W e l s h  e t  a l  1 9 8 5 )  s u g g e s t i n g  t h a t  

g l u c o s e  c a n  r e g u l a t e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA h a l f - l i f e .

To d a t e  a l l  t h e  s t u d i e s  w h i c h  h a v e  u s e d  DNA/ RNA 

h y b r i d i z a t i o n  t e c h n i q u e s  t o  m e a s u r e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA h a v e  

b e e n  on  i s l e t s  t i s s u e  c u l t u r e d  f o r  24 h o u r s  o r  l o n g e r .  T h e  

o n l y  p r e v i o u s  s t u d y  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l s  o v e r  s h o r t  

p e r i o d s  ( i . e .  2 h o u r s  o r  l e s s )  r e p o r t e d  an  i n c r e a s e  i n  i n s u l i n  

g e n e  t r a n s c r i p t i o n  i n  r a t  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  17 mM, a s  

o p p o s e d  t o  3 . 3  mM, g l u c o s e  o v e r  a 90 m i n u t e  i n c u b a t i o n  p e r i o d  

( N i e l s e n  e t  a l  1 9 8 5 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  h o w e v e r ,  n o  q u a n t i t a t i v e  

d a t a  w a s  g i v e n .  T h u s  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  r o l e ,  i f  a n y ,  

o f  g l u c o s e  i n  t h e  s h o r t  t e r m  r e g u l a t i o n  o f  i n s u l i n  g e n e  

t r a n s c r i p t i o n  i n  i s l e t s  i s o l a t e d  f r o m  a n i m a l s  u n d e r  n o r m a l  

p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  ( i . e .  n o t  s t a r v e d )  a m o r e  d e t a i l e d  

s t u d y  i s  r e q u i r e d .  T h e  s t u d i e s  d e t a i l e d  i n  t h i s  c h a p t e r  w e r e  

d e s i g n e d  t o  a c h i e v e  t h i s  a i m .  L e v e l s  o f  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  a d o t  b l o t  RNA h y b r i d i z a t i o n  a s s a y  

d u r i n g  s h o r t  t e r m  i n c u b a t i o n s  o f  2 h o u r s  o r .  d u r i n g  t i s s u e
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c u l t u r e  p e r i o d s  u p  t o  24 h o u r s .  A d o t  b l o t  a s s a y  f o r  i s l e t  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA w a s  s p e c i f i c a l l y  d e v e l o p e d  f o r  u s e  i n  t h i s  

s t u d y  f r o m  an e x i s t i n g  a s s a y  f o r  m o u s e  h e p a t i t i s  v i r u s  RNA i n  

s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  c u l t u r e d  c e l l s  ( C h e l e y  & A n d e r s o n  1 9 8 4 ) .  

T h i s  w a s  c h o s e n  as  t h e  b a s i s  o f  t h e  a s s a y  b e c a u s e  o f  i t s  

a b i l i t y  t o  u s e  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  r i b o n u c l e a s e  r i c h  t i s s u e  

w i t h o u t  t h e  e x t e n s i v e  RNA p u r i f i c a t i o n  m e t h o d o l o g y  a s s o c i a t e d  

w i t h  e x i s t i n g  a s s a y  m e t h o d s  f o r  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

( B r u n s t e d t  & Chan  1 9 8 2 ;  G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 5 ) .
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M e t h o d  s

I n t r o d u c t i o n

T h i s  s e c t i o n  d e s c r i b e s  t h e  m e t h o d o l o g y  t h a t  w a s  u s e d  t o  

o b t a i n  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  c h a p t e r .  T h i s  c h a p t e r  i s  

d i v i d e d  i n t o  t w o  m a i n  s e c t i o n s .  T h e  f i r s t  s e c t i o n  d e a l s  w i t h  

t h e  v a l i d a t i o n  o f  t h e  d o t  b l o t  a s s a y  f o r  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA.  T h e  s e c o n d  s e c t i o n  d e a l s  w i t h  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h i s  

a s s a y  t o  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  o f  

i s l e t s .
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i J  ) V a l i d a t i o n  of ;  I s l e t  P r e o r o i n s u l i n  mRNA A s s a y

3 2
P - L a b e l i n q  o f  DNA

( a ) N i c k  T r a n s l a t i o n

( i ) T i m e  C o u r s e

Two n i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  s e t  u p ,  o n e  

c o n t a i n i n g  p D I 4 8 2  p l a s m i d  i n s e r t  DNA a n d  o n e  c o n t a i n i n g  

p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA.  D u p l i c a t e  1 p i  a l i q u o t s  

w e r e  r e m o v e d  f r o m  e a c h  r e a c t i o n  m i x  e v e r y  45 m i n u t e s  f o r  

t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a - ^ ^ p . a c T P  i n c o r p o r a t i o n .  A t  t h e

e n d  o f  3 1 5  m i n u t e s  o f  i n c u b a t i o n  t r i p l i c a t e  1 p i

a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  e a c h  r e a c t i o n  f o r  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y .

( i i )  T i t r  a t  i o n  o f  DNAse I.

F i v e  n i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  s e t  u p

c o n t a i n i n g  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA w i t h  f o u r

d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  DNAse I  (1 p i .  2 p i  o r  4 p i  o f

0 . 0 1  p g / m l  o r  1 p i  o f  0 . 1  p g / m l  DNAse  I  s t o c k  s o l u t i o n )

a n d  o n e  r e a c t i o n  c o n t a i n i n g  no DNAse  I .  A t  t h e  e n d  o f

t h e  i n c u b a t i o n  t r i p l i c a t e  1 p i  a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d  f o r

d e t e r m i n a t i o n  o f  a - ^ ^ p - d C T P  i n c o r p o r a t i o n  a n d  t r i p l i c a t e

1 p i  a l i q u o t s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l

3 2
r a d i o a c t i v i t y .  T h e  i n c o r p o r a t e d  a -  P - d C T P  w a s  s e p a r a t e d  

f r o m  t h e  r e a c t i o n  m i x e s  by  g e l  f i l t r a t i o n  a n d  a l i q u o t s  

o f  t h e  p u r i f i e d  P - l a b e l e d  DNA w e r e  s u b j e c t e d  t o
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a l k a l i n e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  f o l l o w i n g  m a n n e r .  

100  p i  a l i q u o t s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

1 / 1 0  v o l u m e  o f  2 . 5  M s o d i u m  a c e t a t e  a n d  2 v o l u m e s  o f  

e t h a n o l  a n d  s t o r a g e  a t  - 2 0 ' C  f o r  2 h o u r s .  T h e  

p r e c i p i t a t e d  DNA w a s  r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  (MSE 

M i c r o  C e n t a u r  m i c r o f u g e ,  h i g h  s p e e d ,  10 m i n u t e s )  a n d  

d i s s o l v e d  i n  20 p i  o f  a l k a l i n e  l o a d i n g  b u f f e r  ( 5 0  mM 

NaOH c o n t a i n i n g  1 mM EDTA,  2 . 5 %  ( w / v )  F i c o l l  4 0 0  a n d

0 . 0 2 5 %  ( w / v )  b r o m o c r e s o l  g r e e n ) .  T h e  s a m p l e s  w e r e  t h e n

l o a d e d  o n t o  a 2% ( w / v )  a g a r o s e  g e l  i n  30 mM NaOH

c o n t a i n i n g  1 mM EDTA a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  60  v o l t s  f o r  

5 h o u r s .  A f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s  t h e  g e l  w a s  s o a k e d  i n  7% 

( w / v )  TCA f o r  30 m i n u t e s .  T h e  g e l  w a s  t h e n  p l a c e d  on  a 

s h e e t  o f  c l i n g - f i l m  a n d  c o v e r e d  w i t h  a s h e e t  o f  3MM 

p a p e r  a n d  a s t a c k  o f  p a p e r  t o w e l s  3 - 4  cm h i g h .  F i n a l l y  a 

g l a s s  p l a t e  a n d  a 5 0 0  g w e i g h t  w e r e  p l a c e d  o n  t o p  a n d  

t h e  g e l  l e f t  t o  b l o t  d r y  o v e r n i g h t .  T h e  d r i e d  g e l  w a s  

w r a p p e d  i n  c l i n g - f i l m  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d  f o r  2 d a y s .

( b ) O l i g o n u c l e o t i d e  P r i m e r  E x t e n s i o n  a n d  M13 S e c o n d  S t r a n d  

S v n t h e s i s

p h i n s 2 1 4 ,  p D I 4 6 2  a n d  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  DNA w e r e

3 2 P - l a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  as  

d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  c h a p t e r  2 .  ^ ^ P - L a b e l i n g  o f  M13 DNA 

w a s  a c h i e v e d  b y  Ml  3 s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  o f  t h e  Ml  3 r a t  

i n s u l i n  cDNA c l o n e  o r  t h e  Ml  3 a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  c l o n e  DNA 

a s  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  c h a p t e r  2 .  T h e  s p e c i f i c  r a d i o 

a c t i v i t y  o f  t h e  DNA p r o d u c e d  b y  e a c h  l a b e l i n g  p r o t o c o l  w a s

3 2
e s t i m a t e d  b y  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  a -  P - d C T P  i n c o r p o r a t i o n .
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P u r i f i c a t i o n  o f  ^ ^ p - L a b e l e d  DNA b v  G e l  F i l t r a t i o n

P l a s m i d  i n s e r t  DNA f r o m  p h i n s 2 1 4  w a s  ^ ^ p - i a b e l e d  b y  n i c k  

t r a n s l a t i o n  a n d  s u b j e c t e d  t o  S e p h a d e x  G - I G Q  g e l  f i l t r a t i o n .  

T h i r t y  100  p i  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  a n d  

d u p l i c a t e  1 p i  a l i q u o t s  t a k e n  f r o m  e a c h  f r a c t i o n  f o r  

d e t e r m i n a t i o n  o f  a - ^ ^ P - d C T P  i n c o r p o r a t i o n  a n d  d u p l i c a t e  1 p i  

a l i q u o t s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y .

N o r t h e r n  B l o t t i n g  o f  P o l v  A *  RNA

10 pg  o f  t o t a l  RNA,  1 p g  o f  p o l y  A+ @nd 1 p g  o f  p o l y  A "  

RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s  a n d  r a t  l i v e r  w e r e  N o r t h e r n  

b l o t t e d .  T h e  b l o t t e d  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  h y b r i d i z e d  w i t h  

Ml  3 r a t  i n s u l i n  cDNA c l o n e  DNA ^ ^ P - l a b e l e d  b y  Ml  3 s e c o n d  

s t r a n d  s y n t h e s i s .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  t h e n  w a s h e d  f o r  

10 m i n u t e s  i n  e a c h  o f  f o u r  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  I x S S C  

c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  f o r  15

m i n u t e s  i n  e a c h  o f  t w o  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  0 . I x S S C  c o n t a i n i n g  

0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t  5 0 * C .  A f t e r  a i r  d r y i n g  t h e  n i t r o c e l l u l o s e

p a p e r  w a s  a u t o r a d i o g r a p h e d  f o r  2 d a y s .

H y b r i d i z a t i o n  S p e c i f i c i t y  o f  ^ ^ p - L a b e l e d DNA

T h e  h y b r i d i z a t i o n  s p e c i f i c i t y  o f  ^ ^ P - l a b e l e d  DNA,  

p r o d u c e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  o r  M 13 s e c o n d  

s t r a n d  s y n t h e s i s  w a s  e x a m i n e d  b y  a s s a y i n g  s a m p l e s  o f  p o l y  A *  

RNAs f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a n d  w a s h i n g  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  

p a p e r s  a t  i n c r e a s i n g  s t r i n g e n c i e s  as  f o l l o w s .
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( i ) O l i g o n u c l e o t i d e  P r i m e r  E x t e n s i o n

5 p g  e a c h  o f  p o l y  A i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s ,

k i d n e y  a n d  l i v e r  w e r e  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  E i g h t  

s u c h  a s s a y s  w e r e  s e t  u p .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  f r o m  f o u r  

o f  t h e  a s s a y s  w e r e  h y b r i d i z e d  w i t h  ^ ^ p - i a b e l e d  p h i n s 2 1 4  

p l a s m i d  i n s e r t  DNA a n d  t h e  o t h e r  f o u r  w i t h  ^ ^ p - i a b e l e d

p D I 4 6 2  p l a s m i d  i n s e r t  DNA.  B o t h  p l a s m i d  i n s e r t  DNAs w e r e  

3 2
P - l a b e l e d  b y  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  m e t h o d  

a n d  e a c h  g r o u p  o f  f o u r  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  w e r e  h y b r i d i z e d  

t o g e t h e r  i n  t h e  same h y b r i d i z a t i o n  c h a m b e r .  A f t e r

h y b r i d i z a t i o n  e a c h  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r ,  i n  e a c h  g r o u p  o f  

f o u r ,  w a s  s u b j e c t e d  t o  a d i f f e r e n t  w a s h i n g  p r o t o c o l .  A l l  t h e  

p a p e r s  w e r e  f i r s t  w a s h e d  f o r  10 m i n u t e s  i n  e a c h  o f  f o u r

c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  2xSSC c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t  r o o m

t e m p e r a t u r e .  T h r e e  p a p e r s  i n  e a c h  g r o u p  w e r e  t h e n  e a c h

s u b j e c t e d  t o  a d i f f e r e n t  s e c o n d  w a s h  o f  15 m i n u t e s  i n  e a c h  

o f  t w o  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  s o l u t i o n .  F o r  t h e  f i r s t  p a p e r  

t h i s  s o l u t i o n  w a s  0 . 5 x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t  r o o m

t e m p e r a t u r e .  f o r  t h e  s e c o n d  i t  w a s  0 . I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  

( w / v )  SDS a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  f o r  t h e  t h i r d  i t  w a s  

0 . I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t  4 2 " C .  D u r i n g  a l l  w a s h e s  

t h e  p a p e r s  w e r e  a g i t a t e d  a n d  t u r n e d  o c c a s i o n a l l y .  A f t e r  

w a s h i n g  t h e  p a p e r s  w e r e  a i r  d r i e d  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d

t o g e t h e r  o n  t h e  same X - r a y  f i l m  f o r  3 d a y s .

I n  a s i m i l a r  m a n n e r  t o  t h a t  a b o v e  5 p g  e a c h  o f  p o l y  A *

RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s  a n d  l i v e r  w e r e  a s s a y e d  f o r  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  T h r e e  s u c h  a s s a y s  w e r e  s e t  u p .  T h e  

n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  w e r e  h y b r i d i z e d  t o g e t h e r  i n  t h e  same
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h y b r i d i z a t i o n  c h a m b e r  w i t h  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  DNA

3 2
P - l a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n .  A f t e r  

h y b r i d i z a t i o n  e a c h  o f  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  w a s

s u b j e c t e d  t o  a d i f f e r e n t  w a s h i n g  p r o t o c o l .  A l l  t h r e e  w e r e

f i r s t  w a s h e d  f o r  10 m i n u t e s  i n  e a c h  o f  f o u r  c h a n g e s  o f

2 5 0  m l  o f  I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 17 .  ( w / v )  SDS a t  r o o m

t e m p e r a t u r e .  Two o f  t h e  p a p e r s  w e r e  t h e n  s u b j e c t e d  t o  a 

s e c o n d  w a s h  o f  15 m i n u t e s  e a c h  o f  t w o  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  

s o l u t i o n .  F o r  t h e  f i r s t  p a p e r  t h i s  s o l u t i o n  w a s  0 .  I x S S C  

c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  f o r  t h e  

s e c o n d  i t  w a s  0 .  I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 17 .  ( w / v )  SDS a t  4 2 ' C .  

D u r i n g  a l l  w a s h e s  t h e  p a p e r s  w e r e  a g i t a t e d  a n d  t u r n e d

o c c a s i o n a l l y .  A f t e r  w a s h i n g  t h e  p a p e r s  w e r e  a i r  d r i e d  a n d  

a u t o r a d i o g r a p h e d  t o g e t h e r  o n  t h e  s ame X - r a y  f i l m  f o r  3 d a y s .

( i i )  Ml  3 S e c o n d  S t r a n d  S v n t h e s i s

5 pg  e a c h  o f  p o l y  A * pNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s  a n d

l i v e r  a l o n g  w i t h  2 0 0  f r e s h l y  i s o l a t e d  r a t  i s l e t s  w e r e

a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  Two s u c h  a s s a y s  w e r e  s e t  u p

a n d  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  w e r e  h y b r i d i z e d  w i t h

3 2 P - l a b e l e d  DNA p r e p a r e d  b y  s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  o f  

e i t h e r  t h e  M13 i n s u l i n  cDNA c l o n e  o r  t h e  M13

a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  c l o n e .  A f t e r  h y b r i d i z a t i o n  t h e  p a p e r s  w e r e  

s u b j e c t e d  t o  f i v e  d i f f e r e n t  s e q u e n t i a l  w a s h i n g  p r o t o c o l s .

T h e  f i r s t  p r o t o c o l  c o n s i s t e d  o f  f o u r  c h a n g e s  e a c h  o f  2 5 0  m l  

o f  I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t  r o o m  t e m p e r a t u r e

f o l l o w e d  b y  f o u r  c h a n g e s  e a c h  o f  2 5 0  m l  o f  0 . I x S S C  

c o n t a i n i n g  0 . 17 .  ( w / v )  SDS a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e n  t h e r e

w e r e  t w o  c h a n g e s  e a c h  o f  2 5 0  m l  o f  0 . I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 1 %
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( w / v )  SDS a t  4 2 ' C .  T he  s e c o n d  p r o t o c o l  w a s  f o u r  c h a n g e s  e a c h  

o f  2 5 0  m l  o f  I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 17 .  ( w / v )  SDS a t  6 5 * C .  T h e

t h i r d  p r o t o c o l  w a s  f o u r  c h a n g e s  e a c h  o f  2 5 0  m l  o f  0 . I x S S C  

c o n t a i n i n g  0 . 17 .  ( w / v )  SDS a t  6 5 ' C .  T h e  f o u r t h  p r o t o c o l  w a s

f o u r  c h a n g e s  e a c h  o f  2 5 0  m l  o f  O . OSx SSC c o n t a i n i n g  0 . 17 .  

( w / v )  SDS a t  6 5 * C .  T h e  f i n a l  p r o t o c o l  w a s  t w o  c h a n g e s  e a c h  

o f  2 5 0  m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  a t  6 8 * C .  A l l  w a s h e s  w e r e  f o r  10 

m i n u t e s  e a c h  a n d  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  w e r e  a g i t a t e d  a n d  

t u r n e d  o c c a s i o n a l l y  d u r i n g  w a s h i n g .  A f t e r  e a c h  w a s h  p r o t o c o l  

t h e  p a p e r s  w e r e  a i r  d r i e d  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d  o n  t h e  s ame 

X - r a y  f i l m  b e f o r e  t h e  n e x t  w a s h  p r o t o c o l  w a s  c a r r i e d  o u t .  

T he  e x p o s u r e  t i m e s  w e r e  1 d a y  a f t e r  t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  

p r o t o c o l s ,  2 d a y s  a f t e r  t h e  t h i r d  a n d  f o u r t h  p r o t o c o l s  a n d  3 

d a y s  a f t e r  t h e  f i f t h  p r o t o c o l .

R e l a t i o n s h i p  B e t w e e n  3 2 p _ L a b e l e d  DNA B o u n d  a n d  A u t o r a d i o g r a p h  

S p o t  D e n s i t v

F o r  t h i s  e x p e r i m e n t  t h e  t h r e e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a s s a y s  

w h i c h  w e r e  h y b r i d i z e d  w i t h  ^ ^ P - l a b e l e d  pKA3Q p l a s m i d  i n s e r t  

DNA d e s c r i b e d  i n  t h e  s e c t i o n  a b o v e  w e r e  u s e d .  E a c h  d o t  o n  t h e  

p a p e r s  w a s  p u n c h e d  o u t  w i t h  a h o l e  p u n c h  ( d i a m e t e r  5 mm) i n t o  

a s c i n t i l l a t i o n  v i a l  as  w e r e  r e p r e s e n t a t i v e  s a m p l e s  o f  t h e  

s p a c e s  i n  b e t w e e n  t h e  d o t s  f r o m  e a c h  o f  t h e  t h r e e  p a p e r s .  T h e  

p u n c h e d  n i t r o c e l l u l o s e  c i r c l e s  w e r e  d i s s o l v e d  b y  s t a n d i n g  f o r  

2 h o u r s  i n  0 . 5  m l  o f  2 - m e t h o x y e t h a n o l . T h e  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  

i n  e a c h  v i a l  w a s  d e t e r m i n e d  b y  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  

i n  4 m l  o f  F i s o F l u o r  2 s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .
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R e l a t i o n s h i p  B e t w e e n  I s l e t  N u m b e r  a n d  A u t o r a d i o g r a p h  S p o t  

D e n s i t v

S a m p l e s  o f  2 5 ,  5 0 ,  100  a n d  200  r a t  i s l e t s  w e r e

p r e i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e  f o r  45 

m i n u t e s  a n d  t h e n  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t .  Two 

s u c h  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t .  o n e  u s i n g  3 2 p _ i a b e l e d  p h i n s 2 1 4

p l a s m i d  i n s e r t  DNA a n d  o n e  u s i n g  ^ ^ p - i a b e l e d  p D I 4 6 2  p l a s m i d  

i n s e r t  DNA.  B o t h  p l a s m i d  i n s e r t  DNAs w e r e  ^ ^ p - i a b e l e d  b y  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n .  A f t e r  h y b r i d i z a t i o n  t h e  

n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  w e r e  w a s h e d  f o r  10 m i n u t e s  i n  e a c h  o f  

f o u r  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  2x SSC c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t

r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  f o r  15 m i n u t e s  i n  e a c h  o f  t w o  

c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  0 . I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t

4 2 " C .  A f t e r  a i r  d r y i n g  t h e  p a p e r s  w e r e  a u t o r a d i o g r a p h e d  f o r  7 

d a y s .

E f f e c t  o f  H o m o g e n i z a t i o n  B u f f e r  a n d  C a r r i e r  RNA o n  I s l e t  

P r e o r o i n s u l i n  mRNA R e c o v e r v

E i g h t  s a m p l e s  o f  50 r a t  i s l e t s  w e r e  e a c h  h o m o g e n i z e d  i n  

d i f f e r e n t  w a y s  a n d  t h e n  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t .  T h e  s a m p l e s  w e r e  s p l i t  i n t o  t w o  g r o u p s  o f  f o u r  

s a m p l e s  e a c h ,  o n e  g r o u p  o f  i s l e t s  w a s  p r e i n c u b a t e d  i n  m e d i u m

c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e  f o r  45 m i n u t e s  a n d  t h e  o t h e r  g r o u p  

o f  i s l e t s  w a s  u s e d  f r e s h  f r o m  t h e  i s o l a t i o n  p r o t o c o l .  Two 

s a m p l e s  f r o m  e a c h  g r o u p  w e r e  h o m o g e n i z e d  i n  1 m l  o f  7 . 6  M

g u a n i d i n e  H C l  c o n t a i n i n g  0 . 1  M p o t a s s i u m  a c e t a t e  pH 5 . 0 .  5 p g

o f  t o t a l  RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  k i d n e y  w a s  t h e n  a d d e d  t o  o n e  o f  

t h e s e  s a m p l e s  a s  a c a r r i e r .  T h e n  0 . 6  m l  o f  95% ( v / v )  e t h a n o l
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w a s  a d d e d  t o  b o t h  s a m p l e s .  T he  o t h e r  t w o  i s l e t  s a m p l e s  i n  e a c h  

g r o u p  w e r e  h o m o g e n i z e d  i n  1 m l  o f  4 M  s t o c k  g u a n i d i n i u m  

t h i o c y a n a t e  s o l u t i o n .  5 p g  o f  t o t a l  RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  

k i d n e y  w a s  t h e n  a d d e d  t o  o n e  o f  t h e  s a m p l e s  as  a c a r r i e r .  T h e n  

0 . 7 5  m l  o f  e t h a n o l  a n d  25 p i  o f  a c e t i c  a c i d  w a s  a d d e d  t o  b o t h  

o f  t h e  s a m p l e s .  T h e  RNA f r o m  a l l  e i g h t  s a m p l e s  w a s  t h e n  

p r e c i p i t a t e d  a n d  d o t  b l o t t e d  i n  t h e  same m a n n e r  a s  f o r  t h e  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA a s s a y  f r o m  t h i s  p o i n t  o n w a r d s .  T h e  

n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  h y b r i d i z e d  w i t h  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  

i n s e r t  DNA 3 2 p  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n .

A f t e r  h y b r i d i z a t i o n  t h e  p a p e r  w a s  w a s h e d  f o r  10 m i n u t e s  i n  

e a c h  o f  f o u r  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  2xSSC c o n t a i n i n g  0 . 17 .  ( w / v )

SDS a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  f o r  15 m i n u t e s  i n  e a c h  o f  t w o  

c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  0 . I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  SDS a t

4 2 " C .  T h e  p a p e r  w a s  a i r  d r i e d  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d  f o r  8 d a y s .

DNAse  X  a n d  RNAse A c t i o n  on  I s l e t  P r e o r o i n s u l i n  mRNA

T h r e e  s a m p l e s  o f  100 r a t  i s l e t s  w e r e  e a c h  t r e a t e d  i n  

d i f f e r e n t  w a y s  a n d  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  A s a m p l e  o f  

p a n c r e a t i c  a c i n a r  t i s s u e  h a n d  p i c k e d  f r o m  t h e  same  i s l e t s  

t i s s u e  p r e p a r a t i o n ,  a n d  r o u g h l y  e q u a l  i n  s i z e  t o  t h e  i s l e t  

s a m p l e s ,  w a s  a l s o  a s s a y e d  a l o n g  w i t h  t h e  i s l e t  s a m p l e s .  One  

i s l e t  s a m p l e  w a s  s y r i n g e  h o m o g e n i z e d  i n  0 . 5  m l  o f  20 mM 

T r i s - H C l  pH 7 . 6  c o n t a i n i n g  10 mM M g C l ^  i n  a 15 m l  C o r e x  t u b e ,  

2 p g  DNAse I  a d d e d  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 "C f o r  60 m i n u t e s .  

A n o t h e r  o t h e r  i s l e t  s a m p l e  w a s  s y r i n g e  h o m o g e n i z e d  i n  0 . 5  m l  

o f  s t e r i l e  w a t e r  i n  a 15 m l  C o r e x  t u b e ,  2 p g  o f  RNAse  a d d e d  

a n d  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 "C f o r  60 m i n u t e s .  To b o t h  o f  t h e s e  

s a m p l e s  50  p i  o f  2 M p o t a s s i u m  a c e t a t e  pH 5 . 0  a n d  0 . 7  g o f
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s o l i d  g u a n i d i n e  H C l  w a s  a d d e d .  T h e  s a l t  w a s  t h e n  d i s s o l v e d  by  

v o r t e x i n g  t h e  t u b e  a n d  t h e  v o l u m e  ma d e  u p  t o  1 m l  w i t h  s t e r i l e  

w a t e r .  F r o m  t h i s  p o i n t  o n w a r d s  t h e  RNA i n  t h e s e  s a m p l e s  wa s  

p r e c i p i t a t e d  a n d  d o t  b l o t t e d  as  i n  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

a s s a y .  T h e  t h i r d  i s l e t  s a m p l e  a n d  t h e  a c i n a r  t i s s u e  s a m p l e  

w e r e  a s s a y e d  i n  t h e  n o r m a l  f a s h i o n  a l o n g  w i t h  t h e  t r e a t e d  

i s l e t  s a m p l e s .  T h e  b l o t t e d  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  h y b r i d i z e d  

w i t h  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - l a b e l e d  b y  o l i g o 

n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n .  A f t e r  h y b r i d i z a t i o n  t h e  p a p e r  w a s  

w a s h e d  f o r  10 m i n u t e s  i n  e a c h  o f  f o u r  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  

2xSSC c o n t a i n i n g  0 .17 .  ( w / v )  SDS a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  

f o r  15 m i n u t e s  i n  e a c h  o f  t w o  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  0 . I x S S C  

c o n t a i n i n g  0 . 17 .  ( w / v )  SDS a t  4 2 " C .  T he  p a p e r  w a s  a i r  d r i e d  a n d

a u t o r a d i o g r a p h e d  f o r  7 d a y s .
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A 2 )  M e a s u r e m e n t  o f  P r e o r o i n s u l i n  mRNA i n  I  s l e t s

E f f e c t  o f .  G l u c o s e  cm P r e o r o i n s u l i n  mRNA i n  I n c u b a t e d  I  s l e t s

T e n  s a m p l e s  o f  50 r a t  i s l e t s  e a c h  w e r e  p r e i n c u b a t e d  i n  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e  f o r  45 m i n u t e s .  Two s a m p l e s  

w e r e  t h e n  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a n d  t h e  r e m a i n i n g  

s a m p l e s  s p l i t  i n t o  t w o  g r o u p s  o f  f o u r  s a m p l e s .  One g r o u p  wa s  

i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e  a n d  t h e  o t h e r  i n  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  20 mM g l u c o s e .  A f t e r  o n e  h o u r  i n c u b a t i o n  t w o  

s a m p l e s  f r o m  e a c h  g r o u p  w e r e  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

a n d  a f t e r  t w o  h o u r s  i n c u b a t i o n  t h e  r e m a i n i n g  t w o  s a m p l e s  w e r e  

a s s a y e d .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  h y b r i d i z e d  w i t h  p h i n s 2 1 4  

p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - i a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  

e x t e n s i o n .  A f t e r  h y b r i d i z a t i o n  t h e  p a p e r  w a s  w a s h e d  f o r  10 

m i n u t e s  i n  e a c h  o f  f o u r  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  2xSSC c o n t a i n i n g  

0 . 17 .  ( w / v )  SDS a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  f o r  15 m i n u t e s  i n

e a c h  o f  t w o  c h a n g e s  o f  2 5 0  m l  o f  0 . I x S S C  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  ( w / v )  

SDS a t  4 2 " C .  T h e  p a p e r  w a s  a i r  d r i e d  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d  f o r  

3 t o  7 d a y s .  T h e  w h o l e  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  w i t h  10 p g / m l  

a c t i n o m y c i n  D p r e s e n t  i n  b o t h  t h e  p r e i n c u b a t i o n  a n d  t h e  

i n c u b a t i o n  m e d i u m s .

E f f e c t  o f  G l u c o s e  on  P r e o r o i n s u l i n  mRNA i n  T i s s u e  C u l t u r e d  

I s l e t s

G r o u p s  o f  ~ 1 0 0 0  i s l e t s  w e r e  p l a c e d  i n  t i s s u e  c u l t u r e  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  e i t h e r  2 . 5  mM o r  20 mM g l u c o s e ,  a n d  e i t h e r  

w i t h  o r  w i t h o u t  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D,  f o r  24 h o u r s .  A t  0 ,  

~ 6 ,  ~ 18  a n d  24 h o u r s  a s a m p l e  o f  50 i s l e t s  w a s  h a n d  p i c k e d  a n d
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a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA u s i n g  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t

DNA ^ ^ P - l a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n .  A 0 . 5  m l  

a l i q u o t  o f  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  a l s o  r e m o v e d  a t  e a c h  t i m e  

p o i n t ,  a n y  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  w a s  s e d i m e n t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  

(MSE M i c r o  C e n t a u r  m i c r o f u g e ,  h i g h  s p e e d ,  20 m i n u t e s )  a n d  

d u p l i c a t e  100  p i  a l i q u o t s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  a s s a y e d  f o r  

i n s u l i n  c o n t e n t .
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R e s u l t s

( 1 )  V a l i d a t i o n  o ±  P r e o r o i n s u l i n  mRNA A s s a y

^ ^ P - L a b e l i n q  o f  DNA

( a ) N i c k  T r a n s l a t i o n

( i ) T i m e  C o u r s e

3 2F i g u r e  4 . 1  s h o w s  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  a -  p - d C T P

i n c o r p o r a t i o n  i n t o  p h i n s 2 1 4  a n d  p D I 4 6 2  p l a s m i d  i n s e r t

3 2DNA b y  n i c k  t r a n s l a t i o n .  I n c o r p o r a t i o n  o f  a -  P - d C T P  

i n t o  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA i n c r e a s e d  s t e a d i l y

d u r i n g  t h e  f i r s t  90 m i n u t e s  o f  i n c u b a t i o n  a n d  a f t e r  180  

m i n u t e s  h a d  r e a c h e d  a p l a t e a u  l e v e l  o f  3 2 . 5 %  ( e q u i v a l e n t  

t o  a s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  ~ 1 x 1 0 ®  c p m / p g  o f  D N A ) .

I n c o r p o r a t i o n  i n t o  p D I 4 6 2  p l a s m i d  i n s e r t  DNA w a s

n e g l i g i b l e  a n d  n e v e r  r o s e  a b o v e  3% i n c o r p o r a t i o n  f o r  t h e  

w h o l e  o f  t h e  3 1 5  m i n u t e s  o f  t h e  i n c u b a t i o n  ( e q u i v a l e n t  

t o  a s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  9 x 1 0 ®  c p m / p g  o f  D N A ) .
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F i q u r e  4 . 1

T i m e  C o u r s e  o f  N i c k  T r a n s l a t i o n

N i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  

DNA ( o p e n  t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  l i n e )  a n d  p O I 4 6 2  p l a s m i d  i n s e r t  

DNA ( c l o s e d  t r i a n g l e s  a n d  s o l i d  l i n e )  w e r e  s e t  u p .  D u p l i c a t e  

a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d  a t  v a r i o u s  t i m e  p o i n t s  f o r  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  a - 3 2 p _ d C T P  i n c o r p o r a t i o n .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n  v a l u e s  o f  d u p l i c a t e  a l i q u o t s  

e x p r e s s e d  as  a p e r c e n t a g e  o f  t h e  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  

i n c o r p o r a t e d  i n t o  TCA i n s o l u b l e  m a t e r i a l .  T h e  r e s u l t s  a r e  a l s o  

e x p r e s s e d  a s  t h e  e q u i v a l e n t  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  

3 2 p - l a b e l e d  DNA.
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( i i )  T i t r a t i o n  o f  D N As e  %

T a b l e  4 . 1  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  v a r i o u s  a m o u n t s  o f  

DNAse I  o n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  a - 3 2 p _ d C T P  i n t o  TCA 

i n s o l u b l e  m a t e r i a l  b y  n i c k  t r a n s l a t i o n .  The  

i n c o r p o r a t i o n  o f  a - ^ ^ p - d C T P  i n t o  TCA i n s o l u b l e  m a t e r i a l  

w a s  s l i g h t l y  h i g h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DNAse  I  t h a n  i n  

t h e  a b s e n c e .  T he  h i g h e s t  i n c o r p o r a t i o n  w a s  s e e n  w i t h  

1 p i  o f  0 . 0 1  p g / m l  DNAse  I  s t o c k  s o l u t i o n  b u t  t h e r e  w a s

no  o b v i o u s  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  a m o u n t  o f  DNAse I

3 2a d d e d  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  a -  P - d C T P  i n c o r p o r a t i o n .

F i g u r e  4 . 2  i s  an  a u t o r a d i o g r a p h  o f  t h e  n i c k

t r a n s l a t e d  s a m p l e s  e l e c t r o p h o r e s e d  on  an  a l k a l i n e

a g a r o s e  g e l .  O f  t h e  f i v e  s a m p l e s  t h e  o n e  t r e a t e d  w i t h

4 p i  o f  0 . 0 1  p g / m l  DNAse  I  p r o d u c e d  t h e  f u r t h e s t

m i g r a t i n g ,  a n d  h e n c e  t h e  s m a l l e s t ,  ^ ^ p - i a b e l e d  m a t e r i a l .

3 2T h e r e  w a s  some P - l a b e l e d  m a t e r i a l  o f  h i g h  m o l e c u l a r

w e i g h t  n e a r  t h e  s a m p l e  w e l l  i n  a l l  f i v e  s a m p l e s .  The

s a m p l e  t r e a t e d  w i t h  4 p i  o f  0 . 0 1  p g / m l  DNAse I  e x h i b i t e d

3 2t h e  l e a s t  a m o u n t  o f  s m e a r i n g  o f  P - l a b e l e d  m a t e r i a l

f r o m  t h e  s a m p l e  w e l l .  T h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  s m a l l  a m o u n t s  

3 2o f  P - l a b e l e d  m a t e r i a l  i n  t h e  e m p t y  l a n e s  f l a n k i n g  t h e  

s a m p l e  l a n e s .
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A m o u n t  o ±  S t o c k  DNAs e  { u l  )

0.. 01 u g / m l  0 . 1 u g / m l  1  g - 3 2 P - d C T P  I n c o r p o r a t i o n

4 . 1%

7 . 1 %

4 . 5 %

5 . 1%

5 . 5 %

T a b l e  4 . 1

E f f e c t  o f  DNAse I  o n  a - ^ ^ P - d C T P  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  p h i n s 2 1 4  

p l a s m i d  i n s e r t  DNA b y  n i c k  t r a n s l a t i o n .

N i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  

DNA w e r e  s e t  u p  w i t h  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  DNAse  I  s t o c k  

s o l u t i o n s .  A t  t h e  e n d  o f  t h e  i n c u b a t i o n s  a l i q u o t s  o f  t h e  

r e a c t i o n  m i x e s  w e r e  r e m o v e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  

- 3 2 ,a P - d C T P  i n c o r p o r a t i o n  a n d  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n  v a l u e s  o f  d u p l i c a t e  a l i q u o t s  

e x p r e s s e d  as  a -  P - d C T P  i n c o r p o r a t i o n  as  a p e r c e n t a g e  o f  t h e  

t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m ) .
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F i g u r e  4 . 2

A u t o r a d i o g r a p h  o f  A l k a l i n e  E l e c t r o p h o r e s i s  o f  N i c k  T r a n s l a t e d  

p h i n s 2 1 4  P l a s m i d  I n s e r t  DNA

N i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  

DNA w e r e  s e t  u p  w i t h  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  DNAse  I  s t o c k  

s o l u t i o n s .  T h e  “̂ ^ p - i a b e l e d  DNA w a s  p u r i f i e d  f r o m  e a c h  r e a c t i o n  

m i x  b y  S e p h a d e x  G - 1 0 0  f i t r a t i o n  a n d  a l i q u o t s  w e r e  r u n  o n  an  

a l k a l i n e  e l e c t r o p h o r e s i s  g e l .  T h e  g e l  w a s  t h e n  d r i e d  a n d  

a u t o r a d i o g r a p h e d .



