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@e Wissenschaft ist voller Irrtimer, die man aber nicht zu scheuen braucht, weil sie uns

trotzdem der Wahrheit nidher bringen.

Aus Jules Vernes ,,Reise zum Mittelpunkt der Erde*
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1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Epidemiologie und Klassifikation

Wir leben in einer Wohlstandsgesellschaft mit reichhaltigem Nahrungsangebot, wobei
Ubergewicht, ernihrungs- und lebensstilbedingte chronische Erkrankungen drastisch zunehmen,
allen voran der Diabetes mellitus. Dabei ist der Diabetes mellitus schon lange nicht mehr nur ein
Problem der reichen Industrie-Nationen, sondern nimmt auch in den Schwellenlindern, die am
Ubergang zur Industriegesellschaft stehen, stetig zu. Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dass es die
meisten Betroffenen weltweit derzeit in Indien und China gibt [1]. Die USA mit ihrem hohen
Anteil Ubergewichtiger und Adipéser in der Bevélkerung folgt erst auf Platz 3. Erschreckend ist
aber, dass sich Deutschland mit 6,3 Millionen Betroffenen unter den Top Ten weltweit beziiglich
der absoluten Zahl an Diabetikern befindet. Laut ,,Deutscher Gesundheitsbericht Diabetes 2008
der Deutschen Diabetes Union [2] wird die Zahl der Diabetiker in Deutschland im Jahre 2010
auf 10 Millionen ansteigen. Momentan kann man davon ausgehen, dass circa 8% der deutschen
Bevolkerung an Diabetes leiden. Die International Diabetes Federation prognostiziert auflerdem

eine Erwartung von 333 Millionen Diabetikern weltweit im Jahre 2025.

Tabelle 1: Geschiatzte Anzahl von Diabetikern in den Staaten mit den meisten Betroffenen

Top Ten: Menschen mit Diabetes in der Altersgruppe 20 bis 79 Jahre (geschitzt)*
2003

Land Millionen Menschen
1 Indien 355

2 China 23,8

3 USA 16,0

4 Russland 9,7

5 Japan 0,7

6 Deutschland 6,3

7 Pakistan 6,2

8 Brasilien 5,7

9 Mexiko 4.4

10 Agypten 3,9

*Quelle: ,,Diabetes Atlas Second Edition Executive Summary”, IDF 2003 (Weltdiabetesverband)



Mit etwa 90% haben die meisten Betroffenen in Deutschland einen Typ-2 Diabetes. Hierbei
handelt es sich um eine Stérung, bei der im Anfangsstadium Insulin zwar vorhanden ist, an dem
Zielgewebe aber nicht mehr richtig wirken kann (Insulinresistenz). Die Bauchspeicheldriise kann
durch Ausschiittung erhohter Insulinmengen den Bedarf zunichst kompensieren. Bei
fortschreitendem Diabetes kann die erhohte Insulinproduktion allerdings nicht mehr
aufrechterhalten werden und die bendtigte Insulinmenge reicht nicht mehr aus (relativer
Insulinmangel). Im Gegensatz dazu leiden nur etwa 5-10% der Diabetiker an Typ-1 Diabetes, der
aufgrund meist autoimmunologisch bedingter Zerstorung der Inselzellen des Pankreas durch
einen absoluten Insulinmangel gekennzeichnet ist. Andere Diabetesformen, wie der
Schwangerschaftsdiabetes oder ein Diabetes der infolge einer Entzindung der
Bauchspeicheldriise oder bei bestimmten genetischen Stérungen aufritt, sind zahlenmil3ig

weniger vertreten.

1.1.2 Lifestylefaktoren und Typ-2 Diabetes mellitus

Beim Typ-2 Diabetes konnen genetisch bedingte und nicht-erbliche Faktoren zusammen wirken.
Dass die Vererbung eine wichtige Rolle spielen kann, weil3 man aus Vergleichsbeobachtungen an
Zwillingen. So wird das Erkrankungsrisiko fir eineiige Zwillinge von Typ-2 Diabetikern auf 63-
90% geschitzt [3, 4], bei zweleiigen Zwillingen nur noch auf 20% [5]. Neben der genetischen
Grundlage wird die Auslésung eines Typ-2 Diabetes entscheidend durch Ubergewicht und

Bewegungsmangel, Fehlerndhrung, Bluthochdruck und hoheres Lebensalter gefordert.

Dass Ubergewicht aufgrund von falscher Ernihrung und zu wenig Bewegung letztendlich die
Hauptursache fur die Manifestation eines Typ-2 Diabetes ist, zeigt die besorgniserregende
Zunahme von Typ-2 Diabetesfillen bei fast ausnahmslos adiposen Kindern und Jugendlichen.
Populationsbasierte Schitzungen zur Privalenz des Typ-2 Diabetes bei Jugendlichen und
Kindern in Deutschland existieren bisher nicht. Aber eine flichendeckende Erhebung aus Baden-
Wirtenberg schitzte eine Typ-2 Diabetes Privalenz von 0,02/1000 in der Altersklasse von 0-20
Jahre [6]. Zahlen zur Hiufigkeit des Typ-2 Diabetes in einer Gruppe von 520 stark
tbergewichtigen Kindern und Jugendlichen wurden ebenfalls in Stidbayern erhoben [7]. Ein
Hinweis auf eine Storung des Zuckerstoffwechsels fand sich bei 6,7%, bei 1,5% lag
definitionsgemil ein Typ-2 Diabetes vor. Auch wenn die Zahl der Kinder und Jugendlichen mit
Typ-2 Diabetes bisher noch gering ist, ist aufgrund der Zunahme tbergewichtiger Kinder mit
einem Anstieg des Typ-2 Diabetes im Kindes- und Jugendalter zu rechnen. Dass diese Zunahme
nicht allein durch erhéhtes Auftreten von Risikogenen hervorgerufen wird, sondern dass die

Erndhrung bei der Entstehung des Diabetes eine entscheidende Rolle spielt, zeigt die Tatsache,



dass in Kriegs- und Nachkriegszeiten mit Hungerperioden kaum Diabeteserkrankungen zu
verzeichnen  waren. Dass eine Erndhrungsumstellung mit  Gewichtsverlust  die
Diabetesentstehung verhindern kann, bestitigte sich in verschiedenen Priventionsstudien (DPP,
DPS) [8-10]. Vergleichbar kommt es durch eine Gewichtsreduktion und Lebensstilumstellung
aber auch beim bestehenden Diabetes zu einer deutlichen Verbesserung der Diabeteseinstellung.
Aber auch Bewegung trigt entscheidend zur Diabetespriavention bei. Eine kiirzlich erschienene
Untersuchung aus Helsinki [11] bestitigt, dass tdglich eine halbe Stunde leichte Bewegung durch
Spazierginge und Fahrradfahren, dass Risiko einen Typ-2 Diabetes zu entwickeln um 36% senkt.
Korperliche Anstrengungen reduzieren dieses Risiko um weitere 30%. In einer weiteren
Interventionsstudie aus Finnland bei Ubergewichtigen mit gestérter Glukosetoleranz fithrten
individuelle Ernahrungsberatung und kérperliche Anstrengung zu deutlichem Gewichtsverlust

und einem Riickgang der Diabetesmanifestation [9].

1.1.3 Pathogenese des Typ-2 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (lat.: honigstiflier Durchfluss) ist eine durch chronische Hyperglykimie
(Uberzuckerung des Blutes) charakterisierte endokrine Stoffwechselstérung. Die Hyperglykimie
resultiert aus einer inaddquaten Insulinsekretion und/oder einer verminderten Insulinwirkung auf
die Zielgewebe, was als Insulinresistenz bezeichnet wird. Bereits im pridiabetischen Zustand
kann neben einer vollig normalen Glukosetoleranz eine Insulinresistenz auftreten. Um den
Blutzuckerspiegel dennoch auf einem normalen Niveau zu halten, wird mehr Insulin benétigt,
dass heiBt, die insulinproduzierenden pankreatischen [B-Zellen reagieren mit einer
kompensatorischen ~ Hyperinsulindmie. Das Stadium der Insulinresistenz und der
Hyperinsulinimie kann tber Jahre hinweg bestehen. Die Hyperglykimie kann aber auch zur

Desensibilisierung  der -Zellen und damit zur Beeintrichtigung der Funktion der

Bauchspeicheldriise fihren. Die B-Zellen sind dann nicht mehr in der Lage austreichend Insulin
zu sezernieren, um die erhShte Resistenz auszugleichen. Es kommt zur Manifestation des Typ-2
Diabetes. Der genaue Mechanismus der Hyperglykimie-induzierten Verringerung der
pankreatischen Insulinproduktion ist noch unklar, auf die in der Literatur bisher beschriebenen

Untersuchungen wird aber in den nachfolgenden Kapiteln noch niher eingegangen.



1.2 Regulation der Insulinexpression in B-Zellen des Pankreas
1.2.1 Struktur des Insulingens und Schliisseltranskriptionsfaktoren

In adulten Sdugern ist die Expression des Insulingens gro3tenteils auf die pankreatische B-Zelle
beschrinkt, obwohl andere Zelltypen ebenfalls in der Lage sind Insulin zu synthetisieren [12, 13].
Eine hochkonservierte Region etwa 340 bp stromaufwirts der Transkriptionsstartstelle, kiinftig
bezeichnet als Insulinpromotor, vereinigt gewebespezifische Expression und metabolische
Regulation des Insulingens. Viele Transkriptionsfaktoren wirken an der Promotorregion und
bilden ein hochst komplexes Netzwerk, das eine prizise Regulation gewihrleistet. Die
entscheidendsten cis-wirkenden DNA Elemente, die 7 vitro an der transkriptionalen Aktivierung

beteiligt sind, werden als A3, C1 und E1 Elemente bezeichnet [14] (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Organisation der humanen und Ratte I und II Insulin Enhancer und Promotorregion. Cis-
regulatorische Elemente sind als Kiéstchen dargestellt. Proteine, die diese Sequenzen binden, befinden sich
tber dem jeweiligen Cis-Element. E2* ist ein E2-dhnliches Element; GR = Glucocorticoidrezeptor; GLE
= Gamma-Interferon-aktivierte Sequenz (GAS)-dhnliches Element; ISP(Un) = Insel-spezifisches Protein
(nicht identifiziert); NRE = negativ regulatorisches Element; NCS = negativ Kontrollsequenz, Z = Z
Minienhancer




PDX-1 (,pancreatic-duodenal homeobox factor-17) ist ein Transkriptionsfaktor aus der Familie
der Homd6obox-Proteine, der an die A3-Box des Insulingens bindet [15]. PDX-1 ist aulerdem
unentbehtlich fir die normale Entwicklung des Pankreas, denn dessen Deletion fihrt zu
kompletter Agenesie [16]. PDX-1 interagiert mit Proteinen der bHLH- (Jbasic helix-loop-helix’)
Familie, welche an die E1-Box binden [17]. Der E1 Aktivator ist ein Heterodimer, bestehend aus
ubiquitiren Klasse A (E12/E47 und E2/5) und den auf die B-Zelle beschrinkten Klasse B (32)
Mitgliedern der bHLH-Familie [18]. Das Zusammenspiel zwischen PDX-1 und bHLLH-Proteinen
bedingt Interaktionen mit anderen DNA-bindenden Proteinen [19] und Co-Aktivatoren [20]. Auf
diese Weise entsteht ein einzigartiges Netzwerk von Protein-Protein und Protein-DNA
Interaktionen. Als C1-Aktivator, wurde MafA aus der Maf-Familie identifiziert [21]. Obwohl eine
Reihe weiterer Proteine, wie Mitglieder der HNF- (hepatic nuclear factor’) [22], PAX- (,paired
box’) [23] und Nkx-Familie [24] bei dem integrierten Netzwerk von Transkriptionsfaktoren,
welche die Insulintranskription regulieren, mitwirken, PDX-1, -2 und MafA scheinen die
Hauptregulatoren der Insulintranskription unter normalen und pathologischen Bedingungen zu

sein.

1.2.2 Glukosetoxizitit

Glukose ist der wichtigste physiologische Regulator der pankreatischen B-Zellfunktion und
reguliert Insulingenexpression, Insulinbiosynthese und Insulinsekretion. Glukose reguliert alle
Schritte der Insulingenexpression, einschlieBlich Transkription, praRNA Splicing und mRNA
Stabilitat. A3, E1 und C1 sind die wichtigsten Transkriptionskontrollelemente des Insulingens
nach Glukoseantwort. Glukose fordert die Bindung von PDX-1 zur A3-Box [15]. Zusitzlich geht
eine PDX-1 Stimulation mit einer Rekrutierung des Co-Aktivators p300 [25] einher, was die
Chromatinstruktur durch post-translationale Verinderungen der Histone beeinflusst [26, 27].

Allerdings kann Glukose auch inhibierend auf die Insulinsekretion und die Insulingenexpression

witken und das B-Zelltibetleben beeintrichtigen, wenn diese tUber einen lingeren Zeitraum
hinweg erhohten Glukosekonzentrationen ausgesetzt sind. Dieses Phinomen wird in der
Literatur als Glukosetoxizitit bezeichnet [28].

Diverse Untersuchungen belegen, dass chronisch erhéhte Glukosekonzentrationen sowohl in
pankreatischen Zelllinien, als auch in isolierten Inseln vom Menschen und bei Versuchstieren die
Insulinsynthese und Insulinsekretion vermindern. 1992 beobachteten Davalli et al. [29] in
humanen Inseln erstmals, dass eine zweitigige Kultur dieser bei erhéhten
Glukosekonzentrationen eine bis zu 90% verminderte Glukoseantwort bei maximaler

Glukosestimulation zur Folge hat. Ebenfalls resultierte eine chronisch hohe Glukoseexposition in



humanen Inseln in einer Verringerung des Insulingehalts und geringerer Insulintranskription [30].
In vitro Studien mit der B-Zelllinie HIT-T15 zeigten, dass chronisch hohe Glukosespiegel eine
verminderte Proinsulin mRNA-Expression und Insulinpromotoraktivitit zur Folge hatten [31].
Die beeintrichtigte Insulingenexpression wird mit einer verringerten Bindungsaktivitit der
Transkriptionsfaktoren PDX-1 und MafA an den Insulinpromotor assoziiert [32]. Die Abnahme
der PDX-1 Bindungsaktivitit wird zum einen in Zusammenhang mit einer Verminderung der
mRNA-Spiegel gebracht [30] und weiteren Untersuchungen zufolge reguliert das PDX-1 Protein
seine Transkription moglicherweise selbst [33]. Die verminderte Bindungsaktivitit von MafA
wird durch einen Verlust der MafA Proteinexpression erklirt [34, 35], wobei die mRNA-Spiegel
unverandert bleiben.

Neben der Beobachtung, dass es zu einer Verminderung der Expression wichtiger
Transaktivatoren des Insulingens kommt, zeigten Lu et al, dass der Repressor C/EBPf

(CCAAT/Enhancer-binding protein ) in der P-Zelllinie INS-1 unter chronisch hohen
Glukosebedingungen verstirkt exprimiert wird [36]. Eine Hochregulation von C/EBPJ konnte
auch iz vivo bei diabetischen Ratten nachgewiesen werden [37]. Es wurde aulerdem berichtet,
dass C/EBP eine direkte Bindung mit Transkriptionsfaktor E47 eingeht und damit die Bildung
des B2/E47 Aktivatorkomplexes verhindert [36]. Aktuellere Untersuchungen demonstrierten,
dass C/EBPB die Bindung von MafA an den Insulinpromotor verhindert und damit
moglicherweise die Induktion der Transkription durch Zusammenwitken von MafA und 2
verhindert [38].

Weiterhin wird diskutiert, dass Glukosetoxizitit zur Dedifferenzierung der B-Zelle fithrt. Zum
Beispiel ist der Proliferationsfaktor c-myc auf RNA-Ebene in diabetischen Tieren deutlich
hochreguliert [39]. Kaneto et al. [40] haben herausgefunden, dass c-Myc auflerdem die
Insulintranskription durch Konkurtrieren mit B2 um die E-Bindungstelle inhibieren kann. Um
also méglicherweise die Funktionalitit der B-Zelle zu sichern, wird die fiirs Uberleben nicht-

essentielle Insulingentranskription herunterreguliert, um die notwendige Proliferation zu

gewahrleisten.

Welche Signalwege an der Glukose-induzierten Verminderung der Insulingenexpression beteiligt
sind, ist nicht genau geklirt. Es wird vermutet, dass zelluldrer Stress dabei eine zentrale Rolle
spielt. Verschiedene Kinasen, darunter die Stress-aktivierte Proteinkinase c-Jun N-terminal kinase
(INK), die p38 mitogen-aktivierte Proteinkinase und die Proteinkinase C (PKC) sind bekannt bei
oxidativem Stress [41, 42] oder hohen Glukosekonzentrationen [41, 43, 44] in verschiedenen

Zellsystemen aktiviert zu werden. Extrazellulir-aktivierte Proteinkinasen (ERK)  koénnen



ebenfalls durch Glukosestimulation aktiviert werden [44, 45] und sind auflerdem an der

Regulation einer Reihe von Transkriptionsfaktoren beteiligt [40].

1.2.3 Lipotoxizitit

Ahnlich beeinflussen auch chronisch erhéhte Fettsiurespiegel die B-Zellfunktion negativ durch
einen Prozess, den man als Lipotoxizitit bezeichnet [47]. Anhand verschiedener Untersuchungen
mit isolierten Inseln und insulin-sezernierenden B-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass erhdhte
Fettsiurekonzentrationen im Medium bei gleichzeitig hohen Glukosekonzentrationen die
Insulingenexpression beeintrichtigen. Eine verminderte Insulingenexpression wird mit einer
erhohten Akkumulation von intrazelluliren Triglyceriden assoziiert [48]. Allerdings geht man von
keiner direkten Inhibierung der Insulingenexpression aus, da eine erhohte Triglyceridsynthese
durch Uberexpression des Enzyms Diacylglycerolacyltransferase zwar die Insulinsekretion
hemmt, die Priproinsulin-mRNA Spiegel aber unverindert bleiben [49]. Man vermutet jedoch,
dass spezifische Fettsiuren einen inhibierenden Effekt auf die Insulin-mRNA haben. So konnte
gezeigt werden, dass Palmitat, nicht aber Oleat die Insulingenexpression hemmt [50]. Der
lipotoxische Effekt von Palmitat ist von Inkubationsdauer und Konzentration abhingig [51]. Es
ist hervorzuheben, dass die nachteiligen Effekte von Palmitat auf die Insulingenexpression und
-sekretion in  B-Zellen nur bei gleichzeitiger Exposition dieser mit  hohen
Glukosekonzentrationen zu beobachten waren. So trat eine Palmitat-induzierte Akkumulation
von P-Zell Triglyceriden nur bei Hyperglykimie auf [48]. Diese i vitro Ergebnisse machen
kenntlich, dass Lipotoxizitit nur zusammen mit Glukosetoxizitit auftritt. Glukosetoxizitdt

allerdings kann unabhingig von Lipotoxizitit vorkommen.

1.3 Glukosestoffwechsel in insulin-produzierenden B-Zellen

Der Glukosestoffwechsel in B-Zellen nimmt eine wichtige Rolle bei der Induktion der
Insulinsekretion ein. Basierend auf Beobachtungen in Inseln und B-Zelllinien muss Glukose
verstoffwechselt werden, damit Insulin sezerniert werden kann [52-54]. In Abbildung 2 ist die
Glukose-vermittelte  Insulinsekretion — schematisch  dargestellt. Ein  Anstieg des -
Zellglukosestoffwechsels wird nach Eintritt von Glukose in die B-Zelle durch eine erhohte
Aktivitit der Glukokinase hervorgerufen, dem fir die Glukosephosphorylierung
verantwortlichem Enzym [55]. Es gibt auch Untersuchungen, die zeigen, dass der

Glukoseverbrauch steigt, wenn Glukoseoxidierung und Glukoseflux zunehmen. Letzterer wird



durch die Pyruvatcarboxylase und die Neubildung von Zwischenprodukten des Krebszyklus in
den Mitochondrien (Anaplerose) ausgelost [560]. AuBlerdem ist die Verstoffwechselung von
Glukose fir die mRNA-Synthese wichtig, um durch Insulinneusynthese den Vorrat an

verbrauchtem Insulin zu ersetzen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Glukose-vermittelten Insulinsekretion in B-Zellen. Glukose
equilibriert durch die Plasmamembran und wird durch Glukokinase phosphoryliert. Entstehendes
Glukose-6-Phosphat wird weiter in der Glykolyse zu Pyruvat verstoffwechselt, welches in den
Krebszyklus eingeht. Im Mitochondrium entsteht ATP, was in das Zytosol transportiert wird und einen
Anstieg des zytosolischen ATP/ADP- Verhiltnisses zur Folge hat. Dies bewirkt die SchlieBung der Karp
— Kanile und eine Depolarisation der Zellmembran (Ay). Dadurch 6ffnen sich die Spannungs-abhingigen
Ca?* — Kanile und einstromendes Ca?* erhéht die cytosolische Ca?t Konzentration, welche die
Insulinsekretion initiiert.

