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1. ZUSAMMENFASSUNG DER PUBLIKATIONSPROMOTION

1.1TITEL
Bedeutung des Insulin Degrading Enzyms fiir die Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2

1.2. AUTOR
M.Sc. Olga Pivovarova

1.3. ABSTRACT

Das Insulin Degrading Enzym (IDE) ist ein ubiquitir exprimiertes Enzym, das fiir den
Insulinabbau verantwortlich ist. Der IDE-Knockout bei Maiusen fithrt zu vermindertem
Insulinabbau, Hyperinsulindmie und gestorter Glukosetoleranz. Einige Assoziationsstudien
haben das IDE als ein Kandidatengen fiir Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) identifiziert,
andere Studien konnten diese Assoziation jedoch nicht bestitigen. In der vorgelegten Arbeit
wurde die Bedeutung des IDE fiir die T2DM-Pathogenese auf verschiedenen Ebenen
untersucht. Die Hypothese, dass die aufgrund verschiedener Mechanismen zustande
kommenden Stérungen der IDE-Funktion zur Entstehung und zum Fortschreiten des T2DM
beitragen konnen, wurde gepriift. In der European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition-(EPIC)-Kohorte wurde die Assoziation der IDE-Genpolymorphismen mit dem
T2DM-Risiko erstmals in einer prospektiven Kohorte bestdtigt. In der cross-sectionalen
Metabolisches Syndrom Berlin Potsdam (MeSyBePo)-Kohorte wurden die Effekte der IDE-
Genpolymorphismen auf alle drei Komponenten des Insulinmetabolismus - Insulinsekretion,
Insulinsensitivitit und Insulindegradation - nachgewiesen. Ergdnzend wurde die Assoziation
des in der gleichen Genomregion lokalisierten Gens HHEX mit dem T2DM-Risiko und der

Insulinsekretionstérung in der MeSyBePo-Kohorte nachgewiesen.

Die In-vivo-Untersuchung der IDE-Expression im humanen subkutanen Fettgewebe vor und
nach eu- und hyperglykdmischen Clamp-Tests hat eine Tendenz zur Steigerung der IDE-
Expression unter der Insulin- und Glukosewirkung nachgewiesen. In den In-vitro-
Experimenten mit der humanen Hepatomzelllinie HepG2 wurde die Stérung der Regulation
der Insulin-induzierten IDE-Aktivitit bei hoher Glukosekonzentration festgestellt. Diese
Storung wurde nicht durch entsprechende Verdnderungen der IDE-Genexpression oder IDE-
Splicing bedingt. Die Hyperglykdmie-induzierte Stérung der Regulation der IDE-Aktivitét
kann zur reduzierten hepatischen Insulinextraktion und zur peripheren Hyperinsulindmie bei
T2DM fiihren.

Zusammenfassend wurde das IDE als ein wichtiger Teilnehmer der pathogenetischen
Mechanismen des T2DM identifiziert, der ein attraktives Zielmolekiil fiir die T2DM-
Behandlung darstellt.



1.4. EINLEITUNG

Das Insulin Degrading Enzym (IDE), oder Insulinase, ist ein Hauptenzym, das fiir den
Insulinabbau verantwortlich ist [1]. IDE ist eine 110 kDa Zink-Metalloproteinase, die in
insulinabhéngigen und insulinunabhédngigen Zellen exprimiert ist, was offensichtlich die
Multifunktionalitit des Enzyms bestétigt. Das IDE spaltet mehrere Substrate, einschlieflich
des Amyloid-beta-, IGF-I-, IGF-II- und des ANP-Proteins, und iibernimmt auch
regulatorische Zellfunktionen fir die Proteasomaktivitit, Steroidrezeptoren,

Fettsdurenoxidation in Peroxisomen, Wachstum- und Entwicklung [1].

