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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung des Glucosestoffwechsels fiir den Organismus

Die (berlebenswichtige Funktion des Gehirns, der Sauerstofftransport durch die
Erythrozyten und die Aktivitdt aller Muskeln wird durch Glucose als bedeutendstem
Energielieferanten im menschlichen Kérper garantiert.

Uber die Nahrung wird sie hauptsichlich in Form von Polysacchariden (Stirke) und
Disacchariden (z.B. Saccharose) aufgenommen. Verschiedene Enzyme und Transport-
proteine von der Mundhohle bis zum Darm sorgen fir den Verdau und die enterale
Resorption der Glucose in die Blutbahn. Wenn sie in den Koérperzellen nicht direkt zur
Energiegewinnung in Form von ATP umgesetzt wird, kann sie als Glykogen oder Fett vor
allem in Leber-, Muskel- und Fettgewebe gespeichert werden. Dariiber hinaus sind Leber
und Nierenrinde in der Lage, Glucose aus Produkten des Aminosaure- bzw. Triglyceridabbaus
de novo zu synthetisieren. Dem Glucosestoffwechsel der Leber kommt dabei eine grofle
Bedeutung zu, da sie als einziges Organ in der Lage ist, bei Nahrungskarenz Glucose dem Blut
bereitzustellen und somit die Versorgung von Gehirn, Erythrozyten und allen anderen
Kérperzellen zu sichern.

Naturgemall schwanken die Glucoseaufnahme und der Energiebedarf der Zellen durch
Mahlzeiten und korperliche Tatigkeiten und so miissen fein abgestimmte Regulations-
mechanismen dafiir sorgen, dass die Blutglucosekonzentration beim Menschen konstant
zwischen 4,4 und 6,6 mM bzw. 80 und 120 mg/dl gehalten wird. Hormone wie Glucagon,
Adrenalin und Somatotropin stimulieren die hepatische Gluconeogenese und Glykogenolyse
und bewirken damit eine Steigerung der Blutglucosekonzentration. Cortisol verbessert die
enterale Absorption und stimuliert ebenfalls die hepatische Neubildung von Glucose.

Insulin ist als einziges Hormon fiir eine effektive Senkung des Blutzuckers verantwortlich, da
es die Aufnahme der Glucose in Muskel- und Fettgewebe gewihrleistet und ihre Neubildung
und Freisetzung aus Leberzellen hemmt. AuBerdem ist es am Aufbau der Speicherformen
von Aminosauren und freien Fettsduren beteiligt und hat dariiber hinaus eine Bedeutung als
Wachstumsfaktor.

Ein deutliches Unter- oder Uberschreiten der normalen Blutglucosekonzentration fiihrt zu
typischen Symptomen und Krankheitsbildern: Wahrend eine Hypoglykdamie (< 40 mg/dl)
bereits nach kurzer Zeit zu neurologischen Ausfallserscheinungen und zur Bewusstlosigkeit
fuhren kann, ist die chronische Form der Hyperglykamie (nlichtern: > 126 mg/dl) von GefaRk-

und Nervenschadigungen gepragt, die im Syndrom Diabetes mellitus zusammengefasst sind.



2 Einleitung

1.2 Langerhans-Inseln

Die Bauchspeicheldriise (med. Pankreas) stellt die wichtigste Verdauungsdriise im
menschlichen Kérper dar. Uber den Ductus pancreaticus werden abhingig von Menge und
Zusammensetzung der Mahlzeit Verdauungsenzyme in den Dinndarm abgegeben.

Der endokrine Teil des Pankreas, der ungefdahr 1-2 % der Gesamtmasse ausmacht, setzt sich
aus Inselzellen zusammen, die von Paul Langerhans 1869 entdeckt und spater nach ihm
benannt wurden (Hedeskov 1980). Ihre Aufgaben sind die Synthese und Sekretion von
Hormonen zur Regulation der Nahrstoffaufnahme und Mobilisierung von Reserven im

Hungerstoffwechsel.

Abb. 1.01 - Vergleich von murinen (links) und humanen (rechts) Langerhans-Inseln — Immunfluoreszenz-
aufnahmen von Pankreasschnitten mit vier verschiedenen (A-D) Inseln - Insulin-positive beta-Zellen (grin),

Glucagon-pos. alpha-Zellen (rot), Somatostatin-pos. delta-Zellen (blau) - (Brissova et al. 2005)

Die Langerhans-Inseln haben einen Durchmesser von etwa 300 um, sind eingebettet im
exokrinen Pankreas und bestehen jeweils aus einem Verband von mehreren tausend Zellen
(Hellman 1969, Bonner-Weir et al. 1981). Die insulinproduzierenden beta-Zellen stellen
dabei die groBRte Zahl (ca. 75 %), gefolgt von alpha- und delta-Zellen (ca. 20 %), die fir die
Glucagon- bzw. Somatostatinsynthese verantwortlich sind. Zu etwa 1 % liegen die PP-Zellen
vor, die Pankreatisches Polypeptid sezernieren (Ashcroft et al. 1989). Jede Inselzelle steht in
Kontakt mit einer Blutkapillare, (iber die N&hrstoffe aufgenommen und Hormone
abtransportiert werden (Goldstein et al. 1968). Die Architektur der Inseln unterscheidet sich
je nach Spezies grundlegend voneinander (Abb. 1.01): Wahrend Ratten- und Mauseinseln
eine so genannte Kern-Mantel-Architektur aufweisen, bei der sich die beta-Zellen im
Zentrum und alle anderen Zellen ringféormig in der Peripherie befinden, konnen menschliche
Inseln im Aufbau sehr variieren (Brissova et al. 2005, Cabrera et al. 2006, Heller 2010) und

verfligen Gber keine Kollagenkapsel (Hughes et al. 2006).



Einleitung 3

1.3 Insulin

1.3.1 Insulinbiosynthese

Im endoplasmatischen Retikulum (ER) der beta-Zellen wird Proinsulin durch Abspaltung
einer Signalsequenz aus Praproinsulin gebildet (Steiner et al. 1985). Das Proinsulin
unterscheidet sich von Insulin durch das C-Peptid (connecting peptide, 31 Aminosaduren),
welches die A-Kette (21 Aminosauren) mit der B-Kette (30 Aminosduren) verbindet. Beim
Verpacken in die Vesikel wird das C-Peptid vom restlichen Molekil abgespalten. A- und B-
Kette bleiben (ber zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden und bilden ein
Insulinmolekdl, welches bis zur Freisetzung mit fliinf weiteren Molekiilen an Zink komplexiert
ist (Abb. 1.02). Das C-Peptid befindet sich ebenfalls im Vesikel und wird bei der Exozytose
sezerniert (Orci 1986). Wahrend Insulin mit einer Halbwertzeit von 5-10 Minuten
hauptsachlich Gber die Leber eliminiert wird, hat das C-Peptid eine zehnmal langere

Halbwertzeit und ist daher fiir diagnostische Zwecke interessant (Rubenstein et al. 1972).

C-Peptid - — C-Peptid C-Peptid
A-Kette
A-Kette A-Kette $—S '
@) cooH | = @D cooH | == 1N — @D -cooH
S S S S
s s s 3
H,N —— — H,N — — H,N — —COOH
T B-Kette B-Kette B-Kette
Signalsequenz
Préproinsulin Proinsulin Insulin

Abb. 1.02 - Bildung des Insulins aus seinen Vorlauferformen Prapro- und Proinsulin - Abspaltung der
Signalsequenz und des C-Peptids im Endoplasmatischen Retikulum, Bildung von drei Disulfidbriicken,

Verpackung in Vesikeln

1.3.2 Insulinwirkung

Nach der Exozytose zirkuliert Insulin in der Blutbahn und bindet an seine Rezeptoren auf der
Oberflache der Zielgewebe. Insulinrezeptoren sind vor allem im Muskel- und Fettgewebe
sowie auf Leberzellen exprimiert. Die hetero-tetrameren Transmembranrezeptoren verfligen
Uber zwei extrazelluldre alpha-Ketten und zwei beta-Untereinheiten, die sich groRtenteils in
der Zellmembran befinden. Die beta-Untereinheiten verfligen Uber eine Tyrosinkinase-
Aktivitdat, die zu einer Autophosphorylierung ihrer eigenen Tyrosin-Reste fiihrt. Dies
geschieht nach extrazelluldrer Bindung des Insulins an die alpha-Untereinheit, da der

Rezeptor hierdurch eine Konformationsdanderung erfahrt (Van Obberghen et al. 2001).



4 Einleitung

Die phosphorylierten Untereinheiten stellen nun Bindungsstellen fiir Insulin-Rezeptor-
Substrate (IRS) dar, die intrazelluldre Signalkaskaden aktivieren. So wird beispielsweise der
Einbau von Glucosetransportern (GLUT-4) in die Zellmembran erméglicht. GLUT-4-Molekiile
liegen intrazelluladr in Vesikeln vor und werden durch die Aktivierung von Phosphoinositid-3-
Kinasen (PI-3-Kinasen) und Proteinkinase B (PKB) zur Membran transportiert (Lizcano et al.
2002). Durch diesen insulinabhdngigen Mechanismus werden Glucose, aber auch andere
Nahrstoffe in Muskel- und Fettgewebe vermehrt aufgenommen. Der Aufbau der jeweiligen
Speicherformen und die dafiir notwendige Enzymexpression werden ebenfalls durch Insulin
katalysiert. AuBerdem werden in der Leber die Gluconeogenese und Glykogenolyse
gehemmt (Saltiel et al. 2001). Die Blutglucosekonzentration wird damit signifikant gesenkt.
Insulin besitzt darlber hinaus als Botenstoff flir die Auslésung zellproliferierender
Signalkaskaden eine dufllerst wichtige Rolle beim Wachstum und der Vermehrung vieler
Gewebe (Salter et al. 1953).

Die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden fuhrt also zu kurzfristigen (Glucoseaufnahme)
und langerfristigen (Aufbau von Speicherformen, Genexpression, Zellproliferation) anabolen
Effekten im Zielgewebe. Diese Tatsache verdeutlicht, dass Insulin sowohl als Signalmolekl

als auch in seiner Funktion als Wachstumsfaktor fiir den Organismus unverzichtbar ist.

1.4 Metabolische Regulation der Insulinsekretion in beta-Zellen

1.4.1 Primare und sekundadre Stimuli

Die Insulinsekretion aus den pankreatischen beta-Zellen ist unter physiologischen
Bedingungen an die jeweilige Nahrstoffmenge im Blut, insbesondere an die aktuelle
Glucosekonzentration gekoppelt. Als primare Stimuli gelten daher eine Reihe von
Monosacchariden wie Glucose, Fructose und Mannose, einige ihrer Abbauprodukte
(Glycerinaldehyd) sowie verschiedene Aminosduren und Fettsduren (Henquin et al. 1981).
Die Entdeckung des sogenannten Inkretin-Effekts in den 1960er Jahren zeigte, dass der
Anstieg der Blutglucosekonzentration allein nicht fiir die maximale Insulinausschiittung
verantwortlich ist, sondern einige Hormone (Inkretine) aus dem Gastrointestinaltrakt bei
oral verabreichter Glucose zu einer gesteigerten Sekretion von Insulin fiihren (Ebert et al.
1987). Als wichtigste Vertreter der Inkretine gelten GLP-1 (glucagon-like peptide-1) und GIP
(glucoseabhangiges insulinotropes Peptid), die aus spezialisierten Zellen der Darmschleim-
haut bei der Nahrungsaufnahme in die Blutbahn abgegeben werden und in den beta-Zellen
Uber eine Erhohung der cAMP-Konzentration und die damit verbundene Aktivierung der

Proteinkinase A (PKA) eine Steigerung der Insulinsekretion herbeifiihren (Dupre et al. 1973,
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Schuit et al. 1985, Ammala et al. 1993, Thorens et al. 1993). AuBerdem wird die
Konzentration der zytosolischen Ca’*-Konzentration [Ca**]. in den beta-Zellen erhéht (Britsch
et al. 1995), was mit der vermehrten Phosphorylierung von L—Typ—Caz+—KanéIen erklart
werden kann. Da Inkretine die glucoseinduzierte Insulinsekretion lediglich potenzieren und
nicht direkt insulinotrop wirken, werden sie in die Gruppe der sekunddren Stimuli
eingeordnet. Die parakrinen Effekte des Glucagons aus den alpha-Zellen der Langerhans-
Inseln sind dhnlich. Uber Gs-gekoppelte Rezeptoren kommt es zu einer Erhéhung von cAMP
und [Ca**]. (Martin et al. 1995).

Zu den sekundadren Stimuli zdhlt auch Acetylcholin, der Neurotransmitter des
Parasympathikus, wohingegen die Neurotransmitter und Hormone des Sympathikus
(Noradrenalin, Adrenalin) einen hemmenden Effekt auf die Insulinsekretion vermitteln.
Acetylcholin  moduliert durch die erhohte Aktivitdit des Parasympathikus bei
Nahrungsaufnahme bereits vor den resorbierten Nahrstoffen den beta-Zellmetabolismus,
indem es Uber Ms-Rezeptoren die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) anregt und die
intrazelluldre Konzentration der Spaltprodukte Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) erhoht. Dies fuhrt zu einer Proteinkinase-C-vermittelten gesteigerten
Ca**-Sensitvitit des Exozytoseprozesses (Arkhammar et al. 1989), zu einer erhdhten
Offenwahrscheinlichkeit der L—Typ—Caz+—KanéIe (Ashcroft et al. 1994) sowie zu einer
vermehrten Freisetzung von Ca®" aus intrazelluldren Speichern wie dem endoplasmatischen
Retikulum durch die direkte Interaktion von IP3 mit seinen Rezeptoren. Die durch primare
Stimuli ausgeloste Ca®*-Signaltransduktion ist durch diese Mechanismen verstirkt
(Mendonca et al. 1998, Gilon et al. 1999, Lemmens et al. 2001). Auf der anderen Seite
vermitteln die Neurotransmitter und hormonellen Vertreter des Sympathikus (Noradrenalin,
Adrenalin), sowie Somatostatin und Cortisol einen inhibitorischen Effekt auf die
Insulinsekretion, indem sie die elektrische Aktivitat und [CaZJ']c senken (Pace 1980, Cook et
al. 1982, Nilsson et al. 1988, Debuyser et al. 1991, Ullrich et al. 2005).

1.4.2 Stimulus-Sekretionskopplung

Die beta-Zellen sind in der Lage, ihre Insulinsekretion akut und prazise an die jeweilige
Blutglucosekonzentration anzupassen, da ihr Glucosemetabolismus mit der elektrischen
Aktivitat gekoppelt ist (Weir et al. 1990, De Vos et al. 1995). Die glykolytische und
mitochondriale Verstoffwechslung der Glucose fiihrt zum Anstieg von ATP in der Ndhe von
ATP-sensitiven Kaliumkanéle (Katp-Kandle), die daraufhin schlieRen und eine Membran-
depolarisation bewirken, da dann der Anteil eines oder mehrerer bisher unbekannter

depolarisierender Stréme (iberwiegt (Drews et al. 2010a). Durch Offnung von
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spannungsabhingigen L-Typ-Ca’*-Kanilen wird die intrazellulire Ca®*-Konzentration erhéht,
welche das Triggersignal fir die Insulinexozytose darstellt (Abb. 1.03). In humanen beta-
Zellen sind spannungsabhingige Na’-Kanidle an der Auslésung der Ca2+—getragenen

Aktionspotentiale beteiligt (Braun et al. 2008, Rorsman et al. 2013).

Caz+

Glucose

©
‘)/ Insulin-

o sekretion

mitochondriale
Atmungskette

Abb. 1.03 - Stimulus-Sekretionskopplung pankreatischer beta-Zellen — CK: Creatinkinase, AK: Adenylatkinase

1.4.2.1 Glucosemetabolismus durch Glykolyse und Mitochondrien

Uber insulinunabhingige Glucosetransporter (GLUT-2) wird Glucose aus dem Blut in die
beta-Zellen aufgenommen und Uber die zytosolische Glykolyse verstoffwechselt. Dabei
kommt dem ersten Enzym in dieser Kaskade, der Glucokinase, eine groe Bedeutung zu, da
Uber sie die Geschwindigkeit des Glucosesabbaus je nach Substratangebot reguliert wird
(Matschinsky 1990). Nach der durch die Glucokinase katalysierten Phosphorylierung wird
Glucose-6-phosphat weiter zu Pyruvat metabolisiert, welches dann im mitochondrialen
Citratzyklus der ATP-Produktion dient. Die Reduktionsdaquivalente NADH und FADH,, die
durch den Glucoseabbau entstehen, werden durch die Atmungskettenkomplexe | und Il in
der Mitochondrienmembran oxidiert. Die hierdurch aktivierten Komplexe I, lll und IV sorgen

fiir das Pumpen von Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den Zwischenmembranraum
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und bauen damit einen elektrochemischen Gradienten auf, der von der FyF;-ATPase
ausgenutzt wird, um ATP zu bilden. Das mitochondriale Membranpotential AW wird dadurch
hyperpolarisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass Pyruvat selbst nicht die Insulinsekretion beeinflusst und die
Stimulus-Sekretionskopplung sogar mit einem gehemmten Citratzyklus aktivierbar bleibt
(Dukes et al. 1994). Das ATP dagegen, welches aus den Reduktionsdquivalenten der
Glykolyse in den Atmungsketten der Mitochondrien gebildet wird, scheint flr die elektrische
Aktivitdt und Initiation der Insulinsekretion von elementarer Bedeutung zu sein. Der
Citratzyklus ist dagegen fiir den Gesamtenergiebedarf der Zelle, wie beispielsweise fir die
Proteinbiosysnthese, verantwortlich (Sener et al. 1978, Mertz et al. 1996, Difer et al. 2002a).
Die Differenzierung zwischen Stoffwechselprodukten aus der Glykolyse und dem Citratzyklus
bewerkstelligen die beta-Zellen Uber Shuttlesysteme, die an bestimmte mitochondriale
Atmungsketten gekoppelt sind. Bisher wurde das Glycerin-3-Phosphat- sowie Malat-
Aspartat-Shuttle identifiziert und gezeigt, dass durch deren Hemmung die glucosestimulierte
Insulinsekretion zum Erliegen gebracht wird (Dukes et al. 1994, Eto et al. 1999).

Ein weiteres System scheint fiir den gezielten Transport des ATPs aus den Atmungsketten zu
den ATP-sensitiven Kaliumkanalen in der Zellmembran verantwortlich zu sein (Abb. 1.03).
Eine in der Mitochondrienmembran verankerte Creatinkinase (CK) phosphoryliert ATP-
abhangig Creatin (Gerbitz et al. 1996), welches in Zellmembrannidhe wiederum seinen
Phosphatrest auf ADP Ubertragt (Schulze et al. 2007). Auch die Aktivitdt der Adenylatkinase
(AK) in Membranndhe beeinflusst das lokale ATP/ADP-Verhaltnis an Karp-Kanélen (Schulze et
al. 2007). Eine erhohte Glucosekonzentration hemmt ihre Aktivitdt und damit den Abbau

von ATP. Das SchlieRen der Katp-Kandle wird hierdurch verstarkt (Olson et al. 1996).

1.4.2.2 Elektrische Aktivitat und Insulinsekretion

Abhangig von der Anzahl der exprimierten Karp-Kanale in der Zellmembran sind gewisse ATP-
Konzentrationen und damit Glucosekonzentrationen erforderlich, um ausreichend viele
Kanale zu schliefen und eine Membrandepolarisation herbeizufiihren. Die jeweilige Glucose-
konzentration wird als Schwelle bezeichnet und unterscheidet sich beispielsweise zwischen
menschlichen (ca. 3 mM Glucose) und murinen (ca. 6 mM) Inseln (Rorsman et al. 2013).

Bei geringen Glucosekonzentrationen befindet sich die Zellmembran in einem
hyperpolarisierten Zustand (ca. -70 mV), da die meisten Kap-Kanédle gedffnet sind und so
einen K*-Ausstrom gewéhrleisten (Meissner et al. 1978, Ashcroft et al. 1989). Wird aufgrund
eines erhdhten Glucoseangebotes mehr ATP bereitgestellt, kommt es zur Hemmung des K*-

Ausstroms und damit zu einer allmdhlichen Depolarisation der Membran (Malaisse et al.
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1987). Wird das Schwellenpotential von ca. -55 mV fiir spannungsabhingige Ca**-Kanile
erreicht, 6ffnen diese und ein Ca**-Einstrom ins Zytosol bildet die depolarisierte Phase. ca*
vermittelt den ATP-abhadngigen Transport der Insulinvesikel zur Membran (Henquin 1978,
Meissner et al. 1978, Rorsman et al. 1985). Die Exozytose wird dabei (iber eine Interaktion
von Ca’*-sensitiven Proteinen in der Membran wie den Synaptotagminen mit den Vesikeln
Uber einen SNARE-Komplex eingeleitet (Malaisse et al. 1971, Kiraly-Borri et al. 1996,
Rorsman et al. 2003, Thurmond et al. 2003).

Das Aktionspotential wird durch das verzégerte Offnen von spannungsabhingigen und Ca’*-

sensitiven Kaliumkanilen und dem repolarisierenden Ausstrom von K* beendet.

1.4.2.3 Biphasischer Verlauf der Insulinsekretion

Experimentell lasst sich die Insulinsekretion der beta-Zellen auf einen Glucosestimulus in
sogenannten Perifusionsexperimenten verfolgen: Langerhans-Inseln befinden sich in einer
Versuchskammer und werden mit Glucoseldsungen unterschiedlicher Konzentrationen
umstromt. Zu definierten Zeitintervallen sammelt man die aus der Perifusionskammer
kommende Losung und misst die von den Inseln sezernierte Menge an Insulin.
Interessanterweise ist die Reaktion der beta-Zellen in einer Insel synchron, da sie iber gap
junctions untereinander elektrisch in Verbindung stehen. Die Insulinsekretion verlauft dabei
nach einem typischen biphasischen Muster: Einem schnellen, hohen Anstieg als erste Phase
folgt unmittelbar eine erhohte, langere zweite Phase der Insulinsekretion (Abb. 1.04) (Curry

et al. 1968).
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Abb. 1.04 - Biphasischer Verlauf der Insulinsekretion von Langerhans-Inseln in Perifusionsexperimenten -

Glucoselésungen steigender Konzentrationen werden in einen isolierten Pankreas der Ratte perfundiert und
stimulieren eine biphasische Insulinsekretion der Langerhans-Inseln (links). Die durch Puromycin gehemmte
Insulinbiosynthese bewirkt lediglich eine leichte Hemmung der zweiten Phase. Bei menschlichen Spendern
beobachtet man ebenfalls einen biphasischen Verlauf der Insulinsekretion, der bei Vorliegen eines Diabetes

mellitus Typ 2 gestort sein kann (rechts). - (Curry et al. 1968, Rorsman et al. 2000)

Es konnte gezeigt werden, dass die erste Phase der Insulinsekretion vor allem den
hepatischen Glucosestoffwechsel anspricht (Hemmung der Gluconeogenese und
Glykogenolyse, Glucoseaufnahme und Glykogenaufbau) und so die Blutglucosekonzentration
effektiv reguliert. Die zweite, langfristige Phase ist flir die Glucoseaufnahme ins periphere
Gewebe verantwortlich und dauert bis zur Normalisierung der Blutzuckerwerte an (Rorsman
et al. 2000, Kasai et al. 2010). Bei einer Glucosestoffwechselstorung wie dem Diabetes
mellitus Typ 2 (s. Kap. 1.5.3) kann eine beta-Zelldysfunktion mit der beeintrachtigten oder
fehlenden ersten und eventuell sogar zweiten Phase vorliegen (Polonsky et al. 1988,
Rorsman et al. 2000). Kontrovers wird in der Literatur diskutiert, welche Insulinvesikel an
den verschiedenen Phasen der Insulinsekretion beteiligt sind und ob es in den beta-Zellen
Uberhaupt eine Kompartimentierung der Vesikel gibt. In diesem Zusammenhang wurde
lange Zeit von einem so genannten readily releasable pool in Membrannahe gesprochen, der
Vesikel fiir die erste Phase bereithdlt, wahrend in der zweiten Phase Vesikel aus tiefer
liegenden Bereichen zur Exozytose gelangen (Daniel et al. 1999). Neuere Erkenntnisse sind,
dass unabhangig von ihrem Speicherort auch das Alter der Vesikel bei den verschiedenen

Phasen der Exozytose eine Rolle spielt (Konstantinova et al. 2007, Michael et al. 2007).
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1.4.2.4 Oszillation des beta-Zellmetabolismus

11 mM Glucose
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Abb. 1.05 - Paralleler oszillationsartiger Verlauf von intrazelluldrer Ca**-Konzentration [Caz+]c (oben) und

elektrischer Aktivitdt in beta-Zellen bei 11 mM Glucose (zweite Phase) - modifiziert nach (Santos et al. 1991)

Die Insulinsekretion stimulierter beta-Zellen verlauft pulsatil (Gilon et al. 1993). Gleichzeitige
Messungen von [CaZJ']c und dem Membranpotential V,, zeigen, dass nach einem Wechsel
von niedrigen auf hohe Glucosekonzentrationen der ersten Phase mit kontinuierlichen
Aktionspotentialen eine zweite Phase (Abb. 1.05) mit Intervallen elektrischer Aktivitat und
Inaktivitat folgt. Dieses Oszillationsmuster lasst sich auch im Verlauf von [CaZJ']c erkennen
(Santos et al. 1991). Die Ursache fir diese Beobachtung scheint eine oszillierende ATP-
Bildung der Mitochondrien zu sein, wie Messungen des mitochondrialen Membranpotentials
AW und der ATP-Konzentration belegen (Krippeit-Drews et al. 2000, Ainscow et al. 2002). Bei
einer stimulierten beta-Zelle sind die Mitochondrien stark elektronegativ geladen und
beglinstigen somit den Ca**-Einstrom nach Anstieg von [Ca®"].. Hierdurch kommt es zu einer
Depolarisation der Mitochondrienmembran und zu einer Verminderung des elektrischen
Gradienten, der fir die ATP-Synthese durch die FoF;-ATPasen bendétigt wird.
Dementsprechend werden weniger Karp-Kandle in der Zellmembran geschlossen, was zu
einer Hyperpolarisation von V,, filhrt. Die spannungsabhingigen Ca**-Kanile schlieRen und
der Einstrom von Ca®* in die Mitochondrien wird verringert. Dadurch repolarisiert das
mitochondriale Membranpotential AW und die ATP-Synthese kann wieder gesteigert werden
(Krippeit-Drews et al. 2000, Drews et al. 2010a).

Eine pulsatile Insulinsekretion verursacht oszillationsartige Verdanderungen der Insulin-
konzentration im Blut (Goodner et al. 1977, Koerker et al. 1978). Dies tragt nachweislich zur
Verbesserung der Empfindlichkeit der Zielgewebe im Vergleich zu einer konstant erhéhten

Plasmainsulinkonzentration bei (Ward et al. 1990). Veranderungen im Oszillationsmuster
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konnen bereits vor der Manifestation eines Typ 2 Diabetes mellitus auf eine Stérung der

Glucosehomoostase hindeuten (Lang et al. 1981, O'Meara et al. 1993).

1.4.2.5 ATP-sensitive Kaliumkanale (Karp-Kanile)

Die wichtigste Verbindung zwischen mitochondrialem Glucosemetabolismus und der
elektrischen Aktivitdt der beta-Zelle stellen die Karp-Kanédle dar (Ashcroft et al. 1990).
Pharmakologisch kénnen sie durch die Sulfonylharnstoffe und Glinide gehemmt werden.
Dadurch wird die Insulinsekretion unabhdngig vom Glucoseangebot und mitochondrialen
Metabolismus gesteigert (Mariot et al. 1998, Ashcroft et al. 1999). Durch den Karp-
Kanaloffner Diazoxid wird hingegen eine Hemmung der Stimulus-Sekretionskopplung
hervorgerufen, was therapeutisch gegen die libermaRig gesteigerte Hormonsekretion von
Insulinomen genutzt wird (Ritzel et al. 2004).

Unter physiologischen Bedingungen dient das lber den Glucosestoffwechsel gebildete ATP
zur SchlieBung der Kandle (Aguilar-Bryan et al. 1995). Die unter diesen Bedingungen
gemessenen intrazelluldare ATP-Konzentrationen von 3-5 mM (Detimary et al. 1998, Tarasov
et al. 2006) wiirden jedoch zu einer dauerhaften Hemmung der Kanéle fihren, da fir den
halbmaximalen Effekt durch ATP an isolierten Kandlen bereits mikromolare Konzentrationen
ausreichen (Cook et al. 1984). Die Karp-Kandle sind jedoch auch in stimulierten beta-Zellen
aktiv und leisten so den entscheidenden Beitrag zu Oszillationen von V,,, [Ca']. sowie zur
pulsatilen Insulinsekretion. Daher wird angenommen, dass die Kandle von der zelluldren
Nukleotidkonzentration abgeschirmt sind. Diese Hypothese wird durch die nachweisliche
Beteiligung der Adentylatkinase und Creatinkinase an der Karp-Kanalaktivitat (s. Kap. 1.4.2.1)
(Krippeit-Drews et al. 2003, Schulze et al. 2007) sowie durch Messungen der ATP-Menge
direkt unterhalb der beta-Zellmembran getragen (Kennedy et al. 1999). AuRerdem wird die
ATP-Sensitivitdt der Kandle durch intrazellulare Aktivatoren wie Phosphatidylinositol-
bisphosphat (PIP,) (Baukrowitz et al. 1998) und langkettige Acyl-CoA-Ester (Larsson et al.
1996, Schulze et al. 2003) moduliert. Andere Hypothesen gehen davon aus, dass die ATP-
Effekte am Kanal durch ADP antagonisiert werden (Ueda et al. 1997) oder eine erhohte
Na'K'-ATPase-Aktivitat in Kanalndhe die ATP-Konzentration senkt (Niki et al. 1989). In der
Literatur findet man widerspriichliche Angaben zur hydrolytischen Aktivitdt der SUR1-Unter-
einheiten der Karp-Kandle gegeniiber ATP-Molekiilen: Wahrend in den Arbeiten von Zingman
und Tarasov die Hypothese aufgestellt wird, dass hierdurch die Offenwahrscheinlichkeit der
Kanéle reguliert werden kann (Zingman et al. 2001, Tarasov et al. 2004, Tarasov et al. 2006),
kommen neuere Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass die ATP-Hydrolyse fiir die Karp-

Kanalaktivitdt eine untergeordnete Bedeutung hat (Ortiz et al. 2013).
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Abb. 1.06 - Aufbau der Kyrp-Kanile in der Zellmembran bestehend aus der regulatorischen Untereinheit SUR1

mit den Nukleotid-Bindungsdomanen (NBD) und der Kaliumpore Kir6.2 - modifiziert nach (Tarasov et al. 2004)

Der heterooktamere Karp-Kanal in der beta-Zelle besteht aus den zwei Untereinheiten Kz6.2
(inward rectifier) und SUR1 (sulfonylurea receptor) (Clement et al. 1997, Shyng et al. 1997).
Vier Kiz6.2-Untereinheiten bilden eine K'-leitende Pore, an der vier SUR1-Untereinheiten
benachbart liegen. Die SUR1-Untereinheiten stellen dabei die regulatorische Untereinheit
des Kanals dar und bestehen aus mehreren transmembrandren Doméanen (TMDs) sowie
intrazelluldren Nukleotid-Bindungsdomanen (NBDs) (Aguilar-Bryan et al. 1995). Sie fuhren
iber eine Interaktion mit Nukleotiden in Verbindung mit Mg?* (ABC-Transporter, ATP
binding cassette) zu einer erhohten Offenwahrscheinlichkeit (Gribble et al. 1998, Matsuo et
al. 2005). Der inhibitorische Effekt durch ATP wird vor allem Uber die Interaktion mit der
Kir6.2-UE vermittelt (Tucker et al. 1997, Tanabe et al. 1999, Markworth et al. 2000).

Fir die vollstandige Funktionstlichtigkeit des Karp-Kanals miissen beide Untereinheiten
vorhanden sein (Mikhailov et al. 2005). Dementsprechend flihren Mutationen beim
Menschen zu sehr seltenen aber schwerwiegenden Glucosestoffwechselstorungen, weil die
Insulinsekretion unabhdngig von der jeweiligen Blutglucosekonzentration verlauft (Shah et
al. 2007). Bewirkt die Mutation einen permanenten Offenzustand der Kaniale, resultiert
daraus eine verminderte Insulinsekretion und chronische Hyperglykdmie (Flanagan et al.
2007). Eine hyperinsulindmische Hypoglykdamie (HI) wird dagegen durch eine genetisch
bedingte Aktivitatsminderung der Kandle verursacht (Thomas et al. 1995, Dunne et al. 1997,

Drews et al. 2010a). Versucht man diese Krankheitsbilder in Knockout-Mausmodelle zu
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Ubertragen, zeigt sich jedoch, dass weder Kiz6.2- noch SUR1-defiziente Tiere (iber die beim
Menschen so stark ausgepragte Symptomatik verfliigen (Miki et al. 1998, Seghers et al.
2000). Bei diesen Tieren missen also Karp-kanalunabhdngige Kompensationsmechanismen

zu einem Erhalt der Glucosetoleranz fiihren.

1.5 Diabetes mellitus

Eine unzureichende Insulinproduktion oder -wirkung im Korper fihrt zwangslaufig zu
erhohten Blutzuckerspiegeln und wird bei einem chronischen Verlauf als Diabetes mellitus
bezeichnet. Namensgebend fir diese Stoffwechselerkrankung ist ihr Hauptsymptom, die
Ausscheidung der Glucose Uber den Urin - ein Vorgang, der unter physiologischen
Bedingungen nicht eintritt.

Fast 350 Millionen Menschen weltweit sind von Diabetes mellitus betroffen. Nach
Schatzungen der Weltgesundheitsorganistation (WHO) wird im Jahr 2030 jede siebte
Todesursache auf Diabetes oder eine Folgeerkrankung zuriickfiihrbar sein.

Die Klassifikation nach den Leitlinien der Deutsche Diabetes-Gesellschaft von 2009
beinhaltet neben seltenen Ursachen der Erkrankung vor allem die allgemein bekannte

Unterscheidung zwischen zwei Typen des Diabetes mellitus.

1.5.1 Begleit- und Folgeerkrankungen

Langfristig erhohte Blutzuckerspiegel in Zusammenhang mit dem metabolischen Syndrom
konnen zu schwerwiegenden Nerven- und Gefdl3schadigungen flhren. Dabei fiihren die
Glykosylierung von Proteinen und die Veranderung von Gewebestrukturen zur funktionellen
Einschrankung lebenswichtiger Organe. Abhédngig von der Lokalisation und GroRe des
betroffenen GefdaRBnetzes wird zwischen Mikro- und Makroangiopathie unterschieden.
Netzhautschaden verursachen Erblindung, Durchblutungsstorungen des Gehirns fordern
Demenz und arteriosklerotische Veranderungen kénnen Nierenversagen, Schlaganfdlle und
Herzinfarkte ausldsen. Das gleichzeitige Auftreten von Neuropathien beglinstigt nekrotische

Entwicklungen an Extremitaten (diabetisches FuRsyndrom) und bedingt Amputationen.

1.5.2 Typ 1 Diabetes mellitus

TIDM tritt vor allem im Kindes- und Jugendalter auf und wird durch eine
Autoimmunreaktion gegen die insulinproduzierenden Zellen im Korper ausgelost. Als
Ursachen werden sowohl genetische (Sepe et al. 2009) als auch Umweltfaktoren, wie
verschiedene Infektionen und Lebensmittel im Sduglingsalter, diskutiert. Die als Insulitis

bezeichnete Entziindungsreaktion ist gegen spezifische Strukturen der beta-Zellen gerichtet
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und fuhrt zu ihrem allmdhlichen Untergang. Die hyperglykdmischen Symptome treten meist
erst auf, wenn ein GroRteil der beta-Zellen bereits zerstort ist. Der absolute Insulinmangel
bewirkt neben der verschlechterten Glucoseaufnahme in die Zielzellen auch eine
ungebremste hepatische Glucoseneubildung und -freisetzung. Fir die Patienten stellt die
lebenslange Substitution von Insulin den einzigen Ausweg aus dieser gefahrlichen

Stoffwechsellage dar.

1.5.3 Typ 2 Diabetes mellitus

Mit Gber 90 % ist der T2DM unter Diabetikern am meisten verbreitet und vor allem an eine
ungesunde Lebensweise wie Uber- bzw. Fehlerndhrung und Bewegungsmangel, aber auch
(epi-)genetische Pradisposition gekoppelt. Charakterisiert wird die Erkrankung sowohl durch
eine gestorte Insulinsekretion als auch durch eine unzureichende Wirkung des Hormons im
Zielgewebe. Eine Abnahme der Insulinempfindlichkeit und vor allem Defekte in den
nachgeschalteten  Signalkaskaden  scheinen ursachlich fir die zunehmenden
,Insulinresistenz” zu sein, die zur vermehrten Zirkulation von Glucose und Insulin im Blut
fihrt. Die kompensatorische Sekretionssteigerung der beta-Zellen sowie der permanente
Einfluss von erhohten Nahrstoffkonzentrationen (Glucolipotoxizitdt) fihren zu schiadigenden
Einflissen auf die beta-Zellfunktion (Kahn et al. 2009) und ihrem allmahlichen Untergang
durch apoptotische Prozesse (Rahier et al. 2008). Auch das Immunsystem scheint an der
verschlechterten Stoffwechsellage beteiligt zu sein (Pickup et al. 1998, Matthaei et al. 2000).
In dieser frihen Erkrankungsphase, die auch als Pradiabetes bezeichnet wird, ist das
Auftreten von diabetestypischen Symptomen und Begleiterkrankungen eher selten oder gar
nicht ausgepragt. Der Nachweis von erhdhten Insulin- und Glucosekonzentrationen im Blut
ist meist ein Zufallsbefund. Charakteristisch fir diesen Zustand sind die milde Auspragung
der Beschwerden (Papanas et al. 2011) und die durch Lebensstilinterventionen haufig
erreichte Reversibilitdt der abnorm verdnderten Blutwerte (Moore et al. 2011, Perreault et
al. 2012). Daher besteht ein groBes wissenschaftliches und klinisches Interesse daran,
weitere Parameter und Marker des Pradiabetes zu finden (Hollander et al. 2012) und das
individuelle Diabetesrisiko bei Patienten so friih und genau wie moglich abschatzen zu
konnen (Buysschaert et al. 2011, Moutzouri et al. 2011, Shaw 2011).

Die leitliniengerechte Therapie der Typ-2-Diabetiker (Matthaei et al. 2009) sieht zunachst
eine deutliche Gewichtsreduktion durch Didten, sportliche Betatigung oder in manchen
Fallen sogar durch chirurgische MaBnahmen vor (Yip et al. 2013). Meist kann hierdurch eine
deutliche Verbesserung des Krankheitsbildes und der Lebensqualitat erreicht werden. Ferner

stehen (orale) antidiabetische Arzneistoffe zur Verfiigung, mit denen versucht wird, die
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enterale Resorption (alpha-Glucosidase-Hemmer) und die hepatische Neubildung der
Glucose zu unterdriicken (Metformin) (Walton et al. 1979, Zhou et al. 2001) sowie die
Hormonsekretion der beta-Zellen zu steigern (Sulfonylharnstoffe, Glinide, Inkretinmimetika,
Dipeptidyl-Peptidase-4-Hemmer) (Mariot et al. 1998, Gallwitz 2010) und die
Glucoseaufnahme in das Zielgewebe zu verbessern (Glitazone) (LeBrasseur et al. 2006).
Neuartige Wirkstoffe (SGLT2-Hemmer) hemmen die Glucoseriickresorption Uber einen im
proximalen Tubulus der Niere lokalisierten Na*-abhingigen Glucosetransporter (Sodium-
dependent glucose cotransporter 2, SGLT-2) und erreichen die Blutzuckersenkung lber die
vermehrte renale Glucoseausscheidung (Meng et al. 2008).

Bis heute ist keine TherapiemaBnahme darauf ausgelegt, die beta-Zellen vor den
schadigenden Einflissen des Nahrstoffmetabolismus, einer Immunreaktion oder anderer
Noxen zu schitzen. Sekretionssteigernde TherapiemaRnahmen scheinen sogar
Erkrankungen des endo- und exokrinen Pankreas zu férdern: Wahrend Sulfonylharnstoffe
nach langjdhriger Anwendung eine beta-Zelldysfunktion begiinstigen kdnnen, stehen GLP-1-
Analoga im Verdacht unter bestimmten Umstdnden Entziindungen oder Karzinome des
Pankreasgewebes zu verursachen (Aston-Mourney et al. 2008, Garg et al. 2010, Singh et al.
2013). Fir einige Sulfonylharnstoffe konnte darliber hinaus ein negativer Effekt auf die
Gesamtmorbiditat und Mortalitdt der Patienten nachgewiesen werden (Tzoulaki et al. 2009,
Schramm et al. 2011). Daher kann die weitere Diabetesprogression in vielen Fallen zur

Insulinpflichtigkeit und therapiebedingten Begleiterkrankungen der Patienten fiihren.
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1.6 Oxidativer Stress als Ursache der beta-Zelldysfunktion
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Abb. 1.07 - ROS-Entstehung und -Eliminierung in beta-Zellen - modifiziert nach (Newsholme et al. 2007)

Der aerobe zelluldre Energiemetabolismus sowie die unspezifische Immunabwehr fihren
permanent zur Bildung von niedermolekularen Sauerstoffverbindungen verschiedener
Oxidationsstufen (Cheeseman et al. 1993), die in der Lage sind, mit zelluldren Strukturen
intensiv zu interagieren. Aufgrund ihrer Reaktivitat und Zusammensetzung bezeichnet man
sie als reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder reaktive Stickstoffspezies (RNS). Je nach
antioxidativer Kapazitat ihrer Umgebung und der Dauer ihrer Existenz konnen sie durch
Oxidation von (Membran-)Lipiden, Proteinen (lonenkandle, Enzyme) und Nukleinsduren
(DNA, RNA) zellulare Schaden verursachen. Dieser Zustand wird als oxidativer Stress
bezeichnet, der die Grundlage =zahlreicher neurologischer, kardiovaskuldrer sowie
onkologischer Erkrankungen darstellt (Oberley et al. 1979, Piper 1989, Coyle et al. 1993).
Auch im Hinblick auf die Funktion und Viabilitat der beta-Zellen im Rahmen eines Diabetes
mellitus riickt oxidativer Stress immer mehr in den Fokus der Grundlagenforschung und
klinischen Forschung. So scheint der Einfluss von Immunzellen bei beiden Diabetestypen
sowie der gesteigerte Nahrstoffmetabolismus vor allem bei Typ 2 (iber eine Verdnderung des
oxidativen Status die insulinproduzierenden Zellen zu schadigen (Lupi et al. 2007,
Newsholme et al. 2007, Robertson et al. 2007, Lenzen 2008).
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Auch die Insulinsensitivitat des Zielgewebes wird durch oxidativen Stress beeinflusst und
kann dementsprechend durch die Gabe von Antioxidantien verbessert werden (Henriksen et
al. 2011, Rains et al. 2011).

1.6.1 Bildung und Elimination von ROS und RNS

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies sind meist ionischer, radikalischer Natur oder mit
einer (an-)organischen Peroxidstruktur versehen. Ungepaarte Elektronen in den
Valenzschalen lassen sie zu duBerst reaktionsfreudigen Molekillen werden. Vor allem die
ungebremste Bildung weiterer Radikale in Form einer Kettenreaktion ist fiir ihre schadigende
Wirkung verantwortlich.

Zu den ROS und RNS gehoéren u.a. das Superoxidanionradikal (O,-"), Hydroxylradikal (OH-),
Nitrosylradikal (NO-) sowie Wasserstoffperoxid (H,0,) und andere langerkettige Peroxide.
Bereits unter physiologischen Bedingungen wird durch die Ubertragung von weniger als vier
Elektronen auf Sauerstoff in den Atmungsketten der Mitochondrien eine gewisse Menge von
ROS erzeugt. Das dabei entstehende O,:" kann sich spontan zu H,O0, umwandeln, was die
Formation von Hydroxyl- und Peroxylradikalen im Sinne einer Fe2+—abhéngigen Fenton-
Reaktion (Haber-WeiR-Rekation) im weiteren Verlauf beginstigt. Die relativ kurze
Halbwertszeit der Hydroxylradikale kann mit ihrer ausgesprochen hohen Reaktivitat erklart
werden. Aufgrund der schlechten Diffusionsfahigkeit einiger ROS durch biologische
Membrane akkumulieren sie bevorzugt intrazelluldr (Liu et al. 1998a, Moller et al. 2007,
Cordeiro 2013).

Die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) wird durch verschiedene Isoformen der NO-
Synthase (NOS) katalyisiert. Wahrend die konstitutive NOS geringe Mengen von NO als
endotheliales und neuronales Signalmolekil synthetisiert, werden grofRere Mengen vor
allem durch die induzierbare Isoform zusammen mit anderen ROS von aktivierten
Makrophagen produziert (Moncada et al. 1993, Rodeberg et al. 1995).

Phagozytierende Immunzellen wie Makrophagen und Granulozyten verfligen dariiber hinaus
Uber ROS-produzierende Enzyme zur antimikrobiellen Abwehr. Diese Enzyme werden
NAD(P)H-Oxidasen (NOX) genannt, da sie durch einen Ein-Elektronen-Transfer von NAD(P)H
zu molekularem Sauerstoff Superoxidanionradikale und teilweise auch H,O, bilden. Bisher
konnten vier Isoformen identifiziert werden, von denen drei zur klassischen NOX-Familie
gehoren und in vielen Geweben wie dem Gastrointestinaltrakt, Muskel- und Fettgewebe,
Endothel- und embryonalen Stammzellen exprimiert sind.

Die genaue physiologische Funktion der NOX in Zellen auBerhalb des Immunsystems ist

bisher nicht geklart (Newsholme et al. 2007). Oliveira und Kollegen konnten in beta-Zellen
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der Ratte ebenfalls die Expression von NOX-Untereinheiten nachweisen (Oliveira et al. 2003)
und weitere Untersuchungen von Imoto und Kollegen stellten die Bedeutung der NOX
innerhalb der Stimulus-Sekretionskopplung heraus, da ihre Hemmung zu einer veranderten
intrazelludren Ca?-Homdostase fihrte und die glucosestimulierte Insulinsekretion
beeintrachtigte (Imoto et al. 2008). Die Autoren machen die verdnderten physiologischen
ROS-Konzentrationen fiir die beta-Zelldysfunktion verantwortlich und tragen damit zum
Konzept bei, welches geringe Konzentrationen bestimmter ROS als zelluldre Signalfaktoren
ansieht (s. Kap. 1.6.4) (Pi et al. 2007, Morgan et al. 2009).

Die meisten Korperzellen verfiigen iber enzymatische und nichtenzymatische Systeme zur
Abwehr von oxidativem Stress: So katalysiert die Superoxiddismutase (SOD) die Reaktion von
0, zu H,0, und molekularem Sauerstoff. Es exisitieren in den verschiedenen Geweben
Isoformen der SOD, die abhdngig von ihrem jeweiligen Metallion (Kupfer, Zink, Mangan)
charakterisiert werden. Neben zytosolischen und plasmatischen CuZn-abhangigen Isoformen
(SOD1 und 3) ist die Mn-abhangige SOD2 in der Mitochondrienmembran lokalisiert. H,O,
wird letztendlich durch die Katalase (Cat) oder den Verbrauch von reduziertem Glutathion
(GSH) zu molekularem Sauerstoff und H,O umgesetzt. Der Cat dienen dabei ausschlieRlich
kurzkettige aliphatische Alkohole als Elektronendonatoren.

Die Glutathion-Reduktase (GSR) sorgt unter physiologischen Bedingungen dafir, dass
intrazelluldr in ausreichendem MalRe GSH bereitsteht, welches empfindliche Strukturen wie
proteinogene Thiolgruppen vor ihrer Oxidation schiitzt. Als Coenzym wird NAD(P)H aus dem
Pentosephosphatweg bendtigt. Glutathion ist ein aus Glutamat, Glycin und Cystein
aufgebautes Peptid, welches in Anwesenheit der Glutathionperoxidase (GPx) in seine
oxidierte Disulfidform (GSSG) umgewandelt werden kann. Am verbreitetsten sind die
Isoformen 1 und 4 der GPx, die vor allem H,0, und Lipidperoxide spalten (Mates et al. 1999,
Mates 2000). Verschiedene Vitamine mit Radikalfangereigenschaften wie Retinoide (Vitamin
A), Ascorbinsdure (C), Cholecalciferol (D) und Tocopherole (E) dienen dhnlich wie GSH dem
nichtenzymatischen Schutz von Proteinen und Zellkompartimenten vor Oxidation.

Die ausreichende Menge und Funktionstiichtigkeit der aufgefiihrten Schutzmechanismen ist
entscheidend fur die Abwehr von Erkrankungen, deren Pathogenese auf oxidativem Stress
beruht (Robinson 1998). So sind Mutationen der SOD ursachlich fiir eine Reihe von
neurodegenerativen Verdanderungen (Maier et al. 2002).

In verschiedenen Arbeiten konnte der Nachweis erbracht werden, dass insulinproduzierende
Zelllinien oder Inselzellen von Nagern im Gegensatz zu anderen Geweben Uber eine
geringere Expression und Aktivitdt antioxidativer Enzyme verfiigen und auch die GSH-

Konzentrationen niedriger sind (Grankvist et al. 1981, Ammon et al. 1983, Lenzen et al. 1996,
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Tiedge et al. 1997). Verschiedene Diabetesmodelle im Tier, wie durch die Gabe von Alloxan
oder Streptozotocin ausgeldster Diabetes, vermitteln ihre schadigende Wirkung auf die beta-
Zelle durch die GibermaRige Generierung von ROS (Takasu et al. 1991). Konsequenterweise
kann durch eine Uberexpression oder Applikation von Cat ein Schutz erreicht werden
(Tiedge et al. 1998, Xu et al. 1999, Gurgul et al. 2004). Dariber hinaus konnte in vitro gezeigt
werden, dass die Zellen der unspezifischen Immunantwort, wie aktivierte Makrophagen,
Inselzellen durch die Sekretion von ROS, RNS und Zytokinen zerstéren (Hanenberg et al.
1989, Coppieters et al. 2012). Die zytokininduzierte Aktivierung verschiedener NO-Synthasen
im Inselgewebe tragt zur GbermaRigen Bildung von RNS bei (Southern et al. 1990, Corbett et
al. 1992, Suschek et al. 1994, Vasu et al. 2014). Durch die Uberexpression von SOD, Cat und
GPx in humanen Inseln oder einer insulinproduzierenden Tumorzelllinie konnte in den
Experimenten von Tiedge, Moriscot und Kollegen ein Schutz gegentiber RNS erreicht werden
(Tiedge et al. 1999, Moriscot et al. 2000). Dies konnten Chen und Kollegen in einem
transgenen Mausmodell mit Gberexprimierter SOD und Cat gegeniiber durch Streptozotocin-
und RNS-induziertem Zellschaden nachvollziehen, jedoch schiitzte die erhéhte Aktivitat der
antioxidativen Enzyme nicht gegen die unmittelbare beta-Zellschadigung durch Zytokine
(Chen et al. 2005). Gurgul und Kollegen kommen zu dhnlichen Erkenntnissen (Gurgul et al.
2004). Die Autoren weisen auf weitere Signalwege hin, die durch Zytokine ROS-unabhangig
aktiviert werden und zu grundlegenden Beeintrachtigungen der Funktion und Viabilitat von
beta-Zellen fihren kénnen. Somit kann lediglich die Erh6hung der antioxidativen Kapazitat in
Inselzellen kein allumfassendes Schutzkonzept gegen eine UbermafRige Zytokinwirkung
darstellen.

All diese Erkenntnisse bekraftigen die Hypothese der autoimmunvermittelten Zerstorung
von beta-Zellen im Rahmen eines TIDM und tragen auch zum Verstandnis der Pathogenese
eines T2DM bei, da der Untergang von beta-Zellen auch im Verlauf dieser Erkrankung mit
den bereits zu einem friihen Zeitpunkt signifikant erhéhten Entziindungsmarkern im Rahmen
einer ,low grade inflammation“ in Verbindung gebracht werden kann (Cruz et al. 2013,
Lontchi-Yimagou et al. 2013, Wang et al. 2013b).