Wie schon unter Abschnitt 1.2 "Dystegulation der pankreatischen Insulinexpression und -
sekretion" erwihnt fihrt eine chronisch hohe Glukoseexposition zur Beeintrichtigung der p-
Zellfunktion. Wie ist es nun moglich, dass exzessive Mengen an Glukose, dem wirksamsten
physiologischen Stimulus der Insulinproduktion tberhaupt, genau diesen Prozess tber lingere
Zeit inhibieren? Obwohl vermutet wird, dass Verinderungen im Glukosestoffwechsel dabei eine
zentrale Rolle spielen kénnten, gibt es wenige Untersuchungen, die diese Annahmen belegen. Es
gibt bisher zwei unterschiedliche Versuchsansitze, um die glukose-induzierte Beeintrichtigung

der B-Zellfunktion zu kliren. Auf diese wird nachfolgend eingegangen.



1.3.1 Glukosestoffwechselmetaboliten und -Zellfunktion

Zum einen wird gemutmallt, dass Verinderungen von Glukosestoffwechselmetaboliten die
Insulinregulation beeinflussen. Da extrazellulire Fettsduren wie unter 1.3.2 "Lipotoxizitit"
beschrieben die Insulinproduktion verschlechtern, nahmen Roche et al. an, dass aufgrund des
gesteigerten Glukosemetabolismus verstirkt intrazellulire Fettsiuren gebildet werden koénnten
[57]. Tatsichlich konnten sie eine erhOhte enzymatische Aktivitit der Acetyl-CoA-Carboxylase
und der Fettsauresynthase nachweisen. Aul3erdem waren die Spiegel von Citrat und Malonyl-CoA
ethoht und Glukose wurde verstirkt zu Lipiden verarbeitet. Des Weiteren war die
Fettsaureoxidation vermindert. Nach Stoffwechselinhibitoruntersuchungen von Brock et al.
dagegen gehen diese davon aus, dass ein glykolytischer Metabolit oberhalb der Triosephosphate
D-Glyceraldehyd und Dihydroxyaceton die Dysregulation der Insulinantwort hervorruft [58].
Eine Involvierung des Glukosemolekiils per se schlieBen die Autoren aber aus, da eine

Inhibierung der Glukokinase die Insulinregulation nicht beeintrichtigt.

1.3.2 Oxidativer Stress und B-Zellfunktion

Zum anderen wird gemutmalt, dass die Entstehung von oxidativem Stress, aufgrund des
langanhaltenden erhéhten Glukosestoffwechsels eine Rolle bei der Entstehung von
Glukosetoxizitit spielt. Das ist von grofler Bedeutung, da Inseln im Vergleich zu anderen
Geweben ein schwaches antioxidatives Verteidigungssystem besitzen [59]. So konnte gezeigt
werden, dass chronisch  hohe  Glukosekonzentrationen einen  Anstieg  reaktiver
Sauerstoffverbindungen (ROS) und Superoxide in isolierten Inseln zur Folge haben [60]. In
Abbildung 3 sind die Glukosestoffwechselwege dargestellt, die vermehrt ROS bilden kénnen.
Allerdings ist in B-Zellen noch gar nicht gezeigt worden, dass der Glukoseflux in den in
Abbildung 3 dargestellten Stoffwechselwegen 1-5 "kritisch" erhéht ist. Bisherige Untersuchungen
beschrinkten sich auf besonders Hyperglykdmie-anfillige Zelltypen, wie kapillare Endothelzellen
der Retina, renale Mesangialzellen, Neuronen und Schwannzellen des peripheren Nervensystems,
die in einem detaillierten Review von Brownlee dargestellt wurden [61, 62]. Diese Zellen kénnen
die zellulire Glukoseaufnahme unter hyperglykimischen Bedingungen nicht schnell genug

reduzieren, so dass sich kritische Glukosemengen intrazelluldr anreichern.
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Abbildung 3: Biochemische Glukosestoffwechselwege, die ROS generieren kénnen (iibernommen von
Robertson [63]). 1) Enolisierung und «-Ketoaldehydgenerierung; 2) PKC-Aktivierung; 3)
Dicarbonylbildung und Glykierung; 4) Sorbitolmetabolismus; 5) Hexosaminmetabolismus; 6) Oxidative
Phosphorylierung

Da die B-Zellen Glukose insulinunabhingig aufnehmen [64], wire auch hier ein Anstieg
intrazellulirer Glukosekonzentrationen unter chronischen hyperglykimischen Bedingungen
kritisch. Fine Umleitung exzessiver Mengen an Glukose in andere Stoffwechselwege als die

Glykolyse wite in B-Zellen daher auch denkbar und wird im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Es gibt bisher wenige Daten, die zeigen, welche Glukosestoffwechselwege unter chronisch hohen
Glukosebedingungen in der [(-Zelle fehlreguliert werden und welche Signalwegskaskaden
aktiviert beziehungsweise deaktiviert werden und letztendlich fiir eine Anderung der

Insulingenexpression und dessen Schlisseltranskriptionsfaktoren mitverantwortlich sind.

Das Ziel dieser Arbeit war es, am Modell der differenzierten Insulinoma-Zelllinie INS-1 die
Verminderung der Insulingenexpression nach chronisch hoher Glukoseexposition niher zu
untersuchen. Das Endziel ist es in diesem Zusammenhang eine Verbindung zwischen

verindertem Glukosemetabolimus und der Verminderung der Insulingenexpression zu kntpfen.



Die Arbeit gliedert sich in zwei Teilziele:

1. Untersuchungen zum Glukosemetabolismus

Auf Gaschromatographie-Massenspektrometrie basierte Metabolitenprofilanalysen sollten dazu
dienen Verinderungen einer Vielzahl intrazellulirer Metaboliten simultan zu untersuchen, um aus
dem  Glukosemetabolismus  resultierende  Verinderungen auf die Regulation der

Insulingenexpression tbertragen zu kénnen.

2. Beteiligung méglicher Signalwege and der Regulation der Insulingenexpression

Eine mogliche Beteiligung spezifischer Proteinsignalwege an der Regulierung der
Insulingenexpression und [B-zellspezifischer Transkriptionsfaktoren lieBe sich aus deren

Hemmung durch spezifische Inhibitoren und den daraus entstehenden Funktionsausfillen

ableiten.

Letztlich soll diese Arbeit dazu beitragen, der Antwort auf die Frage niher zu kommen, wie

chronisch hohe Glukosekonzentrationen die Insulinexpression beeintrichtigen.



2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Da bestimmte Materialien, Reagenzien und Loésungen im Zusammenhang mit threm Verwen-
dungszweck im Methodenteil erwihnt sind, werden hier nur allgemeine Reagenzien, Materialien

und Laborinstallationen sowie Gerite aufgelistet.

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid Merck, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumpersulfat Merck, Darmstadt, Deutschland
Arginin Merck, Darmstadt, Deutschland
Bisacrylamid Sigma, Saint Louis, USA

Coomassie Brilliant Blue G

Serva, Heidelberg, Deutschland

Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland
Dithiothreitol Merck, Darmstadt, Deutschland
DMSO Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycin Calbiochem, La Jolla, USA
Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland
Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Milchpulver Edeka, Potsdam, Deutschland
Natriumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland

Ortho-Phosphorsiure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Salzsdure Merck, Darmstadt, Deutschland
SDS Merck, Darmstadt, Deutschland
Tween 20 Sigma, Saint Louis, USA
Tris Base Merck, Darmstadt, Deutschland
TEMED Sigma, Saint Louis, USA

Tris Acetat

Merck, Darmstadt, Deutschland



2.1.2 Biochemikalien

6-AN (6-Phosphoglukonatdehydrogenaseinhibitor)
Aprotinin

Biotinylierte Proteinleiter

BSA

Calyculin A

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablette
DNS 100 bp Leiter und 6X Ladepuffer
Ethidiumbromid

Leupeptin

PD98059 (ERK1/2 Inhibitor)

PMSF

SB202190 (p38 Inhibitor)

2.1.3 Antikérper

Primarantikérper
Polyclonaler Anti-Aktin (Kaninchen)

HRP-gekoppelter Anti-Biotin
Polyclonaler Anti-p38 (Kaninchen)
Monoclonaler Anti-P-p38 (Kaninchen)
Polyclonaler Anti-ERK1/2 (Maus)
Monoclonaler Anti-P-ERK1/2 (Maus)
Polyclonaler Anti-JNK (Kaninchen)
Monoclonaler Anti-P-JNK (Kaninchen)

Sekundirantikérper

Ziege HRP-gekoppelter Anti-Kaninchen IgG
Pferd HRP-gekoppelter Anti-Maus IgG

Sigma, Saint Louis, USA

Sigma, Saint Louis, USA

Cell Signaling, Beverly, USA

Sigma, Saint Louis, USA

Cell Signaling, Beverly, USA

Roche, Mannheim, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma, Saint Louis, USA

Sigma, Saint Louis, USA
Calbiochem, La Jolla, USA
Boehringer, Mannheim, Deutschland

Sigma, Saint Louis, USA

Sigma, Saint Louis, USA

Cell Signaling, Beverly, USA
Cell Signaling, Beverly, USA
Cell Signaling, Beverly, USA
Cell Signaling, Beverly, USA
Cell Signaling, Beverly, USA
Cell Signaling, Beverly, USA
Cell Signaling, Beverly, USA

Cell Signaling, Beverly, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA



2.1.4 Primer

Tabelle 2: Verwendete real-time RT-PCR Primer (synthetisiert von Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Name Stromaufwirts Stromabwirts
B-Aktin 5-CGTGAAAAGATGACCCAGATCA-3 5-CACAGCCTGGATGGCTACGT-3
B2 5-CCAAAGCCACGGATCAATCT-3 5 TGCGAATGGCTATCGAAAGA-3’
C/EBPp 5 TCGGGACTTGATGCAATCC-3’ 5-GCAGGAACATCTTTAAGTGATTACTCA-3
c-myc 5-GGTGGAAAACCCGACAGTCA-3 5-CCGAGTCGTAGTCGAGGTCATAGT-3
Insulin1&2 5 TTTGTCAAACAGCACCTTTGTG-3 5-CTCCACCCAGCTCCAGTTGT-3
MafA 5-ACTGGCCATCGAGTACGTCAA-3 5-GCAGGCGGTGGCAGAA-3
Nkx6.1 5-GGAGAAGACTTTCGAACAAACGA-3’ 5-GGAACCAGACCTTGACCTGACT-3
PAX6 5-GTTTTCAGAGCCACGTATTCGA-3’ 5-ACAAAGACACCACCAAGCTGATT-3
PDX-1 5-CGGACATCTCCCCATACG-3 5-AAAGGGAGATGAACGCGG-3

2.1.5 Gerite und feste Laborinstallationen

Elektrophoreseapparatur

Gel Imager Fujifilm

GeneQuant RNS/DNS Calculator
Inkubator

Sterilwerkbank

Ultraschallgerit Labsonic® L
Ultraschallwasserbad Sonorex

Wallac Victor 2 1420 Multilabl Counter
Zentrifuge 5415D

Zentrifuge 5417R

Vakuumzentrifuge Savant Speed Vac SPD 111V

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Mikrotiterplatten 96-Well

PVDF Membran (Immobilon-P, 0,45 um Poren)
Whatmann 3 MM Filterpapier
Zellkulturflaschen (75 cm?, 175 cm?)
Zellkulturtestplatten (6-Well, 96-Well)
Zellkulturschalen (10 cm)

Biorad, Hercules, USA

Fuji Foto Film Co. Ltd, Japan
Amersham, Freiburg, Deutschland
Heraeus, Dusseldotf, Deutschland
Heraeus, Disseldorf, Deutschland
B. BraunBiotech, Melsungen, Deutschland
Bandelin, Berlin, Deutschland

Wallac, Turku, Finnland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Novodirect (Thermo), Kehl, Deutschland

TPP AG, Trasadingen, Schweiz
Millipore corporation, Bedford, USA
Schleicher & Schéll, Dassel, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland




2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Zelllinie:

INS-1

Medien und Losungen:

RPMI 1640 (mit L-Glutamin)

RPMI 1640 (mit L-Glutamin, ohne Glukose)

FBS
Tavanic

Trypsin/EDTA

10 X PBS (ohne Magnesium, ohne Calcium)

Prof. Dr. C. Wollheim, Genf, Schweiz

Gibco BRL, Gaithersburg, USA
BioWhitacker, Heidelberg, Deutschland
Gibco BRL, Gaithersburg, USA
Aventis, Frankurt (Main), Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Gibco BRL, Gaithersburg, USA

Kultiviermedium: RMPI 1640 (mit L-Glutamin), enthélt 11 mM Glukose

10% FBS

10 mM HEPES

1 mM Pyruvat

0,5% Tavanic

50 uM Mercaptoethanol

Stimulationsmedium: RMPI 1640 (mit L-Glutamin), ohne Glukose

3 mM beziehungsweise 16 mM Glukose
10% FBS

10 mM HEPES

1 mM Pyruvat

0,5% Tavanic

50 uM Mercaptoethanol



2.2.1.1 Kultivierungsbedingungen

INS-1 Zellen wurden bei 5% CO,, 95% Luftfeuchtigkeit und 37°C in RPMI 1640 (mit 2 mM L-
Glutamin) mit Zusatz von 10% hitzeinkubiertem FBS, 10 mM HEPES, 1 mM Pyruvat,
0,5% Tavanic und 50 uM Mercaptoethanol in 75 cm® Zellkulturflaschen kultiviert. Alle 2-3 Tage
wurde das Kultiviermedium erneuert. Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt und verwendete Losungen sowie Materialien waren keimfrei.

Wihrend der Durchfithrung von Experimenten wurden die INS-1 Zellen in gewiinschter
Zellzahl in 10 cm Schalen fir Metaboliten- und Proteinextraktion beziehungsweise in 6-Well
Platten fiir RNA Isolation ausgesit. Nach 3 Tagen wurden die Zellen in RPMI 1640 mit 3 mM
Glukose fiir 24 h vorinkubiert. AnschlieBend wurden sie fiir 48 h bezichungsweise fiir die in den

Abbildungen angegebene Zeit in Stimulationsmedium kultiviert.

2.2.1.2 Passagieren von Zellen

Konfluente Zellen wurden nach Entfernen des Mediums einmal mit 1X PBS gewaschen und fiir
2 min mit Trypsinlésung bei 37°C inkubiert. Die abgelésten Zellen wurden anschlieBend in
frischem Kulturmedium resuspendiert und in der gewiinschten Verdinnung auf neue

Kulturgefille verteilt.

2.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden nach Entfernen des Mediums einmal mit 1X PBS gewaschen und trypsiniert
und circa 1-3 Mio Zellen wurden in Kultiviermedium mit 10% DMSO aufgenommen.
AnschlieSend wurden sie bei 20°C eingefroren. Zur Langzeitlagerung wurden sie am nichsten
Tag in flissigen Stickstoff iberfiihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte bei 37°C im Wasserbad. Im Anschluss daran wurden sie in ein
Kulturgefda3 tberfihrt und in frischem Medium aufgenommen. Am nichsten Tag wurde das

Medium gewechselt.



2.2.2 RNA Analyse

2.2.2.1 Extraktion von Gesamt RINA

e DMPC-behandeltes Wasser: 1% (v/v) DMPC
50% (v/v) Ethanol

Zur Isolation von Gesamt-RNA wurden INS-1 Zellen in 6-Well Platten kultiviert. AnschlieBend
wurden die Zellen einmal in 1X PBS gewaschen und mit 1 ml TRIZOL Reagenz von Invitrogen
lysiert. Die weitere Aufreinigung der RNA aus INS-1 Zellen wurde, wie im Herstellerprotokoll
beschrieben, durchgefiihrt. Die Resuspension des RNA Pellets erfolgte mit 10 ul DMPC-Wasser.
Die RNA wurde bis zur weiteren Nutzung bei -80°C gelagert.

2.2.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Messung der RNA Konzentration erfolgte an einem UV-VIS Spektrophotometer Gene
Quant der Firma Pharmacia. Dazu wurden die Proben 1:50 auf ein Endvolumen von 100 pl mit

DMPC-Wasser verdinnt. Die Messung wurde in Quarzkivetten (d = 10 mm) gegen DMPC-
Wasser als Vergleichsprobe bei A = 260 nm und A = 280 nm dutrchgefiihrt. Dabei galt:

1 OD,) ., & 30 pg/ml RNA

Die Reinheit der Probe wurde durch den Quotienten OD,, . /OD,y, ... bestimmt. Der Quotient

bei sauberer RNA betrigt 2,0.

2.2.2.3 Primerdesign

Die mRNA-Sequenzen wurden aus der GenBank Datenbank des International Center for
Biotechnology Information (NCBI) des National Institute of Health (NIH) iber das Internet
bezogen. Die Primer wurden mit der Software Primer Express 2.0 entworfen. Die maximale
Linge des Amplifikats betrug 150 bp. Enthielt das Gen mehr als ein Exon, wurden die Primer

introntiberspannend entworfen, um eine spezifische Amplifikation zu gewihrleisten.



2.2.2.4 Quantitative real-time Reverse Transkription (RT) - PCR

Prinzip

Die real-time PCR funktioniert im Prinzip wie eine standardmifBige PCR, jedoch wird dem
Reaktionsansatz der Fluorophor SYBR®Green zugegeben, der die Eigenschaft besitzt,
unspezifisch in Doppelstrang-DNA zu interkalieren. Die real-time PCR erlaubt damit eine
Echtzeitmessung des ansteigenden Fluoreszenzsignals mit jedem PCR-Zyklus. Die Fluoreszenz
nimmt also proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung méglich
macht. Die Zunahme der Ziel-DNA korreliert daher mit der Zunahme der Fluoreszenz von
Zyklus zu Zyklus. Nach Korrektur der Hintergrundfluoreszenz, wird der Anstieg der Fluoreszenz

fir jeden einzelnen Zyklus in einem Amplifikationsplot (Abbildung 4) dargestellt.
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Abbildung 4: Amplifikationskurven und zugehérige Dissoziationskurven von -Aktin (Probentriplets)

Die in dieser Arbeit dargestellten Genexpressionsanalysen wurden mittels ,,One-Step® real-time
RT-PCR durchgefithrt. Dies bedeutet, dass die Resultate auf mRNA-Mengen basieren. Dafiir
wurde bei allen Reaktionen aus INS-1 Zellen isolierte RNA mit einer Konzentration von
10 ng/pl als Template ecingesetzt. Bei dem ,,One-Step” Verfahren wird wihrend des
Reaktionsverlaufs, vor der eigentlichen Amplifikation der DNA, die RNA mit dem Enzym
Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Dadurch kénnen Fehler bei der Reversen

Transkription und nichtlineare RNA-Umschreibung in cDNA reduziert werden.



Schmelzkurvenanalyse des PCR-Produkts

Nach abgelaufener PCR wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, anhand derer die
charakteristische Dissoziationstemperatur der PCR-Produkte und damit die Spezifitit bestimmt
werden kann. Bei einer Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgeschmolzen und dann die
Temperatur langsam erniedrigt. Bei einer fir jede Sequenz spezifischen Temperatur bildet sich
aus den Finzelstringen wieder ein Doppelstrang, was einen Fluoreszenzanstieg zur Folge hat. Je
nach Linge des Produkts entsteht ein spezifischer Schmelzkurvenverlauf (Abbildung 4), der eine
Unterscheidung zwischen spezifischem Produkt und der Bildung von Primer-Dimeren
beziechungsweise ~Kontamination zuldsst. Bei jedem Versuch wurden sowohl eine
Negativkontrolle ohne Template zum Monitoring von Primer-Dimeren und Verunreinigungen,
als auch eine (-) RT Kontrolle ohne Reverse Transkriptase, bei der nur ein Produkt durch

vorhandene genomische oder cDNA entsteht, mitgefiihrt.