A m o u n t  o f  S to c k  D NAse I )_

0  1 p g /m l  0  0  0  0  1

0 0 1  p g /m l  0  I 2 4  0

11111

Figure 4.2
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( b ) O l i g o n u c l e o t i d e  P r i m e r  E x t e n s i o n  a n d  Ml  3 S e c o n d  S t r a n d  

S y n t h e s i s

3 2 P - L a b e l i n g  o f  b o t h  p D I 4 6 2  a n d  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  

i n s e r t  DNA b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  w a s

c o n s i s t e n t .  B e t w e e n  507. a n d  8 0% o f  t h e  a - ^ ^ p - d C T P  w a s

i n c o r p o r a t e d  i n t o  TCA i n s o l u b l e  m a t e r i a l .  t h i s  w a s

e q u i v a l e n t  t o  a s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  1 - 4  x  10® c p m / p g

o f  DNA ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  B o t h  t h e  Ml  3 r a t  i n s u l i n  cDNA a n d

3 2
t h e  Ml  3 a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  c l o n e  DNAs w e r e  P - l a b e l e d  b y  

M 13 s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  t o  an  e s t i m a t e d  s p e c i f i c

r a d i o a c t i v i t y  o f  1 - 2  x 10® c p m / p g  o f  DNA i n  a c o n s i s t e n t  

m a n n e r  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

3 2
P u r i f i c a t i o n  o f  P - L a b e l e d  DNA b v  G e l  F i l t r a t i o n

F i g u r e  4 . 3  s h o w s  t h e  G - 1 0 0  g e l  f i l t r a t i o n  p r o f i l e  o f

3 2p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA P - l a b e l e d  b y  n i c k  t r a n s l a t i o n .  

T h e r e  w a s  o n l y  o n e  p e a k  o f  TCA i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  w h i c h  

w a s  e l u t e d  b e t w e e n  f r a c t i o n s  5 a n d  14 a n d  o n l y  o n e  p e a k  o f  

TCA s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  w h i c h  w a s  e l u t e d  b e t w e e n  f r a c t i o n s  

16 a n d  3 0 .  B o t h  p e a k s  w e r e  w e l l  d e f i n e d  a n d  s e p a r a t e d  f r o m  

e a c h  o t h e r .
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F i g u r e  4 . 3

S e p h a d e x  G - 1 0 0  F i l t r a t i o n  o f  p h i n s 2 1 4  P l a s m i d  I n s e r t  DNA 

3 2 P - L a b e l e d  b y  N i c k  T r a n s l a t i o n

p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA w a s  n i c k  t r a n s l a t e d  a n d  l o a d e d  

o n t o  a S e p h a d e x  G - 1 0 0  c o l u m n .  T h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  a n d  1 0 0  p i  

f r a c t i o n s  c o l l e c t e d .  D u p l i c a t e  a l i q u o t s  w e r e  t a k e n  f r o m  e a c h  

f r a c t i o n  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a - 3 2 p _ d C T P  i n c o r p o r a t i o n  a n d  

t o t a l  r a d i o a c t i v i t y .  T h e  TCA i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  

( d a s h e d  l i n e )  a n d  t h e  TCA s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  ( c p m )  ( s o l i d  

l i n e ;  c a l c u l a t e d  b y  s u b t r a c t i n g  t h e  TCA i n s o l u b l e  r a d i o 

a c t i v i t y  f r o m  t h e  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y )  a r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  

f r a c t i o n  n u m b e r .
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I  s o l a t i o n  .o£ T o t a l  a n d  P o l v RNA

T a b l e  4 . 2  s h o w s  t h e  y i e l d s  a n d  a b s o r b a n c e  r a t i o s  o f  

b o t h  t o t a l  a n d  p o l y  A *  RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s ,  l i v e r  

a n d  k i d n e y .  T h e  y i e l d  o f  t o t a l  k i d n e y  RNA w a s  ~ 2 5  f o l d  l o w e r  

t h a n  f o r  p a n c r e a s  o r  l i v e r .  T h e  p e r c e n t a g e  y i e l d  o f  p o l y  A *  

RNA,  h o w e v e r ,  w a s  s i m i l a r  f o r  a l l  t h r e e  t i s s u e s  a t  ~5% o f  

t h e  t o t a l  RNA.



-  1 8 0 -

T o t a l  RNA

T i s s u e  Y i e l d  A b s o r b a n c e

R a t i o

P a n c r e a  s 1 0 . 9 9  2 . 0

P o l y  A *  RNA

1  o f

Y i e l d  A b s o r b a n c e  T o t a l  RNA 

R a t i o

0 . 3 7  2 . 0  3 . 4 %

L i v e r 6 . 87 1 . 8 0 . 4 7 1 . 6 6 . 9 %

K i d n e y 0 . 44 1 . 4 0 . 02 1 . 4 5 . 6 %

T a b l e  4 . 2

I s o l a t i o n  o f  t o t a l  RNA a n d  P o l y  A *  RNA F r o m  R a t  P a n c r e a s ,

L i v e r  a n d  K i d n e y

T o t a l  RNA w a s  i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s ,  l i v e r  a n d  k i d n e y  b y  

t h e  g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e / h o t  p h e n o l  m e t h o d .  P o l y  A*  RNA w a s  

i s o l a t e d  f r o m  t o t a l  RNA b y  o l i g o ( d T ) c e l l u l o s e  a f f i n i t y  

c h r o m o t o g r a p h y .

Y i e l d s  a r e  s h o w n  as  mg o f  RNA p e r  g r a m  o f  o r i g i n a l  s t a r t i n g  

t i s s u e .  Y i e l d  o f  P o l y  A *  RNA i s  a l s o  q u o t e d  a s  t h e  p e r c e n t a g e  

o f  t o t a l  RNA r e c o v e r e d  a f t e r  o l i g o ( d T ) c e l l u l o s e  

c h r o m o t o g r a p h y .  A b s o r b a n c e  r a t i o s  a r e  g i v e n  a s  t h e  r a t i o  o f  

t h e  s a m p l e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  nm t o  t h a t  a t  2 8 0 nm.
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N o r t h e r n  B l o t t i n g  o f  P o l v  A+ p ^ A

F i g u r e  4 . 4  i s  an  a u t o r a d i o g r a p h  o f  a N o r t h e r n  b l o t  o f  

t o t a l ,  p o l y  A a n d  p o l y  A RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s  

a n d  l i v e r .  T h e r e  w e r e  n o  b a n d s  e v i d e n t  f o r  a n y  o f  t h e  l i v e r  

RNA s a m p l e s  b u t  t h e r e  w a s  a s i n g l e  b a n d  i n  e a c h  o f  t h e  

p a n c r e a t i c  RNA s a m p l e  l a n e s .  T h e  t o t a l  p a n c r e a t i c  RNA b a n d  

h a d  a s h a r p l y  d e f i n e d  s t a r t  a t  ~ 5 5 0  b p  w i t h  a t a i l  o f  l o w e r  

m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l .  T h e  p a n c r e a t i c  p o l y  A* RNA b a n d  

wa s  s h a r p l y  d e f i n e d  a t  ~ 5 5 0  b p  i n  s i z e  w h i l s t  t h e  p a n c r e a t i c  

p o l y  A RNA b a n d  w a s  d i f f u s e  w i t h  an  a v e r a g e  s i z e  s m a l l e r  

t h a n  5 5 0  b p .
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F i g u r e  4 .  4

A u t o r a d i o g r a p h  o f  N o r t h e r n  B l o t

S a m p l e s  o f  t o t a l ,  p o l y  A^  a n d  p o l y  A RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t

p a n c r e a s  a n d  l i v e r  w e r e  N o r t h e r n  b l o t t e d .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e

p a p e r  w a s  h y b r i d i z e d  w i t h  M13 r a t  i n s u l i n  cDNA c l o n e  DNA 

3 2
P - l a b e l e d  b y  Ml  3 s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  a n d  t h e n  

a u t o r a d i o g r a p h e d .

S i z e s  o f  DNA f r a g m e n t s  ( i n  Kb )  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

p o s i t i o n s  o f  s i z e  m a r k e r s  ( L a m b d a  p h a g e  DNA d i g e s t e d  w i t h  

H i n d l l l ) .
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H y b r i d i z a t i o n  i . p e ç i f i c i t y  o f  L a b e l e d  DNA

( i ) O l i g o n u c l e o t i d e  P r i m e r  E x t e n s i o n

F i g u r e s  4 . 5 a  a n d  4 . 5 b  s h o w  t h e  d o t  b l o t  s p o t

d e n s i t i e s  o f  p o l y  A * RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s ,  l i v e r

a n d  k i d n e y  a f t e r  h y b r i d i z a t i o n  w i t h  p h i n s 2 1 4  a n d  p D I 4 6 2

p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - i a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r

e x t e n s i o n  r e s p e c t i v e l y .  I n  t h e  c a s e  o f  h y b r i d i z a t i o n  w i t h  

3 2 P - l a b e l e d  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ( F i g u r e  4 . 5 a )  t h e  

s p o t  d e n s i t y  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A ”̂  RNA w a s  u n a f f e c t e d  b y  

t h e  i n c r e a s e d  s t r i n g e n c y  o f  t h e  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h e s .  

B o t h  t h e  l i v e r  a n d  k i d n e y  p o l y  A *  RNA s p o t  d e n s i t i e s ,  

h o w e v e r ,  w e r e  r e d u c e d  t o  v a l u e s  o f  0 . 1 1  a n d  0 . 3 3  t i m e s  

t h a t  o f  t h e  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  RNA b y  t h e  m o s t  s t r i n g e n t  

o f  t h e  t h e  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h e s .  I n  t h e  c a s e  o f  

h y b r i d i z a t i o n  w i t h  p D I 4 6 2  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ( F i g u r e  4 . 5 b )  

i n c r e a s i n g  t h e  s t r i n g e n c y  o f  t h e  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h e s  

r e d u c e d  t h e  s p o t  d e n s i t i e s  o f  p o l y  A *  RNA i s o l a t e d  f r o m  

p a n c r e a s ,  l i v e r  a n d  k i d n e y .  T h e  r e l a t i v e  s p o t  d e n s i t i e s  o f  

l i v e r  a n d  k i d n e y  p o l y  A *  RNA w e r e  r e d u c e d  f r o m  1 . 8 1  a n d  

2 . 3 1 ,  a f t e r  t h e  l o w e s t  s t r i n g e n c y  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h ,  

t o  0 . 7 9  a n d  1 . 3 5  r e s p e c t i v e l y  a f t e r  t h e  m o s t  s t r i n g e n t  

p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h .

F i g u r e  4 . 5 c  s h o w s  t h e  d o t  b l o t  s p o t  d e n s i t i e s  o f

p o l y  A^ RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s  a n d  l i v e r  a f t e r

3 2h y b r i d i z a t i o n  w i t h  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  DNA P - l a b e l e d  b y  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n .  T h e  s p o t  d e n s i t i e s  o f  

b o t h  p a n c r e a t i c  a n d  l i v e r  p o l y  A *  RNA d e c r e a s e d  w i t h
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i n c r e a s i n g  s t r i n g e n c y  o f  t h e  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h e s .  

T h e  r e l a t i v e  d e n s i t y  o f  t h e  l i v e r  p o l y  A *  p ^ A  s p o t s  wa s  

r e d u c e d  t o  a l e v e l  0 . 2 1  t i m e s  t h a t  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A*  

RNA b y  t h e  m o s t  s t r i n g e n t  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h .
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F i q u r e  4 . 5

H y b r i d i z a t i o n  s p e c i f i c i t y  o f  DNA ^ ^ p - L a b e l e d  b y  

O l i g o n u c l e o t i d e  P r i m e r  E x t e n s i o n

( 4 . 5A  a n d  4 . 5 B )  -  S a m p l e s  o f  p o l y  A * RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t

p a n c r e a s  ( 1 ) ,  k i d n e y  ( 2 )  a n d  l i v e r  ( 3 )  w e r e  a s s a y e d  f o r  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA w i t h  e i t h e r  p h i n s 2 1 4  ( 4 . 5 A )  o r  p D I 4 6 2  

( 4 . 5 B )  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - l a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  

p r i m e r  e x t e n s i o n  a s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .  T h e  h y b r i d i z e d  

n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  w e r e  t h e n  w a s h e d  w i t h  w a s h e s  o f  

i n c r e a s i n g  s t r i n g e n c i e s  ( w a s h  1 b e i n g  t h e  l o w e s t  s t r i n g e n c y )  

a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d .

T h e  s p o t  d e n s i t i e s  ( i n  G e l s c a n  p r o g r a m  u n i t s )  a r e  p l o t t e d  f o r  

e a c h  s a m p l e  a f t e r  e a c h  w a s h  p r o t o c o l .  T h e  s p o t  d e n s i t i e s  a r e  

a l s o  n o r m a l i z e d  t o  t h a t  o f  t h e  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  RNA s a m p l e  

a f t e r  e a c h  w a s h  ( s h o w n  as  f i g u r e s  a b o v e  e a c h  b a r ) .
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F j g u r e  4 .  5

H y b r i d i z a t i o n  s p e c i f i c i t y  o f  DNA ^ ^ p - L a b e l e d  b y  

O l i g o n u c l e o t i d e  P r i m e r  E x t e n s i o n

( 4 .  5C ) -  S a m p l e s  o f  p o l y  A'*’ i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s  ( 1 )

a n d  l i v e r  ( 2 )  w e r e  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w i t h  p K A 3 0

3 2
p l a s m i d  i n s e r t  DNA P - l a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  

e x t e n s i o n  as  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .  T h e  h y b r i d i z e d  

n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  t h e n  w a s h e d  w i t h  w a s h e s  o f  i n c r e a s i n g  

s t r i n g e n c i e s  ( w a s h  1 b e i n g  t h e  l o w e s t  s t r i n g e n c y )  a n d  

a u t o r a d i o g r a p h e d .

T h e  s p o t  d e n s i t i e s  ( i n  G e l s c a n  p r o g r a m  u n i t s )  a r e  p l o t t e d  f o r  

e a c h  s a m p l e  a f t e r  e a c h  w a s h  p r o t o c o l .  T h e  s p o t  d e n s i t i e s  a r e  

a l s o  n o r m a l i z e d  t o  t h a t  o f  t h e  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  RNA s a m p l e  

a f t e r  e a c h  w a s h  ( s h o w n  as  f i g u r e s  a b o v e  e a c h  b a r ) .
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F i g u r e  4 . 6  i s  t h e  a u t o r a d i o g r a p h  o f  t h e  f o u r

n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  w h i c h  w e r e  h y b r i d i z e d  w i t h  

3 2
P - l a b e l e d  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ( s e e  F i g u r e  4 . 5 a ) .  

T h e  l e v e l  o f  b a c k g r o u n d  h y b r i d i z a t i o n  d e c r e a s e d  w i t h  t h e  

i n c r e a s i n g  s t r i n g e n c y  o f  t h e  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h  

p r o t o c o l s .

F i g u r e  4 . 7  i s  a p l o t  o f  t h e  d o t  b l o t  s p o t  d e n s i t i e s  

o f  t h e  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  r a t  p a n c r e a t i c  a n d  l i v e r  

p o l y  A *  RNA f r o m  t h e  e x p e r i m e n t  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 5 c  

( a f t e r  t h e  s e c o n d  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h  p r o t o c o l ) .  F o r  

b o t h  p a n c r e a t i c  a n d  l i v e r  p o l y  A *  RNA s a m p l e s  s p o t  d e n s i t y  

i n c r e a s e d  w i t h  t h e  a m o u n t  o f  RNA i n  a l i n e a r  f a s h i o n .  T he  

g r a d i e n t  o f  t h e  l i n e  f o r  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  RNA w a s  

~ 3 - f o l d  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  l i v e r  p o l y  A'*' RNA.

F i g u r e  4 . 8  i s  a s a m p l e  d e n s i t o m e t e r  t r a c e  o f  t h e  

s p o t s  o f  t h e  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  RNA 

a f t e r  t h e  l o w e s t  s t r i n g e n c y  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h  

p r o t o c o l  o f  t h e  e x p e r i m e n t  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 5 c .  T h e  p e a k s  

s e e n  w e r e  e v e n l y  s h a p e d  a n d  s p a c e d .  T h e y  w e r e  w e l l  d e f i n e d  

a n d  t h e i r  s i z e  d e c r e a s e d  s y s t e m a t i c a l l y  w i t h  t h e  d i l u t i o n  

o f  t h e  s a m p l e .



- 1 9 1 -

F i q u r e  4 . 6

A u t o r a d i o g r a p h  o f  H y b r i d i z a t i o n  S p e c i f i c i t y  T e s t

S e r i a l  d i l u t i o n s  ( 2 / 3  f o l d )  o f  p o l y  A* r n a  i s o l a t e d  f r o m  r a t  

p a n c r e a s ,  k i d n e y  a n d  l i v e r  w e r e  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

w i t h  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ P - l a b e l e d  b y  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  a s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .  

T h e  h y b r i d i z e d  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  t h e n  w a s h e d  a n d  

a u t o r a d i o g r a p h e d .

T h e  i d e n t i t y  o f  t h e  p o l y  A^  RNA s a m p l e s  a r e  s h o w n  a l o n g  w i t h  

t h e  l o g  o f  t h e  d i l u t i o n  f o r  e a c h  s a m p l e  s p o t .
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F i q u r e  4 . 7

R e l a t i o n s h i p  B e t w e e n  D o t  D e n s i t y  a n d  A m o u n t  o f  RNA S t a n d a r d s

S e r i a l  d i l u t i o n s  ( 2 / 3  f o l d )  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A*  r ^ A  ( c l o s e d  

t r i a n g l e s  a n d  s o l i d  l i n e )  a n d  l i v e r  p o l y  A*  r n a  ( o p e n

t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  l i n e )  w e r e  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n

mRNA.  T h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e  w a s  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  DNA 

3 2 P - l a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n .  A f t e r  w a s h i n g  

a n d  a u t o r a d i o g r a p h  e x p o s u r e  t h e  a u t o r a d i o g r a p h  w a s  s c a n n e d  a n d  

t h e  o p t i c a l  d e n s i t i e s  o f  t h e  d o t s  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  

a m o u n t s  o f  p o l y  A* RNA.
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F i q u r e  4 .  8

S a m p l e  D e n s i t o m e t e r  T r a c e  P r o d u c e d  b y  t h e  G e l s c a n  P r o g r a m

S e r i a l  d i l u t i o n s  ( 2 / 3  f o l d )  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A+ w e r e

a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w i t h  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  DNA 

3 2 P - l a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  a s  t h e  

h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .  A f t e r  w a s h i n g  a n d  a u t o r a d i o g r a p h  e x p o s u r e  

t h r e e  s e p a r a t e  d e n s i t o m e t e r  s c a n s  w e r e  m a d e  o f  t h e  s a m p l e  d o t s  

a n d  a v e r a g e d  u s i n g  t h e  G e l m e r g e  p r o g r a m .

A p l o t  o f  t h e  a v e r a g e d  s c a n  i s  s h o w n  a s  d i s t a n c e  a l o n g  t h e  

a u t o r a d i o g r a p h  a g a i n s t  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  ( s c a l e d  f r o m  0 t o  

1 0 ) .  T h e  d i l u t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  i n c r e a s e s  f r o m  r i g h t  t o  l e f t .
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( i i )  M13 S e c o n d  S t r a n d  S y n t h e s i s

F i g u r e s  4 . 9 a  a n d  4 . 9 b  s h o w  t h e  d o t  d e n s i t i e s  o f

p o l y  RNA i s o l a t e d  f r o m  r a t  p a n c r e a s  a n d  l i v e r ,  a n d  a

d o t  b l o t t e d  s a m p l e  o f  2 0 0  i s l e t s ,  a f t e r  h y b r i d i z a t i o n  w i t h

DNA ^ ^ p - i a b e l e d  b y  s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  o f  t h e  Ml  3 

i n s u l i n  cDNA c l o n e  a n d  t h e  M13 a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  c l o n e

r e s p e c t i v e l y .  I n  t h e  c a s e  o f  h y b r i d i z a t i o n  w i t h

3 2
P - l a b e l e d  DNA s y n t h e s i s e d  f r o m  t h e  M13 i n s u l i n  cDNA 

c l o n e  ( F i g u r e  4 . 9 a )  i n c r e a s e d  s t r i n g e n c y  o f  t h e  p o s t 

h y b r i d i z a t i o n  w a s h  r e d u c e d  t h e  r e l a t i v e  d e n s i t y  o f  t h e  

i s l e t  s a m p l e  s p o t  t o  0 . 5  a f t e r  t h e  h i g h e s t  s t r i n g e n c y  

w a s h .  T h e  r e l a t i v e  d e n s i t y  o f  t h e  l i v e r  p o l y  A *  RNA s p o t ,  

h o w e v e r ,  w a s  o n l y  s l i g h t l y  r e d u c e d  t o  a l e v e l  a l m o s t  e q u a l

t o  t h a t  o f  t h e  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  RNA a f t e r  t h e  same w a s h .

3 2I n  t h e  c a s e  o f  h y b r i d i z a t i o n  w i t h  P - l a b e l e d  DNA 

s y n t h e s i s e d  f r o m  t h e  M13 a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  c l o n e  ( F i g u r e  

4 . 9 b )  i n c r e a s e d  s t r i n g e n c y  o f  t h e  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h  

h a d  l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  r e l a t i v e  d e n s i t y  o f  t h e  l i v e r  

p o l y  A*  RNA s p o t  w h i c h  r e m a i n e d  a t  ~ 1 . 5  a f t e r  a l l  t h e  

w a s h e s .  No s p o t  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  i s l e t  s a m p l e  c o u l d  b e  

d e t e c t e d  a f t e r  a n y  o f  t h e  w a s h e s .
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F i q u r e  4 . 9

H y b r i d i z a t i o n  S p e c i f i c i t y  o f  DNA 3 2 p _ L a b e l e d  b y  M13 S e c o n d  

S t r a n d  S y n t h e s i s

S a m p l e s  o f  p a n c r e a t i c  ( 1 )  a n d  l i v e r  ( 2 )  p o l y  RNA.  a l o n g

w i t h  a s a m p l e  o f  i s l e t s  ( 3 ) ,  w e r e  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n

3 2mRNA w i t h  DNA P - l a b e l e d  b y  Ml  3 s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  o f  

e i t h e r  t h e  Ml  3 i n s u l i n  cDNA c l o n e  ( 4  . 9A ) o r  t h e  Ml  3 

a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  c l o n e  ( 4 . 9 6 )  a s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .  T h e  

n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  t h e n  s u b j e c t e d  t o  f i v e  s e q u e n t i a l  

w a s h e s  o f  i n c r e a s i n g  s t r i n g e n c i e s  ( w a s h  1 b e i n g  o f  t h e  l o w e s t  

s t r i n g e n c y )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d  a f t e r  e a c h  w a s h .

T h e  d o t  d e n s i t i e s ,  r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  t h e  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  

RNA s a m p l e ,  a r e  p l o t t e d  f o r  e a c h  s a m p l e  a f t e r  e a c h  w a s h .
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R e l a t i o n s h i p  .&e t w e e n  ^ ^ p _ L a b e l e d  DNA B o u n d  a n d  A u t o r a d i o g r a p h  

S p o t  D e n s i t y

3 2F i g u r e  4 . 1 0  s h o w s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  P - l a b e l e d  

DNA b o u n d  t o  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  a n d  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  a u t o r a d i o g r a p h  s p o t .  T h e  d a t a  w a s  f i t t e d  t o  a 

l i n e a r  r e g r e s s i o n  l i n e  w i t h  a c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  0 . 8 3 3  

a n d  a s l o p e  o f  1 . 7 5  d e n s i t y  u n i t s / c p m .
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F i a u r e  4 . 1 0

R e l a t i o n s h i p  B e t w e e n  3 2 p _ L a b e l e d  DNA B o u n d  a n d  A u t o r a d i o g r a p h  

S p o t  D e n s i t y

S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A'*’ r n a  w e r e  a s s a y e d  f o r  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA w i t h  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - l a b e l e d  

b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  a s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  

p r o b e .  T h r e e  s u c h  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  p o s t 

h y b r i d i z a t i o n  w a s h e s  o f  d i f f e r e n t  s t r i n g e n c i e s .  A f t e r  

a u t o r a d i o g r a p h y  p o r t i o n s  o f  t h e  n i t r o c e l l u l o s e ,  c o r r e s p o n d i n g  

t o  t h e  d o t s  o n  t h e  a u t o r a d i o g r a p h ,  w e r e  p u n c h e d  o u t  a n d  t h e i r  

r a d i o a c t i v i t i e s  ( c p m )  d e t e r m i n e d  a n d  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e i r  

c o r r e s p o n d i n g  o p t i c a l  d e n s i t i e s .

T h e  d a t a  w a s  f i t t e d  t o  t h e  l i n e  s h o w n  b y  l i n e a r  r e g r e s s i o n .
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R e l a t i o n s h i p  B e t w e e n  I s l e t  N u m b e r  a n d  A u t o r a d i o g r a p h  S o o t  

D e n s i t y

F i g u r e  4 . 1 1  s h o w s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  n u m b e r  o f

i s l e t s  i n  a s a m p l e  a n d  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  a u t o r a d i o g r a p h  s p o t

f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a s s a y s  w i t h  e i t h e r  p h i n s 2 1 4  o r  p D I 4 6 2  

p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - i a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  

e x t e n s i o n  as  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .  T h e  d a t a  f o r  b o t h  

^ ^ P - l a b e l e d  p h i n s 2 1 4  a n d  p D I 4 6 2  p l a s m i d  i n s e r t  DNA w e r e  o f  a 

s i m i l a r  p a t t e r n .  No s p o t s  w e r e  d e t e c t e d  f o r  s a m p l e s  o f  25

i s l e t s  a n d  t h e  c u r v e  w a s  s t e e p e s t  b e t w e e n  25 a n d  100  i s l e t s

a n d  l e v e l e d  o f f  f o r  s a m p l e s  o f  100  i s l e t s  o r  g r e a t e r .
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F i g u r e  4 . 1 1

R e l a t i o n s h i p  B e t w e e n  I s l e t  N u m b e r  a n d  A u t o r a d i o g r a p h  S p o t  

D e n s i t y

S a m p l e s  o f  2 5 ,  5 0 .  100  a n d  2 0 0  i s l e t s  w e r e  a s s a y e d  f o r

p r e p r o i n s u l i n  mRNA w i t h  e i t h e r  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA 

( c l o s e d  t r i a n g l e s  a n d  s o l i d  l i n e )  o r  p D I 4 62  p l a s m i d  i n s e r t  DNA 

( o p e n  t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  l i n e )  ^ ^ P - l a b e l e d  b y  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  a s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .  

T h e  s p o t  d e n s i t y ,  r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  a p a n c r e a t i c  p o l y  A* RNA 

c o n t r o l  s a m p l e ,  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  n u m b e r  

o f  i s l e t s  i n  t h e  s a m p l e .
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E f f e c t  j 3Lf C a r r i e r  RNA a n d  H o m o g e n i z a t i o n  B u f f e r  on  I  s l e t  

P r e p r o i n s u l i n  mRNA R e c o v e r y

T a b l e  4 . 3  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  t w o  d i f f e r e n t

h o m o g e n i z a t i o n  b u f f e r s ,  a n d  t h e  u s e  o f  t o t a l  k i d n e y  RNA as  a 

c a r r i e r ,  o n  t h e  r e c o v e r y  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA f r o m  f r e s h l y  

i s o l a t e d  i s l e t s  a n d  i s l e t s  p r e i n c u b a t e d  f o r  45 m i n u t e s .  

H o m o g e n i z a t i o n  i n  g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  r e s u l t e d  i n  

r e c o v e r i e s  " 3  t o  4 - f o l d  h i g h e r  t h a n  i n  g u a n i d i n e  H C l  b u t  t h i s  

w a s  o n l y  t r u e  w h e n  c a r r i e r  RNA w a s  p r e s e n t  s i n c e  w i t h o u t  i t  no  

s a m p l e  s p o t s  w e r e  d e t e c t e d .  When c a r r i e r  RNA w a s  u s e d  t h e  

r e c o v e r y  f r o m  p r e i n c u b a t e d  i s l e t s  w a s  0 . 5  t o  2 - f o l d  g r e a t e r  

t h a n  f r o m  f r e s h  i s l e t s  b u t  t h i s  p a t t e r n  w a s  r e v e r s e d  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  c a r r i e r  RNA.  C a r r i e r  RNA o n  i t s  own  h a d  a r e c o v e r y  

r o u g h l y  e q u a l  t o  t h a t  o f  f r e s h l y  i s o l a t e d  i s l e t s  w i t h  c a r r i e r  

RNA a n d  p r e i n c u b a t e d  i s l e t s  w i t h o u t  c a r r i e r  RNA.



I s l e t  S a m p l e  C a r r i e r  RNA

F r e s h l y

i s o l a t e d

YES

NO

- 2 0 7 -

H o m o g e n i z a t i o n  B u f f e r  

G u a n i d i n e  H C l  G u a n i d i n i u m  

T h i o c v a n a t e

0 . 1 5  

0 . 2 8

0 . 6 4  

0 . 0

P r e i n c u b a t e d YES

NO

0 . 3 0  

0 . 1 8

1 . 00

0 . 0

C a r r i e r  RNA o n l y  = 0 . 1 9  

T a b l e  4 . 3

E f f e c t  o f  C a r r i e r  RNA a n d  H o m o g e n i z a t i o n  B u f f e r  o n  I s l e t  

P r e p r o i n s u l i n  mRNA R e c o v e r y

S a m p l e s  o f  50  i s l e t s ,  e i t h e r  f r e s h l y  i s o l a t e d  o r  p r e i n c u b a t e d  

i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e  f o r  45 m i n u t e s ,  w e r e  

h o m o g e n i z e d  i n  e i t h e r  1 m l  o f  7 . 6  M g u a n i d i n e  H C l  c o n t a i n i n g  

0 . 1  M p o t a s s i u m  a c e t a t e  pH 5 . 0  o r  1 m l  o f  4 M g u a n i d i n i u m  

t h i o c y a n a t e  s t o c k  s o l u t i o n .  5 p g  o f  t o t a l  RNA i s o l a t e d  f r o m  

r a t  k i d n e y  w a s  a d d e d  as  a c a r r i e r  t o  t h o s e  s a m p l e s  i n d i c a t e d  

a f t e r  h o m o g e n i z a t i o n .

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  as  t h e  d e n s i t i e s  o f  t h e  a u t o r a d i o g r a p h  

s p o t s  r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  p r e i n c u b a t e d  i s l e t s  h o m o g e n i z e d  i n  

g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  s t o c k  s o l u t i o n  w i t h  c a r r i e r  RNA.  T h e  

d e n s i t y  o f  t h e  a u t o r a d i o g r a p h  s p o t  d u e  t o  5 p g  o f  t o t a l  r a t  

k i d n e y  RNA o n  i t s  own  i s  a l s o  g i v e n .
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D N A s e  X  a n d  RNAs e  A c t i o n  on I s l e t  P r e o r o i n s u l i n  mRNA

T a b l e  4 . 4  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  DNAse  I  a n d  RNAse  t r e a t m e n t  

on  t h e  r e c o v e r y  o f  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  No r e c o v e r y  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o u l d  b e  d e t e c t e d  a f t e r  RNAse  t r e a t m e n t .  

DNAs e  I  t r e a t m e n t  r e d u c e d  t h e  a m o u n t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

r e c o v e r e d  t o  a t h i r d  o f  t h a t  o f  u n t r e a t e d  i s l e t s .  T h e  a c i n a r  

t i s s u e  s a m p l e  c o n t a i n e d  a f i f t h  o f  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t  o f  t h e  u n t r e a t e d  i s l e t s .
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S a m o l e  MS A'*’ r n a  E q u i v a l e n t s

100 i s l e t s  4 . 2 1

100 i s l e t s / D N A s e  I  t r e a t e d  1 . 4 3

100  i s l e t s / R N A s e  t r e a t e d  0 . 0

A c i n a r  t i s s u e  0 . 8 4

T a b l e  4 . 4

DNAse I  a n d  RNAse  A c t i o n  o n  I s l e t  P r e p r o i n s u l i n  mRNA

S a m p l e s  o f  100  i s l e t s  w e r e  d i g e s t e d  a t  3 7 * C  f o r  80 m i n u t e s  

w i t h  e i t h e r  DNAse  I  o r  RNAse  b e f o r e  a s s a y i n g  f o r  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA w i t h  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA l a b e l e d  b y  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  as  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .  A 

s a m p l e  o f  a c i n a r  t i s s u e  a n d  an  u n t r e a t e d  s a m p l e  o f  100  i s l e t s  

f r o m  t h e  s ame t i s s u e  p r e p a r a t i o n  w e r e  a l s o  a s s a y e d .  R e s u l t s  

a r e  s h o w n  as  t h e  e q u i v a l e n t  i n  r a t  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  RNA i n  

M9 •

T h e  a m o u n t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA i s  e x p r e s s e d  a s  t h e  

e q u i v a l e n t  a m o u n t  i n  p g  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  RNA p e r  i s l e t .
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1 2 )  M e a s u r e m e n t  ^  P r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  I s l e t s

E f f e c t  G l u c o s e  P r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  I n c u b a t e d  I s l e t s

F i g u r e  4 . 1 2  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  i n c u b a t i o n  o f  i s l e t s ,  

f o r  120  m i n u t e s ,  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM o r  20 mM 

g l u c o s e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  10 p g / m l

a c t i n o m y c i n  0 ,  on  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t .  F o r

i s l e t s  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( F i g u r e  4 . 1 2 a )  t h e r e  w a s  n o  c h a n g e  

i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  o v e r  t h e  120  m i n u t e s  o f  

i n c u b a t i o n .  T h e  a d d i t i o n  o f  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D h a d  no  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t  o f  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  

( F i g u r e  4 . 1 2 b ) .  I n c u b a t i o n  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  20 mM 

g l u c o s e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D r e s u l t e d  i n  an 

i n c r e a s e  i n  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  f r o m  t h e  same 

l e v e l  as  i s l e t s  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM, a t  

z e r o  t i m e ,  t o  a l e v e l  ~ 2 . 5 - f o l d  h i g h e r  a f t e r  120  m i n u t e s  o f  

i n c u b a t i o n  ( F i g u r e  4 . 1 2 a ) .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n

p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  o f  i s l e t s  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m

c o n t a i n i n g  2 . 5  mM a s  o p p o s e d  t o  20 mM g l u c o s e ,  h o w e v e r ,  w e r e  

n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  T h e  p r e s e n c e  o f  10 p g / m l  

a c t i n o m y c i n  0 h a d  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on  

i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  f o r  i s l e t s  i n c u b a t e d  i n  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  20 mM g l u c o s e  ( F i g u r e  4 . 1 2 b ) .
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F i a u r e  4 . 1 2

E f f e c t  o f  G l u c o s e  on  P r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  I n c u b a t e d  I s l e t s

( 4 . 1 2 A )  -  S a m p l e s  o f  50 i s l e t s  w e r e  p r e i n c u b a t e d  i n  m e d i u m

c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e  f o r  45 m i n u t e s  a n d  t h e n  t r a n s f e r r e d  

t o  m e d i u m  c o n t a i n i n g  e i t h e r  2 . 5  mM ( o p e n  t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  

l i n e )  o r  20 mM ( c l o s e d  t r i a n g l e s  a n d  s o l i d  l i n e )  g l u c o s e  f o r  

i n c u b a t i o n  f o r  v a r i o u s  t i m e s  u p  t o  120  m i n u t e s .  A t  t h e  e n d  o f  

e a c h  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

w i t h  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - i a b e l e d  b y

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  a s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .

( 4 . 1 2 B )  -  S a m p l e s  o f  50  i s l e t s  w e r e  p r e i n c u b a t e d  i n  m e d i u m

c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e ,  a n d  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D,  f o r  45 

m i n u t e s  a n d  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  m e d i u m  c o n t a i n i n g  10 p g / m l  

a c t i n o m y c i n  D a n d  e i t h e r  2 . 5  mM ( o p e n  t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  

l i n e )  o r  20 mM ( c l o s e d  t r i a n g l e s  a n d  s o l i d  l i n e )  g l u c o s e  f o r  

i n c u b a t i o n  f o r  v a r i o u s  t i m e s  u p  t o  120  m i n u t e s .  A t  t h e  e n d  o f  

e a c h  i n c u b a t i o n  t h e  i s l e t s  w e r e  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

w i t h  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - l a b e l e d  by

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  a s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  me a n  v a l u e s  o f  a n u m b e r  o f  s a m p l e s  

( i n d i c a t e d  b y  e a c h  p o i n t )  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  b a r s .  T h e  a m o u n t  

o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA i s  e x p r e s s e d  a s  t h e  e q u i v a l e n t  a m o u n t  i n  

pg  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A^  RNA p e r  i s l e t .
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E f f e c t  ^  G l u c o s e  a n  P r e o r o i n s u l i n  mRNA i n  T i s s u e  C u l t u r e d  

I s l e t s

F i g u r e s  4 . 1 3 a  a n d  4 . 1 3 b  s h o w  t h e  e f f e c t  o f  24 h o u r  t i s s u e  

c u l t u r e  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  e i t h e r  2 . 5  mM o r  20 mM g l u c o s e ,  

i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D,  on  i s l e t  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l .  T h e  d a t a  v a r i e d  g r e a t l y  b e t w e e n  

e x p e r i m e n t s  s o  t h e  d a t a  s h o w n  i n  f i g u r e s  4 . 1 3 a  a n d  4 . 1 3 b  a r e  

e a c h  f r o m  o n e  r e p r e s e n t a t i v e  e x p e r i m e n t  w i t h  o n e  i s l e t  s a m p l e  

p e r  d a t a  p o i n t .  T i s s u e  c u l t u r i n g  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM 

g l u c o s e  ( F i g u r e  4 . 1 3 a )  r e s u l t e d  i n  a s l i g h t  o v e r a l l  i n c r e a s e  

i n  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  o v e r  t h e  24 h o u r s  o f  

c u l t u r e .  T h e  a d d i t i o n  o f  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D r e s u l t e d  i n  an 

o v e r a l l  d e c r e a s e  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l .  T i s s u e  c u l t u r i n g  

i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  20 mM g l u c o s e  ( F i g u r e  4 . 1 3 b )  r e s u l t e d  i n  

a s t e a d y  d e c l i n e  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l  o v e r  t h e  24 h o u r s  

o f  c u l t u r e .  T h e  a d d i t i o n  o f  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D h a d  l i t t l e  

e f f e c t  o n  t h i s  p a t t e r n .  I n  g e n e r a l  p r e p r o i n s u l i n  mRNA l e v e l s  

w e r e  h i g h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D a n d  

20 mM g l u c o s e .

