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epidermal growth factor receptor
Eukaryotic initiation factor 2A
extracellular regulated kinase 1/2

forkhead box A2
forkhead box M1
forkhead box 01

growth arrest and DNA-damage-inducible 45a

Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
Glucose-abhangiges insulinotropes Peptid
glucagon-like peptide 1
Glucosetransporter 2

Glucosetransporter 4

G-protein coupled receptor 40

(free fatty acid receptor 1)

glycogen synthase kinase

histone deacetylase

homeodomain interacting protein kinase 2
Isocitratdehydrogenase
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Abkiirzungsverzeichnis

IGF
IGF-1R
IL
ILDR2
IRE1K
IRS
Jak2
JNK
Ki-67
MafA
MAPK
ME
NFAT
Nix
Nkx2.2
Nkx6.1
NmUR2
nPKC
OGT
p18
p27
p300
p53
PASK
Pax-4
PC
PC1/2/3
PCNA
PDK
PDX1
PERK
PGC-1a
PI3K
PKA
Pml
PPARG
PPIA
PRL
PTB1B
PTEN
PUMA
RIM1
SHC2
SHIP2
Sirtl
SORCS1

SREBP-1c
Stat5
TAg
TNFa
TRAF2
UCP2

insulin-like growth factor

insulin-like growth factor 1 receptor

Interleukin

immunoglobulin-like domain containing receptor 2
inositol requiring 1 kinase

insulin receptor substrate

Janus Kinase 2

c-jun NH2-terminal kinase

antigen identified by monoclonal antibody Ki-67

musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family protein A

mitogen-activated protein kinase
Malatenzym

nuclear factor of activated T-cells

NIP3-like protein X

NK2 transcription factor related, locus 2
NKG6 transcription factor related, locus 1
Neuromedin-U-Rezeptor-2

novel protein kinase C

O-linked GIcNac transferase
cyclin-dependent kinase inhibitor 2C
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B

histone acetyltransferase p300
transformation related protein 53
Per-Arnt-Sim-Kinase

paired box gene 4

Pyruvatcarboxylase

Prohormonkonvertase 1/2/3

proliferating cell nuclear antigen
3-Phosphoinositide dependent protein kinase
pancreatic and duodenal homeobox 1
PRKR-like endoplasmatic reticulum kinase
PPARy-coactivator-1a
phosphoinositide-3-kinase

Proteinkinase A

promyelocytic leukemia protein

peroxisome proliferator-activated receptor y
peptidylprolyl isomerase A

Prolactin

protein tyrosine phosphatase 1B
phosphatase and tensin homologue

p53 upregulated modulator of apoptosis
Rab3A-interacting molecule-1

Src homology 2 domain containing transforming protein 2
SH-2 containing inositol 5'-phosphatase
Sirtuin 1

sortilin-related VPS10 domain containing receptor 1

sterol regulatory element binding protein-1c
signal transducer and activator of transcription 5
SV40 large T oncoprotein

tumor necrosis factor o

TNF receptor-associated factor 2

uncoupling protein 2
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Abkiirzungsverzeichnis

Einheiten

%
°C
ug
ul

d

4

h
kcal
M
mA
Min
ml

mM

2
mm

nm
nM

¥4
pH
pM
rpm

v/v

w/w

Prozent
Grad Celsius
Mikrogramm
Mikroliter
Tage
Gramm
Stunde
Kilokalorie
Molar
Milliampere
Minute(n)
Milliliter
Millimolar

Quadratmillimeter

Nanometer
Nanomolar
Picogramm

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration

Picomolar

rounds per minute

Sekunde(n)
Units

volume per volume

Watt

weight per weight
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Der Diabetes mellitus

1.1.1 Definition und Klassifikation des Diabetes

Unter der Bezeichnung Diabetes mellitus werden mehrere heterogene Stérungen des Stoffwechsels
zusammengefasst, deren Leitbefund eine Hyperglykamie ist. Im engeren Sinne versteht man
darunter Defekte in der Insulinsekretion des Pankreas, eine verminderte Wirkung des Insulins oder
beides. Neben der Hyperglykdamie sind typische Symptome der Erkrankung eine Polyurie, Polydipsie
sowie ein Gewichtsverlust. Weitere damit assoziierte Langzeitfolgen sind z.B. Retinopathien,
Nephropathien und Neuropathien sowie eine erhéhte Inzidenz fiir kardiovaskuladre Erkrankungen und
Bluthochdruck. Im schlimmsten Fall missen Amputationen von Gliedmaen aufgrund von
Ulzerationen vorgenommen werden (ADA, 2011; Kerner and Briickel, 2008). Die Klassifikation des
Diabetes erfolgt nach den zu Grunde liegenden pathogenetischen Mechanismen (Kuzuya und
Matsuda, 1997). Aktuell werden vier Hauptgruppen unterschieden, die den Diabetes mellitus Typ-1,
den Typ-2-Diabetes, Gestationsdiabetes und weiteren spezifischen Formen wie LADA (/ate onset
autoimmunity diabetes in the adult) oder MODY (maturity onset diabetes of the young) beinhalten
(Kerner and Briickel, 2008).

Typ-1-Diabetes (T1D) tritt mit einer Haufigkeit von 5 — 10 % auf und entsteht durch eine Zerstérung
der B-Zellen durch Autoimmunreaktionen. Als Marker fiir T1D gelten Autoantikdrper gegen Insulin,
GADG65 oder gegen die Tyrosinphosphatase 1A-2 und IA-23 (Medici et al., 1999). Die Zerstérung der B-
Zellen beim T1D ist unter anderem genetisch pradisponiert, wobei Umwelteinflisse ebenfalls eine
Rolle spielen kénnen. Ein kleiner Teil der T1D-Patienten zeigt einen Verlust von B-Zellen ohne
immunologische Reaktionen (idiopathischer T1D). Die Atiologie dieses Phianomens ist nahezu
unbekannt. Tritt ein T1D erst im Erwachsenenalter auf, spricht man von einem late onset
autoimmunity diabetes in the adult (LADA) (ADA, 2011).

Der Typ-2-Diabetes (T2D) ist mit 90—-95 % die weltweit haufigste Form des Diabetes und ist
charakterisiert durch eine phanotypische Variabilitdit mit unterschiedlich schwer ausgepragten
Storungen der Insulinwirkung und -sekretion. Die Pathogenese des T2D beginnt mit einer
Insulinresistenz, die haufig aus einer Adipositas resultiert. Uber Jahre hinweg wird die
Insulinresistenz durch eine Hyperinsulindmie kompensiert. Ist dies nicht mehr moglich, tritt ein
gradueller Blutzuckeranstieg ein, der Uber einen relativen Insulinmangel in einen absoluten
Insulinmangel miinden kann. Das Risiko fiir T2D nimmt mit dem Alter sowie mit dem Korpergewicht

und einer mangelnden Fitness zu (ADA, 2012).
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Lediglich bei 1 —4 % aller Schwangerschaften tritt ein Gestationsdiabetes auf, der alle Formen von
Glucoseintoleranz wahrend der Schwangerschaft beinhaltet. Die Ursache dafiir sind haufig
Schwangerschaftshormone, die die Wirkung des Insulins herabsetzen. Wie beim T1D und T2D variiert
der Schweregrad dieser Diabetesform in Abhéngigkeit einer genetischen Pradisposition (ADA, 2012).

Weitere spezifische Formen des Diabetes wie MODY (maturity-onset diabetes of the young) treten
mit hoher Seltenheit auf und sind assoziiert mit monogenen Defekten der B-Zelle, die zu einer
verminderten Insulinsynthese und —sekretion fiihren (ADA, 2012; Byrne et al., 1996; Herman et al.,

1994).

1.2 Pathogenese des Typ-2-Diabetes

Der Typ-2-Diabetes ist charakterisiert durch die Kombination von Insulinresistenz, einer
mangelhaften Insulinsekretion sowie einer Stérung in der Glucoseaufnahme peripherer Gewebe
(DeFronzo, 2004). Die Ursachen dafiir sind vielfdltig und ergeben sich aus exogenen Faktoren wie
dem Lebensstil (Erndhrung, koérperliche Bewegung), sowie einer genetisch bedingten Komponente

(Stumvoll et al., 2005).

1.2.1 Die Rolle der Erndhrung

Eine Adipositas, ausgel6st durch falsche Erndhrung und verminderter koérperlicher Aktivitat, gilt als
Risikofaktor fiir einen T2D (Hu et al., 2001). Aus diesem Grund ist das Ziel der Diabetesbehandlung
die Reduktion des Korpergewichts durch Aufnahme hypokalorischer, fettarmer Nahrung (medical
nutrition therapy, MNT) (Pan et al., 1997; Viswanathan et al., 1997). Neben dem Energiegehalt spielt
ferner die Zusammensetzung der Nahrung aus Makrondhrstoffen eine Rolle bei der Entstehung des
T2D. Mehrere Humanstudien konnten zeigen, dass eine langfristige Aufnahme fettreicher Nahrung
nachteilige Effekte auf die Insulinsensitivitdt hat (Bisschop et al., 2001). Dass aber auch die Art des
Fettes die Entstehung von Insulinresistenz und T2D modulieren kann, zeigen weiter zurick liegende
Studien. Eine kohlenhydratarme Diat mit hohem Anteil ungesattigter Fettsduren hatte bei
Diabetikern eine Verbesserung der Insulinresistenz zur Folge (Garg et al., 1988). Spatere
Untersuchungen haben beispielsweise ergeben, dass ein hoher Gehalt an trans-Fettsduren in der
Nahrung das T2D-Risiko erhéht (Clandinin und Wilke, 2001; Riserus et al., 2002), wahrend mehrfach
ungesattigte Fettsauren (poly unsaturated fatty acids, PUFAs), besonders n-3 PUFAs, in geeigneter
Menge das T2D-Risiko senken (Segal-Isaacson et al., 2001). Wird unter isokalorischen Bedingungen
der Fettanteil in der Nahrung durch Kohlenhydrate substituiert, wird zwar die Insulinresistenz
verringert, aber postprandiale Blutzucker- und Insulinspiegel werden erhoht (Garg et al., 1994).
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Dieses Beispiel zeigt, dass die Kombination verschiedener Nahrungsbestandteile in ihrer biologischen
Wirkung sehr heterogen ist und damit Einfluss auf die Insulinproduktion und Wirkung nimmt
(Costacou und Mayer-Davis, 2003). Bei diabetessuszeptiblen Mausmodellen wie der New Zealand
Obese (NZO) oder C57BL/KsJ-Lepdb/db- Maus konnte ein T2D nur durch vollige Kohlenhydratrestriktion
abgewendet werden (Jirgens et al.,, 2007; Leiter et al., 1983). Den ungiinstigen Auswirkungen
verdaulicher Kohlenhydrate stehen die Ballaststoffe gegeniiber. In mehreren Kohorten-Studien
wurde gezeigt, dass insbesondere die Aufnahme von Ballaststoffen in Form von Cerealien das

Diabetesrisiko vermindert (Meyer et al., 2000; Salmeron et al., 1997).

1.2.2 Adipositas und Insulinresistenz als Hauptursache fiir Typ-2-Diabetes

Von Insulinresistenz spricht man, wenn die Insulin-vermittelte Aufnahme von Glucose in Muskel- und
Fettzellen vermindert ist bzw. die hepatische Glucosefreisetzung nur noch unzureichend durch
Insulin inhibiert wird (Stumvoll et al.,, 2005). Insulinresistenz steht in enger Assoziation mit
Adipositas, wobei die verringerte Insulinwirkung durch veranderte Konzentrationen zirkulierender
Hormone, Cytokine und freie Fettsduren (non-esterified fatty acids, NEFA) ausgeldst wird (Boden,
1997). Zur Kompensation der Insulinresistenz werden erhéhte Mengen Insulin sezerniert. Durch
diesen Prozess kann die Glucosehomoostase fiir eine begrenzte Zeit aufrechterhalten werden, jedoch
tragt die Hyperinsulindmie zur weiteren Verschlechterung der Insulinresistenz bei (Kahn, 2003).
Dieser Teufelskreis fihrt dazu, dass das Gleichgewicht zwischen [B-Zellfunktion und peripherer
Insulinresistenz gestort wird und mindet in einer Hyperglykdmie mit B-Zelluntergang (manifester
T2D). Die molekularen Ursachen fiir die Insulinresistenz sind vielfaltig aber lassen sich groRtenteils
auf Stérungen im Insulinrezeptor-Signalweg zurlickfiihren. Insbesondere nPKCs (novel protein kinase
C) wie PKCB und PKCe sollen die Insulinrezeptorexpression bei Anwesenheit von freien Fettsduren
vermindern (Dey et al., 2006). Speziell PKCS soll durch Serin-Phosphorylierung des Insulinrezeptors
eine Autophosphorylierung der Tyrosinreste bei Insulinbindung verhindern, wodurch keine Insulin-
stimulierte GLUT4-Translokation und Glucoseaufnahme stattfinden kann (Strack et al., 1997). Neben
den PKCs wurde berichtet, dass Insulinresistenz liber die Fettsdaure-vermittelte Aktivierung von
PTB1B (protein tyrosine phosphatase 1B) auftritt, weil dieses die Insulin-stimulierte Tyrosin-
Phosphorylierung des Insulinrezeptors aufhebt (Zinker et al.,, 2002). Weiterhin wird den
Proteinphosphatasen PTEN (phosphatase and tensin homologue) und SHIP2 (SH-2 containing inositol
5’-phosphatase 2) eine Rolle bei der Fettsdure-induzierten Insulinresistenz zugesprochen, weil diese
den Insulinrezeptor/IRS/PI3K/AKT-Signalweg durch Dephosphorylierungen in Muskel- und Leber-
zellen beeintrachtigen (Butler et al.,, 2002; Clement et al.,, 2001). Die bei Insulinresistenz

unzureichende Inhibition der hepatischen Glucosefreisetzung wird ferner durch eine mangelnde
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Inaktivierung der GSK3 (glycogen synthase kinase 3) ausgelost, was wiederum dazu fuhrt, dass die
Glykogensynthase nicht durch Insulin aktiviert werden kann (Schinner et al., 2005). Neben freien
Fettsauren wird proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa oder IL-6 aus vornehmlich viszeralem
Fettgewebe eine inhibitorische Wirkung auf den IR-Signalweg in peripheren Geweben zugesprochen
(Schinner et al.,, 2005). Versuche mit Muskel- und Fettzelllinien konnten auch zeigen, dass
Insulinresistenz Uber die Bindung von Fettsauren an TLRs (toll-like receptors) vermittelt wird. Diese
Bindung fuhrt dazu, dass innerhalb der Zelle inflammatorische Signalwege aktiviert werden, die den

Insulin-Signalweg unterbrechen (Senn, 2006; Song et al., 2006).

1.2.3 B-Zelldysfunktion aufgrund von Glucose- und Lipidtoxizitat

In der dekompensatorischen Phase der T2D-Pathogenese tritt eine B-Zelldysfunktion ein, die durch
eine verminderte Insulinsynthese und Insulinsekretion sowie durch eine progrediente Zerstérung der
B-Zellen gekennzeichnet ist (DeFronzo, 2004). Allen voran wird dieser Prozess durch die negativen
Auswirkungen einer Hyperglykdmie (Glucosetoxizitat), einer chronischen Dyslipiddmie (Lipidtoxizitat)
sowie einer Kombination aus beidem ausgel6st (Poitout und Robertson, 2002; Robertson et al., 2007;
Unger, 1995). Die dafiir zu Grunde liegenden Mechanismen lassen sich hauptsdchlich mit dem
Verlust von Insulingentranskriptionsfaktoren (Olson et al., 1993; Poitout et al., 1996; Sharma et al.,
1995), einem abweichenden intrazelluldrem Energiestoffwechsel, oxidativem Stress sowie
mitochondrialen Fehlfunktionen (Kim und Yoon, 2011) zusammenfassen.

Lipidtoxizitat beschreibt die negativen Auswirkungen hoher Fettsaurespiegel auf die B-Zellfunktion.
Aufgrund einer Vielzahl verschiedener Fettsdauren muss zwischen positiven und negativen
Auswirkungen unterschieden werden. Gesattigte Fettsduren (z.B. Palmitat) gelten als toxisch,
wahrend ungesattigte (z.B. Oleat) protektiv gegen B-Zellversagen wirken (Kim und Yoon, 2011;
Poitout et al., 2010). Neben freien Fettsduren wird auch der Cholesterolstoffwechsel als Ausloser von
Lipidtoxizitat genannt. Speziell die Aufnahme von LDL (low density lipoprotein)-Partikeln in die B-Zelle
und ihre Oxidation beeintrdchtigen die Insulinexpression und kénnen eine Apoptose auslésen (Cnop
et al., 2002).

Insbesondere die Kombination aus Glucose- und Lipidtoxizitdt (Glucolipotoxizitdt) wird in den letzten
Jahren als Hauptursache fir Fehlfunktionen bzw. den Untergang von B-Zellen diskutiert. Dieses
Gebiet wurde zwar schon umfassend untersucht, jedoch fehlen noch viele Details, die eine
zusammenfassende Aussage zulielRen.

Ein Mechanismus, der relativ gut erforscht ist, beinhaltet die Akkumulation langkettiger Acyl-CoA-
Ester (LC-CoA, long chain fatty acyl-coenzyme A) im Cytosol von B-Zellen, weil Uber einen

gesteigerten Glucosestoffwechsel vermehrt Malonyl-CoA entsteht, das die CPT1 (Carnitin-Palmityl-
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Transferase-1) und somit die Aufnahme der LC-CoAs in die Mitochondrien hemmt. Da eine
Dyslipidamie zu einer vermehrten Fettsdureaufnahme in den B-Zellen fiihrt, werden auf diese Weise
zusatzlich LC-CoAs akkumuliert (Prentki und Corkey, 1996; Prentki et al., 2002). LC-CoAs werden
weiter zu toxischen Ceramiden bzw. Triglyceriden verstoffwechselt, die eine beeintrachtige
Insulinsekretion sowie B-Zellapoptose auslosen (Kelpe et al., 2002; Shimabukuro et al., 1998). Die
Anhéaufung von Triglyceriden in der B-Zelle wird zusatzlich durch die Palmitat-stimulierte Aktivierung
der AMPK (AMP-aktivierte Proteinkinase), welche Gber SREBP-1c (sterol regulatory element binding
protein-1c) eine erhéhte Lipogenese bewirkt, geférdert (Wang et al., 2007).

In den letzten Jahren wurde dem unter Punkt 1.2.2 beschriebenem PKCe erhdhte Aufmerksamkeit
geschenkt. Ausgeldst durch Glucolipotoxizitdt soll PKCe in der [B-Zelle eine beeintrachtigte
Insulinsekretion bewirken, die durch das Ausschalten dieses Proteins wieder aufgehoben werden
kann (Schmitz-Peiffer et al., 2007). Glucolipotoxizitdat nimmt weiterhin Einfluss auf die Exocytose der
Insulingranula. Die durch Palmitat ausgeloste Aktivierung der SREBP-1c hat zur Folge, dass die
Expression von Granuphilin, einem Effektor des GTP-bindenden Proteins Rab27a erhoht wird,
wodurch das Ankoppeln der Insulingranula an der Plasmamembran bei hohen Glucose-
konzentrationen erschwert ist (Kato et al., 2006).

Neben einer gestorten Insulinsekretion bei Glucolipotoxizitdt gilt eine Beeintrachtigung der
Insulinexpression als Hauptursache fiir die B-Zelldysfunktion. Dabei sollen Fettsduren nicht zwingend
die Insulin-mRNA verandern, aber eine Glucose-stimulierte Promotoraktivitat inhibieren, indem die
Bindung von Transkriptionsfaktoren wie PDX1 (pancreatic and duodenal homeobox 1) oder MafA (v-
maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein A) verringert wird (Hagman et al.,
2005; Kelpe et al., 2003). Dieser Mechanismus soll einerseits Uber die Verstarkung der Glucose-
stimulierten ERK1/2 (extracellular-regulated kinase 1/2)-Expression durch Palmitat ausgel&st werden.
Andererseits wurde gezeigt, dass Fettsauren die Aktivitat der PAS-Kinase (Per-Arnt-Sim-Kinase, PASK)
blockieren, wodurch wiederum die Aktivitdt des insulingenspezifischen Transkriptionsfaktors PDX1
gehemmt wird (Fontes et al., 2009).

Zusatzlich zur beeintrachtigten Insulinsynthese sowie -—sekretion kann Glucolipotoxizitat die
Apoptose von B-Zellen auslosen (El-Assaad et al.,, 2003). Naheres dazu soll unter dem Punkt 1.4

ausgefuhrt werden.

1.2.4 Genetische Ursachen des Diabetes-Typ-2

Der T2D ist eine komplexe Erkrankung, die aus einer Kombination von Umweltfaktoren und multiplen
genetischen Faktoren resultiert. Die Hereditat dieser Erkrankung wird deutlich, wenn man die hohe

Inzidenz zwischen Verwandten betrachtet. Bei Verwandten ersten Grades betragt die Inzidenz des
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Diabetes bis zu 25 % (Pierce et al., 1995). Bezogen auf eine gestorte Glucosetoleranz wird bei
eineiigen Zwillingspaaren sogar eine Wahrscheinlichkeit von bis zu 88 % angegeben (Henkin et al.,
2003).

Die genetische Suszeptibilitat des T2D beim Menschen wird durch eine hohe Zahl von Genvarianten
und Loci bestimmt. Von diesen genetischen Prediktoren sind zurzeit Giber 30 Gene mit Hilfe von
genomweiten Assoziationsstudien (GWAs) identifiziert worden, die mit T2D assoziieren. Lediglich
10 % der Hereditat des T2D kann durch diese Gene erklart werden, wobei sich die Assoziation nur auf
eine B-Zelldysfunktion aber nicht auf eine Insulinresistenz bezieht (Herder und Roden, 2011).

Unter den identifizierten Genen wurden zwei durch Kopplungsanalysen identifiziert (Ahlqgvist et al.,
2011). Der Transkriptionsfaktor TCF7L2 (transcription factor 7-like 2, TCF7L2) zeigt dabei die starkste
Assoziation mit der Erkrankung T2D (Grant et al., 2006). Der Mechanismus, durch den TCF7L2 Einfluss
auf die T2D-Entstehung nimmt, ist nur wenig verstanden. Bekannt ist lediglich, dass SNPs innerhalb
des TCF7L2 verantwortlich fir eine gesteigerte hepatische Glucosefreisetzung bzw. fiir eine
Abschwachung der Inkretinwirkung (GLP-1) auf die Inseln sind (Lyssenko et al., 2007). CAPN10
(Calpain 10) wurde ebenfalls durch Kopplungsanalyse als Risikogen identifiziert. Hierbei handelt es
sich um eine Cystein-Protease mit groRtenteils unbekannter Funktion im Glucosemetabolismus
(Horikawa et al.,, 2000). Von den weiteren durch GWAs identifizierten Risikogenen sind PPARG
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma), IRS1 (insulin receptor substrate 1), KCNJ11
(potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11), WSF1 (wolfram syndrom 1), HNF1A
(HNF homeobox A) und HNF1B (HNF homeobox B) zu nennen.

In der Maus wurden in der Vergangenheit ebenfalls intensive Anstrengungen unternommen, um
Diabetes-assoziierte Gene zu identifizieren. Kirzlich wurden einige Diabetesgene wie Sorcsi, /ldr2
oder Zfp69 positionell kloniert (Clee et al., 2006; Dokmanovic-Chouinard et al., 2008; Scherneck et
al., 2009). Wie beim Menschen tragen diese Gene nur zu einem kleinen Teil zur Entstehung des T2D

bei, womit die Komplexitat dieser Erkrankung unterstrichen wird (Das und Elbein, 2006).

1.3 Modellsysteme zur Erforschung des Typ-2-Diabetes

1.3.1 Mausmodelle

Die Pathogenese des T2D ist ein komplexer Prozess, der mehrere Gewebe des Korpers einschlielst.
Zur Erforschung dieser Erkrankung besteht daher die Notwendigkeit des Einsatzes von
Modellorganismen. Aus praktischen und ethischen Gesichtspunkten ist die Verwendung groRer
Saugetiere fir die Erforschung des T2D limitiert, weshalb sich die Anwendung von Ratten- und

Mausstammen etabliert hat (Srinivasan und Ramarao, 2007). Insbesondere bieten Mause eine Reihe
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von Vorteilen, weil sie kostengiinstig und platzsparend zu halten sind und zudem schnelle
Generationsfolgen und groRe WurfgroRen aufweisen (Peters et al., 2007). Wie beim Menschen
beruht die Entstehung des T2D in der Maus auf einem heterogenen Ursachenmuster. Nitzlich sind
daher die mittlerweile unzahligen Inzuchtstimme und Linien, die einen &dhnlichen genetischen
Hintergrund wie ein Mensch mit T2D aufweisen kénnen. Die T2D-Mausstamme werden nach ihrem
genetischem Ursprung (monogen / polygen), didtetischer, chemischer und chirurgischer Induktion

sowie nach Transgenitat klassifiziert (Srinivasan und Ramarao, 2007).

1.3.1.1 Die New Zealand Obese (NZ0O)-Maus

Eine in der vorliegenden Arbeit verwendete Maus ist die NZO-Maus. lhren Ursprung hat diese
Inzuchtlinie in der Otago Medical School in Neuseeland, die aus einer Verpaarung agouti-farbener
Tiere hervorging, die von der 12. bis zur 17. Generation auf das Merkmal Adipositas selektiv
weiterverpaart wurden (Bielschowsky und Goodall, 1970). Die NZO-Maus stellt ein Modell flr das
polygene metabolische Syndrom mit Adipositas, Typ-2-Diabetes und Bluthochdruck dar (Jirgens et
al., 2006; Ortlepp et al., 2000). Die Adipositas der Tiere resultiert aus einer Kombination von
Hyperphagie (Leptinresistenz) und einem reduzierten Energieumsatz (Igel et al., 1997). Eine Ursache
flr die Hyperphagie dieser Tiere ist eine Variante des NmuR2 (Neuromedin-U-Rezeptor-2), die zu
einer verminderten Bindungsaffinitdt des anorexigenen Peptids Neuromedin-U fiihrt (Schmolz et al.,
2007). Speziell die Entstehung einer ausgepragten Hyperglykdmie bzw. Hypoinsulindmie in
Verbindung mit einem B-Zelluntergang machen die Maus interessant fir die Untersuchung von
Mechanismen des B-Zelluntergangs (Crofford und Davis, 1965; Herberg und Coleman, 1977). Eine
Ursache fiir die Ausbildung eines T2D in der NZO-Maus haben Thorburn und Andrikopoulos mit
Kollegen beschrieben. Aufgrund einer Regulationsstorung der Fructose-1,6-bisphosphatase in der
Leber ist die Glycogensynthaseaktivitdt bei gleichzeitig gesteigerter Gluconeogenese reduziert
(Andrikopoulos et al., 1993; Thorburn et al., 1995). Eine bemerkenswerte Eigenschaft der NZO-Maus
und anderer diabetessuszeptibler Mausstamme ist die Vermeidung einer Hyperglykdmie mit B-
Zelluntergang bei vollstandiger Kohlenhydratrestriktion (Jirgens et al., 2007; Kluth et al., 2011;
Mirhashemi et al., 2008). Dieses Charakteristikum wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um nach
initialer Kohlenhydratrestriktion durch anschlieRende Kohlenhydratgabe eine rasche Entwicklung

eines T2D mit B-Zelluntergang auszuldsen.

1.3.1.2 Die B6.V-Lep®”/**-Maus

ob/ob

Die homozygote B6.V-Lep®””’-(ob/ob) Maus zeichnet sich, wie die NZO-Maus, durch eine starke

Adipositas aus. Diese Eigenschaft wurde bereits 1950 von Ingalls und Kollegen entdeckt, die dieses
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Merkmal von einem Auszuchtstamm durch Kreuzung auf die C57BL-Maus Ubertrugen (Ingalls et al.,
1950). Weitere Untersuchungen dieser Maus ergaben, dass homozygote Alleltrager infertil sowie
kalteintolerant sind. Die Ursache fiir die Hyperphagie und Adipositas dieser Tiere wurde Anfang der
90er Jahre durch Friedman und Kollegen identifiziert. Eine homozygot vererbte Mutation im
Leptingen (Lep) fihrt zu einem Mangel an funktionellem Leptin und dadurch zu einer Hyperphagie
sowie Adipositas (Zhang et al., 1994). Neben der Adipositas weisen die Tiere eine Hyperinsulindmie
auf, was sie vor der Ausbildung eines Typ-2-Diabetes schiitzt. Lediglich transiente Hyperglykdmien
wurden nach einer Mahlzeitaufnahme beobachtet (Garthwaite et al., 1980). Eine Auffalligkeit dieses
Tiermodells ist ihre enorme Inselzahl und -masse, was sie als Modell zur Untersuchung der B-Zelle
interessant macht (Carter et al., 2009). Wird die ob-Mutation jedoch auf normalerweise schlanke
nicht-diabetische C57BL/KsJ-M3use Ubertragen, werden diese adipds und leiden an einem Diabetes
mit B-Zelluntergang (Bell und Hye, 1983). Dieses Beispiel zeigt, dass das Vorhandensein diabetogener

Allele maRgeblich entscheidend fiir die Manifestation des T2D ist.

1.3.2 Zellmodelle

Zelllinien bieten eine tierversuchsfreie Maoglichkeit physiologische bzw. pathophysiologische
Mechanismen des T2D zu untersuchen. Das grofSte Anwendungsgebiet betrifft die Untersuchung von
Auswirkungen verschiedener Behandlungen. Weiterhin kann durch genetische Manipulation
(Transfektion) der Zellen die Rolle verschiedenster Proteine untersucht werden (Ulrich et al., 2002).
Der Vorteil vieler Zelllinien ist die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen. Jedoch wird die teilweise
abweichende Genetik und Physiologie zu den entsprechenden Primarzellen als nachteilig angesehen
(Skelin et al., 2010). Um immortalisierte Zelllinien zu generieren, muss die natirliche Seneszenz von
Primarzellen Uberwunden werden. Dazu ist eine Reihe von Methoden etabliert, die eine
Transformation von Priméarzellen zu einer Tumorzelllinie ermoglichen. Vielfach wurde die
Bestrahlung (Gazdar et al., 1980) und die virale Infektion eingesetzt. Fir letztgenannte Methode hat
sich die virale Expression des SV40 large T oncoprotein (TAg) durchgesetzt (Efrat et al., 1988). Dieses
beeintrachtigt die Wirkung von Tumorsuppressoren wie p53, p300 und weiteren zellularen Faktoren
wie Cdkn1la (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) und ermoglicht dadurch die Transformation in eine
Tumorzelllinie (Ali und DeCaprio, 2001). Die am h&ufigsten eingesetzten B-Zelllinien sind RINm, INS-1,
HIT, BTC1 und die MIN-Zellen (Skelin et al., 2010).

1.3.2.1 Die MIN6-Zelle

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Zelllinie war MIN6 (mouse insulinoma cell line 6). Diese

Linie hat ihren Ursprung in transgenen C57BL/6-Md&usen, die durch virale Infektion das SV40-TAg
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trugen und auf diese Weise Insulinome bildeten. Die aus einem Tumor isolierten MIN6-Zellen sind in
der Lage, Insel-dhnliche Strukturen zu bilden, exprimieren den Glucosetransporter 2 (GLUT2), die
Glukokinase und in hohem Male Insulin (Miyazaki et al., 1990). Untersuchungen zur Fahigkeit von
MIN6-Zellen beziiglich einer Glucose-stimulierten Insulinsekretion (GSIS), Glucosetransport und
-metabolismus haben die Ahnlichkeit zu isolierten Inseln herausgestellt. So zeigen diese Zellen eine
um 7-fach gesteigerte GSIS bei Erhohung der Mediumglucosekonzentration von 5 mM auf 25 mM
und halten diese bis 50 mM Glucose aufrecht. Glucose erreicht innerhalb von 15 Sekunden die Zelle
und wird mit bis zu 80 % durch die Glukokinase phosphoryliert. Vergleicht man die MIN6-Zellen mit
primaren B-Zellen, so beinhalten diese etwa 1/5 der Insulinmenge und erreichen zwischen 30 und
70 % der sekretorischen Leistung von Inseln, womit sie im Vergleich zu anderen B-Zelllinien wie BTC-
1, HIT-T15 oder RINmM5F geeigneter sind (Ishihara et al., 1993). Diese Vorteile wurden in der
Vergangenheit vermehrt ausgenutzt, um den Einfluss von Glucose- und Lipidtoxizitat auf die B-
Zellfunktion zu untersuchen (Furukawa et al., 1999; Ge et al., 2010; Sargsyan und Bergsten, 2011,
Thorn und Bergsten, 2010). Aus diesem Grund wurde die MIN6-Zelle in der vorliegenden Arbeit als

Referenzmodell genutzt.

1.4 Storungen der B-Zellfunktion

1.4.1 Der Insulin/IGF-1-Rezeptorsignalweg

In peripheren Geweben wie Muskel oder Fettgewebe |6st die Bindung des Insulins am
Insulinrezeptor eine Signalkaskade aus, die Uber IRS-Adapterproteine, PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase), PDK (3-phosphoinositide-dependent protein kinase) und PKB/AKT (protein kinase B) eine
Translokation von GLUT4-Vesikeln zur Plasmamembran initiiert. Uber diesen Mechanismus erfolgt
eine rasche Energieversorgung der Zellen mit Glucose (Holman und Cushman, 1994). Seid etwa 15
Jahren ist bekannt, dass die B-Zelle Uber einen nahezu identischen autokrinen Feedback-
Mechanismus in ihrer Funktion reguliert wird (Leibiger et al., 2008). Die Bedeutung dieses Signalwegs
far die B-Zellfunktion wurde unter anderem durch selektive Manipulation einzelner Komponenten
hervorgehoben (Kubota et al., 2004; Kulkarni et al., 1999; Tuttle et al., 2001). Neben dem
Insulinrezeptor exprimieren B-Zellen eine weitere Tyrosin-Kinase, den IGF-1-Rezeptor (IGF-1R).
Dieser wird durch Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren wie IGF-1 aber auch durch hohe
Insulinkonzentrationen aktiviert und vermittelt unter anderem dieselbe Signaltransduktion wie der
Insulinrezeptor (De Meyts et al., 1994; Yarden und Ullrich, 1988). Durch B-zellspezifische Ablation des
IGF-1R und der daraus resultierenden Beeintrachtigung der Glucose-stimulierten Insulinsekretion

wurde die Rolle dieses Rezeptors fiir die B-Zellfunktion herausgestellt (Xuan et al., 2002).

22



EINLEITUNG

Im Detail l6st die Bindung von Insulin bzw. Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren an den
Insulinrezeptoren A und B (IR-A, IR-B) sowie IGF-1R der B-Zelle die intrinsische Tyrosin-Kinase-
Aktivitat der Rezeptoren aus, die zu einer Autophosphorylierung fihrt. Dadurch erfolgt eine Tyrosin-
Phosphorylierung von Adapterproteinen wie IRS-1/2 (insulin receptor substrate-1/2) oder SHC2 (Src
homology 2 domain containing transforming protein). Nachgeschaltete Effektoren der IRS-Proteine
sind die PI3K, die wiederum eine Aktivierung der PDK durch PIP; (Phosphatidylinosotol-3,4,5-
triphosphat) auslost. PDK phosphoryliert AKT (Proteinkinase B), welches eine Zentralfunktion in
vielen Zelltypen einnimmt. Phosphorylierte AKT in der B-Zelle besitzt anti-apoptotische, mitogene

sowie den Metabolismus anregende Funktionen (Abb. 1) (Leibiger et al., 2008).

Insulin IGF-1

B-Zellmembran

Abb. 1: Der Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalweg. Dargestellt ist ein Teil des Insulin/IGF-1-Rezeptorsignalwegs der
B-Zelle. Durch Bindung von Insulin bzw. IGF-1 an die entsprechenden Rezeptoren wird eine Signalkaskade
aktiviert, die zu einer Phosphorylierung der AKT fihrt. Exemplarisch ist die durch AKT gesteuerte Regulation
des Transkriptionsfaktors FoxO1 gezeigt, welcher durch Phosphorylierung in das Cytosol transloziert und
dadurch die Insulinexpression ermoglicht.

Ein primares Target der AKT-Kinase ist der Transkriptionsfaktor FoxO1. Diesem Transkriptionsfaktor
werden mehrere zum Teil gegensatzliche Funktionen zugeschrieben. Es wird unter anderem
diskutiert, dass er eine Rolle bei der Insulinexpression, der B-Zellproliferation sowie bei der Abwehr
von Stress spielt. Ebenso wurde gezeigt, dass FoxO1 durch Aktivierung von pro-apoptotischen Genen
im Zellkern fiir den programmierten Zelltod verantwortlich ist. Eine interessante Eigenschaft von
FoxO1 ist die Regulation seiner Aktivitdat durch Phosphorylierung. Unter Normalbedingungen liegt

FoxO1 in einer inaktiven, phosphorylierten Form im Cytosol der B-Zellen vor. Bei Dephosphorylierung
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transloziert FoxO1 jedoch in den Nukleus und kann dort Zielgene aktivieren bzw. reprimieren
(Glauser und Schlegel, 2007). Ein entscheidender Aspekt von FoxO1 ist, dass er die Expression des -
zellspezifischen Transkriptionsfaktors PDX1 reguliert. Eine Translokation von FoxO1 in den Zellkern
hat zur Folge, dass die Expression des FoxA2-regulierten PDX1 reprimiert wird und dadurch die B-
Zellfunktion verloren geht (Abb. 1) (Kitamura et al., 2002).

Der protektive Effekt des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs fiir das Uberleben der B-Zellen wurde in
unzahligen Arbeiten beschrieben (D'Alessandris et al., 2004; Dickson und Rhodes, 2004; Elghazi et al.,
2006). Umgekehrt wurde vielfach gezeigt, dass eine Beeintrachtigung dieses Signalwegs zum Verlust
der B-Zellfunktion und zur Apoptose bei T2D fiihrt (Federici et al., 2001; Hashimoto et al., 2006;
Kulkarni et al., 1999; Withers et al., 1998). Im Einzelnen wurde die Rolle des FoxO1 fiir eine B-
Zelldysfunktion und Apoptose herausgestellt (Kitamura et al., 2002; Martinez et al., 2006), weshalb

dieser Signalweg Gegenstand der Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit ist.