Der IDE-Knockout bei Miusen fiihrt zu vermindertem Insulinabbau, Hyperinsulinimie,
gestorter Glukosetoleranz und Amyloidakkumulation im Gehirn [2]. Andererseits fiihrt die
IDE-Uberexpression zu erhdhtem Insulinabbau und zur Senkung der Effektivitit der
Insulinstimulation des Insulinsignalwegs [3]. Des Weiteren wurde die Assoziation der IDE-
Polymorphismen mit dem Typ 2 Diabetes (T2DM)-Risiko in einigen humanen Populationen
nachgewiesen [4-6]; jedoch wurde in der Kohorte aus 4206 kaukasischen Individuen keine
signifikante Assoziation gezeigt [7]. Die genauen Mechanismen des IDE-Einflusses auf die

Entstehung des T2DM sind noch nicht im Detail erforscht.

1.5. ZIELSTELLUNG

Das Ziel dieser Arbeit war, die Bedeutung des IDE und seinen moglichen Funktionsstorungen
fiir die T2DM-Pathogenese detailliert zu untersuchen. Einige potentielle Mechanismen des
Zusammenhangs zwischen IDE und T2DM wurden in den Assoziationsstudien und in den In-
vivo- sowie In-vitro-Experimenten erforscht. Erstens wurde der Einfluss genetischer
Varianten im IDE-Gen auf das T2DM-Risiko und Insulin- und Glukosemetabolismus in zwei
unabhingigen deutschen Kohorten untersucht [8]. Da das in der gleichen Genomregion
lokalisierte Gen des Hematopoietically Expressed Homeobox Proteins (HHEX) ebenfalls als
das T2DM-Kandidatengen charakterisiert wurde [9-11], wurden die metabolischen Effekte

der HHEX-Polymorpismen im Rahmen dieser Assoziationsstudie zusitzlich analysiert [12].

Um den anderen mdglichen Mechanismus der T2DM-Pathogenese zu untersuchen, wurde die
Hypothese iiber Insulin- und/oder Glukose-induzierten Funktionsstorungen des IDE gepriift.
Dafiir wurde die IDE-Genexpression im humanen subkutanen Fettgewebe vor und nach eu-
und hyperglykdmischen Clampuntersuchungen bestimmt [13]. Zudem wurde die Steuerung
der IDE-Funktionen durch Insulin und Glukose auf den Transkriptions-, Translations- und

Proteinaktivititsebenen in der humanen Hepatomzelllinie HepG2 untersucht [13].



1.6. METHODIK

Studienpopulationen

Die Assoziationsstudie der genetischen Varianten in der HHEX/IDE-Genomregion wurde in
zwei unabhéingigen deutschen Kohorten durchgefiihrt [8, 12]. Die erste Fall-Kohorten-Studie
wurde innerhalb der ,,European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition” (EPIC)-
Studie zusammengestellt und schloss 3049 Probanden ein (801 T2DM-Inzidenzfélle und 2248
Nichtfélle) (Tabelle 1 ESM, [8]). In der zweiten, cross-sectionalen Metabolisches Syndrom
Berlin Potsdam (MeSyBePo)-Studie wurden 1026 Probanden genotypisiert, deren
Metabolismus mittels oralen Glukosetoleranztests ausfiihrlich charakterisiert wurde. Die
Kohorte umfasste 440 Probanden mit normaler Glukosetoleranz (NGT), 299 Probanden mit
gestorter Glukosetoleranz/gestorter Niichternglukose (IGT/IFG) and 227 Probanden mit
T2DM (Tabelle 2 ESM, [8]). Die Studienprotokolle wurden von den lokalen
Ethikkomissionen Brandenburg und Berlin genehmigt. Die schriftliche Zusage aller

Probanden wurde vor dem Anfang der Studie eingeholt.

