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1. EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus ist die am haufigsten auftretende Stoff-
wechselkrankheit, wobei ein erhéhter Blutzuckerspiegel das Haupt-
merkmal darstellt. Es gibt allerdings unterschiedliche Pathome-
chanismen als Ursache dieser Hyperglykamie. Bereits in der Antike
findet Diabetes mellitus erstmals Erwdhnung und wird dort wegen
des suf3en Urins Betroffener als ,honigstifer Durchflu3“ beschrie-
ben (von altgriechisch Jiafawerr ,hindurchfliefen” und lateinisch
mellitus ,honigsuf3®).

Wird Glukose vom Koérper nicht mehr ausreichend metabolisiert,
kommt es zum Anstieg der basalen und postprandialen Glukose-
spiegel, die mitunter Werte von 40 mM erreichen. Um diese hohen
Konzentrationen auszugleichen, wird vermehrt Glukose uber die
Nieren ausgeschieden (Glukosurie), was zu einem deutlich erhoéh-
ten Harndrang fiihrt. Die Folge sind ein starkes Durstgefiihl durch
den verstarkten Wasserbedarf und ein allgemeiner Leistungsabfall,
da die Korperzellen nicht mehr ausreichend mit Nahrungsenergie
versorgt werden.

Als Ausgleich wird vermehrt Glykogen und spater Depotfett abge-
baut. Dies hat eine vermehrte Bildung von Ketonkoérpern zu Fol-
ge, welche in der Atemluft von Patienten als typischer Ketongeruch
wahrgenommen werden kénnen. Dartiber hinaus fuhrt die Bildung
von Ketonkérpern zu einer Ubersiuerung des Blutes (Ketoazidose).

1.1.1 Die verschiedenen Arten des Diabetes melli-
tus

Diabetes mellitus wird je nach seiner Pathogenese im allgemeinen

in zwei Formen unterteilt. Beim Typ-1-Diabetes kommt es zu ei-

nem absoluten Mangel an Insulin (IDDM insulin-dependent diabe-
tes mellitus), beim Typ-2-Diabetes ist dagegen die Signalwirkung

1
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von Insulin in seinen Zielorganen gestort (NIDDM non-insulin-de-
pendent diabetes mellitus) [1].

Typ-1-Diabetes

Bei dieser Autoimmunerkrankung richtet sich das Immunsystem
gegen die korpereigenen insulinproduzierenden Betazellen des Pan-
kreas. Ihre daraus resultierende Zerstérung fihrt sukzessive zu
einem Insulinmangel. Diese Form des Diabetes entwickelt sich be-
reits im Kindesalter, weshalb man auch von juvenilem oder Ju-
genddiabetes spricht. Bei 80 bis 90-prozentiger Zerstérung der Be-
tazellen manifestiert sich der Typ-1-Diabetes, welcher die Gabe von
exogenem Insulin notwendig macht.

Als Ursachen werden verschiedene Faktoren diskutiert. Dazu ge-
horen genetische Defekte, Viruserkrankungen durch z.B. Rételn-,
Ruboxi- oder Herpesviren sowie umweltbedingte Faktoren. Auch
die frihe Exposition gegen Milchprotein oder Gluten werden als
auslésende Faktoren genannt. Symptomatisch fur Typ-1-Diabetes
sind eine ausgepragte Gewichtsabnahme verbunden mit Austrock-
nung (Exikose), standigem Durstgefiihl, hiufigem Wasserlassen,
Erbrechen und gelegentlich auch Wadenkrampfen und Bauchschmer-
zen. Etwa 5 % aller Diabetiker sind Typ-1-Diabetiker.

Typ-2-Diabetes

Im Gegensatz dazu liegt dieser Form des Diabetes eine Insulin-
resistenz der peripheren Glukose-verwendenden Gewebe (Skelett-
muskulatur, Leber, Fettgewebe) vor. Dies fihrt zunachst zu einer
verstarkten Insulinproduktion in den Betazellen des Pankreas. Mit
fortschreitender Erkrankung kann diese erhohte Sekretion aller-
dings nicht mehr aufrechterhalten werden und es kommt zum Be-
tazellversagen und dem Absterben der Betazellen.

Oft geht diese Form des Diabetes einher mit weiteren Komplikatio-
nen des Stoffwechsels, die in ihrer Gesamtheit als das Metaboli-
sche Syndrom bezeichnet werden. Dazu gehoéren ein verstarktes

2
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I"Jbergewicht (Adipositas), Insulinresistenz [2], Hyperinsulinamie,
Hypertonie [3, 4], Hypertriglyzeridamie [5, 6] und Hyperlipidamie
[7, 8]. Die Weltgesundheitsorganisation WHO definiert das metabo-
lische Syndrom als Diabetes, Insulinresistenz, Glukoseintoleranz
bzw. gesteigerte basale Glukosespiegel gepaart mit mindestens zwei
der folgenden Kriterien (WHO 1999):

e ein Taille/Huft-Verhaltnis von mehr als 0,9 (Manner) bzw. 0,85
(Frauen)

e Triglycerid-Konzentrationen im Serum grofier als 1,7 mM bzw.
HDL-Konzentrationen unter 0,9 mM (Manner) bzw. 1,0 mM
(Frauen)

e Blutdruck uber 140/90 mm Hg

e Ausscheidungsrate von Albumin grofier als 20 pg/min oder
ein Albumin/Creatinin-Verhéltnis tiiber 30 mg/g

Hauptursache eines metabolischen Syndroms ist die Entwick-
lung einer Insulinresistenz. Neben genetischer Pradisposition kann
diese durch Ubergewicht und Bewegungsmangel, aber auch durch
Medikamente hervorgerufen werden. Durch die daraus resultieren-
de anhaltende Hyperglykdmie kommt es zusatzlich zu einer Insu-
linsekretionsstorung, die im weiteren Verlauf in einen Ausfall der
Insulinsekretion miindet. Die Frage, inwiefern eine chronische Hy-
perglykdmie zu einem Sekretionsdefekt fiihrt, ist noch nicht voll-
standig aufgeklart. Prinzipiell konnen sich Insulinresistenz und In-
sulinsekretionsstérung gegenseitig bedingen. Einige Studien wei-
sen jedoch darauf hin, dass die Insulinresistenz eine Sekretions-
stérung nach sich zieht [9]. Allerdings kénnten fiir die Sekretions-
stérung auch genetische Defekte eine Rolle spielen. Weiterhin ver-
starken hohe Glukosespiegel die Insulinsekretionsstérung direkt
auf Ebene der Betazelle (Glukotoxizitat, siehe 1.2.2) [10] und ver-
ursachen letztendlich eine Zerstérung der Betazellen.
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Freie Fettsduren sind ein entscheidender Faktor fur die Entwick-
lung der Insulinresistenz. Sie kénnen aus dem intraabdominellen
Fettgewebe durch Lipolyse kurzfristig in die Blutbahn freigesetzt
werden. Normalerweise wirkt Insulin diesem Prozess entgegen [11].
Bei insulinresistenten Personen geht der hemmende Effekt auf die
Lipase jedoch bereits frihzeitig verloren, so dass vermehrt freie
Fettsauren in die Blutbahn gelangen. Aus diesem Grund gehort
die Hypertriglyzeridamie zu den sehr frith und haufig nachweisba-
ren Folgen der Insulinresistenz. Zusatzlich bewirken hohe Spiegel
von freien Fettsduren eine weitere Schadigung der pankreatischen
Betazellen (Lipotoxizitat, siehe 1.2.2) [12].

Diabetes mellitus erhéht zudem die Wahrscheinlichkeit, an einer
Reihe von Folgeschiaden zu erkranken. Dazu gehoren kardiovas-
kulare Schédden wie Bluthochdruck und Mikro- und Makroangio-
pathien sowie Schadigungen der peripheren Nerven. Etwa 90 %
aller Diabetiker sind Typ-2-Diabetiker.

Weitere spezifische Formen

Der MODY-Diabetes (maturity onset diabetes of the young) ist ei-
ne spezifische Form des Diabetes, die im Kinder- und Jugendalter
auftritt. Ausgelost wird dieser durch Gendefekte des Glukosestoff-
wechsels auf Ebene der Betazelle. Nur selten finden sich hier Au-
toantikorper gegen Betazell-Gene. Auch sind die Patienten weder
insulinpflichtig noch tibergewichtig. Bekannt sind bisher sechs Ty-
pen, beruhend auf Mutationen des Gens des hepatic nuclear factor
(HNF) [13, 14, 15, 16, 17] bzw. der Glukokinase [18].

Aufgrund des verdnderten Hormonhaushaltes kann bei Schwan-
gerschaft ein sogenannter Gestationsdiabetes entstehen. Dieser ist
allerdings meist temporar begrenzt, der Stoffwechsel normalisiert
sich nach der Schwangerschaft wieder. Ubergewicht, ein Alter tiber
30 Jahre und eine familidre Vorbelastung gelten als Hauptursache
eines Gestationsdiabetes.

Eher ungewo6hnliche Formen des Diabetes sind auf Gendefekte in
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der Insulinwirkung, endokrine Stérungen, Infektionen des Pan-
kreas, Pankreaskarzinome oder Schadigungen durch Medikamente
zuruckzuftihren.

1.1.2 Epidemiologie des Diabetes mellitus

Diabetes mellitus gehoért zu den haufigsten und fur die Gesund-
heitssysteme kostspieligsten Stoffwechselkrankheiten weltweit. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) schitzt den Gesamtanteil an
Diabetikern an der Weltbevolkerung auf 180 Millionen. Die aktu-
ellen Prognosen sagen eine Verdopplung der Diabetespravalenz ftr
das Jahr 2030 voraus. Etwa 1,1 Millionen Menschen sterben jedes
Jahr an den Folgen des Diabetes mellitus, wobei die Dunkelziffer
als héher angesehen werden muss (Daten WHO, Stand 2006). 80
% aller auf Diabetes zuriickzufihrenden Todesféille ereignen sich
in Entwicklungs- bzw. Schwellenlandern.

In Europa litten 2003 48,4 Millionen Menschen an Diabetes, davon
6,3 Millionen in der Bundesrepublik. Schatzungen der Internatio-
nal Diabetes Foundation (IDF) zufolge erreicht die Diabetesprava-
lenz in Deutschland 2025 einen Stand von 11,9 % (Diabetes Atlas
2. Ausgabe 2003, IDF). Die hochsten Diabetespravalenzen finden
sich in Nauru (30,2 %), in den Vereinigten Arabischen Emiraten
(20,1 %), in Katar (16 %), Bahrain (14,9 %) und Kuba (13,2 %).
Diabetes mellitus und seine Folgekrankheiten stellen auch ein er-
hebliches finanzielles Problem fiir die Gesundheitssysteme dar. Schat-
zungen zufolge wird 2025 der Anteil am weltweiten Gesundheits-
budget 7-10 % betragen. Nach Auswertung der CoDiM (Costs of
Diabetes Mellitus)-Studie beliefen sich die direkten Kosten fiir dia-
betische Patienten im Jahr 2001 in der Bundesrepublik Deutsch-
land auf 30,6 Milliarden Euro. Dies entspricht einem Anteil von
14,2 Prozent an den nationalen Gesundheitsausgaben [19].



1. EINLEITUNG

1.2 Apoptose

Im spaten Stadium des Diabetes kommte es zum Untergang der
Betazellen durch eine Reihe toxischer Faktoren (1.2.2). Dieser Zell-
tod kann durch zwei unterschiedlich Mechanismen hervorgerufen
werden: Nekrose und Apoptose.

Nekrose ist das Ergebnis einer akuten zellularen Dysfunktion als
Antwort auf schwere Stresseinwirkungen oder toxische Substan-
zen. Es ist ein passiver Prozess, bei dem keine Energieaufwen-
dung in Form von ATP notwendig ist. Morphologisch ist Nekrose
durch eine dramatische Zellvergrof3erung und Auflésung der aufie-
ren Zellmembran gekennzeichnet, wodurch der Zellinhalt unkon-
trolliert in den interzellularen Raum gelangt [20]. Dieser Ausfluss
von Zellinhalten der sterbenden Zellen kann dartiber hinaus wei-
tere Gewebe durch die Attraktion von Immunzellen oder durch di-
rekte Beeinflussung benachbarter Zellen schadigen [21].

Im Gegensatz dazu ist Apoptose ein aktiver Prozess in mehrzelli-
gen Organismen um Uberflussige, infizierte oder beschadigte Zel-
len zu entfernen [22]. Dieses genetische Programm ist essentiell
fiir eine normale Entwicklung, die Gewebshomoostase und fur ein
funktionierendes Immunsystem. Es ist daher nicht tiberraschend,
das Defekte in der Apoptose zu degenerativen Krankheiten, Au-
toimmunkrankheiten und Krebs flihren kénnen [23, 24]. Apoptose
ist gekennzeichnet durch eine Reihe biochemischer und morpho-
logischer Prozesse, die das Zytoplasma, die Zellmembran und den
Zellkern betreffen. Im frithen Stadium der Apoptose schrumpfen
die Zellen, verlieren dadurch den Kontakt zu ihren Nachbarzellen
und runden sich ab. Dabei verliert die Zellmembran auch ihre ty-
pische heterogene Phospholipidstruktur [25]. Im Zellkern konden-
siert das Chromatin und wird von Endonukleasen internucleoso-
mal in Fragmente gleicher Grof3e gespalten. Im fortgeschrittenen
Stadium der Apoptose zerfallt der Kern, die Zelle bricht schlief3-
lich in zahlreiche Membranvesikel auf (memrane blebbing), die Tei-
le des Zellinhalts enthalten (apoptotische Koérperchen) [22]. Diese
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koénnen dann von phagozytotischen Zellen erkannt und aufgenom-
men werden. Da der Zellinhalt hier von der Membran umschlossen
wird, kommt es durch Apoptose selten zur Ausldésung einer Ent-
zuindungsreaktion.

1.2.1 Molekulare Mechanismen der Apoptose

Am Ende der apoptotische Kaskade steht eine Reihe von Cystein-
Proteasen, die als Caspasen bezeichnet werden. Diese sind in der
Lage, eine Vielzahl von zelluldren Substraten zu spalten [26]. Ge-
nerell lassen sich dabei zwei unterschiedliche Aktivierungwege von
Apoptose unterscheiden. Beim extrinsischen Signalweg werden so-
genannte Todesrezeptoren an der Zelloberflache aktiviert [27, 28].
Der intrinsische Signalweg wird dagegen durch verschiedene For-
men von Stress ausgeldst, darunter Entzug von Wachstumsfak-
toren oder verschiedene Arten von intrazellularen Schadigungen.
Hier wird die Aktivierung von Caspasen durch eine Reihe modula-
torischer Proteine reguliert, die zur Familie der Bcl-2-Proteine ge-
hoéren.

Caspasen

Bisher wurden insgesamt 14 verschiedene Caspasen in Saugetie-
ren beschrieben (Tab. 1.1). Sie erkennen spezifische Tetrapeptid-
sequenzen und spalten ihre Substrate an der Carboxyl-Seite von
Aspartatresten. Synthetisiert werden sie als Proenzyme und wer-
den durch proteolytische Spaltung aktiviert. Das voll aktive En-
zym ist dann ein Heterotetramer bestehend aus zwei identischen
Untereinheiten von ungefahr 20 kDa und zwei identischen Unter-
einheiten von ca. 10 kDa Gro3e [29, 30, 31]. Diese Untereinheiten
kénnen auch durch Selbstprozessierung bei Aggregation von Pro-
caspasen entstehen. Diese sogenannten Initiator-Caspasen sind
dann in der Lage weitere Caspasen zu prozessieren, die Effektor-
Caspasen. Diese spalten und inaktivieren dann zahlreiche Signal-
und Strukturproteine der Zelle, darunter DNA-Reparaturenzyme,

7
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Lamin, Gelsolin, MDM2 (ein Inhibitor von p53) und Proteinkinase
C ¢ [26, 32]. Die Caspase-aktivierte DNase (CAD) wird normaler-
weise durch Bindung an ein Inhibitorprotein (iCAD) [33] gehemmt.
Dieses wird durch die Caspase 3 degradiert [34], wodurch die En-
donuclease frei wird, die dann den fiir die Apoptose charakteris-
tischen internucleosomalen Verdau der DNA durchfiihrt. Einige
Caspasen entfernen eine negativ regulatorische Doméane von der
Kinase PAK2 (p21-activated protein kinase 2) und tragen so zum
membrane blebbing der Zelle bei [35]. Es gibt auch Caspasen, die
bei der Apoptose nach heutigem Stand keine Rolle spielen. Sie sind
hauptsachlich bei der Synthese von Zytokinen beteiligt.

Adapterproteine

Adapterproteine stellen die Verbindung zwischen den Caspasen
und den regulatorischen Proteinen der Apoptose, den Todesrezep-
toren und Bcl-2-Proteinen her. Charakteristisch fur ihre Struktur
sind drei Domé&nen, die die Verbindung zwischen ihnen mit Cas-
pasen oder Mitgliedern der TNF-Rezeptorfamilie herstellen: Die To-
desdoméane (death domain, DD), die Todeseffektordoméane (death
effector domain, DED) und die Caspase-rekrutierende Domaéane (cas-
pase recruiting domain, CARD) [28, 36]. Diese Doméanen finden sich
ebenfalls auf den jeweiligen Bindungspartnern wieder. Die Todes-
doméane kommt sowohl auf dem zytoplasmatischen Teil von CD95
und anderen verwandten Mitgliedern der TNF-Rezeptorfamilie, als
auch auf Adaptermolekiilen wie der Fas-assoziierten Todesdoméane
(FADD) der TNF-R1-assoziierten Todesdomane (TRADD) und dem
Rezeptor-interagierenden Protein (receptor-associated protein, RIP)
vor. Die Verbindung zwischen Rezeptor und Adapterprotein tiber
diese spezifischen Doméanen flihrt zur Aggregation und Aktivierung
von Caspasen [37, 38]. Die Rekrutierung und Aggregation der Cas-
pasen selbst wird dagegen tiber die DED vermittelt. Sie ist sowohl
in der FADD als auch als tandemartige Wiederholung in Procaspa-
se 8 und 10 vorhanden. Die Trimerisierung von CD95 kann also
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Caspase Peptid Aktivator Funktion

Initiator-Caspasen
Csp 2 DEHD DEFCAP, RAIDD mitochondrialer Stress

Csp 8 LETD FADD Rezeptor-
Signalweiterleitung, Proli-
feration

Csp 9 LEHD Apaf-1/cyt c Csp 3/7-Aktivierung

Csp 10 LEND FADD Rezeptorsignalweiterleitung

Csp 12 WEHD TRAF-2, calpain ER-Stress

Effektor-Caspasen

Csp 3 DEVD Csp 9, 8 Abbau von Zellbestandteilen
Csp 6 VEHD Csp 3,7 Abbau von Lamin
Csp 7 DEVD Csp 9, 8 Abbau von Zellbestandteilen

Zytokin-reifende Caspasen

Csp 1 WEHD Ipaf, ASC, Inflam- Zytokinsynthese, Apoptose
masom

Csp 4 (WL)EHD

Csp b (WL)EHD Inflammasom Zytokinsynthese, LPS-Stress

Tabelle 1.1: Caspasen. Nach ihrer Funktion lassen sich diese Proteasen
in drei Gruppen einteilen. Jede Caspase erkennt ein fur sie spezifi-
sches Tetrapeptidmotiv. DEFCAP, death effector filament-forming Ced-4
like apoptosis protein, RAIDD, RIP-associated protein with a death domain,
ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD.

durch FADD zu einer Aggregation und Aktivierung dieser Caspa-
sen fuhren.

Die Procaspasen 2 und 9 werden nicht tiber TNF-Rezeptoren akti-
viert und besitzen auch keine DED. Sie enthalten die CARD, tiber
die sie an ihren spezifischen Adapter Apaf-1 (apoptotic protease ac-
tivating factor 1) binden. Im intrinsischen Apoptose-Signalweg bil-
det dieser zusammen mit Cytochrom ¢ und der Caspase 9 das so-
genannte Apoptosom [39].
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Bcl-2 Proteinfamilie

Alle Mitglieder dieser Familie sind strukturell homolog zu bcl-2 (B-
cell lymphoma 2) und besitzen mindestens eine der vier konser-
vierten Motive der bcl-2 homologen Doménen (bcl-2 homology do-
mains, BH 1 bis 4). Sie sind verantwortlich fur die Integritit der
aufleren Mitochondrienmembran und lassen sich in eine anti- und
drei pro-apoptotische Subfamilien einteilen (Abb. 1.1). Die meisten
der anti-apoptotischen bcl-2 Proteine enthalten mindestens BH1
und BH2, Mitglieder mit héchster Homologie zu bcl-2 enthalten alle
vier Domanen. Die drei pro-apoptotischen Subfamilien unterschei-
den sich stark hinsichtlich ihrer Homologie zu bcl-2. Bax, Bak und
Bok enthalten die Domé&nen BH 1 bis 3, die acht anderen sduger-
spezifischen pro-apoptotischen Proteine besitzen lediglich die BH3-
Domaéne. Diese ist essentiell fiir die pro-apoptotische Wirkung die-
ser Proteine [40, 41].

Die pro- und antiapoptotischen Mitglieder dieser Familie sind in
der Lage, miteinander Heterotrimere zu bilden und sich so gegen-
seitig in ihrer Wirkung beeinflussen [43]. Ihre relative Konzentrati-
on konnte also als molekularer Sensor der Apoptose wirken.

Die TNF-Rezeptorfamilie

Die Familie der TNF-Rezeptoren tibernehmen unterschiedliche Auf-
gaben in der Zelle. Je nach Zelltyp und Signal vermitteln sie Pro-
liferation, Uberleben, Zelldifferenzierung und Apoptose. Sie wer-
den aktiviert von einer Gruppe strukturverwandter Proteine die zur
TNF-Ligandenfamilie gehoren. Die meisten dieser Liganden werden
als membranstindige Trimere synthetisiert, und eine Bindung an
den Rezeptor scheint fiir die Signalweiterleitung notwendig zu sein
[28, 44, 45]. CD95 (Fas/APO-1) und der TNF-Rezeptor 1 (TNFR1),
sowie andere Mitglieder dieser Familie besitzen eine DD, die essen-
tiell fiir die Induktion von Apoptose ist. Mitglieder dieser Subfamilie
werden auch als ,, Todesrezeptoren“ bezeichnet.