Durchfiihrung
Fir den Reaktionsansatz wurde der QuantiTect™ SYBR® Green RT-PCR Kit der Firma Qiagen

verwendet. Ein Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 5pul war wie folgt

zusammengesetztz

3,00 ul 2X SYBR® Green Mastermix
0,04 ul Reverse Transkriptase Mix
0,36 ul Rnase-freies Wasser

0,30 ul Senseprimer (5 uM)

0,30 ul Antisenseprimer (5 uM)

1,00 uI RNA (10 ng/pl)

Die Proben wurden in 384-Well Platten pipettiert und die Reaktion lief im real-time PCR Cycler
»7900 HT Sequence Detection System® der Firma Applied Biosystems mit folgendem

Temperaturprofil ab:

1) Reverse Transkription: 20 min  50°C
2) Aktivierung der Hot-Start Tag-Polymerase: 15 min  95°C

: I 1 °
3) PCR: Denaturierung 5s 95°C } 30-40 Zyklen
Primerannealing und Extension Imin  60°C
4) Schmelzkurvenanalyse: 15s 95°C
15s 60°C

15s 95°C



Relative Quantifizierung und Normalisierung

Zur Normalisierung sowie relativen Quantifizierung der Daten wird eine interne Kontrolle
benotigt. Eine interne Kontrolle kann ein Gen-Transkript sein, dessen Signal verwendet wird, um
Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA auszugleichen. Weil die Gesamtanalyse
auf diesem Signal basiert, ist die Wahl der internen Kontrolle ein wichtiger Aspekt des
Experiments. Die Expression der internen Kontrolle sollte nicht als Antwort auf die

experimentelle Behandlung variieren.

Berechnung mit Hilfe der Standardkurve

Es besteht eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem Logarithmus der
eingesetzten Menge und dem Schwellenwert C. Ist die Ausgangsmenge einer Probe bekannt,
kann eine Standardkurve durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den C,
konstruiert werden. Durch die Geradengleichung x = (C, - b)/m (m = Steigung der Geraden, b =
y-Achsenabschnitt) kann an der Standardkurve fiir jede unbekannte Probe der Logarithmus der
mRNA Menge bestimmt werden. Alle Proben werden normalisiert, indem die errechnete mRNA

Menge des Zielgens durch die mRNA Menge des internen Kontrollgens geteilt wird:

Relative Genexpression (normalisiert) = mRNA Menge Targetgen / mRNA Menge Kontrollgen

2.2.2.5 Agarosegelelektrophorese

e 50X Tris-Acetat-EDTA (TAE) Laufpuffer: 2 mM Tris-Acetat
0,05 M EDTA, pH 8

Zusitzlich  zur  Schmelzkurvenanalyse  wurden  die  real-time RT-PCR  Produkte
gelelektrophoretisch aufgetrennt, um die Fragmentlinge und die Spezifitit der Primer zu prifen.
Fir die Trennung von DNA wurden 3%ige horizontale Agarosegele verwendet. Dazu erhitzte
man eine entsprechende Menge Agarose bis zur vollstindigen Schmelze in 1X TAE-Laufpuffer.
Um die DNA mittels UV-Licht zu visualisieren wurde das Gel mit 0,5 ug/ml Ethidiumbromid
versetzt. Die Triplets einer real time RT-PCR Probe wurden gepoolt und 15 ul der Probe wurden
mit 3 ul DNA Probenpuffer (6X) verdinnt und anschlieBend bei 100 V elektrophoretisch
aufgetrennt. Als Standard wurden 3 ul einer 100 bp Leiter verwendet, von der zuvor 0,5 ul mit
0,5 ul DNA Probenpuffer (6X) versetzt und auf 3 ul mit Aqua dest. aufgeftllt wurden. Die DNA

Banden wurden mittels Gel Imager visualisiert.



2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Proteinisolation

e Lysepuffer: 7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

40 mM Tris (hydroxymethyl) aminomethan

65 mM Chaps

130 mM DTT
e Proteaseinhibitoren: 1 Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablette
e Phosphataseinhibitoren: 50 nM Calyculin A

1 mM PMSF

1 mM Natriumorthovanadat

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C und mit gekithlten Lésungen durchgefiihrt. Nach Entfernen
des Mediumiiberstandes wurden die Zellen in 10 cm Testkulturplatten zweimal mit 1X PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen unter Zuhilfenahme eines Zellschabers in 1,5 ml
Reaktionsgefille tberfithrt und mit 200 ul Lysepuffer, welchem kurz zuvor die Phosphatase-
inhibitoren zugegeben wurden, lysiert. Danach wurden die Zellen einer Ultraschallbehandlung
unterzogen (5 s bei 100 Watt, 10 s Pause, 3 Wiederholungen) und die Zellsuspension bei 14000
rpm, 4°C fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 tberfiihrt

und das Pellet verworfen.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

e Bradfordreagenz: 10% (v/v) H,PO,
4,75% (v/v) Ethanol
0,01% (w/v) Coomassie Blue G250

Im Anschluss an die Proteinextraktion erfolgte die Messung der Gesamtproteinkonzentration der
Probe. In einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 1 ul der Probe im Bereich zwischen 0,5 pug/ul und
4 pg/ul Protein mit 250 ul Firbereagenz gemischt. Weiterhin pipettierte man in der gleichen
Weise verschiedene Verdinnungen eines BSA Standards (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; und 4,0 pg/ul), der im
gleichen Puffer wie das zu messende Protein gelost war. Als Blindwert wurde nur Lysepuffer

pipettiert. Nach 2 min wurde die Proteinkonzentration der Proben im Wallac Multilabl Counter



bei einer Wellenlinge von A = 595 nm gemessen. Das im Bradfordreagenz enthaltene Coomassie

Brilliant Blue bindet im saueren Milieu an die Proteine und bewirkt eine Verschiebung des

Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm. Die Absorptionszunahme bei 595 nm ist ein

MaB fiir die Gesamtproteinkonzentration der Losung.

2.2.3.3 SDS-PAGE

e Proteinprobenpuffer (4X):

e Proteinlaufpuffer (10X pH 6,8):

e Acrylamidlésung (30%) :

e Trenngel (10%):

e Sammelgel (5%):

200 mM Tris HCI (pH 6,8)
400 mM DTT

8% (w/v) SDS

0,4% (w/v) PyroninY
40% (v/v) Glycerin

2M Glycin
250 mM Tris Base
1% (w/v) SDS

29,2% (w/v) Actylamid
0,8% (w/v) Bisacrylamid

375 mM Trispuffer (pH 8)
10% (v/v) Actylamidlésung
1% (w/v) SDS

1% (w/v) Ammoniumpersulfat

0,07% (v/v) TEMED

63 mM Tris buffer (pH 0)
5% (v/v) Actylamidlosung
0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,1% (v/v) TEMED

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ermoglicht die Auftrennung isolierter

Proteine nach ihrem Molekulargewicht. Fir die FElektrophorese wurden 12%ige

diskontinuierliche Gele in Kombination mit einer vertikalen Elektrophoresekammer verwendet.



Die aufzutrennenden Proteinextrakte wurden im Verhiltnis 1:4 mit 4X Proteinprobenpuffer

vermischt und 5 min bei 95°C denaturiert. 30 pg Protein wurden auf das Gel aufgetragen und die

Auftrennung erfolgte in der mit Proteinlaufpuffer gefillten Kammer bei einer konstanten

Spannung von 100 V pro Gel.

2.2.3.4 Westernblot und Antikérperbehandlung

Kathodenpuffer:

Anodenpuffer 1:

Anodenpuffer 2:

TBS/T Puffer:

Blockierlosung:

100 mM Arginin
0,01% (w/v) SDS

300 mM Ttris Base
20% (v/v) Methanol

20 mM Tris Base
20% (v/v) Methanol

100 mM Tris Base
1,5M NaCl
0,5% (v/v) Tween 20

5% (w/v) Milchpulver in TBS/T

Die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe eines semi-trockenen Systems

elektrophoretisch auf eine hydrophobe Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran tibertragen. Der

Transfer und die Detektion der Proteine wurden nach folgendem Protokoll durchgefthrt:

Das, die Proteine enthaltene, Polyacrylamidgel wird in Nachbarschaft zu der PVDF-

Membran gebracht, die zuvor ein paar Sekunden mit absolutem Methanol aktiviert und

anschlieend in Aqua dest gespult wurde. Vorder- und Riickseite des Gels wurden mit

verschiedenen Puffer-getrinkten Whatmannfilterpapieren (Abbildung 5) bedeckt und das

Transfer-Sandwich zwischen zwei Graphitplatten platziert. Der Transfer der Proteine auf

die Membran erfolgte 50 min bei einer konstanten Stromstirke von 100 mA.
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Abbildung 5: Semi-trockenes Transfer-Sandwich

Nach dem Proteintransfer auf die Membran wurde diese mit 1X TBS gespilt und
anschlieBend 1 h in Blockierldsung inkubiert, um ein unspezifisches Binden der Antikérper

zu verhindern. Der Molekulargewichtsmatrker wurde nicht blockiert und verblieb in TBS/T.

Die Membran wurde dann mit 1X TBS/T gespult und uber Nacht bei 4°C mit
Erstantikorper in 5% BSA-Losung und in geeigneter Konzentration inkubiert. Im
Anschluss daran wurde die Membran zweimal mit TBS/T gespult, danach 15 min und
zuletzt 2 mal 5 min in TBS/T gewaschen. Auch wihrend der Erstantikbrperbehandlung
verblieb der Marker in TBS/T.

Als Zweitantikorper wurde ein Meerrettichperoxidase-gekoppelter Antikérper in geeigneter
Konzentration in 5%iger Milchpulverlosung verdinnt und die Proben damit 1 h bei RT
inkubiert. Der biotinylierte Marker wurde gleichzeitig mit Meerrettichperoxidase-
gekoppeltem Anti-biotin Antikérper bei einer Verdinnung von 1:1000 behandelt. Die
Membran wurde darauffolgend zweimal mit TBS/T gespilt und dann 15 min und zuletzt

4 mal 5 min in TBS/T gewaschen.

Die Immunreaktion wurde mit dem chemilumineszierenden Substrat Luminol sichtbar
gemacht, indem man die Membran 1 min mit den Reagenzien LumiGLOreagent und
Peroxidase im Verhiltnis 1:2 inkubiert. Die Aufnahme der Lichtemission mittels Fuji Gel
Imager erméglichte die Visualisierung der Proteinbanden. Die Analyse der Proteinmenge

erfolgte densitometrisch mittels AIDA software.



2.2.3.5 Strippen der Western Blot-Membran

e Stripping Puffer: 50 mM Tris, pH 6,8
100 mM Mercaptoethanol
2% (w/v) SDS

Zum Entfernen von Primir- und Sekundirantikérpern und zur anschlieBenden Zweitdetektion
von Zielproteinen auf der Western Blot-Membran, wurde diese in einem luftdichtverschlossenen
Behiltnis fiir 20 min bei 50°C in ausreichend Stripping Puffer geschwenkt. Danach wurde die
Membran in 1X TBS gespiilt und zweimal 10 min in 1X TBS gewaschen. Nach dem Stripping

konnte die Membran einer weiteren Behandlung mit Antikérpern unterzogen werden.

2.2.5 Metabolitenprofilanalyse

In Kooperation mit dem Max Planck Institut fiir Molekulare Pflanzenphysiologie wurde im
Hinblick auf Unterschiede im Stoffwechselmuster ein breites Spektrum von intrazelluliren
niedermolekularen Metaboliten in INS-1 Zellen nach Stimulation mit physiologischen und

supraphysiologischen Glukosekonzentrationen untersucht.

Chemikalien

Chloroform fiir Chromatographie Merck, Darmstadt, Deutschland
Methanol fir Chromatographie Merck, Darmstadt, Deutschland
Methoxaminhydrochlorid Sigma, Saint Louis, USA
N,N-Dimethylformamiddiethylacetal (DMF) Sigma, Saint Louis, USA
Fettsiuremethylester (FAMEs) Sigma, Saint Louis, USA
N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA) Sigma, Saint Louis, USA

Ribitol als interner Standard Sigma, Saint Louis, USA
Equipment

Gaschromatograph 6890N Agilent, Waldbronn, Deutschland
Pegasus 3 TOF Massenspektrometer Leco, St. Joseph, MI, USA
Pegasus 4 TOF Massenspektrometer Leco, St. Joseph, MI, USA
ChromaTOF Software 1.61 fiir Pegasus 3 Leco, St. Joseph, MI, USA

ChromaTOF Software 3.25 fir Pegasus 4 Leco, St. Joseph, MI, USA



Zellkultivierung

INS-1 Zellen wurden in 10 cm Schalen in RPMI1640 Medium mit 11 mM Glukose kultiviert.
Vor der Stimulation mit 3 mM oder 16 mM Glukosemedium fir 48 h wurden die Zellen fur 24 h
in 3 mM Glukosemedium gehalten. Um nachzuvollziehen, welche gemessenen Metabolite aus

dem Glukoseabbaustoffwechsel resultieren, wurde [*C]Glukose durch [°C]Glukose ersetzt.

Extraktion

Die Zellen wurden nach Stimulation 3 mal mit eiskalter 0,9%iger NaCl-Lésung gewaschen. Die
Zellen wurden anschlieBend unter zu Hilfenahme eines Zellschabers in 2 ml Eppendorfgefil3e
tberfithrt und das Zellpellet in fliissigem Stickstoff zwischengelagert. Nach dem Wiederauftauen
wurden  zum  Pellet  sofort 500 ul  einer  -20°C  kalten  Extraktionslésung
(Methanol:Chloroform:Aqua dest. im Verhiltnis 2,5:1:1) mit 7,2 uM Ribitol als internen Standard
zugegeben. Im Anschluss daran wurden die Zellen fir 5 min in einem Ultraschallbad sonifiziert
und danach bei 4°C, 14000 rpm fiir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in frische 2 ml
Eppendorfgefilie tberfihrt, vakuumgetrocknet und bei -20°C bis zur Derivatisierung gelagert.
Das gerade beschriebene Vorgehen zur Extraktion der Metaboliten bedurfte zuvor einiger
Optimierungsschritte, die im Ergebnisteil unter 3.1.1 ,,Optimierung der Metabolitenextraktion

zur Anwendung an mammalischen Zelllinien* dargestellt sind.

Derivatisierung

Um schwer verdampftbare oder leicht zersetzliche Substanzen gaschromatographisch zu erfassen,
ist deren Derivatisierung notwendig. Dabei werden stark polare Gruppen in weniger polare
umgewandelt. Die gebildeten Derivate zeichnen sich durch eine erhohte Flichtigkeit und durch
eine groB3ere thermische Stabilitdt aus. Fir GC-tofMS wurden die vakuumgetrockneten Proben in
10 ul Methoxaminhydrochlorid in Pyridin (40 mg/ml) gelost und bei 30°C fir 90 min unter
stindigem Schiitteln inkubiert. Danach wurden zu den Proben 90 pl des Reagenz MSTFA
(enthielt 10 ul/ml FAMEs als interne Standards) zugegeben, um polare funktionelle Gruppen zu

derivatisieren und diese bei 37°C fiir 30 min inkubiert.

Injektionsparameter

1 ul Probe wurde bei einer Temperatur von 45°C, welche um 4°C/s auf 230°C anstieg, durch
eine Splitless-Injektion auf die Kapillarsiule gebracht. Die Injektion wurde von einem
programmierbaren Autosampler vorgenommen. Als Trigergas diente Helium, dessen Gasstrom

auf 2 ml/min festgelegt war.



Chromatographie

Die Chromatographie am Gaschromatograph 6890N wurde mit 30 m MDN-35 Kapillarsiulen (o
320 pm) durchgefiihrt. Die Temperatur sollte fiir 210 s bei 85°C isotherm sein, darauffolgend
auf 360°C um 15°C/min ansteigen und 230 s bei 360°C verbleiben.

Massenspektrometrie

Im Flugzeitmassenspektrometer wurden die zuvor gaschromatographisch aufgetrennten
Substanzen  durch  eine  ElektronenstoBionisation  fragmentiert.  Das  jeweilige
Fragmentierungsmuster wurde dann zur Substanzidentifizierung herangezogen. Die
Wechselspannung wurde so gewihlt, dass nur Ionen mit m/z 80 bis m/z 500 mit 20 Scans/s
detektiert wurden. Zur Messung der Fettsiuren wurden die Proben mit dem Leco Pegasus 3
TOF Massenspektrometer, gekoppelt an einen 6890N Gaschromatograph und einem Dual-Arm
Autosampler mit automatischer Derivatisierung und Lineraustausch, analysiert. Das eliminiert
zum einen das Auftreten moglicher Degradierungs- und/oder Syntheseartefakte und zum
anderen Probenverschleppung, was bei unpolaren Verbindungen, wie Fettsduren auftreten kann.
Da zellulire Fettsauren keine signifikante Rolle in INS-1 zu spielen schienen (Ergebnisteil 3.1.3),
wurden die Proben daraufhin mit dem Leco Pegasus 4 TOF Massenspektrometer, gekoppelt an
einen 6890N Gaschromatograph, analysiert. Daftir wurden die Proben zuvor manuell

derivatisiert.

Datenprozessierung

Die Metabolitenprofilanalyse fihrt zu komplexen Chromatogrammen, charakterisiert durch
koeluierende Komponenten. Obwohl das ein Problem ist, kann dieses teilweise durch
Dekonvolution der Chromatogramme behoben werden. Die Herstellersoftware ChromaTOF
verfiigt iber einen geeigneten Algorithmus Spektra zu dekonvoluieren. Diese dekonvoluierten

Spektra konnen als exportierte Textdateien weiter prozessiert werden.

Retentionszeit Index

Der Retentionszeit Index  (RI) ist wahrscheinlich der wichtigste Parameter fir die
Peakzuordnung. Es ist dulerst wichtig, dass jedes Chromatogramm separat fiir die Retentionszeit

korrigiert wird. Folgender Algorithmus wird angewandt:

1) Identifizierung der Retentionszeit von jedem internen Standard und Zuordnung eines

festgelegten RI zu dem jeweiligen Peak.



2) Berechnung der RI fir alle Molekiile die zwischen zwei Standards eluieren, mit Hilfe von
linearer Interpolation.
3) Verlingerung der Linearen zur Berechnung der RI aller Komponenten, die vor oder nach

dem letzten Standard eluieren.

Peakzuordnung

Mit Hilfe eines Skripts, entwickelt am MPI fiir Molekulare Pflanzenphysiologie [65], wird jedem
Peak ecine Substanz mit bekannter oder unbekannter chemischer Struktur zugeordnet. Die
Zuordnung ist hauptsichlich abhingig vom RI und dem Massenspektrum. Die Identifikation
einer Substanz erfolgte Gber einen Vergleich mit kommerziell erhiltlichen Referenzsubstanzen
tber eine am MPI selbst angelegte Metabolitenbibliotheksdatenbank. Zusitzlich wurde ein
Vergleich der Massenspektren iiber das Computerprogramm AMDIS (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System) des National Institute of Standards and Technology

(NIST) herangezogen.

Rohdatenbearbeitung

Die ermittelte Peakhohe wurde relativ zum internen Standard Ribitol dargestellt. Durch die
Extraktion mit Methanol und Chloroform werden nichtzellulire Substanzen aus
Kunststoffverbrauchsmaterialien und andere Laborkontaminationen unvermeidlich mitextrahiert.
Aus diesem Grund wurden bei jedem Versuchsansatz Blindproben (Proben ohne Zellen unter
den eingesetzten Kultivierungsbedingungen und von den eingesetzten Plastikmaterialen)
generiert. Metaboliten, welche in den mitgefihrten Blindproben in gleichen Mengen wie in INS-1
Extrakten detektiert wurden, sind von der Analyse ausgeschlossen worden. Aulerdem wurden
Metaboliten mit mehr als 50% Fehlwerten einer Kultivierungsbedingung aus der Analyse
ausgeschlossen, vereinzelte Fehlwerte durch Berechnung des Median der Variablen ersetzt.

AnschlieBend wurden die Daten fiir die Zellzahl korrigiert.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Metabolitenanalyse von Extraktion bis Datenauswertung

2.2.6 Statistik

Alle Experimente wurden, soweit nicht anders angegeben, unabhingig voneinander in Triplika
durchgefiihrt, wobei bei Durchfiihrung jedes Experiments ebenfalls mindestens drei voneinander
unabhinige Proben fiir jede Kultivierungsbedingung analysiert wurden. Eine Uberpriifung der
Signifikanz p der Ubereinstimmung zweier Verteilungen wurde im Fall einer Normalverteilung
der Werte mit Hilfe des parametrischen Student's T-Tests und bei Abweichung von der
Normalverteilung mit Hilfe des parameterfreien Mann-Whitney-U Tests ermittelt. Signifikanz

liegt vor, wenn p < 0,05 ist.