Bewertung des Insulin- und Glukosemetabolismus

Die Bewertung des Insulin- und Glukosemetabolismus in der MESYBEPO-Population wurde
mittels der euglykdmischen und hyperglykdmischen Clampuntersuchungen und des Oralen
Glukosetoleranztests (OGTT) durchgefiihrt [8, 12]. Die biochemische Analyse erfasste die
Messungen des Blutzuckerspiegels und der Serumspiegel des Insulins und C-peptids mittels
des Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA). Aus biochemischen Parametern wurden
die Indizes fiir die Beurteilung der drei Komponenten des Insulinmetabolismus
(Insulinsekretion, Insulinsensitivitdt and Insulinabbau) kalkuliert. Die Proben des subkutanen
Fettgewebes wurden vor und nach 240 min des eu- oder hyperglykdmischen Clamp-Tests bei

17 Probanden abgenommen [13].

DNA-Isolierung und Genotypisierung

DNA der Probanden der beiden Studienpopulationen wurde aus den Blutzellen mittels
Magnasep Magnetic Beads (Agowa, Germany) isoliert. Die Single Nucleotide
Polymorphismen (SNP) der HHEX/IDE-Genomregion (zwolf IDE- und zwei HHEX-
Polymorphismen) wurden aufgrund der Literaturdaten [4-6, 9-11] und aus der NCBI-
Datenbank fiir die Analyse ausgewéhlt. Die SNP-Genotypisierung wurde mittels des
TagMan-Assays-on-Demand auf dem ,,TagMan* Instrument durchgefiihrt [8, 12].



Zellkultur
Die Kultur der humanen Hepatomzellen HepG2 erfolgte in Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) mit 10% fotalem Rinderserum bei 37 °C in einer 5% CO2 Atmosphére

[13]. Fiir die Untersuchung des Insulin- und Glukoseeffektes enthielt das Medium Insulin (0.1
—200 nM) und eine normoglykamische (5,5 mM) oder hohe (25 mM) Glukosekonzentration.

RNA-Isolierung und Quantitative Echtzeit RT-PCR (QPCR)

Die mRNA-Expression der untersuchten Gene wurde durch eine quantitative Echtzeit RT-
PCR (QPCR) mittels eines ,,TagMan* Instruments bestimmt [13]. Dafiir wurde die totale
RNA mittels des TRIzol-Reagenzes (aus HepG2-Zellen) oder RNeasy Lipid Tissue Mini Kits
(aus dem humanen subkutanen Fettgewebe) isoliert. Danach wurde die gesamte zellulédre
RNA in cDNA umgeschrieben. Die Detektion der PCR-Amplifikate erfolgte iiber
Fluoreszenzmessung des Farbstoffs SYBR-Green. Zum Design der Oligonucleotide fiir die

QPCR wurde die Software Primer Express ™ benutzt.

Reverse Transcription PCR (RT-PCR)

Um das alternative Splicing des IDE-Gens zu untersuchen, wurde eine Reverse Transcription
PCR (RT-PCR) durchgefiihrt [13]. Die Nukleotidsequenzen der cDNA, die den kodierenden
Bereich des IDE {berlappen, wurden in einer PCR-Reaktion mittels spezifischer
Oligonukleotidprimer amplifiziert, elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt und iiber eine

Ethidiumbromid Firbung sichtbar gemacht.

Bestimmung der IDE-Aktivitat

Die katalytische Aktivitit des IDE im Gesamtzellextrakt, sowie Zytoplasma- und
Membranfraktionen der HepG2-Zellen wurden mittels eines ,,JnnoZyme™ Insulysin/IDE
Immunocapture Activity Assay Kits“ gemessen [13]. Der Assay beruht auf einer Spaltung des
Fluoreszenzenergietransfer(FRET)-Substrats des IDE nach der Inkubation mit den
Zellextrakten. Nach der Reaktion wurde die Fluoreszenz der Proben mittels des Plattenreaders

gemessen und ausgewertet.

