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1. Einleitung

Der Diabetes mellitus gewinnt sowohl in der Human- als auch Veterinarmedizin
zunehmend an Bedeutung, da die Zahl der Erkrankungen rasch zunimmt. Trotz
jahrelanger, intensiver Forschungen konnten weder Atiologie noch Pathogenese
vollstandig aufgeklart werden. Neben genetischer Pradisposition und (Auto-) Immun-
reaktionen spielen toxische und infektidse Mechanismen sowie manifestations-
fordernde Einflisse (z.B. Adipositas) eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
eines Diabetes. Es wurden daher Tiermodelle etabliert, die die Moglichkeit bieten,
den Vorgang der R-Zellstorung auf zellularer und molekularer Ebene zu untersuchen

und nach protektiven Mechanismen zu suchen.

Alloxan (ALX) ist ein klassischens Diabetogen, welches spezifisch die [3-Zellen
zerstort und seit Jahrzehnten in der Forschung eingesetzt wird, um das Wechselspiel
zwischen R-Zelle, Blutglucosekonzentration und Insulinfreisetzung zu untersuchen.
Der ALX-induzierte Diabetes 16st Symptome aus, die dem spontanen Diabetes in

Mensch und Tier vergleichbar sind.

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von ALX auf molekulare Strukturen der 3-Zelle
zu analysieren und maogliche protektive Substanzen zu suchen, die vor ALX-Toxizitat
schiutzen. Essentielle Moleklle fur die physiologische Funktion der R-Zelle — der
Insulinproduktion — sind der Glucosetransporter (GLUT2), die Glucokinase und das
Proinsulin. Nach Vorbehandlung mit den Glucoseanaloga D-Glucose (D-G) und 5-
Thio-D-Glucose (5-T-G) sowie mit Zink (Zn®**)-angereichertem Trinkwasser werden
die Einflisse von ALX auf die o0.g. Strukturen Uber die Bestimmung des Blutzuckers,
der oralen Glucosetoleranz (0GT), des pankreatischen Gesamtinsulingehaltes und
der mRNA-Expression der Zielgene untersucht.

Durch die Verwendung von ALX mit seinen Uberwiegend toxischen Wirkungen auf
die R-Zelle erhofft man sich im direkten Vergleich mit anderen Diabetogenen, wie
z.B. Streptozotocin, einem Diabetogen mit immunologischen und toxischen
Wirkungen, prazise Aussagen zu der Pathogenese des Diabetes mellitus und
modglicher praventiver Massnahmen machen zu koénnen, um langfristig bei

Risikopatienten die Manifestation eines Diabetes mellitus zu verhindern.



2. Literaturiibersicht

2.1  Kurze vergleichende Betrachtung:

Diabetes mellitus in Human- und Veterinarmedizin

2.1.1 Definition und Klassifikation

Eine einheitliche und umfassende Definition des Diabetes mellitus laf3t sich in der
Literatur nicht finden. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO 1980) definiert den
Diabetes mellitus als einen , Zustand der chronischen Hyperglykamie, der durch
einen Mangel an Insulin oder durch ein Ubermal an insulinantagonisierenden
Faktoren gekennzeichnet ist. Diese Imbalanz fuhrt zu Stérungen im Kohlenhydrat-,
Protein- und Fettstoffwechsel “ (STOGDALE 1986). Eine Klassifizierung der
Diabetes-Typen und weiterer Formen von Kohlenhydratstoffwechselstorungen, wie
die Glucose-Intoleranz, wurden von der AMERICAN DIABETES ASSOCIATION

(2002) zusammengestellt.

Klassifizierung des Diabetes mellitus:

e Beim Typ-1- oder insulinabhangiger Diabetes sind an der Pathogenese eine
genetische Pradisposition, atiologisch Umwelt- und erworbene Faktoren (z.B.
Virusinfektionen) sowie abnorme Immun- bzw. Autoimmunreaktionen beteiligt.

e Beim Typ-2- oder insulinunabhangiger Diabetes ist - neben genetischen und
Umweltfaktoren - die Adipositas ein Hauptrisikofaktor, so dass hier zwischen
einer fettleibigen und einer nicht-fettleibigen Form unterschieden wird.

e Beim sekundaren Diabetes liegen primar andere Grunderkrankungen bzw.
Syndrome vor, wie z.B. Pankreaserkrankungen, hormonelle, Arzneimittel- oder
chemisch induzierte Stérungen, Insulinrezeptorabnormalitaten, bestimmte

genetische Erkrankungen sowie mangelhafte Ernahrung.

Gestorte Glucosetoleranz:
e Die gestorte Glucosetoleranz ist eine frihe Phase eines Diabetes und wird durch
ahnliche Faktoren wie die o.g. Diabetes-Typen ausgelost, obwohl diese Storung

nicht zwingend zu einem manifesten Diabetes fuhrt.



Schwangerschaftsdiabetes:

e Beim Schwangerschaftsdiabetes kann es sich sowohl um eine gestorte Glucose-
toleranz handeln, die erstmals wahrend der Schwangerschaft aufgrund
komplexer metabolischer und hormoneller Veranderungen auftritt und sich nach
Ende der Schwangerschaft haufig wieder normalisiert oder um die Manifestation

eines Typ-1- oder Typ-2-Diabetes.

Diese verkurzt wiedergegebene Klassifikation der humanen Diabetes-Formen kann
mit Ausnahme des Schwangerschaftsdiabetes auf die Erscheinungsbilder in der

Veterindrmedizin Ubertragen werden.

2.1.2 Vorkommen und Bedeutung

Allein in Deutschland betragt die Zahl der an Diabetes mellitus erkrankten Menschen
etwa 4 Millionen mit einer Dunkelziffer von mindestens 2 Millionen. Weltweit sind ca.
100 Millionen Menschen betroffen. Man geht davon aus, dass sich diese Zahlen in
den nachsten 30 Jahren verdoppeln werden. Bei der Uberwiegenden Zahl dieser
Falle handelt es sich um Typ-2-Diabetiker, wobei die Krankheit gehauft erst im Alter
ab 40 Jahren auftritt; im Gegensatz dazu manifestiert sich der Typ-1-Diabetes
vorwiegend in jungeren Jahren (< 35 Jahre). Eine Geschlechtspradisposition besteht
fur den Typ-1- nicht, beim Typ-2- Uberwiegt der Anteil an Frauen (KNICK 1997).

Bei Katze und Hund stellt der Diabetes mellitus die haufigste endokrine Stérung dar.
Bei 1,5 bzw. 2% der Sektionsfalle der Tierarztlichen Fakultat der LMU Minchen
konnte diese Krankheit festgestellt werden (MINKUS et al. 1991). Die Pravalenz
schwankt je nach Patientenkollektiv beim Hund zwischen 1:66 — 1:2000 (LING et al.
1977) und liegt bei der Katze etwa 1:400 (CRENSHAW und PETERSON 1996,
PANCIERA et al. 1990), wobei Hindinnen (80% zu 20%) und Kater (60% zu 40%)
haufiger erkranken. In der Regel tritt die Krankheit erst im Alter ab 7 Jahren auf
(REUSCH 1996), selten erkranken jungere Tiere (ATKINS et al. 1983,1979,
LETTOW et al. 1983). Hunde entwickeln zumeist einen Typ-1- sowie einen
sekundaren Diabetes, die Angaben schwanken je nach Autor zwischen 80 — 100%
(STOGDALE 1986). Bei der Katze liegt im Allgemeinen ein Typ-1- oder Typ-2-



Diabetes vor (REUSCH 1996). Die sekundare Diabetesform ist bei der Katze selten
zu finden, haufig dagegen jedoch die sogenannte Stre3- oder passagere
Hyperglykdmie der Katze (ca. 4% im Vergleich zu 0,6% an Diabetes mellitus
erkrankten Katzen) (HOENIG 1999). Diese kann nicht dem eigentlichen
Diabeteskomplex zugeordnet werden, da sie haufig nur transient aufgrund von
Stref3situationen  (Zwangsmallnahmen  beim  Tierarzt, primare schwere
Grunderkrankungen, z.B. Infektionen, u.a.) auftritt und damit auf ein Ubermaf an
insulinantagonisierenden Hormonen, wie z.B. Katecholaminen, zurlckzuflhren ist.
Nach Ausschaltung des Stressors reguliert sich der Blutglucosegehalt zumeist
innerhalb weniger Wochen und nur selten muly voribergehend exogen Insulin
zugefuhrt werden (OPITZ 1990).

Der Diabetes mellitus ist bei anderen Tierarten (Pferde, Rinder, Schafe, Schweine,
Affen, Fischen, Végel, Nager u.a. ) in Einzelfallen beschrieben worden, jedoch sind
diese Fallberichte oft unzureichend hinsichtlich ihrer Atiologie klassifiziert. Sehr
haufig werden in diesem Zusammenhang Pankreatitiden, Hypophysentumore und
andere Tumorarten als Grunderkrankung genannt. Aufgrund der bis jetzt
unbedeutenden Relevanz des Diabetes mellitus bei diesen Tierarten werden diese

Falle hier ausgeklammert.

2.1.3 Atiologie und Pathogenese

Wie schon unter 2.1.1 erwahnt, handelt es sich beim Diabetes mellitus atiologisch
um ein heterogenes Geschehen, wobei eine genetische Pradisposition flr den
Menschen als gesichert gilt und fur Hund (Pudel, Dachshund, Labrador, Keeshound)
und Katze (Siam) anzunehmen ist (KNICK 1997, STOGDALE 1986, KRAMER et al.
1980, SCHALL und CORNELIUS 1977). Daneben spielen (Auto)-Immunreaktionen
(z.B. Inselzellantikérper, Insulin-Autoantikdrper, Antikdrper gegen Glutaminsaure-
decarboxylase), toxische und infektiose Einflisse (z.B. Nitrosamine, Virusinfektionen)
sowie manifestationsfordernde Faktoren (z.B. Adipositas) wichtige Rollen bei der
Entwicklung eines Diabetes mellitus. Das genaue pathogenetische Geschehen ist
sowohl in Human- als auch Veterinarmedizin noch weitgehend unbekannt. Man geht

davon aus, dass beim Typ-1-Diabetes in erster Linie chronische, pathologische



Autoimmunreaktionen die relativ lange Latenzzeit bis zur Manifestation einleiten -
gekennzeichnet durch die komplette Zerstorung der Insulin-produzierenden R-Zellen
und damit einen absoluten Insulinmangel (EISENBARTH 1986) und den weiteren
0.g. Faktoren nur eine Triggerfunktion zukommt. Der Typ-2-Diabetes ist in erster
Linie durch einen relativen Insulinmangel gekennzeichnet, d.h. die [R-Zellen sind
zunachst noch in der Lage, Insulin zu produzieren. Genetische Faktoren,
Ubergewicht, mangelhafte korperliche Aktivitat sowie Abnahme der Insulinrezeptoren
im Alter fuhren zu einer Insulinresistenz an den Erfolgsorganen (Leber,- Muskel,-
Fettzelle), die schliel3lich in einer Erschépfung der Insulinproduktion der R-Zellen
endet.

Dieses Geschehen trifft im wesentlichen auch auf altere, Ubergewichtige Katzen zu;
desweiteren spielen der immun-mediierte Prozess der Inselamyloidose und eine
hydropische Degeneration eine bedeutende Rolle bei der Zerstérung der
pankreatischen Inseln der Katze (STOGDALE 1986).

Die Pathogenese des Typ-1- und Typ-2-Diabetes beim Hund wird in ahnlicher Weise
wie beim Menschen diskutiert, jedoch zeigen sich auch deutliche Unterschiede im
Krankheitsbild. So wird bei einem Typ-1-Diabetes des Hundes eine Insulitis nur
vereinzelt beobachtet; es handelt sich Uberwiegend um eine Pankreatitis, obwohl der
Nachweis von Autoantikdrpern gegen Inselzellen beim diabeteskranken Hund wie
beim Menschen ebenfalls gezeigt wurde (HOENIG und DAWE 1992, MINKUS et al.
1991, ATKINS und MACDONALD 1987). Bei den seltenen Erkrankungen in jungen
Jahren (<1 Jahr) handelt es sich im Allgemeinen um eine kongenitale
Inselhypoplasie. Ausserordentlich haufig findet man beim Hund die sekundare Form
des Diabetes, der Grunderkrankungen, wie akute und chronische Pankreatiden, das
Cushing-Syndrom, der Progesteron-induzierte Diabetes der Hundin, aber auch die
iatrogene  Zufuhrung von insulinantagonisierenden Hormonen, wie z.B.

Glucocorticoide, Progesteron und Somatotropes Hormon zugrunde liegen.