3  Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich in 3 Teilabschnitte:

1 Metabolitenanalysen zur Untersuchung der Verstoffwechselung von Glukose in B-Zellen

2 Analyse von Proliferation, Insulingenexpression und wichtigen
Schliisseltranskriptionsfaktoren beziehungsweise Signalkaskaden unter chronisch hohen
Glukosekonzentrationen in INS-1

3 Analyse der Faktoren, die potentiell eine Verkniipfung zwischen verindertem

Glukosemetabolismus und Regulierung der Insulingenexpression darstellen

Auswahl des Modellsystems

Als in vitro-Modell kam die pankreatische Ratten-Insulinomazelllinie INS-1 zum FEinsatz. In der
Diabetesforschung haben Nager-B-Zelllinien bisher ihre Niutzlichkeit bewiesen und bis eine
humane clonale -Zelllinie verfiigbar ist, stellen sie wertvolle B-Zellmodellsyteme dar. Die meist

genutzten Insulin-sezernierenden B-Zelllinien sind RIN [66], HIT [67], beta TC [68], MIN-6 [69]
und INS-1 [70] Zellen. Diese Zellen exprimieren hauptsichlich Insulin und nur geringe Mengen
an Glukagon und Somatostatin. RIN Zellen, den Subklon RIN-38 ausgenommen, weisen eine
schwache sekretorische Antwort auf Glukose auf [71, 72]. HIT und beta TC Zellen, den Subklon
beta TC-6 F7 ausgenommen, sezernieren Insulin nach Glukosestimulation, aber deren Dosis-
Antwort Kurve ist deutlich nach links verschoben [73]. Dagegen behalten INS-1, MIN-6 und
beta TC-6 F7 Zellen eine weitgehend normale Glukose-induzierte Insulinsekretion unter

physiologischen Bedingungen bei.

3.1 Charakterisierung des Glukosestoffwechsels in INS-1 anhand des
Metabolitenprofils

Die Metabolitenprofilanalyse spielt in Erginzung zur funktionellen Genom- und Proteomanalyse
bei der Entdeckung von Biomarkern, der Aufklirung von Signalwegsbezichungen und
Krankheitsmechanismen eine wichtige Rolle. Es konnte bereits dargestellt werden, dass mittels
Metabolitenprofilen  ,,verdeckte  Phidnotypen  unterschieden werden kénnen, wo
Genexpressionsanalysen diesen Unterschied nicht so deutlich darstellen konnten [74].

Metabolomics fand aulerdem Anwendung bei der Identifizierung von ,stillen Mutationen®



innerhalb des Genoms von S. cerevisiae, die keinen offentsichtlichen Phianotyp verursachten,

aber ein unterschiedliches Metabolitenprofil zur Folge hatten [75]. Metabolitenprofilanalysen in

der B-Zelllinie INS-1 sollten zunichst detailliertere und auch bisher unerkannte Verinderungen
des Glukosestoffwechsels unter chronisch hyperglykimischen Bedingungen aufzeigen. Diese
Anwendung sollte auflerdem verdeutlichen, dass durch die simultane Messung einer Viezahl von

Metaboliten ein pathologisches Stoffwechselprofil erstellt werden kann.

3.1.1 Optimierung der Metabolitenextraktion zur Anwendung an mammalischen

Zelllinien

Ein Protokoll zur Extrahierung von Metaboliten aus pflanzlichen Systemen wurde von Fiehn et
al. publiziert [76]. Die Extraktion von Metaboliten aus mammalischen Zellen bedurfte einiger

Optimierungsschritte, auf die im Nachfolgenden niher eingegangen wird.

Reduktion von mdéglichen Kontaminationen

Mammalische Zellen wachsen in einem komplexen Kulturmedium, das vor der Extraktion von
den Zellen separiert werden muss. Das Kulturmedium ist reich an Aminosduren und Vitaminen,
Molekiile, die teilweise von den Zellen selbst synthetisiert werden. Wenn Zellen aulerdem iiber
einen lingeren Zeitraum stimuliert werden, wie die chronische Stimulation von INS-1 mit
Glukose, ist die Anwendung von Serum, welches von unbekannter Zusammensetzung ist,
essentiell, um ein optimales Wachstum zu gewihtleisten. Des Weiteren scheiden Zellen eine
Vielzahl an Molekiilen bekannter und unbekannter Natur aus. Um sicher zu gehen, dass
ausschliefllich intrazellulire Metaboliten nach Extraktion gemessen werden, wurde anfinglich
Uberprift, wie viele Waschschritte maximal notwendig sind, um die Zellen einerseits ausreichend
vom Mediumiuberstand zu befreien und andererseits einem mdglichst geringen metabolischen
Stress auszusetzen. Dazu wurde das Medium mit Acetylsalicylsiure oder Coffein versetzt,
Metaboliten, von denen angenommen wurde, dass diese sich weder im origindren
Kultivierungsmedium befinden, noch von den Zellen synthetisiert werden. Dann wurde jeder
Waschiiberstand mittels GC-tofMS analysiert und anhand der Abnahme von Acetylsalicylsdure
und Coffein war zu beobachten, dass zweimaliges Waschen mit 0,9%ger NaCl ausreichend war,

um Mediumriickstande zu entfernen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Nach zweimaligem Waschen der INS-1 sind keine Riickstinde von Acetylsalicylsdure und
Coffein mehr im Medium zu detektieren. M = Mediumiiberstand nach Zugabe von Acetylsalicylsdure oder
Coffein , W = Waschtiiberstand

Auswahl des Extraktionslosungsmittels

Eine weitere Problematik ist die chemische Vielfalt der Metaboliten [77]. Hydrophobe
Verbindungen, dazu gehoéren Lipide, lassen sich bevorzugt mit organischen Losungsmitteln, wie
Chloroform, Ether, Benzol oder Kohlenwasserstoffen extrahieren. Hydrophile Verbindungen,
wie Zuckermolekiile sind dagegen wasserloslich und lassen sich gut in Methanol extrahieren,
welches im Losungsvermogen dem Wasser sehr dhnelt. Daher wurde tberprift, ob sich

Methanol oder ein Gemisch aus Methanol/Chloroform/Wasser am besten zur Extraktion

eignen.
Fumarsdure Ketoglutarsiaure
0.3 0.1
=t 0.25 —
g 0.08 -
»
o 0.2 —— —
fé 0.06 +
. 0.15 |
2
8 0.04 ~
o~ 0.1 4 —
0.05 - — 0027 |_|
0 - T T T 0 +—/TT = T T &
+ Beads + US + Beads + US + Beads + US + Beads + US
N AN J N /AN J
Y Y Y Y
MeOH MeOH:Chloroform:H,O MeOH MeOH:Chloroform:H,O

Abbildung 8: Einfluss der eingesetzten Losungsmittel auf die Extrahierbarkeit von intrazelluliren
Metaboliten. Beads = Glaskiigelchen & 1 mm, US = Ultraschall



Die Zellpellets wurden aulerdem einer zusitzlichen Ultraschallbehandlung unterzogen oder mit
Glaskiigelchen mechanisch zerkleinert. Am Beispiel von zwei Metaboliten dhnlicher Struktur ist
die Effizienz der jeweiligen Extraktionsmethode dargestellt (Abbildung 8). Es ist ersichtlich, dass
mit Methanol/Chloroform/Wasser eine Extraktion von Fumarsiure am besten gelang. o-
Ketoglutarsaure lief3 sich am besten mit Methanol extrahieren. Ein mechanischer Zellaufschluss

oder Sonifizieren verbesserte das Ergebnis. Fumarsidure und o-Ketoglutarsiure sind beides
mitochondriale Dicarbonsduren und trotzdem ist deren Extrahierbarkeit stark vom jeweiligen
Losungsmittel abhingig. Bei anderen Metabolitenklassen ist die Effizienz der Extrahierbarkeit
ebenfalls vom Loésungsmittel abhingig. Ein optimaler Losungsmittelmix, der eine vergleichbar
gute Extrahierung der unterschiedlichen Molekilklassen gewahrleistet ist bisher nicht verfiigbar.
Fir relative Untersuchungen ist die Effizienz allerdings weniger von Bedeutung. Da die Mehrzahl
an Metaboliten besser mit Chloroform/Methanol/Wasser und zusatzlicher
Ultraschallbehandlung  extrahierbar war, wurde dieses Protokoll kunftig fir weitere

Untersuchungen verwendet.

3.1.2 Unterscheidung von INS-1 bei 3mM und 16 mM Glukose anhand des

metabolischen Profils

Nach der GC-TOF/MS Analyse von INS-1 Proben wurde zunichst eine fir INS-1 Zellen
spezifische Metabolitenreferenzliste erstellt. Dazu wurden die gemessenen Metaboliten durch
einen Vergleich der Massenspektrenihnlichkeit und der Ubereinstimmung der Retentionszeit mit
authentischen Substanzen der Anwenderbibliothek des Max-Planck Instituts fir Molekulare
Pflanzenphysiologie identifiziert. Es konnten nach Ausschluss von Kontaminationen 74 zelluldre
Metaboliten identifiziert werden, 181 Metaboliten konnten nicht eindeutig zugeordnet werden.
Die uniiberwachte multivariate Hauptkomponentenanalyse wurde angewandt, um die
Unterschiedlichkeit von INS-1 unter chronisch niedrigen und hohen Glukosebedingungen im
Hinblick auf deren metabolische Beschaffenheit zu visualisieren. In die Analyse wurden alle
identifizierten und nichtidentifizierten Metaboliten (insgesamt 255) eingeschlossen. Der erstellte
Score-Plot in Abbildung 9 demonstriert eine klare Differenzierung von INS-1 nach zweitdgiger

Stimulierung mit 3 mM und 16 mM Glukose.
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Abbildung 9: Die Hauptkomponentenanalyse visualisiert die Unterschiedlichkeit des Metabolitenprofils
von INS-1 stimuliert mit 3 mM (blau, n = 24) und 16 mM Glukose (rot, n = 23) fiir 48 h. Alle 255
Metaboliten wurden in die Analyse einbezogen. PC1, 2 und 3 = Hauptkomponenten 1, 2 und 3

3.1.3 Verinderungen im Metabolitenmuster nach chronischer Glukosestimulation

Im Anschluss an die Hauptkomponentenanalyse wurden die Daten im Kontext der
Stoffwechselwege betrachtet (biochemische Interpretation der Daten). Eine Liste aller
identifizierter und vermeintlich identifizierter (putativ) Metabolite, die in die PCA-Analyse
einbezogen wurden, ist in Tabelle 3 dargestellt. Die Metaboliten wurden potentiellen
Stoffwechselwegen zugeordnet. Anhand der identifizierten Metaboliten waren die deutlichsten
Verinderungen bei Metaboliten aus dem Glukoseabbaustoffwechsel zu beobachten. Zum
Beispiel waren die Spiegel der glykolytischen und mitochondrialen Metaboliten erhéht. Besonders
stark reicherte sich im Mitochondrium o-Ketoglutarat (circa 70-fach) an. Auffallend waren

auBerdem die Metabolite des Pentosephosphatweges Glucono-6-lacton, 6-Phosphoglukonat und

Glukonat. Glucono-d-lacton und 6-Phosphoglukonat waren bei 3 mM Glukose tberhaupt nicht
detektierbar, akkumulierten aber bei 16 mM Glukose. Die Intensitiat von Glukonat war bei 3 mM

sehr niedrig und lag an der unteren Grenze der Empfindlichkeit des



Tabelle 3: Dargestellt ist eine Liste aller identifizierten Metaboliten und deren Anderung nach 48 h
Inkubation mit 16 mM Glukose versus 3 mM Glukose. Das Vielfache wurde aus dem Median von 25
voneinander unabhingig kultivierten Proben je Kultivierungsbedingung (3 mM beziechungsweise 16 mM
Glukose) ermittelt. Der p-Wert wurde mittels nichtparametrischen Mann-Whitney-U Test berechnet.
"Erhobt" bedeutet, dass der entsprechende Metabolit bei 3 mM Glukose nicht detektierbar war, aber eine
Anreicherung bei 16 mM Glukose zu verzeichnen war. Die Berechnung einer n-fachen Verinderung war
aus diesem Grund nicht moglich.

Metabolit p-Wert | Vielfaches | Metabolit p-Wert | Vielfaches
Glukose < 0,00001 + 52 Harnstoffzyklus
Urea n.s.
Glykolyse
Glukose-6-Phosphat < 0,00001 + 3,5 Aminosiuren
Glycerat-3-Phosphat < 0,00001 +83 Alanin n.s.
Phospho(enol)pyruvat < 0,00001 + 4,6 Arginin < 0,01 - 48
Pyruvat < 0,00001 + 10,1 Asparagin n.s.
Aspartat < 0,05 +1,3
Krebszyklus Beta-Alanin n.s.
Citrat < 0,00001 + 3,9 Cystein n.s.
o-Ketoglutarat < 0,00001 + 69,8 Homocystein n.s.
Succinat < 0,005 +39 Glutamat n.s.
Fumarat < 0,00001 + 4,3 Glutamin n.s.
Malat < 0,00001 + 8,4 Glycin n.s.
Histidin n.s.
Glykogensynthese Homoserine (putativ) < 0,05 + 3,5
Glukose 1-Phosphat < 0,005 +15 Hydroxyprolin < 0,005 +20
Hypotaurin n.s.
Polyolsynthese Isoleucin < 0,005 + 24
Sorbitol < 0,01 +2,1 Leucin < 0,005 + 2,0
Fruktose < 0,01 + 1,6 Homoserin n.s.
Methionin n.s.
Pentosephosphateweg Oxoprolin n.s.
Glucono-8-lacton < 0,00001 erhobt Phenylalanin < 0,005 + 24
6-Phosphoglukonat < 0,00001 erhiht Prolin < 0,01 +1,6
Glukonat < 0,00001 + 58 Setin n.s.
Ribulose 5-Phosphat < 0,0001 + 3,8 Taurin n.s.
Ribose 5-Phosphat < 0,005 +18 Threonin n.s.
Tyrosin n.s.
Inositolbiosyntheseweg Valin n.s.
Myo-Inositol n.s.
Fettsduren
Esterifikation Pantothensiure n.s.
Glycerolphosphat < 0,00001 - 27 Lignocerinsiute n.s.
Glycerol < 0,0005 + 21 Palmitinsaure n.s.
Plamitoleinsiure < 0,0005 +1,9
DNA Synthese Arachidonsiure < 0,005 -1,7
Carbamylaspartat < 0,00001 + 8,7 Behensiure n.s.
Orotat n.s. Heptadecansiure (Margarinsiure) | n.s.
Uridine 5-Monophosphat n.s. Pentadecanoic acid n.s.
Cytidine 5-Triphosphat (putativ) | n.s. Myristinsidure n.s.
2-Deoxyuridine 5-Triphosphat n.s. Stearat n.s.
Cholesterolbiosynthese NAD/NADP Synthese
Dimethylallylpyrophosphat n.s. Nicotinamid < 0,05 + 1,7
Cholesterol n.s.
Phospholipidsynthese
GABA Synthese Cytidine 5-Diphosphoethanolamin | n.s.
y-Aminobutyrat < 0,00001 +3,3
Vitamine
Polyaminsynthese Riboflavin (putativ) n.s.
Ornithin < 0,00001 — 5,0
Putrescin < 0,00001 +6,3 Sonstige
Spermidin n.s. Benzoesiure n.s.
Aminomalonsdutre < 0,00001 + 4,3
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benutzten Nachweisverfahrens. Die Glukonsiure ist in diesem Zusammenhang besonders
interessant, da es sich nach unserem Wissen um ein neu identifiziertes Stoffwechselprodukt in
pankreatischen B-Zellen handelt. Auch Carbamylaspartat, initialer Metabolit der RNA/DNA
Synthese, die sich an den Pentosephosphatweg anschlieBt, akkumulierte bei 16 mM Glukose,
wihrend es nur in sehr geringen Mengen bei 3 mM Glukose vorhanden war. Um dies bildlich zu

veranschaulichen sind in Abbildung 11 die Massenintensititen chromatographisch dargestellt.

——3 mM Glukose ~ ——16 mM Glukose —— 3 mM Glukose =16 mM Glukose

——3 mM Glukose  —=—16 mM Glukose

= 3 mM Glucose = 16 mM Glucos

Abbildung 11: Massenintensititen von Glucono-6-lacton (Masse 129), 6-Phosphoglukonat (Masse 387)
und Glukonat (Masse 103) und Carbamylaspartat (Masse 257) nach 48 h Stimulation mit 3 mM und

16 mM Glukose. Glukonat wurde anhand der Masse 103 quantifiziert, um es besser von Glucono-6-lacton
zu unterscheiden.

Von den identifizierten Aminosduren waren nur wenige verindert. Darunter befanden sich
sowohl essentielle, nicht von der Zelle synthetisierbare Aminosduren, wie Leucin, Isoleucin und
Phenylalanin, als auch von der Zelle synthetisierbare Aminosduren, wie z.B. Aspartat, welches im

Zitronensiurezyklus aus Oxaloacetat gebildet wird und Arginin, welches aus Arginiosuccinat im



Harnstoffzyklus synthetisiert werden kann. Nur 2 der detektierbaren Fettsiuren waren
geringfiigig (< 2-fach) verdndert. Dabei handelt es sich um Palmitoylsdure und Arachidonsiure.
Insgesamt betrachtet war zelluldr ein starker Anstieg organischer Sduren auffallend. Um einen
besseren Uberblick iiber das Stoffwechselprofil bei chronisch hohen Glukosekonzentrationen in
INS-1 Zellen zu erhalten, wurden die Stoffwechselwege miteinander verbunden und als
Stoffwechselschema in Abbildung 10 dargestellt. Um sicher zu gehen, dass es sich bei einer
Vielzahl der detektierten Metaboliten tatsdchlich um Glukoseabbauprodukte handelte, wurde
[*C]Glukose durch [°C]Glukose ersetzt. Auf den methodischen Nachweis wird unter 3.1.6 ,,
Untersuchungen mit [°C]Glukose® niher eingegangen.
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Abbildung 10: Hyperglykimie-induzierte Verinderungen von identifizierten Metaboliten sind in
potentiellen Signalwegen von INS-1 unter chronisch hohen Glukosebedingungen dargestellt. Metaboliten,
dargestellt in rot waren signifikant erhSht, in weinrot stark akkumuliert, in blau signifikant vermindert, in
schwarz unverdndert und jene in grau nicht detektierbar. Gestrichelte Pfeile weisen auf weitere
Intermediirmetaboliten hin, die aufgrund der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt wurden. Die Metaboliten
mit Asterisk * konnten mit ['3C]Glucose bestitigt werden.
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3.1.4 Zeitpunktabhingige Verinderungen von Metaboliten nach Glukosestimulation

Eine erneute Analyse der Metaboliten zu den in Abbildung 12 dargestellten Zeitpunkten zeigte
bereits eine erhohte zellulire Konzentration von Glukose und Glukose-6-Phosphat 2 h nach
extrazellulirer Gabe von 16 mM Glukose im Vergleich zu 3 mM Glukose. Dies traf auch fir die
glykolytischen und mitochondrialen Metaboliten zu, die im Anschluss an die

Glukosephosphorylierung entstehen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 12: Analyse von zelluldrer Glukose, Glukose-6-Phosphat, den

Pentosephosphatwegmetaboliten Glucono-6-lacton, 6-Phosphoglukonat, Glukonat und Carbamylaspartat
der Pyrimidinsynthese zu den auf der x-Achse dargestellten Zeitpunkten.



Dagegen war eine deutliche Anreicherung der Pentosephosphatwegmetaboliten Glucono-6-
lacton, 6-Phosphoglukonat und Glukonat und von Carbamylaspartat der Pyrimidinsynthese erst
24 h nach Inkubation mit 16 mM Glukose erkennbar, deren Spiegel innerhalb von 48 h weiter
anstiegen. Fine Anreicherung der Pentosephosphatwegmetaboliten und von Carbamylaspartat
war damit nur unter chronischen hohen Glukosebedingungen zu verzeichnen, wihrend die
Spiegel bei chronisch niedriger Glukose nicht detektierbar waren beziehungsweise sich an der
unteresten Grenze der Detektionsgrenze befanden. Nach 48 h mit 16 mM Glukose war ebenfalls
eine Anreicherung von zellulirer Glukose und Glukose-6-Phosphat in INS-1 bei erkennbar. Es
ist zu vermuten, dass eine Anstauung der Pentosephosphatwegmetaboliten zu einem Rickstau
und dadurch ebenfalls zu einer Anreicherung von Glukose-6-Phosphat und Glukose fiihrte.