1.6.2 Mitochondrien als Ursprung und Target von oxidativem Stress

1.6.2.1 Ursprung von ROS unter physiologischen Bedingungen

Den Mitochondrien kommt bei der Entstehung und Wirkung von ROS eine grofRe Bedeutung
zu. Die der mitochondrialen ATP-Synthese zugrundeliegende Reaktion stellt die Ubertragung

von Protonen und Elektronen auf Sauerstoff dar, die allgemein bekannt als
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,Knallgasreaktion” stark exotherm ablduft. Die Reaktion wird durch die Umleitung der
Elektronen Uber die Atmungskettenkomplexe und die Trennung der Reaktionspartner
(Brennstoffzellenprinzip) ,entscharft”. Die Komplexe I, Il und IV nutzen dabei einen Teil der
Energie zum aktiven Transport der Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den
Intermembranraum. Beim Riickfluss der Protonen Uber die FoF;-ATPase wird im Rahmen der
oxidativen Phosphorylierung die Energie zur Synthese von ATP genutzt.

Werden bei der Nettoreaktion (4 H" + O, + 4 e - 2 H,0) weniger als vier Elektronen auf
Sauerstoff Ubertragen, kann die Bildung von ROS begiinstigt sein. Unter physiologischen
Bedingungen belduft sich der Anteil von ROS zu allen gebildeten Sauerstoffverbindungen auf
ca. 3 % (Kirkinezos et al. 2001). Die Gefahr einer moéglichen Kettenreaktion mit der Bildung
weiterer ROS und RNS wird vor allem durch die Anwesenheit von antioxidativen
Abwehrmechanismen verringert. So ist es auch nicht erstaunlich, dass beta-Zellen im
Rahmen eines Uberangebotes an Glucose, der sogenannten Glucotoxizitit, mit ihrer
geringen Ausstattung an antioxidativen Enzymen der vermehrten Bildung von ROS nicht
mehr ausreichend begegnen kdonnen und sich in einem Zustand von oxidativem Stress

befinden (Rolo et al. 2006, Newsholme et al. 2007, Poitout et al. 2008, Drews et al. 2010b).

1.6.2.2 ROS-Entstehung bei Komplex-ll-Inhibition durch 3-NPA

Wie schon in Kapitel 1.4.2.1 erwahnt, bringen die Reduktionsdquivalente NADH und FADH,
Elektronen Gber die Komplexe | und Il in die Atmungskette. Dabei nimmt der Komplex Il eine
Sonderstellung ein, da er mit seiner Succinat-Dehydrogenaseaktivitat als einziges membran-
standiges Enzym auch am Citratzyklus beteiligt ist. Ein aktivierter Zellmetabolismus fihrt
durch Oxidation zur Umwandlung von Succinat zu Fumarat an diesem Enzym. Die Elektronen
werden im Atmungskettenkomplex auf kovalent gebundenes FAD (ibertragen und bilden so
FADH,. Bei einer Autofluoreszenzmessung des FAD-Gehaltes in beta-Zellen registriert man
bei der Erh6hung der Glucosekonzentration somit einen Fluoreszenzabfall (Van De Winkel et
al. 1983). Die Elektronen des FADH, werden schlielRlich tiber Eisen-Schwefel-Cluster auf das
Coenzym Q der Atmungskette Ubertragen (Yankovskaya et al. 2003). In verschiedenen
Arbeiten wird die Hemmung des Komplex Il mit einem Anstieg der Konzentrationen an ROS
in Verbindung gebracht (Busija et al. 2005, Bacsi et al. 2006).

3-Nitropropionsdure (3-NPA) dient als falsches Substrat fiir die Succinat-Dehydrogenase und
hemmt die Succinat-Bindungstasche irreversibel (Huang et al. 2006). 3-NPA, auch
Hiptagensdure genannt, ist ein Toxin verschiedener Pflanzen und Pilze und wurde 1920
erstmals als Glucoseester, dem Hiptagin, aus der Wurzelrinde von Hiptage madablota

isoliert und 1949 durch Hydrolyse als freie Carbonsaure erhalten (Carter et al. 1949). Die
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Substanz wird vor allem zur Induktion und Erforschung von neurodegenerativen
Erkrankungen, die durch oxidative Schadigungen entstehen (z.B. Chorea Huntington) im
Tiermodell eingesetzt (Borlongan et al. 1997). Als Mechanismus wird sowohl der gechemmte
Elektroneneintritt in die Atmungskette als auch der Riickfluss der Elektronen von Coenzym Q
auf Succinat diskutiert, welcher die Entstehung von ROS unmittelbar zwischen Komplex |, Il
und Coenzym Q begiinstigt (Abb. 1.08) (Bacsi et al. 2006, Moreno-Sanchez et al. 2013).
Interessanterweise sind ROS selbst in der Lage, die Aktivitdt der Succinat-Dehydrogenase zu
hemmen und damit die Generierung weiterer ROS im Sinne einer positiven Rickkopplung zu
fordern (Nulton-Persson et al. 2001, Moser et al. 2009).
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Abb. 1.08 - Hypothese der mitochondrialen ROS-Entstehung durch Hemmung der Succinat-Dehydrogenase-
aktivitit des Komplex Il mit 3-NPA - Als Ursachen der ROS-Entstehung werden die Ubertragung von weniger
als vier Elektronen auf Sauerstoff am Ende der Atmungskette sowie der verminderte Elektroneneintritt und
Riickfluss unmittelbar zwischen Komplex I, Il und Coenzym Q diskutiert. Erhohte Konzentrationen von ROS sind

selbst in der Lage, die Komplex-ll-Aktivitdt zu hemmen.
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1.6.2.3 Auswirkungen von oxidativem Stress auf Mitochondrien

Erhohte Konzentrationen an ROS fiihren zu einer Depolarisation des mitochondrialen
Membranpotentials AW sowie einer Ca**-Umverteilung vom endoplasmatischen Retikulum
in die Mitochondrien, das letztendlich den Untergang der Mitochondrien bedingt (Swann et
al. 1991, Krippeit-Drews et al. 1999, Drews et al. 2000a, Diifer et al. 2002b). Die Freisetzung
von proapoptotischen Inhaltsstoffen ins Zytosol und die Fragmentierung von DNA fihren
schlieBlich zum Zelltod (Orrenius et al. 1989, Ichas et al. 1998).

Eine Pore in der inneren Mitochondrienmembran (PTP, permeability transition pore) scheint
fiir den Mechanismus verantwortlich zu sein, da sie sowohl durch Ca®" als auch durch ROS
selbst in einen gedffneten Zustand mit groRer Leitfahigkeit tGberfiihrt wird (Brookes et al.
2004a). Dies bedingt den Zusammenbruch von AW und der davon abhangigen ATP-
Produktion (Brady et al. 2004). Der ungebremste Ca’'-Einstrom in den Intermembranraum
zerstort die Mitochondrien (Duchen 1999). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
oxidative Phosphorylierung durch die ROS-induzierte Expression einer weiteren Pore, des
Thermogenins (UCP2, Uncoupling Protein 2), verringert wurde (Krauss et al. 2003, Li et al.
2008). UCP2 bewirkt ein Protonenleck in der inneren Mitochondrienmembran, das den
Protonenriickstrom von der ATP-Synthese entkoppelt und in beta-Zellen zur Hemmung der
Stimulus-Sekretionskopplung fiihrt (Chan et al. 1999a, Zhang et al. 2001). Die intrazellulare
Verringerung von ATP fuhrt letztendlich zum Zelltod (Richter et al. 1996).

1.6.3 Glucolipotoxizitat

Setzt man insulinproduzierende Zellen akut und kurzfristig ihren primaren Stimuli wie
Glucose oder Fettsduren aus, so beobachtet man in der Regel die erh6hte Insulinsekretion
als physiologisch sinnvolle und wichtige Reaktion. Im Gesamtorganismus wird durch die
Insulinwirkung der Nahrstofftransport ins Zielgewebe gefordert und damit werden die
jeweiligen Konzentrationen im Blut effektiv gesenkt. Hierdurch verkleinert sich der Stimulus
auf die beta-Zellen, die ihre Sekretionsrate daraufhin wieder auf ein basales Niveau
herabsetzen.

Ist die Insulinwirkung an den Zielzellen eingeschriankt oder werden dem Korper durch
anhaltende Uberernihrung erhéhte Nihrstoffmengen zugefiihrt, befindet sich die beta-Zelle
in einer Art Dauerstimulation, die zu einer Einschrankung ihrer Funktion und letztendlich zu
einem Untergang der endogenen Insulinproduktion fihrt - dies bedingt wiederum das
Vorhandensein von erhohten Nahrstoffkonzentrationen im Blut. Diese Beobachtungen
protokollierten Andersson und Kollegen bereits Anfang der 1970er Jahre, als sie

verschiedene Inkubationsbedingungen fiir murine Langerhans-Inseln testeten und bei hohen
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Glucosekonzentrationen Uber einen langeren Zeitraum eine eingeschrankte Insulinsekretion
und einen Verlust des Insulingehaltes beobachteten (Andersson 1974). Wahrend die akute
Gabe von Palmitat zu einer Steigerung der glucosestimulierten Insulinsekretion fihrte
(Warnotte et al. 1994), bewirkte die langfristige Inkubation von Inseln mit Palmitat eine
eingeschrankte Insulinsekretion (Zhou et al. 1994). Diese kurz- und langfristigen Einfllsse
von Lipiden auf die Insulinsekretion traten auch bei Probanden auf, die Infusionen
verschiedener freier Fettsduren erhielten (Paolisso et al. 1995, Carpentier et al. 1999).
Neben einem Funktionsverlust der beta-Zellen wurden durch die langfristigen Inkubationen
mit freien Fettsauren auch apoptotische Prozesse ausgelost (Shimabukuro et al. 1998, Lupi
et al. 2002). Dass solche Veranderungen auch beim Menschen stattfinden, lasst sich anhand
vieler klinischer Studien eindrucksvoll darlegen, in denen erhdhte Glucosekonzentrationen
und Lipidwerte im Blut bereits vor der Manifestation eines T2DM vorliegen und die
Patienten unabhangig von der jeweiligen Therapie nach einigen Jahren insulinpflichtig
werden (U.K. Prospective Diabetes Study Group 1995, Tabak et al. 2009, Schellenberg et al.
2013).

Der Wandel physiologisch essentieller und lebensnotwendiger Nahrstoffstimuli zu
permanenten schadigenden Einwirkungen auf die beta-Zellen wurde erstmals von Unger und
Kollegen in ihren Konzepten als Glucotoxizitdt fir die chronisch erhéhten Blutglucose-
konzentrationen und als Lipotoxizitdt bei Vorliegen von Hyperlipidamien beschrieben (Unger
et al. 1985, Unger 1995).
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1.6.3.1 Glucotoxizitat

In Kapitel 1.6.2 wurde bereits dargestellt, dass dem mitochondrialen Glucosemetabolismus
als Ursache der ROS-Entstehung eine grofle Bedeutung zukommt. Doch auch weitere
Entstehungswege werden bei der langfristigen Einwirkung hoher Glucosekonzentrationen
diskutiert. Paul Robertson stellt in seinem Ubersichtsartikel sechs mégliche Wege vor, bei
denen in beta-Zellen durch exzessiven Glucosemetabolismus oxidativer Stress entstehen
kann (Abb. 1.09 1-6) (Robertson 2004).

GLUCOSE

Glucose-6-P

/ Fructose-1:6-bis-P
Sorbitol Glucosamin /Glyceraldehyd =3-P.

Metabolismus

(4) Hexosamin Dihydroxyaceton Endiol  1:3 bis-P-glycerat Methylglyoxal
Metabolismus # l
(5) Glycerol-3-P  a-Ketoaldehyd Pyruvat Glykierung
|
(1) A (3)
DAG AcCoA Oxaloacetat
(2) PKC Aktivierung l

(6) Oxidative
Phosphorylierung

A\

ROS <«

<4

Abb. 1.09 - Ursachen der ROS-Entstehung durch Glucotoxizitdt - modifiziert nach (Robertson 2004)

Hierzu zahlen die Autooxidation von phosphoryliertem Glycerinaldehyd zu a-Ketoaldehyd
und H,0, (1). Dieser Weg wird durch hohe Glucosekonzentrationen beglinstigt, da sie die
Aktivitat der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) hemmen (Sakai et al.
2003) und damit die Akkumulation von Glycerinaldehyd fordern (Wolff et al. 1987).
Ausgehend vom Dihydroxyaceton wird Gber Diacylglycerol die PKC aktiviert (2), die iber die
NAD(P)H-Oxidase die ROS-Konzentrationen der Zelle erhéhen kann. Durch die verminderte
GAPDH-Aktivitat kann auferdem die Bildung von Methylglyoxal aus Glycerinaldehyd und

Dihydroxyaceton beginstigt sein (3), welches (iber eine Reaktion mit proteinogenen
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Aminogruppen ROS entstehen lasst (Wells-Knecht et al. 1995, Thornalley et al. 1999).
Darliber hinaus wird bei einer verminderten glykolytischen Aktivitdat Glucose vermehrt zu
Sorbitol reduziert (4). Der intrazelluldre Sorbitolmetabolismus fuhrt zu einer Erhéhung von
NADH, welches ebenfalls die GAPDH hemmen kann und die Formation der bereits
erwdhnten Zwischenprodukte beglnstigt. AuBerdem werden hohe Konzentrationen von
Fructose (ber die Glutamin-fructose-6-phosphat-Transaminase zu phosphoryliertem
Glucosamin umgesetzt (5), das schlieflich Gber die Bildung verschiedener Glykoproteine wie
Entzindungsfaktoren die Glucosesensitivitat der beta-Zellen herabsetzt und auch die
Formation von H,0, begiinstigt (Monauni et al. 2000, Kaneto et al. 2001).

Daneben existiert der bereits in Kapitel 1.6.2 beschriebene mitochondriale Weg der ROS-
Formation Uber die Atmungsketten und der oxidativen Phosphorylierung (6). Takahashi und
Kollegen konnten zeigen, dass sowohl die zytosolische ROS-Formation liber die Glykolyse als
auch die mitochondriale Generierung zum gesamten oxidativen Status der beta-Zellen

beitragen (Takahashi et al. 2004).
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1.6.3.2 Lipotoxizitat

Interessanterweise scheint die Lipotoxizitdit bzw. Hyperlipiddmie haufig nur in
Zusammenhang mit einem UbermalRigen Glucosestimulus schadliche Effekte wie eine
verminderte Insulingenexpression, Sekretionsrate oder erhéhte Apoptose auf die beta-Zelle
zu haben (Jacqueminet et al. 2000, Briaud et al. 2001, Harmon et al. 2001, Briaud et al. 2002,
El-Assaad et al. 2003), deshalb muss das Konzept korrekterweise als Glucolipotoxizitat
zusammengefasst werden.

Welcher biochemische Mechanismus dieser synergistischen Wirkung von Glucose und
Fettsauren zu Grunde liegen kdnnte, wurde bereits Mitte der 1990er Jahre von Prentki und

Kollegen in ihrer Hypothese zusammengefasst (Abb. 1.10).

GLUCOSE GLUCOSE
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Abb. 1.10 - Hypothese der glucoseabhangigen Lipotoxizitat im gemeinsamen Konzept von Glucolipotoxizitat -
CPT-1: Carnitin-Acyltransferase, LC-CoA: aktivierte langkettige Fettsauren, PA: Phosphatidsaure - DG: Diglycerid
- PL: Phospholipide - TG: Triglyceride - FA: Fettsduren — modifiziert nach (Poitout et al. 2008)

Bei einem normalen Glucoseangebot werden Fettsduren physiologischerweise lber das
Carnitin-Acyltransferase-System  (CPT-1, carnitine-palmitoyl  transferase-1) in die
Mitochondrien geleitet, wo aus ihnen mittels beta-Oxidation Energie gewonnen wird. Erhoht
sich die intrazelluldre Glucosekonzentration und damit die Menge an Stoffwechselprodukten

wie Acetyl- und in weiteren Schritten Malonyl-CoA, wird die Aktivitat der CPT-1 gehemmt
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und dadurch die Akkumulation von langkettigen aktivierten Fettsduren im Zytosol gefordert
hat (Prentki et al. 1996). Diese Akkumulation beglinstigt die Veresterung zu Triglyceriden
Uber verschiedene Zwischenstufen (Prentki et al. 2006) und die Bildung weiterer Lipidarten
wie Ceramiden, die nachweislich die beta-Zellfunktion einschranken (Kelpe et al. 2003, Lang
et al. 2011) und die Apoptose fordern (Shimabukuro et al. 1998). Abhdngig vom jeweiligen
Gewebetyp spielt es eine Rolle, welche Fettsduren fiir die Triglyceridbildung herangezogen
werden (Li et al. 2010a): Wahrend veresterte ungesattigte Fettsduren keine schéadlichen,
sondern unter Umstanden sogar protektive Eigenschaften gegeniiber dem beta-
Zellmetabolismus haben koénnen, fliihrt die hauptsachliche Speicherung von gesattigten
Fettsduren wie Palmitat zu lipotoxischen Veranderungen (Eitel et al. 2002, Listenberger et al.
2003, Maedler et al. 2003, Karaskov et al. 2006, Morgan et al. 2010). Der Einfluss der
verschiedenen Fettsdauren scheint jedoch komplexer zu sein als hier dargestellt werden kann,
da sie unabhdngig von ihrer Metabolisierung Uber weitere extra- und intrazelluldre
Wechselwirkungen Einfluss auf apoptotische Prozesse nehmen und funktionelle
Einschrankungen auslésen kénnen (Lameloise et al. 2001, Diakogiannaki et al. 2007, Maris et
al. 2011). Collins und Kollegen konnten beispielsweise zeigen, dass Fettsduren unabhangig
von ihrer chemischen Kettenmodifikation die Glucagonsekretion in alpha-Zellen steigern und
hierlber einen bedeutenden Beitrag zur chronischen Hyperglykidmie im Rahmen eines
Diabetes mellitus leisten kdnnen (Collins et al. 2008).

Aullerdem wird die Lipogenese in beta-Zellen Gber eine palmitatvermittelte Aktivierung der
AMPK (AMP-activated protein kinase) gesteuert (Wang et al. 2007). Erhohte intrazellulare
Konzentrationen an LDL und Cholesterin fiihren ebenfalls zu einer verschlechterten beta-
Zellfunktion (Abderrahmani et al. 2007, Brunham et al. 2007) und dem apoptotischen
Zelluntergang (Cnop et al. 2002).

Mechanistisch konnte nachgewiesen werden, dass eine Hochfettdiat (HFD) im Tiermodell
oder die Inkubation von Inseln mit Fettsauren zu einer erhéhten Expression und dem Einbau
von UCP-2 in die inneren Mitochondrienmembran fiihrt (s. Kap. 1.6.2.3), was mit einer
Einschrankung der ATP-Synthese und Insulinsekretion assoziiert ist (Lameloise et al. 2001,
Chan et al. 2001a). Auch der Exozytoseapparat auf Ebene der Vesikelverschmelzung mit der
Zellmembran scheint durch Palmitat gestort zu werden (Olofsson et al. 2007).

Die Tatsache, dass die genetische Ausschaltung einer Isoform der Proteinkinase C (PKC) zu
einem Schutz vor glucolipotoxischen Einwirkungen auf die Insulinsekretion in vivo und in
vitro fihrt, macht deutlich, dass die PKC fiir die schadigenden Effekte hoher Glucose- und
Lipidkonzentrationen auf die beta-Zelle eine wichtige Rolle spielt (Schmitz-Peiffer et al.

2007). Die Aktivierung der PKC durch glucolipotoxische Bedingungen (Inoguchi et al. 2000)
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verringert die Lipolyse in der beta-Zelle, wobei verschiedene Lipolyse-Produkte essentiell fiir
eine physiologische Insulinsekretion sind (Cantley et al. 2009, Peyot et al. 2009). AulRerdem
werden iiber die PKC die ROS-bildenden NOX-Enzyme durch Phosphorylierung ihrer p47°"%
Untereinheiten aktiviert. Daraufhin findet eine Translokation dieser und weiterer

7phox

Untereinheiten (p40- und p6 , Racl oder 2) vom Zytosol zu den bereits in der Membran

befindlichen Proteinen gp91°"™ und p22P"* statt, welche durch Assoziation den NOX-
Komplex bilden (Newsholme et al. 2007). Durch spezifische Hemmung der PKC-Aktivitat
konnte die glucoseabhéngige ROS-Bildung teilweise verhindert werden (Morgan et al. 2007).
Eine zweitdgige Infusion einer Lipidlosung flhrte in Ratten zu einer eingeschrankten beta-
Zellfunktion, welche Uber eine gezielte Hemmung der NOX verhindert werden konnte
(Koulajian et al. 2013). In Nierengewebe bei Ratten, die im Rahmen eines durch
Streptozotocin induzierten Diabetes eine Nephropathie ausbildeten, wurde eine erhdhte
Expression verschiedener NOX-Untereinheiten nachgewiesen (Etoh et al. 2003). Die gezielte
pharmakologische Inhibition der NOX konnte daher ein potentielles Therapiekonzept
darstellen, um beispielsweise diabetische Begleiterkrankungen zu behandeln (Lambeth et al.
2008, Gorin et al. 2013).

Neben der intrazellularen Aufnahme, Aktivierung und Metabolisierung von Fettsdauren und
anderen Lipiden muss an dieser Stelle auch auf deren mdgliche Funktion als Ligand an
verschiedenen Rezeptoren in der Zellmembran eingegangen werden. Fir die beta-Zellen
konnten in den Arbeiten von Itoh und Kollegen hohe Expressionsraten des
Fettsaurerezeptors 1 (free fatty acid receptor 1, FFAR1) nachgewiesen werden, bei dem es
sich um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor handelt, der friiher auch als GPR40 (G-
protein-coupled receptor 40) bezeichnet wurde (Itoh et al. 2003a). Die Insulinsekretion wird
durch Liganden an diesem Rezeptor glucoseabhangig gesteigert (Schmidt et al. 2011) und ist
auch bei langfristiger Rezeptorstimulation erhéht (Tan et al. 2008). Dariber hinaus fiihrt die
spezifische Rezeptorstimulation zu keinen erhohten Apoptoseraten (Wagner et al. 2013).
Diese Erkenntnisse machen den Rezeptor zu einem interessanten Target fiir neuartige
antidiabetische Wirkstoffe (Araki et al. 2012). Da jedoch dessen genetische Ausschaltung bei
Mausen die schadlichen Einflisse einer HFD auf die Glucosehomoostase nicht abwenden
konnte (Latour et al. 2007, Kebede et al. 2008, Cnop et al. 2008b), wird deutlich, dass die
durch Palmitat und andere Fettsduren vermittelte beta-Zelldysfunktion und erhohte
Apoptoseraten im Rahmen von Glucolipotoxizitdit unabhadngig von der Aktivitat dieses

Fettsdurerezeptors verlaufen missen.
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1.6.4 ROS als Signalfaktor der Insulinsekretion

ROS in Form von Superoxidanion-Radikalen oder H,0, treten durch den physiologischen
Glucosemetabolismus permanent auf und sind als kleine, diffusionsfahige Molekiile
praktisch Gberall in der Zelle vertreten. Aus heutiger wissenschaftlicher Sicht darf man sie
daher nicht nur dem pathologischen Konzept des oxidativen Stresses zuordnen, sondern
muss annehmen, dass sie zu einem gewissen Grad auch einen physiologischen Stellenwert
haben (Finkel 1998, Buetler et al. 2004).

Eindrucksvoll konnte dies anhand grolRer Probandenstudien belegt werden, in denen die
Gabe von Antioxidantien mit einer erhohten Mortalitdt korrelierte (Bjelakovic et al. 2007).
Andere Studien zeigen, dass gewisse ROS-Konzentrationen in Korperzellen vorhanden sein
mussen, damit deren antioxidative Verteidigungsmechanismen in ausreichender Menge
vorhanden sind und so beispielsweise Zielzellen insulinsensitiv sind (Ristow et al. 2009,
Peternelj et al. 2011, Smith et al. 2013). Im Rattenmodell konnte gezeigt werden, dass beta-
Zellen unter dem Einfluss von oxidativem Stress entgegen alteren Untersuchungen (Tiedge
et al. 1997, Tyrberg et al. 1999) durchaus in der Lage sein kdnnen, ihren antioxidativen
Status gegeniiber ROS zu verbessern (Lacraz et al. 2009, Pi et al. 2009). Auf der anderen
Seite sind die meisten Korperzellen jedoch auf einen gewissen Speicher von Antioxidantien
zur Abwehr von immunologischen, kardiovaskuldren und onkologischen Erkrankungen
angewiesen und haben dadurch keine eingeschrankte Funktion (Obrenovich et al. 2011).

Fir die pankreatischen beta-Zellen konnte gezeigt werden, dass sie im Vergleich zu anderen
Geweben lber eine geringe antioxidative Enzymausstattung verfiigen, die im Hinblick auf
oxidativen Stress nachteilig, unter zellphysiologischer Sicht womoglich essentiell ist (Lenzen
et al. 1996, Tiedge et al. 1997). In Versuchen mit geringen Konzentrationen von exogen
zugefiihrtem H,0; (bis 4 uM) bei unstimulierten beta-Zellen kam es zu einer Erhéhung von
intrazellularem Ca* und der Insulinsekretion (Janjic et al. 1999, Maechler et al. 1999, Pi et al.
2007). Die Modulation der intrazelluldiren ROS durch Radikalfanger und Inhibitoren der
Atmungsketten fuhrten zur Einschrankung der beta-Zellfunktion (Kondo et al. 2000, Leloup
et al. 2009). Kontrovers wird dagegen (iber den alleinigen Stellenwert von ROS in der
Stimulus-Sekretionskopplung diskutiert: Wahrend Leloup und Kollegen aufzeigten, dass in
unstimulierten Ratteninseln allein durch die Hemmung der Atmungskette mit Rotenon oder
Antimycin sowohl ROS als auch Insulinsekretion ansteigen und durch den Radikalfanger
Trolox wieder sinken (Leloup et al. 2009), zeigten Pi und Kollegen, dass die Hemmung der
Atmungskette ausnahmslos zu einer verschlechterten glucosestimulierrten Insulinsekretion
fuhrt (Pi et al. 2010c). Auch wenn ROS unter bestimmten Bedingungen (z.B. geringe ROS-

Konzentrationen bei unstimulierten beta-Zellen) die Insulinsekretion erhéhen kann, muss
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der glucosestimulierten Insulinsekretion immer ausreichend ATP zur Verfligung stehen
(Krippeit-Drews et al. 1999, Maechler et al. 1999, Wang et al. 2013a). Da jedoch die direkte
schadigende Interaktion von H,0, mit einer Vielzahl von zelluldren Funktionsproteinen in der
beta-Zelle nachgewiesen werden konnte, kann ROS keinesfalls als wichtigster Signalfaktor

fir die Insulinsekretion dargestellt werden (Pi et al. 2010c).

1.6.5 Nrf2-vermittelte antioxidative Enzymexpression

Abgesehen von der kontrovers diskutierten Bedeutung endogener ROS als Signalfaktor fur
die grundlegende Zellfunktionalitdit auf der einen Seite und als Ursache oxidativer
Schadigungen mit der Folge eines gravierenden metabolischen Zellkollapses auf der anderen
Seite, konnten durch die Untersuchungen von Talalay und Itoh zytosolische Proteine
identifiziert werden, die sich als ROS-empfindliche Regulator-Transkriptionsfaktor-Komplexe
fir detoxifizierende und antioxidative Enzyme herausstellten (Talalay et al. 1988, Itoh et al.
1999). Dabei ist Nrf2 (nuclear factor erythroid 2p45 (NFE2)-related factor 2) ein wichtiger
Transkriptionsfaktor, der zusammen mit dem kleinen Maf-Protein an die Promotorregion
(ARE, antioxidative responsive element) der Gene dieser protektiven Enzyme bindet und so
ihre Expression vermittelt. Neben elektrophilen Molekiilen wie ROS sind auch chemische
Substanzen mit einer Polyphenol-Struktur in der Lage, die Translokation von Nrf2 aus dem
Zytosol in den Zellkern zu vermitteln (Nguyen et al. 2003). Als Regulationsmechanismus
dient die Bindung von Nrf2 an das Keapl-Protein (kelch-like ECH-associated protein 1),
welches an Aktinfilamente des Zytoskeletts assoziiert ist (Kang et al. 2004). So wird im
inaktiven Zustand Nrf2 zytosolisch zuriickgehalten und kann die Enzymexpression
transkriptionell nicht mehr steuern (Giudice et al. 2006, Baird et al. 2011). Zwei Keap1l-
Proteine sind Uber ihre BTB/POZ-Domanen (BR-C, ttk and bab/Pox virus and Zinc finger)
miteinander verbunden und stellen ein Homodimer dar. Uber ihre DGR-Domé&nen (double
glycine repeat) wechselwirken sie mit Nrf2 (Zipper et al. 2002, Kang et al. 2004) (Abb. 1.11).

Zwischen der BTB/POZ- und DGR-Domane befindet sich die intervenierende Region (IVR) des
Keapl-Proteins, die durch zahlreiche Cysteinreste lber ROS-sensible Thiolgruppen verfiigt
(Dinkova-Kostova et al. 2002). Durch oxidative bzw. elektrophile Reaktionen werden die
Thiolgruppen zu intramoluklaren Disulfidbriicken umgewandelt, was eine Konfirmations-
anderung der Keap1-Proteine bewirkt und Nrf2 aus seiner Bindung entlasst (Wakabayashi et
al. 2004, Zhang 2006). Keap1 verstarkt die Nrf2-Wirkung zusatzlich tber eine Verminderung
der Ubiquitinierung und dem damit verbundenen proteasomalen Abbau des Transkriptions-
faktors (Kobayashi et al. 2006). Hierzu dissoziieren Ubiquitin-Ligasen (Cullin-E3-Ligase, Cul3)

bei Konfirmationsdnderung von den BTB-Domaénen, die im inaktiven Zustand die
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Ubiquitinierung des Nrf2 katalysieren und es so fiir das Proteasom markieren (Zhang 2006).
Auch die Nrf2-Biosynthese selbst verstarkt die Wirkung, indem es zu einer erhdhten
Kerntranslokation kommt (ltoh et al. 2003a, Kobayashi et al. 2006). Auch konnte gezeigt
werden, dass durch eine direkte Phosphorylierung des Nrf2-Proteins im Keapl-Komplex eine
Translokation ausgel6st werden kann (Giudice et al. 2006, Baird et al. 2011). Hierfur
kommen neben der Proteinkinase C (PKC), der mitogen-aktiverten Proteinkinase (MAPK)
auch die Proteinkinase am endoplasmatischen Retikulum (protein kinase RNA-like
endoplasmic reticulum kinase, PERK) in Frage, die durch oxidativen Stress aktiviert werden
konnen (Huang et al. 2002, Bloom et al. 2003, Cullinan et al. 2003, Zhang 2006).

ROS, Aktivatoren

Abb. 1.11 - Nrf2-Translokation in den Zellkern - Anmerkungen im Text - nach (Wakabayashi et al. 2004)

Neben zelluldren Signalkaskaden und erhohten ROS-Konzentrationen sind auch eine Reihe
von korperfremden Substanzen (Xenobiotika) in der Lage, das Keapl-Nrf2-System zu
aktivieren (Nguyen et al. 2003). So konnen verschiedene Flavonoide und phenolische
Antioxidantien sowie thiolhaltige Reagenzien, Schwermetalle und Hamkomplexe eine
Expression ARE-postiver Gene induzieren. Allen gemeinsam sind eine ausgepragte
Elektrophilie und die bevorzugte Interaktion mit Thiolgruppen (Dinkova-Kostova et al. 2001).
Als monofunktionelle Induktoren gelten dabei Substanzen, die direkt und ohne weitere
Metabolisierung Nrf2 aktivieren und so die Expression ARE-positiver Gene bewirken. So
reagiert tert-Butylhydrochinon (TBHQ) durch Autooxidation Uber eine Semichinon-
Zwischenstufe zum entsprechenden Chinon. Die dabei entstehenden ROS interagieren mit

dem Keap1-Nrf2-Komplex und fiihren zur Translokation von Nrf2 in den Zellkern (Rushmore
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et al. 1991, Fei et al. 1996). TBHQ entsteht durch Demethylierung aus 3-Butylhydroxyansiol
(3-BHA), das wiederum als bifunktioneller Induktor bezeichnet wird, da es zunédchst seine
eigene Metabolisierung einleiten muss, um anschliefend als aktiver Metabolit mit Keap1-
Nrf2-Komplexen interagieren zu koénnen (Prochaska et al. 1985, Yu et al. 1997).
Bifunktionelle Induktoren aktivieren zundchst Aryl-Hydrocarbon-Rezeptoren (AhR, Ah-
Rezeptor) im Zytosol, die zur Expression von Phase-lI-Enzymen filihren, welche die
Redoxreaktionen, Hydrolyse oder Demethylierung von Xenobiotika katalysieren. Danach sind
deren aktive Metabolite als monofunktionelle Induktoren in der Lage, ARE-postive Gene, die
fir Phase-lI-Enzyme kodieren, zu induzieren (Nguyen et al. 2003). Ein weiteres Beispiel fir
einen bifunktionellen Induktor stellt das Anthelminthikum Olitpraz dar, das nachweislich
Uber die Expression von Phase-lI-Enzymen (Buetler et al. 1995) seine Metabolisierung zum
monofuktionellen Induktor férdert und hierliber zu einer verstarkten Nrf2-Translokation und
der Genexpression von Phase-llI-Enzymen fiihrt (Primiano et al. 1995, Clapper 1998, Petzer et
al. 2003, Choi et al. 2010).

Antioxidative Gene, die Uber ihre typische ARE-Promotorregion von Nrf2 erkannt und
aktiviert werden, kodieren fiir Phase-lI-Enzyme wie beispielsweise NADH-Dehydrogenase,
Hamoxygenase, Katalase sowie Enzyme der Glutathionsynthese (Wasserman et al. 1997, Pi
et al. 2010c). Zusammenfassend haben diese Enzyme die Aufgabe, alle Kérperzellen vor
chemischen und oxidativen Schadigungen zu schiitzen. Diese Tatsache macht das Keap1l-
Nrf2-System zu einem interessanten Target flr die Therapie grundlegender (metabolischer)
Erkrankungen wie T2DM (Sykiotis et al. 2011, Wang et al. 2011, Chartoumpekis et al. 2013,
Xu et al. 2013)

In verschiedenen genetischen Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Transkription
der ARE-Gene mittels Nrf2 notwendig ist, um beispielsweise die Wirkung von toxischen
Substanzen (Chan et al. 1999b, Chan et al. 2001b), die Progression entziindlicher
Erkrankungen wie Rheumatoider Arthritis (Chan et al. 2001b) oder interessanterweise auch
die neurotoxische Wirkung von 3-NPA abzumildern (Chan et al. 2001b). Weitere genetische
Modelle brachten die Erkenntnis, dass die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2 die
Zellen eines Organismus nicht nur akut vor toxischen und oxidativen Einwirkungen schitzt,
sondern auch seine Bedeutung fiir die Lebenszeit und fiir das nattrliche Altern der Zellen hat
(Sykiotis et al. 2008, Tullet et al. 2008). So scheint die Translokation von Nrf2 und die daraus
resultierenden Expressionsmuster ARE-positiver Gene den essentiellen Stellenwert zu
besitzen, langfristig die Funktionalitdt und Viabilitat verschiedenster Gewebe zu beeinflussen
(Lee et al. 2005a). Eine Reihe von metabolischen Studien kam zu dem interessanten

Ergebnis, dass die genetische oder pharmakologische Modulation der Nrf2-Translokation
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nicht nur die zelluldiren Abwehrmechanismen beeinflusst sondern auch den hepatischen
Lipidmetabolismus kontrolliert (Sykiotis et al. 2011). Die Aktivitdt der Enzyme, die die
Bildung von Fettsdauren und anderen Lipiden beispielsweise auf Ebene des Acetyl-CoA
katalysieren, wird durch Nrf2 gehemmt. Somit beobachtete man bei Nrf2-KO-Mausen auf
HFD eine deutliche Akkumulation von Lipiden in der Leber und eine daraus resultierende
Leberverfettung (Chowdhry et al. 2010, Kitteringham et al. 2010, Sugimoto et al. 2010,
Zhang et al. 2010, Okada et al. 2013), wahrend die pharmakologische Verstarkung des Nrf2-
Signalweges vor diesen Verdnderungen, aber auch der Zunahme von Fettgewebe,
Korpergewicht und Plasmalipiden schiitzt (Tanaka et al. 2008, Shin et al. 2009, Zhang et al.
2010). Die konstitutive Expression von Nrf2 im Wildtyp ohne zusatzliche Aktivierung fiihrt
jedoch zu einer hoheren Fettakkumulation als in KO-Tieren (Shin et al. 2009, Pi et al. 2010b).
Nrf2 scheint aullerdem einen wichtigen Einfluss auf die Glucosehomdostase sowohl unter
physiologischen Bedingungen als auch in Modellen des TIDM und T2DM zu haben.
Aleksunes und Kollegen konnten =zeigen, dass Nrf2-KO-Mause (ber verminderte
Konzentration an Plasmainsulin verfligen und glucoseintolerant sind (Aleksunes et al. 2010).
Diese und weitere Studien zeigten aullerdem, dass die beta-Zellen der KO-Tiere
empfindlicher gegenilber Streptozotocin sind und das Auftreten diabetischer Symptome wie
die Nephropathie im Tiermodell und bei Typ-2-Diabetikern an oxidativen Stress und eine
erhohte Nrf2-Expression gekoppelt ist (Yoh et al. 2008, Aleksunes et al. 2010, Jiang et al.
2010). In einem weiteren Experiment konnten Aleksunes und Kollegen zeigen, dass der
Blutzucker von Wildtyp-Ma&usen nach der Streptozotocin-Injektion durch die Applikation des
Nrf2-Aktivators Oltipraz gesenkt werden kann (Aleksunes et al. 2010).

In einem T2DM ahnlichen Modell konnten Yu und Kollegen zeigen, dass die Applikation von
Oltipraz bei Mausen auf HFD eine Vielzahl von Parameter nahezu auf Niveau der
Standarddiat (SD) héalt. So nahmen die Mause in der Oltipraz-Gruppe signifikant weniger an
Kérpergewicht zu, welches die Autoren mit dem verminderten Gesamtfettvolumen und dem
differenzierteren Fettgewebe in Zusammenhang bringen. AuBerdem verfligten die Mause
Uber eine verbesserte Glucosetoleranz und Insulinsensitivitat, da Oltipraz tGber eine Nrf2-
vermittelte Hochregulation antioxidativer Enzyme die RNS-Konzentrationen senkte und so

die Insulinrezeptorkaskade im Zielgewebe vor den Einfliissen schiitzte (Yu et al. 2011).

1.6.6 Kap-Kanalinhibition und oxidativer Stress

In verschiedenen Geweben konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt des Kap-Kanals einen
wesentlichen Einfluss auf die Zellviabilitat hat. Jedoch lasst sich nicht eindeutig festlegen, ob
das Offnen oder SchlieRen der Kanile die Apoptose fordert (Burg et al. 2006, Lang 2007). So
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findet ein Schrumpfen und damit Sterben der Zellen statt, wenn die Elektrolyt- und
Wasserhomdoostase aufgrund von permanent gedffneten lonenkandlen nicht mehr aufrecht
erhalten werden kann (Burg et al. 2006). Die Fahigkeit der Karp-Kanale, zu 6ffnen, scheint
aber auch wesentlich fiir die Zellproliferation verantwortlich zu sein (Pardo 2004, Lang et al.
2005). Die pharmakologische Offnung der Karp-Kanile kann vor verschiedenen schadlichen
Einflissen wie Glucotoxizitat, oxidativem Stress und dem Angriff durch Immunzellen
schiitzen (Kullin et al. 2000, Kullin et al. 2003, Maedler et al. 2004, Yoshikawa et al. 2004).
Eine Verringerung des Karp-Stroms durch metabolische (hohe Glucose- bzw.
Nahrstoffkonzentrationen) oder pharmakologische Effekte (Sulfonylharnstoffe, Glinide)
bewirkt eine Membrandepolarisation und damit das Offnen von spannungsabhéngigen Ca**-
Kanilen. Eine stindig gesteigerte intrazellulire Ca®'-Konzentration kann apoptotische
Prozesse in Gang setzen (Efanova et al. 1998, Rustenbeck et al. 2004, Brookes et al. 2004b,
Maedler et al. 2005, Gier et al. 2009). Auch Mutationen oder das véllige Fehlen der SUR1-
Untereinheit in Inseln der Maus fihren zu einer ibermiRigen Steigerung von [Ca®*]. (Dufer
et al. 2007) und damit zu einer deutlichen Einschrankung ihrer Zellviabilitat (Gier et al. 2009).
Zahlreiche klinische Studien weisen darauf hin, dass die Therapie des T2DM mit Karp-
Kanalinihibtoren zu einer beschleunigten Progression der beta-Zelldysfunktion fihrt und
dariber hinaus an das Auftreten weiterer Begleiterkrankungen kardiovaskuldaren und
onkologischen Ursprungs geknipft ist (Bowker et al. 2006, Del Prato et al. 2006, Tzoulaki et
al. 2009, Zeller et al. 2010, Schramm et al. 2011).

Unter Bedingungen von oxidativem Stress wurde jedoch auch gezeigt, dass die
pharmakologische oder genetische Hemmung der Katp-Kanadle einen effektiven Schutz der
Stimulus-Sekretionskopplung (V, [Caz"]C und Insulinsekretion) darstellt: Die sekretions-
hemmende Wirkung von H,0, beruht in beta-Zellen auf einer Beeintrdachtigung der
mitochondrialen ATP-Produktion mit einer nachfolgenden Hyperpolarisation der
Zellmembran, da die Karp-Kanale nicht mehr geschlossen werden konnen (Krippeit-Drews et
al. 1994, Krippeit-Drews et al. 1999). Bereits geringe Konzentrationen von H,0, (10 - 100
uM) fihrten daher in Kontrollinseln zu einer signifikanten Abnahme der elektrischen
Aktivitat und Insulinsekretion, wahrend die Inselzellen von Mausen ohne funktionstiichtigen
Katp-Kanal (SUR1-KO) diese Veranderungen erst bei hoheren Konzentrationen (250 und 500
uM) aufwiesen. Auch die Zellviabilitdit war durch die genetische und pharmakologische
Hemmung der Karp-Kanéle vor den Einfliissen von ROS und RNS geschiitzt und in vivo konnte
nach einem durch Streptozotocin induziertem beta-Zellschaden ein deutlicher
Uberlebensvorteil von SUR1- und Kir6.2-KO-M&usen gegeniiber Wildtyp-Tieren beobachtet
werden (Xu et al. 2008b, Gier et al. 2009). Die Autoren machen hierfiir die erhéhte Aktivitat
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(Gier et al. 2009) und Expression (Marhfour et al. 2010) der drei wichtigsten antioxidativen
Enzyme SOD, Cat und GPx verantwortlich.

Zahlreiche Studien an Zelllinien und Geweben kommen zu dem Schluss, dass Gliclazid in der
Reihe der Sulfonylharnstoffe eine Sonderstellung einnimmt, da es als einziges nicht die
Apoptose (Sawada et al. 2008, Gier et al. 2009) und den Funktionsverlust férdert, sondern
sogar einen protektiven Effekt gegeniiber oxidativen Schadigungen vermittelt (Kimoto et al.
2003, Del Guerra et al. 2007, Sawada et al. 2008, Sliwinska et al. 2012). Sawada und Kollegen
konnten dariber hinaus nachweisen, dass Gliclazid im Vergleich zu anderen
Sulfonylharnstoffen und Gliniden zu keiner ROS-Akkumulation in insulinproduzierenden
Zellen fuhrt (Sawada et al. 2008).

Scott und Kollegen untersuchten bereits Anfang der 1990er Jahre Gliclazid im Hinblick auf
seine Eigenschaften als Radikalfanger und kamen zu dem Ergebnis, dass sich das Molekiil im
Gegensatz zu Glibenclamid eignet, unspezifisch ROS abzubauen (Scott et al. 1991). Diese
Erkenntnisse konnten in Studien von Noda und Kollegen bestatigt werden, die dieselben
Sulfonylharnstoffe hinsichtlich ihrer Radikalfangereigenschaften gegenitber Hydroxyl-,
Superoxidanion- sowie Stickstoffmonoxidradikalen testeten (Noda et al. 1997). Aus einigen
Patientenstudien ldsst sich ebenfalls eine deutliche antioxidative Wirkung von Gliclazid
erkennen: So zeigten die Plasmawerte, dass Gliclazid im Gegensatz zu anderen
Sulfonylharnstoffen die Lipidperoxidation beispielsweise von LDL senkt und gleichzeitig fir
einen Anstieg der gesamten antioxidativen Kapazitdt des Plasmas (TRAP, total radical-
trapping antioxidant parameter) sorgt. AuBerdem verbesserte sich die Endothelfunktion der
Patienten unter Gliclazid, da die NO-vermittelte Vasodilatation vor oxidativen Einfllissen
geschitzt war (O'Brien et al. 1997, O'Brien et al. 2000, De Mattia et al. 2003, Chen et al.
2011). Daruber hinaus fiihrt Gliclazid im Gegensatz zu Glibenclamid zu einer positiv
beeinflussten Diabetesprogression, da es das vollstandige beta-Zellversagen und die damit
einhergehende Insulinpflichtigkeit bei Typ-2-Diabetikern um durchschnittlich sechs Jahre
hinauszogert (Satoh et al. 2005).

Zusammenfassen lassen sich die bisherigen Erkenntnisse in zwei Patientenstudien von
Jennings und Kollegen, die darstellen, dass Gliclazid neben seiner blutzuckersenkenden
Wirkung Uber antioxidative Eigenschaften verfligt, die sowohl durch seine Funktion als
Radikalfanger als auch durch die nachgewiesene Hochregulation der Plasma-SOD erklart

werden konnen (Jennings et al. 1992, Jennings et al. 2000).



36 Einleitung

1.7 Fragestellung

Bereits in der Phase eines Pradiabetes oder bei der Entstehung eines metabolischen
Syndroms sind beta-Zellen schadigenden Einflissen ausgesetzt, die ihre Ursachen meistens
in der Fehl- bzw. Ubererndhrung der Betroffenen haben. Die kontinuierliche Aufnahme
kohlenhydrat- und fettreicher Nahrung fiihrt zu erhdhter Zirkulation von Glucose und
Lipiden im Blut. Da jede einzelne beta-Zelle durch feine Kapillaren an die Blutversorgung
angeschlossen ist und ihre insulinunabhdngigen Glucosetransporter permanent in der
Zellmembran zur Verfligung stehen, ist es nachvollziehbar, dass sie unter diesen Umstanden
erhéhtem metabolischem Stress ausgesetzt ist.

Der Steigerung von ROS- und RNS-Konzentrationen durch den zelluldren Metabolismus
sowie aktivierte Immunzellen im Rahmen einer ,low grade inflammation“ kbnnen die beta-
Zellen mit ihrer geringen Ausstattung von antioxidativen Mechanismen nicht effektiv genug
begegnen. Die Diabetesprogression und der damit verbundene Therapieaufwand

intensivieren sich mit dem vollstandigen Versagen der beta-Zellfunktion.

Vor diesem Hintergrund und den Erkenntnissen aus dem SUR1-KO-Modell, dass Mause, die
aufgrund einer Gendeletion keine Karp-Kandle mehr exprimieren, zwar nach wie vor
glucosetolerant und lebensfahig sind (Seghers et al. 2000, Shiota et al. 2002), ihre beta-
Zellen jedoch aufgrund erhohter antioxidativer Enzymaktivitdat widerstandsfahiger
gegeniber oxidativen Schadigungen sind (Gier et al. 2009), sollte im Rahmen dieser Arbeit
Uberprift werden, welche Ursachen fiir oxidativen und metabolischen Stress in den beta-
Zellen in Frage kommen und inwiefern die pharmakologische Karp-Kanalhemmung durch

Gliclazid und andere antioxidative Strategien zu einem beta-Zellschutz beitragen konnen:

e Fihrt die gezielte Komplex-ll-Hemmung der mitochondrialen Atmungskette zu einer
funktionellen Einschrankung muriner beta-Zellen? Sind hierfir erhdhte ROS-
Konzentrationen ursachlich und durch antioxidative Malnahmen verhinderbar?

e Sind Wildtyp-Inseln, die mit Gliclazid oder anderen antioxidativen Wirkstoffen
behandelt wurden, gegeniber ROS und RNS widerstandsfahiger? Welche
Angriffspunkte von H,0; in den Mitochondrien kommen in Frage?

e Bewirkt Gliclazid in einem Glucolipotoxizitatsmodell in vitro und wahrend einer
Hochfettdidat mit Mausen in vivo einen beta-Zellschutz gegen oxidative Schaden?

e Welchen Einfluss hat die Karp-Kanalhnemmung durch Sulfonylharnstoffe auf die ROS-

Konzentrationen und den mitochondrialen Metabolismus der beta-Zellen?
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2 Material und Methoden

2.1 Praparation und Kultivierung von Inseln und Inselzellclustern
2.1.1 Material

2.1.1.1 Tiere

Alle Experimente der vorliegenden Arbeit wurden an isolierten pankreatischen Langerhans-
Inseln bzw. Inselzellclustern von Mausen der Art Mus musculus durchgefiihrt. Dazu wurden
sowohl Mannchen als auch Weibchen des Stammes C57BI/6N im Alter von 2 bis 6 Monaten
aus Eigenzucht sowie von Charles River, Sulzfeld, D, oder Janvier, Saint-Berthevin, F,
verwendet. Die Tierhaltung fand in institutseigenen Raumlichkeiten unter standardisierten
Bedingungen statt: Die Raumtemperatur lag bei 22-24 °C, die relative Luftfeuchtigkeit betrug
50-55 %, die Tiere wurden in Polysulfonkafigen gehalten und erfuhren einen Tag/Nacht-
Rhythmus von 12 Stunden. Sie erhielten Standardtrockenfutter 1314 TPF (Total Pathogen

Free) von Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, D, und Trinkwasser ad libitum.

2.1.1.2 Gerate

Der Laborbedarf wurde mit den folgenden Ausnahmen Uiber das Universitatslager bezogen.

Brutschrank CO,-Inkubator HERAcell®, Kendro Laboratory Products
GmbH, Langenselbold, D

Deckglaser @ 0,3 cm, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG,
Sondheim, D

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

Kanilen BD Microlance™ 3 27G (0,4 mm x 19 mm), Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, D

pH-Meter EL20, Mettler-Toledo AG, Schwerzenbach, CH

Praparierbesteck World Precision Instruments, Serasota, USA

Sicherheitswerkbank Laminar-Air-Flow HERAsafe®, Kendro Laboratory

Products GmbH, Langenselbold, D
Stereomikroskop Nikon, J
Trockenschrank Heraeus® Function Line T6, Heraeus Holding GmbH,

Hanau, D
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Ultraschallbad RK 31, Bandelin electronic, Berlin, D

Vortexmischer Vortex-Genie, Scientific Industries, New York, USA
Waage VWR-124 und -1502, Sartorius, D

Wasserbad Kottermann, Hanigsen, D

Zellkulturschalen BD Falcon™, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Zentrifuge Centrifuge 5417R, Eppendorf AG, Hamburg, D

2.1.1.3 Chemikalien

Alle hier nicht explizit aufgefiihrten Chemikalien wurden in ihrer reinsten Qualitat von
Sigma-Aldrich, Schnelldorf/Taufkrichen, D, Roth, Karlsruhe, D, Merck, Darmstadt, D sowie

Merck Biosciences, Schwalbach, D, bestellt.

Collagenase P aus Cl. histolyticum Roche Diagnostics, Mannheim, D
Lésung aus Penicillin (10.000 IE/ml)

und Streptomycin (10 mg/ml) Invitrogen, Karlsruhe, D
Fetales Kalberserum (FKS) Invitrogen, Karlsruhe, D
RPMI 1640 mit L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe, D
0,25 % Trypsin-EDTA Invitrogen, Karlsruhe, D

2.1.1.4 Losungen

Wassrige (Bad-)Losungen wurden mit demineralisiertem Wasser (Aqua demin.) aus dem

institutseigenen Leitungsnetz hergestellt.