Western Blot
Zum Nachweis der Proteinexpression in HepG2-Zellen wurde eine Western-Blot-Analyse
durchgefiihrt [13]. Dafiir wurden die Gesamtproteinfraktionen elektrophoretisch im SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit einem spezifischen



Antikorper inkubiert. Der Nachweis der spezifischen Bande erfolgte durch Inkubation mit

einem Sekunddrantikdrper und anschlieSende Detektion mittels Chemolumineszenz.

Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mittels des Programms SAS 9.1 und SPSS 14 durchgefiihrt.
Die Assoziation zwischen den genetischen Varianten und dem T2DM-Risiko wurde als
Relatives Risiko in der EPIC-Population oder Quotenverhiltnis (Odds Ratio) in der
MESYBEPO-Population beurteilt. AuBerdem wurden die Haplotypen in beiden Kohorten
analysiert. Fiir die Assoziationsstudie der metabolischen Parameter wurde die lineare

Regressionsanalyse benutzt 8, 12].

1.7. ERGEBNISSE

Einfluss genetischer Varianten in IDE auf das T2DM-Risiko und Insulinmetabolismus

Aufgrund der widersprechenden Ergebnisse der Assoziationsstudien, welche das IDE-Gen als
ein T2DM-Kandidatengen untersucht hatten [4-7], wurde die Assoziation zwdlf genetischer
Varianten im IDE-Gen mit dem T2DM-Risiko in zwei unabhingigen deutschen Kohorten
tiberpriift. Diese Analyse bestitigte zum ersten Mal die T2DM-Assoziation der SNPs
rs1887922 und rs2149632 in der prospektiven EPIC-Kohorte (RR 1.26, p=0.003 und RR 1.33,
p<0.0001 fiir additives Modell) [8]. Haplotypen, die ein Risiko-Allel von rs2149632 oder
beide Risiko-Allele von zwei analysierten IDE-SNPs trugen, zeigten auch die starke
Assoziation mit dem erhohten T2DM-Risiko in dieser Kohorte (p=0.001 und p<0.0001,
entsprechend) (Tabelle 1, [8]). Dennoch wurde keine signifikante T2DM-Assoziation in der
MeSyBePo-Kohorte gefunden (Tabelle 2, [8]). Die Assoziation von 1s2149632 mit der
gestorten Glukose-induzierten Insulinsekretion und eine Tendenz zur verminderten
Insulinsensitivitdt fiir rs1887922 wurden in der Gruppe der nicht-diabetischen Probanden
(NGTHIFG/IGT, n=739) nachgewiesen (Tabelle 3, [8]). In den NGT-Probanden blieb die
Assoziation mit der verminderten Insulinsekretion fiir rs2149632 signifikant, und die
Assoziation von rs1887922 mit einer verminderten hepatischen Insulindegradation wurde
zusitzlich beobachtet (Tabelle 3 ESM, [8]). AuBlerdem wurden noch zwei IDE-SNPs,
rs2251101 und rs11187007, mit der Insulinsekretion und der IDE-Polymophismus 1s551266
mit der Insulindegradation assoziiert (unpublizierte Daten). Dieser Teil der Studie bestétigte

die Assoziation der IDE-Polymorphismen mit dem T2DM-Risiko in einer prospektiven



deutschen Kohorte und zeigte neue Daten beziiglich der Effekte der IDE-Polymorphismen auf

den Insulinmetabolismus.