1.4.2 Stresssignalwege als Ausloser von B-Zelluntergang

Da B-Zellen standigen Blutglucoseschwankungen unterworfen sind, erfordert dies eine effektive
Regulation der Insulinsynthese. Aus diesem Grund besitzen B-Zellen ein hoch entwickeltes
endoplasmatisches Retikulum (ER), in dem die Insulintranslation unter anderem (iber die UPR
(unfolded protein response) reguliert wird (Back et al., 2009; Vander Mierde et al., 2007). Bei diesem
Prozess wird die Glucose-stimulierte Insulintranslation durch Dephosphorylierung oder Phospho-
rylierung des elF2a (eukaryotic initiation factor 2a) reguliert (positiver ER-Stress). Genau genommen
I6st die Phosphorylierung (Aktivierung) des elF2a eine Attenuierung der Proteintranslation sowie
eine schnellere Degradation fehlgefalteter Proteine aus. Die Aktivierung des elF2a erfolgt bei
sinkenden Glucosekonzentrationen (iber verschiedene elF2a-Kinasen oder durch PERK (PRKR-like
endoplasmatic reticulum kinase) bei Ansammlung falsch gefalteter Proteine. Von positivem ER-Stress
zu unterscheiden ist der negative ER-Stress, bei dem eine aktivierte UPR nicht geniigt, um ein zu
hohes Aufkommen ungefalteter Proteine zu bewiltigen. Es kommt zur Uberladung des ER mit
fehlgefalteten Proteinen, zu oxidativem Stress und zu einer Schadigung der Mitochondrien. Das hat
zur Folge, dass elF2a liber ATF4 (activating transcription factor 4) Signalwege aktiviert, die zum
Verlust der B-Zellfunktion und zur Apoptose fiihren (Abb. 2) (Back et al., 2009; Laybutt et al., 2007

van der Kallen et al., 2009).
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Abb. 2: Einfluss von ER-Stress auf die B-Zellfunktion. Dargestellt ist die Regulation der Proteintranslation im ER
durch elF2a. In Abhangigkeit von der Glucosekonzentration wird die Proteintranslation tber elF2a aktiviert
oder inhibiert. Bei Akkumulation fehlgefalteter Proteine wird Gber ATF4 entweder eine Proteindegradation
bzw. Attenuierung der Translation oder eine Apoptose Giber CHOP eingeleitet.

Unter den Auslésern von negativem ER-Stress in B-Zellen befinden sich insbesondere gesattigte
Fettsduren wie Palmitat, die zellulare Fehlfunktionen sowie eine Apoptose auslosen (Lai et al., 2008;
Laybutt et al., 2007). Insbesondere die Kombination einer Hyperglykdmie mit gesattigten Fettsduren,
wie sie haufig bei einem T2D vorliegt, gilt als besonders B-zelltoxisch. Bei diesem Signalweg erfolgt
eine Aktivierung der JNK (c-Jun N-terminal kinase) durch die IRE1 (inositol requiring 1)-Kinase infolge
einer gestorten UPR (Bachar et al., 2009). JNK gehort zu den MAP (mitogen-activated protein)-
Kinasen und gilt als Mediator von B-Zelldysfunktionen, Insulinresistenz und Apoptose (Kaneto et al.,
2007). Es wurde beschrieben, dass infolge der JNK-Aktivierung durch z.B. ROS (reactive oxygen
species), freie Fettsduren oder proinflammatorische Zytokine (z.B. TNFa) eine Reduktion der
Insulinexpression eintritt, die aus einer verminderten Bindungsaktivitat des Transkriptionsfaktors
PDX1 am Insulinpromotor resultiert (Kaneto et al., 2002). Dieser Mechanismus soll zum einen Uber
den Transkriptionsfaktor c-Jun (Kaneto et al., 2007) und zum anderen (iber FoxO1 vermittelt werden
(Kawamori et al., 2006). Die durch JNK ausgel6éste B-Zellapoptose erfolgt Uber die Induktion von
CHOP (C/EBP homologous protein 10), womit JNK als Schalter innerhalb der ER-Stress-unduzierten B-
Zellapoptose fungiert (Nishitoh, 2012). Eine durch JNK vermittelte Insulinresistenz entsteht durch die
inaktivierende Serinphosphorylierung des IRS-1 (insulin receptor substrate 1) im Insulin/IGF-1-

Rezeptor-Signalweg (van der Kallen et al., 2009).

1.4.3 Die Regulation der Insulinexpression

Die Aufrechterhaltung einer Euglykdmie wird durch eine Glucose-abhdngige Regulation der

Insulinsynthese und Exocytose gewahrleistet. Die Insulinsynthese wird auf transkriptioneller Ebene
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durch drei Transkriptionsfaktoren, dem PDX1, MafA und BETA2 (NeuroD) reguliert. In Folge
steigender Blutglucoselevel aktivieren diese drei Transkriptionsfaktoren auf synergistische Art und
Weise die Insulinexpression durch Bindung an den Cis-Elementen A, E und C im Promotorbereich des
Insulingens (siehe auch Abb. 40, Diskussion). Die Rekrutierung der Transkriptionsfaktoren ist ein sehr
komplexer Vorgang und erfolgt einerseits liber ihre Lokalisation im Zellkern und andererseits in der
Regulation ihrer DNA-Bindungsaktivitdat durch Interaktion mit anderen Molekiilen oder durch
Phosphorylierung und Glycosilierung (Andrali et al., 2008).

Durch Glucose stimulierte Phosphorylierung des PDX1 mittels diverser Kinasen wie PI3K (Wu et al.,
1999), PAS (An et al.,, 2006) oder ERK1/2 (Khoo et al., 2003) wird seine Bindung an der
Histonacetyltransferase p300 ermdglicht. Dieser Komplex erlaubt die Acetylierung von Histonen im
Insulinpromotor wodurch eine Elongation der Transkription durch die Polymerase Il moglich ist
(Mosley et al., 2004; Mosley und Ozcan, 2003). Umgekehrt kann PDX1 die Insulinexpression bei
niedrigen Glucosekonzentrationen reprimieren, indem es die HDAC1/2 (histone deacetylase-1/2) zum
Insulinpromotor rekrutiert (Mosley und Ozcan, 2004). Ferner wurde eine Regulation der PDX1-
Aktivitat durch posttranslationale Modifikation wie SUMOylierung (Kishi et al., 2003) oder
Glykosylierung beschrieben (Gao et al.,, 2003). Das zur Familie der basic helix-loop-helix (bHLH)
Transkriptionsfaktoren gehdrende BETA2 bindet nur als Heterodimer mit E2A (E47) an einer E-Box
(CANNTG) im Insulinpromotor und tragt zur Aktivierung der Insulinexpression bei (Glick et al., 2000).
Ahnlich wie PDX1, wird seine Aktivitdt durch Phosphorylierung mittels ERK1/2 (Khoo et al., 2003)
sowie durch Glycosilierung mittels OGT (O-linked GIcNAc transferase) gesteigert (Andrali et al., 2007).
Auf diese Weise wird wiederum die Histonacetyltransferase p300 gebunden und sorgt durch
Histonmodifikation flr eine Transkription der Insulingene (Qiu et al., 2002). Der basic leucine zipper-
Transkriptionsfaktor MafA reguliert die Insulinexpression durch ein Gleichgewicht zwischen Glucose-
induzierter Expression oder proteasomaler Degradation (Han et al., 2007). Es ist beschrieben, dass
die MafA-Expression wiederum durch Bindung von glykosyliertem FoxO1 (Kitamura et al., 2005),
BETA2 oder PDX1 an seinem Promotor induziert wird (Raum et al., 2006). Der Abbau des MafA bei
niedrigen Glucosekonzentrationen erfolgt durch GSK3-mediierte Phosphorylierung an Ser®, Thr”’,
Thr>® und Ser* und anschlieRender Destabilisierung (Han et al., 2007).

Die bei einem T2D beeintrachtigte Insulinexpression geht auf eine verminderte Bindung oben
genannter Transkriptionsfaktoren am Insulinpromotor zurilick. Dabei gilt insbesondere der Verlust
von PDX1 sowie MafA als Ursache. Bekannt ist, dass z.B. eine Phosphorylierung von PDX1 durch GSK3
zu seiner Degradation fihrt (Boucher et al., 2006) oder seine nukledre Lokalisation durch JNK-
vermittelte Phosphorylierung verhindert wird (Kawamori et al., 2003). Ebenso existiert ein Vielzahl

von Hinweisen, dass Glucose- und Lipotoxizitdit (Hagman et al., 2005) sowie der Einfluss
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proinflammatorischer Zytokine die Bindungsaktivitat des MafA am Insulinpromotor beeintrachtigen

(Oetjen et al., 2007).

1.4.4 Die Regulation der Insulinsekretion

Eine gesunde B-Zelle zeichnet sich durch eine angemessene Glucose-stimulierte Insulinsekretion
(GSIS) aus, um eine Glucosehomdostase zu wahren. Als Hauptausléser der Insulinsekretion gilt ein
steigender Glucosespiegel, wobei die Sekretion oszillierend und biphasisch verlauft. In der ersten
Phase dem ,Peak” wird innerhalb weniger Minuten eine grofle Menge gespeicherten Insulins
freigesetzt. AnschlieRend sinkt die sekretorische Leistung der B-Zellen und steigt langsam wieder an
(zweite Phase). Das in dieser Phase sezernierte Insulin besteht hauptsdchlich aus neu
synthetisiertem. Die zweite Phase kann bis zu mehrere Stunden anhalten, bis eine Euglykdmie
erreicht ist (Curry et al.,, 1968; Henquin, 2009; Henquin et al., 2002). Bei den auslosenden
Signalwegen werden der Triggering-Signalweg sowie verschiedene Amplifying-Signalwege
unterschieden. Ersterer wird durch eine Steigerung der metabolischen Rate durch Glucose ausgeldst.
Die Verstoffwechselung der Glucose hat einen Anstieg an intrazellularem ATP zur Folge, worauf Karp-
Kandle in der Zellmembran geschlossen werden und eine Depolarisation der Zellmembran eintritt
(Tarasov et al., 2004). Durch das veranderte Membranpotential werden spannungsabhingige Ca”'-
Kanile geoffnet, was einen Einstrom von Ca**-lonen in die Zelle bewirkt und eine Exocytose von
Insulingranula auslost (Lang, 1999). Dieser Signalweg spielt hauptséchlich in der ersten Phase der
Insulinsekretion eine Rolle, wahrend die zweite Phase eher (ber Metaboliten des
Tricarbonsdurezyklus (Pyruvat-Stoffwechsel) reguliert wird (Henquin et al., 2003). Dartiber hinaus
haben Inkretine wie GLP-1 (glucagon-like peptide 1) oder GIP (glucose-dependent insulinotropic
peptide), bestimmte Fett- und Aminosaduren einen Sekretions-stimulierenden Effekt (Abb. 3) (Muoio
und Newgard, 2008).

Nach derzeitigem Kenntnisstand resultiert der metabolische Amplifying-Signalweg aus einem
periodischen Pyruvattransport zwischen Mitochondrium und Cytosol der B-Zelle. Speziell die
anaplerotische Umwandlung von Pyruvat zu Oxalacetat durch die Pyruvatcarboxylase (PC) im
Mitochondrium fiihrt zu einem Uberschuss an Intermediaten des Tricarbonsaurezyklus wie Malat,
Citrat oder Isocitrat. Diese werden (iber geeignete Transporter ins Cytosol transportiert und unter
enzymatischer Reaktion wieder zu Pyruvat transformiert. Bei diesen Reaktionen spielt besonders das
NADP*-abhidngige Malatenzym (ME) sowie die NADP*-abhingige Isocitratdehydrogenase (ICDc) eine
Rolle, wobei NADPH, a-Ketoglutarat aber auch GTP gebildet wird. Diese Molekiile fungieren als
Verstarker der GSIS, indem sie die Exocytose der Insulingranula forcieren (Jensen et al., 2008). Die

durch Inkretine vermittelte Verstarkung der GSIS erfolgt tiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren und
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einer Aktivierung der Adenylatcyclase. Verstarkt gebildetes cAMP aktiviert wiederum cAMP-
abhidngige Proteinkinasen (PKA), die tber RIM1 (Rab3A-interacting molecule-1) eine Insulinvesikel-
exocytose beschleunigen (Dulubova et al.,, 2005). Unabhdngig von PKA ist auch eine
Insulinfreisetzung (iber die Aktivierung des cAMP-GEFII (cAMP guanine nucleotide exchange factor-Il)
moglich (Shibasaki et al., 2004). Eine Beschleunigung der Insulinfreisetzung durch Fettsduren erfolgt
ebenfalls durch Aktivierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren wie FFAR1 (free fatty acid receptor 1)
und dadurch erhohter intrazelluldrer Ca®*-Konzentrationen (Abb. 3) (Briscoe et al., 2003; Itoh und
Hinuma, 2005; Itoh et al., 2003).

Die bei einem T2D beobachtete Beeintrdachtigung der GSIS ist neben einer verminderten
Insulinsynthese auch auf Storungen in den oben genannten Mechanismen zurilickzufiihren (Muoio
und Newgard, 2008; Szoke und Gerich, 2005).

K+ Ca?*

Depolarisation

I GLUT2 Karp I ICa2+-KanaI
/I @ FFAR1

f [Caz"]f Pra— <«— Fettsduren

Glucose

e Glycolyse, \
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zyklus NADPH — Q5 o %
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GIP/GLP-1-
Rezeptoren
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Abb. 3: Mechanismen der Insulinfreisetzung von B-Zellen. Dargestellt sind verschiedene Ausloser einer
Insulinsekretion in der B-Zelle. Der Triggering-Signalweg resultiert aus einer zunehmenden ATP-Bildung und
anschlieRender Depolarisation der B-Zelle mit Ca”*-Einstrom und Insulinvesikelexocytose. Eine Verstarkung der
GSIS wird Uber die Reaktionsprodukte des Pyruvatstoffwechsels sowie durch die Inkretin und Fettsdaurewirkung
an G-Protein gekoppelten Rezeptoren ausgeldst (Amplifying-Signalwege).

1.5 Kompensation des Typ-2-Diabetes durch B-Zellproliferation

In gesunden Individuen besitzen B-Zellen die Fahigkeit, ihre Masse an den Insulinbedarf anzupassen.
Dieser Bedarf andert sich beim Menschen mit dem Alter, dem Kérpergewicht aber auch bei einer
Schwangerschaft. Kompensatorische Veranderungen der B-Zellmasse kénnen durch Neogenese aus

Vorlauferzellen, durch Proliferation existierender B-Zellen oder durch Umprogrammierung anderer
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Zelltypen entstehen (Sachdeva und Stoffers, 2009). Steigt der Bedarf an Insulin und liegt eine Stérung
dieser Mechanismen vor, kann sich ein T2D aufgrund eines Insulinmangels entwickeln (Butler et al.,
2003). Insbesondere die Replikation bestehender B-Zellen verhindert die Entwicklung eines T2D in
insulinresistenten adipésen Menschen sowie Maé&usen (Dor et al., 2004; Hanley et al., 2010).
Mechanistisch gesehen bedeutet die Proliferation von B-Zellen, dass diese wieder in den Zellzyklus
eintreten, indem beteiligte Proteine den Ubergang von der Go-Phase in die G;-Phase sowie die
Ubergénge zur S-, G,- und M-Phase auslésen (Georgia und Bhushan, 2004). Vor einigen Jahren wurde
gezeigt, dass alle Ubergidnge aber auch die Phasen des Zellzyklus durch den Transkriptionsfaktor
FoxM1 (Forkhead box M1) kontrolliert werden (Wierstra und Alves, 2007). Die durch FoxM1
regulierten Uberginge werden wiederum durch drei Proteinklassen, den Cyclinen, Cyclin-abhingigen
Kinasen (CDKs) und den Cyclin-abhangigen Kinaseinhibitoren (CKls) gesteuert (Sherr und Roberts,
1999; Sherr und Roberts, 2004). Speziell in der B-Zelle wird der Zellzyklus hauptsachlich durch die
Cycline D1, D2, A und B durch CDK2, 4 und 6 sowie tiber die CKIs p27"**, p21“** und p57“* reguliert
(Heit et al., 2006b). Innerhalb der aktiven Phasen des Zellzyklus (G4, S, G,, M) ist die Expression
weiterer Proteine wie Ki-67 (antigen identified by monoclonal antibody Ki 67), PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) oder eine Vielzahl von Mitose-Helferproteinen (z.B. Centromer-Protein A (CenpA),
Aurora-Kinase B (AurkB) oder Polo-like-Kinase 1 (Plk1)) notwendig (Abb. 4) (Davis et al., 2010;
Laoukili et al., 2005).

Es ist eine hohe Zahl von mitogenen Molekilen bekannt, die entweder durch Rezeptorbindung oder
Uber ihre Aufnahme die PB-Zellproliferation induzieren. Zu diesen Mitogenen gehdren z.B.
verschiedene Hormone und Inkretine wie Insulin, GLP-1, Wachstumshormon (growth hormon, GH)
oder Prolactin (PRL) bzw. Wachstumsfaktoren wie IGF-1, IGF-2 oder EGF (epidermal growth factor)
(Nielsen et al., 2001). Dariber hinaus gelten Glucose, verschiedene Aminosauren und Insulin als
proliferationsstimulierend (Heit et al., 2006b; Kulkarni, 2005). Die Induktion des Zellzyklus durch die
genannten Mitogene erfolgt auf mehreren Wegen. Beispielsweise 16st die PRL-Bindung an seinem
Rezeptor den Jak2 (Janus Kinase 2)/ Stat5 (signal transducer and activator of transcription 5)-
Signalweg aus, in dessen Folge phosphoryliertes Stat5 die Promotoraktivitat des Cyclins D1 erhoht
(Brockman et al., 2002). Der durch Glucose und Insulin stimulierte AKT-Signalweg inhibiert z.B.

Kipl

Fox01, wodurch die Expression des CKls p27""" verringert wird bzw. die PDX1-Expression erhalten
bleibt (Elghazi et al., 2006). GroRere Aufmerksamkeit wird der durch Hormonbindung sowie durch
Glucose ausgeldsten Erhéhung intrazelluldrer Ca®*-Konzentrationen geschenkt (Aspinwall et al., 2000;
Moccia et al., 2003; Sjoholm et al., 2000). Ca** ist in der Lage die Calcineurin-Phosphatase (Cn) zu
binden und zu aktivieren. Dadurch wird der Transkriptionsfaktor NFAT (nuclear factor of activated T-

cells) dephosphoryliert, worauf er in den Zellkern transloziert und die Induktion von Cyclinen und

CDKs auslost (Abb. 4) (Crabtree und Olson, 2002; Heit et al., 2006a).
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IGF-1 Insulin GLP-1 GH Glucose PRL

Zellzyklus

Abb. 4: Ausloser und beteiligte Proteine des Zellzyklus in der B-Zelle. Gezeigt sind einige Signalwege, die
durch Hormon- (z.B. GH, growth hormon; PRL, prolactin; GLP-1, glucagon-like peptide 1) und
Wachstumsfaktorbindung (z.B. IGF-1, insulin-like growth factor 1) sowie durch den Glucosestoffwechsel zur
Induktion des Zellzyklus in der B-Zelle fiihren. Die einzelnen Phasen sowie die Uberginge im Zellzyklus werden

unter anderem durch die gezeigten Proteine vermittelt. FoxM1 gilt als Hauptregulator aller Phasen des
Zellzyklus.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Mechanismen in B-Zellen eines diabetessuszeptiblen (NZO) und
diabetesresistenten (B6.V-Lep®”??) adipésen Mausstamms zu identifizieren, die zum Untergang bzw.
zum Schutz der B-Zellen bei Glucolipotoxizitat beitragen. Dazu wurde ein zuvor von mir etabliertes
sequentielles Fltterungsregime aus initialer kohlenhydratfreier Didt und anschlieRender mehrtagiger
Kohlenhydratgabe genutzt, um einen raschen und synchronen B-Zelluntergang auszulésen und die

zugrunde liegenden Pathomechanismen zu untersuchen. Es sollten:

(1) Signalwege identifiziert werden, die zum Untergang der B-Zellen bei Glucolipotoxizitat

in dem diabetessuszeptiblen Mausmodell fiihren, und

(2) Mechanismen identifiziert werden, die zum Schutz der B-Zellen eines diabetesresis-

tenten Mausstamms bei diesen Bedingungen beitragen.

Die Auswirkungen von Glucolipotoxizitat wurden anschlieRend an isolierten Langerhans-Inseln beider

Modelle Gberprift, um den direkten Einfluss von Glucose und Fettsauren auf

(3) die Insulinexpression zu untersuchen.
Darliber hinaus wurde eine immortalisierte B-Zell-dhnliche Tumorzelllinie (MIN6), die mit
verschiedenen Glucosekonzentrationen in An- und Abwesenheit einer Fettsdure kultiviert wurde,
genutzt um:

(4) eine Verifizierung der in-vivo-Ergebnisse zu erzielen und zusatzliche Signalwege zu

untersuchen, die zum Untergang insulinproduzierender Zellen bei Glucolipotoxizitat

fuhren kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Isolation von RNA aus Langerhans-Inseln

Die aus Langerhans-Inseln isolierte RNA diente dazu, Unterschiede in der Genexpression mittels
quantitativer real-time-PCR (gRT-PCR) sowie DNA-Microarray-Chip-Technologie zu bestimmen.
Hierzu wurde das RNAqueous®-Micro Kit (Applied Biosystems™, Darmstadt) verwendet. Pro RNA-
Isolation wurden mindestens 75, maximal 200 Inseln eingesetzt. Abweichend zu den Angaben des
Herstellers erfolgte die Lyse der Inseln mit der mitgelieferten Lysis Solution durch einen starken
Ultraschallimpuls in einem Ultraschallbad (Branson SONIFIER 450, Fa. G. Heinemann Ultraschall- und
Labortechnik, Schwabisch Gmiind). Die Fallung, Reinigung und Wiederaufnahme der RNA in Elution
Solution wurde nach Herstellerangaben ausgefiihrt. Die Ausbeute betrug 13 — 15 pl RNA mit einer

durchschnittlichen Konzentration von 100 ng/pl.

2.1.1.1 DNAse-Verdau isolierter RNA

Da fiir die qRT-PCR zum Teil Sonden verwendet wurden, die nicht auf einem Exon-Exon-Ubergang,
sondern innerhalb eines Exons binden, musste sichergestellt werden, dass die isolierte RNA keine
Verunreinigungen mit genomischer DNA enthalt. Solche Verunreinigungen wiirden dazu fiihren, dass
bei der gRT-PCR ein falsch-positives Signal erzeugt wird. Aus diesem Grund wurde die isolierte RNA
einem DNAse-Verdau unterworfen. Dieser erfolgte ebenfalls nach Angaben des Herstellers mit der
gesamten Menge isolierter RNA (13 -15pul) und den im RNAqueous®-Micro Kit mitgelieferten

Reagenzien.

2.1.2 Isolation von RNA aus MIN6-Zellen

Zur Isolation von RNA aus MIN6-Zellen wurde nach einem modifizierten Protokoll der TRIzol™-
Methode (TRIzol™-Reagent, Invitrogen, Carlsbad, USA) gearbeitet. Vor der Isolation wurden die
entweder bei -80 °C gelagerten Zellkulturplatten auf Eis aufgetaut oder solche aus dem Versuch
direkt auf Eis gekuhlt. Die Lyse der Zellen wurde mit 800 pl TRIzol™ pro well einer 6-well Platte
ermoglicht. Nach kurzer Einwirkzeit wurde das Lysat mehrfach aspiriert und in ein 1,5 ml SafeLock-

Reaktionsgefall Uberflihrt und 5 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurden 200 pl Chloroform
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zugegeben und die ReaktionsgefdaRe 15 s manuell geschiittelt und erneut fiir wenige Minuten bei RT
inkubiert. Im nachsten Schritt sollte eine Phasentrennung in den Proben erreicht werden. Die Proben
wurden hierzu fur 15 min bei 4 °C und 13.000 rpm (Biofuge® fresco, Heraeus®, Hanau) zentrifugiert.
Nach Zentrifugation wurde die klare (wassrige) obere Phase abgenommen und in ein neues 1,5 ml
Safelock-ReaktionsgefaR mit 500 pl vorgelegtem Isopropanol Uberfiihrt. Nach einer 10 mindtigen
Inkubation bei RT wurde erneut zentrifugiert (10 min, 13.000 rpm, 4 °C) und ein RNA-Pellet erzeugt.
Nach AbgieRen des Uberstands wurde das Pellet zum Waschen mit 1 ml 75 % Ethanol versetzt,
gevortext und anschlieRend zentrifugiert (5 min, 13.000 rpm, 4 °C). Der Uberstand wurde wieder
verworfen und die RNA fiir 10 - 60 min an der Luft getrocknet, bevor sie in 12 - 18 pl RNAse freiem

Wasser fiir 10 min bei 55 °C (Thermomixer compact, Fa. Eppendorf, Hamburg) geldst wurde.

2.1.3 Bestimmung der RNA-Konzentration mittels NanoDrop®

Um in der cDNA-Synthese bzw. in der nachfolgenden gRT-PCR einheitliche Mengen RNA bzw. cDNA
einsetzen zu kdnnen, war eine Konzentrationsbestimmung der isolierten Insel- bzw. MIN6-Zell-RNA
notwendig. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Photometrie in einem Spektrophoto-
meter (NanoDrop® ND-100 UV/Vis, Fa. peQlab, Erlangen). Hierzu wurde 1 pl RNA auf den Detektor
des Photometers gegeben und die Messung bei 260 nm (Absorptionsmaximum der aromatischen
Ringe der RNA-Basen) durchgefiihrt. Zusatzlich zur RNA-Konzentration bestimmt das Photometer
eine mogliche Verunreinigung mit Proteinen (280 nm) und errechnet den Quotient aus der optischen
Dichte OD,go/ OD.g . Dieses Verhaltnis muss zwischen 1,6 und 2,2 liegen um eine vernachldssigbare
Verunreinigung mit Proteinen anzuzeigen. Bei allen vermessenen Proben ergab die Messung 1,7 <

OD.gp/ OD,g < 2,1; was auf eine saubere Praparation schlieRen lieR.

2.1.4 Bestimmung der RNA-Integritdat mittels Bioanalyzer

Um aussagekraftige Daten aus Genexpressionsstudien (DNA-Microarray, qRT-PCR) zu gewinnen, ist
der Einsatz von intakter RNA notwendig. Wahrend der Gewinnung und Prozessierung von RNA lauft
diese standig Gefahr durch ubiquitar vorkommende Nukleasen degradiert zu werden, was durch
sauberes Arbeiten zwar minimiert, aber nicht vollkommen beseitigt wird. Eine klassische Methode
zur Uberpriifung der RNA-Qualitit ist die Betrachtung von Agarose-Gelelektrophoresen der gesamt-
RNA, bei der die Bandenintensitat von 28S zu 18S ribosomaler RNA (rRNA), die den Hauptbestandteil
isolierter RNA ausmacht, ein Verhaltnis von 2,0 einnehmen soll. Die hier beschriebene Methode
dient der Standardisierung und greift auf eine automatisierte Kappilarelektrophorese durch die Lab-

on-Chip-Technologie zurlick. Mit Hilfe der Kappilar-Elektrophorese werden die einzelnen Fraktionen
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der rRNA (5S, 18S, 28S), die mRNA sowie fragmentierte RNA der GréBe nach aufgetrennt und in
einem virtuellen Gelbild dargestellt. Bei dieser Methode generiert eine Software einen Zahlenwert
zwischen 1 und 10, der die RNA-Qualitat einstuft (RIN, RNA integrity number). Ein Wert von 10
reflektiert intakte, nicht degradierte RNA, wahrend ein Wert von 1 eine vollstandig degradierte RNA
anzeigt.

Die Bestimmung des RIN-Wertes wurde bei allen RNA-Proben durchgefihrt, die fir die Transkriptom-
analyse mittels DNA-Microarray-Chip-Technologie bestimmt waren. Die fiir die qRT-PCR bestimmten
Proben wurden nur stichprobenartig hinsichtlich ihrer RNA-Qualitat berprift. Alle zur Qualitats-
bestimmung genutzten Proben wurden nach Protokoll des Herstellers des RNA 6000 Nano Kits
(Agilent, Santa Clara, USA) getestet. Das eingesetzte Probenvolumen betrug 1 pl und die ermittelten
RIN-Werte zeigten bis auf wenige Ausnahmen eine gute bis sehr gute RNA-Qualitat an (RIN = 7,0). Fur
die DNA-Microarray-Chip-Untersuchung wurden nur RNAs mit einem minimalen RIN-Wert von 8,0

verwendet.

2.1.5 Bestimmung der DNA-Konzentration von Langerhans-Inseln

Zur Normalisierung der im Punkt 2.5.4 beschriebenen GSIS war eine Bestimmung des DNA-Gehalts
der Langerhans-Inseln notwendig. Da die je Kondition eingesetzte Inselmenge (15 Stlick) sehr gering
war, resultierte daraus eine ebenfalls sehr geringe DNA-Menge, dessen Konzentration unterhalb der
Messgrenze des NanoDrop® war. Eine Mdglichkeit geringste DNA-Mengen ultrasensitiv messen zu
kénnen, bietet das Quant-IT™ PicoGreen® dsDNA-Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). Bei dieser Methode
wird ausschlieRlich doppelstrangige DNA (dsDNA) durch einen interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff
(Hoechst 33258 Dye) bis zu einer Untergrenze von 25 pg/ml nachgewiesen.

Zur DNA-Gewinnung wurden je 15 Inseln in einem 1,5 ml Reaktionsgefall mit 250 pl Lysepuffer unter
Zuhilfenahme eines Ultraschallstabs (Branson SONIFIER 450, Fa. G. Heinemann Ultraschall- und

Labortechnik, Schwéabisch Gmiind) aufgeschlossen.

Lysepuffer:

10 mM Tris-HCI (Roth)
1 mM EDTA (Merck)
0,1 % Triton X-100 (Roth)

Jeweils 25 ul des Insellysats wurden nach Herstellerangaben im Triplikat in einer 96-well-
Fluoreszenzplatte zur DNA-Bestimmung eingesetzt. Unmittelbar vor Messung der Fluoreszenz wurde
zu den verdiinnten Insellysaten der Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen® zugegeben und mit Hilfe eines

Plattenlesegerats (Spectra Max M2, MDS Analytical Technologies, Ismaning) bei einer Wellenldange
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von 461 nm jedes well vermessen. Uber eine Eichreihe konnte die gemessene Fluoreszenz in die

jeweiligen DNA-Konzentrationen umgerechnet werden.

2.1.6 cDNA-Synthese aus RNA

Flr eine Genexpressionsanalyse mittels gRT-PCR muss die aus MIN6-Zellen und Langerhans-Inseln
isolierte RNA in die wesentlich stabilere komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Die
cDNA-Synthese wurde mit der GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega, Madison, USA) unter
Einsatz von maximal 2 ug RNA, Primer random p(dN)s; (Roche GmbH, Mannheim) und einem

Deoxynucleosidtriphosphat Gemisch (dNTPs) (Roche) durchgefiihrt.

cDNA Synthese (20 pl):

Gesamt-RNA max. 2 yugin 10 pl
dNTPs 1 ul (4 mM / Nucleotid)
Primer 2 ul (100 ng / ul)

Der cDNA-Ansatz wurde fir 5 min bei 65 °C (Thermoschiittler, Eppendorf, Hamburg) erhitzt und

anschlieRend fiir 1 min auf Eis gekihilt.

Danach erfolgte die Zugabe von:

5x GoScript™ Reaction Buffer 4 pul

MgCl, 2 ul (25 mM)
GoScript™ Reverse Transcriptase 1 ul (200U / ul)
Programm:

Inkubation (25 °C): 5 min
cDNA-Synthese (50 °C): 60 min
Inaktivierung (70 °C): 15 min

Da die gesamte RNA-Menge von Langerhans-Inseln eines Tieres meist unter 2 pg lag, wurde der
cDNA-Ansatz mit der Gesamtmenge erhaltener RNA (13 -15pl) pipettiert, woraus sich ein
Gesamtvolumen von 26 - 30 ul ergab. Die resultierende geringere cDNA-Konzentration musste bei
anschlieBender gRT-PCR berticksichtigt werden da dort immer eine Gesamtmenge von 12,5 ng/well
eingesetzt wurde. Aus MIN6-Zellen konnten jeweils 2 ug RNA gewonnen werden, die wie oben

beschrieben in einem 20 pul Ansatz pipettiert wurden.
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2.1.7 Analyse der Genexpression mittels qRT-PCR

Die quantitative real-time-PCR (qRT-PCR) nutzt das Prinzip einer herkémmlichen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) gekoppelt mit Fluoreszenzmessungen zur Quantifizierung der Menge
transkribierter Gene. Mit dieser Methode kann Uber die Zunahme eines Fluoreszenzsignals in
Echtzeit (real time) die Menge eines PCR-Produkts beobachtet werden.

Bei dem hier verwendeten System handelt es sich um den TagMan® Gene Expression Assay der Fa.
Applied Biosystems™ (Darmstadt), der auf eine Hybridisierungssonde mit Fluorophor (FAM™-Dye)
und Fluoreszenzquencher (NFQ-MGB) zurtlickgreift. Bei dieser Methode wird durch die Amplifikation
eines Abschnitts des Zielgens und der 5’-3’-Exonukleaseaktivitdt der Polymerase eine raumliche
Trennung von Fluorophor und Quencher hervorgerufen, die zu einer Zunahme der Fluoreszenz fihrt.
Bei einer Anregungswellenlange von 492 nm und einer Emission bei 518 nm ist die Zunahme der
Fluoreszenz direkt proportional zur Menge des gebildeten Amplifikats.

Die Untersuchungen zur Expression wurden in einem 10 pl-Ansatz in 96-well Platten (MicroAmp®
Fast Optical 96-well Reaction Plate, Applied Biosystems, Foster City, USA) durchgefiihrt, die mit einer
optischen Folie (MicroAmp® Optical Adhesive Film, Applied Biosystems) verschlossen wurden. Alle
Reaktionen wurden in 3-fach-Bestimmungen im 7500 Fast real-time PCR-Gerdt der Fa. Applied
Biosystems™ (Foster City, USA) durchgefiihrt. Die Datenauswertung erfolgte nach der 2*“-Methode
(Livak und Schmittgen, 2001). Fir Untersuchungen an Langerhans-Inseln wurde Cyclophilin A (Ppia)
als endogene Kontrolle eingesetzt, wahrend die Genexpression in MIN6-Zellen in Bezug auf Beta-

Actin (Actb) gemessen wurde.

qRT-PCR-Ansatz:

cDNA 12,5 ng
TagMan® Fast Gene Expression Mastermix 5 ul
TagMan® Assay 0,5 ul
ddH,0 ad 10 pl

gRT-PCR-Programm (40 Zyklen):

Initialisierung (95°C) 20s
Denaturierung (95°C) 3s :|
Primer/Probe Annealing & Elongation 30s 40x
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Verwendete TagMan® Assays:

Genname: Proteinname: TagMan® Assay
Ccna2 Cyclin-A2 MmO00438064_m1
Foxm1 forkhead Box M1 Mm00514924 m1
Ins1 Insulin | Mm01259683 g1
Ins2 Insulin Il MmO00731595_gH
Mki67 Ki-67 Mm01278617_m1
Ppia Peptidylprolyl-lsomerase A Mm02342429 gl
Pdx1 pancreatic and duodenal homeobox 1 MmO00435565_m1

Tab. 1: Verwendete Sonden und ihre Identifikationsnummern

Die fluoreszenzmarkierte Sonde sowie die Primer fiir die endogene Kontrolle Beta-Actin (Actb)

wurden von der Fa. Eurofins MWG GmbH (Ebersbach) bezogen. Folgende Sequenzen kamen hierfiir

zum Einsatz:
Actb_for 5’- GCC AAC CGT GAA AAG ATG AC-3’
Actb_rev 5’- TAC GAC CAG AGG CATACA G -3’

Actb probe 5" —FAM™- TTG AGA CCT TCA ACA CCC CAG CCA - 3’ TAMRA™

2.1.8 Transkriptomanalyse mittels DNA-Chip-Technologie

Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich, eine genomweite Genexpressionsanalyse durchzufiihren.
Uber einen fingernagelgroRen Microarray kénnen durch Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten
cDNAs mit immobilisierten Oligonukleotiden Unterschiede in der Expression von mehreren
Zigtausend Genen nachgewiesen werden. Durch eine hochauflésende Laserkamera werden
Unterschiede in der Intensitdt und Wellenlange der entstehenden Mischfarbe einzelner ,Spots’
detektiert und liber eine Software quantitativ ausgegeben.

Die Microarray-basierte Transkriptomanalyse wurde von Gesamt-RNA aus Langerhans-Inseln von je
drei Tieren der Modelle NZO sowie B6.V-Lep®’/J (ob/ob), gefiittert mit jeweils kohlenhydratfreier
(-CH) bzw. kohlenhydrathaltiger (+CH) Didt, von der Fa. imaGenes (Berlin) durchgefiihrt. Die
gelieferten Daten geben die Intensitat der Expression von Uber 33.000 Genen als arbitrdre Einheiten
an. Die Auswertung dieser groRen Datenmengen wurde freundlicherweise von Stephan Scherneck
(Abt. DIAB, Deutsches Institut fir Erndhrungsforschung) tGbernommen. Dazu wurden online-
Bioinformatik-Dienste wie KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) oder DAVID (Database

for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (Huang da et al., 2009) herangezogen.
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2.2 Biochemische Methoden

2.2.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Zellen

Fir die Proteinanalytik via Western Blot war es notwendig, Proteinlysate aus MIN6-Zellen
herzustellen. Die Zellkulturplatten (6-well) wurden je well mit 100 pl Lysepuffer inklusive
Proteaseinhibitoren (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) und Phosphataseinhibitoren versetzt und

zunachst mindestens 5 min auf Eis inkubiert.