Praparierlosung A+AB

NaCl 135 mM

KCl 5,6 mM
MgCl, 1,2 mM
CacCl, 1,28 mM
Glucose 3mM
HEPES 10 mM
Penicillin / Streptomycin (AB) 1% (V/V)
BSA 0,1% (m/m)

Mit NaOH wurde der pH-Wert der Praparierlosung vor der Zugabe von BSA auf 7,4
eingestellt und die fertige Losung in Glasflaschen zu je 0,5 | bei -20 bzw. 2-8 °C aufbewahrt.
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Collagenaseldsung

Zu Beginn einer Praparation wurden 2 mg/ml Collagenase (1,9 U/mg) in Praparierlosung

A+AB gel6st und in Einmalspritzen zu je 2-3 ml bis zur Verwendung auf Eis gekihlt.

Zellkulturmedium

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

Die aseptische Herstellung fand unter der Sicherheitswerkbank statt und die fertige Lésung
wurde in Glasflaschen zu je 100 ml bei 2-8 °C aufbewahrt. Das Zellkulturmedium enthielt
eine Glucosekonzentration von ca. 11 mM, fir Langzeitinkubationen mit anderen
Konzentrationen wurde RPMI 1640 ohne Glucose verwendet und die jeweilige Menge

eingewogen.
2.1.2 Methoden

2.1.2.1 Praparation von murinen Langerhans-Inseln

Durch Einleiten von CO, in den Polysulfonkdfig wurde das jeweilige Versuchstier getétet.
AnschlieBend wurde die Maus auf dem Riicken fixiert und mit Ethanol 70 % eingespriiht. Der
Bauchraum wurde gedéffnet, indem mit einer Schere und Pinzette zunéachst das Fell und mit
einer feineren Schere schlielRlich das Peritoneum aufgeschnitten wurde. Die inneren Organe
wurden so zurechtgelegt, dass der Ductus choledocus zu erkennen war und das Pankreas
nicht durch andere Organe verdeckt war. Mittels anatomischer Klemmen wurden lebernah
der Ductus choledocus sowie der Diinndarm ober- und unterhalb der Papilla duodeni vateri
verschlossen. Die Miindung des Ductus in den Diinndarm wird durch den Musculus sphincter
Oddi verschlossen und kann als strichformige weiBe Struktur erkannt werden. Diese Stelle
wurde mit einer diinnen Kanile (0,4 mm x 19 mm) durchstochen. Nachdem die Kaniile in
den Ductus pancreaticus vorgeschoben war, wurden ca. 2,5 ml der Collagenase-Losung in
das Pankreas injiziert. Ein vollstandiges Aufblahen und Glasigwerden des Organs zeigte, dass
der Ductus richtig getroffen war und sich die Collagenase-Losung gleichmalig im gesamten
Pankreas verteilte. Danach wurden die Klemmen entfernt und das Pankreas wurde vorsichtig
vom Enddarm aus mittels einer feinen Schere und Pinzette von Darm, Magen und Milz
abgetrennt und in ein steriles 15 ml Einmalzentrifugenrohrchen Gberfihrt und das Réhrchen

anschlieRend verschlossen. Nach kurzem Aufschiitteln mit einem Vortexmischer wurde die



40 Material und Methoden

Pankreasprobe im 37 ° C vorgeheizten Wasserbad unter standigem Schiitteln inkubiert. Die
Inkubationszeit richtete sich nach Aktivitdt der verwendeten Collagenase und betrug im
Durchschnitt 6 min. Die Probe wurde wahrend der Inkubation alle 2 min mit einem
Vortexmischer durchmischt.

Der Gewebeverdau wurde durch Hinzufligen eiskalter Praparierlédsung A+AB gestoppt. Nach
kraftigem Schiitteln wurde mit einer Tischzentrifuge die Gewebesuspension abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Nach zweimaligem Wiederholen des Vorgangs wurde das
Pellet mit ca. 50 ml Praparierlésung resuspendiert und portionsweise in eine Petrischale mit
schwarzem Boden Uberfiihrt. Unter einem Stereomikroskop konnten mit Hilfe einer Pipette
die Langerhans-Inseln (je nach Glte der Praparation 70-200 Stiick) in eine zweite Petrischale
umgelesen werden. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis kein ibriges verdautes
Gewebe mehr in der Suspension erkennbar war. Nach einheitlichen 2 Stunden Ruhezeit in

der Praparierlésung konnten die Inseln weiterverarbeitet werden.

2.1.2.2 Kultivierung von Inseln

Fir Experimente mit intakten Inseln (Insulinsekretionsmessungen) wurde die bendétigte
Anzahl von Inseln mit Hilfe einer Pipette in ein Reaktionsgefal Gberfihrt und 2 min bei 2.000
U/min (22 °C) abzentrifugiert. Unter der Sicherheitswerkbank wurde der Uberstand
abgenommen und verworfen und das Pellet mit Zellkulturmedium (Vorinkubation im
Brutschrank: 37 °C, 95 % O, / 5 % CO,) resuspendiert. Die Suspension wurde aus dem
ReaktionsgefaR in Zellkulturschilchen (@ 0,35 cm) mit einem Endvolumen von 2 ml
transferiert. Wenn die Inseln mit Substanzen Uber Nacht inkubiert werden sollten, dann
wurden zu diesem Zeitpunkt Substanzinkubationen und Kontrollen angesetzt. Danach

wurden die Schélchen mit Inseln im Brutschrank bis zum Folgetag kultiviert.

2.1.2.3 Gewinnung und Kultivierung von Inselzellclustern

Flr Experimente mit Inselzellclustern (fluoreszenzoptische Messungen) wurden die Inseln in
moglichst kleinem Volumen (ca. 10 ul) in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen mit 2 ml Trypsin-
Losung (0,25 %) Uberfiihrt und 2 min bei 37 °C unter standigem Schitteln inkubiert.
AnschlieBend wurde die Suspension 3-4 mal schnell auf- und abpipettiert und mit 12 ml
Zellkulturmedium verdiinnt. Dadurch wurde der Inselverdau abgestoppt. Nach dem
Zentrifugieren (5 min, 1.000 U/min, 4 °C) wurde das Pellet mit vorbehandeltem
Zellkulturmedium resuspendiert (Volumen abhangig von Anzahl der Schélchen und der
TropfengréRe) und zu Tropfen von jeweils 20-40 pl auf runde Deckgliser (@ 0,3 cm) in

Kulturschédlchen ausgesat. Die Einzelzellen aggregierten auf den Deckglasern im Brutschrank
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(37 °C, 95 % 0, / 5 % CO;) zu Clustern. Nach 1,5-2 Stunden wurden die Schalchen mit jeweils
2 ml Zellkulturmedium aufgefillt und bis zu ihrer Verwendung maximal 4 Tage lang im

Brutschrank aufbewahrt.

2.2 Insulinsekretionsmessungen
2.2.1 Material

2.2.1.1 Gerate

Gammazahler Packard Cobra Gamma Counter, GMI Inc., Minnesota,
USA
Thermostat Thermostat T Lauda, Lauda Dr. Wobser GmbH & Co. KG,

Lauda-Konigshofen, D

2.2.1.2 Chemikalien

Meerschweinchen-Antikorper

gegen Ratteninsulin BIOTREND Chemikalien GmbH, K&ln, D
123|0d-Insulin, 740 kBg/2ml A-14  Sanofi-Aventis, Frankfurt, D
Ratteninsulin Standard-Set BIOTREND Chemikalien GmbH, Koln, D

2.2.1.3 Losungen

Krebs-Ringer-HEPES Pufferlosung (KRH-LOsung)

NaCl 122 mM
KCl 4,7 mM
CaCl, 2,5 mM
MgCl, 1,1 mM
HEPES 10 mM

Mittels NaOH wurde der pH-Wert der Losung auf 7,4 eingestellt und diese wurde bei 2-8 °C
bis zur Verwendung gelagert. Am Versuchstag der Insulinsekretionsmessungen wurden der

KRH-L6sung 0,5 % (m/V) BSA und Glucose in verschiedenen Konzentrationen zugegeben.
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Saurer Ethanol

EtOH 100 % 75 ml
Aqua demin. 23,5 ml
HCl konz. (37%) 1,5 ml
RIA-Puffer

NaCl 9g
Na,HPO, - 7 H,O 12,35¢
KH2PO4 0,65¢g
EDTA 11,8¢
Thiomersal 01¢g
Aqua bidest. ad 1.000 g

Die Losung wurde mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt und vor der Verwendung

mit 1 % BSA versetzt.

Meerschweinchen-Antikorper gegen Ratteninsulin

Meerschweinchen-Antikorper gegen Ratteninsulin wurde in 1 ml RIA-Puffer gel6st,

aliquotiert und bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.

Ratteninsulinstandard

Die sieben gebrauchsfertigen Losungen (je 1 ml) des Ratteninsulin Standard-Sets (0,1 — 10

ng/ml) wurden bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.

Radioaktiv markiertes Ratteninsulin
125

lod-Insulin wurde in 2 ml Aqua bidest. gelost, zu 200 ul aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
Die Stammldsungen mit einer Aktivitdt von ca. 74 kBq wurden vor der Verwendung 1:80

verdinnt.

2.2.2 Methoden

Alle glucosestimulierten Insulinsekretionen dieser Arbeit wurden als einstlindige Steady-
state-Inkubationen durchgefiihrt. Die anschlieRende Bestimmung des sezernierten Insulins

fand mittels Radioimmunoassays (RIA) gegen einen Standard mit Ratteninsulin statt.
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2.2.2.1 Steady-state-Inkubationen

Die Inseln wurden am Tag nach der Praparation aus dem Brutschrank entnommen und fir
das Insulinsekretionsexperiment verwendet. In manchen Experimenten waren die Inseln zu
diesem Zeitpunkt bereits seit 15-17 h mit verschiedenen Substanzen inkubiert. Durch
mehrmaliges Umlesen der Inseln von Kulturschdlchen in Schdlchen mit KRH-Losung
verschiedener niedriger Glucosekonzentrationen (1 h bei 5,6 mM sowie 0,5 h bei 3 mM
Glucose, Raumtemperatur) wurden die Inseln vom Kulturmedium befreit und auf ein
einheitliches metabolisches Niveau gebracht. Bei Experimenten mit Ubernacht-Inkubationen
wurden die Testsubstanzen auch in dieser 1,5 stiindigen Ruhephase zugegeben. Fir die
anschlielRende  Steady-state-Inkubation  wurden pro  Versuchsbedingung  drei
Polystyrolrohrchen mit jeweils 990 pl KRH-Lésung verschiedener Glucosekonzentrationen
und Substanzzugaben vorbereitet. Je finf Inseln wurden in einem Volumen von 10 pl KRH-
Losung auf die Rohrchen verteilt. Danach fand eine Inkubation aller Roéhrchen im
Schittelwasserbad fiir 1 h bei 37 °C statt. Durch das permanente Schiitteln der Proben
wurde gewihrleistet, dass sich das freigesetzte Insulin gleichmiRig im Uberstand verteilte.

Nach einer Stunde wurden alle Rohrchen fiir einige Minuten in ein eisgekiihltes Wasserbad
Uberfihrt, um die Insulinsekretion abzustoppen. Auf dem Vortexmischer wurde jedes
Réhrchen kurz aufgeschiittelt. AnschlieRend wurden 500 pl des Uberstandes abpipettiert

und bis zur Bestimmung mittels RIA in ReaktionsgeféfRen bei -20 °C gelagert

2.2.2.2 Variation der Steady-state-Inkubationen

Bei besonderen Langzeitkulturbedingungen (Glucolipotoxizitat) sowie Versuchen mit Inseln
aus In-vivo-Studien wurde die 1,5 stindige Inkubation in verschiedenen niedrigen
Glucosekonzentrationen auf 0,5 h in 3 mM Glucose verkiirzt. Inseln von Tieren aus In-vivo-
Studien wurden unmittelbar nach der Pridparation ohne Ubernacht-Kultur dem
Insulinsekretionsexperiment zugefiihrt. Diese Variation sollte Aquilibrierungseffekte durch

Kultureinflisse verhindern.

2.2.2.3 Bestimmung des Insulingehalts

Falls im Anschluss an das Sekretionsexperiment der Insulingehalt bestimmt werden sollte,
wurden flr die jeweiligen Bedingungen sdurebestdndige Kunststoffrohrchen verwendet.
Nach Abpipettieren des Uberstandes wurden die fiinf Inseln vom Rest der Lésung befreit
und mit 500 pl saurem Ethanol versetzt. Die Rohrchen wurden mit einem Stopfen
verschlossen und fir 1 h in ein Ultraschallbad gestellt. Dadurch wurden die Kapseln und

Zellmembranen der Inseln zerstért und der gesamte Insulingehalt in die Losung freigesetzt.
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AnschlieBend wurden alle Réhrchen fir jeweils 10 s mittels Vortex-Mischer aufgeschittelt

und bis zur Bestimmung bei -20 °C tiefgefroren.

2.2.2.4 Bestimmung des Insulins mittels Radioimmunoassay

Die Proben wurden je nach erwarteter Insulinmenge mit KRH-Losung verdiinnt (z.B. 1:4 bis
1:8 bei Proben unter Bedingungen mit 15 mM Glucose, unverdiinnt bei 3 mM Glucose, 1:200
bei Gehaltsproben) und mittels Vortex-Mischer geschittelt.

Dem Radioimmunoassay (RIA) liegt die Antigen-Antikorper-Reaktion zugrunde, die sich
durch eine hohe Empfindlichkeit und Spezifitat fir den Nachweis und die Quantifizierung
kleinster Substanzmengen eignet.

In Polystyrolrohrchen wurden zu 100 pl Standardinsulin bzw. (verdiinnte) Probe 150 pl
Assay-Puffer pipettiert. Als Antigene dienten das Standardinsulin bzw. sezerniertes Insulin
der Probe sowie eine bestimmte Menge (100 pl einer 1:80 verdiinnten Stammldsung) eines

radioaktiv markierten Ratteninsulins (**

lod-Insulin). Um die Bindungsstelle am Antikorper
(50 ul einer frisch aufgetauten und verdiinnten Stammlosung von Meerschweinchen-
Antikérper gegen Ratteninsulin) konkurrieren beide Insuline bis zur Absattigung: Je mehr
sezerniertes Insulin aus der Probe vorhanden ist, desto mehr radioaktives Insulin wird aus
der Bindung verdrangt.

Nach Ubernacht-Inkubation bei 2-8 °C wurde der Insulin-Antikérper-Komplex mittels Ethanol
96 % gefallt (4.000 U/min, 20 min, 4 °C) und gewaschen und die Radioaktivitat des
Prazipitats mit einem Gamma-Counter 2 min lang vermessen. Eine Standardinsulin-

verdunnungsreihe (0,1 — 10 ng/ml) diente der Kalibrierung.

2.3 Fluoreszenzoptische Methoden
2.3.1 Material

2.3.1.1 Gerate

Mikroskop Axiovert 100, Carl Zeiss GmbH, Jena, D

Monochromator Polychrome I, IV und V, TILL Photonics GmbH,
Grafelfing, D

Objektiv PlanNeofluar 40x, Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

Schwingungsgedampfter Tisch Institutswerkstatt

Software IgorPro 4.0.9.1, WaveMetrics, Inc., Portland, USA

TILLvisION v.4.0.1, TILL Photonics GmbH, Grafelfing, D
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Warmeschrank

Wasserbad

2.3.1.2 Chemikalien

Fura-5K
Rhodamin 123
DCDHF-DA

2.3.1.3 Losungen

Badlésung (BBad1)
NaCl

KCI

MgCl,

CaCl,

Glucose
HEPES

hwl scientific instruments GmbH, Ammerbruch, D

Institutswerkstatt

Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

140 mM
5mM

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

Der pH-Wert wurde mittels NaOH auf 7,4 eingestellt und je nach Messbedingung wurden

verschiedene Glucosekonzentrationen eingewogen. Die Losung wurde bei 2-8 °C gelagert.

Kalibrierlosung

Zur Kalibrierung der Xenonlampe im Monochromator wurde eine Losung mit und ohne 10

mM CaCl, frisch hergestellt.

NaCl
KCI
MgCl,
HEPES
CaCl,
EGTA

10 mM

148 mM
3mM

10 mM

0 bzw. 10 mM
10 bzw. 0 mM

Mit NaOH wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.
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Fura-2-AM

Flr eine 2,5 mM Stammlésung wurde 1 mg Fura-2-AM in 400 ul DMSO geldst, aliquotiert
und bis zu Verwendung bei -20 °C gelagert. Zur Messung wurden Inselzellcluster mit 5 uM
Fura-2-AM in Badlosung (15 mM Glucose) 35 min lang bei 37°C inkubiert.

Fura-5K
1 mg Fura-5K wurden in 400 pl HEPES zu einer Endkonzentration von 2,5 mM gel6st. Die

Kalibrierung fand mit 5 uM Fura-5K in entsprechender Lsung statt.

Rhodamin 123
2,5 mg Rhodamin 123 wurden in 250 pl DMSO gelost, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Die
Inkubation der Inselzellcluster wurde mit einer Konzentration von 10 pg/ml Rhodamin 123 in

Badl6sung (0,5 mM Glucose) 15 min lang bei 37 °C durchgefiihrt.

2',7"-Dichlorodihydrofluorescindiacetat (DCDHF-DA)
4,9 mg DCDHF-DA wurden in 500 pl DMSO gel6st, aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt. In

Badlésungen mit verschiedenen Glucosekonzentrationen und Substanzen wurden

Inselzellcluster mit 20 uM DCDHF-DA fiir 15 min bei 37°C inkubiert.

2.3.2 Methoden

2.3.2.1 Messung der zytosolischen Ca**-Konzentration [Ca®*].

Tsien und Kollegen entwickelten Anfang der 1980er Jahre den Ca”**-Chelator Fura-2 und
etablierten damit die gingigste Methode, intrazellulire Konzentrationen von Ca** in
lebenden Zellen messbar zu machen. Das Prinzip beruht auf der Ca**-induzierten
Fluoreszenzinderung des Farbstoffes, wobei Ca’"-gesittigtes Fura-2 bei 340 nm und freies
Fura-2 bei 380 nm angeregt wird. Das Emissionsmaximum liegt fir beide
Anregungswellenlangen bei ca. 515 nm (Abb. 2.01) (Grynkiewicz et al. 1985).

Inselzellcluster wurden vor der Messung 35 min bei 37 °C in 15 mM glucosehaltiger
Badlosung mit dem membrangangigen Acetoxymethylester-Derivat Fura-2-AM vorinkubiert.
Wahrend der Inkubation diffundiert das lipophile Derivat ins Zellinnere und wird durch
endogene Esterasen zu Fura-2 gespalten. Die fiinf Carboxylat-Reste machen das Molekiil
polar, sodass es die Plasmamembran nicht mehr durchdringen kann und im Zytosol

akkumuliert.



Material und Methoden 47

Nach der Inkubation wurde das runde Deckglas mit den Inselzellclustern in eine
abgedunkelte Durchstromungskammer eingelegt und mit einem Zu- und Ablauf versehen.
Auf 37 °C temperierte Badl6sungen mit verschiedenen Glucosekonzentrationen wurden tber
die Zellcluster geleitet. Die Kammer befand sich auf dem Objekttrégertisch eines inversen
Mikroskops, mittels dessen Zellcluster fiir die Messung ausgewahlt wurden. In einem
Monochromator wurden aus dem Licht einer Xenonlampe alle 3 s die Anregungswellen-
langen 340 und 380 nm erzeugt (Belichtungszeit 20 ms) und Uber einen Lichtleiter ins
Mikroskop geleitet. Ein dichroitischer Spiegel im Mikroskop leitete das Licht auf die
Zellcluster und lieR das Emissionslicht der Probe wiederum durch einem Longpass-
Emissionsfilter (>515 nm) in eine CCD-Kamera zur Ermittlung der Intensitat passieren (Abb.
2.01). Die alle 3 s erhobenen Messwerte wurden per Software ausgewertet und visualisiert.

Die Konzentration an Ca’"-lonen im Zytosol wurde dabei indirekt Gber die Bildung des
Quotienten (Ratio) der Emissionslichtstarken bestimmt. Anhand einer zuvor durchgefiihrten
In-vitro-Kalibrierung des Messstandes mit einem Fura-2-Kaliumsalz (Fura-5K) in Losungen
ohne und mit einer definierten Menge an Ca”" konnte mit Hilfe der Grynkiewicz-Formel dann

die Ca**-Konzentration in nM ermittelt werden:

[CEB]'; = Kd z B ] {R e Rmin} -P{ [Rmax = R}
Kq Dissoziationskonstante von Fura-2 fir Ca?* (224 nM)

B Quotient aus Fluoreszenzsignal bei 380 nm mit 0 mM Ca**

und bei 380 nm mit 10 mM Ca**
R Ratio (340 nm / 380 nm) zu beliebigem Zeitpunkt
Rmin  Ratio bei 0 mM Ca**

Rmax  Ratio bei 10 mM Ca**
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Abb. 2.01 - Messprinzip der intrazelluldren Ca*"-Konzentration mit Fura-2, Versuchsaufbau fiir fluoreszenz-
optische Messungen - G15: 15 mM Glucose - ibernommen aus den Dissertationen von K. Horth (2011) und K.
Noack (2010)
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2.3.2.2 Messung des mitochondrialen Membranpotentials AW

Die metabolische Aktivitdt von beta-Zellen korreliert mit der ATP-Syntheseleistung ihrer
Mitochondrien. Die Atmungsketten generieren einen Protonengradienten liber die innere
Mitochondrienmembranen, der zu einer Ladungsumverteilung fihrt und von der ATP-
Synthase genutzt wird. Um die Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials
(AW) zu verfolgen und quantitativ zu erfassen, wurden Inselzellcluster 15 min lang bei 37 °C
in 0,5 mM glucosehaltiger Badlosung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 123 (Rh 123)
beladen. Als lipophiles Kation reichert sich Rh 123 bevorzugt in negativen Zellorganellen an.
Da die Mitochondrien auch unter Bedingungen geringer metabolischer Aktivitat im Vergleich
zum Zytosol ein negativeres Matrixpotential aufweisen, konzentriert sich Rh 123 bevorzugt
in ihnen. Wird durch eine gesteigerte Aktivitdt der Atmungskette der Protonengradient
vergrofRert und somit die innere Mitochondrienmembran hyperpolarisiert, akkumuliert Rh
123 in den Mitochondrien und bildet Aggregate. Fluoreszenzoptisch fiihrt der Wechsel von
einer niedrigen zu einer hohen Glucosekonzentration aufgrund der Aggregatbildung zu einer
Abnahme der Intensitdt des emittierten Lichts.

Die Messungen wurden analog den Messungen von [Ca®']. an einem inversen Mikroskop mit
Monochromator durchgefiihrt, wobei die Anregungswellenldnge von Rh 123 bei 480 nm

(Intervall 1 s, Belichtungszeit 20 ms) und das Emissionslicht oberhalb von 515 nm liegt.

2.3.2.3 Messung von FAD und NAD(P)H

Der beta-Zellmetabolismus fihrt durch die zytosolische Glykolyse und vor allem durch den
mitochondrialen Citrazyklus zur Bildung der Reduktionsdquivalente NAD(P)H und FADH,.
Diese liefern den Atmungsketten die Protonen und Elektronen zur Ausbildung des
Gradienten und zur Synthese von ATP. NAD(P)H und die oxidierte Form FAD weisen
Autofluoreszenzeigenschaften auf, d.h. sie kdénnen durch Licht ohne Farbstoffzugabe
angeregt werden und emittieren Licht im sichtbaren Bereich. In der beta-Zelle ist die
Fluoreszenzintensitdt abhdngig von der Glucoseverwertung sowie der Aktivitat des
mitochondrialen Metabolismus (Duchen et al. 1993, Patterson et al. 2000). NAD(P)H weist
ein Absorptionsmaximum bei 360 nm auf und FAD bei 465 nm, beide Emissionswellenlangen
konnen oberhalb von 515 nm erfasst werden und wurden daher dhnlich zu den Messungen
von AW und [Ca%'). aufgenommen (Intervall 1 s, bei paralleler Bestimmung 3 s,

Belichtungszeit 250 ms).
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2.3.2.4 Messung der intrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies

Bei der Ubertragung von Protonen und Elektronen auf Sauerstoff am Ende der
mitochondrialen Atmungskette entstehen in vivo schatzungsweise 1-3 % reaktive
Sauerstoffverbindungen (ROS) wie Superoxid-Anion, Hydroxylradikal oder Wasserstoff-
peroxid (Kirkinezos et al. 2001). Abhadngig von der Glucoseverwertung und der Aktivitdt des
mitochondrialen Metabolismus werden in der beta-Zelle verschiedene Konzentrationen von
reaktiven Sauerstoffspezies erreicht, die fluoreszenzoptisch erfassbar sind. 2',7'-
Dichlorodihydrofluorescindiacetat (DCDHF-DA) diffundiert passiv durch die Zellmembran,
wird durch endogene Esterasen gespalten und verbleibt als polares Molekiil intrazellular. In
Anwesenheit von zweiwertigen Eisen-Kationen wird es durch ROS im Rahmen einer Fenton-
Reaktion zum 2',7"-Dichlorofluorescin (DCF) oxidiert und kann mit einer Wellenlange von 480
nm zur Fluoreszenz mit Wellenlangen Uber 515 nm angeregt werden. Nach einstiindigen
Inkubationen in Badlosungen verschiedener Glucose- und Substanzkonzentrationen wurden
die Inselzellcluster fiir 15 min mit DCDHF-DA bei 37 °C unter denselben Bedingungen
beladen. AnschlieBend wurden die Proben in derselben Versuchsapparatur wie fir die
Ermittlung von Autofluoreszenz, AW und [Ca**]. vermessen. Es wurden pro Ansatz zwei
verschiedene Bereiche mit Inselzellclustern ausgewahlt und jede Region wurde dreimal mit

20 ms Belichtungszeit im Abstand von 100 ms aufgenommen.

2.4 Bestimmung der Inselflache und -granularitat

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine mikroskopische Methode entwickelt, mit der es
moglich ist ohne Farbstoff oder Zellaufschluss die Inselfliche und -granularitdt muriner
Langerhans-Inseln zu bestimmen. Letztere ist ein Mal fiir die , Durchleuchtbarkeit” von
Inseln und die damit in Kapitel 3.2.3.2 nachgewiesene Korrelation zwischen Helligkeit und

Insulingehalt.

2.4.1 Material

2.4.1.1 Gerate

Mikroskop Axiovert 200M, Carl Zeiss GmbH, Jena, D
Kamera AxioCamMRC, Carl Zeiss GmbH, Jena, D
Software AxioVs40, Version 4.8.2.0, Carl Zeiss Microlmaging

GmbH, Jena, D
Imagel, Version 1.47n, Wayne Rasband, NIH, USA
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2.4.2 Methode

Die Inseln wurden aus dem Kulturmedium in Schilchen mit KRH-Losung (z.B. mit 3 mM
Glucose) umgelesen und auf dem Objekttragertisch des Mikroskops platziert. Mit einer
finffachen VergroRerung wurden die jeweiligen Bereiche, in denen sich Inseln befanden,

ausgewahlt. Die Einstellungen am Mikroskop waren:

e Objektivbezeichnung: LD A-Plan 5x/0,3 Ph1 Varl
e Objektivarbeitsabstand: 4300
e Halogenlampenspannung: ca. 4V

e |Leuchtfeldblende maximal, alle drei Filter im Strahlengang

Mit Hilfe der Mikroskopsoftware wurde der Strahlengang auf die mit dem Computer
verbundene Kamera umgelenkt und die VergroBerung auf 20fach verdndert. Die
Bildeinstellungen wurden so gewahlt, dass die Inseln und die Unterschiede am besten

darstellbar waren:

48 Bit RGB Farbe, Bit-Tiefe Aufnahme: 36, z.B. 1388 x 1040 Pixel

e Helligkeit: -0,35

e Kontrast: 4,00

e Farbwert: 1,00

e Belichtungszeit: 250 bzw. 500 ms

e WeilRabgleich: Interaktiv, einmalig bei einer Schale fir alle an diesem Tag

angefertigten Aufnahmen

Alle Inseln in der Schale wurden aufgenommen und spater computergestiitzt ausgewertet (s.
Kap. 2.6.3). Die Inseln waren nach der Vermessung intakt und konnten z.B. Insulin-

sekretionsversuchen zugefihrt werden.
2.5 In-vivo-Studie: beta-Zellschutz durch Gliclazid vor 3-NPA und H,0,
2.5.1 Material

2.5.1.1 Tiere

Fir die In-vivo-Studie wurden Mannchen des Mausstammes C57/BI6N verwendet, die von

Janvier, Saint-Berthevin, F, geliefert wurden und zu Beginn des Versuches ca. zwei Monate
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alt waren und ein Kérpergewicht von durchschnittlich 25 * 0,4 g aufwiesen. Die Tierhaltung

fand in Einzelkafigen unter denselben Bedingungen wie in Kapitel 2.1.1.1 beschrieben statt.

2.5.1.2 Gerate

Schlundsonde gebogen, 30 x 1,5 mm, ACUFIRM®, Ernst Kratz GmbH,
Dreieich, D

Tuberkulinspritze Injekt®-F, B. Braun AG, Melsungen, D

Waage MS-400, G&G GmbH, Neuss, D

2.5.1.3 Losungen

Vehikel-L6sung

Polyethylenglykol 400 87,6 %
Aqua demin. 7,8 %
Glycerol 4,6 %

Gliclazid-Losung (3,3 mg bzw. 10 mg/kg KG pro Tag)

Die Stamml6sung hatte eine Konzentration von 1 mg/ml Gliclazid in Vehikel-Losung und
wurde gleichzeitig als Tagesdosis 10 mg/kg KG im Experiment verwendet. Zur Herstellung
der Tagesdosis von 3,3 mg/kg KG wurde ein Teil der Stammlésung mit der entsprechenden
Menge an Vehikel-Lésung verdiinnt. Die jeweiligen Losungen wurden den Ma&usen zwei
Wochen lang liber eine Tuberkulinspritze mit angeschlossener Schlundsonde einmal taglich
oral appliziert. Die Applikationsmenge richtete sich nach dem zu Anfang und nach einer

Woche ermitteltem Kérpergewicht der jeweiligen Maus (0,1 ml entspricht 10 g KG).

2.5.2 Methoden

2.5.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Die einmal tagliche Applikation von Vehikel-Losung alleine oder mit der entsprechenden
Gliclazid-Konzentration wurde zwei Wochen lang an vier Tieren pro Gruppe durchgefiihrt. Im
Anschluss wurden die Tiere den In-vitro-Experimenten zugefihrt. Dazu wurden die Tiere
durch Einleiten von CO, in den Polysulfonkafig und anschliefRender Dekapitation getétet und
wie in Kapitel 2.1.2.1 beschrieben prapariert. Die praparierten Inseln wurden gemaR Kapitel

2.2.2.2 direkt in den Insulinsekretionsmessungen verwendet.
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2.6 In-vivo-Studie: beta-Zellschutz durch Gliclazid vor Hochfettdiat

2.6.1 Material

2.6.1.1 Tiere

Fir die In-vivo-Studie wurden Mannchen des Mausstammes C57/Bl6J verwendet, die von
Janvier, Saint-Berthevin, F, mit einem Gewicht von 13 bzw. 19 * 1 g geliefert wurden. Die
Tierhaltung fand in Einzelkdfigen unter denselben Bedingungen wie in Kapitel 2.1.1.1

beschrieben statt.

2.6.1.2 Futter

Als Standard- bzw. Hochfettdiat (SD, HFD) diente Adipositas-induzierende Diat (diet-induced
obesity, DIO) mit 10% bzw. 45% Energie aus Fett von Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage, D. Das Futter wurde in der Originalverpackung bei -20 °C gelagert und portionsweise

bei 2-8 °C flr die unmittelbare Verwendung bereitgehalten.

2.6.1.3 Gerate

Blutzuckermessgerat Lifescan OneTouch® Ultra®, Johnson & Johnson,
Milpitas, USA

Insulinspritzen Omnican® 40, B. Braun AG, Melsungen, D

Teststreifen Lifescan OneTouch® Ultra®, Lifescan Europe, Zug, CH

Waage MS-400, G&G GmbH, Neuss, D

2.6.1.4 Chemikalien

Actrapid® Penfill® 100 I.E./ml Apotheke des Universitatsklinikums Tibingen
Gliclazid-Na-Salz Servier, Paris, F
Glucosteril® 20 % Apotheke des Universitatsklinikums Tibingen

2.6.1.5 Losungen

Gliclazid-Trinklésung (2,5 mg bzw. 10 mg/kg KG pro Tag)

Durch die gemittelten Korpergewichte (KG) und Trinkmengen pro Gruppe und Kohorte
konnte auf die einzuwiegende Gliclazid-Konzentration geschlossen werden. Dabei wurde
eine Apassung der Konzentration vorgenommen, wenn die jeweilige Gruppe im Mittel 20, 25
oder 30 g KG Uberschritten hatte. AuBerdem wurde die durchschnittliche Trinkmenge der

jeweiligen Gruppen ohne Nachkommastelle ermittelt und bei der Berechnung berticksichtigt.
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In jede Trinkflasche wurden 150 ml Trinkwasser mit oder ohne der entsprechenden Gliclazid-
Konzentration gefiillt. Dieses Prozedere wurde zweimal wochentlich durchgefihrt (s. Kap.
2.5.2.2).

Glucose-Losung zur Injektion in der Maus (2 mg/kg KG)

Glucosteril 20 % wurde unverdiinnt in einer 1-ml-Insulinspritze (unterteilt in 40 I.E.)

entsprechend dem Mausgewicht (1 I.E. Glucosteril 20 % entspricht 2,5 g KG) aufgezogen.

Insulin-Losung zur Injektion in der Maus (1 I.E./kg KG)

0,9 % NaCl wurden in Aqua demin. gel6st und Giber einen Membranfilter (Poren-@ 0,22 pum)
sterilfiltriert. In einem ReaktionsgefdR wurden mittels Insulinspritze 15 I.E. NaCl vorgelegt
und 10 I.E. der Insulin-Lésung Actrapid® Penfill® (100 I.E./ml) hinzugegeben und damit auf 40
I.LE./ml verdiinnt. In einem 50 ml Einmalzentrifugenréhrchen wurden 40 ml NaCl-Lésung
vorgelegt und 4 L.E. der verdiinnten Insulin-Losung gegeben, um eine Endkonzentration von
0,1 LE./ml zu erreichen. Die Dosis (1 I.E./kg KG) wurde fur jede Maus anhand des
Injektionsvolumens eingestellt. Bei einer 1-ml-Insulinspritze (unterteilt in 40 I.E.) entspricht 1

I.LE. 2,5g Korpergewicht einer Maus.

2.6.2 Methoden

2.6.2.1 Zeitraum

Fiir die In-vivo-Untersuchungen wurden jeweils zehn Mduse in vier verschiedene Gruppen
eingeschlossen: SD + Trinkwasser, HFD + Trinkwasser sowie mit 2,5 mg/kg KG Gliclazid bzw.
mit 10 mg/kg KG Gliclazid pro Tag. Um eine bessere Kontrolle und Handhabung lber 40
Mause zu erreichen, wurden zwei Kohorten mit jeweils flinf Mausen pro Gruppe gebildet
und um zwei Wochen versetzt in den Versuch gebracht.

Nach einem zweiwdchigen Vorlauf, in dem alle Tiere eine Woche lang SD und die Tiere der
Hochfettgruppe anschlieBend eine Mischdiat (25 % HFD / 75 % SD) erhielten, schloss sich die

zwolfwochige Gabe von SD bzw. HFD an.

2.6.2.2 Ermittlung von Korpergewicht, Futterverbrauch und Trinkmenge

Jeden Freitag wurden das Korpergewicht, der Futterverbrauch und die Trinkmenge jeder
Maus ermittelt. Dazu wurde die Maus auf einer Briefwaage gewogen und das Gewicht

notiert. Das Futter wurde ebenfalls gewogen, das Restgewicht notiert, neues Futter
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dazugegeben und auch dieses Gesamtgewicht notiert. So konnte der wochentliche
Futterverbauch pro Maus ermittelt werden.

Das Trinkwasser bzw. die Gliclazid-Lésungen wurden zweimal woéchentlich (dienstags und
freitags) ausgetauscht. Mit einem Messzylinder wurden die Restmengen (von urspriinglich

150 ml) abgemessen und notiert.

2.6.2.3 Messung der Blutglucosekonzentration

Zur Ermittlung der Blutglucosekonzentration wurde den Mausen mit einer vorher
sterilisierten Schere ca. 1 mm Schwanzspitze abgeschnitten. Durch leichte Massage und
vorsichtige Kompression des Schwanzes wurden Blutstropfen aus der Schwanzvene erzeugt,
die auf die Teststreifen des Blutzuckermessgerates aufgetragen wurden. Die ermittelten

Werte wurde in der Einheit mmol/I notiert.

2.6.2.4 Intraperitonealer Glucosetoleranz- und Insulinsensitivitatstest

Die Testung der Glucosetoleranz und Insulinsensitivitat fand alle vier Wochen statt. Dabei
wurden die Tests in zwei aufeinanderfolgenden Wochen vorgenommen, um die Mause
durch die Handhabung und die Injektionen nicht GibermafRigem Stress auszusetzen.

Fir die Glucosetoleranztests wurden die Mduse am Vorabend fir ca. 15 h niichtern gesetzt.
Dazu wurde das Futter entnommen und die Maduse bekamen jeweils neue Kafige mit
frischem Streu. Alle Gruppen erhielten Gber Nacht Trinkwasser ad libitum; damit sollte
vermieden werden, dass die Mause Uber die Niichternzeit dehydrieren und gestresst werden
sowie durch die Anwesenheit des Sulfonylharnstoffes im Trinkwasser eventuell in eine
Hypoglykamie geraten. Fir die Insulinsensitivitatstests wurden die Mause nicht niichtern
gesetzt.

Am nachsten Tag wurden die Mause gewogen und die Schwanzspitzen fiir die
Blutglucosemessungen abgeschnitten. Die Menge an Glucose- bzw. Insulinlésung wurde
entsprechend der Dosis pro Maus in Insulinspritzen aufgezogen. Bei einem
Insulinsensitivitdtstest wurden die Mause ab diesem Zeitpunkt vom Futter getrennt und in
neue Kafige mit frischem Streu gesetzt. Wahrend der Tests wurde den Mdusen der Zugang
zu Trinkwasser verwehrt, damit die Blutglucosewerte durch die Flissigkeitsaufnahme nicht
verfalscht wurden. Alle Tiere erfuhren nacheinander die gleiche Verfahrensweise: Fir den
ersten Messzeitpunkt wurde die Blutglucosekonzentration wie in Kapitel 2.5.2.3 beschrieben
gemessen, notiert und unmittelbar danach die jeweilige Dosis an Glucose bzw. Insulin

intraperitoneal (i.p.) gespritzt. Es folgten Messungen nach 15, 30, 60 min und bei
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Glucosetoleranztests zusatzlich 120 min. Nach Beendigung der Tests bekamen die Tiere

wieder ihr jeweiliges Futter und Trinkwasser (bzw. Gliclazid-Lésung) ad libitum.

2.6.2.5 In-vitro-Experimente

Nach zwolfwochiger SD bzw. HFD (+ zwei Wochen Vorlauf) wurden die Tiere den In-vitro-
Experimenten zugefiihrt. Dazu wurde an zwei Tagen in der Woche jeweils die Halfte der
Tiere einer Kohorte durch Einleiten von CO, in den Polysulfonkafig und anschlielende
Dekapitation getotet und wie in Kapitel 2.1.2.1 beschrieben prapariert. Das durch die
Dekapitation gewonnene Blut eines jeden Tieres wurde in ReaktionsgefdaBen gesammelt und
auf Eis gekihlt. Nach dem Zentrifugieren (8 min, 14.000 U/min, 4 °C) wurde mit einer Pipette
das Blutplasma von den zelluldren Bestandteilen abgetrennt und bis zur Vermessung bei -80
°C aufbewahrt. Die Ermittlung verschiedener Laborparameter (s. Kap. 3.4.4) aus dem
murinen Plasma fand nach etablierten Methoden im Zentrallabor des Universitatsklinikum
Tubingen in Zusammenarbeit mit PD Dr. med. Andreas Peter statt.

Die praparierten Inseln wurden gemdR Kapitel 2.2.2.2 direkt den Insulinsekretions-
messungen zugefiihrt und anschliefend fir die Bestimmung des Insulingehaltes (Kapitel
2.2.2.3) aufgeschlossen. Fir die in Kapitel 2.4 beschriebene Bestimmung von Inselflache und
-granularitdt wurden einige Inseln in Zellkulturmedium utberfihrt und am ndchsten Tag
abfotografiert. AulRerdem wurden Inselzellcluster erzeugt (Kapitel 2.1.2.3), die fir die
Vermessung von intrazelluldren ROS (Kapitel 2.3.2.4) verwendet wurden.

Die Pankreata von jeweils drei Mdusen pro Gruppe wurden in Paraffin-Blocke fir eine
immunhistologische Auswertung eingebettet. Die histologische Betrachtung dient

weiterfihrenden Untersuchungen und ist nicht mehr Bestandteil dieser Arbeit.

2.7 Auswertung, Statistik und Darstellung der Ergebnisse

2.7.1 Auswertung der Insulinsekretionsmessungen

Anhand der Kalibrierkurve konnte von der Strahlungsintensitdt der Probe (counts per
minute, com) auf die sezernierte Insulinmenge (ng Insulin/(Insel*h)) geschlossen werden. Die
Werte der jeweils drei Rohrchen pro Versuchsbedingung wurden gemittelt und fir die
statistische Auswertung herangezogen. Werte unter- und oberhalb des Idealbereichs der
Kalibrierkurve wurden ausgeschlossen. Falls sich ein Wert um mindestens Faktor 3 von den
anderen beiden unterschied, wurde er nicht zur Bildung des Mittelwertes der jeweiligen

Versuchsbedingung herangezogen.
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2.7.2 Auswertung der fluoreszenzoptischen Messungen

Fir die qualitative und quantitative Auswertung der verschiedenen fluoreszenzoptischen
Messungen wurden verschiedene (computergestitzte) Verfahren angewendet:

e [Ca®']. wurde im Rahmen dieser Arbeit lediglich qualitativ betrachtet. Die Kriterien,
ob Inselzellcluster unter verschiedenen Bedingungen metabolisch intakt waren, sind
mit Beispielkurven im Ergebnisteil (s. Kap. 3.2.3.4) dargestellt.

e AW wurde in Fluoreszenzeinheiten (arbitrary units, a.u.) als Mittelwert von zehn
aufeinanderfolgenden Messwerten ausgewertet. Dabei wurden entweder die
Umschaltzeitpunkte auf verschiedene L&sungen herangezogen oder markante
Anderungen im Kurvenverlauf (z.B. tiefster Punkt bei der glucoseinduzierten
Hyperpolarisation oder hochster Punkt bei FCCP-Depolarisation) manuell festgelegt
und ausgewertet.

e Autofluoreszenzen wurden ebenfalls in a.u. zu verschiedenen Zeitpunkten oder zum
Zeitpunkt markanter Veranderungen im Kurvenverlauf ermittelt und ausgewertet.

e |ntrazellulare ROS-Akkumulation wurden nach folgendem Prinzip ausgewertet: Drei
gemessene Fluoreszenzwerte pro Inselzellcluster im Abstand von 100 ms wurden
gemittelt und um den Mittelwert des Hintergrundes verringert. Die daraus

resultierenden Werte wurden fir die statistische Auswertung herangezogen.

2.7.3 Auswertung der Inselflache und -granularitat

Die Mikroskopaufnahmen im ZVI-Format wurden in die Software AxioVs40 (Version 4.8.2.0,
Carl Zeiss Microlmaging GmbH) Ubertragen und dort mit Hilfe des Kontur-Werkzeuges
ausgewertet. Die Umrechnung von Pixel auf um lief automatisch, da in der jeweiligen
Bildinformation die Werte fiir VergroBerung und Einstellung des Mikroskops hinterlegt
waren. Die so ermittelten Inselflachen in um? wurden notiert.

Nach Konvertierung der Mikroskopaufnahmen in das TIF-Format wurde mit der Software
Image) (Version 1.47n, Wayne Rasband, NIH) weitergearbeitet. Nach Freihandmarkierung
der Inseln wurde ein Makro mit folgendem Ablauf ausgefiihrt: Loschen aller Elemente
aulerhalb der Markierung, Konvertieren des Ausschnitts in ein 8-bit-Bild, Ausfiihren des
Auto-Tresholds ,Moments white” und Offnen des Histogramm-Fensters. Die Pixelanzahl
wurde aus dem Histogramm beim Wert ,0“ (= schwarz) abgelesen und notiert. Der Quotient

von schwarzer Pixelanzahl und Inselflaiche wurde als Inselgranularitat definiert (Abb 2.02).
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25 pm*
— — —  4.10 px/pm?

Flache 25275,25 pm? 103619 (schwarze) Pixel

— 3.03 px/pm?

Flache 12636.7 pm? 38302 (schwarze) Pixel

Abb. 2.02 - Auswertung der Inselfliche und -granularitat - Gezeigt sind beispielhaft zwei Langerhans-Inseln
unterschiedlicher Flache und Granularitdt, die mit einer 20fachen VergroRerung und im Durchlichtmodus
aufgenommen wurden (links). Zunachst wurde die Flache ausgewertet, dann folgte die Umwandlung in ein

SchwarzweiBbild und Ermittlung der Anzahl schwarzer Pixel (Mitte) und Bildung des Quotienten (rechts).

2.7.4 Auswertung der In-vivo-Studie

Eine Maus aus der S-Gruppe wurde ausgeschlossen, da sie ein extrem niedriges Gewicht

sowie Uber eine deutlich vom Rest der Gruppe abweichende Insulinsensitivitat verfigte.

2.7.4.1 Glucosetoleranztests

Die Injektion galt als erfolgreich, wenn der Messwert 15 min nach Injektion 15 mmol/l und
mehr erreichte. Kam es 30 min nach der Injektion zu einem ungewdhnlich starken Abfall der

Messwerte um mehr als die Halfte, wurde die Maus aus dem Test ausgeschlossen.

2.7.4.2 Insulinsensitivitatstests

Die Injektion galt als erfolgreich, wenn der 30- oder 60minitige Blutglucosewert um die
Halfte und mehr unter den Startwert gefallen war. Trat bei einer Maus wahrend des Tests
schwere Hypoglykdamien (< 2 mmol/l) auf, bekam sie eine Glucose-Injektion und wurde aus

dem Test ausgeschlossen.

2.7.5 Statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

Alle Experimente basieren auf jeweils mindestens drei unabhangigen Praparationen (n). Bei

Experimenten mit Inselzellclustern wurde als n die verwendete Zellzahl aus mindestens drei
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Praparationen genommen. Fir jede Versuchsreihe wurden die Mittelwerte + Standardfehler
gebildet und in Form von Diagrammen, Tabellen oder im Text angegeben. In
Balkendiagrammen stellt die H6he der Balken den Mittelwert dar, die GroRe der
Fehlerbalken den Standardfehler sowie die Zahl im unteren Bereich die Anzahl (n) der
Praparationen bzw. Inselzellcluster.

Die statistische Signifikanz zweier Datensatze wurde mittels Student’s t-test bestimmt und
aller Insulinsekretionsmessungen durch ANOVA mittels Student-Newman-Keuls-Test. Dabei
wurde p<0,05 als signifikant unterschiedlich betrachtet und mit * markiert. Desweiteren
wurde p<0,01 mit ** und p<0,001 mit *** versehen. Unterschieden sich zwei Datensétze

statistisch nicht voneinander wurde dies mit n.s. kenntlich gemacht.
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2.8 Testsubstanzen

Bovines Serumalbumin, BSA

0,2 % BSA wurden in Badlosung mit entsprechender Glucosekonzentration gel6st.

Na-Diethyldithiocarbamat, Na-DETC (M: 225,31 g/mol)

0,0225 g wurden unmittelbar vor dem Versuch in 10 ml Badlésung mit entsprechender

Glucosekonzentration geldst und 1:1000 auf 10 uM verdiinnt.

Dithioerythritol, DTE (M: 154,25 g/mol)

0,0771 g wurden unmittelbar vor dem Versuch in 100 ml Badlésung mit entsprechender

Glucosekonzentration gelost und somit wurde eine Konzentration von 5 mM erhalten.

FCCP (M: 254,17 g/mol)
0,01 g wurden in 190 pl DMSO gelost, aliquotiert und bei -20 °C gelagert (Stammldsung).

Unmittelbar vor dem Versuch wurde die Stammldsung 1:100 auf 1 mM mit DMSO verdiinnt
und anschlieRend 1:2000 auf 0,5 uM in Badldésung mit entsprechender Glucosekonzentration

verdinnt.

Fetales Kdlberserum, FKS (Invitrogen)

10 % FKS wurden in Badldsung mit entsprechender Glucosekonzentration geldst.

Gallopamil, D600 (M: 484,63 g/mol)

0,0521 g wurden unmittelbar vor dem Versuch in 10 ml Badlésung mit entsprechender

Glucosekonzentration gelost und 1:200 auf 50 uM verdinnt.

Glibenclamid (M: 494 g/mol)

0,0049 g wurden in 1 ml DMSO geldst (Stammlosung) und unmittelbar vor dem Versuch

1:10000 auf 1 puM in Badlésung mit entsprechender Glucosekonzentration verdiinnt. Die

Stammldsung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Gliclazid (M: 323,4 g/mol)

0,0032 g wurden in 1 ml DMSO geldst (Stammldsung) und unmittelbar vor dem Versuch

1:1000 auf 10 uM in Badlésung mit entsprechender Glucosekonzentration verdiinnt. Die

Stammldsung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
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Glucolipotoxische Zellkultur (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat, 0,056 % fettsdurefreies BSA)

0,0195 g Na-Palmitat wurden in 700 pl einer 70 °C warmen 0,1 N NaOH-L6sung geldst und
1:10 mit 0,1 N NaOH-L6sung auf 10 mM verdiinnt (Stamml6ésung). 0,0336 g fettsdurefreies
BSA wurde in 5,4 ml 50 °C warmen Aqua demin. geldst und 600 pl der Palmitat-Stammldsung
hinzugegeben. 15,11 mM Glucose wurden in Zellkulturmedium geldst und die Palmitat-BSA-
Losung 1:10 hinzugegeben, sodass eine Endkonzentration von 25 mM Glucose und 100 puM
Palmitat gebunden an 0,056 % fettsaurefreies BSA erreicht wurde. Fiir eine Zellkultur unter
Kontrollbedingungen wurden ins Zellkulturmedium 0,056 % BSA, 10 % Aqua demin. und 1 %
1 N NaOH-Losung gegeben.

Mito-TEMPO (M: 528,1 g/mol)

0,005 g wurden in 94,5 pl Badlosung mit entsprechender Glucosekonzentration gel6st

(Stammlosung) und unmittelbar vor dem Versuch 1:1000 auf 100 uM verdiinnt oder 1:10000

auf 10 uM verdiinnt. Die Stammldsung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Nifedipin (M: 346,3 g/mol)

0,0035 g wurden in 1 ml DMSO geldst (Stammlosung) und unmittelbar vor dem Versuch

1:2000 auf 5 pM in Badlésung mit entsprechender Glucosekonzentration verdinnt. Die

Stammldsung wurde aliquotiert und lichtgeschiitzt bei -20 °C gelagert.

3-Nitropropionsdure, 3-NPA (M: 119,1 g/mol)

0,1191 g wurden in 1 ml Badlésung mit entsprechender Glucosekonzentration geldst
(Stammlosung) und unmittelbar vor dem Versuch 1:1000 auf 1 mM verdiinnt. Die

Stammlésung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Oltipraz (M: 226,34 g/mol)
0,005 g wurden in 221 ul DMSO gel6st, aliquotiert und bei -20 °C gelagert (Stammldsung).

Unmittelbar vor dem Versuch wurde die Stammldsung 1:10 auf 10 mM mit DMSO verdiinnt
und dann nochmals 1:1000 auf 10 upM in Badlésung mit entsprechender

Glucosekonzentration verdinnt.

S-Nitrosocystein, SNOC (M: 150,16 g/mol)

0,431 g NaNO; wurden unmittelbar vor dem Versuch in 50 ml Wasser geldst. 8,8 mg Cystein-
HCl wurden in 400 pl der NaNO,-Losung geldst und 2 Minuten lang mit 50 ul 1 N HCI-L6sung
versetzt. Danach erfolgte die Zugabe von 50 pl 1 N NaOH-Losung, sodass eine 100 mM
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SNOC-Losung entstand. Durch Verdinnung von 1:1000 in Badldsung mit entsprechender
Glucosekonzentration wurde eine 100 uM SNOC-Konzentration erreicht, durch 1:400 eine
250 puM Losung, durch 1:200 eine 500 uM Losung und durch 1:100 eine 1mM L&sung.