Assoziation der HHEX-Polymorphismen mit T2DM-Risiko und Insulinsekretion

Genomweite Assoziationsstudien fanden eine T2DM-Assoziation von mehreren SNPs in der
HHEX/IDE-Genomregion 10q23-25 [6, 10]. Die beiden Gene liegen direkt nebenaneinander
und ihre Polymorphismen weisen ein hohes Linkage Disequilibrium auf (r* = 0.437 zwischen
IDE-SNP rs2149632 und HHEX-SNP rs7923837; * = 0.455 zwischen IDE-SNP 152149632
und HHEX-SNP rs1111875). Deshalb wurden zwei Genpolymorphismen des HHEX-Gens,
rs7923837 und rs1111875, auf die T2DM-Assoziation in der MESYBEPO-Kohorte gepriift
[12]. Die signifikante Assoziation zwischen dem HHEX-SNP rs7923837 und T2DM-Risiko
und eine Tendenz zur T2DM-Assoziation des rs1111875 wurden in der MeSyBePo-Kohorte
nachgewiesen (Tabelle 2, [12]). Das Risikoallel des rs7923837 wurde mit verminderter
Insulinsekretion und einer reduzierten Insulinantwort nach 30- und 60-Minuten des OGTT
assoziiert. Das Risikoallel des rs1111875 zeigte auch eine Assoziation mit verminderter erster
Phase der Insulinsekretion und reduziertem insulinogenen Index. Fiir beide Polymorphismen
wurde keine signifikante Korrelation mit der Insulinsensitivitdt nachgewiesen (Tabelle 3,4,
[12]). AuBerdem, wurde ein verminderter Insulinabbau bei Heterozygoten fiir rs1111875
beobachtet. Demgeméal wurden die genetischen Varianten im HHEX-Gen mit einer gestorten
Insulinsekretion und Anderungen der Insulindegradation, aber nicht mit einer Stérung der

Insulinsensitivitit assoziiert.

Regulation der IDE-Genexpression in humanem subkutanem Fettgewebe

Um die Regulation des IDE durch Insulin und Glukose in vivo zu untersuchen, wurde die
mRNA-Expression des IDE-Genes in Biopsieproben des humanen subkutanen Fettgewebes
vor und nach der 240-minutigen Insulin-Infusion unter eu- und hyperglykdmischen Clamp-
Bedingungen bestimmt. Eine Steigerung der IDE-Expression unter der Insulin- und
Glukosewirkung wurde nach 240 min des Tests nachgewiesen, welche lediglich nur die

Tendenz in Vergleich zu den Kontrollexperimenten aufwies. (Abb. 5, [13]).

Glukose hemmt die Insulin-induzierte Aktivitat des IDE in humanen Hepatomzellen

Humane Hepatomzellen HepG2 wurden als ein Leberzellmodell fiir die Untersuchung der
Insulin- und Glukoseeffekte auf die katalytische Aktivitdt, mRNA- und Proteinexpression des
IDE benutzt [13].



Die 24-stiindige Insulinstimulation erhohte signifikant die IDE-Aktivitit im Medium mit
normaler Glukosekonzentration ohne Veridnderungen der mRNA- oder Proteinexpression des
IDE. Bei der hohen Glukosekonzentration erhohte Insulin das mRNA-Niveau des IDE ohne
Verianderungen der IDE-Aktivitdt (Abb. 1, 2, [13]). Insofern das alternative Splicing des IDE-
Gens die Regulation der IDE-Proteinaktivitidt bedingen konnte, wurden die IDE-Splicing-
Formen in den HepG2-Zellen untersucht. Keine alternativen Splicing-Formen von
unterschiedlicher Lange wurden nach der Insulin- oder Glukosebehandlung nachgewiesen
(Abb. 3, [13]). Im Zelkulturmedium mit sowohl normalen als auch hohen
Glukosekonzentration, erhohte Insulin die Expression der katalytisch aktiveren 15a-Isoform

des IDE im Verhéltnis zu 15b-Isoform (Abb. 4b, [13]).

Demgemadll wurde eine Storung der Regulation der Insulin-induzierten Aktivitit des IDE im
HepG2-Zellmodell bei der hohen Glukosekonzentration nachgewiesen, die nicht durch
entsprechende Verdanderungen der IDE-Expression oder des IDE-Splicings bedingt ist (Abb.
1, 3,4, [13]).

