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1. Einleitung

1.1 Typ-1-Diabetes mellitus

Der humane Typ-1-Diabetes ist eine multifaktorielle Autoimmunkrankheit, die

sich meist in der Pubertät manifestiert und über mehrere pathogenetische Pro-

zesse zur selektiven Zerstörung der Insulin-produzierenden ß-Zellen der pan-

kreatischen Inseln führt (Eisenbarth, 1986). Zahlreiche Studien haben gezeigt,

dass auf dem Boden einer bestimmten genetischen Prädisposition exogene

Faktoren, wie z.B. Viren und Toxine den Krankheitsprozess auslösen und Im-

munreaktionen stimulieren (Tisch und McDevitt, 1996; Luppi und Trucco, 2000).

Es entwickelt sich eine Insulitis, d.h. Infiltration der Inseln mit mononuklearen

Zellen (Bach, 1994) mit nachfolgender Zerstörung der ß-Zellen, und schließlich

eine Hyperglykämie als Folge eines Insulinmangels. An der Pathogenese des

Diabetes mellitus sind freie Radikale als oxidativer Stress beteiligt (Wilson et al.,

1988; Wolff, 1993; Verge et al., 1995).

Um den molekularen Mechanismus der ß-Zellzerstörung näher untersuchen zu

können, wurden verschiedene Tiermodelle entwickelt. Dazu zählen sowohl die

BB (biobreeding)-Ratte und die NOD (non-obese diabetic)-Maus (Eisenbarth,

1986), welche spontan einen Typ-1-Diabetes entwickeln als auch Modelle mit

einem induzierten Diabetes, wie z.B. mit Streptozotocin (STZ) und Alloxan

(ALX). Diese Modelle sind unerläßlich, da Untersuchungen zur Pathogenese

der ß-Zellzerstörung bei Menschen ethisch nicht vertretbar sind.

1.2  Streptozotocin (STZ)

1.2.1  Struktur und Vorkommen

STZ ist eine in der Natur vorkommende Substanz, die aus Streptomyces

achromogenes isoliert wurde. Biologisch ist STZ ein Breitspektrum-Antibiotikum

und hat Anti-Tumor-Aktivitäten. In Labortieren kann mit STZ ein Diabetes aus-

gelöst werden (Rerup, 1970). Chemisch hat STZ ein Molekulargewicht von

265 Da und besteht aus Methyl-N-Nitrosoharnstoff (MNU) gebunden an

D-Glucose (D-G) (Abb.1).
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Abbildung 1: Strukturformel von STZ ([2-Deoxy-2(3-Methyl-3-

Nitrosourea)]-1-D-Glucopyranose)

Ursprünglich sollte STZ in der Krebstherapie eingesetzt werden, aber vorklini-

sche Studien an Nagetieren zeigten das diabetogene Potential an (Bell et al.,

1989). STZ besitzt die Fähigkeit, relativ selektiv die β-Zellen der Langerhans-

Inseln im Pankreas zu zerstören. STZ wird durch seinen Glucoseanteil (Wilson

und Leiter, 1990) über den Glucosetransporter 2 (GLUT2) von der β-Zelle auf-

genommen (Schnedl et al., 1994; Wang und Gleichmann, 1998). Mit STZ kann

in Mäusen über 2 unterschiedliche Protokolle ein Diabetes induziert werden, die

jeweils einen unterschiedlichen pathogenen Mechanismus auslösen.

1.2.2  Hoch-Dosis (HD)-STZ-Diabetes-Modell

Im HD-STZ-Diabetes-Modell wird einmalig eine hohe Dosis STZ von 180-200

mg/kg Körpergewicht (KG) injiziert. In diesem Modell wirkt STZ direkt β-

zelltoxisch und die Versuchstiere entwickeln innerhalb von 48-72 h eine ausge-

prägte Nekrose der ß-Zellen mit nachfolgender permanenter Hyperglykämie

ohne Insulitis (Rossini et al., 1977).
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1.2.3  Multiple-Niedrig-Dosis (MLD)-STZ-Modell

Der MLD-STZ-induzierte Diabetes wurde erstmals von Like und Rossini (1976)

beschrieben und entwickelt sich nur in männlichen Mäusen empfänglicher

Stämme. Hierbei werden durch intraperitoneale (ip) Injektionen an 5 aufeinan-

der folgenden Tagen je 40 mg/kg KG STZ verabreicht. Dabei werden zunächst

subtoxische Effekte auf die β-Zellen (Wang und Gleichmann, 1998) und an-

schließend T-zellabhängige, inflammatorische Immunreaktionen mit Insulitis

induziert (Klinkhammer et al., 1988; Wilson und Leiter, 1990; Elias et al., 1994).

Die Immunreaktionen zeichnen sich durch STZ-spezifische, T-zellabhängige

Reaktionen (Klinkhammer et al., 1988) und unspezifische inflammatorische

Prozesse mit der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Mendola et

al., 1989) und Stickstoffmonoxid (NO•) (Corbett et al., 1993; Halliwell, 1994)

aus. Weiterhin wurde gezeigt, dass der MLD-STZ-Diabetes mit der Aktivierung

T-Helferzell (Th)-1-typischer, proinflammatorischer und der Reduktion Th2-

typischer anti-inflammatorischer Zytokine im Mikromilieu der pankreatischen

Inseln assoziiert ist (Müller et al., 2002). Aufgrund des immunologisch-

mediierten Mechanismus, der durch ein exogenes Agenz angeregt wird, ist das

MLD-STZ-Modell mit der Pathogenese des menschlichen Typ-1-Diabetes ver-

gleichbar, da - wie bereits erwähnt - auch hier exogene Faktoren als Zündung

für T-zellabhängige, immunologische Reaktionen mit daraus resultierender ß-

Zellzerstörung generell angenommen werden (Verge et al., 1995).

1.2.4  Mechanismen von STZ-induzierten Aktivitäten

Um den Mechanismus der Zerstörung der β-Zellen durch STZ aufzuklären,

wurden chemische, biochemische, immunologische und molekularbiologische

Untersuchungen vorgenommen. Diese ergaben, dass STZ ein kurzlebiges Mo-

lekül ist, welches spontan in ein Methyldiazohydroxid und ein Isocyanat zerfällt,

ohne vorher metabolisiert zu werden. Isocyanate können zelluläre und intra-

molekulare Komponenten carbamylieren. Das Methyldiazohydroxid hingegen

zerfällt weiter in ein hochreaktives Carboniumion, welches Zellkomponenten wie

die DNA oder auch Proteine zu alkylieren vermag. Die bevorzugten Positionen

der Alkylierungsreaktion im DNA-Molekül sind die N7- oder O6-Positionen am

Guanin. Diese DNA-Läsionen können nur durch Reparaturmechanismen beho-
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ben werden. Es wird angenommen, dass eine Alkylierung von glykolytischen

oder mitochondrialen Bestandteilen der Adenosin-Triphosphat (ATP)-Synthese

durch toxische Dosen von STZ Inselzellen zerstören kann (Wilson and Leiter,

1990). Weiterhin wurde gezeigt, dass STZ in vitro dosisabhängig und im HD-

STZ-Modell ex vivo in Inseln die ROS-Bildung anregt und die DNA fragmentiert

(Takasu et al., 1991). Die DNA-Fragmentierung ist in diesem System Folge

ausschließlicher Toxizität. Im MLD-STZ-Modell hingegen werden die zwei oben

genannten unterschiedlichen Effekte, nämlich toxische und immunologische,

induziert. In Abbildung 2 sind die verschiedenen Mechanismen der ß-

Zellzerstörung durch STZ dargestellt.

Die Voraussetzung der zwei unterschiedlichen MLD-STZ-Effekte für die Diabe-

tes-Pathogenese wurde in verschiedenen Versuchsansätzen belegt. So wurde

gezeigt, dass die Behandlung mit Anti-Lymphocyten-Serum, welches inflam-

matorische Immunreaktionen hemmt, den Diabetes in CD-1-Mäusen verhindert

(Rossini et al., 1978). Die Vorbehandlung mit 5-Thio-D-Glucose (5-T-D-G)

schützt BALB/c- und C57BL/6-Mäuse sowohl vor einem HD- als auch einem

MLD-STZ-Diabetes (Wang et al., 1993). Es wurde geschlussfolgert, dass

5-T-D-G an den GLUT2 bindet und dort kompetitiv die Aufnahme von STZ über

den D-G-Anteil in die ß-Zelle verhindert.

In weiteren Untersuchungen zeigten Wang und Gleichmann (1998), dass der

GLUT2 eine präferenzielle, wenn nicht gar selektive Zielstruktur der ß-Zelle im

MLD-STZ-Modell in männlichen C57BL/6-Mäusen ist. Hier ist anzumerken,

dass der GLUT2 eine essentielle Zellstruktur für die physiologische Funktion

der ß-Zelle ist. Über den GLUT2 wird extrazelluläre Glucose in die ß-Zelle

transportiert und über eine Signalkaskade eine adäquate Insulin-Inkretion sti-

muliert, um die Homeostase des Kohlenhydratstoffwechsels zu gewährleisten.

Zahlreiche Experimente berechtigen zu der Annahme, dass ROS und NO• als

Mediatoren der ß-Zellzerstörung eine wichtige Rolle spielen (Oberley, 1988;

Corbett et al., 1993; Halliwell, 1994; Rabinovitch und Suarez-Pinzon, 1998).
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Weiterhin wurde die Bildung von Wasserstoffperoxid (H2O2) in pankreatischen

Inseln von Ratten durch eine einmalige toxische Dosis STZ nachgewiesen (Ta-

kasu et al., 1991). Kürzlich wurde die Bildung der hochtoxischen Hydroxylradi-

kale (•OH) mittels der aufwendigen und sehr sensitiven Elektronen-Spin-

Resonanz (ESR) -Spektroskopie sowie die H2O2-Bildung in Inseln durch STZ in

vitro gezeigt (Gille et al., 2002).

Basierend auf diesen Befunden sollte die Bedeutung von H2O2 im MLD-STZ-

Modell analysiert werden.
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1.3 Reaktive Sauerstoffe (ROS)

Als ROS bezeichnet man freie Sauerstoffradikale und nicht-radikalische reakti-

ve Sauerstoffspezies. Freie Radikale besitzen ein oder mehrere ungepaarte

Elektronen und erhalten dadurch besondere chemische und physikalische Ei-

genschaften (Boveris, 1998). ROS besitzen eine hohe chemische Reaktivität

und können entweder aus neutralen Molekülen durch Abgabe oder Aufnahme

eines Elektrons gebildet werden oder auch durch homolytische Spaltung einer

kovalenten Bindung. Freie Radikale können aus diesem Grund anionisch, ka-

tionisch oder auch neutrale Spezies sein. Die Interaktion freier Radikale mit

zellulären Kompartimenten kann zur Bildung von sekundären Radikalen aus

Proteinen, Lipiden oder Nukleinsäuren führen, die wiederum mit weiteren Zell-

bestandteilen reagieren können. Somit beginnt eine Kettenreaktion, die eine

deutliche Zellschädigung zur Folge hat. Direkte Folgen sind z.B. Nekrosen oder

Fibrosen, eine mögliche Spätfolge kann die Tumorgenese sein. Das Ausmaß

und die Manifestation der Zellschädigung hängt von der Art der ROS, vom Ort

der ROS-Generierung und der chemischen Interaktion mit Zellbestandteilen ab

(Marquard und Schäfer, 1994).

Zu den ROS zählen:

1.3.1   Superoxidanion (O2•• -)

Das Superoxidanion (O2•-) wird durch die Aufnahme eines Elektrons des Sau-

erstoffmoleküls gebildet und hat eine Halbwertzeit von Millisekunden. Das O2•-

ist eine starke Base und kann Protonen aus Verbindungen abspalten.  Als Re-

duktionsmittel kann es außerdem Übergangsmetallionen wie Kupfer (Cu2+) oder

Eisen (Fe3+) in ihre reduzierte Formen (Cu+ und Fe2+) überführen und Chinone

zu Semichinonen reduzieren. Als Nukleophil reagiert es mit elektrophilen Grup-

pen. Da es ferner ein schwaches Oxidationsmittel ist, kann es z.B. Ascorbinsäu-

re oxidieren. O2•- wird in fast allen aeroben Zellen gebildet. Die Bildung findet

hauptsächlich in der Elektronentransportkette des Ubichinon-Cytochrom-C-

Komplexes in den Mitochondrien statt (Nukatsuka et al., 1988). Ebenso sind

phagocytierende Zellen des Immunsystems wie Monocyten, Neutrophile, Eo-

sinophile und Makrophagen an der Entstehung von O2•-.beteiligt. In Anwesen-
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heit von Stickstoffmonoxid (NO•) kann es mit O2•
- zur Bildung von Peroxinitrit

(ONOO-) kommen (Beckmann, 1996; Halliwell, 1996).

1.3.2 Wasserstoffperoxid (H2O2)

H2O2 ist ein Zwischenprodukt der schrittweisen Oxidation des molekularen

Sauerstoffs über O2•
-. Es kann aber auch durch eine direkte Zwei-

Elektronenübertragung entstehen. H2O2 ist eine stabile Verbindung mit einer

Halbwertzeit bis zu etwa 10 Minuten, die auch in vielen lebenden Zellen ein

Endprodukt vieler Oxidationsreaktionen ist. Es kann sowohl als Oxidations- als

auch als Reduktionsmittel reagieren. H2O2 wird zum Schutz vor Bakterien und

Viren im Cytosol und in den Peroxisomen gebildet (Chance et al., 1979). H2O2

selber ist kein freies Radikal, aber durch eine Reaktion vom Fenton-Typ mit

Übergangsmetallen, z.B. Fe3+ oder Cu2+, eine Quelle der sehr reaktiven •OH.

Fenton-Reaktion (hier: Fe2+/ Fe3+) (Cohen, 1993):

H2O2+ Fe2+  Fe3+ +  •OH + OH-

1.3.3  Hydroxylradikal (•OH)

•OH ist ein besonders starkes Oxidationsmolekül mit einer Halbwertzeit von et-

wa 1 Nanosekunde, welches mit organischen Molekülen - wie Proteinen, Ami-

nosäuren, DNA-Basen, Phospholipiden - und organischen Säuren sehr schnell

reagieren kann. Es kann Wasserstoffatome aus jeder Kohlen-Wasserstoff

(C-H)-Bindung abstrahieren und an aromatischen Verbindungen mit hoher Ge-

schwindigkeit Additionsreaktionen eingehen. •OH entsteht über die Fenton-

Reaktion (siehe 1.3.2), aber auch durch Übergangsreaktionen zwischen den

verschiedenen ROS mit Übergangsmetallen (hier mit Fe2+/ Fe3+), die zur Bil-

dung reaktiver •OH führen (Gutteridge, 1990; Halliwell und Gutteridge, 1992):

O2•- + O2
- + 2H+ H2O2 + O2

Fe3+ + O2•- Fe2+ + O2

Fe2+ + H2O2 Fe3+ + •OH + OH-
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Die durch Übergangsmetallionen katalysierte Reaktion wird „Haber-Weiss-

Reaktion“ genannt  (Kehrer, 2000):

O2•
- + H2O2

Fe3+/ Fe2+ O2 + •OH + OH-

1.4 Reaktive Stickstoffe

1.4.1   Stickstoffmonoxid (NO••)

NO• ist ein wasser- und fettlösliches freies Radikal, das durch die Aktivität der

induzierbaren Nitritoxid-Synthase (inducible nitrite oxide synthase = iNOS) aus

der Aminosäure L-Arginin vor allem im Endothel gebildet wird. Ein Anstieg der

iNOS1 z.B. in Epithelien führt zu einer Aktivierung der iNOS2 in infiltrierenden

Neutrophilen und Makrophagen (Bolanos und Almeida, 1999). Auf Grund der

NO•-Bildung in Blutgefäßen durch die iNOS oder das Xanthinoxidase-System

wird in der Elektronentransportkette O2•- gebildet.

1.4.2   Peroxinitrit (ONOO-)

ONOO- (Oxoperoxonitrat (1-)), ist ein potentes Oxidations- und Nitrierungspro-

dukt, welches über eine Reaktion aus O2•- und NO• gebildet wird. Die beiden

Reaktionspartner entstehen während entzündlicher Prozesse durch erhöhte

Aktivität der Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidase und

iNOS (Beckmann, 1996; Radi et al., 2001). Die Halbwertzeit von ONOO- beträgt

etwa eine Sekunde. Im Organismus entsteht ONOO-  vor allem intravasal unter

Beteiligung von Phagocyten, die ROS bilden, und Endothelialzellen, die NO•

generieren (Beckmann et al., 1994; Arteel, 1998). ONOO- verursacht mögli-

cherweise durch anschließende •OH-Bildung, ebenso wie das •OH, Strangbrü-

che an der DNA (Burkhard et al., 1999). Die physiologische Bedeutung des

ONOO- liegt vor allem, wie die der ROS, in der Abwehr von Mikroorganismen.

Aber auch körpereigene Zellen können von den Auswirkungen des ONOO- be-

troffen sein, da es mit allen Biomolekülen, z.B. der DNA (Salgo et al., 1995) mit

Proteinen (Grune et al., 2001) und Lipiden (Radi et al., 1991) reagiert. Eine

Prävention von Zellschäden wäre eine Verringerung von NO• und/oder O2•-

(Hooper et al., 1997) oder eine Hemmung der iNOS (Matheis et al., 1992). Eine
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weiterer Schutz wäre der Abbau des gebildeten O2•
- durch die Superoxiddis-

mutase (SOD) (White et al., 1994). Neben seiner Beteiligung an Zellschäden

hat ONOO- aber auch Einfluß auf die zellulären Signalwege (Klotz, 2002), in-

dem es die mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen= MAPK) sowie die

extrazelluläre regulierte Kinase (ERK)-1 reguliert.

1.5 Vorkommen von ROS im Organismus

Sauerstoffradikale und nicht-radikalische Sauerstoffe, wie das O2•
- und das

H2O2, werden bei biologischen Reaktionen gebildet (Storey, 1996). Lösliche

Zellkompartimente, wie z.B. Thiole, Flavin und Hämproteine, aktivieren bei Au-

tooxidationsprozessen Sauerstoff; verschiedene lösliche Enzyme setzen im

Rahmen ihres katalytischen Kreislaufs O2•- frei. Membrangebundene Enzym-

und Elektronentransportsysteme bilden ROS, so z.B. produziert das mitochon-

driale Elektronentransportsystem O2•- und induziert somit auch die Bildung von

H2O2 (Marquard und Schäfer, 1994).

1.5.1   Funktionen und biologische Bedeutung

In der normalen Zellfunktion sind ROS ein wesentlicher Bestandteil. So ist z.B.

die Insulinsekretion der ß-Zelle mit ROS assoziiert (Pieper et al., 1995). Unter-

suchungen im Homogenat von unbehandelten männlichen Wistar-Ratten haben

eine basale ••OH Generierung gezeigt. Durch Messungen im ESR-Spektrum

konnte das ••OH-spezifische Quartett-Signal (1:2:2:1) der ••OH-Radikale erstmals

gezeigt werden (Pieper et al., 1995). ROS sind auch für weitere Zellfunktionen

essentiell (Mattson, 1997). So spielen sie eine wichtige Rolle in der Kaskade

von Signaltransduktionen (Ho und Bray, 1999; Kaltschmidt et al., 1999; Grilli

und Memo 1999). So aktivieren ROS den nukleären Transkriptionsfaktor (NF)-

κB, der seinerseits für die Regulation der Expression folgender Proteine

verantwortlich ist: Tumornekrosefaktor (TNF)-α, Interferon (IFN)-γ, Interleukin

(IL)-1β, iNOS sowie Makrophagen Chemotaktisches Protein (MCP)-1. Dadurch

wird die Immunantwort z.B. durch Inflammation initiiert (Baeuerle und Henkel,

1994). Neben biologischen Prozessen, wie Alterungsvorgänge und

Entzündungsreaktionen, spielen ROS auch eine wichtige Rolle bei der Patho-

genese vieler Krankheiten, so z.B. der Pankreatitis, dem Postischämiesyndrom,
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der Tumorgenese, der Arteriosklerose, der diabetischen Angiopathie sowie bei

nekrotischen (Mattson et al., 1995) und apoptotischen Zellschäden (Ratan et

al., 1994). Die Interaktion der ROS mit beispielsweise der Hyaluronsäure,

einem wesentlichen Bestandteil der Extrazellulärflüssigkeit, führt zu dessen De-

polarisation. Dieser Abbau spielt bei der rheumatoiden Arthritis eine wesentliche

Rolle, da dadurch die Mucopolysaccharide der Synovialflüssigkeit zerstört wer-

den (Myint et al., 1987).

Eine zentrale Bedeutung haben ROS auch bei der Entwicklung neurodegenera-

tiver Krankheiten, wie der Parkinson´schen Krankheit (Halliwell, 1994; Owen et

al., 1996), der Alzheimer-Erkrankung (Subbarao et al., 1990; Lovell et al., 1995)

oder der entzündlichen, chronischen Darmerkrankung Morbus-Crohn (Dijkstra

et al., 1998). Die Empfindlichkeit von Proteinen gegenüber ROS hängt von ihrer

Aminosäurezusammensetzung ab. Eine besondere Reaktivität haben die ROS

gegenüber ungesättigten und schwefelhaltigen Aminosäuren, wie Tryptophan,

Tyrosin, Phenylalanin, Histidin, Methionin und Cystein. ROS reagieren auch mit

Nukleinsäuren, bzw. den Nukleobasen, vor allem Thymin und Guanin. Das Re-

sultat der oxidativen Zerstörung sind DNA-Schäden, die entweder zum Zelltod

führen oder einen Einfluss auf die Tumorinitiation haben. Durch die Behandlung

mit STZ und ALX konnte eine Fragmentierung der DNA nachgewiesen werden.