F i g u r e s  4 . 1 4 a  a n d  4 . 1 4 b  s h o w  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  

i n  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  m e d i u m  o v e r  t h e  24 h o u r s  o f  c u l t u r e .  T h e  

p a t t e r n  o f  i n s u l i n  a c c u m u l a t i o n  i n  t h e  m e d i u m  w a s  t h e  same 

b o t h  i n  t h e  p r e s e n c e  ( F i g u r e  4 . 1 4 b )  a n d  a b s e n c e  ( F i g u r e  4 . 1 4 a )  

o f  10 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D.  D u r i n g  c u l t u r e  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  

t h e r e  w a s  n o  a c c u m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  i n  t h e  m e d i u m  w h e r e a s  

d u r i n g  c u l t u r e  a t  20  mM g l u c o s e  i n s u l i n  a c c u m u l a t e d  t o  a l e v e l  

~ 1 0 - f o l d  h i g h e r  t h a n  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  a f t e r  24 h o u r s  o f  

c u l t u r e .
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F i g u r e  4 . 1 3

E f f e c t  o f  G l u c o s e  on  P r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  T i s s u e  C u l t u r e d  

I s l e t s

S a m p l e s  o f  ~ 1 0 0 0  i s l e t s  w e r e  t i s s u e  c u l t u r e d  i n  m e d i u m  

c o n t a i n i n g  e i t h e r  2 . 5  mM ( 4 . 1 3 A )  o r  20 mM ( 4 . 1 3 B )  g l u c o s e  i n  

e i t h e r  t h e  p r e s e n c e  ( o p e n  t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  l i n e )  o r  t h e  

a b s e n c e  ( c l o s e d  t r i a n g l e s  a n d  s o l i d  l i n e )  o f  10 p g / m l

a c t i n o m y c i n  D.  A f t e r  v a r i o u s  t i m e s  s a m p l e s  o f  50  i s l e t s  w e r e  

r e m o v e d  a n d  a s s a y e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w i t h  p h i n s 2 1 4  

p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - i a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  

e x t e n s i o n  as  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  me a n  v a l u e s  o f  d u p l i c a t e  s a m p l e s  f r o m  

t h e  s ame e x p e r i m e n t .  T h e  a m o u n t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA i s  

e x p r e s s e d  as  t h e  e q u i v a l e n t  a m o u n t  i n  p g  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A*  

RNA p e r  i s l e t .
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F i a u r e  4 . 1 4

A c c u m u l a t i o n  o f  I n s u l i n  i n  t h e  M e d i u m  D u r i n g  T i s s u e  C u l t u r e  o f  

I s l e t s

S a m p l e s  o f  ~ 1 0 0 0  i s l e t s  w e r e  t i s s u e  c u l t u r e d  i n  m e d i u m  

c o n t a i n i n g  e i t h e r  2 . 5  mM ( o p e n  t r i a n g l e s  a n d  d a s h e d  l i n e )  o r  

20 mM ( c l o s e d  t r i a n g l e s  a n d  s o l i d  l i n e )  g l u c o s e  i n  e i t h e r  t h e  

a b s e n c e  ( 4 . 1 4A ) o r  t h e  p r e s e n c e  ( 4 . 1 4 B )  o f  10 p g / m l  

a c t i n o m y c i n  0 .  A f t e r  v a r i o u s  t i m e s  s a m p l e s  o f  t h e  c u l t u r e  

m e d i u m  w e r e  r e m o v e d  a n d  a s s a y e d  f o r  i n s u l i n  c o n t e n t .

T h e  d a t a  p o i n t s  a r e  t h e  me a n  v a l u e s  o f  d u p l i c a t e  s a m p l e s  f r o m  

t h e  same e x p e r i m e n t .
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D i s c u s  s i o n

-( 1 ) V a l i d a t i o n  oj f  P r e o r o i n s u l i n  mRNA A s s a y

^ ^ P - L a b e l i n q  o f  DNA

Two m e t h o d s  f o r  ^ ^ p - i a b e l i n g  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA t o  a 

h i g h  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  f o r  u s e  as  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

h y b r i d i z a t i o n  p r o b e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d ,  n i c k  t r a n s l a t i o n  a n d  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n .

( i ) N i c k  T r a n s l a t i o n

T h e  p r i n c i p l e  o f  t h i s  m e t h o d  i s  as  f o l l o w s .  S i n g l e  

s t r a n d e d  n i c k s  a r e  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  d o u b l e  s t r a n d e d  

t e m p l a t e  DNA b y  t h e  a c t i o n  o f  DNAse I  w h i c h  p r o d u c e s  

r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  3 - h y d r o x y l  t e r m i n i .  T h e  n u c l e o t i d e  

r e s i d u e  o n  t h e  5 ‘ s i d e  o f  t h e  n i c k  i s  r e m o v e d  b y  t h e  5 '  t o

3 '  e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y  o f  E. coli DNA p o l y m e r a s e  I .  A t

t h e  same t i m e  n u c l e o t i d e  r e s i d u e s ,  f r o m  n u c l e o t i d e  

t r i p h o s p h a t e s  p r e c u r s o r s ,  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  r e s i d u e  on  

t h e  o p p o s i t e  DNA s t r a n d ,  a r e  a d d e d  b y  t h e  5 '  t o  3 '

p o l y m e r a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  same e n z y m e  on  t o  t h e  h y d r o x y l  

g r o u p  o n  t h e  3 '  s i d e  o f  t h e  n i c k .  T he  s e q u e n t i a l  a d d i t i o n  

a n d  r e m o v a l  o f  n u c l e o t i d e  r e s i d u e s  a t  e a c h  s i d e  o f  t h e  

n i c k  r e s u l t s  i n  a m o v e m e n t  o f  t h e  n i c k  ( n i c k  t r a n s l a t i o n )  

a l o n g  o n e  s t r a n d  o f  t h e  DNA m o l e c u l e  i n  a 5 ’ t o  3 '  

d i r e c t i o n  ( K e l l y  e t  a l  1 9 7 0 ) .  R e p l a c e m e n t  o f  o n e ,  o r  m o r e ,  

o f  t h e  f o u r  n u c l e o t i d e  t r i p h o s h a t e  p r e c u r s o r s  w i t h  i t s  

a - ^ ^ P _ l a b e l e d  f o r m  r e s u l t s  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  DNA,
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c o m p l e m e n t a r y  i n  s e q u e n c e  t o  t h e  t e m p l a t e  DNA,  w h i c h  i s  

3 2
P - l a b e l e d ,  i n  t h e  p h o s p h a t e  g r o u p s  o f  t h e  s u g a r -  

p h o s p h a t e  b a c k b o n e  o f  t h e  m o l e c u l e ,  t o  a h i g h  s p e c i f i c

r a d i o a c t i v i t y  ( R i g b y  e t  a l  1 9 7 7 ) .  T h e  p a r t i c u l a r  

3 2
P - l a b e l e d  n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  

w a s  a - 3 2 p - d C T P .

T h e  t i m e  c o u r s e  o f  n i c k  t r a n s l a t i o n  o f  p h i n s 2 1 4

p l a s m i d  i n s e r t  DNA ( F i g u r e  4 . 1 )  s h o w e d  a m a x i m a l

3 2
i n c o r p o r a t i o n  o f  a -  P - d C T P  i n t o  DNA o f  3 0 7. a f t e r  ~3 

h o u r s .  T h i s  i s  a s i m i l a r  r e s u l t  t o  t h a t  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  ( R i g b y  e t  a l  1 9 7 7 ) .  T h e  t i m e  c o u r s e  o f  n i c k

t r a n s l a t i o n  o f  p D I 4 6 2  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ( F i g u r e  4 . 1 )

3  2S h o we d  n o  a p p r e c i a b l e  i n c o r p o r a t i o n  o f  a -  P - d C T P  i n t o  DNA 

o v e r  t h e  3 1 5  m i n u t e s  o f  t h e  i n c u b a t i o n .  T h e  r e a s o n  f o r  

t h i s  i s  n o t  k n o w n  b u t  o n e  p o s s i b l i t y  i s  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

t h e  DNAse  I  a c t i v i t y  b y  a g a r o s e  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e

p l a s m i d  i n s e r t  DNA p r e p a r a t i o n  ( B o u c h e  1 9 8 2 ) .  T h i s  f a i l u r e

3  2O f  t h e  n i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n  t o  i n c o r p o r a t e  a -  P - d C T P  

i n t o  DNA o c c u r r e d  a n u m b e r  o f  t i m e s  w i t h  b o t h  p O I 4 8 2  a n d  

p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA d u r i n g  t h i s  s t u d y  ( d a t a  n o t  

s h o w n ) .

U n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  e x c e s s  DNA p o l y m e r a s e  I  

a c t i v i t y  u s e d  i n  t h e  n i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n  t h e  r a t e  o f  

n u c l e o t i d e  r e p l a c e m e n t  i s  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  

s i n g l e  s t r a n d e d  n i c k s  i n t r o d u c e d  b y  t h e  DNAse I  ( R i g b y  e t  

a l  1 9 7 7 ) .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  m a g n e s i u m  i o n s  ( a s  i n  t h e  

p r o t o c o l  u s e d  i n  t h i s  s t u d y )  DNAse  I  a t t a c k s  e a c h  s t r a n d  

o f  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA i n d e p e n d e n t l y  a n d  t h e  r e s u l t a n t  

s i t e s  o f  c l e a v a g e  a r e  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  DNA 

m o l e c u l e  i n  a s t a t i s t i c a l l y  r a n d o m  f a s h i o n  ( M a n i a t i s  e t  a l
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1 9 8 2  ) . T h e  o p t i m a l  l e n g t h  o f  ONA f o r  u s e  i n  h y b r i d i z a t i o n  

i s  5 0 0 - 1 5 0 0  b p  ( M e i n k o t h  & W a h l  1 9 6 4 ) .  T h e r e f o r e  i n  o r d e r

t o  e n s u r e  m a x i m a l  * " ^ ^ p - d C T P  i n c o r p o r a t i o n  a n d  o p t i m a l  

3 2
P - l a b e l e d  DMA f r a g m e n t  l e n g t h  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o

t i t r a t e  t h e  DNAse I  a g a i n s t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f

3 2 3 2a -  P - d C T P  a n d  t h e  s i z e  o f  t h e  P - l a b e l e d  DMA f r a g m e n t s

p r o d u c e d .  S i n c e  a p p r o p r i a t e  g e l  m a r k e r s  w e r e  n o t  a v a i l a b l e

a t  t h e  t i m e  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  t h e  a b s o l u t e

3 2s i z e s  o f  t h e  P - l a b e l e d  DMA f r a g m e n t s  p r o d u c e d  b y  t h e  

n i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s  ( F i g u r e  4 . 2 ) .  I t  w a s  p o s s i b l e .

h o w e v e r ,  t o  o b s e r v e  t h e  r e l a t i v e  s i z e  d i s t r i b u t i o n s  o f  t h e

3 2 3 2P - l a b e l e d  DNA f r a g m e n t s .  P - L a b e l e d  DMA p r o b e s  l o n g e r

t h a n  " 1 5 0 0  b p  h a v e  b e e n  c o r r e l a t e d  w i t h  h i g h  b a c k g r o u n d s

i n  f i l t e r  h y b r i d i z a t i o n  e x p e r i m e n t s  ( M e i n k o t h  & W a h l

1 9 8 4 ) .  T h u s  t h e  a m o u n t  o f  DNAse  I  t h a t  g a v e  t h e  l o w e s t

3 2a m o u n t  o f  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  P - l a b e l e d  DNA w a s  c h o s e n

f o r  a l l  s u b s e q u e n t  n i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s  ( i . e .  4 p i

o f  0 . 0 1  p g / m l  DNAse I ) .  A l t h o u g h  t h i s  a m o u n t  d i d  n o t  g i v e

3 2t h e  h i g h e s t  i n c o r p o r a t i o n  o f  a -  P - d C T P  i n t o  DNA

( T a b l e  4 . 1 )  i t  w a s  n o t  m u c h  l o w e r  t h a n  t h e  h i g h e s t  v a l u e

3 2
o b s e r v e d .  T h e  s m a l l  a m o u n t s  o f  P - l a b e l e d  m a t e r i a l  s e e n

i n  t h e  e m p t y  s a m p l e  l a n e s  o f  t h e  a l k a l i n e  DNA g e l

( F i g u r e  4 . 2 )  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  l e a k a g e  o f  s a m p l e  f r o m

t h e  a d j a c e n t  l o a d e d  s l o t s  i n t o  t h e  e m p t y  l a n e  s a m p l e

3 2s l o t s .  A l l  t h e  v a l u e s  o f  a -  P - d C T P  i n c o r p o r a t i o n  i n  t h e  

DNAs e  I  t i t r a t i o n  e x p e r i m e n t  ( T a b l e  4 . 1 )  w e r e  l o w e r  t h a n  

w o u l d  b e  e x p e c t e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  n i c k  t r a n s l a t i o n  

t i m e  c o u r s e  ( F i g u r e  4 . 1 ) .  T h i s  may  p o s s i b l y  b e  d u e  t o  

a g a r o s e  i n h i b i t i o n  o f  DNAse  I  a c t i v i t y  a s  d i s c u s s e d  a b o v e .
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( i i )  O l i g o n u c l e o t i d e  P r i m e r  E x t e n s i o n

T h e  p r i n c i p l e  o f  t h i s  m e t h o d  i s  as  f o l l o w s .  D o u b l e  

s t r a n d e d  t e m p l a t e  DNA i s  h e a t  d e n a t u r e d  i n t o  s i n g l e  

s t r a n d s  a n d  a n n e a l e d ,  b y  s l o w  c o o l i n g ,  w i t h  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s .  T h e s e  p r i m e r s  a r e  h e x a m e r s  o f  

r a n d o m  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  p r o d u c e d  b y  s i z e  f r a c t i o n a t i o n  

o f  DNAse I  d i g e s t e d  c a l f  t h y m u s  DNA.  T h e  l a r g e  ( K l e n o w )  

f r a g m e n t  o f  E.  coli DNA p o l y m e r a s e  I  t h e n  c a t a l y s e s  t h e  

s e q u e n t i a l  a d d i t i o n  o f  n u c l e o t i d e  r e s i d u e s ,  c o m p l e m e n t a r y  

t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  n u c l e o t i d e  r e s i d u e  o n  t h e  DNA 

t e m p l a t e  s t r a n d ,  f r o m  n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e  p r e c u r s o r s  

t o  t h e  5 - h y d r o x y l  t e r m i n i  o f  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s .  

I f  o n e ,  o r  m o r e ,  o f  t h e  f o u r  n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e

p r e c u r s o r s  i s  a - ^ 2 p _ i a b e l e d  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  r e a c t i o n  i s

3 2DNA,  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  t e m p l a t e  DNA,  P - l a b e l e d  i n  t h e

s u g a r - p h o s p h a t e  b a c k b o n e  o f  t h e  m o l e c u l e  w h i c h  i s  o f  h i g h

s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  ( F e i n b e r g  & V o g e l s t e i n  1 9 8 3 ) .  T h e

l a r g e  f r a g m e n t  o f  E.  coll DNA p o l y m e r a s e  I  ( K l e n o w

f r a g m e n t )  i s  p r o d u c e d  b y  t h e  l i m i t e d  p r o t e o l y s i s  o f  t h e

h o l o e n z y m e  b y  s u b t i l i s i n  ( J a c o b s e n  e t  a l  1 9 7 4 ) .  K l e n o w

f r a g m e n t  c o n s i s t s  o f  a s i n g l e  p o l y p e p t i d e  c h a i n  o f  7 6 , 0 0 0

d a l t o n s  w h i c h  r e t a i n s  t h e  5 '  t o  3*  p o l y m e r a s e  a n d  t h e  3

t o  5 ’ e x o n u c l e a s e  a c t i v i t i e s  b u t  l a c k s  t h e  5* t o  3 '

e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  h o l o e n z y m e .

^ ^ P - L a b e l i n g  o f  b o t h  p D I 4 6 2  a n d  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d

i n s e r t  DNA b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  w a s

3 2
c o n s i s t e n t .  T h e  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  P - l a b e l e d  

DNA p r o d u c t  w a s  t y p i c a l l y  ~ 5 - f o l d  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  n i c k  

t r a n s l a t i o n  o f  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA a n d  ~ 5 0 - f o l d
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h i g h e r  f o r  t h a t  o f  p O I 4 6 2  p l a s m i d  i n s e r t  ONA.

O l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  w a s  s e e n  t o  h a v e  a 

n u m b e r  o f  a d v a n t a g e s  o v e r  n i c k  t r a n s l a t i o n  f o r  t h e  r o u t i n e

p r e p a r a t i o n  o f  ^ ^ P - l a b e l e d  p l a s m i d  i n s e r t  DNA f o r  

h y b r i d i z a t i o n  p r o b e s .  F i r s t l y  a h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  t h e  

3 2
P - d C T P  i s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  t e m p l a t e  DNA,  8 0 - 90 7 .  

( F e i n b e r g  & V o g e l s t e i n  1 9 8 3 )  as  o p p o s e d  t o  2 0 - 4 0 %  f o r  n i c k  

t r a n s l a t i o n  ( R i g b y  e t  a l  1 9 7 7 ) .  T h e s e  f i g u r e s  a r e  

r e f l e c t e d  b y  t h e  d a t a  f r o m  t h i s  s t u d y .  T h e  DNA ^ ^ p - l a b e l e d  

b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  i s  t h u s  o f  a h i g h e r  

s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y ,  e s p e c i a l l y  s i n c e  a s m a l l e r  

q u a n t i t y  o f  DNA i s  l a b e l e d  ( 2 5  n g  as  o p p o s e d  t o  100  ng  f o r  

n i c k  t r a n s l a t i o n ) ,  a n d  t h e r e f o r e  p r o v i d e s  g r e a t e r  

s e n s i t i v i t y  f o r  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a s s a y .  

O l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  w a s  a l s o  m o r e  r e l i a b l e  

t h a n  n i c k  t r a n s l a t i o n  a n d  w a s  a b l e  t o  ^ ^ p - i a b e l  p l a s m i d  

i n s e r t  DNA f r o m  b o t h  p D I 4 6 2  a n d  p h i n s 2 1 4  t o  c o m p a r a b l e  

s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t i e s .  T h e  u n r e l i a b i l i t y  o f  n i c k  

t r a n s l a t i o n  c a n  m o s t  p r o b a b l y  b e  a t t r i b u t e d  t o  i n h i b i t i o n  

o f  t h e  r e a c t i o n  b y  a g a r o s e .  T h i s  h i g h l i g h t s  t h e  a b i l i t y  o f  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  t o  u t i l i z e  u n p u r i f i e d  DNA 

c u t  s t r a i g h t  o u t  o f  a l o w  m e l t i n g  p o i n t  a g a r o s e  g e l  as  i t s  

s u b s t r a t e  ( F e i n b e r g  & V o g e l s t e i n  1 9 8 4 ) .  T h i s  w a s  t h e  

t e c h n i q u e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  T h e r e f o r e  a n y  l o s s e s  o f  DNA 

a s s o c i a t e d  w i t h  p u r i f i c a t i o n  o f  DNA f r o m  a g a r o s e  g e l s ,  as  

i s  r e q u i r e d  f o r  n i c k  t r a n s l a t i o n ,  a r e  a v o i d e d .  T h i s  a l s o  

m e a n s  t h a t  t h e  p r o t o c o l  f o r  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r

3 2e x t e n s i o n  i s  m u c h  s i m p l e r .  L o s s  o f  P - l a b e l  f r o m  

3 2 P - l a b e l e d  DNA i s  p o s s i b l e  d u r i n g  n i c k  t r a n s l a t i o n ,  t h i s  

i s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  5 '  t o  3 '  e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y  o f
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t h e  ONA p o l y m e r a s e  I  ( R i g b y  e t  a l  1 9 7 7 ) ,  B e c a u s e  o f  t h i s  

i n s t a b i l i t y  o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  

f o l l o w  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  n i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n  i n  

o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t i m a l  % - ^ ^ p - d C T P  i n c o r p o r a t i o n  

t i m e .  T h e  ONA p r o d u c t  o f  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n ,  

h o w e v e r ,  i s  s t a b l e .  T h i s  i s  p r e s u m a b l y  d u e  t o  t h e  l a c k  o f  

t h e  5 '  t o  3 '  e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  K l e n o w  f r a g m e n t  

( F e i n b e r g  & V o g e l s t e i n  1 9 8 3 )  a n d  t h e r e f o r e  i t  w a s  n o t  

c o n s i d e r e d  n e c e s s a r y  t o  f o l l o w  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  r e a c t i o n .  T h e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  a - ^ ^ p - d C T P  i n t o  DNA b y  o l i g o n u c l e o t i d e  

p r i m e r  e x t e n s i o n  r e a c h e s  a m a x i m u m  a f t e r  1 t o  10 h o u r s  o f  

i n c u b a t i o n  ( F e i n b e r g  & V o g e l s t e i n  1 9 8 3 )  a n d  i t  w a s  f o u n d  

t o  b e  e x p e r i m e n t a l l y  e x p e d i e n t  t o  i n c u b a t e  t h i s  r e a c t i o n  

o v e r n i g h t .

I n  c o n c l u s i o n ,  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  w a s  

c h o s e n ,  i n  p r e f e r e n c e  t o  n i c k  t r a n s l a t i o n ,  f o r  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  ^ ^ p - i a b e l e d  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA s i n c e  t h e  

m e t h o d o l o g y  o f  t h i s  m e t h o d  w a s  s i m p l e r  a n d  t h e  r e l i a b i l i t y  

g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  n i c k  t r a n s l a t i o n .

( i i i )  Ml  3 S e c o n d  S t r a n d  S v n t h e s i s

T h e  p r o t o c o l  f o r  t h i s  m e t h o d  w a s  s u p p l i e d  b y  D r .  W. 

K a s t e r n  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  a n d  t h e  p r i n c i p l e  o f  t h e  

m e t h o d  i s  as  f o l l o w s .  A 1 7 - b a s e  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  

( s e q u e n c i n g  p r i m e r ) ,  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  Ml  3 s e q u e n c e  

j u s t  u p s t r e a m  o f  t h e  m u l t i p l e  c l o n i n g  s i t e s  o f  t h e  Ml  3 

v e c t o r ,  i s  a n n e a l e d  w i t h  t h e  M 13 c l o n e .  K l e n o w  f r a g m e n t  i s  

t h e n  u s e d  t o  e x t e n d  t h e  3 - h y d r o x y l  e n d  o f  t h e  s e q u e n c i n g
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p r i m e r  a n d  t h u s  s y n t h e s i s e  a ONA s t r a n d  c o m p l e m e n t a r y  t o  

t h e  DNA s e q u e n c e  d o w n s t r e a m  o f  t h e  s i t e  o f  t h e  s e q u e n c i n g  

p r i m e r .  T h i s  d o w n s t r e a m  s e q u e n c e  i n c l u d e s  a n y  DNA t h a t  h a s  

b e e n  c l o n e d  i n t o  t h e  m u l t i p l e  c l o n i n g  s i t e  o f  t h e  Ml  3 

v e c t o r .  T h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  r e a c t i o n  a n d  l e n g t h  o f  

i n c u b a t i o n  a r e  c h o s e n  s o  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  a n y  s e c o n d  

s t r a n d  s y n t h e s i s  p r o c e e d s  o n l y  as  f a r  as  t h e  3 '  b o u n d a r y  

o f  t h e  c l o n e d  i n s e r t .  I f  o n e  o f  t h e  f o u r  n u c l e o t i d e  

t r i p h o s p h a t e  p r e c u r s o r s  u s e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  DNA 

b y  t h e  K l e n o w  f r a g m e n t  i s  r e p l a c e d  w i t h  i t s  a - ^ ^ p - i a b e l e d

f o r m  ( i n  t h i s  c a s e  a - ^ ^ p - d C T P )  t h e n  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  

3 2r e a c t i o n  i s  P - l a b e l e d  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA c o m p l e m e n t a r y  

i n  s e q u e n c e  t o  t h e  c l o n e d  i n s e r t .  S i n c e  b o t h  t h e  r a t

i n s u l i n  cDNA a n d  t h e  a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  Ml  3 c l o n e  i n s e r t s

3  2w e r e  o f  t h e  c o d i n g  s t r a n d s  o f  t h e  DNA t h e  P - l a b e l e d  DNAs

p r o d u c e d  w e r e  c o m p l e m e n t a r y  i n  s e q u e n c e  t o  t h e i r

r e s p e c t i v e  m R N A s .

As w i t h  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  t h i s  m e t h o d

3 2p r o v e d  t o  b e  a r e l i a b l e  m e t h o d  f o r  p r o d u c i n g  P - l a b e l e d  

s i n g l e  s t r a n d e d  DNA t o  a h i g h  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y .

P u r i f i c a t i o n  j a£ ^ ^ P - L a b e l e d  DNA

T he  u s e  o f  S e p h a d e x  G - 1 0 0  g e l  f i l t r a t i o n  c h r o m o t o g r a p h y

3 2 3 2t o  s e p a r a t e  P - l a b e l e d  DNA f r o m  u n i n c o r p o r a t e d  a -  P - d C T P

p r o v e d  t o  be  b o t h  a d e q u a t e  a n d  s i m p l e .  T h e  r e s o l u t i o n  b e t w e e n

t h e  p e a k s  o f  t h e  i n c o r p o r a t e d  a n d  t h e  u n i n c o r p o r a t e d  m a t e r i a l

( F i g u r e  4 . 3 )  w a s  s u f f i c i e n t  t o  a l l o w  t h e  e l u t i o n  o f  t h e

p - l a b e l e d  DNA f r o m  t h e  c o l u m n  t o  b e  f o l l o w e d  w i t h  a h a n d

h e l d  p - r a d i a t i o n  m o n i t o r .  One o f  t h e  a d v a n t a g e s  o f  t h i s  m e t h o d
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o v e r  p h e n o l  e x t r a c t i o n / e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  m e t h o d s  i s  t h a t

t h e  y i e l d  o f  p u r i f i e d  3 2 p _ i a b e l e d  DNA i s  h i g h .  A l s o  t h e

c o n t a m i n a t i o n  o f  e x p e r i m e n t a l  m a t e r i a l s  w i t h  a n d  t h e  t i m e

t a k e n  f o r  p u r i f i c a t i o n ,  a r e  k e p t  t o  a m i n i m u m  t h u s  r e d u c i n g

t h e  e x p o s u r e  o f  t h e  o p e r a t o r  t o  a n y  h a r m f u l  r a d i a t i o n .  T h i s

g e l  f i l t r a t i o n  m e t h o d  f o r  p u r i f i c a t i o n  o f  ONA w o r k e d  e q u a l l y

3 2w e l l  f o r  DNA P - l a b e l e d  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  

o r  M13 s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

I s o l a t i o n  o f  T o t a l  a n d  P o l v  A *  r n a

T h e  p a n c r e a s  i s  a p r o b l e m a t i c a l  t i s s u e  f o r  RNA i s o l a t i o n  

as  i t  i s  p a r t i c u l a r l y  r i c h  i n  r i b o n u c l e a s e  ( a s  m u c h  as  

2 0 0  p g / g  i n  r a t  p a n c r e a s  ( B e i n t e m a  e t  a l  1 9 7 3 ) ) .  R i b o n u c l e a s e ,  

a n d  o t h e r  d i g e s t i v e  e n z y m e s  i n  t h e  f o r m  o f  z y m o g e n s ,  a r e  

n o r m a l l y  c o n t a i n e d  w i t h i n  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  b u t  a r e  r e l e a s e d  

w h e n  t h e  c e l l  i s  d i s r u p t e d  a n d  t h e y  a r e  t h e n  f r e e  t o  a t t a c k  

c e l l u l a r  RNA a n d  p r o t e i n s .  T h u s  u p o n  d i s r u p t i o n  o f  p a n c r e a t i c  

t i s s u e  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  i n a c t i v a t e  r i b o n u c l e a s e  as  q u i c k l y  

as  p o s s i b l e  t o  p r e s e r v e  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  RNA.  C h a o t r o p i c  

a g e n t s  s u c h  as  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( C o x  1 9 6 8 )  a n d  

d é n a t u r a n t s  s u c h  a s  p h e n o l  ( e v e n  w h e n  u s e d  w i t h  r i b o n u c l e a s e  

i n h i b i t o r s  s u c h  as  h e p a r i n ,  i o d o a c e t a t e  a n d  d e t e r g e n t )  

n o r m a l l y  u s e d  f o r  RNA i s o l a t i o n  a r e  n o t  r a p i d  e n o u g h  i n  t h e i r  

a c t i o n  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  u n d e g r a d e d  RNA f r o m  r a t  p a n c r e a s  

( C h i r g w i n  e t  a l  1 9 7 9 ) .  4 M G u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e ,  w h o s e

a n i o n  a n d  c a t i o n  b o t h  r e v e r s i b l y  i n h i b i t  r i b o n u c l e a s e ,  i n  

c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  r e d u c t a n t  0 - m e r c a p t o e t h a n o l  ( w h i c h  b r e a k s  

t h e  d i s u l p h i d e  b o n d s  e s s e n t i a l  t o  t h e  a c t i v i t y  o f  r i b o n u c l e a s e  

( S e l a  e t  a l  1 9 5 6 ) )  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  u s e d  i n  t h e
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i s o l a t i o n  o f  i n t a c t  RNA f r o m  r a t  p a n c r e a s  ( C h i r g w i n  e t  a l

1 9 7 9 ) .  R a p i d  d i s r u p t i o n  o f  t h e  t i s s u e  i n  t h e  h o m o g e n i z a t i o n  

b u f f e r  b y  a T i s s u e m i z e r ,  o r  s i m i l a r  ( i . e .  t h e  P o l y t r o n  

h o m o g e n i z e r  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ) ,  i s  e s s e n t i a l  t o  a v o i d  RNA 

d e g r a d a t i o n .  I n  t h i s  s t u d y  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  

p r e v i o u s l y  u s e d  t o  i s o l a t e  RNA f r o m  r a t  p a n c r e a s  ( C h i r g w i n  e t  

a l  1 9 7 9 )  w h i c h  e m p l o y s  p h e n o l  a t  6 8 * C  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  4 M 

g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  w a s  a d o p t e d  ( F e r a m i s c o  e t  a l  1 9 8 2 )  

s i n c e  i t  g a v e  h i g h e r  y i e l d s  o f  RNA t h a n  t h e  o r i g i n a l  m e t h o d  

( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h e  g l y c o g e n  c o n t e n t  o f  l i v e r  a n d  k i d n e y  

t i s s u e  c a n  be  a p r o b l e m  s i n c e  i t  c o p r e c i p i t a t e s  w i t h  RNA 

( G i d d i n g s  & R o t w e i n  1 9 8 6 ) .  I n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  t h i s  p r o b l e m  

w h e n  i s o l a t i n g  RNA f r o m  l i v e r  o r  k i d n e y  t h e  r a t s  w e r e  f a s t e d  

o v e r n i g h t  b e f o r e  s a c r i f i c e  t o  r e d u c e  e n d o g e n o u s  g l y c o g e n  

l e v e l s .

T h e  y i e l d s  o f  t o t a l  RNA ( T a b l e  4 . 2 )  w e r e  30  t o  507. o f  

t h a t  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  ( C h i r g w i n  e t  a l  1 9 7 9 )  f o r  p a n c r e a s  

a n d  l i v e r  a n d  ~ 2 . 5 %  f o r  k i d n e y .  T h i s  r e d u c t i o n  o f  y i e l d  w a s  

p r o b a b l y  r e l a t e d  t o  t h e  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  RNA p r e p a r a t i o n s  

s i n c e  t h e  a b s o r b a n c e  r a t i o s  o f  t h e  p r e p a r a t i o n s  d e c r e a s e d  w i t h  

y i e l d  ( F i g u r e  4 . 2 ) .  T h e  p e r c e n t a g e  y i e l d s  o f  t h e  p o l y  A*  r n a ,  

h o w e v e r ,  w e r e  t h e  same a s  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  ( G i d d i n g s  & 

R o t w e i n  1 9 8 6 ) .  P o l y  A *  RNA i s o l a t e d  i n  a s i m i l a r  m a n n e r  t o  t h e  

m e t h o d  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  s h o w n  t o  b e  s t r u c t u r a l l y  i n t a c t  

a n d  f u l l y  a c t i v e  i n  c e l l  f r e e  i n  vitro  t r a n s l a t i o n ,  

h y b r i d i z a t i o n  a n d  r e c o m b i n a n t  DNA e x p e r i m e n t s  ( C h i r g w i n  e t  a l  

1 9 7 9  ) .



- 2 2 7 -

N o r t h e r n  B l o t t i n g  q±  P o l v  A+

T h e  s i n g l e  b a n d  o f  ~ 5 5 0  b p  i n  s i z e  s e e n  i n  t h e  p a n c r e a t i c

p o l y  A RNA s a m p l e  ( F i g u r e  4 . 4 )  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  s i z e

q u o t e d  f o r  f u l l y  p r o c e s s e d  p r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  o t h e r  s t u d i e s  

( G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 5 ;  D u g u i d  e t  a l  1 9 7 6 ;  M u g l i a  & L o c k e r  1 9 8 4 ;  

I t o h  e t  a l  1 9 7 9 ) .  T h i s  r o u g h l y  c o r r e s p o n d s  w i t h  3 3 0  c o d i n g  a n d  

110  n o n - c o d i n g  n u c l e o t i d e s  a n d  a p o l y  A *  t a i l  o f  150  

n u c l e o t i d e s  a s  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

( C o r d e l l  e t  a l  1 9 7 9 ) .  S i n c e  t h e  mRNAs f o r  b o t h  r a t  

p r e p r o i n s u l i n s  ( I  a n d  I I )  a r e  o f  t h e  same  s i z e  o n l y  a s i n g l e  

b a n d  w a s  e x p e c t e d .  T h u s  f r o m  t h e  s i z e  o f  t h e  mRNA a n d  t h e

s h a r p n e s s  o f  t h e  b a n d  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  RNA i s o l a t i o n  

t e c h n i q u e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  p r o d u c e  f u l l  l e n g t h  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  T h e  d i f f u s e  b a n d  i n  t h e  p a n c r e a t i c  p o l y  A ”  

RNA s a m p l e  p r o b a b l y  r e p r e s e n t e d  n o n - p o l y a d e n y l a t e d  d e g r a d a t i o n  

p r o d u c t s  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA s i n c e  i t  d i d  n o t  b i n d  t o  t h e  

o l i g o ( d T ) c e l l u l o s e  a n d  w a s  o f  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  t h a n  t h e  

p o l y a d e n y l a t e d  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  T h e  d i f f u s e  n a t u r e  o f  t h i s  

b a n d  c o u l d  a l s o  b e  a c c o u n t e d  f o r  b y  a v a r y i n g  d e g r e e  o f

p a r t i a l  p o l y a d e n y l a t i o n  o f  u n d e g r a d e d  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  T h e

l o n g e r ,  f u l l y  l e n g t h ,  p o l y a d e n y l a t e d  t a i l s  o f  f u l l y  p r o c e s s e d

p r e p r o i n s u l i n  mRNA w o u l d  h a v e  a h i g h e r  a f f i n i t y  f o r  t h e  

o l i g o ( d T ) c e l l u l o s e  a n d  may  h a v e  e x c l u d e d  t h e  b i n d i n g  o f  

p a r t i a l l y  p o l y a d e n y l a t e d  t r a n s c r i p t s .  T h e  b a n d  i n  t h e  t o t a l  

p a n c r e a t i c  RNA s a m p l e  w a s  o f  t h e  p o s i t i o n  a n d  p r o f i l e  t h a t  o n e  

w o u l d  e x p e c t  f r o m  s u m m i n g  t h e  p o l y  A *  a n d  p o l y  A RNA b a n d s  

a n d  i t  i n  f a c t  r e p r e s e n t s  t h e  sum o f  b o t h  t h e s e  s p e c i e s  o f

RNA.  N o n e  o f  t h e  l i v e r  RNA s a m p l e s  h y b r i d i z e d  t o  t h e

^ ^ p - l a b e l e d  Ml  3 r a t  i n s u l i n  cDNA c l o n e  DNA.  T h e r e f o r e  i t
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s e e m e d  f e a s i b l e  t h a t  l i v e r  p o l y  A *  RNA c o u l d  b e  u s e d  as  a 

n e g a t i v e  c o n t r o l  f o r  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a s s a y .  T h i s  

p r o p o s a l  w a s  e x a m i n e d  f u r t h e r  i n  t h e  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  

d i s c u s s e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n .

H y b r i d i z a t i o n  S p e c i f i c i t y  o f  ^ ^ P - L a b e l e d  DNA

The  s t a b i l i t y  o f  DNA/ RNA h y d r i d s  d e p e n d s  u p o n  t h e  i o n i c  

s t r e n g t h  o f  t h e  s o l u t i o n ,  b a s e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  h y b r i d ,  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  h e l i x  d e s t a b i l i z i n g  a g e n t s  ( e . g .  f o r m a m i d e )  

a n d  t h e  l e n g t h  o f  t h e  s h o r t e s t  c h a i n  o f  t h e  DNA- RNA d u p l e x .  