10



1. EINLEITUNG

anti-apoptotisch

n{ [BH4 BH3 BH1 BH2 ™ Oc

Bcl-2, Bel-X , Mcl-1, A1, Bel-W

pro-apoptotisch

BH3 BH1 BH2 ™| ()c
Bax., Bak, Bok

N{ [eRz ] ™| ()
Blk, Hrk/DP5

N{ BH3 ()<

Bad, Bid, Bim, BMF, NOXA, PUMA

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Bcl-2-Proteinfamilie.
Die Struktur der Proteine ist linear dargestellt, BH1-4 bezeichnen die
jeweiligen bcl-2 homology domains, TM die carboxyterminale hydropho-
be Transmembrandoméane. Die Bcl-2-Familie umfasst anti-apoptotische
Proteine (Bcl-2, Bcel-X;,, Mcl-1, Al und Bcl-w) mit allen vier BH-Domé&nen
und einer TM-Domaéne, pro-apoptotische Proteine (Bax, Bak und Bok)
mit den BH-Doméanen 1 bis 3 und einer Transmembrandoméne, und pro-
apoptotische Proteine mit nur der BH3 mit (Blk/Bik, Hrk/DP5) oder ohne
(Bad, Bid, Bim, BMF, NOXA und PUMA) TM-Domaéne. (nach [42], veran-
dert)

Die inhibitors of apoptosis proteins (IAP)

Die inhibitors of apoptosis proteins (IAP) modulieren den Verlauf der
Apoptose durch Bindung an und Inhibition von Caspasen. Sie wur -
den zuerst in Baculoviren beschrieben, wobei gezeigt wurde, dass
sie die Apoptose in befallenen Wirtszellen unterdriicken kénnen
[46, 47]. Spater wurden sie auch in Insekten und Vertebraten nach-
gewiesen. Die Proteine dieser Familie werden strukturell durch die
BIR (baculoviral IAP repeat)-Doméne charakterisiert. Bis zu drei Ko-
pien dieser Doméanen kénnen in den bisher beschriebenen Mitglie-
dern dieser Familie auftreten. Bis heute wurden sieben mensch-
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liche IAPs identifiziert: NAIP, c-IAP1, c-IAP2, XIAP, ML-IAP, Survi-
vin und BRUCE [48, 49, 50, 51, 52, 53]. XIAP, c-IAP1 und c-IAP2
sind in der Lage, die Caspasen 3, 7 und 9 direkt zu binden und
damit potentiell zu inaktivieren [54, 55, 56]. Neben einer CARD-
Domaéne besitzen diese IAPs eine RING (really interesting new gene)-
Domane, die eine Ubiquitin-Ligaseaktivitat aufweist. Diese scheint
allerdings in Saugerzellen fiir die anti-apoptotische Aktivitat keine
Rolle zu spielen [55, 54, 57]. Fur Survivin konnte gezeigt werden,
dass es sich mit den Caspasen 3,7 und 9 coprazipitieren lasst, wo-
durch die durch Uberexpression dieser Caspasen induzierte Apop-
tose unterdriickt wird [58].

Der extrinsische Signalweg

Der extrisnische Signalweg wird durch die Aktiverung von Rezepto-
ren der TNF-Rezeptorfamilie ausgelost. Dabei sind die Rezeptoren
CD95 (Fas/APO-1) und der TNFR1 am besten beschrieben [28].
Die Bindung von TNFa« resultiert in der Trimerisierung des TNFR1
und der Abspaltung eines Inhibitorproteins, dem silencer of death
domains (SODD), was die anschlieSende Bindung von Adapterpro-
teinen (TRADD und FADD) ermdéglicht - es entsteht der sogenannte
todesinduzierende Signalkomplex (death inducing signalling com-
plex, DISC) [59]. Uber FADD wird die Caspase 8 rekrutiert, die sich
dann - vermutlich autokatalytisch - aktiviert [60]. Dies ftihrt ent-
weder zur direkten Aktivierung von Caspase 3 oder zur Aktivierung
des intrinsischen Signalweges tiber die Spaltung des Bcl-2-Proteins
Bid, welches an der dufleren Mitochondrienmembran zur Freiset-
zung pro-apoptotischer Faktoren fiihrt [61]. Neben der Caspase-
Aktivierung aktiviert der TNFR1 auch Transkriptionsregulatoren
wie NF-xB und die Jun Kinase (JNK). TRADD bindet weitere Ad-
aptermolekiile wie den TNF-assoziierten Faktor 2 (TINF associated
factor 2, TRAF2) und RIP. TRAF 16st dabei eine Kinase-Kaskade
aus, die zur Aktivierung der JNK und zur Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors c-jun fiihrt. Die Aktivierung von NF-xB be-
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ruht auf der Phosphorylierung von Inhibitorproteinen (IxB) durch
den IxB Kinase-Komplex. Die Aktivierung der IKK wird durch das
Adapterprotein RIP reguliert.

Ahnliches gilt fiir die Signaltransduktion von CD95. Die Bindung
von CD95L resultiert ebenfalls in der Rekrutierung der Caspase
8, was zur Induktion der fortlaufenden Caspase-Kaskade und zur
Aulésung von Apoptose fihrt (Abb. 1.2).

FasL TNF

CD95/ TNFR1
Fas

DD
DD

Q[ TRADD
FADD o)
o)
=)

Caspase 8

Caspase 8

N

NIK

¢ / IKK
Effektor-Caspasen /
IkB/NF-kB

Apoptose <« INOS<— NF-kB

Abbildung 1.2: Die extrinsische Signalkaskade durch CD95 und TNF-
R1. Die Bindung von CD95L bzw. TNF«a an ihre Rezeptoren resultiert in
der Aktivierung von Caspasen und des NFxB-Signalwegs. Zu den Erlau-
terungen der Abktirzungen s. Text. (nach [28], verandert)

Der intrinsische Signalweg

Mitochondrien nehmen im intrinsischen Signalweg der Apoptose
eine zentrale Stellung ein. Bereits 1994 konnte gezeigt werden,
dass diese Organellen zahlreiche pro-apoptotische Faktoren in das
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Zytoplasma freisetzen [62]. Dies erfolgt tiber die bcl-2-Proteine Bax
und Bak, die entweder direkt durch Oligomerisierung Poren in
den mitochondrialen Membranen bilden kénnen oder die Durch-
lassigkeit der Membranen induzieren (mitochondrial permeability
transition, MPT). Bax kommt normalerweise im Zytosol vor, unter-
liegt allerdings in der Apoptose einer Konformationsanderung, wird
in die Membran tranloziert und oligomerisiert dort [63, 64, 65].
Bak kommt bereits im Normalzustand in der Mitochondrienmem-
bran vor. Es andert in der Apoptose ebenfalls seine Konformati-
on und bildet grof3ere Aggregate [64, 65, 66, 67]. Der molekula-
re Mechanismus der MPT ist bisher ungeklart, vermutet wird die
Bildung eines Membrankanals (mitochondrial permeability transiti-
on pore, MPTP), der sich aus dem spannungsabhangigen Anionen-
kanal (voltage-dependent anion channel, VDAC, dufiere Membran),
dem Adenin Nukleotid Translokator (ANT, innere Membran) Cy-
clophilin D und méglicherweise anderen Proteinen zusammensetzt
[68]. Die Bildung dieser Poren fiihrt zum Ioneneinstrom aus dem
Zytoplasma in den mitochondrialen Intermembranraum, wodurch
es zum Abfall des mitochondrialen Membranpotentials (At) kommt
[69]. Der daraus resultierende osmotischen Wassereinstrom fiihrt
schlieflich zur Auflé6sung der dufleren Membran, wodurch pro-
apoptotische Faktoren in das Zytoplasma gelangen. Dazu gehoéren
unter anderem Cytochrom ¢, SMAC/DIABLO (second mitochondria-
derived activator of caspases), HtrA2/Omi high temperature requi-
rement protein A2, AIF (Apoptose-induzierender Faktor) und die
DNase G [70, 71]. In Anwesenheit von ATP findet eine Oligome-
risierung von cyt ¢ mit Apaf-1 statt. Dieser Komplex rekrutiert
die Procaspase 9, die dadurch autokatalytisch aktiviert wird. Es
entsteht eine raddhnliche Proteinstruktur mit einer molekularen
Masse von ungefahr 1 MDa, das sogenannte Apoptosom [39]. Die-
ses setzt dann die weitere Apoptose-Kaskade durch die Aktivierung
der Caspase 3 in Gang [72] (Abb. 1.3). AIF reguliert die Apoptose
dagegen Caspase-unabhéingig, indem es in den Kern transloziert
und die Chromatinkondensation und DNA-Fragmentation indu-
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ziert [73]. SMAC/DIABLO und HtrA2/Omi verhindern die Inhibi-
tion der Caspasen durch Bindung an die [APs und tragen so zur
Potenzierung der Apoptose bei, auch wenn sie diese nicht initiieren
konnen [74, 75, 76].

Durch den Verlust von Cytochrom ¢ kommt es zusatzlich zu ei-
ner Stérung der mitochondrialen Atmungskette zwischen Komplex
III und IV. Die Folge ist eine verstirkte Ubertragung von Elektro-
nen auf den terminalen Akzeptor Sauerstoff, wodurch in groferer
Menge reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen [77]. Die Kom-
plexe I und III sind die Hauptquellen zur Bildung von Superoxid-
Anionen (O7) und tragen so zum oxidativen Stress in der Zelle bei
[78, 79]. Diese Oxide konnen die Eisen-Schwefel-Cluster von En-
zymen wie Succinat-Dehydrogenase oder anderen Mitgliedern der
Atmungskette angreifen und diese dadurch inhibieren [80]. Des
weiteren kann eine erhdohte ROS-Konzentration durch Peroxidation
von Cardiolipin zu einer erleichterten Freisetzung von cyt c fiihren
[81]. ROS werden auch uber die Aktivierung von Rezeptoren der
TNF-Familien gebildet [82]. Da Antioxidantien in der Lage sind, die
ROS-vermittelte Apoptose zu inhibieren [83], wird die schadigende
Wirkung von ROS wohl nicht nur direkt, sondern auch tber die
Apoptose-Kaskade vermittelt.

Neben den Mitochondrien spielt auch das Endoplasmatische Reti-
culum eine wichtige Rolle in der Apoptose. Hier kontrollieren be-
stimmte Mechanismen die korrekte Faltung der Proteine wahrend
ihrer Biosynthese. Der ER-Stress, ausgeldst durch eine gestorte
Glykolisierung, fehlgefaltete Proteine oder gestoérte Calciumhomoo-
stase, 16st den sogenannten unfolded protein response (UPR) aus.
Dabei akkumulieren ungefaltete Proteine im Lumen des ER und
binden an das molekulare Chaperon BiP/Grp78 (glucose-regulated
protein 78 kDa). Dadurch kommt es zur Auflésung der Bindung
zwischen BiP/Grp78 und Ire-a, eine Serin/Threonin-Kinase, die
bei dieser Dissoziation oligomerisiert und sich autokatalytisch phos-
phoryliert [84]. Durch ihre N-terminale Nukleaseaktivitit degra-
diert Ire-a die 28S-RNA, wodurch es zu einem Abbruch der Prote-
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insynthese kommt [85]. Des weiteren werden Transmembranpro-
teine wie PERK (protein kinase like endoplasmic reticulum kinase)
[86] und ATF-6 (activating transcription factor-6) aktiviert [87]. Ahn-
lich wie Ire-a wird PERK oligomerisiert und autophosphoryliert.
Daraufhin aktiviert diese Kinase den Translations-Initiationsfaktor
elF2-«, was zu einer Verzégerung der Translation fiihrt. Der UPR
fihrt zu einer Spaltung von ATF-6, dessen zytosolische Doméne
in den Kern transloziert wird und dort als Transkriptionsfaktor
u.a. fur Gene der molekularen Chaperone BiP/Grp78, Calreticu-
lin, CHOP, sowie den Transkriptionsfaktor GADD fungiert [87]. Das
ER ist das grofite Speicherkompartiment fiir Calcium, wo es ent-
weder frei oder gebunden an Calreticulin oder Calnexin vorliegen
kann. Der Austritt von Calcium ist hdufig mit der Aufnahme in
Mitochondrien assoziiert, was oft mit dem Zelltod einhergeht [88].
Daran beteiligt sind Bcl-2 Proteine wie Bax oder Bak, die fur die
ER-Stress induzierte Apoptose notig sind. Sie sind verantwortlich
fiir die Ausschiittung von Calcium aus dem ER-Lumen und fur sei-
ne Aufnahme in die Mitochondrien [89, 90]. Calcium-Ionen ftihren
vermutlich auch zur Aktivierung der Caspase 12 [91]. Diese wird
von Calpain angesteuert, einer Ca?"-abhingigen Cysteinprotease.
Obwohl dies ein Mechanismus fiir die Ca**-vermittelte Apoptose
darstellen koénnte, ist die Beteiligung von Calpain nur schlecht be-
legt und die Prozessierung anderer Initiatorcaspasen reicht fir die
Aktivierung der Caspase 12 nicht aus [92]. Méglich ware auch ei-
ne Aktivierung durch TRAF2 (TNFR associated factor 2), der mit der
Caspase 12 interagiert und ihre Selbstprozessierung induziert [93].
Bisher wurde die Caspase 12 nur fir Mause beschrieben. Es ist
unklar, ob eine menschliche Form dieser Caspase existiert, oder
ob ihre Funktion von anderen (Caspasen 4 oder 5) ibernommen
wird.
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Abbildung 1.3: Der intrinsische Signalweg der Apoptose. Intrazellula-
rer Stress fuhrt zur Auslésung der intrinsischen Signalkaskade durch die
Schwichung der mitochondrialen Membran mittels pro-apoptotischen
Bcl-2-Proteinen. Dies flihrt zur Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren
und zur Aktivierung von Caspasen.

1.2.2 Rolle der Betazell-Apoptose beim Diabetes

Die pankreatische Betazellmasse wird von dem Zusammenspiel
vier voneinander unabhangiger Mechanismen kontrolliert: Zellgro-
e, Proliferation, Neogenese aus Vorlauferzellen des pankreatischen
Kanalsystems und Apoptose [94, 95]. Die Rate des Betazellwachs-
tums ergibt sich dabei aus der Differenz der Summe von Prolifera-
tion, Neogenese und Zellgr6f3e und der Apoptose [94, 96]. Die Be-
tazellmasse zeigt sich dabei im Hinblick auf metabolische Schwan-
kungen sehr adaptiv. Im Falle von schwangeren Nagern wurde ge-
zeigt, dass sich die Betazell-Population nahezu verdoppeln kann,
um die gesteigerten Anforderungen an den Metabolismus durch
den sich entwickelnden Fétus zu kompensieren [97]. Ein dhnlicher
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Vorgang wird auch beim Menschen vermutet [97]. Nach der Ge-
burt vermindert sich die Betazell-Replikation, und eine gesteigerte
Apoptose lasst die Betazellmasse wieder auf ein normales Niveau
sinken [98].

Auch im Falle von Diabetes und Adipositas kann die Masse der
Betazellen an die gesteigerten metabolischen Anforderungen adap-
tieren. Fir den Menschen wird dies vermutlich durch eine Stei-
gerung der Betazell-Replikation und -Neogenese, aber auch durch
eine Hypertrophie der Zellen erreicht [99, 100]. Es tritt auch eine
leichte Steigerung der Apoptose auf, die aber durch Proliferation
und Neogenese ausgeglichen wird und in einer Vergrof3erung der
Betazellmasse resultiert [99].

Trotz dieser anfanglich vergrof3erten Betazellmasse geht der Typ 2-
Diabetes sowohl in Nagern als auch im Menschen mit einem star-
ken Riickgang der Betazellmasse einher. Als eine Folge davon kann
sich der Organismus nicht langer einer veranderten Stoffwechsella-
ge inklusive Insulinresistenz und Adipositas anpassen. Der Verlust
der Betazellen beruht auf einer stark gesteigerten Apoptoserate, die
nicht durch Replikation und Neogenese kompensiert werden kann
[101, 99, 100, 102]. Im fortgeschrittenen Stadium vermindert sich
zudem die Rate der Betazell-Replikation und es kénnen sich beim
Menschen Amyloidplaques in den Langerhans’schen Inseln bilden
[103]. In schweren Fallen kann die Sekretionsleistung der Beta-
zellen soweit minimiert sein, das die Gabe von exogenem Insulin
notwendig wird [104].

Viele Faktoren tragen zum Betazell-Verlust im Typ 2-Diabetes bei,
darunter ER-Stress, chronische Hyperglykdmie, chronische Hyper-
lipidamie, oxidativer Stress und einige Zytokine [101, 105, 100,
106].

Glukose

Glukose ist der Hauptregulator der Insulinsekretion und steuert
daher auch die Langzeit-Adaption der Insulinproduktion, indem
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sie Einfluss auf die Betazellmasse ausiuibt. Tatsachlich lasst sich
in allen Spezies konzentrationsabhangig durch eine kurzzeitige Be-
handlung mit Glukose eine gesteigerte Proliferation der Betazellen
nachweisen [107, 108, 109]. Anhaltend hohe Glukosekonzentratio-
nen vermindern dagegen diesen proliferativen Effekt und fihren zu
Apoptose. Hinsichtlich der kritischen Glukosekonzentration lassen
sich allerdings Speziesunterschiede feststellen. In Pankreasinseln
von Nagern lassen sich zwischen 5,5 und 11 mM Glukose noch
proliferative Effekte zeigen [110], erst eine Konzentration von tber
11 mM induziert Apoptose, allerdings in Abhangigkeit von den ge-
wahlten Kulturbedingungen [109, 110, 111]. Im Gegensatz dazu
wird beim Menschen und bei der Sandratte Psammomys obesus ein
linearer Anstieg der Betazell-Apoptose bei Glukosekonzentrationen
zwischen 5,5 und 33 mM Glukose beobachtet [109, 112, 113]. Der
Mechanismus dieser Glukosetoxizitat ist vielfdltig und noch nicht
vollstindig beschrieben. Diskutiert werden direkte Effekte der Glu-
kose sowie eine Induktion von ER-Stress und Bildung von reakti-
ven Sauerstoffspezies.

Klinische Studien bringen Typ 2-Diabetes unter anderem mit oxi-
dativem Stress in Verbindung [114, 115, 116, 117, 118, 119]. Ge-
rade fiir die Betazelle ist dies kritisch, da sie zu den Zellen gehort,
die nur ein sehr geringes Niveau an antioxidativen Schutzmecha-
nismen aufweisen [120, 121]. Hohe Konzentrationen von Gluko-
se verschiebt ihre Verstoffwechselung von der klassischen Glyko-
lyse zu alternativen Abbauwegen. Dies beinhaltet die Autooxida-
tion von Glycerinaldehyd, Proteinkinase C (PKC)-Aktivierung, die
Bildung von Methylglyoxal, die zur Bildung von advanced glycati-
on end products (AGE) fiihrt und die Aktivierung des Hexosamin-
Stoffwechsels [122]. Des Weiteren entsteht durch Glukose eine er-
hohte Bildung von ROS - vor allem Superoxid-Anionen (1.2.1) -
in den Mitochondrien tiber die oxidative Phosphorylierung und die
Zellatmung [123].

Hohe Glukosespiegel induzieren in Betazellen die Bildung des pro-
inflammatorischen Zytokins IL-15 [124], welches autokrin auf die
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Zellen selbst wirkt und die Expression von CD95 [112] induziert.

Normalerweise verhindert die Anwesenheit des Caspase 8-Inhibitors
FLIP (FLICE inhibitory protein) die Auslésung der Apoptose. Aller-

dings wird die Expression von FLIP bei hohen Glukosespiegeln her-

unterreguliert [125]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass hohe

Glukosekonzentrationen (30 mM) einen moderaten UPR in isolier-

ten Inseln von Ratten induzieren [126].

Freie Fettsauren

Unter normalen physiologischen Konzentrationen stimulieren freie
Fettsauren (FFA) die basale Insulinsekretion und tragen zur Poten-
zierung der Glukose-stimulierten Insulinsekretion (GSIS) bei. Al-
lerdings kénnen chronisch erhéhte FFA-Konzentrationen zu Sché-
digungen der Betazellen fiihren, der sogenannten Lipotoxizitat. Zahl-
reiche in vitro-Studien zeigen die pro-apoptotischen Effekte von
FFA, wobei dies abhédngig vom Grad der Sattigung und der Ket-
tenldnge der jeweiligen Fettsdure ist. Gesattigte Fettsauren indu-
zieren Apoptose [127, 128, 129, 130], ungesattigte wirken anti-
apoptotisch [127, 129, 130]. Dieser Unterschied in ihrer Wirkung
beruht moglicherweise auf der starkeren Eignung von ungesattig-
ten Fettsduren zur Bildung von intrazellularen Triglyceriden, die
protektiv wirken [131, 132]. Verschiedene Mechanismen der FFA-
induzierten Apoptose werden vorgeschlagen, darunter die Bildung
von Ceramid [133, 134, 128, 135], eine veranderte Lipidverteilung
[129, 136, 137] und oxidativer Stress [138, 139, 140, 141]. Auch
konnte gezeigt werden, dass Palmitat ER-Stress-Marker in insulin-
produzierenden Zellen erhéht und die Morphologie des ER adndert,
Oleat dagegen nicht [142, 143, 144]. Ebenso konnte eine Steige-
rung der Expression von ER-Stress-Markern in Inseln von db/db-
Méausen und in histologischen Schnitten von Pankreata von Typ
2-Diabetikern nachgewiesen werden [144].

Die apoptotischen Wirkungen von Glukose und FFA auf die Be-
tazellen konnen sich gegenseitig synergistisch verstarken (Gluko-
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lipotoxizitat) [129]. Dies ist bedingt durch eine Inhibition der -
Oxidation von Fettsiauren durch Glukose, was zu einer Akkumula-
tion von Fettsduren in der Zelle fiihrt.

Zytokine

Ebenso kann die Apoptose durch eine Reihe pro-inflammatorischer
Zytokine wie Interleukin-15 (IL-1), Interferon-y (IFN-v) oder TNF«
induziert werden. Gerade beim Typ-1-Diabetes spielt IL-1 durch die
Infiltration von Immunzellen in das Pankreasgewebe eine zentra-
le Rolle [145]. Chronisch erhéhte IL-1-Spiegel fihren dabei zu ei-
nem fortschreitenden Betazell-Versagen und zum Zelltod [146]. Die
IL-1-induzierte Betazell-Apoptose wird durch ein Zusammenspiel
verschiedener Signalwege ausgelost, darunter die MAP (mitogen-
activated protein)-Kinasen und den Nuklearen Faktor (NF)-xB. Die
Signaltransduktion durch IFN-v verlauft dagegen tiber die Aktivie-
rung des JAK (Janus-Kinase) / STAT (signal transducer and activa-
tor of transcription)-Wegs. Die Signalwege beider Zytokine vereini-
gen sich auf gleicher Ebene und induzieren unter anderem die Ex-
pression der induzierbaren Stickoxid-Synthase (iNOS) (Abb. 1.4).