Da die induzierten Strangbrüche das DNA-Reparaturprotein poly-(ADP-Ribose)-

Polymerase (PARP) aktivieren (Pieper et al., 1995; Lipton, 1999), wird NAD+,

eine Energiequelle für zelluläre Prozesse, abgebaut. Die starke PARP-Aktivität

resultiert in der Abnahme von NAD+, welches nicht mehr in genügendem Maß

nachgeliefert werden kann.

Dieser Prozess führt zu einer Akkumulation der poly-(ADP-Ribose), einem End-

produkt der PARP-Aktivität, und somit zum Zelluntergang. Okamoto (1985)

vermutete, dass die Bildung von O2•- und •OH die Ursache für die Fragmen-

tierung in pankreatischen Inseln sein könnte. ROS können ebenfalls mit Lipiden

reagieren, die auf diese Weise oxidativ zerstört werden. Membranphospholipide

der Zellmembran oder der Organellmembran können durch peroxidative

Schädigung in ihrer Funktion so stark beeinträchtigt werden, dass sie zum

Zelltod führen.

Dazu gehören z.B. ATP-abhängige Calciumtransportproteine, die gehemmt

werden. Als Folge wird intrazelluläres Calcium angereichert und der Zellunter-
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gang hervorgerufen. Physiologische antioxidative Schutzmechanismen kontrol-

lieren die Bildung von ROS. Ihre antioxidative Kapazität kann jedoch durch die

Bildungsrate der ROS übertroffen werden, sodass zelluläre Bestandteile oxida-

tiv zerstört werden. Demzufolge entsteht der sogenannte „oxidative Stress“

(Sies, 1997). Ein Schema zur Kettenreaktion von ROS in biologischen Syste-

men ist in Abbildung 3 dargestellt.

Nachdem die pathogene Wirkung von ROS in zahlreichen Krankheiten gezeigt

wurde, war es von großem Interesse zu untersuchen, ob den ROS bei der

chronisch immunologischen Pathogenese des Diabetes eine wesentliche Be-

deutung zuzuordnen ist. Ob speziell die H2O2-Generierung in Inseln durch STZ-

Behandlung stimuliert wird, bleibt zu klären.
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1.6 Schutzmechanismen gegen ROS

In der Zelle existieren verschiedene enzymatische und nicht-enzymatische

Schutzmechanismen gegenüber Schäden durch ROS. Diese protektiven Sy-

steme fangen entweder direkt ROS ab oder reparieren die eingetretenen Schä-

den. Eine weitere wichtige Rolle für den antioxidativen Status der Zelle spielen

Spurenelemente, wie z.B. Zink (Zn2+) und Selen (Se).

1.6.1 Nicht-enzymatische Schutzsysteme

Zu den nicht-enzymatischen Schutzsystemen gehört u.a. die Ascorbinsäure

(Vitamin C), die als wasserlöslicher Radikalfänger mit ROS unter Bildung von

Semidehydroascorbat reagiert. Zu dieser Gruppe gehört auch α-Tocopherol

(Vitamin E), ein Lipid-lösliches Antioxidanz. Das Molekül besitzt eine Chroma-

nolgruppe, die mit Peroxyl- und Alkoxylradikalen reagiert und somit die Li-

pidperoxidation verhindert (Sies, 1989). Zusätzlich wird durch α-Tocopherol das

nicht-enzymatische Se bereit gehalten. Die Aufrechterhaltung des Se-Spiegels

ist für die Se-abhängige Glutathionperoxidase von größter Bedeutung (Behne

und Kyriakopoulos, 2001). Peroxylradikale, aber auch Singulettsauerstoff wer-

den durch β-Carotin (Provitamin A) detoxifiziert. β-Carotin spielt in Membranen

bestimmter Gewebe, so z.B. der Retina, eine wichtige Rolle und ist dort in gro-

ßen Mengen zu finden. Nicht-enzymatische Schutzsysteme wirken protektiv

gegen Krankheiten (Cross et al., 1987), so z.B. kardiovaskuläre Erkrankungen

(Aviram et al., 2000), haben aber auch für ein intaktes Immunsystem (Biesalski,

1995) eine große Bedeutung. So zeigten Kinalsky et al.(1999), dass trächtige

Wistar- Ratten, die eine Dosis STZ (40 mg/kg KG) erhalten hatten und zusätz-

lich mit Vitamin E supplementiert wurden, erhöhte SOD-Aktivitäten sowie einen

erhöhten Glutathion (GSH)-Spiegel haben. Diese Erhöhung konnte ebenso in

den Nachkommen gemessen werden. Daraus wurde geschlussfolgert, dass

eine Imbalance zwischen ROS und ihrer unkontrollierten Bildung durch schüt-

zende Enzyme und deren Aktivitäten reduziert wird.
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1.6.2     Enzymatische Schutzsysteme

1.6.2.1 Superoxiddismutase (SOD)

SOD ist ein Metallenzym, welches die Disproportionierung („Dismutation“) von

O2•
- katalysiert (McCord und Fridovich, 1969).

O2•
- + O2•

- + 2H+ SOD H2O2 + O2

In Eukaryonten existieren verschiedene Formen der SOD: 1) eine intrazelluläre

cytosolische Cu- und Zn-haltige SOD mit einem Molekulargewicht von 32 kDa,

die auch in nukleären Bereichen und in Lysosomen zu finden ist (Chang et al.,

1988); 2) eine extrazelluläre Cu/ZnSOD, die im Plasma, in der Lymphe und der

Cerebrospinalflüssigkeit enthalten ist (Marklund, 1997), als Homotetramer vor-

liegt und ein Molekulargewicht von 135 kDa besitzt; 3) eine mitochondriale,

Mangan (Mn)-haltige SOD-Form mit Tetraederstruktur und einem Molekularge-

wicht von 96 kDa (Keller et al., 1991; Liou und Baltimore, 1993).

1.6.2.2   Katalase (CAT)

Von den verschiedenen Enzymen, die H2O2 abfangen (Friedovich, 1986), ge-

hört CAT zu den Hydroperoxidasen, die ein tetrameres Hämprotein ist mit je

einem Häm als prosthetische Gruppe und einem Molekulargewicht von 230

kDa. CAT katalysiert z.B. in den Peroxisomen oder den Erythrocyten die

Disproportionierung von H2O2:

H2O2 + H2O2          CAT 2 H2O + O2

Während der Umwandlung von H2O2 zu H2O wird H2O2 oxidiert, und das Ei-

senmolekül der prosthetischen Gruppe wird dabei reduziert.
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1.6.2.3   Glutathionperoxidase (GPX)

Ein weiteres Enzym – welches die Reduktion von H2O2  durch das Tripeptid

Glutathion (GSH), bestehend aus Glutamat, Glycin und Cystein, katalysiert – ist

die GPX.

GPXs katalysieren die Reduktion von H2O2 zu organischen Hydroperoxiden,

einschließlich Lipidhydroperoxiden zu den entsprechenden Alkoholen. Oxidier-

tes (GSSG) und reduziertes GSH bilden ein Redoxsystem, bei dem die redu-

zierte Form (GSH) überwiegt. Durch die GSH-Reduktase wird mit Hilfe von

NADPH aus GSSG GSH regeneriert (Abb. 4), der Zyklus kann demzufolge von

neuem beginnen (Flohe, 1982; Epp et al., 1983; Tappel, 1984; Köhrle et al.,

2000; Behne et al., 2001).

Neben H2O2, Ethylhydroperoxiden und tert.-Butylhydroperoxiden werden auch

Linol- und Linolensäurehydroperoxide sowie Hydroperoxide von Steroiden und

Nukleinsäuren zu den korrespondierenden Alkoholen reduziert. Lediglich zykli-

sche Dialkylperoxide und zyklische Peroxide werden nicht umgesetzt. Das akti-

ve Zentrum des Enzyms liegt jeweils nahe der Oberfläche und ermöglicht somit

die Umwandlung jedes Hydroperoxids. Die katalytische Triade des Enzyms be-

steht aus Selenocystein, Glutamin und Tryptophan.

Die GPX ist Se-haltig und Se-abhängig und kommt in fünf verschiedenen Iso-

formen vor: cytosolische GPX (cGPX), gastro-intestinale GPX (GI-GPX), plas-

matische GPX (pGPX), Phospholipid GPX (PH-GPX) und Sperma Nuclei GPX

(snGPX) (Behne und Kyriakopoulos, 2001). Die Umsatzgeschwindigkeiten der

verschiedenen Isoformen besitzen folgende Reihenfolge: cGPX> GI-GPX<

pGPX> PH-GPX.

H2O2 + 2GSH  GPX  ROH+ H2O+ GSSG

2 GSH GSSG

GSH-Reduktase

NADPH NADP+

G-6-P G-6-Dehydrogenase 6-Phosphatgluconat

Abbildung 4: H2O2-Katalyse (nach: Flohe, 1982)
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Demzufolge kann der Schaden für eine Zelle, der durch ROS entsteht, durch

antioxidative Abwehrsysteme abgewendet werden. Jedoch sind Zellen bzw.

Organe mit unterschiedlichem Gehalt an antioxidativen Systemen ausgestattet.

So zeigten bereits Grankvist et al. (1981) an normalgewichtigen und fettleibigen

Mäusen deutlich niedrigere Spiegel in ß-Zellen im Vergleich zu anderen Orga-

nen wie Leber, Niere und Lunge.

Diese Befunde haben Lenzen et al. (1996) bestätigt und erweitert. Sie zeigten,

dass in pankreatischen Inseln der Ratte und in Insulin-produzierenden RINm5F-

Zellen eine sehr geringe Expression der Enzyme SOD, CAT und GPX im Ver-

gleich zu elf anderen Organen vorliegt (Tiedge et al., 1997). Diese geringe Aus-

stattung der pankreatischen Inseln scheint mit der ausgeprägten Sensibilität der

pankreatischen Inseln gegenüber Diabetogenen wie STZ oder ALX assoziiert

zu sein, die potente ROS-Bildner sind.

Darüber hinaus sind Insulin-produzierende Zellen, im Gegensatz zu anderen

Gewebetypen, nicht in der Lage auf eine Stresssituation mit der Hoch-

regulierung ihres antioxidativen Systems zu antworten (Tiedge et al., 1997).

Durch Genmodulation kann jedoch ein Schutz vor ROS erzielt werden. So be-

wirkt in RINm5F-Zellen die Überexpression von CAT und GPX eine erhöhte

Resistenz gegenüber der Schädigung durch ROS (Tiedge et al., 1997). Auch

sind transgene Mäuse mit Überexpression der Cu/Zn SOD vor Diabetes durch

STZ und ALX geschützt (Kubisch et al., 1994).

Weitere Untersuchungen ergaben, dass durch gezielte Überexpression der

Cu/Zn SOD in den ß-Zellen der Maus die Aktivität der SOD um 50% ansteigt

und vor ALX-induzierter Hyperglykämie schützt (Kubisch et al., 1997). Weiterhin

sind transgene Mäuse mit gezielter CAT-Überexpression in ß-Zellen weniger

empfänglich für den diabetogenen Effekt von STZ (Xu et al., 1999). In Abbil-

dung 3 sind die katalytischen Wege der antioxidativen Enzyme in biologischen

Systemen kurz illustriert.

1.7 Zink (Zn2+)

Das Spurenelement Zn2+, als Sulphat (ZnSO4) verabreicht, induziert das zellulä-

re Antioxidanz Metallothionein (MT) und schützt als Scavenger die Zellen vor

den hochtoxischen •OH (Mello-Filho et al., 1988; Chubatsu und Meneghini,

1993). Eine MT-Induktion durch ZnSO4 wird auch in den pankreatischen Inseln
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der Maus in vivo (Zimny et al., 1993) und in vitro (Ohly und Gleichmann, 1995)

erzielt. Durch Vorbehandlung mit ZnSO4 wird in Ratten die HD-STZ-induzierte

Hyperglykämie signifikant reduziert (Yang und Cherian, 1994). ZnSO4 hatte je-

doch keinen Einfluß auf die Aktivität der SOD im Pankreas. Durch ZnSO4-

angereichertes Trinkwasser wird in Mäusen MT in pankreatischen Inseln indu-

ziert und Diabetes verhindert (Ohly et al., 2000). Von den Autoren wird ange-

nommen, dass MT als Scavenger vor STZ-induzierten ß-Zellschäden durch
•OH schützt.

1.8 Selen (Se)

In Proteinen wird Se in Form von Selenocystein gebunden. Diese Proteine wer-

den als Selenoproteine (SeP) bezeichnet und sind strikt Se-abhängig. Die mei-

sten SeP enthalten ein Atom Se pro Molekül als Selenocystein im aktiven Zen-

trum der Enzyme (Schrauzer, 1983; Combs et al., 1986; Riedel 1999). SeP die-

nen sowohl als Se-Transporter, als auch als Antioxidanz gegen freie Radikale,

wie z.B. Phospholipid-Peroxide und ONOO- (Saito et al., 1999). Die spezifi-

schen SeP werden genetisch codiert, physiologisch reguliert und unterliegen

einer Spezifität. Das erste SeP, welches in Säugetieren gefunden wurde, war

die GPX (Saito et al., 1999).

Studien weisen auf einen Zusammenhang zwischen niedriger Se-Aufnahme

und erhöhtem Risiko für Kardiomyopathien, kardiovaskuläre Erkrankungen,

Karzinogenese und akuter und chronischer Pankreatitis (Lankisch et al., 1998;

Zimmermann et al., 2000), aber auch auf den Einfluss auf das Immunsystem,

wie der Se-Abhängigkeit der zellulären Immunität, hin. Untersuchungen zeigen,

dass die Wirkung von Se auch über die Regulation der Genexpression durch

Beeinflussung der Transkriptionsfaktoren bei systemischen Inflammationssyn-

dromen und Sepsis vermittelt wird (Behne et al., 1998; Zimmermann et al.,

2000). Bisher sind über 25 Selenoenzyme und SeP beschrieben worden, dazu

zählen die fünf Subtypen der GPX sowie SeP P und SeP W (Mostert, 2000).

SeP P fungiert als Transportprotein im Plasma, das SeP W und noch minde-

stens 16 weitere, noch nicht vollständig charakterisierte SeP, kommen beson-

ders in endokrinen Organen vor (Behne und Kyriakopoulos, 1995).
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Im Zentrum des Pathomechanismus vieler Erkrankungen stehen freie Radikale.

Viele Krankheiten und die damit verbundenen Folgeerkrankungen sind auf eine

Überforderung des antioxidativen Schutzsystems zurück zu führen. Es besteht

ein Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und dem SeP P-Level im Blut.

Außerdem bieten SeP Schutz gegenüber ONOO--mediierter Oxidation und Ni-

trierung (Arteel et al., 1998). Als essentielles Spurenelement ist Se notwendig,

um eine Vielzahl an Erkrankungen zu verhindern (Schwartz und Foltz, 1957).

Se-Gaben in Form von Selenit 0,05 mg/kg in Kombination mit Vitamin E führte

in Kaninchen zu einer vermehrten Antikörperbildung nach Vakzinierung mit Ty-

phuserregern. Der erhöhte Immunglobulin-Titer bleibt auch über Monate erhöht.

In Ratten gelingt mit zusätzlicher Se-Gabe eine Immunisierung gegen Malaria-

toxine (Desowitz und Barnwell, 1980).

Demnach scheint Se eine Steigerung der Immunkompetenz zu ermöglichen.

Eine Studie an Sepsispatienten, die zusätzlich Se-Gaben von 1.000 µg/d als

Dauerinfusion erhielten, zeigt einen starken Anstieg der GPX-Aktivität im Blut

(Zimmermann et al., 1997). Die Absorption von Se erfolgt in Säugetieren haupt-

sächlich im Duodenum, Caecum und Colon. Alle Verbindungen des Se werden

absorbiert, jedoch ist die Aufnahme an organisch gebundenem Se in Form von

Selenomethionin und Selenocystein deutlich effektiver als die des anorgani-

schen Se (Reilly, 1996). Inkorporiertes Selenomethionin spielt eine Rolle bei der

Überbrückung kurzzeitiger Se-Mangelzustände (Reilly, 1996; Behne und Kyria-

kopoulos, 2001).

Mit Hilfe von radioaktiver Markierung können SeP nachgewiesen werden, in-

dem Se-defizient ernährten Mäusen oder Ratten radioaktiv markiertes Se (75Se)

in Form von Selenit oder Selenat verabreicht (Trinkwasser oder Injektion) wird.

Durch die Se-Mangelernährung wird über 80% des zugeführten 75Se in Se-

lenocystein-haltige Enzyme eingebaut.

Durch weitere Untersuchungen konnte man mehr als zehn Proteinen eine defi-

nitive enzymatische Funktion zuordnen (Sunde, 1999; Behne und Kyriakopou-

los, 2001).

In Bezug auf die Expression der verschiedenen SeP existiert im Organismus

eine strikte Hierarchie (Kyriakopoulos und Behne, 2002). Diese gewährleistet

bei Unterversorgung, dass der Se-Gehalt in bestimmten Geweben und Organen

aufrecht erhalten wird und somit deren Funktion unbeeinträchtigt bleibt. In Rat-
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ten wurde nachgewiesen, dass ein Se-Mangel über sechs Generationen hinweg

die Se-Konzentration in Leber, Skelettmuskeln und Blut zwar unter 1% des

Normalwertes senkt, dagegen im Gehirn noch 60% des Se-Gehalts, verglichen

mit Kontrolltieren, vorrätig sind (Behne und Kyriakopoulos, 2001).

Innerhalb der verschiedenen Gewebe zeigt die PHGPX die stabilste Aktivität,

gefolgt von der GIGPX. Hingegen weisen die cGPX, die pGPX sowie die

snGPX bei Se-Mangel einen schnellen Aktivitätsverlust (Bauersachs und Kirch-

gessner et al., 1992) auf.

Zu klären bleibt, ob eine Se-Diät einen Effekt auf die antioxidative Aktivität der

GPX und somit den MLD-STZ-induzierten Diabetes hat.
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2. Fragestellungen

ROS sind als unspezifische inflammatorische Mediatoren neben T-zell-

spezifischen Immunreaktionen an der Pathogenese der ß-Zelldestruktion im

MLD-STZ-induzierten Diabetes der Maus beteiligt. Da die •OH-Generierung

nach STZ-Behandlung in pankreatischen Inseln der Maus in vitro (Gille et al.,

2002) nachgewiesen wurde, ist anzunehmen, dass H2O2 als Vorläufer der sehr

reaktiven •OH gebildet werden.

Daraufhin wurden in der vorliegenden Arbeit In-vivo- und In-vitro-

Untersuchungen zur Klärung folgender Fragestellungen durchgeführt:

in vivo *  Wird H2O2 nach MLD-STZ-Behandlung lokal in Inseln ex vivo

 generiert?

* Wird die Aktivität des H2O2-abbauenden antioxidativen En-

zyms GPX in Inseln durch MLD-STZ ex vivo beeinflußt?

* Kann durch Gabe von Se-angereichertem (+)-Futter eine Pro-

tektion vor einem MLD-STZ-Diabetes erreicht werden? Es wird

eine antioxidative Wirkung von Se(+)-Futter durch die Erhö-

hung der GPX-Aktivität und somit eine Erniedrigung der Hy-

perglykämie angenommen.

* Führt Gabe von Se-defizientem (-)-Futter zu einer erhöhten

Empfänglichkeit für einen MLD-STZ-Diabetes? Dabei wird an-

genommen, dass durch einen Se-Mangel die Aktivität der GPX

reduziert wird.

in vitro         * Wird H2O2 in pankreatischen Inseln der Maus nach Inkubation

mit STZ generiert?

* Wird die Aktivität des antioxidativen Enzyms GPX durch STZ

beeinflußt?

* Hat H2O2 Effekte auf die ß-Zellfunktion?

* Kann durch Vorinkubation mit ZnSO4 die STZ-stimulierte H2O2-

Generierung verhindert werden? Es wurde gezeigt, dass

ZnSO4-angereichertes Trinkwasser MT in pankreatischen In-

seln induziert und vermutlich vor der Toxizität der •OH schützt.
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3.  Material und Methoden

3.1  Versuchstiere

3.1.1  Mäuse

Männliche und weibliche C57BL/6- und BALB/c-Mäuse wurden im Alter von

5-6 Wochen von Harlan Winkelmann (Harlan Winkelmann GmbH, Borchen,

Deutschland) bezogen. Im Alter von 6-7 Wochen wurden sie für die In-vitro-

Untersuchungen und im Alter von 7-8 Wochen für die Ex-vivo-Untersuchungen

verwendet. Alle Versuchstiere wurden unter konventionellen Bedingungen in

Käfigen mit maximal 5 Tieren gehalten und erhielten reguläres Futter (C; “ssniff-

M“-Mäusediät, Versuchstier-Diäten GmbH, Soest, Westfalen, Deutschland) und

Wasser ad libitum.