4-Hydroxy-TEMPO, TEMPOL (M: 172,24 g/mol)

0,1722 g wurden unmittelbar vor dem Versuch in 1 ml Badlésung mit entsprechender

Glucosekonzentration gelést und 1:1000 auf 1 mM verdiinnt.

tert-Butylhydrochinon, TBHQ (M: 166,22 g/mol)

0,005 g wurden in 1 ml DMSO gel6st (Stammldsung) und unmittelbar vor dem Versuch
1:1000 auf 30 uM in Badlosung mit entsprechender Glucosekonzentration verdiinnt. Die

Stammldsung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Tolbutamid (M: 270,4 g/mol)

0,027 g wurden in 1 ml DMSO gelost (Stammldsung) und unmittelbar vor dem Versuch
1:1000 auf 100 uM in Badlosung mit entsprechender Glucosekonzentration verdiinnt. Die

Stammlosung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Wasserstoffperoxid, H,0, (M: 34,01 g/mol, 30 %ige Lésung)

57 ul der Stammlésung wurden unmittelbar vor dem Versuch in 943 pl Badlosung mit
entsprechender Glucosekonzentration verdiinnt. Daraufhin wurde die Losung 1:5 auf 100

mM und schlieRlich 1:1000 auf 100 uM verdinnt.
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3 Ergebnisse

Um herauszufinden, ob die durch Gliclazid erhéhte Aktivitdt antioxidativer Enzyme in
murinen Langerhans-Inseln (Gier et al. 2009) ein potentes Schutzkonzept gegen oxidativen
Stress darstellt, sollten im Rahmen dieser Arbeit verschiedene experimentelle Methoden
angewendet werden, reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies intrazelluldr zu erzeugen und
die beta-Zellfunktion unter diesen Bedingungen zu schiitzen. Dazu wurden neben Gliclazid
auch Aktivatoren und Mimetika der antioxidativen Enzyme eingesetzt. Vor dem Hintergrund
eines Ubererndhrungsbedingten T2DM wurde ein Schwerpunkt auf die Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies bei Nahrstoffliberangebot (Glucolipotoxizitat) gelegt und durch
Untersuchungen an Mausen auf Hochfettdiat auch in vivo umgesetzt. AuBerdem wurden
akute und langfristige Effekte der Karp-Kanalinhibitoren auf die mitochondriale Funktion und
die ROS-Akkumulation der beta-Zelle untersucht und in den Kontext mit einem moglichen

Mechanismus gestellt, der hinter der Enzymhochregulation stehen kénnte.

3.1 Oxidativer Stress infolge eingeschrankter Mitochondrienaktivitat

Bei der endogenen Entstehung von reaktiver Sauerstoffspezies spielen die Mitochondrien
eine grolRe Rolle, da durch die Reduktion des von der Zelle verbrauchten Sauerstoffs in den
Atmungsketten ein nicht unerheblicher Anteil zu reaktiven Produkten umgesetzt wird.

Da unter pathophysiologischen Bedingungen die Funktion der Atmungskettenkomplexe
eingeschrankt sein kann, sollte untersucht werden, welchen Einfluss die Hemmung des
Komplexes Il auf den beta-Zellmetabolismus hat. Dazu wurde der spezifische und irreversible
Inhibitor 3-Nitropropionsadure (3-NPA) verwendet, welcher als falsches Substrat die Succinat-
Bindungstasche der Succinat-Dehydrogenase blockiert und so die Umsetzung von FAD zu

FADH, verhindert.

3.1.1 Effekt von 3-NPA auf FAD und NAD(P)H

Mit Hilfe der Autofluoreszenz wurde die Verdanderung von FAD unter dem Einfluss von 3-NPA
gemessen (Abb. 3.1). Bei Inselzellclustern, die mit 15 mM Glucose (G15) stimuliert waren,
flihrte die akute Gabe von 1 mM 3-NPA zu einem steilen Fluoreszenzanstieg um 18,1 + 1,4
a.u. (n=40). Es wurde ein Plateau erreicht, welches durch Wechsel auf 15 mM Glucose nicht
mehr gesenkt werden konnte (Abb. 3.1 A). Um zu testen, ob die Anderung der
Autofluoreszenz noch weiter steigerbar war, wurden in einer weiteren Versuchsreihe
zusatzlich 10 mM 3-NPA eingesetzt (Tab. 3.1) und eine Fluoreszenzzunahme um 68,3 + 8,8

a.u. (n=14) mit verschieden ausgepragtem Plateau beobachtet, die jedoch durch Wechsel



64 Ergebnisse

auf Badlésung mit 15 mM Glucose nach drei Minuten wieder um durchschnittlich 56,5 + 5,8
a.u. (n=14) auf das Niveau vor der Zugabe abnahm und somit einen unspezifischen,
auswaschbaren Effekt darstellt (Abb. 3.1 B).
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Abb. 3.1 - Akuter Effekt von 3-NPA (1 und 10 mM) auf die FAD-Autofluoreszenz - A+B: Reprasentative
Aufnahmen - C: Darstellung der Autofluoreszenzniveaus vor (a in Teil A) und nach (b) dem sichtbaren Anstieg
durch 1 mM 3-NPA — D: Fluoreszenzdanderungen beim Wechsel auf 1 mM 3-NPA (c+d in Teil B) sowie 10 min
nach Zugabe von 10 mM 3-NPA (e+f).
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G15 [a. u.] +1 T:.nus.iNPA +10 r[:I.VIu.3]-NPA Diff. [a. u.] n
a)422,4+6,8 b) 440,5+7,3 - 18,1+1,4 40
c) 313,6 +6,9 d)331,7+7,1 - 18,1+2,3 14
- e)328,6£7,0 f) 396,9 + 13,0 68,3+8,8 14

Tab. 3.1 - Autofluoreszenzen aus Abb. 3.1 A+B unmittelbar vor (a+c) und nach dem Anstieg durch 1 mM 3-NPA

(b+d) sowie vor (e) und 10 min nach Zugabe von 10 mM 3-NPA (f) - Auswertung der jeweiligen Differenzen

Weiter wurde untersucht, inwieweit die Hemmung der Succinat-Dehydrogenase durch 3-
NPA direkt die Akkumulation von FAD zur Folge hat oder ob dies indirekt durch oxidative
Veranderungen innerhalb des Mitochondriums hervorgerufen wird. Dazu wurde das
Reduktionsmittel Dithioerythritol (DTE) in einer weiteren Versuchsreihe kurz vor und
wahrend der Gabe von 3-NPA gegeben. 5 mM DTE selbst hatte keinen Effekt auf die FAD-
Autofluoreszenz (Abb. 3.2) und konnte den Effekt durch 3-NPA auch nicht beeinflussen (Tab.
3.2). Die Fluoreszenzabnahme um durchschnittlich 11,1 + 1,1 a.u. (n=26) bei Zugabe von 5
mM DTE in Badlosung mit 15 mM Glucose wurde durch das in allen Versuchen auftretende

Ausbleichen der Autofloureszenz bei Belichtung verursacht.

15 mM Glucose

[+5 mM DTE |

FAD Autofluoreszenz [a. u.]

2 -
o 5 min

Abb. 3.2 - Akuter Effekt von 3-NPA (1 mM) auf die FAD-Autofluoreszenz in Anwesenheit von 5 mM DTE -
Reprasentative Aufnahme - Ausgewertet wurden die Autofluoreszenzniveaus an den Umschaltpunkten auf

DTE-haltige (a) bzw. DTE- und 3-NPA-haltige Losung (b) sowie unmittelbar vor (c) und nach dem sichtbaren
Anstieg durch 3-NPA (d).

+ 1 mM 3-NPA .
G15 (5 mM DTE) [a. u.] (5 mM DTE) [a. u.] Diff. [a. u.] n
c)297,5+7,7 d) 315,5+8,1 18,1+1,2 p<0,001 26

Tab. 3.2 - Anderung der Autofluoreszenzen durch 1 mM 3-NPA (Abb. 3.2 c+d) in Anwesenheit von 5 mM DTE
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Als nachstes sollte bestatigt werden, dass 3-NPA hauptsachlich den Komplex Il der
Atmungskette hemmt und der Einfluss auf die Aktivitdat anderer Komplexe und Enzyme im
mitochondrialen Metabolismus vernachlassigbar ist. Dazu wurde neben FAD zusatzlich die
Autofluoreszenz des zweiten wichtigen Reduktionsaquivalents NAD(P)H erfasst. Es wurde die
Fluoreszenzanderung beim Umschalten von einer Badlésung mit 0,5 mM Glucose auf eine
mit 15 mM Glucose bei Inselzellclustern ermittelt, die entweder unbehandelt oder 1 h mit 1
mM 3-NPA im Zellkulturmedium vorinkubiert waren (Abb. 3.3).

ErwartungsgemaR verhielten sich die Anderungen der Autofluoreszenzen von FAD und
NAD(P)H bei einem Wechsel von niedriger zu hoher Glucosekonzentration genau
entgegengesetzt (Tab. 3.3): Durch die erhdhte Aktivitdt der Succinat-Dehydrogenase wurde
FAD vermehrt zu FADH, umgesetzt, was zu einer Verminderung der Autofluoreszenz um -
16,4 + 1,4 a.u. (n=36) fiihrte (Abb. 3.3 A). Gleichzeitig erhohte sich die Menge an NAD(P)H
(und damit die Autofluoreszenz) durch die Bereitstellung aus Glykolyse und Citratzyklus um
10,1+ 1,1 a.u. (n=36) (Abb 3.3 C).

GO,5 [a. u.] G15 [a. u.] Diff. [a. u.] n
FAD 333,2+6,3 316,8+5,5 -16,4+1,4 p<0,001| 36
NAD(P)H 157,94 3,2 167,9 3,1 10,1+ 1,1 p<0,001 36

Tab. 3.3 - Anderung der Autofluoreszenzen und Auswertung der jeweiligen Differenzen nach Wechsel von einer

Badl6sung mit 0,5 mM Glucose auf eine mit 15 mM Glucose

Waren Inselzellcluster mit 3-NPA vorinkubiert, konnte durch den Wechsel von 0,5 auf 15
mM Glucoselésung zwar nach wie vor eine Autofluoreszenzanderung beobachtet werden
(Abb. 3.3 B+D), die jedoch bei FAD signifikant kleiner war als bei unbehandelten Zellen (Abb.
3.3 E) (Tab. 3.4).

GO0,5 (1 mM 3-NPA) | G15 (1 mM 3-NPA) Diff. [a. u.] n

[a. u.] [a. u.]
FAD 329,1+6,3 317,8+8,7 -11,3+1,0 p<0,001| 25
NAD(P)H 150,4 £ 3,9 159,1+4,9 8,7+1,5 p<0,001| 25

Tab. 3.4 - Anderung der Autofluoreszenzen und Auswertung der jeweiligen Differenzen durch Wechsel von

einer Badlésung mit 0,5 mM Glucose auf eine mit 15 mM Glucose nach 1 h Vorinkubation mit 1 mM 3-NPA

Stimulatorische Glucosekonzentrationen von 15 mM flhrten in Inselzellclustern zur
vermehrten Bereitstellung von FADH, und NAD(P)H. Die Komplex-ll-Hemmung durch 3-NPA
reduzierte lediglich die FADH,-Bildung und nicht die NAD(P)H-Konzentration.
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Unbehandelt 1 mM 3-NPA (1 h)
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Abb. 3.3 - Effekt von 1 h Vorinkubation mit 1 mM 3-NPA auf die Anderungen der Autofluoreszenzen von FAD
und NAD(P)H beim Wechsel von 0,5 auf 15 mM Glucoseldsung - A-D: Reprasentative Aufnahmen - A+C:
Autofluoreszenzanderungen unbehandelter Inselzellcluster nach Wechsel auf 15 mM Glucose - B+D: gleiche

Versuchsbedingungen nach 1 h Vorinkubation mit 1 mM 3-NPA - E: Darstellung der jeweiligen Differenzen
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3.1.2 Einfluss von 3-NPA auf AW

Uber die Atmungskettenkomplexe einer metabolisch aktiven beta-Zelle werden Protonen
aus der mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum transportiert. Der dadurch
entstehende elektrochemische Protonengradient hat Auswirkungen auf das mitochondriale
Membranpotential AW, da durch die Verschiebung der positiven Ladung die Matrix
gegeniber dem Zytosol noch negativer wird. Wird der Protonentransport gehemmt, hat dies
bekanntermalen einen deutlichen Einfluss auf AW. Da Komplex Il im Gegensatz zu |, Ill und
IV nicht am Protonentransport beteiligt ist, sollte nun geklart werden, ob und in welcher
Weise die durch 3-NPA vermittelte Hemmung von Komplex || AW beeinflusst wird.

Dazu wurde zunachst der akute Effekt von 1 mM 3-NPA auf AW getestet. Unter dem Einfluss
von 15 mM Glucose befinden sich beta-Zellen zwar in einem sehr aktiven metabolischen
Zustand, doch der starke Ca**-Einstrom fiihrt selbst zu einer partiellen Depolarisation von
AW. Daher wurden die Versuche unter Anwesenheit des L-Typ-Ca**-Kanal-Blockers Nifedipin
(5 uM) durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die zehnminitige Gabe von 1 mM 3-NPA zu einer
Depolarisation von AW um 35,3 + 6,4 a.u. fihrt (n=50) (Tab. 3.5). Durch den Vergleich zu
Kontrollmessungen (nur Nifedipin) lieR sich feststellen, dass 3-NPA AW Ca®*-unabhingig
signifikant depolarisiert (Abb. 3.4).

Omin[a.u.] 5min[a.u.] 10 min[a.u.] Diff.[a. u.] n
5 uM Nifedipin 491,9+ 15,5 | 484,6 £14,7 | 479,81+ 14,4 -12,1+3,5 27

1 mM 3-NPA + 5 uM Nif.| 489,3+13,7 | 508,5+ 15,4 | 526,7 +19,3 35,3+6,4 50
Tab. 3.5 - Anderung von AW in einer Badldsung mit 15 mM Glucose und 5 pM Nifedipin nach 5 und 10 min mit

und ohne 1 mM 3-NPA - Die Auswertung der jeweiligen Differenzen nach 10 min im Vergleich zum

Ausgangswert ergibt jeweils einen signifikanten Unterschied (p<0,001).
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Abb. 3.4 - Akuter Einfluss von 1 mM 3-NPA auf AW bei Anwesenheit von 15 mM Glucose und 5 pM Nifedipin -
A+B: Repréasentative Aufnahmen - Mit dem Protonophor FCCP (0,5 uM) wurde zum Ende jedes Experiments zu
Kontrollzwecken eine maximale Depolarisation von AW ausgeldst. - C+D: 0, 5 und 10 min nach Zugabe von 1
mM 3-NPA wurden die Fluoreszenzniveaus ausgewertet und bei 10 min die jeweiligen Differenzen zum

Ausgangswert gegenliber Kontrollbedigungen (ohne 1 mM 3-NPA) verglichen.
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Diese Experimente zeigten, dass die akute Hemmung von Komplex Il die mitochondriale
Aktivitat in Inselzellclustern reduzierte. Daher sollte in weiteren Untersuchungen geklart
werden, ob hierdurch auch die Reaktion gegeniiber verschiedenen Glucosekonzentrationen
beeinflusst wird. Ahnlich zu den Versuchen in Kapitel 3.1.1 wurden Inselzellcluster entweder
unbehandelt oder 1 h mit 1 mM 3-NPA im Zellkulturmedium vorinkubiert. Anschliefend
wurde die Verdanderung von AW bei einem Wechsel von einer Badlésung mit 0,5 mM Glucose
auf eine mit 15 mM Glucose getestet und die erhaltenen Messwerte wurden zur
Standardisierung auf die maximale Depolarisation bezogen, die durch 0,5 uM FCCP
hervorgerufen wird (Abb. 3.5). FCCP macht die innere Mitochondrienmembran fir Protonen

durchlassig und flihrt zum volligen Zusammenbrechen des elektrischen Gradienten.

A o5 [FCNENN © 05

1500 - 1500 - FCCh
5 5
S 1000 - L2 1000 +
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3 <
2 3 T S
o -
C 4+, +05umrcce 0 8 o259 T
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Abb. 3.5 - Effekt von 1 h Vorinkubation mit 1 mM 3-NPA auf die Hyperpolarisation von AW beim Wechsel von
einer Badl6sung mit 0,5 mM Glucose auf eine mit 15 mM - A+B: Reprasentative Aufnahmen - Mit 0,5 uM FCCP
wurde eine maximale Depolarisation von AW ausgeldst. - C: Beispielhafte Auswertung der AW-Differenz

zwischen 0,5 und 15 mM Glucose - D: Darstellung der jeweiligen Differenzen bezogen auf das FCCP-Plateau
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Die einstiindige Inkubation mit 1 mM 3-NPA verminderte die Hyperpolarisation von AW bei

einem Glucosewechsel von 0,5 auf 15 mM, bezogen auf das FCCP-Niveau, im Gegensatz zu

unbehandelten Inselzellclustern signifikant (Tab. 3.6).

. +0,5 uM
GO0,5[a.u.] G15[a.u.] Diff.[a. u.] FCCP [a. u.] n
Kontrolle | 731,8+27,3  509,0+ 20,2 | 202,3 +14,6 p<0,001 1199,3+61,3| 23
1 mM 3-NPA| 589,3+20,4 | 460,8 £15,3 | 100,5+9,7 p<0,001 1071,3+64,4| 36

Tab. 3.6 - Anderung von AW bei einem Wechsel von einer Badlésung mit 0,5 mM Glucose zu einer mit 15 mM

Glucose bei Inselzellclustern, die entweder unbehandelt oder 1 h mit 1 mM 3-NPA im Zellkulturmedium

vorbehandelt waren - Abb. 3.5 (D) zeigt die jeweilige Normalisierung auf das FCCP-Plateau.
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3.1.3 Auswirkung von 3-NPA auf die Insulinsekretion

Eine wichtige Voraussetzung fur die glucosestimulierte Insulinsekretion der beta-Zelle ist die
einwandfreie Mitochondrienfunktion, da mitochondriales ATP unter anderem fir die
Hemmung der Karp-Kanale bendtigt wird. Anhand von Steady-state-Inkubationen muriner
Inseln sollte die Insulinsekretion unter dem Einfluss des Komplex-ll-Inhibitors untersucht
werden. Dazu wurden verschiedene Konzentrationen und Inkubationsbedingungen getestet.
Bei der akuten Zugabe von 3-NPA zu Inseln, die mit 15 mM Glucose stimuliert waren, stellte
sich eine konzentrationsabhdngige Hemmung der Insulinsekretion heraus (Abb. 3.6). Als
Kontrolle, dass die Inseln funktionsfahig waren, diente der Vergleich zwischen der Sekretion
unter einer substimulatorischen Glucosekonzentration von 3 mM (G3) von 0,08 + 0,02 ng
Insulin/(Insel*h), die durch 15 mM Glucose (G15) auf 1,5 * 0,2 ng Insulin/(Insel*h) gesteigert
werden konnte (n=4, p<0,001). Die Hemmung der Insulinsekretion durch 3-NPA war
tendenziell bereits mit 0,1 mM zu beobachten (1,0 + 0,2 ng Insulin/(Insel*h), n=4, zu G15
n.s.) und mit 1 mM deutlich ausgepragt (0,5 + 0,1 ng Insulin/(Insel*h), n=4, zu G15 p<0,01).
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Abb. 3.6 - Einfluss von 3-NPA (0,1 und 1 mM) auf die Insulinsekretion nach 1 h Steady-state-Inkubation -

Inseln wurden fiir 1 h mit 3 oder 15 mM Glucosel6sung in An- und Abwesenheit von 3-NPA inkubiert.

Die sichtbare Hemmung mit 0,1 mM 3-NPA, die sich in dieser Versuchsreihe als statistisch
nicht signifikant erwies, sollte unter dem Einfluss eines erhéhten Glucoseangebotes (25 mM)
erneut getestet werden. Aulerdem wurde in einer weiteren Versuchsreihe 1 mM 3-NPA als
einstiindige Inkubation unmittelbar vor der Steady-state-Inkubation zu den Inseln gegeben,

ausgewaschen und schlieBlich die Stimulierbarkeit der Insulinsekretion durch 15 mM
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Glucose kontrolliert (Abb. 3.7). Die Erhéhung des Substratangebotes hatte zur Folge, dass die
Sekretionshemmung mit 0,1 mM 3-NPA statistisch signifikant wurde (G25: 1,7 £ 0,1; + 0,1
mM 3-NPA: 1,2 £ 0,2 ng Insulin/(Insel*h), n=4, p<0,05). Die einstlindige Vorinkubation mit 1
mM 3-NPA fuhrte dhnlich zu den Akutinkubationen zu einer signifikant eingeschrankten
Insulinsekretion durch 15 mM Glucose im Vergleich zu unbehandelten Inseln (G15: 3,3 +0,5;
+1 mM 3-NPA 1 h vorab: 1,3 + 0,4 ng Insulin/(Insel*h), n=4-8, p<0,001).
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Abb. 3.7 - Einfluss von 3-NPA (0,1 bzw. 1 mM) auf die Insulinsekretion bei erh6hter Glucosekonzentration
und nach einstiindiger Vorinkubation (1 h Steady-state-Inkubationen) - A: Inseln wurden fir 1 h mit 3 oder 25
mM Glucosel6sung in An- und Abwesenheit von 3-NPA inkubiert. - B: Nach 1 h Vorinkubation mit 1 mM 3-NPA
wurden Inseln mit 15 mM Glucoselésung stimuliert und ihre Insulinsekretion gegeniiber unbehandelten Inseln

verglichen.
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Die bisher erhaltenen Daten zeigten, dass die Hemmung von Komplex Il in der
mitochondrialen Atmungskette zu einer deutlichen Einschrankung der grundlegenden beta-
Zellfunktion fiihrt. Wenn dabei oxidativer Stress fiir den Sekretionsschaden ursachlich ist,
waére eine Strategie die Aktivitdt antioxidativer Enzyme in der beta-Zelle zu erhéhen und
somit einem Funktionsverlust entgegenzuwirken. In den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
wurde eine Hochregulation antioxidativer Enzyme durch 10 uM Gliclazid nach mehreren
Stunden nachgewiesen. Da nicht bekannt ist, wie lange dieser Effekt nach Inkubation anhalt,
wurde Gliclazid nach verschiedenen Protokollen zu den Inseln gegeben (Abb. 3.8): sowohl
vor (Uber Nacht) als auch wahrend (Abb. 3.8 A), nur wahrend (Abb. 3.8 B) oder nur vor (liber
Nacht) (Abb. 3.8 C) den einstlindigen Steady-state-Inkubationen mit 1 mM 3-NPA. In Abb.
3.8 wurde auf die Darstellung der Kontrolle verzichtet, ob die Inseln in einer 15 mM
Glucoselosung mehr Insulin sezernieren als in 3 mM Glucose, was fiir alle Experimente zutraf
(Tab. 3.7). Eine weitere Voraussetzung war, dass eine signifikante Hemmung durch 1 mM 3-
NPA in jedem Versuch erreicht wurde (Tab. 3.7). Die langfristige Inkubation mit 10 uM
Gliclazid wies keine sekretionssteigernden Effekte auf (s. Kap. 3.3.1).

Die Vor- und Akutinkubation (Abb. 3.8 A) mit 10 uM Gliclazid fihrte zu einer signifikanten
Verbesserung der Insulinsekretion unter dem Einfluss von 1 mM 3-NPA (G15 + 1 mM 3-NPA:
0,5+ 0,1; + 10 uM Gliclazid: 1,1 + 0,1 ng Insulin/(Insel*h), n=4, p<0,05). Als nachstes wurde
getestet, ob die Akutinkubation mit 10 uM Gliclazid (Abb. 3.8 B) alleine ausreicht, um vor der
Sekretionshemmung durch 1 mM 3-NPA zu schiitzen. Auch unter diesen Bedingungen zeigte
sich, dass die beta-Zellfunktion verbessert werden konnte (G15 + 1 mM 3-NPA: 0,7 £ 0,2; +
10 uM Gliclazid: 1,7 £ 0,1 ng Insulin/(Insel*h), n=4, p<0,001). Mit der alleinigen Gliclazid-
Vorinkubation tGber Nacht bis 30 min vor der Steady-state-Inkubation (Abb. 3.8 C) konnte
kein Schutz der Sekretion erreicht werden (G15 + 1 mM 3-NPA: 0,4 + 0,2; + 10 uM Gliclazid:
0,4 £ 0,1 ng Insulin/(Insel*h), n=4, n.s.).

G3 G15 +1 mM 3-NPA 1”01 "l\‘ﬂ“’(';f,"'l\"’f:l Glicazid-
[ng Insulin/(Insel*h)] | [ng Insulin/(Insel*h)] | [ng Insulin/(Insel*h)] (10 u ) iclazid) Inkubation
[ng Insulin/(Insel*h)]
0,08 £ 0,02 1,5+0,2 0,5+0,1 1,1+0,1 G.N. + akut| 4
0,1+0,03 3,1+0,3 0,7+0,2 1,7+0,1 akut 4
0,1+0,02 2,7+0,6 0,4+0,2 0,4+0,1 U.N. 4

Tab. 3.7 - Insulinsekretionen von Inseln in einstiindigen Steady-state-Inkubationen mit 3 und 15 mM Glucose
mit und ohne 1 mM 3-NPA. Inseln waren entweder unbehandelt oder nach verschiedenen Protokollen mit
Gliclazid inkubiert - Alle Versuche wiesen eine signifikante (p<0,001) Stimulation der Insulinsekretion bei 15

mM Glucose im Vergleich zu 3 mM auf, die durch 1 mM 3-NPA signifikant (p<0,01) gehemmt wurde.
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Abb. 3.8 - Einfluss von 1 mM 3-NPA (1 h) auf die Insulinsekretion bei Inseln, die entweder unbehandelt oder

mit 10 uM Gliclazid akut und {iber Nacht (A), nur akut (B) oder nur iiber Nacht (C) inkubiert waren
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Um einen moglichen Schutzeffekt durch Gliclazid in vivo zu erreichen, wurde Mausen zwei
Wochen lang taglich eine Dosis von 3,3 bzw. 10 mg/kg KG Gliclazid oral appliziert. Nach
dieser Phase wurden die Mduse getotet, prapariert und ihre Inseln unmittelbar danach (s.
Kapitel 2.2.2.2) in Insulinsekretionsmessungen getestet. Die Insulinsekretion war durch 15
mM stimulierbar und wurde durch 1 mM 3-NPA gehemmt. Keine Gliclazid-Dosis konnte
diesen Effekt verhindern (Tab. 3.8).

G3 G15 + 1 mM 3-NPA
(Vehikel-Lsg.) (Vehikel-Lsg.) (Vehikel-Lsg.) n
[ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)]
0,2+0,03 3,3+£0,7 0,3+0,1 4
G3 G15 + 1 mM 3-NPA
(3,3 mg/kg KG Gliclazid) (3,3 mg/kg KG Gliclazid) (3,3 mg/kg KG Gliclazid) n
[ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)]
0,2+0,04 30+1,1 0,1+0,03 3
G3 G15 + 1 mM 3-NPA
(10 mg/kg KG Gliclazid) (10 mg/kg KG Gliclazid) (10 mg/kg KG Gliclazid) n
[ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)]
0,04 £0,01 2,7£0,1 0,2 +£0,02 2

Tab. 3.8- Alle Versuche wiesen nach einstiindiger Steady-state-Inkubation eine signifikante (p<0,01) Stimulation
der Insulinsekretion bei 15 mM Glucose im Vergleich zu 3 mM auf. 1 mM 3-NPA fiihrte in den Versuchen mit
Inseln aus Mausen, die zwei Wochen lang Vehikel-Lésung bzw. 10 mg/kg KG Gliclazid erhalten hatten, zu einer
signifikanten (p<0,01) Hemmung. Statistisch nicht sichern (n.s.) lasst sich der Effekt von 1 mM 3-NPA auf die
Insulinsekretion von Inseln aus Mausen, die 3,3 mg/kg KG Gliclazid erhalten hatten. Dies lasst sich auf die hohe

Standardabweichung bei 15 mM Glucose zurtickfiihren.

Die Insulinsekretionsexperimente mit Gliclazid deuten daraufhin, dass die Erhéhung der
antioxidativen Kapazitat nicht gegen den durch 3-NPA induzierten Schaden wirken kann. Um
diese Beobachtung genauer zu untersuchen, wurden im Folgenden Nrf2-Aktivatoren
(Oltipraz, TBHQ) und Mimetika der Superoxiddismutase (TEMPOL, Mito-TEMPO) getestet.

Wie aus Abb. 3.9 und Tab. 3.9 zu entnehmen ist, konnten weder 10 uM Oltipraz noch 30 uM
TBHQ (die Substanzen waren ber Nacht und wahrend der einstiindigen Sekretionsmessung
anwesend) die Sekretionshemmung durch 1 mM 3-NPA verhindern. 30 uM TBHQ fiihrten
sogar zur sichtbaren Beschadigung der Inselkapsel und senkten die Sekretion unter 3-NPA

tendenziell noch weiter (Abb. 3.9 B).
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Abb. 3.9 - Einfluss der Nrf2-Aktivatoren 10 uM Oltipraz und 30 uM TBHQ, iiber Nacht und akut gegeben, auf
die Insulinsekretion bei Anwesenheit von 1 mM 3-NPA - Wahrend der einstiindigen Steady-state-Inkubation
von Inseln in 15 mM Glucoselésung fithrten 1 mM 3-NPA zu einer signifikanten Insulinsekretionshemmung,

welche weder durch 10 uM Oltipraz (A) noch durch 30 uM TBHQ (B) verhindert werden konnte.

G15 + 1 mM 3-NPA

(Olti. /TBHQ) (Olti./TBHQ) N
[ng Insulin/(Insel*h)] ' [ng Insulin/(Insel*h)]

0,1+0,03 2,1+04 0,8+0,2 2,4+0,3(0Olti.) |0,8+0,03 (Olti.)| 5
0,1+0,1 2,5%0,3 1,0£0,3 2,6 +0,2 (TBHQ) 0,5+0,1(TBHQ)| 7
Tab. 3.9 - Alle Versuche wiesen eine signifikante (p<0,001) Stimulation der Insulinsekretion bei 15 mM Glucose

im Vergleich zu 3 mM auf. 10 uM Oltipraz oder 30 uM TBHQ hatten keinen Einfluss (n.s.) auf die Sekretion.

G3 G15 + 1 mM 3-NPA
[ng Insulin/(Insel*h)] | [ng Insulin/(Insel*h)] | [ng Insulin/(Insel*h)]

Das SOD-Mimetikum TEMPOL wurde in einer Konzentration von 1 mM unter zwei
verschiedenen Inkubationsbedingungen eingesetzt. Bei der ersten Variante wurden die
Inseln lediglich unmittelbar vor der Steady-state-Inkubation 15 min lang mit 1 mM TEMPOL
versetzt. So konnte der Radikalfanger in den Inselzellen akkumulieren und extrazellulare
Effekte wahrend der Inkubation mit 3-NPA wurden damit ausgeschlossen. Die zweite
Variante sah die gleichzeitige Gabe von TEMPOL und 3-NPA wahrend der Steady-state-
Inkubation vor. In Abb. 3.10 und Tab. 3.10 ist dargestellt, dass keine der beiden
Inkubationsvarianten den hemmenden Effekt von 1 mM 3-NPA auf die Insulinsekretion

verhindern konnte.
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Abb. 3.10 - Einfluss von 1 mM TEMPOL (15 min vorab oder akut) auf die Insulinsekretion bei Anwesenheit
von 15 mM Glucose mit und ohne 1 mM 3-NPA

G3 G15 G15 + 1 mM 3-NPA
0,2 £0,04 3,2+0,6 1,3+0,2
n=8 n=8 n=8
+1mMTEMPOL | +1 mMMTEMPOL | +1 mMTEMPOL +1 mM TEMPOL
15 min vorab akut 15 min vorab akut
3,4+0,9 3,7+0,9 1,4+0,1 1,6+0,3
n=7 n=6 n=8 n=6

Tab 3.10 - [ng Insulin/(Insel*h)] - Die Insulinsekretion von Inseln, die in 15 mM Glucoselésung inkubiert
wurden, war im Vergleich zu Inseln in 3 mM Glucoseldsung signifikant (p<0,001) erhéht. TEMPOL beeinflusste

in keiner Inkubations-bedingung die Insulinsekretion signifkant (n.s.)

In einer weiteren experimentellen Serie wurde mit einem &dhnlichen Derivat (Mito-TEMPO)
versucht, erhéhte ROS-Konzentrationen in den Mitochondrien gezielt zu senken. Dazu
wurden zwei verschiedene Konzentrationen von Mito-TEMPO getestet (10 und 100 uM) und
akut zu Steady-state-Inkubationen mit 1 mM 3-NPA gegeben. Auch die Nachahmung der
mitochondrialen Form der Superoxiddismutase konnte die Insulinsekretion in Anwesenheit
der Komplex-ll-Hemmung nicht verbessern, sondern verringerte in hoher Konzentration (100

1M) die Insulinsekretion sogar signifkant (Tab. 3.11).
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G3 G15 G15 + 1 mM 3-NPA
0,1+0,03 1,5+0,3 0,6+0,1
+10 pM + 100 pMm +10 pM + 100 uM
Mito-TEMPO Mito-TEMPO Mito-TEMPO Mito-TEMPO
1,2+0,2 1,0+£0,3 0,6+0,2 0,7+0,1

Tab. 3.11 - [ng Insulin/(Insel*h)] - n=7 - Die Versuche wiesen eine signifikante (p<0,001) Stimulation der
Insulinsekretion bei 15 mM Glucose im Vergleich zu 3 mM in einstiindigen Steady-state-Inkubationen auf. 100
UM Mito-TEMPO verringerte die Insulinsekretion signifikant (p<0,05). 1 mM 3-NPA in An- und Abwesenheit von
10 oder 100 uM Mito-TEMPO fiihrten zu einer signifikanten Hemmung (p<0,001) der Insulinsekretion
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3.1.4 Beeinflussung der intrazellularen ROS-Akkumulation durch 3-NPA

Die oben aufgezeigten Ergebnisse legen dar, dass die Beeintrachtigung der mitochondrialen
Atmungsketten durch 3-NPA gravierende Einflisse auf die Insulinsekretion hat. Nur die
gleichzeitige Anwesenheit von Gliclazid und 3-NPA konnte die Sekretionshemmung in den
Steady-state-Inkubationen verhindern. Da die Hemmung der Insulinsekretion auch durch
Aktivatoren und Mimetika zelluldrer Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress nicht
verhindert werden konnte, scheint die Hypothese, dass die Komplex-ll-Hemmung zur
gesteigerten Bildung von ROS fihrt, fiir beta-Zellen nicht zuzutreffen.

Deshalb war der nachste Schritt, zu untersuchen, wie sich die Inkubation mit 1 mM 3-NPA
auf die intrazellularen ROS-Konzentrationen von glucosestimulierten (15 mM)
Inselzellclustern auswirkt. Dazu wurden ROS-Messungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DCDHF-DA durchgefiihrt (s. Kap. 2.3.2.4). Zunachst wurden Kontrollexperimente
durchgefihrt, die zeigten, dass nach einer Stunde Inkubation in Losung mit einer Glucose-
konzentration von 15 mM im Gegensatz zu 0,5 mM Glucoseldsung ein deutlicher Anstieg der
intrazellularen ROS-Konzentration auftrat (GO,5: 198 + 11, n=71; G15: 483 + 25 a.u., n=105,
p<0,001). Dieser Anstieg wurde durch das Reduktionsmittel Dithioerythritol (DTE) vollstandig
verhindert (G15 + 5 mM DTE: 126 £ 16 a.u., n=26, zu G15 p<0,001) (Abb. 3.11).
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5mM DTE - - +

Abb. 3.11 - Einfluss von 0,5 und 15 mM Glucose sowie 5 mM DTE (1 h) auf die intrazellulire ROS-
Akkumulation - Das Diagramm zeigt die absoluten ROS-Fluoreszenzwerte in a.u. von Inselzellclustern, die 1 h

vor der Messung mit 0,5 mM oder 15 mM mit und ohne 5 mM DTE inkubiert wurden.
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Fiir die Versuche in denen die Beeinflussung der ROS-Bildung durch 3-NPA untersucht
werden sollte, wurden neben einstiindigen auch kurze Inkubationen (15 min gleichzeitig mit
der DCDHF-DA-Inkubation) durchgefiihrt, um auch kurzfristige und voriibergehende Effekte
auf die ROS-Konzentrationen erfassen zu kénnen. Abb. 3.12 illustriert, dass 1 mM 3-NPA
akut (15 min) zu keiner ROS-Akkumulation fuhrt. Nach einer Stunde wurde die intrazelluldre

ROS-Konzentration durch 3-NPA sogar signifikant gesenkt.

A n.s. B 44
__ 200 ~ f 1 500 - | B |
=
@ 400 - 400 -
c
o 300 - 300 -
i
-
o 200 - 200 -
=
n 100 - 100 -
£
0 31 0 37
Glucose [mM] 15 8 [ 15 15
3-NPA [mM] - 1 - 1
15 min 1h

Abb. 3.12 - Beeinflussung der ROS-Konzentrationen nach kurzer Inkubation (15 min) (A) und einstiindiger
Inkubation (B) von Inselzellclustern in Badlésungen (15 mM Glucose) mit und ohne 1 mM 3-NPA -
Inselzellcluster wurden fiir 1 h (B) in 15 mM Glucoselésungen mit und ohne 1 mM 3-NPA inkubiert und
anschlieBend 15 min mit dem ROS-Fluoreszenzfarbstoff DCDHF-DA in den jeweiligen Badlosungen inkubiert. Bei
den akuten Inkubationen (A) wurden Inselzellcluster fir 15 min in 15 mM Glucosel6sung gleichzeitig mit 1 mM

3-NPA und DCDHF-DA inkubiert.

G15 [a.u.] + 1 mM 3-NPA [a.u.] G15 [a.u.] + 1 mM 3-NPA [a.u.]
(15 min) (15 min) (1 h) (1 h)
285 + 27 238 £ 21 434 +31 248 £ 26

n=31 n=27 n=37 n=26

Tab. 3.12 - Fluoreszenzwerte der ROS-Messungen, die in Abb. 3.12. dargestellt sind
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Zusammenfassung

1 mM 3-NPA fiihrte zu einer deutlichen Einschrdankung der beta-Zellfunktion auf Ebene der
Insulinsekretion. Die hier erhobenen Daten zeigten erstmals, dass antioxidative
Schutzmechanismen wie die Vorinkubation mit Gliclazid oder die Nachahmung und
Aktivierung der enzymatischen Abwehr von oxidativem Stress durch TEMPOL, Mito-
TEMPO, Olitpraz und TBHQ nicht zum Sekretionserhalt fiihren.

In den Mitochondrien hemmte 3-NPA spezifisch und irreversibel die Succinat-Dehydro-
genaseaktivitat des Atmungskettenkomplex Il und bewirkte damit eine Aufstauung von
FAD, wahrend die NAD(P)H-Menge bei diesen Versuchsbedingungen unveradndert blieb.
Die Verringerung von AW bei akuter Gabe oder Vorinkubation mit 3-NPA konnte als Mal}
fir die mitochondriale ATP-Syntheseleistung herangezogen werden, die durch eine
Komplex-ll-Hemmung vermindert war. 3-NPA fiihrte in beta-Zellen zu keinem Anstieg

intrazelluldarer ROS, sondern hemmte sogar die glucoseinduzierte ROS-Akkumulation.




Ergebnisse 83

3.2 Untersuchung von Schutzmechanismen gegen oxidativen Stress

Da beta-Zellen mit ihrer geringen antioxidativen Kapazitat besonders empfindlich gegenliber
vermehrten reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies sind, sollten im Folgenden
verschiedene Schutzmechanismen untersucht werden. Hierflir wurde oxidativer Stress zum
einen mit den klassischen ROS- und RNS-Donatoren Wasserstoffperoxid (H,O,) und S-
Nitrosocystein (SNOC) erzeugt und zum anderen eine Zellkultur unter glucolipotoxischen
Bedingungen etabliert, die durch ein Nahrstoffliberangebot den mitochondrialen

Metabolismus der beta-Zellen Giberproportional steigert und damit beeintrachtigen soll.

3.2.1 Schutz der beta-Zellfunktion vor H,0,

H,0, ist ein Bestandteil von endogen gebildeten ROS. Unsere Arbeitsgruppe hat im Hinblick
auf Veranderungen des beta-Zellmetabolismus unter dem Einfluss von H,0, eine groRe
experimentelle Erfahrung. So konnten einige Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass
die genetische Ausschaltung des Karp-Kanals (SURI-KO) in murinen beta-Zellen die
Empfindlichkeit der Insulinsekretion gegeniiber verschiedenen Konzentrationen von H,0,
herabsetzt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte getestet werden, ob die pharmakologische
Inhibition des Karp-Kanals in beta-Zellen von Wildtypmausen dhnliche protektive Effekte auf
die Sekretionsleistung bewirkt.

Um die Aktivitat der antioxidativen Enzyme zu erh6hen, wurden Inseln Gber Nacht mit 10
MM Gliclazid vorinkubiert und am nachsten Tag in einer einstiindigen Steady-state-
Inkubation 100 uM H,0, ausgesetzt. Auch wahrend der Steady-state-Inkubation wurde
Gliclazid gegeben, um die Hochregulation der antioxidativen Enzyme aufrecht zu erhalten.
Diese Inkubationsbedingung hatte per se keinen Einfluss auf die Insulinsekretion (s. Kap.
3.3.1). Unabhéangig von der Gliclazid-Behandlung zeigte sich bei allen Inseln in 15 mM
Glucoseldsung, dass die einstiindige Inkubation mit H,O;, zu einer signifikanten Hemmung
der Insulinsekretion fuhrte (Abb. 3.13).

Bei praparierten Inseln von Mausen, die zwei Wochen lang téaglich Gliclazid (3,3 bzw. 10
mg/kg KG) peroral erhalten hatten, konnten ebenso keine Vorteile im Hinblick auf die

Hemmung der Insulinsekretion durch 100 uM H,0, beobachtet werden (Tab. 3.14).
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Abb. 3.13 - Einfluss von 100 uM H,0, auf die Insulinsekretion unter Kontrollbedingungen (ohne Gliclazid) und

bei Inseln, die mit 10 uM Gliclazid Giber Nacht und wdhrend der einstiindigen Steady-state-Inkubation

inkubiert wurden - Als Stimulationskontrolle diente der Vergleich der Insulinsekretionen von Inseln, die in einer

Badlosung mit 15 mM Glucosekonzentration inkubiert waren, mit Inseln in einer 3 mM Glucoselésung.

+ 100 |.I.M HzOz

G3 G15 + 100 puM H,0, a Gliclazid-
[ng Insulin/(Insel*h)] | [ng Insulin/(Insel*h)] | [ng Insulin/(Insel*h)] (10 p‘M_ Gliclazid) Inkubation n
[ng Insulin/(Insel*h)]
0,1+0,02 2,9+0,6 1,2+0,3 1,3+0,2 G.N. + akut| 7

Tab. 3.13 - Messwerte der Insulinsekretionsmessungen mit Inseln aus Zellkulturmedium, die entweder mit

Gliclazid inkubiert oder unbehandelt waren, in Badlésungen verschiedener Glucosekonzentrationen (3 und 15

mM) und der An- und Abwesenheit von 100 uM H,0,. - Statistik in Abb. 3.13
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G3 G15 + 100 uM H,0,
(Vehikel-Lsg.) (Vehikel-Lsg.) (Vehikel-Lsg.) n
[ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)]
0,2+0,03 3,3+£0,7 0,8+0,3 4
G3 G15 + 100 |.I.M HzOz
(3,3 mg/kg KG) (3,3 mg/kg KG) (3,3 mg/kg KG) n
[ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)]
0,2+0,04 3,0+£1,1 0,5+0,1 3
G3 G15 + 100 uM H,0,
(10 mg/kg KG) (10 mg/kg KG) (10 mg/kg KG) n
[ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)]
0,04 +£0,01 2,7+0,1 0,4+0,2 2

Tab. 3.14 - Alle Versuche (auRer diejenigen mit Inseln aus Mausen mit zweiwochiger Gliclazid-Gabe in einer
Tagesdosis von 3,3 mg/kg KG) wiesen nach einstliindiger Steady-state-Inkubation eine signifikante (p<0,01)
Stimulation der Insulinsekretion bei 15 mM Glucose im Vergleich zu 3 mM auf. 100 uM H,0, fihrte in den
Versuchen mit Inseln aus Mausen, die zwei Wochen lang Vehikel-Losung bzw. 10 mg/kg KG Gliclazid erhalten
hatten, zu einer signifikanten (p<0,01) Hemmung. Statistisch nicht sichern (n.s.) lieB sich der Effekt von 1 mM 3-
NPA auf die Insulinsekretion von Inseln aus M&usen, die 3,3 mg/kg KG Gliclazid erhalten hatten. Dies lasst sich

auf die hohe Standardabweichung bei 15 mM Glucose zurlickfiihren.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Genaktivierung der antioxidativen Enzyme mit Oltipraz
und TBHQ die Insulinsekretion vor dem Einfluss von H,0, schiitzt. Hierzu wurden Inseln im
Zellkulturmedium (ber Nacht und wahrend der Steady-state-Inkubation am darauffolgenden
Tag in An- und Abwesenheit eines Nrf2-Aktivators (10 uM Oltipraz oder 30 uM TBHQ)
inkubiert. Es wurden Kontrollen angefertigt, um zu testen, ob die Inseln stimulierbar waren
(Insulinsekretion bei 3 mM im Vergleich zu 15 mM Glucose) und ob die Nrf2-Aktivatoren
keine Eigeneffekte verursachten (Tab. 3.15).

Wie Abb. 3.14 zeigt, waren die Inseln, die mit Oltipraz kultiviert wurden, vor der H,0,-
induzierten Hemmung geschiitzt (Abb. 3.14 A), wohingegen die Inkubation mit TBHQ den
Effekt von 100 uM H,0; nicht verhindern konnte (Abb. 3.14 B).
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Abb. 3.14- Einfluss von 100 uM H,0, auf die glucosestimulierte Insulinsekretion von Inseln in An- und
Abwesenheit eines Nrf2-Aktivators (10 uM Oltipraz oder 30 uM TBHQ iiber Nacht und wéahrend der
einstiindigen H,0,-Gabe) - Die langfristige Inkubation mit Oltipraz fiihrte zu einem Schutz der Insulinsekretion

von Inseln gegeniiber 100 uM H,0, (A). 30 uM TBHQ hatten keinen protektiven Effekt auf die Sekretion unter
denselben Bedingungen (B).

G15 + 100 |J.M HzOz

G3 G15 +100 pM H,0, : )
[ng Insulin/(Insel*h)] | [ng Insulin/(Insel*h)] | [ng Insulin/(Insel*h)] (OItI'_/TBHQ) (OItl'_/TBHQ) n
[ng Insulin/(Insel*h)] ' [ng Insulin/(Insel*h)]

0,1+0,02 2,9+0,6 1,2+0,3 2,9+0,5(0lti)  2,3+0,4(Olti.) 7

0,2+0,1 2,8+0,2 09+0,2 |2,3+0,3(TBHQ)|1,4+0,4 (TBHQ) 5

Tab. 3.15 - Insulinsekretionsmesswerte von Inseln, die sowohl iber Nacht als auch wahrend der einstiindigen

Steady-state-Inkubation mit bzw. ohne einen Nrf2-Aktivator (10 uM Oltipraz oder 30 uM TBHQ) inkubiert
waren. Der Vergleich der Sekretion unter 3 mM Glucose oder 15 mM Glucose diente als Stimulationskontrolle,
die in beiden Versuchsserien signifikant ausfiel (p<0,001). Weder 10 uM Oltipraz noch 30 uM TBHQ hatten

einen Einfluss auf die Insulinsekretion bei Inseln in Badlésung mit 15 mM Glucosekonzentration. - Weitere
Statistik in Abb. 3.14

Da die Inkubation mit H,0, die intrazelluldre Bildung weiterer teilweise aggressiverer ROS-
Formen (z.B. Hydroxylradikale) verursachen kann, sollte untersucht werden, inwiefern ein
SOD-Mimetikum die Sekretionsleistung unter diesen Bedingungen beeinflusst. Hierzu

wurden die Inseln unmittelbar vor der Steady-state-Inkubation 15 min lang in Anwesenheit
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von 1 mM TEMPOL vorinkubiert. Damit extrazellulare Wechselwirkungen zwischen TEMPOL
und H,0, ausgeschlossen wurden, war wahrend der daran anschlieenden
Sekretionsmessung in Gegenwart von 100 uM H,0, TEMPOL nicht mehr anwesend. Es zeigte
sich, dass die Vorinkubation mit TEMPOL die Hemmung der glucosestimulierten

Insulinsekretion durch 100 uM H,0, verhinderte (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15- Einfluss von 100 puM H,0, auf die Insulinsekretion unter Kontrollbedingungen (15 mM Glucose)

und bei Inseln, die mit 1 mM TEMPOL fiir 15 min vor der H,0,-Gabe vorinkubiert wurden

+ 100 |.I.M HzOz TEMPOL-
(1 mM TEMPOL) Inkubation f
[ng Insulin/(Insel*h)]

G3 G15 + 100 uM H,0,
[ng Insulin/(Insel*h)]|[ng Insulin/(Insel*h)] [ng Insulin/(Insel*h)]

0,3%+0,1 2,5+0,4 0,9+0,3 2,5+0,6 15 min vorab| 6

Tab 3.16 - Messwerte der Insulinsekretionsexperimente zu Abb. 3.15 - Als Stimulationskontrolle diente der

Vergleich der Sekretionswerte bei Inseln in einer Badlosung mit 3 mM Glucose mit denen von Inseln in einer 15

mM Glucoselésung, welcher sich als statistisch signifikant (p<0,01) herausstellte.

3.2.1.1 Effekt von H,0, und TEMPOL auf FAD und NAD(P)H

Weiterhin wurde untersucht, ob TEMPOL auch den mitochondrialen Metabolismus der beta-
Zellen vor H,0, schitzt. Bei Messungen der Autofluoreszenzen von FAD bzw. NAD(P)H
konnten namlich akute Effekte von 100 uM H,0, beobachtet werden (Abb 3.16). Bei jedem
Experiment wurde durch einen Wechsel zwischen Badlosungen mit einer Glucose-

konzentration von 0,5 und einer mit 15 mM getestet, ob die Inselzellcluster metabolisch
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intakt waren. Eine erhohte Glucosekonzentration (15 mM) fihrte zu einer Abnahme des
FAD-Fluoreszenzsignals um -96,2 * 7,1 a.u. (n=10), da durch den gesteigerten
Zellmetabolismus mehr FADH, gebildet wird. Die Menge an NAD(P)H nahm um 45,6 + 4,5
a.u. (n=10) zu. 100 uM H,0, lieBen FAD ansteigen (Abb. 3.16 A und Tab. 3.17), das in
Analogie zu den 3-NPA-Versuchen (s. Kap. 3.1.1) auf eine Hemmung des Komplex Il
hinweisen kann. Das NAD(P)H-Signal wurde durch 100 uM H,0, auf ein dhnliches Niveau wie
unter dem Einfluss von 0,5 mM Glucose gesenkt (Abb. 3.16 B und Tab. 3.17).

Die beobachteten H,0,-Effekte im FAD- und NAD(P)H-Fluoreszenzsignal waren durch den
Wechsel auf 15 mM Glucose vollstandig reversibel. In allen Experimenten (reprasentative
Aufnahmen in Abb. 3.16) ist der allmahliche Intensitatsverlust durch das Ausbleichen der

Autofluoreszenz verursacht.
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Abb. 3.16- Einfluss von Badlosungen mit 0,5 und 15 mM Glucosekonzentration sowie 100 uM H,0, auf das

Autofluoreszenzsignal von FAD (A) bzw. NAD(P)H (B) — Reprasentative Aufnahmen aus zehn Experimenten

In Analogie zu den Sekretionsversuchen sollte der Einfluss einer 15 minltigen Vorinkubation
von 1 mM TEMPOL auf die H,0,-induzierten Veranderungen des FAD- bzw. NAD(P)H-Signals
untersucht werden. Der Anstieg des FAD-Signals durch 100 uM H,0, war auch nach der
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TEMPOL-Vorinkubation gleich ausgepragt. Die Abnahme der NAD(P)H-Konzentration durch
H,O, war hingegen signifikant vermindert (Abb. 3.17). Darliber hinaus zeigten diese
Versuchsserien, dass TEMPOL den Einfluss von 15 mM Glucose auf FAD verandert: Die FAD-
Fluoreszenzabnahme beim Wechsel von einer Badlosung mit 0,5 auf eine mit 15 mM

Glucose war nach TEMPOL-Vorinkubation signifikant vermindert (n=9, p<0,001) (Tab. 3.17).