Eine Visualierung der Metabolitenprofile zu den untersuchten Zeitpunkten zeigt, dass nach
kurzzeitiger Stimulation (2 h) mit 3 mM bezichungsweise 16 mM Glukose noch keine klare
Unterscheidung der Profile mittels Hauptkomponentenanalyse méoglich war (Abbildung 13). Eine
Zunahme der Inkubationsdauer separierte INS-1 kultiviert mit 16 mM Glukose immer mehr von
INS-1 kultiviert bei 3 mM Glukose. Die Zellen kultiviert bei 16 mM Glukose fir 24 h und 48 h
trennten sich deutlich von den Zellen kultiviert bei 3 mM Glukose und denen kurzzeitig kultiviert
bei 16 mM Glukose. Die Profile von INS-1 kurzzeitig und chronisch kultiviert bei 3 mM

Glukose lieBen dagegen keine Differenzierung zu.
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Abbildung 13: Reprisentativer Scoreplot nach Hauptkomponentenanalyse von INS-1 Metaboliten
(Proben im Duplikat), welche zu den in der Legende gekennzeichneten Zeitpunkten untersucht wurden.
Alle 74 identifizierten Metaboliten wurden in die Analyse einbezogen.



3.1.5 Erhohte Mengen von Glukonat im Medium von INS-1 Zellen bei 16 mM Glukose

Da es sich bei der in INS-1 Zellen neu identifizierten Glukonsiure um eine Monocarboxylsiure
handelt, wurde angenommen, dass diese bei zellulirer Anhdufung eventuell ins Medium
ausgeschieden wird. Die Glukonsiure dhnelt in ihrer Struktur dem Laktat, welches bei
Uberschuss iiber Monocarboxylsiuretransporter, zum Beispiel von Muskelzellen ausgeschieden
wird. Tatsdachlich war Glukonat auch nach 48 h Inkubation mit 16 mM Glukose in signifikant

erhohten Mengen im Mediumiiberstand prisent (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Box-Plot zur Darstellung der relativen Glukonatkonzentration im Medieniiberstand von
INS-1 nach 48h Stimulaton mit 3mM (n = 5) und 16 mM Glukose (n = 5). "o" Maximal-
bezichungsweise Minimalwdet, "—" Median, " " Intervall zwischen dem 25%- und dem 75%-Quantil. * =
p <0,05

3.1.6 Untersuchungen mit [°C]Glukose
Die [’CJ-isotopenmarkierte Glukose wird wihrend des Katabolismus in die entstechenden

Metabolite eingebaut, womit deren Synthese nachverfolgt werden kann. Das liefert zum einen

Hinweise darauf in welche Stoffwechselwege Glukose eingeht, zum anderen bekriftigt es die



Tatsache, dass es sich bei der Identifizierung der Metaboliten um intrazellulir gebildete
Stoffwechselabbauprodukte handelt. Letztlich dient es auch dem Nachweis, dass es sich bei neu
identifizierten Metaboliten, in diesem Falle bei Glukonat, tatsichlich um Produkte aus dem
Glukosestoffwechsel handelt. Am Beispiel von Glukonsidure wird dies in Abbildung 15
veranschaulicht. Im Massenspektrum B ist die kommerziell erhiltliche Glukonsiure als
Referenzsubstanz dargestellt, welche als Vergleich fir die Identifizierung des Metaboliten in INS-
1 diente (Spektrum A). Im Spektrum C sind Verschiebungen der Massenintensititen nach
Anwendung von [°C]Glukose zu erkennen, was den Abbau von Glukose zu Glukonsiure

bewies. Alle weiteren Metaboliten, welche mit [°C]Glukose verfolgt werden konnten, sind in

Abbildung 11 mit einem Asterisk * gekennzeichnet.
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Abbildung 15: Massenspektren von Glukonsiure aus INS-1 Extrakten mit ['2C|]Glukose (A), als
Referenzsubstanz (B), aus INS-1 Extrakten mit [*C]Glukose (C). Die Massenintensititen, gekennzeichnet
mit einem roten Punkt sind mit ['3C]Glukose nach rechts verschoben.
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3.1.7 Expressionsanalysen von Glukosephosphatisomerase und 6-Phosphoglukonat-

dehydrogenase

Verschiedenen Berichten zufolge haben Studien iber die Beziehungen zwischen dem
Pentosephosphatweg und dem Kohlenhydratstoffwechsel in der Glykolyse ergeben, dass das
Intermedidrprodukt des Pentosephosphatweges, 6-Phosphoglukonat die Aktivitit der
Glukosephosphatisomerase (GPI) im Gehirn hemmen kann [78, 79]. Allerdings scheint diese
Hemmung der Glykolyse zelltypspezifisch zu sein und kann nicht auf alle Zelltypen tbertragen
werden [80]. Obwohl in INS-1 Zellen aufgrund erhohter Mengen glykolytischer und
mitochondrialer Metaboliten nach 48 h Hyperglykimie eine Hemmung der Glykolyse
ausgeschlossen werden kann, wurden die mRNA-Spiegel der GPI iberprift. Da aulerdem die
Spiegel von Glucono-8-lacton, 6-Phosphoglukonat und Glukonat bei 16 mM  Glukose
intrazellular stark erhoht waren und das Produkt der 6-Phosphoglukonatdehydrogenase (PGD)
Ribulose-5-Phosphat nur minimal erhéht war, kann eine verminderte Aktivitit der PGD
zumindest diskutiert werden. In Abbildung 16 ist ersichtlich, dass die GPI mRNA Spiegel erhoht
und die PGD mRNA Spiegel erniedrigt waren.
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Abbildung 16: Relative mRNA  Spiegel von  Glukosephosphatisomerase  (GPI)  und
6-Phosphoglukonatdehydrogenase (PGD) in INS-1 kultiviert bei 3 mM und 16 mM Glukose fiir 48 h. * =
p < 0,05

Um sichere Aussagen treffen zu kénnen, wiren Proteinaktivititsuntersuchungen erforderlich. Da

fir Rattenzelllinien momentan keine kommerziell erhiltlichen Antikérper fiir diese Enzyme zur



Verfigung stehen, war eine Untersuchung dieser Proteine im Rahmen dieser Arbeit nicht
realisierbar. Man kann anhand der Metabolitenmessungen und der mRNA Spiegel von GPI und
PGD jedoch spekulieren, dass die Glykolyse bei chronisch hohen Glukosekonzentrationen nicht
beeintrachtigt  ist, die PGD  im  Pentosephosphatweg  dagegen  aber  ein

geschwindigkeitsbestimmendes Enzym sein kénnte.

3.1.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse aus den in Kapitel 3.1 dargestellten Untersuchungen zeigten, dass

1. sich INS-1 fir 48 h kultiviert bei 3 mM und 16 mM Glukose anhand ihres metabolischen
Profils unterschieden.

2. es zu einer Anreicherung einer Vielzahl von Metaboliten in unterschiedlichsten
Stoffwechselwegen kam und dies eine Anstauung einzelner Metaboliten zur Folge hatte.

3. die  Metaboliten  Glucono-d-lacton,  6-Phosphoglukonat  und  Glukonat  des
Pentosephosphatweges, sowie Carbamylaspartat der Pyrimidinsynthese und das
mitochondriale a-Ketoglutarat unter chronisch hohen Glukosekonzentrationen zellulir

moglicherweise , kritisch® akkumulieren.

3.2 Charakterisierung von INS-1 unter chronisch hoher Glukosekonzentration

Dass chronisch erh6hte Glukosekonzentrationen die B-Zellfunktion beeintrichtigen, konnte wie
unter 1.3.1 , Glukosetoxizitat beschrieben, sowohl in verschiedenen B-Zelllinien, als auch in
isolierten Inseln gezeigt werden. Um die glukosevermittelte Regulation der Insulingenexpression
genauer darzustellen, wurden zum einen die Expression diverser Transkriptionsfaktoren und zum

anderen die Beteiligung bestimmter Proteinsignalwege untersucht.

3.2.1 Glukose steigert die Zellproliferation

Mikroskopisch lie} eine Stimulation von INS-1 Zellen mit erthohten Glukosekonzentrationen
eine Zunahme der Zellzahl vermuten. Eine Zellzahlbestimmung bestitigte die Vermutung, dass

die INS-1 Zellen bei 16 mM Glukose stirker als bei 3 mM proliferieren (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Proliferationsverhalten von INS-1 kultiviert bei 3 mM beziechungsweise 16 mM Glukose
tber einen Zeitraum von 48 h. * p < 0,05 versus 3 mM Glukose zum Zeitpunkt 48 h.

3.2.2 Chronisch hohe Glukosekonzentrationen mindern die Insulin mRNA

Nach 2-tigiger Inkubation der INS-1 Zellen mit verschiedenen Glukosekonzentrationen, war mit
Zunahme der Glukosekonzentration eine Abnahme der Insulin-mRNA zu beobachten, wobei ab
einer Konzentration von 12 mM Glukose die Insulin-mRNA Spiegel gleich niedrig verblieben.
Bei 3 mM Glukose waren die Insulin-mRNA Spiegel am hochsten (Abbildung 18). Um sichere
Aussagen zu treffen wurden alle weiteren Experimente mit 16 mM Glukose durchgefiihrt, da
leichte Anstiege in der Zellzahl, eine schnellere Verstoffwechselung der sich im Medium
enthaltenden Glukose zur Folge haben kénnen. Bei Absinken der Konzentration unter 12 mM

stieg die Insulin-mRNA wieder an und der zu untersuchende Effekt konnte verloren gehen.
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Abbildung 18: Dosisabhingige (1 — 30 mM Glukose) Regulation der Insulingenexpression in INS-1 nach
48 h Stimulation. Dargestellt ist der MW + SAM von zwei experimentellen Replika mit n = 6 pro
Stimulationsbedingung. * = p < 0,05 versus 3 mM Glukose

Betrachtet man sich die Insulingenexpression zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Abbildung 19),

war bei basalen Glukosespiegeln ein leichter Abfall der mRINA innerhalb von 8 h zu beobachten.
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Abbildung 19: Zeitabhingige (0, 2, 4, 8, 24, 48 h) Regulation der Insulingenexpression in INS-1 kultiviert
bei 3 mM bezichungsweise 16 mM Glukose. Dargestellt ist dert MW + SAM von drei experimentellen
Replika mit n = 3 pro Stimulationsbedingung. * = p < 0,001
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Interessanterweise stieg die mRNA dann nach 48 h sogar tiber den Ausgangswert wieder an. Bei
16 mM Glukose sanken die mRNA Spiegel nach 4 h ab und verblieben auch noch nach 2 Tagen
niedrig. Nach 24 h Glukoseinkubation waren die mRNA Spiegel von Insulin bei 16 mM Glukose

im Vergleich zu 3 mM Glukose signifikant vermindert.

Eine Verminderung der Insulingenexpression war allerdings nur bei Anwendung von Glukose zu
beobachten. Ersetzte man Glukose durch Zucker oder Zuckeralkohole dhnlicher Struktur,
welche ebenfalls von den Zellen aufgenommen werden, war dieses Phinomen nicht zu
beobachten. In Abbildung 20 ist zu erkennen, dass weder die verstoffwechselbaren Zucker
beziehungsweise Zuckeralkohole Sorbitol, Fruktose, Ribose und Xjylitol, noch das nicht
verstoffwechselbare Mannitol eine Verminderung der Insulingenexpression zur Folge hatten.
Sogar ein 2-titiger Hungerzustand fiihrte zu keiner signifikanten Minderung der Insulin mRNA

Spiegel.
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Abbildung 20: Insulingenexpression war nicht vermindert, wenn man 13 mM Glukose durch 13 mM
Sotbitol, Fruktose, Ribose, Xylitol und Mannitol ersetzte oder wenn man die INS-1 Zellen durch
vollstindigen Glukoseentzug (- Glc) 48 h hungern lieS. Dargestellt sind die MW + SAM eines
reprisentativen Experiments mit n = 3 pro Stimulationsbedingung. Glc = Glukose. * = p < 0,01
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3.2.3 Chronisch hohe Glukosekonzentrationen regulieren die mRNA von

Schliisseltranskriptionsfaktoren

Verminderte Expression der Transkriptionsfaktoren PDX-1, MafA, B2, Pax6 und Nkx6.1
Die Transkriptionsfaktoren MafA, B2 und PDX-1 wurden untersucht, da diese Proteine die
Insulingenexpression synergistisch zu regulieren scheinen [81]. Da die INS-1 Zellen unter
hyperglykimischen Bedingungen verstirkt proliferierten, war aullerdem die Untersuchung der
Homeoboxgene, Pax6 und Nkx6.1 von Bedeutung. Sie induzieren entscheidende Prozesse zur
Differenzierung der B-Zelle [82, 83]. In Abbildung 21A sind die mRNA-Expressionsanalysen der
Transkriptionsfaktoren MafA, B2, PDX-1, PAX06, und Nkx6.1 in INS-1 Zellen unter dem
Einfluss von basaler und chronisch erhéhter Glukosekonzentration dargestellt. Im Vergleich zu
mit 3 mM Glukose behandelten Zellen zeigte sich nach 48 h eine signifikante Abnahme der
Genexpression der Insulingenregulatoren PDX-1, MafA und 2 und der Differenzierungsmarker
PAXG6 und Nkx6.1 bei Zellen behnadelt mit 16 mM Glukose.
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Abbildung 21: Regulation von Transkriptionsfaktoren bei chronisch hoher Glukose. Relative mRNA-
Expression der Insulingeninitiatoren MafA, 32 und PDX-1, der Differenzierungsmarker Pax6 und Nkx6.1

(A) und der putativen Insulingenrepressoren C/EBPP und cmyc (B) in INS-1 Zellen kultiviert in 3 mM
beziehungsweise 16 mM Glukose fiir 48 h. * p < 0,01

Unverinderte Genexpression der putativen Insulingenrepressoren C/EBPf und Cmyc

Obwohl C/EBPp als Repressor der Insulingenexpression identifiziert wurde [36], konnte auf

mRNA Ebene keine Zunahme bei 16 mM Glukose gemessen werden. Cmyc wurde auch im



Zusammenhang mit einer verminderten Insulingenexpression untersucht [39], aber auch die
Genexpression dieses Transkriptionsfaktors blieb unverindert (Abbildung 21B). Méglicherweise

uben diese Faktoren ihren Einfluss auf Proteinebene aus.

3.2.4 Untersuchungen zur Beteiligung von MAPK an der Verminderung der

Insulingenexpression

3.2.4.1 Proteinaktivititsuntersuchungen

Da nach chronisch hoher Glukoseexposition die INS-1 Zellen zellulirem Stress ausgesetzt sein
konnten, fuhrte dies zu der Vermutung, dass die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) bei
der Regulation des Insulingens und der untersuchten Transkriptionsfaktoren eine entscheidende
Rolle spielen koénnten. Durch sequenzielle Phosphorylierung geben MAPK  Signale zur
Transkription einer groen Anzahl von Genen, die fur die Regulation entscheidender zellulirer
Funktionen wesentlich sind, in den Zellkern weiter. Spezifische Transkriptionsfaktoren werden
meistens durch Proteinkinasen aktiviert. Die mogliche Aktivierung und daraus folgende
Funktionsinderung der untersuchten Transkriptionsfaktoren durch MAPK wire das Ende einer
langen Signaliibermittlungskette, die durch ein Stresssignal ausgelost werden konnte. Mit
kompetitiven und irreversiblen Inhibitoren kénnen diese Enzyme selektiv gehemmt werden. Die
MAPK ERK1/2 ist fiir die Induktion von zellulirer Proliferation von grofier Bedeutung und an
Differenzierungsprozessen beteiligt, wihrend die MAPK p38 zB. bei osmotischen
Verinderungen aktiviert wird und die durch zelluliren Stress aktivierte JNK das Zellwachstum
hemmt und die Induktion von Apoptose anstoBt. Zu Beginn wurde untersucht, ob
Hyperglykimie eine Aktivierung der jeweiligen MAPK zur Folge hat. Dazu wurden die INS-1 bei
3 mM und 16 mM kultiviert und die Phosphorylierung der MAPK ERK1/2, p38 und JNK tber
einen Zeitraum von 48 h zu den in Abbildung 22, Abbildung 23 und Abbildung 24 angegebenen

Zeitpunkten untersucht.

Aktivititsuntersuchungen der MAPK ERK1/2 nach Glukoseexposition

Die Stimulation mit Glukose zeigte anhand der Zunahme der Phosphorylierung eine Aktivierung
von ERK1/2 innerhalb von 5 min unabhingig von der Glukosekonzentration, obwohl die
Aktivierung bei 16 mM deutlich stirker ausgeprigt war als bei 3 mM Glukose. Im weiteren
Zeitverlauf nahm die Aktivitit bei niedrigen und hohen Glukosekonzentration wieder ab.
Auffallend wat aber eine erneute intensive Aktivierung von ERK1/2 nach 48 h bei 16 mM

Glukose im Gegensatz zu 3 mM Glukose (Abbildung 22).
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Abbildung 22: ERK1/2 Aktivitit nach Glukosestimulation. Westernblot-Analyse zeigt eine erhohte
Phospho-ERK1/2 Aktivitit nach akuter und chronischer Stimulation mit 16 mM Glukose tber einen

Zeittaum von 5min () bis 48 h. Reprisentativer Blot von 3 Experimenten. Eingesetzte
Antikérperkonzentration 1:2000.

Aktivititsuntersuchungen der MAPK p38 nach Glukoseexposition

Die Untersuchung der p38 MAPK zeigte eine kontinuierliche Zunahme der Phosphorylierung
bei 16 mM Glukose mit maximaler Aktivierung nach 48 h. Im Gegensatz dazu, war bei 3 mM

Glukose keine Zunahme der p38 Aktivitit zu verzeichnen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: p38 Aktivitit nach Glukosestimulation. Westernblot-Analyse zeigt eine Zunahme der
Phospho-p38 Aktivitit nach Stimulation mit 16 mM Glukose tiber einen Zeitraum von 5 min () bis 48 h.
Reprisentativer Blot von 3 Experimenten. Eingesetzte Antikérperkonzentration 1:1000.



Akuvititsuntersuchungen der MAPK JNK nach Glukoseexposition

Aus Abbildung 24 ist erkennbar, dass bei 16 mM Glukose keine Phosphorylierung der apoptose-
induzierenden JNK zu detektieren war. Bei 3 mM Glukose lie3 sich eine minimale Aktivierung
aufgrund der schwachen Proteinbande nur vermuten, was darauf zuriickzufithren war, dass bei
niedrigen Glukosekonzentrationen vereinzelte Zellen der Apoptose unterlagen. Dass keine
Phosphorylierung der JNK nachzuweisen war, war nicht tiberraschend, da Glukose in INS-1

Zellen als mitogener Faktor fungierte.
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Abbildung 24: JNK Aktivitit nach Glukosestimulation. Westernblot-Analyse zeigt keine Aktivierung der
Phospho-]NK nach Glukosestimulation. Reprasentativer Blot von 3 Experimenten. FEingesetzte
Antikérperkonzentration 1:1000.