Um den Effekt von Se auf die Entwicklung des mit MLD-STZ-induzierten Dia-

betes zu untersuchen, erhielten die Tiere entweder Se(+) (300 µg Se/kg Trok-

kenmasse) oder Se(-) Futter (> 5-10 µg Se/kg Trockenmasse).

Die Versuche waren von der Tierschutzkommission der Bezirksregierung Düs-

seldorf, Nordrhein-Westfalen, Deutschland, genehmigt (AZ: 50.05-230-88/02

und 50.05-230-16/03).

3.2  Material

3.2.1 Geräte

Gerät   Lieferant

Autoklav Fedegari Autoclavi Spa (Italien)

Begasungsbrutschrank Heraeus Typ B5060 EK/CO2 (Ostero-
de, Deutschland)

Binokulares Mikroskop Wild M8 (Heerburg, Schweiz)

Blutzuckermessgerät Eppendorf EPOS Analyser 5060
(Hamburg, Deutschland)

Computerprogramme Microsoft Word for Windows 98, 2000;
Graphpad Prism; Soft Pac Protein As-
say & Kinetics (Beckman Instruments
(CA, Scotland)); Micro Win 3.0

Elektronische Analysewaage Sartorius Typ 2024 MP (Göttingen,
Deutschland)
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γ-Counter Packard Auto-Gamma 5780; INV 2700
(Frankfurt/Main, Deutschland)

Kühlschränke Bosch (Stuttgart, Deutschland)

Kühlzentrifuge  Beckmann GS-6KR Centrifuge (Mün-
chen, Deutschland)

Magnetrührer Ikamag RH; IKA Labortechnik (Stau-
fen, Deutschland)

Mikroprozessor pH-Meter  Knick-Klees (Düsseldorf, Deutschland)

Millipore Schlauchpumpe Millipore (Eschborn, Deutschland)

Multipipetten Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Photomikroskop Axiophot Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Pipetten Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Schlittenmikrotom Reichert-Jung (Nussloch, Deutschland)

Spektrophotometer Perkin- Elmer LS-5-Luminiscence
Beckmann DU 650 (München, Deutsch-
land)

Sterile Werkbank Heraeus Lamin Air Modell HLB 2472
(Osterode, Deutschland)

Schüttler Heidolph Polymax (Sydney, NSW);
Laborbedarf Behr (Düsseldorf,
Deutschland)

Tischzentrifuge Heraeus Biofuge A (Osterode,
Deutschland)

Ultraschallgerät Bandelin Sonoplus HD 60 (Merck,
Darmstadt, Deutschland)

Waage Sartorius (Göttingen, Deutschland)

Zentrifuge Beckmann CS-6KR (München,
Deutschland)
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3.2.2 Verbrauchsmaterial

Material Lieferant

Combitips (2,5 ml) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Einmal-Kapillarpipetten (20 µl) Hirschmann (Eberstadt, Deutschland)

Einmal-Küvetten (1 cm) Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland)

Einmal-Pipetten (1 ml; 5 ml; Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
10 ml; steril) Deutschland)

Einmal-Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
(51 mm lang; 72 mm lang;
autoklaviert)

Einmal-Spritzen (2 ml; 5 ml; Amefa (Kriftel, Deutschland)
10 ml)

Einmal-Insulinspritzen (1 ml) Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Einmal- Küvetten Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland)
(12,5 x 12,5 x 45 mm)

Falcon Zentrifugenröhrchen Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
(15 ml; konisch; steril;  Deutschland)
mit Schraubkappe)

Falcon-Gewebekulturplatten Becton Dickinson GmbH
(6 und 24 Vertiefungen) (Heidelberg, Deutschland)

Falcon-Gewebekulturschalen Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
(Petrischale; 60 x 15 mm; Deutschland)
35 x 10 mm 100 x 20 mm; steril)

Kanülen Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
(0,30 mm x 13 mm; 30G x ½; steril; Deutschland)
0,33 mm x 13 mm; 29 G x ½; steril;
0,45 mm x 13 mm; 26 G x ½; steril)

Millex-GS Einwegfilter Millipore GmbH (Eschborn,
(0,22 µm Filtereinheit) Deutschland)

Quarzküvetten Rotilabo, Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Spectrosil (10 mm)

Reagierröhrchen Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland)
(14 ml; 105 x 16 mm 
und 3,5 ml; 55 x 12 mm)

Sterivex-GS Filtereinheit Millipore GmbH (Eschborn,
(0,22 µm Filtereinheit) Deutschland)
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3.2.3   Reagenzien

Substanz Lieferant

Alloxan Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Benzylpenicillin/ Streptomycin Gibco (Eggenstein, Deutschland)

Bio-Rad-Proteinassay- Bio-Rad Laboratorium GmbH
Farbstoffkonzentrat (Dye reagent) (München, Deutschland)

BSA (bovines Serumalbumin) Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Katalase Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

D-Glucose Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Di-Kaliumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt, Deutschland)
(K2HPO4)

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Di-Natriumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt, Deutschland)
(N2HPO4)

Dithiothreitol (DTT) Gibco (Eggenstein, Deutschland)

Eisessig Merck (Darmstadt, Deutschland)

Ethanol Merck (Darmstadt, Deutschland)

Ethylendiaminotetraacetat (EDTA) Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

FBS: fötales Rinderserum Gibco (Eggenstein, Deutschland)

Glutathion (reduziert) Roche Diagnostics GmbH (Mann-
heim, Deutschland)

Glutathionperoxidase Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
(bovine Erythrocyten)

Glutathion-Reduktase (120 U/ ml) Roche Diagnostics GmbH (Mann-
heim,  Deutschland)

Hämatoxylin Merck (Darmstadt, Deutschland)

Hämolysereagenz (Digitonin) Boehringer Mannheim (Mannheim,
Deutschland)

HBSS (10x): Hank´s Balanced Gibco (Eggenstein, Deutschland)
Salt Solution

HCL: Salzsäure Merck (Darmstadt, Deutschland)

HEPES: N- (2-hydroxyethyl)- Serva Feinbiochemica (Heidelberg,
Piperazin- N-2- Ethan Sulfonsäure Deutschland)

Insulin RIA 100 Pharmacia Upjohn (Freiburg,
Deutschland)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck (Darmstadt, Deutschland)

Kollagenase Typ V (1,6 U/mg) Sigma (Deisenhofen, Deutschland)



3. MATERIAL UND METHODEN 26

Lymphocytentrennmedium Seromed Biochrom KG (Berlin, Deutschland)
(Ficoll, Dichte 1,077)

L-Buthionin [S,R]- Sulfoximin Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
(MgCl2 x H2O)

Magnesiumsulfatheptahydrat Merck (Darmstadt, Deutschland)
(MgSO4 x 7 H20)

Maus Insulin ELISA Mercodia AB (Uppsala, Schweden)

Meerrettichperoxidase (HRP) Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Methylbenzoat Merck (Darmstadt , Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl) Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumcitrat (NaCit) Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumhydrogencarbonat Merck (Darmstadt, Deutschland)
(NaHCO3)

Nicotinamid-Adenin- Roche Diagnostics GmbH
Dinukleotidphosphat (Mannheim, Deutschland)
(reduziert, NADPH)

N-Nitroso-N-Methylurea (MNU) Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Paraformaldehyd Merck (Darmstadt, Deutschland)

Pikrinsäure Merck (Darmstadt, Deutschland)

RPMI 1640 Pulver Gibco (Eggenstein, Deutschland)

Scopoletin Sigma (MW 192,2) (Deisenhofen,
Deutschland)

Se(-)-Diät 30% Torulahefe; 57,8% Saccharose;
(< 5-10 µg Se/kg Trockengewicht) 5% tocopherolarmes Fett; 5% Mine-

ralmischung; 1% Vitaminmischung (in
g/kg: Vit A, 1,8; p-Amino-
benzoesäure, 5,0; Vit B12, 0,00135;
Biotin, 0,02; Ca-Pantothenat, 3,0;
Cholin-Chlorid, 75,0; Vit D, 0,125;
Glucose, 900,46; Folsäure, 0,09; Ino-
sitol, 5,0; Menadion, 2,25; Niacin,
4,25; Pyridoxin-HCl, 1,0; Riboflavin,
1,0; Thiamin-HCl, 1,0), 0,3% D,L-
Methionin; 200 mg D,L-α-
Tocopherolacetat/kg und 50 mg Zink;
ICN, Pharmaceuticals (Cleveland,
USA)

Se(+)-Diät Natriumselenit; 57,8% Saccharose
(300 µg Se/kg Trockengewicht) 5% tocopherolarmes Fett; 5% Mine-

ralmischung; 1% Vitaminmischung (in
g/kg: Vit A, 1,8; p-Amino-
benzoesäure, 5,0; Vit B12, 0,00135;
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Biotin, 0,02; Ca-Pantothenat, 3,0;
Cholin-Chlorid, 75,0; Vit D, 0,125;
Glucose, 900,46; Folsäure, 0,09; Ino-
sitol, 5,0; Menadion, 2,25; Niacin,
4,25; Pyridoxin-HCl, 1,0; Riboflavin,
1,0; Thiamin-HCl, 1,0), 0,3% D,L-
Methionin; 200 mg D,L-α-
Tocopherolacetat/kg und 50 mg Zink;
ICN, Pharmaceuticals (Cleveland,
USA)

„ssniff-M“-Mäusediät (C) 22% Rohprotein; 4,5% Rohfett; 3,9%
Rohfaser; 6,8% Rohasche; 15,0
IE/kg Vit A; 1,0 IE/kg Vit D3; 100
mg/kg Vit E; 5 mg/kg Cu; 0,1 mg/kg
Se; ssniff Spezialdiäten (Soest,
Deutschland)

Streptozotocin (STZ) Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

tert.-Butylhydroperoxid (70%) Merck (Darmstadt, Deutschland)

Tris (Hydroxymethyl) Aminomethan Serva Feinbiochemica (Heidelberg,
(Tris) Deutschland)

Wasserstoffperoxid (30%) (H2O2) Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Zinksulphat (ZnSO4) Merck (Darmstadt, Deutschland)

3.2.4   Lösungen und Zellkulturmedien

Alloxan (ALX) 50 mM (Stocklösung); davon
30 µl� 0,5 mmol/l
60 µl� 1,0 mmol/l
120 µ� 2,0 mmol/l
240 µl�3,0 mol/l

BSA Standard 50 mg BSA [1 mg/ml]
(Proteinbestimmung)+

Bouin-Lösung 225 ml Pikrinsäure; 15 ml Eisessig;
75 ml Formalin

Katalase (CAT) 1.000 U/l in 1 ml aqua bidest.

D-Glucose-Lösung* Stammlösung
(ß-Zell-Funktionstest)+ 0,42 mol/l: 752,5 mg D-Glucose in 10

ml KRBH

Formalinlösung 8% Paraformaldehyd in H2O (24 g in
300 ml aqua bidest. lösen) bei 60°C;
NaOH zugeben, bis Lösung klar wird

Glutathion (GSH) 7,3 mg GSH in 7 ml Tris+ EDTA
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Hämolyse-Lösung Digitonin 0,04 mol/l;
(Blutzuckermessung)+ Maleinimid> 1,0 mmol/l

(1 Reagenztablette in 500 ml aqua
bidest. lösen)

HBSS-Medium: 100 ml HBSS [10x]
Hank`s Balanced Salt Solution* 50 ml FCS [5%;
(Inselisolierung)+ inaktiviert];

2,4 g HEPES [10 mmol]; 3,7 g
NaHCO3

ad 1.000 ml aqua bidest.,
pH 7,2-7,4

Kaliumphosphat-Puffer Stammlösung A:
0,2 M KH2PO4

Stammlösung B:
0,2 M K2HPO4

Gebrauchslösung:
39 ml Lösung A;
61 ml Lösung B,
pH 7,0

Kollagenase-Lösung* 2 ml Kollagenase Typ V
(Pankreasdigestion)+ (1,6 U/mg)

KRBH-Puffer: Stammlösung A:
Krebs-Ringer Bicarbonat HEPES* 34,62 g/l NaCl [0,9%]

1,77 g/l KCl [1,15%]
1,86 g/l CaCl2 [1,22%]
0,77 g/l KH2PO4 [2,11%]
1,47 g/l MgSO4 [3,82%]

Stammlösung B:
13,0 g/l NaHCO3 [1,3 %]

Gebrauchslösung:
200 ml Lösung A;
160 ml Lösung B;
2,4 g HEPES [10 mmol]
ad 1.000 ml aqua bidest.,
pH 7,2-7,4

Meerrettichperoxidase (HRP) 150 U/ml (1 ml aqua bidest.)

NaCit-Puffer 4,5 g Tri-Natriumcitrat-5,
(STZ-Lösungsmittel)+ 5 Hydrat ad 500 ml aqua bidest.,

pH 4,0

NADPH 3,99 mg NADPH in 7,5 ml Tris+ ED-
TA

Pikrinsäure 18-19 g Pikrinsäure ad 1.000 ml aqua
bidest.



3. MATERIAL UND METHODEN 29

RPMI 1640-Medium* 10 g RPMI 1640 Pulver
(+(Inselkulturen))+ L-Glutamin; D-Glucose);

100 ml FBS [10%]; 2 g NaHCO3;
1,01 g D-Glucose [5,6 mmol/l];
20 ml Benzylpenicillin/Streptomycin
[100 U/ml/ 0,1 mg/ ml] ad 1.000 aqua
bidest., pH 7,2- 7,4

Scopoletin 3 mM in DMSO
(7-Hydroxy-6-methoxy-2H-
1-benzopyran-2-on;
6-Methoxyumbelliferon)

STZ-Lösung 40 mg STZ;
(ip Injection)+ 10 ml NaCit-Puffer

STZ-Lösung* 10 mmol/l (33,1 mg/ 1.000 µl NaCit);
(Behandlung in vitro)+ 6 mmol (19,88 mg/ 1.000 µl NaCit);

3 mmol (9,94 mg/ 1.000 µl NaCit);
1 mmol (3,31 mg/ 1.000 µl NaCit)

tert.-Butylhydroperoxid (70%) 0,22 mmol/l
1:10.000 in aqua bidest.

Tris/ EDTA-Puffer 50 mmol/l Tris-HCl, pH 7,3;
(Puffer für Enzymkinetik) 5 mmol/l EDTA

Wasserstoffperoxid (H2O2) 10 mol/l Stocklösung
Gebrauchslösung:
2,5 µmol/l: 10 µl H2O2 (1 mmol/l)
+ 310 µl KRBH;
5,0 mol/l: 10 µl H2O2 (1 mmol/l H2O2)
+ 150 µl KRBH;
10 µmol/l: 10 µl H2O2 (1 mmol/l H2O2)
+ 70 µl KRBH;
30 µmol/l: 100 µl H2O2 (1 mmol/l)
+ 160 µl KRBH;
50 µmol/l: 100 µl H2O2 (1 mmol/l)
+ 60 µl KRBH;
100 µmol/l: 10 µl H2O2 (100 mmol/l)
+ 70 µl KRBH

ZnSO4-Lösung 10 mmol
(Zn-Behandlung in vitro)+ 3,5 mg ZnSO4

2 ml RPMI 1640 Medium

+ = hauptsächlicher Verwendungszweck

* = Lösungen bzw. Zellkultur-Medien wurden mit Millipore-Filtern steril filtriert
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3.3  Methoden

3.3.1 Behandlung der Mäuse

3.3.1.1 Behandlung mit MLD-STZ

Es wurden Gruppen von jeweils 5 Mäusen gebildet, von denen 4 mit MLD-STZ

nach dem Protokoll von Like und Rossini (1976) behandelt wurden. Eine unbe-

handelte Maus diente als Kontrolle. Die Mäuse erhielten an 5 aufeinander fol-

genden Tagen eine ip-Injektion von jeweils 40 mg STZ/kg KG. Das in Natrium-

citrat (NaCit) gelöste STZ wurde innerhalb von 5 min nach Auflösung injiziert.

An Tag 1 und/oder 3 nach der letzten STZ-Injektion wurden die pankreatischen

Inseln isoliert und für die Bestimmung von H2O2 und für die Bestimmung der

enzymatischen Aktivitäten aufgearbeitet.

3.3.1.2  Behandlung mit Se-angereichertem, Se-defizientem oder regulä-

rem Futter

Die Untersuchungen wurden in männlichen und weiblichen C57BL/6-Mäusen

der F2-Generation durchgeführt, die entweder Se(-)-, Se(+)- oder reguläres (C)-

Futter erhalten haben.

Zu Beginn des Versuchs wurden 6 Zuchtpaare angesetzt, die Se(-)-, Se(+)-

oder C-Futter erhalten haben. Direkt nach dem Absetzen erhielten die weibli-

chen Mäuse der F1-Generation entweder Se(+), Se(-) oder normales (C) Futter.

Die Weibchen der F1-Generation wurden mit Männchen verpaart, die C-Futter

erhalten haben, um die Fertilität zu gewährleisten. Die Mäuse der F2-

Generation wurden direkt nach dem Absetzen nach Geschlechtern getrennt und

erhielten entweder Se(+)-, Se(-)- oder C-Futter (Abb. 5). Jede der 3 Gruppen

weiblicher und männlicher Tiere wurde nochmals unterteilt. Die eine Hälfte der

Mausgruppe wurde im Alter von 7-8 Wochen mit MLD-STZ behandelt, die ande-

re Hälfte bildete die unbehandelte Kontrollgruppe (Abb. 6). Das Körpergewicht

und die Blutglucosekonzentration wurden wöchentlich in allen Tieren über 12

Wochen, beginnend einen Tag vor der ersten STZ-Injektion, gemessen.
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P= Se(+), Se(-), C �   x   �

F1

nach Absetzen

     �   �        �   �
    Se(+)    Se(-)      C X    C

F2= C
(�+�)

    X

F2=Se(-)
(�+�)

  X

F2= Se(+)
(�+�)

Abbildung 5:  Züchtungsprotokoll einer F2-Generation von C57BL/6-Mäusen zur Produk-

tion von Mausgruppen mit Se(+)-, Se(-)- und C-Futter
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F2 C  Se(-)  Se(+)

�      �   �    �   �     �
je Geschlecht
Gruppen von
20 Mäusen

Behandlung mit    C   Se(-)       Se(+)

je Geschlecht
Gruppen von
10 Mäusen zu
behandeln
mit (+)    +                          +                   +
und ohne (-)    -       - -
MLD-STZ

Abbildung 6:  Behandlungsprotokoll der F2-Generation mit Se(+)-, S(-)- und C-Futter. An-

schließend, im Alter von acht Wochen, Behandlung mit (+) und ohne (-) MLD-

STZ.

3.3.1.3   Bestimmung der Blutglucosekonzentration

Einmal wöchentlich zwischen 9.00 und 11.00 Uhr wurde den Versuchstieren

20 µl Blut aus dem retroorbitalen Venenplexus mit Hilfe einer Einmal-

Kapillarpipette entnommen. Die Mäuse waren zu diesem Zeitpunkt nicht nüch-

tern. Die Glucosekonzentration wurde enzymatisch über die Reaktion der

Hexokinase in einem EPOS 5060 Autoanalysator bestimmt.

Als hyperglykämisch wurden die Mäuse diagnostiziert, die über einen Zeitraum

von mindestens 3 Wochen in Folge Blutglucosewerte über � 11,1 mmol/l auf-

wiesen.
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3.3.2   Isolierung pankreatischer Inseln

Die Isolierung pankreatischer Inseln wurde nach der Methode von Gotoh et al.

(1985) und Modifikation von Zimny et al. (1993) durchgeführt. Nach der

schmerzlosen Tötung durch cervikale Dislokation wurde jeweils die Bauchhöhle

der Maus geöffnet und der Ductus choledochus zwischen Gallenblase und

Duodenum vom umgebenden Binde- und Fettgewebe freigelegt. Die Mün-

dungsstelle des D. choledochus in den Dünndarm wurde mit einer Gefäßklem-

me abgeklemmt. Unter einem Binokular-Mikroskop wurden 2 ml einer frisch an-

gesetzten 4°C kalten Kollagenaselösung mit einer 2 ml Spritze und einer

30 G1/2 Kanüle in den D. choledochus injiziert und über den D. pancreaticus in

das Pankreas geleitet.

Das aufgeblähte Pankreas wurde vom umliegenden Gewebe freipräpariert, in

eine Petrischale überführt und für 22 min bei 37°C und 5,5% CO2 zur Digestion

des exokrinen Gewebes inkubiert. Nach der Inkubation wurde durch Zugabe

von 10 ml einer kalten HBSS-Lösung die enzymatische Aktivität der Kollagena-

se unterbrochen. Das angedaute Pankreasgewebe wurde anschließend in ein

15 ml Zentrifugenröhrchen übertragen und durch kurzes Schütteln mechanisch

zerkleinert. Nach der darauffolgenden Zentrifugation für 10-15 s bei 320 g in

einer Beckmann-Kühlzentrifuge wurde der Überstand mit exokrinem Gewebe

verworfen und das Sediment mit den angereicherten Inseln in 10 ml HBSS-

Medium resuspendiert und ein zweites Mal bei 320 g zentrifugiert, um weitere

exokrine Bestandteile zu entfernen.

Das Sediment wurde nach dem Waschprozess in 5 ml RPMI 1640-Medium auf-

genommen und zu gleichen Volumina vorsichtig auf je 5 ml Ficoll-Lymphocyten-

trennmedium mit einer Dichte von 1,077 g/l aufgeschichtet. Die Proben wurden

für 20 min bei 4°C und 800 g ungebremst zentrifugiert.