2.1.4 Symptomatik und Begleiterkrankungen

Die vier ,klassischen“ Diabetessymptome - Polydipsie, Polyurie, Glucosurie und

Gewichtsverlust trotz Polyphagie — sind in der Mehrzahl bei Mensch und Tier zu



finden. Sie sind auf den relativen oder absoluten Mangel an Insulin im Organismus
zuruckzufuhren. Insulin ist ein anaboles Proteohormon der 3-Zellen des endokrinen
Pankreas und fordert die Aufnahme von Glucose in die Gewebe der Erfolgsorgane
(blutzuckersenkende, Glykogen-, Protein- und Fettaufbauende Funktion). Durch den
katabolen Effekt der bei Diabetes Uberwiegenden kontrainsulinaren Hormone kommt
es zum Abbau der Glykogenreserven, von Eiweil® und Fettdepots mit der Folge des
Gewichtsverlustes. Unter physiologischen Bedingungen sollte der
Nuchternblutzuckerspiegel beim Menschen unter 126 mg/dl (7mmol/l) und 2 h
postprandial nicht Gber 180 mg/dl (10 mmol/l) liegen, beim Tier, unabhangig von der
Nahrungsaufnahme, zwischen 70 und 110 mg/dl. Wird die Nierenschwelle fir
Glucose uberschritten (bei Mensch und Hund altersabhangig zwischen 160-180
mg/dl, bei der Katze etwa 290 mg/dl) (KNICK 1997, REUSCH 1996), kommt es zur
Glucosurie (Hyperosmolaritat des Harns) und damit zu einer Glucose-bedingten
osmotischen Diurese (Polyurie), die kompensatorisch eine Polydipsie zur Folge hat.

Bei Insulinmangel und persistierender Hyperglykamie, Fettstoffwechselstérung und
allgemeiner Dehydratation kann sich das ketoazidotische Coma diabeticum
entwickeln, welches durch den rapiden Anstieg freier Fettsauren und der damit

gesteigerten Ketogenese und entstehenden metabolischen Azidose ausgeldst wird.

Bei unzureichender Behandlung eines Diabetes und mehrjahriger Hyperglykamie
konnen sich schwerwiegende Folgeerkrankungen entwickeln, wie eine diabetische
Retino-, Neuro-, Nephro- und Kardiomyopathie infolge mikroangiopathischer
Schaden sowie makroangiopathische mit arterosklerotischen Veranderungen im

Herz-Kreislaufsystem und den Fissen.

Der diabetische Katarakt ist die beim Hund am haufigsten vorkommende
Komplikation (FELDMAN und NELSON 1987). Oft ist die plotzlich auftretene
Blindheit erst der Grund fur die Konsultation eines Tierarztes. Katzen entwickeln erst
nach langer Krankheitsdauer (>8 Jahre) eine Retinopathie (HATCHELL et al. 1995).
Die diabetische Neuropathie scheint dagegen eine relativ haufige Komplikation
sowohl beim Hund und als auch bei der Katze zu sein. DAHME et al. (1989) zeigten
anhand von Hautbiopsien, dass Uber 90% der diabetischen Tiere charakteristische
Nervenlasionen aufwiesen, die flr die bei diesen Tieren haufigen, unspezifischen

Allgemeinstorungen verantwortlich gemacht werden.



Die diabetische Nephropathie wird beim Tier meist erst bei Auftreten einer
Niereninsuffizienz diagnostiziert (FELDMAN und NELSON 1987). KIRSCH und
REUSCH (1993) konnten aber im Urin bei Hunden mit Langzeitdiabetes erhohte
Ausscheidungen von Proteinen nachweisen. Diese Proteinurie wurde als subklinisch

verlaufende Vorstufe einer diabetischen Nephropathie gewertet.

Weitere Begleiterkrankungen diabetischer Tiere, wie z.B. Cystitiden, Kardiopathien,
Pyodermien und gastrointestinale Storungen werden in der Literatur beschrieben,
scheinen aber Ausnahmen zu sein oder sind in ihrer Symptomatik so dominant, dass

sie den eigentlichen Diabetes Uberdecken.

2.1.5 Diagnose und Therapie

Die Diagnose eines Diabetes mellitus ist bei Mensch und Tier mit einer
Blutglucosebestimmung schnell und einfach zu stellen. Das Vorliegen von
Begleiterkrankungen oder die Suche nach auslésenden Grunderkrankungen
hingegen, bedarf einer umfassenden Anamnese und Diagnostik. Eine ausreichende
Auswahl an einfach durchzufuhrenden Testkits zur Bestimmung von Glucose und
Ketonkorpern in Blut und Harn geben - neben den klassischen klinischen
Symptomen - erste Hinweise auf das Vorliegen eines Diabetes mellitus. Besonders
in der Veterinarmedizin hat sich in den letzten Jahren die Bestimmung von
Fructosaminen (FS) und glykierten Hamoglobinen (HbA1c) bewahrt, da ihre Bildung
nicht von kurzfristigen Blutzuckerschwankungen beeintrachtigt wird und somit auf
eine langerfristige Hyperglykamie hindeutet, die i.d.R. nur beim Diabetes anzutreffen
ist. Eine StreRhyperglykamie der Katze kann so leicht ausgeschlossen werden.

In der Humanmedizin werden HbA1c-Bestimmungen zur Langzeitkontrolle der
Stoffwechsellage bei Diabetikern genutzt. HbA1c entstehen als Kondensations-
produkt von Glucose und Hamoglobin und unterliegen keinem enzymatischen
Abbau, so dass ihre Eliminierung von der naturlichen Absterberate der Erythrozyten
abhangt. Die affinitatschromatische Bestimmung der HbA1c ergibt folgende obere
Referenzbereiche: Mensch: 8-10%, Katze: 1,3%, Hund: 2,4%.



Fructosamine entstehen durch die Anlagerung von Glucose an Serumproteine,
besonders Albumin, und konnen durch einfache photometrische Bestimmung
analysiert werden. Es werden folgende obere Referenzbereiche genannt: Mensch:
370 umol/l, Katze: 340 pmol/l, Hund: 372 pmol/l. lhre Bestimmung wird zur
kurzfristigen Uberwachung der Stoffwechsellage in der Humanmedizin eingesetzt
(KNICK 1997, REUSCH 1996/1993, HOYER-HOTT et al. 1995, KANEKO et al. 1992,
STAUDACHER 1990).

Glucosetoleranztests (GTT) werden vorwiegend in der Humanmedizin durchgefihrt,
um Fruhstadien eines Diabetes mellitus bei vorhandener Pradisposition zu
diagnostizieren. In der Veterinarmedizin finden sie wenig Anwendung, da ihr
diagnostischer Nutzen vorwiegend der Klassifizierung von Kohlenhydrat-
stoffwechselstérungen dient. Die Bestimmung der basalen Plasma-Insulinwerte
eignet sich sowohl bei Mensch und Tier zur Diagnostik eines Insulinmangels. Die
Referenzwerte betragen fur den Menschen 2-15 pU/ml, fir den Hund 5-25 und fur
die Kazte 7-9 pU/ml. In der Humanmedizin hat sich die Bestimmung des C-Peptids
aufgrund seiner langeren Halbwertszeit und héheren molaren Konzentration (1,1 —

4,2 ng/ml) von Vorteil erwiesen.

Therapeutisch stellt der Diabetes mellitus sowohl an den behandelnden Arzt/Tierarzt
als auch an den Patienten/Patientenbesitzer hohe Anspriche und erfordert eine
lebenslange, disziplinierte Mitarbeit. Wahrend in der Humanmedizin je nach
Diabetestyp entweder orale Antidiabetika oder Insulin zur Behandlung der
Hyperglykédmie eingesetzt werden, findet in der Veterinarmedizin i.d.R. nur das
Insulin, vornehmlich mit Langzeitwirkung, eine Anwendung. Beim Hund sind orale
Antidiabetika im Allgemeinen wirkungslos und rufen oft schwere Leberschaden
hervor. Fur die Katze sind sie nur in einigen Fallen des insulinunabhangigen
Diabetes in Kombination mit geeigneter Diat als ausreichend wirkungsvoll
beschrieben. Die von der amerikanischen Diabetesgesellschaft (1994) empfohlene
Didtzusammensetzung fur den Menschen (55-60% komplexe Kohlenhydrate, 20-
25% Fett, 20% Protein und 15-25 g Rohfaser pro 1000 kcal) hat sich ebenfalls fur die
Anwendung in der Veterinarmedizin bewahrt (BLAXTER et al. 1990, ANDERSON et
al. 1979).



2.1.6 Zusammenfassung

Der Diabetes mellitus stellt sowohl in der Human- als auch in der Veterinarmedizin
eine bedeutende und an Haufigkeit zunehmende Krankheit dar. Trotz intensiver,
jahrelanger Forschung konnten weder die Atiologie noch die Pathogenese der
unterschiedlichen Erscheinungsformen des Diabetes eindeutig geklart werden. Fur
die weitere Forschung wurden jedoch hervorragende Tier-Modelle etabliert. Neben
den spontan diabetischen Modellen wie der NOD-Maus (Non-Obese-Diabetic) und
der BB-Ratte (BioBreeding), bei denen immunologische Prozesse mit Insulitis zur 3-
Zelldestruktion flhren, existieren z.B. auch chemisch-induzierte Modelle mit Alloxan
(ALX) und Streptozotocin (STZ) als Toxine, mit denen spezifisch die [3-Zelle zerstort
wird. Mit multiplen niedrigen Dosen STZ kann in genetisch empfanglichen
Mausstammen ein Diabetes induziert werden, an denen auch immunologische
Reaktionen beteiligt sind. Da dieser induzierte Diabetes die typischen Symptome
auslost, die dem spontanen Diabetes in Mensch und Tier vergleichbar sind, eroffnen
diese Diabetogene die Madglichkeit, den Mechanismus der [-Zellzerstdrung auf
molekularer Ebene zu analysieren und nach protektiven Mechanismen zu suchen.
Von grosser Wichtigkeit sind ALX, ein Pyrimidinderivat, und STZ, ein Antibiotikum
aus Streptomyces achromogenes, aufgrund ihres naturlichen Vorkommens, denn
durch ihre spontane Bildung im Korper (ALX) bzw. als Kontamination aus der Umwelt
(STZ) werden sie ebenfalls als eine Madglichkeit diabetesverursachender bzw. -

auslosender Faktoren angesehen.

2.2 Glucosetransport und Insulinfreisetzung

Der Blutzuckerspiegel wird im gesunden Organismus physiologischerweise auf
Werte zwischen 5,5 und 7,8 mmol/l reguliert. Diese Homoostase wird in erster Linie
durch die pankreatischen Inselhormone Insulin und Glucagon als direkte
Gegenspieler aufrechterhalten. Fur die Ausschuttung dieser Hormone ist es
essentiell, dass Veranderungen der zirkulierenden Glucosemenge schnell und genau
von den Inselzellen registriert werden. Es wird davon ausgegangen, dass dieser

Glucoseerkennungsmechanismus in der pankreatischen [3-Zelle im wesentlichen von



zwei Strukturen getragen wird; zum einen sind dies die Glucosetransporter (GLUT),
zum anderen das Glucose-phosphorylierende Enzym Glucokinase (MEGLASSON et
al. 1986b, MATSCHINSKY 1990, NEWGAARD et al. 1990).

2.21 Glucosetransporter

GLUT liegen mit 12-membranuberspannenden Domanen in der Plasmamembran
und transportieren die Glucose Uber erleichterte, energieunabhangige Diffusion
entlang eines Konzentrationsgeféalles in die Zellen. Bis jetzt sind 5 verschiedene
humane GLUT-Isoformen identifiziert, wobei die Isoformen GLUT1-4 fur den
Glucose- und der GLUTS5 fur den Fructosetransport zustandig sind (MARSHALL et
al. 1993). Der GLUTZ2 wird nur in der Leber, im Dinndarm, der Niere und in den 13-
Zellen des Pankreas in hohen Mengen exprimiert - Organe, die entscheidenden
Anteil an der Glucosehomobostase haben. Fur die Gewebespezifitat der einzelnen
Isoformen werden Unterschiede in der Aminosauresequenz verantwortlich gemacht
(Homologie der AS-Sequenz der 5 GLUT: 39-65%, Homologie zwischen GLUT der
Ratte und des Menschen bis 98%) (BELL et al. 1990). Der GLUT2 besitzt als
einziger eine hohe Michaelis-Menten-Konstante fur Glucose (K, = 66 mmol/l) und
damit eine geringe Affinitat fur Glucose, so dass der Glucosetransport nicht sattigbar
ist und linear in physiologischen Konzentrationen verlauft. MARSHALL et al. (1993)
postulieren, dass der GLUT2 nicht nur flr den schnellen Glucosetransport wichtig ist,
sondern auch fiir das Uberschreiten eines ,Glucosegrenzwertes®, der die
Insulinsekretion induziert. Da das Ausmass der Insulinfreisetzung direkt proportional
zur Hohe der Blutglucosekonzentration reguliert werden muf, ist es verstandlich,
dass Defekte in Expression, Struktur oder/und Funktion des GLUT2 zu einer
gestorten Insulinfreisetzung und damit zu einer Hyperglykamie fihren konnen. Die
Bedeutung des GLUT2 fur die Glucose-stimulierte Insulinsekretion wird noch bei
Betrachtung der R-Zellinien B-TC-, HIT- und RINm5F-Zellen unterstitzt. Allen gemein
ist die gestorte bzw. fehlende Glucose-stimulierte Insulinsekretion. Sie besitzen eine
deutlich geringere GLUT2-Expression im Vergleich zu physiologischen R-Zellen
(MARSHALL et al. 1993). Wahrend der pradiabetischen Phase des Typ-1-Diabetes,
die durch die Bildung verschiedener [3-Zellantikérper gekennzeichnet ist (s.2.1.3),

zeigen die Patienten in der frihen Phase nur eine Reduktion der Insulinfreisetzung
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auf einen Glucosereiz. Der GLUT2-vermittelte Glucosetransport konnte mit
Immunglobulinen (IgG) aus solchen Diabetespatienten reduziert werden (JOHNSON
et al. 1990). Im Diabetes-Modell der BB-Ratte expremieren nur noch die Halfte der
Uberlebenden R3-Zellen den GLUT2. ORCI et al. (1990) beschrieben diese Abnahme
der GLUT2-Expression ebenfalls flr den Typ-2-Diabetes.