Nach Bindung an seinen Rezeptor induziert IL-1 eine Konformati-
onsanderung des Rezeptors, was die Bindung des akzessorischen
Proteins IL-1AcP (IL-1 receptor accessory protein) ermoglicht, wel-
ches essentiell fiir die folgende Signalweiterleitung ist [147]. Dar-
aufhin wird die IL-1 Rezeptor-aktivierte Kinase (IRAK) durch das
Adapterprotein MyD88 an den Rezeptor rekrutiert [148]. IRAK in-
teragiert mit dem TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor 6 (TRAF6) und
aktiviert NF-«B tber die Kinasen NIK (NF-xB inducing kinase) und
IKK (siehe auch 1.2.1). NF-xB transloziert daraufhin in den Zell-
kern und induziert dort verschiedene Zielgene, darunter das der
iNOS [149]. Ein zweiter Arm der IL-1-Signaltransduktion verlauft
uber die Aktivierung der MAP-Kinasen Erk (extracellular signal-
related kinase), p38 [150] und JNK (c-jun N-terminal kinase) [150,
151]. Erk und p38 kénnen ebenfalls zur Induktion der iNOS beitra-

21



1. EINLEITUNG

gen [150]. Das apoptotische Signal von JNK wird tiber den Tran-
skriptionsfaktor ATF3 vermittelt, der in Zusammenhang mit der
Zytokin-induzierten Apoptose von Betazellen steht [152] und indu-
ziert ebenfalls die Produktion von NO.

Stickstoffmonoxid fihrt in MIN6-Betazellen unter anderem zur In-
duktion von ER-Stress durch den Verlust an Ca?* [153]. Es konnte
gezeigt werden, dass Zytokine die Expression des Ca?"-Transporters
SERCA2b (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2)
reprimiert und Marker von ER-Stress induziert [154].

Neuere Untersuchungen belegen auch beim Typ-2 Diabetes eine
Inflammation des endokrinen Pankreas. So konnte in Pankreasge-
webe von Typ-2-Diabetikern und Tiermodellen eine erhdhte Infil-
tration durch Makrophagen beobachtet werden [155]. Hohe Glukose-
und Fettsaurespiegel erzeugen in kultivierten Pankreasinseln ei-
ne Sekretion inflammatorischer Faktoren, wie die Chemokine IL-8
und MIP-1«, die vermutlich zur Attraktion von Makrophagen bei-
tragen [155]. Weiterhin induzieren hohe Glukosespiegel die Sekre-
tion von IL-13 durch die Betazellen selbst [124], welches dann au-
tokrin wirken kann.

1.3 Glucagon-like peptide 1

Glucagon-like peptide 1 (Glp-1) ist eines von zwei bisher be-
kannten Hormonen, die wesentlich zum sogenannten Inkretinef-
fekt (1.3.1) beitragen. Es wurde zuerst Anfang der 1980er Jahre
durch die Klonierung von cDNA und dem Gen von Proglucagon
entdeckt. Seine biologischen Aktivititen umfassen die Stimulation
der Glukose-abhangigen Insulinsekretion und der Insulinbiosyn-
these, die Inhibition der Glukagonsekretion und der Magenentlee-
rung und eine Verminderung der Nahrungsaufnahme. Des weite-
ren zeigt es einen positiven Einfluss auf den Erhalt der Betazell-
masse (1.3.6). Diese Eigenschaften machen es attraktiv fiir seinen
Einsatz als Antidiabetikum.

Wesentliche Stellgrofen fiir seine Regulation sind die Sekretion
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Abbildung 1.4: Signaltransduktion der Zytokin-induzierten Apopto-
se. Die Bindung von IL-1 und IFN~v an ihre Rezeptoren induziert die Ex-
pression von Zielgenen, darunter das der iNOS.

von Glp-1 nach Nahrungsstimulus und der N-terminale Abbau des
Peptids durch die Dipeptidyl-Peptidase 4 (DPP-4, 1.3.2).

Bedingt durch seine kurze Halbwertszeit sind mittlerweile Analoga
von Glp-1 in therapeutischen Entwicklung und im Einsatz, die an
den Glp-1-Rezeptor binden und resistent gegen eine proteolytische
Degradation sind (1.3.3).

1.3.1 Der Inkretineffekt

Die Beobachtung, daf3 sich bei oraler Gabe von Glukose ein ho-
herer Insulinspiegel im Blutplasma einstellt als bei intravendser
Applikation der gleichen Menge Glukose, wird als Inkretineffekt
bezeichnet. Verantwortlich dafiir sind zwei insulinotrope Peptid-
hormone, die von der Mucosa des Ileum und des Colon sezerniert
werden. Zuerst beschrieben wurde die Wirkung von GIP (friither ga-
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stric inhibitory peptide, jetzt glucose-dependent insulinotropic pep-
tide) [156]. Allerdings reicht die stimulatorische Wirkung von GIP
nicht aus, um den gesamten Inkretineffekt zu erklaren. Die Klonie-
rung und Aufklarung des Glukagon-Gens fiihrte zur Entdeckung
eines weiteren Inkretinhormons, dem glucagon-like peptide-1 (Glp-
1) [157].

1.3.2 Synthese, Sekretion und Degradation

Glp-1 wird in seinen biologisch aktiven Formen Glp-1(7-36)amid
und Glp-1(7-37) von neurosekretorischen L-Zellen des Ileum und
des Colon, aber auch vom Pankreas gebildet und in den Blutkreis-
lauf abgegeben [158]. Strukturell geht es aus dem Proglucagon
hervor, welches in den jeweiligen Geweben unterschiedlich prozes-
siert wird [159]. So entsteht in den a-Zellen des Pankreas haupt-
sadchlich Glucagon, GRPP (glicentin-related polypeptide) und MPGF
(major proglucagon peptide), im Intestinaltrakt dagegen Glp-1, Glp-
2 (im Gegensatz zu Glp-1 kein Inkretinhormon, sondern ein in-
testinaler Wachstumsfaktor), Glicentin und Oxyntomodulin (Abb.
1.5). Die Sekretion von Glp-1 wird durch Bestandteile der Nah-
rung wie z.B. Glukose stimuliert [160], allerdings nur, wenn diese
oral aufgenommen werden. Der genaue Mechanismus der Stimu-
lation durch Glukose ist bisher noch nicht geklart, es wird aber
eine Beteiligung von Geschmacksrezeptoren auf den L-Zellen und
dem G-Protein gustducin vermutet [161]. Fettsauren kénnen eben-
falls beim Menschen die Glp-1-Sekretion erhéhen, wobei einfach
ungesattigte Fettsauren den starksten Effekt zeigen [162]. Auch
hier ist das Wissen uber den molekularen Mechanismus begrenzt.
Die Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors wird in ei-
ner Studie diskutiert [163].

Glp-1 wird durch die Dipetidyl-Peptidase 4 (DPP-4) proteoly-
tisch abgebaut [165], was einen zentralen Kontrollmechanismus
far die Wirkung von Glp-1 darstellt. Das Substrat fiir die DPP-4
ist ein hochkonservierter Alanin-Rest an Position 2, der sich auch
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GRPP Glucagon |IP-1] Glp-1 | IP-2| GIp-2

Pankreas:

GRPP Glucagon | [1P-1| | Glp-1 | IP2| Glp-2

MPGF
Intestinaltrakt:

GRPP Glucagon | IP-1] | Glucagon | IP-1 Glp-1 IP-2 Glp-2

Glicentin OXM

Abbildung 1.5: Schematische Struktur von Proglucagon und seine
Prozessierung in Pankreas und Intestinaltrakt. GRPP: glicentin-related
polypeptide, 1P: intervening peptide, MPGF: major proglucagon peptide,
OXM: Oxyntomodulin. (nach [164], verandert)

in den Aminosauresequenzen von Glp-2 und GIP wiederfindet. Die
Inhibition der DPP-4 fihrt in Hunden zu einer Stabilisierung von
nicht-degradiertem Glp-1 und GIP, das Gesamtniveau der Inkre-
tine senkt sich dabei allerdings ab. Dies liegt moglicherweise an
einer rickgekoppelten Inhibition der Glp-1-Sekretion [166]. Die
mit dem Abbau verbundene Halbwertszeit von Glp-1 macht die-
ses Peptid ungeeignet fiir seinen therapeutischen Einsatz. Die Ent-
wicklung von DPP-4-resistenten Glp-1-Mimetika (1.3.3) und DPP-
4-Inhibitoren stehen deshalb im Fokus der pharmazeutischen For-
schung.

1.3.3 Glp-1 Mimetika
Exendin-4

Exendin-4 (Exenatide) ist ein naturlich vorkommendes Peptid aus
dem Gift der Krustenechse Heloderma suspectum [167] und bis-
her das am besten beschriebene Glp-1 Mimetikum. Es tragt seinen
Namen aufgrund der Tatsache, dass es zwar aus den exonkrinen
Druisen isoliert wurde, aber endokrine Wirkungen aufweist. Zum
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nativen Glp-1 ist Exendin-4 zu ca. 53 % homolog und kann an
den Glp-1-Rezeptor binden. Es ist daher kaum verwunderlich, dass
es auch adhnliche funktionelle Eigenschaften mit sich bringt [168,
169, 170]. Im Gegensatz zu Glp-1 hat Exendin-4 ein Glycin an Posi-
tion 2, ist somit kein Substrat fir die DPP-4 und besitzt damit eine
relativ lange Halbwertszeit in menschlichem Blutplasma [171], was
mit einer verlangerten Wirkdauer einhergeht. Eine trunkierte Ver-
sion, das Exendin(9-39), bindet an den Glp-1-Rezeptor, ohne ihn
zu aktivieren und dient daher als Rezeptor-Antagonist [172].

AVE-0010

AVE-0010 (ZP10A) ist ein Exendin-4-Analog, dessen aminotermi-
nales Ende modifiziert wurde. Dadurch erhalt es eine 4-fach hohe-
re Affinitat zum Glp-1-Rezeptor im Vergleich zu Glp-1 selbst [173].
In diabetischen Mausen verbessert es die Glukosetoleranz, erhéht
die Plasmakonzentration von Insulin durch eine verstarkte Insu-
linsynthese und vermindert die Konzentration von glykosiliertem
Héamoglobin (HbA,¢) [173].

Weitere Glp-1 Mimetika

Neben der Stabilitit des Molekiils ist es von Interesse, die Wir-
kungsdauer von Glp-1 zu verlangern.

Liraglutide (NN2211) ist ein Glp-1 Analog, welches an Position 16
kovalent mit einer C16-Fettsdure acetyliert ist. Als Folge davon
kann es im Korper leicht an Albumin gebunden werden und er-
fahrt dadurch eine verlangsamte Aufnahme und damit ein verlan-
gertes Wirkprofil [174]. Zur Zeit befindet sich Liraglutide in Phase 3
der klinischen Untersuchung. Ahnliche Konstrukte sind CJC-1131
[175] und Albugon [176].

Bei CJC-1134 wurde Albumin direkt kovalent an Exendin-4 ge-
bunden, was ebenso zu einer Verlangerung seiner Wirkung fuhrt.
[177].
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Weitere stabile Glp-1 Analoga sind BIM51077 [178] und LY315902
[179].

1.3.4 Der Glp-1 Rezeptor

Die Wirkung von Glp-1 wird tiber seinen spezifischen Rezeptor
vermittelt, der erstmals aus cDNA von Inselzellen der Ratte [180]
kloniert wurde. Der Rezeptor besteht aus 463 Aminosduren und
gehort zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR).
Seine Sequenz enthalt eine grof3e hydrophile extrazellulare Doma-
ne und sieben hydrophobe, membrangédgige Doméanen, die durch
hydrophile intra- und extrazellulare Schleifen vernetzt sind. Ver-
schiedene Aminosduren in der aminoterminalen Region des Rezep-
tors sind essentiell fiir die Ligandenbindung [181, 182, 183], eben-
so wie die Region um die Transmembrandoménen 1-3 [184]. Einige
Abschnitte innerhalb der dritten intrazellularen Schleife sind far
die G-Protein Bindung und Aktivierung verantwortlich [185].

Der Glp-1 Rezeptor lasst sich in vielen Geweben nachweisen, dar-
unter pankreatische Inselzellen, Gehirn, Herz, Nieren und der Ga-
strointestinaltrakt [186, 187].

Der Glp-1 Rezeptor ist funktionell an die Adenylatzyklase gekoppelt
[188], Glp-1 aktiviert aber auch in einigen Zelltypen die Phospho-
lipase C, die PI3-K und den MAPK-Signalweg [189, 180, 190, 191].
Weiterhin stimuliert es den Kalziumeinfluss, was zu einer erhoéh-
ten Konzentration freier intrazellularer Kalziumionen fiihrt [192].
Der Rezeptor kann an verschiedene G-Proteine gekoppelt vorlie-
gen, darunter hauptsachlich Go,, aber auch Ga;, Ga, und Go,
[189, 185].

1.3.5 Wirkung von Glp-1 auf die Betazelle

Auf Ebene der Betazelle fuhrt die Bindung von Glp-1 an seinen Re-
zeptor zur Aktivierung der Adenylatcyklase. Als Folge davon wird
die Insulinsekretion durch folgende Signale stimuliert: (1) Direk-
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te Inhibition von K,rp-Kanédlen, was zu einer Depolarisation der
Betazell-Membran fiihrt; (2) Erhéhung des intrazellularen Kalzium-
Niveaus durch den Glp-1-vermittelten Einstrom von Kalzium durch
spannungsabhingige Ca?'-Kanile und der Mobilisierung von in-
trazellularen Ca*"-Speichern; (3) Steigerung der mitochondrialen
ATP-Synthese, was zu einer weiteren Membrandepolarisierung fiihrt;
(4) Verschliefen spannungsabhangiger K™-Kanale (Kv) und (5) di-
rekte Effekte auf die Exozytose von Insulin-Speichervesikeln [193].
Der primare Effektor der Glp-1-vermittelten Insulinsekretion ist
hier cAMP, und dieser Effekt kommt entweder durch die Phospho-
rylierung von Substraten der PKA oder PKA-unabhéangig durch die
Aktivierung von Epac2 (exchange factor directly activated by cAMP
2). Dadurch wird Ca?" aus dem ER durch die Aktivierung intra-
zellularer Rezeptoren, wie Ryanodin- oder Phosphoinositol (3,4,5)
triphosphat-Rezeptoren, freigesetzt [192].

Glp-1 stimuliert ebenfalls die Insulinbiosynthese durch Steigerung
der Transkription, Translation und durch die Stabilisierung der
Insulin-mRNA [188, 194]. Dies beruht sowohl auf PKA-abhangigen
als auch auf PKA-unabhangigen Mechanismen, sowie durch Stei-
gerung der intrazellularen Ca*"-Spiegel [188, 195]. Pdx-1 (pancre-
actic duodenum homeobox-1), ein Transkriptionsfaktor der essen-
tiell fir die Entwicklung des Pankreas und der Aufrechterhaltung
seiner Funktion ist, spielt ebenfalls eine Rolle bei der durch Glp-1
vermittelten Steigerung der Insulinbiosynthese. Glp-1 induziert die
Expression von Pdx-1 und seine Bindung an den Insulinpromotor
[196, 197].

Des weiteren ist Glp-1 in der Lage, zuvor Glukose-resistente Be-
tazellen wieder in einen Glukose-sensitiven Zustand zu versetzen
[198].

1.3.6 Die antiapoptotische Wirkung von Glp-1

Neben der Verbesserung der Funktion der Betazelle hat Glp-1 eine
positive Wirkung auf den Erhalt der Betazellmasse durch eine Stei-
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gerung der Betazell-Proliferation und durch Inhibition von Apopto-
se. Die anti-apoptotische Aktivitit von Glp-1 konnte in kultivierten
Betazelllinien [199], in Tiermodellen [200] und in humanen Pan-
kreasinseln [201] nachgewiesen werden und das Hormon zeigte
sich aktiv gegen verschiedene apoptotische Stimuli wie Streptozo-
tozin [202], H,0, [199], Glukose [112], freie Fettsauren [142] und
Zytokine [203].

Als mogliche Signalwege der durch Glp-1 vermittelten anti-apopto-
tischen Wirkung wird eine Beteiligung der Proteinkinase B (Akt)
oder der Proteinkinase A (PKA) vorgeschlagen. In einer Betazelllinie
konnte durch den Einsatz von Inhibitoren gegen die PI3-Kinase,
die in der Signalkaskade oberhalb der Akt liegt, und gegen die Ade-
nylatcyklase der anti-apoptotische Effekt von Glp-1 gegen durch
oxidativen Stress induzierte Apoptose aufgehoben werden [199].
Die Uberexpression einer funktionell inaktiven Mutante der Akt
bewirkte eine Aufhebung des anti-apoptotischen Effekts von Glp-
1 nach Induktion von Apoptose mit Staurosporin, einem Kinase-
Inhibitor [204]. Méglicherweise wird die Akt durch eine Transak-
tivierung des EGF (endothelial growth factor)-Rezeptors aktiviert
[205], dies wurde aber bisher nicht direkt belegt. Die Akt spielt
eine zentrale Rolle in der Regulation von Zellwachstum und Meta-
bolismus. Knock-out-Modelle zeigten unter anderem ein retardier-
tes Wachstum [206] oder die Entwicklung eines Diabetes mellitus
[207, 208] in Mausen. Die Inhibition von Apoptose erfolgt durch
diese Kinase moglicherweise tiber die Phosphorylierung der Cas-
pase 9 [209] und des bcl-2-Proteins Bad [210].

Andere Studien belegen die Beteiligung der PKA an der anti-apopto-
tischen Wirkung von Glp-1 [211]. Die Steigerung intrazellularer
cAMP-Spiegel durch Forskolin oder cAMP-Analoga bewirkte dosi-
sabhangig die Inhibition FFA-induzierter Apoptose mittels eines
PKA-abhangigen und eines PKA-unabhangigen Wegs. Niedrige Kon-
zentrationen, hervorgerufen durch Glp-1 oder Exendin-4, wurden
vornehmlich tiber die PKA vermittelt, hohe Konzentrationen, durch
Forskolin oder IBMX hervorgerufen, stimulierten Epac (siehe auch
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1.3.5). Die PKA ist ebenfalls an der Phosphorylierung von Bad be-
teiligt [212], und kénnte auf diesem Weg an der anti-apoptotischen
Wirkung von Glp-1 beteiligt sein [213]. Ebenso wird tiber die PKA
die Wirkung von Exendin-4 gegen ER-Stress vermittelt [214].

1.4 Ziel der Arbeit

Die anti-apoptotische Wirkung von Glp-1 auf die Betazelle ist
bereits seit einigen Jahren bekannt. Doch der eigentliche Wirk-
mechanismus konnte bisher nicht vollstandig aufgeklart werden,
auch wenn verschiedene Signalwege in der Diskussion stehen.

In der vorliegenden Arbeit sollten mithilfe der Proteomanalyse wei-
tere Zielproteine identifiziert werden, die bei der durch Glp-1 ver-
mittelten anti-apoptotischen Wirkung eine Rolle spielen kénnten.
Dazu sollte die Methode der differenzierten Gelelektrophorese ein-
gesetzt werden, um Aussagen uUber die Expressions-Veranderung
durch Glp-1 treffen zu kénnen. Diese Methode wurde bereits er-
folgreich zur Untersuchung von Zytokin-induzierter Apoptose an
der Betazelle eingesetzt. Des Weiteren sollte am Modell der INS-1
Zelle die Relevanz der Akt und der PKA fir die durch Glp-1RA her-
vorgerufene anti-apoptotische Wirkung untersucht werden.
Insulinanaloga besitzen ebenfalls die Fahigkeit, Zytokin- und Fett-
saure-induzierte Apoptose in Betazellen zu hemmen, und die ge-
schieht mit hochster Wahrscheinlichkeit tiber den Akt-Signalweg.
Ein weiteres Ziel war es herauszufinden, ob Insulinanaloga und
Glp-1RA uber gleiche Signalwege anti-apoptotisch wirken, oder ob
ihre jeweilige Wirkung durch gleichzeitige Inkubation verstarkt wird.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien

Acetonitril
Aminohexansiure
Ammoniumpersulfat
Ammoniumbicarbonat
Ammoniumphosphat
AVE-0010

bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

BSA, fettsaurefrei Fraktion V
Butanol
Calcimchlorid-Dihydrat
CHAPS

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)

Exendin-4
Forskolin

Glucagon-like Peptide 1 7-36(amide)

Glukose
Glukose-6-phospat
Glycerol

Harnstoff

HEPES

Hoechst 33342
Humaninsulin
IBMX
Interleukin-14
Interferon-v

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sanofi-Aventis, Frankfurt
Applichem, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sanofi-Aventis, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Seelze
Bachem, Weil-am-Rhein
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sanofi-Aventis, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Seelze
tebu-bio, Offenbach
Chemicon, Hamshire, GB



2. MATERIAL UND METHODEN

Insulin Glulisin

Insulin Glargin
Insulin-like growth factor 1
Insulin Lispro

INT

Kaliumchlorid
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Mannitol
2-Mercaptoethanol
Methanol
Natriumcacodylat
Natriumchlorid
Natriumdisulfit
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydoxid
Natriumpalmitat
Natriumpyrophosphat
Natriumsulfit
Perchlorsaure
Propidiumjodid (PI)
Saccharose

Salzsaure (HCI])
Schwefelsaure

Tetramethyethylendiamin (TEMED)

Thioharnstoff
Titanoxidsulfat
Tris
Trifluoressigsdure
Triton-X 100
Trypanblau
Trypsin

Tween-20

Sanofi-Aventis, Frankfurt
Sanofi-Aventis, Frankfurt
Biomol, Hamburg
Sanofi-Aventis, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Seelze
Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
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2.1.2 Fertigprodukte

Ac-DEVD-AMC Caspase 3 Substrat
Ac-DEVD-CHO Caspase 3 Inhibitor
Bio-Rad Protein Assay

Complete Proteasen-Inhibitor
CM-DH;DCFDA

Cy-Dye DIGE Fluor Cyaninfarbstoffe
ExcelGel SDS Buffer Strips

Fotales Kédlberserum

GelBond PAGfilm

Immobilon ECL-Substrat
IPG-Puffer

Lipofectamine 2000
Natriumpyruvat-Losung
Penicllin/Streptomycin-Loésung
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
PhosStop Phosphatasen-Inhibitor
Prestained Proteinmarker
PVDF-Membran

RPMI mit Glutamin

RPMI ohne Glucose

RPMI ohne Phenolrot

Rotiphorese Gel 30
Trypsin/EDTA-Losung

Uptilight HRP ECL-Substrat

2.1.3 Kit-Systeme

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Munchen
GE Healthcare, Munchen
Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Munchen
Millipore, Schwalbach
GE Healthcare, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim

NEB, Frankfurt a.M.
Millpore, Schwalbach
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
KMF, Lohmar

Cyclic AMP (low pH) Immunoassay R&D Systems, Wiesbaden

Ultrasensitive Rat Insulin ELISA Mercodia, Uppsala, Schweden

2.1.4 Antikorper
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primdre Antikorper

Akt (Kaninchen)
Akt 1 (Maus)
Akt 2 (Kaninchen)

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Akt 3 (Kaninchen) New England Biolabs, Frankfurt a.M.
BiP/Grp78 (Kaninchen) New England Biolabs, Frankfurt a.M.
phospho-Akt (Kaninchen) = New England Biolabs, Frankfurt a.M.
a-Tubulin (Maus) Calbiochem, Darmstadt
sekunddre Antikorper