Mit Hilfe einer sterilen Pipette wurden die Inseln, die sich nach der Zentrifuga-

tion zwischen der Ficoll-Lösung und dem HBSS-Medium angereichert hatten,

handverlesen und in eine mit HBSS gefüllte Petrischale überführt. Die von exo-

krinem Gewebe befreiten Inseln wurden per Hand zweimal in jeweils neue, mit

HBSS gefüllte Petrischalen transferiert, um Kontaminationen mit restlichen exo-

krinen Fragmenten zu reduzieren. Anschließend wurden die Inseln gezählt und

in eine Petrischale mit 2 ml RPMI 1640-Kulturmedium übertragen und dann bei

37°C und 5,5% CO2 inkubiert.
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3.3.3 In-vitro-Behandlung pankreatischer Inseln mit STZ und Zn2+

Sulphat (ZnSO4)

Um den Effekt von STZ auf die H2O2-Generierung in pankreatischen Inseln zu

überprüfen, wurden isolierte Inseln für 2 h bei 37°C und 5,5% CO2 inkubiert.

Gruppen von jeweils 150 Inseln wurden in Gewebekulturplatten mit 2.700 µl

KRBB überführt. Die Inselkulturen wurden mit 270 µl einer STZ-Lösung ver-

setzt, um die Endkonzentrationen von 1, 3, 6 oder 10 mmol/l zu erhalten. An-

schließend wurden sie für 30 min inkubiert (37°C; 5,5% CO2). Eine Gruppe von

Inseln wurde mit 270 µl Lösungsmittel von STZ behandelt und diente als Kon-

trolle. Nach Ende der Inkubation wurde der Überstand abpipettiert, in 15 ml

Falcon-Röhrchen überführt und für die Bestimmung der H2O2-Konzentrationen

aufgearbeitet. Die Untersuchungen zum Effekt von STZ auf die H2O2-

Generierung in isolierten Inseln wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten

durchgeführt: 1) direkt nach der Isolierung, 2) nach 24-stündiger Inkubation in

RPMI und 3) nach 72-stündiger Inkubation in RPMI.

Um den Effekt einer ZnSO4-Behandlung auf die STZ-induzierte H2O2-

Generierung zu untersuchen, wurden die Inseln nach der Isolierung in Gruppen

von je 300 Inseln unterteilt und entweder in 0,1 mmol/l ZnSO4, gelöst in RPMI,

oder in RPMI 1640 inkubiert. Nach 24-stündiger Inkubationszeit wurden diese

Kulturen erneut in 2 Gruppen von jeweils 150 Inseln aufgeteilt. Die eine Gruppe

wurde mit 6 mmol/l STZ für 30 min behandelt, die andere diente als Kontrolle

und wurde mit NaCit , dem Lösungsmittel von STZ, behandelt. Nach Beendi-

gung der Inkubation wurden die Überstände abpipettiert, in Falcon-Röhrchen

überführt und für die Bestimmung der H2O2-Konzentrationen aufgearbeitet.

Um zu untersuchen, welcher der beiden Untereinheiten des STZ-Moleküls für

die H2O2-Generierung verantwortlich ist, wurden zum einen Inselgruppen von je

150 Inseln mit 1, 6, 10 oder 20 mmol/l MNU, und zum anderen mit 1, 3, 6, 10

oder 20 mmol/l D-G behandelt. Beide Komponenten wurde in NaCit gelöst.

Nach der Inkubation für 30 min wurden die Überstände für die H2O2-Be-

stimmung aufgearbeitet.

Um die H2O2-Bildung nach Behandlung mit ALX zu überprüfen, wurden Grup-

pen von 150 Inseln mit 0,5, 1,0, 2,0 und 4,0 mmol/l ALX, gelöst in NaCit, be-

handelt und für 30 min inkubiert. Anschließend wurden die Überstände für die

H2O2-Bestimmung aufgearbeitet.
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3.3.4   Bestimmung von Wasserstoffperoxid

In Gegenwart von Meerrettichperoxidase (HRP) wird das fluoreszierende Sco-

poletin durch H2O2 oxidiert und verliert dadurch seine Fluoreszenz (Root et al.,

1975; Clifford und Repine, 1984). Der Überstand jeder zu bestimmenden Probe

wurde mit 20 µl Scopoletin (20 µmol/ml) versetzt. Es folgte die Messung der

basalen Fluoreszenz bei 460 nm mit Anregung bei 350 nm. Anschließend wur-

de den Proben 10 µl HRP (150 U/ml) zugesetzt und es folgte eine 5-minütige

Inkubation bei Raumtemperatur. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte mit ei-

nem Perkin-Elmer LS-5-Luminescence Spectrometer. Sowohl die Emissions-

als auch die Spaltbreite waren bei den Messungen minimal. Die ermittelten

Werte wurden anhand einer Standardkurve in H2O2- Konzentrationen umge-

rechnet. Um die Spezifität der H2O2-Bestimmung und die Generierung des H2O2

aus O2•• - zu zeigen, wurde den Proben zusätzlich zu 20 µl der Scopoletin-

Lösung 30 µl einer CAT-Lösung (1.000 U/ml), einer SOD-Lösung (250 U/ml)

oder beide Lösungen zusammen, hinzugegeben.

3.3.5 In-vitro-ββ -Zellfunktionstest

Die β-Zellfunktion wurde wie beschreiben untersucht (Wang und Gleichmann,

1998; Gai et al., 2004). Hierzu wurden Kulturen von jeweils 10 Inseln nach Iso-

lierung und Vorinkubation für 24 oder 72 h in vorgewärmtem KRB-Puffer gewa-

schen und in eine Vertiefung einer Gewebekulturplatte (Falcon-

Gewebekulturplatte, 24 Vertiefungen) übertragen, in der sich 230 µl KRB be-

fanden. Den Kulturen wurden 20 µl einer H2O2-Lösung mit Endkonzentrationen

von 2,5, 5, 10, 30, 50 oder 100 µmol/l H2O2 zugesetzt. Als Kontrolle wurden

Inseln mit 20 µl der KRB-Pufferlösung behandelt. In einer weiteren Gewebe-

kulturplatte wurde den Kulturen von je 10 Inseln 20 µl einer STZ-Lösung mit

Endkonzentrationen von 1, 3, 6 oder 10 mmol/l STZ zugesetzt. Die Kontrollen

wurden mit 20 µl NaCit behandelt. Alle Inselkulturen wurden in Triplikaten an-

gesetzt. Die Inseln wurden bei 37°C und 5,5% CO2 inkubiert. Die Inkubation

wurde nach 30 min durch Zugabe von kaltem KRB beendet. Die verschiedenen

Inselkulturen wurden nacheinander der Kulturplatte entnommen, in KRB gewa-

schen und in eine neue Gewebekulturplatte übertragen, in die zuvor 500 µl KRB

je Vertiefung pipettiert wurden.



3. MATERIAL UND METHODEN 36

Die Inseln wurden nun für 60 min bei 37°C und 5,5% CO2 inkubiert, um die ba-

sale Insulinfreisetzung zu bestimmen. Anschließend wurden die Inseln in eine

weitere Vertiefung der Kulturplatte mit je 480 µl KRB je Vertiefung überführt. Zu

jeder Kultur wurden 20 µl D-G-Lösung mit einer Endkonzentration von

16,7 mmol/l zugesetzt, um die D-G-stimulierte Insulinfreisetzung zu bestimmen.

Die D-G-stimulierten Kulturen wurden für 60 min bei 37°C und 5,5% CO2 inku-

biert. Nach der Inkubation wurden die Mikrokulturen in je eine Kulturschale mit

2 ml RPMI 1640-Kulturmedium überführt. Der Überstand der basalen und D-G-

stimulierten Kulturen wurde abpipettiert und bis zur Bestimmung der Insulinkon-

zentration bei -20°C eingefroren. Als Grad der D-G-stimulierten Insulinfreiset-

zung wurde der Stimulationsindex als Quotient der D-G-stimulierten geteilt

durch die basale Insulinfreisetzung berechnet.

3.3.6   Bestimmung von Insulin

Die Bestimmung von Insulin erfolgte über die Messung von immunreaktivem

Insulin (IRI) entweder mittels eines Radioimmunassays (RIA) (Heding, 1972),

oder mittels eines ELISA. Für den RIA wurde ein Doppel-Antikörper-Assay (In-

sulin RIA 100, Pharmacia Upjohn, Freiburg) verwendet. Es wird radioaktiv-

markiertes 125J-Insulin und ein aus Meerschweinchenseren hergestellter Ant i-

körper (AK1), der spezifisch an Insulin bindet, zu jeder Probe hinzugegeben.

Das radioaktiv-markierte Insulin und das freie Insulin der Probe konkurrieren

nun um die Bindungsstelle von AK1. Je mehr freies Insulin in der Probe vor-

handen ist, desto weniger 125J-Insulin wird vom AK1 gebunden und vice versa.

Durch die Zugabe des zweiten Antikörpers (AK2), einem Schaf-anti-

Meerschweinchen-IgG, werden alle AK1-Insulin und AK1-125J-Insulin-Komplexe

gebunden. Der daraus entstehende Komplex mit hohem Molekulargewicht

bleibt bei der darauffolgenden Zentrifugation in einer Kontron TGA Zentrifuge

als Sediment im Reagierröhrchen zurück. Nach Abgießen des Überstandes

wird die Radioaktivität des Sediments, d.h die Konzentration des 125J-Insulins,

gemessen. Diese Konzentration ist umgekehrt proportional zur freien Insulin-

konzentration der Probe.
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Im Folgenden sind die einzelnen durchgeführten Arbeitsschritte aufgelistet:

1. 100 µl der zu bestimmenden Probe, bzw. 100 µl einer Insulin-
Standardlösung, die 0, 3, 10, 30, 100 oder 240 µU/ml Insulin enthielt, wur-
den in ein Reagierröhrchen (3,5 ml) pipettiert.

2. In jedes Röhrchen wurden 50 µl 125J-Insulin hinzugegeben.

3. Dazu wurden in jedes Teströhrchen 50 µl des AK1 hinzugegeben.

4. Bei Raumtemperatur wurde das Gemisch für 2 Stunden inkubiert.

5. Nach der Inkubation wurden 2 ml einer Dekantiersubstanz mit AK2 in je-
des Teströhrchen pipettiert.

6. Es erfolgte eine Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur.

7. Bei 1.500 g wurde für 10 min zentrifugiert.

8. Der Überstand wurde danach abgegossen.

9. Es folgte die Messung der im Sediment enthaltenen Radioaktivität, dem
Komplex aus 125J-AK1-AK2 und die anschließende Berechnung.

Die Messung der Proben erfolgte jeweils als Doppelbestimmung, die Messung

der Insulinstandardlösung als Dreifachbestimmung. Anhand der elektronisch

erstellten Standardkurve wurde die Konzentration des freien Insulins abgelesen.

Die Angabe erfolgte in U/ml; U ist bei dieser Messung eine dimensionslose Ein-

heit, die in ng  Insulin pro Stunde und Anzahl der eingesetzten Inseln umge-

rechnet wurde.

Zur Insulinbestimmung mit einem ELISA wurde der Maus-Insulin-ELISA (Mer-

codia AB, Uppsala, Schweden) verwendet. Es handelt sich dabei um einen

Zwei-Phasen-Immunoassay, der auf der direkten Sandwich-Methode basiert.

Ein anti-Insulin-AK ist bereits an den Boden der Mikroplatte gebunden. Stan-

dardlösungen von 25 µl, welche entweder 0, 0,28, 0,67, 1,6, 3,9 oder 6,8 µg/l

Insulin enthalten, oder 25 µl der Testprobe werden in die Platte pipettiert. Da-

nach werden 50 µl einer Konjugat-Lösung (Peroxidase-konjugierter monoklo-

naler Maus anti-Insulin-AK) hinzugegeben. Anschließend werden 200 µl einer

Peroxidase-Lösung hinzupipettiert und für 15 min inkubiert. Die Reaktion wurde

durch Zugabe von Säure beendet. Die Mikroplatte wurde für 5 s auf einem

Schüttler bewegt. Dies führt zu einem Farbumschlag in den Proben, der von der

Insulinkonzentration abhängt. Anschließend werden die Proben spektrometrisch
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bei 450 nm gemessen. Die Absorptionswerte des Insulinstandards werden auf

log-Papier aufgetragen. Die IRI-Konzentration der Probe wird von der Stan-

dardkurve abgelesen. Die Angaben erfolgen in U/ml und werden anschließend

in ng Insulin pro Stunde und Anzahl der eingesetzten Inseln umgerechnet.

3.3.7  Messung der enzymatischen Aktivität von GPX

Die Methode von Paglia und Valentine (1967) wurde zur Messung der GPX-

Aktivität angewandt und modifiziert. Es wurden Gruppen von je 300 Inseln (sie-

he 3.3.1. und 3.3.3) in 1 ml kaltem Tris-EDTA-Puffer für 3 x 10 s mittels Ultra-

schall homogenisiert und anschließend für 15 min bei 4°C und bei 10.000 g

zentrifugiert. Von dem Überstand wurden 450 µl entweder direkt für die GPX-

Aktivitätsbestimmung verwendet oder bei -80°C bis zur Messung eingefroren.

Weitere 450 µl des Überstandes wurden für die spätere Bestimmung der Pro-

teinkonzentration bei -80°C tiefgefroren.

Die Messung der GPX-Aktivität erfolgte bei 23-25°C. Dazu wurden in eine

Quarzküvette 350 µl des Tris-EDTA-Puffers, bestehend aus 1 mmol/l GSH,

� 0,6 U/ml GSH-Reduktase, 350 µl eines 0,2 mmol/l NADPH-Reagenzes sowie

350 µl einer 0,22 mmol/l tert.-Butylhydroperoxid-Lösung pipettiert. Die aufge-

führten Konzentrationen sind in Endkonzentrationen angegeben. Die Aktivitäts-

bestimmung wurde durch die Zugabe von entweder 70 µl der Standardkonzen-

trationen von 0, 5, 10, 20 und 40 mU/ml oder 70 µl der Testproben gestartet.

Die Absorption wurde für 3 min bei 340 nm gemessen, die Erfassung der Werte

erfolgte alle 10 s.

Um die GPX-Aktivität zu ermitteln, wurde die Differenz der Absorption (A340/min)

von NADPH zwischen 60 und 120 s verwendet. Die Werte A340/min der unbe-

kannten Proben werden in den NADPH-Verbrauch (mU/ml) konvertiert. Dabei

gilt folgende Beziehung:

1 mU/ml = 1 nmol NADPH/min/ml = (A340/min)/0,00622
(0,00622 = Extinktionskoeffizient von NADPH in µmol/cm)

Die Angaben der enzymatischen Aktivitäten erfolgten in mU/ng Protein, nach-

dem die ermittelte Proteinkonzentration (siehe 3.3.8) je Probe mit einberechnet

wurde.
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3.3.8  Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford (1976), bei der

eine Protein-Farbstoff-Bindung entsteht. Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue

G-250 konvertiert nach der Bindung an ein Protein von Rot nach Blau. Durch

diesen Protein-Farbstoffkomplex wird das Absorptionsmaximum des Farbrea-

genzes von 465 nm zu 595 nm verschoben. Mit Hilfe eines Photometers wird

der Anstieg der Absorption bei 595 nm gemessen.

Für die Bestimmung des Gesamtproteins wurden 30 µl des tiefgefrorenen Ho-

mogenats (siehe 3.3.7) eingesetzt. Anhand einer angesetzten Standardreihe

von 0, 0,1, 0,15, 0,25, 1,5, 0,75, 1,0 und 1,5 mg/ml BSA wurde die Proteinkon-

zentration abgelesen. Zur Erstellung der Eichkurve wurde in Tris-Puffer gelö-

stes BSA eingesetzt. Die Messung der Standardkonzentrationen erfolgte in ei-

nem Gesamtvolumen von 800 µl in Doppelbestimmung. Zur Bestimmung der

Proteinkonzentration der zu untersuchenden Proben wurden 150 ml Pro-

benüberstand mit 650 µl Tris-EDTA-Puffer vermischt. Anschließend wurde den

Proben und der Standardreihe 200 µl des 1:5 verdünnten Farbreagenzkonzen-

trats zugesetzt. Nachdem die Proben mit Hilfe eines Schüttlers durchmischt

wurden, erfolgte eine Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur und an-

schließend die photometrische Bestimmung bei 595 nm. Die Kalibrierung des

Photometers erfolgte mit 800 µl Tris-Puffer.

Die Konzentration des Proteins wurde anhand der erstellten Standardkurve ab-

gelesen und in µg Protein/ml angezeigt. Dieser Wert wurde in ng Protein/Inseln

umgerechnet.

3.3.9  Histologische Untersuchungen

Zur Beurteilung einer Insulitis wurde den Mäusen am Tag 12 nach der letzten

MLD-STZ-Injektion nach cervikaler Dislokation das Pankreas entnommen. Als

Kontrolle dienten unbehandelte Mäuse. Die Fixierung erfolgte nach der

Bouin‘schen Methode (Romeis, 1968). Nach der Autopsie wurde das Pankreas

direkt in Bouin‘sches Gemisch überführt. Nach 24 h wurde das Pankreas über

eine aufsteigende Alkoholreihe in Methylbenzoat überführt und nach weiteren

24 h aus dem Methylbenzoat in weiches Paraffin gegeben. Nach 24 h wurde

das Präparat in hartes Paraffin überführt und nach weiteren 24 h folgte das
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Aufblocken mit Hilfe eines Aufblockgerätes. Die eingebetteten Pankreata wur-

den bis zum Erstellen von Semidünnschnitten im Kühlschrank aufbewahrt.

Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms wurden Serienschnitte von 5 µm Dicke in

50 µm Abstand geschnitten und auf Objektträger aufgezogen. Die Färbung der

Semidünnschnitte erfolgte mittels der Hämatoxilin-Eosin (HE)-Färbung. Nach-

dem die Schnitte codiert wurden, erfolgte die Beurteilung der Inseln nach dem

Grad der Insulitis, unabhängig durch zwei Experimentatoren. Der Grad der in-

tra-insulären Infiltrate wurde wie folgt eingeteilt: 0 = keine Infiltration; 1+ = milde

Infiltration (� 30% der Inselzellen bestehen aus mononukleären Zellen); 2+ =

moderate Infitration (> 30 bis � 75% der Inselzellen bestehen aus mononukleä-

ren Zellen); 3+ = schwere Infiltration (> 75% der Inselzellen bestehen aus mo-

nonukleären Zellen). Perivaskuläre oder periductale Stellen am Inselpol wurden

auf die Anwesenheit von Infiltraten untersucht.

3.3.10   Statistische Analysen

Zur statistischen Auswertung der Versuchsergebnisse wurde innerhalb jeder

einzelnen Gruppe der Mittelwert (x) sowie die Standardabweichung (SEM) be-

rechnet. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Student´s t-Test be-

stimmt. Das statistische Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt.
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4.   Ergebnisse

4.1   Ex-vivo-Befunde

4.1.1 MLD-STZ stimuliert die H2O2-Bildung nur in Inseln männlicher

C57BL/6-Mäuse

Um die Ex-vivo-H2O2-Generierung in Inseln von C57BL/6-Mäusen beiderlei Ge-

schlechts zu untersuchen, wurden die Mäuse mit MLD-STZ behandelt. Die In-

seln wurden am Tag 3 nach der letzten Injektion mit MLD-STZ oder dem Lö-

sungsmittel als Kontrolle isoliert. Wie in Abbildung 7 gezeigt, stimuliert MLD-

STZ in männlichen Empfängern signifikant die H2O2-Generierung (*p < 0,05)

auf x = 0,97 ± 0,36 SEM µmol/l H2O2 verglichen mit x = 0,16 ± 0,06 SEM µmol/l

H2O2 in den Kontrollen. In den Inseln weiblicher Mäuse war der Unterschied der

H2O2-Generierung nach der Injektion mit MLD-STZ mit x = 0,25 ± 0,07 SEM

µmol/l H2O2 und dem Lösungsmittel mit x = 0,11 ± 0,04 SEM µmol/l H2O2 nicht

signifikant.

Abbildung 7: MLD-STZ stimuliert die H2O2-Bildung in Inseln männlicher
C57BL/6-Mäuse. Ex-vivo-H2O2-Bildung in Inseln männlicher (      )
und weiblicher (     ) Mäuse. Die Mäuse wurden mit MLD-STZ
oder mit dem Lösungsmittel als Kontrolle behandelt. Die Inseln
wurden am dritten Tag nach der letzten STZ-Injektion isoliert. Die
Daten sind x = ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten.
*p < 0,05 vs Kontrollgruppe.
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4.1.2 MLD-STZ reduziert die GPX-Aktivität in Inseln männlicher, stimuliert

sie dagegen in Inseln weiblicher C57BL/6-Mäuse

In Inseln von C57BL/6-Mäusen beiderlei Geschlechts wurde ex vivo die Aktivität

des antioxidativen Enzyms GPX gemessen. Die Bestimmungen erfolgten am

Tag 1 und Tag 3 nach der letzten Injektion mit MLD-STZ oder dem Lösungs-

mittel als Kontrolle. In männlichen Mäusen löste MLD-STZ am Tag 1 nach der

letzten Injektion eine signifikant (***p < 0,001) verminderte Aktivität mit x =

38,15 ± 2,43 SEM mU/mg Protein im Vergleich zu den Kontrollen mit x = 57,97

± 1,2 SEM mU/mg Protein aus (Abb. 8). Am Tag 3 nach der letzten MLD-STZ-

Injektion entsprach die GPX-Aktivität mit x = 60,18 ± 5,67 SEM mU/mg Protein

den Werten in Kontrollmäusen.