Aus diesen Befunden ist ersichtlich, dass der GLUT2 der 3-Zelle eine zentrale Rolle
fur die Glucoseaufnahme und -induzierte Insulinsekretion besitzt, und dass hier
Dysfunktionen unbekannter Genese fur die Entwicklung eines Diabetes mellitus

ausschlaggebend sein kénnen.

2.2.2 Glucokinase

Die Glucokinase ist eine Hexokinase oder ATP-D-Glucose-6-Phosphotransferase,
von denen man bis dato vier verschiedene Isoformen in Saugergeweben
identifizieren konnte. Als Hexokinase vom Typ IV wurde sie nur in pankreatischen 13-
Zellen, in der Leber und in wenigen neuroendokrinen Zellen des Gehirns und des
Gastrointestinaltraktes nachgewiesen. Sie besitzt eine geringe Affinitat fur Glucose
(Km fur Glucose: 7-9 mmol/l) im Vergleich zu den anderen Hexokinasen (K, fur
Glucose: 0,1-0,001 mmol/l), ist nicht durch physiologische Spiegel an Glucose-6-
Phosphat hemmbar und hat eine kleinere MolekulgroRe (50 kDa im Vergleich zu 100
kDa der Hexokinasen) (BELL et al. 1996). Die humane Glucokinase besteht aus 12
Exons, die eine Region von mehr als 50.000 Basenpaaren (bp) umspannen. Das
Enzym bildet eine Tasche, in der die Hexosen binden. Durch immunhistochemische
Farbung der Glucokinase konnte ihre Lokalisation in einem limitierten perinuklearen
Bereich gezeigt werden. In Phasen akuter oder chronischer Hyperglykamie laft sie
sich diffus im Cytoplasma verteilt darstellen; diese Translokation konnte fur eine
veranderte Enzymaktivitat und damit Insulinfreisetzung verantwortlich sein (NOMA et
al. 1996). Die Glucokinase gilt als das Signalerkennungssystem der pankreatischen
R-Zelle, da sie Veranderungen in der Blutglucosekonzentration mit Veranderungen
im Ausmass der Insulinsekretion verbindet (LENZEN und PANTEN 1988c,
MEGLASSON und MATSCHINSKY 1984). Die Signalkette fur die Insulinfreisetzung
wird durch die Phosphorylierung der Glucose mittels der Glucokinase in Gang

gesetzt; dies ist der erste und zugleich limitierende Schritt der Glykolyse.
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MATSCHINSKY (1990) ist der Meinung, dass schon geringste Aktivitatsverluste der
Glucokinase zu einer signifikanten Reduktion der [3-Zellsensitivitat fur Glucose
fuhren. Die Bedeutung der Glucokinase wurde 1996 durch BELL und Mitarbeiter
bestatigt, die eine geringere Sensitivitat fur Glucose in Diabetespatienten

beschrieben, bei denen sie Mutationen im Glucokinasegen identifizieren konnten.

2.3 Alloxan

2.3.1 Chemische Eigenschaften

Die chemische Bezeichnung fur ALX lautet 2,4,5,6-Tetraoxohexahydropyrimidin. Als

Pyrimidinabkdmmling ist es strukturell verwandt mit Barbitursaure, Dialursaure,

Harnsaure, Uramil und Violursaure (Abb. 1).
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Abb. 1: ALX und verwandte Strukturen
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ALX ist eine wasserldsliche Substanz und reagiert leicht sauer (pK,1 = 6,63), da es
sich schnell in Alloxansaure, einem Isomer, umwandelt (Abb. 2). Die Stabilitat in
Wasser ist von pH und Temperatur abhangig, die Halbwertszeit (HWZ) betragt unter
physiologischen Bedingungen bei pH 7,4 und 37°C ca. 1 Minute, d.h. in
Korperflussigkeiten zerfallt ALX sehr schnell.

indirekt . nicht
diabetogen diabetogen
Dialursaure ALLOXAN Alloxansiure

H—N
H—N——C=0 . H—N——=0 \ COOH
/ H Reduktion . N '4— / /
o=¢C - <« 0=(, sC=0 | 0= c\
OH ——> \ . som. \ oH
H—N——-cCc=0 Oxidation H—N—"Cc=0 o .0 N Lo
Diss.
\/ /Red_ /&
Ox. +CO»
H—N——C=0 O=N C—H H— N
/ \ /OH / \ / \
0= C /C C=0 o=2¢C C =0
N\ / o~ \ \
H_N C=0 = N——""C—H H—eN cLo
Alloxantin Parabensaure

Abb. 2: ALX und seine Transformationsprodukte

Aufgrund seiner hohen Affinitat fir Thiolgruppen entsteht durch die Reduktion von
ALX Dialursaure (= 5-Hydroxybarbitursaure), die indirekt diabetogen wirkt, da sie
durch Reoxidation wieder in ALX umgewandelt wird. Dieser Redoxzyklus wird fur die
Diabetogenitat von ALX verantwortlich gemacht, da hierbei freie, reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) gebildet werden konnen (s.2.3.5.3). Alloxantin, eine
ebenfalls indirekt diabetogen wirkende Substanz, entsteht als Kondensationsprodukt
aus zwei Moleklulen ALX. Die durch Oxidation von ALX (unter Abspaltung von
Kohlendioxid) entstehende Parabensaure und das Isomer Alloxansaure sind nicht

diabetogen.
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In zahlreichen Studien wurden die Voraussetzungen fir die Diabetogenitat von ALX
und verwandten Strukturen untersucht. Diabetogen wirken nur solche Substanzen,
die 1.) eine hochreaktive, zentrale 5-Carbonylgruppe, welche hydriert werden kann;
2.) mindestens einen unsubstituierten Stickstoff und 3.) einen intakten Pyrimidinkern
besitzen (COOPERSTEIN und WATKINS 1981).

Chemische Eigenschaften, wie eine positive Strecker-Reaktion, in deren Verlauf a-
Aminosauren (AS) zu den entsprechenden Aldehyden deaminiert und decarboxyliert
werden, sowie ein chelatbildendes Potential kdnnen nicht fur die Diabetogenitat von
ALX verantwortlich gemacht werden, da viele andere verwandte, aber nicht
diabetogene Substanzen diese Eigenschaften ebenfalls besitzen (RERUP 1970).

Die hohe Affinitat fur Thiolgruppen ist ein weiteres nicht-spezifisches Merkmal von
ALX, jedoch wird diese Eigenschaft in neueren Untersuchungen gerne als

Begrundung eines moglichen Wirkmechanismus von ALX herangezogen (s.2.3.5.4).

2.3.2 Historischer Hintergrund

ALX wurde schon 1838 von Wohler und Liebig in ihrer Publikation Uber Harnsaure
erwahnt, und JACOBS (1937) berichtete erstmals Uber eine initiale Hyperglykamie in
mit hohen Dosen ALX behandelten Kaninchen, in deren Folge eine schwere
Hypoglykamie, Konvulsionen und Tod auftraten. Tatsachlich aber entdeckten erst
1943 DUNN und Mitarbeiter zufallig das diabetogene Potential von ALX, als sie in
ihren  Untersuchungen Uber das Crush-Syndrom der Niere verschiedene
Harnsaurederivate, u.a. hohe Konzentrationen ALX, verwendeten. Die Tiere
verstarben innerhalb weniger Stunden im Koma und zeigten neben den erwarteten
Nierenschaden teilweise oder vollstandige Nekrose der pankreatischen Inseln.
Andere Organe waren nicht betroffen. Diese Uberraschenden Ergebnisse leiteten
intensive Forschungen uber ALX ein. Der ALX-induzierte Diabetes zeigt die
klassischen Symptome des humanen Diabetes, und so wurden die Begriffe des
»2Alloxan-Diabetes” und, als eine neue Form, der des ,chemischen Diabetes“ gepragt
(RERUP 1970).
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2.3.3 ALX-induzierter Diabetes

Neben Hyperglykamie, Glucosurie, Polydipsie, Polyurie und Gewichtsverlust sind
Hyperlipidamie, Ketosurie und Acidose die Symptome des ALX-induzierten Diabetes
in fast allen untersuchten Tierarten (Maus, Ratte, Kaninchen, Hamster, Hund, Katze,
Affe u.a.). Nur das Meerschweinchen scheint gegenuber ALX resistent zu sein. Die
Ratte gilt als das sensitivste Tier, da schon 40 mg ALX/kg Korpergewicht (KG) iv in
100% der Tiere einen Diabetes auslésen (Maus 70-100 mg ALX/kg KG iv; Hund 50 -
75 mg ALX/kg KG iv).

Unabhangig von der Art des Applikationsweges verteilt sich ALX sehr schnell Uber
den Blutkreislauf in die Gewebe, passiert die Plazentarschranke, ohne aber einen
Diabetes in den Nachkommen zu induzieren (FRIEDGOQOD und MILLER 1945).

Es hat sich gezeigt, dass eine diabetogene Dosis ALX sich nicht nur nach Tierart,
Tierstamm, Applikationsweg und —dauer richtet, sondern das Alter - jungere Tiere
scheinen resistenter gegenuber ALX zu sein - und Diat - nuchterne Tiere reagieren
starker auf ALX — eine wichtige Rolle spielen. Neben der extrem kurzen HWZ fuhrt
dies zu erheblichen Schwierigkeiten in der Vergleichbarkeit von in vivo

Experimenten.

Nach ALX-Behandlung sind histologisch innerhalb von 10 Minuten eine Abnahme
nuklearer und cytoplasmatischer Granula, ein geschwollenes endoplasmatisches
Retikulum und Mitochondrien zu erkennen, spater treten Membrandesintegrationen,
Karyolysis, und letztendlich innerhalb von 24 h massive R-Zellnekrosen auf (JORNS
1997, BOQUIST und LORENTZON 1979, LUKENS 1948, BAILEY et al. 1944). Diese
pathologischen Veranderungen sind schon fur kleinste ALX-Konzentrationen R-
zellspezifisch, wobei die schnelle und hohe Akkumulation von ALX in das endokrine
Pankreas, speziell der R-Zellen, fur diese Spezifitat verantwortlich gemacht wird
(GORUS et al. 1982, WEAVER et al. 1978a, HAMMARSTROM und ULLBERG
1966).

Lediglich nach Verabreichung sehr hoher ALX-Konzentrationen koénnen z.T.
reversible Veranderungen in Niere, Leber und Nebenniere festgestellt werden
(LUKENS 1948, HARD und CARR 1944). Gelegentliche Berichte Uber schwache
degenerative Veranderungen von A-Zellen, Hemmung der Glucagonfreisetzung

sowie der Glucose-inhibierten Glucagonfreisetzung nach Inkubation von Inseln mit
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ALX (GOTO et al. 1978, PAGLIARA et al. 1977) lassen die hohe und selektive
Sensitivitat der R-Zellen fur ALX unberuhrt. Auffallend ist, dass in allen histologischen
Untersuchungen kein Hinweis auf die Infiltration mit Entzindungszellen trotz

massiver Nekrosen gefunden wird.

Nach Gabe einer einzelnen, diabetogenen ALX-Dosis zeigt der Blutglucosespiegel

einen charakteristischen, 3-phasigen Verlauf (COOPERSTEIN und WATKINS 1981):

1. eine fruhe, deutliche Hyperglykdmie von 1-4-stindiger Dauer, die aufgrund eines
plétzlichen Stopps der Insulinsekretion hervorgerufen wird;

2. eine mehr oder weniger starke Hypoglykamie von 6-12—stindiger Dauer,
verursacht aufgrund einer massiven Insulinfreisetzung aus den geschadigten und
absterbenden 3-Zellen;

3. eine chronische Hyperglykdmie nach 24-48 h, die - je nach Ausmass der
Reduktion an pankreatischen Inseln - gekennzeichnet ist durch subnormale bis

nicht mehr detektierbare Plasmainsulinspiegel und lebenslange Dauer.

2.3.4 Protektiva eines ALX-induzierten Diabetes

Mit der Intensivierung der Forschung Uber den ALX-induzierten Diabetes konnten
eine Reihe von protektiven Substanzen identifiziert werden, die den

unterschiedlichsten Stoffklassen angehdren. In erster Linie sind dies:

¢ Glucoseanaloga:

Der protektive Effekt von Glucose und Mannose wurde schon frih von SEN und
BHATTACHARYA (1952) beschrieben. Der Schutzeffekt weiterer Glucoseanaloga
(a- und B-Anomer der D-Glucose (D-G), 3-O-methyl-Glucose (3-OMG), D-Mannose)
gegenuber ALX-Toxizitdt wurde sowohl in vitro als auch in vivo ausflhrlich
beschrieben (ZAWALICH et al. 1979, WEAVER et al. 1978b, MC DANIEL et al.
1976, ROSSINI et al. 1975). Entscheidend ist dabei, dass die Zucker 10 Minuten bis
unmittelbar vor der Behandlung mit ALX appliziert bzw. die Inseln vor der Inkubation
mit ALX mit diesen behandelt werden. Uberraschenderweise besitzt Mannoheptulose
keinen protektiven Effekt in Bezug auf die ALX-Diabetogenitat; es verhindert sogar

den Schutzeffekt der Glucoseanaloga, unabhangig davon, ob es vor, mit oder nach
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der Glucose verabreicht wird (ROSSINI et al. 1975, SCHEYNIUS und TALJEDAL
1971). LENZEN und Mitarbeiter (1988a) untersuchten verschiedene Glucoseanaloga
bezuglich ihres Potentials, die ALX-induzierte Hemmung der Glucokinase zu
verhindern. Von den getesteten Substanzen erwies sich am wirkungsvollsten D-G,
gefolgt von D-Mannose=D-Mannoheptulose>D-Glucosamin>N-acetyl-D-Glucosamin
>>2-desoxy-D-Glucose>3-OMG>D-Galactose. Der protektive Effekt von N-acetyl-D-
glucosamin konnte jedoch von anderen Autoren (MEGLASSON et al. 1986a) nicht
bestatigt werden. Alle Autoren stimmen jedoch darin Uberein, dass der protektive

Effekt von a-D-G denjenigen des 3-Anomers Ubersteigt.