T h e  s t a b i l t y  o f  t h e  d u p l e x  i s  m e a s u r e d  as  i t s  m e l t i n g  

t e m p e r a t u r e  ( T ^ ^  w h i c h  i s  g i v e n  b y  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  

( M e i n k o t h  & W a h l  1 9 8 4 ) ;

T ^  = 8 1 . 5 ' C  + 1 6 . 6  l o g  M + 0 . 4 1  C / G+C)

W h e r e  M i s  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  ( i n  m o l / l i t r e )  a n d  7.G + C i s  t h e

p e r c e n t a g e  g u a n o s i n e  a n d  c y t i d i n e  n u c l e o t i d e  c o n t e n t  o f  t h e

d u p l e x .  S i n c e  t h e  T o f  a d u p l e x  d e c r e a s e s  f o r  e v e r y
m

m i s m a t c h e d  b a s e  p a i r  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  p e r f o r m  t h e  

h y b r i d i z a t i o n  r e a c t i o n  a t  t h e  h i g h e s t  s t r i n g e n c y  p o s s i b l e  t o  

m i n i m i z e  a n y  h y b r i d i z a t i o n  t o  n o n - i d e n t i c a l  b u t  r e l a t e d  

s e q u e n c e s .  S t r i n g e n c y  c a n  be  a d j u s t e d  e i t h e r  d u r i n g  t h e  

h y b r i d i z a t i o n  r e a c t i o n  o r  t h e  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h .  I t  w a s  

m o s t  c o n v e n i e n t  t o  c a r r y  o u t  a l l  h y b r i d i z a t i o n  r e a c t i o n s  i n  

t h i s  s t u d y  a t  a c o n s t a n t  l o w  s t r i n g e n c y  a n d  t h e n  w a s h  t h e  

h y b r i d i z e d  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r s  a t  t h e  a p p r o p r i a t e  h i g h e r  

s t r i n g e n c y .  T h e  s t r i n g e n c y  o f  t h e  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h  w a s  

i n c r e a s e d  b y  d e c r e a s i n g  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  o f  t h e  w a s h
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s o l u t i o n  a n d / o r  i n c r e a s i n g  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  w a s h .  One 

a d v a n t a g e  o f  t h i s  a p p r o a c h  i s  t h a t  t h e  r e l a t i v e  h o m o l o g i e s  

b e t w e e n  v a r i o u s  ^ ^ p - i a b e l e d  DNA p r o b e s  a n d  RNA s a m p l e s  c a n  be  

m e a s u r e d  b y  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h i n g  o f  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  

p a p e r s  a t  i n c r e a s i n g  s t r i n g e n c i e s  a n d  a n a l y s i n g  t h e  r e s u l t s

a f t e r  e a c h  w a s h .  T h i s  a l l o w s  t h e  c h o i c e  o f  t h e  m o s t  s u i t a b l e

3 2 +P - l a b e l e d  DNA p r o b e  a n d  p o l y  A RNA c o n t r o l  s a m p l e s  ( b o t h

p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l s )  f o r  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA

a s s a y  t o  b e  m a d e  e m p i r i c a l l y .

T h e  c r i t e r i o n  u s e d  t o  c h o o s e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  p r o b e  w a s

t h e  h i g h e s t  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o .  I n  p r a c t i s e  t h i s  m e a n t  t h e

p r o b e  t h a t  g a v e  t h e  h i g h e s t  r a t i o  o f  t h e  p o s i t i v e  ( p a n c r e a t i c

p o l y  A *  RNA)  t o  t h e  n e g a t i v e  ( l i v e r  a n d  k i d n e y  p o l y  A *  RNA)

c o n t r o l  s a m p l e  a u t o r a d i o g r a p h  s p o t  d e n s i t i e s .  P o l y  A^ RNA wa s

c h o s e n  f o r  t h e  RNA c o n t r o l s  r a t h e r  t h a n  t o t a l  RNA s i n c e

n i t r o c e l l u l o s e  h a s  a l i m i t e d  b i n d i n g  c a p a c i t y  f o r  RNA

( ~ 8 0  p g / c m f  ( T h o m a s  1 9 8 0 ) ) .  P o l y  A *  RNA c o n t a i n s  a h i g h e r

f r a c t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA t h a n  t o t a l  RNA a n d  t h u s  s h o u l d

r e s u l t  i n  a g r e a t e r  s e n s i t i v i t y .

I n c r e a s e d  s t r i n g e n c y  o f  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h i n g

r e s u l t e d  i n  an  i n c r e a s e  o f  t h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  f o r  t h e  

3 2 P - l a b e l e d  DNA p r o b e s  p r e p a r e d  f r o m  p h i n s 2 1 4  ( F i g u r e  4 . 5 a )  

a n d  p K A 3 0  ( F i g u r e  4 . 5 c )  p l a s m i d  i n s e r t  DNA b u t  n o t  f o r  p D I 4 6 2  

p l a s m i d  i n s e r t  DNA ( F i g u r e  4 . 5 b ) .  T h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  

f o r  t h e  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA p r o b e  w a s  b e t t e r  t h a n  t h a t  

o f  t h e  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  DNA p r o b e  a t  t h e  h i g h e s t  

s t r i n g e n c y  o f  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h  u s e d .  A l s o  w i t h  t h e  

p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA p r o b e  t h e  s p o t  d e n s i t y  o f  t h e  

p o s i t i v e  c o n t r o l  ( p a n c r e a t i c  p o l y  A^ RNA)  w a s  n o t  r e d u c e d  t o  

as  g r e a t  a n  e x t e n t  as  w i t h  t h e  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  DNA p r o b e
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b y  t h e  i n c r e a s e  i n  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h  s t r i n g e n c y .  T a k e n  

t o g e t h e r  t h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  a h i g h e r  d e g r e e  o f  s e q u e n c e  

h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA a n d  

p a n c r e a t i c  p o l y  A'*’ RNA a n d  a l o w e r  d e g r e e  o f  h o m o l o g y  w i t h  

l i v e r  p o l y  A*  RNA t h a n  w i t h  p D I 4 6 2  o r  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  

DNA.  T h e r e f o r e  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA ^ ^ p - i a b e l e d  b y  

o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  e x t e n s i o n  w a s  c h o s e n  as  t h e  m o s t  

s u i t a b l e  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA p r o b e  f o r  u s e  i n  t h e  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA a s s a y .  K i d n e y  p o l y  A^ RNA g a v e  c o n s i s t e n t l y  

l o w e r  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o s  t h a n  l i v e r  p o l y  A *  RNA w i t h  a l l  

t h r e e  p r o b e s  u s e d .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  i s  n o t  c l e a r  b u t  may  b e  

r e l a t e d  t o  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  RNA p r e p a r a t i o n  w h i c h  w a s  l e s s  

p u r e  t h a n  t h e  l i v e r  p o l y  A^ RNA ( T a b l e  4 . 2 ) .  T h u s  p a n c r e a t i c  

p o l y  A *  RNA w a s  c h o s e n  a s  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  a n d  l i v e r  

p o l y  A^ RNA a s  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l  f o r  h y b r i d i z a t i o n s  w i t h  

d o u b l e  s t r a n d e d  DNA p r o b e s  i n  t h i s  s t u d y .

T h e  h i g h e r  h o m o l o g y  o f  t h e  p o s i t i v e  RNA c o n t r o l  w i t h  

p h i n s 2 1 4  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  p D I 4 6 2  p l a s m i d  i n s e r t  DNA w a s  as  

e x p e c t e d .  T h e  p h i n s 2 1 4  a n d  p D I 4 6 2  p l a s m i d s  c o n t a i n  c l o n e d  

i n s e r t s  c o n t a i n i n g  t h e  e n t i r e  h u m a n  a n d  t h e  e n t i r e  c a n i n e  

i n s u l i n  g e n e s  r e s p e c t i v e l y .  T he  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  h o m o l o g y  

b e t w e e n  t h e  h u ma n  a n d  r a t  i n s u l i n  g e n e s  i s  ~70% ( B e l l  e t  a l

1 9 8 0 ) .  A l t h o u g h  n o  f i g u r e  f o r  t h e  h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e  c a n i n e  

a n d  r a t  i n s u l i n  g e n e s  h a s  b e e n  p u b l i s h e d  i t  i s  l i k e l y  t o  be  

l o w e r  s i n c e  t h e  h o m o l o g y  a t  t h e  a m i n o  a c i d  l e v e l  i s  l o w e r  

( e . g .  ~60% f o r  t h e  c a n i n e  a n d  r a t  C - p e p t i d e  as  o p p o s e d  t o  ~70% 

f o r  t h e  h u m a n  a n d  r a t  C - p e p t i d e  ( K w o k  e t  a l  1 9 8 3 ) ) .  T h e  

o b s e r v e d  h i g h e r  h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e  p o s i t i v e  RNA c o n t r o l  a nd  

p h i n s 2 1 4  a s  c o m p a r e d  t o  p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  DNA w a s  

u n e x p e c t e d .  T h e  c l o n e d  i n s e r t  o f  t h e  p K A 3 0  p l a s m i d  i s  a
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4 0 0 - 4 5 0  b p  f r a g m e n t  o f  r a t  p r e p r o i n s u l i n  cDNA a n d  as  s u c h  

s h o u l d  b e  i d e n t i c a l  i n  s e q u e n c e  t o  r a t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  

T h i s  c l o n e d  i n s e r t ,  h o w e v e r ,  c o n t a i n s  an  u n k n o w n  l e n g t h  o f  a 

p o l y  GC t a i l  i n t r o d u c e d  b y  h o m o p o l y m e r i c  t a i l i n g  d u r i n g  t h e  

c l o n i n g  p r o c e d u r e  (W.  K a s t e r n  -  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  I t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  l e n g t h  o f  t h i s  p o l y  GC t a i l  c o u l d  r e d u c e  t h e  

l e n g t h  o f  t h e  p r e p r o i n s u l i n  m R N A / p K A 3 0  p l a s m i d  i n s e r t  ONA 

d u p l e x  t o  s u f f i c i e n t l y  d e s t a b i l i z e  i t  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  

p r e p r o i n s u l i n  m R N A / p h i n s 2 14 p l a s m i d  i n s e r t  ONA d u p l e x .  T h i s  

u n e x p e c t e d  r e s u l t  e m p h a s i z e s  t h e  n e c e s s i t y  o f  u n d e r t a k i n g  an  

e m p i r i c a l  d e t e r m i n a t i o n  o f  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e  s p e c i f i c i t y  a s  

w a s  d o n e  i n  t h i s  s t u d y .

T h e  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA p r o b e  ^ ^ p - l a b e l e d  b y  s e c o n d  

s t r a n d  s y n t h e s i s  o f  t h e  M13 r a t  i n s u l i n  cDNA c l o n e  d i d  n o t  

g i v e  as  g o o d  a s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  ( F i g u r e  4 . 9 a )  as  t h e  

d o u b l e  s t r a n d e d  ^ ^ P - l a b e l e d  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t  DNA 

( F i g u r e  4 . 5 a ) .  T he  a b i l i t y  o f  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA t o  a c t  as  a 

h y b r i d i z a t i o n  p r o b e  i s  n o t  c o m p r o m i s e d  b y  a n y  s e l f - a n n e a l i n g  

b e t w e e n  t h e  c o m p l e m e n t a r y  DNA s t r a n d s  w h i c h  c a n  o c c u r  w i t h  

d o u b l e  s t r a n d e d  DNA p r o b e s .  T h i s  a d v a n t a g e  o v e r  d o u b l e  

s t r a n d e d  p r o b e s ,  h o w e v e r ,  may  be  a b r o g a t e d  b y  t h e  a b i l i t y  o f  

d o u b l e  s t r a n d e d  p r o b e s  t o  f o r m  n e t w o r k s  o r  " h y p e r p o l y m e r s "  b y  

c o m p l e m e n t a r y  h y b r i d i z a t i o n  o f  t h e  t w o  s t r a n d s  ( M e i n k o t h  & 

W a h l  1 9 8 4 ) .  T h i s  c a n  i n c r e a s e  t h e  h y b r i d i z a t i o n  s e n s i t i v i t y  o f  

d o u b l e  s t r a n d e d  DNA p r o b e s .  A d i s a d v a n t a g e  o f  s i n g l e  s t r a n d e d  

DNA h y b r i d i z a t i o n  p r o b e s  p r o d u c e d  b y  t h e  m e t h o d  u s e d  i n  t h i s  

s t u d y  i s  t h a t  some s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  o f  Ml  3 s e q u e n c e s  

d o w n s t r e a m  o f  t h e  c l o n e d  i n s e r t  i s  i n e v i t a b l e  i n  a s m a l l  

p r o p o r t i o n  o f  t h e  ^ ^ P - l a b e l e d  DNA m o l e c u l e s .  T h i s  w o u l d  r e d u c e  

t h e  h y b r i d i z a t i o n  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  p r o b e .  T h e  p o o r  r e l a t i v e
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p e r f o r m a n c e  o f  t h e  s i n g l e  s t r a n d e d  Ml  3 r a t  i n s u l i n  cONA p r o b e ,

as  c o m p a r e d  t o  t h e  d o u b l e  s t r a n d e d  p h i n s 2 1 4  p l a s m i d  i n s e r t

DNA,  c o u l d  h a v e  b e e n  d u e  t o  o n e  o r  b o t h  o f  t h e s e  f a c t o r s .  The

h i g h  h o m o l o g y  o f  t h e  l i v e r  p o l y  A *  r n a  s a m p l e  w i t h  t h e  M13 r a t

i n s u l i n  cDNA p r o b e  ( F i g u r e  4 . 9 a )  w a s  u n e x p e c t e d .  T h i s  c o u l d  

h a v e  b e e n  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r

mRNA.  Human i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r s  I  a n d  I I  a r e  p e p t i d e s ,

o f  TO a n d  73 a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  r e s p e c t i v e l y ,  w h i c h  h a v e

g r o w t h  s t i m u l a t i n g  e f f e c t s .  T h e s e  f a c t o r s  a r e  e x p r e s s e d  i n  t h e

l i v e r  ( R o t w e i n  1 9 8 6 )  ( t h e  m a j o r  s i t e  o f  t h e i r  s y n t h e s i s

( P h i l i p s  e t  a l  1 9 7 6 ) )  a n d  t h e y  h a v e  an  o v e r a l l  h o m o l o g y ,  a t

t h e  n u c l e o t i d e  l e v e l ,  o f  537. w i t h  h u m a n  p r e p r o i n s u l i n  ( J a n s e n

e t  a l  1 9 8 3 ) .  T h i s ,  h o w e v e r ,  i s  n o t  e n t i r e l y  c o n s i s t e n t  w i t h

t h e  N o r t h e r n  b l o t  d a t a  s i n c e  t h e  Ml  3 r a t  i n s u l i n  cDNA p r o b e

d i d  n o t  c r o s s - h y b r i d i z e  w i t h  a n y  s e q u e n c e s  i n  t h e  p o l y  A * ,

p o l y  A “  o r  t o t a l  l i v e r  RNA s a m p l e s  ( F i g u r e  4 . 4 ) .

T h e  M 13 a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  c l o n e  w a s  i n t e n d e d  t o  be  u s e d  

a s  a n e g a t i v e  c o n t r o l  f o r  h y b r i d i z a t i o n s  w i t h  t h e  Ml  3 r a t  

i n s u l i n  cDNA p r o b e ,  a - 1 - M i c r o g l o b u l i n  i s  a g l y c o p r o t e i n  o f  a 

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 0 , 0 0 0  d a l t o n s  f i r s t  r e p o r t e d  i n  human  

u r i n e  a n d  s e r u m  ( E k s t r o m  e t  a l  1 9 7 5 ) .  I t  h a s  i m m u n o s u p p r e s s i v e  

p r o p e r t i e s  a n d  i n h i b i t s  t h e  m i g r a t i o n  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  

l e u k o c y t e s  ( L o g d b e r g  & A k e r s t r o m  1 9 7 9 ) .  I m m u n o - c y t o c h e m i s t r y  

h a s  r e v e a l e d  i t  t o  b e  p r e s e n t  e x t r a c e l l u l a r l y  i n  m a n y  r a t  

t i s s u e s ,  i n c l u d i n g  p a n c r e a s ,  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  

i m m u n o g l o b u l i n  A ( B o u i c  e t  a l  1 9 8 4 ) .  H o w e v e r  s y n t h e s i s  o f  

a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  h a s  o n l y  b e e n  r e p o r t e d  i n  r a t  l i v e r  

( A k e r s t r o m  & L a n d i n  1 9 8 5 )  a n d  n o t  i n  r a t  p a n c r e a s  (W.  K a s t e r n  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  T h u s  t h e  M13 a - 1 - m i c r o g l o b u l i n  DNA 

p r o b e  e x h i b i t e d  h i g h  h o m o l o g y  w i t h  l i v e r  p o l y  A RNA a n d  no
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h o m o l o g y  w i t h  k i d n e y  p o l y  A *  r ^ A  a s  e x p e c t e d .  T h e  h i g h

h o m o l o g y  w i t h  p a n c r e a t i c  p o l y  A *  r n a  ( F i g u r e  A . 9 b )  w a s

u n e x p e c t e d .  T h i s  c o u l d  s u g g e s t  t h a t  r a t  p a n c r e a s  e x p r e s s e s

a - 1 - m i c r o g l o b u l i n , o r  a c l o s e l y  r e l a t e d  p e p t i d e .  H o w e v e r ,

s i n c e  t h e  h i g h  h o m o l o g y  w i t h  l i v e r  p o l y  A*  r n a  ( F i g u r e  4 . 9 a )

w a s  n o t  r e f l e c t e d  i n  t h e  l i v e r  p o l y  A* r n a  s a m p l e  i n  t h e

N o r t h e r n  b l o t  ( F i g u r e  4 . 4 )  t h e s e  u n e x p e c t e d  h i g h  h o m o l o g i e s

may  h a v e  b e e n  a r t i f a c t u a l .  S i n c e  t h e  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA p r o b e  

3 2
P - l a b e l e d  b y  s e c o n d  s t r a n d  s y n t h e s i s  o f  t h e  M13 r a t  i n s u l i n  

cDNA c l o n e  g a v e  a p o o r  h y b r i d i z a t i o n  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  a n d  

b e c a u s e  o f  t h e  p o s s i b l i t y  o f  a r t i f a c t u a l l y  h i g h  h o m o l o g i e s  

w i t h  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l s  t h e  u s e  o f  Ml  3 s i n g l e  s t r a n d e d  

h y b r i d i z a t i o n  p r o b e s  f o r  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a s s a y  w a s  

a b a n d o n e d  i n  f a v o u r  o f  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA p r o b e s .

P r e o r o i n  s u l i n  mRNA As s a v

I n  o r d e r  f o r  t h i s  a s s a y  t o  be  u s e f u l  f o r  t h e  s t u d y  o f  

i n s u l i n  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  i s l e t s  o f  L a n g e r h a n s  a n u m b e r  o f  

e x p e r i m e n t a l  r e q u i r e m e n t s  h a v e  t o  b e  m e t .  F i r s t l y  t h e  a s s a y  

m u s t  be  s e n s i t i v e  e n o u g h  t o  a l l o w  m e a s u r e m e n t  o f  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA i n  t h e  l i m i t e d  a m o u n t s  o f  i s l e t  t i s s u e  a v a i l a b l e  f r o m  t h e  

c o l l a g e n a s e  d i g e s t i o n  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e .  A h y b r i d i z a t i o n  

s i g n a l  w a s  d e t e c t a b l e  i n  as  f e w  as  50 i s l e t s  ( F i g u r e  4 . 1 1 )  

w h i c h  i s  a d e q u a t e  s i n c e  u p  t o  1 0 0 0  i s l e t s  w e r e  a v a i l a b l e  p e r  

i s l e t  t i s s u e  p r e p a r a t i o n .  I n  f a c t  s i n c e  o n l y  a 50  p i  a l i q u o t  

o f  t h e  2 5 0  p i  i s l e t  RNA s a m p l e  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  

n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  t h e  s e n s i t i v i t y  c o u l d  b e  e f f e c t i v e l y  

i n c r e a s e d  5 - f o l d  b y  a p p l y i n g  a l l  t h e  s a m p l e  t o  o n e  s p o t  r a t h e r

t h a n  as  a s e r i e s  o f  s e r i a l  d i l u t i o n s .  H o w e v e r ,  t h e  n e e d  f o r
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l i n e a r i t y  o f  t h e  a s s a y  r e s t r i c t s  t h i s  p o s s i b i l i t y  ( s e e  b e l o w ) .  

H i g h  b a c k g r o u n d  h y b r i d i z a t i o n  c o u l d  r e d u c e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  

t h e  a s s a y  b u t  t h i s  w a s  n o t  a p r o b l e m  w i t h  t h e  h i g h  

s t r i n g e n c i e s  o f  t h e  p o s t - h y b r i d i z a t i o n  w a s h e s  u s e d  

( F i g u r e  4 . 6 ) .  S i n c e  g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  w a s  f o u n d  t o  be  

m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  i n  t h e  i s o l a t i o n  

o f  p a n c r e a t i c  RNA ( C h i r g w i n  e t  a l  1 9 7 9 )  i t s  u s e  as  an 

a l t e r n a t i v e  h o m o g e n i z a t i o n  b u f f e r  f o r  t h e  a s s a y  wa s  

i n v e s t i g a t e d .  D e s p i t e  an  i n c r e a s e d  r e c o v e r y  o f  h y b r i d i z a b l e  

i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  w h e n  u s e d  w i t h  c a r r i e r  RNA 

( T a b l e  4 . 3 ) ,  g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  w a s  n o t  a d o p t e d  i n  p l a c e  

o f  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  as  t h e  h o m o g e n i z a t i o n  b u f f e r .  T h i s  

w a s  b e c a u s e  t h e  c a r r i e r  RNA u s e d  ( 5  p g  o f  t o t a l  RNA i s o l a t e d  

f r o m  r a t  k i d n e y )  h a d  a h i g h  h y b r i d i z a t i o n  s i g n a l  o f  i t s  own 

w h i c h  w o u l d  h a v e  c o m p r o m i s e d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y .  

A l s o  w h e n  g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  w a s  u s e d  w i t h o u t  c a r r i e r  RNA 

n o  h y b r i d i z a b l e  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w a s  r e c o v e r e d .

A n o t h e r  e s s e n t i a l  r e q u i r e m e n t  o f  t h e  a s s a y  i s  t h a t  a n y  

h y b r i d i z a t i o n  s i g n a l  i s  d u e  t o  i s l e t  RNA a n d  n o t  t o  a n y  

c o n t a m i n a t i n g  DNA o r  n o n - i s l e t  t i s s u e .  A l t h o u g h  d i g e s t i o n  o f  

an  i s l e t  s a m p l e  w i t h  DNAse  I  r e d u c e d  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

r e c o v e r y  b y  667. d i g e s t i o n  w i t h  RNAse  c o m p l e t e l y  a b o l i s h e d  t h e  

r e c o v e r y  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  h y b r i d i z a t i o n  s i g n a l  w a s  i n  f a c t  

d u e  t o  i s l e t  RNA a n d  n o t  DNA ( T a b l e  4 . 4 ) .  T h e  r e d u c t i o n  i n  

r e c o v e r y  b y  t h e  DNAse  I  d i g e s t i o n  c o u l d  h a v e  b e e n  d u e  t o  

c o n t a m i n a t i n g  RNAse s i n c e  t h e  DNAse  I  p r e p a r a t i o n  u s e d  w a s  n o t

p r e t r e a t e d  t o  r e m o v e  s u c h  c o n t a m i n a t i o n .  S u c h  p r e t r e a t m e n t  i s

2 +
p o s s i b l e  b y  d i g e s t i n g  t h e  DNAse  I  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Ca 

w h i c h  p r o t e c t s  DNAse I  b u t  n o t  RNAse f r o m  p r o t e o l y t i c  a c t i o n  

( T u l l i s  & R u b i n  1 9 8 0 ) .  T h e  a c i n a r  t i s s u e  s a m p l e  h a d  a
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p r e p r o i n s u l i n  mRNA r e c o v e r y  o f  20% o f  t h a t  o f  t h e  u n t r e a t e d  

i s l e t  s a m p l e .  T h i s  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  s a t i s f a c t o r y  s i n c e  t h e  

r e c o v e r y  c o u l d  h a v e  i n  f a c t  b e e n  d u e  t o  c o n t a m i n a t i n g  i s l e t  

t i s s u e .  A l s o  i f  t h e  r e c o v e r e d  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w a s  i n d e e d  

d u e  t o  t h e  a c i n a r  t i s s u e  i n  p r a c t i s e  t h e  c o n t e n t  o f  a n y  l i k e l y  

a c i n a r  t i s s u e  c o n t a m i n a t i o n  o f  an  i s l e t  s a m p l e  w o u l d  be  m u c h  

l o w e r  t h a n  s e e n  f o r  t h e  p u r e  a c i n a r  t i s s u e  s a m p l e  u s e d  h e r e .

A n o t h e r  r e q u i r e m e n t  i s  t h a t  o f  l i n e a r i t y .  F o r  t h e  a s s a y  

t o  be  l i n e a r  ( i . e .  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  d o t  b l o t  s p o t s  m u s t  be  

p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA p r e s e n t )  m a n y  o f  t h e  

i n d i v i d u a l  a s s a y  c o n d i t i o n s  m u s t  b e  o p t i m i z e d  f o r  l i n e a r i t y .  

One e x p e r i m e n t a l  f a c t o r  t h a t  may  c a u s e  n o n - l i n e a r i t y  i s  t h e  

r e s p o n s e  o f  t h e  X - r a y  f i l m  t o  e x p o s u r e  b y  t h e  p - r a d i a t i o n  

e m i t t e d  b y  t h e  ^ ^ p - i a b e l e d  DNA p r o b e .  A n o t h e r  f a c t o r  i s  t h e  

m e a s u r e m e n t  o f  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  o f  t h e  d o t  b l o t  s p o t s .  

S i n c e  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  v a r i e d  a c r o s s  t h e  w i d t h  o f  t h e  s p o t ,  

t h e  m o s t  d e n s e  p a r t  b e i n g  i n  t h e  c e n t e r ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  

m e a s u r e  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a c r o s s  t h e  w h o l e  w i d t h  o f  e a c h  

s p o t  a n d  i n t e g r a t e  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  r e s u l t i n g  d e n s i t y  c u r v e .  

T h i s  w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  an  LKB U l t r o s c a n  2 2 0 2  l a s e r  

d e n s i t o m e t e r  t o  s c a n  t h e  o p t i c a l  d e n s i t i e s  o f  t h e  s p o t s .  T he  

d a t a  t h u s  g e n e r a t e d  w a s  c o l l e c t e d  a n d  s t o r e d  o n  f l o p p y  d i s k ,  

f o r  l a t e r  a n a l y s i s ,  b y  an  A p p l e  l i e  c o m p u t e r ,  c o n n e c t e d  t o  t h e  

d e n s i t o m e t e r ,  r u n n i n g  t h e  LKB G e l s c a n  p r o g r a m .  E a c h  s e t  o f  

s a m p l e  s e r i a l  d i l u t i o n s  w a s  s c a n n e d  i n  a s i n g l e  l i n e  t h r e e  

t i m e s  a t  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  p o s i t i o n s  a c r o s s  t h e  c e n t e r  o f  t h e  

s p o t s .  T h e  d a t a  f r o m  t h e s e  t h r e e  s c a n s  w a s  t h e n  a r i t h m e t i c a l l y  

a v e r a g e d  t o  m i n i m i z e  a n y  i n a c c u r a c y  d u e  t o  m i s a l i g n m e n t  o f  t h e  

s c a n n i n g  p o s i t i o n  o v e r  t h e  s p o t s .  T h e  d a t a  a v e r a g i n g  w a s  

c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  G e l m e r g e  p r o g r a m ,  w h i c h  w a s  s p e c i f i c a l l y
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w r i t t e n  f o r  t h i s  p u r p o s e  ( s e e  A p p e n d i x ) .  T h e  a v e r a g e d  s c a n  

d a t a  ( F i g u r e  4 . 8 )  g a v e  e v e n l y  s h a p e d  p e a k s  a t  t h e  e x p e c t e d  

s p a c i n g  t h u s  a l l o w i n g  t h e  p r e c i s e  d e m a r c a t i o n  o f  e a c h  s a m p l e  

p e a k  f o r  a n a l y s i s .  T h e  LKB G e l s c a n  p r o g r a m  w a s  u s e d  t o  

e s t i m a t e  t h e  a r e a  u n d e r  e a c h  p e a k . T h i s  w a s  d o n e  b y  

a p p r o x i m a t i n g  e a c h  c u r v e  t o  a G a u s s i a n  c u r v e .  A l l  s p o t  

d e n s i t i e s  q u o t e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  i n  t h e  a r b i t r a r y  u n i t s  o f  

d e n s i t y  u s e d  w i t h i n  t h e  LKB G e l s c a n  p r o g r a m .  T h e  r e l a t i o n s h i p

b e t w e e n  t h e  a r e a  u n d e r  e a c h  s a m p l e  p e a k  a n d  t h e  a m o u n t  o f  

3 2 P - l a b e l e d  DNA p r o b e  b o u n d  t o  e a c h  s p o t  w a s  l i n e a r  

( F i g u r e  4 . 1 0 ) .  F u r t h e r m o r e  t h e  s p o t  d e n s i t i e s  s h o w e d  a l i n e a r  

r e l a t i o n s h i p  t o  t h e  a m o u n t  o f  b l o t t e d  p o l y  A *  RNA s t a n d a r d  

( F i g u r e  4 . 7 ) .  T h u s  s p o t  d e n s i t y  c o u l d  b e  a s s u m e d  t o  be  

d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  h y b r i d i z a b l e  RNA 

p r e s e n t  i n  t h e  s a m p l e .  A s s u m i n g  a n  i s l e t  RNA c o n t e n t  o f  120  ng 

( G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 1 )  a n d  a n i t r o c e l l u l o s e  RNA b i n d i n g  

c a p a c i t y  o f  80 p g / c m  ( T h o m a s  1 9 8 0 )  t h e n  e a c h  s p o t ,  w h i c h  i s  

3 mm i n  d i a m e t e r ,  c a n  b i n d  t h e  e q u i v a l e n t  RNA c o n t e n t  o f  a 200  

i s l e t  s a m p l e .  So t h e  t a i l i n g  o f f  i n  t h e  r e s p o n s e  o f  s p o t  

d e n s i t y  t o  i s l e t  n u m b e r  f o r  s a m p l e s  o f  g r e a t e r  t h a n  100 i s l e t s  

( F i g u r e  4 . 1 1 )  w a s  p r o b a b l y  d u e  t o  a l i m i t a t i o n  i n  t h e  RNA 

b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  n i t r o c e l l u l o s e .  T h i s  l i m i t s  t h e  

s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  s i n c e  a m a x i m u m  s a m p l e  s i z e  o f  100 

i s l e t s  c a n  be  u s e d .  A s a m p l e  s i z e  o f  50  i s l e t s  w a s  c h o s e n  f o r  

t h e  a s s a y  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  s a m p l e  s p o t  d e n s i t y  f e l l  w e l l  

w i t h i n  t h e  l i n e a r  p o r t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e  w h i c h  l a y  b e t w e e n  25 

a n d  100  i s l e t s  ( F i g u r e  4 . 1 1 ) .

As w e l l  as  b e i n g  o f  a d e q u a t e  s e n s i t i v i t y  a n d  l i n e a r i t y  

t h e  a s s a y  h a d  a l s o  t o  b e  c o n s i s t e n t  b e t w e e n  e x p e r i m e n t s .  T h i s  

w a s  a c h i e v e d  b y  r u n n i n g  t h e  same p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e
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c o n t r o l s  i n  e a c h  a s s a y .  T h e s e  c o n t r o l s  w e r e  p a n c r e a t i c  a n d  

l i v e r  p o l y  RNA r e s p e c t i v e l y  a n d  t h e y  w e r e  a s s a y e d  as  a s e t  

o f  s e r i a l  d i l u t i o n s  i n  t h e  same m a n n e r  as  t h e  i s l e t  s a m p l e s .  

I f  i n  a n y  p a r t i c u l a r  a s s a y  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l  s p o t  d e n s i t i e s  

w e r e  e q u a l  t o  o r  h i g h e r  t h a n  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  o n e s  t h e n  

t h o s e  a s s a y  r e s u l t s  w e r e  d i s c a r d e d ,  i n  p r a c t i s e  t h i s  s e l d o m  

o c c u r e d .  A s t a n d a r d  c u r v e  w a s  c o n s t r u c t e d  f r o m  t h e  s p o t  

d e n s i t i e s  o f  t h e  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  t h e  p o s i t i v e  RNA c o n t r o l  

f o r  e a c h  a s s a y .  A f u r t h e r  c u r v e  w a s  p l o t t e d  f r o m  t h e  s p o t  

d e n s i t i e s  o f  t h e  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  e a c h  i s l e t  s a m p l e  a n d  o n e  

s p o t  d e n s i t y  w a s  c h o s e n  f r o m  t h e  m o s t  l i n e a r  p o r t i o n  o f  t h i s  

c u r v e .  T h i s  v a l u e  w a s  t h e n  u s e d  w i t h  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  t o  

c a l c u l a t e  t h e  a m o u n t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA p r e s e n t  i n  t h e  

i s l e t  s a m p l e  as  t h e  e q u i v a l e n t  a m o u n t  o f  p a n c r e a t i c  p o l y  A *

RNA.  T h i s  m e t h o d  o f  c a l c u l a t i o n  e n s u r e d  t h a t  t h e  l i n e a r i t y  o f

t h e  a s s a y  w a s  m a i n t a i n e d  a n d  t h a t  v a r i a t i o n  b e t w e e n  a s s a y s  d u e

3  2t o  d i f f e r e n c e s  i n  P - l a b e l e d  DNA p r o b e  s p e c i f i c  a c t i v i t y ,  

a u t o r a d i o g r a p h  e x p o s u r e  a n d  h y b r i d i z a t i o n  c o n d i t i o n s  w a s  

m i n i m i z e d .  V a r i a t i o n  b e t w e e n  i s l e t  s a m p l e s  w a s  m i n i m i z e d  as  

f a r  as  p o s s i b l e  b y  t h e  r a n d o m  a s s i g n m e n t  o f  i s l e t s  t o  e a c h  

s a m p l e  a t  t h e  i s o l a t i o n  s t a g e .  S i n c e  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t  o f  t h e  p a n c r e a t i c  p o l y  A*  RNA s a m p l e  s t a n d a r d  w a s  n o t  

k n o w n  n o  e s t i m a t e  o f  t h e  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  

c o u l d  b e  m a d e  a n d  t h e r e f o r e  t h i s  a s s a y  w a s  r e s t r i c t e d  t o  

e s t i m a t e s  o f  r e l a t i v e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t s .  O t h e r  

i n v e s t i g a t o r s ,  u s i n g  c l o n e d  r a t  p r e p r o i n s u l i n  I  cDNA as  a 

s t a n d a r d ,  h a v e  e s t i m a t e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA t o  b e  1 0 0 0 - 1 5 0 0  p g / p g  o f  i s l e t  RNA ( G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 5 ) .  

A s s u m i n g  an  i s l e t  RNA c o n t e n t  o f  120 ng  ( G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 1 )

t h i s  c o r r e s p o n d s  t o  a c o p y  n u m b e r  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA o f



- 2 3 8 -

5 0 - 1 5 0 , 0 0 0  m o l e c u l e s  p e r  c e l l  ( G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 5 ) .  T h i s

f i g u r e  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  f o r  o t h e r  a b u n d a n t  mRNAs i n  

d i f f e r e n t i a t e d  t i s s u e s  s u c h  as  o v a l b u m i n  i n  c h i c k  o v i d u c t  

( M c K n i g h t  & P a l m i t e r  1 9 7 9 )  a n d  c a s e i n  i n  m o u s e  m a m m a r y  g l a n d  

( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 8 ) .

I n  s u m m a r y  t h e  d o t  b l o t  a s s a y  d e v e l o p e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  

s h o w n  t o  b e  o f  a d e q u a t e  s e n s i t i v i t y  a n d  l i n e a r i t y  f o r  t h e  

p u r p o s e s  o f  r e l a t i v e  m e a s u r e m e n t s  o f  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t .