Im Gegensatz dazu stimulierte MLD-STZ in weiblichen Mäusen die GPX-

Aktivität am Tag 3 nach der letzten Injektion signifikant (++p < 0,01) auf

x = 107,29 ± 4,51 SEM mU/mg Protein, verglichen mit x = 66,87 ± 2,97 SEM

mU/mg Protein in den Kontrollen. Der Anstieg am Tag 1 nach MLD-STZ mit

x = 84,94 ± 5,97 SEM mU/mg Protein unterschied sich nicht signifikant von den

Werten in Kontrollmäusen.
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Abbildung 8: MLD-STZ reduziert die GPX-Aktivität in Inseln männlicher
C57BL/6-Mäuse und stimuliert sie in Inseln weiblicher Mäuse.
GPX-Aktivitäten in isolierten Inseln von männlichen (  ) und
weiblichen (   ) C57BL/6-Mäusen nach MLD-STZ-Behandlung.
Die Daten sind x = ± SEM aus 4 unabhängigen Experimenten.
***p < 0,001; ++p < 0,01 vs entsprechender, mit Lösungsmittel-
behandelten Kontrollen.
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4.2   In-vitro-Befunde

4.2.1 STZ stimuliert die H2O2-Generierung in Inseln männlicher C57BL/6

Mäuse

Um die In-vitro-H2O2-Generierung in Inseln von C57BL/6-Mäusen beiderlei Ge-

schlechts zu untersuchen, wurden die isolierten Inseln mit verschiedenen STZ-

Konzentrationen inkubiert. Die Behandlung mit STZ erfolgte am Tag der Isolie-

rung. Wie in Abbildung 9 dargestellt, wurden in Inseln männlicher Mäuse nach

Behandlung mit 1 mmol/l STZ x = 3,65 ± 0,82 S SEM mol/l H2O2 produziert und

mit 3 mmol/l STZ x = 6,42 ± 1,38 SEM µmol/l gemessen. Die stärkste H2O2-

Generierung wurde nach der Inkubation mit 6 mmol/l STZ gemessen mit x =

7,31 ± 1,41 SEM µmol/l. Die gewählten Konzentrationen von 1, 3 und 6 mmol/l

STZ zeigten im Vergleich zu den Lösungsmittel-inkubierten Inselgruppen mit x

= 0,83 ± 0,61 SEM µmol/l eine signifikante und dosisabhängige H2O2-Bildung

(*p < 0,05; **p < 0,01;***p < 0,001). Eine weitere Erhöhung der Konzentration

auf 10 mmol/l STZ führte zu einer Abnahme der H2O2-Bildung (x = 2,21 ± 0,24

SEM µmol/l H2O2), verglichen mit den Werten nach Inkubation mit 1, 3 und 6

mmol/l STZ.

In den Inseln weiblicher C57BL/6-Mäuse hingegen waren die Werte der H2O2-

Bildung im Allgemeinen, verglichen mit den Werten in Inseln männlicher Mäuse,

niedriger. Eine Behandlung mit 1 mmol/l STZ stimulierte die Bildung von

x= 1,08 ± 0,22 SEM µmol/l H2O2, mit 3 mmol/l STZ von x = 1,31 ± 0,16 SEM

µmol/l,mit 6 mmol/l STZ von x = 2,0 ± 0,51 SEM µmol/l und mit 10 mmol/l STZ

x = 0,88 ± 0,24 SEM µmol/l. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen, in denen das

Lösungmittel von STZ eine H2O2-Generierung von x = 0,6 ± 0,6 SEM µmol/l

auslöste, stimulierte nur die Inkubation mit 6 mmol/l STZ eine signifikante (*p <

0,05) H2O2-Generierung. Um die Spezifität der Scopoletin-Methode für H2O2 zu

zeigen, wurden die Überstände der mit 6 mmol/l STZ behandelten Inselgruppen

männlicher Mäuse zusätzlich mit CAT behandelt. In Abbildung 9 ist eine signifi-

kante (+p < 0,05) Hemmung der H2O2-Generierung im Überstand nach Zugabe

von CAT (0,03 µmol/l H2O2) im Vergleich zu den Proben, die mit

6 mmol/l STZ behandelt wurden, dargestellt.
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4.2.2 STZ reduziert die GPX-Aktivität in isolierten Inseln männlicher, stei-

gert sie dagegen in Inseln weiblicher C57BL/6-Mäuse

Wie in Abbildung 10 dargestellt, senkte die In-vitro-Behandlung isolierter Inseln

männlicher Mäuse mit 6 mmol/l STZ signifikant (**p < 0,01) die GPX-Aktivität

um mehr als 50%. Sie hatte in Inseln männlicher Mäuse, die mit dem Lösungs-

mittel behandelt wurden, eine Aktivität von x = 26,55 ± 3,6 SEM mU/mg Protein,

nach STZ-Behandlung jedoch nur x = 12,79 ± 2,1 SEM mU/mg Protein. Im Ge-

gensatz dazu löste die Behandlung mit 6 mmol/l STZ in Inseln weiblicher Mäuse

eine signifikante (***p < 0,001) Steigerung der GPX-Aktivität von x = 26,84 ±

1,03 SEM mU/mg Protein in Kontrollkulturen auf x = 43,4 ± 8,78 SEM mU/mg

aus.
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Abbildung 9: STZ stimuliert die H2O2-Generierung in Inseln männlicher C57BL/6-
Mäuse in vitro. H2O2-Bildung in isolierten Inseln von männlichen
(     ) und weiblichen (    ) Mäusen. Die Zugabe von CAT hemmt die
STZ-stimulierte H2O2-Bildung. Die Daten sind x = ± SEM aus 9 unab-
hängigen Experimenten. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 vs mit Lö-
sungsmittel-behandelten Kontrollen;+p < 0,05 vs mit 6 mmol/l STZ-
behandelter Kultur.
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4.2.3 SOD verändert nicht die STZ-stimulierte H2O2-Generierung in Inseln

männlicher C57BL/6-Mäuse

Dem Überstand von Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse wurde nach Inkubation

mit STZ das Enzym SOD hinzugegeben, um die Bildung von H2O2 aus

O2
-. Bildung zu messen. Die Bildung von H2O2 nach Inkubation mit 6 mmol/l

STZ wurde in vitro durch die Zugabe der SOD [250 U/ml] zum Überstand nicht

gesteigert (Abb. 11). Inseln, die mit 6 mmol/l STZ inkubiert worden waren,

zeigten - im Vergleich zu den Lösungsmittel-behandelten Inseln - wiederum ei-

ne signifikante (***p < 0,001) H2O2-Bildung von x = 13,05 ± 0,64 SEM µmol/l

H2O2, vergleichbar mit den Werten nach Zugabe von SOD mit x = 10,08  ± 2,4

SEM µmol/l.
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Abbildung 10: STZ reduziert die GPX-Aktivität in isolierten Inseln männlicher
(    ) C57BL/6-Mäuse, steigert sie dagegen in Inseln weiblicher (   )
Mäuse. Die Daten sind x = ± SEM aus 4 unabhängigen Experi-
menten. **p < 0,01; +++p < 0,001 vs mit Lösungsmittel-behandelten
Kontrollen.
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4.2.4 Nach Inkubation von Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse mit STZ ist

im homogenisierten Cytosol keine gesteigerte H2O2-Generierung

nachweisbar

Um die H2O2-Generierung direkt in der Inselzelle zu messen, wurden Inseln

männlicher Mäuse nach der Inkubation mit STZ homogenisiert und zentrifugiert.

Wie in Abbildung 12 dargestellt, konnte eine gesteigerte Generierung von H2O2

im Cytosol von 150 pankreatischen Inseln männlicher Mäuse nach Inkubation

mit 6 mmol/l STZ nicht nachgewiesen werden. Die Lösungsmittel-behandelten

Inselgruppen zeigten die Bildung von x = 1,43 ± 0,2 SEM µmol/l H2O2, nach

Inkubation mit STZ von x = 1,25 ± 0,19 SEM µmol/l H2O2.
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Abbildung 11: SOD verändert nicht die STZ-stimulierte H2O2-Generierung
in Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse. Die Daten sind x = ±
SEM aus 4 unabhängigen Experimenten. +p < 0,05; ***p <
0,001 vs mit Lösungsmittel-behandelten Kontrollen.
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4.2.5 ZnSO4 verändert nicht die STZ-stimulierte H2O2-Generierung in

Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse

Die Behandlung mit ZnSO4 induziert MT in pankreatischen Inseln und schützt

vor einem MLD-STZ-Diabetes (Ohly et al., 2000). Es wird angenommen, dass

das induzierte MT ß-Zellen vor Schäden durch MLD-STZ-induzierte •OH

schützt. Es soll nun untersucht werden, ob eine Vorinkubation von isolierten

Inseln bereits mit ZnSO4 die STZ-stimulierte H2O2-Generierung als Vorläufer

von •OH vermindert.

Die Vorbehandlung der Inselkulturen für 24 h mit ZnSO4 zeigte keinen Effekt

auf die H2O2-Bildung durch Inkubation mit 6 mmol/l STZ (Abb. 13). Kontroll-

gruppen, die entweder mit dem Lösungsmittel alleine oder zusätzlich mit ZnSO4

behandelt wurden, zeigten vergleichbare Werte der H2O2-Bildung (x = 0,2 ± 0,2

SEM µmol/l bzw. x = 0,3 ± 0,3 SEM µmol/l). Wie erwartet, stimulierte die Inku-

bation mit 6 mmol/l STZ die Bildung von H2O2 (x = 4,3 ± 1,3 SEM µmol/l), die

zusätzliche Behandlung mit ZnSO4 führte zu einer signifikanten (**p < 0,01)
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Abbildung 12: Nach Inkubation von Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse mit
STZ ist im homogenisierten Cytosol keine gesteigerte H2O2-
Generierung nachweisbar. Die Daten sind x = ± SEM aus
3 unabhängigen Experimenten.
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Generierung von x = 3,8 ± 0,4 SEM µmol/l H2O2 im Vergleich zu den nur mit

ZnSO4 behandelten Kulturen.

4.2.6 Methyl-N-Nitrosoharnstoff (MNU) und D-Glucose (D-G) regen keine

gesteigerte H2O2-Bildung in isolierten pankreatischen Inseln männ-

licher C57BL/6-Mäuse an

Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse wurden entweder mit MNU oder mit D-G

inkubiert, um nachzuweisen, welche der beiden STZ-Einheiten an der H2O2-

Bildung beteiligt ist.

Abbildung 14A zeigt die Bildung von H2O2 nach In-vitro-Behandlung mit MNU,

der toxischen Untereinheit des STZ-Moleküls. In den Kontrollinseln wurde die

Bildung von x = 34,82 ± 2,41 SEM µmol/l H2O2 gemessen, nach Inkubation mit

1 mmol/l MNU von x = 33,21 ± 1,78 SEM µmol/l, 3 mmol/l MNU von x = 4,03 ±

0,91 SEM µmol/l und mit 6 mmol/l MNU von x = 1,58 ± 0,51 SEM µmol/l H2O2.

Auch nach Behandlung isolierter Inseln mit D-G, der zweiten Untereinheit des

STZ-Moleküls, blieb eine gesteigerte H2O2-Bildung aus (Abb. 14B). In den Kon-
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Abbildung 13: ZnSO4 verändert nicht die STZ-stimulierte In-vitro-H2O2-
Generierung in männlichen C57BL/6-Mäusen. Die Daten
sind x = ± SEM aus 4 unabhängigen Experimenten.
**p < 0,01 vs mit ZnSO4-behandelten Kulturen.
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trollgruppen wurden x = 0,63 ± 0,41 SEM µmol/l H2O2 gebildet, nach Inkubation

mit 1 mmol/l D-G x = 0,58 ± 0,4 SEM µmol/l H2O2, mit 3 mmol/l D-G x = 0,8 ±

0,8 SEM µmol/l H2O2 und 6 mmol/l D-G x = 0,05 ± 0,05 SEM µmol/l H2O2.

Abbildung 14: Weder MNU noch D-G bewirken eine gesteigerte H2O2-
Bildung in isolierten Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse in
vitro. Die Daten sind x = ± SEM aus jeweils 4 unabhängi-
gen Experimenten.
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4.2.7 Alloxan (ALX) stimuliert dosisabhängig die H2O2-Generierung in In-

seln männlicher C57BL/6-Mäuse

Um die H2O2-Generierung mit einem weiteren Diabetogen näher zu untersu-

chen, wurden Inseln männlicher Mäuse mit ALX inkubiert.

In den Kontrollgruppen zeigte sich eine H2O2-Bildung von x = 0,4 ± 0,34 SEM

µmol/l (Abb. 15). Nach Inkubation mit 1, 2 und 6 mmol/l ALX blieb eine signifi-

kante Stimulierung der H2O2-Generierung mit Werten von respektive

x = 1,21 ± 0,54 SEM, x = 1,88 ± 0,53 SEM und x = 1,57 ± 0,58 SEM µmol/l

H2O2 aus. Die Behandlung mit 10 mmol/l ALX dagegen führte zwar zu einer si-

gnifikanten (*p < 0,05) H2O2-Bildung von x = 3,57 ± 0,99 SEM µmol/l H2O2, die-

se hoch toxische Konzentration ist jedoch biologisch irrelevant.

Abbildung 15: ALX stimuliert dosisabhängig die H2O2-Generierung in vitro in
Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse. Die Daten sind x = ± SEM
aus 4 unabhängigen Experimenten. *p < 0,05 vs mit Lö-
sungsmittel-behandelten Kontrollen.
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4.2.8 STZ stimuliert die H2O2-Generierung in Inseln männlicher BALB/c-

Mäuse

Die In-vitro-Behandlung von Inseln männlicher BALB/c-Mäuse, die weniger

empfänglich für einen STZ-induzierten Diabetes sind als männliche C57BL/6-

Mäuse, hat ebenfalls eine dosisabhängige Bildung von H2O2 stimuliert

(Abb. 16). Die Werte der Kontrollgruppe betrug x = 0,22 ± 0,16 SEM µmol/l

H2O2. Die Behandlung mit 3 mmol/l STZ führte zu einer signifikanten (*p < 0,05)

Bildung von x = 4,16 ± 1,2 SEM µmol/l H2O2. Auch durch die Behandlung mit 6

und 10 mmol/l STZ mit respektive x = 6,32 ± 1,4 SEM µmol/l und x = 6,25 ± 1,5

SEM µmol/l H2O2 wurde die Bildung von H2O2 signifikant (**p < 0,01) stimuliert.

Durch Zugabe von CAT konnte die basale H2O2-Generierung ganz unterdrückt

und die STZ-stimulierte H2O2-Bildung hingegen signifikant (++p < 0,01) inhibiert

werden.
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Abbildung 16: STZ stimuliert die H2O2-Generierung in Inseln männlicher
BALB/c-Mäuse. Die Daten sind x = ± SEM aus 3 unabhängi-
gen Experimenten. *p < 0,05; **p < 0,01 vs Lösungsmittel-
behandelter Kontrollen; ++p < 0,01 vs STZ [6 mmmol/l]-
behandelter Kultur. nd = nicht detektierbar.
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4.2.9    STZ regt in zellfreiem Kulturmedium keine H2O2-Generierung an

In Abbildung 17 ist die H2O2-Bildung nach Inkubation mit verschiedenen STZ-

Konzentrationen in zellfreiem KRB dargestellt, um autooxidative Prozesse aus-

zuschließen. Basal wurden x = 0,6 ± 0,25 SEM µmol/l H2O2 generiert. Minimal

wurde nach Inkubation mit 1 mmol/l STZ die Bildung von x = 4,76 ± 2,4 SEM

µmol/l H2O2 stimuliert und maximal mit 10 mmol/l STZ von x = 6,21 ± 3,46 SEM

µmol/l H2O2.

4.2.10   MNU und nicht D-G stimuliert die H2O2-Bildung im Kulturmedium

Um Autooxidationsprozesse der STZ-Untereinheiten zu untersuchen, wurden

MNU und D-G dem Kulturmedium zugesetzt.

Wie in Abbildung 18A dargestellt, generierte die Inkubation mit dem Lösungs-

mittel von MNU die Bildung von x = 1,75 ± 0,25 SEM µmol/l H2O2. Eine signifi-

kante Steigerung (**p < 0,01) wurde bei Konzentrationen von 1 mmol/l MNU

und 3 mmol/l MNU mit respektive x = 6,7 ± 0,27 SEM µmol/l und x = 4,93 ± 0,94

SEM µmol/l H2O2 stimuliert. Hingegen führte die Inkubation mit 6 mmol/l MNU

zu einer stark erniedrigten H2O2-Generierung von x = 0,11 ± 0,06 SEM µmol/l

H2O2.
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Abbildung 17: STZ regt in zellfreiem Kulturmedium keine H2O2-
Generierung an. Die Daten sind x = ± SEM aus 3 un-
abhängigen Experimenten.
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Die Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von D-G (Abb. 18B) führte

nicht zu einer erhöhten H2O2-Generierung. Inkubation mit dem Lösungsmittel

von D-G führte zu einer Bildung von x = 0,98 ± 0,42 SEM µmol/l H2O2. Nach

Behandlung mit 1, 3, 6, 10 oder 20 mmol/l D-Glucose variierten die Werte der

H2O2-Bildung konzentrationsunabhängig zwischen x = 0,89 ± 0,14 SEM und

x = 1,34 ± 0,17 SEM µmol/l.
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Abbildung 18:  MNU (A) und nicht D-G (B) stimuliert die H2O2-Bildung im
Kulturmedium. Die Daten sind x = ± SEM aus 3 unabhän-
gigen Experimenten. **p < 0,01 vs Lösungsmittel-
behandelter Kontrollen.
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4.2.11   ALX stimuliert die H2O2-Bildung in zellfreiem Kulturmedium

Wie in Abbildung 19 dargestellt, führte die Inkubation mit 0,5, 3, und 6 mmol/l

ALX zu einer gesteigerten, jedoch nicht signifikanten H2O2-Bildung mit Werten

zwischen x = 1,15 ± 0,58 SEM und x = 2,3 µmol/l im Vergleich zu den Kontroll-

gruppen. Die Behandlung mit 1 oder 10 mmol/l ALX führte zu einer signifikanten

(*p < 0,05 bzw. **p < 0,01) H2O2-Generierung mit Werten von respektive x =

1,95 ± 0,27 SEM und x = 2,33 ± 0,03 SEM µmol/l H2O2. Da keine eindeutige

Konzentrationsabhängigkeit vorlag, handelte es sich wahrscheinlich um zufälli-

ge Signifikanzen, zumindest nach Inkubation mit 1 mmol/l ALX.

Abbildung 19: ALX stimuliert die H2O2-Bildung in zellfreiem Kulturmedium. Die
Daten sind x = ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten.
*p < 0,05; **p < 0,01 vs mit Lösungsmittel-behandelter Kontrolle.
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4.2.12 Inkubation von Inseln männlicher und weiblicher C57BL/6-Mäuse

mit H2O2 oder STZ schädigt die ß-Zellfunktion anhand der basalen

und D-G-stimulierten Freisetzung von immun-reaktivem Insulin

(IRI)

Um den Effekt von H2O2 oder STZ auf die ß-Zellfunktion in vitro zu überprüfen,

wurden Inselkulturen von je 10 Inseln angesetzt und mit verschiedenen Kon-

zentrationen von H2O2 oder STZ behandelt.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, wurde eine signifikante (*p < 0,05; **p < 0,01;

***p < 0,001) Abnahme der Stimulierbarkeit nach Behandlung mit verschiede-

nen H2O2 Konzentrationen nach 24-stündiger Inkubation im Kulturmedium indu-

ziert. Durch die Behandlung mit den unterschiedlichen H2O2-Konzentrationen

wurde die basale IRI-Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle deutlich erhöht,

minimal von x = 5,55 ± 1,21 SEM ng Insulin/Inseln/60 min auf x = 10,81 ± 0,73

SEM nach Behandlung mit 2,5 µmol/l H2O2 und maximal auf x = 137,89 ± 8

SEM nach Behandlung mit 100 µmol/l H2O2. Die Werte zeigen einen dosis-

abhängigen Anstieg an ß-Zellläsionen und eine daraus resultierende unkontrol-

lierte Freisetzung des basalen Insulins. Die ausgeprägtesten Effekte hatten

Konzentrationen von 30 und 50 µmol/l H2O2 mit reduziertem SI von respektive x

= 1,02 ± 0,07 SEM und x = 1,19 ± 0,07 SEM, verglichen mit dem SI von x = 3,8

± 0,56 SEM in den Kontrollgruppen.