Lysepuffer:

20 mM Tris (Roth) 2,5 mM Na,P,0; (Merck)

150 mM NaCl (Roth) 1 mM B-Glycerolphosphat (Merck)

1 mM EDTA (Merck) 1 mM Na3;VO, (ICN Biomedicals Inc.)

1 mM EGTA (MP Biomedicals) 1:25 ‘cOmplete’ Proteaseinhibitoren (1 Tablette in 2 ml ddH,0)
1 % Triton X-100 (Serva) 1 mM NaF (Fluka)

Mit Hilfe eines Zellschabers (Sarstedt AG, Nimbrecht) wurden die Zellen vom Untergrund geldst und
dabei aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde anschlieend 10 min bei 4 °C und 13.000 rpm (Heraeus
fresco 17 Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Schwerte) in 1,5 ml ReaktionsgefaRen zentrifugiert
und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Im Anschluss an die Proteinisolation folgte

die Proteinbestimmung (siehe Punkt 2.2.4).

2.2.2 Herstellung von Proteinlysaten aus Langerhans-Inseln

Mindestens 75, maximal 200 Inseln wurden fir die Isolation von Proteinen eingesetzt. Die Inseln
wurden zunadchst aus ihrem Medium in ein 0,5 ml ReaktionsgefaR Uberfiihrt und 1 min bei
13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Uberstehende Medium wurde quantitativ entfernt und das
Inselpellet mit Lysepuffer inklusive Protease- und Phosphataseinhibitoren (siehe 2.2.1) versetzt. Die
zugegebene Menge Lysepuffer richtete sich dabei nach der Anzahl der Inseln und betrug zwischen 20
und 35 pul. AnschlieBend wurden die Inseln durch einen starken Ultraschallimpuls in einem
eisgekihltem Wasserbad (Branson SONIFIER 450, Fa. G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik,
Schwabisch Gmiind) aufgeschlossen. Analog zur Herstellung von Proteinlysaten aus MIN6-Zellen
(2.2.1) wurde das Insellysat 10 min bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugiert, um Zelltrimmer zu

pelletieren und der Uberstand fiir die Proteinbestimmung eingesetzt.
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2.2.3 Herstellung von Kernextrakten aus Zellen

Die Herstellung von Kernextrakten aus MIN6-Zellen war zum Nachweis nukledrer Proteine wie MafA
oder PDX1 notwendig. Zur Gewinnung nukledrer Proteine wurde nach einem modifiziertem Protokoll
nach Schreiber und Kollegen gearbeitet (Schreiber et al., 1989). Zunéchst wurden die Zellen je well
einer 6-well-Zellkulturplatte mit 200 ul Puffer A versetzt und 10 min auf Eis inkubiert. Dann wurden
2l 10% Triton X-100 (Serva, Heidelberg) hinzu gegeben und die Zellen mit einem Schaber
aufgeschlossen und das Lysat in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfihrt. Es folgte eine Zentrifugation fir
2 min bei 4 °C und 13.000 rpm. Der Uberstand besteht zu groBen Teilen aus cytosolischen Proteinen
und wurde abgenommen, wahrend das Pellet mit 150 ul Puffer A zum Waschen gevortext wurde. Es
schloss sich ein erneuter Zentrifugationsschritt (30's, 4 °C, 13.000 rpm) an, worauf der Uberstand
wieder verworfen wurde und das Pellet in 50 ul Puffer B mit Hilfe einer Pipette resuspendiert wurde.
Das resuspendierte Kernpellet wurde anschlieBend 30 min bei 4 °C in einem Schiittler (Thermomixer
compact, Eppendorf, Hamburg) gelést und 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Im Uberstand konnte man

schlieRlich die Konzentration nukledrer Proteine bestimmen.

Puffer A: Puffer B:

10 mM HEPES (PAA) 20 mM HEPES

1,5 mM MgCl, (Roth) 1,5 mM MgCl,

10 mM KCI (Roth) 420 mM NacCl (Roth)
1,5 mM DTT (Roth) 25 % (v/v) Glycerol

0,2 mM EDTA (Merck)

Beide Puffer enthielten zusatzlich die Phosphataseinhibitoren Natriumpyrophosphat (2,5 mM), B-
Glycerolphosphat (1 mM), Natriumorthovanadat (1 mM) und Natriumfluorid sowie den Protease-

inhibitorcocktail ,cOmplete’ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim).

2.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um gleiche Mengen Protein in einer Western-Blot-Analyse einsetzen zu koénnen, war eine
Proteinbestimmung erforderlich. Die Konzentrationsbestimmung in den Zell- und Insellysaten
erfolgte nach einem klassischen Protokoll, dem BCA (bicinchoninic acid)-Protein-Assay. Diese
Methode kombiniert die Reduktion zweiwertiger Kupferionen zu Cu' in einem alkalischem Milieu
(Biurett-Reaktion) mit dem sensitiven und selektiven colorimetrischen Nachweis des Cu™* mit
Bicinchoninsdure (BCA) (Smith et al., 1985). Die durch Proteine quantitativ reduzierten Cu**-lonen
bilden mit BCA einen violetten Farbstoff, dessen Absorption bei einer Wellenlange von 562 nm

photometrisch bestimmt wird. Fir jede Bestimmung wurde eine frische Konzentrationsreihe aus
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geléstem BSA (bovine serum albumin) fiir eine Eichkurve erstellt. Die Messung des Proteingehalts der
Proben geschah im Duplikat mit einem kommerziellen Kit (BCA™ Protein Assay Kit, Pierce, Rockford,

USA) sowie mit Hilfe eines Plattenlesegerats (SpectraMax M2, Molecular Devices).

2.2.5 Western Blot Analyse

Die Western-Blot-Analyse ist eine klassische Methode zur Immundetektion von Proteinen nach ihrer
Auftrennung mittels SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) und
Transfer auf eine Polyvinylidendifluoridmembran (PVDF). Die Durchfiihrung folgt im Wesentlichen
der von Tobwin und Kollegen (1979) entwickelten Methode und dient dazu, Unterschiede in der

Menge eines untersuchten Proteins nachzuweisen (Towbin et al., 1979).

2.2.5.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese zur Auftrennung von Proteinen (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient dazu, Proteine hinsichtlich ihres Molekulargewichts in einem Polyacrylamidgel in
einem elektrischen Feld aufzutrennen. Durch Zugabe von SDS (sodium dodecy! sulfate) zum Gel
werden Ladungsunterschiede ausgeglichen und eine Solubilisierung der Proteine erreicht. Durch
Zugabe der reduzierenden Thiolverbindung DTT (Dithiothreitol) zum Probenpuffer wird auBerdem
eine Spaltung von Disulfidbriicken in den Proteinen erwirkt (Laemmli, 1970).

Die Taschen des Polyacrylamidgels wurden, je nach Art des nachzuweisenden Proteins, mit 7,5 —
40 ug Protein in Probenpuffer beladen. Der Probenpuffer wurde mit den in ddH,0 verdiinnten

Proteinen im Verhaltnis 1 : 4 gemischt und war wie folgt zusammengesetzt:

Probenpuffer:

40 % Glycerol (Roth)

20 mM Tris (Roth)

8 % SDS (ICN Biomedicals Inc.)
0,2 % Bromphenolblau

0,06 % DTT

Vor dem Beladen der Geltaschen erfolgte eine Hitzedenaturierung der Proben fiir 5 min bei 95 °C auf
einem Heizblock (ThermoStat plus, Fa. Eppendorf, Hamburg). Die Auftrennung der Proteine wurde
mit einem diskontinuierlichen Gelsystem, bestehend aus Sammel- und Trenngel, durchgefiihrt um
eine optimale Trennscharfe zu ermdglichen. Die Mischungen fiir das Trenn- und Sammelgel wurden
zunachst getrennt in Bechergldasern hergestellt und zwischen zwei Glasplatten (Biometra®,

Gottingen) gegossen. Zunachst wurde das Trenngel (10 % bzw. 12 %) eingefillt, mit 0,2 % SDS
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Uberschichtet und fiir 30 min auspolymerisiert. Es folge das Sammelgel in das ein Kamm zur

Erzeugung der Probentaschen gesteckt wurde.

Sammelgel: Trenngel (10%ig / 12%ig):

260 pl 30 % Acrylamid/Bis 2 ml (10 %ig) / 2,4 ml (12 %ig) 30 % Acrylamid/Bis
520 ul oberer Gelpuffer 1,56 ml unterer Gelpuffer
1,22 ml ddH,0 2,44 ml (10 %ig) / 2,04 ml (12 %ig) ddH,0

2mg APS 6 mg APS

2 ul TEMED 6 ul TEMED

Oberer Gelpuffer (pH 6,8): Unterer Gelpuffer (pH 8,8):

Tris 0,5M Tris 1,5M

SDS 0,4 % SDS 0,4 %

Zum Starten der radikalischen Polymerisation der Gele wurde Ammoniumperoxodisulfat (APS, Roth)
und N’,N’,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED, Bio-Rad, Miinchen) zuletzt zum Acrylamid/
Methylenbisacrylamid zugegeben. Nach Einbau der Gele in eine Elektrophoreseapparatur (Bio-Rad®,
Gottingen) und Beladen der Geltaschen wurde zur Fokussierung der Banden zunéachst ein Strom von
10 mA / Gel angelegt, welcher auf 20 mA / Gel zur Auftrennung erhéht wurde. Zur Bestimmung des
Molekulargewichts der untersuchten Proteine wurde zusétzlich ein GroRBenstandard (Precision Plus

Protein™ Standards Dual Color, BioRad, Miinchen) aufgetragen.

2.2.5.2 Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf eine PVDF-Membran

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele nach dem Tank-Blot-Verfahren elektrophoretisch auf eine
PVDF-Membran (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) transferiert. Dazu wurde das Gel in einer
stapelformigen Anordnung mit einer PVDF-Membran und Filterpapieren (Whatman, Schleicher &
Schuell, Dassel) in eine Transferkassette eingespannt und senkrecht in eine mit Transferpuffer
gefiillten Blotapparatur (Tank-Blot-TE22-Mighty-Small-Transphor, Amersham Biosciences, Freiburg)

far 1 h bei 200 mA unter Wasserkihlung transferiert.

Transferpuffer:

2,5 mM Tris (Roth)

19,2 mM Glycin (Roth)

20 % (v/v) Methanol (Merck)
0,1 % SDS (ICN Biomedicals Inc.)
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2.2.5.3 Immunchemische Detektion transferierter Proteine mit peroxidasevermittelter
Chemilumineszenz

Nach dem Proteintransfer wurde die PVDF-Membran kurz in TBS/T (tris buffered saline / Tween®20)
(10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween®20) gespilt und dann fur 1 h bei RT in TBS/T+5%
Magermilchpulver (Roth) unter Schwenken (Polymax 1040 Orbitalschiittler, Fa. Heidolph,
Schwabach) blockiert. Es folgte die Inkubation der Membran mit dem Priméarantikdrper in
TBS/T + 5 % Magermilchpulver entweder bei RT fur 1-3h oder bei 4°C uber Nacht in einem
Uberkopfschiittler (Reax 2, Fa. Heidolph, Schwabach). Die Bezeichnungen der verwendeten
Primarantikorper, die Hersteller, die Verdiinnungen sowie Inkubationsbedingungen sind der Tab. 2 zu

entnehmen. Als endogene Kontrollen wurden Antikérper gegen GAPDH, B-Actin, sowie HDAC1

eingesetzt.

Antikorper Hersteller Verdinnung  Inkubationszeit / -temperatur
B-Actin mAb Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 1:20.000 1h,RT
Akt antibody Cell signaling (Danver, USA) 1:1000 UN, 4 °C
c-Jun antibody abcam (Cambridge, UK) 1:1500 UN, 4 °C
Cleaved-Caspase-3 Cell signaling 1:1000 UN, 4 °C
elF2a antibody Cell signaling 1:1000 UN, 4 °C
FoxO1 (C29H4) mAb  Cell signaling 1:1000 UN, 4 °C
GAPDH Ambion® (Austin, USA) 1:5000 1h,RT
HDAC1 antibody abcam 1:2500 3h,RT
SAPK/INK antibody Cell signaling 1:1000 UN, 4 °C
MafA pAb Merck (Darmstadt) 1:1000 UN, 4 °C
Nkx6.1 (F55A10) DSHB (lowa City, USA) 1:1000 UN, 4°C
PDX1 antibody Millipore (Billerica, USA) 1:1000 UN, 4 °C
phospho-Akt Cell signaling 1:1000 UN, 4 °C
phospho-Fox0O1 Cell signaling 1:1000 UN, 4 °C
phospho-SAPK/INK1  Cell signaling 1:1000 UN, 4 °C

Tab. 2: Verwendete Primarantikérper zur Western-Blot-Analyse

Nach der Inkubation des Primarantikorpers wurde die Membran drei Mal fur je 10 min mit TBS/T in
einer Schale unter Schwenken gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. AnschlieBend
folgte die Inkubation mit einem sekundaren, peroxidasemarkierten Antikorper fir 1 h bei RT in einem
Uberkopfschiittler. Fiir die Detektion von GAPDH und Nkx6.1 wurde ein Sekundarantikdrper gegen

Maus (anti-Maus 1gG Fc-HRPO, Dianova, Hamburg) eingesetzt. Alle Ubrigen Primarantikdrper wurden
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mit einem Sekundarantikérper gegen Kaninchen (anti-Kaninchen IgG (H+L)-HRPO, Dianova)
nachgewiesen. Flr die Detektion von B-Actin war keine Anwendung eines Sekundarantikérpers
notwendig, da der Primarantikorper bereits mit einer Peroxidase markiert war. Nach einem erneuten
dreimaligen Waschschritt wurden die Zielproteine durch Anwendung eines Chemilumineszenz-
reagenz (ECL Western blotting detection and analysis system, Amersham Biosciences) sichtbar
gemacht. Diese Methode bedient sich der peroxidasevermittelten Oxidation von Luminol, die mit
einer Leuchterscheinung einhergeht. Die Intensitdt des Leuchtens ist proportional zur detektierten
Proteinmenge und wurde mit einer sensitiven Kamera (C09 116 CCD) in Verbindung mit einer

Auswertesoftware (peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) visualisiert.

2.3 Histologie und Immunhistochemie

2.3.1 Verwendete Antikérper

Die zur immunhistochemischen Detektion verwendeten Antikdrper, Verdiinnungen und Inkubations-

bedingungen sind in Tab. 3 aufgefiihrt.

Primar- und Sekundar-Antikorper

Antikérper Hersteller Verdiinnung Inkubationszeit/ -temperatur
Insulin Sigma 1:50.000 1h,RT
Cleaved-Caspase-3 Cell signaling 1:100 UN, 4 °C
Ki-67 Dako 1:50 UN, 4 °C
Nkx6.1 DSHB 1:1000 UN, 4 °C
PDX1 Millipore 1:2000 UN, 4 °C
phospho-Fox0O1 Cell signaling 1:50 UN, 4 °C
phospho-AKT Cell signaling 1:200 UN, 4 °C
Histofine®-anti rabbit Nichirei unverdinnt 1h,RT
Histofine®-anti mouse p Biosciences Inc., unverdiinnt 1 h, RT
Histofine®-anti rat Tokyo, Japan unverdinnt 1h,RT

Tab. 3: Verwendete Primar- und Sekundarantikérper der Immunhistochemie

2.3.2 Gewebeaufarbeitung

Das dem Tier entnommene Pankreasgewebe wurde zunachst in einer Einbettkassette (Fa.
Engelbrecht, Edermiinde) fur 24 h bei RT in 4 % Formaldehyd / PBS fixiert und anschlieBend fur
weitere 24 h in kaltem Leitungswasser gewaschen. Dann wurden die Gewebe in einem
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Entwasserungsautomaten (Hypercenter XP® Shandon, Frankfurt) schrittweise Uber aufsteigende

Alkoholkonzentrationen bis hin zur Paraffineinbettung entwassert (Tab. 4).

Gewebeeinbettung

Medium Zeit Temperatur Vakuum
Ethanol, 55 % 45 min 40 °C ohne
Ethanol, 70 % 50 min 40 °C ohne
Ethanol, 96 % 30 min 40 °C ohne
Ethanol, 96 % 60 min 40 °C ohne
Ethanol, 99,8 % 80 min 40 °C ohne
Ethanol, 99,8 % 150 min 40 °C mit
Toluen 120 min 40°C mit
Toluen 150 min 40 °C mit
Paraffin 90 min 60 °C mit
Paraffin 150 min 60 °C mit

Tab. 4: Ablauf der Gewebeeinbettung

Die Einbettung der Gewebe in Paraffin erfolgte mit einer ParaffinausgieRstation (Histocentre 2,
Shandon). Anschliefend wurden Gewebeschnitte von den auf -15 °C gekihlten Paraffinblocken mit
einem Rotationsmikrotom (Modell HM3355 S, Microm, Walldorf) in einer Schnittdicke von 2 um
angefertigt. Die Schnitte wurden in einem Wasserbad (Fa. Medax, Kiel) bei 38 °C auf Adhesiv-
objekttrager (Thermo Scientific, Braunschweig) aufgezogen und bei 38 °C iGN getrocknet. Bis zur
Verwendung der Schnitte wurden diese bei 4 °C gelagert. Die Einbettung der Gewebe sowie das
Herstellen der Schnitte wurde freundlicherweise von Elisabeth Meyer (Abteilung ETOX, DIfE)

Ubernommen.
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2.3.3 Immunhistochemie

Jeder histologischen Farbung ging ein Rehydrieren der Paraffinschnitte voraus. Die Objekttrager
wurden dazu schrittweise mittels eines Farbeautomaten (Cellstain A, Tharmac GmbH, Waldsolms) in

verschiedenen Badmedien bei RT getaucht (Tab. 5).

Medium Zeit

Toluen 2'20”
Toluen 3’ 30”
Ethanol, 99,8 % 2’ 00"
Ethanol, 99,8 % 3’ 00"
Ethanol, 96 % 2’ 00"
Ethanol, 70 % 1’ 45”
Ethanol, 40 % 1’ 45”
dH,0 1’ 20”

Tab. 5 Rehydrieren von Paraffinschnitten

Nach dem Rehydrieren der Schnitte wurden diese zur Demaskierung der Antikorperbindestellen in
aufgekochtem Mikrowellenpuffer (Dako, Hamburg) fir 4 min bei 150 W in einer Mikrowelle
behandelt. Nach einer 5-minitigen Abkihlphase wurden die Schnitte erneut fir 4 min bei 150 W
gekocht und schlieBlich 25 min bei RT abgekiihlt. Die Antigendemaskierung fand, bis auf Insulin, bei
allen angewendeten Antikorpern statt. Im nachsten Schritt erfolgte eine Blockierung der endogenen
Peroxidasen durch Inkubation der Schnitte in 10 % Wasserstoffperoxid (Roth, Karlsruhe) und kurzem
Spilen in dH,0. Fir die nachfolgende Antikorperinkubation wurden die Schnitte auf dem
Objekttrager zundchst mit einem Fettstift (Dako-Pen, Dako) eingegrenzt und zur Erhéhung der
Benetzbarkeit fir mindestens 5 min in TBS/T (10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1 % Tween®80) gestellt.
Die in Tab. 3 aufgefiihrten Primarantikorper wurden zu den genannten Konditionen in Antikorper-
verdiinnungsmedium (Antibody Diluent, Dako) in einer Menge von 60 — 70 ul auf den Objekttragern
in einer Feuchtkammer inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte drei Mal in TBS/T und einmal in
TBS fir je 3 min in einer Kiivette gewaschen. Es folgte die Benetzung der Schnitte mit einem
unverdinnten Tropfen des Sekundarantikorper-Peroxidase-Komplexes Histofine® fir 1 h bei RT. Zur
Detektion von cleaved-Caspase-3, PDX1, phospho-FoxO1 und phospho-AKT wurde Histofine®-anti
rabbit eingesetzt. Insulin und Nkx6.1 wurden mit Histofine®-anti mouse detektiert, wahrend Ki-67
mit Histofine®-anti rat nachgewiesen wurde. Nach der Benetzung mit Histofine® wurde, wie nach der
Primarantikorperinkubation, erneut gewaschen und die Schnitte mit 60—-70ul Diamino-

benzidinreagenz (DAB-Substrat Chromogen, Dako) fiir 3 - 8 min nach Herstellerangaben behandelt.
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Ein durch die Peroxidaseaktivitat der Sekundarantikérper entstehendes braunes Reaktionsprodukt
zeigte das Vorhandensein des nachzuweisenden Proteins an.

Nach dem Abschluss der DAB-Farbung wurden die Schnitte mit Hilfe des Farbeautomaten einer
Kernfarbung mittels Hamatoxylin (Bio-Optica, Mailand, Italien) unterzogen und anschlieRend
dehydriert (Tab. 6). Zuletzt wurden die Farbungen mit einem Deckglaschen (Engelbrecht) und

Histofluid (Krankenhaus- und Laborbedarf Manfred Fremdling, Furth) eingedeckelt.

Medium Zeit

Hamatoxylin 0’ 10”
Leitungswasser 3’ 00"
dH,0 2’00’
Ethanol, 70 % 0’ 30"
Ethanol, 96 % 0’ 45"
Ethanol, 99,8 % 3’ 00"
Ethanol, 99,8% 4’ 00"
Toluen 3’ 00”
Toluen 4’ 00"

Tab. 6: Dehydrieren von Paraffinschnitten

2.3.4 TUNEL-Assay zur Detektion apoptotischer Zellen

Die TUNEL-Methode (TdT- mediated dUTP-biotin nick end labeling) ist eine histologische Methode,
mit deren Hilfe man Zellkerne apoptotischer Zellen nachweisen kann. Die hier verwendete Methode
folgt weitestgehend der 1992 von Gavrieli und Kollegen beschriebenen Prozedur und bedient sich
der durch TdT (terminal desoxynucleotidyl transferase) katalysierten enzymatischen Bindung freier
3’-OH- Endungen fragmentierter DNA mit Digoxigenin-markierten Nukleotidtriphosphaten (Gavrieli
et al., 1992). Durch die spezifische Bindung peroxidasemarkierter Antikorper gegen Digoxigenin kann
durch Umsetzung eines DAB-Substrats das Vorhandensein apoptotischer Zellen angezeigt werden.

Der Nachweis apoptotischer Zellen in Langerhans-Inseln in Pankreasschnitten wurde nach
Herstellerangaben des ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kits der Fa. Millipore
(Billerica, USA) durchgefihrt. Vor dem TUNEL-Assay wurden die Schnitte wie unter 2.3.3 beschrieben

rehydriert und anschlieRend einer Hamatoxylinfarbung unterzogen sowie dehydriert.
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2.3.5 Mikroskopische Auswertung von Farbungen

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden hauptsachlich mit dem Forschungsmikroskop Eclipse
E1000 (Nikon, Disseldorf) mit Fluoreszenz und DIC-Ausstattung durchgefiihrt. Durch eine
Digitalkamera (CCD-1300CB, Vosskiihler, Stadtroda) in Verbindung mit einer computergestiitzten
Bildanalysesoftware (NIS-Elements, Nikon) wurden die Farbungen dokumentiert sowie morpho-
metrisch ausgewertet. Zur Bestimmung von Gesamtpankreasflichen wurden ausgewahlte
Objekttrager mit einem MIRAX MIDI-Scanner (Fa. Zeiss, Oberkochen) dokumentiert und Uber eine

Software (AxioVision LE, Zeiss) vermessen.

2.3.6 Morphometrische Auswertung von Fiérbungen

Eine morphometrische Auswertung von immunhistochemischen Gewebefarbungen dient der
Quantifizierung von strukturellen Verdanderungen sowie der Bestimmung von Expressions-
unterschieden untersuchter Proteine. Auf diese Weise wurden Gesamtpankreas- sowie Inselflachen
ermittelt sowie die Menge PDX1-, Nkx6.1-, TUNEL- und cleaved-Caspase-3-positiver Zellen in
Langerhans-Inseln zahlenmaRig erfasst. Jede Auswertung wurde von 3 — 6 Tieren je Untersuchungs-
gruppe in 2 — 3 Schnittebenen durchgefiihrt. Fiir jeden Untersuchungsparameter wurde zunachst ein
Mittelwert aus den ausgewerteten Schnittebenen berechnet und anschlieBend Uber alle Tiere je
Gruppe gemittelt, sowie die Standardfehler berechnet. Bei den Farbungen des Insulins sowie des p-
FoxO1l und p-AKT war eine morphometrische Quantifizierung nicht moglich, weshalb diese nach

Veranderungen in der Farbintensitdt und Lokalisierung des Farbstoffes bewertet wurden.

2.4 Untersuchungen an Zelllinien

2.4.1 Verwendete Zelllinie und Kulturbedingungen

Bei der verwendeten Zelllinie handelte es sich um MIN6 (mouse insulinoma, sub clone 6), welche mit
freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. Miyazaki (Institute for Medical Genetics, Kumamoto, Japan)
zur Verfligung gestellt wurde. Diese Zelllinie stammt urspriinglich aus transgenen Mausen, die nach
einer Infektion mit dem Simian-Virus-40-T Antigen B-Zelltumore entwickeln und wurde erstmals 1990
von Miyazaki und Kollegen beschrieben (Miyazaki et al., 1990). Die Zelllinie zeigt morphologische und
funktionelle Ubereinstimmungen zu pankreatischen B-Zellen und eignet sich daher als Hilfsmittel, um

molekulare Mechanismen des B-Zelluntergans bei T2D zu untersuchen.
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Alle Arbeiten mit MIN6-Zellen erfolgten unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank (HERA
safe, Heraeus, Hanau), um Kontaminationen zu verhindern. Als Zellkulturmedium wurde DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Fa. PAA, Colbe) mit 10 % fetalem Kalberserum (FCS gold, fetal
calf serum, Fa. PAA), 1% Penicillin / Streptomycin (PAA) und 5 mM Glucose eingesetzt. Vor der
Aussaat wurden die Zellen in kleinen (5 ml) und groBen (10 ml) Zellkulturflaschen (T25 bzw. T75,
Biochrom, Berlin) bei 37 °C, 5 % CO, und wasserdampfgesattigter Atmosphéare im Brutschrank (HERA
cell, Heraeus) kultiviert und ab ca. 50 % Konfluenz durch Trypsinieren passagiert. Flr die Versuche

wurden Zellen zwischen den Passagen 12 und maximal 28 verwendet.

2.4.2 Aussaat und Kultur von MIN6-Zellen

Die Aussaat der Zellen fur den Versuch erfolgte in Zellkultur-Testplatten (6-well, Biochrom). Dazu
wurde zundchst das Medium in den kleinen und groBen Zellkulturflaschen abgesaugt und die Zellen
mit 5 bzw. 10 ml PBS (phosphate buffered saline, 150 mM NaCl, 2,5 mM KCIl, 10 mM Na,HPO,,
1,5 mM KH,PO,4, pH 7,4) gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen durch Zugabe von 0,5 bzw.
1 ml Trypsin (PAA, Colbe) abgel6st und in 5 bzw. 10 ml DMEM aufgenommen. Um eine einheitliche
Aussaat von 5 x 10° Zellen je well in den 6-well- Platten zu gewahrleisten, musste die Zellzahl in der
Suspension bestimmt werden. Durch Auftragen von 10 ul der Zellsuspension in eine Neubauer-
Zahlkammer konnte die Zelldichte bestimmt werden. In Abhangigkeit von der Zelldichte wurde die
passende Menge Suspension in die wells der 6-well-Platte gegeben und auf 3 ml mit DMEM
aufgefillt. Bis zum Versuch mussten die Zellen 2 -3 Tage im Brutschrank zu den unter 2.4.1

genannten Bedingungen bis zu ca. 75 % Konfluenz wachsen.

2.4.3 MING6-Zellen im Versuch

Um Mechanismen des B-Zelluntergangs am Modell der MIN6-Zelle zu untersuchen, wurden die in 6-
well-Platten Uber 2 - 3 Tage gewachsenen Zellen unter wechselnden Inkubationsbedingungen weiter
kultiviert. Zur Untersuchung der Auswirkungen von Glucose- und Lipidtoxizitdat wurde die Glucose-
konzentration im Medium zwischen 1 mM und 50 mM variiert, sowie die Fettsdure Palmitat (Sigma)
als 16slicher BSA-Komplex in Konzentrationen von 0,1 - 0,5 mM zugegeben. Die Inkubationsdauer der
verschiedenen Medien betrug zweiTage. Zur Untersuchung von durch Glucolipotoxizitat
beeinflusstem ER-Stress war eine Behandlung ausgewahlter Zellen mit dem Nucleosid-Antibiotikum
Tunicamycin (AppliChem, Darmstadt) in einer Konzentration von 2 pug/ml als Positivkontrolle
notwendig. Die genauen Behandlungen der Zellen sind dem Ergebnisteil zu den verschiedenen

Versuchen zu entnehmen.
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2.4.4 Immuncytochemische Firbung von Zellproteinen

Die Immuncytochemie ist eine Methode zur antikdrpergestiitzten spezifischen Detektion von
Proteinen in Zellen, welche auf Deckglasern kultiviert wurden. Sie dhnelt der Immunhistochemie, bei
der Zielproteine auf Gewebeschnitten mittels Primar- und Sekundarantikérper nachgewiesen
werden. Die hier beschriebene Methode wurde genutzt, um den Einfluss glucolipotoxischer
Bedingungen auf die Lokalisation des Transkriptionsfaktors FoxO1 in MIN6-Zellen zu untersuchen.
Die in 24-well-Platten Uber zwei Tage behandelten Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 500 ul 4 % Paraformaldehyd (Roth) je well fixiert. Danach wurden die Zellen vier
Mal fiir je 7 min mit PBS gewaschen, bevor sie drei Mal fir je 3 min mit 500 pl 20 mM NH,Cl (Merck)
behandelt wurden, um freie Antikdrperbindungsstellen am Paraformaldehyd zu blockieren. Zur
Permeabilisierung der Zellen folgte eine 20-minitige Behandlung mit 500 ul 0,5 % Triton (Roth) in
PBS. Bevor der Primarantikérper auf die Zellen gegeben werden konnte, wurden diese erneut
blockiert, indem fir 30 min mit 250 pl 0,1 % Tween®20 / 5% NGS (normal goat serum) (Dianova)
inkubiert wurde. Der Primarantikorper (FoxO1 (C29H4) mAb) wurde in einer Verdiinnung von 1 : 100
in Antikérperverdiinnungsmedium (Dako) fur 1 h bei RT inkubiert und anschlieRend erneut dreimal
fur je 7min mit 0,1 % Tween®20/PBS gewaschen. Der Sekundarantikérper (488 anti-rabbit,
Invitrogen, Carlsbad, USA) wurde fiir 30 min in einer Verdiinnung von 1 : 200 inkubiert, dann erneut
gewaschen und die Deckglaser mit den Zellen mit Fluorescent Medium (Dako) auf Objekttragern
fixiert.

Die mikroskopische Erfassung der Farbung wurde mit dem Forschungsmikroskop Eclipse E1000 bei

einer Fluoreszenzwellenldange von 488 nm durchgefiihrt.

2.5 Arbeitsmethoden in der Primarzellkultur

2.5.1 Isolation von Langerhans-Inseln

Die Gewinnung von Langerhans-Inseln aus Mauspankreata folgte im Wesentlichen der 1985 von
Gotoh und Kollegen entwickelten Methode (Gotoh et al., 1985). Diese Methode erlaubt eine saubere
Praparation intakter Langerhans-Inseln durch Collagenase-Verdau des exokrinen Pankreas.

Die Isolation von Langerhans-Inseln wurde bei ungefasteten NZO sowie ob/ob Mausen im Alter von
18 £ 2 Wochen durchgefiihrt. Zunachst wurden die Tiere durch zervikale Dislokation get6tet, der
Bauchraum geoffnet und der Gallengang frei prapariert. Der Zugang des Gallengangs in den
Zwolffingerdarm wurde mit einer Hamilton-Klemme (FST Medizintechnik, Bad Oeynhausen) blockiert
und dann 3 ml Collagenase P (Roche, Mannheim) in einer Konzentration von 1 mg/ml in HBSS (hanks
buffered salt solution; Fa. PAA) mit 25 mM HEPES (PAA), 0,5 % BSA (MP Biomedicals, Eschwege), pH
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7,4 injiziert. Das perfundierte Pankreas wurde anschlieBend entnommen und in 2 ml Collagenase-
[6sung in einem GlasgefaR bei 37 °C in einem Wasserbad verdaut. Die Dauer des Verdauvorgangs
richtete sich nach der Charge der Collagenase und dem Tiermodell. Die Pankreata von NZO-Mausen
wurden flir 9 — 10 min verdaut, wahrend ob/ob- Pankreata eine kiirzere Verdauzeit von ca. 7 — 8 min
hatten. Der Verdauvorgang wurde durch Zugabe von 2 ml eiskaltem RPMI 1640 (PAA) inklusive 10 %
FCS gold (PAA) und 1% Penicillin / Streptomycin (PAA) gestoppt und die Inseln durch mehrfache
Aspiration in eine 5 ml Spritze mit 18 G x 11’2 Kantile (BRAUN® Sterican, B.Braun AG, Melsungen)
herausgel6st. Die Suspension, bestehend aus Inseln und groBen Anteilen an exokrinem Pankreas,
wurde je zwei Mal mit HBSS und RPMI 1640 fir 5 min gewaschen und die Inseln durch Picken in einer
Zellkulturschale (60 x 15, Sarstedt, Nimbrecht) von Schwebeteilchen befreit. Auf diese Weise
mussten die Inseln 3 —4-mal in neue Zellkulturschalen mit RPMI 1640 passagiert werden, um eine
vollstandige Aufreinigung der Inseln zu gewahrleisten. Die Injektion der Collagenaselésung sowie das
Picken der Inseln wurden unter einem Stereomikroskop mit Lichtquelle (Leica DFC420, KL1500 LED,

Leica Microsystems, Wetzlar) vorgenommen.

2.5.2 Kultur von Langerhans-Inseln

Nach der Isolation mussten die durch den Verdau gestressten Inseln regeneriert werden, bevor man
sie fiir die Anwendung verschiedener Kulturbedingungen einsetzen konnte. Dazu wurden maximal
150 Inseln in Zellkulturschalen (60 x 15, Sarstedt) mit 6 ml RPMI 1640 inklusive 10 % FCS, 11 mM
Glucose und 1% Penicillin / Streptomycin fiir ein bis drei Tage kultiviert und das Medium téaglich
gewechselt, um tote Zellen zu entfernen. Die Kultur erfolgte bei 37 °C und 5% CO, in einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare im Brutschrank (HERA cell, Heraeus, Hanau). Diejenigen Inseln,
die flr eine Transkriptomanalyse via DNA-Microarray-Chip-Technik oder gRT-PCR vorgesehen waren,
wurden nach der Isolation maximal 1 h in oben genanntem Medium belassen, da eine langere

Inkubation einen Einfluss auf die Expression der zu untersuchenden Gene haben kdnnte.

2.5.3 Untersuchungen der Langerhans-Inseln unter glucolipotoxischen Bedingungen

Neben der Untersuchung glucolipotoxischer Bedingungen in MIN6-Zellen war der Einfluss von
Glucose und Fettsauren auf molekulare Veranderungen in isolierten Inseln von Bedeutung. Die Inseln
der beiden Mausstimme NZO und ob/ob wurden dazu nach der Regenerationsphase unter
verschiedenen Glucosekonzentrationen in An- und Abwesenheit von 0,3 mM Palmitat fir zwei Tage
kultiviert. Die Glucosekonzentration im Medium variierte von 2,8 mM bis 38,7 mM. Bei der

Uberpriifung ob glucolipotoxische Bedingungen ER-Stress ausiiben, wurde einem Ansatz das ER-
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Stress induzierende Antibiotikum Tunicamycin in einer Endkonzentration von 2 ug/ ml zugesetzt.
Samtliche Behandlungen fanden bei 37 °C, 5 % CO, in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare in
einem Brutschrank (HERA cell, Heraeus) statt. Die genauen Behandlungen der Inseln sind dem

Ergebnisteil zu den verschiedenen Versuchen zu entnehmen.

2.5.4 Bestimmung der Glucose-stimulierten Insulinsekretion (GSIS)

Nach der Isolation der Inseln mittels Collagenaseverdau wurden diese fiir mindestens zwei Tage in
RPMI 1640 (11 mM Glucose) regeneriert. Vor Durchfiihrung des GSIS mussten die Inseln zunachst fur
1 h gehungert werden, indem sie in einer Zellkulturschale (60 x 15, Sarstedt) getrennt nach Tier in
Krebs-Ringer-Puffer mit 2,8 mM Glucose inkubiert wurden. Anschliefend kamen die Inseln in einer
Dreifachbestimmung zu je 15 Stiick in die wells einer 12-well-Platte (Biochrom) mit zunachst 2,8 mM
Glucose. Nach einer weiteren Stunde wurden die Inseln in KRBH mit 16,7 mM Glucose tberfihrt und
erneut 1 h inkubiert. Zuletzt wurden die Inseln in die wells mit KRBH und 2,8 mM sowie 35 mM KCl
Uberfiihrt und nach 1 h fiir die DNA-Konzentrationsbestimmung entnommen. Das freigesetzte Insulin
wurde aus den Uberstdnden der drei Konditionen mittels eines ELISA-Tests (siehe 2.7.8.1) bestimmt
und mit der DNA-Konzentration der Inseln (siehe 2.1.5) normalisiert. Alle Inkubationen fanden in
einem Brutschrank (Heraeus) bei 37 °C, 5% CO, in einer wasserdampfgesattigten Atmosphére statt.

Das Uberfiihren der Inseln wurde auf einer Heizplatte bei 37 °C durchgefiihrt.