Kaninchen IgG-HRP (Ziege) Promega, Mannheim

Maus IgG-HRP (Ziege) Promega, Mannheim

2.1.5 Puffer

Anodenpuffer I

Anodenpuffer 11

Aufschlusspuffer

cAMP-Stimulationspuffer

300 mM
20 % (v/v)

25 mM
20 % (v/v)

10 mM
225 mM
75 mM
0,5 mM
0,5 mM

25 mM
125 mM

34

Tris
Methanol
gelost in H,0

Tris
Methanol
gelost in H,0

Tris/HCI, Ph 7,4
Mannitol
Saccharose
EGTA

DTT

gelost in H,0

HEPES pH 7,4
NacCl
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Caspase 3-Assaypuffer

Caspase 3-Lysispuffer

DCF-Lysispuffer

Fiske-Subbarow-Reagenz

Fiske-Reagenz

IPG-Rehydrationspuffer

1,28 mM
5,9 mM
1,2 mM

1 mM

20 mM
10 % (v/Vv)
2 mM

10 mM
10 mM
130 mM
10 mM
1% (v/V)

1 mM
0,1 % (v/v)

0,72 M

10 mM

100 mM

3,75 ml

10 ml

86,25 ml

2 % (w/v)
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CacCl,

KCl

MgCl,
Glukose
gelost in H,0

HEPES, pH 7,5
Glycerin

DTT

gelost in H,0

Tris/HCI, pH 7,4
NaH,PO,- 2 H,O
NacCl

NaPP;

Triton-X 100
gelost in H,0

EDTA
Triton-X 100
gelost in PBS, pH 7,4

Natriumdisulfit
1-Amino-2-hydroxy-

naphtalin-4-sulfonsaure

Natriumsulfit
gelost in Hy0

Fiske-Subbarow-Reagenz

Perchlorsaure (60 %)

Ammoniumheptamolybdat

(0,48 % (w/v) in H,0)

CHAPS
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0,4 % (w/v)
8M
2 M

40 mM
0,01 % (w/v)
20 % (v/v)

Kathodenpuffer

KRBH 10 mM
135 mM
3,6 mM
0,5 mM
0,5 mM
1,5 mM

0,1 % (w/v)

250 mmol/1
40 % (v/v)

8 % (w/v)
0,02 % (w/v)
10% (v/v)

Laemmli-Puffer

25 mM
4 %
8 M
4 M

Mitochondrien-Lysispuffer

PBS 138 mM

2,7 mM
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DTT
Harnstoff
Thioharnstoff
gelost in H,0

Aminohexansiure
SDS

Methanol

gelost in H,0

HEPES pH 7,5
NaCl

KCl

NaHCO;
MgCl,

CacCl,

BSA

gelost in H,0

Tris pH 6,8
Glycerin

SDS
Bromphenolblau
2-Mercaptoethanol
gelost in H,0

Tris

CHAPS
Harnstoff
Thioharnstoff
gelost in H,0

NacCl
KCl1
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Resuspensions-Puffer

TBS

TBST

Triton-Lysispuffer

Verdauungspuffer

2.1.6 Zellkulturmedien

INS-1 Kulturmedium

8 mM
1,5 mM

10 mM
250 mM
0,5 mM
0,5 mM

10 mM
100 mM

0,1 % (v/v)

50 mM
0,5 % (v/v)
2 mM

150 mM

4 % (v/v)
10 % (v/V)

10 mM

500 ml RPMI
10 % (v/V)

37

NaHQPO4' 2 HQO
KH,PO,
gelést in H,0, pH 7.4

Tris/HCI, pH 7,4
Saccharose
EGTA

DTT

gelost in H,0

Tris/HCl, pH 7,4
NaCl
gelost in H,0

Tween-20
gelost in TBS, pH 7,4

Tris/HCI, pH 7,5

Triton-X 100

MgCl,

NaCl

Complete Protease-Inhibitor
PhosStop Phosphatase-Inhibitor
gelost in H,0

Ammoniumbicarbonat
gelost in H,0

FCS, hitzeinaktiviert
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100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
2 mM Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
50 uM 2-Mercaptoethanol
INS-1 Hungermedium 500 ml RPMI
0,1 % (w/v) BSA, fettsaurefrei
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
2 mM Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
50 uM 2-Mercaptoethanol
2.1.7 Gerite
Blot-Apparatur Nova Blot GE Lifesciences, Miinchen

Elektrophorese-Apparatur

Elektrophorese-Apparatur

Ettan Dalt twel-
ve
Multiphor II

GE Lifesciences, Munchen

GE Lifesciences, Miunchen

Fluoreszenz-Lesegerat Fluostar-P SLT Labsystems, Crailsheim

Fluoreszenz-Mikroskop IRB Carl Zeiss, Jena

Heizblock Thermomixer Eppendorf, Hamburg
compact

Horizontal-Schiittler WT12 Biometra, Gottingen

Laser-Scanner Typhoon 9400 GE Lifesciences, Miinchen

Luminezenz-Detektor Lumilmager Roche, Mannheim

Massenspektrometer Ultraflex Bruker Daltonics, Bremen

Mikrotiterplatten-Leser Model 550 BioRad, Miinchen

Spektrophotometer BioMate 3 Fischer Scientific, Schwerte

Spot-Picker GelPix Genetix, New Milton

Target fur die Massen- AnchorChip Bruker Daltonics,Bremen

spektrometrie

Tischzentrifuge pico Heraeus

Ultrazentrifuge Optima L-60K Beckman
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Uberkopf-Schiittler Reax 2 Heidolph
Zellkultur -Inkubator Hera cell 240 Fisher Scientific, Schwerte
Zentrifuge Rotanta R Hettich, Bach

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung von INS-1 Betazellen

INS-1 ist eine Insulinoma-Zelllinie der Ratte und wurde 1992 von
Asfari et al. [215] generiert. Die Mercaptoethanol-abhangige Zellli-
nie sekretiert Insulin konzentrationsabhangig nach Glukosestimu-
lus und eignet sich daher gut als Modell der Betazelle. In dieser Ar-
beit wurden INS-1-Zellen in den Passagen 90-110 verwendet. Zur
Stammbhaltung wurden die Zellen adhérent in T175-Zellkulturfla-
schen mit 35 ml Kulturmedium bei 37°C und 5 % CO, gehalten.
Zweimal pro Woche wurden die Zellen passagiert, dazu wurden sie
mit 10 ml Trypsin/EDTA-Ldsung uberschichtet und fiir ca. 1 min
bis zur Ablésung vom Flaschenboden inkubiert. Der Vorgang wur-
de mit 10 ml Kulturmedium abgestoppt und die Zellen bei 800 rpm
fiir 10 min pelletiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet
in 5 ml Kulturmedium resuspendiert. Ein kleines Aliquot wurde
fir die Bestimmung der Zellzahl (2.2.2) abgenommen. Zur weite-
ren Kultivierung wurden 4 Mio. Zellen in T175-Zellkulturflaschen
ausgesat. Medienwechsel erfolgten standardmasgig alle 2 Tage.

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen mit Trypanblau
gefarbt. Dazu wurden 10 ul der Zellsuspension nach der Trypsi-
nisierung (2.2.1) abgenommen, mit 90 pl Kulturmedium gemischt
und zu 100 pul einer 2 %-igen Trypanblauldésung gegeben. Diese
Suspension wurde auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen.
Es wurden die Trypanblau-negativen Zellen in insgesamt 4 Grof3-
quadraten gezahlt und die Zellzahl wiefolgt berechnet:
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27 xVV x Vol
4

= Zellen/ml

(ZZ: gezahlte Zellen, VV: Vorverdiinnung, Vol: Volumen eines Grof3quadrates)

2.2.3 Induktion von Apoptose durch Zytokine

INS-1 Zellen wurden in einer Dichte von 3 x 10° Zellen pro well
in 6-well Platten ausgesidt und bis zu einer Konfluenz von 60 %
kultiviert. Anschlieffend wurde das Medium gegen Hungermedium
ausgetauscht und die Zellen fiir 5 h mit verschiedenen Konzen-
trationen von Glp-1 Rezeptoragonisten vorbehandelt. Die Indukti-
on der Apoptose erfolgte durch Zugabe von 4 ng/ml IL-1 5 und 1
ng/ml IFN-~ far 22 h.

2.2.4 Induktion von Apoptose durch Fettsiduren

INS-1 Zellen wurden in einer Dichte von 3 x 10° Zellen pro well
in 6-well Platten ausgesat und bis zu 60 % Konfluenz kultiviert.
Die Zellen wurden anschliefSend fiir 5 h mit Glp-1 Rezeptoragonis-
ten in Hungermedium vorbehandelt. Um Apoptose zu induzieren,
wurden die Zellen fiir 18 h mit 500 M Palmitinsaure, gekoppelt an
BSA, in Anwesenheit der Glp-1RA inkubiert. Zur Herstellung des
fettsdurehaltigen Mediums wurde 100 mM Natriumpalmitat bei 65
°C in H,Obidest. gelost, zu RPMI-Medium mit 2 % (w/v) fettsaure-
freiem BSA gegeben und fiir 1 h bei 37 °C schiittelnd inkubiert.
Das molare Verhéltnis zwischen Palmitat und BSA betrug danach
3:1.

2.2.5 Induktion von Apoptose durch hohe Glukose-

spiegel

INS-1 Zellen wurden in einer Dichte von 3 x 10° Zellen pro well in
6-well Platten ausgesat und bis zu 60 % Konfluenz kultiviert. Die
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Zellen wurden anschliefend in Anwesenheit von Glp-1RA in Kon-
zentrationen von 11 bzw. 33 mM Glucose in Wachstumsmedium
fiir 3 Tage gehalten.

2.2.6 Isolierung funktioneller Mitochondrien aus INS-
1 Zellen

Fur die Praparation von Mitochondrien wurden 2,5 x 10° Zellen in
Zellkulturschalen (Durchmesser 14 cm) ausgesat und unter Stan-
dardbedingungen drei Tage bis zur Subkonfluenz kultiviert (2.2.1).
Anschlieffend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, in
dem selben Puffer von den Zellkulturschalen geschabt und mittels
Zentrifugation (5 min, 800 g, 4°C) pelletiert. Der Aufschluss der
Zellen erfolgte im zehnfachen Zellvolumen mittels eines Douncer-
Homogenisators in Aufschlusspuffer (2.1.5). Nach dem Entfernen
der Zelltrimmer durch Zentrifugation (20 min, 666 g, 4°C) wur-
de der Uberstand erneut pelletiert (20 min, 11000 g, 4°C). Die-
ses Pellet wurde dann in 2 ml Resuspensions-Puffer (2.1.5) auf-
genommen und in einem linearen Saccharosegradienten (0,7 bis
1,5 M in 10 mM Tris/HCI, pH 7,4) mittels Ultrazentrifugation auf-
getrennt (Rotor SW 28, 60 min, 80000 g, 4°C). Durch eine gesat-
tigte Saccharoselésung wurde dieser Gradient in Fraktionen zu je
2 ml ausgetrieben. Die Fraktionen mit dem hoéchsten Gehalt an
Mitochondrien wurden vereinigt, mit dem 5-fachen Volumen an
Resuspensions-Puffer verdiinnt und sedimentiert (10 min, 14000
g, 4°C). Der Gehalt an Mitochondrien und weiteren Zellbestandtei-
len wurde wahrend der Praparation durch die Messung folgender
spezifischer Markerenzyme beobachtet (2.3.1): Succinat-Dehydro-
genase (Mitochondrien), alkalische Phosphatase (Plasmamembran),
Glukose-6-Phosphatase (endoplasmatisches Retikulum), saure Phos-
phatase (Lysosomen) und Katalase (Peroxisomen).
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B —
60 min | 15 min

85000 g ‘=' 11000 g

Homogenat 666 g 11000 g linearer ar?gereiche_rte
Uberstand Pellet Saccharose-Gradient Mitochondrien

Abbildung 2.1: Differentielle Zentrifugation zur Anreicherung funk-
tioneller Mitochondrien. Nach dem Aufschluss der Zellen wurden die
Mitochondrien durch verschiedene Zentrifugationsschritte aufgereinigt.
Die markierten Anteile wurden fiir den jeweils nachsten Schritt verwen-
det. In den einzelnen Fraktionen wurde der Organellgehalt durch die Mes-
sung von Leitenzymen bestimmt.

2.2.7 Transfektion von siRNA

Das Einbringen artfremder DNA oder RNA in eukaryotische Zellen
bezeichnet man als Transfektion. Ubliche Methoden sind hierbei
die Calciumphosphat-Transfektion, die Elektroporation oder die Li-
pofektion. Bei letztgenannter wird DNA bzw. RNA durch Zugabe
eines Lipidgemisches in Micellen komplexiert und kann in dieser
Form leichter in die Wirtszellen eingeschleust werden.

Die Transfektion von doppelstrangiger siRNA (small interfering RNA)
dient der gezielten transienten Repression spezifischer Gene (RNA
Interferenz). In der Zelle kann die siRNA an einen Nukleasekomplex
(RNA-induced silencing complex, RISC) binden, wo sie in ihre Ein-
zelstrange aufgetrennt und ihre komplementire mRNA-Sequenz
erkennen kann. Dadurch kommt es zur Spaltung der mRNA etwa
12 Nukleotide abwarts des 3’-Endes der siRNA. Dies fiihrt sukzes-
sive zur Repression der Expression des codierten Proteins.
Doppelstrangige siRNA wurde mithilfe des Transfektionsreagenzes
Lipofectamin 2000 in INS-1 Zellen eingebracht. Dazu wurden 1,2 x
10° Zellen pro Kavitat in 12-Kavitaten-Platten ausgesat und fiir 24
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h in Kulturmedium kultiviert (2.2.1). Pro Ansatz wurde 1 pl Lipofec-
tamin in 125 yl RPMI-Medium verdiinnt und fir 5 min inkubiert
(RT). In der gleichen Menge Medium wurde auch die siRNA auf
die gewunschte Endkonzentration verdinnt. Beide Ansatze wur-
de dann gemischt und fur 20 Minuten inkubiert. Wahrenddessen
wurde ein Mediumwechsel mit 750 pl Kulturmedium ohne Anti-
biotika und Mercaptoethanol durchgeftihrt. Zu jeder der zu trans-
fizierenden Kavitiat wurde ein kompletter Ansatz siRNA-Komplex
pipettiert und die Zellen anschliefSend tiber Nacht inkubiert (37°C,
5 % CO,), worauf ein Mediumwechsel mit Kulturmedium erfolgte.
48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert oder
weiter bearbeitet.

2.2.8 Herstellung von Gesamtzelllysaten

Fur die Proteinanalysen im Western Blot wurden Lysate von INS-
1 Zellen hergestellt. Dazu wurden die Zellen zweimal mit eiskal-
ter PBS gewaschen, auf Eis in Lysispuffer von den Kulturplatten
geschabt und in Eppendorfgefafie tiberfiihrt. Die Proteine wurden
durch Inkubation fiir 2 h bei 4 °C im Uberkopfschiittler solubili-
siert. Die Abtrennung der Zelltrimmer erfolgte durch Zentrifugati-
on bei 13000 rpm.

2.2.9 Messung von intrazelluliren cAMP-Spiegeln

Fur die Bestimmung der intrazellularen cAMP-Spiegel wurden je
10°¢ Zellen in Petrischalen (10 cm Durchmesser) ausgesit und far
4 Tage kultiviert. Am Versuchstag wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und mit cAMP-Stimulationspuffer versetzt. Vor der
eigentlichen Stimulation mit Glp-1-Mimetika wurden die Zellen mit
200 M Isobutylmethylxanthin (IBMX) vorinkubiert, um einen Ab-
bau des gebildeten cAMP durch die Phosphodiesterase (PDE) zu
inhibieren. Die Stimulation mit Glp-1-Mimetika erfolgte dann fuar
30 min bei 37 °C und 5 % CO,. Das Medium wurde daraufhin
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entfernt und die Zellen in 500 pl Lysispuffer (100 mM HCI, 0,1
% Triton-X 100) lysiert. Die Proben wurden bei -80 °C eingefroren
und am Messtag wieder aufgetaut, um eine vollstindige Lyse der
Zellen zu gewahrleisten. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugati-
on fiir 10 min bei 13000 rpm entfernt. Die Messung der cAMP-
Konzentrationen erfolgte tiber den cyclic AMP (low PH) Immuno-
assay (RD Systems) nach Herstellerprotokoll.

2.2.10 Messung von Insulinsekretion

Um die Funktionalitit der Glp-1-Mimetika und die der INS-1 Zel-
len zu testen, wurden Insulinsekretionsmessungen durchgefiihrt.
Hierzu wurden je 3 x 10° Zellen pro Kavitit in eine 6-Kavitaten-
Zellkulturplatte ausgesat und fur drei Tage kultiviert. Im Anschluss
wurden die Zellen uber Nacht in Kulturmedium mit verringerter
Glukosekonzentration (5,5 mM) gehalten. Am Tag der Stimulation
wurden die Zellen zweimal in Krebs-Ringer-Losung (KRBH) gewa-
schen und fir eine Stunde bei 37°C und 5% CO, in dieser inku-
biert. Die eigentliche Stimulation erfolgte fiir 30 min in KRBH. Zur
Insulinbestimmung wurde der Puffer abgenommen und der Insu-
lingehalt mit dem Ultrasensitive Rat Insulin ELISA nach Herstel-
lerangaben bestimmt. Die Zellen wurden anschlief3end lysiert und
der Proteingehalt gemessen.

2.2.11 Detektion von Apoptose
Enzymatische Messung der Caspase 3-Aktivitat

Die Messung der enzymatischen Aktivitat der Effektor-Caspase 3
diente als ein relatives Maf3 fir die Apoptose. Hierzu wurde Ac-
DEVD-AMC, ein an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppeltes Tetra-
peptid, als ein spezifisches Substrat verwendet. In den jeweiligen
Zelllysaten wurde die relative enzymatische Caspase 3-Aktivitat als
Endpunktmessung nach Herstellerangaben gemessen. Dazu wur-
den die Zellen zunachst in 200 pl Caspase-Lysispuffer (2.1.5) ly-
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siert und die unléslichen Bestandteile durch Zentrifugation (13000
rpm, 4°C, 20 min) abgetrennt. Fur die Messung wurden je 50 ul
Probe zu 150 ul Caspase-Assaypuffer (2.1.5) in Fluoreszenz-Mikro-
titerplatten pipettiert und fir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Messung erfolgte darauf im Fluorimeter bei einer Anregungswel-
lenlange von 390 nm und einer Emmsionswellenldnge von 460 nm.
Die gemessenen Werte wurden auf den Proteingehalt der jeweiligen
Probe normiert.

Fluoreszenzfirbung

Die Aktivierung von DNAsen im spateren Verlauf der Apoptose fuhrt
zu einer Kondensation und Fragmentierung der Zellkerne. Dies
lasst sich tber eine Kernfarbung nachweisen. Dazu wurden ent-
sprechend stimulierte Zellen zweimal mit PBS gewaschen und an-
schlieffend mit einer Farbelésung (10 pg/ml Hoe33342, 1 ug/ml
Propidiumjodid) tiberschichtet und fir 15 min bei 37°C inkubiert.
Dabei dringt der Farbstoff Hoe33342 in alle Zellen ein und farbt
so die Kerne aller Zellen an, wogegen PI nur in nekrotische Zellen
bzw. Zellen in sekundérer Apoptose eindringt. Die Zellen wurden
ein weiteres Mal mit PBS gewaschen und anschlieffend im Fluo-
reszenzmikroskop visualisiert. Hierbei sind alle Zellkerne durch
Hoe33342 angefarbt. Gesunde Zellen sind nur Hoe33342-gefarbt
und haben einen intakten Zellkern. Nekrotische Zellen erschei-
nen mit PI-gefarbtem, intakten bis leicht vergrofertem Zellkern.
Apoptotische Zellen haben einen fragmentierten Zellkern, der ent-
weder nur Hoe33342-gefarbt ist (primare Apoptose) oder zusatzlich
durch PI gefarbt wird (sekundare Apoptose). Von den so angefarb-
ten Zellen wurden je drei Sichtfelder zufallig ausgewahlt, digital fo-
tografiert und mit einer Bildanalysesoftware ausgewertet (Imaged,
NucleoCounter). Auf diese Weise wurden pro Ansatz mindestens
500 Zellen ausgezahlt.
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2.2.12 Messung reaktiver Sauerstoffspezies

Die Messung intrazellular gebildeter reaktiver Sauerstoffspezies er-
folgte mittels des Fluoreszensfarbstoffs 5-(und 6-)chloromethyl-2"7’-
dichlorohydrofluorescein-diacetat (CM-H; DCFDA, DCF). Dieser zell-
gangige Farbstoff wird intrazellular durch Esterasen gespalten und
durch ROS oxidiert, wodurch er fluoreszent wird. Die detektierte
Fluoreszenz dient dann als Maf3 der gebildeten ROS. INS-1 Zel-
len wurden entweder mit Cytokinen oder hoher Glukose in An-
bzw. Abwesenheit von Glp-1RA behandelt. Anschliefend wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und fir 30 min mit 1 ymol/1 DCF be-
laden. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen in 280
ul DCF-Lysispuffer lysiert. Die Fluoreszenz wurde in je 100 pl Lysat
als Duplikat in einem FluoStar-P Fluorimeter gemessen. Angeregt
wurde dabei mit Licht der Wellenlange 485 nm, das emmittierte
Licht wurde bei 530 nm gemessen. Die resultierenden Messwerte
wurden auf den Proteingehalt der jeweiligen Proben normiert.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Enzymaktivitaitsmessungen

Wahrend der subzellularen Fraktionierung von INS-1 Zellen (2.2.6)
wurde der Gehalt an Mitochondrien und anderen Organellen tiber
die Messung der Aktivitit ihrer jeweiligen Leitenzyme bestimmt.
Aus diesen Werten wurden auch die Anreicherungen und die Aus-
beuten der Organellen berechnet.

Succinat-Dehydrogenase (Mitochondrien)

Die Succinat-Dehydrogenase oxidiert in der Zelle Succinat zu Fu-
marat, wobei sie Elektronen auf den Akzeptor FAD (Flavin Adenin
Dinukleotid) tibertragt und somit reduziert. Zur Aktivititsmessung
wurde stattdessen INT (p-Jodnitrotetrazoliumviolett) als Elektro-
nenakzeptor verwendet, der in seiner reduzierten Form eine kar-

46



2. MATERIAL UND METHODEN

minrote Farbe aufweist.