Um den toxischen Effekt von STZ auf die D-G-stimulierte IRI-Freisetzung zu

überprüfen, wurden 5 verschiedene Gruppen von Inselkulturen angesetzt und

mit verschiedenen Konzentrationen von STZ oder dem Lösungsmittel behandelt

(Tabelle 1). Die Inkubation mit steigenden Konzentrationen von STZ mit 1, 3, 6

und 10 mmol/l STZ führten zu einem signifikanten (*p < 0,05) und dosisabhän-

gigen Verlust der D-G-stimulierten IRI-Freisetzung. Der SI betrug in der Kon-

trollgruppe x = 5,29 ± 0,45 SEM bei einer Konzentration von 1 mmol/l STZ nur

x = 1,96 ± 0,54 SEM und erreichte bei einer Konzentration von 10 mmol/l STZ

den niedrigsten Wert von x = 0,75 ± 0,13 SEM.
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Tabelle 1: Inkubation von Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse mit H2O2 oder STZ schä-

digt die ß-Zellfunktion anhand der basalen und D-G-stimulierten IRI-

Freisetzunga

IRI [ng/ Insel/ 60 min]

H2O2 [µmol/l] basal D-G-stimuliert SI

0     5.55 ± 1.21   15.27 ±   1.13 3.80 ± 0.56

2.5   10.81 ± 0.73   18.78 ±   2.03 1.77 ± 0.21*

5   11.68 ± 1.48   28.38 ±   5.17 2.34 ± 0.19*

10   20.77 ± 5.48   33.11 ±   4.50 1.91 ± 0.36*

30   86.52 ± 5.40   92.94 ± 11.80 1.02 ± 0.07***

50 137.45 ± 8.00 162.53 ± 14.22 1.19 ± 0.07***

100 137.89 ± 8.10 167.21 ± 24.67 1.21 ± 0.16**

IRI [ng/ Insel/ 60 min]

STZ [mmol/l] basal D-G-stimuliert SI

0   2,24 ± 0,17 11,57 ± 0,94 5,29 ± 0,45

1   7,78 ± 1,64 12,77 ± 1,96 1,96 ± 0,54*

3   7,24 ± 1,23 17,13 ± 3,30 1,77 ± 0,42*

6 15,63 ± 1,85 17,71 ± 5,78 1,44 ± 0,41*

10 19,30 ± 2,27 14,88 ± 2,66 0,75 ± 0,13*

a = vor der Inkubation mit H2O2 oder STZ wurden die Inseln für 24 Stunden im Kulturmedium
inkubiert. Die Daten sind x = ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten. *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001 vs jeweiliger Lösungsmittel-behandelter Kontrollen.

In Tabelle 2 wird die D-G-stimulierte IRI-Freisetzung nach Behandlung mit H2O2

oder STZ gezeigt. Die Inselkulturen wurden vor der Behandlung drei Tage lang

in RPMI inkubiert. In den Versuchen mit H2O2 ergab die D-G-stimulierte IRI-

Freisetzung in den Kontrollgruppen einen ausreichenden SI von x = 6,12 ± 1,42

SEM. Insgesamt führten alle H2O2-Konzentrationen von 2,5, 5, 30 und

100 µmol/l H2O2 zu einer ausgeprägten Abnahme der D-G-stimulierten IRI-
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Freisetzung mit signifikant erniedrigten Werten des SI, ausgenommen nach Be-

handlung mit 50 µmol/l H2O2. In den Experimenten mit STZ wurde auch in den

Kontrollgruppen eine D-G-stimulierte IRI-Freisetzung mit einem ausreichenden

SI von x = 6,57 ± 1,52 SEM gemessen. Alle STZ-Konzentrationen von 1, 3, 6

und 10 mmol/l lösten eine ausgeprägte Abnahme der D-G-stimulierten IRI-

Freisetzung mit signifikanter Erniedrigung des SI aus.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die ß-Zellfunktion an Tag 1

und Tag 3 nach der Isolierung der Inseln und Behandlung mit H2O2 oder STZ

schon bei niedrigsten Konzentrationen gestört war. Es handelt sich somit um

irreversible ß-Zellschäden.

Am Tag 3 nach der Isolierung wurden die Inselkulturen männlicher und weibli-

cher Spendermäuse mit verschiedenen Konzentrationen von H2O2 oder STZ

behandelt. In Abbildung 20A ist die basale und die D-G-stimulierte IRI-

Freisetzung in Inseln männlicher Mäuse nach Behandlung mit 10, 30, 50 oder

100 µmol/l H2O2 oder dem Lösungsmittel dargestellt. Die erhobenen Befunde

sind mit den Ergebnissen aus Tabelle 1 vergleichbar. Die basale Insulinfreiset-

zung in den Kontrollgruppen ergaben Werte von x = 25,68 ± 4,8 SEM ng Insu-

lin.

Nach Stimulierung durch D-G konnte die IRI-Freisetzung x = 98,98 ± 13,27

SEM ng Insulin gesteigert werden. Steigende H2O2-Konzentrationen führten

auch am Tag 3 nach Isolierung zu einer Störung der IRI-Freisetzung.

In Abbildung 20B ist die basale und D-G-stimulierte IRI-Freisetzung nach Inku-

bation und STZ dargestellt. Auch diese Ergebnisse sind mit den in Tabelle 2

dargestellten Befunden vergleichbar. Die IRI-Freisetzung in den Kontrollen be-

trug basal x = 11,81 ± 2,03 SEM ng Insulin. Die D-G-stimulierte IRI-Freisetzung

zeigte eine signifikante (*p < 0,05) Steigerung von x = 112,11 ± 10,35 SEM ng

Insulin/60 min/Inseln. Die Inkubation mit steigenden STZ-Konzentrationen

führte ebenfalls zu ß-Zellschäden und somit zu einer gestörten IRI-Freilassung.
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Tabelle 2: Inkubation von Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse mit H2O2 oder STZ schä-

digt die ß-Zellfunktion anhand der basalen und D-G-stimulierten IRI-

Freisetzungb

IRI [ng/ Insel/ 60 min]

H2O2 [µmol/l] basal D-G-stimuliert SI

0   7,53 ± 2,29 22,62 ±   5,16 6,12 ± 1,42

2.5   8,84 ± 2,02 13,20 ±   2,83 1,97 ± 0,55*

5.0   5,52 ± 0,97   6,95 ±   1,96 1,47 ± 0,34 *

10 14,81 ± 3,25 19,89 ±   4,49 2,01 ± 0,40**

30 23,61 ± 6,99 25,53 ±   7,03 1,65 ± 0,42*

50 25,79 ± 7,64 42,01 ± 12,94 3,15 ± 0,87

100 29,61 ± 7,55 39,69 ±   7,67 2,03 ± 0,34*

IRI [ng/ Insel/ 60 min]

STZ [mmol/l] basal D-G-stimuliert SI

0   6,65 ± 1,09 41,70 ± 10,03 6,57 ± 1,52

1 13,42 ± 3,09 17,55 ±   2,46 2,27 ± 0,48*

3   7,37 ± 0,70 10,25 ±   1,80 1,71 ± 0,19*

6 22,03 ± 4,07   8,49 ±   1,76 0,57 ± 0,14*

10 16,77 ± 5,11 10,55 ±   2,93 0,88 ± 0,22*

b = vor der Inkubation mit H2O2 oder STZ wurden die Inseln nach Isolierung 72 Stunden im

Kulturmedium inkubiert. Die Daten sind x = ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten.

*p < 0,05; **p < 0,01 vs jeweiliger Lösungsmittel-behandelter Kontrolle.
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Abbildung 20: Basale (     ) und D-G-stimulierte (   ) IRI-Freisetzung nach
H2O2-(A) oder STZ (B)-Behandlung nach 72-stündiger In-
kubation nach Isolierung von Inseln männlicher C57BL/6-
Mäuse. Die Daten sind x = ± SEM aus 3 unabhängigen Ex-
perimenten erhoben. *p < 0,05 vs Lösungsmittel-
behandelter basaler Insulinfreisetzung.
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In Abbildung 21A sind die D-G-stimulierten IRI-Freisetzungen in Inselkulturen

weiblicher Spendermäuse nach Inkubation für 72 h im Kulturmedium und nach

Behandlung mit H2O2 dargestellt. Steigende H2O2-Konzentrationen hatten ei-

nen, mit den Männchen vergleichbaren Effekt auf die ß-Zellfunktion. Die basale

IRI-Freisetzung in den Kontrollgruppen betrug x = 16,44 ± 5,31 SEM und

konnte nach D-G-Stimulierung auf x = 85,54 ± 14,39 SEM ng Insulin gesteigert

werden. Eine adäquate D-G-stimulierte IRI-Freisetzung konnte nach Behand-

lung mit steigenden Konzentrationen von H2O2 nicht gemessen werden. In Ab-

bildung 21B ist die basale und die D-G-stimulierte IRI-Freisetzung in Inseln

weiblicher Spendermäuse nach Inkubation für 72 h im Kulturmedium und nach

Behandlung mit verschiedenen STZ-Konzentrationen dargestellt. Die basale

IRI-Freisetzung in den Lösungsmittel-behandelten Kontrollgruppen betrug

x = 6, 44 ± 1,1 SEM ng Insulin. Nach D-G-Stimulierung wurden x = 113,39 ±

16,0 SEM ng Insulin sekretiert. Lediglich die Inkubation mit 3 mmol/l STZ führte

zu einer D-G-stimulierten IRI-Freisetzung, die Behandlung mit 6 und 10 mmol/

STZ zeigte toxische Effekte auf die Funktion der ß-Zellfunktion.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass steigende Konzentrationen

von H2O2 und STZ sowohl in männlichen als auch in weiblichen Mäusen auch

nach 72-stündiger Inkubation toxische Effekte auf die ß-Zellen haben und zu

einem persistierenden Verlust der ß-Zellfunktion führen.
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Abbildung 21: Basale (    ) und D-G-stimulierte (  ) Insulinfreisetzung in Inseln
weiblicher C57BL/6-Mäuse nach H2O2- oder STZ-Behandlung
nach 72-stündiger Inkubation nach Isolierung. Die Daten sind ±
SEM aus 3 unabhängigen Experimenten.
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4.3   In-vivo-Befunde mit Selen-modifizierten Diäten

4.3.1 Eine Se-Mangelernährung über 3 Generationen steigert die MLD-

STZ-induzierte Hyperglykämie in männlichen C57BL/6-Mäusen

Es ist bekannt, dass ein Se-Mangel zu Krankheiten wie Kardiomyopathien, kar-

diovaskuläre Erkrankungen, Karzinogenese und akuter und chronischer Pan-

kreatitis führt (Zimmermann et al., 2000; Lankisch et al., 1998). Ebenso redu-

ziert ein Se-Mangel die GPX-Aktivität (Weitzel und Wendel, 1993). Es soll nun

untersucht werden, ob Se-modifizierte Diäten den MLD-STZ-Diabetes beein-

flussen. In C57BL/6-Männchen begann - wie erwartet - unter regulärer Mausdiät

14 Tage nach der MLD-STZ-Behandlung eine kontinuierlich ansteigende Hy-

perglykämie (Abb. 22A). Se(+)-Futter über 3 Generationen beeinflusste die

MLD-STZ-induzierte Hyperglykämie nicht. Die über 3 Generationen verab-

reichte Se(-)-Diät hingegen erhöhte signifikant die MLD-STZ-induzierte Hyper-

glykämie, wobei die Flächen unter den Kurven verglichen wurden. In den weib-

lichen C57BL/6-Mäusen (Abb. 22B) blieb die Resistenz gegenüber einem MLD-

STZ-Diabetes sowohl durch eine Se(-)- als auch durch Se(+)-Diät über drei Ge-

nerationen bestehen.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass nur eine Se(-)-Diät über 3 Generationen

die MLD-STZ-induzierte Hyperglykämie in männlichen C57BL/6-Mäusen beein-

flusst, indem sie signifikant erhöht wurde. Die C-Mäusediät scheint genügend

Se zu enthalten, da eine Supplementierung keinen Effekt auf die Hyperglykämie

hatte. Ob eine Se(-)-Diät bereits in der F1-Generation die MLD-STZ-induzierte

Hyperglykämie verändert, ist unbekannt, da dieses Experiment nicht durchge-

führt wurde.
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Abbildung 22: Eine Se-Mangelernährung über 3 Generationen steigert die MLD-STZ-
induzierte Hyperglykämie in männlichen C57BL6-Mäusen. Blutgluco-
sewerte (x ± SEM) männlicher (A) und weiblicher (B) C57BL/6-Mäuse,
die Se(+)- (    ), Se(-)- (   ) oder C-Mäusediät (   ) - entweder alleine oder
zusätzlich MLD-STZ (   ) - erhalten haben. Verglichen wurden die Flä-
chen unter den Kurven. *p < 0,05 vs MLD-STZ-behandelter Mausgrup-
pe, die C-Mäusediät erhalten hat; ***p < 0,001 vs Lösungsmittel-
behandelter Mausgruppe, die C-Mäusediät erhalten hat.
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4.3.2 Weder Se-angereichertes noch Se-defizientes Futter verändern das

Körpergewicht MLD-STZ-behandelter männlicher und weiblicher

C57BL/6-Mäuse

In männlichen C57BL/6-Mäusen der F2-Generation zeigte sich in allen Grup-

pen, die nicht mit MLD-STZ behandelt wurden, über die Versuchsdauer von 12

bis 18 Wochen ein vergleichbarer Anstieg des Körpergewichts (Abb. 23A). In

den MLD-STZ-behandelten Mausgrupppen blieb in der 5. Woche nach der

letzten MLD-STZ-Injektion eine kontinuierliche Gewichtszunahme aus. Die Ge-

wichtskurven der drei Gruppen mit C-, Se(-)- und Se(+)-verabreichten Diäten

waren vergleichbar. Somit ist ein Effekt des Körpergewichts auf die Hypergly-

kämie auszuschließen.

In weiblichen C57BL/6-Mäusen der F2-Generation konnte über die gesamte

Versuchsdauer von 12 Wochen eine stetige vergleichbare Gewichtszunahme

beobachtet werden (Abb. 23B).
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Abbildung 23: Weder Se(+) noch Se(-) Futter verändert das Körpergewicht
MLD-STZ-behandelter männlicher (A) und weiblicher (B)
C57BL/6-Mäuse der F2-Generation. Körpergewicht (x ± SEM)
männlicher und weiblicher C57BL/6-Mäuse, die Se(+)-(  ),
Se(-)- (   ) oder C-(   )-Futter erhalten haben und mit MLD-STZ
behandelt wurden sowie der Kontrollgruppen (  ). Eine Maus-
gruppe setzte sich aus je 10 Tieren zusammen. Die Mäuse der
einzelnen Gruppen wurden für 18 bzw. 12 Wochen einmal wö-
chentlich gewogen.
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4.3.3 Effekte von Se-angereichertem und Se-defizientem Futter auf die

Infiltration mit mononukleären Zellen in Inseln von männlichen und

weiblichen C57BL/6-Mäusen

Die Ergebnisse der Beurteilung des Grades von Infiltrationen der Inseln mit mo-

nonukleären Zellen sind in Tabelle 3 aufgelistet und zeigen, dass Diabetes-

empfängliche C57BL/6 männliche Mäuse der F2-Generation, die C-Futter er-

halten haben, nach Behandlung mit MLD-STZ in 84,47% keine Insulitis (Grad

0), in 13,64% eine Insulitis mit milden Infiltrationen (Grad 1) und in 1,89% eine

moderate Infiltration (Grad 2) aufweisen. Signifikante Veränderungen wurden

nur in der Gruppe festgestellt, die eine Se(+)-Diät erhalten hat und mit MLD-

STZ behandelt wurde. Hier  reduzierte sich der Anteil der Insulitis Grad 1 auf

6,5%, 93,5% zeigten keine Insulitis. Pankreatische Inseln weiblicher Mäuse, die

für einen MLD-STZ-induzierten Diabetes nicht empfänglich sind und C-Futter

erhalten haben, zeigten in 92,19% der Inseln keine Insulitis.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit MLD-STZ

in pankreatischen Inseln männlicher Mäuse nach Gabe von C- oder Se(-)-Futter

zu einer Insulitis führte, dagegen Se(+)-Futter die MLD-STZ induzierte Insulitis

reduzierte. Auch lag der prozentuale Anteil der Insulitis in der Se(-)-ernährten

Kontrollgruppe höher als bei Mäusen, die C- oder Se(+)- Futter erhalten haben.

In den Inseln weiblicher Mäuse der F2-Generation zeigte sich nach der Be-

handlung mit MLD-STZ auch nur in der mit Se(-)-Diät versorgten Gruppe ein, im

Vergleich zu der Kontrollgruppe, erhöhter Anteil an Inseln mit Insulitis. Der

größte Anteil der Inseln allerdings blieb in den Mäusen mit C-, Se(+)- und Se(-)-

Futter ohne Anzeichen einer Infiltration mit mononukleären Zellen.
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Tabelle 3:  Effekte von Se(+) und Se(-) Futter auf die Infiltration mit mononukleären
Zellen in Inseln von männlichen und weiblichen C57BL/6-Mäusen der
F2-Generation

Behandlung Inseln mit mononukleären Infiltraten, (%)

der Mäuse

am Inselpol Insulitis

     -           +       0               1+      2+     3+

Männchen
C + STZ   57,15     42,85    84,47      13,64   1,89     -

Se(+) +STZ  100          -        93,5a       6,5b      -             -

Se(-) + STZ  100           -        90,94       7,14   1,96     -

Se(+)  100           -        97,77       2,2      -             -

Se(-)  100           -        95,05       4,5    0,45     -

Weibchen
C + STZ  50             50           92,19            7,03    0,39        0,39

Se(+) + STZ  85,75          14,28       93,53       5,59       0,59        0,29

Se(-) + STZ 100 -            91,81       7,38a      0,81    -

Se(+) 100 -   97,84       2,16       -            -

Se(-) 100 -   97,83       2,17          -            -

Die Daten wurden in mindestens 200 Inseln von jeweils 5 männlichen und weiblichen Spen-

dermäusen der F2-Generation erhoben, die Se(+)-, Se(-) oder C-Futter über 3 Generationen –

alleine oder zusätzlich mit MLD-STZ - erhalten haben. ap < 0,05 vs jeweiliger Lösungsmittel-

behandelter Kontrollgruppe; bp < 0,01 vs STZ-behandelter Mäuse, die C-Futter erhalten hatten.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals gezeigt, dass

1. MLD-STZ nur in pankreatischen Inseln männlicher und nicht weiblicher
C57BL/6-Mäuse signifikant die Bildung von H2O2 stimuliert,

2. MLD-STZ zu einer deutlich reduzierten Aktivität des antioxidantiven Enzyms
GPX in Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse führt, hingegen die Aktivität der
GPX in den Inseln weiblicher Mäuse signifikant ansteigt,

3. die Behandlung mit STZ in vitro in männlichen Mäusen ebenfalls zu einer
signifikanten und dosisabhängigen Steigerung der H2O2-Generierung führt,

4. die Inkubation mit STZ in vitro die Aktivität der GPX in Inseln männlicher
Mäuse herabsetzt, sie in Inseln weiblicher Mäuse steigert und

5. ein Se-Mangel über 3 Generationen die MLD-STZ-induzierte Hyperglykämie
in männlichen Mäusen verstärkt.

Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde unterstreichen die Bedeutung von ROS

in der Diabetes-Pathogenese, da nur MLD-STZ-Diabetes-empfängliche männli-

che Mäuse eine gesteigerte H2O2-Bildung vorweisen. In diesem Zusammen-

hang wird durch die Bedeutung von enzymatischen Antioxidanzien in der MLD-

STZ-induzierten Diabetes-Pathogenese gezeigt, dass eine Reduktion mit der

Diabetes-Empfänglichkeit in männlichen Mäusen assoziiert ist, eine Steigerung

hingegen mit Resistenz in weiblichen.

ROS werden in physiologischen Prozessen und bei inflammatorischen Reaktio-

nen durch Lymphocyten und Leukozyten ständig gebildet (Halliwell, 1994), so

lassen z.B. Granulocyten bei der Phagocytose von pathogenen Keimen H2O2

als Bakterizid frei (Root et al., 1975).

Es ist bekannt, dass ROS in vielen physiologischen und pathophysiologischen

Prozessen in niedrigen Konzentrationen die Apoptose, in hohen Konzentratio-

nen hingegen Nekrosen induzieren (Buttke und Sandström, 1994). Im humanen

Typ-1-Diabetes findet die ROS-Bildung unter anderem durch T-zellabhängige

Immunreaktionen (Verge et al., 1995; Wilson und Hughes, 1998) sowie durch

unspezifische inflammatorische Reaktionen statt und führt zur ß-Zelldestruktion

(Oberley, 1988; Rabinovitch et al., 1999). Der Anstieg der Produktion von ROS

könnte aus der Glucose-Oxidation und der Proteinglykation bzw. aus der all-

mählichen Degradierung der glykolysierten Proteine resultieren (Brownlee et al.,

1984; Wolff et al., 1993; Gillery et al., 1988). Baynes (1991) konnte zeigen,

dass während der Diabetes-Pathogenese oxidativer Stress eine zentrale Rolle
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spielt. Dabei werden ROS durch nicht-enzymatische und autooxidative Glykoly-

sation gebildet und führen zu Oxidation von Proteinen, ungesättigten Fettsäuren

sowie Membranproteinen. Metabolischer Stress führt zu einem Zyklus, der Zell-

schäden bis hin zum Zelltod verursacht, und dies wiederum führt zu einem An-

stieg der ROS-Produktion.