( 2 )  M e a s u r e m e n t  o f  P r e o r o i n s u l i n  mRNA i n  I s l e t s

O v e r  a 2 h o u r  i n c u b a t i o n  p e r i o d  i n c r e a s e d  g l u c o s e

c o n c e n t r a t i o n  ( f r o m  2 . 5  mM t o  20 mM) h a d  n o  s t a t i s t i c a l l y  

s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  

( F i g u r e  4 . 1 2 ) .  T h e  t r e n d  i n  t h e  d a t a ,  h o w e v e r ,  i n d i c a t e d  t h a t  

f o r  i s l e t s  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  20 mM, r a t h e r  t h a n  

2 . 5  mM, g l u c o s e  t h e r e  w a s  a 2 - f o l d  i n c r e a s e  i n  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA c o n t e n t  a f t e r  2 h o u r s .  T h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  o f  

i s l e t s  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM g l u c o s e  r e m a i n e d  

c o n s t a n t  t h r o u g h o u t  t h e  2 h o u r s  o f  t h e  i n c u b a t i o n .  T h e  d a t a  

f o r  t h e  20 mM g l u c o s e  i n c u b a t i o n s  h a d  l a r g e r  s t a n d a r d

v a r i a t i o n s  t h a n  t h o s e  o f  t h e  2 . 5  mM g l u c o s e  i n c u b a t i o n s

s u g g e s t i n g  t h a t  t h e r e  w a s  a v a r i a t i o n  i n  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e

i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  t o  i n c u b a t i o n  a t  t h e  h i g h e r  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  c o u l d  a c c o u n t  f o r  w h y  no  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d .  On t h e  

b a s i s  o f  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  

d i s t i n g u i s h  w h e t h e r  t h e  i n c r e a s e d  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t  o f  t h e  20 mM g l u c o s e  i n c u b a t e d  i s l e t s  r e f l e c t e d  an
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i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA s y n t h e s i s  o r  a 

d e c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  d e g r a d a t i o n .  T h e  i n h i b i t i o n  o f  RNA 

s y n t h e s i s  b y  a c t i n o m y c i n  0 h a d  n o  e f f e c t  on  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t  f o r  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  e i t h e r  2 . 5  mM o r  20 mM g l u c o s e  

( F i g u r e  4 . 1 2 ) .  S i m i l a r  d a t a  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  r e p o r t e d  w h e r e  

g c t i n o m y c i n  D a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  5 p g / m l  h a d  n o  e f f e c t  on  

t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  o f  i s l e t s  t i s s u e  c u l t u r e d  f o r  

24 h o u r s  a t  v a r i o u s  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  ( W e l s h  e t  a l  

1 9 8 6 c ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA may  r e q u i r e  t h e  c o n t i n u o u s  s y n t h e s i s  o f  RNA 

f a c t o r s  ( W e l s h  e t  a l  1 9 8 5 ) .  T h i s  c o u l d  e x p l a i n  w h y  

a c t i n o m y c i n  D h a d  n o  e f f e c t  o n  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t  i n  t h i s  s t u d y .  S i n c e  i f  b o t h  t h e  s y n t h e s i s  a n d  

d e g r a d a t i o n  o f  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o u l d  b e  i n h i b i t e d  t o  a 

s i m i l a r  d e g r e e  b y  a c t i n o m y c i n  0 t h e r e  w o u l d  b e  no  n e t  e f f e c t  

on  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  

d e g r a d a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA p l a y s  an  i m p o r t a n t  r o l e  i n  

t h e  c o n t r o l  o f  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  s i n c e  t i s s u e  

c u l t u r i n g  o f  i s l e t s  a t  17 mM, as  o p p o s e d  t o  3 . 3  mM, g l u c o s e  

s t a b i l i z e d  p r e p r o i n s u l i n  mRNA b y  a l m o s t  2 - f o l d  r e l a t i v e  t o  

o t h e r  p o l y  A *  RNAs ( W e l s h  e t  a l  1 9 8 5 ) .  S t a b i l i z a t i o n  o f  mRNA 

h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n t r o l  o f  o v a l b u m i n  

( M c K n i g h t  & P a l m i t e r  1 9 7 9 ) ,  p r o l a c t i n  ( L a v e r r i e r  e t  a l  1 9 8 3 )  

a n d  p - i n t e r f e r o n  ( R a j  & P i t h a  1 9 8 3 )  g e n e  e x p r e s s i o n .

S t u d i e s  o u t l i n e d  i n  t h e  p r e v i o u s  c h a p t e r  on  t h e  r a t e  o f

g l u c o s e  s t i m u l a t e d  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  s h o w e d  t h a t  2 h o u r s  

w a s  t h e  p r a c t i c a l  l i m i t  f o r  t h e  v i a b i l i t y  o f  i n c u b a t e d  i s l e t s .

T h e r e f o r e  i t  w a s  d e c i d e d  t o  u s e  t i s s u e  c u l t u r e  t o  e x t e n d  t h e

p e r i o d  o f  i s l e t  v i a b i l i t y  t o  o b s e r v e  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  on

i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  f o r  p e r i o d s  l o n g e r  t h a n  2
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h o u r s .  U n f o r t u n a t e l y  t h e  d a t a  f r o m  t h e  t i s s u e  c u l t u r e

e x p e r i m e n t s  v a r i e d  s o  g r e a t l y  a s  t o  m a k e  a n y  s t a t i s t i c a l  

a n a l y s i s  m e a n i n g l e s s .  T h e r e f o r e  o n l y  r e p r e s e n t a t i v e  s i n g l e  

s e t s  o f  d a t a  h a v e  b e e n  p r e s e n t e d  ( F i g u r e s  4 . 1 3 a ,  4 . 1 3 b  a n d  

4 . 1 4 ) .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  0 t h e  i s l e t

p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t s  w e r e  i n  g e n e r a l  h i g h e r  

( F i g u r e  4 . 1 3 ) .  T h i s ,  h o w e v e r ,  w a s  p r o b a b l y  d u e  t o  v a r i a t i o n  

b e t w e e n  t h e  i s l e t  t i s s u e  p r e p a r a t i o n s  s i n c e  o t h e r w i s e  o n e  

w o u l d  n o t  e x p e c t  t h e  d i f f e r e n c e  a t  z e r o  t i m e  as  w a s  s e e n  h e r e .  

T h e  o v e r a l l  p a t t e r n  o f  t h e  c h a n g e  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA

c o n t e n t  f o r  i s l e t s  t i s s u e  c u l t u r e d  a t  e i t h e r  2 . 5  mM o r  20 mM 

g l u c o s e  w a s  u n a f f e c t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D . T h i s  

w a s  a l s o  s e e n  i n  t h e  2 h o u r  i s l e t  i n c u b a t i o n s  a n d  t h e r e f o r e  

t h e  d i s c u s s i o n  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  p r e s e n t e d  a b o v e  a l s o  

a p p l y  h e r e .  I n  t h e  l i g h t  o f  t h e  d a t a  f r o m  t h e  2 h o u r  i s l e t

i n c u b a t i o n s  t h e  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t

o f  t h e  i s l e t s  t i s s u e  c u l t u r e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 5  mM 

g l u c o s e  a n d  t h e  d e c r e a s e  i n  c o n t e n t  f o r  t h o s e  t i s s u e  c u l t u r e d  

i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  20 mM g l u c o s e  w a s  u n e x p e c t e d .  T h i s

u n e x p e c t e d  p a t t e r n  o f  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  w a s  n o t  

l i k e l y  t o  h a v e  b e e n  d u e  t o  a n y  n e c r o s i s  o f  t h e  p - c e l l s  s i n c e  

t h e y  a p p e a r e d  t o  s e c r e t e  i n s u l i n  i n  t h e  e x p e c t e d  m a n n e r .  

I m m u n o r e a c t i v e  i n s u l i n  a c c u m u l a t e d  i n  t h e  m e d i u m  o f  t h e  i s l e t s  

t i s s u e  c u l t u r e d  a t  20 mM g l u c o s e  b u t  n o t  i n  t h a t  o f  t h o s e  

i n c u b a t e d  a t  2 . 5  mM g l u c o s e  ( F i g u r e  4 . 1 4 ) .  S i n c e  2 . 5  mM 

g l u c o s e  i s  b e l o w  t h e  t h r e s h o l d  f o r  i n s u l i n  s e c r e t i o n  a n d  20 mM 

g l u c o s e  i s  a m a x i m a l  r a t e  f o r  i n s u l i n  s e c r e t i o n  t h i s  p a t t e r n  

i s  e x p e c t e d  f o r  n o r m a l l y  s e c r e t i n g  i s l e t s .  T h e  p r e s e n c e  o f

a c t i n o m y c i n  D i n  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  m e d i u m  h a d  n o  e f f e c t  o n

t h e  s e c r e t o r y  a b i l i t y  o f  t h e  i s l e t s  ( F i g u r e  4 . 1 4 b ) .  H o w e v e r ,
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d u e  t o  t h e  l a c k  o f  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  i s l e t  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t s  i t  i s  i n a d v i s a b l e  t o  p l a c e  t o o  

m u c h  i m p o r t a n c e  on  a n y  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h i s  i s l e t  t i s s u e  

c u l t u r e  d a t a .  F u r t h e r  s t a n d a r d i z a t i o n  o f  t h e  d a t a ,  f o r  e x a m p l e  

b y  DNA c o n t e n t  o f  t h e  i s l e t s  ( H o p c r o f t  e t  a l  1 9 8 5 ) ,  may  h a v e  

a l l o w e d  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h i s  d a t a .

S u m m a r y

I n  s u m m a r y  t h e  c o n c l u s i o n s  f r o m  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  

t h i s  c h a p t e r  w e r e  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  

f r o m  2 . 5  mM t o  20 mM may  e n h a n c e  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t  w i t h i n  2 h o u r s  o f  i n c u b a t i o n .  I t  wa s  n o t  p o s s i b l e  t o  

d i s t i n g u i s h  w h e t h e r  t h i s  w a s  d u e  t o  a s t i m u l a t i o n  o f  t h e  r a t e  

o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  o r  an  i n h i b i t i o n  o f  t h e  r a t e  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA d e g r a d a t i o n .  S t u d i e s  w i t h  a c t i n o m y c i n  P 

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c h a n g e s  i n  t h e  r a t e  o f  d e g r a d a t i o n  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA may  p l a y  an i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  c o n t r o l  

o f  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t .  T h e  u s e  o f  s h o r t  t e r m  

t i s s u e  c u l t u r e  o f  i s l e t s  p r o v e d  t o  b e  i m p r a c t i c a b l e  i n  t h e  

s t u d y  o f  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA d u e  

t o  e x c e s s i v e  v a r i a t i o n  i n  t h e  d a t a  b e t w e e n  i s l e t  t i s s u e  

p r e p a r a t i o n s .
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C h a p t e r  5.

T h e  R e g u l a t i o n  o f  I n s u l i n  Gene  E x p r e s s i o n  i n  P a n c r e a t i c  

I s l e t s  b v  G l u c o s e  : A G e n e r a l  D i s c u s s i o n
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I  n t r o d u c t i o n

T h e  r e g u l a t i o n  o f  i n s u l i n  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  p a n c r e a t i c  

i s l e t s  b y  g l u c o s e  i s  m e d i a t e d  b y  a n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  

m e c h a n i s m s .  T h e y  c a n ,  h o w e v e r ,  be  d i v i d e d  i n t o  t w o  m a i n  

c l a s s e s ;  t h o s e  w h i c h  e f f e c t  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  

a n d  t h o s e  w h i c h  e f f e c t  t h e  r a t e  o f  t r a n s l a t i o n  o f

p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  E a c h  o f  t h e s e  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t u r n .

R e g u l a t i o n  o f  I s l e t  P r e o r o i n s u l i n  mRNA C o n t e n t  b v  G l u c o s e

T h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  s u p p o r t s  t h a t  o f  

p r e v i o u s  s t u d i e s  w h i c h  f o u n d  t h a t  g l u c o s e  i n c r e a s e d  t h e  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  o f  m o u s e  ( B r u n s t e d t  & Ch a n  1 9 8 2 ;  

B r u n s t e d t  1 9 8 2 )  a n d  r a t  i s l e t s  ( N i e l s e n  e t  a l  1 9 8 5 )  i n  vitro. 

A n o t h e r  s t u d y  r e p o r t e d  t h a t  a h i g h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  

n e c e s s a r y  f o r  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  a h i g h  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t  i n  m o u s e  i s l e t s  in vitro ( W e l s h  e t  a l  1 9 8 6 c ) .  T h e  

a d d i t i o n  o f  d b c AMP t o  r a t  i s l e t s  w a s  s h o w n  t o  p a r t i a l l y  m i m i c  

t h i s  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  ( N i e l s e n  

e t  a l  1 9 8 5 ) .  A l s o  i n  t h e  same  s t u d y  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  

i n  a n  i n s u l i n  p r o d u c i n g  c e l l  l i n e  ( R I N - 5 F  c e l l s )  w a s  

t r a n s i e n t l y  s t i m u l a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  c h o l e r a  t o x i n ,  a 

s t i m u l a t o r  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  ( H e i l m a n  e t  a l  1 9 7 4 a ) .  T h i s  

d a t a  i m p l i e s  t h a t  cAMP h a s  a r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  i n s u l i n  

g e n e  t r a n s c r i p t i o n ,  a n d  s i n c e  g l u c o s e  i n c r e a s e s  i s l e t  cAMP 

c o n t e n t  ( G r e e n  e t  a l  1 9 7 8 ;  C h a r l e s  e t  a l  1 9 7 3 )  i t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  may  

b e  m e d i a t e d ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  b y  c A M P .
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( i ) cAMP a n d  Gene  T r a n s c r i p t i o n

The  s t i m u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  b y  cAMP i n  h i g h e r  

e u k a r y o t e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  t h e  t y r o s i n e  a m i n o 

t r a n s f e r a s e  ( N o g u c h i  e t  a l  1 9 7 8 ) ,  p r o l a c t i n  ( M a u r e r  1 9 8 1 ) ,  

p h o s p h o e n o l p y r u v a t e  c a r b o x y k i n a s e  ( L a m e r s  e t  a l  1 9 8 2 )  a n d  

p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  g e n e s  ( N a g a m i n e  e t  a l  1 9 8 3 ) .  N a g a m i n e  

a n d  R e i c h  ( 1 9 8 5 )  p o s t u l a t e d  t h a t  t h i s  s t i m u l a t i o n  o f  g e n e  

t r a n s c r i p t i o n  b y  cAMP i s  m e d i a t e d  b y  a p r o t e i n  k i n a s e ,  

p o s s i b l y  t y p e  I I  m a m m a l i a n  p r o t e i n  k i n a s e .  T h e  p r o p o s e d  

m e c h a n i s m  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  c o n t r o l l i n g  t h e  i n d u c t i o n  a n d  

r e p r e s s i o n  o f  s p e c i f i c  b a c t e r i a l  g e n e s  b y  cAMP ( r e v i e w e d  i n  

d e  C r o m b r u g g h e  e t  a l  1 9 8 4 ) .  I n  t h e  N a g a m i n e  a n d  R e i c h  m o d e l  

t h e  p r o t e i n  k i n a s e  c o n s i s t s  o f  t w o  t y p e s  o f  s u b u n i t ,  t h e  

r e g u l a t o r y  s u b u n i t  a n d  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t .  cAMP b i n d s  t o  

a s i t e  o n  t h e  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  c a u s i n g  i t  t o  d i s s o c i a t e  

f r o m  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t .  T h e  d i s s o c i a t e d  c A M P / r é g u l a t o r y 

s u b u n i t  c o m p l e x  c a n  t h e n  b i n d  t o  s p e c i f i c  r e g u l a t o r y  DNA 

s e q u e n c e s ,  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n d u c i b l e  g e n e s ,  t o  p r o m o t e  

t h e i r  t r a n s c r i p t i o n .  A 29 n u c l e o t i d e  c o n s e n s u s  w a s  p r o p o s e d  

f o r  t h i s  r e g u l a t o r y  s e q u e n c e .  T he  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  w a s  

d e r i v e d  f r o m  s e q u e n c e s  s h o w n  t o  be  i n v o l v e d  i n  cAMP 

r e g u l a t i o n  i n  t h e  r a t  t y r o s i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e ,  p r o l a c t i n ,  

p h o s p h o e n o l p y r u v a t e  c a r b o x y k i n a s e  a n d  p o r c i n e  p l a s m i n o g e n  

a c t i v a t o r  g e n e s .  T h i s  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  h a s  some h o m o l o g y  

w i t h  s e q u e n c e s  u p s t r e a m  o f  p r o k a r y o t i c  g e n e s  i m p l i c a t e d  i n  

cAMP r e g u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  b y  DNAse f o o t p r i n t i n g  

s t u d i e s  ( N a g a m i n e  & R e i c h  1 9 8 5 ) .  T h e  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  i n  

t h e  r a t  t y r o s i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e ,  p r o l a c t i n ,

p h o s p h o e n o l p y r u v a t e  c a r b o x y k i n a s e  g e n e s  o c c u r  b e t w e e n  107 b p
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a n d  4 8 8  bp  u p s t r e a m  o f  t h e i r  t r a n s c r i p t i o n a l  p r o m o t e r s .  I t  

i s  n o t  k n o w n  w h e t h e r  s i m i l a r  s e q u e n c e s  a r e  p r e s e n t  u p s t r e a m  

o f  t h e  r a t  i n s u l i n  I  o r  I I  g e n e s .  N a g a m i n e  a n d  R e i c h  

p r o p o s e d  t h a t  c o n c u r r e n t  w i t h  t h e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  

r e g u l a t o r y  s u b u n i t  b y  cAMP b i n d i n g ,  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t  o f  

t h e  p r o t e i n  k i n a s e  b e c o m e s  a c t i v e  a n d  p h o s p h o r y l a t e s  a 

v a r i e t y  o f  c e l l u l a r  s u b s t r a t e s  t h u s  p r o v i d i n g  s c o p e  f o r  

f u r t h e r  s t i m u l a t i o n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n .  T h i s  w i l l  be  

d i s c u s s e d  l a t e r  i n  t h i s  c h a p t e r .

( i i ) G l u c o s e  a n d  cAMP M e t a b o l i s m  i n  I s l e t s

P r e i n c u b a t i o n  o f  i s l e t s  w i t h  3 - i s o b u t y l -

1 - m e t h y l x a n t h i n e , an  i n h i b i t o r  o f  p h o s p h o d i e s t e r a s e ,  r a i s e d  

i s l e t  cAMP a n d  a l s o  i s l e t  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  ( M o n t a g u e  

& H o w e l l  1 9 7 2 ) .  G l u c o s e  s t i m u l a t e d  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y  o f  r a t  i s l e t s  ( H o w e l l  e t  a l  1 9 7 3 ) .  T h i s  s t i m u l a t i o n  

r e a c h e d  a p e a k  a f t e r  4 t o  8 h o u r s  a n d  w a s  d u e  t o  t h e  

a c t i v a t i o n  o f  e x i s t i n g  e n z y m e ,  r a t h e r  t h a n  t h e  s y n t h e s i s  o f  

n e w  e n z y m e ,  s i n c e  i t  w a s  u n a f f e c t e d  b y  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  b y  c y c l o h e x i m i d e  o r  t h e  i n h i b i t i o n  o f  RNA 

s y n t h e s i s ,  b y  A c t i n o m y c i n  D.  S i n c e  p y r u v a t e  a n d  m a n n o s e ,  

w h i c h  a r e  m e t a b o l i z e d  by  i s l e t s ,  r a i s e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y ,  w h e r e a s  g a l a c t o s e  a n d  2 - d e o x y g l u c o s e , w h i c h  a r e  

n o t  m e t a b o l i z e d  b y  i s l e t s ,  d o  n o t ,  t h i s  s t i m u l a t i o n  i s  

p r o b a b l y  m e d i a t e d  b y  t h e  m e t a b o l i s m  o f  g l u c o s e .  T h e  i d e n t i t y  

o f  t h e  g l u c o s e  m e t a b o l i t e  r e s p o n s i b l e  i s  n o t  k n o w n  b u t

p u r i n e  n u c l e o t i d e s  a r e  p o s s i b l e  c a n d i d a t e s  s i n c e  t h e y  h a v e



- 2 4 6 -

b e e n  s h o w n  t o  m o d u l a t e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  i n  a c u t e  

d o s a g e  e x p e r i m e n t s  i n  i s l e t s  ( H o w e l l  & M o n t a g u e  1 9 7 3 )  as  

w e l l  as  i n  l i v e r  ( R o d b e l l  e t  a l  1 9 7 1 )  a n d  t h y r o i d  ( W o l f f  & 

C o o k  1 9 7 3 ) .  I n  g e n e r a l  a c l o s e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  i s l e t  

p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  a n d  i s l e t  cAMP c o n t e n t  e x i s t s .  One 

n o t a b l e  e x c e p t i o n  t o  t h i s ,  h o w e v e r ,  i s  g l u c o s e  w h i c h  r a i s e s  

i s l e t  cAMP b u t  n o t  i s l e t  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  ( S h a r p  

1 9 7 9  ) .

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  

g e n e  t r a n s c r i p t i o n  b y  g l u c o s e  i s  i n  p a r t  d u e  t o  a n  i n c r e a s e d  

i s l e t  m e t a b o l i c  f l u x .  B o t h  l e u c i n e  a n d  2 - k e t o i s o c a p r o a t e  

( t h e  d e a m i n a t i o n  p r o d u c t  o f  l e u c i n e )  i n c r e a s e  i s l e t  

c a t a b o l i c  f l u x  a n d  a r e  c a p a b l e ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a l o w  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n ,  o f  m a i n t a i n i n g  a h i g h  i s l e t  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  ( W e l s h  e t  a l  1 9 8 6 c ) .  H o w e v e r ,  

s i n c e  t h e r e  a r e  r e p o r t s  t h a t  l e u c i n e  a c t i v a t e s  a d e n y l a t e  

c y c l a s e  i n  an  i s l e t  c e l l  a d e n o m a  ( L e v e y  e t  a l  1 9 7 2 )  a n d  t h a t

2 - k e t o i s o c a p r o a t e  e l e v a t e s  i s l e t  cAMP ( C a m p b e l l  & T a y l o r

1 9 8 1 )  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  on  

i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  i s  a l s o  m e d i a t e d  b y  c A M P .

F r o m  t h e  e v i d e n c e  d i s c u s s e d  a b o v e  i t  c a n  b e  p r o p o s e d  t h a t  

t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  i s  

m e d i a t e d  b y  cAMP i n  a m a n n e r  s i m i l a r  t o  t h a t  p o s t u l a t e d  b y  

N a g a m i n e  & R e i c h  ( 1 9 8 5 ) .  C o r t i s o l  a n d  h u m a n  g r o w t h  h o r m o n e  

h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  i n c r e a s e  t h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

c o n t e n t  o f  m o u s e  i s l e t s  ( B r u n s t e d t  1 9 8 2 ) .  A l t h o u g h  no  e f f e c t  

o f  h u m a n  g r o w t h  h o r m o n e  o n  i s l e t  cAMP h a s  b e e n  r e p o r t e d  i t  i s  

c o n c e i v a b l e  t h a t  t h e  e l e v a t i o n  o f  i s l e t  cAMP b y  s t i m u l a t i o n  o f  

a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  m e d i a t e d  b y  t h e  b i n d i n g  o f  h u m a n  g r o w t h
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h o r m o n e  t o  a r e c e p t o r ,  c a n  o c c u r  i n  t h e  p - c e l l .  T h e  c o n t r o l  o f

g e n e  t r a n s c r i p t i o n  b y  g l u c o c o r t i c o i d s ,  s u c h  as  c o r t i s o l ,  

h o w e v e r ,  i s  t h o u g h t  t o  b e  m e d i a t e d  b y  i n t r a c e l l u l a r  s t e r o i d

h o r m o n e  r e c e p t o r  b i n d i n g .  T h e  s t e r o i d  h o r m o n e / r e c e p t o r  c o m p l e x

b i n d s  t o  a s p e c i f i c  r e g u l a t o r y  DNA s e q u e n c e  w h i c h  m o d u l a t e s

t h e  t r a h s c r i p t i o n  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  g e n e s  ( R o u s s e a u  1 9 8 4 ) .  I t

i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n

b y  c o r t i s o l  i s  m e d i a t e d  b y  s u c h  a m e c h a n i s m .

T h e  c o n c e n t r a t i o n  t h r e s h o l d  f o r  t h e  g l u c o s e  e f f e c t  o n  

i s l e t  cAMP l i e s  b e t w e e n  4 . 2  mM a n d  5 . 5  mM ( M a l d o n a t o  e t  a l

1 9 7 7 ) .  T h e r e f o r e  i n  t h e  p r o p o s e d  m o d e l  o f  cAMP m e d i a t i o n  o f  

g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  g l u c o s e  

s t i m u l a t i o n s  b e l o w  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  s h o u l d  n o t  e l i c i t  a 

t r a n s c r i p t i o n a l  r e s p o n s e .  T h i s  i s  s u b s t a n t i a t e d  b y  a s t u d y  o n  

t h e  r a t e s  o f  t u r n  o f f  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i n  i s l e t s  

i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  an  RNA s y n t h e s i s  

i n h i b i t o r  ( a c t i n o m y c i n  D ) .  T h e  c o n c l u s i o n  o f  t h i s  s t u d y  w a s  

t h a t  20 mM g l u c o s e  b u t  n o t  5 . 5  mM g l u c o s e  s t i m u l a t e d  i n s u l i n  

g e n e  t r a n s c r i p t i o n  ( K a e l i n  e t  a l  1 9 7 8 ) .

G l u c o s e  a l s o  p l a y s  a p a r t  i n  t h e  s t a b i l i z a t i o n  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA a g a i n s t  d e g r a d a t i o n .  I n c u b a t i o n  o f  i s l e t s  

a t  17 mM g l u c o s e  s t a b i l i z e d  i s l e t  p o l y  A*  r n a  b u t  w a s  

s e l e c t i v e  f o r  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w h i c h  h a d  a h a l f - l i f e  t w i c e  

as  l o n g  a s  t h a t  i n  i s l e t s  i n c u b a t e d  a t  3 . 3  mM g l u c o s e  ( W e l s h  

e t  a l  1 9 8 5 ) .  I n  t h e  same s t u d y  t r e a t m e n t  o f  R I N - 5 F  c e l l s  w i t h  

c h o l e r a  t o x i n ,  a s t i m u l a t o r  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  a l s o  

s t a b i l i z e d  p r e p r o i n s u l i n  mRNA s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  e f f e c t  o f  

g l u c o s e  may  b e  m e d i a t e d  b y  c A M P . I n  a n o t h e r  s t u d y  g l u c o s e  w a s  

s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t o t a l  i s l e t  RNA.  O n c e  

a g a i n  cAMP w a s  i m p l i c a t e d  a s  a p o s s i b l e  m e d i a t o r  o f  t h e  e f f e c t
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s i n c e  t h e o p h y l l i n e .  an  i n h i b i t o r  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e  

p h o s p h o d i e s t e r a s e ,  i n c r e a s e d  t h e  h a l f - l i f e  o f  i s l e t  RNA ( W e l s h  

e t  a l  1 9 8 6 b ) .

I n  s u m m a r y  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  

b y  g l u c o s e  a n d  o t h e r  c o m p o u n d s  c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  

c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  m o d e l  o f  N a g a m i n e  a n d  R e i c h  

( 1 9 8 5 ) .  I n  t h i s  m o d e l  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  ~5 mM r a i s e  

i s l e t  cAMP w h i c h  t h e n  b i n d s  t o  t h e  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  o f  an  

u n i d e n t i f i e d  p r o t e i n  k i n a s e  c a u s i n g  i t  t o  d i s s o c i a t e  f r o m  i t s  

c a t a l y t i c  s u b u n i t .  T h e  d i s s o c i a t e d  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  i s  t h e n  

f r e e  t o  b i n d  t o  a s p e c i f i c  r e g u l a t o r y  DNA s e q u e n c e  u p s t r e a m  o f  

t h e  r a t  i n s u l i n  g e n e ( s )  a n d  t h e r e b y  p r o m o t e  t h e i r

t r a n s c r i p t i o n .  C o n c u r r e n t  w i t h  t h i s  cAMP i n d u c e s  an  i n c r e a s e  

i n  t h e  s t a b i l i t y  o f  e x i s t i n g  p r e p r o i n s u l i n  mRNA t o  f u r t h e r  

r a i s e  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t .  G l u c o s e ,  m e d i a t e d  b y  

cAMP,  a l s o  i n h i b i t s  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t o t a l  i s l e t  RNA.  T h e  

g l u c o s e  i n d u c e d  s t a b i l i z a t i o n  o f  b o t h  t o t a l  RNA a n d

p r e p r o i n s u l i n  mRNA c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r  i n  e i t h e r  o n e  o f  t w o  

w a y s .  F i r s t l y  t h e  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  o f  t h e  p r o t e i n  k i n a s e ,

w i t h  i t s  b o u n d  c A M P , c o u l d  b i n d  t o  f u r t h e r  DNA r e g u l a t o r y  

s e q u e n c e s  t o  m o d u l a t e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a g e n e  p r o d u c t ( s )  

i n v o l v e d  i n  t h e  s t a b i l i z a t i o n  o f  RNA.  S e c o n d l y  t h e  c a t a l y t i c  

s u b u n i t  o f  t h e  p r o t e i n  k i n a s e ,  o n c e  a c t i v a t e d  b y  d i s s o c i a t i o n  

f r o m  t h e  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  b y  cAMP b i n d i n g ,  c o u l d

p h o s p h o r y l a t e  a c e l l u l a r  p r o t e i n ( s )  i n v o l v e d  i n  t h e

s t a b i l i z a t i o n  o f  RNA a n d  t h u s  m o d u l a t e  i t s  a c t i v i t y .  S i m i l a r l y

t h e  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  o f  t o t a l  RNA s y n t h e s i s  c o u l d  be

a c c o u n t e d  f o r  b y  b i n d i n g  o f  t h e  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  t o  DNA

s e q u e n c e s  o r  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  a p r o t e i n ( s )  i n v o l v e d  i n  

t h e  m o d u l a t i o n  o f  g e n e r a l  g e n e  t r a n s c r i p t i o n .
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T h e  s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  b y  

g l u c o c o r t i c o i d s ,  s u c h  as  c o r t i s o l ,  m a y  be  a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  

i n t r a c e l l u l a r  s t e r o i d  h o r m o n e  r e c e p t o r  m o d e l  ( R o u s s e a u  1 9 8 4 ) .

R e g u l a t i o n  o_f P r e p r o i n s u l i n  mRNA T r a n s l a t i o n  b v  G l u c o s e

I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  s t i m u l a t i o n  o f  i s l e t  ( p r o ) i n s u l i n  

s y n t h e s i s  b y  g l u c o s e  i s  p o s s i b l e  w i t h o u t  i n c r e a s i n g  i s l e t

p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  ( I t o h  & O k a m o t o  1 9 8 0 )  a n d  i n  t h e

p r e s e n c e  o f  t h e  RNA s y n t h e s i s  i n h i b i t o r  a c t i n o m y c i n  D ( P e r m u t t

& K i p n i s  1 9 7 2 a ) .  T h e r e f o r e  i n  a d d i t i o n  t o  i t s  e f f e c t  on

t r a n s c r i p t i o n  g l u c o s e  a l s o  e x e r t s  an  e f f e c t  o n  p r e p r o i n s u l i n

mRNA t r a n s l a t i o n .  T h i s  e f f e c t  i s  n o t  c o n f i n e d  t o  ( p r o ) i n s u l i n

s y n t h e s i s  s i n c e  t o t a l  i s l e t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  a l s o

s t i m u l a t e d .

R a i s i n g  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  p r e f e r e n t i a l l y  

s t i m u l a t e d  t h e  s y n t h e s i s  o f  i s l e t  p e p t i d e s  o n  t r i s o m e s  o r  

l a r g e r  p o l y s o m e s ;  i f  a c o d i n g  l e n g t h  o f  ~ 2 5 0  b p  i s  a s s u m e d  f o r  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA t h e n  a m a x i m u m  o f  3 r i b o s o m e s  c a n  be  

a c c o m m o d a t e d  o n  p r e p r o i n s u l i n  mRNA ( P e r m u t t  & K i p n i s  1 9 7 2 ) .  

T h i s  may  b e  a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  r a t e  o f  

i s l e t  p e p t i d e  c h a i n  i n i t i a t i o n  b y  g l u c o s e  ( P e r m u t t  1 9 7 4 ) .  

S t u d i e s  on  t h e  in vitro  t r a n s l a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA w i t h  

a u r i n t r i c a r b o x y l i c  a c i d ,  a b l o c k e r  o f  p e p t i d e  c h a i n  

i n i t i a t i o n ,  a n d  c o m p e t i n g  mRNAs ( L o m e d i c o  & S a u n d e r s  1 9 7 7 )  l e d  

t o  t h e  p r o p o s a l  t h a t  g l u c o s e  m o d u l a t e d  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA b y  t h e  k i n e t i c  m o d e l  o f  L o d i s h  ( 1 9 7 1 ) .  I n  

t h i s  m o d e l  an  o v e r a l l  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  p e p t i d e  c h a i n  

i n i t i a t i o n  a l l o w s  mRNAs w i t h  l o w  a f f i n i t i e s  f o r  c h a i n  

i n i t i a t i o n  f a c t o r s  t o  c o m p e t e  m o r e  e f f i c i e n t l y  f o r  t h e s e
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f a c t o r s  a n d  h e n c e  be  t r a n s l a t e d  a t  a g r e a t e r  r a t e .  I t  w a s  

p r o p o s e d  t h a t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA h a s  a l o w e r  a f f i n i t y  f o r  

t r a n s l a t i o n  i n i t i a t i o n  f a c t o r s  t h a n  o t h e r  i s l e t  mRNAs s o  t h a t  

a t  l o w  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  o n l y  a f r a c t i o n  o f  i t  i s  e n g a g e d  

on  a c t i v e  r i b o s o m e s .  An i n c r e a s e  i n  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  

i n c r e a s e s  t h e  o v e r a l l  r a t e  o f  p e p t i d e  c h a i n  i n i t i a t i o n  a n d  

h e n c e  t h e  r a t e  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA t r a n s l a t i o n  i s  i n c r e a s e d  

so  t h a t  a h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  i t  i s  e n g a g e d  o n  a c t i v e  

r i b o s o m e s .  W e l s h  e t  a l  ( 1 9 8 6 a )  h a v e  o b s e r v e d  t h a t  t h e  o v e r a l l  

r a t e  o f  p e p t i d e  c h a i n  i n i t i a t i o n  i n  i s l e t s  i s  s t i m u l a t e d  b y  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  o v e r  3 . 3  mM. G l u c o s e  i n c r e a s e s  b o t h  t h e  

t h i o l  ( A n j a n e y u l u  e t  a l  1 9 8 2 )  a n d  t h e  g l u c o s e  p h o s p h a t e  

c o n t e n t  ( A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 2 c )  o f  i s l e t s  a n d  t h e s e  may  m e d i a t e  

t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  on  p e p t i d e  c h a i n  i n i t i a t i o n .  T h e s e  t w o  

f a c t o r s  a c t  c o - o p e r a t i v e l y  t o  p r e v e n t  t h e  e a r l y  i n h i b i t i o n  o f  

p e p t i d e  c h a i n  i n i t i a t i o n  i n  a r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  i n  

vitro t r a n s l a t i o n  s y s t e m  t o  m a i n t a i n  m a x i m u m  r a t e s  o f  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  ( J a c k s o n  e t  a l  1 9 8 3 ) .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  s u g a r  

p h o s p h a t e s  h a v e  a r o l e  as  an  a c t i v a t i n g  c o f a c t o r  f o r  p e p t i d e  

c h a i n  i n i t i a t i o n  a n d  t h a t  t h e  r e d u c i n g  p o w e r  o f  t h e  t h i o l  

s y s t e m  a c t i v a t e s  a p r o t e i n  k i n a s e  w h i c h  p h o s p h o r y l a t e s  t h e  

i n i t i a t i o n  f a c t o r  e I F - 2  t h u s  m o d u l a t i n g  i t s  a c t i v i t y .

P h o s p h o r y l a t i o n  o f  e I F - 2  h a s  n o t .  as  y e t ,  b e e n  s u c c e s s f u l l y  

d e m o n s t r a t e d  i n  i s l e t s  ( W e l s h  e t  a l  1 9 8 6 a )  b u t  t h i s  m e c h a n i s m  

r e m a i n s  p l a u s i b l e  f o r  t h e  g l u c o s e  r e g u l a t i o n  o f  i s l e t  p e p t i d e

i n i t i a t i o n  r a t e .

I n  c o n f l i c t  w i t h  an  e a r l i e r  r e p o r t  ( P e r m u t t  1 9 7 4 )  W e l s h  

e t  a l  ( 1 9 8 6 a )  o b s e r v e d  t h a t  i n c r e a s e s  i n  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  

u p  t o  5 . 6  mM s t i m u l a t e d  t h e  r a t e  o f  p r e p r o i n s u l i n  p e p t i d e  

e l o n g a t i o n .  A l t h o u g h  t h i s  w a s  c l o s e l y  p a r a l l e l e d  b y  g l u c o s e
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i n d u c e d  c h a n g e s  i n  t h e  i s l e t  e n e r g y  s t a t e  ( M a l a i s s e  e t  a l  

1 9 7 9 ;  H e i l m a n  e t  a l  1 9 6 9 )  s u c h  a g e n e r a l  m e c h a n i s m  c o u l d  n o t  

a c c o u n t  f o r  s u c h  a s p e c i f i c  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  e l o n g a t i o n  r a t e  

o f  a p a r t i c u l a r  p e p t i d e  u n l e s s  i t  w a s  c o u p l e d  t o  t r a n s d u c t i o n  

o f  t h e  e n e r g y  i n  some  w a y .

A g l u c o s e  s t i m u l a t e d  s h i f t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA f r o m  

c y t o s o l i c  r i b o s o m e s  t o  m e m b r a n e  b o u n d  r i b o s o m e s  i n  i s l e t s  h a s  

b e e n  o b s e r v e d  ( I t o h  & O k a m o t o  1 9 8 0 ;  W e l s h  e t  a l  1 9 8 6 a ) .  To 

a c c o u n t  f o r  t h i s  W e l s h  e t  a l  ( 1 9 8 6 a )  p r o p o s e d  t h a t  t h e  

t r a n s f e r  o f  t h e  n a s c e n t  p r e p r o i n s u l i n / r i b o s o m e  c o m p l e x  f r o m  

t h e  c y t o s o l  t o  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  i s  m e d i a t e d  b y  s i g n a l  

r e c o g n i t i o n  p a r t i c l e  ( S R P )  b i n d i n g .  F o r m a t i o n  o f  t h e  r i b o s o m e -  

m e m b r a n e  j u n c t i o n ,  w h i c h  i s  c r u c i a l  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  

s e c r e t e d  p e p t i d e s  s u c h  as  p r o i n s u l i n ,  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  

S R P - p a r t i c l e  ( W a l t e r  & B l o b e l  1 9 8 1 )  a n d  a m e m b r a n e  a s s o c i a t e d  

p r o t e i n ,  o f  t h e  r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  c a l l e d  t h e  

S R P - r e c e p t o r  ( G i l m o r e  e t  a l  1 9 8 2 ) ,  o r  t h e  d o c k i n g  p r o t e i n  

( M e y e r  e t  a l  1 9 8 2 ) .  T h e  SRP b i n d s  t o  t h e  n a s c e n t  p r e p e p t i d e  as  

i t  e m e r g e s  f r o m  t h e  r i b o s o m e  a n d  a r r e s t s  f u r t h e r  t r a n s l a t i o n  

u n t i l  t h e  S R P / p r e p e p t i d e / r i b o s o m e  c o m p l e x  b i n d s  t o  t h e  

S R P - r e c e p t o r .  T h i s  c a u s e s  d i s s o c i a t a t i o n  o f  t h e  SRP w h i c h  

p e r m i t s  p e p t i d e  c h a i n  t r a n s l a t i o n  t o  p r o c e e d  t o  c o m p l e t i o n  

( G i l m o r e  & B l o b e l  1 9 8 3 ) .  T h i s  m e c h a n i s m  p r e v e n t s  t h e  s y n t h e s i s  

o f  s e c r e t o r y  p r o t e i n s  i n  t h e  c e l l  c y t o s o l  s i n c e  t r a n s l a t i o n  

c a n  o n l y  p r o c e e d  o n c e  t h e  i n i t i a t e d  p r e p e p t i d e  i s  a t  i t s  

c o r r e c t  s y n t h e s i s  s i t e  ( i . e .  t h e  r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ) .  