KRBH:

115 mM NaCl (Roth)

4,5 bzw. 35 mM KCl (Roth)

1,2 mM KH,PO, (Fluka)

1,2 mM MgS0,-7H,0 (Roth)

2,6 mM CaCl,-2H,0 (Merck)

10 mM HEPES (PAA)

20 mM NaHCO; (Merck)

pH 7,4

0,2 % BSA (MP Biomedicals)

2,8 bzw. 16,7mM Glucose (Merck)
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2.6 Tierexperimente

2.6.1 Verwendete Mausmodelle

Bei den verwendeten Mausmodellen handelte es sich ausschlieBlich um Mannchen des Inzucht-
stamms NZO (New Zealand Obese) als Substamm NZOHIBomDife (Dr. R. Kluge, Deutsches Institut fir
Erndhrungsforschung, Potsdam-Rehbriicke) sowie um Mannchen der Linie B6.V-Lep®”°’/JBomTac
(ob/ob), die von der Firma Taconic (Bomholt, Ddnemark) bezogen wurden. Die NZO-Maus stellt ein
Modell fir das humane polygene metabolische Syndrom mit Adipositas, Insulinresistenz,
Bluthochdruck und T2D dar (Crofford und Davis, 1965; Junger et al., 2002; Ortlepp et al., 2000). Die
verwendeten ob/ob-Mause tragen eine Mutation im Leptingen auf dem genetischen Hintergrund der
C57BL/6J (B6)-Maus. Sie bilden kein funktionelles Leptin und sind deshalb hyperphag und werden
extrem adip0s. Im Gegensatz zu den NZO-Mausen entwickeln diese Tiere keinen Diabetes (Coleman

und Hummel, 1973).

2.6.2 Zucht- und Haltungsbedingungen

Die Haltung und Zucht der Tiere erfolgte nach den Richtlinien des NIH (National Institutes of Health)
fur Pflege und Nutzung von Versuchstieren sowie durch das MUGV (Ministerium fir Landliche
Entwicklung, Umwelt und Verbraucherschutz) des Landes Brandenburg. Die Haltung, Zucht und die
Tierversuche fanden im MRL (Max-Rubner-Laboratorium) des Deutschen Instituts fiir Erndahrungs-
forschung, Potsdam-Rehbriicke, statt. Die Tierversuche wurden unter den Genehmigungsnummern
23-2347-8-21-2008 und V3-2347-31-2011 beim Landesamt fiir Umwelt, Gesundheit und Ver-
braucherschutz gefiihrt.

Alle Tiere wurden bei 20 + 2 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 — 60 % sowie bei einem Tag-
Nacht-Regime von 12 h (Lichtphase 06 : 00 Uhr bis 18 : 00 Uhr) in Typ Il und Typ lll Makrolon-Kafigen
(EBECO, Castrop-Rauxel) gehalten.

2.6.3 Diatetische Interventionen
2.6.3.1 Verwendete Didten
In den Zuchtkifigen wurde den NZO-Tieren eine Standardhaltungsdiat (V153 x R/MH, Ssniff®, Soest)
(3,06 kcal / g) verabreicht. Diese Diat wurde den Jungtieren nach Absatz in der 3. Lebenswoche fiir

weitere zwei Wochen gegeben, bevor sie die Experimentaldidten erhielten. Ab der 5. Lebenswoche

wurden alle NZO sowie ob/ob-Tiere mit einer selbst gemischten fettreichen, aber kohlenhydratfreien
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(-CH, no carbohydrates) Experimentaldidt mit einem Energiegehalt von 7,00 kcal/g geflttert. In der
18 £+ 2. Lebenswoche wurde ausgewahlten Versuchsgruppen eine fett- und kohlenhydrathaltige Diat
(+CH, high fat diet with carbohydrates) mit einem Energiegehalt von 5,23 kcal /g Uber einen

Zeitraum von zwei bis 32 Tagen verabreicht. Die Zusammensetzung der -CH und +CH-Diat ist in Tab. 7

angegeben.
Inhaltsstoff Anteil im Futter (%) Hersteller

-CH +CH
Casein 20 20 Bayerische Milchindustrie eG, Landshut
Kokosfett 33,5 13,5 Ostthilringer Nahrungsmittelwerk, Gera
Margarine 33,5 135 Ostthiringer Nahrungsmittelwerk
Distelol 0,5 0,5 Kunella Feinkost, Cottbus
Leindl 0,5 0,5 Kunella Feinkost
Mikrocellulose 5 5 J. Rettenmaier & S6hne, Ellwangen
Mineralstoffmix 5 5 Altromin, Lage
Vitaminmix 2 2 Altromin
Saccharose 0 10 Pfeifer & Langen KG, KéIn
Starke 0 30 Kroner Starke, Ibbenbiren

Tab. 7: Zusammensetzung der Experimentaldidten

2.6.4 Bestimmung des Korpergewichts

Das Korpergewicht der Mause wurde mit Hilfe einer elektronischen Waage (Fa. Sartorius, Gottingen)
morgens in der Zeit von 08:00 Uhr — 09:00 Uhr bestimmt. Gewichtsbestimmungen wurden wahrend
der -CH und +CH-Fltterung stichprobenartig durchgefiihrt um den Gesundheitszustand der Tiere zu
Uberprifen. Ab einem Gewichtsverlust von mehr als 25 % wurden die Tiere aus ethischen
Gesichtspunkten euthanasiert. Die Korpermassen der Tiere wurden unmittelbar vor der reguldren

Euthanasie erneut gemessen.

2.6.5 Bestimmung der Blutglucose

Die Blutglucosemessung erfolgte zu Beginn der Kohlenhydratfltterung, sowie unmittelbar vor
Euthanasie eines jeden Tieres mit einem Blutzuckerhandmessgerat (ASCENSIA Contour®, Bayer Vital

GmbH, Leverkusen). Zur Gewinnung eines Bluttropfens wurde die Schwanzspitze mit Hilfe einer
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Schere oder eines Skalpells leicht verletzt und der Bluttropfen (<5 pl) von einem Messstreifen

aufgenommen. Nach 5 s konnte der Messwert in mmol/| abgelesen werden.

2.6.6 Blutentnahme zur Plasmagewinnung

Zur Bestimmung der Konzentration von freien Fettsauren und Triglyceriden war die Gewinnung von
Blutplasma notwendig. Das Blutplasma wurde dabei nach der Euthanasie des Tieres aus der
gesamten Menge dem Korper entnommenen Bluts gewonnen. Hierzu wurde mit einer Kanile
(24 G x1”) und einer Spritze (Omnifix®-F 1 ml, B.Braun AG, Melsungen) das Korperblut aus der
Hohlvene (vena cava) entnommen und anschlieend fiir 5 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Der klare Uberstand, das Plasma, wurde abgenommen, aliquotiert und fiir eine spitere Verwendung

bei -80 °C eingefroren.

2.6.7 Euthanasie und Organentnahme

Die Totungsart der Tiere zur Organentnahme bzw. Inselisolation richtete sich danach, ob das Blut zur
Plasmagewinnung bendtigt wurde. War dies nicht der Fall, wurde auf eine zervikale Dislokation
zuriickgegriffen. Im Fall einer Blutentnahme (ber die vena cava wurden die Tiere durch tiefe
Isoflurananasthesie (cp-pharma, Burgdorf) getotet. Alle Versuchstiere wurden ungefastet morgens in
der Zeit von 08 :00 Uhr bis 10:00 Uhr getotet. Die entnommenen Gewebe wurden je nach
Verwendungszweck unmittelbar in flissigem Stickstoff bei -196 °C eingefroren oder in Einbett-
kassetten fur die Histologie verbracht um sie fiir 24 h in 4 % Formaldehyd / PBS zu fixieren. Das fir

die Inselisolation bendtigte Pankreas wurde nach Perfusion mit Collagenaselésung prapariert.

2.6.8 Bestimmung von Plasmaparametern

Alle unten genannten Plasmaparameter wurden mit kommerziell erhaltlichen Kits nach Hersteller-
angaben bestimmt. Samtliche Messungen wurden freundlicherweise von Andrea Teichmann (Abt.

DIAB, DIfE) durchgefiihrt.

2.6.8.1 Insulin

Die Insulinkonzentration von je 5 ul Blutplasma wurde mit Hilfe des Insulin (Mouse) Ultrasensitive
ELISA- Kits (ALPCO, Salem, USA) bestimmt. Das Messprinzip beruht auf der spezifischen Bindung des
Insulins an, in einer 96-well Platte, immobilisierten anti-Insulin-Antikérper und anschlieRender

Bindung eines weiteren POD-markierten anti-Insulin-Antikorpers (2-Seiten-Enzymimmunassay).
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Durch Zugabe des Substrats TMB (3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidin) entsteht ein blaues
Reaktionsprodukt, dessen Menge direkt proportional zur Plasmainsulinkonzentration ist. Die
Vermessung und Auswertung der Platte wurde mit Hilfe einer Eichreihe und einem Plattenlesegerat
(SpectraMax M2, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) bei 450 nm und einer Referenzwellenldange von

620 nm durchgefiihrt.

2.6.8.2 Proinsulin

Das Proinsulin im Blutplasma wurde mit Hilfe des Proinsulin (Mouse) ELISA Kits (ALPCO) bestimmt.
Fir jede Messung waren 10pul Plasma notwendig. Das Messprinzip ist identisch zur
Insulinbestimmung (2.6.8.1) und beruht ebenso auf einem 2-Seiten-Enzymimmunassay, der bei

450 bzw. 620 nm in einer 96-well Platte vermessen wurde.

2.6.8.3 Glucagon

Die Messung des Glucagons beruht auf einem kompetitiven Enzymimmunassay (YKO90 Glucagon,
EIA, Yanaihara Institute Inc., Shizuoka, Japan). Bei dieser Methode wird ein Gemisch aus Biotin-
markiertem Glucagon und dem Blutplasma (mit unmarkiertem Glucagon) in eine 96-well Platte mit
immobilisiertem anti-Glucagon-Antikorper gegeben. In einer kompetitiven Reaktion bindet
markiertes und unmarkiertes Glucagon, worauf dann POD-markiertes Streptavidin zugefiigt wird. Im
Anschluss wird die POD-Aktivitat durch Zugabe von OPD (o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid) in einer
Farbreaktion angezeigt. Die Zunahme des Farbstoffs ist indirekt proportional zur Menge des im

Plasma enthaltenen Glucagons.

2.6.8.4 Triglyceride und freies Glycerol

Zur gemeinsamen Bestimmung von Triglyceriden sowie freiem Glycerol im Plasma der Tiere konnte
das Serum Triglyceride Determination Kit (Sigma, Hamburg) verwendet werden. Dieses Kit nutzt
einen gekoppelten enzymatischen Test bei dem zunédchst das im Plasma enthaltende freie Glycerol
bestimmt wird. Uber eine Glycerolkinase mit Hilfe von ATP wird zunichst Glycerol in Glycerol-1-
Phosphat (G1P) umgesetzt. Das G1P wiederum wird Uber eine Glycerolphosphat-Oxidase mit
Sauerstoff zu Dihydroxyacetonphosphat und H,0, umgesetzt. In einer dritten enzymatischen
Reaktion wird das H,0, mit einer Peroxidase und 4-Aminoantipyrin (4-AAP) sowie Natrium-N-Ethyl-
N-(3-Sulfopropyl)-m-Anisidin (ESPA) zu einem gelb-griinen Chinoniminfarbstoff umgesetzt, dessen
Absorption bei 540 nm gemessen wurde. Die Absorption ist direkt proportional zur Konzentration
freien Glycerols im Plasma.

Zur Bestimmung der Triglyceride wurde den oben genannten Reaktionen eine zusatzliche Lipase-

Reaktion vorangestellt. Die Triglyceride wurden dabei durch eine Lipoproteinlipase in Glycerol und
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freie Fettsduren umgesetzt. Das aus Triglyceriden gebildete Glycerol wurde nach den oben
genannten Reaktionen in den Chinoniminfarbstoff umgesetzt und bei 540 nm vermessen und die

Menge freien Glycerols abgezogen.

2.6.8.5 Freie Fettsduren

Die Bestimmung von freien Fettsduren im Plasma wurde mit dem NEFA-HR(2)- Kit (Wako, Richmond,
USA) durchgefiihrt. Dieses Kit beruft sich auf die ACS-ACOD-Methode, einem gekoppelt
enzymatischen Test. Die im Plasma enthaltenen freien Fettsduren werden zunachst Gber eine Acyl-
CoA-Synthetase (ACS) mit ATP und Coenzym A zu Acyl-Coenzym A und Adenosinmonophosphat
(AMP) sowie anorganischem Diphosphat umgesetzt. Das Acyl-CoA reagiert in einem weiteren Schritt
Uber eine Acyl-CoA-Oxidase (ACOD) mit Sauerstoff zu 2,3-trans-Enoyl-CoA und H,0,. Das gebildete
H,0, wird fiir eine Farbreaktion genutzt, bei der es mit 4-Amino-Phenazon und 3-Methyl-N-Ethyl-N-
(B-Hydroxyethyl)-Anilin (MEHA) mittels einer POD zu Wasser und einem roten Chinonimin-Farbstoff
reagiert. Die Intensitat des Farbstoffs ist direkt proportional zur Konzentration freier Fettsauren und

wurde bei 550 nm vermessen.

2.7 Datenanalyse

2.7.1 Graphische Darstellung und Tabellenkalkulation

Alle erhaltenen Daten und Messergebnisse wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft® Excel 2002 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) erfasst und ausgewertet. Die
grafische Darstellung der analysierten Daten erfolgte ebenfalls mit Microsoft® Excel 2002 sowie mit
den Programmen SigmaPlot v11.0 (London, UK), GraphPad Prism v4.0 (GraphPad Software, La Jolla,
USA) und Microsoft® PowerPoint 2002. Die Bearbeitung von digitalen Bilddaten erfolgte mit der
Software Corel® PhotoPaint v12.0 (Ottawa, Kanada), AxioVision LE (Zeiss, Oberkochen) sowie NIS

Elements (Nikon, Dusseldorf).

2.7.2 Deskriptive Statistik und Vergleich der Mittelwerte

Alle erhaltenen Daten wurden mit Hilfe der Software SPSS fiir Windows v16.0 statistisch abgesichert.
Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs vieler Analysen wurden die Mittelwerte der Unter-
suchungsgruppen mit einem parameterfreien U-Test nach Mann Whitney verglichen. Dieser Test
prift, ob zwei unabhangige Stichproben einer Grundgesamtheit gleich sind, bzw. ob die Stichproben

nicht nur zufallig groRere bzw. kleinere Elemente besitzen. Ein Vorteil dieses Tests ist, dass er auch
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im Fall nicht-normalverteilter Werte auf Gleichheit der Mittelwerte testet. Einzige Bedingung in dem
Fall ist die ordinale Verteilung der Stichproben (Mann und Whitney, 1947).

Alle untersuchten Plasmaparameter wurden in einer Stichprobenzahl von mindestens 4 — 12 Tieren
pro Gruppe verglichen. Die morphometrischen Daten histologischer Farbungen wurden zunachst in
mehreren Schnittebenen gemittelt und anschlieBend von 3 —6 Tieren statistisch verglichen. Zur
statistischen Erfassung von Western-Blot-Untersuchungen wurden die von mindestens drei Experi-
menten quantifizierten Bandenintensitdten im Verhéltnis zu einer geeigneten endogenen Kontrolle
verglichen. Alle Daten wurden bei einem p-Wert von kleiner oder gleich 0,05 als signifikant

verschieden eingestuft (Janssen und Laatz, 2005).
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3 Ergebnisse

3.1 Kohlenhydratvermittelter Typ-2-Diabetes in der NZO-Maus

Friihere Untersuchungen an mannlichen NZO-Mausen hatten gezeigt, dass eine kohlenhydratfreie,
fettreiche Erndhrung die Tiere trotz massiver Adipositas vor der Entstehung einer Hyperglykdamie
schiitzt, wahrend Kohlenhydrate in der Nahrung einen Typ-2-Diabetes ausldosen (Jiirgens et al., 2007).
Diese Erkenntnis wurde bereits in meiner Diplomarbeit aufgegriffen und eine didtetische
Zeitverlaufsstudie konzipiert, in der mannliche NZO-Madause zunadchst durch kohlenhydratfreie,
fettreiche Erndhrung auf einen hohen Grad an Adipositas, begleitet von Insulinresistenz, geflttert
wurden. AnschlieBend wurde eine rasche Entwicklung eines T2D durch 16-tdgige Gabe einer
kohlenhydrathaltigen Diat induziert. Aus diesem Versuch ging hervor, dass sich trotz anfédnglich
massiver Insulinausschiittung bereits nach zwei Tagen eine ausgepragte Hyperglykamie entwickelte,
welche bei fortgesetzter Kohlenhydratfiitterung (16 Tage) zu einem Abfall der Plasmainsulinspiegel
und einem B-Zelluntergang flihrte. Dieser Prozess wurde von einer Internalisierung des
Glucosetransporters GLUT2 sowie von einem Verlust des insulingenspezifischen Transkriptionsfaktors

MafA begleitet (Kluth, 2008).

3.1.1 Einfluss der Kohlenhydratfiitterung auf die Sekretion des Proinsulins und
Glucagons

In meiner Diplomarbeit wurde bereits gezeigt, dass die Umstellung auf eine kohlenhydrathaltige Diat
zu einem kontinuierlichen Anstieg des Blutzuckers von 9,9 £ 0,3 mM auf 23,9 £ 0,5 mM am Tag 16
fihrte. Die Hyperglykdamie war begleitet von einem initialen Anstieg der Plasmainsulinspiegel von
1,19+0,1 nM auf 6,11 +£0,58 nM bis zum Tag acht, welcher jedoch bis zum Tag 16 wieder auf
2,75 £ 0,3 nM abfiel (Abb. 5A) (Kluth, 2008).

Fiir den Menschen ist beschrieben, dass eine chronische Hyperglykdmie von einem veranderten
Proinsulin zu Insulinverhaltnis (Hyperproinsulindmie) im Plasma begleitet ist. Die Ursache dafiir wird
sowohl in einem gesteigerten Bedarf als auch in einer Prozessierungsstérung des Insulins vermutet
(Alarcon et al., 1995). Weiterhin ergaben Untersuchungen an Rattenmodellen mit einem T2D, dass
unter diesen Umstanden auch ein erhdhtes Proinsulin-Insulin-Verhaltnis in den Inseln vorliegt
(Borjesson und Carlsson, 2007).

Um zu priifen, ob das durch die kohlenhydratinduzierte Hyperglykdmie freigesetzte Insulin zu einem

Anteil aus unprozessiertem Proinsulin besteht, wurde die Proinsulinkonzentration im Plasma der
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Tiere im Zeitverlauf bestimmt. Vergleicht man den Verlauf der Insulinwerte mit denen des
Proinsulins, so zeigt sich hier ein ahnlicher Verlauf. Nach Umstellung der Tiere auf eine diabetogene
Diat stieg die Proinsulinsekretion bis zum Tag acht stark an, fiel bis zum Tag 16 jedoch wieder ab.
Vergleicht man das Verhéltnis von Proinsulin zu Insulin am Initialtag (Tag 0) so betrug das Verhéltnis
zunachst 1:103, wahrend es am Tag acht zu einem hoheren Anteil des Proinsulins (1:23)
verschoben wurde (Abb. 5B). Wie beim Insulin deutet das Absinken des Proinsulins zum Ende der
Flitterung (Tag 16) auf eine nachlassende Fahigkeit der Inseln hin, addquate Mengen Insulin zu

synthetisieren.
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Abb. 5: Entwicklung der Insulin- und Proinsulinkonzentrationen im Plasma von NZO-Mausen. Dargestellt sind
die Mittelwerte + SEM der Plasmainsulin- (A) sowie Plasmaproinsulinkonzentrationen (B) von je 7 — 12 Tieren
im Verlauf von 16 Tagen nach diatetischer Intervention. Signifikante Unterschiede (* p <0,05) wurden mit
einem parameterfreien U-Test nach Mann-Whitney berechnet. (-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH:
fat enriched diet with carbohydrates)

Aufgrund dieser Befunde wurde die Menge und Verteilung von Insulin sowie Proinsulin in den
Langerhans-Inseln im Zeitverlauf der Kohlenhydratfiitterung immunhistochemisch bestimmt.

Die durch fortgesetzte Kohlenhydratrestriktion erndhrten Tiere wiesen (iber den gesamten Inter-
ventionszeitraum von 16 Tagen keine Veranderungen in der Immunreaktivitdt von Insulin (DAB-
Braunfarbung) auf. Die dulRere Form der Inseln war zu jedem Zeitpunkt rund und klar vom exokrinen
Pankreas abgegrenzt. Im Gegensatz dazu filihrte die Kohlenhydratgabe zu einer raschen
Degranulierung der Inseln, welche bereits am Tag vier erkennbar war. Im weiteren Verlauf der
Kohlenhydratfiitterug verminderte sich die Menge des Insulins zunehmend und spiegelte die am Tag
16 verringerten Plasmainsulinkonzentrationen wieder. Neben der starken Degranulierung der B-
Zellen am Tag 16 war eine beginnende morphologische Verdanderung der Inseln mit Verlust des
Zellverbands beobachtbar (Abb. 6A).

Vergleicht man die immunhistochemische Farbung des Proinsulins mit der des Insulins im Zeitverlauf,
so zeigen sich hier Gemeinsamkeiten. Die kohlenhydratfrei ernadhrte Gruppe besall (ber den

gesamten Interventionszeitraum eine stabile Immunreaktivitdt fiir Proinsulin, was auf eine
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kontinuierliche Insulinsynthese hindeutete. Nach Gabe der diabetogenen Diat war eine beginnende
Verminderung des Proinsulins ab Tag acht beobachtbar. Am Tag 16 konnte immunhistochemisch so
gut wie kein Proinsulin mehr nachgewiesen werden (Abb. 6B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Insulinsynthese im Zuge des entwickelnden Diabetes beeintrachtigt

war und keine Prozessierungsstorung von Proinsulin zu Insulin vorlag.

Insulin

| 4 +CH

Proinsulin

Abb. 6: Immunhistochemische Analyse der Proinsulin- und Insulinmenge in Langerhans-Inseln von NZO-
Mausen. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen einer Insulin- (A) und Proinsulinfarbung (B) des Pankreas von
-CH bzw. +CH gefiitterten NZO-Mausen im Verlauf von 16 Tagen. (-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH:
fat enriched diet with carbohydrates)

Die morphometrische Auswertung der Inselzusammensetzung wahrend meiner Diplomarbeit ergab,
dass beginnend am Tag acht eine Verminderung der B-Zellen eintrat. Trotz Schwankungen in der
InselgroRe blieb die Zahl der glucagonproduzierenden a-Zellen konstant (Kluth, 2008). Diese
Auswertung gab jedoch keine Auskunft Uber die Menge sezernierten Glucagons wahrend der
Diabetesentstehung. Bereits im Jahre 1978 wurden von Unger und Kollegen Untersuchungen an

Diabetikern angestellt, die die so genannte bihormonale Hypothese, d.h. die Beteiligung hoher
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Glucagonspiegel am diabetischen Phanotyp, bestatigen sollten. Diese Untersuchungen zeigten, dass
Diabetiker trotz des Vorhandenseins von Insulin gesteigerte Glucagonspiegel aufwiesen (Unger,
1978). Zur Untersuchung eines moglichen Einflusses des progressiven T2D in der NZO-Maus wurden
die Plasmaglucagonspiegel bestimmt. Die Auswertung dieser Messung ergab, dass
Kohlenhydratrestriktion bzw. Kohlenhydratfiitterung zundchst zu einem leichten Abfall der
Glucagonlevel fihrten, dieser im weiteren Zeitverlauf aber zwischen den Gruppen einheitlich und
unverandert blieb. Im Vergleich zum Insulin betragt der Glucagonanteil im Blut am Tag O nur etwa ein
Hundertstel (Abb. 7). Das hier verwendete Modellsystem konnte die von Unger und Kollegen
beschriebene gesteigerte Glucagonsekretion zumindest innerhalb des kurzen Zeitraums der

Hyperglykamie nicht bestatigen.
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Abb. 7: Verlauf der Glucagonspiegel bei -CH bzw. +CH gefiitterten NZO-Mausen. Gezeigt sind die Mittelwerte
+ SEM von je 4 —5 NZO-Mausen zu den angegebenen Zeitpunkten bei —CH und +CH-Fltterung. Mittels eines
statistischen U-Tests konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.
(-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH: fat enriched diet with carbohydrates)

3.1.2 Apoptose von insulinproduzierenden B-Zellen

3.1.2.1 Kohlenhydratinduzierter B-Zelluntergang in der NZO-Maus

Die in Vorarbeiten durchgefiihrten Farbungen von Insulin und Glucagon in Langerhans-Inseln von
NZO-Mausen wurden hinsichtlich der B- und a-Zellzahl morphometrisch ausgewertet. Nach
acht Tagen Kohlenhydratfiitterung zeichnete sich ein Verlust von B-Zellen ab, der durch eine
veranderte Inselmorphologie am Tag 16 gekennzeichnet war (Kluth, 2008). Um zu prifen, ob der
durch Kohlenhydrate ausgeloste B-Zellverlust ein durch Apoptose ausgelostes Ereignis ist, wurden
Farbungen gegen fragmentierte DNA (TUNEL) sowie gegen die Effektor-Protease Caspase-3 auf NZO-
Pankreasschnitten vorgenommen.

Ubereinstimmend zu dem in der Diplomarbeit nachgewiesenen B-Zellverlust ab Tag acht stieg die
Anzahl TUNEL-positiver Kerne zu diesem Zeitpunkt sprunghaft an, wahrend in beiden Fltterungs-

gruppen bis zum Tag vier nahezu keine apoptotischen Zellen nachgewiesen werden konnten. Die
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Bestimmung der Anzahl TUNEL-positiver Kerne ergab fir die Tage acht und 16 einen signifikanten
Anstieg von 0 % auf etwa 0,3 % in der +CH gefiitterten Gruppe (Abb. 8A). Vergleicht man den TUNEL-
Assay-basierten Nachweis apoptotischer B-Zellen in den Inseln mit einer Immunfarbung gegen
Caspase-3, ergibt sich ein ahnliches Resultat. Zu den untersuchten Zeitpunkten (Tag 0, 8, 16) war eine
deutlich erhéhte Anzahl Caspase-3-positiver Kerne ab Tag acht sichtbar, welche sich bis zum Tag 16
weiter steigerte. Die Auszdhlung der Caspase-3- positiven Zellen ergab einen signifikanten Anstieg
apoptotischer Zellen von 0,4 % am Tag null auf 0,99 % am Tag acht bzw. auf 2,19 % am Tag 16 bei
Fltterung der diabetogenen Diat (Abb. 8B).
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Abb. 8: Nachweis apoptotischer Zellen in Langerhans-Inseln von NZO-Mausen nach mehrtatiger Kohlen-
hydratfiitterung. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von Farbungen gegen zwei Apoptosemarker auf
Langerhans-Inseln vom Tag null und 16 bei Fltterung von -CH oder +CH. Von je 3 - 6 Tieren pro Gruppe wurde
in 2 -3 Schnittebenen die Anzahl positiv-gefarbter Zellen morphometrisch ausgewertet. (A) Farbung von
fragmentierter DNA mittels eines TUNEL-Assays (linke Abbildung) und morphometrische Auswertung (rechte
Abbildung). (B) Immunfarbung von Caspase-3 (linke Abb.) und morphometrische Auswertung (rechte Abb.).
Gezeigt ist der prozentuale Anteil £ SEM positiver Zellen zur Gesamtinselzellzahl eines Schnittes. Signifikante
Unterschiede wurden mit einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p <0,05). (Kernfarbung: Hamatoxylin)
(-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH: fat enriched diet with carbohydrates)
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Bei ausgewahlten Tieren wurde die Fiitterung der kohlenhydrathaltigen Diat bis auf 32 Tage
fortgesetzt, um zu zeigen, dass der sich entwickelnde Diabetes in einer volligen Zerstorung der
Inselstruktur des Pankreas miindet. Der zu diesem Zeitpunkt gemessene Blutzucker betrug im Mittel
25,3+ 2,1 mM, was den extremen Diabetes dieser Tiere widerspiegelt. Einzelne Tiere erreichten
dabei die obere Messgrenze des Blutzuckermessgerats von 33,4 mM. Die Vergleichstiere (-CH)
wiesen zu diesem Zeitpunkt einen mittleren Blutzucker von 8,2 + 0,3 auf. Eine Ubersichtsfarbung mit
Hamatoxylin-Eosin zu diesem Zeitpunkt ergab, dass die Kohlenhydratfiitterung eine vollige
Zerstorung der Langerhans-Inseln in vielen Tieren verursachte. Wenige verbliebene Inselzellen waren
strukturlos im exokrinen Pankreasgewebe verteilt und enthielten kaum noch nachweisbares Insulin
und wiesen eine hohe Zahl apoptotischer Zellen auf. Im Vergleich dazu blieben die Inseln in der -CH-

Gruppe erhalten und zeigten weder Apoptose noch eine Degranulierung (Abb. 9).

4 -CH
[ sk
C oA 4 +CH
Insulin- TUNEL-
Eosin-Farbung Farbung Farbung

Abb. 9: Progressive Zerstérung der Langerhans-Inseln nach 32 Tagen Kohlenhydratfiitterung. Gezeigt sind
exemplarische Aufnahmen von NZO-Inseln nach 32-tagiger Kohlenhydratfiitterung, die mit einer Hamatoxylin-
Eosin-Ubersichtsfiarbung, sowie gegen Insulin und fragmentierte DNA (TUNEL) (Pfeile) gefarbt wurden. (-CH: no
carbohydrate, fat enriched diet; +CH: fat enriched diet with carbohydrates)

3.1.2.2 Nachweis von Glucolipotoxizitat-induzierter Apoptose in dem B-Zellmodell MIN6

Neben verschiedenen B-Zelllinien wie der INS-1, RINm5F oder BTC-3- Linie besitzt die MIN6-Zelle eine
der groBten Ubereinstimmungen zur inselspezifischen B-Zelle. Eigenschaften wie eine Glucose-
stimulierte Insulinsekretion, der Glucosestoffwechsel sowie einheitliche Insulinsignalwege erlauben
die Verwendung dieser Zelllinie als Modellsystem zur Untersuchung des T2D (Ishihara et al., 1993).

Um die Auswirkungen eines progressiven Diabetes auf die Lebensfdhigkeit von MIN6-Zellen zu
untersuchen, wurden Kulturbedingungen geschaffen, die die Situation im Plasma der NZO-Maus

reflektieren. Die Zellen wurden dazu unter steigenden Glucosekonzentrationen (5, 25, 50 mM) in An-
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und Abwesenheit der Fettsdure Palmitat (0,3 mM) fiir zwei Tage kultiviert und anschlieRend die
Aktivitat der Caspase-3 mittels Western Blot bestimmt. Die Zellen, die in Abwesenheit der Fettsaure
Palmitat behandelt wurden, zeigten bei keiner der verwendeten Glucosekonzentrationen eine
Caspase-3- Aktivitat. Wurde den Zellen jedoch zusatzlich Palmitat verabreicht, so stieg die Caspase-3-
Aktivitat und damit die Apoptoserate in Abhangigkeit der Glucosekonzentration. Bei 50 mM Glucose
plus 0,3 mM Palmitat im Medium wurde das starkste Caspase-3-Signal nachgewiesen (Abb. 10). Diese
Ergebnisse verdeutlichen einen Zusammenhang zwischen glucolipotoxischen Bedingungen und dem

B-Zelluntergang in vitro sowie in der NZO-Maus bei Entwicklung einer Hyperglykdamie.

Glucose [mM] 5 25 5 5 25 50
17 kDa — — —1] Aktive Caspase-3
37kba — e GAPDH
-PA + PA

Abb. 10: Aktivitat der Caspase-3 in MIN6-Zellen unter verschiedenen Kulturbedingungen. Die zunachst in 6-
well- Platten bei 5 mM Glucose kultivierten MIN6-Zellen wurden nach zwei Tagen bei 5, 25 und 50 mM Glucose
in An- und Abwesenheit von 0,3 mM Palmitat (PA) fiir weitere zwei Tage behandelt. Gezeigt ist die Western
Blot Analyse von aktivierter Caspase-3 auf Lysaten der behandelten MIN6-Zellen. Als endogene Kontrolle
wurde GAPDH detektiert.

3.2 Schutz der B6.V-Lep®”/**-Maus vor einem kohlenhydratinduziertem B-
Zelluntergang

Ahnlich zur NZO-Maus wurde bereits zu einem friiheren Zeitpunkt in unserer Abteilung eine
Zeitverlaufsstudie mit jingeren ob/ob-Mausen durchgefihrt, in der die Tiere einem didtetischen
Regime von mehrwochiger Kohlenhydratrestriktion und anschlieBender 32-tdgiger Kohlenhydratgabe
unterworfen wurden. Mit dem Ziel, physiologische Parameter bei diesem didtetischen Regime zu
studieren, wurde gezeigt, dass ob/ob-Mause in der 11. Lebenswoche bei Kohlenhydratrestriktion
bereits stark hyperinsulindmisch waren (6,38 £ 0,96 nM). Nach einer 32-tdgigen Kohlenhydrat-
intervention stieg der Insulinspiegel im Plasma stetig auf einen Wert von 11,02 + 2,87 nM an. Der
Blutzucker dieser Tiere blieb bei Kohlenhydratgabe nahezu unverandert (Tag null: 10,7 £ 0,9 mM; Tag
32: 9,6+1,2mM), was den Schutz dieses Mausmodells vor einem Diabetes unterstreicht
(Dissertation Farshad Mirhashemi).

Um zu untersuchen, ob die in dieser Arbeit gezeigten Mechanismen des -Zelluntergangs der NZO-
Maus in der ob/ob-Maus fehlen oder nur teilweise vorhanden sind, wurden vergleichende
Experimente mit gleichaltrigen ob/ob-Mausen durchgefuhrt. Auf diese Weise sollte unter anderem

geklart werden, warum die ob/ob-Maus im Vergleich zur NZO-Maus vor einem T2D mit B-
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Zelluntergang geschiitzt ist. Um die Auswirkungen von Kohlenhydraten auf die B-Zellfunktion von
ob/ob-Mé&usen zu studieren, wurde ein identisches Fiitterungsregime wie bei den NZO-Mausen
durchgefiihrt. Zunéachst erhielten die Tiere eine kohlenhydratfreie Erndhrung (-CH) bis zur
Lebenswoche 18 + 2, worauf ein Teil der Tiere flr maximal 32 weitere Tage auf Kohlenhydratdiat
(+CH) umgestellt wurde. Der andere Teil der Tiere verblieb weiterhin auf der —CH-Diat und diente als

Kontrollgruppe.

3.2.1 Plasmaparameter von NZO und ob/ob-Maus im Vergleich

In der 18. Lebenswoche, vor Beginn der didtetischen Intervention zwischen NZO und ob/ob-Maus
wurden diverse Plasmaparameter (Triglyceride, freie Fettsduren, freies Glycerol, Insulin) von
ungefasteten Tieren erneut bestimmt, um zu zeigen dass die Tiere zu diesem Zeitpunkt einer hohen
Lipid- sowie Fettsaurebelastung (Lipidtoxizitat) ausgesetzt waren. Die Korpergewichte der Tiere in
der 18. Lebenswoche betrugen bei NZO 80 + 2,5 g und bei ob/ob 59 + 1,3 g. Zum Vergleich wurden
oben genannte Parameter zuséatzlich in C57BL/6- (B6) Madusen gemessen, die etwa 25 Wochen mit
einer fettreichen, hochkalorischen Diat geflttert wurden, und auf diese Weise eine diadtinduzierte
Adipositas (DIO, diet induced obesity) (Korpergewicht: 46,9 + 0,3 g) entwickelten. Der Vergleich der
Plasmainsulinspiegel zwischen NZO und ob/ob-Maus bestétigt, dass ob/ob-Tiere in der 18.
Lebenswoche ebenfalls hyperinsulindmisch waren. Diese Tiere wiesen trotz vergleichbarer
Blutzuckerspiegel zu den NZO-Mé&usen, nahezu drei Mal so hohe Insulinkonzentrationen auf (ob/ob:
0,71 £0,13 nM; NZO: 0,25 + 0,05 nM), was darauf hin deutet, dass ob/ob-Tiere in der Lage sind,
durch hohe Insulinspiegel normoglykdmisch zu bleiben. Aufgrund der Adipositas besalRen die B6-DIO-
Tiere vergleichbare Plasmainsulinkonzentrationen wie die NZO-Md&use (Abb. 11A). Der Anteil der
Triglyceride sowie dessen Spaltprodukte Glycerol und freie Fettsduren war zwischen NZO und ob/ob-
Mausen nahezu vergleichbar. Die weniger adipésen B6-DIO- Tiere zeigten im Vergleich dazu
signifikant niedrigere Werte (Abb. 11B-D). Diese Daten verdeutlichen, dass ob/ob- sowie NZO-M&use
gleichermalien an einer Hyperlipiddmie litten und dadurch die Voraussetzung zu einer Lipidtoxizitat

gegeben war.
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Abb. 11: Vergleich von Plasmaparametern in NZO, ob/ob und B6-DIO- Miusen. Gezeigt sind die Mittelwerte +
SEM der Plasmakonzentrationen von Insulin (A), Triglyceriden (B), freien Fettsdauren (C) und freiem Glycerol von
je 8 ungefasteten NZO, ob/ob und B6-DIO-Mausen. Die NZO und ob/ob-Tiere waren zum Zeitpunkt der
Messung 18 Wochen alt und kohlenhydratrestriktiv erndhrt. Die B6-DIO-Tiere waren 28 + 2 Wochen alt und
wurden zuvor mit einer fett- und energiereichen Diat (D12492, 35 % Fett (w/w), Research diets Inc., New
Brunswik, USA) gefittert. Signifikante Unterschiede wurden mit einem parameterfreien U-Test ermittelt
(**p<0,01).