Entzündungsreaktionen im MLD-STZ-induzierten Diabetes sind mit denen des

humanen Typ-1-Diabetes vergleichbar (Like und Rossini, 1976; Klinkhammer et

al., 1988; Elias et al., 1994). Aus der Gruppe der ROS stellt H2O2 eine Vorstufe

der hochtoxischen •OH dar, die durch die Fenton-Reaktion gebildet werden und

das reaktivste Potential besitzen (Sato und Bremner, 1993). Über die Fenton-

Reaktion entstehen aus H2O2 in Anwesenheit von Fe2+ die •OH (Graft et al.,

1984; Mello-Filho und Meneghini, 1985). Es wurde nachgewiesen, dass intra-

zelluläres Fe2+ eine große Rolle bei DNA-Schäden, die durch H2O2 verursacht

werden, spielen (Barbouti et al., 2001).

Auch in pankreatischen Inseln wurde die Generierung von ROS gezeigt. So

wurde mittels ESR-Spektroskopie die basale und die STZ stimulierte Bildung

von •OH in Mausinseln nachgewiesen (Gille et al., 2002). In pankreatischen In-

seln der Ratte wurde durch In-vivo- und In-vitro-Behandlung mit STZ die H2O2-

Generierung belegt (Takasu et al., 1991). Somit ist anzunehmen, dass ROS

Mediatoren der Destruktion essentieller ß-Zellstrukturen sind und ihre Funktion

zum Erliegen kommt. Dieser Befund ist insofern von Bedeutung, da H2O2 eine

Voraussetzung für die Fenton-Reaktion zur Bildung von •OH ist.

Kürzlich wurde gezeigt, dass die STZ-Behandlung isolierter Inseln männlicher

C57BL/6-Mäuse zu einer dosisabhängigen und signifikanten H2O2-Generierung

führt (Gille et al., 2002). Auch die STZ-stimulierte In-vitro-Bildung von O2•- in

Anwesenheit des Xanthin-Oxidase-Systems (Nukatsuka et al., 1988) und in iso-

lierten submitochondrialen Zellbestandteilen von Ratten (Gille et al., 2002) wur-

de beobachtet. Die gesteigerte O2•--Bildung kann die Kaskade weiterer ROS-

Bildung wie H2O2 aktivieren. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch durch

Inkubation mit SOD von STZ-behandelten Inseln keine vermehrte H2O2-Bildung

gezeigt werden. Möglicherweise hat SOD eher die Bildung von ONOO- , wel-

ches ebenfalls zu der Gruppe der ROS zählt, als die von H2O2 verhindert.

Im Cytosol der pankreatischen Inseln konnte nach Behandlung mit STZ keine

H2O2-Bildung detektiert werden. Ursache dafür könnte sein, dass durch die
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Homogenisierung die cytosolische CAT und die GPX frei wurden und das gebil-

dete H2O2 abfangen konnten.

Zur Überprüfung der Bedeutung von H2O2 in der MLD-STZ-induzierten Diabe-

tes-Pathogenese wurden isolierte pankreatische Inseln eines weiteren Stam-

mes – nämlich männliche BALB/c-Mäuse - mit STZ behandelt. Diese Mäuse

sind - im Vergleich zu männlichen C57BL/6-Mäusen - resistenter gegenüber

einem MLD-STZ-Diabetes. Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde zeigen,

dass STZ zwar signifikant und dosisabhängig eine H2O2-Bildung anregt, jedoch

nur bei höheren Konzentrationen als für Inseln von C57BL/6-Mäusen erforder-

lich. Daraus ist zu schlußfolgern, dass die Empfänglichkeit für einen MLD-STZ-

Diabetes mit dem Spiegel an ROS assoziiert ist.

Im MLD-STZ-Diabetes-Modell ist es sinnvoll, die Bedeutung der Sexualhormo-

ne in Bezug auf die Empfänglichkeit zu diskutieren. Rossini et al. (1978) haben

den Zusammenhang zwischen Sexualhormonen und der MLD-STZ-induzierten

Hyperglykämie belegt. So löste die Behandlung mit Testosteron in weiblichen

Mäusen eine Diabetes-Entwicklung aus, hingegen wurde diese bei Östrogen-

behandelten männlichen Mäusen sowie durch Gabe von Antiandrogenen ver-

hindert (Mclaren et al., 1980). Auch die Kastration männlicher Mäuse verrin-

gerte die Sensitivität gegenüber den diabetogenen Effekten von MLD-STZ, aber

eine Ovarektomie steigerte sie (Rossini et al., 1978). Daraus ergibt sich die in-

teressante Frage, ob eine Behandlung der Mäuse mit Östrogenen bzw. Testo-

steronen oder Kastration bzw. Ovarektomie einen Effekt auf die ROS-Bildung

bewirkt. Die Klärung bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Da die Behandlung mit MLD-STZ in pankreatischen Inseln zu Infiltrationen mit

mononukleären Zellen führt (Wang et al., 1993; Bach, 1994; Ohly et al., 2000),

wurde auch im Rahmen dieser Arbeit der Effekt des Spurenelementes Se auf

die MLD-STZ-induzierte Hyperglykämie sowie die Infiltrationen der pankreati-

schen Inseln untersucht. Die Auswertung der histologischen Untersuchungen

haben ergeben, dass männliche Mäuse, die reguläres oder Se-defizientes Fut-

ter erhalten haben, nach MLD-STZ-Behandlung eine gesteigerte Insulitis Grad

1 und Grad 2 zeigten. Die Effekte der modifizierten Se-Diäten waren, wenn

überhaupt, nur grenzwertig. Bei den Infiltrationen in Inseln weiblicher C57BL/6-

Mäuse, die mit MLD-STZ behandelt wurden, handelt es sich um unspezifische

Reaktionen, ausgelöst durch den Nadelstich über die Injektion.



5.  DISKUSSION 71

Um zu analysieren, welche der beiden Untereinheiten des STZ-Moleküls an der

H2O2-Bildung beteiligt ist, wurden isolierte Inseln entweder mit MNU oder D-G

inkubiert. Beide Untereinheiten alleine hatten keinen Einfluß auf die H2O2-

Generierung. Es ist daher anzunehmen, dass für die toxischen Effekte das

kombinierte Molekül erforderlich ist. Dadurch wird über den Glucose-Anteil die

Aufnahme in die ß-Zelle über den GLUT2 (Schnedl et al., 1994; Wang et al.,

1998) ermöglicht, um dann in der ß-Zelle über MNU - welches per se nicht dia-

betogen ist (Elsner et al., 2000) - Schäden auszulösen. Diese können - vermut-

lich in Abhängigkeit von der angewendeten Dosis - einerseits über das alkylie-

rende Potential, welches zur Schädigung der DNA und Überaktivierung der po-

ly-(ADP-Ribose)-Synthase und die damit verbundene Verringerung des Sub-

strats NAD führt (LeDoux et al., 1986; Wilson, 1988) sowie DNA-Schäden durch

Methylierung von Guanin via Methylkationen (Murata et al., 1999) und anderer-

seits durch freie Radikale wie ROS (Gille et al., 2002; Friesen et al., 2004) und

NO• (Szkudeski, 2001) erfolgen. Inwieweit DNA-Strangbrüche im MLD-STZ-

Modell eine entscheidende Rolle für die Diabetogenität spielen, ist unbekannt.

Hier ist anzumerken, dass durch STZ und MNU vergleichbare Läsionen an

Proteinstrukturen der ß-Zelle induziert werden (LeDoux et al., 1986; Wilson und

Leiter, 1990), jedoch nur STZ diabetogen ist (Elsner et al, 2000). Inwieweit wel-

cher Grad der Reduktion des zellulären NAD+ die Ursache für einen STZ- oder

ALX-induzierten Diabetes ist, bleibt ebenfalls zu klären, da die PARP zum Teil

auch an der Reparatur toxisch induzierter DNA-Schäden beteiligt ist (Wilson et

al., 1984). Daher ist die Frage nach der Bedeutung von ROS in der Diabetes-

Pathogenese weiterhin relevant.

Um den Befund der ROS-Bildung durch STZ und die mögliche Beteiligung an

der ß-Zelldestruktion zu erhärten, wurde die H2O2-Bildung in isolierten Inseln

durch ALX als einem potenten Generator untersucht. ALX ist durch den Redox-

Zyklus ein erwiesener ROS-Bildner (Oberley, 1988; Winterbourne und Munday,

1989; Drews et a., 2000). In den hier dargestellten Untersuchungen wurde eine

signifikante Stimulation der H2O2-Generierung nur mit 10 mmol/l ALX erzielt,

einer Konzentration, die biologisch irrelevant ist, da sie so toxisch für die ß-Zelle

ist, dass alle Strukturen unmittelbar zerstört werden. Diese Beobachtung ent-

spricht auch den Befunden anderer Autoren (Herson und Ashford, 1997; Drews

et al., 2000).
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Dennoch ist der ROS-Bildung durch STZ und ALX in der Diabetes-Pathogenese

eine essentielle Funktion zuzuordnen, da in transgenen Mäusen durch Überex-

pression des antioxidativen Enzyms Cu/ZnSOD ß-Zellschutz erreicht wird (Ku-

bisch et al., 1994 und 1997). Nicht nur die ROS-Bildung ist eine gemeinsame

Eigenschaft von STZ und ALX als Diabetogene, sondern auch die Vorausset-

zung, dass der GLUT2 als Zielstruktur vorliegen muss, um den Prozess der ß-

Zellzerstörung zu initiieren (Schulte im Walde et al., 2002). Somit lassen sich

auch die zahlreichen Ergebnisse erkären, durch Intervention mit sehr verschie-

denen Mitteln einen MLD-STZ und ALX-Diabetes zu verhindern. So blockiert

die Vorbehandlung mit 5-T-G oder D-G sehr wahrscheinlich die Aufnahme von

MLD-STZ (Wang et al., 1993, Wang und Gleichmann, 1998) und mit D-G die

Aufnahme von ALX (Schulte in Walde et al., 2002) über den GLUT2 in die ß-

Zelle. Als zugrunde liegender Mechanismus ist Kompetition dieser chemisch

verwandter Strukturen um Bindung an den GLUT2 anzunehmen. Da, wie be-

reits erwähnt, ROS als Mediatoren für ß-Zellschäden angenommen werden,

wurde auch mit verschiedenen Scavengern wie Nicotinamid (Uchigata et al.,

1983), 1,1-Dimethylharnstoff (Wilson et al., 1984) und die Induktion von MT

(Ohly et al., 2000) die Entwicklung eines induzierten Diabets-Typ-1 verhindert.

Auf die ROS-Bildung zurückkommend, wurden auch auto-oxidative Prozesse

von STZ, MNU, D-G und ALX im Kulturmedium untersucht . MNU und ALX reg-

ten eine signifikante H2O2-Bildung an, jedoch nicht STZ und D-G. Ohne Zweifel,

MNU and ALX sind ROS-Bildner.

Weitere Ergebnisse zeigen, dass mit H2O2 oder STZ bereits bei niedrigen Kon-

zentrationen die ß-Zellfunktion gestört wird und inadäquate Insulinfreisetzung

verursacht. Somit werden Befunde einer anderen Arbeitsgruppe (Maechler et

al., 1999) bestätigt, die einen hemmenden Effekt von H2O2 auf die Signaltrans-

duktion und Insulinsekretion feststellten.

Im Prozess der ß-Zellzerstörung durch ROS spielt der antioxidative Status der

ß-Zelle als Gegenregulation eine bedeutsame Rolle. Zellen werden im Allge-

meinen durch ein intrazelluläres Schutzsystem vor den toxischen Effekten der

ROS geschützt. Solange die ROS-Produktion und der antioxidative Status der

Zelle im Gleichgewicht sind, können die ROS ihr zerstörerisches Potential nicht

entfalten. Eine Verschiebung zu Gunsten der ROS hingegen zündet die Ketten-

reaktion und die Zelldestruktionen.
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Zu den unspezifischen Antioxidanzien zählt GSH, welches im intrazellulären

Raum detoxifizierend wirkt (Meister und Anderson, 1983). So hemmte die Be-

handlung mit GSH eine STZ-induzierte diabetische Neuropathie (Bravenboer et

al., 1992). Es ist anzunehmen, dass STZ den GSH-Spiegel gesenkt hat, ver-

gleichbar mit den Effekten in Leber und Herz von STZ-behandelten, diabeti-

schen Ratten (Mak et al., 1996).

Zu den antioxidativen Enzymen zählen auch die verschiedenen Isoformen der

SOD, die spezifisch O2•
- zu H2O2 umwandelt, die CAT und die verschiedenen

Isoformen der GPX, welche H2O2 und Lipidperoxide zu H2O und O2 umsetzt.

Basierend auf den Befunden an fettleibigen und normalgewichtigen Mäusen

(Grankvist et al., 1981) haben Lenzen et al. (1996) in Albino- und fettleibigen

Mäusen gezeigt, dass ß-Zellen - im Vergleich zu anderen Geweben, wie Leber,

Lunge und Niere - eine deutlich reduzierte bis hin zur nicht detektierbaren Ex-

pression der antioxidativen Enzyme Cu/Zn und MnSOD, CAT und GPX aufwei-

sen. Auch in primären pankreatischen Inseln der Ratte und in Insulin-

produzierenden RINm5F-Zellen ist die geringe Expression der SOD, CAT und

GPX beschrieben worden (Tiedge et al., 1998). An Hand dieser Befunde wird

vermutet, dass die geringe Menge der enzymatischen Antioxidanzien die Sen-

sitivität der ß-Zellen gegenüber toxischen Schäden diabetogener Substanzen

durch ROS zur Folge haben könnte. Demzufolge könnte dieser Mangel auch

ein Faktor bei der Entwicklung des Typ-1-Diabetes durch exogene Faktoren

sein.

Die Bedeutung antioxidativer Reaktionen in Inseln wird durch eigene Befunde

gezeigt. So ist die mRNA-Expression von MnSOD und GPX-Aktivität in pan-

kreatischen Inseln durch MLD-STZ in Diabetes-empfänglichen männlichen

C57BL/6-Mäusen erniedrigt, in den Diabetes-resistenten weiblichen hingegen

erhöht (Friesen et al., 2004). Demnach können Mäuse ihre ß-Zellen vor ROS-

Attacken durch antioxidative Antworten schützen, welche zumindest in dieser

Tierspezies von den Sexualhormonen abhängig zu sein scheinen. Somit kön-

nen ß-Zellen sich wohl an oxidativen Stress adaptieren, anders als in anderen

experimentellen Systemen vermutet (Tiedge et al., 1999). Durch genetisches

Engeneering kann jedoch ein Schutz gegen ROS-Toxizität entstehen. So führte

in vitro in RINm5F-Zellen die Überexpression von CAT und GPX zu einer deut-

lich erhöhten Resistenz gegenüber ROS (Tiedge et al., 1999), in transgenen
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Mäusen die Überexpression der Cu/ZnSOD zur Verhinderung eines STZ- und

ALX-Diabetes (Kubisch et al., 1994). Die Erhöhung der Cu/ZnSOD in der ß-

Zelle der Maus erhöhte deren Aktivität um 50%. Auch die Überexpression von

CAT in transgenen Mäusen verhinderte den diabetogenen Effekt von HD-STZ

(Xu et al., 1999). In anderen Systemen wurde gezeigt, dass die Überexpression

von MnSOD vor Toxizität durch ROS-generierende Agenzien und Cytokine

schützte, und zu einer signifikanten Reduktion der iNOS auch auf mRNA-Ebene

führte (Hohmeier et al., 1998). Auch in RINm5F-Zellen schützte die Überex-

pression von MnSOD vor ROS-Bildung durch Hemmung der NF-êB-Aktivierung

nach Behandlung mit IL-1ß oder einem Cytokin-Gemisch aus IL-1ß,

TNF-á und IFN-ã. Die Überexpression von CAT, GPX und Cu/ZnSOD zeigte

hingegen keinen Effekt (Azevedo-Martins et al., 2003). Die Überexpression von

CAT und GPX reduzierte jedoch effizient die Zelltodrate durch Apoptose und

Nekrose sowie die oxidative Schädigung zellulärer Proteine nach Zytokinexpo-

sition (Lortz et al., 2000). Auch andere Arbeitsgruppen belegten, dass durch

adenovirale Vektoren transfizierte INS-1-Zellen durch Überexpression von CAT

und Cu/ZnSOD vor ROS geschützt blieben (Karsten et al., 2002).

Über die Bedeutung antioxidativer Antworten ist auch im spontanen Diabetes

der NOD-Maus berichtet worden. So sind die antioxidativen Aktivitäten in

männlichen Mäusen, die Diabetes-resistent sind, höher als in weiblichen, die

den Diabetes entwickeln (Cornelius et al., 1993). Durch Überexpression des

Se-abhängigen Redox-aktiven Proteins Thioredoxin wurde auch in weiblichen

transgenen NOD-Mäusen die Diabetes-Prävalenz reduziert und eine Protektion

der ß-Zelle vor Apoptose erzielt. Durch das antioxidative und anti-apoptotische

Protein wurden ß-Zellen vor einem STZ-induzierten Diabetes (NOD x B6) F1

geschützt (Hotta et al., 1998).

Die Befunde der vorliegenden Arbeit bestätigen und erweitern bereits veröffent-

lichte Ergebnisse. Demzufolge hat der antioxidative Status der Zelle einen pro-

tektiven Effekt auf die STZ-induzierte H2O2-Bildung. MLD-STZ stimuliert die

H2O2-Bildung in pankreatischen Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse ohne Ver-

änderung der mRNA-Expression der antioxidativer Enzyme Cu/Zn und MnSOD,

CAT und GPX. Im Gegensatz dazu stimuliert MLD-STZ nicht die H2O2-

Generierung in Inseln weiblicher C57BL/6-Mäuse, führt aber zu einer gestei-

gerten mRNA-Expression der fünf antioxidativen Enzyme (Friesen et al., 2004).
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Protektive Effekte gegenüber ROS-induzierten Zellschäden werden auch den

Spurenelementen Zn und Se zugesprochen. So wurde in C57BL/6- und F1-

Hybriden (C57BL/6 x SJL) durch ZnSO4-angereichertes Trinkwasser eine Hoch-

regulierung der cytosolischen Proteine MT1 und MT2 gezeigt sowie der Schutz

vor MLD-STZ (Ohly et al., 2000). Es ist anzunehmen, dass MT ROS, insbeson-

dere die sehr reaktiven •OH inaktivieren (Thornalley und Vasak, 1985; Sato und

Bremner, 1993). Zu erwähnen ist hier, dass die Isoformen MT-1 und MT-2 we-

sentlich effektiver als GSH vor ROS - vermutlich •OH-induzierten DNA-Schäden

- in vitro schützen (Abel und de Ruiter, 1989). In vivo-Studien an Mäusen haben

gezeigt, dass eine Vorbehandlung mit Metallen wie z.B. Cu, Zn oder Nickel zu

einer Erhöhung der MT führt und somit vor oxidativem Stress durch Chemothe-

rapeutika, Röntgenbestrahlung oder ionisierende Strahlung schützen kann

(Naganuma, 1985; Matsubara, 1986; Cherian et al., 1994; Kondo et al., 1995).

Weiterhin haben erst kürzlich erhobene Befunde aus der Arbeitsgruppe gezeigt,

dass ZnSO4-angereichertes Trinkwasser weibliche NOD-Mäuse vor einem

spontanen Diabetes schützt (Schott-Ohly et al., 2004). Ob dieser Effekt auf In-

duktion von MT als Scavenger von •OH beruht, bleibt zu klären. Jedenfalls ver-

hinderte die 24-stündige Vorinkubation mit ZnSO4  von pankreatischen Inseln

nicht die STZ-stimulierte H2O2-Bildung. Vermutlich kann ZnSO4 seinen schüt-

zenden Effekt nur durch die Aufnahme und die damit verbundene Hochregulie-

rung der MT in vivo ausbilden.

Um die biologische Funkton von Se kurz anzusprechen, ist hervorzuheben,

dass Se-Defizienz die Enzymaktivität von GPX1 und GPX4 in vitro und ex vivo

erniedrigt. Die Gabe von Se zu Se-defizienten Zellen erhöhte die Aktivitäten der

beiden GPX-Isoformen. Wird regulär gefütterten Ratten Se injiziert, so führt die-

se Behandlung zu einer erhöhten GPX4-Aktivität. Diese Ergebnisse verdeutli-

chen die Bedeutung der GPX für die Reduktion und die Regulation endogener

Hydroperoxid-Bildung (Weitzel und Wendel, 1993). In der MLD-STZ-Diabeto-

genese wurde erst kürzlich gezeigt, dass ein Se-Defizit in der Nahrung über 3

Generationen signifikant die Hyperglykämie in männlichen C57BL/6-Mäusen

erhöht, hatte aber keine Auswirkungen auf die Diabetes-Resistenz in weiblichen

C57BL/6-Mäusen (Friesen et al., 2004). Diese Forschungsergebnisse stützen

die Vermutung, dass dem antioxidativen Status eines Organismus eine wesent-

liche Rolle in der Pathogenese von Krankheiten zugeordnet werden kann
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(Schwartz und Foltz, 1957; Lankisch et al., 1998; Zimmermann et al., 2000). Ob

jedoch Se-modifizierte Diäten GPX-Aktivitäten in Inseln verändern, bleibt weite-

ren Untersuchungen vorbehalten.