S u p p o r t  f o r  t h i s  m o d e l  c o m e s  f r o m  i n h i b i t i o n  o f  i n  vitro 

t r a n s l a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA b y  p u r i f i e d  SRP ( E s k r i d g e  & 

S h i e l d s  1 9 8 3 ;  W e l s h  e t  a l  1 9 8 6 a ) .  A l s o  t h e  r u n - o f f  

i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ ^ ^ I - t y r o s i n e - t R N A , f r o m  p r e i n i t i a t e d
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r i b o s o m e s ,  i n t o  p r e p r o i n s u l i n  i s  g r e a t e r  u p o n  t h e  a d d i t i o n  o f  

SRP t o  i s l e t s  p r e i n c u b a t e d  i n  1 6 . 7  mM. r a t h e r  t h a n  3 . 3  mM, 

g l u c o s e  ( W e l s h  e t  a l  1 9 8 6 a )  . I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  g l u c o s e  

i n c r e a s e s  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  S R P - r e c e p t o r  f o r  t h e  

S R P / p r e p r o i n s u l i n / r i b o s o m e  c o m p l e x ,  p o s s i b l y  b y  some f o r m  o f  

m o d i f i c a t i o n .  T h i s  c o u l d  b e  b y  p h o s p h o r y l a t i o n  b y  t h e  

c a t a l y t i c  s u b u n i t  o f  t h e  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e .  T h i s  

w o u l d  r e s u l t  i n  a l o w e r  r a t e  o f  S R P - m e d i a t e d  t r a n s l a t i o n a l  

a r r e s t  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a n d  a h i g h e r  r a t i o  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  m e m b r a n e  b o u n d  p o l y s o m e s ,  a s  o p p o s e d  t o  

c y t o s o l i c  p o l y s o m e s ,  a t  h i g h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  as  

o b s e r v e d .

E f f e c t  o f  G l u c o s e  o n  6 - C e l l  I n t r a c e l l u l a r  I n s u l i n  D e g r a d a t i o n

T h e  i n t r a c e l l u l a r  d e g r a d a t i o n  o f  i n s u l i n  p l a y s  a v e r y  

i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  h o m e o s t a s i s  o f  p - c e l l  i n s u l i n  c o n t e n t .  

D u r i n g  a 24 h o u r  c h a s e  p e r i o d  i s l e t s ,  w h i c h  h a d  b e e n  

p r e l a b e l e d  w i t h  ^ H - L e u c i n e  a t  8 . 3  mM g l u c o s e  f o r  3 d a y s ,  

e x h i b i t e d  an  i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  r a t e  o f  

i n t r a c e l l u l a r  i n s u l i n  d e g r a d a t i o n  a n d  t h e  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c h a s e  m e d i u m  ( H a l b a n  & W o l l h e i m  1 9 8 0 ) .  

W i t h  a c h a s e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 . 8  mM g l u c o s e  377. o f  t h e  

l a b e l e d  i n s u l i n  w a s  d e g r a d e d  a n d  w i t h  a c h a s e  m e d i u m  

c o n t a i n i n g  1 6 . 7  mM g l u c o s e  t h e  r a t e  o f  d e g r a d a t i o n  w a s  

i n s i g n i f i c a n t .  I n  a s i m i l a r  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  t h e  

r a t e  o f  i n s u l i n  d e g r a d a t i o n  d u r i n g  a 24 h o u r  c h a s e  p e r i o d  w a s  

m e a s u r e d  i n  i s l e t s  w h i c h  h a d  b e e n  p r e l a b e l e d  w i t h  ^ H - 3 _ e u c i n e  

a t  d i f f e r e n t  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  ( H a l b a n  & R e n o l d  1 9 8 3 ) .  

T h o s e  i s l e t s  p r e i n c u b a t e d  a t  2 . 8  mM a n d  1 6 . 7  mM g l u c o s e  h a d  a
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m u c h  l o w e r  i m m u n o r e a c t i v e  i n s u l i n  c o n t e n t  a n d  e x h i b i t e d  l o w e r  

r a t e s  o f  d e g r a d a t i o n  a t  a l l  t h e  c h a s e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  

t h a n  t h o s e  p r e i n c u b a t e d  a t  8 . 3  mM g l u c o s e .  I t  w a s  t h e r e f o r e  

c o n c l u d e d  t h a t  t h e  r a t e  o f  i n t r a c e l l u l a r  i n s u l i n  d e g r a d a t i o n  

i s  c o r r e l a t e d  w i t h  0 - c e l l  i n s u l i n  c o n t e n t  r a t h e r  t h a n  w i t h  t h e  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  m e d i u m  o r  t h e  r a t e s  o f  i n s u l i n  

s y n t h e s i s  o r  s e c r e t i o n .  I t  w a s  p r o p o s e d  t h a t  t w o  p o o l s  o f

i n s u l i n  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  e x i s t ,  o n e  a v a i l a b l e  f o r  s e c r e t i o n  

a n d  o n e  f o r  d e g r a d a t i o n .  T h e r e  i s ,  h o w e v e r ,  n o  m o r p h o l o g i c a l

e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e s e  t w o  g r a n u l e  p o o l s .

A u t o r a d i o g r a p h i c  a n d  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  e v i d e n c e  h a s  s h o w n  

t h a t  i n s u l i n  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  a r e  d e g r a d e d  v i a  a l y s o s o m a l  

p a t h w a y  ( O r c i  e t  a l  1 9 8 4 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  n o n - l y s o s o m a l

i n s u l i n  d e g r a d i n g  e n z y m e s  i n  i s l e t s  ( K o h n e r t  e t  a l  1 9 7 8 )  

s u g g e s t s  t h a t  t h i s  may  n o t  be  t h e  o n l y  p a t h w a y  b y  w h i c h

i n t r a c e l l u l a r  0 - c e l l  i n s u l i n  i s  d e g r a d e d .

I n  s u m m a r y  i s l e t  i n s u l i n  i s  d e g r a d e d  b y  a l y s o s o m a l  

m e c h a n i s m  t h e  r a t e  o f  w h i c h  i s  t h o u g h t  t o  b e  m o d u l a t e d  b y  t h e  

0 - c e l l  i n s u l i n  c o n t e n t .  T h u s  i t  s e e m s  t h a t  g l u c o s e  o n l y  e x e r t s  

i n d i r e c t  c o n t r o l  o v e r  0 - c e l l  i n t r a c e l l u l a r  i n s u l i n  d e g r a d a t i o n  

b y  m o d u l a t i n g  t h e  r e l a t i v e  r a t e s  o f  i n s u l i n  s e c r e t i o n  a n d  

s y n t h e s i s  t o  r e g u l a t e  t h e  0 - c e l l  i n s u l i n  c o n t e n t .  T h i s  

m e c h a n i s m  e n s u r e s  t h a t  t h e  0 - c e l l  c o n t e n t  o f  i n s u l i n  d o e s  n o t  

b e c o m e  d e p l e t e d  b y  e x c e s s i v e  r a t e s  o f  i n t r a c e l l u l a r  i n s u l i n  

d e g r a d a t i o n .  As w e l l  a s  h a v i n g  a h o m e o s t a t i c  r o l e  t h e  

i n t r a c e l l u l a r  d e g r a d a t i o n  o f  i n s u l i n  may  p l a y  a r o l e  i n  

r e m o v i n g  o l d  a n d  d a m a g e d  i n s u l i n  f r o m  t h e  0 - c e l l .  E v i d e n c e  i n  

f a v o u r  o f  t h i s  h a s  c ome  f r o m  s t u d i e s  i n  w h i c h  p r o i n s u l i n  

m o d i f i e d  b y  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  l y s i n e  a n d  a r g i n i n e  a n a l o g u e s  

i s  d e g r a d e d  r a p i d l y  b y  i s l e t  h o m o g e n a t e s  ( H a l b a n  e t  a l  1 9 8 4 ) .
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R e c o q n i t i o n  ^  t h e  G l u c o s e  ' S i g n a l ' b v  t h e  6 - C e l l

T he  0 - c e l l  r e q u i r e s  some f o r m  o f  ' g l u c o r e c e p t o r ' w h i c h  

c a n  a s s e s s  a n d  r e s p o n d  t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  a n d  r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  i n s u l i n  g e n e  

a c c o r d i n g l y .  T h e  a b i l i t y  o f  a c o m p o u n d  t o  s t i m u l a t e  i s l e t  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i s  c l o s e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  i t s  

m e t a b o l i s m  b y  t h e  0 - c e l l .  T h e r e f o r e  t h i s  g l u c o r e c e p t o r  h a s  

b e e n  i d e n t i f i e d  w i t h  a r a t e  l i m i t i n g  s t e p  i n  i s l e t  g l u c o s e  

m e t a b o l i s m  a n d  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  m a y  b e  t h e  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s e  ( s e e  A s h c r o f t  1 9 8 0  f o r  r e v i e w ) .  

S t u d i e s  o n  e x t r a c t s  o f  m o u s e  a n d  r a t  i s l e t s  h a v e  i d e n t i f i e d  a 

0 - g l u c o s e - A T P - p h o s p h o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y ,  d i s t i n c t  f r o m  

h e x o k i n a s e ,  w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  l i v e r  g l u c o k i n a s e  ( A s h c r o f t  & 

R a n d l e  1 9 7 0 ;  M a t s c h i n s k y  & E l l e r m a n n  1 9 8 8 ;  M a l a i s s e  e t  a l

1 9 7 8 ) .  T h i s  e n z y m e  h a s  b e e n  p r o p o s e d  as  t h e  i s l e t  

g l u c o r e c e p t o r  s i n c e  i t s  k i n e t i c  p r o p e r t i e s  a n d  i n h i b i t i o n  b y  

m a n n o h e p t u l o s e  a r e  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  i s l e t  g l u c o s e  

m e t a b o l i s m .  T h i s  may  be  g e n e r a l l y  a p p l i c a b l e  s i n c e  g l u c o k i n a s e  

i s  p r e s e n t  i n  h u m a n ,  r a t ,  m o u s e  a n d  h a m s t e r  i s l e t  t i s s u e  

( B e d o y a  e t  a l  1 9 8 8 ) .  G l u c o k i n a s e  o c c u p i e s  a k e y  p o s i t i o n  i n  

h e p a t i c  g l u c o s e  m e t a b o l i s m  ( H e r s  & Hue  1 9 8 3 )  a n d  i s  o n l y  

e x p r e s s e d ,  i n  s i g n i f i c a n t  q u a n t i t i e s ,  i n  t h e  l i v e r  a n d  i s l e t s  

o f  t h e  r a t  ( l y n e d j i a n  e t  a l  1 9 8 8 ) .  T h e r e f o r e  i t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  g l u c o s e  e x e r t s  i t s  e f f e c t  on  i s l e t  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  

b y  t h e  a c t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  g l u c o k i n a s e  r e a c t i o n ,  

g l u c o s e - 8 - p h o s p h a t e , t o  p r e v e n t  t h e  e a r l y  i n h i b i t i o n  o f  

p e p t i d e  c h a i n  i n i t i a t i o n ,  as  d i s c u s s e d  i n  t h e  p r e v i o u s  

s e c t i o n .  G l u c o s e  i n c r e a s e s  t h e  r a t  i s l e t  NAD P H / N A D P *  r a t i o  

( A s h c r o f t  1 9 8 0 ) .  T h e r e f o r e  i t  i s  a l s o  p l a u s i b l e  t h a t
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g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  a c t s  i n d i r e c t l y  v i a  an  i n c r e a s e  i n  t h e  

i s l e t  NADPH/ NADP r a t i o  c a u s e d  b y  t h e  c a t a b o l i s m  o f  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  t h r o u g h  t h e  p e n t o s e  p h o s p h a t e  p a t h w a y .  The  

i n c r e a s e d  NADPH/ NADP r a t i o  c o u l d  a c t  v i a  t h e  i s l e t  

g l u t a t h i o n e  i n t e r m e d i a r y  r e d o x  c o u p l e  (Ammon e t  a l  1 9 7 7 )  a n d  

t h e  t h i o l  r e d u c t i o n  o f  a p r o t e i n  k i n a s e  ( d i s c u s s e d  i n  t h e  

p r e v i o u s  s e c t i o n )  t o  p h o s p h o r y l a t e  t h e  p e p t i d e  i n i t i a t i o n  

f a c t o r  e I F - 2 .

I f  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  i s l e t  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  b y  

g l u c o s e  i s  m e d i a t e d  b y  c A M P , as  i s  p r o p o s e d  i n  t h i s  t h e s i s ,  

t h e n  t h e  m o s t  l i k e l y  c a n d i d a t e  f o r  t h e  g l u c o r e c e p t o r  f o r  t h i s  

p r o c e s s  i s  t h e  i s l e t  a d e n y l a t e  c y c l a s e  s y s t e m .  T h e  e x i s t e n c e  

o f  i s l e t  r e c e p t o r s  c o u p l e d  t o  a d e n y l a t e  c y c l a s e  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  f o r  g l u c a g o n  a n d  0 - a d r e n e r e g i c  a g e n t s  ( S h a r p

1 9 7 9 ) .  A l t h o u g h  n o  s u c h  r e c e p t o r  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  human  

g r o w t h  h o r m o n e  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  i s l e t  

i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  b y  t h i s  s u b s t a n c e  ( B r u n s t e d t  1 9 8 2 )  

i s  b y  a s i m i l a r  m e c h a n i s m .

I n  s u m m a r y  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  g l u c o k i n a s e  as  t h e  i s l e t  

g l u c o r e c e p t o r  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  

( p r o ) i n s u l i n  a n d  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  i s l e t s  b y  g l u c o s e .  

T h i s  i s  a c h i e v e d  b y  t h e  a c t i o h  o f  g l u c o s e - 8 - p h o s p h a t e  a n d  

c h a n g e s  i n  t h e  N A D P H / N A D P *  r a t i o  on  i s l e t  p e p t i d e  c h a i n  

i n i t i a t i o n .  T he  g l u c o r e c e p t o r  f o r  t h e  cAMP m e d i a t e d  

s t i m u l a t i o n  o f  i s l e t  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  b y  g l u c o s e  i s  

t h e  m e t a b o l i s m  o f  g l u c o s e ;  t h e  p r e c i s e  l o c a t i o n  w i t h i n  g l u c o s e  

m e t a b o l i s m  i s  u n k n o w n .  F o r  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  by  

h u m a n  g r o w t h  h o r m o n e  t h e  r e c e p t o r  i s  m o s t  l i k e l y  an  i s l e t  

r e c e p t o r  c o u p l e d  t o  a d e n y l a t e  c y c l a s e .
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S u m m a r y ; T h e  R e g u l a t i o n  o f  I s l e t  I n s u l i n  Gene  E x p r e s s i o n  b v  

G l u c o s e  a n d  i t s  P h v s i o l o a i c a l  S i g n i f i c a n c e

I n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n s  o f  t h i s  c h a p t e r  a m o d e l  f o r  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  i s l e t  i n s u l i n  g e n e  e x p r e s s i o n  b y  g l u c o s e  h a s  

b e e n  p r o p o s e d .  I t  i s  m o s t l y  b a s e d  o n  t h e  m o d e l  o f  N a g a m i n e  a n d  

R e i c h  ( 1 9 8 5 )  f o r  cAMP m e d i a t e d  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  a n d  t h e  

o b s e r v a t i o n s  o f  W e l s h  e t  a l  ( 1 9 8 6 a )  o n  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  

i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA.  I n  t h i s  m o d e l  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA d e g r a d a t i o n ,  as  w e l l  a s  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA s y n t h e s i s ,  b y  g l u c o s e  p l a y s  an  i m p o r t a n t  

r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t .  

T h e  b a s i s  o f  t h e  m o d e l  i s  a s  f o l l o w s .

G l u c o s e ,  a t  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  ~ 5 mM, r a i s e s  

i s l e t  cAMP b y  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  i s l e t  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y .  T h e  cAMP b i n d s  t o  t h e  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  o f  an  i s l e t  

c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  t h u s  c a u s i n g  i t  t o  d i s s o c i a t e  

f r o m  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t .  T h e  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  i s  t h e n  

f r e e  t o  b i n d  t o  a DNA r e g u l a t o r y  s e q u e n c e  u p s t r e a m  o f  t h e  

i n s u l i n  g e n e  a n d  t h u s  p r o m o t e  i t s  t r a n s c r i p t i o n .  C o n c u r r e n t  

w i t h  t h i s  t h e  d i s s o c i a t e d  c a t a l y t i c  s u b u n i t  i s  a c t i v a t e d  t o  

p h o s p h o r y l a t e  c e r t a i n  t a r g e t  p r o t e i n s  w h i c h  may  b e  f u r t h e r  

i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  i n s u l i n  g e n e  e x p r e s s i o n .  T h i s  

r i s e  i n  i s l e t  cAMP a l s o  s t a b i l i z e s  e x i s t i n g  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

t h u s  f u r t h e r  c o n t r i b u t i n g  t o  an  i n c r e a s e d  i s l e t  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA c o n t e n t .  T h i s  s t a b i l i z a t i o n  may  b e  m e d i a t e d  b y  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  mRNA s t a b i l i z a t i o n ,  b y  

t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t  o f  t h e  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e .  

H o r m o n e s ,  s u c h  as  h u m a n  g r o w t h  h o r m o n e ,  i n c r e a s e  i n s u l i n  g e n e  

t r a n s c r i p t i o n  b y  b i n d i n g  t o  i s l e t  r e c e p t o r s  w h i c h  a r e  c o u p l e d
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t o  t h e  i s l e t  a d e n y l a t e  c y c l a s e  s y s t e m  t h u s  r a i s i n g  i s l e t  c A M P . 

S t e r o i d  h o r m o n e s .  s u c h  as  c o r t i s o l ,  e f f e c t  t r a n s c r i p t i o n  v i a  

t h e  c A M P - i n d e p e n d e n t  m e c h a n i s m  o f  i n t r a c e l l u l a r  s t e r i o d  

h o r m o n e  r e c e p t o r s  ( R o u s s e a u  1 9 8 4 ) .

T h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  t h e  r a t e  o f  t r a n s l a t i o n  o f  i s l e t  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA i s  m e d i a t e d  b y  i t s  m e t a b o l i s m  i n  t h e  

0 - c e l l .  T h e  e n z y m e  g l u c o k i n a s e  i s  a t  a r a t e  l i m i t i n g  s t e p  i n  

0 - c e l l  g l u c o s e  u t i l i z a t i o n  a n d  t h e r e f o r e  t h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s  

o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  r e a c t i o n  c a t a l y s e d  

b y  t h i s  e n z y m e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  c o m p o u n d ,  a n d  t h e  i n c r e a s e  i n  i s l e t

N A D P H / N A D P *  r a t i o  c a u s e d  b y  i t s  c a t a b o l i s m  t h r o u g h  t h e  p e n t o s e  

p h o s p h a t e  p a t h w a y .  a r e  n e c e s s a r y  f o r  t h e  p r e v e n t i o n  o f  e a r l y  

i n h i b i t i o n  o f  p e p t i d e  c h a i n  i n i t i a t i o n .  T h i s  e f f e c t  i s  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p r e f e r e n t i a l  s t i m u l a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  

mRNA t r a n s l a t i o n  b y  t h e  k i n e t i c  m o d e l  o f  L o d i s h  ( 1 9 7 1 ) .  I n  

t h i s  m o d e l  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  o v e r a l l  r a t e  o f  i s l e t  p e p t i d e  

c h a i n  i n i t i a t i o n  f a v o u r s  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA 

s i n c e  i t  h a s  a l o w e r  a f f i n i t y  f o r  p e p t i d e  c h a i n  i n i t i a t i o n  

f a c t o r s  t h a n  o t h e r  i s l e t  mRNAs .  T h i s  e f f e c t  o n  p e p t i d e  c h a i n  

i n i t i a t i o n  o c c u r s  a t  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  o v e r  3 . 3  mM. 

S p e c i f i c  s t i m u l a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  p e p t i d e  e l o n g a t i o n  r a t e  

o c c u r s  a t  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  5 . 6  mM, t h e  

m e c h a n i s m  o f  t h i s  i s  n o t  k n o w n .  T h e  c o m p l e t e  t r a n s l a t i o n  o f  

p r e p r o i n s u l i n  mRNA i n  t h e  i s l e t  c y t o s o l  i s  p r e v e n t e d  b y  

S R P - m e d i a t e d  t r a n s l a t i o n a l  a r r e s t  o f  t h e  n a s c e n t  p r e p e p t i d e .  

T h i s  t r a n s l a t i o n a l  a r r e s t  i s  r e l i e v e d  b y  b i n d i n g  o f  t h e  

S R P / p r e p r o i n s u l i n  r i b o s o m e  c o m p l e x  t o  t h e  S R P - r e c e p t o r  w h i c h  

i s  s i t u a t e d  on  t h e  r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  G l u c o s e  

r e d u c e s  t h e  d e g r e e  o f  S R P - m e d i a t e d  t r a n s l a t i o n a l  a r r e s t  b y
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i n c r e a s i n g  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  S R P - r e c e p t o r  f o r  t h e  

S R P / p r e p r o i n s u l i n / r i b o s o m e  c o m p l e x  p o s s i b l y  b y  p h o s p h o r y l a t i o n  

b y  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t  o f  t h e  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e .

I n t r a c e l l u l a r  0 - c e l l  i n s u l i n  s t o r e s  a r e  r e g u l a t e d  b y

l y s o s o m a l  d e g r a d a t i o n  o f  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  a n d  t h e  r a t e  o f

t h i s  i s  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  0 - c e l l  i n s u l i n  c o n t e n t .  

T h e r e f o r e  g l u c o s e  o n l y  e x e r t s  an  i n d i r e c t  e f f e c t  o f  t h e  r a t e  

o f  l y s o s o m a l  i n t r a c e l l u l a r  i n s u l i n  d e g r a d a t i o n  b y  c o n t r o l l i n g  

t h e  r e l a t i v e  r a t e s  o f  i n s u l i n  s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n .

T h i s  m o d e l  c a n  a c c o u n t  f o r  s e v e r a l  o b s e r v e d  p h y s i o l o g i c a l  

p h e n o m e n a .  I n  i s l e t s  i s o l a t e d  f r o m  p r e g n a n t  r a t s  t h e  r a t e  o f  

( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i s  h i g h e r  t h a n  i n  i s l e t s  i s o l a t e d  f r o m  

n o r m a l  f e m a l e  r a t s  a t  a l l  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d  ( B o n e  

& H o w e l l  1 9 7 7 ) .  T h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y ,  cAMP c o n t e n t  

a n d  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  i s l e t s  f r o m  p r e g n a n t  r a t s  

w a s  h i g h e r  t h a n  o f  i s l e t s  f r o m  n o r m a l  f e m a l e  r a t s  ( G r e e n  e t  a l  

1 9 7 3 ) .  T h e  m o d e l  u n d e r  d i s c u s s i o n  w o u l d  p r e d i c t  a h i g h e r  

e n d o g e n o u s  r a t e  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  m e d i a t e d  b y  t h e  

i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  t h e  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  t o

a c c o u n t  f o r  t h i s .  S i n c e  t h e  f a s t i n g  s e r u m  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  p r e g n a n t  r a t s  i s  l o w e r  t h a n  i n  n o r m a l  r a t s  

( G r e e n  & T a y l o r  1 9 7 2 )  t h e  h i g h e r  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  i s  

p r e s u m a b l y  d u e  t o  h o r m o n a l  f a c t o r s .  T he  r a t e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  

s y n t h e s i s  i n  i s l e t s  i s o l a t e d  f r o m  48 h o u r  s t a r v e d  r a t s  w a s  

l o w e r  t h a n  i n  i s l e t s  i s o l a t e d  f r o m  n o r m a l  r a t s  a t  a l l  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d  ( B o n e  & H o w e l l  1 9 7 7 ) .  S i n c e  t h e  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  o f  t h e s e  i s l e t s  w a s  l o w e r  t h a n  o f

i s l e t s  f r o m  f e d  r a t s  ( H o w e l l  e t  a l  1 9 7 3 ;  S e l a w r y  e t  a l  1 9 7 2 ;  

S e l a w r y  e t  a l  1 9 7 3 )  t h i s  c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r  b y  a l o w e r  

e n d o g e n o u s  r a t e  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  m e d i a t e d  b y  a
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l o w e r  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y .  T h i s  i s  

s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  

p h o s p h o d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r  3 - i s o b u t y l - 1 - m e t h y l x a n t h i n e

i n c r e a s e d  t h e  g l u c o s e  d o s e  r e s p o n s e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  

i n  i s l e t s  f r o m  n o r m a l  f e m a l e  r a t s  a l m o s t  t o  t h a t  o f  i s l e t s  

f r o m  p r e g n a n t  r a t s .  T h e  same t r e a t m e n t  a l s o  p a r t i a l l y  r e s t o r e d  

t h e  g l u c o s e  d o s e  r e s p o n s e  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  o f  i s l e t s  

f r o m  48  h o u r  s t a r v e d  r a t s  t o  t h a t  o f  i s l e t s  f r o m  f e d  r a t s  

( B o n e  & H o w e l l  1 9 7 7 ) .  T h e  p r e p r o i n s u l i n  mRNA c o n t e n t  o f  i s l e t s  

i s o l a t e d  f r o m  s t a r v e d  r a t s  i s  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  f e d  r a t s  

( G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 1 ;  G i d d i n g s  e t  a l  1 9 8 2 ) .

T h e  p o t e n t i a t i o n  o f  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  b y  g l u c a g o n  

( S c h a t z  e t  a l  1 9 7 3 ;  S c h a t z  e t  a l  1 9 7 4 )  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  a 

s t i m u l a t i o n  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  f o l l o w i n g  t h e  b i n d i n g  o f  

g l u c a g o n  t o  i s l e t  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  a s s o c i a t e d  w i t h  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  l e a d i n g  t o  an  i n c r e a s e  i n  c A M P - d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e  m e d i a t e d  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n .  C o m p o u n d s  

s u c h  a s  g l u c a g o n ,  d i b u t y r y l  cAMP a n d  m e t h y l x a n t h i n e s  c a n  o n l y  

s t i m u l a t e  ( p r o ) i n s u l i n  s y n t h e s i s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e  

( C a m p b e l l  e t  a l  1 9 8 2 ) .  P r e s u m a b l y  t h i s  i s  b e c a u s e  a l t h o u g h  

t h e y  i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  t h e  r a t e  

o f  t r a n s l a t i o n  o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA i s  l i m i t e d  b y  g l u c o s e .

N o r m a l  f a s t i n g  s e r u m  g l u c o s e  i s  4 t o  5 mM o r  g r e a t e r  i n  

t h e  r a t  ( L o g o t h e t o p o u l o s  & J a i n  1 9 8 0 a ) .  T h i s  m e a n s  t h a t  a n y  

i n c r e a s e  o f  s e r u m  g l u c o s e  o v e r  t h i s  l e v e l  w o u l d  s t i m u l a t e  

i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n .  S i n c e  t h e  g l u c o s e  s t i m u l a t e d  

i n c r e a s e  i n  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  o n l y  r e a c h e s  a m a x i m u m  

a f t e r  4 t o  8 h o u r s  o f  s t i m u l a t i o n  ( H o w e l l  e t  a l  1 9 7 3 )  s h o r t  

t e r m  i n c r e a s e s  i n  s e r u m  g l u c o s e ,  f o r  e x a m p l e  a f t e r  f e e d i n g ,  

s h o u l d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  i n s u l i n  g e n e
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t r a n s c r i p t i o n  . O n l y  p r o l o n g e d  p e r i o d s  o f  h y p e r g l y c e m i a  w o u l d  

b e  e f f e c t i v e  i n  i n c r e a s i n g  t h i s  r a t e .

T h e  m o d e l  p r o p o s e d  i n  t h i s  c h a p t e r  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  

m a j o r i t y  o f  e x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s  ma d e  t o  d a t e ,  h o w e v e r ,  

f u r t h e r  w o r k  i s  r e q u i r e d  i n  o r d e r  t o  s u b s t a n t i a t e  i t .  F i r s t l y  

t h e  g l u c o s e  d o s e  r e s p o n s e  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n ,  i n  

p a r a l l e l  w i t h  i s l e t  cAMP c o n t e n t ,  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a n d  

p h o s p h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y ,  n e e d s  t o  be  d e t e r m i n e d .  T h e  

g l u c o s e  t h r e s h o l d  f o r  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  i s l e t  cAMP c o n t e n t  

s h o u l d  c o r r e s p o n d  t o  t h a t  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n .  

C h a n g e s  i n  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  r a t e  s h o u l d  c o r r e l a t e  

w i t h  cAMP c o n t e n t  a n d  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y .  F o r  t h e s e  

m e a s u r e m e n t s  i t  s h o u l d  b e  e n s u r e d  t h a t  t h e  p e r i o d  o f  g l u c o s e  

s t i m u l a t i o n  i s  l o n g  e n o u g h  t o  a l l o w  f o r  t h e  f u l l  s t i m u l a t i o n  

o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  ( i . e .  4 t o  8 h o u r s  o r  l o n g e r

( H o w e l l  e t  a l  1 9 7 3 ) ) .  S i n c e  0 - c e l l s  p o s s e s s  r e c e p t o r s  f o r  

g l u c a g o n  a n d  0 - a d r e n e r g i c  a g e n t s  c o u p l e d  t o  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

( S h a r p  1 9 7 9 )  t h e s e  a g e n t s  s h o u l d  b e  a b l e  t o  s t i m u l a t e  i n s u l i n  

g e n e  t r a n s c r i p t i o n .  I n h i b i t i o n  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  o r  

s t i m u l a t i o n  o f  p h o s p h o d i e s t e r a s e  ( e . g .  b y  i m i d a z o l e  ( S a m s  & 

M o n t a g u e  1 9 7 2 ;  A s h c r o f t  e t  a l  1 9 7 2 b ) ) ,  s h o u l d  a b o l i s h  a n y  

s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  b y  s u c h  a g e n t s  o r  

g l u c o s e .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c e l l u l a r  t a r g e t s  f o r  

p h o s p h o r y l a t i o n  b y  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t  o f  c A M P - d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e  w o u l d  h e l p  i n  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p o s s i b l e  

c A M P - m e d i a t e d  m e c h a n i s m s  i n  t h e  t r a n s l a t i o n  a n d  s t a b i l i z a t i o n  

o f  p r e p r o i n s u l i n  mRNA a n d  a n y  c h a n g e  i n  a f f i n i t y  o f  t h e  

S R P - r e c e p t o r  f o r  t h e  S R P - p r e p r o i n s u l i n  r i b o s o m e  c o m p l e x .
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T h i s  a p p e n d i x  c o n t a i n s  t h e  t e x t  o f  t h e  G e l m e r g e  p r o g r a m  

u s e d  t o  a r i t h m e t i c a l l y  a v e r a g e  s e v e r a l  s e t s  o f  s c a n  d a t a  f r o m  

t h e  l a s e r  d e n s i t o m e t e r .  T he  p r o g r a m  w a s  w r i t t e n  i n  U C S O - P a s c a l  

and  b e c a u s e  o f  i t s  l e n g t h  h a s  b e e n  w r i t t e n  as  s e v e r a l  s e p a r a t e  

d i s k  f i l e s .  A l l  t h e  d i s k  f i l e s  s h o u l d  be  s t o r e d  o n  d r i v e  #5  

an d  o n l y  t h e  f i l e  # 5 : GELMERGE. TEXT n e e d s  t o  be  c o m p i l e d ,  t h e  

o t h e r  f i l e s  a r e  a u t o m a t i c a l l y  l i n k e d  i n  b y  t h e  c o m p i l e r .  T h e  

c o m p i l e d  p r o g r a m  ( GELMERGE. CODE) s h o u l d  b e  s t o r e d  o n  t h e  

GELSCAN m a s t e r  d i s k  f o r  u s e .

C o n t e n t s  o f  D i s k  F i l e  #5  : GELMERGE. TEXT

( * $ C  COPYRIGHT JON MARSHALL ,  L E I C E S T E R  U N I V E R S I T Y .  1 9 8 6 * )
( * $ S  + *  )
PROGRAM GELMERGE;

( *  T I T L E :  GELMERGE
V E R S I O N :  1 . 1  A
AUTHOR:  JON MARSHALL ,  DEPT.  OF B I O C H E M I S T R Y ,

U N I V E R S I T Y  OF L E I C E S T E R .
W R I T T E N :  JAN 1 9 8 6
M O D I F I E D :  FROM V I . 1 TO V I . 1 A  ( 3 0 / 1 / 8 6 )
D E S C R I P T I O N :

ACCEPTS A L I S T  OF GELSCAN DATA F I L E  S P E C I F I C A T I O N S  FROM 
THE KEYBOARD AND MERGES THE CURVE DATA FROM THE F I L E S  
TOGETHER.  THE MERGED DATA I S  WRI TTEN TO A NEW DATA F I L E  FOR 
FURTHER PROCESSING BY GELSCAN.  THE PROGRAM INCORPORATES TRAPS 
AND PROMPTS TO PREVENT THE MERGING OF I N V A L I D  DATA F I L E S .  A 
L I S T  OF THE MERGED F I L E S  MAY BE OUTPUT TO A PRI NTER I F  ONE I S  
ON L I N E .  * )

( *  GLOBAL CONSTANTS * )

CONST
C O L O N = ' : ' ;  P E R I O D = ' . ' ;  H A S H = ' # ' ;  B L A N K = * ' ;
P R G T I T L E =  GELMERGE V I . 1 A ' ;  M AXF I  LE = 54 ; ( *  MAX.  NO.  OF MERGE

F I L E S * )
T O P = 1 0 0 0 ;  D I M = 5 ;  P M A X = 5 0 ;  ( *  D A T A F I L E  CONSTANTS * )
DEFVOL= # 5 " ;  DEFEXT= D A T A ' ;  ( *  DEFAULTS * )
R A N G E D E L I M E T E R = • TO ' ;
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CURVE=ARRAY
DATE=PACKED

CO. . TOP]  OF INTEGER ; 
RECORD MONTH : 1 . . 1 2  ; 

DAY:  1 . . 3  1 ;
Y E A R : 0 . 9 9  END:

DAT AL I ST=RECORD  
NAME . -STRINGC 
COMMENT : STRINGC
DAY
ABR

BEG
RES

F F I T
FMAX
AVPW2
AVPW1
FPW
FPL
FPST
DTYP

: DATE ;
: INTEGER ;

: INTEGER ;
: INTEGER ;

: INTEGER 
: INTEGER 
: INTEGER 
: INTEGER 

: ARRAY CO. 
: ARRAY CO.