3.2.4.2 Insulin- und Transkriptionsfaktorgenexpression nach ERK1/2 und p38

Hemmung

Um im Anschluss daran zu untersuchen, ob die MAPK ERK1/2 und p38 in die Verminderung
der Insulingenexpression involviert sind, wurden INS-1 Zellen erneut niedrigen und hohen
Glukosekonzentrationen ausgesetzt und mit 40 pM des ERK 1/2 Inhibitors PD98059 und
10 uM des p38 MAPK Inhibitors SB202190 co-inkubiert. Aus Abbildung 25 ist deutlich
erkennbar, dass die Verminderung der Insulingenexpression bei 16 mM nach Hemmung der
ERK1/2 vollstindig aufgehoben wurde. Eine Inhibierung der p38 Kinase blieb dagegen ohne

erkennbaren Effekt.
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Abbildung 25: Relative Insulingenexpression in INS-1 nach 48 h Exposition mit 3 mM bezichungsweise

16 mM Glukose = MAPK Inhibitoren. Dargestellt sind die MW + SAM von 3 unabhingigen
Experimenten mit n = 3 pro Stimulationsbedingung. * = p < 0,01
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Abbildung 26: Relative Genexpression putativer Insulingeninitiatoren in INS-1 nach 48 h Exposition mit

3 mM beziechungsweise 16 mM Glukose + ERK1/2 Inhibitor PD98059. Dargestellt sind die MW + SAM
aus 2 unabhingigen Experimenten mit n = 3 pro Stimulationsbedingung. * = p < 0,05 verglichen mit

3 mM Glukose.
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Die verminderte Expression der Insulingeninitiatoren PDX-1, MafA, B2, PAX6 und Nkx6.1 ist
moglicherweise die Ursache fiir den partiellen Verlust der Insulin-mRNA-Expression in INS-1
Zellen bei 16 mM Glukose. Fine erhohte ERK1/2 Kinase Aktivitit nach 48 h bei 16 mM
Glukose lieB vermuten, dass ERK1/2 letztendlich Uber die Regulaton der
Transkriptionsfaktoren in die Verminderung der Insulingenexpression involviert ist. Die
Inhibierung der ERKI1/2 Kinaseaktivitit resultierte tatsichlich in einer Verbesserung der
Genexpression von MafA, B2 und PDX-1 und PAX-6 nach 48 h mit 16 mM Glukose, obwohl
PAX-6 im Vergleich zu 3 mM nach wie vor signifikant vermindert war (Abbildung 26). Die
Genexpression von Nkx6.1 dagegen war nach ERK1/2 Inhibierung sowohl basal, als auch bei
hohen Glukosekonzentrationen vermindert. Eine direkte Beteiligung von Nkx6.1 an der

Regulation der Insulingenexpression ist anhand dieses Ergebnisses auszuschlieBen.

3.2.4.3 Proliferationsverhalten von INS-1 nach ERK1/2 Hemmung

Eine Bestimmung der Zellzahl nach 48 h Glukoseinkubation verdeutlicht, dass trotz ERK1/2
Hemmung die Proliferation nicht vermindert war (Abbildung 27). Allerdings verinderten sich die

Zellen, wie zuvor gezeigt wurde funktionell.
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Abbildung 27: Proliferationsverhalten von INS-1 nach Hemmung der ERK1/2 Aktivitit. Relative INS-1

Zellzahl nach 48 h Exposition mit 3 mM beziehungsweise 16 mM Glukose = 40 uM ERK1/2 Inhibitor
PD98059. Dargestellt sind die MW + SAM aus 2 unabhingigen Experimenten mit n = 3 pro
Stimulationsbedingung. * = p < 0,05.



3.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse, der in Kapitel 3.2 dargestellten Untersuchungen lassen sich wie folgt

zusammenfassen:

1. Chronische Hyperglykidmie fithrte zu einer Verminderung der Insulingenexpression, welche
mit einer verminderten Genexpression der Transkriptionsfaktoren MafA, 32, PDX-1, Pax6
und Nkx6.1 assoziiert war.

2. Chronische Hyperglykimie hatte eine proliferationsférdernde Wirkung zur Folge.

3. Hyperglykimie aktivierte die MAPK ERK1/2 und p38, nicht aber JNK.

4. Eine Inhibierung der MAPK ERK1/2 resultiert in einer Steigerung der Insulingenexpression,
der Genexpression der Insulingeninitiatoren MafA, B2 und PDX-1 und in einer

Verbesserung der Genexpression des Differenzierungsfaktors PAX-6.

3.3 Untersuchungen zur méglichen Beteiligung des Pentosephosphatweges an

der Regulation der Insulingenexpression

3.3.1 Verminderte Insulingenexptression nach Inhibierung der 6-Phosphoglukonat-

dehydrogenase

Hohe Konzentrationen von Glucono-d-lacton, 6-Phosphoglukonat und Glukonat in INS-1 nach
chronisch hoher Glukoseexposition legen nahe, dass Glukose-6-Phosphat verstirkt im
Pentosephosphatweg verstoffwechselt wird. Um 2zu testen, ob eine Blockierung des
Pentosephosphatweges die Verminderung der Insulingenexpression bei 16 mM Glukose authebrt,
wurden INS-1 erneut fiir 48 h in 3 mM und 16 mM Glukose kultiviert. Zusitzlich wurden dem
Medium 100 uM  6-Aminonicotinsdureamid (6-AN) zugesetzt, einem Inhibitor der 6-
Phosphoglukonatdehydrogenase, welche 6-Phosphoglukonat zu Ribulose-5-Phosphat umsetzt,
und die Insulin-mRNA wurde bestimmt. Aber tatsichlich zeigte sich das Gegenteil von dem, was
erwartet wurde. Wie aus Abbildung 28 ersichtlich ist, fithrte der Zusatz von 6-AN zu einer

starken Verminderung der Insulin-mRNA Spiegel bei 3 mM Glukose (p < 0,01).

Eine Neumessung der Metaboliten bei 3 mM Glukose mit Zusatz von 6-AN zeigte etwas

Uberraschend eine noch stitkere Akkumulation von Glucono-6-lacton, 6-Phosphoglukonat und
Glukonat auf, als dies bei 16 mM Glukose ohne Inhibitor der Fall war (Abbildung 29). Zu

beobachten waren aullerdem geringe, aber signifikante Anstiege von Glukose-6-Phosphat und
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GABA im Vergleich zu 3 mM Glukose. Hingegen war keine Anderung von Metaboliten der

Glykolyse oder des Krebs-Zyklus zu verzeichnen (nicht dargestellt).
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Abbildung 28: Relative Insulin-
genexpression nach 48 h
Inkubation von INS-1 mit 3 mM
beziehungsweise 16 mM Glukose
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Abbildung 29: Boxplot zur Darstellung der relativen Peakintensitit (logarithmiert) von Metaboliten in
INS-1 nach Stimulation mit 3 mM Glukose (n = 10), 16 mM Glukose (n = 10) beziehungsweise 3 mM

Glukose + 100 pM 6-AN (n = 10). "e" Maximal- bezichungsweise Minimalwert, "—" Median, '"N" Intervall

zwischen dem 25%- und dem 75%-Quantil, "o" Werte auBBerhalb der Quantile. * = p < 0,0005, # = 0,005
(nach Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen) im Vergleich zum jeweiligen Metaboliten bei 3 mM

Glukose. Glucono-8-lacton und 6-Phosphoglukonat waten bei 3 mM nicht detektierbar.
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3.3.2 Transkriptionsfaktoranalysen nach Inhibierung der 6-Phosphoglukonat-
dehydrogenase

Die Hemmung der 6-Phosphoglukonatdehydrogenase bei 3 mM Glukose mit 100 uM 6-AN
hatte im Vergleich zu 3 mM Glukose keine signifikante Minderung der Genexpression der
Insulingeninitiatoren MafA, B2 und PDX-1 zur Folge (Abbildung 29). Auch die Spiegel der
Differenzierungsmarker Pax6 und Nkx6.1 blieben trotz Zugabe von 6-AN unverindert.
Allerdings war bei B2 und PDX-1 eine Authebung des Glukose-induzierten Effektes bei den
Zellen stimuliert mit 3 mM Glukose + 6-AN im Vergleich zu 16 mM Glukose + 6-AN zu
beobachten. Dies konnte in dieser Versuchserie aber ein Artefarkt, aufgrund der hohen

Standardabweichungen, sein.
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Abbildung 30: Relative mRNA-Spiegel
der Insulingeninitiatoren MafA, B2, PDX-
1 und der Differenzierungsmarker Pax6

und Nkx6.1 nach 48 h Inkubation von
INS-1 mit 3 mM beziehungsweise 16 mM
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sind die MW + SAM von 3 unabhingigen
Experimenten mit n = 3 pro
Kultivierungsbedingung. * = p < 0,01
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3.3.3 Einfluss von extrazellulir zitkulierendem Glukonat auf die Insulingenexpression

Aus Abbildung 14 ist ersichtlich, dass Glukonat ins Medium abgeben wurde und bei 16 mM
Glukose im Mediumiberstand in erhohten Mengen detektierbar war. Deshalb sollte iberpriift
werden, ob Glukonat mdglicherweise einen Effekt auf die Insulingenexpression durch ein
extrazellulires Signal austibt. In Abbildung 30 ist das Ergebnis nach Zugabe unterschiedlicher
Glukonatkonzentrationen dargestellt. Extrazellulires Glukonat hatte keinen Finfluss auf die
Insulingenexpression. Dies deutet darauf hin, dass - wenn Glukonat an der Regulation der
Insulingenexpression beteiligt sein sollte - es diesen Effekt moglicherweise intrazellulir vermittelt.
Um diesbeztglich konkretere Aussagen treffen 2zu koénnen, missten weiterfithrende
Untersuchungen zunichst eine Glukonataufnahme in die INS-1 Zellen ausschlieSen und belegt

werden, dass Glukonat nur von intrazelluldr nach extrazellulir transportiert wird.

2.5

2
*
1.5 T T
1 4
0.5
0 + T T T T T

3mM Glc 16mM Gle  3mM Glc + 3mM Glc +  3mM Glec+  3mM Glc +
1mM GS 2,5mM GS 5mM GS 10mM GS

Insulin/Aktin mRNA

Abbildung 31: Extrazellulir zirkulierendes Glukonat hatte keinen Einfluss auf die Insulingenexpression
nach 48 h Stimulation. Dargestellt ist der MW + SAM eines reprisentativen Experiments mit n = 3. Glc =
Glukose, GS = Glukonsiure. * = p < 0,01

3.3.4 Inhibierung von Monocarboxylsiduretransportern

Es wurde angenommen, dass ein Anstieg intrazellulirer, aber nicht extrazellulirer Siuren, wie
Glukonsidure, mit einer Verminderung der Insulingenexpression assoziiert ist. Da es sich bei
Glukonsdure um eine Monocarboxylsdure handelt, sollten Monocarboxyltransporter (MCT)
vorhanden sein, die zellulir anfallende Monocarboxylsiuren nach extrazellulir transportieren. Es

wurde bereits gezeigt, dass die Anwendung eines Hemmstoffes dieser Transporter, 4-Zimtsiure,
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einen Anstieg zellulirer Monocarboxylsiduren zur Folge hat [84]. Um INS-1 chronisch anzusiduern
und den Effekt auf die Insulingenexpression zu untersuchen, wurden dem Medium in
Anwesenheit von 3 mM Glukose daher 5 mM des MCT Inhibitors 4-Zimtsaure zugegeben. Die
Messung der Insulingenexpression zeigte, dass die Zugabe von 4-Zimtsiure eine Verminderung
der Insulin mRNA Spiegel zur Folge hatte (Abbildung 31). Es ist daher zu vermuten, dass eine

zellulire Ansiuerung sich negativ auf die Insulingenexpression auswirkt.
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Abbildung 32: Die Hemmung der MCTs minderte die Insulingenexpression bei 3 mM Glukose nach
48 h. Dargestellt ist der MW + SAM eines reprisentativen Experiments mitn = 3. * = p < 0,01

3.3.5 Metabolische Verinderungen nach ERK1/2 Kinase Hemmung

Da ecine Inhibierung der ERK1/2 Aktivitit mit einer Verbesserung der Insulingenexpression
einherging, war es von Interesse zu untersuchen, ob dies mit einer Anderung zellulirer
Metaboliten im Zusammenhang stehen kénnte. In Abbildung 32 ist ersichtlich, dass bei 16 mM
Glukose mit Co-Inkubation des ERK1/2 Inhibitors PD98059 die Spiegel von Glucono-8-lacton,
Glukonat und 6-Phosphoglukonat im Vergleich zu 16 mM Glukose signifikant reduziert waren.
Die Spiegel von Glucono-6-lacton waren um 56%, von Glukonat um 32% und von
6-Phosphoglukonat um 66% vermindert. Dagegen stieg der initiale Metabolit der Pyrimidin-
Synthese, Carbamylaspartat, nochmals signifikant um das 7,1-fache an. Aber auch eine 2,2-fache
Zunahme von Aspartat und eine signifikante Minderung von a-Ketoglutarat um 59% waren bei
16 mM mit PD98059 im Vergleich zu 16 mM Glukose zu beobachten. Das lidsst vermuten, dass
die Inhibierung der ERK1/2 Kinase eine Stimulation der Fluxrate durch den
Pentosephosphatweg initiiert, aber dadurch eine noch stirkere Akkumulation von

Carbamylaspartat verursacht.
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Abbildung 33: Boxplot zur Darstellung der relativen Peakintensitit (logarithmiert) von Metaboliten in
INS-1 nach Stimulation mit 16 mM Glukose (n = 14) beziehungsweise 16 mM Glukose + PD98059 (n =

15). "e" Maximal- bezichungsweise Minimalwert, "—" Median, [\ " Intervall zwischen dem 25%- und dem
75%-Quantil, "o" AusreiBler. * = p < 0,05, # = p < 0,0005 (nach Bonferroni-Korrektur fiir multiples
Testen) im Vergleich zum jeweiligigen Metaboliten bei 16 mM Glukose.

3.3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse, der in Kapitel 3.3 dargestellten Untersuchungen, lassen sich wie folgt

zusammenfassen:

1. Die Inhibierung der 6-Phosphoglukonatdehydrogenase des Pentosephosphatweges hatte eine
Verminderung der Insulingenexpression und des Transkriptionsfaktors MafA bei 3 mM
Glukose zur Folge. Der Abfall der Insulingenexpression war assoziiert mit einer enormen
Akkumulation von Glucono-8-lacton, 6-Phosphoglukonat und Glukonat.

2. Die Inhibierung der ERK1/2 Aktivitit scheint die Fluxrate durch den Pentosephosphatweg
zu erhohen, was an der Minderung der Spiegel von Glucono-8-lacton, 6-Phosphoglukonat
und Glukonat und dem Anstieg von Carbamylaspartat deutlich wurde. Eine ERK1/2
Hemmung beeinflusste des Weiteren die Synthese Aspartat und o-Ketoglutarat im

Mitochondrium.



4 Diskussion

Die Insulingenexpression wurde basierend auf metabolischen Verinderungen des

Glukosestoffwechsels bisher wenig untersucht, obwohl der B-Zellglukosestoffwechsel gerade bei
einer ernihrungsbedingten Entstehung des Typ 2 Diabetes eine kritische Rolle einnimmt. Dass es
auf Ebene der Metaboliten bis dato nur vereinzelt Untersuchungen gab, liegt sicherlich auch an
der Problematik einer simultanen Erfassung der biochemisch doch sehr vielfiltigen Molekiile.
Daher haben sich Metabolitenanalysen bisher auf Messungen von einzelnen Targetkomponenten
[85] beziechungsweise Komponentengruppen [86] reduziert. Die hier vorgestellten Ergebnisse
liefern Erkenntnisse iber eine gesteigerte Verstoffwechselung von Glukose durch den
Pentosephosphatweg und dessen mogliche Beteiligung an der ERK1/2 Kinase-vermittelten

Regulation der Insulingenexpression.

4.1 Chronische hohe Glukose - induzierte metabolische Verinderungen

FEine Messung des metabolischen Profils sollte einen Uberblick erlauben, welche
Stoffwechselwege unter hyperglykimischen Bedingungen besonders aktiv beziechungsweise
beeintrachtigt sind. Die Analyse des Stoffwechsels der INS-1 Zellen lie3 erkennen, dass auf
diesem Wege die Aufklirung des Mechanismus bis in den molekularen Bereich méglich ist und
damit ein Beitrag zum Verstindnis des Zellmetabolismus unter spezifischen Bedingungen

geleistet werden kann.

4.1.1 Anreicherung von Metaboliten aufgrund eines erthohten Glukosestoffwechsels

Die simultane Messung intrazellulirer Metaboliten fihrte zum Ergebnis, dass es in diversen
Glukosestoffwechselwegen zum Anstieg einer Vielzahl von Kataboliten kam (Tabelle 3). Dass es
sich hierbei grofBtenteils um Abbauprodukte aus dem Glukosestoffwechsel handelte, konnte
durch die Anwendung von [°C]Glukose nachvollzogen werden. Die wichtigsten
Stoffwechselwege, in denen ein Anstieg von Metaboliten zu beobachten war, werden im

Anschluss diskutiert:

(D) Glykolyse und Krebszyklus
Die Metabolitenmessungen ergaben, dass die glykolytischen Metaboliten Glukose-6-Phosphat,
Glycerat-3-Phosphat, Phosphoenolpyruvat und Pyruvat in INS-1 bei 16 mM Glukose im

Vergleich zu 3 mM Glukose nach 48 h signifikant erhoht waren. Dies ist nicht weiter



Uberraschend, wenn man bedenkt, dass Glukose insulinunabhingig in die Zelle aufgenommen
wird und die Aktivitit der Glukokinase mit Zunahme der Glukosekonzentration steigt [55].
AuBlerdem ist Glukokinase insensitiv gegeniiber physiologischen Glukose-6-Phosphat
Konzentrationen [87]. Damit unterscheidet sich die Glukokinase deutlich von anderen
Hexokinasen, die einen geringen Km fur Glukose besitzen und bei denen Glukose-6-Phosphat
als  Feedback-Inhibitor fungiert [88]. Des Weiteren zeigten die Messungen der
Glukosephosphatisomerase mRNA-Spiegel, welche Glukose-6-Phosphat zu Fruktose-6-
Phosphat umsetzt, dass diese nach 48h bei 16 mM Glukose erhoht waren. Von einer

Beeintrichtigung der Glukoseverstoffwechselung in der Glykolyse kann daher abgesehen werden.

Auch die mitochondrialen Metaboliten Citrat, ai-Ketoglutarat, Fumarat und Malat sind nach 48 h
bei 16 mM Glukose erhoht. Es steht damit auch im Mitochondrium nach chronischer
Glukosekonzentration gentigend Substrat fiir die Energiegewinnung der Zelle zur Verfigung. Zu
erwihnen ist, dass die glykolytischen und mitochondrialen Metaboliten auch nach kurzzeitiger
Stimulation (2 h) mit 16 mM Glukose zelluldr erhoht waren (nur am Beispiel von Glukose-6-
Phosphat gezeigt, Abbildung 12), eine Hauptkomponentenanalyse bei 3 mM beziehungsweise
16 mM Glukose nach 2h aber noch keine klare Differenzierung der Gruppen zulieB3. Die
Insulingenexpression war bei 16 mM Glukose nach 2 h im Vergleich zu 3 mM Glukose ebenfalls
noch nicht vermindert. Es konnte daher diskutiert werden, dass die glykolytischen und
mitochondrialen Metaboliten nicht mit der Verminderung der Insulingenexpression nach 48 h in

Zusammenhang stehen.

(11) Sorbitol und Pentosephosphatweg

Die Verstoffwechselung von Glukose in der Glykolyse und dem Krebs-Zyklus scheint nicht
ausreichend zu sein, um das Ubermal an Glukose zu bewiltigen. Fin Anstieg an Fruktose konnte
ein Indikator dafiir sein, dass tberschiissige Glukose durch eine ubiquitire Aldosereduktase
direkt zu Sorbitol reduziert und weiter zu Fruktose abgebaut wird. Fruktose konnte weiter iiber
Dihydroxyacetonphosphat und Glycerolphosphat zu Glycerol verstoffwechselt werden.

Des Weiteren ist es denkbar, dass eine gesteigerte Bildung von NADP' durch die
Aldosereduktase den Pentosephosphatweg angeregt. FEine wichtige Funktion des
Pentosephosphatwegs ist es ebenfalls tiberschiissige Mengen an Glukose umzuleiten, welche in
Form von Fruktose-6-Phosphat und/oder Glyceraldehyd-3-Phosphat zu einem spiteren
Zeitpunkt in der Glykolyse wieder recycelt werden koénnen. In der Tat war eine starke
Akkumulation der Metabolite Glucono-8-lacton, 6-Phosphoglukonat und der Zuckersiure
Glukonat, aus dem oxidativen Teil des Pentosphosphatwegs unter chronisch hohen

Glukosekonzentration in INS-1, ein Indiz fiir das Vorhandensein von ausreichend NADP". Die



Spiegel von Ribulose-5-Phosphat waren dagegen nur minimal erhoht. Aullerdem waren die
mRNA Spiegel des Enzyms 6-Phosphoglukonatdehydrogenase, welches 6-Phosphoglukonat zu
Ribulose-5-Phosphat umsetzt, erniedrigt (Abbildung 16). Daher ist es moglich, dass es sich bei

der 6-Phosphoglukonatdehydrogenase um ein geschwindigkeitsbestimmendes Enzym handelt.
Dies wirde die akkumumulierenden Mengen an Glucono-8-lacton, 6-Phosphoglukonat und

Glukonat erkliren. Dass es sich bei den Pentosephosphatwegmetaboliten Glucono-6-lacton, 6-
Phosphoglukonat und Glukonat nicht nur um einen Anstieg, sondern eine Akkumulation
handelte, war an den in Abbildung 11 dargestellten Chromatogrammen deutlich zu erkennen.
Unter niedrigen Glukosekonzentrationen sind diese Pentosephosphatwegmetaboliten kaum
beziechungsweise tberhaupt nicht detektierbar, wihrend sie bei chronisch hohen
Glukosekonzentrationen kumulieren. Dabeti ist darauf hinzuweisen, dass diese Anreicherung erst
nach 24 h Stunden bei 16 mM Glukose auftritt, also nur unter chronischen Bedingungen
(Abbildung 12).