1.8. DISKUSSION

Studien der IDE-Knockout-Miuse zeigten, dass die Storung der IDE-Funktionen zur
Entstehung des T2DM-Phinotyps fithren kann [2]. Zwei potentielle pathogenetische
Mechanismen solcher Storung der IDE-Funktionen wurden im Rahmen dieser Arbeit
untersucht: der Einfluss genetischer Varianten in der HHEX/IDE-Genomregion und die

mogliche Storung der IDE-Steuerung durch erhdhte Insulin- und Glukosekonzentrationen.

Die erste Hypothese wurde in den Assoziationsstudien gepriift. Diese Arbeit validierte die
Assoziation von zwei IDE-Polymorphismen mit dem T2DM-Risiko und bestitigte zum ersten
Mal diesen Zusammenhang in der prospektiven Fall-Kohorten-Studie. Dagegen wurde keine
signifikante T2DM-Assoziation in der MeSyBePo-Kohorte gefunden [8]. Diese Diskrepanz
zwischen den zwei untersuchten Kohorten konnte iiber die relativ geringe Diabetikerzahl in

der MeSyBePo-Kohorte erklért werden.

Jedoch konnten neue Daten iiber den Einfluss der genetischen Varianten der IDE auf alle drei
Komponenten des Insulinmetabolismus - Insulinsekretion, Insulinsensitivitit und
Insulindegradation - in der phénotypisch gut charakterisierten MeSyBePo-Kohorte gezeigt
werden [8]. Interessanterweise wurden keine signifikanten Anderungen der glykéimischen

Parameter gefunden, die von anderen Autoren beschrieben wurden [5].
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Es ist allerdings zu berlicksichtigen, dass die Assoziation der drei IDE-SNPs mit der
Insulinsekretion sowohl in der nicht-diabetischen Subkohorte, als auch in NGT-Individuen
nachzuweisen war. Die Assoziation mit dem Insulinabbau wurde nur in der kleinen NGT-
Subkohorte gezeigt und erfordert deshalb eine Bestdtigung in einer groeren Population. Eine
verminderte hepatische Insulindegradation ist ein friiher Marker der Storungen des
Insulinmetabolismus beim Pridiabetes, Adipositas und Metabolischen Syndrom [14] und
kann bei chronischer Exposition die Insulinresistenz erhohen. Andererseits konnte die
reduzierte Insulindegradation die gestorte Insulinsekretion bei den Individuen mit einer
T2DM-Veranlagung kompensieren. Interessanterweise wurde das Risiko-Allel des rs1887922
mit einer gesteigerten postprandialen Hyperinsulindmie in einer Studie assoziiert [4], was
diese Hypothese indirekt bestdtigt. AuBerdem wurde eine Tendenz zur verminderten
Insulinsensitivitit fiir rs1887922 nachgewiesen [8]. Wenn man beriicksichtigt, dass die mittels
des Matsuda-Indexes gemessene Insulinsensitivitit hauptsdchlich die hepatische
Insulinsensitivitit widerspiegelt [15], unterstiitzen diese Daten die Bedeutung des hepatischen

Insulinmetabolismus fiir die T2DM-Pathogenese.

Die moglichen Mechanismen des Einflusses der IDE-Varianten auf den Insulinmetabolismus
bleiben diskutierbar. Erstens konnten die IDE-Polymorphismen die embryonale
Organogenese der Leber und des Pankreas storen und auf diese Weise die Anomalien der
Insulinsekretion und Insulindegradation hervorrufen [16]. Zweitens konnte die Betazell-
Sekretion durch verschiedene IDE-abhingige Mechanismen wie Amyloidakkumulation [17],
Aktivierung des Insulinsignalwegs durch erhdhte intrazelluldre Insulinkonzentrationen und
Anderungen des mitochondrialen Metabolismus [18] beeinflusst werden. Da alle in dieser
Studie untersuchten IDE-SNPs in den nichtkodierenden Regionen des Gens lokalisiert sind,
konnen sie die Proteinsequenz nur indirekt &ndern. Dennoch kdnnten diese Polymorphismen
die Genexpression durch die Anderung der Transkription, Splicing oder RNA-Stabilitit

beeinflussen.