Succinat + INT *“"%5 P pumarat + INT-H,

Fur die Messung wurden je 20 pl Probe mit 300 pl Natriumsuc-
cinat-Losung (10 mM in H,O) gemischt und fiir 10 min bei 37°C
inkubiert. Eine weitere zehnmintitige Inkubation erfolgte nach Zu-
gabe von 100 pul INT-Losung (2,5 mg/ml in 50 mM Natriumdihy-
drogenphosphat in H,O, pH 7,5). Anschlieend wurde die Reakti-
on mit 1 ml Stopplésung (Ethylacetat:Ethanol:TCA 5:5:1, (v/v/w))
abgestoppt und abzentrifugiert (2 min, 14000 rpm). Die jeweilige
Extinktion bei 490 nm wurde photometrisch gemessen und diente
zur Berechnung der Aktivitat der Succinat-Dehydrogenase (Extink-
tionskoeffizient fur INT = 0,0134 ml/umol x cm). Zur Berechnung
der spezifischen Aktivitdten wurden die Proteinkonzentrationen der
Proben bestimmt (2.3.2).

Glukose-6-Phosphatase (ER)

Die Glukose-6-phosphatase (G6P) ist ein Enzym der Glukoneoge-
nese und dient der Dephosphorylierung von Glukose-6-phosphat,
wodurch diese mittels Glukosetransportern aus der Zelle transpor -
tiert werden kann. Sie ist im Endoplasmatischen Retikulum loka-
lisert und diente deshalb bei der Zellfraktionierung als Leitenzym
des ER. Die Aktivitat der Glukose-6-Phosphatase wurde tber die
Bildung von freiem Orthophosphat (P;) nach Fiske und Subbarow
[216] gemessen.

Glukose-6-phosphat + H,O “E Glukose + P;

Fur die Reaktion wurde 100 ul Probe zum Reaktionspuffer (100
ul 1 mM Natriumcacodylat pH 7,2, 100 pl 250 mM Saccharose /
100 mM EDTA pH 7,2, 100 pl 100 mM Glukose-6-phosphat, alles
geldst in H,O) pipettiert, gemischt und fiir 30 min bei 37°C inku-
biert. AnschlieSend wurde die Reaktion mit 1,5 ml TCA (0,8 % (w/V)
in H,0O) abgestoppt und der Ansatz abzentrifugiert (10 min, 3000
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rpm). Um freies Phosphat der Probe in der Messung zu bertick-
sichtigen, wurde fiir jede Probe ein Leerwert bestimmt, bei dem das
Substrat durch H,O ersetzt wurde. Fur die Bestimmung von frei-
em Phosphat wurde 1 ml des jeweiligen Reaktionstiberstands mit
1 ml Fiske-Reagenz (2.1.5) gemischt und fir 30 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Die Extinktion der Proben wurde im Photometer
bei einer Wellenlange von 815 nm bestimmt. Zur Berechnung der
Phosphatkonzentrationen wurde eine Standardverdunnungsreihe
mit Kaliumdihydrogenphosphat (200 mM in H,O) als Standard her-
gestellt.

Saure Phosphatase (Lysosomen)

Die saure Phosphatase hat ein pH-Optimum von 4-5, kommt in
Lysosomen als Leitenzym vor und dephosphoryliert Verbindungen
mit hohem Phosphatiibertragungspotential. Zur Bestimmung der
Phosphataseaktivitidt wurde hier p-Nitrophenylphosphat als Phos-
phatdonor eingesetzt. Dieses wird zu p-Nitrophenol dephosphory-
liert, welches im alkalischen pH in ein gelb gefarbtes Nitrophenolat-
Anion umgewandelt wird.

p-Nitrophenylphosphat + H,O S, p-Nitrophenol + P;

Fur den Test wurden je 25 pl Probe mit 200 pl Substratlésung
(90 mM Natriumacetat pH 5,0, 8 mM p-Nitrophenylphosphat in
H,0) gemischt und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Durch Zuga-
be von 600 pl 250 mM NaOH wurde die Reaktion abgestoppt und
der Ansatz anschliefend abzentrifugiert (2 min, 14000 rpm). Die
Messung der Extinktion erfolgte im Photometer bei einer Wellen-
lange von 410 nm (Extinktionskoeffinzient fiir Nitrophenolat: 0,521
ml/pmol x cm). Zur Berechnung der spezifischen Aktivitdten wur-
den die Proteinkonzentrationen der Proben bestimmt (2.3.2).
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Alkalische Phosphatase (Plasmamembran)

Im Gegensatz zur sauren Phosphatase arbeitet die alkalische Phos-
phatase ihrem Namen nach bei einem alkalischen pH-Wert. Als
Phosphatdonor wurde hier ebenfalls p-Nitrophenylphosphat ein-
gesetzt, die Reaktion erfolgte allerdings bei pH 9,8.

p-Nitrophenylphosphat + H,O A2, p-Nitrophenol + P;

Fur den Test wurde 25 pl Probe mit 200 pl Substratlésung (125
mM Natriumborat pH 9,8, 8 mM p-Nitrophenylphosphat in H,O)
gemischt und fir 20 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wur-
de durch Zugabe von 600 pl 250 mM NaOH abgestoppt und der
Ansatz abzentrifugiert (2 min, 14000 rpm). Die Messung der Ex-
tinktion erfolgte bei einer Wellenlange von 410 nM im Photometer.
Zur Berechnung der spezifischen Aktivitdten wurden die Protein-
konzentrationen der Proben bestimmt (2.3.2).

Katalase (Peroxisomen)

Die Katalase fuhrt in der Zelle eine Disproportionierung von Was-
serstoffperoxid zu Sauerstoff und Wasser durch und ist vorwiegend
in Peroxisomen lokalisiert.

2 H,0, "% 2 H,0 + O,

Bei diesem Test dient die Abnahme der H,O,-Konzentration als
Mag fur die Aktivitat der Katalase. Zusammen mit Titiandioxid bil-
det H,O, einen gelbfarbigen Koplex und kann so photometrisch
bestimmt werden. Dazu wurden 10 pl Probe mit 30 pl Probenpuf-
fer (20 mM Tris/HCI pH 7,0 mit 0,1 % BSA (w/v) / 2 % (v/v) Triton
X-100, Verhaltnis 2:1 in H,O) versetzt. Zu diesem Ansatz wurde
500 pl Reaktionpuffer (8,5 yM H,O, in 20 mM Tris/HCI pH 7,0 mit
0.1 % BSA (w/v) in H,0) gegeben, gemischt und fir 1 min auf Eis
inkubiert. Danach wurde zu diesem Ansatz 1 ml Titanoxidsulfat
(2,25 g/1in 1 M Schwefelsaure) gegeben, gemischt und der Ansatz
abzentrifugiert (5 min, 14000 rpm). Die Messung der Extinktion
erfolgte bei einer Wellenlange von 405 nM im Photometer.
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2.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration der Lysate wurde colorimetrisch nach der
Methode von Bradford [217] bestimmt. Hierzu wurde der BioRad
Proteinassay verwendet. Je 10 pl Probe wurden mit 190 ;1 Reagenz
gemischt, 30 min inkubiert und die Extinktion bei einer Wellenlan-
ge von 595 nm im Photometer bestimmt. Als Standard wurde eine
Verdiinnungsreihe mit BSA verwendet.

2.3.3 Eindimensionale gelelektrophoretische Prote-
inauftrennung

Die jeweiligen Zellextrakte wurden mit Laemmli-Puffer gemischt,
fiir 10 min bei 95°C inkubiert und in einem diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamid-Gel mittels horizontaler Gelelektrophorese auf-
getrennt. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tab. 2.1 darge-
stellt. Als Proteinstandard wurde der Prestained Protein Marker
verwendet. Die Gelelektrophorese wurde bei einer konstanten Strom-
starke von 50 mA durchgeftihrt.

Komponente Trenngel (10 %) Sammelgel (5 %)
30% Acrylamidlsg. 4,9 ml 1,14 ml

1,5 mol/I Tris pH 8,8 3,75 ml -

0,5 mol/1 Tris pH 6.8 - 0,91 ml
HyOpidest. 6,2 ml 4,81 ml

10 % SDS 150 pul 70 pl

10 % Ammoniumpersulfat 150 ul 70 pl
TEMED 15 ul 7 ul

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der SDS-Gele.
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2.3.4 Proteintransfer auf Membranen

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden
diese mittels Blottransfer auf Polyvinyldienfluorid (PVDF)-Membra-
nen transferiert. Das diskontinuierliche Puffersystem bestand aus
drei Pufferlésungen. Das Gel wurde zunachst in Anodenpuffer II
inkubiert und von seiner Tragerfolie gelost. Die Membran wurde
kurz in Methanol aktiviert und ebenfalls in Anodenpuffer II inku-
biert. Zusammen mit dem Gel und mit puffergetrankten Filterpa-
pieren (10 x 25 cm) wurde der Blot in folgender Reihenfolge auf-
gebaut: Anode - 6x Filterpapier in Anodenputffer I - 3x Filterpapier
in Anodenpuffer II - Membran - Gel - 9x Filterpapier in Kathoden-
puffer - Kathode (Abb. 2.2). Der Elektrotransfer wurde mit einer
konstanten Stromstarke von 150 mA fuar 133 mAh durchgeftihrt.

Kathode

SDS-Gel

. ]
9 Filterpapiere,
getrankt in Kathodenpuffer

3 Filterpapiere,
} getrénkt in Anodenpuffer I
PVDF- 6 Filterpapiere,
Membran getrankt in Anodenpuffer |
Anode

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines Western Blot nach
dem Semi-Dry-Verfahren.

2.3.5 Immundetektion

Zur Absittigung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurden die
Membranen nach dem Proteintransfer fiir 1-2 Stunden bei Raum-
temperatur in Blockierungspuffer (TBST + 5 % Magermilchpul-
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ver bzw. TBST + 5 % BSA) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit Waschpuffer (TBS/Tween 0,1 %) erfolgte die Inkubation mit
dem gewlinschten spezifischen Antikérper in Blockierungspuffer
bei 6°C tiber Nacht. Die Membranen wurden daraufhin erneut mehr-
mals gewaschen und far 1 h bei Raumtemperatur mit dem ent-
sprechenden sekundiren Antikérper in geeigneter Verdinnung in
Blockierungspuffer inkubiert. Nach einem abschlieBenden Wasch-
schritt konnten die Proteinbanden mittels einer ECL (enhanced
chemiluminescence) - Reaktion detektiert werden. Dazu wurden
die Membranen in ECL-Reagenz fiir 1 min inkubiert und die Si-
gnale in einem Lumilmager detektiert und quantifiziert. Dazu wur-
de die Software Lumi Analyst verwendet.

2.3.6 Zweidimensionale differentielle Gelelektropho-
rese (2D-DIGE)

Die praparierten Mitochondrien wurden zunachst in Mitochondrien-
Lysispuffer (2.1.5) lysiert und auf eine Proteinkonzentration von 2
mg/ml verdiinnt. Nach einer kurzen Ultraschallbehandlung wur-
den unlésliche Bestandteile durch Zentrifugation entfernt (40 min,
40000 g, 4°C). Anschlieffend wurden die jeweiligen Mitochondrien-
praparationen mit fluoreszierenden Cyanin-Farbstoffen nach den
Angaben des Herstellers markiert. Dazu wurden je 50 ug pro Gel
der zu vergleichenden Proben mit 400 pmol Farbstoff (Cy3 oder
Cy)5) versetzt. Ein Gemisch aus allen vier Proben (je 12,5 ug pro
Gel) wurde zusatzlich mit Cy2 markiert und diente als interner
Standard. Zur Berticksichtigung farbstoffspezifischer Unterschie-
de wurden die Proben fur die einzelnen Gele kreuzweise entwe-
der mit Cy3 oder Cyb5 angefarbt. Vor der isoelektrischen Fokus-
sierung (IEF) wurden die Proben mit demselben Volumen (25 ul)
Mitochondrien-Lysispuffer mit 2 % (w/v) DTT und 2 % (v/v) IPG-
Puffer (2.1.2) versetzt. Anschliefend wurden sie vereinigt und far
die IEF auf Polyacrylamid-Gelstreifen mit einem immobilisierten
pH-Gradienten (IPG-Streifen) aufgetragen, die zuvor in IPG-Rehydra-
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tionspuffer (2.1.5), versetzt mit 0,5 % des entsprechenden IPG-
Puffers, tiber Nacht rehydriert wurden. Dabei wurden die Proben
auf der Seite des niedrigen pH-Wertes aufgetragen. Die IEF wurde
mit einer MultiPhor II Elektrophoreseapparatur unter den Bedin-
gungen laut Tab. 2.2 durchgefiihrt.

pH 4-7 pH 7-9

3h 300V 5h 300V
Gradient 10 V/min bis 3500 V
21 h 3500V 9 h 3500V

Tabelle 2.2: Phasen der isoelelektrischen Fokussierung.

Vor der Auftrennung in der zweiten Dimension wurden die IPG-
Streifen zunéchst fir 15 min in [PG-Equilibrierungspuffer (2.1.5)
mit 0,5 % (w/v) DTT, danach fur weitere 15 min im selben Puffer
equilibriert, allerdings unter Zusatz von 4,5 % (w/v) Jodacetamid
statt DTT. Die Auftrennung nach molekularer Grof3e erfolgte mit-
tels SDS-PAGE in 12,5-prozentigen Gelen in einer EttanDalt twelve
Elektrophoreseapparatur, wobei je 12 Gele gleichzeitig bearbeitet
werden konnten.

2.3.7 Bildanalyse

Die Gele wurden direkt zwischen ihren Glasplatten mittels eines
Typhoon 9400 Laserscanners nach den Empfehlungen des Her-
stellers ausgelesen. Die Bestimmung der Abundanzen der einzel-
nen Proteinspots wurde mit der Proteomweaver 4.0 Bildanalyse-
Software erstellt. Dazu wurden jeweils Gele mit gleichen Proben
miteinander verglichen. Proteinspots wurden als unterschiedlich
in ihrer Abundanz definiert, wenn sie in allen analysierten Gelen
nachweisbar waren und sich die entsprechenden Werte zwischen
den jeweiligen Behandlungsbedingungen um mindestens den Fak-
tor 1,5 voneinander unterschieden.
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2.3.8 Identifikation von Proteinen mittels MALDI-
MS

Um die Proteinspots aus den Cyanin-gefarbten Gelen auszuschnei-
den, wurden diese zuvor mit einem Ruthenium-Fluoreszenzfarbstoff
angefarbt [218]. Die nachgefarbten Gele wurden anschliefend durch
die Proteomweaver-Software mit ihren entsprechenden Fluoreszenz-
bildern abgeglichen, und die zu analysierenden Proteinspots mit
einem Gelpix spot picker aus den 2D-Gelen ausgeschnitten und
in eine 96-well-Platte tiberfihrt. Vor der massenspektrometrischen
(MS) Analyse wurden die Stiicke (Durchmesser 2 mm) fir je drei-
mal 10 Minuten abwechselnd in Verdauungspuffer (2.1.5) und Ver-
dauungspuffer/Acetonitiril (1:1) gewaschen. Nach ihrer Trocknung
wurden die Gelstiicke mit 5 pl Verdauungspuffer versetzt mit 10
ng/ml Trypsin far 30 min bei 4°C inkubiert. AnschlieSend wur-
den die Proteine verdaut (37°C, 4 h) und die entstandenen Pep-
tide mit 10 pl 1 %-iger Trifluoressigsdure (TFA) bei Raumtempe-
ratur fir 60 Minuten eluiert. Jeweils 4 ul der extrahierten Pepti-
de wurden auf ein AnchorChip Target mit Kalibrations-Standards
aufgetragen. Nach einer Inkubation von 30 Sekunden wurde 4 ul
Waschpuffer (10 mM Ammoniumphosphat, 0,1 % (w/v) TFA in H,O)
zugegeben und die Probe mitsamt Puffer quantitativ entfernt. Die
Proben wurden automatisch in einem Ultraflex-/TOF/TOF Mas-
senspektrometer mit Reflektor und verzogerter Extraktion analy-
siert. Die erhaltenen Massenspektren wurden automatisch mittels
der Compass Software (Bruker Daltonics, Bremen, Version 1.1) ka-
libriert. Die Identifikation der Proteine erfolgte tiber peptide mass
fingerprinting (PMF) mit der Software Biotools (Bruker Daltonics,
Version 3.0). Die Datenbanken von Swiss-Prot (Sprot 49.2) und
NCBI (NCBInr_20060928) wurden mit diesen MS-Spektren mittels
der Mascot Suchmaschine (Matrix Science, London, Version 1.9)
durchsucht.

Zur Bestatigung wurde jeder Proteinspot aus sechs unterschiedli-
chen Gelen analysiert. Ein Protein galt dann als identifiziert, wenn
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es in mindestens drei dieser Gele gefunden wurde.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Stimulation der Glukose-induzierten In-
sulinsekretion

Um die Funktionalitit der verwendeten Zellen und Glp-1RA zu

testen, wurde die Glukose-stimulierte Insulinsekretion unter An-
wesenheit von je 10 nM GLP-1RA bestimmt (2.2.10). Als Positiv-
kontrolle diente Forskolin, ein Aktivator der Adenylatcyklase. Die
Stimulation wurde uber einen Zeitraum von 30 Minuten gemes-
sen.
Glukose allein stimulierte die Insulinsekretion bis zu einem Ma-
ximum von etwa 6-fach verglichen mit dem Basalwert, bei einer
Konzentration von 10 mM. Fur die Kombinationen mit Glp-1RA
wurden 20 mM Glukose verwendet. Sowohl die Glp-1RA als auch
Forskolin konnten die Insulinsekretion alleine nicht stimulieren.
Zusammen mit Glukose erreichten die Glp-1-Mimetika das zehn-
fache des Basalwertes, in Kombination mit Forskolin wurde die
Insulinsekretion 20-fach stimuliert (Abb. 3.1).

3.2 Induktion von Apoptose durch verschie-
dene Stimuli

Beim Diabetes mellitus Typ 2 sind die Betazellen des Pankreas
verschiedenen Stressoren wie freien Fettsduren, hohen Glukose-
spiegeln und Zytokinen, ausgesetzt. Um die Apoptose unter diesen
Bedingungen am vorliegenden Zellmodell ndher zu untersuchen,
wurden INS-1 Zellen mit eben diesen Stressoren unter An- bzw.
Abwesenheit von Glp-1RA behandelt.

56



3. ERGEBNISSE

*
*
*

1000~ _T_
£ —
[ —]
= 750+ —]
o —
o —
o —
E  s00- —
= - —
S - —
[72] —
£ 2504 —]
o —]
= —

o ==
> N
RN
Q \(f) \Q r\? (\'\ é\Q )‘\

o ¢ o & & &
o Vv <o
& @ )
& @

Abbildung 3.1: Insulinsekretion. INS-1 Zellen wurden fir einen Tag
in 5,5 mM Glukose kultiviert und danach fiar 1 h in Puffer ohne Glu-
kose inkubiert. Die Stimulation erfolgte fir 30 min mit den angegebe-
nen Konzentrationen mit Glukose (Glc), Forskolin (Forsk), Exendin-4 und
AVEO0O10 (AVE). Die Messung von Insulin erfolgte mit dem Ultrasensitive
Rat Insulin ELISA nach Herstellerangaben. Die Werte aus vier unabhén-
gigen Experimenten sind auf den Proteingehalt der Proben normiert und
sind als Mittelwerte +/- SEM dargestellt, ** p<0,01, *** p<0,001.

3.2.1 Induktion durch Zytokine

Die Behandlung der Zellen mit einem Zytokingemisch aus IL-15
und Interferon-v steigerte die Caspase 3-Aktivitat auf das 2,6-fache
des Basalwertes und die Anzahl apoptotischer Zellen auf 11,3 %
der Gesamtzellen. Es konnte keine Nekrose durch diese Behand-
lung gemessen werden. Die gleichzeitige Inkubation mit Glp-1RA
reduzierte die Apoptose jeweils um etwa 60 %. Dabei zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Glp-1RA
bei Einsatz von hohen Konzentrationen. Lediglich bei Konzentra-
tionen von 100 pmol/l waren Exendin-4 und AVEOO10 dem natur-
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lichen Glp-1 tiberlegen. (Abb. 3.2)
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Abbildung 3.2: Inhibition von Zytokin-induzierter Apoptose durch
Glp-1RA. Nach einer Vorinkubation mit Glp-1 Rezeptoragonisten (A und
B: 10 nM, C: 0,1 bis 1000 nM) fir 5h wurden die Zellen einem Zyto-
kincocktail (4 ng/ml IL-3, 1 ng/ml IFN-4) ausgesetzt. Die Messung der
Apoptose erfolgte tiber die Bestimmung der Caspase-3-Aktivitat in Zellly-
saten (A,C) oder tiber die Messung der Kerfragmentation (B). Die Daten
stammen aus 6 unabhéingigen Experimenten und sind als Mittelwerte +/-
SEM dargestellt. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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3.2.2 Induktion durch hohe Glukosespiegel

Hier wurden die Zellen fir drei Tage bei einer hohen Glukose-
konzentration (33 mM) gehalten. Als basale Kontrolle diente hier
die Standard-Glukosekonzentration des INS-1 Wachtumsmediums
von 11 mM. Hohe Glukosespiegel induzierten hier die relative Cas-
pase 3-Aktivitdit um das 4,7-fache des Basalwertes und die Anzahl
der kondensierten apoptotischen Zellkerne auf 6,7 %, ohne Nekro-
se zu induzieren. Glp-1 und Exendin-4 inhibierten unter diesen
Bedingungen Apoptose, wobei der Effekt von Exendin-4 auf Ebe-
ne der Caspase 3-Aktivitat signifikant starker war. Auf Ebene der
Kernfragmentation war dieser Unterschied allerdings nicht festzu-
stellen (Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Inhibition von Glukose-induzierter Apoptose durch
Glp-1RA. INS-1 Zellen wurden unter Standardbedingungen (11 mM Glu-
kose) oder mit hohen Glukosekonzentrationen (33 mM) in Anwesenheit
von je 10 nM Glp-1RA kultiviert. Die Bestimmung von Apoptose erfolgte
entweder tiber die Messung der Caspase 3- Aktivitat (A) oder der Kerfrag-
mentation (B). Die Daten stammen aus 3 unabhéngigen Experimenten
und sind als Mittelwerte +/- SEM dargestellt, **/*** signifikant unter-
schiedlich zum Zytokinwert bzw. signif. Unterschied zwischen markierten
Werten, ** p<0.01, *** p<0,001. { nicht sigifikant unterschiedlich.