: ARRAY C 
: INTEGER

BGNDSET : INTEGER 
C : CURVE

END ;

1 0 ] ;  ( *  NAME OF STORED DATA *)
4 0 ] ;  ( *  COMMENT L I N E  FOR STORED DATA * )

( *  DATE AS A PACKED RECORD*)
( *  ABSORBANCE RANGE S E T T I N G OF 

S C A N N E R * )
( * V A L U E  OF F I R S T  P OI N T  OF CURVE* )  
( * ( 1 , 2 , 4 )  H I G H , MED OR LOW 

R E S O L U T I O N * )
; ( * ( 0 . . . )  NO.  OF F I T  PASSES * )
; ( * ( - 1 . . P M A X )  NUMBER OF P E A K S * )

( *CHANGE OF PEAK WIDTH WITH X * )  
( *AVER AGE PEAK WIDTH AT X=0  * )

. PMAX]  OF I N T E G E R ;  ( * P E A K  WIDTH * )

. PMAX]  OF I N T E G E R ;  ( * P E A K  L O C A T I O N * )
O . . P M A X ]  OF I N T E G E R ; ( * PEAK H E I G H T * )
; ( * T Y P E  OF CURVE,  1 = M E A S . ,  2 = C A L C . ,  

3=BACKG * )
; ( *  ( 0 , 1 ) . . . 1 ^BACKGROUND SET * )

( *  STORED DATA * )

N E X T = “ F I L E N T R Y ;

F I LENTRY=RECORD
N A M E : S T R I N G C 2 3 ] ; ( *  GELSCAN F I L E  NAME * )
N E X T F I L E : NEXT ; ( *  PTR TO N E X T F I L E S P E C  I N  L I S T  * )
END;

CHARACTERS=SET OF CHAR;

VAR

I N F I L E : F I L E  OF D A T A L I S T ;  ( * I N P U T  & MERGED F I L E S  * )  
L I S T D E V I C E : I N T E R A C T I V E ;
MERGE : D A T A L I S T ; ( *  RECORD FOR MERGED DATA * )
N U M F I L E S ,  ( *  NO.  OF F I L E S  ACT UAL L Y  MERGED * )
F I L E C O U N T : INTEGER ; ( *  NO.  OF F I L E S  I N  MERGEL I ST  * )
M E R G E L I S T : NEXT ; ( *  PTR TO HEAD OF MERGE L I ST  * )
P RI NTER : BOOLEAN ; ( *  FLAG FOR PR I N T E R  OUTPUT * )
A G A I N , B E L L , ESC : CHAR ; ( *  S P E C I A L  P R I N T  CHARS * )

( *  PROCEDURE DECLARATI ONS * )

FUNCTI ON ST R T OI N T  ( S : STR I N G ) : I NTEGER ;
FORWARD;

PROCEDURE T I T L E ;
FORWARD ;

PROCEDURE Q U I T ;
FORWARD;
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PROCEDURE I N P U T S T R I NG  (VAR L I N E : S T R I N G ) ;
FORWARD;

PROCEDURE S T R I P B L A N K S  (VAR I T E M : S T R I N G ) ;
FORWARD ;

PROCEDURE H EADI N G;
FORWARD ;

PROCEDURE C HE CK F I LE S P E C  (VAR E R R P O S : I N T E G E R ;
VAR E R R M E S : ST R I N G ;

F I L E S P E C : S T R I N G ) ;
FORWARD ;

PROCEDURE P R I N T F I L E I N F O ( P R I N T F I L E : D A T A L I S T ) ;
FORWARD ;

PROCEDURE PROMPTLI NE (VAR R E P L Y : C H A R ;  OPTI ONS : CHARACTERS) ; 
FORWARD ;

PROCEDURE PROCESSERROR (VAR A C T I O N : C H A R ;  ERROR : INTEGER ;
N A M E : S T R I N G ) ;

FORWARD ;

SEGMENT PROCEDURE G E T L I S T  (VAR B A S E : N E X T ) ;

( *  PROMPTS FOR A L I S T  OF F I L E  I TEMS TO BE MERGED AND CHECKS 
EACH SYNTAX (& EXPANDS THEM I N  THE CASE OF A F I L E  RANGE) AND 
I F  O . K .  ADDS THEM TO THE END OF A L I N K E D  L I S T  OF F I L E N T R Y  
POI NTED TO BY BASE * )

VAR

I T E M .
L I S T : S T R I N G ;  ( *  I NP UT  STRI NG AND SUB- PART  * )
L I S T P L A C E : INTEGER ; ( *  P O S I T I O N  REACHED I N  SCANNING L I S T  * )
B A C K L I S T : NEXT ; ( *  PTR TO REAR OF MERGE F I L E  L I S T  * )

PROCEDURE GET I T E M  (VAR P L A C E : I N T E G E R ;
VAR N E X T I T E M : S T R I N G  ;

L I S T  : S T R I N G ) ;

( *  GETS THE N E X T I T E M '  FROM L I S T '  START I NG FROM PL AC E '  
S T R I P B L A N K S  AND UPDATES PL AC E '  TO NEW P O S I T I O N .  I F  THE 

N E X T I T E M ' = '  THEN N E X T I T E M = B L A N K  * )

CONST
D E L I M E T E R = * . ' ;

VAR
I NDEX : I NTEGER ; ( *  PLACE COUNTER * )
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B E G I N ;  ( *  GET I T EM * )
I N D E X : = P L A C E - 1 ;
REPEAT ;
I N D E X : = S U C C ( I N D E X ) ;
U N T I L  ( I N D E X = L E N G T H ( L I S T )  ) OR ( L I  S T C I N D E X ] = DEL I M E T E R ) ;
I F  I ND EX= PL ACE THEN ( *  N E X T I T E M = '  * )

N E X T I T E M : = B L A N K  
ELSE

I F  I N D E X = L E N G T H ( L I S T )  THEN
N E X T I T E M : = C O P Y ( L I  S T . P L A C E , I N D E X - P L A C E )  ;

I F  I N D E X O L E N G T H ( L I S T )  THEN
P L A C E : = I N D E X + 1 ( *  INCR PAST D E L I ME T E R  * )

ELSE
P L A C E : = I NDEX ; ( *  SET PLACE TO END OF L I S T  * )

END;  ( *  GET I T EM * )

PROCEDURE P R O C E S S I T E M ( I T E M : S T R I N G ) ;

( *  CHECKS THAT ' I T E M '  I S  OF CORRECT SYNTAX FOR A F I L E S P E C .  
AND ASKS FOR A CORRECTION I F  NOT.  ONCE A CORRECT SPEC.  I S  
O BT A I NED I T  I S  ADDED TO THE END OF THE MERGE F I L E  L I S T  *)

VAR
ERROR : INTEGER ; ( *  P O S I T I O N  OF ERROR I N  I T E M . G  I F  NONE* )
M E S S A G E : S T R I N G ;  ( *  NATURE OF ERROR * )

PROCEDURE A D D L I S T  (VAR F R O N T , R E A R : N E X T ; I T E M : S T R I N G ) ;

( *  ADDS I TEM TO ' REAR*  OF L I N K E D  L I S T  POI NTED TO BY 
FRONT'  AS LONG AS F I L E C O U N T < M A X F I L E  * )

VAR
E N T R Y : N E X T ;

B E G I N ;  ( *  A D D L I S T  * )
I F  F I L E C O U N T < = M A X F I L E  THEN ( *  S T I L L  ROOM I N  THE L I S T  * )  

B E G I N ;
N E W ( E N T R Y ) ;  ( *  NEW F I L E N T R Y  * )
E N T R Y " . N A M E : = I T E M ;
I F  F R O N T = N I L  THEN ( *  L I S T  EMPTY * )

FRONT : =ENTRY 
ELSE

R E A R " . N E X T F I L E : = ENTRY;
REAR : = E N T R Y ;
R E A R " . N E X T F I L E : = N I L ;
END ( *  NEW F I L E N T R Y  * )

ELSE
W R I T E L N ( ' F I L E  L I M I T  E X C E E D E D . ' ) ;

F I L E C O U N T : = S U C C ( F I L E C O U N T ) ;
END;  ( *  A D D L I S T  * )

PROCEDURE CORRECT (VAR I T E M : S T R I N G ) ;

( *  WRI TES OUT ERROR'  AND MESSAGE'  AND REQUESTS FOR 
CORRECTED I N P U T ,  PASSES I T  BACK AS CALL TO 
PROCESSI TEM * )
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VAR
CORRECTION : STRI NG ;
START : INTEGER ; ( *  DUMMY FOR G E T I T E M  CALL PARAM * )
I  : INTEGER ;

B E G I N ;  ( *  CORRECT * )
S T A R T : = 1 ;
W R I T E L N ( I T E M ) ;
FOR I : = 1  TO ERROR-1 DO 

W R I T E ( B L A N K ) ;
W R I T E L N ( M E S S A G E ) ;
W R I T E L N ( * PLEASE R E T Y P E ) ;
I N P U T S T R I N G ( COR R E C T I ON ) ;
I F  CORRECTI ON=BLANK THEN

B E G I N ;  ( *  IGNORE WRONG ENTRY * )
W R I TE L N (  F I L E  DELETED FROM L I S T . ' ) ;
E X I T ( P R O C E S S I T E M ) ;
END;  ( *  IGNORE * )

S T R I P B L A N K S ( C O R R E C T I O N ) ;
P R O C E S S I T E M ( C O R R E C T I O N ) :
END;  ( *  CORRECT * )

PROCEDURE EXPANDI TEM ( I T E M : S T R I N G ) ;

( *  EXPANDS A F I L E  RANGE SPEC.  AND CHECKS BOTH THE SYNTAX OF 
THE F I L E  SPEC.  AND THE RANGE PARAMETERS.  ASKS FOR 
CORRECTION I F  WRONG FOR THE RANGE SPEC.  EACH NEW ITEM 
FROM EXPANSI ON I S  PASSED TO PROCESSI TEM * )

VAR
D I G I T S  : CHARACTERS ;
I  .
P O S I T I O N ,
BOTTOMNUM,
TOPNUM: I NTEGER ;
F I L E S P E C . NUM. B O T T O M L I M I T , T O P L I M I T : S T R I N G ;

B E G I N ;  ( *  EXPANDI TEM * )
D I G I T S : = [ ' O ' . . ' 9 ' ] ;
S T R I P B L A N K S ( I T E M ) ;
P O S I T I O N : = P O S ( R A N G E D E L I M E T E R . I T E M ) ;
I F  P 0 S I T I 0 N = 1  THEN 

BEGI N  ;
ERROR: = 1 ; MESSAGE: = ' F I L EN AME EXPECTED.  ' ;
C O R R E C T ( I T E M ) ;
END

ELSE
B E G I N ;  ( *  EXTRACT & CHECK F I L E S P E C .  * )
F I L E S P E C : = C O P Y ( I T E M , 1 , P O S I T I O N - 1 ) ;
S T R I P B L A N K S ( F I L E S P E C ) ;
C H E C K F I L E S P E C ( E R R O R , M E S S A G E , F I L E S P E C ) ;
I F  ER ROR OQ THEN 

C O R R E C T ( F I L E S P E C )
ELSE

B E G I N ;  ( *  CHK BOTTOM L I M I T  * )
B O T T O M L I M I T : = C O P Y ( F I L E S P E C , L E N G T H ( F I L E S P E C ) - 1 . 2 ) ;
I F  NOT ( B O T T O M L I M I T ! 1 ]  I N  D I G I T S )  AND 

NOT ( B 0 T T 0 M L I M I T C 2 ]  I N  D I G I T S )  THEN 
B E G I N ;
E R R O R : = L E N G T H ( F I L E S P E C ) - 1  ;
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MESSAGE : = ’ I N V A L I D  LOWER RANGE L I M I T . * ;
CORRECT( I T E M ) ;
END

ELSE
BEGI N ;
BOTTOMNUM:= S T R T O I N T ( B O T T O M L I M I T  ) ;
I F  N O T ( BOTTOMNUM I N [ 1 . . 5 4 ]  THEN 

B E G I N ;

M E S S A G Ë ^ i ^ I N v i [ î b ^ L O W E i ’ RÀNGE L I M I T . ' ;
C O R R E C T ; I T E M ) ;
END

ELSE
B E G I N ;  ( *  CHK UPPER L I M I T  * )
I F  ( P 0 S I T I 0 N + L E N G T H ( R A N G E D E L I M E T E R ) - 1 ) = L E N G T H ( I T E M )  

THEN 
BEGI N ;
ERROR : = L EN G T H ( I T E M )  + 1 ;
MESSAGE: =  UPPER RANGE L I M I T  E X P E C T E D . ' ;
CORRECT( I T E M ) ;
END

ELSE
B E G I N ;
T O P L I M I T : =

COPY( I T E M . P O S I T I O N + L E N G T H ( RANGEDELI METER ) , 
( l e n g t h ; I T E M ) - ( P O S I T  ION + L E N G T H ( RANGEDELI METER ) - 1  ) ) ) ; 

S T R I P B L A N K S ( T O P L I M I T ) ;
I  : = 1 ;
WHI LE ( T O P L I M I T ! I ]  I N  D I G I T S )  AND

( I < L E N G T H ( T O P L I M I T ) )  DO
I : =SUCC(  I ) ;

I F  NOT ( T O P L I M I T ! I ]  I N  D I G I T S )  THEN 
B E G I N ;
ERROR : = P O S I T I O N  + L E N G T H ( R AN G E D E L I M E T E R ) + I -  1 ; 
MESSAGE: = ' I L L E G A L  C H A R A C T E R . ' ;  
c o r r e c t ; I T E M ) ;
END

ELSE
B E G I N ;  ( *  CHK L I M I T S  * )
T O P N U M : = S T R T O I N T ( T O P L I M I T ) ;
I F  NOT (TOPNUM I N  Ü . . 5 4 ] )  THEN 

B E G I N ;
ERROR : = P O S I T I 0 N + L E N G T H ( RANGEDELI METER ) ; 
MESSAGE: = ' I N V A L I D  UPPER RANGE L I M I T . ’ ; 
c o r r e c t ; I T E M ) ;
END

ELSE
B E G I N ;  ( *  CHK RANGE * )
I F  BOTTOMNUM>=TOPNUM THEN 

B E G I N ;
ERROR:  = l e n g t h ; F I  L E S P E O - 1  ;
MESSAGE: = ' UPPER L I M I T  MUST EXCEED

LOWER. ’ ;
c o r r e c t ; I T E M ) ;
END

ELSE
B E G I N ;  ( * A L L  O . K .  TO EXPAND RANGE* )  
F I L E S P E C : =

c o p y ; F I L E S P E C , 1 , L E N G T H ( F I L ESP E C ) -  2 ) ;
FOR I : =BOTTOMNUM TO TOPNUM DO



- 2 6 8 -

B E G I N ;
S T R ( I . N U M ) ;
I F  L E N G T H ( N U M ) =1 THEN 

NUM: =CONCAT(  O ' , N U M ) ;
A O O L I S T ( B A S E . B A C K L I S T .

C O N C A T ( F I L E S P E C . N U M ) ;
END

END
END

END
END

END
END

END
END

END;  ( *  EXPANDI TEM * )

B E G I N ;  ( *  PROCESSITEM * )
I F  P O S ( R AN G E D E L I M E T E R . I T E M ) < > 0  THEN 

E X P A N D I T E M ( I T E M )
ELSE

B E G I N ;  ( *  PROCESS * )
S T R I P B L A N K S ( I T E M ) ;
CHECKFI  L E S P E C ( E R R O R . MESS A G E , I T E M )  ;
I F  ERR OROQ THEN 

CORRECT( I T E M )
ELSE

A D D L I S T ( B A S E . B A C K L I S T . I T E M )
END ( *  PROCESS * )

END;  ( *  PROCESSI TEM * )

B E G I N :  ( *  G E T L I S T  * )
( *  I N I T I A L I Z E  * )
B A C K L I S T : =BASE;
W R I T E L N ( ' L I S T  OF F I L E S ( SEPARATED BY C O M M A S ) ' ) ;
W R I T E L N ( ' T O  BE MERGED ? ' ) ;
I N P U T S T R I N G ( L I S T ) ;
L I S T P L A C E :  = 1 ; ( *  I N I T I A L I Z E  FOR L I S T  SCANNING * )
WHI LE  L I S T P L A C E < L E N G T H ( L I S T )  DO 

B E G I N ;  ( *  SCAN L I S T  * )
GET I T E M ( L I S T P L A C E . I T E M . L I S T )  ;
P R O C E S S I T E M ; I T E M ) ;
END;  ( *  SCAN L I S T  * )

END;  ( *  G E T L I S T  * )

( * $ I  #5 : G E L M R G F I L E . T E X T * ) ( *  PROCEDURE MERGEFI LES  * )

( * $ I  #5  : GELWRTMRG. T E X T * ) ( *  PROCEDURE WRI TEMERGEFI  LE * )

( *  FORWARD D E F I N I T I O N S  * )

FUNCTI ON S T R T O I N T ;
( *  CONVERTS S TO AN INTEGER * )

VAR
I  . RESULT : INTEGER ;



- 2 6 9 -

B E G I N ;  ( *  S T R T OI N T  * )
RESULT : = 0  ;
FOR I  : =1 TO L E N G T H ( S ) DO

R E S U L T : = R E S U L T * 1 0 + O R D ( S [ I ] ) - O R D ( ' 0 ' ) ;
S T R T O I N T : = R E S U L T ;
END;  ( *  ST R T OI N T  * )

PROCEDURE Q U I T ;

VAR
ANSWER : CHAR ;

B E G I N ;  ( *  Q U I T  * )
W R I T E ( • Q U I T  ( Y / N ) ? ' ) ;
P R O M P T L I N E ( A N S W E R. C ' Y ’ , N ] ) ;
I F  ANSWER:  Y '  THEN 

B E GI N  ;
T I T L E ;
W R I T E L N ( '  RUN A B O R T E D . . . . ' ) ;
E X I T ( P R O G R A M ) ;
END;

END;  ( *  Q U I T  * )

PROCEDURE I N P U T S T R I N G ;
( *  READS L I N E '  FROM THE KEYBOARD AND CHECKS I F  F I R S T  CHAR.  I S  
<ESC> I N  WHICH CASE THE OPTI ON TO E X I T  THE PROGRAM I S  GI VEN * )

B E G I N ;  ( *  I N P U T S T R I N G  * )
W R I T E ( B E L L , ' > ' ) ;
R E A D L N ( L I N E ) ;
I F  L I N E O  ' ■ THEN 

B E G I N ;
I F  L I N E C 1 ] = E S C  THEN

BEG I N ; Q U I T ; I N P U T S T R I N G ( L I N E ) ; E N D ;
END

ELSE
L I N E  : =BLANK 

END;  ( *  I N P U T S T R I N G  * )

PROCEDURE S T R I P B L A N K S ;

( *  S T R I P S  L EADI NG AND T R A I L I N G  BLANKS FROM ' I T E M ' .  I F  ' I T E M '
I S  ALL  BLANKS THEN I T E M = '  ' ON E X I T  * )

VAR
F R O N T . BACK : INTEGER ;

B E G I N ;  ( *  S T R I P B L A N K S  * )
FRONT : = 1 ;
W H I L E  ( I T E M C F R O N T ] = B L A N K )  AND ( FRONT <L EN GT H( I T E M ) )  DO 

FRONT : = SUCC( FRONT ) ;
I F  F R O N T = L E N G T H ( I T E M )  THEN ( *  I TE M  ALL  BLANKS * )

I T E M : = B L A N K  
ELSE

B E G I N ;  ( *  F I N D  BACK CHAR * )
BACK : = L E N G T H ( I T E M )  ;
WHI LE  I T E M ! B A C K ] = B L A N K  DO 

B A C K : = P R E D ( B A C K ) ;
I T E M : = C OPY( I T E M . F R O N T , ( B A C K - F R O N T ) + 1 ) ;
END;  ( *  F I N D  BACK CHAR * )
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END;  ( *  S T R I P B L A N K S  * )

PROCEDURE H EADI N G;

( *  WRITES PROGRAM HEADING TO THE SCREEN * )

B E G I N ;  ( *  HEADING * )
W R I T E L N ( "  COPYRIGHT JON MARSHALL 1 9 8 6 ) ;
W R I T E L N ; W R I T E L N ;
W R I T E L N ( '  T H I S  PROGRAM W I L L  MERGE TOGETHER T H E ) ;
W R I TE L N (  CURVES OF A L I S T  OF GELSCAN D A T A F I L E S ' ) ;
W R I T E L N ( ■I NTO A NEW D A T A F I L E  S U I T A B L E  FOR F U R T H E R ) ;  
W R I TE L N (  PROCESSING BY THE GELSCAN P R O G R A M . ' ) ;
W R I T E L N ;
END;  ( *  HEADING * )

PROCEDURE T I T L E ;

( *  WRITES P R G T I T L E  TO SCREEN * )

CONST
H E I G H T = 1 0 ;  ( *  POS OF T I T L E  DOWN SCREEN *)

VAR
I  : INTEGER ;

B E G I N ;  ( *  T I T L E  * )
P A G E ( O U T P U T ) ;
G O T OX Y ( T R U N C ( 4 0 - L E N G T H ( P R G T I T L E )  ) / 2 ) , H E I G H T ) ;
W R I T E L N ( P R G T I T L E  ) ;
G O T O X Y ( T R U N C ( 4 0 - L E N G T H ( P R G T I T L E )  ) / 2 )  , H E I G H T + 1 ) ;
FOR I : = 1  TO L E N G T H ( P R G T I T L E ) DO 

W R I T E ( ' - ' ) ;
W R I TE L N - . WR I TE L N ;
END;  ( *  T I T L E  * )

( * $ I  #5  : G E L C H K F L . T E X T * ) ( *  PROCEDURE CHE CK F I L E S P E C  * )

PROCEDURE PR I N T F  I L E I N F O ;

( *  PR I N T S  D E T A I L S  OF P R I N T F I L E '  TO L I S T D E V I C E '  * )  

PROCEDURE CONVDATE( T D A Y : D A T E ) ;

VAR
M O N T H N : S T R I N G L 3 ] ;
DY . YR : S T R I N G C 2 ] ;

B E G I N ;  ( *  CONVDATE * )
WITH TDAY DO 

B E G I N ;
S T R ( M O N T H , M O N T H N ) ;
S T R ( D A Y . D Y ) ;
S T R ( Y E A R , Y R ) ;
END;

W R I T E ( L I S T D E V I C E , D Y , ' - ' . MONTHN, ' - ' , Y R ) ;
END;  ( *  CONVDATE * )
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B E G I N ;  ( *  P R I N T F I L E I N F O  * )
WITH P R I N T F I L E  DO 

B E G I N ;
W R I T E ( L I S T D E V I C E . ' NAME : ' , NAME : 1 0 ,  ’ • ) ;
W R I T E ( L I S T D E V I C E . ' D A T E ; ' ) ; C O N V D A T E ( D A Y ) ; 
W R I T E ( L I S T D E V I C E  ) ;

■ COMMENT : ) ;W R I T E ( L I S T D E V I C E ,
W R I T E L N ( L I S T D E V I C E , COMMENT) ;
W R I T E ( L I S T D E V I C E .  RESOLUTI ON 
CASE RES OF

1 : W R I T E ( L I S T D E V I C E  
2 : W R I T E ( L I S T D E V I C E  
3 : W R I T E ( L I S T D E V I C E  

END;  ( *  CASE * )
W R I T E ( L I S T D E V I C E . '
CASE DTYP OF

1 : W R I T E ( L I S T D E V I C E
2 : W R I T E ( L I S T D E V I C E  
3 : W R I T E ( L I S T D E V I C E

END;  ( *  CASE * )
W R I T E L N ( L I S T D E V I C E ) ;
W R I T E ( L I S T D E V I C E , ' A B S O R B A N C E : * , A B R / 1 0 : 4 : 1 ) ;
W R I T E L N ( L I S T D E V I C E , ‘ START OF CURVE:  , ( BEG D I V  4 0 ) : 4 ) ;
END;  ( *  WITH * )

W R I T E L N ( L I S T D E V I C E ) ;
END;  ( *  P R I N T F I L E I N F O  * )

) ;

H I G H )  ;
M E D ' ) ;
L O W  ) ;

T Y P E : ' ) ;

MEASURED' )  
CALCULATED 
BACKGROUND' ) ;

) ;

PROCEDURE P R OMP T L I N E ;

B E G I N ;  ( *  PROMPTLI NE * )
I F  ' I ' I N  OPTI ONS THEN

W R I T E L N ( ' T O  I NCLUDE F I L E ..............I ' )
I F  BLANK I N  OPTI ONS THEN

W R I T E L N ( ' T O  C O N T I N U E . . . < S P A C E > " )
I F  ' S '  I N  OPTI ONS THEN

W R I T E L N ( ' T O  S K I P  F I L E ...................... S ' )
I F  ' T ' I N  OPTI ONS THEN

W R I T E L N (  ' T O  TRY A G A I N ......................T ' )
I F  ESC I N  OPTI ONS THEN

W R I T E L N ( ' T O  Q U I T  <ESC> )
I F  ' D'  I N  OPTI ONS THEN

W R I T E L N ( ' T O  CHANGE D A T E ................ D ' )
I F  ' C  I N  OPTI ONS THEN

W R I T E L N ( ' T O  CHANGE COMMENT . . . C ' )
W R I T E ( B E L L  ) ;
R E P E A T ; R E A D ( K E Y B O A R D , R E P L Y ) ;
U N T I L  REPLY I N O P T I O N S ; W R I T E L N ( R E P L Y ) ;
END;  ( *  PROMPTLI NE * )

PROCEDURE PROCESSERROR;

( *  D I S P L A Y S  ERROR MESSAGE FOR ERROR'  & A PROMPTL I NE FOR 
P O S S I B L E  A CT I ON AND RETURNS THE RESPONSE AS ' A C T I O N '  * )

VAR
ERRORMESS: STRI NG ; 
CHOICE : CHARACTERS ;
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B E G I N ;  ( *  PROCESSERRROR * )
CASE ERROR OF

0 ; BEGIN ;
ACTI ON : = B L A N K ;
E X I T ( P R O C E S S E R R O R ) ;
END ;

2 , 3 : B E G I N ;
ERRORMES: = ■ BAD D E V I C E . ' ;
C H O I C E : = [ E S C , B L A N K ] ;

5 : B E G I N ;
ERRORMESS: = ' DEV I CE  NO LONGER ON L I N E . ' ;  
C H O I C E : = C E S C , B L A N K ] ;
END;

6 : B E G I N ;
ERRORMESS: = ' F I L E  NO LONGER I N  D I R E C T O R Y . ' ;  
CHOICE : = [ E S C , B L A N K , ' T ' ] ;
END;

7 : B E G I N ;
ERRORMESS: = ' I L L E G A L  F I L E N A M E . ' ;
CHOICE : = [ E S C , BL A NK ]  ;
END;

8 : B E G I N ;
ERRORMESS: = ' NO ROOM ON D I S C ' ;
CHOICE : = [ E S C , B L A N K . ' T ' ] ;
END;

9 : BEGIN ;
ERRORMESS: = ' VOLUME NOT ON L I N E . ' ;
CHOICE : = [ E S C . B L A N K , ' T ' ] ;
END;

10 : B E G I N ;
ERRORMESS: = ' NO SUCH F I L E . ' ;
C H O I C E : = [ E S C , B L A N K , ' T ' ] ;
END;

11 : BEGI N ;
ERRORMESS: = ' D U P L I C A T E  F I L E N A M E . ' ;
CHOICE : = [ E S C , BL A N K ]  ;
END ;

1 2 : BEGI N ;
C L O S E ( I N F I L E ) ;
ERRORMESS: = ' F I L E  ALREADY O P E N . ' ;  
C H O I C E : = [ E S C , B L A N K . ' T ' ] ;
END ;

13 : B E G I N ;
ERRORMESS: = ' F I L E  C L O S E D . ' ;
CHOICE : = [ E S C , B L A N K , ' T ' ] ;
END;

16 : BEGI N ;
ERRORMESS: = ' D I S C  WRI TE P R O T E C T E D . ' ;
CHOICE : = [ E S C , B L A N K , ' T ' ] ;
END;

84 : BEGI N ;
ERRORMESS: = ' BAD DATA OR ADDRESS ON D I S C . ' ;  
C H O I C E : = [ E S C . B L A N K ] ;
END;

END;  ( *  CASE * )
W R I T E L N ( NAME) ;
W R I T E L N ( ER R O R M E S S ) ; W R I T E L N ;
P R O M P T L I N E ( A C T I O N , C H O I C E ) ;
END;  ( *  PROCESSERROR * )
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( *  GELMERGE * )

B E GI N ;  ( *  MAI N  * )
( *  I N I T I A L I Z E  * )
B E L L : = C H R ( 7 ) ; ESC : =C H R ( 2 7 )  ;
T I T L E ;
HEADING ;
REPEAT

M E R G E L I S T : = N I L ; F I L E C O U N T : = 0 ;  
G E T L I S T ( M E R G E L I S T ) ;
W R I T E L N ;
MERGEFI  L E S ( MERGE. M E R G E L I S T . N U M F I L E S ) ;
I F  N U M F I L E S > 0  THEN

W R I T E M E R G E F I L E ( M E R G E ) ;
W R I T E L N ; W R I T E L N ;
W R I T E ( M E R G E  MORE F I L E S  ( Y / N ) ? ’ ) ;
P R O M P T L I N E ( A G A I N . [ Y ' . N  ] ) ;
P A G E ( O U T P U T ) ;

U N T I L  A G A I N = ‘ N ’ ;
T I T L E ;
W R I T E L N ; W R I T E L N ( • B Y E . . . ’ ) ;
END.  ( *  MA I N  * )

C o n t e n t s  o f  D i s k  F i l e  # 5 : G E L W R T M R G . T E X T

SEGMENT PROCEDURE WRI TEMERGEFI  L E ( MERGED : D A T A L I  S T ) ; 

VAR
F I L E S P E C , F I L E N A M E  : STRI NG ;
F I L E R R O R : INTEGER ;

PROCEDURE GETNAME(VAR N A M E : S T R I N G ) ;

VAR
I . ERRORPOSIT I O N : I N T E G E R ;
ERRORMESSAGE : S T R I N G ;

B E G I N ;  ( *  GETNAME * )
W R I T E L N (  NAME FOR MERGED F I L E ? ' ) ;
I N P U T S T R I N G ( NAME) ;
C H E C K F I L E S P E C ( E R R O R P O S I T I O N . E R R O R M E S S A G E , N A M E ) ; 
I F  E R R O R P O S I T I O N O G  THEN 

B E G I N ;  ( *  CORRECT * )
FOR I : = 1  TO ERRORPOSI T I ON DO 

W R I T E ( B L A N K ) ;
W R I T E L N ( ' “ ' ) ; W R I T E L N ( E R R O R M E S S A G E ) ; 
G E T N A M E ( N A M E ) ;
END;  ( *  CORRECT * )

END;  ( *  GETNAME * )

PROCEDURE CHANGE;

VAR
RESPONSE : CHAR ;
COMMENT, DATE : STRI NG ;
D Y . MN T H , Y R : INTEGER ;
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PROCEDURE CHANGEDATE( VAR D A Y , M O N T H , Y E A R : I N T E G E R ) ;

VAR
PLACE : I NTEGER ;
D A T E S T R I N G : STRI NG ;
ERROR : BOOLEAN ;

PROCEDURE NEXTNUM(VAR NUMBER : I N T E G E R ) ;

VAR
START : INTEGER ;

B E G I N ;  ( *  NEXTNUM * )
S T A R T : = P L A C E ;
W H I L E  ( D A T ES T R I N G C P L A C E ]  I N  [ O ' . . ' 9 ' ] )  AND 

( P L A C E < L E N G T H ( D A T E S T R I N G ) )  DO 
P L A C E : = S U C C ( P L A C E ) ;

I F  N O T ( D A T E S T R I N G [ P L A C E ]  I N  [ ' 0 ' . . ' 9 ' , ' - ' ] )  OR 
( P L A C E = S T A R T )

THEN
ERROR : =TRUE 

ELSE
I F  ( P L A C E = L E N G T H ( D A T E S T R I N G )  THEN 

BEGI N ;
I F  D A T E S T R I N G [ P L A C E ] = ' - '  THEN 

ERROR : =TRUE 
ELSE
N U M B E R : = S T R T O I N T ( C O P Y ( D A T E S T R I N G . S T A R T , P L A C E - S T A R T + 1 ) )  
END 

ELSE
BEGI N ;
N U M B E R : = S T R T O I N T ( C O P Y ( D A T E S T R I N G . S T A R T . P L A C E - S T A R T ) ) ;  
PLACE : = S U C C ( P L A C E ) ;
END;

END ( *  NEXTNUM * )

B E G I N ;  ( *  CHANGEDATE *)
W R I T E ( ' DATE ? ' ) ; I N P U T S T R I N G ( D A T E S T R I N G ) ; 
PL ACE:  = 1 ; ER R O R : = FALSE ;
N E X T N U M ( D A Y ) ;
I F  ERROR OR N OT ( DAY I N  [ 1 . . 3 1 ] )  THEN 

CHANGEDATE( D Y , M N T H . YR )
ELSE

BEGI N  ;
N E X T N U M ( MO N T H ) ;
I F  ERROR OR NOT(MONTH I N  [ 1 . . 1 2 ] )  THEN 

CHANGEDATE( D Y , M N T H , Y R )
ELSE

B E G I N ;
N E X T N U M ( Y E A R ) ;
I F  ERROR OR NOT( YEAR  I N  [ 1 . . 9 9 ] )  THEN 

C H A N G E D A T E ( D Y , M N T H . Y R ) ;
END;

END;
END;  ( *  CHANGEDATE * )
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B E G I N ;  ( *  CHANGE * )
C L O S E ( L I S T D E V I C E ) ;
; : 8 g ( 3 6 4 k a f I ? E V I C E ,  C O N S O L E : ' ) ;

W R I T E L N ( ’ MERGED F I L E ) ;
W R I T E L N (  ■  ' ) ;
W R I T E L N ;
P R I N T F I L E I N F O ( M E R G E D ) ;
PROMPTLI  N E ( RESPONSE, [ B L A N K . E S C , ' D ' , ' C * ] ) ;
I F  RESPONSE=ESC THEN 

B EGI N  ; QU I T  ; CHANGE ; END ;
I F  RESPONSE:  C'  THEN

B E G I N ;  ( *  COMMENT * )
W R I T E L N ( ’ COMMENT ? ' ) ;
I N P U T S T R I N G ( COMMENT) ;
I F  L E N G T H ( COMMENT) > 4 0  THEN

MERGED. COMMENT: =COPY( COMMENT. 1 , 4 0 )
ELSE

MERGED. COMMENT: = COMMENT;
CHANGE ;
END;  ( *  COMMENT * )

I F  RESPONSE:  D'  THEN 
B E G I N ;  ( *  DATE * )
CHANGEDATE( D Y . MNT H. Y R ) ;
WITH MERGED.DAY DO

BEGI N  ; DAY : = D Y ; MONTH : =MNTH; YEAR : = Y R ; END ;
CHANGE;
END;  ( *  DATE * )

END;  ( *  CHANGE * )

PROCEDURE W R I T E F I L E ;

VAR
I : INTEGER ;
RESPONSE : CHAR ;
OPTI ONS : CHARACTERS ;

B E G I N ;  ( *  W R I T E F I L E  * )
( * $ I - * ) R E S E T ( I N F I L E . F I L E S P E C ) ; ( * $ ! + * )
F I L E R R O R : : I O R E S U L T ;
I F  F I L E R R O R = 0  THEN

B E G I N ;  ( *  F I L E  ALREADY E X I S T S  * )
W R I T E L N ( F I L E S P E C . •  ALREADY E X I S T S . ' ) ;
C L O S E ( I N F I L E ) ;
P R O M P T L I N E ( RESPONSE. [ E S C , ' T . B L A N K ] ) ;
I F  R E S P O N S E : ' T '  THEN 

W R I T E F I L E  
ELSE

W R I T E M E R G E F I L E ( M E R G E D ) ;
END

ELSE
B E G I N ;  ( *  F I L E  D O E S N ' T  E X I S T .  CREATE NEW F I L E  * )
( * $ I - * ) R E W R I T E ( I N F I L E . F I L E S P E C ) ; ( * $ I + * )
F I L E R R O R : : l O R E S U L T ;
P R O C E S S E R R O R ( R E S P O N S E . F I L E R R O R . F I L E S P E C ) ;
I F  F I L E R R O R O O  THEN
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B E G I N ;  ( *  F I LERROR * )
I F  RESPONSE=ESC THEN

B E G I N ; Q U I T ; W R I T E F I L E ; E N D ;
I F  RESPONSE:  T '  THEN 

W R I T E F I L E ;
I F  RESPONSE: BLANK THEN 

W R I T E M E R G E F I L E ( M E R G E D ) ;
END ( *  F I L ERR OR  * )

ELSE
B E G I N ;  ( *  NO F I LERROR * )
( *  SET F I E L D S  TO DEFAULT BEFORE W R I T I N G  * )
WITH MERGED DO 

BEGI N  ;
F F I T : = 0 ;  ( *  0 F I T  PASSES * )
F M A X ; = - 1 ;  ( *  0 PEAKS F I T T E D  * )
B G N D S E T : : 0 ;  ( *  NO BACKGROUND SET *)
D T Y P : = 1 ;  ( *  MEASURED'  DATA * )
END ;

I N F I L E * : =MERGED;
P U T ( I N F I L E ) ;
C L O S E ( I N F I L E . L O C K ) ;
C L O S E t L I S T D E V I C E ) ;
I F  PR I NT ER THEN

R E S E T ( L I S T D E V I C E . ' P R I N T E R  : ' )
ELSE

R E S E T ( L I S T D E V I C E , ' C O N S O L E : ' ) ;
W R I T E L N ( L I S T D E V I C E )  ; WR I  T E L N ( L I S T D E V I  C E ) ;
W R I T E L N ( L I S T D E V I C E . N U M F I L E S : 2 .  ' F I L E S  MERGED I NTO : - ' ) ;
WRI TELN ( L I S T D E V I C E  . ' -------------------------------------------------------- ' ) ;
P R I N T F I L E I N F O ( M E R G E D ) ;
END;  ( *  NO F I LERROR * )

END ;
END;  ( *  W R I T E F I L E  * )

B E G I N ;  ( *  W R I T E ME R G E F I L E  * )
G E T N A M E ( F I L E S P E C ) ;
I F  P O S ( C O L O N . F I L E S P E C ) = 0  THEN 

F I L E N A M E  : = F I L E S P E C  
ELSE

F I L E N A M E : = C O P Y ( F I L E S P E C , P O S ( C O L O N , F I L E S P E C ) + 1 .
L E N G T H ( F I L E S P E C ) - P O S ( C O L O N , F I L E S P E C ) ) ;

I F  P O S ( C O L O N , F I L E S P E C ) =0 THEN
F I L E S P E C : : C O N C A T ( D E F V O L , C O L O N . F I L E S P E C , P E R I O D , D E F E X T )

ELSE
F I L E S P E C : = C O N C A T ( F I L E S P E C . P E R I O D . D E F E X T ) ;

MERGED. NAME : = F I L E N A M E ;
CHANGE ;
W R I T E F I L E ;
C L O S E ( L I S T D E V I C E ) ;
END;  ( *  W R I TE M E R G E F I L E  * )
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C o n t e n t s  o f  D i s k  F i l e  # 5  : G E L M R G F I L E . TEXT

SEGMENT PROCEDURE MERGEFI  L E S ( VAR MERGE : D A T A L I  ST ; BASE : NEXT ;
VAR F I L E N U M B E R : I N T E G E R ) ;

( *  MERGES THE F I L E S  I N THE L I N K E D  L I S T  POI NTED TO BY BASE"  
I NTO M E R G E ' .  ONLY THOSE F I L E S  C O N T A I N I N G  DATA COMPAT I BLE 
WI TH THE F I R S T  F I L E  I N  THE L I S T  ARE ALLOED TO BE MERGED.  I F  
DATA ARE D I FF E R E N T  BUT NOT TOTAL L Y  I N C O M P A T I B L E  THE USER I S  
REQUESTED TO CONFIRM MERGI NG.  ALL  I / O  ERRORS ARE TRAPPED 
AND DEALT W I T H .  THE NUMBER OF F I L E S  ACTUALLY MERGED I S  
PASSED BACK AS F I L E N U M B E R ' .  * )

CONST
L 0 N G L E N = 7 ;  ( *  LONG I NTEGER LENGTH FOR MERGING F I L E S .  MUST

BE LONG ENOUGH TO A V OI D  OVERFLOW FOR 
M A X F I L E '  NUMBER OF F I L E S .  * )

VAR
ACCUMULATOR : ARRAY C O . . T O P ]  OF I N T E G E R C L O N G L E N ] ;
ENTRY : NEXT ;
RESPONSE : CHAR ;
F I L E N A M E : S T R I N G ;  ( *  NEXT F I L E  I N  L I S T  * )
I  . F I L E R R O R : INTEGER ;

PROCEDURE P R O C E S S F I L E ( T I T L E : S T R I N G ) ;

( *  OPENS F I L E  T I T L E '  AND I F  NO I / O  ERROR AND I F  DATA ARE 
COMPAT I BLE  THE F I L E S  CURVE DATA I S  MERGED I NTO 
' ACCUMULATOR' .  * )