FAD NAD(P)H
n.s.

|

w
[=]

Anderungen in
Autofluoreszenz [a. u.]
o

-30 -
-60 .
EE
Glucose [mM] 15 15 15 15
100 uM H,0, + + + +
1 mM TEMPOL - 15 min - 15 min
vorab vorab

Abb. 3.17 - Einfluss von 100 uM H,0, auf die FAD- bzw. NAD(P)H-Autofluoreszenzsignale bei Inselzellclustern,
die entweder unbehandelt oder mit 1 mM TEMPOL 15 min vorinkubiert waren - Dargestellt sind die
Anderungen der Autofluoreszenz von FAD (links) und NADPH (rechts) bei unbehandelten (graue Balken) und

mit TEMPOL vorinkubierte Inselzellclustern (grau-schwarz schraffierte Balken)

G0,5 G15 + 100 pM H,0, H,0,-Diff.
n
[a.u.] [a.u.] [a.u] [a.u.]
FAD 1530+ 49 1434 +43 1474 £ 47 4117 10
NAD(P)H 550+ 21 595+ 23 547 £ 21 -48 £ 5 10
GO0,5 G15 + 100 p.M H,0, HzOz-Diff.
(1 mM TEMPOL) (1 mM TEMPOL) (1 mMTEMPOL) (1 mM TEMPOL) n
[a.u] [a.u.] [a.u] [a.u.]
FAD 1463 £ 34 1406 £ 34 1444 + 34 38+8 9
NAD(P)H 561+ 20 599 £ 23 569 £ 22 -30%3 9

Tab. 3.17 — Die Messwerte der Autofluoreszenzsignale (Abb. 3.17) wiesen signifikante Unterschiede (p<0,001)

beim Wechsel der Bedingungen auf. Es wurden die Signalanderungen (Diff.) 5 min nach H,0,-Zugabe ermittelt.
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3.2.2 Schutz der Insulinsekretion vor SNOC

Der schadliche Einfluss des aus S-Nitrosocystein (SNOC) freigesetzten Stickstoffmonoxid-
Radikals (NO-) auf die beta-Zelle wurde anhand des mitochondrialen Metabolismus, der ATP-
Produktion und Apoptose bereits in verschiedenen Arbeiten experimentell nachgewiesen
(Krippeit-Drews et al. 1995, Drews et al. 2000b, Gier et al. 2009). Die Apoptoserate von
SUR1-KO-Inselzellen war unter 100 uM SNOC im Gegensatz zu WT-Inselzellen nicht erhdht
(Gier et al. 2009). Ob die langfristige Inkubation mit Gliclazid auch in WT-Inseln zu einem
Schutz der Insulinsekretion vor reaktiver Stickstoffspezies fihrt, sollte im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden. Sowohl bei unbehandelten als auch bei Inseln, die (iber Nacht
und akut mit Gliclazid inkubiert waren, fihrte SNOC konzentrationsabhangig und dhnlich
ausgepragt zu einer Hemmung der Sekretion. In Abbildung 3.18 ist die Auswirkung von SNOC
auf die Insulinsekretion von unbehandelten und mit Gliclazid-inkubierten Inseln in Form

zweier Kurven dargestellt, die fast deckungsgleich verlaufen.

3 «
< 15 mM Glucose
E -
- D
e
£
5 2 1 o
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SNOC[mM] ©0 0,1 0,25 0,5 1

Abb. 3.18 - Einfluss verschiedener Konzentrationen von SNOC (0,1 - 1 mM, 1 h Steady-state-Inkubation in
Badlésungen mit 15 mM Glucose) auf die Insulinsekretion von Inseln, die entweder unbehandelt
(kreisformige schwarze Datenpunkte) oder mit Gliclazid inkubiert waren (iber Nacht und akut, rechteckige
schwarz-grau schraffierte Datenpunkte) - n=3-10 - Die konzentrationsabhadngigen Sekretionshemmungen
durch SNOC sind als Kurven dargestellt und unterscheiden sich statistisch nicht voneinander. Die Messwerte

wurden aus 3-10 unabhangigen Praparationen erhoben.
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G3 G15
0,1+0,02 1,9+04
n=10 n=10
+ 0,1 SNOC + 0,25 MM SNOC +0,5mM SNOC +1 mM SNOC
1,1+0,1 0,3%+0,1 0,3+0,1 0,01+0,02
n=3 n=7 n=7 n=3

+0,1 MM SNOC + 0,25 MM SNOC +0,5mMSNOC +1mMSNOC
(10 uM Gliclazid) (10 pM Gliclazid) (10 uM Gliclazid) (10 uM Gliclazid)
1,0+£0,1 0,5+0,2 0,4+0,2 0,1+0,1
n=3 n=7 n=7 n=3

Tab. 3.18 - [ng Insulin/(Insel*h)] - Messwerte der Insulinsekretionsexperimente zu Abb. 3.18 - Als

Stimulationskontrolle diente der Vergleich der Sekretionswerte bei Inseln in einer Badlosung mit 3 mM Glucose
mit denen von Inseln in einer 15 mM Glucoselésung, welcher sich als statistisch signifikant (p<0,001)
herausstellte. Die Insulinsekretion von Inseln, die Gber Nacht und akut mit 10 uM Gliclazid inkubiert waren, war
mit 1,8 + 0,3 ng Insulin/(Insel*h) nicht unterschiedlich (n.s.) zu der von unbehandelten Inseln. Beim Vergleich
der Insulinsekretionen in Anwesenheit von verschiedenen SNOC-Konzentrationen zur Insulinsekretion bei 15
mM Glucose ohne SNOC zeigten sich bei Inseln, unabhéngig ob mit Gliclazid inkubiert wurde oder nicht, bereits
bei 0,1 mM SNOC eine signifikante (p<0,01) Hemmung, die bei héheren SNOC-Konzentrationen starker
ausgepragt war. Die konzentrationsabhangige Hemmung der Insulinsekretion unterschied sich zwischen Inseln,

die mit Gliclazid inkubiert waren, un Inseln ohne Gliclazid-Inkubation nicht voneinander (n.s.).

Zusammenfassung

Die erhohte Aktivitat der antioxidativen Enzyme, welche durch die langfristige Inkubation
mit Gliclazid induziert wird, konnte die beta-Zellfunktion unter Bedingungen erhéhter
ROS- und RNS-Konzentrationen, welche experimentell durch 100 uM H,0;, bzw. 0,1 -1 mM
SNOC generiert wurden, nicht erhalten. Interessanterweise waren jedoch TEMPOL als
SOD-Mimetikum und Oltipraz als Nrf2-Aktivator in der Lage, die Insulinsekretion unter
H,0, aufrechtzuerhalten. Fiir TBHQ, einem weiteren Vertreter der Nrf2-Aktivatoren, zeigte
sich ebenfalls eine tendenzielle Verbesserung der beta-Zellfunktion. In weiteren
Experimenten sollte daher Gberprift werden, ob die Nrf2-Aktivierung die Insulinsekretion
auch vor dem schadlichen Einfluss von SNOC schiitzen kann und ob sich diese protektiven
Effekte auch auf die Viabilitdt von Inseln bei oxidativem Stress positiv auswirken.

H,0, hatte einen dhnlichen Effekt auf die FAD-Autofluoreszenz wie 3-NPA, der auf eine
Komplex-ll-Hemmung hinweist. AuBerdem verringerte es die Konzentration an NAD(P)H.
Die Vorinkubation mit TEMPOL schwachte den Effekt von H,0, auf die NAD(P)H-

Autofluoreszenz ab, wahrend der Einfluss auf FAD dhnlich stark ausgepréagt blieb.
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3.2.3 Glucolipotoxizitat

Eine Uber- bzw. Fehlerniahrung fiihrt zu erhéhter Zirkulation von Glucose und Fetten im Blut
und damit bereits in einer pradiabetischen Phase sowie bei einem manifesten T2DM zu
schadigenden Einfliissen auf die beta-Zellen. Der exzessive Glucosestoffwechsel sowohl im
Zytosol als auch in den Mitochondrien verursacht neben der Umsetzung von Protonen und
Sauerstoff zu Wasser auch die Bildung weiterer reaktiver (radikalischer) Sauerstoffspezies
(Glucotoxizitat) (s. Kap. 1.6.3.1). Fettsduren werden intrazelluldr spontan oder enzymatisch
durch Lipidperoxidation ebenfalls zu Radikalen umgesetzt (s. Kap. 1.6.1) und haben dariber
hinaus auch durch extrazelluldre Interaktionen mit Membranen und Rezeptoren Einfluss auf
die Funktion und Viabilitdt von beta-Zellen (Lipotoxizitat) (s. Kap. 1.6.3.2).

Um die Funktion von kultivierten beta-Zellen unter diesen Bedingungen zu testen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Zellkultur etabliert, bei der durch Erhdéhung der Glucose-
konzentration im Zellkuluturmedium (25 mM statt 11 mM) und die Zugabe von Na-Palmitat
(100 pM, gebunden an 0,056 % fettsdurefreies BSA) liber einen Zeitraum von bis zu drei

Tagen ein sowohl gluco- als auch lipotoxisches Milieu geschaffen wurde.

Folgende Parameter wurden in Inseln bzw. Inselzellclustern Gberprift:
e Morphologische Veranderungen von Inseln unter Gluco- und/oder Lipotoxizitat:
Auswertung der Inselflache und -granularitat
® |nsulingehalt
e |nsulinsekretion unter stimulierten (15 mM Glucose) und substimulatorischen (3 mM
Glucose) Bedingungen
e Reaktion von [Caz"]C auf Anderung der Glucosekonzentration von 15 auf 0,5 mM

e [ntrazelluldare ROS-Konzentrationen

Darlber hinaus sollte getestet werden, ob Gliclazid die beta-Zellfunktion vor dem
schadlichen Einfluss einer glucolipotoxischen Zellkultur schiitzen kann. Hierfiir wurden ein
Teil der Inseln bzw. Inselzellcluster ab unmittelbar nach der Praparation im normalen
Zellkulturmedium mit 10 puM Gliclazid inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde das
Medium aller Gliclazid-inkubierten sowie einiger unbehandelter Zellen durch ein Medium
mit glucolipotoxischem Milieu (s.0.) ersetzt. Die Gliclazid-Inkubation wurde wahrend den
darauffolgenden Tagen beibehalten. Somit konnten die oben aufgefiihrten Parameter unter
Kontrollbedingungen und unter glucolipotoxischen Bedingungen in An- und Abwesenheit

von Gliclazid an den drei folgenden Tagen (1. - 3. Tag) Gberprift werden.
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3.2.3.1 Veranderung der Inselmorphologie durch Glucolipotoxizitat

1. Tag 2.Tag 3.Tag

Kontrolle

25 mM Glucose
(Glucotoxizitat)

100 pM Palmitat
(Lipotoxizitat)

25 mM Glucose
+ 100 pM Palmitat
(Glucolipotoxizitat)

Glucolipotoxizitat
+ 10 uM Gliclazid

Abb. 3.19 — Veridnderung der Morphologie von Inseln unter Bedingungen einer gluco- und/oder lipotoxischen
Zellkultur (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 % fettsdurefreiem BSA) iiber drei Tage -
Inseln wurden unmittelbar nach der Praparation in Zellkulturmedium tberfiihrt (11 mM Glucose) und teilweise
mit 10 uM Gliclazid versetzt. Am darauffolgenden Tag wurden alle mit Gliclazid-inkubierten Inseln in ein
Medium mit glucolipotoxischem Milieu und Gliclazid tGberfiihrt und die unbehandelten Inseln in Medien mit
gluco-, lipo- oder glucolipotoxischen oder normalen Bedingungen (Kontrolle). - Reprasentative Aufnahmen von

Inseln, die aufgrund ihrer Flache und Granularitat ungefahr dem jeweiligen Durchschnitt entsprechen.

Bereits am ersten Tag nach Uberfiihren der Inseln in die entsprechenden Zellkulturmedien
zeigten sich morphologische Unterschiede zwischen den Bedingungen. Inseln, die unter
glucolipotoxischen Bedingungen kultiviert waren, hatten augenscheinlich ihre im Auflicht
charakteristische weiRe Farbung verloren. Die Mikroskopaufnahmen im Durchlicht (Abb.
3.19) wurden wie in Kapitel 2.4 angefertigt und machen die Unterschiede deutlich. Der Grad

der weilRen Farbung im Auflicht bzw. dunklen Farbung im Durchlicht wird im Folgenden als
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»,Granularitdt” bezeichnet. Bei Abb. 3.19 handelt es sich um reprasentative Aufnahmen von
Inseln, die aufgrund ihrer Flache und Granularitdat ungefdhr dem Mittelwert unter der
jeweiligen Bedingung entsprechen.

Vergleicht man die ermittelten Werte fir die durchschnittliche Inselfliche und -granularitat
des ersten und dritten Tages miteinander, so stellt man fest, dass Inseln im normalen
Zellkulturmedium (Kontrolle) kleiner wurden und an dunkler Farbung im Durchlicht verloren
(Abb. 3.20 A+B).
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Abb. 3.20 - Einfluss von normalen Zellkulturbedingungen (Zellkulturmedium, 11 mM Glucose) auf die
Inselfliche (A) und —granularitit (B) am ersten und dritten Tag - Inseln aus drei Prdparationen wurden
gesammelt. Die Auswertung der Inselfliche und daran anschliefend der Granularitdt wurde wie in Kap. 2.7.3

beschrieben durchgefiihrt.

Die Verringerung der Inselfliche Uber drei Tage trat auch unter glucolipotoxischen
Bedingungen (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 % fettsaurefreiem BSA)
in An- und Abwesenheit von 10 uM Gliclazid auf. Bei Inseln, die entweder nur unter
glucotoxischen oder lipotoxischen Bedingungen inkubiert waren, veranderte sich die Grolke
der Inseln nicht. Die Inselgranularitdit nahm dhnlich wie unter Kontrollbedingungen sowohl
unter glucolipotoxischen als auch unter glucotoxischen Bedingungen ab. Bei Inseln im
Zellkulturmedium mit lipotoxischem Milieu alleine fand keine signifkante Veranderung der
Inselgranularitat statt.

Vergleicht man die Veranderungen zwischen den Bedingungen am dritten Tag, so stellt man
fest, dass die Inselfliche durch die Zellkultur mit einem Uberangebot an Glucose

(Glucotoxizitat) oder Palmitat (Lipotoxizitat) bzw. mit glucolipotoxischen Milieu groRer war
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als unter Kontrollbedingungen (Abb. 3.21 A). Die Granularitdt wurde durch das
glucolipotoxische Milieu deutlich gesenkt, wahrend eine hohe Glucosekonzentration alleine
vergleichsweise wenig und die Anwesenheit von Palmitat keinen Einfluss hat. Die langfristige
Inkubation von Inseln mit Gliclazid in glucolipotoxischem Zellkulturmedium konnte vor

diesen Verdanderungen nicht schiitzen (Abb. 3.21 B).
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Abb. 3.21 - Verdnderung der Inselfliche (A) und -granularitit (B) unter Bedingungen einer gluco- und/oder
lipotoxischen Zellkultur (25 mM Glucose, 100 pM Palmitat gebunden an 0,056 % fettsdaurefreiem BSA) im
Vergleich zu Kontrollbedingungen (Zellkulturmedium, 11 mM Glucose) am dritten Tag - Inseln aus drei
Praparationen wurden gesammelt und am néachsten Tag auf die Inkubationsbedingungen aufgeteilt. Einige
Inseln wurden bereits ab unmittelbar nach der Praparation mit 10 uM Gliclazid inkubiert. Die Auswertung der

Inselfliche und daran anschlieRend der Granularitdt wurde wie in Kap. 2.7.3 beschrieben durchgefiihrt.
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Diese Experimente verdeutlichten, dass Inseln, die in Anwesenheit einer erhohten Glucose-
konzentration oder Fettsdaure Uber drei Tage inkubiert waren, eine vergrofRerte Flache
aufwiesen, wahrend die Kombination in Form von Glucolipotoxizitdt die Inselfliche im
Vergleich zu Kontrollbedingungen nur wenig beeinflussten. Eine Abnahme der
Inselgranularitdt wurde dagegen vor allem unter glucolipotoxischen Bedingungen

beobachtet. Gliclazid konnte diese morphologischen Veranderungen nicht verhindern.

3.2.3.2 Einfluss von Glucolipotoxizitat auf den Insulingehalt

Um zu prifen, ob die beobachtete Abnahme der Inselgranularitdit durch die
glucolipotoxische Zellkultur (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 %
fettsaurefreiem BSA) in Verbindung mit einem veranderten Insulingehalt der beta-Zelle
steht, wurden Inseln an allen drei Inkubationstagen gemaRR Kapitel 2.2.2.2 in
Insulinsekretionsexperimenten verwendet, im Anschluss lysiert und das freigesetzte Insulin
mittels RIA vermessen. Exemplarisch werden in Abb. 3.22 die Ergebnisse fiir den zweiten Tag
dargestellt, da hier die Unterschiede am deutlichsten waren. Glucolipotoxizitdt fliihrte zu
einer Reduktion des Insulingehalts, welcher durch die Anwesenheit von 10 uM Gliclazid nicht
verhindert werden konnte. Wahrend eine Insel unter Kontrollbedingungen am zweiten Tag
durchschnittlich 54,0 + 13,0 ng (n=3) Insulin aufwies, war der Gehalt bei Inseln unter
glucolipotoxischen Bedingungen auf durchschnittlich 12 + 4,1 ng Insulin (n=3, p<0,05zur
Kontrolle) vermindert. Die Inkubation von Inseln mit 10 uM Gliclazid unter denselben
Bedingungen konnte diese Verdanderung nicht beeinflussen (9,8 + 0,6 ng Insulin, n=3). Diese
Ergebnisse zeigten, dass die Abnahme der Inselgranularitit mit einem verminderten

Insulingehalt unter glucolipotoxischen Bedingungen zusammenhadngen kdnnte.
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Abb. 3.22 — Verdanderung des Insulingehaltes bei Inseln unter Bedingungen von einer glucolipotoxischen
Zellkultur (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 % fettsdurefreiem BSA) in An- und
Abwesenheit von 10 pM Gliclazid im Vergleich zu Kontrollbedingungen (Zellkulturmedium, 11 mM Glucose)
auf den Insulingehalt am zweiten Tag der Inkubation - Inseln aus den jeweiligen Kulturbedingungen wurden
gemaR Kap. 2.2.2.2 in Insulinsekretionsexperimenten getestet (1 h Stimulation mit 15 mM Glucose), lysiert und

das freigesetzte Insulin mittels RIA vermessen.

3.2.3.3 Auswirkungen von Glucolipotoxizitat auf die Insulinsekretion

Die Sekretionsleistung der beta-Zellen ist fiir die Glucosehomoostase ausschlaggebend.
Daher wurde die Insulinsekretion in Anwesenheit einer substimulatorischen (3 mM) und
stimulatorischen (15 mM) Glucosekonzentration von Inseln unter Kontrollbedingungen
(Zellkulturmedium, 11 mM Glucose) und von Inseln aus einer Zellkultur mit
glucolipotoxischem Milieu (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 %
fettsdurefreiem BSA) am zweiten und dritten Inkubationstag getestet. Ein Teil der Inseln
unter glucolipotoxischen Zellkulturbedingungen war seit der Praparation zusatzlich mit 10
UM Gliclazid inkubiert. So sollte ein moglicher protektiver Effekt von Gliclazid gegeniiber den
glucolipotoxischen Einflissen auf die Insulinsekretion geprift werden.

Inseln, die unter Bedingungen eines Nahrstoffliberangebotes kultiviert waren, wiesen bei
einer substimulatorischen Glucosekonzentration von 3 mM eine tendenziell erhohte
Insulinsekretion von 0,3 + 0,1 ng Insulin/(Insel*h) (n=3) im Gegensatz zu Inseln unter
Kontrollbedingungen (0,1 * 0,02 ng Insulin/(Insel*h), n=3) auf. Diese Unterschiede waren
sehr klein und statistisch nicht zu sichern (Abb. 3.23 A). Wurde die basale Sekretionsrate auf
den Insulingehalt der jeweiligen Inseln bezogen, zeigte sich, dass Inseln, die zwei Tage unter
glucolipotoxischen Bedingungen kultiviert wurden, eine signifikant erhohte Sekretionsrate

von 1,8 £ 0,4 % (n=3) im Gegensatz zu 0,1 + 0,1 % (n=3) unter Kontrollbedingungen hatten



98 Ergebnisse

(Abb. 3.23 B). Diese gesteigerte Insulinsekretion unter basalen Stimulationsbedingungen (3
mM Glucose) von Inseln aus glucolipotoxischen Kulturbedingungen korrelierte mit der
verminderten Inselgranularitat bzw. dem reduzierten Insulingehalt.

Die Inkubation mit Gliclazid hatte keinen Effekt auf das Stimulationsniveau (3mM Glucose:

0,2 £ 0,1 ng Insulin/(Insel*h), 15 mM Glucose 2,2 + 0,1 %, n=3) (Abb. 3.23 B).
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Abb. 3.23 Verdnderung der basalen Insulinsekretion (3 mM Glucose) bei Inseln unter Bedingungen einer
glucolipotoxischen Zellkultur (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 % fettsdurefreiem BSA)
in An- und Abwesenheit von 10 pM Gliclazid im Vergleich zu Kontrollbedingungen (Zellkulturmedium, 11 mM
Glucose) am zweiten Inkubationstag - Inseln aus den jeweiligen Kulturbedingungen wurden gemafll Kap.
2.2.2.2 in Insulinsekretionsexperimenten getestet das sezernierte Insulin mittels RIA vermessen (A). Dann
wurden die Inseln lysiert und das freigesetzte Insulin mittels RIA bestimmt. Daraufhin wurde der prozentuale

Anteil aus sezerniertem zu gesamtem Insulin einer Insel berechnet (B).

Bei einer stimulatorischen Glucosekonzentration von 15 mM war die Insulinsekretion bei
Inseln, die unter glucolipotoxischen Bedingungen inkubiert waren, mit 3,0 + 0,8 ng
Insulin/(Insel*h) im Vergleich zum Kontrollniveau von 4,5 + 0,6 ng Insulin/(Insel*h) am
zweiten Tag signifikant niedriger (n=3, p<0,01). Die Inkubation mit Gliclazid senkte die
Insulinsekretion sogar noch weiter ab auf durchschnittlich 1,6 £ 0,4 ng Insulin/(Insel*h) (n=3,
p<0,05) (Abb. 3.24).
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Abb. 3.24 - Veranderung der Insulinsekretion (15 mM Glucose) bei Inseln unter Bedingungen von einer
glucolipotoxischen Zellkultur (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 % fettsdurefreiem BSA)
in An- und Abwesenheit von 10 uM Gliclazid im Vergleich zu Kontrollbedingungen (Zellkulturmedium, 11 mM
Glucose) am zweiten Inkubationstag - Inseln aus den jeweiligen Kulturbedingungen wurden gemaf Kap.

2.2.2.2 in Insulinsekretionsexperimenten getestet und das sezernierte Insulin mittels RIA vermessen.

Nach zweitagiger glucolipotoxischer Zellkultur war die Insulinsekretion von Inseln somit in
zweierlei Weise verdandert: Wahrend bei einer substimulatorischen Glucosekonzentration
von 3 mM eine gesteigerte basale Sekretionsrate auftrat, war die glucosestimulierte
Insulinsekretion (15 mM) eingeschrankt. Gliclazid konnte vor diesen Verdnderungen nicht
schitzen sondern verstarkte sogar die Reduktion der glucosestimulierten Insulinsekretion.

In Tab. 3.19 sind die Werte fiir die Insulinsekretionen von Inseln in Badlésungen mit 3 und 15
mM Glucose nach drei Tagen in den jeweiligen Kulturbedingungen aufgefiihrt. Unter
substimulatorischen Bedingungen (3 mM) verflgten Inseln aus glucolipotoxischen Kultur-
bedingungen im Vergleich zu Kontrollbedingungen (iber eine signifikant erhohte
Sekretionsrate (p<0,05), Gliclazid verdnderte den glucolipotoxischen Einfluss nicht (n.s.). Die
Insulinsekretion unter 15 mM Glucose war unter allen Bedingungen tendenziell dhnlich

ausgepragt wie am zweiten Tag, jedoch statistisch nicht unterschiedlich (n.s.).

Kontrollbedingungen Glucolipotoxizitat + 10 uM Gliclazid
3. Tag [ng Insulin/(Insel*h)] 3. Tag [ng Insulin/(Insel*h)] 3. Tag [ng Insulin/(Insel*h)]
G3 G15 G3 G15 G3 G15 n

0,04 + 0,01 3,3+0,6 0,4+0,1 3,0+£0,9 0,3+0,1 2,0+0,3 3

Tab. 3.19 - Insulinsekretionsmessungen mit Inseln, die unter glucolipotoxischen Bedingungen mit und ohne 10

UM Gliclazid oder Kontrollbedingungen 3 Tage inkubiert waren — Weitere Anmerkungen im Text
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3.2.3.4 Beeinflussung der metabolischen Reaktion von [Ca®*].

Die vorherigen Experimente zeigten, dass Inseln unter glucolipotoxischen Zellkultur-
bedingungen (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 % fettsdaurefreiem BSA)
morphologische Veranderungen und funktionelle Beeintrdchtigungen im Hinblick auf ihre
Insulinsekretion aufwiesen. Um eine mogliche Ursache fur die beschadigte Insulinsekretion
ndher zu untersuchen, wurde die Verdnderung der zytosolischen Ca**-Konzentration [Ca®"],,
die durch den Glucosestoffwechsel beeinflusst wurde, nach einem und zwei Tagen Kultur
geprift und bewertet. Als Kriterium diente die Klassifizierung der beobachteten Reaktionen
von [Ca®*]. nach dem in Abb. 3.25 dargestellten Schema. Auch in dieser Versuchsserie waren
ein Teil der Inselzellen unter glucolipotoxischen Zellkulturbedingungen seit der Praparation
zusatzlich mit 10 uM Gliclazid inkubiert, um zu testen, ob ein moglicher Schutzeffekt auf
dieser Ebene der Stimulus-Sekretionskopplung zu erkennen ist.

Eine metabolisch intakte beta-Zelle weist unter stimulatorischen Bedingungen (15 mM
Glucose) typische Oszillationen von [Ca’']. auf, die beim Wechsel auf eine niedrige
Glucosekonzentration enden, wobei [CaZJ']c auf basale Werte sinkt (Abb. 3.25 Klasse I). Auch
eine permanent erhohte [Ca’"]., die wihrend der Messung in Anwesenheit von 15 mM
Glucose keine Oszillationen zeigt, aber unter substimulatorischen Bedingungen (0,5 mM
Glucose) auf ein basales Niveau sinkt, wurde als metabolisch intakt gewertet (Klasse Il). Die
beta-Zellen hingegen, deren Verinderungen in [Ca*’]. nicht an die jeweilige
Glucosekonzentration gekoppelt waren oder wahrend der gesamten Messung nur ein
geringes Niveau von [Ca®*]. aufwiesen, wurden als metabolisch defekt in Klasse Il
eingeordnet.

Die Inselzellcluster wurden aus den jeweiligen Zellkulturmedien in eine Badlésung mit 15
mM Glucose und dem Ca®'-Fluoreszenzfarbstoff tberfiihrt (s. Kap. 2.3.2.1) und anschlieRend
wahrend der Messungen mit Badlésungen mit der jeweiligen Glucosekonzentration (15 bzw.
0,5 mM) Gberstromt.

Fiir jede einzelne Praparation von Inselzellclustern wurde pro Kulturbedingung der
prozentuale Anteil von Zellen mit korrekter [Caz"]c Reaktion (Klasse | + II) an allen getesteten

Zellen (n) ermittelt und anschlieRend wurde ein Mittelwert (iber alle Praparationen gebildet.
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Abb. 3.25 - Bewertung der metabolischen Reaktion von [Caz"]C auf verschiedene Glucosekonzentrationen

nach drei Klassen (I+Il: metabolisch intakt, 1ll: metabolisch defekt) - Reprasentative Aufnahmen
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Wiahrend am ersten Tag kein signifikanter Schaden durch die glucolipotoxischen
Zellkulturbedingungen (83,9 + 8,9 % Inselzellcluster mit korrekter [Caz"]C Reaktion, n=48)
gegeniber Kontrollbedingungen (87,8 + 6,2 % Inselzellcluster mit korrekter [CaZJ']c Reaktion,
n=22) erreicht wurde, konnten am zweiten Tag nur noch 46,0 + 8,4 % (n=63) der getesteten
Inselzellcluster, die unter Glucolipotoxizitat kultiviert wurden, der Klasse | und Il zugeordnet
und als metabolisch intakt gewertet werden (Kontrolle: 78,4 + 6,2 % Inselzellcluster mit
korrekter [CaZJ']c Reaktion, n=45, p<0,05). Waren Inselzellcluster seit der Praparation und
wahrend der glucolipotoxischen Zellkultur mit 10 uM Gliclazid inkubiert, war der Anteil von
solchen mit korrekter [Ca®']. Reaktion mit 69,7 + 2,6 % (n=63) signifikant hoher als ohne
Gliclazid-Inkubation (p<0,05) (Abb. 3.26). Die metabolische [Ca®"]. Reaktion auf verschiedene

Glucosekonzentrationen war also durch Gliclazid vor Glucolipotoxizitat geschiitzt.

lm & ' 1] |

[Ca?], Reaktion [%]

Inselzellcluster mit korrekter

Kontrolle Gluco- +10puM
lipotox. Gliclazid

Abb. 3.26 - Einfluss von Glucolipotoxizitit (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 %
fettsdurefreiem BSA) in An- und Abwesenheit von 10 uM Gliclazid im Vergleich zu Kontrollbedingungen
(Zellkulturmedium, 11 mM Glucose) auf die Reaktion von [CaZJ']c beim Wechsel von 15 auf 0,5 mM Glucose
am zweiten Tag der Inkubation - Ermittelt und klassifiziert wurde die metabolische Reaktion von Inselzell-

clustern (n) in der jeweiligen Kulturbedingung. Der Mittelwert wurde mit der Anzahl an Praparationen gebildet.

Eine weitere Aussage lasst sich aus der Differenzierung intakter Inselzellcluster, die in
Anwesenheit von 15 mM Glucose Oszillationen zeigen (Klasse 1) und solchen, die ein Ca®-
Plateau aufwiesen (Klasse 1l), ableiten: Glucolipotoxizitat fliihrte neben einem Defekt der
metabolischen Reaktion auch zu einem Verlust der Oszillationen von [Ca®']. (Kontrolle: 63,6
+ 5,1 %, n=45; Glucolipotox.: 36,5 * 9,2 % Inselzellcluster mit Klasse-I-Reaktion, n=63,
p<0,05). Gliclazid konnte zwar zu einer metabolischen [Ca®*]. Reaktion, jedoch nicht zum
Erhalt der Oszillationen bei stimulierten beta-Zellen beitragen (Glucolipotox. + Gliclazid: 54,1

1 3,5 % Inselzellcluster mit Klasse-I-Reaktion, n=63, n.s. zu Glucolipotox., keine Abb.).



Ergebnisse 103

3.2.3.5 Einfluss der Zellkultur auf die intrazellulare ROS-Akkumulation

Da Inseln bzw. Inselzellcluster, die unter glucolipotoxischen Bedingungen kultiviert wurden,
deutlichen morphologischen und funktionellen Verdanderungen zeigten, sollte im Folgenden
Uberprift werden, inwiefern oxidativer Stress bei diesen schadigenden Einfliissen eine Rolle
spielt.

Zunachst wurde untersucht, wie sich die intrazellularen ROS-Konzentrationen bei einer
Langzeitinkubation mit 0,5 bzw. 15 mM Glucose verhielt. Dazu wurde das Zellkulturmedium
mit den entsprechenden Glucosekonzentrationen hergestellt und die ROS-Konzentrationen
von Inselzellclustern nach ein, zwei und drei Inkubationstagen gemessen. Als Referenztest
diente eine einstiindige Inkubation in Zellkulturmedium bei denselben Glucose-
konzentrationen. Wie Abb 3.27 zeigt, konnten an allen drei Tagen Unterschiede in der ROS-

Akkumulation zwischen den Glucosekonzentrationen beobachtet werden.
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Abb. 3.27 - Einstiindige und mehrtagige Inkubationen (1-3 Tage) von Inselzeliclustern in Zellkulturmedien mit
verschiedenen Glucosekonzentrationen (0,5 und 15 mM) und anschlieBenden ROS-Messungen - Die
Inkubation in verschiedenen Glucosekonzentrationen fiihrte an allen drei Tagen zu signifikanten Unterschieden

bei den intrazellularen ROS-Konzentrationen. Eine einstlindige Inkubation erbrachte keinen Unterschied.

1h[a.u.] 1. Tag [a.u.] 2. Tag [a.u.] 3. Tag [a.u.]
GOS 1509 122 +22 119+ 22 79+13
! n=50 n=23 n=36 n=26
G15 1339 176 £ 11 223 +31 160+ 20
n=57 n=48 n=26 n=30

Tab. 3.20 - Fluoreszenzwerte der ROS-Messungen von Abb.

3.27
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Im Gegensatz zu einstiindigen ROS-Messungen, die in Badlésungen mit 0,5 und 15 mM
Glucosekonzentration im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden (z.B. in Kap. 3.1.4),
wies die einstlindige Inkubation im Zellkulturmedium mit 0,5 oder 15 mM Glucose-
konzentration keine unterschiedlichen ROS-Konzentration auf.

Um zu verifizieren, dass dieses Ergebnis aufgrund der verschiedenen Zusammensetzung von
Badlosung und Zellkulturmedium zustande kommt, wurden einstiindige ROS-Messungen in
Badlosungen durchgefiihrt, denen fetales Kalberserum (FKS) oder bovines Serumalbumin
(BSA) entsprechend den Konzentrationen im Zellkulturmedium (10 % FKS bzw. 0,2 % BSA)
zugesetzt wurde. Die einstlindige Inkubation von Inselzellclustern in einer Badlésung mit 15
mM Glucose fiihrte erwartungsgemald zu einer deutlichen Akkumulation von ROS gegeniber
0,5 mM Glucose (G0,5: 295 + 14; G15: 629 + 29 a.u., n=67-74, p<0,001). Sowohl 10 % FKS
(498 + 29 a.u., n=46, p<0,01 zu G15) als auch 0,2 % BSA (185 £ 9 a.u., n=30, p<0,001 zu G15)
verhinderten die Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies im Vergleich zu FKS/BSA-freier

Badlosung mit 15 mM Glucose in der ersten Stunde (Abb. 3.28).
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Abb. 3.28 - Einfluss von 10 % FKS bzw. 0,2 % BSA in einer Badlosung mit 15 mM Glucose auf die ROS-
Konzentrationen von Inselzellclustern (1 h Inkubation) - Dargestellt ist die ROS-Akkumulation in Anwesenheit

von 0,5 bzw. 15 mM Glucose sowie 15 mM Glucose mit 10 % FKS oder 0,2 % BSA.

Da bei den in Abb. 3.27 aufgefiihrten Langzeitinkubationen kein Mediumwechsel
vorgenommen wurde und es schlieBlich am ersten Tag zu einer glucoseabhdngigen ROS-
Akkumulation kam, kann davon ausgegangen werden, dass der Einfluss von FKS und BSA auf

die intrazelluldren ROS-Konzentrationen bei langeren Inkubationen vernachlassigbar ist.
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3.2.3.6 Einfluss von Glucolipotoxizitat auf die ROS-Konzentrationen

Unter glucolipotoxischen Zellkulturbedingungen traten zwischen dem zweiten und dritten
Tag deutliche Veranderungen von Inselfliche bzw. -granularitdt, Insulingehalt,
Insulinsekretion und [Ca®']. auf und fiir Gliclazid konnte auf Ebene der Ca**-Homéostase ein
schitzender Effekt beobachtet werden. Daher sollte im Folgenden untersucht werden, wie
sich die Akkumulation intrazelluldrer ROS unter diesen Inkubationsbedingungen verhilt.

In einer ersten Versuchsreihe wurde in Analogie zu den [Ca2+]c—Experimenten (s. Kap. 3.2.3.4)
geprift, ob durch die Anwesenheit von 10 uM Gliclazid ab dem Zeitpunkt der Inkulturnahme
die intrazelluldaren ROS-Konzentrationen bei Inselzellclustern unter glucolipotoxischen
Bedingungen (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 % fettsaurefreiem BSA)
verandert waren. Es zeigte sich, dass im Vergleich zu Inselzellclustern, die unter
glucolipotoxischen Bedingungen eine ROS-Fluoreszenz von 1166 * 76 a.u. (n=251)
aufwiesen, die Inkubation mit Gliclazid zu einer signifikant verringerten ROS-Akkumulation
von durchschnittlich 728 + 48 a.u. (n=250) fihrte (Abb. 3.29 A). In einem weiteren Versuch
sollte getestet werden, ob die glucolipotoxischen Zellkulturbedingungen gegeniber
Kontrollbedingungen (11 mM Glucose) selbst zu erhohten ROS-Konzentrationen fiihrten. Der
Vergleich beider ROS-Niveaus ergab keinen signifikanten Unterschied (Kontrolle: 499 + 27;
Glucolipotox.: 447 + 26 a.u., n=87-98, n.s., Abb. 3.29 B).

A *dk B n.s.
14004 1 6009 f :
3 1200 A =
I L
E 1000 + E 400 -
& 800 o o
o ]
ig 099 E 200
o 400 H [Te
[F)] [7)]
Szt :
87
0 - 0
Gluco- +10puM Kontrolle Gluco-
lipotox. Gliclazid lipotox.
Abb. 3.29 - Vergleich der intrazelluliren ROS-Konzentrationen bei Inselzellclustern, die unter

glucolipotoxischen Bedingungen kultiviert sind (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat gebunden an 0,056 %
fettsdurefreiem BSA) in An- und Abwesenheit von 10 pM Gliclazid (A), sowie im Vergleich zu
Kontrollbedingungen (Zellkulturmedium, 11 mM Glucose) (B) am zweiten Tag der Inkubation - Anmerkung zu
den unterschiedlichen Zahlendimensionen der y-Achsen: Die Messungen sind in einem zweijahrigen Abstand

mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffchargen und Monochromatoren entstanden.
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Zusammenfassung

Morphologisch wiesen Inseln, die unter glucolipotoxischen Bedingungen kultiviert wurden,
eine verminderte Granularitdt und eine vergroRerte Flache auf. Betrachtet man die
Granularitdt unter glucotoxischen und lipotoxischen Bedingungen, zeigte sich, dass eine
hohe Glucosekonzentration von 25 mM wenig und 100 uM Palmitat (0,056 % BSA) alleine
gar keinen Einfluss hatten. Erst die Kombination aus beiden senkte die Granularitat
deutlich.

Daruberhinaus fiihrte Glucolipotoxizitdt zu einem verminderten Insulingehalt und einer
eingeschrankten Insulinsekretion bei stimulierten Inseln. Unstimulierte Inseln hingegen
wiesen bezogen auf den Insulingehalt eine ibermaRig erhéhte basale Sekretionsrate auf.
Gliclazid fuhrte zu keiner protektiven Wirkung gegen diese morphologischen und
funktionellen Verdanderungen der Inseln.

Ein weiterer Schaden war in der metabolischen Regulation von [CaZJ']C zu beobachten:
Glucolipotoxizitat fuhrte zu einem Verlust der Oszillationen sowie zu einer
unphysiologischen Reaktion beim Ubergang von einer stimulatorischen zu einer
substimulatorischen Glucose-konzentration. Gliclazid konnte beta-Zellen vor dieser
Fehlregulation von [Caz"]c schitzen.

Dieser Schutzeffekt steht in Einklang mit der beobachteten Senkung intrazellularer ROS-
Konzentrationen durch Gliclazid unter glucolipotoxischen Bedingungen. Bemerkenswerter-
weise flhrte die glucolipotoxische Zellkultur im Vergleich zu Kontrollbedingungen aber zu
keiner signifikanten ROS-Akkumulation.

Sowohl 10 % FKS als auch 0,2 % BSA fihrten in einstindigen Inkubationen zur
signifikanten Senkung der intrazellularen ROS-Konzentrationen bei beta-Zellen, die mit 15
mM Glucose stimuliert waren. Da sich in der menschlichen Blutbahn weitaus hohere
Serumalbumkonzentrationen (3,5 - 5 %) befinden, sollte diese Beobachtung sowohl bei
ROS-Experimenten als auch in der klinischen Beurteilung von oxidativem Stress Beachtung
finden, da Albumin als zirkulierendes natirliches Antioxidans die ROS-Wirkung
abschwachen konnte (Roche et al. 2008). Die vermehrte Albuminexkretion, wie bei der
diabetischen Nephropathie, erlangt vor diesem Hintergrund einen ganz neuen Stellenwert

(Rehman et al. 2012).




Ergebnisse 107

3.3 Sulfonylharnstoffe und beta-Zellmetabolismus

Sulfonylharnstoffe vermitteln ihren insulinotropen Effekt durch Blockade der ATP-sensitiven
Kaliumkanale (Karp-Kanale) in beta-Zellen. Dariliber hinaus zeigten die Vorarbeiten in unserer
Arbeitsgruppe, dass die genetische Ausschaltung bzw. pharmakologische Inhibition des Karp-
Kanals eine Hochregulation antioxidativer Enzyme bewirkt und die beta-Zellviabilitat vor
oxidativem Stress schiitzt (Gier et al. 2009). Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss der
Sulfonylharnstoffe auf die Insulinsekretion, das mitochondriale Membranpotential AW sowie

die ROS-Entstehung bei unterschiedlich langen Inkubationen naher untersucht werden.

3.3.1 Einfluss der Sulfonylharnstoffe auf die Insulinsekretion

In einer einstlindigen Steady-state-Inkubation mit drei verschiedenen Sulfonylharnstoffen in
Anwesenheit von 15 mM Glucose war die Insulinsekretion in Relation zur Sekretion, die

durch 15 mM Glucose alleine hervorgerufen wird, jeweils gleichmafig erhéht (Abb. 3.30).
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Glucose [mM] 15 15 15 15
10 uM Gliclazid - akut - -

100 uM Tolbutamid - - akut -
1 uM Glibenclamid - - - akut

Abb. 3.30 - Einfluss von 10 uM Gliclazid, 100 uM Tolbutamid und 1 uM Glibenclamid (akute Inkubationen) auf
die Insulinsekretion in Anwesenheit von 15 mM Glucose nach einer 1 h Steady-state-Inkubation - Statistisch

gestestet wurde die prozentuale Veranderung gegeniiber dem Sekretionsniveau bei 15 mM Glucose.

+10 pM + 100 uMm +1puM
G3 G15 Gliclazid Tolbutamid Glibenclamid f
0,2%£0,1 1,6+0,5 2,2+0,5 2,1+0,5 2,3+0,7
ng Insulin/(Insel*h) | ng Insulin/(Insel*h) | ng Insulin/(Insel*h) | ng Insulin/(Insel*h) | ng Insulin/(Insel*h) | 9
15,1+£6,0% 100 % 170+ 22 % 158 £ 26 % 162+ 19%

Tab 3.21 - Gegeniberstellung der absoluten und relativen Werte fir den Insulinsekretionsversuch in Abb. 3.30
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Fiir die Untersuchungen der beta-Zellfunktion unter Bedingungen von oxidativem Stress ist
die Insulinsekretionsfahigkeit von wesentlicher Bedeutung. Da Gliclazid als Sulfonylharnstoff
mit seiner charakteristischen insulinotropen Wirkung (s. Abb. 3.30) jedoch auch unabhéangig
von seiner antioxidativen Wirkung bei beta-Zellen trotz defektem Metabolismus die
Insulinsekretion aufrecht halten kénnte (s. Kap. 3.1.3), musste getestet werden, ob auch die
Langzeitinkubation mit 10 uM Gliclazid (liber Nacht und akut wahrend der 1 h Steady-state-
Inkubation) eine signifikante Steigerung der Insulinsekretion herbeifiihrt.

Nach der einstiindigen Steady-state-Inkubation unter Anwesenheit von 15 mM Glucose
konnte bei Inseln, die langfristig mit Gliclazid inkubiert waren, keine signifikante Steigerung
der Insulinsekretion beobachtet werden (G15: 2,2 + 0,3; + 10 uM Gliclazid: 2,4 + 0,2 ng
Insulin/(Insel*h), n=22, n.s.).

Wurden die Inseln jedoch wahrend der Steady-state-Inkubation in einer Badlésung mit einer
substimulatorischen Glucosekonzentration von 3 mM inkubiert, konnte die sekretions-
steigernde Wirkung des Sulfonylharnstoffes gemessen werden (G3: 0,1 + 0,01; + 10 puM
Gliclazid: 0,9 £ 0,04 ng Insulin/(Insel*h), n=4, p<0,01) (Abb. 3.31).
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Abb. 3.31 - Einfluss einer langfristigen Inkubation von Inseln (iiber Nacht und akut) mit 10 pM Gliclazid auf

die Insulinsekretion nach einer 1 h Steady-state-Inkubation in Anwesenheit von 3 oder 15 mM Glucose

Diese Versuche machten deutlich, dass abhdngig von der metabolischen Aktivitat der beta-
Zelle und damit der Fahigkeit die Offenwahrscheinlichkeit ihrer Karp-Kanédle zu regulieren,
Gliclazid in seiner Eigenschaft als Karp-Kanalinhibitor auch nach langfristiger Inkubation unter
bestimmten Umstdnden, wie einer verminderten ATP-Synthese bei substimulatorischen

Glucosekonzentrationen, die Insulinsekretion pharmakologisch aufrecht erhalten kann.
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3.3.2 Einfluss der Sulfonylharnstoffe auf AW

Sulfonylharnstoffe vermitteln ihre insulinotrope Wirkung weitgehend unabhdngig vom
Glucoseangebot und der mitochondrialen ATP-Produktion. Jedoch ist es moglich, dass der
durch Sulfonylharnstoffe induzierte Ca®*-Einstrom ins Zytosol oder die Sulfonylharnstoffe
selbst mit weiteren Kompartimenten und Funktionsproteinen wechselwirken. Den
Mitochondrien kommt bei der Entstehung von endogenen ROS eine besondere Rolle zu. Im
Hinblick auf das in klinischen Studien beschriebene Sekundarversagen der beta-Zellen unter
einer Langzeittherapie mit Sulfonylharnstoffen und die in den Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe beobachteten Ca®-abhingigen Hochregulation antioxidativer Enzyme sollte
Uberprift werden, wie und in welchem AusmaR die Sulfonylharnstoffe Gliclazid und
Tolbutamid mit dem mitochondrialen Membranpotential AW interagieren.

Eine zehnmin(tige Inkubation mit 10 uM Gliclazid bzw. 100 uM Tolbutamid in Anwesenheit

von 15 mM Glucose fiihrte zu einer signifikanten Depolarisation von AW (Abb. 3.32 A).

A 0,5 mM
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Abb. 3.32 - Akuter Einfluss von 10 pM Gliclazid bzw. 100 puM Tolbutamid auf AW in An- und Abwesenheit von
5 uM Nifedipin - A-C: Reprasentative Aufnahmen - Beim Wechsel von einer Badlésung mit 0,5 mM auf eine mit
15 mM Glucose beobachtete man eine Hyperpolarisation von AW. Die Zugabe von Gliclazid bzw. Tolbutamid

flhrte zu einer Depolarisation (A), welche durch die gleichzeitige Gabe von Nifedipin ausblieb (B+C).
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Bei beiden Sulfonylharnstoffen waren diese Anderungen von AW dhnlich ausgepragt (10 pM
Gliclazid: Depolarisation um 9,5 + 3,0 a.u., n=28; 100 uM Tolbutamid: Depolarisation um
10,4 * 4,4 a.u,, n=31, n.s. zu Gliclazid) und unabhangig davon, welche Substanz zuerst
gegeben wurde. Diese Effekte konnten durch den L-Typ-Ca**-Kanal-Blocker Nifedipin
vollstandig unterdriickt werden (5 uM Nifedipin + 10 uM Gliclazid: Abnahme der Fluoreszenz
um-7,6 + 2,5 a.u.,, n=11; + 100 uM Tolbutamid: Abnahme um -8,1 + 3,1 a.u., n=22, n.s.) (Abb.
3.32 B+C). Kontrollmessungen, bei denen nach dem Wechsel auf 15 mM Glucose nur
Nifedipin hinzugegeben wurde, veranderten AW ahnlich (-7,3 + 2,9 a.u., n=27). Diese Daten
zeigten somit, dass die getesteten Sulfonylharnstoffe nur indirekt, durch den gesteigerten

Ca2+—Einstrom, in der Lage waren, AW zu verandern.
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Abb. 3.33 - Akuter Einfluss von 10 pM Gliclazid bzw. 100 uM Tolbutamid auf AW in An- und Abwesenheit von
5 uM Nifedipin - Dargestellt sind die Anderungen in AW 10 min nach Zugabe von Gliclazid bzw. Tolbutamid im
Vergleich zum Niveau von AW unmittelbar vor Substanzzugabe. Die Anderung in positive Richtung entspricht

einer Depolarisation von AW wihrend die Anderung in negative Richtung einer Hyperpolarisation entspricht.

Weiterhin sollte iberpriift werden, ob eine Ubernacht-Inkubation mit 10 uM Gliclazid AW
ebenfalls verandert. Hierflir wurden Inselzellcluster, die entweder unbehandelt oder mit
Gliclazid inkubiert waren, aus dem Zellkulturmedium in eine Badlésung mit 0,5 mM Glucose
Uberfihrt (Kap. 2.3.2.2).
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Bei der anschlieBenden fluoreszenzoptischen Messung von AW wurde durch den Wechsel
von einer Badlésung mit 0,5 mM Glucose auf eine mit 15 mM AW hyperpolarisiert. Mit FCCP
(0,5 uM) wurde daraufhin eine maximale Depolarisation ausgel6st (Abb. 3.34 A).

Bezieht man das AW-Niveau unter Anwesenheit von 0,5 mM Glucose auf den Wert bei der
maximalen Depolarisation durch FCCP, zeigte sich, dass die langfristige Inkubation mit dem
Sulfonylharnstoff die innere Mitochondrienmembran depolarisierte (Abb. 3.34 B).

In Analogie zu den zuvor gezeigten akuten Einflissen der Sulfonylharnstoffe wurde dieser
Langzeiteffekt moglicherweise ebenfalls Gber einen permanent gesteigerten Ca**-Einstrom

in die beta-Zellen verursacht.
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Abb. 3.34 - Einfluss einer langfristigen Inkubation von Inselzellclustern (iiber Nacht) mit 10 pM Gliclazid auf
das AW-Niveau unter unstimulierten Bedingungen (Badlosung mit 0,5 mM Glucose) bezogen auf die
maximale Depolarisation mit FCCP - A: Versuchsskizze - B: Dargestellt ist das AW-Niveau bei 0,5 mM Glucose

bezogen auf das AW-Niveau bei maximaler Depolarisation mit FCCP.

GO,5 [a. u.] Gi5[a.u] 0'5[:“: ]F P Gos/FccP | n
Kontrolle 564 + 26 449 + 16 1016 + 14 0,59+0,02 | 40
10 uM Gliclazid 551+ 19 430+ 12 772+ 36 0,73+0,02 | 34

Tab. 3.22 - Fluoreszenzwerte der AW-Messungen zu Abb. 3.34 A sowie die ermittelten Verhaltnisse vom AW-

Niveau bei 0,5 mM Glucose bezogen auf das AW-Niveau bei maximaler Depolarisation mit FCCP
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3.3.3 Einfluss der Kxrp-Kanalinhibition auf die ROS-Akkumulation

Neben der akut gesteigerten Insulinsekretion fiihren Sulfonylharnstoffe durch den
vermehrten Ca**-Einstrom auch zur Depolarisation der inneren Mitochondrienmembran. Die
Verringerung von AW korreliert mit einer verminderten ATP-Produktion, wahrend die
Aktivitat der Atmungsketten bei gleichem Substratangebot beschleunigt ist. Dieses
Missverhaltnis in der aeroben ATP-Produktion kann zur bevorzugten Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies fiihren. Daher sollte im Folgenden die Bildung von ROS unter
verschiedenen metabolischen Bedingungen und die Beeinflussung durch Karp-Kanal-
inhibitoren Uberpriift werden.