59



3. ERGEBNISSE

3.2.3 Induktion durch freie Fettsiauren

Bei diesen Experimenten wurden INS-1 Zellen Palmitinsaure (ge-
koppelt an BSA) ausgesetzt. Um den synergistischen Effekt von
Glukose auf die Betazellapoptose zu minimieren, wurden die Ver-
suche bei einer niedrigen Glukosekonzentration durchgeftihrt. Freie
Fettsduren erhohten hier die Anzahl von apoptotischen Kernen
von 1,2 % um das 4-fache auf 4,8 % der Gesamtzellzahl. Auch
hier wurden keine nekrotischen Ereignisse festgestellt. Glp-1RA
reduzierten in einer Konzentration von 100 nM die Apoptose un-
ter diesen Bedingungen um 40-50 %, bei geringerer Konzentration
(10 nM) konnte allerdings keine signifikante anti-apoptotische Wir-
kung festgestellt werden. (Abb. 3.4)

Es konnte demnach gezeigt werden, dass alle Glp-1-Mimetika
in dem gewahlten Zellsystem eine inhibitorische Wirkung auf ver-
schiedene apoptotische Stimuli austiben. Im Folgenden sollte die
Wirkung von Exendin-4 auf das Proteom isolierter Mitochondrien
unter apoptotischen Bedingungen ndher untersucht werden, um
mogliche neue Wirkmechanismen dieses Glp-1-Mimetikums auf-
zudecken.

3.3 Praparation funktioneller Mitochondri-
en

Um Veranderungen in den Proteinmustern durch Zytokin-indu-
zierte Apoptose und ihre Inhibition durch Exendin-4 aufzukléiren,
wurde ein Protokoll zur Aufreinigung funktioneller Mitochondrien
etabliert (nach [219], modifiziert). Dazu wurden die Zellen mit Zy-
tokinen und Exendin-4 wie beschrieben behandelt und direkt far
die Organellaufbereitung verwendet. Um die Probenzusammenset-
zung und die Verteilung der Organellen wihrend der Aufreinigung
bestimmen zu kénnen, wurden Enzymtests durchgefiihrt. Durch
die Messung der Succinat-Dehydrogenase - dem Markerenzym fir
Mitochondrien - wurden funktionelle Mitochondrien in den Frak-
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Abbildung 3.4: Inhibition von FFA-induzierter Apoptose durch Glp-
1RA. INS-1 Zellen wurden fir 18 h in fettsdurehaltigem (500 yM Palmi-
tinsdure an BSA, Verhaltnis 3:1) Hungermedium in Anwesenheit von Glp-
1RA Kkultivert. Als Negativkontrolle diente entsprechend Hungermedium
mit der gleichen BSA-Konzentration. Apoptose wurde durch die Messung
von fragmentierten Zellkernen bestimmt. Die Daten stammen aus fanf
unabhéngigen Experimenten und sind als Mittelwerte +/- SEM darge-
stellt * p<0.05, ** p<0.01

tionen des Saccharose-Dichtegradienten zwischen 34 und 38 %
Saccharose gemessen. Die berechnete Ausbeute betrug dabei 42,1
%. Die Verunreinigung der Mitochondrienfraktion durch andere
Organellen wurde durch die Messung der entsprechenden Marke-
renzyme bestimmt. Verglichen mit der Ausgangsaktivitit konnten
Mitochndrien um den Faktor 10 angereichert werden (Abb. 3.5).
Dadurch konnten funktionelle Mitochondrienfraktionen mit mehr
als 60 % Mitochondrien fiir die vergleichende quantitative Analyse
der Proteinmuster verwendet werden, um eine detaillierte Untersu-
chung des Organellen-Subproteoms durchzufiihren.
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Abbildung 3.5: Anreicherung von Organellen wihrend der subzel-
lulidren Fraktionierung. Fir die Préparation der Mitochondrien wur-
den die Zellen wie in 2.2.6 beschrieben behandelt. Die Organell-
Zusammensetzung wurde nach jedem Praparationsschritt durch die Mes-
sung des jeweiligen Leitenzyms bestimmt. Aus ihren Aktivititen wur-
den die Anreicherungsfaktoren bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte +/-
SEM aus 14 Aufreinigungen. */*** signifikant unterschiedlich zum Homo-
genat, * p<0,05; *** p<0,001.

3.4 Vergleichende, quantitative Analyse ver-
schiedener mitochondrialer Proteinmus-
ter durch 2D-DIGE

Fur die quantitative Analyse der mitochondrialen Proteinmuster
wurde die zweidimensionale differentielle Gelelektrophorese (two-
dimensional difference gel electrophoresis, 2D-DIGE) verwendet. Da-
zu wurden 0,5 mg der Proteinproben gelost und vor der elektro-
phoretischen Auftrennung mit Fluoreszenzfarbstoffen (Cy3/Cyb5)
markiert. Um potentielle Fehler bei der Proteinmarkierung aus-
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zuschlieflen, wurden die Proben wechselseitig sowohl mit Cy3 als
auch mit Cyb gefarbt. Zur Generierung eines internen Standards
wurden gleiche Mengen jeder Probe gemischt und mit Cy2 gefarbt.
Gleiche Mengen der entsprechend markierten Proben wurden ge-
mischt (150 ug/Gel) und auf 2D-Gelen tiber die pH-Bereiche 4-
7 und 6-9 aufgetrennt (Abb. 3.6). Um die Proteinmuster zu un-
tersuchen, wurden die Gele mit den entsprechenden fluorophor-
spezifischen Anregungs- und Emissionswellenlangen detektiert, wo-
durch sich drei unabhangige Bilder ergaben, jedes spezifisch fur
die entsprechende Cy-markierte Probe. Die Bildanalyse wurde au-
tomatisch mit der Proteomweaver Software (Version 4.0) durchge-
fihrt. Nur diejenigen Proteinspots wurden ausgewahlt, die in allen
analysierten Gelen vorhanden und Unterschiede hinsichtlich ihrer
Abundanz grofer als einen Faktor 1,5 aufwiesen. Uber alle Gele
wurden 2015 Proteinspots im pH-Bereich zwischen 4 bis 9 detek-
tiert. Davon waren 142 Spots der mitochondrialen Proteinprofile
signifikant verandert.

3.5 Identifikation der unterschiedlich ex-
primierten Proteinspots

Diese 142 Proteinspots wurden zur Identifikation aus den Gelen
ausgeschnitten, mit Trypsin im Gel verdaut und die resultierenden
Peptide anschlieffend einer massenspektrometrischen Analyse un-
terzogen. Durch eine Suche in der Swiss-Prot Datenbank konnten
insgesamt 51 Proteinspots identifiziert werden (markiert in Abb.
3.6). Diese konnten insgesamt 36 Proteinen zugeordnet werden, 13
davon konnten aufgrund ihrer Annotation in der Datenbank Mit-
ochondrien zugeordnet werden. (Tab. 3.1).

27,8 % der identifizierten Proteine konnten in mehr als einem Spot
nachgewiesen werden, vermutlich aufgrund post-translationaler Mo-
difikationen (PTM) wie Phosphorylierungen, Acetylierungen oder
Ribosylierungen.
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Abbildung 3.6: Mitochondriales Proteinmuster aus INS-1 Zellen. Ty-
pisches 2D-Proteinmuster von aufgereinigten Mitochondrien aus INS-1
Zellen. Die Proben wurden wurden auf IPG-Streifen tiber die pH-Bereiche
4-7 (A) und 6-9 (B) aufgetrennt. Durch die automatisierte Analyse durch
Proteomweaver konnte 2015 Proteinspots aus allen replizierten Gelen
detektiert und verglichen werden. Die markierten Spots wurden durch
MALDI-TOF-TOF-Analysen identifiziert (Tab. 3.1).
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Beispielsweise wurde ein Hitzeschockprotein aus dem ER, das glu-
cose regulated protein 78 (Grp78/BiP) in vier nebeneinander gele-
genen Spots gefunden. Der im sauren Teil des Gels gelegene Spot
(Nr. 442) war durch Zytokin-Behandlung signifikant in seiner Ab-
undanz verstarkt (Faktor 1,53), die anderen drei Spots (551, 563
und 985) wurden dagegen reprimiert. Durch die Behandlung mit
Exendin-4 waren die Spots, verglichen mit den Zytokinwerten, leicht,
aber signifikant starker. Ein Vorlauferprotein der lysosomalen Pro-
tease Cathepsin D wurde ebenfalls reguliert und wurde in fanf
Spots identifiziert. Vier davon (5, 172, 472 und 902) waren signifi-
kant niedriger durch die Zytokin-Behandlung. Die Aktivierung von
Procathepsin (52 kDa) wird durch eine Spaltung in eine interme-
didre Form (48 kDa) und weiter in das reife doppelkettige Enzym
erreicht (14 und 34 kDa). Die detektierten Spots lagen bei einer
molekularen Masse von etwa 50 kDa.

Die mitochondriale Aconitase wurde in drei Spots identifiziert, zwei
davon (4544 und 4470) wurden durch die Behandlung mit Zytoki-
nen herunterreguliert.

Viele der identifizierten Proteinspots gehoren zur mitochondrialen
Elektronentransportkette. Das NADH Dehydrogenase (Ubiquinon)
Fe-S Protein 1 ist Teil von Komplex I und wurde durch Zytokine
signifikant in seiner Abundanz verringert (Nr. 154). Die Succinat-
Dehydrogenase (Ubiquinon) Flavoprotein Untereinheit, die Teil des
Komplexes II der Atmungskette ist, war durch Zytokine reprimiert
in Spot Nr. 1168 und induziert in Spot Nr. 1048, was auf eine Ver-
schiebung durch PTM hinweisen kénnte. Das Ubiquinol-Cytochrom
¢ Reduktase Kernprotein 1 ist Teil vom Komplex III und wurde
durch Zytokine reprimiert (Nr. 446, Faktor 0,6). In der Kombina-
tion mit Exendin-4 war dieser Effekt verglichen mit der alleinigen
Behandlung mit Exendin-4 komplett aufgehoben. Die a- und (-
Untereinheiten der F,-Doméane der ATP-Synthase (Komplex V) wur-
den in zwei Spots identifiziert (Nr. 4764 und 434) und wurden beide
durch Zytokin-Behandlung herunterreguliert. Durch die Kombina-
tion der Zytokine mit Exendin-4 wurde dieser Effekt zumindest bei
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der -Untereinheit signifikant gegenreguliert (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Regulation von Proteinen der Atmungskette. 3D-
Darstellungen der Intensitaten der Proteinspots von NADH Dehydrogen-
ase (Ubiquinon) Fe-S Protein 1 (A, Nr. 154), der Succinat-Dehydrogenase
(Ubiquinon) Flavoprotein Untereinheit (B, Nr. 1168), dem Ubiquinol-
Cytochrom c Reduktase Kernprotein 1 (C, Nr. 446) und der ATP-Synthase
g (D, Nr. 434), jeweils markiert mit einer dunklen Raute. Die jeweiligen
Faktoren (Mittelwerte) wurden der Proteomweaver-Software entnommen
und beziehen sich auf den Basalwert. */**/*** signifikant unterschiedlich
vom Basalwert, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. +++ signif. unterschiedl.
vom Zytokin-Wert, p<0.001.

3.6 Regulation von Grp78/BiP durch Glp-
1RA

Wie zuvor erwahnt (3.5), wurde das molekulare Chaperon Grp78
/BiP durch die Behandlung mit Zytokinen reguliert. Um dies zu ve-
rifizieren, wurde eine Expressionsanalyse durchgeftihrt. INS-1 Zel-
len wurden wie zuvor mit Zytokinen und 100 nM Exendin-4 be-
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handelt und die Zellen lysiert (2.2.8). Durch SDS-PAGE, Western-
Blot und anschliefender Immundetektion auf Grp78/BiP und Tu-
bulin wurde die Expression von Grp78/BiP untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass die Expression dieses Hitzeschockproteins durch
Exendin-4 signifikant induziert wird (Faktor 1,53 +/- 0,24). Die
Anwesenheit von Zytokinen fihrt zu einer Abschwachung dieser
Induktion. Zytokine allein ftihrten dagegen zu keiner Veranderung
der Grp78/Bip-Expression.
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Abbildung 3.8: Regulation der Grp78/BiP-Expression. Nach einer funf-
stiindigen Vorinkubation mit 100 nM Exendin-4 wurden INS-1 Zellen mit
einem Zytokincocktail behandelt. Die Lysate (5 ;g pro Spur) wurden tiber
SDS-PAGE aufgetrennt und auf BiP und Tubulin immundetektiert. Dar-
gestellt sind reprasentative Blots von vier unabhédngigen Experimenten.
Die Auswertungen wurden mittels ECL-Reaktion mit der Lumilmager-
Software durchgeftihrt. Die Daten wurden auf die Tubulinexpression nor-
miert und sind als Mittelwerte +/- SEM dargestellt, *** signifikant unter-
schiedlich zum Basalwert, p<0,001; # nicht signifikant unterschiedlich.
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3.7 Inhibition von oxidativem Stress durch
Glp-1RA

Die Veranderung mitochondrialer Atmungsketten-Proteine koénn-
te auf eine Regulation der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies hin-
deuten. Um die Bildung von ROS in INS-1 Zellen untersuchen zu
koénnen, wurden Messungen mit DCF durchgefiihrt. Sowohl die Be-
handlung mit Zytokinen als auch mit hohen Glukosespiegeln fiihr-
te zu einer signifikant gesteigerten Bildung von ROS (Abb. 3.9) auf
das 1,4-fache des Basalwertes. Exendin-4 reduzierte die Glukose-
induzierte ROS-Produktion um etwa 80 %, durch Glp-1 wurde der
Wert dagegen nicht signifikant geandert. Weiterhin inhibierte Exendin-
4 die Zytokin-induzierte ROS-Bildung nahezu vollstandig (10 nM)
bzw. Giber den Basalwert hinaus (100 nM). Dabei war der Effekt der
hoheren Konzentration signifikant starker.

3.8 Auswirkungen von Glp-1RA auf die Ak-
tivierung der Adenylatcyclase

Im folgenden Teil sollten die proximalen Signalwege von Glp-1-
Mimetika dahingehend untersucht werden, ob sie eine Rolle in der
Vermittlung der anti-apoptotischen Effekte spielen. Besonders die
Relevanz der Akt wurde in diesem Zusammenhang untersucht.

Nach der Bindung von Glp-1 an seinen Rezeptor wird die Ade-
nylatcyklase durch die a-Untereinheit des an den Rezeptor gekop-
pelten G-Proteins aktiviert und dadurch das intrazelluldare cAMP-
Niveau erhoéht. Um die Aktivierbarkeit der Adenylatcyklase durch
Glp-1RA zu testen, wurden cAMP-Spiegel in stimulierten INS-1-
Zellen gemessen.

Dazu wurden die Zellen zunachst mit IMBX behandelt, um den
Abbau von cAMP durch Phosphodiesterase-Aktivitat zu inhibieren.
Anschlieflend wurden die Zellen mit 100 nM Glp-1RA bzw. mit 30
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Abbildung 3.9: Bildung reaktiver Sauerstoffspezies nach Zytokin-
und Glukosebehandlung. INS-1 Zellen wurden entweder fir 5 h in Hun-
germedium kultiviert und danach fir 22 h mit Zytokinen behandelt (A)
oder fir 3 Tage in einem Medium mit hoher Glukosekonzentration ge-
halten (B). Dies geschah jeweils in Anwesenheit von Glp-1RA in den an-
gegebenen Konzentrationen. Anschlieffend wurden die Zellen fiir 30 min
mit DCF beladen, danach lysiert und der Gehalt an oxidiertem DCF be-
stimmt (2.2.12). Die Daten stammen jeweils aus drei unabhangigen Ex-
perimenten und sind als Mittelwerte +/- SEM dargestellt + signifikant
unterschiedlich von basal, p<0,05, * signif. unterschiedl. vom Glukose-
Wert, p<0,05, **/*** signif. unterschiedl. vom Zytokin-Wert, **p<0.01,
***p<0.001, { nicht signif.

uM Forskolin fiir 30 min inkubiert. In den Lysaten wurde dann
der cAMP- und Proteingehalt bestimmt. Es zeigte sich, das alle
Glp-1RA etwa in gleicher Weise den intrazellularen Gehalt an zykli-
schem AMP signifikant und konzentrationsabhangig steigern (Abb.
3.10).
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Abbildung 3.10: Messung von cAMP Spiegeln nach Glp-1RA-Stimulus.
INS-1 Zellen wurden fiir 30 min mit je 100 nM (A) bzw. 0,1-100 nM (B)
Glp-1RA in Anwesenheit von IBMX inkubiert. Als Positivkontrolle diente
Forskolin. Die Messung von intrazellularem cAMP erfolgte tiiber den cAMP
ELISA nach Herstellerprotokoll. Die Daten stammen aus drei (A) bzw.
zwei (B) unabhéngigen Experimenten und sind als Mittelwerte +/- SEM
dargestellt *p<0,05, **p<0,01

3.9 Auswirkungen von Glp-1RA auf die Ak-
tivierung der Akt

Die Akt (oder Proteinkinase B) ist eine Serin/Threonin- Kinase,
die an der Zellproliferation und Apoptose beteiligt, aber auch Teil
der Insulinsignalkaskade ist. Bekannt sind insgesamt 3 Isoformen,
wobei Aktl und Akt3 ubiquitar, die Akt2 vor allem in insulinsen-
sitiven Geweben exprimiert ist. Die Kinase liegt unterhalb der PI3-
Kinase und wird durch diese an die Zellmembran rekrutiert, wo sie
von anderen Kinasen an ihren Phosphorylierungsstellen Ser'™ und
Thr3® phosphoryliert und somit aktiviert wird. In diesem Versuch
sollte die Aktivierung der Akt durch die Glp-1RA untersucht wer-
den.

Dazu wurden INS-1 Zellen fiar O bis 30 Minuten bzw. 24 Stunden
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mit je 10 nmol/1 Glp-1, Exendin-4 oder AVEOO10 inkubiert. Als Po-
sitivkontrolle diente 10 nmol/1 IGF-1 far 10 Minuten. Im Western
Blot wurde die relative Phosphorylierung und die Expression der
Akt in Gesamtzelllysaten bestimmt.

Dabei konnte festgestellt werden, das die Akt nicht akut innerhalb
von 30 Minuten von den Glp-1RA phosphoryliert wird. Bei IGF-1
ergab sich dagegen nach 10 Minuten eine starke Aktivierung (Fak-
tor 12,0 +/- 0,4 bzw. 7,3 +/- 1,2) an beiden Phosphorylierungs-
stellen (Abb. 3.11). Uber einen langeren Zeitraum wurde die Akt
allerdings an Ser'™ etwa zweifach tiber dem Basalwert phosphory-
liert, ohne in ihrer Expression verandert zu werden (Abb. 3.12).

3.10 Transiente Genrepression der Akt

Um die Rolle der Akt in der Glp-1 rezeptorvermittelten antia-
poptotischen Wirkung besser untersuchen zu kénnen, wurde die
Akt 2 mittels siRNA transient reprimiert. Hierfir wurden 20 nM
doppelstrangige siRNA-Molekiile gegen die Akt 2 (UGCCCUUCUA-
CAACCAGGAdTdT) in INS-1 Zellen transfiziert (2.2.7). 48 h nach
der Transfektion wurden die Zellen lysiert (2.2.8) und die Lysa-
te in einem 10-prozentigen SDS-Gel aufgetrennt. Mittels Western-
Blot-Analyse mit anschlieender ECL-Detektion wurden mit spezi-
fischen Antikérpern gegen alle drei Isoformen der Akt die Genre-
pression quantifiziert. Mit diesem Ansatz lie3 sich die Expression
der Akt 2 auf 38,3 (+ 0,04) % reduzieren. Die Expression der beiden
anderen Isoformen blieb dagegen unverandert (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.11: Kurzzeitige Aktivierung der Akt durch Glp-1 Rezep-
toragonisten. (obery INS-1 Zellen wurden fiir verschiedene Zeiten mit
Glp-1 Rezeptoragonisten bzw. IGF-1 als Kontrolle (je 10 nmol/]) inku-
biert. Die Lysate (5 ug pro Spur) wurden tber SDS-PAGE aufgetrennt
und auf phospho-Akt (Thr), phospho-Akt (Ser) und Tubulin immunde-
tektiert. Dargestellt sind reprasentative Blots von drei unabhingigen Ex-
perimenten. (unten) Die Auswertungen wurden mittels ECL-Reaktion mit
der Lumilmager-Software durchgeftihrt. Dei Daten wurden auf die Tubu-
linexpression normiert und sind als Mittelwerte +/- SEM dargestellt. **
p<0,01, *** p<0,001
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Abbildung 3.12: Langzeitige Aktivierung der Akt durch Glp-1 Rezep-
toragonisten. INS-1 Zellen wurden fiar 24 h mit je 100 nmol/1 Glp-1
Rezeptoragonisten behandelt. Die Lysate (5 ug pro Spur) wurden uber
SDS-PAGE aufgetrennt und nach phospho-Akt, Akt und a-Tubulin im-
mundetektiert. Dargestellt sind reprasentative Blots aus drei unabhan-
gigen Experimenten. Dargestellt sind auf Tubulin normierte Mittelwerte
+/- SEM. */**/*** gjgnifikant unterschiedlich zum Basalwert, * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001.
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Abbildung 3.13: Transiente Genrepression der Akt. INS-1 Zellen wur-
den 24 h nach Aussaat mit einer Akt 1/2-spezifischen siRNA (20 nmol/1)
mittels Lipofektion transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert, die
Zelllysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt und nach Akt 1-3 detektiert.
Dargestellt sind reprasentative Blots von drei unabhingigen Experimen-
ten. Die Daten sind auf die Tubulinexpression normiert und als Mittel-
werte +/- SEM dargestellt. § nicht signif., *** p<0,001
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3.11 Caspase 3-Aktivitat nach Repression
der Akt

Um unter diesen Bedingungen die Auswirkungen der Genre-
pression der Akt 2 auf die antiapoptotische Wirkung von Glp-1RA
zu untersuchen, wurde die Caspase 3-Aktivitit bestimmt. Dazu
wurden INS-1 Zellen zunachst mit der spezifischen siRNA transfi-
ziert (2.2.7). Nach 24 h wurde dann die Apoptose durch Zytokine in
An- bzw. Abwesenheit von AVEOO10 induziert und in den entspre-
chenden Lysaten die Caspase 3-Aktivitdt bestimmt. Im basalen Zu-
stand (Werte der siRNA-Kontrolle) stieg die Aktivitat nach Zytokin-
behandlung um das 2,6-fache des Ausgangswertes an und wurde
durch Behandlung mit AVEOO10 um 69,7 (+ 11,3) Prozent redu-
ziert. Nach Genrepression der Akt 2 verdoppelten sich sowohl die
Kontroll- als auch die Zytokin-induzierten Werte. Hier lag die rela-
tive Caspase 3-Aktivitat 3,2-fach tiber dem dazugehorigen Basal-
wert. Die Reduktion der Caspase 3-Aktivitat durch AVEOO10 blieb
dagegen nahezu unverandert bei 64,7 (+/- 4,7) Prozent (Abb. 3.14).