¢ Antioxidantien:

Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen der Fahigkeit einer Substanz, freie
Radikale abzufangen und seinem Potential, vor der ALX-Toxizitat zu schitzen. Die
Vorbehandlung mit verschiedenen Alkoholen (z.B. Butanol) und Harnstoffderivaten
(TIBALDI et al. 1979, HEIKKILA et al. 1976) sowie mit Superoxiddismutase (SOD),
Katalase und Dimethylsulfoxid (DMSO) (JORNS et al. 1999, ABDEL-RAHMAN et al.
1992, THAETE et al. 1985, GRANKVIST et al. 1981, FISCHER und HAMBURGER
1980) schtzt sowohl in vitro als auch in vivo vor ALX-induzierten Funktionsverlusten
und Nekrose. Anzumerken ist, dass Dimethylthioharnstoff nicht nur freie Radikale
abfangt, sondern auch einen Anstieg des Blutglucosespiegels bewirkt, so dass man
davon ausgeht, dass der protektive Effekt in diesem Fall auf eine transiente
Hyperglykdmie zum Zeitpunkt der ALX-Gabe zurtckzufihren ist. (MASUKAWA und
NAKANISHI 1994). Auch Melatonin wirkt als Antioxidanz und schutzt vor ALX-
Toxizitat (PIERREFICHE et al. 1993).

e Sonstige:

Substanzen, die Sulfhydryl (SH) -Gruppen bereitstellen und dadurch reduzierende
Eigenschaften haben, wie z.B. Mono- und Dithiole, Cystein und GSH Uben einen
Schutzeffekt gegentiber ALX aus. Es wird vermutet, dass diese Stoffe SH-Gruppen
wichtiger Strukturen in der Zellmembran als auch SH-Gruppen enthaltene Enzyme in
der [3-Zelle in der reduzierten Form halten (WATKINS und COOPERSTEIN 1976,
SNEER et al. 1971). Barbitursaure als ALX-verwandte Struktur hat ebenfalls einen
zumindest teilweise protektiven Effekt, der wahrscheinlich auf eine direkte Reaktion
mit ALX zurtckzufuhren ist (WEAVER et al. 1978c). Nicotinamidadenindinucleotid
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(NADPH) wirkt nicht protektiv gemessen an der Hemmung der Glucose-induzierten
Insulinsekretion durch ALX (ABDEL-RAHMAN et al. 1992), wohingegen es eine ALX-
induzierte Permeabilitatserhohung fur Mannitol verhindern soll (COOPERSTEIN und
WATKINS 1977). Ca*-Antagonisten, wie z.B. Verapamil, verhindern die ALX-
induzierte Hyperglykamie, die Hemmung der Insulinsekretion und der DNA-
Strangbriiche. Man vermutet, dass die intrazelluldre Ca?*-Homdostase durch die
ALX-generierten ROS gestort wird (DREWS et al. 2000, KIM et al. 1994)

2.3.5 Mogliche Angriffspunkte der ALX-Toxizitat

Im Laufe der jahrzehntelangen Forschung uUber ALX wurden immer wieder neue
Hypothesen zum moglichen Wirkmechanismus und der Zielstrukturen (Abb. 3)
dieses Diabetogens favorisiert, wobei jede dieser Theorien bestimmte Effekte von
ALX und den untersuchten Protektiva erklaren kann, jedoch letztendlich nicht
samtliche durch ALX erzielte Veranderungen an und/oder in der [3-Zelle vollstandig

nachvollziehen lafkt.
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Abb. 3: Hypothesen zum Wirkmechanismus von Alloxan
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2.3.5.1 Plasmamembran

In frihen Untersuchungen zum Wirkmechanismus von ALX sprachen viele
Untersuchungsergebnisse  fir die  Plasmamembran der [R-Zelle als
Hauptangriffspunkt. Sicherlich bewirkt ALX Membraneffekte, ob diese jedoch
diabetogen sind, ist eine davon unabhangige Frage. WATKINS et al. (1964) zeigten
nach Inkubation isolierter Inseln eines Frosches mit einer geringen Konzentration
ALX (0,001 mmol/l) einen deutlichen Anstieg der Permeabilitat fur radioaktiv
markiertes Mannitol und Inulin, beides Substanzen, die normalerweise im
Extrazellularraum verbleiben. Spater konnten diese Ergebnisse an Saugetierinseln
nicht bzw. nur eingeschrankt wiederholt werden; fur die erhohte Aufnahme von
Trypanblau wurden deutlich hdhere Konzentration ALX (0,02 mmol/l) bendtigt
(GRANKVIST et al. 1977, MCDANIEL et al. 1975a). Eindeutig sind jedoch
morphologische Veranderungen, eine Depolarisation (DEAN und MATTHEWS 1972)
und die Veranderung des Rb*- und Ca**-Fluss durch die Plasmamembran
(HENQUIN et al. 1979, WEAVER et al. 1978a). CARROLL et al. (1994) beschrieben
eine erhohte Leitfahigkeit fir K, die vermutlich auf eine Aktivierung von ATP-
sensitiven K*-Kanalen zurlickzufiihren ist. In Ubereinstimmung zu diesen Befunden
konnten DREWS et al. (2000) in isolierten Inseln und R-Zellen von Mausen eine ALX-
induzierte Hyperpolarisation des Plasmamembranpotentials, eine Depolarisation des
mitochondrialen Membranpotentials sowie einen Anstieg des cytosolischen Ca®-
Gehalts und Abnahme der ATP-Synthese nachweisen. Die Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials und des ATP-Gehalts in INS-1-Zellen, einer
pankreatischen R-Zelllinie der Ratte (SAKURAI et al. 2001), unterstitzen diese
Befunde, die letztendlich zur Apoptosis der R-Zelle fihren. Die Ursache fur diese
Veranderungen in der R-Zelle ist laut den Autoren in der Generierung von ROS zu
suchen. Da alle diese Effekte auch auf eine allgemeine Stérung der Integritat der
Plasmamembran zurlckfihrbar sind, wurde daraufhin der Einflud von ALX auf
bestimmte Transportsysteme bzw. Plasmamembranmolekile naher untersucht
(s.2.3.5.5). Desweiteren zeigten WEAVER et al. (1978a), dass radioaktiv markiertes
ALX zeit- und temperaturabhangig von Inselzellen aufgenommen wird. Daher
richteten sich weitere Untersuchungen zum Wirkmechanismus von ALX auf mogliche
intrazellulare Angriffspunkte (s.2.3.5.2-2.3.5.4)
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2.3.5.2 Mitochondrien

Elektronenmikroskopische Studien veranlassten BOQUIST und Mitarbeiter (1977),
die Mitochondrien der R-Zelle als Ziel der ALX-vermitttelten Toxizitdt anzunehmen,
da sich an diesen schon frih degenerative Veranderungen registrieren liessen.
Spater zeigte diese Arbeitsgruppe (1983), dass ALX von den Mitochondrien
aufgenommen wird und diese Aufnahme durch Vorbehandlung mit Glucose reduziert
werden konnte; 1985 beschrieben BOQUIST und BOSTROM Veréanderungen des
lonenflusses, eine Hemmung der mitochondrialen Aconitase, letztendlich der
Zellatmung, wodurch der R-Zelltod eingeleitet wird. Andere Autoren (ABDEL-
RAHMAN et al. 1992) schreiben diese Effekte wiederum der Generierung von ROS
zu (s.2.3.5.1). Diese Hypothese kann allerdings nicht erklaren, warum ALX so schnell
und in so geringen Konzentrationen die Glucose-induzierte Insulinsekretion hemmt.
Desweiteren zeigten LENZEN und MIRZAIE-PETRI (1992), dass ALX zwar ein
Aconitasehemmer ist, aber dieses Enzym nicht der primare Angriffspunkt fir dessen
Toxizitat sein kann, da nur Citrat als Substrat der Aconitase und nicht Glucose diese

vor ALX schuitzen kann.

2.3.5.3 DNA

Schon 1976 wiesen Studien von HEIKKILA et al. daraufhin, dass ALX aufgrund
seines Potentials ROS zu generieren, diabetogen wirkt. Einige Jahre spater
publizierten OKAMOTO und Mitarbeiter (1981) die Hypothese, dass der
Autoxidationszyklus von ALX zu Dialursdaure und umgekehrt zu einer Bildung von
Superoxidanionen (0O,%) fihrt, die durch die SOD in Wasserstoffperoxid (H»O)
umgewandelt werden, die wiederum in einer durch Eisen (Fe**)-katalysierten Fenton-
Reaktion zur Bildung der hochreaktiven Hydroxylradikale (HO®) fihren (Abb. 3). Es
kommt zu einer DNA-Fragmentation, die zu einer Erschépfung des intrazellularen
NAD*-Pools durch Aktivierung der Poly-ADP-Ribose-Synthetase und letztendlich zur
R-Zelldestruktion fuhrt. Die essentielle Rolle von ROS wurde von LENZEN und
Mitarbeitern (1996) unterstutzt, die zeigten, dass die pankreatische Insel einen
deutlich geringeren Genexpressionsgehalt der antioxidativen Enzyme SOD, Katalase

und GPx im Vergleich zu anderen Organen besitzt, mit der Folge, durch ROS leichter
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geschadigt werden zu kénnen. MATHEWS et al. (1999) lieferten einen weiteren
Beweis fur die Empfanglichkeit von B-Zellen fur eine Schadigung durch ROS. Der
von ihnen verwendete ALX-resistente Mausstamm hat einen deutlich hdheren Gehalt
an den antioxidativen Enzymen SOD, GPx und GSH-Reduktase im Vergleich zu
einem ALX-sensitiven Mausstamm.

Eine andere Hypothese besagt, dass ROS die intrazelluldre Ca*-Homdostase
storen, die sekundar in DNA-Strangbruchen und R-Zelltoxizitat endet (KIM et al.
1994). Die Bildung von ROS und ihr toxisches Potential steht nicht nur im Einklang
mit dem ausgepragten Schutzeffekt exogen zugeflhrter antioxidativer Substanzen
(s.2.3.4), sondern auch mit den schnell auftretenden morphologischen und

funktionellen Veranderungen der R-Zelle nach ALX-Behandlung.

2.3.5.4 Glucokinase

Schon fruh wurde geschlussfolgert, dass ALX einen Diabetes induziert, indem es
spezifisch mit SH-Gruppen [3-zellessentieller Enzyme reagiert, da sowohl Mono- als
auch Dithiole vor einem ALX-induzierten Diabetes schitzen (LAZAROW 1946,1948).
Da aber nur Dithiole die ALX-Toxizitat verhindern, vermutete man, dass die Bildung
einer Disulfidbricke innerhalb essentieller SH-Gruppen entscheidender Enzyme
durch  ALX flr deren Aktivititshemmung verantwortlich ist (SEN und
BHATTACHARYA 1952). Diese Autoren zeigten kurze Zeit spater, dass eine
Vorbehandlung mit Glucose und Mannose vor ALX-induziertem Diabetes schutzt
(s.2.3.4) und unterstutzten damit die Theorie einer Hexokinase-Hemmung durch
ALX. Diese Gruppe der Glucose-phosphorylierenden Isoenzyme kommen in allen
Zellen eines Organismus vor. Daher konzentrierten sich neuere Untersuchungen auf
die Glucokinase (s.2.2.2) als Hauptangriffspunkt der ALX-Toxizitat, da nur sie in
Leber und pankreatischen Inseln in grofler Menge vorkommt. Unterstutzt wird die
Bedeutung der Glucokinase, und damit einer Interaktion von ALX mit diesem
intrazellularen Target, durch die Befunde, dass nach Inkubation isolierter Inseln mit
ALX eine Hemmung der Glucose- und Mannose-Oxidation (HENQUIN et al. 1979,
GUNNARSSON und HELLERSTROM 1973;) und der Glucose-Utilisation (BORG et
al. 1979) eintritt.
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Die Glucokinase erwies sich als hochst sensitives Enzym gegeniber ALX, da ihre
halbmaximale Hemmung schon mit ALX-Konzentrationen unter 10 pmol/l erreicht
wird. Die Charakteristika einer Hemmung der Glucose-induzierten Insulinsekretion
durch ALX und einer Hemmung der R-Zell-Glucokinase weisen grolde Parallelen auf.
Beide sind in isolierten pankreatischen Inseln mit ALX-Konzentrationen von 200-300
pmol/l hemmbar; dieser Effekt ist mit halomaximalen Konzentrationen von 10 mmol/I
Glucose protektierbar. Desweiteren besitzen nur die Zuckeranaloga, die am C-2
einen grolRen Substituenten besitzen und auf diese Weise ALX den Zugang zu den
zwei benachbarten SH-Gruppen in der Tiefe des Enzyms verwehren, eine hohe
protektive Potenz (LENZEN et al. 1988b). Lenzen bestatigte die Arbeiten von
Lazarow noch detailierter, indem er zeigte, dass nur die Dithiole die ALX-induzierte
Hemmung der Glucokinase rickgangig machen kdénnen, die einen mittleren Abstand
von 3-4 A ihrer benachbarten SH-Gruppen besitzen. Damit scheint es nur
wahrscheinlich, dass ALX durch eine Interaktion mit benachbarten SH-Gruppen in
der Tiefe der Zuckerbindungsstelle der Glucokinase angreift. Es kommt zu einer
reversiblen Hemmung dieses Enzyms und damit einem Stopp der Insulinsekretion.
Andere Autoren favorisieren jedoch die These, dass ALX nicht im aktiven Zentrum
des Enzyms angreift, sondern an einer anderen reaktiven Stelle, so dass es zu einer
Konformationsanderung und folglich zu einer Inaktivierung des Enzyms Glucokinase
kommt (MEGLASSON et al. 1986a).