Nachdem die ob/ob-Tiere dann in der 18. Lebenswoche mit Kohlenhydraten geflittert wurden,
entwickelten diese, im Vergleich zu dem Experiment mit 11 Wochen alten Mausen, eine leichte und
transiente Hyperglykdmie wahrend der Tage zwei und vier. Zu spateren Zeitpunkten normalisierte
sich der Blutzucker wieder. Im Vergleich dazu entwickelte sich bei den NZO-Md&usen eine rasche

Hyperglykamie, die sich im spateren Zeitverlauf weiter verschlimmerte (Abb. 12).
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Abb. 12: Blutzuckerverldufe von NZO- und ob/ob-Mé&usen im Vergleich. Gezeigt sind die Mittelwerte * SEM
der Blutglucosekonzentrationen in NZO- und ob/ob-Mé&usen bei 32-tigiger Kohlenhydratintervention. Zu

Beginn der didtetischen Intervention waren die Tiere 18 + 1 Wochen alt. Signifikante Unterschiede wurden mit
einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p <0,05).
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3.3 Molekulare Veranderungen in B-Zellen nach Kohlenhydratgabe

3.3.1 Einfluss von Kohlenhydraten auf die Integritdt der B-Zellen der NZO-Maus

Die Funktion und das Uberleben der B-Zelle werden maRgeblich durch den aktiven Insulin/IGF-1-
Rezeptor-Signalweg via IRS-2 (insulin receptor substrate 2), PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), PDK
(3-phosphoinositide-dependent protein kinase) und PKB/AKT (protein kinase B) vermittelt. Eine
Stérung dieses Signalwegs z.B. durch hohe Fettsdurespiegel fiihrt zur Beeintrdchtigung der B-
Zellfunktion sowie zur Apoptose (Dickson und Rhodes, 2004). Eine zentrale Rolle fiir das Uberleben
der B-Zelle spielt dabei die Phosphorylierung der PKB/AKT.

Um eine mogliche Storung dieses Signalwegs in B-Zellen von kohlenhydratgefiitterten NZO-Mausen
nachzuweisen, wurden immunhistochemische Farbungen der phosphorylierten Proteinkinase B
(phospho-AKT) im Zeitverlauf vorgenommen. Die Auswertung der p-AKT-Farbung ergab bei allen
kohlenhydratrestriktiv erndhrten Tieren ein starkes Signal in allen Inseln Uber den gesamten
Fltterungszeitraum von 16 Tagen. Im Vergleich dazu war bei der diabetischen Gruppe (+CH) eine
rasche Verminderung des p-AKT-Signals am Tag zwei zu beobachten. Im weiteren Verlauf der
Kohlenhydratintervention blieb die Menge von p-AKT auf einem konstant niedrigen Niveau (Abb. 13).
Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen, deutet der friihe Verlust der AKT-Phosphorylierung

auf einen Zusammenhang mit dem B-Zelluntergang zu spateren Zeitpunkten hin.

phospho-
AKT

Abb. 13: Immunhistochemische Firbung von p-AKT auf NZO-Pankreasschnitten im Zeitverlauf. Dargestellt
sind reprasentative Aufnahmen einer Farbung von p-AKT auf Pankreasschnitten von mit und ohne
Kohlenhydraten gefiitterten NZO-Md&usen im Verlauf von 16 Tagen. (Kernfarbung: Hamatoxylin) (-CH: no
carbohydrate, fat enriched diet; +CH: fat enriched diet with carbohydrates)

Als Target der AKT-Kinase spielt der Transkriptionsfaktor FoxO1 eine entscheidende Rolle fiir die
Funktion der B-Zelle. Unter Normalbedingungen, d.h. bei aktiver AKT-Kinase, ist FoxO1 in B-Zellen in

einer phosphorylierten, inaktiven Form im Cytosol der Zellen lokalisiert. Bei Dephosphorylierung
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transloziert dieser jedoch in den Nukleus und kann dort Zielgene aktivieren bzw. reprimieren, was
haufig mit einem Verlust der B-Zellfunktion beschrieben ist (Kitamura et al., 2002; Martinez et al.,
2008).

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Storung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs
durch Dephosphorylierung des AKT und dem pB-Zelluntergang herzustellen, wurde eine
Immunfarbung von phospho-FoxO1 (p-FoxO1) auf NZO-Pankreasschnitten im Zeitverlauf
durchgefiihrt. Diese Farbung zeigte, dass bei fortgefiihrter Kohlenhydratrestriktion keine
Verdnderungen in der Menge des p-FoxO1 in den Langerhans-Inseln der NZO-Méuse auftraten. Im
Gegensatz dazu l6ste die Umstellung der Tiere auf eine diabetogene Didt (+CH) einen sofortigen
Abfall (Tag zwei) der p-FoxO1l-Menge in den Inseln aus. Im weiteren Verlauf der Kohlenhydrat-
fltterung konnte kein p-FoxO1 in den Inseln mehr nachgewiesen werden. Der Verlust des p-FoxO1
Signals deutet auf rasche Dephosphorylierung sowie nukledre Translokation des

Transkriptionsfaktors hin (Abb. 14).
Tag 2 Tag4
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Abb. 14: Immunhistochemische Farbung von p-FoxO1 auf NZO-Pankreasschnitten im Zeitverlauf. Dargestellt
sind exemplarische Aufnahmen einer Farbung von p-FoxO1l auf Pankreasschnitten von -CH bzw. +CH
gefutterten NZO-Mausen im Verlauf von 16 Tagen. (Kernfarbung: Hamatoxylin) (-CH: no carbohydrate, fat
enriched diet; +CH: fat enriched diet with carbohydrates)

Beschrieben ist, dass der insulingenspezifische Transkriptionsfaktor PDX1 unter anderem durch
aktives FoxO1 im Zellkern reprimiert wird, was zu einem Verlust der Insulinexpression bzw. der B-
Zellfunktion fiihrt (Kitamura et al., 2002).

Um einen moglichen Einfluss der FoxO1-Dephosphorylierung auf die PDX1-Expression im Zellkern zu
untersuchen, wurde auRerdem eine Immunfarbung des Transkriptionsfaktors PDX1 auf
Pankreasschnitten von NZO-Ma&usen durchgefiihrt. PDX1 konnte ausschlieflich in den Kernen der B-
Zellen der Langerhans-Inseln detektiert werden. Im Zeitverlauf der Kohlenhydratfiitterung wurde,
wie erwartet, eine verminderte PDX1-Expression erst zum Tag 16 festgestellt. Bis zum Tag acht war

PDX1 in dieser Gruppe unverandert in den Zellkernen nachweisbar. Bei dauerhafter
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Kohlenhydratrestriktion waren keine Veranderungen in der PDX1-Expression zu beobachten
(Abb. 15A). Um den Einfluss der diabetogenen Diat auf die PDX1-Expression statistisch abzusichern,
wurde zusatzlich eine Zadhlung PDX1-positiver Kerne von mehreren Tieren je Zeit- und
Fltterungsgruppe durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass etwa 60% der Inselzellen bei
Kohlenhydratrestriktion PDX1-positiv waren. Erst am Tag 16 der Kohlenhydratgabe verringerte sich

der Anteil PDX1-positiver Zellen signifikant von 60 % auf etwa 30 % (Abb. 15B).
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Abb. 15: Immunhistochemische Farbung von PDX1 auf NZO-Pankreasschnitten im Zeitverlauf. Dargestellt sind
vergleichende Aufnahmen einer Farbung von PDX1 am Tag null (-CH) und am Tag vier sowie 16 (-CH vs. +CH)
auf Pankreasschnitten von NZO-Mausen (A). Die Farbungen von 3 -6 Tieren je Gruppe wurden morpho-
metrisch ausgewertet und der prozentuale Anteil PDX1-positiver Kerne je Gesamtkernzahl je Insel grafisch
dargestellt (B). Signifikante Unterschiede wurden mit einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p <0,05).
(Kernfarbung: Hamatoxylin) (-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH: fat enriched diet with carbohydrates)

Ein weiterer fir die B-Zelle wichtiger Transkriptionsfaktor ist Nkx6.1. Dieser spielt insbesondere eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung der B-Zellmasse sowie Glucose-stimulierten Insulinsekretion. Die
Transkription sowie Translation von Nkx6.1 wird neben Nkx2.2 von PDX1 reguliert, wobei ein Verlust
von PDX1 mit einer verminderten Expression von Nkx6.1 in Verbindung steht.

Um einen Zusammenhang mit dem kohlenhydratinduzierten B-Zelluntergang in der NZO-Maus und
dem Verlust wichtiger B-zellspezifischer Transkriptionsfaktoren herzustellen, wurde neben PDX1 eine
Immunfirbung von Nkx6.1 durchgefiihrt. Ahnlich zum PDX1 ist Nkx6.1 auschlieRlich in den Kernen
der B-Zellen der Inseln detektierbar. Nach Diatumstellung war auch hier eine signifikante
Verminderung der Nkx6.1-Expression zum Tag 16 von 59 % auf 21 % bei den kohlenhydratgefitterten
Tieren zu beobachten. Im Gegensatz dazu blieb die Nkx6.1-Expression bei fortgefiihrter

Kohlenhydratresktrion (-CH) unverandert (Abb. 16A+B).
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Abb. 16: Immunhistochemische Farbung von Nkx6.1 auf NZO-Pankreasschnitten im Zeitverlauf. Dargestellt
sind vergleichende Aufnahmen einer Farbung gegen Nkx6.1 am Tag 0 (-CH) und am Tag vier sowie 16 (-CH vs.
+CH) auf Pankreasschnitten von NZO-Mausen (A). Die Morphometrische Auswertung wurde von 3 — 6 Tieren je
Gruppe durchgefiihrt. Gezeigt ist der prozentuale Anteil Nkx6.1-positiver Kerne zur Gesamtkernzahl je Insel.
Signifikante Unterschiede wurden mit einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p < 0,05) (B). Als Kernfarbung
wurde Hamatoxylin eingesetzt. (-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH: fat enriched diet with

carbohydrates)

3.3.2 Einfluss der Kohlenhydratfiitterung auf Komponenten des Insulin/IGF-1-
Rezeptor-Signalweges in B-Zellen der ob/ob-Maus

Trotz einer transienten Hyperglykdmie der ob/ob-Tiere, ergab eine Farbung gegen fragmentierte
DNA (TUNEL) als Marker fur apoptotische Zellen, dass zu keinem Zeitpunkt ein B-Zelluntergang vorlag
(Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der Tatsache, dass ob/ob- im Vergleich zu NZO-M&usen trotz vergleichbarer Lipidprofile im
Plasma, vor einem kohlenhydratinduzierten B-Zelluntergang geschiitzt waren, wurde zundchst
untersucht, ob in dem Fall keine Beeintrachtigung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs vorliegt.
Dazu wurde auf Pankreasschnitten von ob/ob-Tieren, welche mit und ohne Kohlenhydrate gefiittert
wurden, p-AKT gefarbt. Die Farbung ergab, dass es wahrend der gesamten didtetischen Intervention
zu keiner Verminderung der AKT-Phosphorylierung kam. Unabhangig von der Fitterung und dem

Zeitpunkt war ein starkes Signal fiir p-AKT in allen Inseln detektierbar (Abb. 17).
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Tag 32

p-AKT

-CH +CH

Abb. 17: Immunhistochemische Firbung von p-AKT auf ob/ob-Pankreasschnitten im Zeitverlauf. Dargestellt
sind reprasentative Aufnahmen einer Farbung von p-AKT auf Pankreasschnitten von mit und ohne
Kohlenhydraten gefiitterten ob/ob-Ma3usen zu den dargestellten Tagen (Kernfarbung: Hamatoxylin). Zu Beginn
der Kohlenhydratfiitterung waren die Tiere 18 £ 1 Wochen alt. (-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH:
fat enriched diet with carbohydrates)

Aufgrund der gleichzeitigen AKT- und FoxO1-Dephosphorylierung in NZO-Inseln in vivo, lag die
Vermutung nahe, dass aufgrund einer unbeeinflussten AKT-Phosphorylierung in ob/ob-Inseln p-
FoxO1 ebenfalls unverandert bleibt. Eine Farbung von p-FoxO1 ergab jedoch das Gegenteil. Analog zu
den NZO-Mdausen fihrte die Umstellung der ob/ob-Tiere auf Kohlenhydrate innerhalb von
zwei Tagen zu einer nahezu vollstandigen Dephosphorylierung des FoxO1. Diese Dephosphorylierung
trat unabhangig davon auf, ob die Tiere eine transiente Hyperglykdmie entwickelten oder nicht. Im
weiteren Zeitverlauf blieb FoxO1 weiterhin dephosphoryliert. Im Gegenteil dazu verdnderte sich p-

FoxO1 bei fortgefiihrter Kohlenhydratrestriktion nicht (Abb. 18).

Tag2 Tag4 Tag 32

-CH +CH

Abb. 18: Immunhistochemische Firbung von p-FoxO1 auf ob/ob-Pankreasschnitten im Zeitverlauf.
Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen einer Farbung von p-FoxO1 auf Pankreasschnitten bei —CH bzw. +CH
geflitterten ob/ob-Md&usen zu den dargestellten Zeitpunkten (Kernfarbung: Hamatoxylin). Zu Beginn der +CH-
Fltterung waren die Tiere 18 + 1 Wochen alt. (-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH: fat enriched diet
with carbohydrates)

Da es bei Kohlenhydratgabe zu einer raschen Dephosphorylierung von FoxO1 in NZO sowie ob/ob-
Mausen kommt, jedoch AKT nur in der NZO-Maus dephosphoryliert wird, scheint dieser Prozess liber
einen bisher unbekannten Mechanismus reguliert zu sein. Aufgrund der Tatsache, dass FoxO1 auch in
ob/ob-Mdausen bei Kohlenhydratgabe dephosphoryliert wird, wurde geprift, ob auch hier eine
Repression des Transkriptionsfaktors PDX1 vorliegt. Die immunhistochemische Analyse von ob/ob-

Pankreasschnitten ergab allerdings, dass kein Einfluss auf die Expression von PDX1 bis zum Tag 32 bei
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Kohlenhydratfuitterung vorlag. Wie bei Kohlenhydratrestriktion zeigten alle 3-Zellkerne ein deutliches
Signal fir PDX1 Gber den gesamten Fiutterungszeitraum (Abb. 19).

Zusammengefasst deuten die oben genannten Daten darauf hin, dass die Funktion der B-Zellen in
ob/ob-Mé&usen durch Umstellung auf Kohlenhydrate nicht beeintrachtigt ist und dass die Dephospho-

rylierung von FoxO1 hier in keinem Zusammenhang mit einem B-Zelluntergang steht.

Tag0 Tag 8 Tag 16 Tag 32

PDX1

-CH +CH

Abb. 19: Immunhistochemische Farbung von PDX1 auf ob/ob-Pankreasschnitten im Zeitverlauf. Dargestellt
sind exemplarische Aufnahmen einer Farbung von PDX1 auf Pankreasschnitten von —CH bzw. +CH gefiitterten
ob/ob-Mausen zu den Tagen null, acht, 16 und 32 (Kernfarbung: Hamatoxylin). Zu Beginn der Kohlenhydrat-
fltterung waren die Tiere 18 + 1 Wochen alt. (-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH: fat enriched diet
with carbohydrates)

3.3.3 Auswirkungen glucolipotoxischer Bedingungen auf isolierte NZO-Inseln

Um einen kausalen Zusammenhang zwischen der Hyperglykdmie (Glucotoxizitdt) und dem pB-
Zelluntergang in der NZO-Maus herzustellen, wurden Inseln von kohlenhydratfrei gefiitterten NZO-
Mausen isoliert und nach einer Regenerationsphase von 1-2Tagen unter steigenden
Glucosekonzentrationen in An- und Abwesenheit der Fettsdure Palmitat (Lipotoxizitdt) behandelt.
Diese Behandlungen sollten die im Plasma der Tiere vorherrschenden Bedingungen widerspiegeln.
Da isolierte Inseln im Vergleich zu den im exokrinen Pankreas eingebetteten nicht mehr vaskularisiert
sind, wurde die Glucosekonzentration im Medium hoéher angesetzt und bis zu einem Maximalwert
von 38,7 mM eingestellt. Nach einer Behandlungsdauer von zwei Tagen wurden Lysate der Inseln
hinsichtlich der Menge von p-AKT, p-FoxO1 sowie PDX1 und Nkx6.1 mittels Western Blot untersucht.
Die Behandlung der NZO-Inseln mit steigenden Glucosekonzentrationen ohne Palmitat resultierte in
einer schrittweise gesteigerten AKT-Phosphorylierung. Die Menge des p-FoxOl unter diesen
Bedingungen war bei allen Glucosekonzentrationen nahezu unverdndert. Bei gleichzeitiger
Inkubation der Inseln mit 0,3 mM Palmitat war zunachst ebenfalls eine gesteigerte AKT-
Phosphorylierung bis zu einer Glucosekonzentration von 33,2 mM beobachtbar. Bei 38,7 mM
Glucose wurde die AKT-Phosphorylierung jedoch deutlich vermindert (p = 0,06). Ebenso konnte eine
signifikante Abnahme des p-FoxO1 in den Inseln bei 38,7 mM Glucose in Anwesenheit des Palmitats

ermittelt werden (Abb. 20A+B). Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen, dass dhnlich wie im Tier
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ein negativer Einfluss auf die B-Zelle durch glucolipotoxische Bedingungen ausgeldst wird. Weder
Palmitat noch Glucose allein mogen die B-Zelle schadigen, wahrend die Kombination aus beidem

ahnliche Effekte wie in der diabetischen NZO-Maus ausldsten.
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Abb. 20: Nachweis von p-FoxO1 und p-AKT in NZO-Inseln unter glucolipotoxischen Bedingungen. Dargestellt
sind Western-Blot-Analysen von p-AKT und von p-FoxO1l in NZO-Inseln, die Uber zwei Tage bei Glucose-
konzentrationen von 11,1 bis 38,7 mM sowie in Ab- und Anwesenheit von 0,3 mM Palmitat (PA) inkubiert
wurden (A). Vergleichend sind jeweils die Banden von Gesamt-AKT und Gesamt-FoxO1 sowie der Ladekontrolle
GAPDH gezeigt. Von drei unabhdngigen Versuchen wurde die Bandenintensitdt von p-AKT und p-FoxO1
bestimmt, ins Verhaltnis zur Bandenintensitdt von Gesamt-AKT bzw. Gesamt-FoxO1l gesetzt und gemittelt.
Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte + SEM fir p-AKT und p-FoxO1 (B). Signifikante Unterschiede wurden mit
einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p <0,05).

Vergleichend zu den in-vivo-Daten der PDX1- und Nkx6.1-Expression wurde der Einfluss
glucolipotoxischer Bedingungen auf das Vorhandensein dieser beiden Transkriptionsfaktoren in den
behandelten NZO-Inseln (ex vivo) untersucht. Ahnlich wie im Tier fiihrte die Exposition der Inseln bei
hohen Glucosekonzentrationen in Anwesenheit der Fettsdure zu einer deutlichen Verminderung in
der Expression von PDX1 und Nkx6.1. Steigende Glucosekonzentrationen ohne Palmitat hatten sogar
eine Erhéhung der PDX1-Expression zur Folge (Abb. 21). Zusammengenommen ergaben die ex-vivo-
Ergebnisse zu p-AKT, p-FoxO, PDX1 und Nkx6.1, dass isolierte Inseln der NZO-Maus unter glucolipo-
toxischen Bedingungen ahnliche Effekte zeigen, wie sie durch Fitterung einer diabetogenen Diat in

adipdsen NZO-Mausen ausgelost werden. Im Unterschied zum Tier konnte die Inkubation der Inseln
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bei hoher Glucosekonzentration in Anwesenheit von Palmitat bereits nach zweiTagen eine
Verminderung der Transkriptionsfaktoren PDX1 und Nkx6.1 auslésen, wahrend dies im Tier erst nach

16 Tagen Kohlenhydratfiitterung zu beobachten war.

Glucose [mM] 11,1 27,6 33,2 38,7 11,1 27,6 33,2 38,7

42kDa —| e D — G S - " PDX1

47 kDa — P — R — Nkx6.1

37kD8 —| e— e —— s | GAPDH
-PA +PA

Abb. 21: Expression von PDX1 und Nkx6.1 in isolierten Langerhans-Inseln der NZO-Maus unter glucolipo-
toxischen Bedingungen. Gezeigt sind reprdsentative Western-Blot-Aufnahmen von PDX1 und Nkx6.1 bei vier
Glucosekonzentrationen von 11,1 — 38,7 mM in Ab- und Anwesenheit von 0,3 mM Palmitat (PA). Als
Ladekontrolle wurde GAPDH detektiert.

3.3.4 Integritat von ob/ob-Inseln unter glucolipotoxischen Kulturbedingungen

Ubereinstimmend zur Situation in der lebenden NZO-Maus nach Kohlenhydratexposition reagierten
isolierte NZO-Inseln unter glucolipotoxischen Kulturbedingungen mit einem Verlust von p-AKT, p-
FoxO1 und PDX1. Ob/ob-M3use hingegen bewahrten trotz Dephosphorylierung von FoxO1 ihre
Inselintegritat indem sie p-AKT sowie die Expression von PDX1 aufrechterhielten.

Um zu Uberpriifen, ob isolierte ob/ob-Inseln unter glucolipotoxischen Bedingungen maoglicherweise
ahnlich wie in vivo reagieren, wurden diese ebenfalls fiir zwei Tage bei steigenden Glucose-
konzentrationen in An- und Abwesenheit der Fettsaure Palmitat behandelt und die Proteinlevel fiir
p-AKT und p-FoxO1 via Western Blot bestimmt.

Im Vergleich zu behandelten NZO-Inseln reagierten die ob/ob-Inseln mit keiner Veranderung ihrer p-
AKT sowie p-FoxO1 Level bei hohen Glucosekonzentrationen und Palmitat. Unabhangig von der
Glucosekonzentration und der Anwendung von Palmitat im Medium war das Signal fiir p-AKT und p-
FoxO1 nahezu gleich (Abb. 22A). Eine Quantifizierung der Bandenintensitdten von drei wiederholten
Versuchen und die Berechnung des Verhaltnisses der phosphorylierten Proteine zur Gesamtmenge

der Proteine konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen aufzeigen (Abb. 22B).
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Abb. 22: Proteinmenge von p-FoxO1l und p-AKT in ob/ob-Inseln unter glucolipotoxischen Bedingungen.
Gezeigt sind Western-Blot-Analysen zu p-AKT und p-FoxO1 von ob/ob-Inseln, die iber zwei Tage bei Glucose-
konzentrationen von 11,1 bis 38,7 mM sowie in Ab- und Anwesenheit von 0,3 mM Palmitat (PA) inkubiert
wurden (A). Vergleichend sind jeweils die Banden von Gesamt-AKT und Gesamt-FoxO1 sowie der Ladekontrolle
GAPDH gezeigt. Von drei unabhdngigen Versuchen wurde die Bandenintensitdt von p-AKT und p-FoxO1
bestimmt, ins Verhaltnis zur Bandenintensitdt von Gesamt-AKT bzw. Gesamt-FoxO1 gesetzt und gemittelt.
Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte £ SEM fiir p-AKT und p-FoxO1 von drei wiederholten Versuchen (B). Mit
Hilfe eines parameterfreien U-Tests konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden.

Obwohl Kohlenhydratfutterung in ob/ob-Tieren eine Dephosphorylierung von FoxO1 in Inseln
bewirkte, konnte dieser Effekt ex vivo nicht bestatigt werden. Da aber weder die
Kohlenhydratfutterung noch glucolipotoxische Kulturbedingungen einen Abfall der p-AKT-Level in
den Inseln von ob/ob-Mausen bewirkten, deutet dies auf einen Schutz der Inseln vor Apoptose hin.
Die Farbung des Transkriptionsfaktors PDX1 in kohlenhydratexponierten ob/ob-Mausen zeigte
auBerdem, dass kein Funktionsverlust der B-Zellen vorlag. Um dies zu bekraftigen, wurden die Lysate
der behandelten ob/ob-Inseln hinsichtlich der PDX1-Expression getestet. Ahnlich wie immunhisto-
chemische Untersuchungen der Inseln gezeigt hatten, war auch hier keine Verminderung von PDX1
unter glucolipotoxischen Bedingungen beobachtbar. Weder hohe Glucosekonzentrationen noch die
Anwesenheit von Palmitat fUhrten zu einer Verdanderung der PDX1-Menge in den isolierten Inseln

(Abb. 23A). Eine mehrfache Wiederholung des Versuchs und die Quantifizierung der PDX1-Banden
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konnten keine signifikanten Unterschiede in der PDX1-Expression in behandelten ob/ob-Inseln
aufzeigen (Abb. 23B).

Zusammengenommen zeigten die ex-vivo-Versuche mit ob/ob-Inseln, dass diese offenbar resistent
gegen eine Storung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs sind und damit einen glucolipo-

toxizitatsinduzierten Funktionsverlust vorbeugen.
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Abb. 23: Nachweis von PDX1 in ob/ob-Inseln unter glucolipotoxischen Bedingungen. Dargestellt ist eine
exemplarische Western-Blot-Analyse von PDX1 in ob/ob-Inseln, die fiir zwei Tage bei Glucosekonzentrationen
von 11,1 bis 38,7 mM sowie in Ab- und Anwesenheit der Fettsdure Palmitat (PA) (0,3 mM) inkubiert wurden
(A). Als Ladekontrolle diente GAPDH. Die Mittelwerte + SEM der Bandenintensititen von PDX1/GAPDH
wurden von drei unabhangigen Versuchen gebildet und grafisch dargestellt (B). Signifikante Unterschiede
konnten mit Hilfe eines parameterfreien U-Test nicht ermittelt werden.

3.3.5 Die MIN6-Zelle unter dem Einfluss glucolipotoxischer Bedingungen

3.3.5.1 Untersuchungen von Komponenten des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs

Wie unter 3.1.2.2 beschrieben, ist das Modell der MIN6-Zelle eine geeignete Alternative zur
Untersuchung des durch Glucolipotoxizitat ausgelosten B-Zelluntergangs. Um zu untersuchen, ob die
im Tier sowie in den isolierten Inseln beobachteten Effekte in der MIN6-Zelle ebenfalls Giiltigkeit
haben, wurde ein dhnliches experimentelles Vorgehen wie mit den isolierten Inseln konzipiert. Diese
Versuche sollten unter anderem auch zeigen, ob die Beeintrachtigung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-
Signalwegs durch glucolipotoxische Bedingungen ein generelles Prinzip des B-Zelluntergangs ist. Um
Kulturbedingungen fiir die MIN6-Zellen zu schaffen, die zum einen das normale Wachstum sowie ihre
Funktion aufrechterhalten bzw. zum anderen glucolipotoxische Effekte bewirken, wurde Bezug zu
den Arbeiten von Miyazaki und Kollegen genommen, die diese Zelllinie im Jahre 1990 etablierten. Im
Vergleich zu einer isolierten Insel zeigt die MIN6-Zelle ein normales Wachstum in einem grofRen
Glucosetoleranzbereich von 5 —25 mM. Jedoch wiesen diese Zellen bei 25 mM Glucose eine um etwa

10-fach gesteigerte Insulinsekretion als bei 5 mM Glucose auf (Miyazaki et al., 1990).
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Um nun einen moglichen toxischen Effekt von hohen Glucosekonzentrationen in An- und
Abwesenheit von Palmitat zu untersuchen, wurden die Zellen zunachst bei 5 mM Glucose kultiviert
und die Glucosekonzentration bis zu einem Maximalwert von 50 mM erhéht. Zundchst sollte ein
Vergleich des Einflusses von steigenden Glucosekonzentrationen in Verbindung mit lipotoxischem
Stress durch Palmitatsupplementation auf die Expression von p-AKT sowie p-FoxO1 gefiihrt werden.
Hierzu wurden die Zellen bei etwa 75% Konfluenz in 6-well-Platten fiir zwei Tage mit
Glucosekonzentrationen von 5 — 50 mM in Ab- und Anwesenheit von 0,3 mM Palmitat behandelt und
die Expression von p-AKT und p-FoxO1 via Western Blot untersucht. Diese Untersuchungen ergaben
nahezu (ibereinstimmende Ergebnisse wie die Versuche mit isolierten NZO-Inseln. So blieb die
Menge des p-AKT bei steigenden Glucosekonzentrationen ohne Palmitat nahezu konstant. Im
Gegensatz dazu zeigte AKT eine deutliche Dephosphorylierung bei einer Glucosekonzentration, die
hoher als 25 mM war, wenn Palmitat im Medium vorhanden ist. Phospho-FoxO1 blieb bei
verschiedenen Glucosekonzentrationen in Abwesenheit der Fettsdure ebenfalls nahezu unverandert,
wahrend die Beigabe von Palmitat zu einer deutlichen Dephosphorylierung von FoxO1 ab einer
Glucosekonzentration von 25 mM fihrte. Bei 50 mM Glucose und 0,3 mM Palmitat war nahezu kein
p-FoxO1 mehr nachweisbar (Abb. 24A). Eine Quantifizierung der Bandenintensitaten von drei
wiederholten Versuchen bestatigte, dass das Zusammenspiel hoher Glucosekonzentrationen
(Glucotoxizitat) und Fettsduren im Medium (Lipotoxizitdt) notwendig ist, um eine signifikante
Dephosphorylierung von AKT und FoxO1 zu bewirken. Im Vergleich zu p-AKT genligte bereits ein
Medium mit 25 mM Glucose und 0,3 mM Palmitat um eine signifikante Verminderung von p-FoxO1

auszuldésen (Abb. 24B).
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Abb. 24: Nachweis von p-FoxO1 und p-AKT in MIN6-Zellen unter glucolipotoxischen Bedingungen. Dargestellt
sind Western-Blot-Analysen zu p-AKT und p-FoxO1 in Lysaten von MING6-Zellen, die Uber zwei Tage bei
Glucosekonzentrationen von 5 bis 50 mM sowie in Ab- und Anwesenheit von 0,3 mM Palmitat inkubiert
wurden (A). Vergleichend sind jeweils die Banden von Gesamt-AKT und Gesamt-FoxO1 sowie der Ladekontrolle
GAPDH gezeigt. Von drei unabhangigen Versuchen wurde die Bandenintensitdt von p-AKT und p-FoxO1
bestimmt, ins Verhaltnis zur Bandenintensitdt von Gesamt-AKT bzw. Gesamt-FoxO1 gesetzt und gemittelt.
Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte = SEM fiir p-AKT und p-FoxO1 (B). Signifikante Unterschiede wurden mit
einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p <0,05).

Um einen direkten Nachweis der zytoplasmatisch-nukledren Translokation des FoxO1l bei De-
phosphorylierung zu erbringen, wurde FoxO1 in MIN6-Zellen mittels Immuncytometrie gefarbt. Wie
erwartet, war FoxO1l bei den untersuchten Glucosekonzentrationen von 5, 25, und 50 mM
ausschlieBlich im Cytoplasma der Zellen verteilt. Bei Zugabe des Palmitats verteilte sich FoxO1 bei
5mM Glucose zundchst noch im Cytoplasma der Zellen, wahrend es bei 25 mM in Kernnahe
lokalisiert war und bei 50 mM Glucose in den ersten Kernen detektiert werden konnte (Abb. 25).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die durch Glucolipotoxizitdt ausgeldste Dephosphorylierung von FoxO1
zur Translokation in den Kern der MIN6-Zellen fiihrte bzw. deutet darauf hin, dass dieses Ereignis
ebenfalls in isolierten NZO-Inseln sowie in NZO- und ob/ob-Tieren nach Kohlenhydratfutterung

stattgefunden haben kénnte.
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50 mM

Abb. 25: Lokalisation von FoxO1 in MING6-Zellen bei verschiedenen Glucosekonzentrationen in An- und
Abwesenheit von Palmitat. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen von MIN6-Zellen, in denen
immuncytochemisch FoxO1 gefarbt wurde. Die Zellen wurden mit drei Glucosekonzentrationen in An- und

Abwesenheit der Fettsdure Palmitat (PA) (0,3 mM) fir zwei Tage in einer 24-well-Platte auf Deckglasern
behandelt. (Pfeile: Lokalisation von FoxO1 im Nukleus)
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Um zu testen, ob Palmitat allein in der Lage ist, eine Dephosphorylierung von AKT und FoxO1
auszulésen, wurden MIN6-Zellen mit steigenden Palmitatkonzentrationen (0 — 0,5 mM) bei einer
niedrigen (5 mM) und einer hohen (50 mM) Glucosekonzentration fir zwei Tage behandelt und
erneut der Gehalt von p-AKT und p-FoxO1 in den Zelllysaten via Western Blot bestimmt.

Die Ergebnisse konnten zeigen, dass ausschlieRlich mit Palmitat und viel Glucose behandelte Zellen
eine dosisabhangige Verminderung von p-AKT und p-FoxO1 aufwiesen. Bei der zuvor verwendeten
Palmitatkonzentration von 0,3 mM sowie bei noch héheren Konzentrationen (0,5 mM) waren AKT
und FoxO1 fast vollstandig dephosphoryliert, wenn die Zellen zuséatzlich mit der hohen Glucose-
konzentration konfrontiert waren. Im Gegenteil dazu bewirkte Palmitat im Konzentrationsbereich
von 0,1 bis 0,5 mM keine Verminderung von p-AKT und p-FoxO1, wenn die Zellen bei der niedrigen
Glucosekonzentration von 5mM exponiert waren (Abb. 26A). Die Auswertung der Banden-
intensitdten von p-FoxO1 bei drei wiederholten Versuchen ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen 5 und 50 mM Glucose bei 0,3 und 0,5 mM Palmitat. Aufgrund groRer Schwankungen in den
Bandenintensitdaten von p-AKT, war hier zwischen 5 und 50 mM Glucose nur bei 0,3 mM Palmitat ein

signifikanter Unterschied messbar (Abb. 26B).
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Abb. 26: Nachweis von p-AKT und p-FoxO1 in MIN6-Zellen unter dem Einfluss verschiedener Palmitat-
konzentrationen. Dargestellt sind reprdsentative Western-Blot-Signale zu p-AKT und p-FoxO1 in Lysaten von
MING6-Zellen, die fir zwei Tage mit verschiedenen Palmitatkonzentrationen (0 bis 0,5 mM) und einer niedrigen
sowie hohen Glucosekonzentrationen (5 mM vs. 50 mM) exponiert waren. Als Ladekontrolle wurde zusétzlich
das Gesamtprotein von AKT und FoxO1 detektiert (A). Von drei unabhingigen Versuchen wurde die
Bandenintensitat von p-AKT und p-FoxO1 bestimmt, ins Verhaltnis zur Bandenintensitdat von Gesamt-AKT bzw.
Gesamt-FoxO1 gesetzt und gemittelt. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte + SEM fur p-AKT und p-FoxO1 (B).
Signifikante Unterschiede wurden mit einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p <0,05).

3.3.5.2 Einfluss von Glucose und Fettsdureexposition auf die Expression B-zellspezifischer
Transkriptionsfaktoren

Die in-vivo-Ergebnisse zu den Transkriptionsfaktoren PDX1 und Nkx6.1 ergaben, dass ihr Verlust mit
einer starken Verminderung des Insulingehalts in den Inseln sowie mit einem messbaren B-
Zelluntergang einherging (Tag 16). Aullerdem fiihrte die zweitdgige Behandlung von NZO-Inseln (ex
vivo) mit Glucose und Palmitat zu einer deutlichen Verminderung in der Expression dieser beiden
Transkriptionsfaktoren. Um diesen Effekt in MIN6-Zellen zu prifen, wurde die Menge von PDX1 und
Nkx6.1 in Kernlysaten behandelter MIN6-Zellen bestimmt. Die MIN6-Zellen wurden dazu erneut mit
drei Glucosekonzentrationen (5, 25, 50 mM) in An- und Abwesenheit der Fettsdure Palmitat fiir 48 h
behandelt und danach Kernlysate gewonnen. Im Unterschied zu den in-vivo- und ex-vivo-Versuchen
zeigte sich hier offenbar kein Einfluss glucolipotoxischer Bedingungen auf die Expression von PDX1
und Nkx6.1. Unabhéngig von der Anwesenheit des Palmitats war PDX1 (Abb. 27A) sowie Nkx6.1 (Abb.

27B) bei keiner der drei Glucosekonzentrationen verandert. Selbst bei Erhohung der Palmitat-
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konzentration auf 0,5 mM konnte bei 50 mM Glucose keine Verminderung des PDX1 beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Die Untersuchung von MIN6-Zellen verdeutlicht, dass Glucose in
Verbindung mit Palmitat zwar den aktiven Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalweg beeintrachtigt, jedoch
unabhangig davon keine Beeinflussung in der Expression der B-zellspezifischen Transkriptions-

faktoren PDX1 und Nkx6.1 auftrat.

A Glucose B Glucose
[mM] 5 25 50 5 25 50 [mM] 5 25 50 5 25 50

42 kDa — S A A S s A | PDX1 A2kDa —| NN BN R SN @E 8B Nkxed

55 kDA — et | IDACT 5O kD2 — e s s s s s | HDAC1

- Palmitat + Palmitat - Palmitat + Palmitat

Abb. 27: Expression der B-zellspezifischen Transkriptionsfaktoren PDX1 und Nkx6.1 in MIN6-Zellen unter
glucolipotoxischen Bedingungen. Gezeigt sind Western-Blot-Signale von Kernlysaten der MIN6-Zellen, die fir
48 h mit 5, 25 und 50 mM Glucose in Ab- und Anwesenheit von 0,3 mM Palmitat behandelt wurden. Als
endogene Kontrolle wurde das nukleére Protein HDACL1 (histone deacetylase 1) detektiert.

In Vorarbeiten wurde als Resultat der Glucolipotoxizitdt eine Abnahme der Expression des B-
zellspezifischen  Transkriptionsfaktors MafA in  NZO-Md&usen nach etwa acht Tagen
Kohlenhydratfuitterung beobachtat (Kluth, 2008).

Zur Bestatigung, dass Glucose in hohen Konzentrationen in Verbindung mit Lipidtoxizitdt auch zu
einer Beeinflussung der MafA-Expression in MIN6-Zellen fiihrt, wurde die Menge des MafA in
Kernlysaten von behandelten MIN6-Zellen bestimmt. Die Behandlung der Zellen mit steigenden
Glucosekonzentrationen fiihrte zunachst in Abwesenheit des Palmitats zu einer gesteigerten MafA-
Expression. Im Gegensatz dazu verhinderte die Zugabe von Palmitat bereits bei 25 mM Glucose eine
Aktivierung der MafA-Expression. Die weitere Erhéhung der Glucosekonzentration auf 50 mM im

Beisein der Fettsdure hatte bereits eine verminderte MafA-Expression zur Folge (Abb. 28).