Zunachst wurde die Bedeutung des Ca*-Einstroms fir die Bildung von ROS bei
substimulatorischen (0,5 mM Glucose) und stimulatorischen (15 mM Glucose) Bedingungen

in Inselzellclustern getestet.
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Abb. 3.35 - Einfluss einer 1 h Inkubation von Inselzellclustern mit Badlosungen verschiedener
Glucosekonzentrationen (0,5 bzw. 15 mM) sowie in An- und Abwesenheit von 30 mM K* bzw. 50 pM

Gallopamil auf die intrazelluldare ROS-Akkumulation

Das Diagramm in Abb. 3.35 zeigt, dass Inselzellcluster nach einer einstiindigen Inkubation
mit 0,5 mM glucosehaltiger Badlosung eine ROS-Konzentration von durchschnittlich 156 + 15
a.u. (n=16) aufwiesen und die Inkubation mit einer Badlésung mit 15 mM Glucose zu einer
signifikant erhohten ROS-Akkumulation (495 + 33 a.u., n=33) fiihrte. Dieser Anstieg war
unabhingig vom Ca®*-Einstrom, da die Hemmung der L-Typ-Ca’*-Kanile durch 50 pM
Gallopamil bei Anwesenheit von 15 mM Glucose den Anstieg an ROS nicht verhindern

konnte (527 * 26 a.u., n=43) und die durch 30 mM extrazelluldreres K* erzeugte
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Membrandepolarisation und Offnung von spannungsabhingigen Ca’"-Kanilen bei einer
substimulatorischen Glucosekonzentration von 0,5 mM zu keiner erhohten ROS-
Akkumulation fuhrte (106,9 + 13,5 a.u., n=21). Die signifikante ROS-Reduktion durch 30 mM
K" scheint ein Ca®"-unabhingiger Effekt zu sein, da er unter Gallopamil dhnlich ausgeprigt
war (103,3 £ 10,5, a.u., n=30).

Aus diesen Experimenten kann also geschlossen werden, dass die intrazelluldre ROS-
Akkumulation durch 15 mM Glucose in beta-Zellen hauptsachlich Gber den gesteigerten
Glucosemetabolismus und Ca2+—unabhéngig verldauft. Nun sollte getestet werden, ob die
Anwesenheit eines Sulfonylharnstoffes wahrend der einstlindigen Inkubation der
Inselzellcluster mit 0,5 oder 15 mM Glucose die intrazelluldaren ROS-Konzentrationen

verandern kann.
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Abb. 3.36 - Einfluss einer 1 h Inkubation von Inselzellclustern mit Badlosungen verschiedener
Glucosekonzentrationen (0,5 bzw. 15 mM) sowie in An- und Abwesenheit von 100 pM Tolbutamid sowie 50

1M Gallopamil auf die intrazelluldre ROS-Akkumulation

Wie Abb. 3.36 illustriert, konnte bei einer substimulatorischen Konzentration von 0,5 mM
Glucose die ROS-Akkumulation von durchschnittlich 315 + 19 a.u. (n=56) durch 100 uM
Tolbutamid nicht beeinflusst werden (319 + 21 a.u., n=58, n.s.). Die gleichzeitige Inkubation
mit dem Ca?*-Kanalblocker Gallopamil blieb ebenfalls wirkungslos (277 + 19 a.u., n=56, n.s.).
Inselzellcluster, die 1 h in einer Badlosung mit 15 mM Glucose inkubiert wurden, wiesen eine
signifikant hohere ROS-Fluoreszenz von 789 + 46 a.u. auf (n=63, p<0,001). Durch die

gleichzeitige Inkubation mit Tolbutamid wurde die ROS-Konzentration noch weiter auf 996 +
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19 a.u. gesteigert (n=47, p<0,01). Dass dieser Effekt Giber einen vermehrten Ca**-Einstrom,
der durch Tolbutamid verursacht wird, vermittelt wurde, zeigt die gleichzeitige Inkubation
mit dem L—Typ—Caz+—KanaIbIocker Gallopamil: Unter diesen Bedingungen war die durch
Tolbutamid induzierte Steigerung von ROS signifkant geringer (649 *+ 34 a.u., n=72, p<0,001).
Die Steigerung der intrazelluldren ROS-Konzentration durch Tolbutamid unter Anwesenheit
einer stimulatorischen Glucosekonzentration wurde also durch einen vermehrten Ca**-
Einstrom verursacht, der zu einer Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials
AW fihrte (s. Kap. 3.3.2). Dieser Mechanismus konnte auch fir Gliclazid nachgewiesen
werden und wird sehr wahrscheinlich fir alle pharmakologischen MaRnahmen der Kare-
Kanalhemmung (Sulfonylharnstoffe, Glinide) gelten. Doch zeigen Apoptosemessungen aus
den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, dass sich die Sulfonylharnstoffe beziglich ihres
Einflusses auf die Zellviabilitat unterscheiden: Wahrend im Vergleich zu Kontrollbedingungen
eine vierstiindige Inkubation mit Gliclazid die Anzahl apoptotischer Zellen nicht beeinflusste,
konnte fiir Tolbutamid unter denselben Bedingungen eine signifkante Steigerung der
Apoptoserate nachgewiesen werden (Gier et al. 2009). Deshalb sollte in einem weiteren
Experiment getestet werden, ob auch Gliclazid zu einer vermehrten ROS-Akkumulation unter

Anwesenheit von 15 mM Glucose fuhrt.
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Abb. 3.37 - Einfluss einer 1 h Inkubation von Inselzellclustern mit Badlosungen verschiedener
Glucosekonzentrationen (0,5 bzw. 15 mM) sowie in An- und Abwesenheit von 10 uM Gliclazid sowie 50 pM

Gallopamil auf die intrazellulare ROS-Akkumulation
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Abb. 3.37 zeigt, dass die einstiindige Inkubation von Inselzellclustern in einer Badlosung mit
15 mM Glucose zu einer ROS-Akkumulation fiihrte (GO,5: 395 + 55, n=36; G15: 666 + 55 a.u.,
n=32, p<0,001). 10 pM Gliclazid in Anwesenheit von 15 mM Glucose hatten keinen
zusatzlichen Einfluss auf die intrazelluldren ROS-Konzentrationen (G15 + 10 uM Gliclazid: 696
+ 60 a.u, n=32, n.s. zu G15). Auf eine tendenzielle, aber statistisch nicht signifikante
Verringerung der ROS-Fluoreszenz auf 564 + 40 a.u. durch die gleichzeitige Inkubation der
Inselzellcluster mit 10 uM Gliclazid und 50 uM Gallopamil sei an dieser Stelle hingewiesen.
Um zu testen, inwiefern sich eine Langzeitinkubation mit Sulfonylharnstoffen auf die ROS-
Akkumulation auswirkt, wurden Inselzellcluster ahnlich zu den Langzeitversuchen, die in Kap.
3.2.3.5 beschrieben wurden, fir 24 h in Kulturmedium mit 15 mM Glucose in An- und
Abwesenheit von 100 uM Tolbutamid bzw. 10 uM Gliclazid inkubiert. Als Kontrolle diente
wiederum die signifikante ROS-Akkumulation durch 15 mM Glucose im Vergleich zu einer
substimulatorischen Konzentration von 0,5 mM (GO0,5: 193 + 9, n=124; G15: 423 + 19 a.u,,
n=100, p<0,001). Tolbutamid fihrte auch nach einer Inkubationsdauer von 24 h zu
signifikant erhéhten ROS-Konzentrationen von durchschnittlich 539 + 26 a.u. (n=57, p<0,001
zu G15), wohingegen Gliclazid nach dieser langfristigen Inkubation sogar eine Reduktion der
ROS auf 313 * 24 a.u. bewirkte (n=48, p<0,001 zu G15) (Abb. 3.38).
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Abb. 3.38 - Einfluss einer 24 h Inkubation von Inselzellclustern mit Zellkulturmedien verschiedener
Glucosekonzentrationen (0,5 bzw. 15 mM) sowie in An- und Abwesenheit von 100 uM Tolbutamid bzw. 10

UM Gliclazid auf die intrazellulare ROS-Akkumulation
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Um zu klaren, weshalb Tolbutamid und Gliclazid in vollig gegensatzlicher Weise die
intrazellularen ROS-Konzentrationen beeinflussen und ob die antioxidativen Enzyme fiir die
fehlende ROS-Steigerung bei der Gliclazid-Inkubation ursachlich sind, wurden sowohl das
Superoxiddismutase-Mimetikum TEMPOL als auch der SOD-Hemmstoff Na-DETC in weiteren
ROS-Messungen eingesetzt.

Es wurden Inkubationsbedingungen ausgewahlt, bei denen weder TEMPOL noch Na-DETC
einen Effekt auf die beta-Zellfunktion vermitteln: Die einstiindige Inkubation mit 1 mM
TEMPOL in Anwesenheit von 15 mM Glucose beeinflusste die Insulinsekretion nicht (s. Tab.
3.10). In ROS-Messungen zeigte sich jedoch, dass die selben Inkubationsbedingungen zu
einem Anstieg der ROS-Fluoreszenz fiihrte (G15: 588 + 34, n=24; + 1 mM TEMPOL: 3012 + 86
a.u., n=30, p<0,001) (Abb. 3.39 A). Im Rahmen der Diplom-Arbeit von Bettina Winter (2011)
konnte nachgewiesen werden, dass die einstlindige Inkubation von Inseln mit 10 uM Na-
DETC in Anwesenheit von 15 mM Glucose keinen Effekt auf die Insulinsekretion hatte. Die
Hemmung der zellularen SOD-Aktivitdt durch Na-DETC hatte ebenfalls keinen messbaren
Einfluss auf die intrazelluldaren ROS-Konzentrationen (G15: 789 + 59, n=31; + 10 uM Na-DETC:
748 + 99 a.u., n=28, n.s.) (Abb. 3.39 B).
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Abb. 3.39 - Einfluss einer 1 h Inkubation von Inselzellclustern mit Badlosungen verschiedener
Glucosekonzentrationen (0,5 bzw. 15 mM) sowie in An- und Abwesenheit von 1 mM TEMPOL (A) bzw. 10 uM
Na-DETC (B) auf die intrazellulire ROS-Akkumulation

In einem weiteren Experiment sollte gepriift werden, ob die durch 1 mM TEMPOL
verursachte starke Fluoreszenzanderung tatsachlich auf einer vermehrten Produktion von
ROS (z.B. H,0,) beruht und durch gleichzeitige Inkubation mit Gliclazid gesenkt werden kann.
AuBerdem muss erwartet werden, dass die zusdtzliche Hemmung der zelluldren
Superoxiddismutase durch Na-DETC keinen Einfluss auf die ROS-Konzentration hat, da das

molekulare Mimetikum die Abbaureaktion weiterhin ausfuhrt.
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10 uM Gliclazid konnte die durch 1 mM TEMPOL hervorgerufene ROS-Akkumulation nicht
senken (G15 + 1 mM TEMPOL: 2736 + 72, n=39; + 10 uM Gliclazid: 2600 + 99 a.u., n=31, n.s.),
wohingegen die gleichzeitige Inkubation von TEMPOL und 10 puM Na-DETC bemerkens-
werterweise zu einer signifikanten ROS-Minderung fiihrte (+ 10 uM Na-DETC: 977 + 122,
n=28, p<0,001) (Abb. 3.40).
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Abb. 3.40 - Einfluss einer 1 h Inkubation von Inselzellclustern mit Badlosungen verschiedener
Glucosekonzentrationen (0,5 bzw. 15 mM) sowie in An- und Abwesenheit von 1 mM TEMPOL, 10 pM
Gliclazid bzw. 10 uM Na-DETC auf die intrazelluldre ROS-Akkumulation

Diese Experimente zeigten, dass die Nachahmung lediglich eines antioxidativen Enzyms - der
SOD mit TEMPOL - zu einer GbermaRigen intrazelluldren ROS-Akkumulation fiihrt. Es gibt
Hinweise in der Literatur, dass der verwendete ROS-Fluoreszenzfarbstoff (DCDHF) besonders
sensitiv gegenliber H,0, ist, welches maligeblich bei der durch die SOD katalysierten und
durch TEMPOL nachgeahmten Abbaureaktion von Superoxidanion-Radikalen entsteht (Tang
et al. 2007). Interessanterweise konnte Gliclazid diese ROS-Akkumulation nicht senken, was
sowohl gegen ausgepragte Scavenger-Eigenschaften des Gliclazid-Molekiils gegeniiber H,0,
als auch gegen die durch Gliclazid induzierte erhdhte Aktivitat antioxidativer Enzyme
innerhalb der relativ kurzen Inkubationszeit von 1 h spricht. Eine gleichzeitig erhdhte
Aktivitat von Katalase oder Glutathionperoxidase hatte einen senkenden Einfluss auf die
H,0,-Konzentration haben miissen. Fiir die beobachtete intrazelluldre ROS-Senkung durch
langere Gliclazid-Inkubationen konnte also nicht nur die erhéhte Aktivitdt der SOD sondern

auch die der Katalase und Glutathioperoxidase verantwortlich sein.
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Die Hemmung der endogenen SOD durch 10 uM Na-DETC fiihrte zu keiner messbaren
Veranderung der intrazellularen ROS-Konzentrationen. Erwartungsgemal musste durch eine
verminderte SOD-Aktivitdt die intrazelluldre Konzentration an Superoxidanion-Radikalen
zunehmen. Entweder war die gewdahlte Konzentration von Na-DETC zu gering oder der ROS-
Fluoreszenzfarbstoff war nicht in der Lage die erhohte Konzentration an Superoxidanion-
Radikalen zu erfassen, das in Einklang mit den Experimenten mit TEMPOL stehen wiirde. Da
die gleichzeitige Inkubation von 1 mM TEMPOL mit 10 uM Na-DETC zu einer deutlichen
Reduktion der ROS-Akkumulation in Anwesenheit von 15 mM Glucose fiihrte, muss
angenommen werden, dass eine Interaktion zwischen den Substanzen und dem
Fluoreszenzfarbstoff eintrat, die eine zuverldssige Aussage aus den Experimenten mit Na-

DETC unmoglich machte.

Zusammenfassung

Neben ihrer insulinotropen Wirkung fiihren Sulfonylharnstoffe Uiber die Kap-
Kanalinhibition und dem Offnen spannungsabhingiger L—Typ—Caz+—KanéIe auch zu einer
Ca’*-abhingigen Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials AW. Dieser
Effekt lieR sich sowohl bei akuter Gabe als auch nach langerer Inkubationsdauer (liber
Nacht) beobachten.

Die ROS-Akkumulation in beta-Zellen war glucoseabhdngig und bei einer stimulatorischen
Glucosekonzentration von 15 mM durch einen L—Typ—Caz+—KanaIbIocker nicht
beeinflussbar. Dariber hinaus lief sich die niedrige ROS-Konzentration bei einer
substimulatorischen Glucosekonzentration von 0,5 mM nicht durch MaBnahmen
beeinflussen, die zu einer erhohten intrazelluldren Ca**-Konzentration fiihrten.

Durch Tolbutamid wurde das ROS-Niveau von mit 15 mM Glucose stimulierten beta-Zellen
sowohl akut (1 h) als auch bei langeren Inkubationen (24 h) gesteigert. Dieser Effekt war
Ca’*-abhingig. Gliclazid hingegen fiihrte bei akuter Inkubation zu keiner vermehrten ROS-
Akkumulation bei stimulierten beta-Zellen. In Langzeitinkubationen senkte Gliclazid die
intrazellularen ROS-Konzentration.

Das SOD-Mimetikum TEMPOL fihrte zu einem Anstieg intrazellularer ROS-
Konzentrationen, sehr wahrscheinlich von H,O,-Konzentrationen. Somit scheint fir die
langfristige ROS-Senkung durch Gliclazid nicht nur die erhéhte Aktivitdt der endogenen

SOD sondern auch die der Cat und GPx eine Rolle zu spielen.
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3.4 Schutzeffekt von Gliclazid vor HFD-induziertem beta-Zellschaden

In Kapitel 3.2.3.6 und 3.3.3 wurde dargestellt, dass Gliclazid in vitro die intrazelluldre ROS-
Konzentration in Inselzellclustern senkte und so vermutlich davor schiitzte, dass unter
glucolipotoxischen Bedingungen die Stimulus-Sekretionskopplung auf Ebene von [Ca®'].
gestort wurde (s. Kap. 3.2.3.4). Wie in Kap. 1.6.6 ausgefiihrt, deuten auch eine Reihe von
Untersuchungen aus anderen Arbeitsgruppen daraufhin, dass Gliclazid im Gegensatz zu den
meisten anderen Sulfonylharnstoffen neben seiner klassischen insulinotropen Wirkung auch
den oxidativen Status der beta-Zellen positiv beeinflusst. Daher sollte in vivo getestet
werden, inwiefern die Ubererndhrung durch eine Hochfettdiit (HFD) bei M3usen diabetische
Symptome ausldst und ob die Gabe von Gliclazid wahrend der gesamten Dauer der Diat (12
Wochen) vor diesen Verdnderungen schitzen kann. Hierzu wurden zwei verschiedene
Tagesdosen von Gliclazid ausgewahlt (2,5 und 10 mg / kg Kérpergewicht (KG)), um neben
einer in der Literatur beschriebenen therapeutischen Dosierung (Sarkar et al. 2011), die bei
Mausen vermutlich wegen des insulinotropen Effekts die Blutglucosekonzentration senkt,
auch mit einer geringeren Dosis zu testen, ob diese protektive Effekte aufweist ohne die
Blutglucosekonzentration zu beeinflussen. Die Gliclazid-Dosen wurden den Mé&usen bereits
zwei Wochen (Woche -1 und 0) vor der HFD lber das Trinkwasser appliziert, um einen
moglichen antioxidativen Schutz zu induzieren. Als HFD wurde ein Futter mit 45 % Energie
aus Fett (35 % Kohlenhydrate, 20 % Protein) ausgewahlt, welches im Vergleich zur
Standarddiat (SD) mit 10 % Energie aus Fett (66 % Kohlenhydrate, 24 % Protein) bereits in
vorausgegangenen Projekten unserer Arbeitsgruppe bei mannlichen C57/BI6J Mausen nach
zwolf Wochen diabetestypische Symptome ausldste. Die Gliclazid-Gaben Uber das

Trinkwasser wurden wahrend der gesamten HFD-Periode beibehalten (Abb. 3.41).
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Abb. 3.41 - Schematische Darstellung der In-vivo-Versuche mit Mausen auf Standarddiit (SD) mit
Trinkwasser (TW) oder auf Hochfettdiat (HFD) mit TW bzw. Gliclazid (2,5 und 10 mg / kg KG) in TW - Alle vier
Wochen wurde ein Insulin- bzw. Glucosetoleranztest (ITT, GTT) durchgefiihrt. Mause, die nach einem

zweiwd6chigen Vorlauf HFD bekamen, erhielten zur Gew6hnung eine Woche Mischdiat (SD/HFD).
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3.4.1 Einfluss von HFD und Gliclazid auf den Gewichtsverlauf

Der deutlichste Parameter, auf den sich der Konsum der verschiedenen Didten bei Mausen
auswirkt, ist die sichtbare Zunahme ihrer Kérpermasse, die sich anhand des wochentlich
ermittelten Kérpergewichtes in einem Verlauf darstellen lasst (Abb. 3.42). Es zeigte sich, dass
nach finf Wochen HFD der Unterschied im Korpergewicht gegenliber Mausen auf SD
signifikant wurde und im weiteren Verlauf zu immer gréBeren Unterschieden fihrte.
Interessanterweise konnte ab der zehnten Woche beobachtet werden, dass die Tagesdosis
von 10 mg Gliclazid / kg KG bei Mausen auf HFD zu einer deutlich verminderten
Gewichtszunahme im Vergleich zu Mausen auf HFD ohne Gliclazid fihrte. Bei der
niedrigeren Gliclazid-Dosis trat dieser Effekt nicht auf. Nach zwdlf Wochen wogen die Mduse
auf HFD durchschnittlich 31,5 + 0,6 g (n=10) und unterschieden sich damit deutlich von ihrer
Kontrollgruppe (Mause auf SD), die ein Kérpergewicht von durchschnittlich 27,4 £+ 0,2 g (n=9)
hatten (p<0,001). Die niedrigere Gliclazid-Dosis von 2,5 mg nahm keinen Einfluss auf das
Korpergewicht (Woche 12 unter HFD + 2,5 mg Gliclazid: 31,3 + 0,2 g, n=10, zu HFD n.s.), doch
10 mg Gliclazid fihrten zu einem signifikant geringeren Gewicht (Woche 12 unter HFD + 10
mg Gliclazid: 29,7 + 0,4 g, n=10, zu HFD p<0,01).
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Abb. 3.42 - Einfluss der SD bzw. HFD (gegeben ab Woche 1) sowie 10 mg / kg KG Gliclazid-Tagesdosis (ab

Woche -1) auf den Gewichtsverlauf von mannlichen C57/Bl6J-M&usen - SD: schwarzer Graph mit
kreisformigen Datenpunkten, HFD: grau mit Quadraten, HFD + 10 mg Gliclazid / kg KG / d: schwarz-grau
schraffiert mit Dreiecken - Getestet wurde die statistische Signifikanz des Verlaufs von Mausen auf SD gegen

Mause auf HFD sowie die Grupppen HFD gg. HFD + 10 mg Gliclazid
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3.4.2 Futterverbauch und Trinkmenge

Ziel dieser HFD war es, bei Mausen Uber einen Zeitraum von drei Monaten eine erhohte
Kalorienzufuhr zu erreichen. Dies wird iber das Fressverhalten der Tiere gesteuert und kann
dementsprechend bei erhohtem oder vermindertem Futterverbrauch variieren. Daher
wurde wochentlich der durchschnittliche Futterverbrauch pro Gruppe ermittelt und in einem
kumulativen Verlauf dargestellt. Abb. 3.43 zeigt, dass es Uber einen Zeitraum von drei
Monaten zu keinem unterschiedlichen Fressverhalten der Gruppen kam und kumulativ
gleichviel Futter konsumiert wurde (pro Maus in 12 Wochen unter SD: 300,0 + 2,4 g, n=7;
HFD: 296,3 + 4,1 g, n=10; + 2,5 mg Gliclazid: 302,0 + 6,4 g, n=7; + 10 mg Gliclazid; 290,4 + 4,3
g, n=9). Diese Ergebnisse stellen sicher, dass Mause auf HFD einer erhohten Kalorienzufuhr

ausgesetzt waren.
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Abb. 3.43 - Kumulativer Futterverbrauch pro Maus - SD: schwarzer Graph mit kreisférmigen Datenpunkten,

HFD: grau mit Quadraten, HFD + 10 mg Gliclazid / kg KG / d: schwarz-grau schraffiert mit Dreiecken - Alle

Kurven Uberlagern sich vollstandig.

Die Gliclazid-Tagesdosen wurden den Mausen Uber das Trinkwasser appliziert und mussten
daher auf das Korpergewicht und die durchschnittliche Trinkmenge bezogen werden. Daraus
ergab sich ein weiterer Parameter, der zur Beurteilung der verschiedenen Diat- und Gliclazid-
Einflisse herangezogen werden kann. Die kumulative Auftragungsweise in Abb. 3.44
verdeutlicht, dass es didtabhangig zu einem unterschiedlichen Trinkverhalten der Méause
kam. Die erhohte Kalorienzufuhr bewirkte eine deutlich reduzierte Flissigkeitsaufnahme
(pro Maus in 12 Wochen unter SD: 492,5 + 16,5 ml, n=4; HFD: 434,1 + 10,4 ml, n=6, p<0,01),

die durch die Gabe von Gliclazid noch weiter gesenkt wurde (pro Maus: 12 Wochen unter
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HFD + 2,5 mg Gliclazid: 380,5 + 12,0 ml, n=7, p<0,01 zu HFD; + 10 mg Gliclazid: 394,7 + 17,1
ml, n=7, n.s. zu HFD). Aufgrund dieses unterschiedlichen Trinkverhaltens wurde die jeweilige
Gliclazid-Konzentration wahrend der HFD entsprechend der vorgesehenen Tagesdosis

angepasst (s. Kap. 2.6.1.5).
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Abb. 3.44 - Kumulative Trinkmenge pro Maus - SD: schwarzer Graph mit kreisférmigen Datenpunkten, HFD:
grau mit Quadraten, HFD + 10 mg Gliclazid / kg KG / d: schwarz-grau schraffiert mit Dreiecken - Getestet wurde
die statistische Signifikanz von SD gegen HFD sowie die von HFD gg. HFD + 10 mg Gliclazid (n.s.)
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3.4.3 Einfluss von HFD und Gliclazid auf die Blutglucosekonzentration

Im Rahmen der Glucosetoleranz- und Insulinsensitivitatstests wurden wahrend des Projektes
regelmalig die Blutglucosekonzentrationen der Mause gemessen. Im Hinblick auf die
labormedizinische Auswertung der Plasmaproben und die anschlieBenden In-vitro-
Experimente werden im Folgenden die Werte zum Ende der Didt (11. bzw. 12. Woche)
dargestellt, da sie in diesem Zusammenhang am aussagekraftigsten sind (Abb. 3.45).

Hatten die Mause bis unmittelbar vor der Messung Zugang zur jeweiligen Didt und
Trinkwasser bzw. ihrer jeweiligen Gliclazid-Losung ad libitum (Abb. 3.45 A), konnte
beobachtet werden, dass die Tiere auf HFD signifikant erhohte Blutzuckerwerte hatten (SD:
10,16 £ 0,3 mM, n=9; HFD: 12,6 + 0,2 mM Glucose, n=10, p<0,001). Keine Gliclazid-Dosis
konnte diesen Didteinfluss verandern (HFD + 2,5 mg Gliclazid: 12,1 + 0,2; + 10 mg Gliclazid:
12,5 + 0,4 mM Glucose, n=10, jeweils n.s. zu HFD).

Fiir die Glucosetoleranztests wurden gemdR des in unserer Arbeitsgruppe etablierten
Protokolls die Mause Uber Nacht (ca. 15 h) niichtern gesetzt (Trinkwasser in allen Gruppen
ohne Gliclazid-Zusatz ad libitum) (Abb. 3.45 B). Am nachsten Morgen zeigte sich, dass die
Blutzuckerwerte im Vergleich zu den Werten gefiitterter Tiere zwar in allen Gruppen
erniedrigt waren, jedoch keine didtabhadngigen Unterschiede mehr existierten (SD: 7,4 + 0,5
mM, n=9; HFD: 7,9 + 0,6 mM Glucose, n=10, n.s.). Auch Gliclazid hatte auf den Nichternwert
keinen Einfluss (HFD + 2,5 mg Gliclazid: 7,5 + 0,4; + 10 mg Gliclazid: 7,3 + 0,5 mM Glucose,
n=10, jeweils n.s. zu HFD).

In einem weiteren Experiment wurde die Nahrungskarenz auf 6 h verkiirzt (Abb. 3.45 C). In
der Literatur wird diskutiert, inwieweit die Blutglucosekonzentration nach dieser Zeit die
murinen Nuchtern- und HbA1l.-Werte am ehesten widerspiegelt, da bei langeren
Niichternzeiten womaoglich bereits gegenregulatorische Mechanismen einsetzen (Han et al.
2008). Es ergab sich, dass unter diesen Bedingungen eine didtinduzierte Steigerung des
Blutzuckers zu beobachten war (SD: 8,8 + 0,3 mM, n=9; HFD: 9,9 + 0,4 mM Glucose, n=10,
p<0,05). Gliclazid hatte darauf keinen Einfluss (HFD + 2,5 mg Gliclazid: 10,0 + 0,4; + 10 mg
Gliclazid: 10,1 £ 0,4 mM Glucose, n=10, jeweils n.s. zu HFD).
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Abb. 3.45 - Einfluss von 11 bzw. 12 Wochen SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 und 10 mg / kg KG) auf die
Blutglucosekonzentration - : gefiittert (A), 15 h nilichtern lber Nacht (B) sowie 6 h nlichtern lber Tag (C)
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3.4.3.1 Ermittlung der Glucosetoleranz

Alle vier Wochen wurde ein Glucosetoleranztest (GTT) bei den Mausen durchgefiihrt. Da
erwartungsgemald zum Ende des Projektes und damit beim vierten GTT der Einfluss der Diat

am deutlichsten zu erkennen war, wird im Folgenden dieser Test vorgestellt (Abb. 3.46).
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Abb. 3.46 - Glucosetoleranztest bei Mdusen nach 12 Wochen unter SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 und 10
mg / kg KG) - n=8-10 - SD: schwarzer Graph mit kreisférmigen Datenpunkten, HFD: grau mit Quadraten, HFD +
10 mg Gliclazid / kg KG / d: schwarz-grau schraffiert mit Dreiecken

Der GTT wurde bei den Mausen protokollgemaR (s. Kap. 2.6.2.4) am Morgen nach einer etwa
15 h langen Nahrungskarenz durchgefiihrt. Wie schon in Kap. 3.4.3 dargestellt, konnten
keine Unterschiede in den Niichternblutzuckerwerten (Zeitpunkt 0 min) beobachtet werden.
Nach der Applikation von 2 g Glucose / kg KG intraperitoneal (i.p.) wurde jeweils nach 15, 30,
60 und 120 min die Blutglucosekonzentration gemessen. Es zeigte sich, dass der Blutzucker
der Mause aus der HFD-Kohorte zu den Zeitpunkten 60 und 120 min im Vergleich zu den
Werten der Mdause, die SD-Futter erhalten hatten, signifikant erhoht war. Mause hingegen,
die HFD-Futter und eine Gliclazid-Tagesdosis von 10 mg erhalten hatten, verfiigten liber eine
im Vergleich zur HFD-Kohorte verbesserte Glucosetoleranz, wobei der Wert bei 60 min
signifikant und bei 120 min tendenziell (p=0,077) niedriger war.

Die Berechnung der Flachen unter den auf den Zeitpunkt O min normalisierten Kurven (AUC,
area under the curve) erbrachte keine signifikanten Unterschiede, wobei auffiel, dass alle
drei Gruppen, die HFD erhielten, tendenziell kleinere AUCs als die SD-Gruppe aufwiesen, was
paradoxerweise auf eine erhdhte Empfindlichkeit gegeniiber der exogen zugefiihrten

Glucose hinweisen kénnte (Abb. 3.47).
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Abb. 3.47 - AUCs (area under the curves) der Messwerte des Glucosetoleranztests mit Mausen nach 12
Wochen unter SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 und 10 mg / kg KG)

3.4.3.2 Ermittlung der Insulinsensitivitat

Die Insulinsensitivitdt wurde im Rahmen eines Insulintoleranztests (ITT) ebenfalls alle vier
Wochen ermittelt. Nach Bestimmen des Ausgangsblutzuckerwertes (0 min in Abb. 3.48)
erhielten die Mause, die bis kurz vor dem Test Zugriff auf Futter und Trinkwasser oder
Gliclazidlosung ad libitum hatten, eine Insulindosis von 1 |.E./ kg KG durch i.p. Injektion. Die
Blutglucosekonzentration wurde zu den Zeitpunkten 15, 30 und 60 min nach Injektion
gemessen. Im Folgenden wird der vierte und letzte ITT am Ende des Projektes vorgestellt, da
er mogliche Didt- und Gliclazid-induzierte Einfllisse am besten darstellt. Da die Startwerte
Blutglucosekonzentrationen im geflitterten Zustand darstellen und sich diese, wie bereits in
Kap. 3.43 gezeigt, statistisch unterschieden, wurden alle Kurven auf den 0O-min-Wert
normalisiert. Sie stellen somit die Abnahme der Blutglucose durch die exogen zugefiihrte
Insulindosis dar, welche abhangig von der peripheren Gewebesensitivitat gegentiber Insulin
ist (Abb. 3.48). Obwohl die Kurven nicht komplett deckungsgleich sind, kann zu keinem
Zeitpunkt zwischen den Gruppen eine statistische Signifikanz ermittelt werden. Weder die
Diat noch die zusatzliche Gabe von Gliclazid hatten somit einen Einfluss auf die

Insulinsensitivitdt des peripheren Gewebes.
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Woche 11
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Abb. 3.48 - Insulinsensitivitdtstest bei Mausen nach 11 Wochen unter SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 und
10 mg / kg KG) - n=7-9 - SD: schwarzer Graph mit kreisformigen Datenpunkten, HFD: grau mit Quadraten, HFD
+ 10 mg Gliclazid / kg KG / d: schwarz-grau schraffiert mit Dreiecken - Dargestellt sind die Verdnderungen der

Blutglucosekonzentration (mM) nach Injektion von Insulin.

Auch die Berechnung der AUCs ergab keine Signifikanz, wobei groRere Werte in diesem Fall
eine verbesserte Insulinsensitivitat widerspiegeln kdnnten. Paradoxerweise zeigte sich hier,

dass alle HFD-Gruppen tendenziell sensitiver gegeniber Insulin waren (Abb. 3.49).
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Abb. 3.49 - AUCs (area under the curves) der Messwerte des Insulinsensitivitdtstest nach 11 Wochen unter

SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 und 10 mg / kg KG) — AUC-Berechnung aus den normalisierten Kurven
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3.4.3.3 Weitere Glucosetoleranz- und Insulinsensitivitatstests

Im Folgenden (Abb. 3.50) werden die jeweils drei Tests zur Glucosetoleranz bzw.
Insulinsensitivitdt in chronologischer Reihenfolge aufgefiihrt, die den in Kap. 3.4.3.1 und

3.4.3.2 dargestellten Tests vorausgingen.
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Abb. 3.50 - Insulinsensitivitatstests (linke Seite, n=7-10) und Glucosetoleranztests (rechte Seite, n=9-10) bei
Méiusen wihrend der In-vivo-Studie unter SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 und 10 mg / kg KG) - SD:
dunkelblauer Graph mit rautenfédrmigen Datenpunkten, HFD: rosa mit Quadraten, HFD + 10 mg Gliclazid / kg
KG / d: turkis mit Kreuzen — ITT: Dargestellt sind die Verdnderungen der Blutglucosekonzentration (mM) nach

Injektion von Insulin.
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3.4.4 Labormedizinische Diagnostik

Im Anschluss an das HFD-Projekt wurden den Mausen Plasmaproben entnommen (s. Kap.
2.6.2.5) und einer labormedizinischen Diagnostik (Kooperation mit PD Dr. med. Andreas
Peter) im Zentrallabor des Universitatsklinikums Tibingen zugefiihrt. Neben der Ermittlung
der Plasmainsulinkonzentrationen (gefitterte Mause) am Ende der Didten (Abb. 3.51)
wurden auch verschiedene Lipide wie freie Fettsduren, Trigylzeride, Cholesterin (Gesamt,
HDL und LDL) sowie die Gesamtproteinmenge, Harnstoffkonzentration und die Aktivitdt von

drei Leberenzymen bestimmt (Tab. 3.23).

+ *%
I il 1
%*
T 201 : '
—
c
= 1.5
c
2
c LD
-
s 0,5 1
=
i
a0
Standarddiat + - - :
Hochfettdiat - + + +
Gliclazid [mg/kg KG] - - 2,5 10

Abb. 3.51 — Plasmainsulinkonzentration von Miusen nach 12 Wochen SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 und
10 mg / kg KG) - Die Tiere hatten bis unmittelbar vor der Blutentnahme Zugang zu Futter und Trinkwasser bzw.

ihrer jeweiligen Gliclazid-Loésung ad libitum.

Die Plasmainsulinkonzentration von Tieren der HFD-Gruppe war signifikant gesteigert.
Interessantweiser waren Mause vor dieser hochfettdidtinduzierten Hyperinsulindmie durch
die Gabe von Gliclazid in beiden Dosierungen geschutzt.

Tab. 3.23 stellt die weiteren Labordaten dar. An dieser Stelle sei auf die durch HFD erh6hten
Lipidwerte (freie Fettsdauren, Cholesterin, HDL, LDL) hingewiesen, die durch Gliclazid nicht
beeinflusst werden. Die Aktivitat der Leberenzyme war nach 12 Wochen HFD vermindert.
Dies deutet zwar nicht auf einen akuten Leberschaden hin (dabei wiirde es zu einem
deutlichen Anstieg kommen), kann aber durch fettinduzierte Umbauprozesse des

Lebergewebes auch nicht befriedigend erklart werden.
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Hochfettdidt Hochfettdidt
Standarddiit Hochfettdiit +2,5mg/kgKG | +10mg/kgKG
Gliclazid Gliclazid
Cholesterin 162,3+6,7 215,5 + 15,3 ** 201,8+12,3 191,9+7,2
(mg/dI)
HDL
67,5+ 4,0 91,6 + 6,6 ** 832+4,8 815+3,38
(mg/dl)
LDL
6,2+0,3 11,3+2,1* 11,2+1,2 9.4+0,7
(mg/dI)
Triglyceride
131,2+ 155 131,8+12,6 102,7+7.,6 107,4 +3,5
(mg/dI)
freie
Fettsiuren 761,3+75,5 |1161,0+113,3 ** | 1047,2+232,2 | 103832514
(umol/I)
EiWéiB %k * %
6,2+0,3 6,4+0,3 5,3+0,2 53+0,2
(g/dl)
Harnstoff 79,1+ 4,1 52,6+ 2,9 *** 46,0 + 2,4 61,7+ 15,3
(mg/dI)
Alkalische
Phosphatase |  103,3 +8,2 64,5+ 8,6 ** 45,0+2,9 * 44,4 +2,4 *
(O70))
Glutamat-
Oxalacetat- | 5., ¢, 460 263,5 +32,5 286,1 + 60,4 2211+22,4
Transaminase
(7))
Glutamat-
pyruvat- 44,4+33 47,0+3,3 478+43 36,7+25%t
transaminase
(un)

Tab. 3.23 - Einfluss von SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 u. 10 mg / kg KG) auf verschiedene Plasmawerte -
n=8-10 - Dargestellt sind die Plasmakonzentrationen 12 Wochen nach Beginn der Didten. - Mause hatten
Zugang zu Futter und Trinkwasser bzw. der jeweiligen Gliclazid-Lésung ad libitum. - *: Statistische Signifikanz

von SD gegen HFD bzw. HFD gg. HFD + Gliclazid, T: Sign. zwischen 2,5 u. 10 mg / kg KG Gliclazid
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3.4.5 In-vitro-Experimente mit Inseln aus der In-vivo-Studie

Nach Prdparation der Mause der In-vivo-Studie wurden ihre Inseln direkt fir die Steady-
state-Inkubation zur Bestimmung der Insulinsekretion verwendet oder zur fluoreszenz-
optischen Bestimmung ihres ROS-Gehaltes zu Inselzellclustern trypsiniert und bis zum
nachsten Tag kultiviert. Ein Teil der Inseln wurde fiir die Ermittlung ihrer Granularitat

ebenfalls bis zum nachsten Tag in Zellkulturmedium Gberfihrt.

3.4.5.1 Einfluss von HFD und Gliclazid auf die Insulinsekretion

Um zu prifen, welchen Einfluss die HFD und die Gabe der beiden Gliclazid-Dosierungen auf
die glucosestimulierte Insulinsekretion hat, wurden die Inseln der verschiedenen Testreihen
einer unter physiologischen Bedingungen substimulatorischen Glucosekonzentration von 3
mM sowie einer stimulatorischen von 15 mM fir eine Stunde ausgesetzt und die
Insulinkonzentration im Uberstand per RIA vermessen.

Unter physiologischen Bedingungen ist die Insulinmenge, die aus stimulierten Inseln
freigesetzt wird, deutlich groBer als die aus unstimulierten Inseln sezernierte Menge. Bildet
man den Quotienten aus der bei 15 mM und bei 3 mM Glucose sezernierten Insulinmenge,
muss der daraus resultierende Stimulationsindex also deutlich groRRer als 1,0 sein. Tab. 3.24

stellt dar, wie oft dies in den jeweiligen Gruppen der Fall ist.

+25mg/kgKG/d  +10mg/kgKG/d

Standarddiat Hochfettdiat Gliclazid Gliclazid

5 von 6 Praparationen |3 von 7 Praparationen|7 von 7 Praparationen |6 von 7 Praparationen

Tab 3.24 - Anzahl der Praparationen, welche Uiber einen Stimulationsindex von grofer als 1,0 verfligten.

Von den sechs Inselprdparationen aus Tieren, die SD erhalten hatten, war eine nicht durch
Glucose stimulierbar (G3: 1,8; G15: 1,0 ng Insulin/(Insel*h)) und wurde somit
ausgeschlossen. Die restlichen Praparationen hatten eine basale Insulinsekretion von 0,3 +
0,02 ng Insulin/(Insel*h) (n=5). Mit 15 mM Glucose stimulierte Inseln sezernierten 1,0 + 0,3
ng Insulin/(Insel*h) (n=5). In der Gruppe der HFD-Kohorte fiel auf, dass drei von sieben
Praparationen Uber einen physiologischen Stimulationsindex (>1) und gleichzeitig auch lber
normale Insulinsekretionsraten verfigten (G3: 0,3 + 0,1; G15: 1,2 + 0,6 ng Insulin/(Insel*h),
n=3, n.s. zu SD). Im Vergleich zur SD wurden die Inseln der restlichen vier Préparationen aus
Tieren auf HFD sowohl durch 3 als auch durch 15 mM Glucose deutlich mehr stimuliert (G3:
5,6 +1,5; G15: 4,8 + 1,4 ng Insulin/(Insel*h), n=4, jeweils p<0,001 zu SD) und waren daher in

ihrer Glucoseresponsivitat deutlich unterschiedlich.
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Betrachtet man die zwei HFD-Kohorten, die Gliclazid erhalten hatten, verfiigten die Inseln
einer Praparation (HFD + 10 mg / kg KG Gliclazid) Gber einen Stimulationsindex von weniger
als 1,0. Um die Beobachtung einer moglichen protektiven Wirkung von Gliclazid auf die
Insulinsekretion nicht durch Ausschlusskriterien zu beeinflussen, wurde diese Prdparation in
die Auswertung miteinbezogen.

Es zeigte sich, dass die Applikation von Gliclazid vor und wahrend der HFD die basale
Insulinsekretion und die Stimulierbarkeit der Inseln auf einem dhnlichen Niveau wie die der

SD-Kohorte hielt (Abb. 3.52).
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Abb. 3.52 - Einfluss von 12 Wochen SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 u. 10 mg / kg KG) auf die
Insulinsekretion isolierter Inseln unter Anwesenheit einer substimulatorischen (3 mM) und stimulatorischen
(15 mM) Glucosekonzentration - Die Insulinsekretion der Inseln, die aus Tieren der HFD-Gruppe gewonnen
wurden, sind bei Stimulation mit 3 mM und 15 mM Glucose jeweils im Vergleich zur Sekretionsleistung von

Inseln aus Tieren der SD-Gruppe und der HFD-Gruppen mit Gliclazid signifikant erhéht.

Standarddiat Hochfettdiat *2,5 'T‘g / k gka  +10 n:ng/ I.(g KG
[ng Insulin/(Insel*h)] = [ng Insulin/(Insel*h)] Gliclazid Gliclazid n
[ng Insulin/(Insel*h)] = [ng Insulin/(Insel*h)]
G3 0,3+0,02 561,55 0,3+0,04 0,3+0,1 a4-7
G15 1,0+£0,3 49+14 1,2+0,2 1,1+0,2 a4-7

Tab. 3.25 - Dargestellt sind die Werte der Insulinsekretionsmessungen aus Abb. 3.51

Bezieht man die Sekretionsleistung von stimulierten Inseln innerhalb der einstiindigen
Inkubation mit 15 mM Glucose auf ihren Insulingehalt und wendet die oben beschriebenen
Ausschlusskriterien an, erkennt man, dass die Inseln der HFD-Kohorte im Vergleich zu denen

aus der SD-Kohorte prozentual mehr Insulin sezernierten (SD: 1,2 + 0,3 %, n=5; HFD: 8,9 +
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3,3 % vom Gehalt, n=4, p<0,05). Sowohl 2,5 als auch 10 mg Gliclazid konnten diese HFD-
induzierten Effekte verhindern. Die Inseln dieser Mause sezernierten bezogen auf ihren
Gehalt ahnlich viel Insulin wie Inseln aus Tieren der SD-Gruppe (HFD + 2,5 mg Gliclazid: 2,0 +
0,2 %, n=6; + 10 mg Gliclazid: 1,6 + 0,3 % vom Gehalt, n=7, jeweils p<0,05 zu HFD) (Abb.
3.53). Da bei einer Inselpraparation aus der HFD-Kohorte mit 2,5 mg Gliclazid der

Insulingehalt auBerhalb des RIA-Messbereichs lag, wurde dieser Wert nicht gebildet.
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e c
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Abb. 3.53 - Einfluss von 12 Wochen SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 u. 10 mg / kg KG) auf die
Insulinsekretion bezogen auf den jeweiligen Insulingehalt bei mit 15 mM Glucose stimulierten Inseln - Bei
HFD + 2,5 mg Gliclazid konnte ein Wert nicht gebildet werden, da der Insulingehalt dieser Inseln auferhalb des

RIA-Messbereichs lag.

3.4.5.2 Einfluss von HFD und Gliclazid auf die Inselgranularitat

Um zu testen, ob die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Bestimmung der Inselgranularitat
auch Aufschluss Gber Veranderungen der Inseln durch Didt- und Gliclazid-Einfllisse geben
kann, wurden Inseln nach Ubernacht-Kultur abfotografiert und wie in Kap. 2.4.2 beschrieben
ausgewertet. Es stellten sich signifikante, jedoch verglichen zu den Ergebnissen in Kap.
3.2.3.1 eher kleine Unterschiede zwischen den verschiedenen Didten heraus: So wurde fiir
Inseln von Mdausen der SD-Gruppe eine durchschnittliche Granularitat von 4,2 + 0,02 px /
um? (n=77) ermittelt, die von Inseln aus Tieren der HFD mit 4,08 + 0,01 px / um? (n=57)
signifikant (p<0,001) unterschritten wurde. Fiir die HFD-Bedingungen mit 10 mg Gliclazid
konnte eine Granularitat von 4,02 £+ 0,01 px / um? (n=125) errechnet werden, die signifikant

(p<0,001) unter dem Niveau der Inseln aus Tieren liegt, denen HFD gefittert wurde.
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Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Werten fiir den Insulingehalt aus der RIA-Messung,
zeigen sich zwischen SD und HFD dhnliche Tendenzen, die jedoch statistisch nicht sicherbar
sind (Tab. 3.26).

Standarddiat Hochfettdiat *2,5 n.1g / .kg KG | +10 n:ng/ I.(g KG
Gliclazid Gliclazid
4,2 £0,01 4,08 +0,01 4,02 +0,01
Granularitat px / um? px / um? - px / um?
n=77 n=57 n=125
76,0+ 7,6 60,9+7,0 54,7 £9,7 60,8 +4,0
Insulingehalt ng / Insel ng / Insel ng / Insel ng / Insel
n=5 n=4 n=6 n=7

Tab. 3.26 - Gegeniiberstellung der Werte fiir Granularitat und Insulingehalt der Inseln nach 12 Wochen SD bzw.
HFD sowie Gliclazid (2,5 u. 10 mg / kg KG) - Statistische Signifkanz der Granularitdt im Text angegeben, keine

statistische Signifikanz (n.s.) zwischen den Werte fiir den Insulingehalt

3.4.5.3 Auswirkungen von HFD und Gliclazid auf die ROS-Akkumulation

Ob die auf Ebene der Insulinsekretion beobachtete beta-Zellschadigung durch HFD und der
mit Gliclazid erreichte Schutzeffekt auf der Modulation intrazellularer ROS beruht, sollte im
Folgenden Uberpriift werden. Hierflir wurden Inselzellcluster der verschiedenen Kohorten
nach Ubernacht-Kultur fiir eine Stunde verschiedenen Glucosekonzentrationen ausgesetzt
(0,5 und 15 mM) und die ROS-Akkumulation anschlieRend fluoreszenzoptisch gemessen.

Es zeigte sich, dass die einstlindige Inkubation mit 0,5 mM Glucose in allen Gruppen relativ
niedrige Fluoreszenzwerte ergab, deren Niveaus sich nicht signifikant voneinander
unterschieden (Tab. 3.27). Die Inkubation von Inselzellclustern in 15 mM glucosehaltiger
Badlosung fihrte in allen Gruppen zu einem signifikanten Anstieg der ROS, wobei es zu
deutlichen Unterschieden kam (Abb. 3.54, Tab 3.27). Gemessen am Referenzwert der
Inselzellcluster aus Méausen, die SD erhalten hatten (598 + 65 a.u., n=25) fiihrte die HFD
Uberraschenderweise zu signifkant erniedrigten ROS-Niveaus (408 + 55 a.u., n=19, p<0,05).
Die Applikation von Gliclazid konnte dosisabhangig diese Abnahme verhindern und bei 10

mg Gliclazid war mit 574 + 55 a.u. (n=31) in etwa wieder das SD-Niveau erreicht.
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Abb. 3.54 - Einfluss von 12 Wochen SD bzw. HFD sowie Gliclazid (2,5 u. 10 mg / kg KG) auf die intrazelluliren

ROS-Konzentrationen bei mit 15 mM Glucose (1 h) stimulierten Inselzellclustern

Standarddiat Hochfettdiat *2,5 rf'g / k g KG +10 rrlmg/ I.<g KG
[a.u.] g Gliclazid Gliclazid
an e [a.u.] [a.u.]
GO5 248 + 20 238 +39 277 £ 25 274 + 22
! n=20 n=13 n=35 n=35
G15 598 + 65 408 + 55 451 + 47 574 + 55
n=25 n=19 n=29 n=31

Tab. 3.27 - Fluoreszenzwerte der ROS-Messungen zu Abb. 3.53 - Alle Kohorten wiesen eine statistische

Signifikanz (p<0,05) zwischen den ROS-Konzentrationen bei mit 0,5 oder 15 mM Glucose stimulierten

Inselzellclustern auf.
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Zusammenfassung

Mause auf Hochfettdidt (HFD, 45% Energie aus Fett) nahmen im Vergleich zu Tieren auf
Standarddiat (SD, 10%) nach funf Wochen signifikant an Korpergewicht zu. Der Futter-
verbrauch war gleich, woraus zu schliefen ist, dass durch die HFD den Tieren mehr
Kalorien zugefiihrt wurden. Die Trinkmenge war durch die HFD vermindert.

Die perorale Applikation einer Tagesdosis von 10 mg Gliclazid / kg Korpergewicht (zwei
Wochen im Vorlauf und wahrend der HFD) fiihrte bei Tieren, denen HFD geflittert wurde,
zu einer geringeren Gewichtszunahme, die sich ab Woche 10 signifikant von der unter HFD
unterschwied.

Tiere unter HFD verflgten im geflitterten und nichternen (6 h) Zustand Uber erhdhte
Blutzuckerwerte. AulRerdem waren die Plasmalipidwerte erhoht. Gliclazid hatte hierauf
keinen Einfluss, konnte aber die Toleranz gegeniber einer intraperitonealen Zufuhr von
Glucose, die in der HFD-Kohorte nach 60 und 120 min im Vergleich zur SD-Gruppe
verschlechtert war, tendenziell verbessern.

Interessanterweise liel3 sich sowohl anhand der Plasmainsulinkonzentrationen als auch bei
einem GroRteil der im Anschluss an die In-vivo-Studie durchgefiihrten Steady-state-
Inkubationen von unstimulierten (3 mM Glucosel6sung) und stimulierten Inseln (15 mM)
feststellen, dass unter HFD-Bedingungen die Insulinsekretion im Vergleich zur SD erhoht
war und durch Gliclazid diese gestorte Glucoseresponsivitat verhindert wurde.