Es ist generell erwiesen, dass den ROS zwei entgegengesetzte Wirkungen –

nämlich schützenden und schädigende – zu zuordnen ist. So nutzen Zellen des

Immunsystems, wie Makrophagen und Neutrophile, ROS auf 2 Wegen: 1) als

chemische Waffe gegen z.B. pathogene Mikroben und 2) als Signalmolekül für

biologische Prozesse wie Genexpression und Proliferation und somit die Akti-

vierung von Transkriptionsfaktoren. Es ist bekannt, dass aus der Gruppe der

ROS H2O2 als Aktivator für NFκB fungiert (Baeuerle und Baltimore, 1988;

Schreck et al., 1992; Schmidt et al., 1995). Kinasen, z.B. MAPK und verwandte

JUN-Kinasen (Schreck et al., 1992) und T-Lymphocytenproliferation werden als

Antwort auf oxidativen Stress aktiviert (Los et al., 1995). Ebenso konnte ein Zu-

sammenhang zwischen dem Se-Status und der Bindungskapazität von NF-κB

und AP-1 gefunden werden (van Gagern et al., 1999). In Lymphocyten führte

die Behandlung mit H2O2 zu einer schnellen Tyrosin-Phosphorylierung der

Proteine und somit zur Signaltransduktion.

In Abhängigkeit vom Typ T-zellabhängiger Reaktionen können ROS Second-

Messenger in der Signaltransduktion sein (Schulze-Osthoff, 1995; Ho und Bray,

1999; Ho et al., 2001) und haben die Eigenschaft, NF-êB zu aktivieren, welches

u.a. an der Regulation der Genexpression pro-inflammatorischer Cytokine wie

TNF-á, IFN-ã, IL-1ß, iNOS und des Makrophagen chemotaktischen Proteins

beteiligt ist (Baeuerle und Henkel, 1994; Rao et al., 1994). Auch im MLD-STZ-

Diabetes ist der Aktivierung von NF-κB in Inseln männlicher C57BL/6-Mäuse

eine Schlüsselrolle zuzuordnen (Lgssiar et al., 2004). Eine mögliche Ursache

für diese Aktivierung ist die beschriebene stimulierte H2O2-Generierung in In-

seln männlicher C57BL/6-Mäuse durch MLD-STZ. Auch Makrophagen produ-

zieren ROS und aktivieren Cytokine, die wiederum selber ROS in vitro (Hoh-

meier et al., 1998, Xu et al., 1999) und in vivo (Kubisch et al., 1997; Xu et al.,

1999) freisetzen und somit einen Zyklus kontinuierlicher ROS-Generierung mit

unterhalten kann (Karsten et al., 2002). Dadurch entstehen z.B. inflammatori-

sche Prozesse mit mononukleären Zellinfiltraten (Barnes und Karin, 1997) und

Zerstörung von Zellfunktionen wie Cytokin-induzierte Inhibierung der Insulinfrei-

setzung in humanen pankreatischen Inseln (Corbett et al., 1993) und ß-
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Zellzerstörung in Mäusen (Kallmann et al., 1992). Die Bedeutung pro-

inflammatorischer Reaktionen im MLD-STZ-Diabetes wurden auch an C57BL/6-

Mäusen (Müller et al., 2002) gezeigt. So stimulierte MLD-STZ die proinflamma-

torischen Cytokine IL-1, TNF-á und IFN-ã in den Inseln männlicher Mäuse, re-

duzierte hingegen die anti-inflammatorischen Cytokine IL-4 und IL-10 und TGF-

ß1. Somit könnte die Empfänglichkeit für einen MLD-STZ-induzierten Diabetes

Folge eines Ungleichgewichts zwischen der ROS-Generierung und dem anti-

oxidativen Status in der ß-Zelle sein. Dadurch könnten weitere inflammatorische

Cytokine und Chemokine gebildet werden, die wiederum zu einer höheren

ROS-Produktion führen würden. Es wird vermutet, dass die hohen Spiegel ant i-

oxidativer Enzyme in Inseln weiblicher Mäuse durch das Abfangen von ROS die

Aktivierung von NF-κB und inflammatorische Prozesse verhindern und dadurch

vor einem MLD-STZ-induzierten Diabetes schützen (Friesen et al., 2004). Damit

verbunden ist auch die Stimulierung der anti-inflammatorischen Zytokine IL-4

und IL-10 (Müller et al., 2002).

Zusammenfassend wird in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt,

dass STZ ex vivo und in vitro die H2O2-Bildung in pankreatischen Inseln Diabe-

tes-empfänglicher männlicher C57BL/6-Mäuse stimuliert und die Aktivität der

GPX reduziert. Im Gegensatz dazu bleibt in Inseln weiblicher Mäuse die Stimu-

lierung einer H2O2-Generierungdurch STZ in vitro und MLD-STZ ex vivo aus,

jedoch wird die Aktivität des antioxidativen Enzymes GPX in beiden Systemen

gesteigert. Weiterhin wird zum ersten Mal gezeigt, dass eine Se-Mangeldiät

über 3 Generationen die MLD-STZ-induzierte Hyperglykämie in männlichen

C57BL/6-Mäusen verstärkt. Eine Se-angereicherte Diät ergab jedoch keine Ef-

fekte.

An Hand der dargestellten Ergebnisse ist zu erwägen, welche Strategien für

eine Intervention und / oder Therapien für den Menschen zu rechtfertigen sind.

So könnte durch Überexpression antioxidativer Gene die Überlebenszeit von ß-

Zelltransplantaten bei Patienten mit Typ-1-Diabetes durch Verbesserung des

Abwehrstatus und Vermeidung von Abstoßungsreaktionen erhöht werden. Auch

könnte untersucht werden, ob durch Intervention mit einer Kombination aus

Zn2+ und Se bei Individuen mit einem hohen Risiko die Manifestation eines Typ-

1-Diabetes verzögert werden kann.
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7. Zusammenfassung

In männlichen C57BL/6-Mäusen kann mit multiplen niedrigen Dosen Strepto-

zotocin (MLD-STZ) ein Diabetes induziert werden, der pathogenetisch mit dem

humanen, autoimmunen Typ-1-Diabetes vergleichbar ist. Durch intraperitoneale

Injektionen von jeweils 40 mg/kg Körpergewicht an 5 aufeinander folgenden

Tagen erfolgen mit MLD-STZ subtoxische Effekte auf die Insulin-produzie-

renden ß-Zellen, gefolgt von T-zellabhängigen Immunreaktionen. Dabei werden

unspezifische und STZ-spezifische inflammatorische Reaktionen ausgelöst. Als

unspezifische Mediatoren der ß-Zellzerstörung werden reaktive Sauerstoffe

(ROS) angenommen, von denen die Spezies Wasserstoffperoxid (H2O2) eine

Vorstufe für die Bildung der hochreaktiven Hydroxylradikale ist. Einen physiolo-

gischen Schutz gegenüber zellschädigenden Effekten von ROS bilden intrazel-

luläre antioxidative Systeme wie die Superoxiddismutase, die Katalase und die

Selen-abhängige Glutathionperoxidase (GPX).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Ex-vivo-Effekt von MLD-STZ auf die H2O2-

Bildung und das antioxidative Enzym GPX in Diabetes-empfänglichen männli-

chen und Diabetes-resistenten weiblichen C57BL/6-Mäusen sowie der In-vitro-

Effekt von STZ auf die H2O2-Bildung und die GPX-Aktivität in isolierten Inseln

untersucht. Es wird erstmals gezeigt, dass MLD-STZ in pankreatischen Inseln

männlicher Mäuse die H2O2-Bildung stimuliert und die GPX-Aktivität reduziert.

Im Gegensatz dazu bleibt in Inseln weiblicher Mäuse die Bildung von H2O2 nach

MLD-STZ aus, jedoch wird die GPX-Aktivität verstärkt. Auch in vitro stimuliert

die Inkubation mit STZ die H2O2-Bildung dosisabhängig nur in Inseln männlicher

Mäuse und reduziert die Aktivität der GPX. In Inseln weiblicher Mäuse hingegen

erfolgt durch STZ keine H2O2-Bildung, aber eine Steigerung der GPX-Aktivität.

Weiterhin wird erstmals gezeigt, dass eine Selenmangelernährung über 3 Ge-

nerationen nach MLD-STZ-Behandlung in männlichen C57BL/6-Mäusen zu ei-

ner verstärkten Hyperglykämie führt. Alle beschriebenen Effekte waren signifi-

kant (p < 0,05).

Es wird geschlußfolgert, dass in der Diabetes-Pathogenese die gesteigerte,

lokale ROS-Bildung und der erniedrigte antioxidative Status der ß-Zellen eine

zentrale Rolle spielen.



Curriculum Vitae

Name Nadira Tanja Elke Friesen

Geburtsdatum /-ort 26. September 1973 in Duisburg

Nationalität Deutsch

Familienstand Ledig

Schulbildung

03.1978 - 03.1979 Deutsche Schule Johannesburg, RSA
08.1980 - 07.1984 Montessori-Grundschule, Düsseldorf
08.1984 - 07.1990 Theodor-Fliedner-Gymnasium, Düsseldorf
08.1990 - 04.1993 Reinhard- und Max-Mannesmann-Gymnasium,

Duisburg, Schulabschluss: Abitur

Ausbildung

08.1993 - 04.1994 Zahntechnikerin, Dental Stolle, Duisburg

Studium

10.1994 - 06.2000 Biologie, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf

06.1997 Vordiplom / Vertiefungsgebiete: Zoologie, Geo-
botanik, Geologie

09.1999 - 06.2000 Diplomarbeit: Institut für Zoologie, Zoomorpholo-
gie und Parasitologie, Heinrich-Heine-Universität,
Düsseldorf
„Elektronenmikroskopische Untersuchungen am
Integument von Epipedobates tricolor“

06.2000 Studienabschluss: Diplom-Biologin

seit 09.2000 Doktorandin am Deutschen Diabetes For-
schungsinstitut, Abteilung Immun-Toxikologie
und Immun-Pathologie, Düsseldorf; Voraus-
sichtlicher Titel der Doktorarbeit: „Die Generie-
rung von Wasserstoffperoxid und die Reduktion
der Glutathionperoxidase-Aktivität ist assoziiert
mit Diabetes, induziert mit multiplen niedrigen
Dosen Streptozotocin in männlichen C57BL/6-
Mäusen“



Praxiserfahrungen

05.1996 - 10.1996 Studentische Hilfskraft, Kinderklinik Schloss-
mannhaus, Heinrich-Heine-Universität, Düssel-
dorf

10.1999 - 06.2000 Studentische Hilfskraft, Institut für Zoologie,
Zoomorphologie und Parasitologie, Heinrich-
Heine-Universität, Düsseldorf

08.2000 - 01.2002 Wissenschaftliche Hilfskraft, Institut für Hämo-
staseologie und Transfusionsmedizin, Heinrich-
Heine-Universität, Düsseldorf

02.2002 - 12.2003 Wissenschaftliche Hilfskraft, Deutsches Diabetes
Forschungsinstitut, Düsseldorf

seit 01.2004 Wissenschaftliche Mitarbeiterin, BAT IIa/2, Son-
derforschungsbereich „Molekulare und zelluläre
Mediatoren exogener Noxen“, Heinrich-Heine-
Universität, Düsseldorf

Praktika „Morphologische Techniken“
Max-Planck-Institut für Molekulare Physiologie,
Dortmund

02.2002 Versuchstierkundlicher Kurs (Fachkundennach-
weis gem. § 9 des geltenden Tierschutzgesetzes)

Ausnahmegenehmigung nach § 9 Abs. 1 Satz 4
des geltenden Tierschutzgesetzes für Versuche
mit Wirbeltieren

Kooperation / Arbeiten Institut für Physiologische Chemie I, Heinrich-
als Gastwissenschaftlerin Heine-Universität, Prof. Dr. H. Sies, PD Dr. L.-O.

Klotz, Düsseldorf,
Sonderforschungsbereich 503 „Molekulare und
zelluläre Mediatoren exogener Noxen“, Heinrich-
Heine-Universität, Düsseldorf,
Abteilung Strukturforschung und Spurenelemente,
Hahn-Meitner-Institut, Prof. Dr. D. Behne, Berlin

Düsseldorf, 29. Januar 2004

Nadira Friesen



Veröffentlichungen

Originalarbeiten Gille L., P. Schott-Ohly, N.T.E. Friesen, S. Schulte im Wal-
de, N. Udilova, H. Gleichmann
Generation of hydroxylradicals mediated by streptozotocin in
pancreatic islets of mice in vitro
Pharmacol Toxicol 90:317-326, 2002

N.T.E. Friesen, A.S. Büchau, P. Schott-Ohly, A. Lgssiar, H.
Gleichmann
Generation of hydrogen peroxide and a failure of antioxida-
tive responses in pancreatic islets is associated with diabetes
induced with multiple low doses of streptozotocin in C57BL/6
male mice
Diabetologia (in press)

Abdelhakim Lgssiar, Mohammed Hassan, Patricia Schott-
Ohly, Nadira Friesen, Ferdinando Nicoletti, William H.
Trepicchio, and Helga Gleichmann
Interleukin-11 inhibits NF-êB and AP-1 activation in islets and
prevents diabetes induced with multiple low doses of strepto-
zotocin in mice
Exp Biol And Med (accepted)

P. Schott-Ohly, A. Lgssiar, N.T.E. Friesen, H. Gleichmann
  Zn2+-enriched drinking water prevents spontaneous diabetes

in NOD mice. Diabetes (submitted)

N. Friesen, P. Schott-Ohly, A. Lgssiar, H. Gleichmann
Dietary selenium-deficiency aggravates hyperglycemia in-
duced with multiple low doses of streptozotocin in male
C57BL/6 mice
Eur J Nutrition (submitted)

Vorträge Nadira Friesen, Patricia Schott-Ohly, Claudia Dohle, Helga
Gleichmann
Generation of hydrogen peroxide by streptozotocin in pan-
creatic islets of mice in vitro
7. Inselworkshop der Deutschen Diabetes-Gesellschaft,
Münster, 14.- 15. Dezember 2001

Präsentationen Friesen N.T.E., P. Schott-Ohly, A. Lgssiar, H. Gleichmann
STZ-induced H2O2 generation in pancreatic islets of mice
in vitro
(37. Jahrestagung der Deutschen-Diabetes-Gesellschaft,
Dresden, 2002)



Friesen N.T.E., P. Schott-Ohly, A. Lgssiar, H. Gleichmann

STZ-induced H2O2 generation in pancreatic islets of mice in
vitro
(38. Jahrestagung der Deutschen-Diabetes-Gesellschaft,
Bremen, 2003)

Friesen N.T.E., A. S. Büchau, P. Schott-Ohly, A. Lgssiar, H.
Gleichmann
Diabetes induced with multiple low doses of streptozotocin is
associated with generation of H2O2 and deficient antioxidant
enzyme responses in pancreatic islets of C57BL/6 mice
(18th International Diabetes Federation Congress, Paris,
24.- 29. August 2003)

Abstracts Friesen N.T.E., P. Schott-Ohly, A. Lgssiar, H. Gleichmann

STZ-induced H2O2 generation in pancreatic islets of mice in
vitro
Diabetes und Stoffwechsel 11:56, 2002

Lgssiar A., P. Schott-Ohly, N.T.E. Friesen, H. Gleichmann

Reduction of IL-4, II-10, and IL-11 in pancreatic islets is
associated with diabetes induced with multiple low doses of
streptozotocin
Diabetes und Stoffwechsel 11:55, 2002

Lgssiar A., M. Hassan, N.T.E. Friesen, A. Büchau, P. Schott-
Ohly, H. Gleichmann
Susceptibility of immune diabetes induced with multiple low
doses of streptozotocin (MLD-STZ) is associated with down-
regulation of anti-inflammatory cytokines, generation of reac-
tive oxygen species, and activation of NF-kB and AP-1
Immunbiology 206:121, I.8, 2002

Lgssiar A, M. Hassan, P. Schott-Ohly, N.T.E. Friesen, A.S.
Büchau, F. Nicoletti, H. Gleichmann
Recombinant human interleucin-11 inhibits NF-êB and AP-1
in pancreatic islets and prevents diabetes induced with multi-
ple low doses of streptozotocin
Diabetes und Stoffwechsel, 12:55, 2003

Friesen N.T.E., A. S. Büchau, P. Schott-Ohly, A. Lgssiar,
H. Gleichmann
Generation of H2O2 and failure of upregulation of antioxi-
dative enzymes in pancreatic islets of C57BL/6 mice is as-
sociated with susceptibility for diabetes induced with mul-
tiple low doses of streptozotocin
Diabetes und Stoffwechsel, 12:135, 2003



Abstracts Schott-Ohly P, H.-J. Partke, A. Lgssiar, N.T.E. Friesen,
A.S. Büchau, H. Gleichmann
Zn2+-enriched drinking water prevented spontaneous dia-
betes in NOD mice
Diabetes und Stoffwechsel, 12:133, 2003

Lgssiar,A., M. Hassan, P. Schott-Ohly, N.T.E. Friesen, F.
Nicoletti, H. Gleichmann
Recombinant human interleukin-11 inhibits NF-êB and AP-1
activation in pancreatic islets and prevents diabetes induced
with multiple low doses of streptozotocin
Diabetes 52: A66 [Suppl 2], 2003

Gleichmann H., A. Lgssiar, P. Schott-Ohly, N.T.E. Friesen,
F. Nicoletti
Prevention of mouse diabetes with Zn2+ and rhIL-11
(Joslin Diabetes Centre 2003 Symposium, Boston, May 4-
6, 2003)

Friesen N.T.E., A. S. Büchau, P. Schott-Ohly, A. Lgssiar; H.
Gleichmann
Diabetes induced with multiple low doses of streptozotocin is
associated with generation of H2O2 and deficient antioxidant
enzyme responses in pancreatic islets of C57BL/6 mice
Diabetologia (2003) 46: [Suppl 2]: I-III, 513

Schott-Ohly P., H.-J. Partke, A. Lgssiar, N.T.E. Friesen; A.S.
Büchau, H. Gleichmann
Zn2+-enriched drinking water prevented spontaneous diabe-
tes in NOD mice
Diabetologia (2003) 46: [Suppl 2]: I-III, 517

Lgssiar A, M. Hassan, P. Schott-Ohly, N.T.E. Friesen, A.S.
Büchau, F. Nicoletti, H. Gleichmann
Recombinant human interleukin-11 inhibits NF-êB and AP-1
activation in pancreatic islets and prevents diabetes induced
with multiple low doses of streptozotocin
Diabetologia (2003) 46: [Suppl 2]: I-III, 18



Hiermit erkläre ich an Eides statt, die vorliegende Arbeit selbstständig angefer-

tigt und keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel verwendet zu haben.

Düsseldorf, 29. Januar 2004



Die Generierung von Wasserstoffperoxid und die Reduktion der

Glutathionperoxidase-Aktivität ist assoziiert mit Diabetes, induziert mit

multiplen niedrigen Dosen Streptozotocin in männlichen C57BL/6-Mäusen

Dipl. Biol. Nadira T.E. Friesen

Zusammenfassung

In männlichen C57BL/6-Mäusen kann mit multiplen niedrigen Dosen Streptozotocin

(MLD-STZ) ein Diabetes induziert werden, der pathogenetisch mit dem humanen, au-

toimmunen Typ-1-Diabetes vergleichbar ist. Durch intraperitoneale Injektionen von

jeweils 40 mg/kg Körpergewicht an 5 aufeinander folgenden Tagen erfolgen mit MLD-

STZ subtoxische Effekte auf die Insulin-produzie-renden ß-Zellen, gefolgt von T-

zellabhängigen Immunreaktionen. Dabei werden unspezifische und STZ-spezifische

inflammatorische Reaktionen ausgelöst. Als unspezifische Mediatoren der ß-

Zellzerstörung werden reaktive Sauerstoffe (ROS) angenommen, von denen die Spe-

zies Wasserstoffperoxid (H2O2) eine Vorstufe für die Bildung der hochreaktiven Hy-

droxylradikale ist. Einen physiologischen Schutz gegenüber zellschädigenden Effekten

von ROS bilden intrazelluläre antioxidative Systeme wie die Superoxiddismutase, die

Katalase und die Selen-abhängige Glutathionperoxidase (GPX).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Ex-vivo-Effekt von MLD-STZ auf die H2O2-Bildung

und das antioxidative Enzym GPX in Diabetes-empfänglichen männlichen und Diabe-

tes-resistenten weiblichen C57BL/6-Mäusen sowie der In-vitro-Effekt von STZ auf die

H2O2-Bildung und die GPX-Aktivität in isolierten Inseln untersucht. Es wird erstmals

gezeigt, dass MLD-STZ in pankreatischen Inseln männlicher Mäuse die H2O2-Bildung

stimuliert und die GPX-Aktivität reduziert. Im Gegensatz dazu bleibt in Inseln weiblicher

Mäuse die Bildung von H2O2 nach MLD-STZ aus, jedoch wird die GPX-Aktivität ver-

stärkt. Auch in vitro stimuliert die Inkubation mit STZ die H2O2-Bildung dosisabhängig

nur in Inseln männlicher Mäuse und reduziert die Aktivität der GPX. In Inseln weiblicher

Mäuse hingegen erfolgt durch STZ keine H2O2-Bildung, aber eine Steigerung der GPX-

Aktivität. Weiterhin wird erstmals gezeigt, dass eine Selenmangelernährung über 3

Generationen nach MLD-STZ-Behandlung in männlichen C57BL/6-Mäusen zu einer

verstärkten Hyperglykämie führt. Alle beschriebenen Effekte waren signifikant (p <

0,05).

Es wird geschlußfolgert, dass in der Diabetes-Pathogenese die gesteigerte, lokale

ROS-Bildung und der erniedrigte antioxidative Status der ß-Zellen eine zentrale Rolle

spielen.