Es ist hypothetisch annehmbar, dass die Gene des gleichen Lokus HHEX oder KIF11 die
beschriebenen Effekte auf den Insulinmetabolismus wegen dem hohen Linkage
Disequilibrium innerhalb der Region bedingen konnen. Tatsdchlich demonstrierten die
genomweiten Assoziationsstudien in franzosischen und englischen Populationen zwei SNPs
in 3'-flankierender Region des HHEX-Gens (rs7923837 und rs1111875) mit grof3er
Anfilligkeit fiir T2DM [6, 9]. In dieser Arbeit wurde die Assoziation fiir diese SNPs in der
deutschen MeSyBePo-Kohorte repliziert.

Die genetischen Varianten in HHEX wurden in der MeSyBePo-Kohorte mit der verminderten

Betazell-Sekretion assoziiert [12], was die publizierten Daten iiber den Einfluss der HHEX-
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Polymorphismen auf die verminderte Insulinantwort bei OGTT und intravendser
Glukoseinfusion oder Insulinantwort auf Tolbutamid bestétigt [10, 11, 19]. Die Mechanismen
des Einflusses der HHEX-SNPs auf die Insulinsekretion bleiben unklar. HHEX konnte die
Organogenese des Pankreas oder die Betazellfunktionen regulieren [20, 21]. Demgemil
konnten die Trager des HHEX-Risiko-Allels eine verminderte Betazellkapazitit oder
Betazellmasse haben, wobei die vor kurzem gezeigte HHEX-Assoziation mit reduziertem
Geburtsgewicht [22] diese Hypothese bestitigt. AuBlerdem wurde in dieser Arbeit die
Assoziation von rs1111875 mit vermindertem hepatischen Insulinabbau zum ersten Mal

beobachtet.

Laut der Daten unserer Studie, konnten die genetischen Varianten sowohl in IDE- als auch in
HHEX-Lokus zur Storung des Insulinmetabolismus beitragen. Weitere Studien der
genetischen Varianten in der HHEX/IDE-Region sollten die Frage kldren, welches von diesen

Genen zur Entstehung des T2DM beitragen kann.

Als ein anderer moglicher Mechanismus der T2DM-Pathogenese konnte die Hyperglykédmie
bei verschiedenen pathologischen Zustinden zur Storung der Insulindegradation durch IDE
fiihren. Belege dafiir wurden in den Experimenten mit der Regulation der IDE-Funktionen bei

unterschiedlichen Insulin und Glukosekonzentrationen beobachtet.

Im HepG2-Leberzellmodell erhohte Insulin die IDE-Aktivitit unter der normalen, aber nicht
unter der erhdhten Glukosekonzentration [13]. Diese Ergebnisse stellen den ersten Nachweis
der Steigerung der IDE-Aktivitit in HepG2-Zellen nach der Insulinstimulation bei normaler
Glukosekonzentration dar. Der Effekt dient offensichtlich zur Ausschaltung der
Insulinwirkung: Insulin induziert die Erhohung der IDE-Aktivitdt, das zur gesteigerten

Insulindegradation fiihrt und die Insulinwirkung durch den Insulinsignalweg senkt.

Dennoch wurde keine Regulation der IDE-Expression durch Insulin unter der normalen
Glukosekonzentration festgestellt. Bei der erhohten Glukosekonzentration wurden eine
Insulin-induzierte Erhohung der IDE-mRNA und eine Tendenz zur Steigerung des IDE-
Proteins nachgewiesen. Ahnliche Anderungen des IDE-mRNA-Niveaus wurden in vivo im
humanen subkutanen Fettgewebe beobachtet [13]. Demgemil3 konnte ein Defizit der IDE-
Aktivitdit bei der hohen Glukosekonzentration zur kompensierenden Erhdhung der IDE-

Expression fiihren.