VAR
I : I NTEGER ;

PROCEDURE E RR OR ACTI ON( VAR A C T I O N : C H A R ) ;

B E G I N ;  ( *  ERRORACTION * )
I F  A C T I O N = B L A N K  THEN 

BEGI N ;
W R I T E L N ( E N T R Y * . N A M E . ' S K I P P E D . ' ) ; W R I T E L N ;  
e X I T ( P R O C E S S F I L E ) ;
END;

I F  A C T I O N : ' T '  t h e n  
P R O C E S S F I L E ( T I T L E ) ;

I F  ACT I ON= E S C  THEN
B E G I N ; Q U I T ; P R O C E S S E R R O R ( A C T I O N . F I L E R R O R . E N T R Y * . N A M E ) ; 
END;

END;  ( *  ERRORACTION * )

B E G I N ;  ( *  PROCESSF I LE  * )
( * $ I - * )  ( *  I / O  ERROR CHECKING OFF * )
RESET(  I N F I L E . T I T L E )  ;
( * $ I + * )  ( *  I / O  ERROR CHECKING ON * )
F I L E R R O R : = l O R E S U L T ;
P R O C E S S E R R O R ( R E S P O N S E , F I L E R R O R , E N T R Y * . N A M E ) ;
I F  F I LERROR=Q THEN
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B E G I N ;  ( *  PROCESS * )
G E T ( I N F I L E ) ;
I F  F I L E N U MB E R = 0  THEN 

MERGE : = I N F I L E * ;
I F  MERGE. R E S O I N F I L E * . RES THEN 

B E G I N ;
W R I T E L N ( E N T R Y * . N A M E ) ;
W R I T E L N (  GEL RESOLUTION I N C O M P A T I B L E . ' ) ;  
P R O M P T L I N E ( REPONSE.  [ E S C , B L A N K ]  ) ;
E R R O R A C T I O N ( R E S P O N S E ) ;
END

ELSE
B E G I N ;
I F  MERGE.  A B R O I N F I L E *  .ABR THEN 

BEGI N  ;
W R I T E L N ( E N T R Y * . N A M E )  ;
W R I T E L N ( ' ABSORBANCE RANGE I N C O M P A T I B L E . ' ) ;  
P R O M P T L I N E ( R E P O N S E . [ E S C , B L A N K . ' I ' ] ) ;  
ERRORACTI ON( RESPONSE)  ;
END;

I F  MERGE.  B E G O I N F I L E *  . BEG THEN 
BEGI N  ;
W R I T E L N ( E N T R Y * . NAME) ;
W R I T E L N (  ' CURVE START P OI N T  D I F F E R E N T . ' ) ;  
P R O M P T L I N E ( REPONSE, [ E S C . B L A N K . ' I  ' ]  ) ; 
ERR O R A C T I ON ( RE S P O N S E ) ;
END;

I F  MERGE. D T Y P O I N F I L E * . DTYP THEN 
B E G I N ;
W R I T E L N ( E N T R Y * . NAME) ;
W R I T E L N ( ' CURVE DATA TYPE D I F F E R E N T . ' ) ;  
P R O M P T L I N E ( REPONSE. [ E S C . B L A N K , ' I ' ] ) ;  
E R R O R A C T I O N ( R E S P O N S E ) ;
END;

( *  O . K .  TO ADD F I L E  * )
FOR I : = 0  TO TOP DO

ACCUMULATORCI ]  : = ACCUMULATOR [ I  ]■»• I N F I  L E * . C [ I ]  ; 
F I L E N U M B E R : =SUCC( F I LENUMBER ) ;
W R I T E L N ( L I S T D E V I C E , F I L E : '  , F I L E N U M B E R : 3 ) ;
W R I T E L N ( L I S T D E V I C E ,  ' ------------------ ' ) ;
P R I N T F I L E I N F O ( I N F I L E * ) ;
END

ELSE
E R R O R A C T I ON ( RESPONSE) ;

( * $ I - * ) C L O S E ( I N F I L E ) ; ( * $ I + * )
END;  ( *  PROCESSF I LE  * )

B E G I N ;  ( *  MERGEFI LES * )
FOR I : = 0  TO TOP DO ( *  I N I T .  ARRAYS * )

B E G I N ;
A C CUMULATORCI ]  : = 0  ;
END;

F I L E N U M B E R : = 0  ;
( * $ I - * ) R E S E T ( L I S T D E V I C E .  P R I N T E R : ' ) ; ( * $ I + * )
I F  l OR E S U L T  I N  [ 0 , 1 2 ]  THEN ( *  P R I N T E R :  ON L I N E  * )

B E G I N ;  ( *  PRI NTER OPTI ON * )
W R I T E ( ' L I S T  OF F I L E S  TO P RI NTER ( Y / N ) ? ' ) ;  
P R O M P T L I N E ( RESPONSE, [ Y ' . ' N  ] ) ;
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I F  RESPONSE:  N '  THEN 
B E G I N ;
C L O S E ( L I S T D E V I C E ) ;
( * $ I - * ) R E S E T ( L I S T D E V I C E ,  CONSOLE:  ) ; ( * $ I + * )
P R I N T E R  : = F A L S E ;
END

ELSE
B E G I N ;
PR I N T E R  : = T R U E ;
W R I T E L N ( L I S T D E V I C E , P R G T I T L E ) ;
FOR I ; : 1  TO L E N G T H ( P R G T I T L E ) DO 

W R I T E ( L I S T D E V I C E , ' - ' ) ;
W R I T E L N ( L I S T D E V I C E )  ; W R I T E L N ( L I S T D E V I  C E ) ;
END;

END
ELSE

BEGI N  ;
( * $ I - * ) R E S E T ( L I S T D E V I C E ,  ' CONSOLE : * ) ; ( * $ I  + * )
P R I N T E R  : = F A L S E ;
END;

W R I T E L N ;
E N T R Y : = B A S E ;
WHI LE  E N T R Y O N I L  DO

B E G I N ;  ( *  SCAN L I S T  * )
F I L E N A M E  : = ENTRY*  . NAME ;
I F  P O S ( C O L O N , F I L E N A M E ) = 0  THEN

F I L E N A M E  : =CONCAT( D E F V O L , COLON, F I L E N A M E ) ;
F I L E N A M E  : : C O N C A T ( F I L E N A M E . P E R I O D , D E F E X T ) ; 
P R O C E S S F I L E ( F I L E N A M E ) ;
E N T R Y : = E N T R Y * . N E X T F I L E ;
END;  ( *  SCAN L I S T  * )

I F  F I L E N U M B E R = 0  THEN 
B E G I N ;
W R I T E L N ; W R I T E L N ( B E L L ,  NO F I L E S  M E R G E D . ’ ) ;
E X I T ( M E R G E F I L E S ) ;
END;

I F  F I L E N U M B E R > 1  THEN 
FOR I : : 0  TO TOP DO

MERGE. C [ I ] : = T R U N C ( ACCUMULATORCI ] D I V  F I LE N U M B E R )
ELSE

FOR I : : 0  TO TOP DO
MERGE . CC I  ] : = T RUNC( A C C U M U L A T O R C I ] ) ;

END;  ( *  MER GEF I L ES  * )

C o n t e n t s  o f  D i s k  F i l e  # 5 : G E L C H K F L . T E X T

PROCEDURE C H E C K F I L E S P E C ;

( *  CHECKS THAT F I L E S P E C  I S  CORRECT SYNTAX FOR A GELSCAN
D A T A F I L E ,  I F  AN ERROR I S  PRESENT I T S  L OCAT I ON AND NATURE 
ARE RETURNED I N  ERRPOS AND ERRMES.  I F  NO ERROR THEN 
ERRPOS:Q AND E R R M E S = '  * )

CONST
M A X V 0 L E N = 7 ;  ( *  MAXIMUM VOLUME NAME LENGTH * )
M A X N A M E L E N : 10 ; ( *  MAXIMUM NAME LENGTH * )
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VAR
L E T T E R S .
D I G I T S  .
S P E C I A L C H A R S ,
V A L I D L E T T E R S : CHARACTERS ;
VOLUMESPEC,
NAMESPEC: STRI NG ;
P L A C E . COLONPOS: INTEGER ;

PROCEDURE SETERROR ( P O S I T I O N  ; I NTEGER ; MESSAGE : S T R I N G ) ;

B E G I N ;  ( *  SETERROR * )
ERRPOS: = P O S I T I O N ; ERRMES: = MESSAGE ;
END;  ( *  SETERROR * )

PROCEDURE CHECKVOLUME ( V O L U M E : S T R I N G ) ;

VAR
I . NUMBER : INTEGER ;

B E G I N ;  ( *  CHECKVOLUME * )
I F  VOLUMEC1 ] =HASH THEN

B E G I N ;  ( *  CHECK VOLUME NUMBER * )
I F  L E N G T H ( V O L U M E )=1 THEN

SETERROR( 2 . * VOLUME NUMBER E X P E C T E D . )
ELSE

BEGI N
V A L I D L E T T E R S : = D I G I T S ; I : = 1 ;
REPEAT 
I  : = S U C C ( I ) ;
U N T I L  N O T ( V O L U M E C I ]  I N  V A L I D L E T T E R S )  OR

( I  = L ENGTH( VOLUME)  ) ;
I F  N O T ( V O L U M E C I ] I N  V A L I D L E T T E R S )  THEN 

S E T E R R O R ( I ,  I L L E G A L  C H A R A C T E R . )
ELSE

BEGI N
NUMBER : = S T R T O I N T ( COPY( VOLUME, 2 . L E N G T H ( VOLUME) -  1 ) ) ; 
I F  NOT(NUMBER I N  C 4 . 5 . 9 . . 1 2 ]  THEN

SETERROR( 2 , " I N V A L I D  VOLUME N U M B E R . ’ ) ;
END

END
END ( *  CHECK VOLUME NUMBER * )

ELSE
BEGI N  ( *  CHECK VOLUME NAME * )
V A L I D L E T T E R S : = L E T T E R S + D I G I T S ;
I  ; = 0 ;
REPEAT 
I  : = S U C C ( I ) ;
U N T I L  N O T ( V O L U M E C I ]  I N  V A L I D L E T T E R S )  OR 

( I = L E N G T H ( V O L U M E )  ) ;
I F  N O T ( V O L U M E C I ] I N  V A L I D L E T T E R S )  THEN 

SETERROR( I , ’ I L L E G A L  C H A R A C T E R . ’ )
ELSE

I F  I >MAXVOLEN THEN
SETERROR( MAXVOLEN+1 , ’ VOLUME NAME TOO L O N G . ’ ) ;

END;
END;  ( *  CHECK VOLUME * )
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PROCEDURE CHKNAME( NAME : S T R I N G ) ;

VAR
I  : I NTEGER ;

B E G I N ;  ( *  CHKNAME * )
V A L I D L E T T E R S : = L E T T E RS + D I G I T S  + SPEC I ALCHARS ;
I  : = 0 ;
REPEAT ; I  : = S U C C ( I ) ;
U N T I L  N O T ( N A M E [ I ]  I N  V A L I D L E T T E R S )  OR ( I = L E N G T H ( NAME) ) ;
I F  N 0 T ( N A M E C I ]  I N  V A L I D L E T T E R S )  THEN 

S E T E R R O R ( P L A C E + I . ' I L L E G A L  CHARACTER. ' )
ELSE

I F  I>MAXNAMELEN THEN
SETERROR( PLACE+MAXNA ME LEN+1 ,  F I L E N A M E  TOO L O N G . ' ) ;

END;  ( *  CHKNAME * )

B E G I N ;  ( *  CH E C K F I L E S P E C * )
( *  I N I T I A L I Z E  * )
L E T T E R S : = C ' A ' . . ' Z ' ] ; D I G I T S : = [ ' 0 ' . . ' 9 ' ] ;
S P E C I A L C H A R S :
E R R P O S : = 0 ; E R R M E S : : '  ' ; P L A C E : = 0 ;
COLONPOS: = P O S ( COLON. F I L E S P E C ) ;
I F  C O L O N P O S O Ü  THEN 

B E G I N ;
PLACE : =COLONPOS;
I F  C 0 L 0 N P 0 S = 1  THEN

SETERROR( 1 ,  VOLUME S P E C I F I C A T I O N  E X P E C T E D . ' ) ;
V O L U M E S P E C : = C O P Y ( F I L E S P E C , 1 . C O L O N P O S - 1 ) ;
CHECKVOLUME( VOLUMESPEC) ;
END ;

( *  CHECK NAME * )
I F  COLONPOS=LENGTH( F I L E S P E C ) THEN

SETERROR( COLONPOS+ 1 . ' F I L E N A M E  E X P E C T E D . ' ) ;
NAMESPEC: = C O P Y ( F I L E S P E C . C O L O N P O S + 1 , L E N G T H ( F I L E S P E C ) - C O L O N P O S ) ;  
CHKNAME( NAMESPEC) ;
END;  ( *  CHE CK F I L E S P E C  * )
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1 6 5 - 1 6 7 .

CHAN,  S . J . ,  K E I M ,  P.  & S T E I N E R ,  D . F .  ( 1 9 7 6 )  P r o c .  N a t l .  A c a d .  
S c i .  USA 7 1 ,  1 9 6 4 - 1 9 6 8 .

CHAN.  S . J . ,  EMDI N ,  S . O . ,  KWOK, S . C . M . ,  KRAMER,  J . M . ,  FALKMER,  
S.  & S T E I N E R ,  D . F .  ( 1 9 8 1 )  J .  B i o l .  Chem.  2 5 6 . 7 5 9 5 - 7 6 0 2 .

CHAN,  S . J . ,  EP I SKOPOU,  V . ,  Z E I T L I N ,  S . ,  KARATHANAS I S , A . M . ,  
M a c K R E L L ,  A . ,  S T E I N E R ,  D . F .  & E F S T R A T I A D I S , A.  ( 1 9 8 4 )  P r o c .  
N a t l .  A c a d .  S c i .  USA 8 1 ,  5 0 4 6 - 5 0 5 0 .

CHARLES,  M . A . ,  FANSKA,  R . ,  SCHMI D,  F . G . ,  FORSHAM,  P . H .  & 
GRODSKY,  G . M .  ( 1 9 7 3 )  S c i e n c e  1 7 9 . 5 6 9 - 5 7 1 .

CHELEY,  S.  & ANDERSON,  R.  ( 1 9 8 4 )  A n a l .  B i o c h e m .  1 3 7 . 1 5 - 1 9

C H I R G W I N ,  J . M . ,  PRZ YBYL A ,  A . E . ,  MacDONALD,  R . J .  & RUTTER,  W . J .
( 1 9 7 9 )  B i o c h e m i s t r y  H ,  5 2 9 4 - 5 2 9 9

CLARK,  J . L .  ( 1 9 6 9 )  PhD.  d i s s e r t a t i o n  C h i c a g o .  1 1 1 . ,  U n i v .  o f  
C h i c a g o ,  1 9 6 9 .

CLARK,  J . L .  & S T E I N E R ,  D . F .  ( 1 9 6 9 )  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  USA 
6 1 ,  2 7 B - 2 8 5 .

COORE,  H . G .  & RANDLE,  P . J .  ( 1 9 6 4 )  B i o c h e m .  J .  1 1 ,  6 6 - 7 8 .

CORDELL,  B . ,  B E L L ,  G . ,  T I S C H E R ,  F . ,  DeNOTO,  M . , U L L R I C H ,  A . ,  
P I C T E T ,  R . ,  RUTTER,  W . J .  & GOODMAN. H . M .  ( 1 9 7 9 )  C e l l  1 1 ,  
5 3 3 - 5 4 3  .

COX,  R . A .  ( 1 9 6 8 )  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  ( G r o s s m a n ,  L .  &
M o l d a v e ,  k .  E d s . ) ,  V o l .  1 2 B ,  p p 1 2 0 - 1 2 9

CROSSLEY,  J . R .  ( 1 9 7 4 )  J .  L a b .  C l i n .  M e d .  1 4 ,  7 5 2 - 7 5 8
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d e  CROMBRUGGHE,  B . ,  BUSBY,  S.  & BUG, H.  ( 1 9 8 4 )  I n :  B i o l o g i c a l
R e g u l a t i o n  a n d  D e v e l o p m e n t ,  V o l .  3 B ,  p p l 2 9 - 1 6 7  ( E d s .  
G o l d b e r g e r ,  R . F .  & Y a m a m o t o ,  K . R . ) ,  P l e n u m ,  New Y o r k .
De MEYER,  J .  ( 1 9 0 9 )  A r c h .  F i s i o l .  %,  9 6 .

D I X O N ,  G . H .  & WARDLOW, A . C .  ( 1 9 6 0 )  N a t u r e  1 8 8 . 721

DU,  Y . C . ,  ZHANG,  Y . S . ,  LU ,  Z . X .  & TSUO,  C . L .  ( 1 9 6 1 )  S c i .
S i n i c a  ( P e k i n g )  J_0, 84

DU GUI D,  J . R . ,  S T E I N E R ,  D . F .  & C H I C K ,  W . L .  ( 1 9 7 6 )  P r o c .  N a t l .  
A c a d .  S c i .  USA 1 3 ,  3 5 3 9 - 3 5 4 3 .

EDLUND,  T . ,  WALKER,  M . D . ,  BARR,  P . J .  & RUTTER,  W . J .  ( 1 9 8 5 )  
S c i e n c e  23 0 . 9 1 2 - 9 1 6

EDMONDS,  M . , VAUGHN,  M . H . J r .  & N A K A Z A T O , H.  ( 1 9 7 1 )  P r o c .  N a t l .  
A c a d .  S c i .  USA 68., 1 3 3 6

EKSTROM,  B . ,  PETERSON,  P.  & BERGGARD,  I .  ( 1 9 7 5 )  B i o c h e m .  
B i o p h y s .  R e s .  Commun.  1 5 ,  1 4 2 7

E S K R I D G E ,  E . M .  & S H I E L D S .  D.  ( 1 9 8 3 )  J .  B i o l .  Chem.  2 5 8 .
1 1 4 8 7 -  1 1 5 2 3  .

FEDORCSAK,  I .  & EHRENBERG,  L .  ( 1 9 6 6 )  A c t a  Chem.  S c a n d .  1 0 ,  107

F E I N B E R G ,  A .  & V O G E L S T E I N ,  B.  ( 1 9 8 3 )  A n a l .  B i o c h e m .  1 3 2 . 6 - 1 3

F E I N B E R G ,  A.  & V O G E L S T E I N ,  B.  ( 1 9 8 4 )  A n a l .  B i o c h e m .  1 3 7 . 2 6 6

FERAMI SCO,  J . R . ,  HELFMAN,  D . M . ,  SMART.  J . E . ,  BURRI DGE,  K.  & 
THOMAS,  G . P .  ( 1 9 8 2 )  J .  B i o l .  Chem.  2 5 7 . 1 1 0 2 4 - 1 1 0 3 1

FREUDENBERG,  H.  & MAGER,  J .  ( 1 9 7 1 )  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  2 3 2  .
5 4 7 - 5 5 5

G A G L I A R D I N O ,  J . J . ,  HARRI SON,  D . E . ,  C H R I S T I E ,  M . R . ,
G A G L I A R D I N O ,  E . E .  & ASHCROFT,  S . J . H .  ( 1 9 8 0 )  B i o c h e m .  J .  1 9 2 .
9 1 9 - 9 2 7 .

GEISOW,  M . J .  ( 1 9 7 8 )  FEBS L e t t .  8 7 ,  1 1 1 - 1 1 4 .

GEY,  G . O .  & GEY,  M . K .  ( 1 9 3 6 )  Am.  J .  C a n c e r  1 %,  4 5 - 7 6 .

G I D D I N G S ,  S . J . ,  C H I R G W I N ,  J .  & PERMUTT,  M . A .  ( 1 9 8 1 )  J .  C l i n .
I n v e s t .  1 1 ,  9 5 2 - 9 6 0 .

G I D D I N G S ,  S . J . ,  C H I RG W I N ,  J .  & PERMUTT,  M . A .  ( 1 9 8 2 )  D i a b e t e s
1 1 ,  6 2 4 - 6 2 9 .

G I D D I N G S ,  S . J . ,  C H I R G WI N,  J .  & PERMUTT,  M . A .  ( 1 9 8 5 )
D i a b e t o l o g i a  H , 3 4 3 - 3 4 7 .

G I D D I N G S ,  S . J .  & ROTWEIN,  P . S .  ( 1 9 8 6 )  M e t h o d s  i n  D i a b e t e s  
R e s e a r c h  ( L a r n e r ,  J .  & P o h l ,  S . L .  E d s ) , V o l .  1,  L a b o r a t o r y  
M e t h o d s ,  P a r t  A ,  J o h n  W i l e y ,  New Y o r k ,  p p 3 4 7 - 3 6 1
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G I L M O R E .  R . ,  WALTER,  P.  & BLOBEL ,  G.  ( 1 9 8 2 )  J .  C e l l  B i o l .  9 5 . 
4 7 0 - 4 7 7
GI L MO R E ,  R.  & BL OBEL ,  G . ( 1 9 8 3 )  C e l l  1 5 ,  6 7 7 - 6 8 5

G I V O L ,  D . ,  DeLORENZO,  F . ,  GOLDBERGER,  R . F .  & A N F I N S E N ,  C . B .  
( 1 9 6 5 )  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  USA 5 1 ,  6 7 6 - 6 8 4

GOLDBERG,  I . H . ,  R A B I N O W I T Z ,  M.  & R E I C H ,  E.  ( 1 9 6 2 )  P r o c .  N a t l .  
A c a d .  S c i .  USA 4_8 , 2 0 9 4 - 2 1 0 1

GOLD,  G . ,  G I S H I Z K Y ,  M . L .  & GRODSKY,  G . M .  ( 1 9 8 2 )  S c i e n c e  2 1 8 . 
5 6 - 5 8  .

GOLD,  G . ,  POU, J . ,  G I S H I Z S K Y ,  M . L . ,  L A N D A H L , H . D .  & GRODSKY,
G . M .  ( 1 9 8 6 )  D i a b e t e s  1 5 ,  6 - 1 2

GREENWOOD, F . C . ,  HUNTER,  W. M.  & GLOVER,  J . S .  ( 1 9 6 3 )  B i o c h e m .
J . 1 9 ,  1 1 4 - 1 2 3

GREEN,  I . e .  & TAYLOR,  K . W .  ( 1 9 7 2  ) J. E n d o c r i n o l .  5_4 , 31 7 - 3 2 5 .

GREEN,  I . e . ,  HOWELL,  S . L . ,  MONTAGUE,  W. & TAYLOR,  K . W .  ( 1 9 7 3 )  
B i o c h e m .  J .  1 3 4 . 4 8 1 - 4 8 7

GREEN,  I . e . ,  P E R R I N ,  D . & HOWELL,  S . L .  ( 1 9 7 8 )  H o r m .  M e t a b .  
R e s .  J_0, 3 2 - 3 5

G R E I D E R ,  M . H . ,  HOWELL,  S . L .  & LACY,  P . E .  ( 1 9 6 9 )  J .  C e l l  B i o l .  
4 1 . 1 6 2 - 1 6 6 .

G R I L L ,  V .  & C E R A S I ,  E.  ( 1 9 7 6 )  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  4 3 7 . 
3 6 - 5 0  .

GRODSKY,  G . M . ,  B A T T S ,  A . A . ,  BENNETT,  L . L . ,  V C E L L A ,  C . ,  
M C W I L L I A M S ,  N . B .  & S M I T H ,  D . F .  ( 1 9 6 3  ) Am.  J .  P h y s i o l .  2 0 5  . 
6 3 8 - 6 4 4 .

GRODSKY,  G . M .  & BENNETT,  L . L .  ( 1 9 6 6 )  D i a b e t e s  1 5 ,  9 1 0 - 9 1 3 .

GUNNARSSON,  R.  ( 1 9 7 7 )  D i a b e t e  M e t a b .  1 ,  1 4 9 - 1 5 3 .

GUYETTE,  W . A . ,  M U T U S I K ,  R . J .  & ROSEN,  J . M .  ( 1 9 7 9 )  C e l l  1 % ,  
1 0 1 3 - 1 0 2 3

HAHN,  V . ,  W I N K L E R ,  J . ,  RAPOPORT, T . A . ,  L I E B S C H E R ,  D . - H . ,
C OUT EL L E ,  C h .  & ROSENTHAL,  S.  ( 1 9 8 3 )  N u c l .  A c i d s  R e s .  J _ l ,
4 5 4  1 .

HALBAN,  P . A .  & WOLLHEI M,  C . B .  ( 1 9 8 0 )  J .  B i o l .  Chem.  2 5 5 ,  
6 0 0 3 - 6 0 0 6  .

HALBAN,  P . A . ,  WOLLHEI M,  C . B . ,  B L ON D E L , B.  & RENOLD,  A . E .
( 1 9 8 0 )  B i o c h e m .  P h a r m a c o l .  H , 2 6 2 5 - 2 6 3 3 .

HALBAN,  P . A .  & RENOLD,  A . E .  ( 1 9 8 3 )  D i a b e t e s  1 2 ,  2 5 4 - 2 6 1 .

HALBAN,  P . A . ,  AMHERDT, M . , O R C I ,  L .  & RENOLD,  A . E .  ( 1 9 8 4 )  
B i o c h e m .  J .  2 1 9 . 9 1 - 9 7 .
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HANAHAN,  D.  ( 1 9 8 5 )  N a t u r e  3 1 5 . 1 1 5 - 1 2 2

HELLERSTROM,  C.  ( 1 9 6 4  ) A c t a  E n d o c r i n o l .  _4_5 , 1 2 2 - 3 2 2 .
HELLMAN,  B . ,  I D A H L ,  L . - Â .  & D A N I EL S S O N ,  Â .  ( 1 9 6 9 )  D i a b e t e s  JL8, 
5 0 9 - 5 1  6

HELLMAN,  B . ,  I D A H L ,  L . - Â . ,  LERNMARK,  Â .  & T À L J E D A L ,  I . - B .
( 1 9 7 4 a )  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  USA 7_i ,  3 4 0 5 - 3 4 0 9

HELLMAN,  B . ,  I D A H L ,  L . - Â . ,  LERNMARK,  Â . .  S E H L I N ,  J .  &
T À L J E D A L ,  I - B .  ( 1 9 7 4 b )  A r c h .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  16 2 . 4 4 8 - 4 5 7 .

H E L L Q V I S T ,  L . N . B .  & T AYLOR,  K . W .  ( 1 9 8 0  ) D i a b e t o l o g i a  19. ,  5 6 0 .

H E L L Q V I S T ,  L . ,  TAYLOR,  K . W .  & Z A L U Z N Y , S.  ( 1 9 8 1 )  FEBS L e t t .
1 3 2 . 2 1 5 - 2 1 8 .

HERS,  H . G .  & HUE,  L .  ( 1 9 8 3 )  A n n .  R e v .  B i o c h e m .  5%,  6 1 7 - 6 5 3

H I L W I G ,  I .  SCHUSTER,  S . ,  HEPTNER,  W. & W A I S I  E L E W S K I , E.  V.
( 1 9 6 8  ) Z .  Z e l l f o r s c h .  9_0 , 3 3 3 - 3 4 6 .

HOBART,  P . M . ,  SHEN,  L . - P . ,  CRAWFORD, R . ,  P I C T E T ,  R . L .  &
RUTTER,  W . J .  ( 1 9 8 0 )  S c i e n c e  2 1 0 . 1 3 6 0 - 1 3 6 3 .

H O L L I N G E R ,  M . A .  & HWANG, F . ( 1 9 7 2  ) B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  2 6 2  .
3 3 6 - 3 4 3

HOPCROFT,  D . W . ,  MASON,  D . R .  & SCOTT,  R . S .  ( 1 9 8 5 )  H o r m o n e  
M e t a b .  R e s .  1 %,  5 5 9 - 5 6 1 .

HOUSSAY,  B . A .  & DEU L OF EU, V .  ( 1 9 3 9 )  E r g e b .  V i t a m .
H o r m o n f o r s c h  2, 2 9 7 - 3 4 6 .

HOWELL.  S . L .  & TAYLOR,  K . W .  ( 1 9 6 6 )  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  1 3 0 .
5 1 9 - 5 2 1 .

HOWELL,  S . L .  & TAYLOR,  K . W .  ( 1 9 6 7 )  B i o c h e m .  J .  1 0 2 . 9 2 2 - 9 2 7 .

HOWELL,  S . J . ,  K O S T I A N O V S K Y , M.  & LACY,  P . E .  ( 1 9 6 9 )  J .  B i o l .
Chem.  4 1 ,  6 9 5 - 7 0 5 .

HOWELL,  S . L .  & MONTAGUE,  W. ( 1 9 7 3 )  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  3 2 0 . 
4 4 - 5 2

HOWELL,  S . L . ,  GREEN,  I . C .  & MONTAGUE,  W. ( 1 9 7 3 )  B i o c h e m .  J .
1 3 6 ■ 3 4 3 - 3 4 9

HUMBEL , R . E . ,  RENOLD,  A . E . ,  HERRERA,  M . G .  & TAYLOR,  K . W.
( 1 9 6 1 )  E n d o c r i n o l .  6 1 ,  8 7 4 - 8 7 7 .

HUMBEL,  R . E .  ( 1 9 6 3 )  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  H .  9 6 - 1 0 4 .

HUMBEL,  R . E .  & RENOLD,  A . E .  ( 1 9 6 3  ) B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  1_4 ,
8 4 - 9 5  .

HUMBEL,  R . E .  ( 1 9 6 5 )  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  USA H ,  8 5 3 - 8 5 9
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HUMBEL,  R . E . ,  BOSSHARD,  H . R .  & ZAHN,  H . ( 1 9 7 2 )  I n :  H a n d b o o k  o f
P h y s i o l o g y - E n d o c r i n o l o g y . V o l .  1 ,  ( G e i g e r ,  S . R .  E d . )
B a l t i m o r e ,  W a v e r l y  P r e s s  I n c . ,  p p  1 1 1 - 1 3 2 .

I T O H ,  N . ,  SEX,  T . ,  NOSE,  K.  & OKAMOTO, H.  ( 1 9 7 8 )  FEBS L e t t .
93 . 3 4 3 - 3 4 7 .

I T O H ,  N . , NOSE,  K.  & OKAMOTO, H.  ( 1 9 7 9 )  E u r .  J .  B i o c h e m .  H ,
1 - 9  .

I T O H ,  N.  & OKAMOTO, H.  ( 1 9 8 0 )  N a t u r e  2 8 3 . 1 0 0 - 1 0 2 .

l Y N E D J I A N ,  P . ,  M OBI US ,  G . ,  S E I T Z ,  H . J . ,  WOLLHEI M,  C . B .  & 
RENOLD,  A . E .  ( 1 9 8 6 )  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  USA 1 3 ,  1 9 9 8 - 2 0 0 1

JACKSON.  R . J . ,  CAMPBELL ,  E . A . ,  HERBERT,  P.  & HUNT,  T .  ( 1 9 8 3 )  
E u r .  J .  B i o c h e m .  13 1 . 2 8 9 - 3 0 1

JACOBSEN,  H . ,  KLENOW, H . & OVARGAARD-HANSEN,  K.  ( 1 9 7 4 )  E u r .  J . 
B i o c h e m .  4 1 ,  6 2 3

JAHR,  H . ,  LORENZ,  D . ,  BESCH,  W . , ZÜHLKE,  H . ,  SCHMI DT ,  S . ,  
L I P P E R T ,  H.  & B I B E R G E I L ,  H.  ( 1 9 8 0 a )  H o r m .  M e t a b .  R e s .  1 2 .
8 3 - 8 4  .

JAHR,  H . ,  SCHRODER,  D . , Z I E G L E R ,  B . ,  Z I E G L E R .  M. & ZÜHLKE,  H.  
( 1 9 8 0 b )  E u r .  J .  B i o c h e m .  1 1 0 . 4 9 9 - 5 0 5 .

J A I N ,  K.  & LOGOTHETOPOULOS, J .  ( 1 9 7 7 )  B i o c h e m .  J .  1 7 0 . 4 6 1 - 4 6 7

JANSEN,  M . , v a n  S C H A I K ,  F . M . A . ,  R I C K E R ,  A . T . ,  BULLOCK,  B . ,  
WOODS, D . E . ,  GABBAY,  K . H . ,  NUSSBAUM,  A . L . ,  SUSENBACH, J . S .  & 
v a n  d e n  BRANDE,  J . L .  ( 1 9 8 3 )  N a t u r e  3 0 6 . 6 0 9 - 6 1 1

J A R R E T T ,  R . J . ,  KEEN,  H.  & TRACK,  N.  ( 1 9 6 7 )  N a t u r e  2 1 3 .
6 3 4 - 6 3 5  .

JOHNSON,  D . E . ,  BAUER,  G . E . ,  W I L L I A M S ,  F . G .  & D I X I T ,  P . K .
( 1 9 8 4  ) M e t a b o l i s m  H ,  1 - 7 .

JONSSEN,  L . E . ,  PONTEN,  J .  & THORELL , J .  ( 1 9 6 6  ) D i a b e t o l o g i a  2., 
1 5 7 - 1 6 1  .

K A E L I N ,  D . , RENOLD,  A . E .  & SHARP,  G . W . G .  ( 1 9 7 8 )  D i a b e t o l o g i a  
14 . 3 2 9 - 3 3 5 .

K A K I T A ,  K . ,  G I D D I N G S ,  S.  & PERMUTT,  M . A .  ( 1 9 8 2 )  P r o c .  N a t l .  
A c a d .  S c i .  USA I I ,  2 8 0 3 - 2 8 0 7 .

K A K I T A ,  K . ,  G I D D I N G S ,  S . J . ,  ROTWEIN,  P . S .  & PERMUTT,  M . A .
( 1 9 8 3 )  D i a b e t e s  3 2 ,  6 9 1 - 6 9 6 .

K A L L E E ,  E.  ( 1 9 5 2 )  Z .  N a t u r f o r s c h  J b ,  6 6 1 - 6 6 5

K E L L Y ,  R . B . ,  C O Z Z A R E L L I ,  N . R . ,  DEUTSCHER, M . P . ,  LEHMAN,  I . R .  & 
KORNBERG,  A .  ( 1 9 7 0 )  J .  B i o l .  Chem.  2 4 1 ,  3 9 - 4 5

KEMMLER,  W. & S T E I N E R ,  D . F .  ( 1 9 7 0 )  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  
Commun.  4J_, 1 2 2 3 - 1  2 3 0 .
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KEMPER,  B . ,  HABENER,  J . F . ,  M U L L I G A N ,  R . C . ,  POTTS,  J . T . J r .  & 
R I C H ,  A .  ( 1 9 7 4  ) P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  USA J J . ,  3 7 3 1 - 3 7 3 5 .

KOHNERT,  K . D . ,  JAHR,  H . , SCH MI DT ,  S . ,  HAHN,  H . - J .  & ZÜHLKE,  H.
( 1 9 7 6 )  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  4 2 2 . 2 5 4 - 2 5 9 .

K O T U L A S , 0 . B . , MORRISON,  J . R .  & RECANT,  L . ( 1 9 6 5  ) B i o c h i m .
B i o p h y s .  A c t a  9_6 , 3 5 0 - 3 5 2 .

KWOK, S . C . M . ,  CHAN,  S . J .  & S T E I N E R ,  D . F .  ( 1 9 8 3 )  J .  B i o l .  Chem.  
2 5 8  . 2 3 5 7 - 2 3 6 3 .

LACY,  P . E .  & D A V I E S ,  J .  ( 1 9 5 9 )  S t a i n .  T e c h .  1 4 ,  8 5 .

LACY,  P . E .  & KOST I ANOVSKY,  M. ( 1 9 6 7 )  D i a b e t e s  J l ,  3 5 - 3 9 .

LA C Y ,  P . E . ,  HOWELL.  S . L . ,  YOUNG, D . A .  & F I N K ,  C . J .  ( 1 9 6 8 )  
N a t u r e  2 1 9 . 1 1 7 7 - 1 1 7 9 .

LAGUESSE,  E.  ( 1 8 9 4 )  J .  A n a t .  1 0 ,  5 9 1 .

L A I M I N S ,  L . ,  HOLMGREN- KONI G,  M. & KHOURY,  G . ( 1 9 8 6 )  P r o c .
N a t l .  A c a d .  S c i .  USA 8 1 ,  3 1 5 1 - 3 1 5 5

LAMERS,  W . , M E I S N E R ,  H.  & HANSON,  R . W.  ( 1 9 8 2 )  P r o c .  N a t l .
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Abstract
The rate of glucose stimulated in vitro (pro)insulin 

synthesis in islets of Langerhans isolated from fed male rats 
was determined. Increases in the glucose concentration of the 
incubation medium, over the physiological range (2 to 20 mM), 
stimulated the rates of both (pro)insulin and total protein 
synthesis during a two hour incubation. This stimulation was 
preferential for (pro)insulin synthesis and had a sigmoidal 
dose response curve with a concentration threshold of between 
2.5 mM and 5.0 mM and a maximal rate at 20 mM glucose. 
Inhibition of islet RNA synthesis by actinomycin D depressed 
the rate of total protein synthesis within 30 minutes of the 
application of a 20 mM glucose stimulus. A specific inhibition 
of (pro)insulin synthesis by actinomycin D, that occured 60 
minutes after the application of a 20 mM glucose stimulus, was 
thought to reflect the inhibition of glucose stimulated 
preproinsulin mRNA synthesis.

The effect of glucose on islet preproinsulin mRNA content 
during in vitro incubations was also determined. To achieve 
this a dot blot hybridization assay for preproinsulin mRNA was 
developed which used a P-labeled cloned human insulin gene 
as the hybridization probe. The assay proved to be sensitive 
enough to detect preproinsulin mRNA in as few as fifty islets. 
Incubation of islets, for 2 hours, at 2.5 mM glucose had no 
effect on islet preproinsulin mRNA content but incubation at 
20 mM glucose increased islet preproinsulin mRNA content. 
Actinomycin D had no effect on this pattern of glucose 
stimulation and it is suggested that the degradation of 
preproinsulin mRNA is in some way dependent on RNA synthesis 
and that its inhibition by glucose plays an important role in 
the regulation of islet preproinsulin mRNA content.