3.12 Kombination von Glp-1RA und Insu-
linanaloga

Einige Insulinanaloga zeigen ebenfalls eine Betazell-protektive
Wirkung gegen Zytokin- und Fettsaure-induzierte Apoptose [220].
Dieser Effekt wird vermutlich tiber den Akt-Signalweg vermittelt.
Wenn die antiapoptotische Wirkung von Insulinanaloga und Glp-
1RA also uiber unterschiedliche Signalkaskaden vermittelt wird,
konnte eine Kombination dieser Peptide zu einer Verstarkung die-
ses Effektes fuhren. Dies sollte im weiteren eingehender unter-
sucht werden. Apoptose wurde hierbei entweder mit Zytokinen (1.2.2)
oder mit freien Fettsauren (1.2.2) ausgelost, nachdem die Zellen fur
5 h serumfrei mit unterschiedlichen Kombinationen aus Glp-1RA
und Insulinanaloga vorbehandelt wurden.
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Abbildung 3.14: Auswirkungen des Akt Silencing aus die Glp-1 re-
zeptorvermittelte anti-apoptotische Wirkung. INS-1 Zellen wurden 24
h nach Aussaat mit einer Akt 1/2-spezifischen siRNA mittels Lipofecti-

Csp3 Aktivitit (%)

on transfiziert. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und nach einer
Vorinkubation mit AVEOO10 wurden die Zellen einem Zytokincocktail (4
ng/1 IL-13, 1 ng/ml IFN-+) fur weitere 22 h ausgesetzt. In den Lysaten
(n=8) wurde die Caspase 3-Aktivitit gemessen. Die Daten sind als Mittel-
werte +/- SEM dargestellt, *** signifikant unterschiedlich vom Zytokin-
Wert, p<0,001.

3.12.1 Inhibition zytokin-induzierter Apoptose

Die Insulinanaloga Glulisin, Lispro und Glargin wurden in Konzen-
trationen von 500 nM eingesetzt, Glp-1RA bei 100 nM. Die Zellen
wurden anschlieffend lysiert und die Caspase 3-Aktivitat in diesen
Zellextrakten bestimmt (2.2.11). Dabei zeigte sich zunachst, dass
alle drei eingesetzten Insulinanaloga die zytokininduzierte Apopto-
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se in dhnlicher Weise inhibieren (Abb. 3.15): Glulisin um 37,2 (+/-
4,9), Lispro um 45,9 (+/- 4,8) und Glargin um 47,3 (+/- 6,3) Pro-
zent. In Kombination mit Glp-1RA zeigte sich unter diesen Bedin-
gungen ein signifikanter Anstieg auf bis zu 91,0 (+/- 5,0) Prozent
im Fall von Exendin-4 kombiniert mit Insulin Glargin.

3.12.2 Inhibition fettsdureinduzierter Apoptose

Hierbei wurden sowohl die Insulinanaloga als auch die Glp-1RA
in einer Konzentration von 100 nmol/] eingesetzt. Die Kerne der
Zellen wurden anschliefend mit Hoechst33342 angefarbt und un-
tersucht (2.2.11). Wie bei der zytokininduzierten Apoptose zeigte
sich auch mit freien Fettsduren eine signifikante Reduktion der
Apoptose durch Insulinanaloga: Insulin Glulisin reduzierte hier um
49,4 (+/- 5,0), Lispro um 56,2 (+/- 7,6) und Glargin um 36,7 (+/-
5,1) Prozent. In Kombination mit Glp-1RA zeigte sich nur bei Insu-
lin Glargin eine signifikant erh6éhte antiapoptotische Wirkung mit
Werten bis zu 79,7 (+/- 3,5) Prozent (Abb.3.16).
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Abbildung 3.15: Auswirkungen von Glp-1 Rezeptoragonisten und In-
sulinanaloga auf die zytokininduzierte Apoptose. Nach einer Vorin-
kubation mit Glp-1 Rezeptoragonisten (100 nmol/l) und Insulinanaloga
(500 nmol/]) far 5 h wurden die Zellen far 22 h einem Zytokincocktail
(4 ng/ml IL-17), 1 ng/ml IFN-vy ausgesetzt. Die Messung der Caspase 3-
Aktivitaten in den Zelllysaten erfolgte mit dem Caspase 3 Assay Kit (BD
Biosciences) laut Herstellerangaben. Die Daten (n=6) sind als Mittelwer-
te +/- SEM dargestellt. **/*** signif. unterschiedlich zum Insulin-Wert,
** p<0,01, *** p<0,001; +/++/+++ signif. untersch. zum Wert des Glp-1-

Mimetikums ohne Insulin, + p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001
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Abbildung 3.16: Auswirkungen von Glp-1 Rezeptoragonisten und In-
sulinanaloga auf die fettsaureinduzierte Apoptose. INS-1 Zellen wur-
den in Anwesenheit von Glp-1 Rezeptoragonisten (10 nmol/1) und Insu-
linanaloga (100 nmol/]) fiir 18 h in einem fettsdurehaltigen (500 pmol/1
an BSA) inkubiert. Zur Detektion wurden die Zellen mit Hoe33342 und PI
gefarbt und im Fluoreszenzbild ausgezdhlt. Die Daten (n=6, je 500 Zellen)
sind als Mittelwerte +/- SEM dargestellt. *** signifikant unterschiedlich
zum Wert des Insulins, p<0,01, ++ signifikant unterschiedlich zum Wert

des Glp-1-Mimetikums ohne Insulin, p< 0,01

83



4. DISKUSSION

4 DISKUSSION

4.1 Zum verwendeten Zellmodell

Die Langerhans’schen Inseln des Pankreas bestehen aus insge-
samt funf Zelltypen und machen etwa 1-2 % der gesamten Pan-
kreasmasse aus (Tab. 4.1). Die Insulin-sezernierenden Betazellen
nehmen dabei etwa 65-80 % einer Pankreasinsel ein. Sie spie-
len sowohl in der Entwicklung eines Typ-1- als auch eines Typ-
2-Diabetes eine grofie Rolle (1.2.2) und sind daher als Untersu-
chungsobjekt in der Grundlagenforschung unentbehrlich.

Zelltyp Hormon prozentualer Anteil
16} Insulin 65-80
a Glukagon 15-20
o Somatostatin 3-10
PP pankreatisches Polypeptid 1
€ Ghrelin <1

Tabelle 4.1: Zelltypen des endokrinen Pankreas.

Idealerweise wiirden fiir Untersuchungen der Betazelle priméare
Pankreasinseln verwendet, um einen moglichst nahen Bezug zum
humanen Organismus herzustellen. Allerdings fihrt der geringe
Anteil der Betazellen im Pankreas zu einer geringen Ausbeute bei
der Isolation von Pankreasinseln. Auch ist der Zugang fiir die Grund-
lagenforschung limitiert. So sind Inseln humaner Spender nur post
mortem entnehmbar und zunéchst fur die Transplantation bestimmt.
Deshalb werden sie normalerweise nur fiir die Grundlagenforschung
freigegeben, wenn sie sich nicht mehr fir eine Transplantation eig-
nen. Dennoch sind einige Studien tiber Betazell-Apoptose an frisch
isolierten humanen Pankreasinseln beschrieben [201, 113, 134,
124, 221].
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Zur Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit waren, insbesondere fiir
die Proteomanalyse, grofere Mengen von Zellmaterial vonnéten.
Dies konnte nur durch den Einsatz einer Zelllinie gewahrleistet
werden. Dies wurde bereits in zwei Studien zur Untersuchung von
Apoptose mittels Proteomanalyse mit Subklonen der INS-1 Zelllinie
gezeigt [222, 223].

Das ideale Zellsystem zur Beobachtung der Betazell-Physiologie
sollte alle Eigenschaften einer primaren Betazelle besitzen. Dazu
gehort ein hoher Gehalt an Insulin und die Kontrolle von Insulin-
biosynthese, -prozessierung und -freisetzung durch physiologische
Stimuli, allen voran Glukose.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Insulinoma-Zellinie INS-1 ver-
wendet. Sie wurde aus einem durch radioaktive Strahlung in Rat-
ten erzeugtem Tumor [224] durch Zugabe von 2-Mercaptoethanol
generiert [225]. Sie zeigt einen bestindigen Anstieg der Insulinse-
kretionsrate zwischen O und 11,2 mM Glukose und der maximale
Anstieg zwischen 2,8 und 20 mM Glukose war 2,2-fach. Eine weite-
re Steigung wurde durch den Einsatz von IBMX erreicht [225]. Bei
frisch isolierten Pankreasinseln wurde dagegen ein weitaus starke-
rer, 15-facher Anstieg verzeichnet [226]. Zur Kontrolle der verwen-
deten Zellen wurde in dieser Arbeit die Glukose-stimulierte Insulin-
sekretion gemessen. Hier konnte ein etwa 6-facher Anstieg bei 10
mM Glukose im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle beobachtet
werden.

4.2 Die antiapoptotische Wirkung von Glp-
1 Rezeptoragonisten

Im Typ-2-Diabetes sind die Betazellen des Pankreas erhéhten
Konzentrationen von Glukose und freien Fettsauren, aber auch
pro-inflammatorischen Zytokinen ausgesetzt (1.2.2), was bei chro-
nischem Verlauf zu Apoptose fiihrt. Diese Bedingungen wurden am
vorliegenden Modell der INS-1 Betazelllinie simuliert, um die anti-
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apoptotischen Wirkungen von Glp-1 Rezeptoragonisten untersu-
chen zu kénnen. Insgesamt wurden drei Glp-1RA untersucht, dar-
unter das biologisch aktive Glp-1(7-36)-amid, Exendin-4 und das
neuartige Mimetikum AVEOO10. Die anti-apoptotische Wirkung von
AVEOO10 wurde in dieser Arbeit erstmals studiert. Dabei war es
von besonderem Interesse, ob sich durch die verstarkte Affinitat
von AVEOO10 zum Glp-1 Rezeptor auch eine erhohte Betazell-protek-
tive Wirkung nachweisen lasst.

Apoptose kann mit verschiedenen Methoden nachgewiesen wer-
den, darunter die Messung von DNA-Einzelstrangbriichen, Bestim-
mung von Caspase-Aktivitaten, Untersuchung der Freisetzung von
Nucleosomen oder Cytochrom c, Veranderungen in der Plamamem-
bran-Struktur oder in der Morphologie der Zellkerne. Dabei ist
zu beachten, das die einzelnen Apoptose-Merkmale im Verlauf der
Apoptose zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftreten. In der vor-
liegende Arbeit wurde sowohl die Aktivitat der Caspase 3 bestimmt,
als auch die Chromatinkondensation in den Nuklei beobachtet.
Beide Ereignisse stehen am Ende der Apoptose-Kaskade und man
kann davon ausgehen, dass bei Eintreten dieser ein Zeitpunkt er-
reicht ist, bei dem kein Abbruch der Apoptose mehr moglich ist.
Die Messung der Capase-3-Aktivitat erlaubt eine Aussage uber die
relative Intensitat der Apoptose und bietet so gute und verlassli-
che Vergleichsmoglichkeiten zwischen verschiedenen Situationen.
Allerdings ist die basale apoptotische Aktivitdt mit dieser Metho-
de nicht messbar. Auch erlaubt sie keine Aussage tiber Caspase-
unabhangige Apoptose oder Nekrose. Die Messung der Kernkon-
densation und -fragmentation ermoglicht eine direkte und absolute
Messung von Apoptose, und durch die Gegenfarbung mit Propidi-
umjodid lasst sich auch Nekrose von Apoptose unterscheiden.
Glukose-induzierte Apoptose wurde durch die 3-tagige Behandlung
von INS-1 Zellen mit 33 mM Glukose erreicht. Diese Konzentration
erzeugt auch in humanen Pankreasinseln eine starke apoptotische
Reaktion [112]. Im Gegensatz zu humanen Pankreasinseln verbes-
sert ein Anstieg der Glukosekonzentration bis 11 mM die Uberle-
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bensfahigkeit von Inseln aus Ratten, erst oberhalb dieser Konzen-
tration tritt Apoptose auf (1.2.2) [110]. Aufgrund dieser Tatsache
wurde als Kontrolle das Basalmedium mit einer Glukosekonzentra-
tion von 11 mM gewahlt. In der anti-apoptotischen Wirkung zeigte
sich Exendin-4 wirksamer als Glp-1 selbst. Dies spiegelt sich auch
in seiner Wirkung gegen die Glukose-induzierte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies wieder (3.7). Dort zeigte sich Glp-1 wirkungslos,
wogegen Exendin-4 eine signifikante Reduktion der ROS-Bildung
erreichte. Fiir Exendin-4 ist bereits bekannt, dass es in der Lage
ist, durch H,0, -induzierten oxidativen Stress zu inhibieren. Dies
wird mit der durch Exendin-4 verursachten verminderten Expres-
sion von TXNIP (thioredoxin-interacting protein) in Verbindung ge-
bracht [227], welches in Zusammenhang mit dem zellularen Re-
doxstatus und der Betazell-Apoptose steht [228].

Freie Fettsdauren werden aus dem Fettgewebe durch Lipolyse freige-
setzt und dienen als wichtige Energiequelle fir verschiedene Orga-
ne. Chronisch erhéhte FFA-Konzentrationen fiihren allerdings zur
Dysfunktion und Apoptose der insulinproduzierenden Betazellen
(1.2.2). In der Kombination mit Glukose kénnen freie Fettsauren
synergistisch Betazell-Apoptose hervorrufen [129]. Deshalb wur-
de bei der Auslosung von Apoptose mit FFA in dieser Arbeit die
Glukose-Konzentration auf 5,5 mM gesenkt, um den alleinigen Ef-
fekt von Fettsauren untersuchen zu kénnen. Aufgrund ihrer Hy-
drophobizitat liegen langkettige Fettsauren wie z.B. Palmitinsaure
im Serum gebunden an Albumin vor [229]. Im Modell werden Fett-
sauren daher oft an BSA gekoppelt, bevor sie zur Zell-Behandlung
eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde Palmitinsdure in einem
molaren Verhéaltnis von 3:1 an BSA gebunden. Dieses Verhaltnis
spiegelt die Bindungskapazitat von BSA wieder und wurde eben-
falls in anderen Studien so eingesetzt [220, 230, 231]. Da FCS die-
ses Verhaltnis verdndern wtrde, wurde wahrend der Stimulation
FCS-freies Medium verwendet. Dies kann allerdings auch zu einer
Erhéhung der basalen Apoptoserate fihren, weshalb die entspre-
chende Kontrolle ebenfalls ohne FCS behandelt wurde. Die Anzahl
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apoptotischer Zellen wurde durch die Behandlung mit Palmitin-
saure etwa vierfach erhoht. Alle Glp-1RA reduzierten diesen Effekt
um ca. 40-50 % bei einer Konzentration von 100 nM, bei geringeren
Konzentrationen (10 nM) konnte allerdings kein anti-apoptotischer
Effekt mehr nachgewiesen werden. Signifikante Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Glp-1RA wurden nicht festgestellt.

Die verwendeten Konzentrationen der Glp-1RA sind aus der ak-
tuellen Literatur zur Untersuchung ihrer anti-apoptotischen Ei-
genschaften entnommen, gangig sind Konzentrationen zwischen 1
und 100 nM [201]. Man muss sich allerdings die Frage stellen,
ob dies auch in vivo relevant ist. Im nichternen Zustand findet
sich im humanen Blutplasma 7 (+/- 1) pM amidiertes Glp-1, post-
prandial steigt dieser Spiegel auf 40 (+/- 5) pM an [232]. In der
hier vorliegenden Arbeit wurden Konzentrationen ab 100 pM ge-
testet, die auch in geringem Umfang anti-apoptotisch wirkten. In
physiologischen Konzentrationen ist also vermutlich nur ein gerin-
ger anti-apoptotischer Effekt zu erwarten. Im Tierversuch mit ei-
nem Rattenmodell fiir Typ-2-Diabetes (ZDF-Ratte) erwies sich eine
zweitagige Infusion mit 30 pmol/kg min als anti-apoptotisch wirk-
sam [200]. Als Antidiabetikum ist Exendin-4 (Byetta) bei Typ-2-
Diabetikern in Kombination mit Metformin oder Sulfonylharnstof-
fen zugelassen. Standardmafig werden hier zweimal taglich 5 bzw.
10 pg injiziert. In klinischen Studien lielen sich im Blutplasma 10
Stunden nach Injektion von 10 ug Exendin-4 220 pg/ml Wirkstoff
nachweisen [233], das entspricht einer Konzentration von unge-
fahr 50 pM. Hohere Konzentrationen waren mit teils erheblichen
Nebenwirkungen verbunden [233]. Ob die therapeutisch eingesetz-
ten Konzentrationen bei Typ-2-Diabetikern zur Erhaltung der Be-
tazellmasse beitragen, bleibt also abzuwarten.

Beim Typ-1-Diabetes kommt es zur Infiltration von Makrophagen
in das Pankreas, wo sie pro-inflammatorische Zytokine freisetzen
und somit die Betazell-Apoptose induzieren. Neuere Studien be-
legen aber auch im Typ-2-Diabetes eine Einwanderung von Im-
munzellen in das Pankreas. Auferdem stimuliert Glukose die Frei-
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setzung von IL-1 aus den Betazellen selbst (1.2.2). Die Kombina-
tion von IL-13 und Interferon-y dient in vielen Studien als Mo-
dell der Betazell-Inflammation [230, 234, 222], und wurde hier
ebenfalls eingesetzt, um die anti-apoptotische Wirkung von Glp-
1-Mimetika zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Zytokin-induzierte Apoptose durch Glp-1RA (10 nM) um etwa 60 %
inhibiert. In hohen Konzentrationen (10-1000 nM) konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Peptiden fest-
gestellt werden. Lediglich bei einer Konzentration von 100 pM war
die Wirkung von Exendin-4 und AVEOO10 starker als die von Glp-1
selbst. Ob dies an der erhohten Stabilitit der Glp-1-Analoga liegt,
ist schwer zu beurteilen, da in diesem System kein Abbau durch
die DPP-4 stattfindet. In Tierexperimenten konnte allerdings ge-
zeigt werden, dass Glp-1 trotz seiner kurzen Halbwertszeit einen
persisitierenden Effekt aufweist [235].

4.3 Analyse mitochondrialer Proteinmus-
ter nach Exendin-4-Behandlung unter
Apoptose

Zur Analyse der Wirkung von Exendin-4 auf das Proteinmuster
isolierter Mitochondrien wurde hier die Methode der zweidimensio-
nalen differentiellen Gelelektrophorese (2D-DIGE) verwendet. Diese
neuartige Fluoreszenztechnik zur Markierung von Proteinen in Ge-
len ermoglicht einen groffen Spielraum in der Co-Separation und
Detektion verschiedener Proben, und durch den Einsatz eines in-
ternen Standards eine Quantifizierung von Proteinen von grofier
statistischer Aussagekraft. In INS-1 Zellen wurde diese Technik
bereits erfolgreich zur Untersuchung Zytokin-induzierter Apopto-
se angewendet [222].

Aktuelle Studien stellen die Mitochondrien in den Fokus der Apop-
toseregulation. Sie sind nicht nur die Hauptquelle fiir ROS in der
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Zelle, sondern regulieren die Apoptose tiber bcl-Proteine durch Aus-
schiittung pro-apoptotischer Faktoren (1.2.1). Aufgrund dieser Uber-
legungen wurden in der vorliegenden Arbeit die Effekte von Exendin-
4 gegen zytokininduzierte Apoptose auf Ebene des Mitochondrien-
Proteoms untersucht.

Die Reinheit der Mitochondrien-Praparation spiegelt sich in der
subzellularen Lokalisation der identifizierten Proteine wieder. Der
Hauptanteil (47 %) konnte eindeutig Mitochondrien zugeordnet wer-
den, einige Proteine sind im ER (9 %), andere in Lysosomen (6 %)
lokalisiert. Die restlichen identifizierten Proteine (38 %) konnten
keinem zelluldren Kompartiment eindeutig zugeordnet werden.

Die Mehrzahl der identifizierten Proteine sind am Metabolismus be-
teiligt, darunter auch Proteine der mitochondrialen Atmungskette.
Mitglieder von vier der flinf Proteinkomplexe der Elektronentrans-
portkette wurden identifiziert: Das NADH Dehydrogenase (Ubiqui-
non) Fe-S Protein 1 (Komplex I), Die Succinat-Dehydrogenase (Ubi-
quinon) Flavoprotein Untereinheit (Komplex II), Das Ubiquinol-Cy-
tochrom c¢ Reduktase Kernprotein 1 (Komplex III) und die ATP-
Synthase (Komplex V).

Die mitochondriale Atmungskette ist die Hauptquelle von intra-
zellularen reaktiven Sauerstoffspezies und gleichzeitig ein Angriff-
punkt der schadigenden Effekte von ROS. Da die Zelle auf den kon-
tinuierlichen Energiefluss und die Bildung von ATP angewiesen ist,
kann jede Veranderung der Atmungskette zu einer Schadigung der
Zelle fihren. Das Hyperoxid-Anion (O; ) entsteht als relativ stabiles
Intermediat bei der Reduktion von Sauerstoff wahrend der Atmung
und dient als Vorlaufer der meisten ROS in der Zelle. Etwa 1 % des
verbrauchten Sauerstoffs wird so schatzungsweise in ROS umge-
wandelt [236]. Des Weiteren kann die Hyperoxid-Produktion gestei-
gert werden, wenn die Rate des Elektronentransports durch den
Aufbau eines Protonengradienten in der inneren mitochondrialen
Membran limitiert wird. Solch ein Protonentuiberschuss tritt entwe-
der auf, wenn es zu einer Unterversorgung mit Reduktionsaquiva-
lenten in Form von NADH oder zu einer funktionellen Beeintrachti-
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gung von Komplexen der Atmungskette (vor allem Komplexe I und
III) kommt [237]. Durch Disproportionierung kann aus den gebil-
deten Hyperoxid-Anionen Wasserstoff-Peroxid entstehen, welches
in Anwesenheit von Fe’"-Ionen hochreaktive Hydroxylradikale bil-
den kann (Fenton-Reaktion). Die Veranderungen in der Abundanz
der identifizierten Proteine der Atmungskette lassen also auf einen
Anstieg der ROS-Konzentrationen in INS-1-Zellen nach Zytokin-
Behandlung schliefSen, die moglicherweise durch Exendin-4 un-
terbunden werden kann (Abb. 4.1). Dies konnte durch Messung
mit dem Fluoreszenzfarbstoff DCF tatsachlich gezeigt werden (3.7).
Allerdings lasst diese Methode keinen Schluss auf die Art der ge-
bildeten ROS zu, da DCF nicht speziell auf eine bestimmte Sauer-
stoffspezies reagiert. Dennoch konnte hier zum ersten Mal gezeigt
werden, das Exendin-4 durch Regulation der Atmungskette anti-
oxidativ wirken kann. Dies wird durch eine Studie unterstiitzt, in
der die Wirkung von Exendin-4 gegen H,O,-induzierte Apoptose in
INS-1 Zellen gezeigt werden konnte [227].