Glucose [mM] 5 25 50 5 25 50
36 kDa — T — MafA
55 kDa — - - HDAC1
- Palmitat + Palmitat

Abb. 28: Expression des B-zellspezifischen Transkriptionsfaktors MafA in MING6-Zellen unter gluco-
lipotoxischen Einfliissen. Gezeigt sind Western-Blot-Signale von MafA auf Kernlysaten von MIN6-Zellen, die fur
48 h mit 5, 25 und 50 mM Glucose in Ab- und Anwesenheit von 0,3 mM Palmitat behandelt wurden. Als
endogene Kontrolle wurde das Kernprotein HDAC1 (histone deacetylase 1) detektiert.
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3.3.6 Untersuchung von Komponenten aus Zellstress-Signalwegen in B-Zellen

Die durch glucolipotoxische Bedingungen in der NZO-Maus sowie in vitro an MIN6-Zellen ausgeldsten
Beeintrachtigungen des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs mit Dephosphorylierung von AKT lassen
die nachgewiesene Apoptose der B-Zellen grofStenteils erklaren. Um zu priifen, ob auch Stress-
Signalwege in den Prozess des B-Zelluntergangs involviert sind, wurde unter anderem untersucht, ob
ER-Stress eine Rolle spielt. Zum Nachweis von ER-Stress in B-Zellen, kann die Aktivierung von
Proteinen aus der UPR (unfolded protein response) untersucht werden. Aus diesem Grund wurde
geprift, ob phospho-elF2a (eukaryotic initiation factor 2a) als Initiator der UPR in Lysaten von zwei
Tage behandelten NZO-Inseln und MIN6-Zellen verandert ist.

Die Einschatzung der Bandenmuster von p-elF2a bei verschiedenen Behandlungen der Inseln bzw.
MIN6-Zellen war aufgrund von Schwankungen in der Proteinbeladung schwierig, weshalb das
Verhiltnis der Bandenintensitdten von p-elF2a und Gesamt-elF2a berechnet und grafisch dargestellt
wurde. Hier wird deutlich, dass keine Unterschiede zwischen den bei 11 und 38,7 mM Glucose in An-
und Abwesenheit von Palmitat behandelten Inseln auftraten. Durch Zufligen des ER-Stress-Aktivators
Tunicamycin konnte aber gezeigt werden, dass eine Erh6hung von ER-Stress in den Inseln moglich ist
(Abb. 29A). Die ebenfalls fiir zwei Tage unter glucolipotoxischen Bedingungen behandelten MING6-
Zellen bestatigten die ex-vivo-Ergebnisse der Inseln. Steigende Glucosekonzentrationen sowie
Palmitat konnten keine erhdhte Aktivitat des elF2a ausldsen. Lediglich die Beigabe von Tunicamycin
hatte eine gesteigerte Phosphorylierung von elF2a zur Folge (Abb. 29B). Zusammengenommen
konnten die Untersuchungen keinen Zusammenhang zwischen B-Zellapoptose und gesteigertem ER-

Stress ausmachen.
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Abb. 29: Phosphorylierung von elF2a in NZO-Inseln und MING6-Zellen unter glucolipotoxischen Bedingungen.
Gezeigt sind Western-Blot-Signale von p-elF2a in Lysaten von zwei Tage behandelten NZO-Inseln (A) und MIN6-
Zellen (B). Die Inseln sind bei 11 und 38 mM Glucose in An- und Abwesenheit von 0,3 mM Palmitat (PA)
behandelt. Als Positivkontrolle wurden Inseln bei 11 mM Glucose mit 2 pg/l Tunicamycin (Tu) inkubiert. Die
MIN6-Zellen wurden mit 5, 25 und 50 mM Glucose in An- und Abwesenheit von 0,3 mM Palmitat gehalten. Als
Positivkontrolle wurden Zellen bei 5 mM Glucose mit 2 ug/l Tunicamycin (Tu) behandelt. Zum Vergleich wurde
zusatzlich Gesamt-elF2a detektiert. Zur besseren Einschatzung der Ergebnisse wurde die Bandenintensitdten

der gezeigten Blots quantifiziert und das Verhaltnis von p-elF2a und Gesamt-elF2a berechnet und grafisch
dargestellt (rechts).

Ein weiteres Protein, welches an glucoseinduziertem oxidativem Stress in B-Zellen beteiligt ist, ist die
c-Jun N-terminale Kinase (JNK). Bei dieser Kinase handelt es sich um eine MAP-Kinase (mitogen-
activated protein), die die ER-Stress-vermittelte B-Zellapoptose aktivieren kann (van der Kallen et al.,
2009).

Da weder in NZO-Inseln, noch in MIN6-Zellen eine erhohte ER-Stress-Anwort bei glucolipotoxischen
Behandlungsmethoden bestimmt wurde, lag die Vermutung nahe, dass die JNK-Phosphorylierung
ebenfalls unbeeinflusst bleibt. Ein Nachweis dafiir wurde durch Bestimmung der Menge des p-JNK in
Lysaten von behandelten MIN6-Zellen erbracht. Die bei drei Glucosekonzentrationen (5, 25, 50 mM)
in An- und Abwesenheit von Palmitat behandelten Zellen wiesen bei allen Konditionen unveranderte

Mengen des p-JNK auf, was zeigt, dass dieser Signalweg in dem System nicht aktiviert wurde (Abb.

30).
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Abb. 30: Einfluss glucolipotoxischer Bedingungen auf die Aktivierung der JNK in MIN6-Zellen. Gezeigt sind
Western-Blot-Signale von p-JNK in Lysaten von zwei Tage behandelten MIN6-Zellen. Die Zellen wurden mit 5,
25 und 50 mM Glucose in An- und Abwesenheit von 0,3 mM Palmitat behandelt. Als Ladekontrolle diente
Gesamt-JNK.

Innerhalb des durch Stress aktivierten MAP-Kinase Signalwegs spielt der Transkriptionsfaktor c-Jun
eine zentrale Rolle. Er wird durch JNK phosphoryliert und aktiviert. Aktives c-Jun wird als Suppressor
der Insulinexpression beschrieben (Henderson und Stein, 1994; Inagaki et al., 1992). Neben einer
erhohten Phosphorylierung ist auch eine gesteigerte Expression des c-Jun bei T2D in Mausen
bestimmt worden, was zu einer Unterdriickung der MafA-Expression flhrte (Matsuoka et al., 2010).
Da MING6-Zellen unter glucolipotoxische Bedingungen mit einer verminderten MafA-Expression sowie
einer erhéhten Apoptoserate reagierten, wurde geprift, ob eine gesteigerte Expression von c-Jun
unter diesen Bedingungen vorlag.

In der Tat zeigten MIN6-Zellen bei zweitdgiger Behandlung eine erhéhte c-Jun-Expression ab einer
Glucosekonzentration von 25 mM, wenn Palmitat im Medium vorhanden war. In Abwesenheit der
Fettsdure konnte bei allen drei Glucosekonzentrationen nahezu keine Veranderungen in der c-Jun-

Expressoin festgestellt werden (Abb. 31).

Glucose [mM] 5 25 50 5 25 50
40 kDa — ST c-Jun
A5 kDE — o e—— B-Actin
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Abb. 31: Einfluss glucolipotoxischer Bedingungen auf die Expression des Transkriptionsfaktors c-Jun in MIN6-
Zellen. Gezeigt sind Western-Blot-Signale von c-Jun in Lysaten von zwei Tage behandelten MIN6-Zellen. Die
Zellen wurden mit 5, 25 und 50 mM Glucose in An- und Abwesenheit von 0,3 mM Palmitat behandelt. Als
Ladekontrolle diente B-Actin.
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3.3.7 Einfluss glucolipotoxischer Bedingungen auf die Insulinexpression in 3-Zellen
der NZO- und ob/ob Maus

NZO- sowie ob/ob-Mause reagierten nach Umstellung auf Kohlenhydrate mit einer stark erhéhten
Insulinsekretion. Die NZO-Mause waren jedoch nicht in der Lage den Blutzuckerspiegel zu
normalisieren, wahrend die ob/ob-M3use trotz einer transienten Hyperglykdamie langerfristig vor
einem T2D geschiitzt waren. Die Immunfarbung von Insulin in NZO- und ob/ob-Inseln ergab, dass
ausschlieBlich NZO-Mé&use eine schnelle Entleerung ihrer Insulinspeicher aufwiesen und
offensichtlich nicht ausreichend neues Insulin nachgebildet wurde. Hinweise auf eine in der NZO-
Maus beeintrachtigte Insulinexpression geben auch die Stérung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-
Signalwegs sowie der Verlust der Insulingentranskriptionsfaktoren PDX1 und MafA. Umgekehrt war
eine Erhéhung der Insulinexpression bei Kohlenhydratgabe in der ob/ob-Maus zu erwarten, da diese
weder eine Degranulierung noch einen Verlust des AKT-Signalwegs sowie von PDX1 aufwiesen.

Da eine Isolation von NZO-Inseln zu spaten Zeitpunkten aufgrund des beginnenden B-Zelluntergangs
nicht mehr moglich war, wurde die Insulinexpression (Ins1 und Ins2) nur nach zwei und vier Tagen
Kohlenhydratfutterung untersucht und mit der von ob/ob-M&usen verglichen. Neben der
Insulinexpression wurde zusatzlich geschaut, ob die Expression des Transkriptionsfaktors Pdx1 mit
der des Insulins in beiden Modellen korreliert.

Im Verlauf der ersten vier Tage stieg der Blutzuckerspiegel der NZO-Mause von 9,8 £ 0,6 mM auf
15,7 +1,2 mM und der der ob/ob-M&use von 6,6 +0,3 mM auf 12,2 +1,2 mM, womit glucolipo-
toxische Bedingungen in beiden Modellen vorlagen. Die Bestimmung der Insulinexpression via gRT-
PCR ergab, dass beide Insulingene unabhidngig von der Diat und dem Tiermodell extrem stark
exprimiert waren (etwa 1000 bis 2000-mal starker als die endogene Kontrolle Ppia). Bei zwei- bzw.
viertagiger Kohlenhydratexposition war die Insulinexpression in NZO-Mausen leicht aber nicht
signifikant erhoht. Im Vergleich dazu wurde die Expression des Transkriptionsfaktors Pdx1 nach
Kohlenhydratgabe starker erhéht und erreichte am Tag vier eine signifikante Steigerung gegeniber
dem Tag null (Abb. 32A-C). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Umstellung der NZO-Mause auf eine
diabetogene Didt zwar zu einer leichten Erhohung der Pdx1-Expression fihrt, jedoch keine
nennenswerte Aktivierung der Insulinexpression ausgelost wurde.

Auch ob/ob-Méuse zeigten innerhalb der ersten vier Tage mit Kohlenhydraten dhnliche Aktivitaten
der Insulingene Ins1 und Ins2. Lediglich zum Tag null war die Expression aller drei Gene bei den
ob/ob-Tieren etwa doppelt so hoch wie bei den NZO-Mé&usen (Vergleich, siehe Abb. 32). Bei
Kohlenhydratgabe dnderte sich wie bei den NZO-Mausen die Insulinexpression in den Inseln der
ob/ob-Tiere nur leicht, aber nicht signifikant. Hier war allerdings ein Trend zu einer niedrigeren
Insulinexpression zu beobachten. Die PdxI-Expression verhielt sich bei den ob/ob-Tieren jedoch

gegensatzlich. Nach zwei Tagen Kohlenhydratdidat kam es zunachst zu einer Erniedrigung und nach
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vier Tagen wieder zu einer Normalisierung. Beide Unterschiede waren statistisch signifikant (Abb.

32D-E).
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Abb. 32: Expression der Insulingene Ins1 und Ins2 sowie des Transkriptionsfaktors Pdx1 in Inseln von —CH und
+CH-gefiitterten NZO und ob/ob-Mausen. Gezeigt ist die relative Expression von Ins1 (A+D), Ins2 (B+E) sowie
Pdx1 (C+F) in Inseln von 18 + 1 Wochen alten NZO- und ob/ob-M3&usen, die entweder kohlenhydratfrei oder fur
zwei und vier Tage mit Kohlenhydraten gefiittert wurden. Die Inseln wurden nach der Isolation maximal 1 h in
RPMI 1640 (11 mM Glucose) im Brutschrank vorinkubiert, bevor die RNA isoliert wurde. Die Bestimmung
erfolgte mittels quantitativer real-Time-PCR (qRT-PCR) und stellt die Mittelwerte + SEM von 4 -8 Tieren pro
Gruppe dar. Als endogene Kontrolle wurde Ppia (peptidylprolyl isomerase A) eingesetzt. Signifikante
Unterschiede wurden mit einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p <0,05).

Um die in-vivo-Ergebnisse zur Insulinexpression zu bekraftigen, wurde erneut ein ex-vivo-Experiment
durchgefuhrt, bei dem isolierte NZO- und ob/ob-Inseln fir zwei Tage unter glucolipotoxischen
Bedingungen kultiviert wurden und die Expressionen von Insulin und Pdx1 via qRT-PCR aus Insel-
cDNA bestimmt wurde. Die Ergebnisse mit NZO-Inseln zeigen, dass die Erhéhung der
Glucosekonzentration im Medium von 11,1 mM auf 38,7 mM eine 2 — 3 fache Steigerung der Insulin-

expression zur Folge hatte. Wurde dem Medium jedoch Palmitat (0,3 mM) zugefligt, war die

86



ERGEBNISSE

gesteigerte Ins1-Expression bei 38,7 mM Glucose vollstdandig inhibiert sowie die Ins2- und Pdx1-
Expressionen stark beeintrachtigt (Abb. 33A-C). Diese Ergebnisse zeigen, dass glucolipotoxische
Kulturbedingungen bei NZO-Inseln eine verminderte Pdx1-Expression und folglich eine
beeintrachtigte Insulinexpression bewirkten.

Vergleicht man den Einfluss glucolipotoxischer Bedingungen auf die Insulin- und Pdx1-Expression
behandelter ob/ob-Inseln mit dem der behandelten NZO-Inseln, zeigte sich ein dhnlicher Effekt.
Unter hohen Glucosekonzentrationen (38 mM) erfolgte eine Induktion der Insulingene um mehr als
das Doppelte im Vergleich zu 11 mM Glucose, wahrend die Supplementation von 0,3 mM Palmitat
eine Erhohung der Insulingenaktivitdt bei der hohen Glucosekonzentration vollstandig inhibierte

(Abb. 33D-E).
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Abb. 33: Expression der Insulingene Ins1 und Ins2 sowie des Transkriptionsfaktors Pdx1 in behandelten NZO-
und ob/ob-Inseln. Gezeigt ist die relative Expression von Ins1 (A+D), Ins2 (B+E) sowie Pdx1 (C+F) in NZO- und
ob/ob-Inseln, die nach einer Erholungszeit von zwei Tagen fur weitere zweiTage bei 11,1 bzw. 38,7 mM
Glucose in An- und Abwesenheit von 0,3 mM Palmitat (PA) behandelt wurden. Die Bestimmung erfolgte mittels
quantitativer real-Time-PCR (qRT-PCR) und stellt die Mittelwerte + SEM von 3 — 4 wiederholten Experimenten
dar. Als endogene Kontrolle wurde Ppia (Peptidylprolylisomerase A) eingesetzt. Signifikante Unterschiede
wurden mit einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p < 0,05).

Im Vergleich zu den in-vivo-Daten werden Gemeinsamkeiten wie auch Unterschiede hinsichtlich der

Insulin- und Pdx1-Expression deutlich. So waren die Ins1- bzw. Ins2-Expressionen im Tier zum
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Zeitpunkt null (-CH) bereits etwa doppelt so hoch, wie bei Inseln, die mehrere Tage unter normalen
Kulturbedingungen inkubiert waren. Ahnlich zu den behandelten Inseln, war eine durch die
Kohlenhydrate induzierte Steigerung der Insulinexpression unter dem Aspekt der Hyperlipiddmie
nicht beobachtbar. Interessanterweise fiihrte die Hyperglykamie in der NZO-Maus zu einer signifikant
hoheren Pdx1-Expression zum Tag vier, wahrend eine Steigerung bei behandelten Inseln unter
glucolipotoxischen Bedingungen ausblieb.

Da behandelte NZO- und ob/ob-Inseln sowie MIN6-Zellen zum Teil erhebliche Unterschiede in der
Aktivitdt von Komponenten des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs aufweisen bzw. sich die
Expression von PB-zellspezifischen Transkriptionsfaktoren unterscheidet, sollte geprift werden,
welchen Einfluss Glucose und Palmitat auf die Insulin- sowie Pdx1-Expression in MIN6-Zellen haben.
Aus den Zellen wurde daher auch nach zweitdgiger Behandlung RNA gewonnen, in cDNA
umgeschrieben und mittels gRT-PCR auf Expressionsunterschiede von Ins1, In2 und Pdx1 getestet.
Wurden die Zellen in Abwesenheit von Palmitat kultiviert, so erhdhte sich die Insulinexpression
zwischen 5 und 25 mM Glucose leicht, aber nicht signifikant. Bei der hochsten Glucosekonzentration
(50 mM) verringerte sich die Insulinexpression jedoch wieder, wobei Ins1 signifikante Unterschiede
aufwies. Im Gegensatz dazu stieg die PdxI-Expression weiter an. Bei Anwesenheit des Palmitats
konnte eine signifikante Inhibierung des Ins1 bei 25 mM Glucose und des Ins2 bei 50 mM Glucose
festgestellt werden. Die Pdx1-Expression war unter Fettsdureeinfluss ebenfalls leicht aber nicht

signifikant gehemmt (Abb. 34A-C).
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Abb. 34: Expression der Insulingene Ins1 und Ins2 sowie des Transkriptionsfaktors Pdx1 in behandelten
MING6-Zellen. Dargestellt sind die relativen Expressionen der Insulingene Ins1 (A) und Ins2 (B) sowie des
insulingenspezifischen Transkriptionsfaktors Pdx1 (C) in MIN6-Zellen. Die Zellen wurden nach Anwachsen in
DMEM bei 5 mM Glucose fiir zwei Tage mit Glucosekonzentrationen von 5, 25 und 50 mM in Ab- und
Anwesenheit der Fettsdure Palmitat (0,3 mM) (PA) behandelt. Die Expressionsuntersuchungen erfolgten
mittels quantitativer real-Time-PCR (qRT-PCR) und stellen die Mittelwerte + SEM von 3 -6 wiederholten
Versuchen dar. Als endogene Kontrolle wurde Actb (B-Actin) detektiert. Signifikante Unterschiede wurden mit
einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p <0,05).
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Im Vergleich zu den behandelten Inseln reagierten die MIN6-Zellen deutlich trager in der Induktion
der Insulinexpression. Die inhibierende Wirkung des Palmitats war deutlich schwacher ausgepragt.
Vergleicht man das Verhéltnis der Expressionen von Ins1 zu Ins2 von Langerhans-Inseln der NZO- und
ob/ob-Md&use (etwa 1 : 3) mit dem von MIN6-Zellen (etwa 1: 32) so zeigte sich, dass das /Ins1-Gen in
MING6-Zellen im Vergleich zu Ins2 etwa zehnmal schwacher exprimiert wurde.

Zusammenfassend zeigen die Daten zur Expression des Insulins, dass sowohl im lebenden Tier, als
auch in Kultur befindliche B-Zellen und MIN6-Zellen mit einer Hemmung der Insulinexpression unter
glucolipotoxischen Bedingungen reagieren. Hohe Glucosekonzentrationen allein (Glucotoxizitat)
hatten in den meisten Fallen eine gesteigerte Insulinexpression zur Folge wobei Glucose in

Verbindung mit Fettsdauren eine Hemmung von Ins1, Ins2 sowie Pdx1 bewirkten.

3.3.8 Glucose-stimulierte Insulinsekretion isolierter ob/ob und NZO-Inseln

Ob/ob wie auch NZO-M&use reagierten bei Kohlenhydratgabe mit einer gesteigerten
Insulinsekretion, wobei nur bei ob/ob-M&usen durch adequate Insulinmengen eine dauerhafte
Hyperglykdamie abgewendet wurde. Da aber beide Modelle keine ausgepragte Steigerung der
Insulinexpression nach Kohlenhydratgabe aufwiesen, kann vermutet werden, dass eine Beeintrach-
tigung der Kapazitat der Insulinfreisetzung bei NZO-Mausen vorlag. Um zu priifen, ob die Inseln von
ob/ob und NZO-Ma&usen sich hinsichtlich ihrer Insulinsekretion unterscheiden, wurden fur
mindestens zwei Tage kultivierte Inseln beider Modelle einer Glucose-stimulierten Insulinsekretion
unterworfen.

Unter basalen Bedingungen zeigten die Inseln der beiden Tiermodelle einen erheblichen Unterschied
in der Insulinfreisetzung. Im Vergleich zu den ob/ob-Inseln besaRen NZO-Inseln bereits bei niedrigen
Glucosekonzentrationen eine deutlich erhdhte Insulinfreisetzung. Bei Erhéhung der Glucose-
konzentration auf 16,7 mM wurde allerdings bei den Inseln beider Modelle eine nahezu identische
Menge Insulin freigesetzt. Unter Bedingungen mit maximaler Depolarisation der B-Zellen (KCl) setzen
die NZO-Inseln eine etwa 1,6-fach hohere Insulinmenge frei als die ob/ob-Inseln (Abb. 35A).
Betrachtet man das Verhalten der Inseln auf die stimulatorische Glucosekonzentration (16,7 mM)
bzw. auf KCl, so konnte festgestellt werden, dass ob/ob-Inseln eine wesentlich verbesserte
Glucoseresponsivitat besalRen als die NZO-Inseln. Die Ursache dafiir war die deutlich geringere basale

Insulinsekretion der ob/ob-Inseln (Abb. 35B).
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Abb. 35: Glucose-stimulierte Insulinsekretion von Langerhans-Inseln der ob/ob und NZO-Maus. Von 4 -6
Tieren je Stamm wurden 15 Inseln in einer Dreifachbestimmung fiir 1 h in Krebs-Ringer-Puffer mit 2,8 mM und
16,7 mM Glucose bzw. 2,8 mM Glucose plus 35 mM KCl inkubiert und sezerniertes Insulin im US mittels eines
ELISA-Tests bestimmt. Die freigesetzte Insulinmenge wurde auf die DNA-Konzentration in den 15 Inseln
bezogen und grafisch als Mittelwert £ SEM dargestellt (A). Zur Berechnung des Antwortverhaltens der Inseln
wurde die Steigerung der Insulinmenge im US auf die basale Sekretion bezogen (B).

Zusammenfassend unterschieden sich die einzelnen ob/ob- und NZO-Inseln durch eine unter-
schiedliche Glucoseresponsivitdat, wenn die Glucosekonzentration im Medium erhoht wird, wahrend

die freigesetzte Menge Insulin etwa gleich war.

3.4 Untersuchungen zu den Ursachen der Diabetesresistenz der ob/ob-Maus

3.4.1 Vergleichende Transkriptomanalyse von ob/ob- und NZO-Inseln nach
zweitagiger Kohlenhydratfiitterung

Die bisher gewonnenen Ergebnisse hatten gezeigt, dass eine 32-tdgige Kohlenhydratgabe bei NZO-
Mé&usen einen T2D mit B-Zelluntergang ausloste, wihrend ob/ob-Tiere trotz einer anfénglich leichten
Hyperglykdamie langerfristig gesund blieben. Die zu einem friiheren Zeitpunkt durchgefiihrten
physiologischen Untersuchungen konnten eine Ursache dafiir aufzeigen. Trotz massiver Adipositas
und Insulinresistenz waren ob/ob-Mause in der Lage, durch eine extreme Insulinsekretion eine
Normoglykdamie aufrecht zu erhalten. Da es sich bei den verglichenen Stammen um genetisch
divergente Modelle handelt, sollte eine Microarray-basierte Transkriptomanalyse von Insel-RNA
Aufschluss Uber eine differentielle Genaktivitdt geben und klaren, warum ob/ob-Mause vor einem
diatinduziertem T2D geschlitzt waren. Hierzu wurden in Zusammenarbeit mit Daniel Kaiser und Dr.
Stephan Scherneck Inseln von kohlenhydratrestriktiv bzw. flr zwei Tage kohlenhydrathaltig

erndhrten NZO- und ob/ob-Mausen isoliert und die Insel-RNA in Form von cDNA auf einem DNA-Chip
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hybridisiert. Auf diese Weise konnte die Menge aller vorhandenen Transkripte (>33.000 Gene) in
beiden Stammen und zwischen den zwei Didten miteinander verglichen werden.

Mit Hilfe der DAVID Bioinformatics Database wurde zundchst aus den Rohdaten ermittelt, dass
zwischen den Stammen sowie zwischen den verschiedenen Fitterungen erhebliche Unterschiede in
der Genregulation vorlagen. Insbesondere wurde aus diesen Daten ersichtlich, dass die
Kohlenhydratfitterung zu einer deutlich héheren Genregulation in ob/ob-Mausen als in NZO-
Mausen fiihrte (Tab. 8A). Unabhangig von der Diat unterschieden sich die beiden Stamme beziiglich

der Expression von lUber 750 Genen (Tab. 8B).

A +CH vs. -CH
Stamm erhohte Expression reprimierte Expression
ob/ob 359 84
NzO 28 24

Tab. 8A: Signifikant regulierte Gene nach zwei Tagen +CH-Fiitterung

B ob/ob vs. NZO
Diat erhohte Expression reprimierte Expression
-CH 758 1189
+CH 895 1032

Tab. 8B: Signifikant regulierte Gene von ob/ob im Vergleich zu NZO

Durch die Analyse der Array-Daten mittels der KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)-
Datenbank wurden die regulierten Gene Signalwegen zugeordnet, die signifikant aktiviert oder
reprimiert waren. Diese Analyse konnte aufzeigen, dass eine zweitagige Kohlenhydratintervention in
hohem MalRe Dbeteiligte Gene des Zellzyklus, p53-Signalwegs sowie des Purin-
und Pyrimidinmetabolismus ausschlieRlich in ob/ob-M3usen aktiviert. Weiterhin ergab die
Signalweganalyse auch, dass unabhangig von der Didt Proteine der extrazellularen Matrix sowie
solche, die in Zusammenhang mit Zelladhasion stehen, in NZO-Mausen starker exprimiert waren als
in ob/ob.

Um zu zeigen, dass die Kohlenhydratfiitterung eine Aktivierung der B-Zellproliferation in ob/ob-
Mausen initiiert, wurde die Expression von Zellzyklusproteinen wie Cyclin A2 (Ccna2) und Ki-67
(Mki67) in den Array-Daten betrachtet. Zusatzlich wurde gepriift, ob der Transkriptionsfaktor FoxM1
(Foxm1), welcher fiir die Uberginge sdmtlicher Phasen des Zellzyklus verantwortlich ist, in +CH-
geflitterten ob/ob-Mausen héher exprimiert war (Davis et al., 2010).

In der Tat ergab die Auswertung der Array-Daten, dass die drei untersuchten Transkripte der

Zellzyklusproteine in hohem MaR in ob/ob-Mausen nach zweitdgiger Kohlenhydratgabe aktiviert
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waren. Bei NZO-Mdausen zeigten die Proliferationsmarker nach Didtumstellung keine Veranderungen
in ihrer Aktivitat (Abb. 36A). Eine Verifizierung via qRT-PCR bestatigte die Ergebnisse der Array-
Analyse. Die Expressionen aller drei untersuchter Proliferationsmarker waren im Vergleich zur NZO-
Maus ausschlieBlich bei +CH-gefuitterten ob/ob-Mausen signifikant gesteigert (Abb. 36B). Aus diesen
Daten wird ersichtlich, dass die ob/ob-Maus bei Kohlenhydratgabe mit einer Aktivierung der B-

Zellproliferation reagierte, wahrend diese in der NZO-Maus unterdriickt wurde.
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Abb. 36: Expression von Zellzyklusgenen in Inseln von ob/ob- und NZO-Maiusen. Gezeigt ist die Expression
dreier Markerproteine fur die Zellzyklusprogression aus den Array-Analysen (A) sowie nach gRT-PCR-
Verifizierung (B). Fiir die Array-Analyse wurde die Insel-RNA von drei Tieren je Gruppe (zwei Tiere bei +CH
gefiitterten ob/ob) als cDNA in einem Microarray-Chip hybridisiert und die entstehende Fluoreszenzintensitat
jedes Spots mit einem Laserscanner gemessen. Die normalisierten Fluoreszenzsignale (arbitrdre Einheiten) sind
proportional zur Aktivitdt der untersuchten Gene. Zur Verifizierung der Arraydaten wurden ob/ob- und NZO-
Mause erneut einer zweitdgigen Kohlenhydratintervention unterworfen und die Insel-RNA von fiinf Tieren je
Gruppe als cDNA via gRT-PCR ausgewertet. Die Diagramme zeigen die relative Expression + SEM von Ccna2
(Cyclin-A2), Mki67 (Ki-67) und Foxm1 (Forkhead box M1). Ein parameterfreier U-Test wurde bei den qRT-PCR-
Daten angewandt um statistisch signifikante Unterschiede festzustellen (* p <0,05). (-CH: no carbohydrate, fat
enriched diet; +CH: fat enriched diet with carbohydrates)
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3.4.2 Untersuchung des Einflusses von Kohlenhydratfiitterung auf die -
Zellproliferation

Im nachsten Schritt wurde mit Hilfe einer immunhistochemischen Farbung des Ki-67-Proteins
geprift, ob die Aktivierung des Zellzyklus Gber die gesamte Interventionsdauer von 32 Tagen anhielt
oder nicht. Darliber hinaus wurde in Pankreasschnitten von kohlenhydratgefiitterten NZO-Mausen
Ki-67 gefarbt, um zu untersuchen, ob hier eventuell zu einem spateren Zeitpunkt noch eine Induktion
der Proliferation erfolgte.

Die Farbung der ob/ob-Pankreasschnitte bestatigte die Daten der Expressionsuntersuchungen. Nach
zweitagiger Kohlenhydratgabe zeigten die Inseln eine deutlich erhohte Anzahl Ki-67-positiver
Zellkerne (3,3+0,5%), wahrend die B-Zellproliferation bei Kohlenhydratrestriktion nahezu
vollstéandig unterdriickt war (0,2 £ 0,1 %). Im weiteren Zeitverlauf nimmt die Anzahl Ki-67-positiver
Kerne allerdings wieder kontinuierlich ab und kehrt bis zum Tag 32 auf etwa den Ausgangswert
zurick. Eine morphometrische Bestimmung der Anzahl Ki-67-positiver Kerne konnte signifikante
Unterschiede zwischen dem Tag null und den Tagen zwei, vier und acht feststellen (Abb. 37A). Im
Vergleich zu den ob/ob-Tieren reagieren die NZO-Mause bei Kohlenhydratgabe mit keiner
gesteigerten [B-Zellproliferation. Hier war die Anzahl Ki-67-positiver Kerne unabhédngig von der
Futterung nahezu stabil und vergleichbar mit der von kohlenhydratfrei erndhrten ob/ob-Mé&usen. In
Zusammenhang mit der ab Tag acht beginnenden B-Zellapoptose zeigte sich ab hier ein Trend zu
verminderter B-Zellproliferation. Signifikante Unterschiede zum Tag null (-CH) konnten nicht
ausgemacht werden (Abb. 37B).

Die unmittelbar nach Kohlenhydrataufnahme gesteigerte sowie im weiteren Zeitverlauf ricklaufige
B-Zellproliferation verdeutlicht die Anpassung der ob/ob-Maus an die neue Nahrungssituation. Die
dadurch erhohte B-Zellmasse ist offensichtlich ausreichend, um eine Hyperglykdmie zu kompensieren
und erklart die erhohten Insulinspiegel im Plasma der Tiere. Um zu Uberprifen, inwiefern sich die B-
Zellmasse wahrend der 32-tdgigen Kohlenhydratintervention bei der ob/ob und NZO-Maus &dndert,
wurde die Inselflache, die InselgroBe sowie die Inselzahl zu Beginn (Tag null) und am Ende der

Intervention (Tag 32) bestimmt.
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Abb. 37: B-Zellproliferation bei ob/ob- und NZO-Mé&usen nach Kohlenhydratfiitterung. Gezeigt sind
reprasentative immunhistochemische Farbungen des Proliferationsmarkers Ki-67 (Pfeile) an den Tagen null,
zwei und 32 von ob/ob (A) und NZO-Pankreasschnitten (B) bei Kohlenhydratrestriktion bzw. Kohlenhydratgabe
(oberer Bildteil). Von 3 — 6 Tieren je Gruppe wurde der prozentuale Anteil Ki-67-positiver Kerne je gesamter B-
Zellzahl in drei Schnittebenen bestimmt und grafisch £+ SEM dargestellt (unter Bildteil). Signifikante
Unterschiede wurden mit einem parameterfreien U-Test ermittelt (* p =0,05). (-CH: no carbohydrate, fat
enriched diet; +CH: fat enriched diet with carbohydrates)

Die Bestimmung der Inselflache in Bezug zur Gesamtpankreasflache von ob/ob-Ma&usen ergab eine
annahrende Verdreifachung von 2,8 + 0,3 % auf 8,2 £ 1,8 % nach 32 Tagen Kohlenhydratgabe. Dies
war hauptsachlich auf eine VergroRerung der Inseln zuriickzufiihren, deren durchschnittliche GroR3e
von 0,022 0,001 mm? auf 0,053+ 0,014 mm? anstieg, wahrend sich die durchschnittliche
Inselanzahl nicht nennenswert steigerte. NZO-Mause hingegen besaRen zu Beginn der didtetischen
Intervention lediglich 1/3 der B-Zellmasse als ob/ob-Tiere. Nach 32-tagiger Kohlenhydratfitterung
war ein Trend zu einer weiteren Verminderung der B-Zellflache zu beobachten. Zu diesem Zeitpunkt
betrug die B-Zellfliche der NZO-Mause nur noch etwa ein 1/15 der von ob/ob-Mausen. Ein dhnlicher
Unterschied lag bei den durchschnittlichen InselgroBen und Inselzahlen von ob/ob und NZO-Mé&usen
vor (Abb. 38A-E). Diese Daten zeigen, dass der Mangel an insulinproduzierenden Zellen in der NZO-

Maus ursachlich fiir eine Dekompensation der Glucosehomdostase ist.
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Abb. 38: Verinderung der B-Zellmasse in ob/ob- und NZO-Mé&usen nach 32-tigiger Kohlenhydratfiitterung.
Gezeigt sind die durchschnittliche InselgréRe (A), die Inselzahl je Schnitt (B) sowie der prozentuale Anteil
Inselflache je Gesamtpankreasfliche (C) £ SEM von ob/ob und NZO-Mé&usen. Die Veranderung der B-Zellmasse
zwischen dem Tag null und 32 ist an zwei reprasentativen Gesamtpankreasaufnahmen von ob/ob (D) und NZO-
Mausen (E) dargestellt. Die morphometrische Analyse wurde von 3 -6 Tieren pro Gruppe in 2 — 3 Schnitt-
ebenen durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede wurden mit einem parameterfreien U-Test ermittelt
(* p=0,05). (-CH: no carbohydrate, fat enriched diet; +CH: fat enriched diet with carbohydrates)
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4 Diskussion

Durch die Wahl eines geeigneten diatetischen Konzepts wurde in einem diabetessuszeptiblen
Mausstamm in wenigen Tagen eine Hyperglykdamie mit B-Zelluntergang ausgeldst, wahrend in einem
diabetesresistenten Stamm durch die transiente Induktion einer Hyperglykdmie eine B-
Zellproliferation induziert wurde. Unter initialen Kohlenhydratrestriktion entwickelten NZO-Mause
eine ausgepragte Adipositas und Insulinresistenz, waren aber vor einer Hyperglykdmie sowie einem
B-Zellversagen geschiitzt. Bei Umstellung auf eine kohlenhydrathaltige Diat entwickelten die Tiere
eine rasche Hyperglykdmie, die mit einem spateren B-Zelluntergang einherging. Nur durch das
gleichzeitige Vorliegen einer Hyperglykdmie und Hyperlipiddmie (Glucolipotoxizitat) kam es zu einer
Dephosphorylierung der Proteinkinase B (AKT) und des Transkriptionsfaktors FoxO1 in den B-Zellen.
Dieser Prozess war von einer Reduktion wichtiger Transkriptionsfaktoren (PDX1, Nkx6.1, MafA) in
den B-Zellen begleitet, worauf diese ihre Lebensfidhigkeit verloren. Durch Behandlung isolierter NZO-
Inseln mit hohen Glucosekonzentrationen in Ab- und Anwesenheit der Fettsdaure Palmitat konnten
die in-vivo-Ergebnisse bestatigt werden. Weder hohe Glucosekonzentrationen noch Palmitat allein
hatten einen Einfluss auf die Phosphorylierung von AKT und FoxO1 bzw. auf die Expression wichtiger
Transkriptionsfaktoren. Unter glucolipotoxischen Bedingungen, also bei hohen Glucose- und
Palmitatkonzentrationen, verloren die in Kultur befindlichen Inseln ihre Funktion. Ein &dhnliches
Szenario wurde in der B-Zelllinie MIN6 beobachtet; sie wies nur unter glucolipotoxischen

Kulturbedingungen eine erhdhte Apoptoserate auf (Abb. 39) (Kluth et al., 2011).

NZO ob/ob

Insulin-Expression /

<> Sekretion <—» Proliferation

- Proliferation

Apoptose

Abb. 39: Zusammenfassung der Mechanismen, die zum Untergang der NZO-Inseln bzw. zum Schutz der
ob/ob-Inseln bei Kohlenhydratgabe beitragen. Der Verlust von p-AKT und PDX1 sowie das Fehlen einer
kompensatorischen B-Zellproliferation filhren zum B-Zelluntergang in der NZO-Maus, wahrend der Erhalt von
p-AKT und PDX1 sowie eine induzierte P-Zellproliferation das Uberleben der ob/ob-Inseln bei
Kohlenhydratgabe sichern.
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Wurden jedoch diabetesresistente adipése ob/ob-Mduse demselben didtetischen Regime
unterzogen, zeigte sich, dass die Inseln im Tier vor einer Dephosphorylierung von AKT sowie einem j-
Zelluntergang geschiitzt waren, obwohl eine Dephosphorylierung von FoxO1 nachgewiesen wurde.
Darliber hinaus induzierten glucolipotoxische Bedingungen ausschlieBlich in Inseln von ob/ob-
Mausen eine transiente Induktion der Zellproliferation, was zur deutlichen VergréRerung der B-

Zellmasse flhrte und zum Schutz vor Typ-2-Diabetes beitrug.