Kritisch ist jedoch anzumerken, dass zwar jede Storung des Glucoseerkennungs-
mechanismus der R-Zelle zu einer Insuffizienz ihrer Funktion fuhrt, die schnell
eintretenden histologischen Befunde nach ALX-Behandlung kénnen jedoch mit der
Theorie der Glucokinase als alleiniger Zielstruktur nicht hinlanglich erklart werden.
Dies gilt auch fur die Vielzahl anderer Enzyme, z.B. der Phosphofructokinase und der
Ca?*- und Calmodulin-abhangigen Proteinkinase (MIWA et al. 1984, COLCA et al.
1983), die als potentielle Zielstrukturen fur ALX diskutiert werden. Sie werden zwar

durch ALX inhibiert, jedoch nur nach Verwendung wesentlich hoherer Konzentration.

2.3.5.5 Glucosetransporter oder -rezeptor

Die Theorie, dass allgemeine Effekte auf die -Zellmembran fir die Toxizitat von

ALX verantwortlich sind, konnte nicht aufrechterhalten werden. Der protektive Effekt
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vieler Glucoseanaloga in vitro und in vivo, das hoéhere protektive Potential der a-D-
Glucose und die ALX-induzierte Hemmung der Insulinsekretion liessen einen
Glucoserezeptor in der Plasmamebran vermuten, der eine Signalkette in Gang setzt,
die letztendlich zur Insulinfreisetzung fuhrt. Dieser Glucorezeptor soll durch ALX
blockierbar und nicht mit dem GLUT identisch sein (MCDANIEL et al. 1975,
MATSCHINSKY et al. 1972). Da aber einige Substanzen, wie z.B. 3-OMG, vor der
ALX-induzierten Hemmung der Glucose-stimulierten Insulinsekretion schitzen,
jedoch selbst nicht die Insulinsekretion stimulieren und mittels des GLUT in die R-
Zelle gelangen (TOMITA et al. 1974, COOPERSTEIN und LAZAROW 1969), scheint

die Theorie des Glucoserezeptors ebenfalls nicht haltbar.

Da die die R-Zellmembran passierenden Zucker vor der ALX-Toxizitat schitzen und
ALX eine sterische Ahnlichkeit mit Glucose aufweist, wurde der GLUT als eine
weitere Zielstruktur fur ALX diskutiert (WATKINS et al. 1973). SCHEYNIUS und
TALJEDAL (1971) schliessen aus ihren Untersuchungen, dass eine Bindung von D-
G, der Glucosetransport oder der Glucosemetabolismus eine Konformations-
anderung der R-Zellmembran bewirken, so dass ALX nicht mehr angreifen und
funktionelle Defekte verursachen kann, die zu einer Unterbrechung der Signalkette
zur Insulinfreisetzung fuhren. Die Bedeutung der GLUT, besonders der Isoform
GLUTZ2, im MLD-STZ-induzierten Diabetes der Maus wurde von WANG et al. (1998)
beschrieben. Fur die diabetogen wirkende Substanz STZ scheint der GLUT2 die
praferentielle Zielstruktur zu sein, so dass anzunehmen ist, dass der GLUT2 im ALX-

induzierten Diabetes ebenfalls eine wichtige Rolle spielen kdnnte.

2.4 Bedeutung von ALX fiir die Atiologie und Pathogenese des Diabetes

mellitus

Das Diabetogen ALX ist aufgrund seiner 3-Zellspezifitat eine Substanz, die seit Uber
50 Jahren in der Diabetesforschung eingesetzt wird, um die Funktion der [3-Zelle und
ihrer Strukturen sowie das Wechselspiel zwischen R-Zelle, Blutglucosekonzentration
und Insulinfreisetzung zu untersuchen. Durch die Verwendung von ALX mit seinen

uberwiegend toxischen Wirkungen auf die R-Zelle erhofft man sich im direkten
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Vergleich mit anderen Diabetogenen, wie z.B. STZ, einem Diabetogen mit
immunologischen und toxischen Wirkungen, prazise Aussagen zu der Pathogenese
des Diabetes mellitus machen zu kdnnen.

Desweiteren besteht die Mdglichkeit aufgrund der strukturellen Verwandtschaft von
ALX mit Harnsaure, dass es im Organismus bei Stérungen des Pyrimidin- oder
Purinstoffwechsels in relevanten Konzentrationen gebildet wird und so - zumindest
eine Triggerfunktion - in der Entstehung des Diabetes mellitus Ubernimmt. Diese
Hypothese wird unterstitzt durch zahlreiche Berichte Uber das Vorkommen von ALX
und seinen Derivaten. Schon LIEBIG (1862) konnte ALX im Schleim eines Patienten
mit Darmkatarrh nachweisen, ebenso wie LANG (1867) im Urin eines Herzpatienten
(COOPERSTEIN und WATKINS 1981). SELIGSON et al. (1951) berichteten Uber
das Vorkommen von Alloxansaure im Urin von sowohl gesunden als auch
diabeteskranken Menschen. In einer neueren Studie Uber frisch manifest an Typ-1-
Diabetes erkrankten Kindern konnte gezeigt werden, dass die ALX-Kozentrationen
im Blut dieser Patienten signifikant hoher waren als die von nicht erkrankten Kindern
entsprechenden Alters (MROZIKIEWICZ et al. 1994).

Hier mul® jedoch erwahnt werden, dass die Messung von ALX und seinen Derivaten
im humanen Material einige methodische Schwierigkeiten in sich birgt, so dass diese
Ergebnisse nicht zwingend beweisend fur das naturliche Vorkommen von ALX sind.
Angezeigt ist die Bestatigung durch eine weitere Untersuchung einer anderen
Arbeitsgruppe. Die Fulle an neuen Erkenntnissen Uber Physiologie und
Pathophysiologie der R-Zelle durch die Verwendung des ALX-induzierten
Diabetesmodell rechtfertigen jedoch eingehende weitere Untersuchungen, die der

Aufklarung der Atiologie und Pathogenese des Diabetes mellitus dienen.

2.5 Fragestellungen

Der dem ALX-induzierten Diabetes zugrunde liegende pathogenetische
Mechanismus ist trotz intensiver Forschungen noch nicht vollstandig geklart. Im
Gegenteil, die Komplexizitat der ALX-Wirkungen wirft immer neue Fragen auf. Ziel
dieser Arbeit ist es, den Einfluss von ALX auf molekulare Strukturen der 3-Zelle zu

untersuchen, um im Vergleich mit Befunden anderer Diabetogene, wie z.B. dem
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STZ, mdgliche gemeinsame pathogenetische Mechanismen ableiten zu kénnen. Wie

unter 2.2 dargestellt, sind der GLUT2, die Glucokinase und das Proinsulin essentielle

Molekule fur die physiologische Funktion der R-Zelle. In in vivo und ex vivo

Untersuchungen sollen daher sowohl Kurzzeit- als auch Langzeiteffekte von ALX auf

diese Strukturen analysiert werden.

Bezugnehmend auf die unter 2.3.4 und 2.3.5 dargestellten Befunde und Hypothesen

zum Wirkmechanismus von ALX, sollen folgende Fragestellungen beantwortet

werden:

in vivo:

Kann ein ALX-induzierter Diabetes in den zwei Mausstammen C57BL/6 und
129S3 durch Vorbehandlung mit den Glucoseanaloga D-G und 5-T-G verhindert
werden?

Welchen Einfluss hat die Behandlung der Mause mit Zink (Zn2+)-angereichertem
Trinkwasser auf die Entwicklung eines ALX-Diabetes?

Sind Langzeiteffekte an der Funktion der R-Zelle nach einmaliger Behandlung mit

ALX im oralen Glucosetoleranz-Test feststellbar?

ex vivo:

Welchen Effekt zeigt die ALX-Behandlung auf die mRNA-Expression von GLUT2,
Glucokinase und Proinsulin und inwieweit hat die Vorbehandlung mit D-G einen
Einfluss auf diesen Effekt?

Welchen Einfluss hat die ALX-Behandlung auf den Gesamtinsulingehalt im
Pankreas?

Gibt es immunhistochemisch Unterschiede in den verschieden behandelten

Mausen ?
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3. Eigene Untersuchungen

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Mause

Zum einem wurden 5-6 Wochen alte, mannliche Mause des Inzuchtstammes
C57BL/6JOLaHsd von der Firma Harlan Winkelmann (Harlan Winkelmann GmbH,
Borchen, Deutschland) und zum anderen Mause des Inzuchtstammes 129S3/SVIMJ
von den Jackson Laboratories (Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine, USA)
bezogen. Fur die in vivo und ex vivo Untersuchungen wurden die Tiere im Alter von
7-8 Wochen eingesetzt. Wahrend der gesamten Zeit wurden die Versuchstiere in
Macrolon-Kafigen (GroRe N3) zu maximal 5 Tieren unter Standardbedingungen
(20°C, 70% Luftfeuchte, max. 0,2 m/sec) gehalten. Sie erhielten ein Alleinfuttermittel
(sniff-M-Mausediat, Versuchstier-Diaten GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser ad
libitum. Alle Tierversuche waren von der Tierschutzkommission der Bezirksregierung
Dusseldorf, Nordrhein-Westfalen, genehmigt (Genehmigung zur Verwendung von
Wirbeltieren zu Versuchszwecken vom 26.03.1998; Aktenzeichen: 23.05-230-3-4/98;
Anzahl der genehmigten Mause: 940).

3.1.2 Organentnahme
Nach schmerzloser Tétung der Mause wurden die pankreatischen Inseln fir
molekularbiologische Untersuchungen isoliert bzw. die Pankreata fur die

immunhistochemischen Farbungen sowie die Bestimmung des Insulingehalts

entnommen.
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3.2 Material

3.2.1 Reagenzien

Substanz Lieferant

Agarose Roche Diagnostics (Mannheim)
Alloxan Sigma (Deisenhofen)
Antikorper DAKO Diagnostica (Hamburg)

Primarantikorper Insulin

(gegen Schwein v. Meerschweinchen)

Sekundarantikorper
(Ig gegen Meerschweinchen 1gG)
Antikérperverdiinnungsmedium S3022
Benzylpenicillin/Streptomycin
Bromphenolblau
Chloralhydrat
Chloroform
D-Glucose (a-Anomer: 97%)
Diaminobenzidin (DAB)-Tabletten
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol
dNTP
Eisessig
Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylendiaminotetraacetat
Euparal-Einschluf3mittel
Euparal-Essenz
Fotales Kalberserum (FCS)
Hamatoxylin
Hamolysereagenz (Digitonin)
Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) 10x

DAKO Diagnostika (Hamburg)
Gibco (Eggenstein)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

DAKO Diagnostika (Hamburg)
Sigma (Deisenhofen)

Gibco (Eggenstein)

Amersham Buchler (Braunschweig)
Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

ICN Biochemicals GmbH (Eschwege)
Sigma (Deisenhofen)
Chroma-Gesellschaft (Kdngen)
Chroma-Gesellschaft (Kongen)
Biochrom KG (Berlin)

Merck (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Gibco (Eggenstein)
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Insulin RIA 100

Isopropylalkohol

Kalium-Aluminium-Sulfat (Kalialaun)

Kaliumchlorid

Kollagenase Typ V (1,6 U/mg)

Lymphocytentrennmedium

Methylbenzoat

Mineraldl

M-MLV Reverse Transcriptase

Molekulargewichtsmarker Typ VI

N-(2-hydroxyethyl)-Piperazin-N"-
2-ethan-sulfonsaure (Hepes)

Natriumchloridldsung (NaCl) 0,9%

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Natriumjodat

Oligo d(T)+s

Oligonucleotidprimer

Paraffin, weich,schuttfahig, 51-53°C

Paraffin, hart, schittfahig, 56-58°C

Paraformaldehyd

Phosphat-gepufferte NaCl-Losung
(PBS) 10x

Phosphat-gepufferte NaCI-TS

Phosphorsaure 85%

Pikrinsaure

Rnasin Ribonucleaseinhibitor

RPMI 1640 Pulver ohne D-Glucose

Salzsaure (HCI)

Sucrose

Taq Polymerase

5-Thio-D-Glucose (5-T-G)

Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan
(TRIS)

TrisCl

Pharmacia & Upjohn (Freiburg)
Merck (Damstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Biochrom KG (Berlin)

Merck (Darmstadt)

ICN Biochemicals GmbH (Eschwege)
Gibco (Eggenstein)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Serva Feinbiochemica (Heidelberg)

Braun (Melsungen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Pharmacia & Upjohn (Freiburg)
MWG-Biotech GmbH (Ebersberg)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Gibco (Eggenstein)

DAKO Diagnostika (Hamburg)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Serva Feinbiochemica (Heidelberg)
Gibco (Eggenstein)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Serva Feinbiochemica (Heidelberg)

Serva Feinbiochemica (Heidelberg)

ICN Biochemicals GmbH (Eschwege)
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TRIzol™ Reagenz
Wasserstoffperoxid (H202, 30 %)
Xylol

Zinksulfat

Zitronensaure

Gibco (Eggenstein)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Alle angegebenen Firmen sind in Deutschland niedergelassen.