ROS verursachen in der Zelle speziell im Mitochondrium zahlrei-
che Schidden an der DNA, an Proteinen und an Lipiden. Ein wich-
tiger Mechanismus ist hier die Inaktivierung von FE-S-Proteinen,
darunter Proteine der Atmungskette inklusive der ATP-Synthase
und der Aconitase [80, 238]. Dies fiihrt einerseits wiederum zu ei-
ner sich verstarkenden ROS-Bildung, andererseits zur Reduktion
der ATP-Spiegel in der Zelle. Exendin-4 konnte hier die Zytokin-
induzierte Repression der f-Untereinheit der ATP-Synthase gegen-
regulieren (Abschnitt 3.5), was ebenfalls zu seiner anti-apoptoti-
schen Wirkung beitragen kénnte. Eine aktuelle Studie zeigt auch
eine Regulation der ATP-Synthase-3 durch hohe Glukose- und Fett-
saure-Konzentrationen [239]. Auch fiihrt eine Mutation im ATP-
Synthase-Gen in Ratten zur einer verminderten Glukosetoleranz,
Betazell-Apoptose und oxidativem Stress [240]. Die mitochondria-
le Aconitase wurde ebenfalls durch die Behandlung mit Zytoki-
nen verandert. Zwei der identifizierten Proteinspots waren in ih-
rer Abundanz verringert, was moglicherweise auf eine Inaktivie-
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Abbildung 4.1: Regulation von Proteinen der Atmungskette durch Zy-
tokine und Exendin-4. Die Behandlung mit Zytokinen fiihrt zu Expressi-

onsanderungen in Proteinen der mitochondrialen Atmungskette (schwar-
ze Pfeile), die teilweise durch Exendin-4 gegenreguliert werden (weisse
Pfeile). Dies fuhrt zu Veranderungen der ROS- und ATP-Produktion und
wirkt sich méglicherweise so auf die Betazell-Apoptose aus.

rung dieses Enzyms schliefen lasst. So ist bereits bekannt, dass
Interleukin-1 die Aconitase durch eine gesteigerte NO-Produktion
inhibiert [241]. Dies hat zwei Folgen fur die Zelle: Zum einen wird
durch ROS labiles Fe?* aus dem Fe-S-Zentrum der Aconitase gelost
und es kommt gleichzeitig zur Freisetzung von H,O, [242, 243], was
wiederum die Fenton-Reaktion beglinstigt. Zum anderen hat die
Aconitase eine zentrale Rolle im Citratzyklus, wo sie die Umwand-
lung von Citrat zu Isocitrat katalysiert. Ihre Inaktivierung kénnte
also zu einer Verminderung der metabolischen Aktivitidt und einer
verringerten ATP-Produktion fihren. Ein Einfluss von Exendin-4
auf die Regulation der Aconitase konnte in der hier vorliegenden
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Arbeit allerdings nicht beobachtet werden.

Ein weiterer Mechanismus, wie ROS die Apoptose stimulieren kon-
nen, ist die Beglinstigung der Cytochrom-c-Freisetzung, die einen
wichtigen Schritt zur Induktion der Caspase-Kaskasde darstellt
(Abschnitt 1.2.1). Normalerweise ist Cyt ¢ an der inneren mitochon-
drialen Membran durch das Phospholipid Cardiolipin verankert
[244], wo es am Elektronentransport zwischen Komplex III und IV
der Atmungskette beteiligt ist. Die Bindung von Cyt ¢ wird durch
die Peroxidation von Cardiolipin geschwacht [245] und sein Ge-
halt in der inneren Mitochondrienmembran verringert sich in An-
wesenheit von ROS [246]. So ist moglicherweise die Schwiachung
der Cardiolipin-Cyt c-Bindung ndétig, um Cyt ¢ aus dem Mitochon-
drium freizusetzen [247].

In den letzten Jahren gewann die Erkenntnis mehr und mehr an
Bedeutung, dass ER-Stress am Betazell-Tod beteiligt ist [248]. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass Exendin-4 Thapsigargin-indu-
zierten ER-Stress in Betazell-Linien und isolierten Pankreasinseln
der Ratte inhibieren kann [214]. Einige der hier identifizierten Pro-
teine sind im ER lokalisiert, was vermutlich durch Verunreinigun-
gen in der Mitochondrien-Aufreinigung begriindet liegt. Dies kénn-
te allerdings Hinweise auf die Beteiligung von ER-Stress im verwen-
deten Modell geben. Das molekulare Chaperon BiP/Grp78 (s. auch
1.2.1) wurde in vier Proteinspots gefunden, wobei durch Zytokin-
Behandlung eine Verschiebung hin zu dem im sauren Bereich lie-
genden Spot stattfand, moglicherweise durch Phosphorylierung.
Exendin-4 tbte allem Anschein nach auf diesen Prozess keinen
Einfluss aus. Um die Rolle von BiP/Grp78 in der vorliegenden Si-
tuation besser beurteilen zu kénnen, wurde die Expression dieses
Proteins nach Zytokin- und Exendin-4-Behandlung untersucht. Es
zeigte sich eine klare Expressionssteigerung von BiP/Grp78 durch
Exendin-4, die nach Zytokin-Behandlung leicht vermindert war.
Zytokine allein verdnderten die Expression von BiP/Grp78 aller-
dings nicht (Abschnitt 3.6). Eine verstarkte Expression von BiP/
Grp78 konnte zu einer reduzierten Betazell-Apoptose flihren. Ei-
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ne Studie belegt, dass die Uberexpression dieses Chaperons zu ei-
nem Schutz gegen Fettsaure-induzierte Apoptose fuhrt [144]. Eine
Phosphorylierung resultiert dagegen in einer reduzierten Binduns-
gkapazitat von Bip/Grp78 an Proteine [249], was moglicherweise
zu einer verminderten Fahigkeit flihrt, fehlgefaltete Proteine wieder
in ihren korrekten Zustand zu uUberfiihren [222]. Dies wtiirde zu-
sammengenommen eine Hypothese unterstiitzen, in der Zytokine
zu einer Modifikation und funktionellen Inhibition von BiP/Grp78
fiihren, wahrend Exendin-4 durch eine Verstarkung der Expres-
sion diesem Effekt entgegenwirkt. Um dies zu verifizieren, muss-
ten allerdings noch weitere Marker von ER-Stress in diesem Zu-
sammenhang untersucht werden. Interessant ware in diesem Zu-
sammenhang eine Proteomanalyse vom isolierten endoplasmati-
schen Retikulum nach Behandlung mit Exendin-4. Dies koénnte
weitere Zielproteine von Exendin-4 aufzeigen, die bei seiner anti-
apoptotischen Wirkung beteiligt sind.

4.4 Signaltransduktion von Glp-1

Die Aktivierung der Adenylatcyklase und die Produktion von
cAMP sind Schlusselsignale in der Wirkung von Glp-1 Rezepto-
ragonisten auf die Betazelle [250]. In dieser Arbeit konnte die Stei-
gerung intrazellularer cAMP-Spiegel eindeutig gezeigt werden. Ei-
nige Studien legen dagegen nahe, dass Glp-1 ebenfalls den PI3-K-
Signalweg aktiviert [251, 252], moéglicherweise tiber eine Transakti-
vierung des EGF-Rezeptors [205, 250] oder eine verstarkte Expres-
sion von IRS-2 [253, 254]. Wang et al. konnten in INS-1 Zellen eine
schnelle (nach 5 Minuten) 2 bis 3-fache Akt(Ser*”®)-Phosphorylie-
rung nach Glp-1-Stimulus nachweisen, die etwa 3 bis 4 Stunden
anhielt [204]. In der vorliegenden Arbeit konnte dagegen mit kei-
nem der verwendeten Glp-1-Mimetika eine Aktivierung der Akt, we-

473 noch an Threonin3®®

der am Serin , nachgewiesen werden. Die Po-
sitivkontrolle IGF-1 induzierte dagegen eine starke Akt-Phosphory-

lierung (3.9). Allerdings wurde die Akt durch eine Langzeitbehand-
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lung tber 24 Stunden mit Glp-1RA ohne eine Veranderung der Akt-
Proteinexpression etwa 2-fach stimuliert, passend zu einer friihe-
ren Studie [255]. Dies wtirde ein Modell unterstiitzen, bei dem die
durch Glp-1 erhéhten cAMP-Spiegel zu einer CREB-vermittelten
Induktion von IRS-2 fahren [256], gefolgt von einer Aktivierung
des PI3-K / Akt-Signalwegs [254]. Auf der anderen Seite konnte
hier durch die Genrepression der Akt gezeigt werden, dass dieser
Signalweg fur die anti-apoptotische Wirkung von Glp-1-Mimetika
nicht funktionell relevant ist (3.11).

Die Akt ist unter anderem ein Mediator der Vitalitit und der Apop-
tose-Inhibition in einer grofSen Zahl verschiedener Zelltypen [257].
Dennoch bleibt es zu klaren, ob die 3 bekannten Isoformen die-
ser Kinase unterschiedliche Funktionen haben. Es ist bisher un-
klar, ob alle Isoformen der Akt in primiren Betazellen exprimiert
werden, aber INS-1 Zellen zeigen eine deutliche Expression der
Akt 1-3 [258]. Dennoch ist nicht geklart, in welchem Verhéltnis
untereinander die Isoformen exprimiert sind. Es existieren zwei
Maus-knockout-Modelle, in denen die Gene von Aktl [206] bzw.
Akt2 [207, 208] ausgeschaltet wurden. Dabei entwickelt die Akt2-
k.o.-Maus einen schweren Diabetes, der mit einem Verlust der Be-
tazellen einhergeht [208]. Die Aktl-k.o.-Maus zeichnet sich zwar
durch ein verlangsamtes allgemeines Korperwachstum aus, zeigt
aber keine Verdnderungen hinsichtlich ihrer Glukosetoleranz oder
der Betazellmasse [206]. Daher scheint der Erhalt der Betazell-
Masse von der Akt2 abhdngig zu sein. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Rolle der Akt2 mittels siRNA-vermittelter Genrepression
untersucht. Der Vorteil gegentiber der Uberexpression einer domi-
nant negativen Variante liegt hier in der tatsachlichen Verringerung
des endogen vorhandenen Proteins. Ein eingebrachtes mutiertes
Protein kénnte durch seine veranderte Konformation andere Pro-
teine potentiell binden, die keine Bindungspartner des endogenen
Proteins darstellen, was zu unkontrollierbaren Nebenerscheinun-
gen fuhren wiirde. Deshalb wurde die Rolle der Akt mit dieser Me-
thode untersucht. Hiermit konnte die Expression der Akt2 auf un-
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gefahr 40 % Restexpression unterdriickt werden. Ubertragen auf
die Gesamt-Akt-Expression zeigte sich eine um 50 % reduzierte
Abundanz der Akt. Rein rechnerisch wtirde sich daraus ein tiber-
aus hoher Anteil der Akt2 an der Akt-Gesamtexpression verglichen
mit der Expression der anderen Isoformen ergeben. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Genrepression der Akt2 in INS-1 Betazellen
einen 2-fachen Anstieg der basalen und Zytokin-induzierten Apop-
tose bewirkt. Dieser Effekt konnte durch die verbleibenden zwei
Isoformen der Akt nicht kompensiert werden, was die prominente
Rolle der Akt2 hinsichtlich des Erhalts der Betazell-Masse unter-
streicht. Dennoch blieb die Inhibition durch Glp-1-Mimetika vergli-
chen mit der Basalsituation vollstindig unverandert. Daher lasst
sich schlussfolgern, das die Akt2 fiir die Glp-1-vermittelte anti-
apoptotische Wirkung keine Rolle spielt. Um die Rolle der Akt in
diesem Kontext vollstandig zu klaren, sollten die Isoformen 1 und
3 ebenfalls mittels siRNA reprimiert werden. Denkbar ware auch
ein gleichzeitiger knockdown aller Isoformen. Da allerdings zur Zeit
keine validierten siRNAs dieser Isoformen in der Ratte kommerziell
erhaltlich sind, erweist sich dieser Ansatz als sehr zeitaufwandig.

4.5 Verstarkte anti-apoptotische Wirkung
von Insulinanaloga durch Glp-1 Mime-
tika

In einer Studie mit INS-1 Betazellen konnte die anti-apoptotische
Wirkung einiger Insulinanaloga gegen Zytokin- und Fettsaure-indu-
zierte Apoptose gezeigt werden [220]. Diese neue Eigenschaft von
Insulinanaloga wird vermutlich, ahnlich wie bei IGF-1 [259], tiber
IRS-2 und die Akt vermittelt. Da in primaren Betazellen und in der
Zelllinie INS-1 der IGF-Rezeptor stirker als der Insulin-Rezeptor
exprimiert ist [260], liegt nahe, dass die antiapoptotische Wirkung
der Insulinanaloga tiber diesen Rezeptor vermittelt wird, zumal ei-
nige Insulinanaloga eine verstarkte Bindung zu diesem Rezeptor
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aufweisen [261]. Die IRS-2-Dysfunktion spielt bei der Pathogenese
des Diabetes [262] und der Betazell-Apoptose [263] eine zentrale
Rolle. IRS-2-knockout-Mause zeigen einen Phanotyp mit Charakte-
ristika eines Typ-2-Diabetes und eine Reduktion ihrer Pankreasin-
seln um etwa 50 % [264]. Sollte nun die anti-apoptotische Wirkung
von Glp-1 nicht tiber die Akt, sondern tiber die PKA vermittelt wer-
den, ware eine Verstarkung dieses Effekts durch Insulinanaloga
denkbar. Interessanterweise wurde auch durch Glp-1 eine schwa-
che IRS-2-Phosphorylierung nachgewiesen [255], unklar ist jedoch,
ob dies eine Rolle fiir seine anti-apoptotische Wirkung spielt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von zwei Kurzzeit-
(Insulin Glulisin und Lispro) und einem Langzeitanalogon (Glargin)
gegen Zytokin- und Fettsdure-induzierte Apoptose untersucht. Al-
le drei Analoga waren zumindest im Fall der Zytokin-Behandlung
in der Lage, die Wirkung von GIp-1RA signifikant zu verstarken.
Im Fall der Fettsdure-induzierten Apoptose konnte lediglich Insulin
Glargin einen verstarkten anti-apoptotischen Effekt erzielen. Mog-
licherweise liegt dies an der sechsfach starkeren Bindung dieses
Insulinanalogons an den IGF-1-Rezeptor [261]. Der additive Effekt
zwischen Glp-1RA und Insulinanaloga unterstutzt die Vermutung,
dass Glp-1 seine anti-apoptotische Wirkung nicht tiber die Akt ver-
mittelt. Allerdings ware es auch moéglich, dass die unterschiedli-
chen Wirkstoffe verschiedene Isoformen der Akt ansprechen. Dies
musste noch durch weitere Experimente geklart werden.

Um den additiven Mechanismus von Glp-1RA und Insulinanalo-
ga zu untersuchen, wurden sehr hohe Konzentrationen von In-
sulinanaloga verwendet. Dies diente dazu, die Wirkung von Glp-1
unter maximaler Stimulation des Akt-Signalweges zu beobachten.
Bekanntermafien wirken Insulinanaloga aber auch bei niedrigeren
Konzentrationen (1 nM) anti-apoptotisch auf Betazellen [220].

Die verstarkte Wirkung von Glp-1RA und Insulinanaloga kénnte
eine neue therapeutische Mdoglichkeit zur Erhaltung der Betazell-
Masse beim Diabetes mellitus darstellen. Ob sich diese Therapie-
form fur den klinischen Einsatz eignet, werden weitere Untersu-
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chungen an primaren Pankreasinseln und am menschlichen Orga-
nismus zeigen mussen.

Der anti-apoptotische Effekt von Insulinanaloga ist allerdings auch
kritisch zu hinterfragen, da durch die Hemmung von Apoptose
auch das cancerogene Risiko dieser Wirkstoffe erh6ht sein kénnte.
Gerade Insulin Glargin steht wegen seiner hohen Affinitat zum IGF-
1 Rezeptor im Fokus der Kritik, mitogene Effekte zu verursachen.
Eine erste Studie wies das mitogene Potential von Insulin Glargin
an der Osteosarkom-Zelllinie Saos/B10 nach [261]. In primé&ren
humanen Skelettmuskelzellen und koronararteriellen Endothelzel-
len und glatten Muskelzellen konnte allerdings keine erhohte Stei-
gerung der DNA-Synthese durch Insulin Glargin, verglichen mit
humanem Insulin, festgestellt werden [265, 266]. Eine weitere Stu-
die zeigte dagegen, dass sowohl verschiedene Insulinanaloga, als
auch Insulin selbst proliferative Eigenschaften in koronararteri-
ellen Fibroblasten und glatten Muskelzellen aufweisen. Allerdings
sind diese Effekte abhidngig vom jeweiligen Spender und vom Ex-
pressionsstatus von IGF-1R, Insulin-Rezeptor und IRS-1 [267]. Da
Glp-1 und Exendin-4 Proliferation in pankreatischen Betazellen
stimulieren, kdnnten diese Wirkstoffe auch das Wachstum von Pan-
kreastumoren potentiell fordern. Eine Studie mit verschiedenen,
den Glp-1-Rezeptor exprimierenden Pankreastumor-Zelllinien zeig-
te jedoch keine proliferativen oder anti-apoptotischen Effekte von
Exendin-4 [268]. Andere Gewebe wurden bisher nicht auf mitogene
Eigenschaften von Glp-1RA hin untersucht.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte durch die Untersuchung der
anti-apoptotischen Wirkmechanismen von Glp-1-Mimetika die mit-
ochondriale Atmungskette als Ziel dieser Stoffklasse gezeigt wer-
den. Dies geht einher mit der Wirkung von Glp-1RA gegen oxidati-
ven Stress. Der Akt-Signalweg wurde als Mechanismus ftir die anti-
apoptotische Wirkung ausgeschlossen. Insulinanaloga verstarkten
den Betazell-protektiven Effekt in der Kombination von Glp-1-Mime-
tika, was moglicherweise eine neue Therapieform zur Erhaltung
der Betazellmasse im Diabetes darstellt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Stoffwechselkrankheit Diabetes mellitus ist durch eine fort-
schreitende Zerstérung der insulinproduzierenden pankreatischen
Betazellen charakterisiert. Beim Typ-1-Diabetes werden diese Zel-
len durch das korpereigene Immunsystem zerstort, beim Typ-2-
Diabetes kommt es aufgrund einer peripheren Insulinresistenz zur
Betazell-Dysfunktion, die schliefllich ebenfalls in ihrer Zerstérung
durch Apoptose mundet.

Neben seinen vielfaltigen physiologischen Funktionen zeigt das Glu-
cagon-like peptide 1 einen positiven Effekt auf den Erhalt der Beta-
zell-Masse durch Steigerung von Proliferation und Inhibition der
Apoptose. Der Mechanismus der Glp-1-vermittelten anti-apoptoti-
schen Wirkung ist bisher nicht vollstandig aufgeklart.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde durch Einsatz der zweidi-
mensionalen differentiellen Gelelektrophorese die Beteiligung der
mitochondrialen Atmungskette an der Wirkung des Glp-1-Mimeti-
kums Exendin-4 gegen Zytokin-induzierte Apoptose gezeigt. Die
Beeinflussung einiger Schliisselproteine der Atmungskette durch
pro-inflammatorische Zytokine wurde durch Exendin-4 teilweise
aufgehoben. Dies resultierte in einer Reduktion der Bildung reak-
tiver Sauerstoffspezies. Die Ergebnisse lassen auch eine Wirkung
von Exendin-4 auf den Verlauf von Zytokin-induziertem ER-Stress
vermuten.

Durch siRNA-vermittelte Genrepression konnte gezeigt werden, dass
die Akt nicht an der anti-apoptotischen Wirkung von Glp-1 beteiligt
ist. Die Wirkung von Glp-1 und der Glp-1-Mimetika Exendin-4 und
AVEO0010 wurde durch die Kombination mit Insulinanaloga signifi-
kant verstarkt. Diese Kombination kénnte eine neue Therapieform
zur Erhaltung der Betazell-Masse im Diabetes darstellen.
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SUMMARY

The metabolic disease Diabetes mellitus is characterised by pro-
gressive loss of insulin-producing pancreatic beta-cells. In type 1
diabetes, these cells are destructed by the organism’s immune sys-
tem, whereas type 2 diabetes is associated with peripheral insulin
resistance which leads to beta cell dysfunction and apoptotic beta
cell death.

Besides its numerous physiological functions, glucagon-like petide
1 exhibits benficial effects on the beta-cell mass by both enhancing
proliferation and inhibiting apoptosis. However, the precise mecha-
nisms of its antiapoptotic effect habe remained elusive.

The participation of the mitochondrial respiratory chain on the
action of exendin-4 against cytokine-induced apoptosis could be
shown using two-dimensional differential gel electrophoresis. The
regulation of some respiratory chain key proteins by pro-inflamma-
tory cytokines were partially abolished by exendin-4. This led to
reduced production of reactive oxygen species. Additionally, these
results suggest also the action of exendin-4 against endoplasmic
reticulum stress.

It could be shown by using siRNA-mediated gene knockdown that
Akt signalling is not involved in the anti-apoptotic action of Glp-1.
The action of Glp-1 and Glp-1 mimetics exendin-4 and AVEOO10
was significantly enhanced by insulin analogues. This could repre-
sent a new therapeutic option for preservation of beta-cell mass in
diabetes.
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7.1 Abkiirzungen

AIF
Akt
AMP
AP
Apaf-1
ATP
BSA
cAMP
cytc
DCF

DD
DED
DTT
EDTA
ELISA
Epac2
Ex-4
FCS
GIP
Glp-1
Glp-1RA
HDL

IBMX
IL-1
IFN
INT
MPT

Apoptose-induzierender Faktor
Proteinkinase B

Adenosinmonophosphat

alkalische Phosphatase

apoptotic protease activating factor 1
Adenosintriphosphat
Rinderserum-Albumin

cyklisches Adenosinmonophosphat
Cytochrom c

5-(und 6-)chloromethyl-2"7’-dichlorohydrofluorescein-
diacetat

Todesdoméane

Todeseffektordoméne

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat
enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest
exchange factor directly activated by cAMP 2
Exendin-4

fotales Kalberserum

glucose-dependent insulinotropic peptide
glucagon like peptide 1

Glp-1 Rezeptor Agonisten
Hochdichte-Lipoprotein

Inhhibitor der Apoptose Protein
3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin
Interleukin-1

Interferon

p-Jodnitrotetrazoliumviolett
mitochondrial permeability transition
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NAIP
PAGE
PBS
Pdx-1
PI

PVDF
ROS

SDS
SP
TBS
TCA
Tris
Tween

neuronal apoptosis inhibiting protein
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Posphat-gepufferte Salzlosung
pancreatic duodenum homeobox-1
Propidiumjodid

Post-translational(e) Modifikation(en)
Polyvinylidenfluorid

reaktive Sauerstoffspezies
Umdrehungen pro Minute
Natriumdodecylsulfat

saure Phosphatase

Tris-gepufferte Salzlosung
Trichloressigsaure
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
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