Eine der bedeutendsten Funktionen des Pentosephosphatweg ist aulerdem die Erzeugung von
reduzierenden Aquivalenten in Form von NADPH fiir reduktive zellulire Biosynthesereaktionen.
NADPH reduziert das Coenzym Gluthation, welches reaktives H,O, zu H,O umwandelt.
Weiterhin wird fiir die Umwandlung von Ribonukleotiden zu Deoxyribonukleotiden NADPH als
Elektronenquelle gebraucht. Daher bendtigen schnell proliferierende Zellen hohe Mengen an
NADPH. Obwohl die zelluliren NADPH Spiegel im Rahmen dieser Arbeit nicht gemessen
wurden, kann man davon ausgehen, dass ausreichend NADPH zur Verfigung stand. Dabei wird
sich auf die Ergebnisse gestitzt, dass der NADPH-erzeugende oxidative Teil des
Pentosephosphatweg sehr aktiv. war und INS-1 bei hohen Glukosekonzentrationen starker

proliferierten als dies bei niedrigen Glukosekonzentrationen der Fall war.

(II1) DNA Synthese

Eine weitere Funktion des Pentosephosphatweg ist es, der Zelle Ribose-5-Phosphat zur Synthese
von Nukleotiden und Nukleinsduren zur Verfiigung zu stellen. Zusitzlich konnten
akkumulierende Mengen an Carbamylaspartat detektiert werden, welches aus Carbamylphosphat
und Aspartat von der Aspartattranscarbamylase synthetisiert wird. Diese Reaktion ist der erste
Schritt in der Pyrimidinbiosynthese. Aspartattranscarbamylase wird durch ATP aktiviert und
durch einen erhohten Glykolyseflux steht davon vermutlich geniigend zur Verfigung. Eine
verstirkte Pyrimidinbiosynthese ist méglicherweise ebenfalls eine Erklirung fir die verstirkte
Proliferation von INS-1 unter hyperglykimischen Bedingungen. Allerdings wird auch vermutet,
dass akkumulierende Mengen an Carbamylaspartat die Ursache einer geminderten Aktivitit der

Carbamylaspartatdihydroorotase sind. In der Literatur wird darauf hingewiesen, dass die Aktivitdt



des Enzyms Carbamylaspartatdihydroorotase, welches Carbamylaspartat weiter zu Orotat
umsetzt, stark vom intrazelluliren pH-Wert (pH) abhingt. So nimmt der Km fur
Carbamylaspartat mit Absinken des pH, ab [89-91]. Die Anreicherung einer Vielzahl organischer

Sauren in den INS-1 Zellen bei 16 mM Glukose kénnte damit in Verbindung stehen.

(IV) GABA Synthese

Chronisch hohe Glukosekonzentrationen fithrten zu einem Anstieg der zelluliren GABA Spiegel,
welches aufler in Gehirn auch in relativ hohen Konzentrationen im Pankreasgewebe gebildet
wird [92]. Vermutungen zufolge konnte es in Inseln als interzellulires Signalmolekil — als
parakriner oder autokriner Regulator der Insulinsekretion oder Glukagonsekretion fungieren [93,
94]. GABA wird aus Glutamat von der Glutamatdecarboxylase synthetisiert und Glutamat

wiederum wird moéglicherweise unter Katalyse von Alaninaminotransferase aus o-Ketoglutarat

und Alanin gebildet. Jingste Studien in Ratten B-Zellen zeigten, dass eine 24 h Inkubation bei
20 mM  Glukose die GABA Sekretion supprimiert [95]. Vermutlich fiihren metabolische
Verinderungen nach chronisch hoher Glukoseexposition nicht nur zu einer verminderten
Insulinsekretion, sondern auch zu einer verringerten GABA Sekretion. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass sowohl Insulin als auch GABA in Vesikel verpackt und calciumabhingig
sezerniert werden [96]. Geht man davon aus, dass die GABA Sekretion in INS-1 unter chronisch
hohen Glukosekonzentrationen ebenfalls gehemmt ist, wiirde das die zellulire Anreicherung von
GABA bei gleichbleibender Synthese erkliren. Es kann momentan aber auch nicht
ausgeschlossen werden, dass die Synthese von GABA bei 16 mM Glukose aufgrund des erh6hten
Glukosestoffwechsels einfach erhoht war, da die Experimente mit [C"]Glukose den Ursprung

aus dem Glukoseabbaustoffwechsel bewiesen.

4.2 Chronisch hohe Glukose - induzierte Verminderung der Insulin-

genexpression

In diesem Versuchsabschnitt ging es anfinglich um die Charakterisierung der INS-1 B-
Zellfunktion unter chronisch hohen Glukosebedingungen. In den sich anschlieBenden
Untersuchungen gelang es zu zeigen, dass eine Inhibierung der ERK1/2 Kinaseaktivitit trotz
chronisch hoher Glukosekonzentrationen keine Minderung der B-Zellinsulingenexpression zur

Folge hatte.



4.2.1 B-Zelldedifferenzierung unter chronisch hohen Glukosekonzentrationen

Verminderte Insulingenexpression

Chronisch  hohe  Glukosekonzentrationen  resultierten in  der Verminderung  der
Insulingenexpression, die mit einer Verminderung wichtiger Insulingenregulatoren einherging.
Dazu zihlen die Transkriptionsfaktoren MafA, B2 und PDX-1. Ahnliche Beobachtungen wurden
in HIT-T15 B-Zellen mit Glucocorticoiden gemacht. So ging eine gestorte Insulinsynthese in

HIT-T15 B-Zellen mit einer Verminderung der B2 und PDX-1 mRNA Spiegel einher [97].
Uberraschenderweise konnte im Zusammenhang mit dieser Arbeit keine Literatur gefunden
werden, die ebenfalls von einer Minderung der MafA-mRNA Spiegel bei chronischer
Hyperglykimie berichtet. Lediglich Harmon et al. beobachteten unverinderte MafA-mRNA
Spiegel in glukotoxischen HIT-T15 Zellen [35]. Das Glukosetoxizititsmodell unterschied sich
allerdings deutlich von dem hier angewandten. So wurden HIT-T15 Zellen kontinuierlich bei
11 mM Glukose kultiviert und Zellen in Passage 71-75 als nicht glukosetoxisch, aber Zellen in
Passage 123-128 als glukosetoxisch bezeichnet. Eine Vergleichsmessung der MafA-mRNA
Spiegel bei physiologischen und supraphysiologischen Glukosekonzentrationen wurde in jenem
Fall nicht durchgefithrt. Es ist anzunehmen, dass eine Reduktion der MafA, B2 und PDX-1
mRNA-Spiegel in INS-1 bei chronisch hoher Glukose eine verminderte Proteinsynthese nach
sich zieht, was eine Verminderung der Insulingenexpression erkliren konnte. Dies ist fir PDX-1
der Fall, dessen mRNA und Protein Spiegel in glukotoxischen HIT-T15 Zellen vermindert waren
[31]. Bisher konzentrierten sich die Untersuchungen dieser Transkriptionsfaktoren vor allem auf
Promotorbindungsaktivititen. So konnte gezeigt werden, dass eine Beeintrichtigung der
Insulingenexpression aufgrund anhaltender Kultur bei hohen Glukoskonzentrationen vor allem
mit einer verminderten Bindungsaktivitit der Transkriptionsfaktoren PDX-1 [98] und MafA
assoziiert ist [32, 99]. Experimentelle Daten, dass die B2 Expression bei chronischer
Hyperglykidmie vermindert ist, sind derzeit nicht bekannt. Es wire daher von Interesse die 2

Expression in anderen B-Zelltypen zu untersuchen, welche die hier datrgestellten Ergebnisse

belegen konnten. Dass B2, genauso wie PDX-1 und MafA ein wichtiger Regulator der
Insulingentranskription ist, zeigt die Tatsache, dass diese Transkriptionsfaktoren, alleine
exprimiert, schwache Transaktivatoren des Insulinpromotors sind. Werden diese drei Faktoren
dagegen co-exprimiert wird der Insulinpromotor in starkem Maf3e aktiviert [81, 100-102]. Es wird
von einer synergistischen Aktivierung der Insulingentranskription durch direkte Protein-Protein
Interaktionen dieser Faktoren ausgegangen. Dass MafA sowohl mit PDX-1 als auch B2

interagiert, konnte bereits von Zhao et al. demonstriert werden [100]. Eine Beeintrichtigung der



Insulingenexpression kann auch durch den Verlust dieser Transkriptionsfaktoren aus dem
Zellkern hervorgerufen werden. So konnten Harmon et al. den Verlust von MafA aus dem
Zellkern in HIT-T15 Zellen bei anhaltender Kultur unter hohen Glukosekonzentrationen
beobachten [35]. Auch PDX-1 wird unter oxidativen Stressbedingungen nach Einsatz von H,O,
[103] und unter chronisch hohen Glukosebedingungen [104] vom Zellkern ins Zytoplasma

transloziert.

Die Verminderung der Insulingenexpression scheint in direktem Zusammenhang mit dem
Glukosestoffwechsel zu stehen, da Zucker dhnlicher Struktur, wie Fruktose und Sorbitol nach
chronisch hoher Inkubation keinen Einfluss auf die Insulingenexpression zeigten. Entgegen
bisheriger Untersuchungen hatte in INS-1 auch Ribose keinen FEinfluss auf die
Insulingenexpression (Abbildung 20), obwohl es in HIT-T15 Zellen zur gezielten Generierung
von ROS und zur Untersuchung von Glukosetoxizitit eingesetzt wurde [105-107].
Moglicherweise ist der Effekt zelltypabhingig. Allerdings wurden auch Ribosekonzentrationen

von mehr als 40 mM eingesetzt.

Glukose als mitogener Faktor

In der Zelllinie INS-1 konnte auflerdem beobachtet werden, dass Glukose als mitogener Faktor
fungiert, indem es die Zellproliferation steigerte (Abbildung 17). Das bestitigt Untersuchungen
aus anderen B-Zelllinien, wie MIN-6, bei denen Glukose das -Zellibetleben erhoht [108]. Iz
vitro und zn vivo Studien in Inseln von gesunden Ratten ohne Tendenz zum Diabetes mellitus

zeigten ebenfalls, dass Glukose ein potenter Stimulator des B-Zellwachstums ist [109, 110].

Hoorens et al. berichteten sogar, dass das [B-Zellubetleben mit Zunahme der
Glukosekonzentration steigt und die Apoptoserate sinkt [111]. Jedoch gibt es auch Studien, die
das Gegenteil zeigen. In vitro Studien in andeten Nagermodellen beobachteten B-Zellapoptose
nach Exposition mit hoher Glukose [112, 113]. Auch eine anhaltende Kultur von normalen

humanen Inseln bei erhéhter Glukosekonzentration induzierte -Zellapoptose [114]. Da es sich
bei INS-1 Zellen und MIN-6 Zellen um Insulinomazellen handelt ist es gut moglich, dass
Glukose die Proliferation steigert, da Glukose fiir Tumorzellen eine wichtige Energiequelle
darstellt [115] und ein hoher Glukosekonsum von Tumorzellen ist wohl bekannt seit den
Untersuchungen von Otto Warburg [116]. Eine Glukose-induzierte kontinuierliche Erhéhung
der Proliferationsrate in INS-1 geht mit einem starken Anstieg der mRNA und Proteinspiegel
von p8 einher [117]. Die Uberexpression dieses Proteins in verschiedenen Zellkulturmodellen ist
mit einer erh6hten Zellproliferation assoziiert [118, 119]. In Tumorzelllinien anderer Gewebe

konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Hyperglykimie die Zellproliferation anregt [120]. Die



kontroversen Untersuchungen an gesunden isolierten Inseln erfordern allerdings weitere
Untersuchungen. Das unterschiedliche experimentelle Design spielt sichetlich eine entscheidende
Rolle. Zum einen ist die Glukosekonzentration und zum anderen die Dauer der Inkubation

entscheidend fiir das B-Zelliibetleben. Es ist durchaus denkbar, dass Glukose im pridiabetischen
Zustand bis zu einem gewissen Mal3e zu einer gesteigerten Proliferation der B-Zellen fiihrt. Ein
Uber Jahre erhohter Blutzucker kann letztendlich aber zur Anreicherung toxischer
Glukoseabbauprodukte fithren und damit zum [B-Zelltod. Letztendlich scheint die

Verstoffwechselung hoher Mengen an Glukose eine Dedifferenzierung der INS-1 B-Zellen zu
verursachen, die sich in einer verstirkten Proliferation der Zellen bei gleichzeitiger Verminderung

der Insulingenexpression aullert.

4.2.2 Erholung der Insulingenexpression nach ERK1/2 Inhibierung

Kinaseaktivititsuntersuchungen in INS-1 zeigten, dass eine Glukoseinkubation die Aktivitit der
ERK1/2, sowohl bei akuter, als auch bei chronischer Glukose erhoht. Dies lasst vermuten, dass
entweder metabolische Verdnderungen im Glukosestoffwechsel selbst oder durch einen
verstirkten Glukosemetabolismus entstehende zellulire Verinderungen eine erneute ERK1/2
Aktivititszunahme nach langanhaltender Stimulation mit 16 mM Glukose (Abbildung 22)
hetvorrufen. Dass Glukosestimulation die Aktivitit von ERK1/2 nach kurzzeitiger Inkubation
steigert belegen vorangegangene Untersuchungen in INS-1 Zellen [121, 122]. Aus den hier
vorliegenden Untersuchungen geht auch hervor, dass die Aktivitit der p38 Kinase, welche unter
anderem durch osmotischen Stress reguliert wird, in INS-1 bei 16 mM Glukose erhoht ist. Dass
osmotische Verinderungen bei der Regulierung des Insulingens aber keine wesentliche Rolle
spielen, konnte zum einen durch den FEinsatz des nichtmetabolisierbaren Mannitols gezeigt
werden, das im Gegensatz zu Glukose keine Verminderung der Insulingenexpression hervorruft.
Zum anderen resultierte die Inhibierung der p38 Kinaseaktivitit in keiner Verbesserung der
Insulin-mRNA Spiegel. Des Weiteren wird auch ausgeschlossen, dass die JNK Kinase an der
Regulierung des Insulingens unter hyperglykamischen Bedingungen beteiligt ist. Eine Aktivierung
dieser Kinase nach 2-tigiger Glukosestimulation konnte tiberhaupt nicht nachgewiesen werden.
Dariiber hinaus ist die JNK Kinase hauptsichlich in Apoptose-induzierende Prozesse,
hervorgerufen durch inflaimmatorische Faktoren [123-125] involviert. Da die INS-1 Zellen bei
hoher Glukosekonzentration dazu neigen stirker zu proliferieren, wird eine Involvierung der

JNK-Kinase bei der Verminderung der Insulingenexpression ausgeschlossen.



Um die Annahme zu prifen, dass cine verstitkte Aktivierung der ERK1/2 unter chronisch
hohen Bedingungen in die Regulation der Insulingenexpression involviert ist, wurde die ERK1/2
Kinaseaktivitit gehemmt. Eine Inhibierung der ERK1/2 Kinaseaktivitit war mit einer
Verbesserung der Insulingenexpression bei chronisch hohen Glukosekonzentrationen verbunden
(Abbildung 25). Dieses Ergebnis lisst vermuten, dass eine verstirkte Aktivierung der ERK1/2
Kinase die Insulingentranskription negativ reguliert. Diese Daten passen zu Untersuchungen
publiziert von Lawrence et al. Diese zeigten, dass eine Inhibierung der Insulinpromotoraktivitit
nach chronischer Glukosestimulation von der Aktivitit der ERK1/2 MAPK abhingig ist [38].
Tatsichlich war eine Erholung der Insulingenexpression auch mit einer Verbesserung der
Genexpression der Transkritpionsfaktoren MafA, B2, PDX-1 und Pax6 verbunden (Abbildung
26). Dass die ERK1/2 Kinase ihre glukose-induzierte Wirkung im Zellkern ausibt, konnte
bereits gezeigt werden [122]. Die Transkriptionsfaktoren B2 und PDX-1 sind Targets der
ERK1/2 Kinase und kénnen durch diese phosphoryliert werden [126]. AuBerdem zeigen jlingste
Untersuchungen von Lawrence et al., dass MafA-NFAT Komplexe unter Bedingungen, welche
die Promotoraktivitit stimulieren, mit A2C1 Promotorelementen in einer ERK1/2-abhingigen

Weise assoziieren [38]. Es wurde auch berichtet, dass ERK2 C/EBP phosphoryliert, obwohl
C/EBPp die Aktivierung der Insulintranskription inhibieren soll [127-129]. Lawrence et al. gelang
es daher auch zu zeigen, dass unter Bedingungen, welche die Promotoraktivitit inhibieren,
C/EBPB-NFAT Komplexe gebildet werden und MafA-NFAT Komplexe verloren gingen [38].
Aufgrund dieser Befunde postuliert der Autor bei chronisch hoher Glukose eine erhShte Prisenz
negativer Regulatoren im Zellkern, die dann bevorzugt aktiviert werden kénnten. Obwohl in
dieser Arbeit kein Anstieg von C/EBPp auf RNA Ebene gezeigt werden konnte, ist es denkbar
dass die Regulation dieses Transkriptionsfaktors auf Proteinebene stattfindet. Eine Untersuchung
zur verstirkten Translokalisation, dieses vorrangig im Zytoplasma lokalisierten Faktors, in den
Zellkern  wurde hierzu  weitere Hinweise liefern. Und insofern sind  kiinftig
Translokalisationstudien in (-Zellen unter chronisch hohen Bedingungen mit C/EBPf

wunschenswett.

4.3 Kritische Rolle des Pentosephosphatweges bei der Regulation der

Insulingenexpression

Es wird davon ausgegangen, dass Glukose verstoffwechselt werden muss, um ihren Effekt auf
die Insulinexpression und Seckretion auszuliben. Stoérungen im  Glukosestoffwechsel

beziehungsweise eine Beeintrichtigung des Glukoseflux kénnte erhebliche Auswirkungen auf die



Zellfunktion nach sich ziehen. Die Akkumulation der, unter 3 mM Glukose nicht

beziehungsweise kaum nachweisbaren, Pentosephosphatwegmetaboliten Glucono-8-lacton,
Glukonat und 6-Phosphoglukonat bei 16 mM Glukose nach 48 h lief3 eine kritische Rolle dieser

bei der Regulation der Insulingenexpression vermuten.

Es konnte bereits 1968 von Matschinsky und Ellerman gezeigt werden, dass akute Hyperglykidmie
eine Zunahme der 6-Phosphoglukonatspiegel in isolierten Mauseinseln verursacht [130].
Darauthin  vermuteten sie eine mogliche Rolle des Pentosephosphatweges bei der
Insulinsekretion. Matschinsky et al. schlossen aber noch im selben Jahr diese Annahme aus,
indem sie zeigten, dass ein Anstieg an 6-Phosphoglukonat, im Vergleich zu Glukose und
Glukose-6-Phosphat zu zeitverzogert auftrat, um den Mechanismus der Insulinsekretion zu
steuern [131]. Stattdessen kamen sie zum Entschluss, dass eine Aktivierung des
Pentosephosphatweges bei der Stimulierung der RNA Synthese eine entscheidende Rolle spielt,
indem Prikursor fir die RNA bereitgestellt werden. Thre Vermutungen stitzen sie auf
Beobachtungen einer akuten Hyperglykamie-assoziierten Steigerung der RNA-Synthese in Inseln
[132]. AuBerdem zeigten Tracerstudien eine Verstoffwechselung von Glukose im
Pentosephosphatweg [133]. Obwohl es mittlerweile bekannt und akzeptiert ist, dass im
Pentosephosphatweg Ribose-5-Phosphat fiir die RNA und DNA Synthese bereitgestellt wird, hat
die Rolle des Pentosephosphatweges in der chronischen Hyperglykimie-assoziierten
Verminderung der Insulingenexpression bisher kaum Beachtung gefunden. Die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefithrten metabolischen Analysen in INS-1 zeigten nach 48 h Inkubation mit
16 mM Glukose eine Anreicherung von intrazellulirer Glukose und Glukose-6-Phosphat, die
vermutlich auf eine Akkumulation der Pentosephosphatwegprodukte Glukonat, 6-
Phosphoglukonat und Glucono-0-lacton zuriickzufithren ist und durch einen Riickstau
verursacht wird. Die verminderten mRNA Spiegel der 6-Phosphoglukonatdehydrogenase sind
moglicherweise die Ursache fur eine verminderte Enzymaktivitit. Damit wire eine
Weiterverstoffwechselung von 6-Phosphoglukonat im Pentosephosphatweg gebremst, was die

Anstauung der Metabolite Glucono-d-lacton, Glukonat und 6-Phosphoglukonat erkliren wiirde.