3.2.2 Zellkulturmedien und Gebrauchslosungen

Agarose-Gel (1,5 %)

(Elektrophorese)

Alloxan-Losung

(iv-Injektionslosung)

Beladepuffer

*

(Elektrophorese)

Bouin’sche Loésung

(Fixierungslosung fur Paraffinschnitte)*

DEPC Wasser (0,1 %) *
(PCR) *

600 mg Agarose
40 ml TAE-Puffer (0,5 x)
1 ul Ethidiumbromid

5 mg Alloxan
1 ml NaCl-L6sung (0,9 %)

Bromphenolblau (0,25 %)
Sucrose (40 %)

aufbewahren bei 4° C

450 ml gesattigte Pikrinsaure (18 g/1l)
30 ml Eisessig
150 ml Paraformaldehyd (8%)

unmittelbar vor Gebrauch frisch ansetzen

10 ml DEPC
1000 ml aqua bidest.
tber Nacht unter dem Abzug rihren

lassen, autoklavieren
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D-Glucose-Ldsung (20%) 2 g D-Glucose

(oGTT) * 10 ml NaCl (0,9 %)

Diaminobenzidin (DAB) 1 Tablette in 10 ml PBS-Puffer auflésen
(Immunhistochemie)* Aliquots a 1 ml DAB bei —20°C lagern
Ethanol-Losung (saure) 40 ml HzPO4 (1 mmol/l)
(Insulinbestimmung)* 380 ml Ethanol 96 %

20 ml aqua bidest.

Hamolyse-Losung Digitonin 0,04 mmol/Il
(Blutzuckermessung)* Maleinamid > 1.0 mmol/l

1 Tablette in 500 ml aqua bidest. I6sen

HBSS-Medium * 100 ml HBSS (10 x)
(Inselisolierung) * 50 ml FCS (inaktiviert, 5 %)
2,4 g Hepes (10 mmol/l)
ad 1000 ml agua bidest. pH

7,2 —7,4 einstellen

Kollagenase-L6sung * 2 mg Kollagenase V

(Pankreasdigestion) * 1 ml HBSS-Medium

Mayers 'Hamalaun aus Hamatoxylin 1 g Hamatoxylin

(Immunhistochemie) * 200 mg Natriumjodat
50 g Kalialaun

50 g Chloralhydrat

1 g Zitronensaure ad 1000 ml aqua bidest.

PBS-Puffer * 50 ml PBS (10 x)
(Wasch- und Zentrifugationspuffer) * 450 ml aqua bidest.
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RPMI 1640-Medium * 8,4 g RPMI 1640 Pulver
(+ L-Glutamin; - D-Glucose)
100 ml FCS (inaktiviert, 10 %)
2 g NaHCO;
1,01 g D-Glucose (5,6 mmol/l)
10 ml Benzylpenicillin/Streptomycin
(1000 U/ml /0,1 mg/ml)
ad 1000 ml aqua bidest.
pH 7,2 —-7,4 einstellen

TAE-Puffer (50 x) * Stocklésung:
(PCR) * 242 g Trisbase
57,1 ml Eisessig
100 ml EDTA (0,5 mol/l; pH 8,0)
Gebrauchslésung (0,5 x):
0,04 mol/l Trisacetat
0,001 mol/l EDTA

TE-Puffer * Tris-CI (10 mmol/l; pH 7.6)
(PCR) * EDTA (1 mmol/l; pH 8,0)
Zn**-angereichertes Trinkwasser 4,59 ZnS0Oy4

1000 ml Trinkwasser (25 mmol/l)

*

= hauptsachlicher Verwendungszweck

+ = Losungen/Kulturmedien wurden vor Gebrauch mit Millipore-Filtern sterilfiltriert
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3.2.3 Gerate

Gerat

Autoklav Typ 23
Blutzuckermel3gerat

Brutschrank mit CO2-Begasung

Binokular-Mikroskop

Computerprogramme

Cryostat Frigocut Modell 2700

Deckglaser 24 x 50 mm
Densitometer
(Omni Media Scanning)

Elektronische Analysenwaage

Elektrophoresekammer

Elektrophorese-Stromversorger

Fuji Bio-imaging Analyzer BAS 1000

Kuhlschranke

Klhlzentrifuge

LUMI-ANALYST
(Version 3.0 for windows)

Magnetruhrer

Mikrowellenofen

Millipore Schlauchpumpe

Lieferant/Hersteller

Melag (Berlin, Deutschland)
Eppendorf EPOS Analyzer 5060
(Hamburg, Deutschland)

Heraeus Typ B5060 EK/ CO;
(Osterode, Deutschland)

Wild M8 (Leica, Heerbrugg, Schweiz)
Microsoft Word, Corel-Word-Presentation,
Graphpad Prism, Oligo, Clone
Reichert Jung (Cambridge Instruments
GmbH Nussloch, Deutschland)
Menzelglaser (Deutschland)

Millipore (Ann Arbor, Ml, USA)

Sartorius Typ 2024 MP6
(Gottingen, Deutschland)
Pharmacia Biotech

(Freiburg, Deutschland)
Pharmacia Biotech

(Freiburg, Deutschland)

Fuji Photo Film GmbH
(DUsseldorf, Deutschland)
Bosch (Stuttgart, Deutschland)
Beckmann GS-6KR Zentrifuge
(Minchen, Deutschland)
Roche Diagnostics
(Mannheim, Deutschland)
Ikamag RH; IKA Labortechnik
(Staufen, Deutschland)
Siemens (Minchen, Deutschland)

Millipore (Eschborn, Deutschland)
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Multipette 4780
Objekttrager 76 x26 mm
pH-Meter
Photokamerasystem
Photomikroskop Axiophot
Pipetten
Praparierbesteck
Schlittenmicrotom HN 40

Spectrophotometer

Sterile Werkbank

Thermocycler TRIO Thermoblock

Thermostat

Tischzentrifugen

Ultraschallstab

UV-Transluminator
Vortex

Waage

y-Counter

Zentrifuge (Kontron TGA 6)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Menzelglaser (Deutschland)
Knick-Klees (Dusseldorf, Deutschland)
Polaroid (Offenbach, Deutschland)
Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Medicon (Freiburg, Deutschland)
Reichert-Jung (Nussloch, Deutschland)
Beckmann DU70; INV 3146
(MUinchen, Deutschland)

Heraeus Lamin Air Modell HLB 2472
(Osterode, Deutschland)

Biometra (Gottingen, Deutschland)
Eppendorf INV 2906

(Hamburg, Deutschland)

Heraues Biofuge A

(Osterode, Deutschland)

Eppendorf Centrifuge 5415 C
(Hamburg, Eppendorf)

Bandelin electronics Sonopuls HD 60
(Berlin, Deutschland)

Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Laborbedarf Behr

(Dusseldorf, Deutschland)

Sartorius (Goéttingen, Deutschland)
Packard Auto-Gamma 5780; INV 2700
(Frankfurt/Main, Deutschland)

Kontron Instruments

(Neufahrn, Deutschland)
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3.2.4 Verbrauchsmaterial

Material

Combitips (2,5 ml)
Einmal-Insulin-Spritzen U40

Einmal-Kapillarpipetten (20 pl)
Einmal-Klvetten (12,5 x 12,5 x 45 mm)
Einmal-Pipetten (5 ml; 10 ml)
Einmal-Pipettenspitzen
Einmal-Reagiergefalle (1,5 ml)
Einmal-Spritzen (2 ml; 5 ml; 10 ml)
Einmal-Tuberkulin-Spritzen (1 ml)
Falcon Zentrifugenréhrchen
(15 ml; konisch; steril)
Falcon Gewebekulturschale
(sterile Petrischale)
Kanulen (30 G x 1,2; steril)

Kodak 400 ASA Farbfilm

Kodak 320 ASA Diafilm
Kristallpipettenspitzen

Millex-GS Einweg Filtereinheit (0,22 pym)
Polaroid Instant Film Typ 665

Sterivex-GS Filtereinheit (0,22 uym)
Ultra-Tubes (0,65 ml)

Lieferant

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Becton Dickinson GmbH

(Heidelberg, Deutschland)
Hirschmann (Eberstadt, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Oehmen (Dusseldorf, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Amefa (Kriftel, Deutschland)

Braun (Melsungen, Deutschland)
Becton Dickinson GmbH

(Heidelberg, Deutschland)

Becton Dickinson GmbH

(Heidelberg, Deutschland)

Becton Dickinson GmbH

(Heidelberg, Deutschland)

Kodak

Kodak

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Millipore GmbH (Eschborn, Deutschland)
Polaroid Cooperation (Cambridge, MA,
USA)

Millipore GmbH (Eschborn, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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3.3 Methoden

3.3.1 Induktion eines Diabetes mellitus - Behandlung der Mause

Eine Versuchstiergruppe bestand i.d.R. aus 10 C57BI/6- oder 129S3/SVIMJ-Mausen.
Jeder Versuchsabschnitt wurde zweimal wiederholt. Im Alter von 8 Wochen erhielten
die Mause ohne vorheriges Fasten (nuchterne Versuchstiere reagieren sensibler auf
Alloxan) zur Induktion eines Diabetes mellitus eine einmalige intravendse (iv)
Injektion von ALX. Es handelte sich dabei um ALX-Konzentrationen zwischen 30 bis
80 mg/kg KG, um zunachst jeweils eine subtoxische Dosis fur die verwendeten
Mausstamme zu bestimmen. Das ALX wurde in 4°C Kkalter, physiologischer
Kochsalzlésung unmittelbar vor der Injektion gelost und innerhalb von 5 min injiziert.
Der Tag der Injektion wurde als Tag O bezeichnet. Als Kontrollgruppe dienten

unbehandelte Mause. Zur Individualisierung wurde jede Maus am Ohr markiert.

3.3.2 Kontrolle des Versuchsverlaufs

Jedes Versuchstier wurde unmittelbar vor der ALX-Injektion sowie vor jeder
Blutentnahme gewogen. Die Blutenthnahme zur Bestimmung der Blutglucose-
konzentration erfolgte zweimalig im Abstand von je einer Woche vor der ALX-
Injektion, zu den Zeitpunkten 6, 24, 30, 48 und 72 Stunden (h) unmittelbar nach der
Injektion und dann im weiteren Verlauf des Versuchs einmal wochentlich. Sechs
Wochen nach dem Zeitpunkt 0 wurden die Abstande der Blutenthahme auf 2
Wochen vergroRert. Dazu wurden jedem Versuchstier 20 pl Blut aus dem
retroorbitalen Venenplexus mittels einer Einmal-Kapillarpipette morgens zwischen
9.00 und 12.00 Uhr entnommen. Zum Zeitpunkt der Blutenthahme waren die Mause
nicht ndchtern. In einem EPOS 5060 Autoanalysator wurde die Blutglucose-

konzentration enzymatisch Uber die Reaktion der Hexokinase bestimmt.
Die Normalwerte fur C57BI/6-Mause schwankten im Mittel um 7,5 mmol/l, die der

129S3-Mause um 5,5 mmol/l. Diejenigen Versuchstiere, die Uber einen Zeitraum von

mindestens 3 aufeinanderfolgenden Wochen einen Blutglucosewert von >11,1
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mmol/l (=200 mg/dl) aufwiesen, wurden als persistierend hyperglykdmisch und damit

als diabetisch diagnostiziert.

3.3.3 Effekt der Vorbehandlung mit Glucose-Analoga

Wie schon von SCHEYNIUS und TALJEDAL (1971), BOQUIST et al. (1983) und
anderen beschrieben, schitzt in vivo eine Vorbehandlung mit hohen Konzentrationen
D-G vor einem ALX-induzierten Diabetes. Ebenso konnte in unserer Arbeitsgruppe
(GAI 2000) in vitro ein protektiver Effekt der Vorbehandlung mit D-G und ein partieller
Schutzeffekt von 5-T-G auf die mRNA des GLUT2 und der Glucokinase gezeigt
werden. Um den Effekt von geringen Konzentrationen D-G auf den mit 50 mg ALX/kg
KG induzierten Diabetes zu untersuchen, erhielten die Tiere 10-15 Sekunden vor der
Injektion eine einmalige iv Injektion von 50, 250, 500 oder 1000 mg D-G/kg KG. Auf
die gleiche Weise wurde der Effekt von 50 mg 5-T-G/kg KG iv untersucht, wahrend
die Kontrollgruppen ohne Vorbehandlung blieben. Wie unter 3.3.2 beschrieben,
wurden auch hier die Korpergewichte, Blutglucosekonzen-trationen und Anzahl der

diabetischen Mause bestimmt.