Laut unserer Daten kann die Hyperglykdmie eine Storung der IDE-Aktivitit bei T2DM
hervorrufen. Diese Hyperglykdmie-induzierte Storung kann zur reduzierten hepatischen
Insulinextraktion und zur peripheren Hyperinsulindmie fiihren [23]. Die bisher berichteten

Ergebnisse der Analyse der IDE-Aktivitdt in biologischen Fliissigkeiten (Blutzellen, Plasma,
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Riickenmarkfliissigkeit etc.) bei diabetischen Patienten sind widerspriichlich [24, 25]. Bei
diabetischen Ratten wurde die Senkung der hepatischen Insulindegradation und ihre

Wiederherstellung nach der Insulinbehandlung beobachtet [26, 27].

Die in dieser Arbeit beschriebene Regulationsstorung des IDE konnte nicht durch die
allosterische Regulation, sowie die entsprechenden Verdnderungen der IDE-Expression oder
IDE-Splicing erklart werden. Dennoch konnte die Regulation des Verhiltnisses der
katalytisch aktiveren 15a-IDE-Isoform zur 15b-Isoform einen Mechanismus der Insulin-
induzierten Erhohung der IDE-Aktivitdt bei normalen Glukosekonzentrationen darstellen.
Dagegen fehlt bei hoher Glukosekonzentration eine Regulation der IDE-Aktivitit trotz
erhohtem 15a/15b-Verhéltnis. Deshalb bleibt die Ursache der IDE-Storung unbekannt. Unter
anderem induziert eine Inkubation der HepG2-Zellen mit erhohter Glukose die

Insulinresistenz [28], die auch zur beschriebenen Regulationsstérung fiihren kann.

Die IDE-Aktivitit kann durch eine Reihe von chemischen Substanzen reguliert werden
(Chelatoren, divalente Kationen, Hemmer der Insulinbindung, Thiol-blockierende Agenzien
etc.) [1]. In den Zellen konnen auch freie Fettsduren [29], Nukleotidtriphosphate [30] und
posttranslationale Modifikationen [31] die IDE-Aktivitdt regulieren. AuBerdem konnten die
IDE-interagierenden Proteine eine Rolle in der Stérung der Regulation der IDE-Aktivitét bei
den hohen Glukosekonzentrationen spielen. So wurden zwei IDE-bindende Proteine (14 kDa
und 6 kDa) in Nagetieren beschrieben, die die Insulin-degradierende Aktivitit hemmen, und

eines von diesen Proteinen wurde als Ubiquitin identifiziert [32, 33].

Interessanterweise wurde eine reduzierte IDE-Aktivitit ohne Anderungen der IDE-Expression
bei Patienten mit der mit Chromosom 10-gekoppelten Late-Onset Alzheimer-Krankheit
gezeigt [34], die moglicherweise durch den funktionalen Defekt der IDE-Aktivitét verursacht
ist. Es ist gut untersucht, dass T2DM und Hyperinsulinimie das Alzheimer-Risiko im Alter
erhohen. Late-Onset Alzheimer-Krankheit ist auch eine der IDE-assoziierten Krankheiten
[35]. Deshalb stellt das IDE ein attraktives Zielmolekiil fiir die T2DM- und Alzheimer-
Behandlung dar. Die in dieser Arbeit gezeigte Storung der Regulation der IDE-Aktivitat durch
die hohen Glukosekonzentrationen bestitigt die Wichtigkeit der Entwicklung eines IDE-
Aktivators [36].

Zusammenfassend konnte das IDE als wichtiger Teilnehmer der pathogenetischen
Mechanismen des T2DM identifiziert werden, der ein attraktives Zielmolekiil fiir die T2DM-
Behandlung darstellt. Die weitere Untersuchung der IDE-Interaktionen und Funktionen kann

zur Entwicklung effektiver antidiabetischer Arzneimittel beitragen.
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