Darlber hinaus zeigte sich, dass Gliclazid vor den durch HFD verursachten Veranderungen

der ROS-Akkumulation in Inselzellclustern schiitzte.
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4 Diskussion

Oxidativer Stress hat auf das Uberleben und die Funktion pankreatischer beta-Zellen bereits
im pradiabetischen Stadium des T2DM eine fundamentale Bedeutung: Durch die gesteigerte
Aufnahme und Verwertung von Glucose und Nahrstoffen sowie die auBerordentliche
Empfindlichkeit gegenliber reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies erfahren die beta-
Zellen einen allmahlichen Funktionsverlust, der die stetige Diabetesprogression verursacht
und schlielRlich zur Glucoseintoleranz fiihrt.

Die Manifestation des Diabetes mellitus ist in den meisten Fallen vor allem an den Verlust
der endogenen Insulinproduktion gekoppelt (Ritzel et al. 2006). In vielen Studien konnte
gezeigt werden, dass Menschen mit einer genetisch bedingten oder erworbenen
»Insulinresistenz” des peripheren Gewebes jahrzehntelang ohne klinische Auffalligkeiten
leben kénnen, da die beta-Zellen diesen erhohten Insulinbedarf noch eine gewisse Zeit
kompensieren kénnen. Doch der langfristige und UbermadfRige Einfluss erhohter
Nahrstoffkonzentrationen auf die beta-Zellen fihrt schlieBlich zu einer Schadigung ihrer
Funktion und letztendlich auch zum Untergang von beta-Zellmasse (Martin et al. 1992,
Butler et al. 2003, Robertson et al. 2004, Leahy 2005, Tabak et al. 2009). Die Ursachen
hierfiir sind offensichtlich gesteigerte ROS- und RNS-Konzentrationen mit einer gesteigerten
Apoptose, die auf vielen verschiedenen Faktoren beruht, wie verschiedene Untersuchungen
mit Inseln von menschlichen Spendern belegen (Robertson 2004, Del Guerra et al. 2005,
Marchetti et al. 2006, Lupi et al. 2007). Daneben ist auch die Insulinwirkung im peripheren
Gewebe besonders empfindlich gegenliber oxidativem Stress (Evans et al. 2003). Der
gesteigerte mitochondriale Nahrstoffmetabolismus und die systemische Anwesenheit einer
Jlow grad inflammation“ mit verschiedenen zirkulierenden Entziindungsfaktoren
(Interleukine, TNF-a) sowie ROS- und RNS-produzierenden Immunzellen fiihrt zu oxidativem
Stress, dem somit ein groBer Stellenwert innerhalb der pradiabetischen Phase zukommt
(Ehses et al. 2007, Boni-Schnetzler et al. 2008, Lumeng et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurde auf Grundlage verschiedener Stressmodelle versucht, die
beta-Zellfunktion mit antioxidativen Mechanismen zu erhalten. Dabei wurde deutlich, dass
die Herkunft von oxidativem Stress genauso eine Rolle spielt wie der Einfluss von ROS und
RNS auf bestimmte Parameter der Stimulus-Sekretionskopplung und sich daraus ein sehr
komplexes Konzept fir einen moglichen Schutz ergibt (Robertson 2004).
Bemerkenswerterweise entstehen durch den physiologischen Glucosemetabolismus
permanent bestimmte ROS-Konzentrationen, die fiir eine funktionstiichtige Insulinsekretion

unabdingbar zu sein scheinen (Pi et al. 2007). Die unspezifische Hemmung dieser Quellen
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mittels Antioxidantien wiirde die beta-Zellen vor diesem Hintergrund moglicherweise noch
zusatzlich schadigen (Pi et al. 2010c).

Somit wurde ein Schwerpunkt in dieser Arbeit auf die Untersuchung der Entstehung und
Wirkung von oxidativem bzw. metabolischem Stress in beta-Zellen gelegt. Desweiteren
wurden verschiedene antioxidative MaBnahmen auf ihre mdgliche protektive Wirkung

gegenlber der beta-Zellfunktion naher betrachtet.

4.1 Ursachen von oxidativem und metabolischem Stress in beta-Zellen

4.1.1 Komplex-ll-Inhibition durch 3-NPA

Eine Intoxikation mit dem Pflanzengift 3-Nitropropionsdure (3-NPA) fihrt bei Menschen und
Tieren nachweislich zur Neurodegeneration mit Symptomen, die dem Krankheitsbild Chorea
Huntington dhneln (Beal et al. 1993). Dementsprechend wird die Substanz fir Tiermodelle
verwendet, in denen solche Erkrankungen erforscht werden sollen (Borlongan et al. 1997).
Die gezielte Hemmung der Atmungsketten auf Ebene des Komplex Il soll Gber die Bildung
von oxidativem Stress eine Mitochondriendysfunktion und den Untergang von neuronalem
Gewebe herbeifiihren. So konnte in verschiedenen In-vivo-Studien und an isolierten Zellen
und Mitochondrien gezeigt werden, dass 3-NPA zu Schadigungen fihrt, die nachweislich
durch oxidativen Stress entstehen (Browne et al. 1997, Busija et al. 2005) und durch
antioxidative Abwehrmechanismen abgemildert werden kénnen (Beal et al. 1995, Binienda
et al. 1998, Andreassen et al. 2001, Mandavilli et al. 2005, Sandhir et al. 2012).

Tatsachlich scheint bei Patienten mit Chorea Huntington eine eingeschrankte
Mitochondrienfunktion durch eine gestorte Aktivitat der Succinat-Dehydrogenase fiir die
Degeneration des Corpus striatum verantwortlich zu sein (Gu et al. 1996, Benchoua et al.
2006). Als Ursache wird die Akkumulation des Huntingtin-Proteins angenommen, welches
durch eine Gain-of-function-Mutation in einer anderen Konformation vorliegt und den
zelluldren Energiestoffwechsel stort. Dies ist bei den Patienten nicht nur auf das zentrale
Nervensystem und Gehirn begrenzt, sondern hat auch Auswirkungen auf den gesamten
Organismus (Aziz et al. 2007, Saleh et al. 2009). So treten Glucosestoffwechselstorungen in
Form von Diabetes mellitus bei diesen Patienten sieben Mal haufiger auf (Podolsky et al.
1972, Podolsky et al. 1977, Farrer 1985). Studien an Chorea-Huntington-Patienten und
einem Mausmodell ergaben, dass die gestorte Glucosehomoostase hauptsachlich iber einen
Defekt in der Insulinsekretion, aber auch Uber eine verminderte Hormonwirkung im
hepatischen und peripheren Gewebe verursacht wird (Andreassen et al. 2002, Ristow 2004,

Bjorkquvist et al. 2005, Lalic et al. 2008).
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Die in der Literatur genannten Ursachen der ROS-Entstehung in verschiedenen Zelltypen
(Browne et al. 1997, Busija et al. 2005, Bacsi et al. 2006, Moreno-Sanchez et al. 2013) durch
die gezielte Hemmung der Succinat-Dehydrogenaseaktivitat des Komplex Il durch 3-NPA, wie
bereits in Kap. 1.6.2.2 dargestellt wurden, lassen erwarten, dass dieser Mechanismus auch
bei murinen beta-Zellen eine ROS-Akkumulation bewirkt und somit ein neues Modell fur
mitochondrialen oxidativen Stress darstellen kdnnte.

3-NPA zeigte in den Insulinsekretionsexperimenten dieser Arbeit deutliche Hemmeffekte,
die jedoch durch keine antioxidative MalRnahme verhindert werden konnten. So bewirkte
die Aktivierung antioxidativer Enzyme durch Vorinkubation mit Gliclazid oder den Nrf2-
Aktivatoren Oltipraz und TBHQ keine Verbesserung der Sekretionsrate. Auch die Inkubation
mit TEMPOL oder Mito-TEMPO, welche die Aktivitdt der SOD nachahmen, hatte keinen
protektiven Effekt (s. Kap. 3.1.3).

Die ROS-Messungen mit 3-NPA in akuter und einstiindiger Inkubation gaben keine Hinweise
auf oxidativen Stress (s. Kap. 3.1.4). Entweder sind die ROS-Konzentrationen, die durch die
Hemmung der Succinat-Dehydrogenaseuntereinheit des Komplex Il entstehen, so gering
oder lokal begrenzt, dass sie mit der gewahlten fluoreszenzoptischen Methode und den
Inkubationsbedingungen nicht erfassbar waren, oder es handelt sich um transiente Effekte.
Liot und Kollegen zeigten beispielsweise, dass die ROS-Entstehung unter 3-NPA in Neuronen
einem biphasischen Verlauf folgt, der nach ungefdhr einer Stunde ein erstes Plateau und
nach elf Stunden das zweite Plateau erreichte, welches erst dann eine Zerstérung der
Mitochondrien herbeifiihrte (Liot et al. 2009). Auf der anderen Seite kénnte ROS durch den
vermehrten Einbau von Thermogenin (UCP, Uncoupling Protein) durch 3-NPA, wie ihn Bienda
und Kollegen postulieren (Binienda et al. 2006), vermindert sein, denn verschiedene Studien
zeigen, dass UCP in der Lage ist die ROS-Akkumulation signifikant zu senken (Arsenijevic et
al. 2000, Vidal-Puig et al. 2000, Duval et al. 2002, Produit-Zengaffinen et al. 2007, Pi et al.
2009). Bemerkenswerterweise verhinderte die einstlindige Inkubation von Inselzellclustern
mit 3-NPA in Anwesenheit von 15 mM Glucose sogar die ROS-Akkumulation signifikant.
Diese Tatsache verdeutlicht, dass die Succinat-Dehydrogenase in beta-Zellen einen
essentiellen Stellenwert zu besitzen scheint, da (iber sie sowohl die glucosestimulierte
Insulinsekretion als auch ROS-Akkumulation beeinflusst wird.

Die akute Karp-Kanalhemmung mit Gliclazid flihrte zu einem fast vollstandigen Sekretions-
schutz, was auf eine unterbrochene Stimulus-Sekretionskopplung vor den Karp-Kanalen - also
auf Ebene des Glucosemetabolismus - hindeutet (s. Kap. 3.1.3). Daher wurde der Einfluss
von 3-NPA auf den mitochondrialen Metabolismus ndher untersucht: Der steile und nicht

auswaschbare Anstieg der FAD-Autofluoreszenz bei akuter Zugabe von 3-NPA (s. Kap. 3.1.1)
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steht in Einklang mit der beschriebenen spezifischen und irreversiblen Hemmung der
Succinat-Dehydrogenaseuntereinheit von Komplex Il (Alston et al. 1977, Coles et al. 1979,
Huang et al. 2006). AulRerdem verdeutlichten die Experimente, dass beta-Zellen mit einem
gehemmten Atmungskettenkomplex Il signifikant weniger FAD zu FADH, umsetzen, wenn ihr
Metabolismus durch hohe Glucosekonzentrationen gesteigert wurde. Die Bildung und
Umsetzung von NAD(P)H im Citratzyklus und an Komplex | war hiervon nicht betroffen.
Ahnliche Untersuchungen beziiglich der Effekte von 3-NPA und anderen Inhibitoren der
Atmungskette auf die Autofluoreszenz der Reduktionsaquivalente wurden an Schnitten des
Hippocampusgewebes durchgefiihrt. Fir 3-NPA wurde in diesen Arbeiten keine statistisch
signifikante Anderung der NAD(P)H- oder FAD-Autofluoreszenzen registriert (Gerich et al.
2006). Leibowitz und Kollegen zeigten an isolierten Inseln aus der Ratte, dass 3-NPA die
Aktivitdt der Succinat-Dehydrogenase signifikant einschrankt, das mitochondriale
Membranpotential AW vermindert und hierliber einen hemmenden Effekt auf
Insulinsekretion und -biosynthese vermittelt (Leibowitz et al. 2005). Fiir Zellen neuronalen
Ursprungs und isolierte Mitochondrien hingegen existieren in der Literatur Arbeiten mit
teilweise widerspriichlichen Beobachtungen beziiglich des Einflusses von 3-NPA auf AW
(Wang et al. 2001, Horiguchi et al. 2003, Nasr et al. 2003, Gerich et al. 2006, Liot et al. 2009,
Mbaya et al. 2010). Untersuchungen von Busija und Kollegen an isolierten Mitochondrien
aus Schweinegehirnzellen beispielsweise weisen auf eine ROS-Zunahme hin, die jedoch nicht
mit einer Veranderung von AW einhergeht (Busija et al. 2005).

Die im Rahmen dieser Arbeit gemessene partielle Depolarisation von AW bei akuter oder
einstlindiger Inkubation mit 3-NPA stellte sich als Caz+—unabhéngig heraus (s. Kap. 3.1.2). Aus
zahlreichen Studien mit murinen und humanen Langerhans-Inseln ist bekannt, dass die
Hemmung der Atmungskettenkomplexe |, Il, und IV zu einer deutlichen Depolarisation von
AW fihrt (Misler et al. 1992, Diifer et al. 2002b). Dies wird mit dem Zusammenbrechen des
Protonengradienten und der damit verbundenen Erhohung positiver Ladung in der
Mitochondrienmatrix in Verbindung gebracht. Da der Komplex Il jedoch als einziges Enzym in
der Atmungskette nicht am aktiven Protonentransport beteiligt ist, missen durch seine
gezielte Hemmung mit 3-NPA also vorrangig andere mitochondriale Prozesse angestoRen
werden, die zur Depolarisation von AW fiihren.

Bei den in einer Vielzahl von Arbeiten gezeigten apoptotischen Prozesse, die durch 3-NPA
induziert werden, handelt es sich um langfristige zelluldre Schadigungen, die als Ursache fiir
die akuten Effekte auf die Mitochondrienfunktion im Bereich von wenigen Minuten
unwahrscheinlich sind (Behrens et al. 1995, Pang et al. 1997, Vis et al. 2001, Cho et al. 2013).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sind, dass die Einschrankung der beta-Zellfunktion durch 3-
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NPA nicht durch ROS-induzierte Schadigungen der Mitochondrien hervorgerufen wird,
sondern sehr wahrscheinlich im direkten Zusammenhang mit der gehemmenten Succinat-
Dehydrogenasefunktion steht.

In der Literatur finden sich eine Reihe weiterer Mechanismen, die durch 3-NPA induziert
werden kdnnen: So konnten einige Verdffentlichungen zeigen, dass 3-NPA eine Aktivierung
der PTP (permeability transition pore) in der inneren Mitochondrienmembran bewirkt
(Rosenstock et al. 2004, Nishimura et al. 2008). Dies vermittelt 3-NPA in Neuronen zum
einen tiber ROS und zum anderen (iber eine verinderte Ca**-Homdostase im Mitochondrium
(Maciel et al. 2004). Weder eine vermehrte ROS-Akkumulation (Kap. 3.1.4) noch eine Ca**-
abhdngige Depolarisation von AW durch 3-NPA bei beta-Zellen konnten im Rahmen dieser
Arbeit nachgewiesen werden (Kap. 3.1.2).

Andere Untersuchungen belegen, dass die PTP-Aktivierung durch 3-NPA zur Auto-
phagozytose der Mitochondrien flihrt, was bereits in weniger als zehn Minuten mit einem
Anschwellen der betroffenen Kompartimente verbunden war (Solesio et al. 2013). Die
Autoren konnten zeigen, dass dieser Prozess zwar nicht durch die praventive Gabe von
Antioxidantien (u.a. TEMPOL), jedoch durch Cyclosporin A, einem Inhibitor der PTP, effektiv
verhindert wird. Sie schliefen daraus, dass ROS hierbei nicht als second messenger fiir die
Offnung der PTP in Frage kommt (Gonzalez-Polo et al. 2013, Solesio et al. 2013).

Diese Schlussfolgerung steht in Einklang mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit, da die
Hemmung der Insulinsekretion weder durch TEMPOL, noch durch andere antioxidative
MalRnahme bei Anwesenheit von 3-NPA geschiitzt werden konnte (s. Kap. 3.1.3).

Dass die Aktivierung der PTP fiir die Gewebeschadigung eine grolle Bedeutung hat, machen
Experimente deutlich, in denen in vitro und in vivo die durch 3-NPA ausgel6ste Schadigung
von Neuronen durch Cyclosporin A verhindert werden konnte (Leventhal et al. 2000, Kumar
et al. 2010).

Auch in beta-Zellen hat die PTP als Regulator der mitochondrialen Ca?*-Homdostase einen
essentiellen Stellenwert (Duchen 1999). lhr Offnen und SchlieRen, induziert durch die
jeweilige Ca”**-Konzentration, bedingt die Oszillationen und damit die pulsatile
Insulinsekretion (Krippeit-Drews et al. 2000). Die pharmakologische Inhibition der PTP durch
Cyclosporin A im Rahmen einer immunsupressiven Therapie kann bei Patienten diabetogene
Effekte auslésen, die auf eine eingeschrankte Mitochondrienaktivitdt der beta-Zellen
zurilickzuflihren sind (Robertson 1986, Diifer et al. 2001). Die unphysiologische Induktion der
PTP durch Oxidantien, thiolgruppenhaltige Reagenzien oder einigen Fettsauren bewirkt
ebenfalls eine Verdnderung des mitochondrialen Membranpotentials mit einer gehemmten

Zellfunktion (Zoratti et al. 1995). Diifer und Kollegen konnten zeigen, dass durch Tolbutamid
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die Insulinsekretion wahrend der Modulation der PTP-Aktivitdit mit Cyclosporin A
aufrechterhalten werden kann (Difer et al. 2001). Dies deckt sich mit den Experimenten
dieser Arbeit, in denen durch die gleichzeitige Inkubation von Inseln mit 3-NPA und Gliclazid
in Anwesenheit von 15 mM Glucose keine Sekretionshemmung auftrat (Kap. 3.1.3).

Ein weiterer Mechanismus wird von Binienda und Kollegen diskutiert, die zeigen konnten,
dass die Injektion von 3-NPA in Ratten eine erhohte Expression der Isoform 2 des
Thermogenins (UCP, Uncoupling Protein) im Striatumgewebe verursacht (Binienda et al.
2006). Der Einbau des Protonophors bewirkt ein Protonenleck in der inneren Mitochondrien-
membran, die Hemmung der ATP-Synthese und die partielle Depolarisation von AW, die auch
fir beta-Zellen im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde (Kap. 3.1.2). UCP scheint fir die
Regulation der Insulinsekretion sowohl in murinen als auch humanen Langerhans-Inseln von
grofler Bedeutung zu sein, da bereits die Kultivierung von Inseln in verschiedenen
Glucosekonzentrationen das Expressionsmuster der Isoformen 2 und 3 verdandert (Chan et al.
19993, Li et al. 2008). Auch ROS fiihrt zum vermehrten Einbau von UCP-2 und der damit
verbundenen Einschriankung der Insulinsekretion (Krauss et al. 2003).

Die Komplex-ll-Hemmung durch 3-NPA scheint Prozesse auszuldsen, die in relativ kurzer Zeit
die mitochondriale Funktion deutlich beeinflussen und zu einer Hemmung der
Insulinsekretion fiihren, moéglicherweise liber eine erhdhte Leitfahigkeit der PTP oder den
Einbau von UCP-2. Weitere biochemische und elektrophysiologische Untersuchungen sollten
daher den Stellenwert der Succinat-Dehydrogenase fir die Funktion und Viabilitdt von beta-
Zellen noch eindringlicher priifen. Insbesondere vor dem Hintergrund einer eingeschrankten
Succinat-Dehydrogenaseaktivitat durch oxidativen Stress (Nulton-Persson et al. 2001, Moser
et al. 2009), T2DM (Oberbach et al. 2006) oder bei Erkrankungen wie Chorea Huntington,
welche mit einer Pravalenz von bis zu 1:10000 (Pringsheim et al. 2012) zu den haufigsten
erblich bedingten Hirnstérungen zahlt, sollte aufgeklart werden, ob die im Rahmen dieser
Arbeit gezeigte Verbesserung der beta-Zellfunktion durch Gliclazid ein geeignetes

Therapiekonzept darstellt.

4.1.2 Einfluss von H,0, und SNOC auf den beta-Zellmetabolismus

H,0, und SNOC sind seit Jahrzehnten etablierte Modellsubstanzen fiir die experimentelle
Erzeugung von oxidativem Stress. Sowohl H,0; als auch verschiedene NO-Donatoren fiihren
zu deutlichen Hemmeffekten auf die Insulinsekretion (Antoine et al. 1993, Cunningham et al.
1994, Tsuura et al. 1994, Antoine et al. 1996, Sjoholm 1996, Drews et al. 2010b), wie auch im
Rahmen dieser Arbeit mittels Steady-state-Inkubationen mit murinen Langerhans-Inseln

bestatigt werden konnte (s. Kap. 3.2.1 u. 3.2.2). Bei naherer Betrachtung ihrer Effekte auf
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verschiedene Parameter der Stimulus-Sekretionskopplung wird klar, dass dabei primar nicht
die oxidative Schadigung von Kanalproteinen und Membranlipiden zur beta-Zelldysfunktion
fuhrt, sondern eine Interaktion mit dem Zellmetabolismus stattfinden muss. Durch
elektrophysiologische Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen wurde das Offnen der
Katp-Kandle und die daraus resultierende Hyperpolarisation der Zellmembran als ursachlich
fir die durch H,0, und NO-Donatoren bewirkte Sekretionshemmung herausgestellt (Antoine
et al. 1993, Krippeit-Drews et al. 1994, Nakazaki et al. 1995, Antoine et al. 1996, Krippeit-
Drews et al. 1999, Drews et al. 2000b). Mit einem speziellen Modus der Patch-Clamp-
Technik konnte gezeigt werden, dass fiir das Offnen der Kanile zunichst kein direkter Effekt
der Substanzen auf das Kanalprotein, sondern primar eine Senkung des intrazelluldren ATP-
Gehalts verantwortlich ist. Darliber hinaus konnte eine Depolarisation von AW nachgewiesen
werden, die mit einer Offnung der PTP und der Verminderung des zelluldren ATP-Gehaltes in
Verbindung gebracht wird (Duchen 1999, Krippeit-Drews et al. 1999, Drews et al. 2000b).

Die Hemmung der ATP-Produktion durch oxidativen Stress kann neben dem Offnen der PTP
ein Resultat der Hemmung und Inaktivierung einer ganzen Reihe von Enzymen der Glykolyse
und des Citratzyklus sein. Vor allem die Oxidation von Thiolgruppen und eine verdnderte
Tertiarstruktur von oxidationsempfindlichen Proteinen scheint der schadigende
Mechanismus von ROS und RNS zu sein (Lei et al. 1992, Stamler et al. 1992). In der Literatur
wird beschrieben, dass die Glykolyse beispielsweise auf Ebene der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenaseaktivitdat besonders sensitiv gegenliber ROS und RNS ist (Little et al.
1969, Spragg et al. 1985, Hyslop et al. 1988, Dimmeler et al. 1992, Kots et al. 1992, Zhang et
al. 1992, Eizirik et al. 1994, Colussi et al. 2000). Die Hemmung der Glykolyse flihrt zu einer
verminderten Bereitstellung der Reduktionsaquivalente, aus denen die Atmungsketten-
komplexe ihre Energie fiir den aktiven Protonentransport beziehen. Infolgedessen ist AW
reduziert. Aber auch eine direkte Interaktion von oxidativem Stress mit Funktionsproteinen
in der mitochondrialen Membran kdnnte fiir die Depolarisation verantwortlich sein (Lotscher
et al. 1980, Wu et al. 1990, Ichas et al. 1998, Duchen 1999) und fihrt zu einem
eingeschrankten mitochondrialen Energiemetabolismus, wie beispielsweise auf Ebene der
Cytochrom C Oxidase (Hyslop et al. 1988, Welsh et al. 1991, Cleeter et al. 1994, Nakazaki et
al. 1995, Yan et al. 1997, Duchen 1999). AuRerdem werden durch ROS und RNS sowohl
nukledre und mitochondriale DNA (Takasu et al. 1991, Fehsel et al. 1993, Wilson et al. 1997)
als auch DNA-Reparaturmechanismen in Form der Poly(ADP-ribose)polymeraseaktivitat
zerstort (Radons et al. 1994, Park et al. 1995).

Diese Ausflihrungen machen deutlich, dass die am Glucosemetabolismus beteiligten Enzyme

und Kompartimente der beta-Zellen eine groRe Anzahl von méglichen Targets fiir oxidativen
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Stress darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Nrf2-Aktivator
Oltipraz und interessanterweise auch das SOD-Mimetikum TEMPOL die Insulinsekretion vor
einer hemmenden H,0,-Konzentration schiitzen konnten (s. Kap. 3.2.1). Fur TEMPOL
konnten dariiber hinaus auch ein Schutz der elektrischen Aktivitdt von beta-Zellen gezeigt
werden (Krippeit-Drews et al. 2012).

Doch konnte die Erhdhung der antioxidativen Enzymaktivitat durch Langzeitinkubation mit
Gliclazid weder gegenliber dem Einfluss von H,0, noch hemmender Konzentrationen von
SNOC die beta-Zellfunktion schiitzen. Selbst die Anwesenheit des Sulfonylharnstoffes
wadhrend der Steady-state-Inkubation verbesserte die Insulinsekretion nicht.
Perifusionsexperimente, bei denen der zeitliche Verlauf der Insulinsekretion stimulierter
Inseln unter dem Einfluss von H,0, gemessen wurden, zeigten hingegen, dass die akute
Gabe von Tolbutamid die Sekretionsrate etwas verbesserte (Krippeit-Drews et al. 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde vor allem die schadliche Wirkung von H,0, auf die
mitochondriale Funktion niher beleuchtet. Hierzu wurden die Anderungen der NAD(P)H-
und FAD-Autofluoreszenzen unter der akuten Zugabe von H,0, getestet (s. Kap. 3.2.1.1). Es
kam zu einer deutlichen Konzentrationsabnahme beider Reduktionsdquivalente. Diese
Effekte stellten sich als auswaschbar und somit reversibel heraus. Cita Bauer konnte in ihrer
Diplom-Arbeit (2012) zeigen, dass durch eine Vorinkubation muriner Inselzellen mit 3-NPA
und der damit verbundenen Komplex-ll-Hemmung der H,0,-Effekt auf die FAD-
Konzentration ausblieb. Daraus kann geschlossen werden, dass eine Interaktion von H,0,
mit der Succinat-Dehydrogenaseaktivitdit von Komplex Il stattfindet, welche die FADH,-
Bildung hemmt.

Ahnliche Untersuchungen fiihrten Gonzalez und Kollegen an pankreatischen Azinus-Zellen
der Ratte durch (Gonzalez et al. 2005). Sie testeten den Einfluss von H,0O, auf die FAD-
Autofluoreszenz nach Vorinkubation mit dem Komplex-I-Inhibitor Rotenon oder dem
Komplex-1V-Inhibitor Cyanid. Dabei konnten sie keinen Unterschied im Ausmal} des H,0,-
Effektes zu Kontrollbedingungen ohne Atmungsketteninhibitor feststellen. Diese
Untersuchungen bestéatigen unsere Erkenntnisse, dass die Interaktion von H,0, mit Komplex
Il fir die Verdanderung der FAD-Autofluoreszenz hauptursachlich ist.

Eine Vorinkubation von Inseln mit TEMPOL konnte zwar die glucosestimulierte
Insulinsekretion vor der H,0;-induzierten Hemmung schiitzen (s. Kap. 3.2.1), hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Steigerung der FAD-Autofluoreszenz durch H,0, (s. Kap. 3.2.1.1). Dies
konnte darauf hinweisen, dass H,0, selbst fiir die Hemmung der Succinat-Dehydrogenase
verantwortlich ist, denn TEMPOL ist als SOD-Mimetikum am Abbau von H,0; nicht beteiligt.

In einigen Arbeiten wird anhand verschiedener ROS-Messmethoden und anhand von
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funktionellen Studien gezeigt, dass TEMPOL - entsprechend seiner Funktion als SOD-
Mimetikum - nicht H,0, sondern hauptsachlich Superoxidanion-Radikal abbaut (Reddan et
al. 1992, Reddan et al. 1993, Padgaonkar et al. 1994, Kopkan et al. 2006, Santiago et al.
2013, Sasaki et al. 2013). Auch wiare es moglich, dass H,O, lber einen weiteren
(mitochondrialen) Faktor die Hemmung der Succinat-Dehydrogenase vermittelt, da Versuche
mit zerkleinerten isolierten Mitochondrien keine Hemmung der Aktivitdt zeigten (Zhang et
al. 1990). Moser und Kollegen machen in ihren Experimenten Oxalacetat fir die direkte
Hemmung der Succinat-Dehydrogenase verantwortlich, da sie die Aktivitatshemmung durch
H,0, nur bei einem aktivierten Zellmetabolismus beobachteten (Moser et al. 2009).

Wenn TEMPOL nicht direkt mit H,O, interagiert, stellt sich die Frage, lber welchen
Mechanismus die Insulinsekretion durch TEMPOL geschiitzt wird. Interessanterweise konnte
fir die NAD(P)H-Autofluoreszenz gezeigt werden, dass ihre H,0,-bedingte Abnahme bei
stimulierten Inselzellen nach Vorinkubation mit TEMPOL weniger stark ausgepragt ist (s. Kap.
3.2.1.1). Es ist sehr wahrscheinlich, dass H,0, intrazelluldr die Bildung von weiteren ROS
begiinstigt oder selbst zu aggressiveren ROS-Formen umgesetzt wird. So konnte
nachgewiesen werden, dass H,O, in murinen beta-Zellen direkt die NADPH-Oxidase aktiviert
und hierliber die Bildung von Superoxidanion-Radikalen fordert (Michalska et al. 2010).
Aullerdem findet bei der Anwesenheit von zweiwertigen Eisenionen die katalysierte
Umsetzung von H,0, und Superoxidanion-Radikalen im Sinne einer Haber-Weil3-Reaktion zu
Hydroxylradikalen statt (Kehrer 2000) (Abb. 4.01). Superoxidanion-Radikale sind bei dieser
Reaktion fir die Bereitstellung von zweiwertigen aus dreiwertigen Eisenkationen
verantwortlich. TEMPOL hemmt auf dieser Ebene die Haber-Weil3-Reaktion, da es
Superoxidanion-Radikale in einem ersten Schritt zu Sauerstoff und in einem weiteren zu
H,O, umwandelt (Mitchell et al. 1991, Reddan et al. 1993). Hierdurch erh6ht sich zwar der
intrazelluldare Gehalt von H,0,, doch scheint durch die gehemmte Bildung der weitaus
aggressiveren Hydroxylradikale (s. Kap. 1.6.1) die Zelle mit dieser Situation besser
zurechtzukommen. Diese Beobachtung machten auch Tang und Kollegen an isolierten Inseln
aus Ratten, denen 48 h lang eine hohe Glucosekonzentration infundiert wurde und die
gleichzeitige Anwesenheit von TEMPOL vor einer beta-Zelldysfunktion nachweislich durch
die Senkung von Superoxidanion-Radikalen und nicht durch einen Effekt auf H,O, schiitzte
(Tang et al. 2007).
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Abb. 4.01 - Reaktionsschema der Haber-Wei3-Reaktion zur Bildung von Hydroxylradikalen aus H,0, und
Superoxidanion-Radikalen - H,0, wird in Anwesenheit von zweiwertigen Eisenionen zu Hydroxylradikalen und
-anionen umgesetzt. Superoxidanion-Radikale reduzieren dreiwertige Eisenkationen und stellen der Reaktion
wieder zweiwertige Eisenkationen bereit. TEMPOL dismutiert Superoxidanion-Radikale zu H,0, und entzieht

damit der Regenerationsreaktion ihr Substrat.

Interessanterweise stellen auch die Insulinvesikel mit ihrem Gehalt an Zink- und Eisenionen
(Kulaksiz et al. 2008, Lemaire et al. 2009) einen bedeutenden Ursprungsort fir die H,0,-
induzierte Bildung von Hydroxylradikalen dar. Olejnicka und Kollegen konnten zeigen, dass
beta-Zellen, deren Insulinsekretion durch eine hohe Glucosekonzentration liber einen kurzen
Zeitraum (20 mM Glucose, 30 min) gesteigert war, anschlieBend gegeniiber H,0, weniger
empfindlich waren. Die Autoren brachten dieses Ergebnis mit dem verminderten Gehalt an
vesikular gespeicherten Metallionen in Zusammenhang (Olejnicka et al. 1997, Olejnicka et al.
1999). Eine weitere pharmakologische MaBnahme, die Haber-WeiR-Reaktion zu hemmen,
ware neben TEMPOL die Bindung von dreiwertigem Eisen in einem Chelatkomplex, was
ebenfalls zu einem Schutz der insulinproduzierenden Zellen vor oxidativem Stress fuhrt
(Grankvist et al. 1983, Eizirik et al. 1986, Halliwell 1989, Jorns et al. 1999, Mechlovich et al.
2010).

Die Beobachtung von Olejnicka und Kollegen erklart moglicherweise die Befunde an beta-
Zellen aus SUR1-KO-Mdusen: Deren basale Insulinsekretion ist bei geringen
Glucosekonzentrationen im Vergleich zum Wildtyp erhdht (Haspel et al. 2005) und kénnte
einen verringerten intrazelluldaren Gehalt an Metallionen bedingen. Diese Tatsache kdnnte
neben der nachgewiesenen erhohten Aktivitdt antioxidativer Enzyme (Gier et al. 2009) den
geringeren H,0,-Effekt auf die Insulinsekretion erklaren.

Auch die Inkubation mit Sulfonylharnstoffen steigert gemalR ihrer pharmakologischen
Hauptwirkung die Insulinsekretion. In dieser Arbeit wurde der insulinotrope Effekt von

Gliclazid nach Ubernachtinkubation dhnlich zu den Untersuchungen von Haspel und Kollegen
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an Inseln aus SUR1-KO-Mausen bei einer substimulatorischen Glucosekonzentration von 3
mM gemessen (s. Kap. 3.3.1). Die Versuche zum antioxidativen Schutzkonzept in den
vorausgegangenen Arbeiten und in dieser Arbeit wurden jedoch mit stimulierten beta-Zellen
(15 mM Glucose) durchgefiihrt, bei der die Sekretionsraten sowohl der SUR1-KO- bzw.
Gliclzaid-inkubierten Inseln als auch der Kontrollinseln nahezu identisch waren. Im Bezug auf
die Experimente von Olejnicka und Kollegen ist es somit schwierig eine eindeutige Aussage
dariber zu treffen, ob in diesen Experimenten unterschiedliche Exozytoseraten die
intrazellulare H,O,-Wirkung beeinflussen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die in den Vorarbeiten (Gier et al. 2009)
beobachtete geringere Empfindlichkeit der Insulinsekretion von SUR1-KO-Inseln gegenliber
H,0, nicht durch pharmakologische Karp-Kanalinhibition imitiert werden kann. Die erhohte
Aktivitat der antioxidativen Enzyme, die sowohl in SUR1-KO-Inseln als auch in WT-Inseln mit
pharmakologischer Karp-Kanalhemmung nachgewiesen wurde (Gier et al. 2009), kann somit

nicht allein fur den Sekretionsschutz vor H,0, im genetischen KO-Modell ursachlich sein.

4.1.3 Glucolipotoxizitat und Hochfettdiat

4.1.3.1 Zellkultur unter glucolipotoxischen Bedingungen

Als Ursache der gesteigerten Formation von ROS und RNS und dem daraus resultierenden
oxidativen Stress in beta-Zellen wird dem tGbermaRigen Nahrstoffmetabolismus in vivo eine
bedeutende Rolle zugesprochen (Prentki et al. 2002, Robertson 2004, Newsholme et al.
2007, Poitout et al. 2008, Cnop 2008a, Poitout et al. 2010, Kim et al. 2011). Die
synergistischen Effekte bestimmter Fettsduren und hoher Glucosekonzentrationen auf den
beta-Zellmetabolismus in Form von Glucolipotoxizitdt (s. Kap. 1.6.3) werden dabei als
zentrales Element der metabolischen Schadigung angesehen. Der Einfluss vieler weiterer
Faktoren, die bei der Manifestation eines T2DM eine Rolle spielen, wie die (epi-)genetische
Pradisposition, Protein- und Enzympolymorphismen, immunologische, endokrinologische
und andere Begleiterkrankungen, diverse Umweltfaktoren wie Arzneistoffe, bestimmte
Erndhrungsgewohnheiten, Lebensumstdnde und Suchterkrankungen (Heber et al. 2011) und
nicht zuletzt die Psychosomatik (Penninx et al. 2013), kann bei Glucolipotoxizitadt als ein In-
vitro-Modell fiir diabetesdhnliche beta-Zellschadigung keine Berlcksichtigung finden.

In der Literatur findet man zahlreiche Publikationen, die den Einfluss von Glucolipotoxizitat
auf die Funktion und Viabilitdat der beta-Zelle testen. Neben einer unphysiologisch hohen
Glucosekonzentration zwischen 20 und 30 mM dienen als Lipidkomponenten haufig

Palmitat, Stearat oder Oleat als Vertreter der gesattigten und einfach ungesattigten freien
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Fettsauren, die in Anwesenheit von fettsdurefreiem bovinen Serumalbumin (BSA) teilweise
ungebunden vorliegen. In den verwendeten Modellen sind diese Komponenten meist
zwischen 24 und 72 h im Zellkulturmedium vorhanden (Poitout et al. 2010). Die Kultivierung
von insulinproduzierenden Zelllinien oder Priméarzellen unter glucolipotoxischen
Bedingungen kann somit von Labor zu Labor viele Variablen aufweisen. Poitout und
Robertson gehen in ihrem Ubersichtsartikel ausfiihrlich auf die Problematik beziiglich der
Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen und experimenteller Ansatze
ein. Es existieren zwischen insulinproduzierenden Tumorzelllinien oder Primarzellen
verschiedener Spezies erhebliche Differenzen in Funktion und Empfindlichkeit gegeniiber
gluco- und lipotoxischen Einflissen. Bei Primarzellen sind diese auch von der Gite der
jeweiligen Praparation abhéangig. So fihrt die unterschiedliche Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren zu einer jeweils andersartigen Auspragung und womdglich auch
Reversibilitdit der beobachteten Funktionseinschrankungen beim Vergleich von
verschiedenen Zelltypen in glucotoxischem Milieu (Poitout et al. 2008).

Auf Grundlage der von Unger und Kollegen beschriebenen Konzepte (Unger et al. 1985,
Unger 1995) und aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit (s. Kap. 3.2.3) ist zu schlief3en,
dass eine Zellkultur unter glucolipotoxischen Bedingungen im Vergleich zu normalen
Inkubationsbedingungen unbedingt die Voraussetzung erfiillen muss, dass ihr Einfluss auf
die jeweiligen Zellen tatsachlich ,toxisch” ist. Die Steigerung der Insulinsekretion durch
primdre oder sekundadre Stimulation, wie es die Einzelkomponenten auch in ihrer akuten und
kurzfristigen physiologischen Funktion vermitteln wiirde (Paolisso et al. 1995), kann daher
kein glucolipotoxisches Modell darstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Zellkultur unter glucolipotoxischen Bedingungen mit
primaren Inseln bzw. Inselzellclustern der Maus etabliert (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat
gebunden an 0,056 % fettsdurefreiem BSA), die bereits am ersten Tag nach Inkubation zu
funktionellen und morphologischen Verdanderungen fiihrte. An diesem Modell wurde
getestet, ob die beobachteten Schadigungen mit einer vermehrten ROS-Bildung einhergehen
und durch die Inkubation mit Gliclazid im Sinne eines antioxidativen Schutzes abgewendet

werden konnen.

4.1.3.2 beta-Zellfunktion unter Glucolipotoxizitat

beta-Zellen unter glucolipotoxischem Einfluss wiesen eine verminderte Granularitat (s. Kap.
3.2.3.1), einen reduzierten Insulingehalt (s. Kap. 3.2.3.2), Veranderungen der basalen und
glucosestimulierte Insulinsekretion (s. Kap. 3.2.3.3) sowie eine gestorte Ca**-Homaostase auf

(s. Kap. 3.2.3.4). Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den in der Literatur beschriebenen
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Beobachtungen, dass es glucoseabhangig zu einer Hemmung der Insulinsekretion durch den
lipotoxischen Einfluss kommt (Elks 1993, Zhou et al. 1994) und die gehemmte
Proteinbiosynthese zu einem verminderten Gehalt an Insulin fihrt (Ritz-Laser et al. 1999,
Jacqueminet et al. 2000, Kelpe et al. 2003). Eine erst kirzlich veroffentlichte Arbeit von
Somesh und Kollegen zeigt auBerdem, dass Glucolipotoxizitat zu einem Verlust der
metabolischen Ca®'-Regulation fiihrt, da die getesteten insulinproduzierenden Zellen auf
einen Glucosestimulus mit keiner adaquaten Caz+—Steigerung reagierten (Somesh et al.
2013). Diese quantitativen Ergebnisse lassen sich mit den Erkenntnissen aus dieser Arbeit
erweitern, die belegen, dass es durch Glucolipotoxizitdt auch qualitativ zu einer
Verschlechterung der metabolischen Ca**-Reaktion in beta-Zellen kommt, da weniger Zellen
bei stimulatorischer Glucosekonzentration (15 mM) oszillieren und beim Wechsel zu einer
substimulatorischen Glucosekonzentration (0,5 mM) nicht in der Lage sind [CaZJ']C auf ein
basales Niveau zu reduzieren. Auch bei Inseln aus T2DM-Patienten beobachtet man einen
Verlust der Ca’"-Oszillationen und der Sensibilitit der Simulus-Sekretionskopplung
gegeniber stimulatorischer Glucosekonzentration. Diese Veranderungen wirken sich negativ
auf die pulsatile Insulinsekretion und die damit verbundene Glucosehomdostase aus und
konnen daher als friiher diabetischer Marker herangezogen werden (Lang et al. 1981, Ward
et al. 1990, O'Meara et al. 1993).

Insulingehalt und Inselgranularitat

Als Ursache fir die Verringerung des Insulingehaltes durch Glucolipotoxizitdt wird eine
Hemmung der Proteinbiosynthese der Insulinvorstufen auf mRNA-Ebene angenommen (Ritz-
Laser et al. 1999, Jacqueminet et al. 2000, Briaud et al. 2001, Kelpe et al. 2003).
Interessanterweise konnten Moore und Kollegen eine Sekretionseinschrankung sowohl fiir
Oleat als auch Palmitat nachweisen wahrend die mRNA-Expression flr Praproinsulin nur
durch Palmitat gehemmt wurde (Moore et al. 2004). Eine andere Veroffentlichung versucht
diese unterschiedlichen Einfllisse der Fettsauren auf die Insulinbiosynthese aufzuzdhlen und
zeigt, dass Palmitat im Gegensatz zu Oleat als Substrat flr die de novo Synthese von Ceramid
in Frage kommt und durch Blockade dieses Syntheseweges die Abnahme des Insulingehalts
verhindert werden kann (Kelpe et al. 2003). Die Autoren schlussfolgern aus ihren
Experimenten, dass flir die Hemmung der Insulinbiosynthese eine erhohte intrazelluldre
Konzentration an Ceramid ursachlich ist, welche nachgeschaltet Uber verschiedene
Signalwege die Aktivitdt der entsprechenden Transkriptionsfaktoren hemmt (Mathias et al.
1998, Hagman et al. 2005, Poitout et al. 2008).
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Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Messmethode der Inselgranularitat anhand von
mikroskopischen Durchlichtaufnahmen (s. Kap. 2.4) konnte bei Inseln, die unter
glucolipotoxischen Bedingungen kultiviert waren, zeigen, dass die verminderte Granularitat
mit einem reduzierten Insulingehalt korreliert (s. Kap. 3.2.3.1). Es konnte nachgewiesen
werden, dass fir die beobachtete Abnahme der Granularitdt eine synergistische Wirkung
von Gluco- und Lipotoxizitdt verantwortlich ist. Diese Methode kann als Erweiterung der
morphologischen Charakterisierung und Auswertung von Langerhans-Inseln dienen, die
schon in den 1950er Jahren verwendet wurde, um eine Aussage Uber den Insulingehalt der
Langerhans-Inseln von gesunden und diabetischen Probanden zu erhalten (Hartroft et al.
1955). Anhand von Farbungen und immunhistologischen Methoden konnte gezeigt werden,
dass die Granularitdt mit dem Vorhandensein der insulin- und zinkhaltigen Vesikel korreliert
(Lever et al. 1964, Diani et al. 2004) und die genetische Ausschaltung des Zinktransporters zu
einer verminderten Granularitat fiihrt (Lemaire et al. 2009).

Vorteile dieser Methode sind, dass Inseln fir die Bestimmung ihrer Granularitat nicht
irreversibel angefarbt oder fixiert werden missen und sie so im Anschluss weiteren
Experimenten, wie Insulinsekretionsmessungen, unverandert zur Verfligung stehen.
Aullerdem konnte der zeitliche Verlauf der Granularitdt von denselben Inseln im Medium
verfolgt werden. Wenn sich in weiteren Experimenten mit anderen Stimuli oder Wirkstoffen
bestatigen lasst, dass die Granularitat als Marker fiir den Insulingehalt geeignet ist, lieRe sich
diese Methode an Stelle von kostenintensiven und aufwandigen Messungen wie RIA (s. Kap.
2.2.2.4) oder ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) anwenden.

In der Diplom-Arbeit von Betina Pajaziti (2013) wurden bereits erste Granularitats-
messungen von Inseln unter dem Einfluss verschiedener Gallensdauren durchgefiihrt, die
abhangig vom Grad ihrer Lipophilie teilweise gegenséatzliche Effekte auf die Granularitat
zeigten. Weitere Untersuchungen mit Gallensauren und deren Enflissen auf die
Inselgranularitdt bei Anwesenheit von glucolipotoxischen Bedingungen werden derzeit von
Bjorn Schittenhelm im Rahmen seiner Promotionsarbeit (2014, unveroffentlicht)

durchgeflhrt.

Basale und glucosestimulierte Insulinsekretion

Die Insulinsekretion der Inseln, die unter glucolipotoxischen Bedingungen kultiviert wurden,
war in unterschiedlicher Weise beeinflusst (s. Kap. 3.2.3.3): 15 mM Glucose fiihrten unter
Glucolipotoxizitat im Vergleich zu Kontrollbedingungen nach zwei Kulturtagen zu einer
eingeschrankten Sekretionsrate. Interessanterweise war dies bei einer substimulatorischen

Glucosekonzentration von 3 mM genau entgegengesetzt. Eine erhdhte basale
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Insulinsekretionsrate unter Glucolipotoxizitat wird auch in der Literatur beschrieben (Zhou et
al. 1994, Paolisso et al. 1995, Mason et al. 1999, Somesh et al. 2013). Die Steigerung der
basalen Insulinsekretionsrate bei 3 mM Glucose kann mit einer erhéhten glykolytischen
Aktivitat und der damit einhergehenden Herabsetzung der Glucoseschwelle erklart werden
(Hosokawa et al. 1997, Liu et al. 1998b). Durch Palmitat wird die Aktivitat der Citratsynthase
im Citratzyklus gehemmt und hierdurch kompensatorisch die Phosphofructokinaseaktivitat
in der Glykolyse gesteigert. Der vermehrte Verbrauch von Glucose-6-Phosphat fihrt zu
einem verminderten feedback-Mechanismus auf die Glucokinase. Hierdurch kommt es zu
einer glykolytischen Glucoseverwertung und erhohten Insulinsekretion bereits bei geringe
Glucosekonzentrationen (Liu et al. 1998b).

Die Ursache der Sekretionshemmung stimulierter Inseln durch Glucolipotoxizitdt wird in der
Literatur auf verschiedene Weise diskutiert. So konnte nachgewiesen werden, dass die
langfristige Inkubation von Inseln mit Fettsdauren den vermehrten Einbau von UCP-2 in die
innere Mitochondrienmembran induziert (Lameloise et al. 2001, Patane et al. 2002). UCP-2
provoziert ein Zusammenbrechen des Protonengradienten und der ATP-Synthese und
verschlechtert die glucosestimulierte Insulinsekretion (Zhang et al. 2001, Chan et al. 2001a).
Das genetische Ausschalten von UCP-2 in Mausinseln flhrt dazu, dass die Tiere vor einer
durch Hochfettdiat (HFD) induzierten Lipotoxizitat geschiitzt sind und Uber eine adaquate
Insulinsekretion verfiigen (Joseph et al. 2002).

Aullerdem wurde gezeigt, dass die Langzeitinkubation mit Fettsdauren die Aktivitat wichtiger
metabolischer Enzyme in beta-Zellen vermindert. Zhou und Kollegen wiesen eine Interaktion
mit dem Pyruvatdehydrogenase-Komplex nach, welcher eine essentielle Verbindung
zwischen zytosolischer Glykolyse und der mitochondrialen ATP-Synthese darstellt (Zhou et
al. 1995, Xu et al. 2008a). Die Succinat-Dehydrogenaseaktivitdt, welche im Rahmen dieser
Arbeit als wichtiger Regulator der beta-Zellfunktion herausgestellt werden konnte (s. Kap.
3.1 u. 4.1.1), ist unter glucolipotoxischen Bedingungen ebenfalls eingeschrankt (Somesh et
al. 2013). Desweiteren zeigen die Experimente von Somesh und Kollegen eine Einschrankung
der Glucokinaseakvitdt, was die Autoren mit einer verminderten GLUT-2-Expression und
Glucoseaufnahme in Verbindung bringen. Diese Ergebnisse widersprechen der Hypothese
einer palmitatinduzierten Beschleunigung der Glykolyse von Liu und Kollegen (Liu et al.
1998b). Unabhangig von der Aktivitdt einzelner metabolischer Enzyme kann vor allem
anhand des reduzierten Gehalts an mitochondrialer DNA und gesamtzellularem ATP erklart
werden (Somesh et al. 2013), weshalb beta-Zellen bei Glucolipotoxizitdt eine eingeschrankte
Glucoseverwertung aufweisen und damit die Stimulus-Sekretionskopplung und der zelluldre

Energiebedarf eingeschrankt sind. Die durch Langzeitinkubation mit Gliclazid noch weiter
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verminderte Insulinsekretion kénnte zusatzlich auf einer Interaktion des Sulfonylharnstoffes
mit der CPT-1 (s. Kap. 1.6.3.2) beruhen, die von Lehtihet und Kollegen fiir Glibenclamid
nachgewiesen wurde (Lehtihet et al. 2003). Hierdurch wird sehr wahrscheinlich der

glucolipotoxische Schaden auf die Insulinsekretion verstarkt.

Intrazellulidre Ca**-Homé&ostase und Exozytoseprozess

Im Rahmen dieser Arbeit konnte Gliclazid einen Schutz der Ca**-Homdostase jedoch nicht
der Insulinsekretion vor Glucolipotoxizitdt herbeifiihren. Die Erhéhung der intrazelluldren
Ca’*-Konzentration in der Nihe von Insulinvesikeln stellt das Triggersignal fur die Exozytose
dar (Henquin 2000, Drews et al. 2010a). So ist es nicht erstaunlich, dass eine gestorte Ca**-
Homoostase als Ursache fiir die Dysfunktion der Langerhans-Inseln immer mehr in den
Fokus riickt (Barg 2003, MacDonald et al. 2005, Rutter et al. 2006b, Misler 2009, Rorsman et
al. 2012). Im glucolipotoxischen Modell dieser Arbeit scheint jedoch eine Entkopplung des
Triggersignals Ca** vom Exozytoseprozess vorzuliegen, da die durch Gliclazid geschiitzte Ca*'-
Homoostase zu keiner metabolisch intakten Insulinsekretion fiihren konnte (s. Kap. 3.2.3.3 u.
3.2.3.4).

In der Literatur findet man verschiedene Arbeiten, die einen direkten Einfluss der
glucolipotoxischen Bedingungen auf den vesikuldren Transport und die Exozytose
beschreiben. Ausgehend von der gehemmten Insulinbiosynthese ware es moglich, dass
weniger Insulinmolekiile vesikuldr verpackt werden und infolgedessen weniger Insulin pro
Vesikel sezerniert wird (Bollheimer et al. 1998, Furukawa et al. 1999). Olofsson und Kollegen
prasentieren ebenfalls Ergebnisse, in denen die Einschrankung der Insulinsekretion durch
gluco- und lipotoxische Bedingungen nicht mit Verdanderungen in [Ca®*]. erklart werden
kann, da [Ca®']. durch Glucotoxizitit alleine sogar erhoht und durch Lipotoxizitat
unbeeinflusst ist (Olofsson et al. 2007). lhre Hypothese ist, dass der Exozytosevorgang auf
Ebene der Vesikelverschmelzung mit der Zellmembran gestort ist und die beta-Zellen daher
bei gleicher intrazelluldrer Bereitstellung von Insulinvesikeln weniger sezernieren. Es konnte
namlich nachgewiesen werden, dass sowohl unter gluco- als auch lipotoxischen
Bedingungen in beta-Zellen ein Protein namens Granuphilin exprimiert wird, welches sich
hemmend auf die Insulinsekretion auswirkt (Coppola et al. 2002, Torii et al. 2002, Kato et al.
2006). Dariber hinaus muss auch angenommen werden, dass durch Glucolipotoxizitat die
Expression wichtiger vesikularer und membrandrer Funktionsproteine verdndert oder
gehemmt ist (Lovis et al. 2008, Somesh et al. 2013). AuRerdem wird die Existenz von Ca’*-
Mikrodomanen in der Nihe von Ca®*-Kanilen und Insulinvesikeln diskutiert (Wiser et al.