3.3.4 Effekt der Behandlung mit Zn**-angereichertem Trinkwasser

Die Behandlung mit Zn?*-angereichertem Trinkwasser (25 mmol/l) zeigte im MLD-
STZ-Modell (OHLY et al. 1998) eine protektive Wirkung in Bezug auf die Entwicklung
eines Diabetes. Um den Effekt von mit Zn**-angereichertem Trinkwasser im ALX-
induzierten Diabetes zu untersuchen, erhielten die Mause analog dem von OHLY et
al. (1998) beschriebenen Protokoll eine Woche vor Injektion von 50 mg ALX/kg KG
und Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg das mit Zn®*-angereicherte
Trinkwasser ad libitum. Eine entsprechend behandelte Kontroligruppe erhielt
normales Trinkwasser. Die Korpergewichte und Blutglucosekonzentrationen wurden,
wie unter 3.3.2 beschrieben bestimmt, und die Anzahl der persistierend

hyperglykamischen Mause protokolliert.
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3.3.5 Bestimmung der B-Zellfunktion in vivo

Die Bestimmung der R-Zellfunktion in vivo erfolgte mittels des oralen Glucose-
toleranztests (oGTT). Bei allen beschriebenen Versuchstiergruppen (s.3.3.1-3.3.4)
einschliellich der Kontrollgruppen wurde zu den Zeitpunkten 6, 12 und 18 Wochen
nach Tag 0 die oGT bestimmt. Dazu erhielt jede Maus nach einer Fastenzeit von 16
h mittels einer Schlundsonde 2 g D-G/kg KG in NaCl (0,9%) geldst. Unmittelbar vor
(0 min) sowie 15, 30 und 60 min nach der Glucose-Belastung wurde den Mausen

Blut zur Bestimmung der Blutglucosekonzentration (s.3.3.2) entnommen.

3.3.6 Isolierung pankreatischer Inseln

Die Isolierung pankreatischer Inseln erfolgte nach der von GOTOH et al. (1985)
beschriebenen Methode mit Modifikationen nach ZIMNY et al. (1993). Die Mause
wurden durch cervikale Dislokation getdtet, die Bauchhohle entlang der Medianen
eroffnet und der Ductus choledochus zwischen Gallenblase und Duodenum
freiprapariert. Die Papilla duodeni major wurde mit einer Bulldog-Klemme
abgeklemmt, so dass unter einem Stereomikroskop 2 ml einer frisch angesetzten,
4°C kalten Kollagenase-LAsung in den Ductus choledochus und somit retrograd Gber
den Ductus pancreaticus in das Pankreas injiziert werden konnte. Das so
aufgeblahte Pankreas wurde vorsichtig von Milz, Magen, Darm und Fettgewebe
freiprapariert und in einer Petrischale bei 37°C und unter 5,5 % CO»-Atmosphare flr
20 min inkubiert, um den Anteil des exokrinen Pankreas zu verdauen. Die Digestion
wurde anschlieBend durch die Zugabe von 10 ml einer eiskalten HBSS-LOsung
unterbrochen, das angedaute Gewebe in ein Zentrifugenrohrchen (15 ml) dbertragen
und mechanisch durch kurzes Schutteln zerkleinert. Durch Zentrifugation bei 320 g
fur 10-15 sek bei 4°C in der Beckmann GS-6KR Kihlzentrifuge erfolgte die
Abtrennung des Uberstandes mit exokrinem Gewebeanteil von dem im Sediment
angereicherten pankreatischen Inseln. Das Sediment wurde mit 10 ml HBSS-Ldsung
resuspendiert und erneut wie oben zentrifugiert. Nach diesem Waschprozely wurde

das Sediment in 10 ml RPMI-Lésung aufgenommen und zu gleichen Volumina
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vorsichtig auf 10 mit je 5 ml Ficoll-Lymphocytentrennmedium der Dichte von 1,077 g/l
aufgeschichtet. Durch die anschlieende ungebremste Zentrifugation fur 15 min bei
800 g und 4°C sammelten sich die Inseln in der Trennschicht zwischen RPMI-
Medium und Ficoll. Die Trennschicht wurde mittels einer Pipette vorsichtig
abgenommen und in eine Petrischale Uberfihrt. Sodann wurden die Inseln einzeln
mit einer Pipette in eine Petrischale mit RPMI-Kulturmedium dbertragen und
nochmals verlesen, um eine weitgehende Befreiung vom exokrinen Anteil zu
erreichen. Bei dieser Prozedur wurde die Anzahl der Inseln pro Versuchsansatz
bestimmt. Abschlieliend wurden alle Inseln in ein Eppendorfgefald gesammelt und
nach zweimaligem Waschen mit 1 ml PBS bei —80°C fir die RNA-Isolierung

eingefroren.

Fir die Analyse der mMRNA-Expression des GLUTZ2, der Glucokinase, von Proinsulin
und des Haushaltgens [3-Aktin wurden die pankreatischen Inseln von jeweils 10

Mausen pro Versuchsansatz isoliert.

3.3.7 Behandlung der Mause fur die Analyse der mRNA-Expression von

GLUT2, Glucokinase und Proinsulin

Gruppen von jeweils 10 Mausen im Alter von 8 Wochen wurden einmalig iv mit 50
mg ALX/kg KG behandelt, zu den Zeitpunkten 5 min, 15 min, 30 min, 1h und 3h nach
Injektion getodtet, die Inseln nach der unter 3.3.6 beschriebenen Methode isoliert und
fur die RNA-Isolierung eingefroren. Als Kontrollgruppen dienten Mause gleichen

Alters, die jedoch unbehandelt blieben.

3.3.8 Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Diese sehr sensitive Methode dient der Analyse der mRNA-Expression von
definierten Zielgenen, wie in diesem Fall von GLUT2, Glucokinase und Proinsulin.

Sie beinhaltet eine Kombination aus reverser Transkription (RT) der mRNA in eine
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komplementare DNA (cDNA) mittels des Enzyms reverser Transkriptase und der sich
anschlielenden Polymerasekettenreaktion (PCR), bei der diese cDNA als Template
dient.

Nach der Entdeckung des hitzestabilen Enzyms Taqg-DNA-Polymerase aus dem
Bakterium Thermus aquaticus (Temperaturoptimum dber 70°C) stand der
Entwicklung der PCR durch MULLIS 1985 als einer enzymatischen DNA-
Vervielfaltigungsmethode in vitro nichts mehr im Wege. Die Tag-DNA-Polymerase
verlangert die spezifischen Primer-Paare (Oligonucleotide) entlang der einstrangigen
DNA-Matrize. Die gebildeten Nucleinsaureketten sind somit definierter Lange und
Sequenz, lagern sich zu einer doppelstrangigen DNA zusammen, die anschliel3end
wieder durch periodische Temperaturwechsel des Thermocyclers hitzedenaturiert
wird, so dass sich die Primer erneut an die einstrangige Matrize anlagern und der
Prozel¥ von neuem beginnt. Jeder Reaktionszyklus aus Denaturierung,
Hybridisierung und Kettenverlangerung bewirkt eine Verdopplung der gewunschten
DNA-Sequenz, so dass sich diese in einer exponentiellen Reaktion bis auf das 10°-
10’-fache anreichert und nach gelelektrophoretischer Auftrennung als spezifische

Bande mit definierter Anzahl an Basenpaaren (bp) sichtbar gemacht werden kann.

3.3.8.1 Isolierung von RNA aus pankreatischen Insein

Die fur die RNA-Isolierung bendétigten Inseln wurden aus Mausen nach dem
Behandlungsschema (s.3.3.7) isoliert (s.3.3.6) und bei —80°C gelagert.

Die Isolierung der RNA aus Inseln erfolgte nach der von CHOMCZYNSKI und SACCI
(1987) beschriebenen Methode. Die tiefgefrorenen Inseln wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut und mit 1 ml TRIzol versetzt. Diese monophasische
Losung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat dient zur Homogenisierung von
Gewebe ohne die RNA-Integritat zu zerstoéren. Mittels einer Einmal-Insulinspritze (40
U/ml) wurde das TRIzol mit Inselgewebe 3-4 mal aufgezogen, das Homogenat mit
200 pl Chloroform versetzt, kraftig geschattelt und fur 2-3 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch die anschliefende Zentrifugation fur 15 min bei 12.000 g und 4°C
erfolgt die Auftrennung der dissoziierten Nucleo-Protein-Komplexe. Am Boden des

Reagiergefalles befindet sich die organische, rétlich-gefarbte Phenol-Chloroform-
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Phase mit geléster DNA, daruber die weildliche Interphase (Proteine) und im oberen
Teil der farblose, wassrige RNA-enthaltene Uberstand. Dieser wurde vorsichtig
abgenommen und die RNA durch Zugabe von 500 ul Isopropylalkohol, kraftigem
Durchmischen und Inkubation flr 10 min bei Raumtemperatur prazipitiert. Das RNA-
Prazipitat wurde nach der anschlieRenden Zentrifugation fir 10 min (12.000 g und
4°C) als gelférmiges Sediment sichtbar. Der Uberstand wurde verworfen, das
Prazipitat in 1 ml absolutem Ethanol aufgenommen, die Probe kraftig durchmischt
und erneut fir 5 min bei 9.500 g und 4°C zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes folgte ein weiterer Waschvorgang mit 1 ml 75%igem Ethanol, kréftiger
Durchmischung und Zentrifugation (5 min, 9.500 g, 4°C), um madglichst alle
uberflissigen organischen Anteile und Salze zu entfernen. Abschliellend wurde das

Sediment bei 56°C fur 5 bis 10 min getrocknet und in 10 pl TE-Puffer resuspendiert.

3.3.8.2 Spektrophotometrische Bestimmung der RNA

Durch spektrophotometrische Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm und
280 nm wurde die Menge der isolierten und resuspendierten RNA bestimmt. Dazu
wurden 2 pl der RNA-Suspension in 198 ul TE-Puffer (1:100) verdinnt und die OD
nach Kalibrierung mit 200 pl TE-Puffer gemessen. Eine OD von 1 entspricht 40 ug/ml
einzelstrangiger RNA; somit konnte auf die RNA-Konzentration in der Probe
zuruckgerechnet werden. Die Reinheit der RNA wurde durch das Verhaltnis der
Werte bei OD2gp zu ODygy berechnet. Optimale Werte werden durch ein Verhaltnis
zwischen >1,8 und <2,0 wiedergegeben. Fur die Synthese der cDNA wurden Aliquots

zu je 1 yg RNA in 4 pl DEPC-Wasser angesetzt und bei —80°C tiefgefroren.

3.3.8.3 Synthese komplementarer DNA (cDNA)

Von der isolierten RNA, einem Gemisch aus mRNA, tRNA, rRNA u.a., dient die
MRNA als Matrize fir die enzymatische Synthese der doppelstangigen DNA durch
die reverse Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, die
Desoxyribonucleosid-Triphosphate komplementar zum RNA-Strang verbindet. Als

Startersequenz fur die reverse Transkriptase wird ein kurzer, doppelstrangiger
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Nucleinsaurebereich bendtigt, der durch die Anlagerung von Oligonucleotiden (Oligo

(dT)) an den sogenannten Poly-(A)-Schwanz der mRNA entsteht.

Im ersten Schritt der cDNA-Synthese wurde zu 1 pg Gesamt-RNA (in 4 ul DEPC-
Wasser) 1 ul Oligo (dT)4s und 5 yl DEPC-Wasser zugegeben, gemischt und fiir 5 min
bei 60°C im Thermocycler inkubiert.
Ein Reaktionsgemisch aus 0,5 yl RNAsin (20U)

8,0 ul 5 x First Strand Puffer

4,0 I DTT (0,1 moll)

4,0 Il ANTP (10 mmol/l)

1,0 pl RTase (200 U/pl)

12,5 yl DEPC-Wasser

wurde dem Reaktionsansatz aus RNA und Oligo (dT)s zupipettiert und nach guter
Durchmischung fur 1 h bei 37°C und weiteren 10 min bei 72°C inkubiert. Die neu
synthetisierte cONA wurde fur die PCR der Zielgene eingesetzt, der verbleibende
Rest bei —80°C aufbewahrt.

Negativkontrollen, bei denen die zur Umschreibung der mRNA in cDNA notwendige
reverse Transkriptase dem Reaktionsgemisch nicht zugefugt wurde, blieben in der
densitometrischen Analyse ohne erkennbare Banden, d.h. die verwendeten Proben

waren nicht mit genomischer DNA kontaminiert.