4.1 Kohlenhydratvermittelter Typ-2-Diabetes in der mannlichen NZO-Maus

Von der Deutschen Gesellschaft fir Erndhrung durchgefiihrte systematische Analysen der
Erndhrungsmuster von Menschen haben ergeben, dass die Art und Menge von Makronahrstoffen in
der Nahrung erheblichen Einfluss auf Erkrankungen wie Typ-2-Diabetes nehmen. Insbesondere
haben verdauliche Kohlenhydrate neben Fett eine pathologische Relevanz bei genetischer
Pradisposition fiir T2D. Ein hoher Konsum kohlenhydrathaltiger Nahrungsmittel sowie zuckerhaltiger
Getrdnke erhoht das Risiko fiir einen T2D (Hauner et al., 2012).

Ebenso haben frihere Arbeiten an Mausmodellen gezeigt, dass vielmehr die Nahrungs-
zusammensetzung als der Energiegehalt eine Rolle bei der Ausbildung eines T2D bei
Diabetessuszeptibilitdt spielt. Insbesondere leicht verdauliche Kohlenhydrate wie Glucose,
Saccharose oder Starke fiihrten zur raschen Ausbildung eines Diabetes in Mausmodellen wie der
C57BL/Kstb/db-Maus (db/db) (Leiter et al., 1981; Leiter et al., 1983). Jingere Studien unserer
Arbeitsgruppe an db/db und NZO-Mzusen zeigten, dass diese Tiere durch Kohlenhydratrestriktion
vor einem T2D geschiitzt werden koénnen (Jlrgens et al., 2007; Mirhashemi et al., 2008). Diese
Erkenntnis wurde in der vorliegenden Arbeit aufgegriffen, um durch kurzfristige Kohlenhydratgabe
an zuvor kohlenhydratrestriktiv geflitterten NZO-Tieren einen raschen T2D auszulésen und die
Auswirkungen der Hyperglykdmie in Verbindung mit der bereits vorherrschenden Dyslipiddmie

(Glucolipotoxizitat) auf die B-Zellintegritat zu untersuchen.

4.1.1 Auswirkungen der progressiven Hyperglykamie auf die Hormonsekretion der
Langerhans-Inseln

Als Antwort auf die Kohlenhydratintervention reagierten die NZO-Mause mit einer zunachst deutlich
gesteigerten Insulinsekretion. Diese genligte jedoch nicht, um eine Normalisierung der Blutglucose zu
erreichen, worauf eine Erschdopfung der B-Zellen einsetzte und ihre sekretorische Leistung ab Tag
acht sank. Die plotzlich eintretende Hyperglykdmie hatte einen etwa 25-fachen Anstieg in der
Sekretion des Proinsulins zur Folge, welcher dhnlich zum Insulin ein Maximum am Tag acht erreichte
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und anschlieRend wieder abnahm. Das mit dem beginnenden T2D verschobene Verhaltnis von
Proinsulin und Insulin im Blutplasma der Tiere ist moglicherweise auf die hohen sekretorischen
Anforderungen an die B-Zelle zu erkldren. Ahnliche Ergebnisse konnten von Gadot und Kollegen
(1994) mit Versuchen an der Sandratte (Psammomy obesus) gewonnen werden. Diabetische Tiere
wiesen im Vergleich zu nicht-diabetischen eine um etwa 6-fach gesteigerte Proinsulinsekretion auf.
Aufgrund der Entleerung der Insulinspeicher in diesem Modell stieg das Verhéltnis zwischen
Proinsulin und Insulin in den Langerhans-Inseln ebenfalls an. Jedoch wurde hier auch eine erhéhte
absolute Proinsulinmenge im Pankreas bestimmt, was auf eine Steigerung der Proinsulin-
syntheseleistung schlieSen lieR (Gadot et al., 1994). Spatere Versuche dieser Arbeitsgruppe zeigten
ebenfalls, dass isolierte Inseln erhéhte Mengen Proinsulin bei einem Glucosestimulus sezernieren.
Anfangs stieg die absolute Proinsulinmenge in den Inseln, was darauf hindeutete, dass die
Insulinbiosynthese nicht beeintrachtigt war, sondern eine Inhibition der Insulinprozessierung vorlag
(Gadot et al., 1995).

Im Unterschied dazu wurde bei NZO-Mausen mittels Immunfarbung im Zeitverlauf der Kohlenhydrat-
fUtterung eine vergleichbare Abnahme der Proinsulinmenge wie der Insulinmenge beobachtet, was
auf eine Degranulierung zuriickzufihren war. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die NZO-Maus,
anders als Psammomys obesus, bei Glucose- und Fettbelastung eine beeintrachtigte Insulinneu-
synthese aufweisen und keine Prozessierungsstérung.

Identische Ergebnisse wurden auch mit Ratteninseln gewonnen, die im Zuge der
Diabetesentwicklung eine verstarkte Sekretion des Proinsulins aufwiesen. Untersuchungen zu den
Prohormonkonvertasen PC2, PC3 und Carboxypeptidase-H (CP-H) bei diesen Tieren konnten keinen
Defekt in der Proinsulinprozessierung ausmachen, dass geschlussfolgert wurde, dass die hohe
sekretorische Anforderung an die B-Zellen fiir die verstarkte Sekretion des Proinsulins verantwortlich
ist. Es wird sogar vermutet, dass eine Sekretion der Prohormonkonvertasen mit dem Insulin bzw.
Proinsulin erfolgt (Alarcon et al., 1995).

Spatere Untersuchungen zu den Prohormonkonvertasen an isolierten Ratteninseln haben auch
gezeigt, dass bei hohen Glucosekonzentrationen, in einem anhaltenden Zustand der
Insulinhypersekretion, Beeintrachtigungen in der Prozessierung von Insulin eintreten, weil
insbesondere die Aktivitat der PC2 nicht gesteigert wird. Interessanterweise wurde dieser Effekt
ohne das Vorhandensein von Lipidtoxizitat beobachtet. Auch wurde gezeigt, dass ein Zusammenhang
zwischen hohen Leveln zirkulierender proinflammatorischer Zytokine wie IL-1B und einer
Beeintrachtigung der PCl1 und PC2-Expression besteht, was zu einer Erhéhung der
Proinsulinsekretion flihrt (Borjesson und Carlsson, 2007).

Die im Zuge der diatetischen Intervention durchgefiihrte Messung der Glucagonspiegel im Plasma

hatte keine Unterschiede zwischen den Fitterungsgruppen gezeigt (Abb. 7). Seit langerer Zeit ist
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bekannt, dass Individuen mit einem schlecht eingestelltem T1D oder T2D eine starke
Hyperglucagonemie aufweisen. Die Ursache dafiir liegt in einer defekten Inhibition der
Glucagonsekretion der a-Zellen des Pankreas, worauf die Glucagonspiegel im Plasma unreguliert
hoch bleiben. Die dafiir zu Grunde liegenden molekularen Ursachen wurden bisher nur unzureichend
erforscht. Da Glucagon mit bis zu 50 % zur hepatischen Glucoseproduktion beitragt, hat eine
Hyperglucagonemie erheblichen Einfluss auf die Pathogenese des T2D (D'Alessio, 2011; Unger, 1978).
Darliber hinaus wurde aber auch bei gefasteten Typ-2-Diabetikern, die unter glykdmischer Kontrolle
standen, eine Hyperglucagonemie festgestellt (Reaven et al., 1987). Da die 16-tdgige Kohlenhydrat-
gabe in der NZO-Maus zwar eine Hyperglykdmie mit beginnendem B-Zelluntergang induzierte, jedoch
die Plasmainsulinspiegel bis zum Tag 16 nicht unterhalb des Anfangswertes fielen, ist anzunehmen,

dass noch vorhandenes Insulin die Glucagonsekretion unterdriicken konnte.

4.1.2 Glucolipotoxizitat als Ursache des B-Zelluntergangs in der NZO-Maus

Kohlenhydratrestriktiv erndhrte NZO-Md&use waren trotz massiver Adipositas und Insulinresistenz vor
einem B-Zelluntergang geschiitzt. Die Messung von freien Fettsdauren sowie Triglyceriden im Plasma
der Tiere ergab, dass die Tiere unter einer starken Erhohung der Blutfettkonzentrationen
(Dyslipidamie) litten. Die Ursache dafiir kann in einer exzessiven Akkumulation von Korperfett,
insbesondere in der Abdominalregion gesehen werden. Als Folge der Insulinresistenz gelangen
Fettsduren Uber das Blut unter anderem ins Pankreas und kdnnen dort lipotoxisch wirken. Die
Ursache fiir h6here Fettsdurekonzentrationen im Blut ist zum einen in einer verminderten Hemmung
der Lipolyse im Fettgewebe und zum anderen in einer verminderten Aufnahmefahigkeit von
Fettsduren in Muskelzellen zu sehen (Blaak, 2003). Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse zeigen
aber, dass Lipidtoxizitat in der NZO-Maus nicht genligte, um ein B-Zellversagen einzuleiten. Erst eine
Kohlenhydratintervention |6ste die Hyperglykdmie aus, so dass diese zusammen mit den
lipotoxischen Bedingungen zur Glucolipotoxizitat fiihrte, was den B-Zelluntergang durch Apoptose
zur Folge hatte. Ahnliche Ergebnisse wurden mit der ebenfalls diabetessuszeptiblen adipdsen
C57BL/Ks)®®-Maus gewonnen. Eine dauerhafte kohlenhydratrestriktive, fettreiche Flitterung hatte
auch in diesem Modell eine starke Adipositas zur Folge und schiitzte die Tiere vor einem T2D mit B-
Zelluntergang. Umgekehrt entwickelten diese Tiere bei Kohlenhydratgabe eine Hyperglykdamie, die in
eine Zerstorung der B-Zellen miindete (Mirhashemi et al., 2008).

Wurden isolierte NZO-Inseln sowie MIN6-Zellen glucolipotoxischen Bedingungen ausgesetzt, so
konnte in beiden Féllen eine Beeintrichtigung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs mit
Dephosphorylierung von AKT und FoxO1l beobachtet werden. Dieser Effekt trat jedoch nicht auf,

wenn die Zellen nur mit Glucose oder nur mit Palmitat behandelt wurden. In MIN6-Zellen wurde ein
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Apoptose-vermittelter B-Zelluntergang durch Bestimmung der aktiven Caspase-3 nachgewiesen.
Aufgrund limitierten Probenmaterials konnte diese Analyse in Inseln nicht durchgefiihrt werden. Es
ist aber anzunehmen, dass NZO-Inseln auf gleiche Weise zu Grunde gingen. Hinweise darauf geben
die Untersuchungen von Cnop und Kollegen, die Inseln der Zucker diabetic fatty rat fir mehrere Tage
mit Palmitat und Oleat behandelten und nach 48h nekrotische Zellen nachwiesen.
Interessanterweise setzte ein B-Zelluntergang durch Apoptose bei diesen Untersuchungen erst nach
48 h ein und Ubertraf schlieflich die Nekrose (Cnop et al., 2001).

Betrachtet man die alleinige Wirkung hoher Fettsdurespiegel auf die B-Zellfunktion, so wurden
sowohl positive als auch negative Auswirkungen beobachtet. Einige ungesattigte Fettsduren wie
Oleat Uben sogar eine Schutzfunktion gegen die Palmitat- und Glucoseinduzierte B-Zellapoptose aus
bzw. fordern eine Glucose-stimulierte Insulinsekretion (Maedler et al., 2003). Letzterer Mechanismus
wird nach derzeitigem Kenntnisstand lber die gleichzeitige Aktivierung des Fettsaurerezeptors FFAR1
(GPR40) sowie durch die Aktivierung des intrazellularen Glycerolipid-Fettsaurezyklus vermittelt
(Nolan und Prentki, 2008). Palmitat hingegen gilt als B-zelltoxisch, weil es die Insulinsynthese sowie
die Glucose-stimulierte Insulinsekretion hemmt und B-Zellapoptose auslost (Zhou und Grill, 1994).
Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse mit isolierten Inseln und MIN6-Zellen hatten allerdings
bei niedrigen Glucosekonzentrationen keine negative Wirkung des Palmitats aufgezeigt. Eine
Ursache, weshalb Fettsduren allein nicht B-zelltoxisch wirken, kbnnte darin liegen, dass erst hohe
Glucosekonzentrationen Einfluss auf den Lipidmetabolismus nehmen und dort Veranderungen der
Genexpression beteiligter Enzyme bewirken. So kann in diesem Fall bei einem Uberangebot von
Fettsduren eine Verschiebung in der Substratverfligbarkeit und verschiedenen Metabolit-
konzentrationen eintreten. Dieser Mechanismus beinhaltet z.B. Verdnderungen in der Expression von
SREBP-1c sowie PPAR-a/y (peroxisome proliferator-activated receptor a/y) worauf vermehrt der
Metabolit Malonyl-CoA gebildet wird, welcher die CPT-1 (Carnitin-Palmityltransferase-1) hemmt und
dadurch eine Ansammlung toxischer langkettiger Acyl-CoA-Ester im Cytoplasma bewirkt (Prentki und
Corkey, 1996; Prentki et al., 2002).

Als Schlisselbefund des durch Glucolipotoxizitat verursachten Versagens von B-Zellen der NZO-Inseln
und der MIN6-Zellen wurde die Storung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs durch
Dephosphorylierung von AKT gezeigt (Abb. 13, 14 und 24). Unzadhlige Literaturbefunde
unterstreichen die Bedeutung dieses Signalwegs fiir die Funktion und das Uberleben der B-Zellen. So
konnte durch die Expression einer konstitutiv aktiven Variante des AKT eine Fettsaure-induzierte
Apoptose in B-Zellen verhindert werden, da pro-apoptotische Proteine wie GSK3a/B (glycogen
synthase kinase 3a/8), FoxO1 oder p53 gehemmt wurden (Wrede et al., 2002). Mit Hilfe einer Ins2-
Promotor-gesteuerten Uberexpression der AKT in B-Zellen von B6-Maiusen war es méglich, die B-

Zelliberlebensrate zu vergrofRern und sogar eine B-Zellzerstorung durch Streptozotocin abzuwenden
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(Tuttle et al., 2001). Auch wurde nachgewiesen, dass die Wirkung des Inkretins GLP-1 (glucagon-like
peptide 1) auf die B-Zelle zu einer gesteigerten Phosphorylierung von AKT fiihrte was die
Uberlebensrate sowie das Wachstum der Inseln férderte (Wang et al., 2004).

Die der Glucolipotoxizitdt zugrunde liegenden Mechanismen wurden in der Vergangenheit intensiv
erforscht. So wurde gezeigt, dass Palmitat in Verbindung mit hohen Glucosekonzentrationen an
Ratteninseln die B-zellspezifischen Transkriptionsfaktoren PDX1 und MafA inhibiert und damit die
Insulinexpression vermindert (Hagman et al., 2005). Weitere Mechanismen betreffen die Synthese
von Ceramiden in der B-Zelle, welche anti-apoptotische Proteine wie Bcl-2 inhibieren und damit zu
einer Beeintrichtigung des IRS-1/2-Signalwegs flihren (Solinas et al., 2006). Weiterhin wurde gezeigt,
dass unter diesen Umstdanden UCP2 (uncoupling protein 2) aktiviert wird, was einen Mangel an ATP
induziert und eine Zunahme von oxidativem Stress bedingt (Piro et al., 2002). Erstaunlicherweise
haben Kim und Kollegen gezeigt, dass der transkriptionelle Coaktivator PGC-la (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma-coactivator-1a), der in Muskelzellen eine Rolle bei der
Thermogenese (Puigserver et al., 1998) sowie Insulinsensitivitdt (Michael et al., 2001) spielt, in B-
Zellen unter glucolipotoxischen Bedingungen eine Suppression des Insulingentranskriptionsfaktors
BETA2 (NeuroD) auslost. Umgekehrt konnte durch siRNA-vermittelte Hemmung von PGC-1a eine
Glucolipotoxizitats-induzierte B-Zelldysfunktion verhindert werden (Kim et al., 2009). Von diesen
Mechanismen wurde bisher nur gezeigt, dass NZO-Mé&use bei Kohlenhydratfiitterung ab Tag acht
einen Verlust von PDX1 und MafA in den B-Zellen aufwiesen (Kluth, 2008), was aber nicht
ausschlieft, dass die anderen aufgefliihrten Mechanismen zum B-Zelluntergang gefiihrt haben.

Der zugrunde liegende Mechanismus, der zur Dephosphorylierung von AKT unter ausschlielRlich
glucolipotoxischen Bedingungen in den NZO-Inseln sowie MIN6-Zellen fiihrte, ist bisher nicht geklart
worden. Es kdnnten mehrere mogliche Mechanismen in Frage kommen, wie z.B. die Aktivierung von
Isoformen der Proteinkinase C (PKC) wie PKCa/B1/6/C Uber langkettige Acyl-CoAs, die bei
glucolipotoxischen Bedingungen vermehrt in B-Zellen zu finden sind. Als Folge tritt eine Hemmung
der IGF-1-induzierten Aktivierung von AKT ein (Wrede et al., 2003). Ein weiterer Mechanismus
betrifft die Glucose- und Fettsdure-verursachte Inhibierung der IRS-2-Aktivitat im Insulin/IGF-1-
Rezeptor-Signalweg durch das oben erwahnte SREBP1 sowie durch ATF3 (activating transcription
factor 3) aus dem ER. Hierbei wurde auch gezeigt, dass Glucose und Fettsduren nur in Synergie eine
Hemmung des IRS-2 bewirkten (Tanabe et al., 2011). Da wie unter Punkt 4.1.5 diskutiert, keine
Erhéhung von ER-Stress in NZO-Inseln sowie MIN6-Zellen unter glucolipotoxischen Bedingungen
nachgewiesen wurde, ist anzunehmen, dass dieser Signalweg eher eine geringere Rolle bei der
Beeintrachtigung der AKT-Phosphorylierung spielte. Alternativ wird auch diskutiert, dass Fettsauren
in der B-Zelle verhindern, dass AKT zur Zellmembran translozieren kann, um dort durch die PDK-1 (3-

308

phosphoinositide dependent protein kinase-1) am Thr>° phosphoryliert zu werden (Stratford et al.,
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2001). In diesem Zusammenhang ist auch eine gesteigerte Aktivitdit der Phosphatase PTEN
(phosphatase and tensin homologue) bei glucolipotoxischen Bedingungen denkbar, da diese die
Messenger-Substanz PIP; (Phosphatidylinosotol-3,4,5-triphosphat) zu PIP, dephosphoryliert und
damit die Aktivitdt der PDK-1 hemmt (Wang et al., 2010).

Vergleicht man die Aktivitdt (Phosphorylierung) der AKT zwischen den NZO-Inseln bzw. MIN6-Zellen
mit derjenigen der ob/ob-Inseln, so wird deutlich, dass weder die Kohlenhydratfiutterung im Tier
noch glucolipotoxische Kulturbedingungen an isolierten Inseln zu einer Dephosphorylierung der AKT
gefiihrt haben. Da NZO-Mause erst nach Ausbildung der Hyperglykdmie eine Dephosphorylierung
von AKT in den Inseln zeigten, wurde zundchst angenommen, dass die transiente leichte
Hyperglykdmie der ob/ob-Mé&use nach Didtumstellung nicht genligte, um eine verminderte Aktivitat
der AKT in den Inseln zu bewirken. Dies wurde entkraftigt nachdem isolierte ob/ob-Inseln unter
glucolipotoxischen Bedingungen kultiviert wurden und ebenfalls keine Dephosphorylierung von AKT
aufwiesen. Somit kann geschlussfolgert werden, dass ein Schutzmechanismus der ob/ob-Maus gegen
T2D mit PB-Zelluntergang die Aufrechterhaltung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs mit
Phosphorylierung von AKT ist. Eine Ursache fur einen konstitutiv aktiven Insulin/IGF-1-Rezeptor-
Signalweg ist die anhaltende Wirkung anti-apoptotischer bzw. mitogener Stimuli auf die B-Zelle.
Diese Stimuli umfassen verschiedene Inkretine wie GIP und GLP-1 oder Insulin-dhnliche
Wachstumsfaktoren wie IGF-1/2, die auf diese Weise eine Schutzwirkung fur die B-Zelle ausiiben. So
wurde in Zellexperimenten gezeigt, dass GLP-1 eine fettsdureinduzierte Apoptose in INS1-Zellen
verhindert (Tews et al., 2008), aber auch die Behandlung adipdser, diabetischer M&duse mit GLP-1
fihrte zu einer Verbesserung der B-Zellfunktion durch erhéhte AKT-Aktivitat (Lee et al., 2007).
Bemerkenswert ist, dass die anti-apoptotische Wirkung des GLP-1 Uiber einen autokrinen IGF-2/IGF-
1R-Signalweg der B-Zelle vermittelt wird. Mit der Insulinsekretion bei stimulativen
Glucosekonzentrationen wird neben Insulin IGF-2 sezerniert, welches wiederum die Expression des
IGF-1-Rezeptors an der Zelloberfliche erhéht und dadurch die GLP-1-induzierte AKT-
Phosphorylierung verstarkt (Cornu et al.,, 2009; Suckale und Solimena, 2010). Fiir einen GLP-1-
vermittelten Schutz der B-Zellen der ob/ob-Maus sprechen die Untersuchungen von Kilimnik und
Kollegen, die aufgrund einer hoheren Aktivitdt der Prohormonkonvertase PC1/3 in den a-Zellen eine
verstarkte Bildung des GLP-1 detektierten (Kilimnik et al., 2010). Da isolierte Inseln ebenfalls a-Zellen
enthalten, konnte die lokale Bildung von GLP-1 in ob/ob-Inseln eine glucolipotoxizitatsvermittelte
Dephosphorylierung des AKT verhindert haben. Welcher Mechanismus tatsachlich zur
Aufrechterhaltung der AKT-Phosphorylierung in ob/ob-Inseln unter glucolipotoxischen Bedingungen

beitragt, misste in Folgeexperimenten analysiert werden.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Verlust der AKT-Phosphorylierung in NZO-Inseln
und MIN6-Zellen ein Ausloser des B-Zelltods ist, wahrend Inseln der diabetesresistenten ob/ob-Maus

vor diesem Effekt geschitzt sind.

4.1.3 Zur Rolle des Transkriptionsfaktors FoxO1 im Mechanismus des B-
Zelluntergangs

Neben der AKT-Dephosphorylierung zeigten NZO-Mause nach Kohlenhydratgabe eine friihe
Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors FoxO1l. Ebenso bewirkte das gleichzeitige
Vorhandensein hoher Glucosekonzentrationen und Palmitat eine Verminderung von p-FoxO1 in
behandelten NZO-Inseln und in MIN6-Zellen. Die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors FoxO1

* wird durch AKT vermittelt und Gberfihrt ihn in einen inaktiven

an den Resten Thr** und Ser”
Zustand im Cytoplasma der B-Zelle (Biggs et al., 1999). Deshalb kann angenommen werden, dass die
verminderte Phosphorylierung von FoxO1 das Resultat der AKT-Dephosphorylierung ist. Wie weiter
oben beschrieben, ist die konstitutive Inaktivitdit von FoxOl eine Folge der Bindung von
Wachstumsfaktoren und Inkretinen an die IGF- und Insulinrezeptoren sowie Inkretinrezeptoren der
B-Zelle (Holz und Chepurny, 2005). Auch Insulin wirkt in einem autokrinen/parakrinen Mechanismus
als Stimulator der FoxO1-Inaktivierung (Martinez et al., 2006).

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist es denkbar, dass FoxO1 eine Rolle bei der B-Zellapoptose in
der NZO-Maus bzw. in MIN6-Zellen spielt. Beschrieben ist, dass die Dephosphorylierung von FoxO1
zu einer Translokation in den Zellkern fuhrt, wodurch der Transkriptionsfaktor FoxA2 von seiner
Bindungsstelle am PDX1-Promotor verdrangt wird. Die Folge ist zundchst eine Reprimierung der
PDX1-Expression und schlieBlich der Verlust der B-Zellfunktion (Kitamura et al., 2002). Passend zu
diesem Mechanismus konnte neben der Dephosphorylierung von FoxO1l eine Verminderung der
PDX1-Expression in isolierten NZO-Inseln unter glucolipotoxischen Einfliissen beobachtet werden.
Wie in den hier gewonnenen Ergebnissen mit behandelten NZO-Inseln wurde in Zellmodellen bereits
mehrfach gezeigt, dass unter Stressbedingungen eine Dephosphorylierung von AKT und FoxO1
eintritt und FoxO1 in den Nukleus transloziert, um dort pro-apoptotische Gene zu aktivieren. Wrede
und Kollegen haben gezeigt, dass die Behandlung von INS-1-Zellen mit Fettsdauren zu einer
Dephosphorylierung des FoxO1 fiihrte und die Zellen dadurch apoptotisch wurden (Wrede et al.,
2002). Ebenso wurde gezeigt, dass die Erzeugung von oxidativem Stress mittels H,0, an HIT-T15-
Zellen zu einer Dephosphorylierung und Translokation von FoxO1 in den Nukleus fihrte (Kawamori
et al., 2006). Die Rolle des aktiven, kernstéandigen FoxO1 als Ausloser von B-Untergang wird durch
Experimente unterstrichen, in denen FoxO1 in Zellmodellen kiinstlich gechemmt und dadurch die

Apoptoserate vermindert wurde. So waren durch die Expression einer dominant-negativen Form des
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FoxO1 MING6-Zellen vor einer Fettsdure-induzierten Apoptose geschiitzt (Martinez et al.,, 2008).
Ebenso fiihrte die siRNA-vermittelte Inaktivierung von FoxO1 zu einer Erhdhung der Uberlebensrate
von RINm5F-Zellen nach Behandlung mit dem Glucocorticoid Dexamethason (Zhang et al., 2009).

Im Unterschied zu den Versuchen von Martinez et al. (2008) und Wrede et al. (2002) konnte in den
hier durchgefiihrten Experimenten mit MIN6-Zellen eine Dephosphorylierung von FoxO1 sowie eine
Apoptose ausschlieflich durch den gleichzeitigen Einfluss von Palmitat und hohen Glucose-
konzentrationen erwirkt werden. Selbst die Erhdhung der Palmitatkonzentration auf 0,5 mM in
Abwesenheit von Glucose hatte keine Dephosphorylierung des AKT bzw. FoxO1 zur Folge (Abb. 26).
Die immuncytochemische Farbung von FoxO1 in den MIN6-Zellen konnte allerdings bestatigen, dass
erst durch Glucose und Palmitat eine Translokation in den Zellkern stattfindet (Abb. 25). Die aus den
in-vitro-Versuchen gewonnen Erkenntnisse mit isolierten NZO-Inseln bzw. MIN6-Zellen deuten auf
eine entscheidende Rolle von FoxO1 im Glucolipotoxizitat-induzierten B-Zelluntergang hin; sie geben
jedoch keinen direkten Nachweis (iber einen Mechanismus des auf diese Weise vermittelten B-
Zelluntergangs. Aus Experimenten mit MIN6-Zellen ist zumindest bekannt, dass FoxO1 bei niedrigen
Serum- sowie Glucosekonzentrationen im Zellkern den transkriptionellen Repressor Bcl-6 aktiviert
und damit die Expression von Zellzyklusgenen wie Cyclin D2 hemmt, worauf eine Proliferation der
Zellen gehemmt wird (Glauser und Schlegel, 2009). Ein &hnliches Szenario konnte unter
glucolipotoxischem Stress eine Inhibierung der MIN6-Zellproliferation bewirkt haben. Mit Hilfe von
Promotor-Luciferase-Assays konnte weiterhin ein Zusammenhang zwischen erhéhter FoxO1-Aktivitat
und der Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins CHOP hergestellt werden. Ebenfalls serum- und
glucosearm kultivierte MIN6-Zellen sowie Inseln wiesen in diesem Versuch eine FoxOl-vermittelte
gesteigerte Apoptoserate auf (Martinez et al., 2006).

Trotz eines offensichtlichen Zusammenhangs zwischen der Beeintrachtigung des Insulin/IGF-1-AKT-
Signalwegs mit Dephosphorylierung und Aktivierung von FoxO1 und der Verminderung von PDX1 in
NZO-Inseln, lassen die in ob/ob-M&usen erhobenen Ergebnisse Zweifel an einer direkten Verbindung
der AKT/FoxO1/PDX1-Kaskade aufkommen. In ob/ob-Mé&usen loste die Kohlenhydratfutterung zwar
keine Dephosphorylierung von AKT aus, fiihrte aber wie bei den NZO-Tieren zu einem frihen
kompletten Verlust des phospho-FoxO1 (Abb. 18). Trotz Dephosphorylierung von FoxO1, was eine
Translokation in den Zellkern und eine Kompetition mit FoxA2 erahnen lasst, war kein Verlust von
PDX1 zu beobachten. Dahingegen zeigten isolierte ob/ob-Inseln unter dem Einfluss hoher Glucose-
und Palmitatkonzentrationen weder einen Verlust von p-AKT noch von p-FoxO1 und PDX1. Weiterhin
konnte in MIN6-Zellen nach Behandlung mit Glucose und Palmitat trotz Dephosphorylierung von AKT
und FoxO1 kein Verlust des PDX1 beobachtet werden. Da ob/ob-Inseln zu keinem Zeitpunkt im Tier
apoptotisch wurden, bekraftigt dies die Annahme, dass aktives nukledres FoxO1 hier eher eine

Schutzfunktion fiir B-Zellen ausiibt. Hinweise dafiir geben die Untersuchungen von Kitamura und
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Kollegen, die am Modell der BTC-3-Zelle zeigten, dass bei oxidativem Stress FoxO1 im Zellkern einen
Komplex mit Pml (promyelocytic leukemia protein) und der Deacetylase Sirtl bildet und so die
Expression der beiden Insulingentranskriptionsfaktoren MafA und NeuroD (Beta2) erhéht, womit
scheinbar das Uberleben der B-Zelle gesichert ist (Kitamura et al., 2005). In Versuchen mit
INS 832/13-Zellen und Ratteninseln konnten Hughes und Kollegen durch Behandlung mit Stickoxid-
Donoren nachweisen, dass FoxO1 in den Zellkern transloziert und dort nach Deacetylierung mittels
Sirtl DNA-Reparaturgene wie GADD45a aktiviert und somit zur Stressabwehr beitrdgt. Dieser
Mechanismus beschreibt die Regulation des B-Zellschicksals bei oxidativem Stress in Abhdngigkeit
von der Acetylierung des FoxOl1l im Zellkern. Das Uber die Histon-Acyltransferase p300/CBP
acetylierte FoxO1 aktiviert zum Beispiel die Expression pro-apoptotischer Proteine wie PUMA (p53
upregulated modulator of apoptosis), wdhrend mittels Sirtl deacetyliertes FoxO1l DNA-
Reparaturmechanismen via GADD45a einleitet (Hughes et al., 2011).

Die Diskrepanz zwischen den Auswirkungen der FoxO1-Dephosphorylierung in NZO und ob/ob-
Mausen verdeutlicht die komplexe Rolle und Regulation des Transkriptionsfaktors. Es kann
angenommen werden, dass FoxO1 in ob/ob-Mé&usen eine Schutzfunktion einnimmt, wahrend es in
NZO-Mausen eine Induktion der Apoptose bewirkt. Ein Vergleich der Acetylierung des nukledren
FoxO1 zwischen NZO und ob/ob-Inseln nach Kohlenhydratfutterung konnte moglicherweise
Aufschluss dariber geben, ob die von Hughes gefundene Regulation des FoxO1 hier eine Rolle fiir das
B-Zelliberleben spielt. Da isolierte ob/ob-Inseln bei Behandlung mit Glucose und Palmitat keine
Dephosphorylierung von FoxO1 zeigten, kann vermutet werden, dass bisher nicht identifizierte
Faktoren aus dem Plasma und peripheren Geweben zum Verlust der FoxO1-Phosphorylierung in der
Maus fuhrten.

Schlussfolgernd kann die Dephosphorylierung von FoxO1 nicht als alleiniger Mechanismus des durch
Glucolipotoxizitdat ausgelosten B-Zelluntergangs angesehen werden. AuBerdem bestimmen die
genetischen Unterschiede zwischen NZO- und ob/ob-Maus die Funktion des FoxO1 im Zellkern und

entscheiden Gber das Schicksal der B-Zellen bei Kohlenhydratgabe.

4.1.4 Zusammenhinge zwischen der Regulation B-zellspezifischer Transkriptions-
faktoren und der B-Zellfunktion

Die Insulinexpression wird mafRgeblich durch die Bindung dreier Transkriptionsfaktoren an Cis-
Elemente im Promotorbereich der Insulingene Ins1 und Ins2 gesteuert. PDX1 bindet an A-Elemente,
MafA bindet am Element C1 und BETA2 als Heterodimer mit E2A am Element E1 (Abb. 40) (Aronheim
et al.,, 1991; Melloul et al., 1993; Olbrot et al.,, 2002). Die durch Glucolipotoxizitdt verursachte

Verschlechterung der B-Zellfunktion wurde zum Teil auf eine beeintrachtigte Insulinexpression
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aufgrund einer fehlerhaften Aktivierung durch PDX1 und MafA zurickgefihrt (Poitout et al., 2006).
Insbesondere spielt PDX1 neben der Steuerung der Insulinexpression auch eine Rolle bei der B-
Zellreifung bzw. Anpassung der B-Zellmasse bei Insulinresistenz. PDX1 ist demnach unverzichtbar fiir

das Uberleben der B-Zelle (Sachdeva et al., 2009).

MafA

@ PDX1 EE PDX1
7?L A4 | A3 H CRE/CCAAT H A2 | C1 —ﬂ— Al H G1 H TATAA —:
| | | Ins1/2

-340 bp -91 bp 0 bp

Abb. 40: Aufbau des Insulinpromotors. Gezeigt ist eine schematische Darstellung der proximalen Region des
Ins1/2-Gens in der Maus. Die Glucose-stimulierte Insulinexpression wird durch die Bindung der
Transkriptionsfaktoren PDX1, MafA und BETA2-E2A an verschiedene Cis-Elemente initiiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass nach 16-tagiger Kohlenhydratfiitterung von NZO-
Mausen ein Verlust des PDX1 in den B-Zellen stattfand. Dieses Ereignis war begleitet von einem
beginnenden B-Zelluntergang durch Apoptose, so dass ein Zusammenhang zwischen dem Verlust von
PDX1 und der Apoptose der Zellen wahrscheinlich ist. Ein dhnlicher Effekt wurde auch von Harmon
und Kollegen beschrieben, die in Inseln der diabetessuszeptiblen ZDF-Ratte im Verlauf der
Diabetesentwicklung einen Verlust der PDX1-Expression beobachteten (Harmon et al., 1999). Die
Konsequenz eines Verlusts von PDX1 in B-Zellen wird deutlicher, wenn man den Phénotyp der
heterozygoten PDX1-KO-Maus (de1+/') betrachtet. Ein 50 % iger Verlust der PDX1-Expression bewirkt
bereits eine abweichende Inselarchitektur, eine hohere Apoptoserate, defekte Insulinsekretion sowie
einen manifesten Diabetes (Johnson et al., 2003). Bei komplettem Verlust des PDX1 sterben die
Knockout-Tiere innerhalb weniger Tage nach der Geburt aufgrund einer vollstandigen Pankreas-
Agenesie (Jonsson et al., 1994). Diese Daten unterstreichen die Wichtigkeit dieses
Transkriptionsfaktors fiir das Uberleben der B-Zellen und die Funktion des Pankreas. Da die
gleichzeitige Einwirkung von Glucose und Palmitat auf NZO-Inseln neben dem Riickgang von p-AKT
ebenfalls einen Verlust des PDX1 nach sich zog, ist anzunehmen, dass diese Mechanismen
hauptverantwortlich fiir den glucolipotoxizitats-induzierten B-Zelluntergang sind. Es sind mehrere
Mechanismen beschrieben, die bei Verlust von PDX1 zum B-Zelluntergang flihren. Zum einen wird
angegeben, dass kritische Funktionen des ER beeintrachtigt werden, worauf ER-Stress die B-
Zellfunktion beeintrédchtigt (Sachdeva et al., 2009). Zum anderen wurde gezeigt, dass der Verlust von
PDX1 mit einer Verminderung der anti-apoptotisch wirkenden Proteine Bcly, und Bcl-2 aus der
Familie der Bcl-2-Proteine einhergeht, worauf eine Apoptose aktiviert wird (Johnson et al., 2003).
Kirzlich wurde beschrieben, dass reduziertes PDX1 die Expression des pro-apoptotischen Proteins
Nix (NIP3-like protein X) forciert und damit den programmierten Zelltod aber auch Nekrose induziert
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(Fujimoto et al., 2010). Fur die NZO-Maus kann allerdings eine ER-Stress-induzierte Apoptose nach
dem Verlust von PDX1 ausgeschlossen werden, da sie keine Veranderungen von p-elF2a aufwiesen
(Abb. 29A), das zum Nachweis einer Aktivierung von ER-Stress dient (Matsuda et al., 2008). Ndhere
Ausfihrungen dazu sind dem Kapitel 4.1.5 zu entnehmen. Die Wichtigkeit von PDX1 fir das
Uberleben der B-Zelle wird ferner dadurch unterstrichen, dass in der diabetesresistenten ob/ob-
Maus zu keinem Zeitpunkt der Kohlenhydratfiitterung ein Verlust von PDX1 auftrat. Auch isolierte
ob/ob-Inseln zeigten unter glucolipotoxischen Kulturbedingungen, zumindest in dem Zeitraum von
zwei Tagen, keinen Verlust von kernstandigem PDX1.

Abweichend zu der Hypothese, dass der Verlust von PDX1 den Tod von B-Zellen bedeutet, zeigten
MIN6-Zellen trotz Dephosphorylierung von AKT und FoxO1 und gesteigerter Caspase-3-Aktivitat auch
keine Reduktion von PDX1 in den Kernlysaten (Abb. 27A). Dieses Ergebnis zeigt, dass sich MING6-
Zellen hinsichtlich ihrer Reaktion auf glucolipotoxische Bedingungen von isolierten NZO Inseln
unterscheiden. Urspriinglich wurde diese Zelllinie aus Insulinomen von transgenen B6-Mausen
etabliert, die unter Kontrolle des Insulinpromotors ein Simian-Virus 40 T-Antigen exprimieren
(Miyazaki et al., 1990). Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen dem Erhalt von
kernstandigem PDX1-Protein in ob/ob-Inseln und MIN6-Zellen aufgrund des gleichen genetischen
Hintergrunds.