1999, Rutter et al. 2006a, Pedersen 2010). Fir Palmitat konnte nachgewiesen werden, dass
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es diese Konglomerate stort bzw. auflost und somit den fiir die Exozytose notwendigen
vesikelnahen Ca”**-Einstrom abschwacht (Hoppa et al. 2009). AbschlieRend muss auch auf die
direkte Interaktion von Fettsduren mit der Zellmembran hingewiesen werden, deren
Fluiditat durch Einlagerungen oder Uiber Acylierungsreaktionen beeinflusst werden kann und
so zu einer gestorten Vesikelverschmelzung und veranderten Insulinexozytose fiihren kénnte

(Yajima et al. 2000, Olofsson et al. 2007, Koshkin et al. 2008, Leekumjorn et al. 2009).

Zusammenfassung

Diese Ausfiihrungen machen deutlich, dass nach heutigem Wissensstand die durch
Glucolipotoxizitat hervorgerufenen Veranderungen auf vielen Ebenen der Stimulus-
Sekretionskopplung eingreifen und auch die Genexpression in der beta-Zelle
beeintrachtigen. Inseln aus glucolipotoxischen Kulturbedingungen, die durch Gliclazid ber
eine geschiitzte metabolische Ca**-Regulation verfiigten, wiesen trotzdem eine im Vergleich
zu Kontrollbedingungen veranderte Insulinsekretion auf. Dies zeigt, dass der
glucolipotoxische Einfluss noch zu einem sehr spaten Zeitpunkt innerhalb der Stimulus-
Sekretionskopplung - ndmlich auf Ebene der Exozytose — auftreten kann. Ein Schutzkonzept,
das nur einen definierten Parameter erhalt, scheint daher nicht erfolgversprechend. In einer
kirzlich veroffentlichten Arbeit von Kwon und Kollegen wird der Einfluss von
Glucolipotoxzitat auf die Funktion und Viabilitat einer insulinproduzierenden Tumorzelllinie
getestet (Kwon et al. 2013). Mit niedrigen Konzentrationen von Glibenclamid wurde
versucht, die Zellen vor den schadlichen Einfllissen zu schitzen. Die Apoptoserate und
verschiedene Marker fir zelluldren Stress konnten auf diese Weise zwar gesenkt werden, die
glucosestimulierte Insulinsekretion war jedoch unter Anwesenheit von Glucolipotoxizitat
und verschiedenen Konzentrationen von Glibenclamid weiterhin eingeschrankt.

Die Auswertung der Inselgranularitdit unter dem Einfluss von Glucolipotoxizitat,
Glucotoxizitdat und Lipotoxizitat gegeniliber Kontrollbedingungen machte deutlich, dass die
morphologischen Verdanderungen vor allem in Kombination beider Modelle auftraten und es

daher ein Therapieziel sein muss diesen Synergismus von den beta-Zellen abzuwenden.

4.1.3.3 Beeinflussung der ROS-Akkumulation durch Glucolipotoxizitat

Inselzellcluster, die im Zellkulturmedium mit entweder 0,5 mM oder 15 mM Glucose Uber
mehrere Tage inkubiert wurden, verfligten Uber deutliche Unterschiede beziglich ihrer
intrazellularen ROS-Akkumulation (s. Kap 3.2.3.5).

Fir Inselzellcluster in einem glucolipotoxischen Milieu (25 mM Glucose, 100 uM Palmitat

gebunden an 0,056 % fettsaurefreiem BSA) konnten im Vergleich zu Kontrollbedingen (11
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mM Glucose) hingegen keine erhohten ROS-Konzentrationen nachgewiesen werden (s. Kap.
3.2.3.6). Diese Ergebnisse stellen die Hypothese in Frage, ob ein Nahrstoffiiberangebot
immer mit einer erhohten Akkumulation von ROS und dem damit einhergehenden
oxidativen Stress in Verbindungen steht, das die Grundlage vieler Ubersichtsarbeiten
darstellt (Robertson 2006, Newsholme et al. 2007, Lenzen 2008, Poitout et al. 2008, Kim et
al. 2011).

Die Experimente dieser Arbeit verdeutlichen, dass der Glucosemetabolismus die Hauptquelle
flir endogen gebildete ROS darstellt (s. Kap. 3.1.4, 3.2.3.5 und 3.3.3). Interessanterweise
spielen dabei sowohl mitochondriale als auch zytosolische Stoffwechselwege eine Rolle, wie
bereits in Kap. 1.6.2 einleitend dargestellt wurde (Robertson 2004, Newsholme et al. 2007).
Es gibt nur wenige Arbeiten in der Literatur, die Fettsduren in einen direkten Zusammenhang
mit erhdhten intrazellularen Konzentrationen von ROS bringen: Maestre und Kollegen
zeigten an einer insulinproduzierenden Tumorzelllinie, dass die Inkubation mit
verschiedenen Fettsduren (u.a. Palmitat) in Anwesenheit einer niedrigen Glucose-
konzentration von 5 mM zu erhdhten intrazellularen Konzentrationen von Superoxidanion-
Radikalen fihrte (Maestre et al. 2003). Bemerkenswerterweise konnten die Autoren jedoch
weder eine ROS-Akkumulation noch eine Veranderung des mitochondrialen
Membranpotentials AW durch eine hohe Glucosekonzentration von 25 mM nachweisen.
Ahnliche Untersuchungen liefern die Veréffentlichungen von Koshkin, Wang und Kollegen,
die ebenfalls an verschiedenen insulinproduzierenden Tumorzelllinien eine durch Oleat
induzierte ROS-Akkumulation nachweisen (Koshkin et al. 2003, Wang et al. 2004).

Oprescu und Kollegen zeigten an Ratten, dass nach einer 48 h Infusion mit Oleat oder
Olivendl in vivo sowie der direkten Inkubation von isolierten Inseln mit Oleat oder Palmitat in
vitro erhohte ROS-Konzentrationen in Ratteninseln auftraten und durch Antioxidantien
gesenkt werden konnten (Oprescu et al. 2007). In einer anderen Arbeit inkubierten Lim und
Kollegen insulinproduzierende Tumorzelllinien fir 48 h in hohen Glucosekonzentrationen
mit und ohne einem spezifischen Agonisten fiir den Leber-X-Rezeptor (liver x receptor, LXR)
und wiesen erhohte ROS-Akkumulationen nach, die sie durch die Inkubation mit Mito-
TEMPO verhindern konnten (Lim et al. 2011). Zwar wurden LXR-Isoformen in pankreatischen
beta-Zellen und deren Beteiligung an der glucosestimulierten Insulinsekretion
nachgewiesen, doch ist bisher unklar, welche physiologische Rolle genau der LXR im beta-
Zellmetabolismus einnimmt (Efanov et al. 2004). Die gezielte Aktivierung fordert die
Lipogenese und Apoptose und hemmt die Proliferation (Choe et al. 2007, Wente et al. 2007,
Meng et al. 2009). Palmitat in Kombination mit einem LXR-Agonist bewirkt eine

synergistische Verstarkung der Apoptose (Liang et al. 2011). Wie schon im Hinblick auf die
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GPR40-Aktivitat in beta-Zellen ausgefihrt wurde (s. Kap. 1.6.3.2), ist es jedoch problematisch
durch die alleinige Gabe eines spezifischen Fettsaureagonisten, der im Gegensatz zu Lipiden
beispielsweise keiner weiteren Metabolisierung unterliegt, in Anwesenheit von Glucose die
Anspriiche und Vorraussetzungen von glucolipotoxischen Bedingungen zu erfillen.

Die NADPH-Oxidase (NOX) ist das bisher einzig bekannte Enzym, welches unter
physiologischen Bedingungen die Aufgabe hat, ROS zu bilden. Wahrend ihre Bedeutung in
phagozytierenden Immunzellen offensichtlich ist, kann zum jetzigen Zeitpunkt ihr
Stellenwert in anderen Koérperzellen nur schwer nachvollzogen werden (Newsholme et al.
2007). Fur die pankreatischen beta-Zellen konnte ihre Existenz nachgewiesen werden,
jedoch ist ihre genaue physiologische Funktion bisher noch ungeklart (Oliveira et al. 2003,
Morgan et al. 2009, Newsholme et al. 2009). Glucolipotoxische Bedingungen scheinen die
NOX-Aktivitat zu beeinflussen (Guichard et al. 2008). So konnten verschiedene Arbeits-
gruppen zeigen, dass durch Lipidinfusionen bei Ratten oder der gezielten Inkubationen von
Inseln mit Fettsduren die Superoxidanion-Radikalbildung in Inselzellen zunahm und durch
NOX-Hemmung verhindert werden konnte (Michalska et al. 2010, Yuan et al. 2010, Graciano
et al. 2011, Koulajian et al. 2013). Morgan und Kollegen machen aber mit ihrer Arbeit auf das
grundlegende Problem aufmerksam, dass abhdngig von der Wahl der Lipidfraktion und vor
allem der Inkubationszeit grundverschiedene Effekte auf die intrazellularen ROS-
Konzentrationen auftreten kdnnen (Morgan et al. 2007). In ihren Versuchen kdnnen sie nach
einer Stunde eine erhdhte Aktivitat der NOX und der ROS-Produktion nachweisen, welche
jedoch nach 24 h wieder vermindert ist. Dieser transiente Effekt kann abhangig von den
Inkubationsbedingungen und dem gewadhlten Zellsystem unterschiedlich ausgepragt sein
und wird durch den funktionellen Zustand der Gesamtzelle, der sich im Laufe der Inkubation
in glucolipotoxischem Milieu andert, malRgeblich beeinflusst.

Die Einschrankung der mitochondrialen Funktion durch den metabolischen Stress bei einem
erhohten Néahrstoffangebot fihrt neben dem Zusammenbrechen des elektrochemischen
Gradienten (Brand et al. 2004) auch zu Prozessen in den Mitochondrien, die sich deutlich auf
die endogene ROS-Entstehung auswirken kénnen. Es kann zwar im Rahmen dieser Arbeit
nicht nachgewiesen werden, ob die glucolipotoxische Zellkultur beispielsweise zu einer
vermehrten UCP-2-Expression fiihrte. Wenn dieser Mechanismus jedoch eine Rolle spielt
kann man davon ausgehen, dass nach einer gewissen Zeit sowohl die Insulinsekretion (s.
Kap. 3.2.3.3) als auch die intrazelluldare ROS-Akkumulation negativ moduliert werden.

Der Einbau von UCP-2 in die innere Mitochondrienmembran durch ROS (Echtay et al. 2002)
oder glucolipotoxische Einfliisse (Carlsson et al. 1999, Lameloise et al. 2001, Joseph et al.

2002, Patane et al. 2002) fuhrt dabei nicht nur zum Zusammenbrechen der Stimulus-
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Sekretionskopplung (Chan et al. 1999a) sondern scheint auch maligeblich an der
Ausschleusung von ROS selbst aus den Mitochondrien beteiligt zu sein (Krauss et al. 2003,
Robson-Doucette et al. 2011). Bei Mausen, bei denen UCP-2 genetisch ausgeschaltet ist,
konnten namlich vermehrte oxidative Schadigungen beobachtet werden (Arsenijevic et al.
2000, Pi et al. 2009). Dagegen fiihrt die Uberexpression von UCP-2 in insulinproduzierenden
Zelllinien zu einem protektiven Schutz vor oxidativem Stress (Li et al. 2001). In der Literatur
wird diskutiert, ob der Einbau von UCP-2 zu einem Selbstschutz der pankreatischen beta-
Zellen beitragt, die mit ihrer geringen antioxidativen Kapazitat Gber diesen Mechanismus
ROS zu entgiften versuchen (Pi et al. 20104, Li et al. 2012, Barlow et al. 2013).

AbschlieBend sei auch darauf hingewiesen, dass die glucolipotoxische Zellkultur bei beta-
Zellen apoptotische Prozesse (Piro et al. 2002) und die Autophagozytose (Komiya et al. 2010)
fordern kann. Diese grundlegenden zellularen Veranderungen und Beeintrachtigungen
fihren ebenfalls dazu, dass die Zellen geringere Konzentrationen endogen gebildeter ROS-
Konzentrationen als unter normalen Zellkulturbedingungen aufbringen kénnen.

Moore und Kollegen konnten durch eine 72 h Langzeitinkubation von Ratteninseln mit
Palmitat und Oleat in Anwesenheit einer stimulatorischen Glucosekonzentration zwar eine
Einschrankung der Insulinsekretion und des Insulingehalts feststellen, jedoch waren die ROS-
Konzentrationen im Vergleich zu Kontrollbedingungen unverandert (Moore et al. 2004). Dies
entspricht dem Ergebnis der glucolipotoxischen Zellkultur im Rahmen der vorliegenden
Arbeit. Moore und Kollegen diskutieren ihre Befunde in interessanter Weise: Wenn
oxidativer Stress im jeweiligen glucolipotoxischen Modell iberhaupt auftritt, so muss er
nicht ursachlich fir jegliche Art der beta-Zellschadigung sein. Antioxidative MaRnahmen
kdnnen somit nicht alle funktionellen Parameter vor diesen Einfllissen schiitzen.

Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Glucolipotoxizitditsmodell vermittelt also seine
schadigende Wirkung auf Granularitdat und Sekretion hauptsachlich Giber ROS-unabhangige
Mechanismen. Dies erklart, dass diese durch die Hochregulation antioxidativer Enzyme mit
Gliclazid nicht zu verhindern waren.

Einzig die durch Glucolipotoxizitat veranderte intrazellulare Ca**-Homaostase scheint durch
Prozesse hervorgerufen zu werden, vor denen durch die Senkung intrazelluldrer ROS-

Konzentration durch Gliclazid geschiitzt werden konnte (s. Kap. 3.2.3.4).
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4.1.3.4 HFD-Einfluss auf beta-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass beta-Zellen durch eine
Langzeitinkubation mit Gliclazid in vitro vor einer gestdrten Ca’’-Homdostase unter
glucolipotoxischen Bedingungen geschiitzt waren (s. Kap. 3.2.3.4). AuBerdem senkte
Gliclazid die intrazellularen ROS-Konzentrationen nach langerer Inkubation bei beta-Zellen,
die mit 15 mM Glucose stimuliert waren (s. Kap. 3.2.3.5) oder unter glucolipotoxischem
Einfluss (s. Kap. 3.2.3.6) standen. Im Rahmen einer HFD sollte daher Gberprift werden, ob

sich diese vorteilhaften Eigenschaften von Gliclazid auch in vivo dulRern.

Korpergewicht und Plasmalipidwerte

Mause auf HFD (45% Energie aus Fett, 35 % Kohlenhydrate, 20 % Protein) nahmen im
Vergleich zu ihren Artgenossen auf Standarddidt (SD, 10 % Energie aus Fett, 66 %
Kohlenhydrate, 24 % Protein) ab der fliinften Woche signifikant an Korpergewicht zu (s. Kap.
3.4.1). Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen in der Literatur (Surwit et al. 1988, Yu et al.
2011). Die labormedizinische Diagnostik ergab eine erhdhte Zirkulation von Lipiden, wie
freien Fettsduren, Cholesterin, HDL und LDL (s. Kap. 3.4.4). Gliclazid in einer Tagesdosis von
10 mg / kg KG fuhrte ab der zehnten Woche zu einem verminderten Gewichtsanstieg bei
Mausen auf HFD, wahrend die Lipidwerte davon unbeeinflusst waren. Dieses Ergebnis ist
Uberraschend und deckt sich nicht mit den langjahrigen Erfahrungen und Erkenntnissen aus
klinischen Studien, dass Sulfonylharnstoffe in ihrer therapeutischen Dosierung Lipide im Blut
senken (Baba et al. 1983, Li et al. 2010b) und das Korpergewicht steigern (Purnell et al. 2003,
Mitri et al. 2009, McFarland et al. 2010). Doch der entscheidene Unterschied zwischen der
gangigen Therapie eines bestehenden T2DM bei Patienten mit Sulfonylharnstoffen und der
im Rahmen dieser Arbeit umgesetzten In-vivo-Studie ist, dass die Gabe von Gliclazid bereits
zwei Wochen vor der HFD begonnen wurde, um durch die Hochregulation antioxidativer
Enzyme in beta-Zellen einen Schutz zu induzieren, der die Manifestation diabetesdhnlicher
Symptome bei den Mausen verhindern sollte. Die verminderte Gewichtszunahme von
Mausen auf HFD durch Gliclazid ist somit ein erster Hinweis darauf, dass diese Tiere vor den
markanten Veranderungen durch die HFD geschiitzt waren. Fiir weitere Untersuchungen
dieses protektiven Effektes miissten Untersuchungen gezielt am Fett- und Muskelgewebe
der Mause durchgefiihrt werden. Einen ersten Hinweis geben Nakano und Kollegen in ihren
Zellkulturexperimenten mit weilem und braunem Fettgewebe, in denen Gliclazid im
Gegensatz zu Glibenclamid die Gewebeproliferation hemmte, jedoch die Differenzierung
forderte. Hierfir machten sie eine Hemmung des epidermalen Wachstumsfaktors

verantwortlich (Nakano et al. 2007).
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Glucosetoleranz und Insulinsensitivitat

Zum Ende der Diat nach 12 Wochen zeigte sich, dass Mduse auf HFD eine erhohte
Blutglucosekonzentration im geflitterten und nilichternen (6 h) Zustand bei gleicher
Insulinsensivitat hatten (s. Kap. 3.4.3). Dieser Diateinfluss konnte durch Gliclazid nicht
verhindert werden. Der intraperitoneale GTT ergab, dass die HFD zu einer verschlechterten
Glucoseverwertung 60 und 120 min nach Glucoseinjektion fiihrte und 10 mg Gliclazid diesen
Diateinfluss tendenziell reduzierte. Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass durch
die permanente Aufnahme dieser Tagesdosis von Gliclazid tber das Trinkwasser bei Mausen
auf HFD eine verbesserte Toleranz gegeniber einer akuten Glucosegabe erreicht wurde
ohne jedoch die Blutglucosekonzentrationen im gefiitterten und niichternen Zustand oder
die Insulinsensitivitat bedeutend zu beeinflussen.

Die in der Literatur beschriebene Wirkung von Gliclazid, die Insulinsensitivitat des
peripheren Gewebes zu verbessern (Bak et al. 1989, Kumar et al. 2002) konnte nur bei den

ITTs in Woche 3 und 7 bei 60 min nach Insulininjektion beobachtet werden (s. Kap. 3.4.3.3).

Plasmainsulinkonzentrationen und Sekretionsraten der Inseln in vitro

Die Plasmainsulinkonzentrationen nach 12 Wochen zeigten ebenfalls positive Effekte der
Gliclazid-Gabe (s. Kap. 3.4.4): Wahrend die HFD zu einer Hyperinsulinamie flihrte, verblieben
die Plasmainsulinkonzentrationen unter Gliclazid und HFD auf SD-Niveau. Auch die In-vitro-
Insulinsekretionsmessungen verdeutlichten diesen Uberraschenden Effekt des Sulfonyl-
harnstoffes (s. Kap. 3.4.5.1): Unstimulierte (3 mM Glucose) und stimulierte (15 mM Glucose)
Inseln aus der HFD-Kohorte verfligten Uber drastisch erhdhte Insulinsekretionen. Die
Sekretionsraten der Inseln aus der HFD-Kohorte mit Gliclazid hingegen befanden sich auf
einem niedrigeren Niveau, dhnlich wie dem der Inseln aus der SD-Gruppe. Gliclazid in beiden
Tagesdosen fiihrte also wahrend der Didt zu einem Schutz der endogenen Insulinsekretion
vor einer Uberstimulation durch HFD.

Welche Ursachen kénnten neben einer erhdhten Blutglucosekonzentration zu dieser
UbermaRig gesteigerten Insulinsekretion unter HFD flihren? Wie ist der beobachtete Schutz
durch Gliclazid zu erklaren?

Eine mogliche Begriindung der beobachteten Hyperinsulindmie ware, dass das zentrale
Nervensystem in diesem Fall die Insulinsekretion maRgeblich beeinflusst. Es konnte namlich
nachgewiesen werden, dass bei Madusen auf HFD der Parasympathikustonus zunimmt und
somit eine Steigerung der Sekretionsrate Uber einen bestimmten Zeitraum beobachtet
werden kann (Ahren et al. 1997, Cruciani-Guglielmacci et al. 2005). Inwiefern die Gliclazid-

Applikation diesen Einfluss abschirmt, konnte jedoch damit nicht nachvollzogen werden.
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Eine weitere Moglichkeit ware, dass Gliclazid in der Lage ist, die durch HFD hervorgerufenen
Lipideinlagerungen in beta-Zellen (s. Kap. 1.6.3.2) in einer Weise zu verandern, dass die
Insulinsekretion trotz erhohter Lipidbelastung physiologisch ablaufen kann. So konnte eine
Interaktion der Sulfonylharnstoffe mit Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR)
nachgewiesen werden, die an der Differenzierung und Insulinsensitivitdt der Muskel- und
Fettzellen beteiligt sind (Fukuen et al. 2005, Inukai et al. 2005, Lee et al. 2011) und auch in
beta-Zellen exprimiert werden (Dubois et al. 2000). Die gezielte Aktivierung der y-lsoform
der PPAR in beta-Zellen fiihrt bei adipdsen Mausen zu einer verminderten Apoptoserate und
einer erhohten Proliferation (Kanda et al. 2010).

Nicht zu unterschatzen ist jedoch, dass vor allem die vermehrte Zirkulation von Glucose und
Nahrstoffen im Blut eine permanente Stimulation der Insulinsekretion bewirkt und durch
Glucolipotoxizitat zu einer allmahlichen Schadigung der beta-Zellen fuhrt. Es wird kontrovers
diskutiert, ob auch erhohte Plasmainsulinkonzentrationen die Sekretionsleistung der beta-
Zellen beeinflussen und somit einen Teufelskreis darstellen, der letztendlich durch die
Uberstimulation der beta-Zellen zu deren Dysfunktion fiihrt. Durch Verspohl und Kollegen
konnte die Existenz von Insulinrezeptoren auf Langerhans-Inseln nachgewiesen werden
(Verspohl et al. 1980). In der Literatur kommen neuere Untersuchungen im Gegensatz zu
den Veroffentlichungen von lversen und Elahi aus den 1970ern bzw. 1980ern zu dem
Ergebnis, dass Insulin seine eigene Synthese und Exozytose Uber Rezeptoren in beta-Zellen
durchaus vermitteln und potenzieren kann (Iversen et al. 1971, Elahi et al. 1982, Aspinwall et
al. 1999, Kulkarni et al. 1999, Luciani et al. 2005, Leibiger et al. 2008, Shawl et al. 2009). Da in
allen drei HFD-Gruppen die Glucose- und Lipidwerte erhoht waren, jedoch die GibermaRig
gesteigerte Insulinsekretion bzw. Plasmakonzentration durch Gliclazid wieder auf das Niveau
der SD-Gruppe gesenkt wurde (s. Kap. 3.4.4 und 3.4.5.1), kann angenommen werden, dass
durch Gliclazid ein feedforward-Mechansimus im Sinne einer insulinstimulierten
Insulinsekretion” unterbrochen wird. Weil hierfir keine Veranderung der Insulinsensitivitat
in Frage kommen kann (s. Kap. 3.4.3.2) scheint der protektive Effekt auf Ebene der beta-

Zellen vermittelt zu werden.

Beeinflussung der intrazellularen ROS-Akkumulation durch HFD und Gliclazid

Um zu ergrinden, ob die protektiven Effekte von Gliclazid auf die beta-Zellfunktion unter
HFD-Einfluss mit den Erkenntnissen dieser Arbeit zu vereinbaren sind, dass Gliclazid
langfristig und unter Bedingungen eines erhohten Nahrstoffangebotes die intrazelluldre

ROS-Konzentration in vivo senkte (s. Kap. 3.2.3.6 und 3.3.3), wurden im Anschluss an das In-
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vivo-Projekt ROS-Messungen mit den isolierten Inselzellclustern aus den Ma&usen aller
Kohorten durchgefiihrt.

Die iibermaRig gesteigerte Insulinsekretion unter HFD-Einfluss kdnnte gemaR der von Pi und
Kollegen aufgestellten Hypothese damit begriindet werden, dass gewisse ROS-
Konzentrationen flr eine erhdhte Insulinsekretion bei unstimulierten beta-Zellen im Sinne
eines feedforward-Mechansimus ursachlich sind (Pi et al. 2007). So kdnnte Gliclazid durch
seine nachgewiesene antioxidative Wirkung die beta-Zellen vor diesem Stimulus schiitzen.
Die ROS-Messungen im Anschluss an das In-vivo-Projekt zeigten aber liberraschenderweise,
dass die physiologische ROS-Akkumulation in Anwesenheit von 15 mM Glucose in Inselzellen
unter HFD vermindert war und durch Gliclazid auf ein Niveau dhnlich der SD gehalten
werden konnte (s. Kap. 3.4.5.3). Der HFD-Einfluss flhrte also dazu, dass stimulierte beta-
Zellen nicht mehr die ROS-Konzentrationen wie die der beta-Zellen aus der SD-Kohorte
aufbringen konnten. Ferner muss davon ausgegangen werden, dass auch transiente Effekte
bei diesen Untersuchungen eine Rolle spielen: So kdonnten erhéhte ROS-Konzentrationen
wahrend der HFD zelluldre Schadigungen verursacht haben, die durch Gliclazid abgewendet
werden konnten.

Ahnliche Beobachtungen machten auch Valle und Kollegen (Valle et al. 2011): Sie stellten
ebenfalls verminderte ROS-Konzentrationen in beta-Zellen von Ratten auf HFD fest und
korrelierten diese Beobachtung mit der reduzierten Expression und Aktivitdat der NADPH-
Oxidase. Denkbar ware demnach folgende Kaskade: Die permanente Nahrstoffzufuhr fihrt
eine gewissen Zeit lang zu erhohter ROS-Akkumulation aus verschiedenen intrazelluldren
ROS-Quellen (Robertson 2004). Die beta-Zellen regulieren die Aktivitdt der NADPH-Oxidase
im Sinne eines Selbstschutzes herunter. In den In-vivo-Studien der vorliegenden Arbeit
konnte Gliclazid durch seine antioxidative Wirkung einen initialen ROS-Anstieg in den beta-
Zellen durch die HFD abfangen und dadurch die Herunterregulation ROS-produzierender
Signalwege unnotig machen, sodass die Zellen den Selbstschutzmechanismus nicht
aktivieren mussen.

Die im Anschluss an die HFD durchgefiihrten ROS-Messungen wurden nach Ubernacht-
Inkubation im Zellkulturmedium und einer einstiindigen Inkubation in Badlosung mit 15 mM
Glucose ohne Gliclazid an beta-Zellen vorgenommen. Somit existierte kein akuter
antioxidativer Einfluss mehr, der den Zustand der Inseln ,,ex vivo” hitte beeinflussen kbnnen
(Abb. 4.02).
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12 Wochen HFD nach Ende der HFD
A
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Abb. 4.02 - Hypothese zur HFD-vermittelten Reduktion der NADPH-Oxidaseaktivitdt in beta-Zellen - beta-
Zellen sind durch den Einfluss der HFD unter metabolischem und oxidativem Stress. Die Reduktion der NADPH-
Oxidaseaktivitdit durch eine verminderte Expression (Valle et al. 2011) stellt einen moglichen
Selbstschutzmechanismus dar (A). Bei beta-Zellen mit einer erhdhten antioxidativen Kapazitdt (Gliclazid als
Scavenger oder antioxidativer Enzyminduktor) findet keine Aktivitatsminderung im Sinne eines Selbstschutzes
statt (B). Sie verfiigen in anschlieRenden In-vitro-Versuchen tber eine physiologische NADPH-Oxidaseaktivitat

und damit erhdhten intrazelluldren ROS-Konzentrationen.
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4.2 Regulation von antioxidativen Schutzmechanismen in der beta-Zelle

4.2.1 Karp-Kanalhemmung

Sulfonylharnstoffe wie Tolbutamid oder Gliclazid vermitteln ihre antihyperglykdmische
Wirkung durch direkte Interaktion mit der Stimulus-Sekretionskopplung pankreatischer beta-
Zellen. Hierzu binden sie an die SUR1-Untereinheit des Kapp-Kanals, was dessen
Konformationsinderung induziert und den hyperpolarisierenden K'-Ausstrom hemmt
(Ashcroft et al. 1999). Durch die pharmakologisch induzierte Membrandepolarisation
werden spannungsabhingige L-Typ-Ca**-Kanile geoffnet, das wiederum die zytosolische
Ca’*-Konzentration ansteigen lisst und die Insulinsekretion triggert (Bokvist et al. 1995,
Mariot et al. 1998, Rutter et al. 2006a).

Katp-Kanalinhibitoren wie die Sulfonylharnstoffe flihren im Gegensatz zum physiologischen
Glucose- und Na&hrstoffmetabolismus in beta-Zellen zu einer kontinuierlichen Karp-
Kanalhemmung und provozieren damit einen unphysiologischen Ca**-Einstrom, der zwar die
Insulinsekretion verbessert aber auch die Uberladung der Mitochondrien mit Ca®* fordert.
Die im Rahmen dieser Arbeit gemessene Beeinflussung von AW zeigten, dass die Ubernacht-
Inkubation mit Gliclazid die Mitochondrien im Vergleich zu Kontrollbedingungen starker
depolarisiert (s. Kap. 3.3.2). Vor allem eine diabetische Stoffwechsellage bedingt aufgrund
der gesteigerten mitochondrialen Aktivitdit eine vermehrte Ca2+—UberIadung der
Mitochondrien und induziert langfristig eine Einschrankung der mitochondrialen ATP-
Synthese (Duchen 1999) sowie apoptotische Prozesse (Richter et al. 1996, Ichas et al. 1998,
Kruman et al. 1999). Patientenstudien zeigen, dass die Therapie mit Karp-Kanalinhibitoren
den Untergang der beta-Zellen begiinstigt und damit zwangslaufig zur Insulinpflichtigkeit
fihrt (Del Prato et al. 2006, Aston-Mourney et al. 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch auch nachgewiesen werden, dass zwischen den
Sulfonylharnstoffen im Bezug auf die intrazelluldare ROS-Akkumulation Unterschiede
herrschen (s. Kap. 3.3.3): Wahrend Tolbutamid in kurz- und langzeitigen Inkubationen Ca”'-
abhangig zu einer Steigerung intrazellularer ROS-Konzentrationen in stimulierten beta-Zellen
flhrte, hatte Gliclazid keinen Einfluss und senkte die ROS-Niveaus sogar langfristig und unter
glucolipotoxischen Bedingungen (s. Kap. 3.2.3.6). Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit
den Untersuchungen von Sawada und Kollegen an einer insulinproduzierenden
Tumorzelllinie (Sawada et al. 2008). Eine unterschiedliche Wirkung der Sulfonylharnstoffe
auf die ROS-Akkumulation kénnte die Ursache fiir die in den vorausgegangen Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe gemessene erhdhte Apoptoserate von Inselzellen, die mit Tolbutamid

inkubiert waren, im Vergleich zu mit Gliclazid inkubierten Zellen sein (Gier et al. 2009). Die
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Steigerung der Apoptose konnte anhand von Glibenclamid auch in humanen Inseln gezeigt
werden (Maedler et al. 2005).

Fir Tolbutamid wurde weiterhin auch eine Verminderung des Insulingehalts und der
Expression von Karp-Kandlen nachgewiesen (Takahashi et al. 2007). Remedi und Kollegen
beobachteten eine beta-Zelldysfunktion auch in vivo an Mausen, die jedoch nach Absetzen
des Sulfonylharnstoffes reversibel war (Remedi et al. 2008).

Diese schadlichen Einflisse von Tolbutamid sind Caz+—abhéngig, wie Efanov und Kollegen in
ihrer Veroffentlichung Ende der 1990er Jahre aufzeigen, in der sie auch erstmals die
apoptoseinduzierenden Eigenschaften von Tolbutamid nachwiesen (Efanova et al. 1998). In
einer insulinproduzierenden Tumorzelllinie konnte diese Ca**-Abhingigkeit hingegen nicht
nachvollzogen werden (Rustenbeck et al. 2004).

Wie kann der unter Tolbutamid beobachtete Ca®*-abhingige ROS-Anstieg und die damit
einhergehende Einschrankung der mitochondrialen Funktion erklart werden? Im Hinblick auf
die mitochondriale Aktivitit induzierte der vermehrte Ca**-Einstrom durch die
pharmakologische Karp-Kanalinhibition mit Tolbutamid oder Gliclazid eine Depolarisation von
AW (s. Kap. 3.3.2). Dieser Effekt wurde durch die gleichzeitige Inkubation mit einem L-Typ-
Ca**-Kanalblocker vollstandig verhindert, daher kénnen direkte Effekte der getesteten
Sulfonylharnstoffe auf AW ausgeschlossen werden. In einer Ubersichtsarbeit von Wiederkehr
und Wollheim wird der metabolisch oder pharmakologisch induzierte Ca**-Einstrom in die
Mitochondrien der beta-Zellen mit einem feedforward-Mechanismus auf die ATP-
Syntheserate in Verbindung gebracht (Wiederkehr et al. 2008). Erhéhte Ca*'-
Konzentrationen sollen glucoseunabhangig Gber die Aktivierung mehrerer Dehydrogenasen
im Citratzyklus die Generierung der Reduktionsaquivalente induzieren. Dies steht in klarem
Widerspruch zu den Erkenntnissen aus unserer Arbeitsgruppe: Im Rahmen der Diplomarbeit
von Cita Bauer (2012) wurde gezeigt, dass der durch Tolbutamid induzierte Ca**-Einstrom
unter Glucosestimulation die Konzentrationen von NAD(P)H und FADH, in beta-Zellen nicht
erhohte. NAD(P)H nahm hingegen unter dem Einfluss von Tolbutamid ab. Dies kann mit
einer beschleunigten Atmungskette und dem erhéhten NAD(P)H-Verbrauch an Komplex |
erklart werden.

Aullerdem wiirde ein feedforward-Mechanismus gegen die unter stimulatorischen Glucose-
konzentrationen auftretenden Oszillationen von [Ca]*’, AW und V,, und der pulsatilen
Insulinsekretion sprechen (s. Kap. 1.4.2.4). Der durch Sulfonylharnstoffe induzierte Ca®'-
Einstrom fihrt hingegen zu einer Depolarisation von AW, das einen verminderten
Protonenriickstrom Uber die F{Fo-ATPase bedingt und die ATP-Synthese vermindert. Die

Beschleunigung der Atmungsketten begiinstigt die Bildung von ROS.
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Waéhrend Tolbutamid gemalR dem zuvor beschriebenen Regelkreis zu einer Zunahme der
ROS-Konzentration fiihrte, wurde durch Gliclazid keine zusatzliche ROS-Akkumulation
induziert bzw. in Langzeitexperimenten wurden die ROS-Konzentrationen sogar gesenkt.
Dieser Umstand wird sehr wahrscheinlich auf die in der Literatur beschriebenen
Radikalfangereigenschaften des Molekiils zurickzufiihren sein (Scott et al. 1991, Noda et al.
1997, Sliwinska et al. 2012). Gliclazid ist also aufgrund seiner molekularen Eigenschaft in der
Lage, die ROS-Entstehung, die es durch die Karp-Kanalhemmung eigentlich bewirken misste,
gleich wieder abzufangen. Darlber hinaus muss man annehmen, dass Sulfonylharnstoffe
nicht nur mit den Karp-Kandlen sondern auch mit weiteren zelluldren Targets interagieren,
die fir die ROS-Entstehung entscheidend sind. So wurde beispielsweise gezeigt, dass
Tolbutamid und andere Vertreter im Gegensatz zu Gliclazid eine direkte Aktivierung von
Epac2 (Exchange protein directly activated by cAMP 2) vermitteln (Zhang et al. 2009). Es
bleibt abzuwarten, welchen Stellenwert dieser Signalweg fiir die beta-Zellfunktion und

intrazelluldaren ROS-Konzentrationen hat.

4.2.2 Nrf2-Aktivierung

Nrf2 riickt als wichtiger Regulationsfaktor des endogenen antioxidativen Systems immer
mehr in den Fokus der Grundlagenforschung (Lee et al. 2005b, Kaspar et al. 2009). Die
pharmakologische Induktion der Nrf2-Translokation in den Zellkern stellt dabei ein mogliches
therapeutisches Konzept dar, die Expression von durch Nrf2 positiv regulierter Gene gezielt
zu steuern und damit metabolische Erkrankungen zu behandeln, deren Ursache und
Auswirkungen auf oxidativem Stress beruhen (Pi et al. 2010c, Sykiotis et al. 2011, Wang et al.
2011, Chartoumpekis et al. 2013, Xu et al. 2013).

Yu und Kollegen konnten bereits in einer In-vivo-Studie an Mausen zeigen, dass die Gabe von
Oltipraz vor durch HFD ausgeldstem Ubergewicht und Insulinresistenz schiitzt (Yu et al.
2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals versucht mit der gezielten
pharmakologischen Nrf2-Aktvierung, einen antioxidativen Schutz in isolierten murinen
Wildtyp-Inseln zu induzieren, der die Insulinsekretion vor den schadlichen Einflissen von
H,0, und 3-NPA schiitzen sollte (s. Kap. 3.1.3 und 3.2.1).

Ahnliche Experimente sind bisher hauptsichlich an genetischen Mausmodellen durchgefiihrt
worden. Eine kirzlich erschienene Verdéffentlichung von Yagishita und Kollegen untersuchte
den Einfluss erhohter ROS- und RNS-Konzentration auf die Viabilitat und Funktion
pankreatischer beta-Zellen bei Keap1-KO- bzw. Nrf2-KO-Madusen. Sie testeten aullerdem den
Nrf2-Aktivator Bardoxolon (CDDO) und konnten einen Anstieg in der Expression

antioxidativer Enzyme und eine Reduktion von oxidativem Stress beobachten (Yagishita et al.
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2013). Weitere Untersuchungen fihrten Uruno und Kollegen an einem diabetischen
Mausmodell durch, bei dem durch die genetische Ausschaltung von Keapl oder durch die
Applikation von CDDO die Glucosetoleranz verbessert werden konnte (Uruno et al. 2013).
Die Vorinkubation mit einem Nrf2-Aktivator (Oltipraz oder TBHQ) konnte Langerhans-Inseln
vor einer Einschrankung der Insulinsekretion durch H,O, bewahren. Fir TBHQ war dieser
Schutzeffekt allerdings statistisch nicht sicherbar und muss daher in zukilnftigen
Experimenten durch Variation der Inkubationsbedingungen, wie Subtanzkonzentration und
Inkubationsdauer, weiter untersucht werden.

Oltipraz und TBHQ unterscheiden sich hinsichtlich ihres Nrf2-Aktivierungsmechanismus
grundlegend voneinander: Wahrend Oltipraz direkt und Uber seine Metabolite mit dem
Keap1-Nrf2-Komplex reagiert, vermittelt TBHQ seinen Effekt liber seine Autooxidation und
die dabei entstehenden ROS.

Fir das Anthelminthikum Olitpraz konnte nachgewiesen werden, dass es in Zellen
chemopraventive und antioxidative Verteidigungsmechanismen aktiviert (Kensler et al.
1999, Kensler et al. 2003, Zhang et al. 2008). Uber die Expression von Phase-l-Enzyme
(Buetler et al. 1995) vermittelt es zudem seine eigene Metabolisierung und verstarkt
hierliber seinen Nrf2-translozierenden Effekt auf die Keapl-Proteinbindung (Primiano et al.
1995, Clapper 1998, Petzer et al. 2003, lida et al. 2004, Choi et al. 2010). Auch die Bildung
von ROS durch Oltipraz konnte nachgewiesen werden, was einen weiteren
Wirkmechanismus auf das Keap1-Nrf2-System darstellen konnte (Velayutham et al. 2005, Jia
et al. 2008, Holland et al. 2009). Oltipraz konnte in einer metabolischen Studie an Mausen
auf HFD deren Glucosetoleranz und Insulinsensitivtat verbessern (Yu et al. 2011). In einem
diabetischen Streptozotocin-Modell, welches auf einer H,0,-induzierten beta-Zellschadigung
beruht (Takasu et al. 1991), fihrte die Applikation von Oltipraz zu einem milderen Verlauf
der Hyperglykdamie (Aleksunes et al. 2010).

TBHQ gehort zur Substanzklasse der Chinone und wurde ausgehend von seiner methylierten
Vorstufe 3-BHA durch Untersuchungen der Struktur-Wirkungsbeziehung in den 1970er
Jahren entwickelt (Benson et al. 1978). Es zeigte sich namlich, dass die demethylierten
Derivate von 3-BHA in der Induktion einer Expression ARE-positiver Gene wesentlich
potenter waren (De Long et al. 1985, Prochaska et al. 1985). Dem Nrf2-Aktivierungs-
mechanismus liegt die chemische Instabilitdt dieser Substanzen zu Grunde: In Anwesenheit
von Sauerstoff und Metallionen werden sie liber eine Semichinon-Zwischenstufe zur
chinoiden Form oxidiert (Bensasson et al. 2008, Wang et al. 2010). Die dabei entstehenden
ROS setzen die Thiolgruppen des Keapl-Proteins zu intramolekularen Disulfidbriicken um,

sodass es zu einer Konformationsanderung mit der anschliefenden Nrf2-Translokation
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kommt (Yu et al. 1997) (s. Kap. 1.6.5). Dieser Aktivierungsmechanismus kann abhangig von
der Konzentration und der Inkubationszeit die Zellen mit erhéhten ROS-Konzentrationen
belasten. Inseln, die Gber Nacht mit TBHQ inkubiert waren, zeigten womoéglich aus diesem
Grund morphologische Schaden, wahrend ihre Insulinsekretion nach wie vor auf dem Niveau
der uninkubierten Inseln lag. Dass auch eine kurze Inkubationszeit mit TBHQ zur Nrf2-
Aktivierung fihren koénnte, zeigen die Untersuchungen von Wang und Kollegen, die eine
Expression ARE-positiver Gene bereits nach 30 min nachwiesen (Wang et al. 2010).

Fiar TBHQ konnte die Nrf2-vermittelte Verbesserung der Zellviabilitdit einer
insulinproduzierenden Tumorzelllinie gegeniliber Arsen nachgewiesen werden (Yang et al.
2012). Dariber hinaus konnten Nishizono und Kollegen in einem Rattenmodell aufzeigen,
dass die Gabe von TBHQ vor einem durch Streptozotocin induzierten beta-Zelluntergang
schiitzt (Nishizono et al. 2000). In einer kiirzlich veréffentlichten Studie wurde mit TBHQ eine
Reduktion von RNS und der damit einhergehenden Apoptose in insulinproduzierenden
Tumorzelllinie festgestellt (Ogasawara et al. 2013).

Oltipraz und TBHQ stellen nur zwei Vertreter von Prototypen einer ganz neuen Klasse von
Wirkstoffen dar, deren Mechanismus und Bedeutung noch weitgehend unbekannt sind.
Darlber hinaus muss man annehmen, dass auch viele aktuell eingesetzte Arzneistoffe
synthetischer und natdrlicher Art einen Einfluss auf das Keap1-Nrf2-System nehmen kdnnen.
In diesem Zusammenhang sei auf eine interessante Ubersichtsarbeit von Castellano und
Kollegen hingewiesen, in der antidiabetisch wirkende Naturstoffe mit einem pentazyklischen
Triterpen-Grundgeriist wie die Oleanolsdure, deren Wirkmechanismen bisher weitgehend
ungeklart sind, mit einer Transkription entsprechender Gene in Zusammenhang gebracht
werden (Castellano et al. 2013). Dies zeigt, dass neben der Aufkldarung vieler bisher
unbekannter Wirkmechanismen von Naturstoffen im Hinblick auf deren Rolle als Nrf2-
Aktivatoren auch die Bedeutung des Keapl-Nrf2-Systems selbst im Kontext von
neurologischen, onkologischen oder endokrinologischen Erkrankungen geklart werden muss.
Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass die pharmakologische Nrf2-Aktivierung
vor allem flr die pankreatischen beta-Zellen eine therapeutische Option darstellt, sie bereits

in einer pradiabetischen Phase vor oxidativen und metabolischen Schaden zu schitzen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass metabolischer Stress in Form von erhohten
Konzentrationen an ROS und RNS zu deutlichen Einschrankungen der beta-Zellfunktion flhrt
und daher fiir die Pathogenese des T2DM eine grol3e Rolle spielt.

Langerhans-Inseln aus dem SUR1-KO-Mausmodell zeichneten sich in den Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe als duBerst widerstandsfahig gegeniiber oxidativen Einfllissen aus.
Die erhohte Aktivitat der wichtigsten antioxidativen Enzyme wurde sowohl im genetischen
Modell als auch durch die pharmakologische Inhibition des Katp-Kanals in Wildtyp-Inseln
nachgewiesen. Im Vergleich zu Tolbutamid erwies sich Gliclazid dabei als ein Vertreter der
Sulfonylharnstoffe, der selbst keinen steigernden Einfluss auf die Grundapoptoserate hatte
und sich demzufolge fir eine langfristige Gabe besser eignet.

Es sollte untersucht werden, ob die praventive Gabe von Gliclazid die beta-Zellfunktion vor
oxidativen Schadigungen schiitzt und sich daher als Langzeittherapeutikum bereits in einer
Phase des Pradiabetes eignen konnte. Hierflir wurden verschiedene experimentelle
Methoden angewandt, um die intrazellularen Konzentrationen an ROS und RNS zu erhdhen,
ihre metabolischen Auswirkungen zu charakterisieren sowie verschiedene antioxidative

Strategien, wie die durch Gliclazid erhohte Enzymaktivitat, zu testen:

e Die in der Literatur beschriebene Erzeugung von oxidativem Stress durch die
spezifische Inhibition des Komplex Il der mitochondrialen Atmungsketten mit 3-
Nitropropionsdure (3-NPA) findet in murinen Inselzellen nicht statt. Die
physiologische ROS-Akkumulation durch Glucosestimulation wird durch die Komplex-
lI-Hemmung sogar verhindert. Dementsprechend kdnnen verschiedene antioxidative
Schutzkonzepte die Sekretionshemmung, die durch 3-NPA hervorgerufen wird, nicht
verhindern. Die Versuche mit 3-NPA stellen jedoch die Bedeutung der Succinat-
Dehydrogenaseaktivitat des Komplex Il flir eine uneingeschrankte beta-Zellfunktion
und die endogene ROS-Entstehung heraus. Die Einschrankung der mitochondrialen
Funktion und die daraus resultierende Sekretionshemmung kénnen durch Kare-
Kanalhemmung kompensiert werden.

e H,0, und der NO-Donor SNOC fihren zu erheblichen Einschrankungen der
Insulinsekretion. Im Rahmen der Diplom-Arbeit von Cita Bauer (2012) konnte
erstmals gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen H,O, und der Succinat-
Dehydrogenase (Komplex Il) als eine mogliche Ursache fiir die Hemmung der

Stimulus-Sekretionskopplung gelten kann. Die Experimente der vorliegenden Arbeit
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zeigen, dass auch die NAD(P)H-Konzentrationen durch H,0, gesenkt werden. Die
Modulation der Karp-Kanalaktivitdt durch Gliclazid kann den H,0,- oder SNOC-
induzierten Sekretionsverlust nicht verhindern. Der Nrf2-Aktivator Oltipraz sowie das
SOD-Mimetikum TEMPOL dagegen schiitzen die Insulinsekretion vor H,0,.

e Die bei Typ 2 Diabetikern hiufig vorliegende Fehl- bzw. Uberernihrung kann in vitro
durch ein Glucolipotoxizitatsmodell und in vivo durch ein Hochfettdidt-Projekt
nachgeahmt werden. Die langfristige Gliclazid-Inkubation bewirkt unter
Glucolipotoxizitat eine Senkung der ROS-Konzentrationen und einen Schutz der
metabolischen Ca®*-Regulation. Nach einer zwélfwdchigen HFD sind Miuse, die
Gliclazid bekamen, vor Gewichtszunahme und einer libermaRigen Insulinsekretion
geschitzt. Gliclazid kann darlber hinaus vor beta-Zellschadigungen wahrend der HFD
schiitzen, die in anschlieBenden In-vitro-Untersuchungen zu einer verminderten ROS-
Akkumulation in Anwesenheit einer stimulatorischen Glucosekonzentration fihren.

e Tolbutamid erhéht Caz+—abhéngig die ROS-Konzentration in beta-Zellen. Gliclazid hat
dagegen kurzfristig keinen Effekt auf ROS und senkt die ROS-Konzentrationen in
Langzeitinkubationen Uber 24 h. Dies konnte erkldren, weshalb in den
vorausgegangen Arbeiten unserer Arbeitsgrupppe zwischen Gliclazid und Tolbutamid

unterschiedliche Grundapoptoseraten gemessen wurden.

Der Schutz der beta-Zellfunktion vor oxidativem Stress stellt eine wichtige therapeutische
Option dar, die die Insulinpflichtigkeit der Patienten deutlich hinauszogern konnte. Doch
sollte die Erh6hung der antioxidativen Kapazitat nicht durch Arzneistoffe erfolgen, die selbst
schadigende Effekte auf die beta-Zelle haben kénnen. Die Hemmung der Karp-Kanale durch
Sulfonylharnstoffe ist ein seit Jahrzehnten etabliertes Therapiekonzept, deren insulinotrope
Wirkung mit dem allmahlichen Untergang von beta-Zellmasse einhergeht. Das sogenannte
Sekundarversagen und die nachgewiesene Erhohung der antioxidativen Enzymaktivitat
hdangen mit dem Einfluss der Sulfonylharnstoffe auf die intrazelluldre Ca**-Homaostase und
mit Ausnahme von Gliclazid der gesteigerten ROS-Akkumulation zusammen. Deshalb sollte
das Augenmerk auf neuartige Targets und Signalwege wie das Keapl-Nrf2-System gelegt
werden, die dhnliche protektive Effekte aufweisen kdnnen ohne jedoch die beta-Zellfunktion
UibermaRig zu beeinflussen.

Dariiber hinaus sollte durch Lebensstilanderung und pharmakotherapeutische
Interventionen versucht werden fiir die beta-Zellen im Gesamtorganismus bessere

Bedingungen zu schaffen. Die Senkung von Glucose-, Lipid- und Insulinkonzentrationen im
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Blut stellt dabei den wichtigsten Schritt dar und wirde die dauerhafte Stimulation der
endogenen Insulinsekretion vermindern.

Eine kompensatorische Steigerung der Plasmainsulinkonzentration kann durch die gezielte
Einflussnahme auf die Insulinsensitivitdit des peripheren Gewebes verhindert werden.
Dadurch wird die Sekretionsleistung der beta-Zellen geschont. Die sogenannten ,Insulin-
Sensitizer” sind jedoch aufgrund schwerwiegender Nebenwirkungen bis auf Pioglitazon
vollstandig vom deutschen Arzneimittelmarkt verschwunden. Metformin als Standard-
therapeutikum bei T2DM kann ebenfalls die Glucoseaufnahme in peripheres Gewebe
verbessern, ist aber aufgrund therapielimitierender Effekte, wie dem Auftreten von
gastrointestinale Beschwerden und Laktatazidosen, nicht bei allen Patienten uneinge-
schrankt einsetzbar.

Das zukunftsweisende antidiabetische Therapiekonzept sollte daher aus einem mdglichst
frihzeitigen Schutz der Langerhans-Inseln vor durch Fehlerndhrung induzierten
metabolischen Schadigungen in Kombination mit MaBnahmen zur Verbesserung der
Hormonwirkung an den Zielzellen bestehen. Aullerdem missen entziindliche und
autoimmunologische Begleiterkrankungen therapiert und durch eine gesunde Lebensweise
abgewendet werden. So konnte die Manifestation eines T2DM bereits in der

pradiabetischen Phase verhindert werden.
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