Die Inhibierung der 6-Phosphoglukonatdehydrogenase bei 3 mM Glukose mit dem
Antimetaboliten 6-AN fiithrte ebenfalls zu einem zelluliren Anstieg von Glukose-6-Phosphat,
was die Annahme bestirkt, dass dies eine Folge einer starken Akkumulation von Glukonat, 6-
Phosphoglukonat und Glucono-8-lacton war (Abbildung 29). Ein Anstieg glykolytischer und
mitochondrialer Produkte war unter diesen Bedingungen nicht zu beobachten. Die Tatsache, dass

die Insulingenexpression bei 3 mM Glukose und 6-AN Co-Inkubation stark vermindert war



(Abbildung 28), konnte folgende Ursachen haben. Zum einen ist es denkbar, dass entweder eines

der Pentosephosphatwegprodukte, Glukonat, 6-Phosphoglukonat oder Glucono-8-lacton, durch
dessen Akkumulation oder ein Anstau aller dieser Metaboliten die Insulingenexpression
regulieren. Auch die Insulinsekretion ist in isolierten Inseln von 6-AN-behandelten Ratten
erheblich beeintrichtigt [134]. Zum anderen muss aber eingeriumt werden, dass durch die
Anwendung von 6-AN, wenn auch nur partiell, essentielle Stoffwechselwege gehemmt werden.
An den Pentosephosphatweg schlieflen sich die Purin- und die Pyrimidinbiosynthese an und die
Pyrimidinsynthese stellt Intermedidrprodukte fiir die RNA-Synthese bereit. Eine Hemmung des
Pentosephosphatweges hat moglicherweise unabhingig von den Metabolitenverinderungen eine
Hemmung der RNA-Synthese zur Folge. Obwohl also eine Inhibierung der 6-
Phosphoglukonatdehydrogenase mit 6-AN bei 3 mM Glukose eine idhnliche metabolische
Situation schafft, wie die alleinige Anwendung von 16 mM Glukose, sind Zweifel an der Rolle
des Pentosephosphatweg unter diesen Bedingungen berechtigt. Allerdings waren die mRNA-
Spiegel der Insulingeninitiatoren MafA, B2 und PDX-1 und der Differenzierungsmarker Pax6
und Nkx6.1 bei 3 mM Glukose mit 6-AN nicht vermindert. Dies bestitigt die Vermutung einer
generellen Hemmung der RNA Synthese nicht. Es stellt sich allerdings die Frage, ob eine
Verminderung der Insulingenexpression auch Transkriptionsfaktor-unabhingig auftreten kann.
Eine Mikroinjektion der Pentosephosphatwegmetaboliten kénnte eine spezifische Rolle dieser
bei der Regulierung der Insulingenexpression aufkliren. Diese Methode ist allerdings nur bei

Einzelzellen anwendbar und eine RNA-Isolierung mit gentigend Ausbeute schwer realisierbar.

4.4 Mogliche ERK1/2 - abhingige Regulierung der Insulingenexpression durch

Glukosestoffwechselmetaboliten

Eine Inhibierung der ERK1/2 Kinaseaktivitit bei 16 mM Glukose resultierte in einer
Verbesserung der Insulingenexpression. Damit assoziiert war eine partielle Minderung der
zelluldren Spiegel von Glucono-8-lacton, 6-Phosphoglukonat und Glukonat (Abbildung 32). Da
simultan in Anwesenheit des ERK1/2 Inhibitors eine noch stirkere Akkumulation von
Carbamylaspartat zu beobachten war, als dies bei 16 mM Glukose allein der Fall war, konnte
angenommen werden, dass die ERK1/2 Inhibierung in einer Stimulation der Glukosefluxrate
durch den Pentosephosphatweg resultierte. Wegen des Fehlens von Daten, die genau belegen,
dass ERK1/2 den Glukoseflux durch den Pentosephosphatweg reguliert (und wenn ja, auf
welchem Weg) beziehungsweise ob Pentosephosphatprodukte die ERK1/2 Kinase aktivieren,
kann bisher noch keine definitive Aussage getroffen werden, ob ein Zusammenhang zwischen

einer Storung des Pentosephosphatweges und einer ERK1/2 - vermittelten Regulation der



Insulingenexpression besteht. Es bleibt zu untersuchen, ob ERK1/2 méglicherweise die Aktivitit
der 6-Phosphoglukonatdehydrogenase reguliert. Es gibt Untersuchungen, die zeigten, dass
ERK1/2 ihren Effekt nicht nur im Zellkern austibt, sondern auch zytosolische Targets hat. So ist
ERK1/2 in der Lage andere Proteinkinasen, wie die p90ribosomal S6 Kinase [135] oder das
NADPH Oxidase System zu aktivieren [136]. Des Weiteren waren nach ERK1/2 Inhibierung bei
16 mM Glukose die Aspartatspiegel erhéht und die o-Ketoglutarat Spiegel gesenkt. Man kénnte
spekulieren, dass das mitochondrial entstehende Oxaloacetat verstirkt zu Aspartat umgewandelt
wird und dies zu einer Senkung der a-Ketoglutarat-Spiegel fithrte. Daher erlauben die aus dieser
Arbeit hervorgegangenen Ergebnisse ein Modell der ERK1/2 - beteiligten Regulierung der

Insulingenexpression tiber zellulire Stoffwechselverinderungen vorzuschlagen (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Modell einer moglichen ERK1/2 - beteiligten Regulierung der Insulingenexpression durch
Stoffwechselverinderungen bei chronischer Hyperglykdmie. Chronische Hyperglykdmie fihrt zu
metabolischen Verdnderungen (z. B. gesteigerter Glukosestoffwechsel) (1), welche eine verstirkte
Phosphotylierung der ERK1/2 Kinase zur Folge haben (2). Damit assoziiert ist eine Minderung der
Genexpression von Transkriptionsfaktoren (TF) (4) und eine Minderung der Insulingenexpression (5).
Eine Hemmung der ERK1/2 Kinaseaktivitit mit PD98059 bei chronischer Hyperglykimie fiihrt ebenfalls
zu Verinderungen im Glukosemetabolismus (3), welche mit einer Verbesserung der Genexpression von
Transkriptionsfaktoren und des Insulingens assoziiert sind.

Wie bereits diskutiert resultieren chronisch hohe Glukosekonzentrationen in einem Anstieg von
zellulirem Glucono-6-lacton, 6-Phosphoglukonat, Glukonat. Ebenfalls ist die Exkretion von
Glukonat in das Kulturmedium bei 16 mM Glukose nach 48 h erhoht, was auf einen
metabolischen Stau im oxidativen Teil des Pentosephosphatweg hindeutet. Da das Zytosol
normalerweise leicht alkalisch und der Nukleus leicht siduetlich sind, wire es nicht iberraschend,
dass Glukonat in das Medium abgegeben wird. Die Aufrechterhaltung des zelluliren
bioelektrischen  Potentials und des Sdure-Base-Haushaltes sind lebenswichtig  zur

Aufrechterhaltung einer optimalen Zellfunktion. Es koénnte spekuliert werden, dass zelluldr



akkumulierende Mengen dieser Metaboliten ein Signal fir einen zu hohen Flux von Glukose
durch den Pentosephosphatweg sind, den es zu bremsen gilt. Verminderte mRNA Spiegel der
6-Phosphoglukonatdehydrogenase sind ein Indiz daftr, dass dies méglicherweise auch der Fall
ist. Es gilt weiterhin genauer zu untersuchen, ob die ERK1/2 Kinase in der Lage ist diesen
Prozess iber die Regulierung der 6-Phosphoglukonatdehydrogenase zu steuern. Angenommen
eine Aktivierung der ERK1/2 Kinase bei chronisch hoher Glukose wird aufgrund einer Stérung
im Pentosephosphatweg induziert und der Flux durch den Pentosephosphatweg dadurch

gebremst. Unter anhaltenden hohen Glukosebedingungen wiirde dies zu einer noch stirkeren
Akkumulation von Glucono-8-lacton, 6-Phosphoglukonat und Glukonat fithren. Durch diesen

Rickkopplungsmechanismus ~ wiirde sich die zellulire metabolische Situation stetig

verschlimmern.

Letztlich zeigten die Analysen auch, dass ERK1/2 woméglich nicht nur durch extrazellulire
Rezeptor-vermittelte Stimuli aktiviert werden kann. In INS-1 Zellen wurde deutlich, dass auch
zellulire Stoffwechselverinderungen eine Phosphorylierung, und damit Aktivierung, der ERK1/2
Kinase initiieren koénnen. Des Weiteren scheint sie thre Wirkung auch nicht nur im Zellkern auf
Transkriptionsfaktoren auszuiiben, sondern ist vermutlich auch an der Regulierung des
Stoffwechsels  beteiligt. Eine Hemmung der ERKI1/2 Kinaseaktivitit und die daraus

resultierenden Metabolitenverinderungen machten dies deutlich (Abbildung 33).

Hypothese

Letztendlich ist anhand der Daten zu erwarten, dass es unter chronisch hohen
Glukosekonzentrationen zu einer intrazelluliren Ansduerung kommt. Untersuchungen dazu
wurden im Rahmen dieser Arbeit noch nicht durchgefiihrt, werden sich aber durch intrazellulire
pH-Messungen (pH,;) anschlieBen. Viele Enzyme und Proteine sind pH-sensitiv und eine
Azidifizierung der Zelle wirde nicht nur deren Funktion beeintrichtigen, sondern auch das
Membranpotential der Zelle, was zur Aufrechterhaltung der Zellfunktion wichtig ist, stéren. Den
Metabolitenprofilanalysen zu Folge koénnten die B-Zellen des Pankreas bei chronisch hoher
Glukosekonzentration einer permanenten und sehr hohen Belastung durch endogen gebildete
Sduren ausgesetzt sein. Daher ist es denkbar, dass INS-1 Zellen effektive pH;-regulierende
Mechanismen exprimieren, um den intrazelluliren pH-Wert so lange wie méglich stabil zu halten.
Zum einen konnte gezeigt werden, dass intrazellulir anfallendes Glukonat ins Medium
ausgeschieden wird. Zellulir entsteht Glukonat vermutlich aus Glucono-6-lacton durch eine

langsame Hydrolyse. Eine Umwandlung in Glukonsiure und dessen Exkretion kénnte ein Weg



der Zelle sein tberschissige Stoffwechselabbauprodukte zu eliminieren. Mdéglicherweise wird
Glukonat aktiv tber H+/Monocarboxylattransporter ausgeschleust. INS-1 Zellen expremieren
Monocarboxylsauretransporter, wihrend in primiren [-Zellen diese Transporter nicht
nachgewiesen werden konnten [137]. Weitere Untersuchungen sind daher erforderlich, um besser
zu verstehen, wie primire B-Zellen dem Problem einer endogenen Siurebelastung begegnen. Die
Entstehung von CO, in den Mitochondrien und Glukonat im Zytosol durch einen permanent
gesteigerten Glukosestoffwechsel, stellen eine Quelle der intrazelluliren Ubersiduerung dar, da sie
eine geringe Lipophilitit besitzen und damit schlecht permeabel fiir Zellmembranen sind.
H+/Monocarboxylattransporter  tbetfiihren moglicherweise intrazellulir akkumulierende
Monocarboxylsduren nach extrazellulir und entlasten somit die Zellen von den sauren
Kataboliten. Eine weitere Strategie von INS-1 der endogenen Sdurebelastung zu begegnen
konnte tber deren verstirkte Proliferation bei chronisch hohen Glukosekonzentrationen erklart
werden. ERK1/2 Kinase steuert proliferative Prozesse. Dass ERK1/2 aufgrund von zellulirer
Azidose aktiviert wird und auch die Zelldifferenzierung beeinflusst, konnte in einer Reihe

verschiedener Zelltypen bereits nachgewiesen werden [138-140].

4.5 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen und die daraus resultierenden

Ergebnisse erweitern existierende Erkenntnisse, inwiefern eine Stérung des Glukosestoffwechsels
die B-Zellfunktion beeintrichtigen konnte. Die Metabolitenprofilanalysen veranschaulichen die

Stoffwechselgesamtsituation der Zelle und verdeutlichen, dass andere Glukosestoffwechselwege

als die Glykolyse und der Krebszyklus oder wahrscheinlicher simultane Verinderungen in allen

Stoffwechselwegen eine kritische Rolle bei der Regulation der B-Zellfunktion unter chronischer
Hyperglykimie einnehmen kénnen. Des Weiteren zeigt die Anwendung von Metabolitenprofilen,
dass pharmakologische Proteininhibitoren nicht nur auf Proteinebene einen entscheidenden
Einfluss haben, sondern auch auf Metabolitenebene zu signifikanten Verdnderungen fithren
konnen. Die vorliegenden Resultate legen weiterfihrende Studien nahe, unter anderem die
Analyse der Bedeutung des intrazelluliren pH beziiglich Insulingenexpression, aber auch
Insulinsekretion. In den insulin-sezernierenden beta-TC3 Zellen und anderen Zelltypen und
Geweben konnte gezeigt werden, dass eine zellulire Azidifizierung die SchlieBung der K-
Kanile hemmt beziehungsweise deren Offnung aktiviert [141-146], was die Sezernierung von
Insulin hemmen wiirde. Weiterhin ist unklar, ob vergleichbare metabolische Effekte in
peripheren Geweben, wie Muskel und Fett stattfinden und auch die Insulinsensitivitit

moglicherweise auf diesem Weg modifiziert wird.



5 Zusammenfassung

Der Glukosestoffwechsel der pankreatischen B-Zellen und die sich daraus ergebende Erhéhung
des intrazelluliren Konzentrationsverhiltnisses von ATP zu ADP stellt das metabolische Signal
fir die Insulinsekretion dar. Im gesunden, normalen Zustand wird nach akuter Glukoseaufnahme
das sezernierte Insulin durch dessen Neusynthese ersetzt. Dieser Prozess setzt eine
funktionierende mRNA-Synthese voraus. Unter chronisch hyperglykdmischen Bedingungen ist
nicht nur die Insulintranskription, sondern auch die Proteinbiosynthese und Sekretion gestort.
Daher war es Ziel der vorliegenden Arbeit Glukosestoffwechselwege zu identifizieren, die bei der
Regulation der Insulingenexpression eine wesentliche Rolle spielen konnten. Des Weiteren sollte
eine Assoziation zwischen Glukosemetabolismus und Proteinkinase-assoziierter Verminderung
der Insulingenexpression gefunden werden. Zu diesem Zweck wurden an kultivierten
pankreatischen  Ratteninsulinomazellen  (INS-1)  Versuchsserien mit unterschiedlichen
Fragestellungen durchgefithrt. Anfinglich wurden anhand von Metabolitenprofilanalysen
detaillierte Untersuchungen hinsichtlich der Glukoseverstoffwechselung unter chronisch hohen
Glukosebedingungen durchgefithrt. Aus den Analysen ergab sich, dass chronisch hohe
Glukosekonzentrationen iiberwiegend zu metabolischen Verdnderungen im Glukosestoffwechsel

fihren. Am deutlichsten waren Anreicherungen von glykolytischen und mitochondrialen

Metaboliten, mit besonders kumulierenden Mengen von o-Ketoglutarat, sowie eine
Akkumulation von Metaboliten des Pentosephosphatweges. Dabei war besonders eine zellulire
Anreicherung  organischer  Siuren  auffallend.  Fine  starke  Akkumulation  der
Pentosephosphatwegsmetaboliten Glucono-o6-lacton, 6-Phosphoglukonsiure und Glukonsiure
und von Carbamylaspartat, initialer Teil des DNA/RNA Syntheseweges war nur bei chronisch
hohen Glukosekonzentrationen zu verzeichnen. Die Spiegel dieser Metaboliten waren in INS-1
wihrend der Kultivierung bei niedriger Glukose extrem niedrig beziehungsweise nicht
detektierbar. Bei Glukonat handelt es sich um einen in pankreatischen Zellen neu identifizierten
Metaboliten, dessen Herkunft als Glukoseabbauprodukt mit isotopenmarkierter [°C]Glukose
nachgewiesen werden konnte. Dessen verstirkte Ausscheidung ins Medium kénnte zum einen als
Zeichen einer Stoffwechseliiberbelastung gedeutet werden und konnte zum anderen eine
Moglichkeit der Zelle aufzeigen, eine Anreicherung spezifischer Glukoseabbauprodukte zu
kompensieren. Parallel zu den Metabolitenprofilanalysen sollte in INS-1 Zellen bei chronisch
hohen Glukose, nach phinotypischer und genotypischer Charakterisierung, ein Proteinsignalweg,
assoziiert mit einer Verminderung der Insulingenexpression, identifiziert werden.
Voruntersuchungen zeigten, dass chronisch hohe Glukosekonzentrationen zu einer

Verminderung der Insulingenexpression, assoziiert mit einer Verminderung der



Insulingeninitiatoren MafA, B2, PDX-1 und des Differenzierungsfaktors Pax( flhrten.
Zusitzlich hatten chronisch hohe Glukosekonzentrationen eine Entdifferenzierung der B-Zellen
zur Folge, was sich in einer Induktion der Proliferation dullerte. Eine verstirkte Proliferation war
moglicherweise auf eine erhohte Aktivitit der ERK1/2 Proteinkinase zuriickzufiihren. Die
Hemmung der ERK1/2 Kinaseaktivitit mit PD98059 resultierte in einer Erholung der
Insulingenexpression und der positiven Insulingenregulatoren MafA, 2, PDX-1 und Pax6 nach
chronisch  hoher  Glukoseexposition. ~ AbschlieBend  sollte  geklirt  werden, ob
Metabolitenverinderungen an der Verminderung der Insulingenexpression beteiligt sein kénnte
und inwiefern die ERK1/2 Kinase dabei eine zentrale Rolle spielt. Eine Inhibierung der 6-
Phosphoglukonsiduredehydrogenase des Pentosephosphatweges mit 6-AN resultierte dhnlich wie
bei 16 mM Glukose in einer Akkumulation von Glucono-8-lacton, 6-Phosphoglukonsiure und
Glukonsidure und ging mit einer Verminderung der Insulingenexpression einher. Die Inhibierung
der ERK1/2 Kinase hatte trotz chronisch hoher Glukosekonzentrationen keine Verminderung
der Insulingenexpression zur Folge wund resultierte in einer Verrinderung der

Pentosephosphatwegmetaboliten Glucono-8-lacton, 6-Phosphoglukonsidure und Glukonsiure,

aber auch von a-Ketoglutarat.

Die hier geschilderten Ergebnisse verdeutlichen, dass hohe Glukosekonzentrationen langfristig
eine, unter normalen Bedingungen nicht auftretende, intrazellulire Anreicherung einer Vielzahl
von Glukoseabbauprodukten in -Zellen zur Folge haben. Besonders auffillig ist ein kritischer
Anstieg organischer Sduren, welche mit einer ERK1/2 Kinase - vemittelten Verminderung der

Insulingenexpression assoziiert sein konnten.

Schlussfolgerung

Eine chronische Erhéhung der Blutglukose dirfte den Stoffwechsel in pankreatischen B-Zellen

deutlich modifizieren und zu einer Verschlechterung der B-Zellfunktion beitragen. Ob dies auch
Implikationen im Hinblick auf Ernihrungsgewohnheiten hat, wie z.B. kohlenhydratreiche

Ernidhrung, ist unklar und sollte tierexperimentell weiter untersucht werden.
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