Neuere Untersuchungen zu PDX1 haben aufgedeckt, dass seine Aktivitat und Lokalisation innerhalb
des Nukleus durch Phosphorylierungen gesteuert wird. Insbesondere die mit PDX1 kolokalisierende
Kinase HIPK2 (homeodomain interacting protein kinase 2) steuert durch Phosphorylierung am Ser®®
die Aktivitdt sowie nukleoplasmatische Lokalisation. Die Phosphorylierung soll dabei keinen Einfluss
auf die Stabilitdt sondern nur auf die Aktivitdt von PDX1 haben (An et al., 2010). Moglicherweise war
die Behandlungsdauer der MIN6-Zellen zu kurz, dass lediglich eine Hemmung der Aktivitat von PDX1
eintrat und eine Degradation erst bei langerer Inkubationsdauer zu erwarten ware. Die Apoptose der
MIN6-Zellen nach zwei Tagen kann wahrscheinlich nur auf die Beeintrichtigung des Insulin/IGF-1-
Rezeptor-Signalwegs zuriickgefiihrt werden.

Bereits in meiner Diplomarbeit wurde immunhistochemisch nachgewiesen, dass die
Kohlenhydratfiitterung ab Tag acht neben PDX1 einen Verlust des Transkriptionsfaktors MafA
bewirkte (Kluth, 2008). Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei der diabetessuszeptiblen
C57BL/Ks)®®-Maus erhalten, die bei einer didtinduzierten Hyperglykdmie eine verminderte MafA-
und Insulinexpression aufwies (Matsuoka et al., 2010). Im Vergleich zu PDX1 spielt MafA nur eine
Rolle bei der Aktivierung der Insulinexpression und nicht bei der Reifung und Stabilitdt von B-Zellen.
Die Deletion von MafA in der Maus zeigte, dass dies zu keiner Beeinflussung der Anzahl funktioneller

Inseln fuhrte. Jedoch litten die Tiere aufgrund einer verminderten Insulinexpression und —sekretion
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an einer Glucoseintoleranz (Zhang et al., 2005). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der
Verlust von MafA nicht fur den B-Zelluntergang der NZO-Maus verantwortlich sein kann.

Bei Einwirkung steigender Glucosekonzentrationen auf MIN6-Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit
eine Zunahme der MafA-Expression in MIN6-Zellen beobachtet (Abb. 28), was auf eine Anpassung
der Insulinsynthese schlieRen lasst. In Abweichung dazu stehen die Ergebnisse mit Zellmodellen wie
der HIT-T15- oder der PBTC6-Zelle, die bei hohen Glucosekonzentrationen eine verminderte
Insulinsynthese aufgrund eines Verlusts von MafA zeigten (Poitout et al., 1996; Sharma et al., 1995).
Diese beeintrachtigte MafA-Expression konnte in MIN6-Zellen erst nach Zusatz von Palmitat erreicht
werden und unterstreicht die Ergebnisse aus den NZO-Mausen. Zusammenfassend ist der Verlust von
MafA in den NZO-Mausen und den MIN6-Zellen nicht die Ursache des B-Zellzelluntergangs sondern
vielmehr das Resultat der glucolipotoxischen Bedingungen.

Als ein weiterer B-zellspezifischer Transkriptionsfaktor wurde Nkx6.1 in Inseln von NZO- und ob/ob-
Mausen und in MIN6-Zellen untersucht. Nkx6.1 ist neben PDX1 ein weiterer Transkriptionsfaktor der
Homeodomainfamilie und beteiligt sich an der B-Zellreifung sowie an der Aufrechterhaltung der
Funktion. Ferner wird Nkx6.1 eine Rolle bei der Glucose-stimulierten Insulinsekretion zugesprochen
(Schisler et al., 2005). Untersuchungen an Mausen haben aullerdem gezeigt, dass die adenovirale
Uberexpression von Nkx6.1 in Ratteninseln zu einer drastisch erhdhten Proliferation fiihrt, wihrend
bei Hemmung von Nkx6.1 ein Verlust der B-Zellproliferation eintritt (Schisler et al., 2008). Die Analyse
der Nkx6.1-Genstruktur sowie seiner Promotorregion ergab, dass PDX1 und Nkx2.2 an der Regulation
der Nkx6.1 Transkription beteiligt sind. Ein Verlust von PDX1 in pankreatischen B-Zellen war dabei
mit einer verminderten Expression von Nkx6.1 verbunden (Watada et al., 2000). Tatsachlich fihrte
die Kohlenhydratfiitterung der NZO-Maus ebenso wie die Behandlung von NZO-Inseln mit Glucose
plus Palmitat zu einer gleichzeitigen Verminderung von PDX1 und Nkx6.1. Eine Regulation der
Nkx6.1-Expression durch PDX1 wird auch dadurch unterstitzt, dass MIN6-Zellen weder einen Verlust
von PDX1 noch von Nkx6.1 aufwiesen.

Die gleichzeitige Verminderung von Nkx6.1 und PDX1 fiihrt in der NZO-Maus zu einem Verlust von

wichtigen Zellfunktionen und tragt zum B-Zellverlust bei.

4.1.5 Der Einfluss von Stress-Signalwegen in der B-Zelle

Dem ER-Stress wird eine entscheidende Rolle beim Untergang von B-Zellen bei T2D beigemessen
(Araki et al., 2003). Als Ausloser fir ER-Stress und damit verbundenen B-Zellfehlfunktionen werden
unter anderem gesattigte Fettsduren wie Palmitat diskutiert (Lai et al., 2008). Insbesondere die
Kombination von Palmitat mit hohen Glucosekonzentrationen, wie sie in dieser Arbeit verwendet

wurde, soll die Entstehung von ER-Stress beschleunigen (Bachar et al., 2009). Um zu untersuchen, ob
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eine Aktivierung von ER-Stress beim Untergang von NZO-Inseln unter glucolipotoxischen
Bedingungen eine Rolle spielt, wurde die Phosphorylierung eines Schliisselproteins der UPR
(unfolded protein response), dem elF2a, untersucht. Erhohte Spiegel von phospho-elF2a gelten als
Marker flir ER-Stress und wurden bereits in mehreren unabhangigen Untersuchungen beschrieben.
In diesen Versuchen wurde gezeigt, dass Inseln sowie MIN6-Zellen bei Diabetes bzw.
glucolipotoxischen Bedingungen eine erhohte Phosphorylierung des elF2a aufweisen und unter ER-
Stress litten (Laybutt et al., 2007; Matsuda et al., 2008; Tanabe et al., 2011). Eine Phosphorylierung
des elF2a ist zwar ein Marker fiir ER-Stress, bedeutet aber nicht zwingend, dass dieser zur Apoptose
fUhrt. Erst bei Versagen der UPR, die eine normale Funktion des ER wiederherstellt, kommt es zur
Aktivierung von Signalwegen, die eine Apoptose einleiten (negativer ER-Stress) (El-Assaad et al.,
2003; Oslowski und Urano, 2010). In derartigen Signalwegen wird das pro-apoptotische Protein CHOP
Uber p-elF2a und ATF4 (activating transcription factor 4) aktiviert. Auerdem kann der MAP-Kinase-
Weg mit JNK Uber die IRE1 (inositol requiring 1)-Kinase via TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2)
und ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) aktiviert werden (Urano et al., 2000).

Im Unterschied zu vielen Literaturbefunden bewirkten die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Behandlungen von NZO-Inseln und MIN6-Zellen keine Veranderung in der Phosphorylierung des
elF2a. Grundsatzlich konnte aber p-elF2a nachgewiesen werden, was wiederum bedeutet, dass eine
p-elF2a-vermittelte Verlangsamung der Proteintranslation notwendig war, um eine Uberladung des
ER mit zu hohen Mengen ungefalteter Proteine zu verhindern (Scheuner et al.,, 2001). Dieser als
tolerabler ER-Stress bezeichnete Prozess dient dazu, durch Regelung der elF2a-Phosphorylierung
eine Anpassung des ER an wechselnde Proteinbeladungen zu gewahrleisten und die in Abhangigkeit
der Glucosekonzentration bendtigte Insulinmenge auf der Ebene der Translation zu regulieren
(Scheuner et al., 2001; Vander Mierde et al., 2007). Da an dieser Stelle nur gezeigt wurde, dass eine
in-vitro-Behandlung von NZO-Inseln bzw. MIN6-Zellen zu keinen Veranderungen in der elF2a-
Phosphorylierung fihrte, ist nicht auszuschlieBen, ob unter in-vivo-Bedingungen eine andere
Regulation der elF2a-Aktivitat vorliegt.

Nach den Beschreibungen von Urano und Kollegen besteht ein Zusammenhang zwischen der elF2a —
Aktivitdt und der Aktivierung der MAP-Kinase JNK (Urano et al., 2000). Zusatzlich kann eine
Aktivierung der JNK durch diverse Stressoren (z.B. ROS) liber den MAPK-Signalweg erfolgen. Die
dabei ausgeltste B-Zelldysfunktion und —apoptose resultiert aus einer JNK-vermittelten Aktivierung
von c-Jun und einer Hemmung von MafA und PDX1 (Kaneto et al., 2007). In Bezug auf das Fehlen von
ER-Stress war keine Aktivierung der JNK-zu erwarten. In der Tat wiesen MIN6-Zellen und Inseln bei
glucolipotoxischen Bedingungen keine erhohte JNK-Aktivtitat auf. Damit kann eine Aktivierung des
MAPK-Signalwegs durch weitere Stresssignale ebenfalls ausgeschlossen werden. Aufgrund dessen

stehen diese Daten in Widerspruch zu denen anderer Arbeitsgruppen, die in Zellmodellen und

109



DISKUSSION

Mausen unter glucolipotoxischen Bedingungen eine Aktivierung der JNK beschrieben. (Bachar et al.,
2009; Kaneto et al., 2002; Ozcan et al., 2004).

Neben einer JNK-vermittelten Aktivierung des Transkriptionsfaktors c-Jun (Devary et al., 1991; Nose
et al., 1991), wurde auch eine erhthte Expression in Inseln bei diabetischen db/db-M&usen bestimmt
(Matsuoka et al., 2010). Dieser Befund konnte in der vorliegenden Arbeit in MIN6-Zellen bestatigt
werden. AusschlieRlich die Kombination von Glucose und Palmitat I6ste eine gesteigerte Expression
von c-Jun und damit eine Hemmung der MafA-Expression aus (Abb. 31). Folglich wurde eine
gesteigerte Insulinexpression inhibiert, womit sich diese Daten mit frilheren Untersuchungen decken
(Henderson und Stein, 1994). Eine Erklarung fiir eine unabhangig von JNK gesteigerte c-Jun-
Expression konnte die Bildung von AGEs (advanced glycation endproducts) sein (Hattori et al., 2002;
Lin et al., 2006).

Zusammenfassend hat die Untersuchung von Komponenten aus Zellstresssignalwegen ergeben, dass
weder ER-Stress noch eine Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs zur Apoptose der B-Zellen
beitrug. Unabhangig davon kénnte die Expression von c-Jun in MIN6-Zellen zur Beeintrachtigung der

Insulinexpression gefiihrt haben.

4.2 Die Rolle der Insulinexpression und -Sekretion in der Diabetesentstehung

4.2.1 Die Insulinexpression unter dem Einfluss glucolipotoxischer Bedingungen

Typ-2-Diabetes ist gekennzeichnet durch einen relativen Mangel an Insulin, der auf einen
sekretorischen Defekt sowie auf eine beeintrachtigte Insulinbildung zurlickgefliihrt werden kann
(Kahn, 1998). Eine Inhibition der Insulinexpression bei T2D ist ein Merkmal einer B-Zelldysfunktion
und geht auf eine verminderte Bindungsaktivitat der Transkriptionsfaktoren PDX1 sowie MafA zurlick
(siehe Abb. 40). Dieser Mechanismus ist seit langerer Zeit bekannt und lasst sich wiederum auf
Glucotoxizitat, Lipidtoxizitdt oder eine Kombination aus beidem zurlickfihren (Poitout et al., 2006).
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von isolierten NZO- bzw. ob/ob-Inseln gezeigt, dass
Glucose allein eine Steigerung der PDX1- und Insulinexpression ausloste, dieser Effekt jedoch bei
gleichzeitiger Inkubation mit Palmitat unterblieb. Diese Daten zeigen, dass die Inseln beider Modelle
trotz unterschiedlicher Widerstandsfahigkeit gegen Glucolipotoxizitat gleichermalRen empfindlich auf
eine Hemmung der Insulinexpression reagieren. Unklar ist jedoch, warum mit Glucose und Palmitat
behandelte NZO-Inseln einen Verlust von PDX1-Protein aufwiesen, wahrend die PDX1-mRNA-Level
nicht unterhalb des Basalniveaus fielen. Eine Erklarung dafir kdnnte die geringere Stabilitat des

PDX1-Proteins unter glucolipotoxischen Bedingungen sein. Es ware denkbar, dass durch die
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Hemmung der AKT-Kinase eine GSK3-mediierte Phosphorylierung von PDX1 an zwei Serinresten zu
einer schnelleren Degradation fiihrt (Humphrey et al., 2010).

Ubereinstimmend zu den Daten mit NZO- und ob/ob-Inseln haben Ritz-Laser und Kollegen gezeigt,
dass Ratteninseln bei hohen Glucosekonzentrationen eine verstarkte Insulinexpression besalien,
diese aber bei Palmitatzugabe supprimiert wurde. Dazu wurde beschrieben, dass die Suppression der
Insulinexpression durch Palmitat auf eine Beeinflussung der Transkription sowie Praproinsulin-
mMRNA-Stabilitdt zurickzufiuhren ist (Ritz-Laser et al., 1999).

Die Bestimmung der Insulinexpression in NZO- und ob/ob-Inseln nach zwei- und viertagiger
Kohlenhydratfiitterung (in vivo) konnte keine signifikanten Unterschiede zu den kohlenhydratfrei
erndhrten Tieren aufzeigen (Abb. 32). Da innerhalb der ersten vier Tage beide Modelle eine
Hyperglykdamie aufwiesen, ist das Ausbleiben einer Kohlenhydrat-induzierten Steigerung der
Insulinexpression moglicherweise auf die Glucolipotoxizitat zuriickzufiihren. Da die Insulinexpression
nicht mit der PDX1-Expression in den Tieren korreliert, konnte man vielleicht annehmen, dass die
PDX1-Aktivitat durch nachtragliche Phosphorylierung lber die Proteinkinase CK2 gesteuert wird
(Meng et al.,, 2010). Die Bestimmung der Insulinexpression in der NZO-Maus macht aber auch
deutlich, dass der nach wenigen Tagen Kohlenhydratfiitterung auftretende Mangel an Insulin in den
Inseln nicht nur auf eine starke Nachfrage, sondern auch auf die Unfahigkeit eine gesteigerte
Insulinexpression auszuldsen, zuriickgefiihrt werden kann, womit dieser Mechanismus ferner zur
Verschlimmerung des Diabetes in der NZO-Maus beitragt.

Im Vergleich zur NZO-Maus besitzen ob/ob-Mé&use bereits zu Beginn der diatetischen Intervention
eine viel groRere Inselmasse (Mirhashemi, 2012), womit dem Tier insgesamt eine groRere Menge
Insulin bereit steht, um eine anhaltende Hyperglykimie zu verhindern. Die zunadchst nach
Kohlenhydratkonfrontation unangepasste Insulinexpression der ob/ob-M3use hat somit
moglicherweise keinen negativen Einfluss auf die Glucosehomdostase. Eine Bestimmung der
Insulinexpression in ob/ob-Inseln zu spateren Zeitpunkten kdnnte eventuell zeigen, ob hier eine
Steigerung eintritt.

Die Tatsache, dass Palmitat eine Glucose-stimulierte Steigerung der Insulinexpression supprimiert
(Glucolipotoxizitat), konnte groRtenteils auch am Modell der MIN6-Zelle bestatigt werden, wobei die
Einflisse hier nicht so stark ausgeprigt waren. Ahnlich zu den in-vivo-Bedingungen in NZO- und
ob/ob-Mausen korrelierte die PDX1-Expression nur zum Teil mit der Insulinexpression in MIN6-
Zellen. Dieser Effekt lasst sich vielleicht damit erklaren, dass Kajimoto und Kollegen gezeigt haben,
dass die Unterdriickung der PDX1-Translation mittels Antisense-Oligonukleotide in MIN6 keinen
Einfluss auf die Insulinexpression hatte (Kajimoto et al., 1997). Erst kirzlich wurde auch an MIN6-
Zellen gezeigt, dass eine direkte Regulation der Insulinexpression (ber FoxO1l erfolgt.

Dephosphoryliertes FoxO1 transloziert in den Zellkern und unterdriickt dort das /Ins2-Gen, aber nicht
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das Ins1-Gen (Meur et al., 2011). Im Vergleich zu B-Zellen aus Inseln wird in MIN6-Zellen das Ins2-
Gen wesentlich starker exprimiert als das Ins1-Gen, womit die Wahrscheinlichkeit einer FoxO1-
gesteuerten Beeintrachtigung der Insulinexpression bei Glucolipotoxizitat hoher ist. Neben FoxO1
wird vielmehr angenommen, dass die Aktivitdit von MafA in MIN6-Zellen einen entscheidenden
Einfluss auf die Insulinexpression hat (Kondo et al., 2009). Das Ausbleiben einer Glucose-induzierten
hoheren Insulinexpression in Anwesenheit von Palmitat konnte auch auf den Verlust von MafA

zuriickgefiihrt werden.

4.2.2 Die Insulinsekretion von ob/ob und NZO-Inseln

Sowohl NZO- als auch ob/ob-Tiere zeigten zu Beginn der didtetischen Intervention mit
Kohlenhydraten  keine nennenswerte  Steigerung der Insulinexpression aber hohe
Plasmainsulinspiegel (Kluth et al., 2011; Mirhashemi, 2012). Die rasche Degranulierung der B-Zellen
bei NZO-M3usen zeigte auRerdem, dass eine schnelle Insulinfreisetzung stattfand (Abb. 6A). Altere
Untersuchungen mit der NZO-Maus geben allerdings an, dass die Tiere eine beeintrdchtigte Glucose-
stimulierte Insulinsekretion aufweisen (Cameron et al., 1974), was im Widerspruch zu den eigenen
Untersuchungen steht. Moglicherweise sind die Unterschiede in einem abweichenden
experimentellen Vorgehen begriindet, denn Cameron und Kollegen hatten die Insulinfreisetzung bei
Standarddiat-geflitterten NZO-Tieren im Alter von 16 —32 Wochen nach Fasten und unter
Verabreichung von Glucose (1 g/kggw) gemessen (Cameron et al., 1974). Der Vergleich der Glucose-
stimulierten Insulinsekretion von isolierten ob/ob- und NZO-Inseln zeigte auch, dass bei 16,7 mM
Glucose die gleiche Menge Insulin freigesetzt wurde bzw. bei KCl sogar eine starke Sekretion von
NZO-Inseln ausging. Damit stehen diese Daten im Widerspruch zu alteren in-vitro-Untersuchungen,
die eine mangelhafte Insulinsekretion bei NZO-Inseln detektierten (Larkins, 1973). Eine
beeintrachtigte Glucose-stimulierte Insulinsekretion bei einer Dyslipidamie (Insulinresistenz) ist
allgemein bekannt (Sako und Grill, 1990; Zhou und Grill, 1994). Jedoch konnten von Chen und Reaven
(1999) auch gegensatzliche Ergebnisse erzielt werden. Isolierte Inseln von didtinduzierten
insulinresistenten Ratten wiesen im Vergleich zu schlanken Tieren eine verbesserte Glucose-
stimulierte Insulinsekretion auf (Chen und Reaven, 1999).

Vergleicht man die Insulinsekretion von NZO- und ob/ob-Inseln unter basalen Bedingungen (2,8 mM
Glucose), so wird deutlich, dass NZO-Inseln bereits eine deutlich erhéhte Sekretion aufweisen (Abb.
35). Aufgrund dessen ist die Glucoseresponsivitit der ob/ob-Inseln bei 16,7 mM Glucose besser.

Die Bestimmung der Glucose-stimulierten Insulinsekretion an isolierten Inseln konnte letztlich zeigen,
dass zwischen den beiden Mausmodellen zwar ein Unterschied in der Glucoseresponsivitat

vorherrscht, aber gleiche Mengen Insulin bei stimulatorischen Glucosekonzentrationen sezerniert
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werden. Damit kann geschlussfolgert werden, dass kein sekretorischer Defekt der Inseln zur

Ausbildung der Hyperglykamie in der NZO-Maus beitrug.

4.3 Genetische Diversitit zwischen NZO und ob/ob-Maus

4.3.1 Vergleichende Untersuchungen mittels Microarray-basierter
Transkriptomanalyse

Die Anwendung eines Fltterungsregimes mit mehrwochiger Kohlenhydratrestriktion und
anschlieRender 32-tagiger Kohlenhydratgabe I6ste in der NZO-Maus einen T2D mit B-Untergang aus,
wahrend ob/ob-Mause davor geschiitzt blieben. Die ndhere Betrachtung molekularer Veranderungen
in Langerhans-Inseln unter glucolipotoxischen Bedingungen konnte Mechanismen aufzeigen, die zum
Schutz bzw. zum Verlust der B-Zellfunktion in den untersuchten Mausmodellen fiihrten. Die Ursache
fir diese verschiedenen Phanotypen ist genetisch determiniert. C57BL/6, der Hintergrundstamm der
ob/ob-Maus besitzt keine diabetogenen sowie adipogenen Allele (Leiter, 1989), wahrend die NZO-
Maus ein polygenes Modell flir das metabolische Syndrom darstellt (Crofford und Davis, 1965; Junger
et al., 2002; Ortlepp et al., 2000). Mehrere diabetogene QTLs wie Nidd1-3, Nobl oder Nob3, die fir
eine Dekompensation der Glucosehomoostase verantwortlich sind, wurden in der Vergangenheit
entdeckt (Leiter et al., 1998; Plum et al., 2002; Schmidt et al., 2008; Vogel et al., 2009). Kirzlich
konnten daraus einige Diabetesgene wie Sorcs1, Ildr2 oder Zfp69 positionell kloniert werden (Clee et
al., 2006; Dokmanovic-Chouinard et al., 2008; Scherneck et al., 2009). Die Existenz von
diabetogenen und adipogenen Allelen steht im Zusammenhang mit einer verdanderten Zellfunktion,
die wiederum auf eine differentielle Genexpression zuriickgefiihrt werden kann. Durch einen
Vergleich des Transkriptoms von Inseln der NZO- und ob/ob-Maus wurden z.T. erhebliche
Unterschiede zwischen den Modellen sowie innerhalb der ob/ob-Maus vor und nach zweitagiger
Kohlenhydratexposition festgestellt. Diese Unterschiede betrafen hauptsachlich Gene des Zellzyklus
sowie Gene, die Zell-Zell-Kontakte vermitteln. Bereits in der Vergangenheit wurden Microarray-
basierte Transkriptomanalysen durchgefiihrt, um einen Einfluss verschiedener Stimuli auf Funktionen
der Langerhans-Inseln zu untersuchen. Beispielsweise konnten Schisler und Kollegen auf diese Weise
einen Zusammenhang zwischen der Nkx6.1-mediierten B-Zellproliferation herstellen. Weiterhin
haben Schuit sowie Webb und Kollegen Microarray-Analysen eingesetzt, um die Steuerung des
Energiestoffwechsels in der B-Zelle durch Glucose zu untersuchen (Schisler et al., 2008; Schuit et al.,

2002; Webb et al., 2000).
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4.3.2 Kohlenhydrat-induzierte Proliferation von B-Zellen in ob/ob-Mausen

Mit Hilfe des online-Bioinformatikservices KEGG ergab sich aus dem Datenset der Microarray-
Analyse, dass eine hochgradige Aktivierung des Zellzyklus ausschlieRlich in ob/ob-Ma3usen nach
Kohlenhydratgabe stattgefunden hatte. Zur Verifizierung dieses Effekts wurde eine erhohte
Expression prominenter Marker fir eine aktivierte Zellproliferation mittels gRT-PCR nachgewiesen.
Unter diesen Transkripten befand sich der transkriptionelle Regulator FoxM1. Dieser gilt als
Schliisselregulator der Zellzyklusprogression, weil er alle Phasen des Zellzyklus reguliert. Dies wird
durch Erhéhung der Expression der Cycline A, D und E erreicht wodurch Cyclin-abhangige Kinasen
(Cdk, cyclin dependent kinase) wie Cdk2,4,6 aktiviert werden, die den G,/S sowie G,/M-Ubergang im
Zellzyklus einleiten (Wang et al., 2005). FoxM1 ist darliber hinaus verantwortlich fur die Transkription
von Genen, wie Centromer-Protein A (Cenpa), Aurora-Kinase B (Aurkb) oder die Polo-like-Kinase 1
(PIk1), die den korrekten Verlauf der Mitose sicherstellen (Laoukili et al., 2005). Ubereinstimmend zu
der hier gefundenen Induktion der FoxM1-Expression konnten Davis und Kollegen durch Vergleich
zweier adipdser Mausmodelle zeigen, dass die vor Diabetes geschiitzte ob/ob-Maus im Vergleich zur

diabetessuszeptiblen BTBR.V-Lep®®®®

-Maus eine hohere FoxM1-Expression aufwies. Ebenso waren in
der hier durchgefiihrten Studie Targetproteine des FoxM1, wie Cyclin-A2 (Ccna2) oder Ki-67 (Mki67)
in der ob/ob-Maus hochreguliert (Davis et al., 2010). Als Ursache fiir die Induktion des Zellzyklus in
ob/ob-M&usen wurde von Davis und Kollegen die Adipositas der Tiere in Verbindung mit ihrem
genetischen Hintergrund diskutiert. Die Erstellung eines Genexpressionsprofils von mehreren
Geweben der B6.V-Lep®”°’- bzw. BTBR.V-Lep®®°*-Maus vor und nach Ausbildung eines Diabetes hatte
gezeigt, dass unzahlige verschiedene Expressionsmodule innerhalb und unter den Geweben
existieren und eine B-Zellreplikation vorhersagen (Keller et al., 2008). Eine dhnliche Situation ist
zwischen NZO- und ob/ob-Mausen denkbar und trdgt zur Ausbildung der gegensatzlichen
Phanotypen bei.

Ungeachtet dessen erfolgte die Induktion der Proliferation in der vorliegenden Studie durch die
Kohlenhydratfiitterung. Seit Jahrzehnten ist bekannt, dass Nahrungsaufnahme oder eine
Glucoseinfusion eine B-Zellreplikation férdern kann (Alonso et al., 2007; Chick und Like, 1971), wobei
der zu Grunde liegende Mechanismus bisher nur partiell verstanden ist (Butler et al., 2007; Heit et
al., 2006b). Aktuelle Forschung auf dem Gebiet konnte mit Hilfe von Transplantationsstudien zeigen,
dass die B-Zellmasse weniger durch lokale Faktoren als durch systemische Einfliisse reguliert wird.
Insbesondere eine erhohte Arbeitslast (Glucosemetabolismus) der B-Zelle induziert ihre Replikation,
wobei dem ersten Schritt der Glykolyse (Glukokinase) sowie der Membrandepolarisation durch
SchlieBen der Karp-Kanale eine entscheidende Rolle zugesprochen wird (Porat et al., 2011). Berichtet

wurde auch, dass die Kontrolle der B-Zellmasse durch ein Gleichgewicht zwischen Regenerierung und
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B-Zellverlust erfolgt (Bonner-Weir et al., 2010). Da weder in der ob/ob-Maus apoptotische Zellen
nachgewiesen wurden noch in der NZO-Maus proliferierende Zellen zu finden waren, kann
geschlussfolgert werden, dass dieses Gleichgewicht zwischen den beiden Mausmodellen vollstandig
in entgegengesetzte Richtungen verschoben wurde. Zurzeit existieren wenige Hinweise darlber,
nach welchem Mechanismus Kohlenhydrate bzw. Glucose eine B-Zellproliferation induzieren. Es wird
z.B. angenommen, dass moderate Hyperglykdmien, wie sie bei den ob/ob-Mausen auftraten, zur
verstarkten Insulinsekretion fiihren, welches wiederum in einem autokrinen Mechanismus (iber den
AKT-Signalweg eine Aktivierung der Cycline D1 und D2 sowie Cdk4 bewirkt (Fatrai et al., 2006).
Uberdies kénnte ein Zusammenhang zwischen der Kohlenhydrat-induzierten Inkretinfreisetzung aus
dem Diinndarm und der B-Zellproliferation bestehen. Der mitogene Effekt von zum Beispiel GLP-1
auf die B-Zellen kann zum einen (iber seinen G-Protein-gekoppelten Rezeptor und anschliefender
Stimulation des PI3K/AKT-Signalwegs erfolgen (Wang et al., 2004) oder durch die Transaktivierung
des EGFR (epidermal growth factor receptor) (Buteau et al., 2003). Diese Mechanismen wiirden
ferner die fehlende Induktion der Proliferation in NZO-M&usen erklaren, da diese einen Verlust von
p-AKT aufwiesen. Kiirzlich wurde ein Zusammenhang zwischen der glucosevermittelten Reduktion
von Menin (Men1) in B-Zellen und einer erhéhten Proliferation beschrieben. Dieser Zusammenhang
wurde bekréaftigt, indem Menin Uberexprimiert wurde und dadurch eine Glucose-stimulierte B-
Zellproliferation inhibiert wurde (Zhang et al., 2012). Der inhibitorische Effekt von Menin auf die B-
Zellproliferation wird zum einen durch Histonmethylierung vermittelt und zum anderen durch die
Induktion von Zellzyklusinhibitoren wie p27 oder p18 (Karnik et al., 2005). Die durch Glucose
ausgeloste Verminderung des Menins wird wiederum durch die Aktivitat des PI3K/AKT/FoxO1-
Signalwegs ausgel6st, indem FoxO1 durch Phosphorylierung daran gehindert wird, im Nukleus am
Men1-Promotor zu binden.

Inwiefern dieser Signalweg in der ob/ob-Maus eine Rolle spielte, ist schwer abzuschitzen, da
unabhangig vom PI3K/AKT-Signalweg eine Dephosphorylierung von FoxO1 stattgefunden hat, womit
man annehmen kdnnte, dass eigentlich eine Inhibition der Proliferation zu erwarten ware.

In der Literatur gibt es weiterhin Anhaltspunkte dafir, dass eine VergroRerung der B-Zellmasse durch
Neogenese aus Duktzellen geschehen kann (Xu et al., 2008) oder durch Reprogrammierung von a-
Zellen (Thorel et al., 2010). Die Bestimmung der Inselzahl in der ob/ob-Maus konnte keine
signifikante Erhohung nach 32-tdgiger Kohlenhydratfitterung feststellen, sodass eine B-
Zellneogenese moglicherweise hier ausgeschlossen werden kann. Auch kann angenommen werden,
dass eine Reprogrammierung von a-Zellen hier nicht stattfand, da dieser Effekt bisher nur bei
Diphtherietoxin-mediierten extremem B-Zellverlust beobachtet wurde (Thorel et al., 2010).

Da der hier ablaufende Mechanismus der kohlenhydratvermittelten B-Zellproliferation nicht bekannt

ist, wird in unserer Abteilung zurzeit die Rolle eines Proteins aus der TGF (transforming growth
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factor)-Familie, fur diesen Prozess untersucht. Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang geben
die Fakten, dass dieses Protein ausschlieRlich in ob/ob-Tieren exprimiert wird (Array-Analyse) und die
Behandlung einer PB-Zelllinie (AR42J) mit dem rekombinanten Protein zu einer gesteigerten
Proliferation flihrte (Zhang et al., 2008). Entscheidend ist auch die Tatsache, dass das Gen, das diesen
Faktor kodiert, in einem von unserer Arbeitsgruppe gefundenen QTL, dem Nob3, fir Adipositas und
Hyperglykdmie auf Chromosom 1 lokalisiert ist (Vogel et al., 2009). Da die Proliferation der B-Zellen
wahrend der Kohlenhydratgabe nur ein transientes Ereignis war, gilt auch zu klaren, welche
Mechanismen trotz fortgefiihrter Kohlenhydratfiitterung zu einer spateren Inhibition der
Proliferation fuhrten.

Zusammenfassend ist die Anpassung der B-Zellmasse an die verdanderte didtetische Situation ein

kompensatorischer Mechanismus, mit dem sich die ob/ob-Maus vor einem Diabetes schiitzt.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen von Glucose- und Lipidtoxizitat auf die

%0 ob/ob) sowie

Funktion der B-Zellen von Langerhans-Inseln in einem diabetesresistenten (B6.V-Lep
diabetessuszeptiblen (New Zealand Obese, NZO) Mausmodell zu untersuchen. Es sollten molekulare
Mechanismen identifiziert werden, die zum Untergang der B-Zellen in der NZO-Maus fiihren bzw.
zum Schutz der B-Zellen der ob/ob-Maus beitragen. Zunichst wurde durch ein geeignetes
didtetisches Regime in beiden Modellen durch kohlenhydratrestriktive Erndhrung eine Adipositas
(Lipidtoxizitat) induziert und anschlieBend durch Fiitterung einer kohlenhydrathaltigen Diat ein
Zustand von Glucolipotoxizitdt erzeugt. Dieses Vorgehen erlaubte es, in der NZO-Maus in einem
kurzen Zeitfenster eine Hyperglykdmie sowie einen B-Zelluntergang durch Apoptose auszuldsen. Im
Vergleich dazu blieben ob/ob-Mé&use langerfristig normoglykdmisch und wiesen keinen B-
Zelluntergang auf. Die Ursache fiir den B-Zellverlust war die Inaktivierung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-
Signalwegs, wie durch Abnahme von phospho-AKT, phospho-FoxO1 sowie des B-zellspezifischen
Transkriptionsfaktors PDX1 gezeigt wurde. Mit Ausnahme des Effekts einer Dephosphorylierung von
FoxO1, konnten ob/ob-Mause diesen Signalweg aufrechterhalten und dadurch einen Verlust von B-
Zellen abwenden. Die glucolipotoxischen Effekte wurden in vitro an isolierten Inseln beider Stamme
und der B-Zelllinie MIN6 bestétigt und zeigten, dass ausschlielich die Kombination hoher Glucose-
und Palmitatkonzentrationen (Glucolipotoxizitdt) negative Auswirkungen auf die NZO-Inseln und
MING6-Zellen hatte, wihrend ob/ob-Inseln davor geschitzt blieben.

Die Untersuchung isolierter Inseln ergab, dass beide Stamme unter glucolipotoxischen Bedingungen
keine Steigerung der Insulinexpression aufweisen und sich bezlglich ihrer Glucose-stimulierten
Insulinsekretion nicht unterscheiden.

Mit Hilfe von Microarray- sowie immunhistologischen Untersuchungen wurde gezeigt, dass
ausschlieBlich ob/ob-Mause nach Kohlenhydratfiitterung eine kompensatorische transiente
Induktion der B-Zellproliferation aufwiesen, die in einer nahezu Verdreifachung der Inselmasse nach
32 Tagen miindete.

Die hier erzielten Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass der B-Zelluntergang der NZO-Maus
auf eine Beeintrachtigung des Insulin/IGF-1-Rezeptor-Signalwegs sowie auf die Unfahigkeit zur B-
Zellproliferation zurlickgefihrt werden kann. Umgekehrt ermoglichen der Erhalt des Insulin/IGF-1-
Rezeptor-Signalwegs und die Induktion der B-Zellproliferation in der ob/ob-Maus den Schutz vor

einer Hyperglykamie und einem Diabetes.
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Summary

The aim of the project was to investigate the impact of glucose- and fatty acid toxicity on B-cell
function in a diabetes susceptible (New Zealand Obese, NZO) and resistant (B6.V-Lep®”®®, ob/ob)
mouse model. Specifically, the molecular mechanisms of glucolipotoxicity-induced B-cell failure in
the NZO mouse and pathways which contribute to protection of ob/ob mice against diet-induced
type 2 diabetes should be elucidated.

First, the animals were fed a fat-enriched carbohydrate-free diet which resulted in severe obesity and
insulin resistance (lipotoxicity). Subsequently, mice were exposed to a carbohydrate-containing diet
to induce conditions of glucolipotoxicity. This sequential dietary regimen provides a convenient
method to induce rapid hyperglycaemia with B-cell destruction by apoptosis in a short time frame in
NZO mice. In contrast, long-term exposure of ob/ob mice to the same dietary regimen leads to
normoglycaemia and a protection against B-cell failure. The molecular mechanism behind
carbohydrate-mediated B-cell destruction in NZO mice was an inactivation of the insulin/IGF-1
receptor signaling pathway including loss of phospho-AKT, phospho-FoxO1 and of the B-cell specific
transcription factor PDX1. With the exception of FoxO1-dephosphorylation, ob/ob mice maintained
this survival pathway and therefore were protected against loss of B-cells. The adverse effects of
glucolipotoxicity on B-cells were verified in vitro by treatment of isolated NZO-islets and MIN6-cells
under glucolipotoxic conditions. Only the combination of high glucose in the presence of palmitate
caused deterioration of NZO-islets and MIN6-cells whereas ob/ob-islets were protected.

The investigation of the insulin expression pattern showed, that glucolipotoxic conditions inhibited a
glucose-induced increase in insulin expression in both, NZO and ob/ob islets. Furthermore, NZO and
ob/ob-islets did not differ in glucose-stimulated insulin secretion. Expression profiling and immuno-
histochemical analyses of islets from NZO and ob/ob mice before and after carbohydrate
intervention revealed a transient induction of a compensatory B-cell proliferation. During a 32 day
carbohydrate feeding islet mass of ob/ob mice increased almost 3-fold.

In conclusion, B-cell failure in NZO mice was induced via impairment of the insulin/IGF-1 signaling
pathway and the inability to adequately increase B-cell mass by proliferation. Conversely,
maintenance of the insulin/IGF-1 receptor signaling pathway and the induction of B-cell proliferation

protected ob/ob mice against hyperglycaemia and type 2 diabetes.
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