3.3.8.4 PCR

Die PCR der Zielgene GLUT2, Glucokinase und Proinsulin wurde, wie von Watson
und Demmer (1995) beschrieben, mit den in Tabelle 1 aufgelisteten Primer-Paaren
durchgefuhrt, wobei als interne Kontrolle das Haushaltsgen [3-Aktin (Alonso et al.,

1986) ebenfalls amplifiziert wurde.
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Tabelle 1: Primer-Paare fir GLUT2, Glucokinase, Proinsulin und R-Aktin

sowie ihre spezifischen PCR-Bedingungen

MRNA Primersequenz Produkt- Hybridisierungs- Zyklus-
(5°-/3"-Primer) lange temperatur anzahl
(bp) (°C)
GLUT2 5-TGGGATGAAGAGGAGACTGAA-3° 752 55 30

3’-GATAAGTTGGTCGTAAAAAGT-5

Gluco- 5-ACTCCACACCCCACAAATG-3’ 404 57 32
kinase  3'- CGACAAAAGAACGGACACC-5

Pro- 5-GGCTTCTTCTACACACCCA-3’ 188 55 26
insulin 3-ATGGTCGACCTCTTGATGAC-5"

R-Aktin  5-GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3° 540 55 30
3-CTTTAGCACGCACTGTAGTTTCTC-5"

Ein Reaktionsgemisch aus 21,5 ul DEPC-Wasser
5,0 pl 10 x Puffer ohne Mg
3,0 pl MgCl; (25 mmol/l)
8,0 ul dNTP (1,25 mmol/l)
2,5 ul 5°-Primer (4 pmol/l)
2,5 pl 3’-Primer (4 pmol/l)
2,5 ul Tag-Polymerase (1U/pl)

wurde erstellt, gut durchmischt und mit 5 ul cDNA versetzt. 50 pl Mineraldl wurden
auf das PCR-Gemisch aufgeschichtet um die Verdunstung zu verhindern, bevor das
Reaktionsgefal} fur die eigentliche Amplifikation in den Thermocycler gestellt wurde.
Die cDNA wurde fur 4 min bei 94°C denaturiert, anschlie3end der Reaktionszyklus

aus - Denaturierung fur 1 min bei 94°C; Primer-Hybridisierung fur 1 min bei der

42




Primer-spezifischen Temperatur und Verlangerungsreaktion fir 1 min bei 72°C -
entsprechend der Primer-spezifischen Zykluszahl (Tab. 1) - wiederholt. Abschlie3end
wurde das PCR-Gemisch fur 10 min bei 72°C inkubiert und die Amplifikate fur die

gelelektrophoretische Auftrennung vorbereitet.

3.3.8.5 Auftrennung der RT-PCR-Amplifikate mit der Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurde ein 1,5%iges Agarose-Gel mit Ethidiumbromid
(1ug/ml) angesetzt und fur eine halbe Stunde getrocknet. Fir die Auftrennung der
GLUT2- bzw. der Glucokinase-Amplifikate wurden jeweils 7 pl mit 7 pl des R-Aktin-
Amplifikats und 3 pl Auftragepuffer gemischt und in die Kammern aufgetragen. Fur
die Proinsulin-DNA bestand das Gemisch aus 10 ul des Amplifikats mit 3 ul
Auftragepuffer. Die erste Kammer wurde mit 1 ul des Molekulargewichtsmarkers (250
pg/ml), den Bereich von 154 bis 2176 Basenpaare (bp) umfassend, 9 pyl DEPC-
Wasser und 3 pl Auftragepuffer beflllt. In der Elektrophoresekammer befand sich
TAE-Puffer (0,5x); die Elektrophorese erfolgte bei 120 V und 50 mA fir 30 min.
Mittels UV-Licht wurden die PCR-Produktbanden sichtbar gemacht und
densitometrisch analysiert.

3.3.8.6 Densitometrische Analyse der RT-PCR-Produkte

Mit Hilfe des Lumi-Analyst TM der Firma Roche Diagnostics wurden die Intensitaten
der PCR-Produkt-Banden des Gels bestimmt. Das Verhdltnis des
Intensitatenintegrals von GLUT2 bzw. Glucokinase zu dem von R-Aktin wurde

berechnet, dasjenige von Proinsulin wurde in Prozent zur Kontrolle angegeben.
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3.3.9 Behandlung der Mause fiir die Bestimmung des Insulingehalts im

Pankreas

Es wurden 3 Mause je Gruppe einmalig 50 mg ALX/kg KG iv injiziert, die Tiere 30
min, 3 h und 24 h nach Injektion getotet und die Pankreata zur Bestimmung des
Insulingehalts entnommen, gewogen (Feuchtgewicht (FG)) und bei -80°C
tiefgefroren. Die unbehandelte Kontroligruppe bestand ebenfalls aus 3
Versuchstieren. Aufgrund der kleinen Gruppen kann eine statistische Aussage nur

eingeschrankt formuliert werden.

3.3.10 Bestimmung des Insulingehalts

Die Extraktion des Insulins der nach 3.3.9 entnommenen Pankreata erfolgte nach der
von ZIEGLER et al. (1985) beschriebenen Methode mit leichten Modifikationen. Zu
jeder Probe wurde 6 ml saurer Ethanol gegeben, fein gemdrsert und zweimal fur je
30 sek mittels Ultraschallstab (170 W) homogenisiert. Die Homogenate wurden Uber
Nacht bei 8°C aufbewahrtt Am folgenden Tag wurde eine erneute
Gewebedesintregration mittels Ultraschallstab fur 30 sek durchgefuhrt. Die
Uberstande wurden nach Zentrifugation bei —20°C bis zur abschlieRenden Messung
aufbewabhrt.

Die Bestimmung des Insulins erfolgte mit Hilfe eines Radioimmunoassays (RIA). Der
verwendete Test-Kit - Pharmacia Insulin RIA 100 - ist ein Doppel-Antikorper-RIA.
Dabei konkurriert das in der Probe enthaltene Insulin mit einer definierten Menge
radioaktiv-markierten '?°J-Insulin um die Bindungsstelle eines spezifischen, in
Meerschweinchen hergestellten Antikdrpers (AK1). Je mehr '**J-Insulin vom AK1
gebunden wird, desto weniger freies Insulin ist in der Probe enthalten und
umgekehrt.

Alle AK1-Insulin- und AK1-'?J-Insulin-Komplexe werden durch die Zugabe eines
zweiten Antikorpers, einem anti-Meerschweinchen-IgG vom Schaf (AK2), gebunden
und aufgrund ihres hohen Molekulargewichtes in der anschliefenden Zentrifugation
mit der Kontron TGA Zentrifuge als Sediment abgetrennt. Nach Entfernung des

Uberstandes wird die Radioaktivitit des Sedimentes und damit die Menge an '*°J-
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Insulin bestimmt. Diese ist der Menge an unmarkiertem Insulin umgekehrt
proportional.

Nach der Dreifachbestimmung der im Test-Kit enthaltenen Standards erfolgte die
Messung jeder Probe nach Verdinnung (1:50) als Doppelbestimmung. Anhand der
elektronisch erstellten Standardkurve wurde die Kozentration des freien Insulins der
Proben in der Einheit U/ml abgelesen. Die dimenslose Einheit U wurde abschlie3end

in ug Insulin pro mg eingesetztes Pankreas (FG) umgerechnet.

Die einzelnen Arbeitsschritte sahen wie folgt aus:

Zu 100 pl der unbekannten Probe als Verdunnung bzw. zu 100 pl der Insulin-
Standardlésungen, die 0, 3, 10, 30, 100 oder 240 pU/ml enthielt, wurden 50 pl '%°J-
Insulin gegeben. Danach erfolgte die Zugabe von 50 pl des AK1 und nach
zweistundiger Inkubation bei Raumtemperatur die Zugabe von 2 ml AK2 in jedes
Testrohrchen. Nach einer weiteren Inkubation flr 30 min bei Raumtemperatur wurde
das Sediment durch Zentrifugation bei 1.500 g fur 10 min abgetrennt. Die

Uberstande wurden abgesaugt und die Radioaktivitat des Sedimentes gemessen.

3.3.11 Immunhistochemischer Nachweis von Insulin

Nach schmerzloser Totung der Mause wurden die Pankreata entnommen und in
Bouin’scher Losung fur 24 h fixiert. Nach Entwasserung mittels einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70%, 80%, 96%, Isopropanol) fur jeweils eine 2 h wurden die Gewebe
fur 24 h in Methylbenzoat fixiert. Anschlielliend wurden die Pankreata jeweils flr 12 h
erst in flussigem weichen (Schmelztemperatur 37-40°C) und dann in harten Paraffin
(Schmelztemperatur 43-45°C) eingebettet, aufgeblockt und bis zur weiteren
Verwendung im Kuhlschrank gelagert. Unter Verwendung eines Schlittenmicrotoms
wurden 5 pm dicke Paraffinschnitte angefertigt und je 2 Schnitte auf einem
Objekttrager Uber Nacht bei 40°C im Trockenschrank fixiert.

Die eigentliche immunhistochemische Farbung des Insulins erfolgte mit der
indirekten Peroxidase-Methode, wobei ein unkonjugierter Primarantikorper das
Antigen Insulin bindet. Ein zweiter, enzymmarkierter Antikdrper, der gegen das Fc-

Fragment des Primarantikorpers gerichtet ist, bewirkt, dass nach Zugabe des
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Substrates DAB dieses in einen Farbstoff umgesetzt wird. Dieser st
lichtmikroskopisch leicht zu identifizieren und spiegelt somit die Lokalisation des

gesuchten Antigens wieder.

Im Einzelnen sahen die Arbeitsschritte wie folgt aus:

Zunachst wurden die Schnitte fur 10 min in Xylol und in einer absteigenden
Alkoholreihe (abs., 96%, 70%, je 2 h) entparaffiniert, dann mit 50 pyl des Primar-
antikorpers (AK gegen Schweine-Insulin aus dem Meerschweinchen, Verdinnung
1:50) Uberschichtet und fur 2 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert. Der anschlieRende Waschvorgang erfolgte zweimal flir 5 min in 200 ul
PBS-Puffer. Nach Zugabe von 50 pl Peroxidase-konjugiertem Sekundarantikorper
(AK aus dem Kaninchen gegen Meerschweinchen IgG, Verdunnung von 1:50)
wurden die Schnitte erneut fir 45 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert und anschlieBend erneut mit PBS gewaschen. Die Aktivierung der
Farbreaktion erfolgte durch Zugabe von 200 pl des Substrates DAB und Inkubation
fur 10 min bei Raumtemperatur. Durch Oxidation des DAB enstand ein rotbraunes
Farbprodukt. Die Reaktion wurde durch einen zweimaligen Waschvorgang fir je 5
min mit aqua bidest. beendet und Uberschissiges Substrat entfernt. Die
Gegenfarbung erfolgte fur 5 min mit Mayer’'s Hamalaun, abschlieRend wurden die
Schnitte fur 5 min mit Leitungswasser geblaut und mit Euparol eingedeckt.

Als Negativkontrollen galten die Gewebeschnitte, bei denen die Arbeitsschritte ohne
die Inkubation mit dem Primarantikorper durchgefihrt wurden.

Die Beurteilung der immunhistochemischen Anfarbung erfolgte mittels des
Photomikroskop Axiophot, wobei 400-fache VergroRerungen der Gewebeschnitte

photographisch festgehalten wurden.

3.3.12 Statistische Analyse

FUr die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse wurde innerhalb jeder
Versuchsgruppe der Mittelwert (x) sowie die Standardabweichung von x (SEM)
berechnet und die statistische Signifikanz mittels des ungepaarten Student’s t-Test

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

4.1 in vivo Befunde

4.1.1 Dosisabhangigkeit der ALX-Toxizitat

Die Abbildungen 4 und 5 zeigen in den Mausstammen C57BL/6 und 129S3 eine
deutliche Dosisabhangigkeit der ALX-Toxizitat nach einmaliger iv Injektion (s.3.3.1
und 3.3.2). Anhand dieser Befunde wurde fur jeden Mausstamm eine subtoxische
ALX-Konzentration bestimmt, bei der < 50% der Mause einen Diabetes entwickelten,
d.h. Uber einen Zeitraum von 3 aufeinanderfolgenden Wochen einen Blutglucose-
spiegel von >200 mg/dl (=11,1 mmol/l) aufwiesen. Die mittleren Blutglucosewerte der
einzelnen Versuchstiergruppen wurden gegenuber der unbehandelten bzw. der nur
mit ALX behandelten Gruppe als Kontrollen Uber die Flachen unter den Kurven auf
ihre Signifikanz Gberpruft. HierfUr wurden die Mittelwerte der Blutglucosespiegel der
einzelnen Versuchstiergruppen uber den gesamten Versuchsverlauf mittels des
Student’s T-Test auf ihre Signifikanz gepruft.

In den C57BL/6-Mausen (Abb. 4A) konnte eine subtoxische iv Dosis von 50 mg
ALX/kg KG ermittelt werden. Die mittleren Blutglucosespiegel dieser Versuchsgruppe
lagen bei 11,8 +0,5 mmol/l, signifikant (p<0,001) abweichend gegenuber denen der
unbehandelten Kontrollgruppe mit 7,2 +0,3 mmol/l. Aus dieser Gruppe wurden 3 von
10 (30%) Mausen nach ALX-Injektion diabetisch. Die Mause zeigten trotz der
Hyperglykamie Uber den gesamten Versuchsverlauf ein weitgehend ungestortes
Allgemeinbefinden. Von den restlichen 7 Mausen dieser Behandlungsgruppe blieben
4 (40%) permanent euglykamisch, wahrend 3 Mause (30%) voribergehend
Blutglucosewerte zwischen 11,4 und 14,7 mmol/l aufwiesen.

Obwohl in der Behandlungsgruppe mit 60 mg ALX/kg KG iv von 19 Tieren nur 8
einen Diabetes entwickelten (42,1%) - mit mittleren Blutglucosewerten von 15,2 +0,3
mmol/l (p<0,001) - wurde diese Konzentration als toxisch eingestuft, da im Verlauf
des Versuches die Mause ein reduziertes Allgemeinbefinden aufwiesen bzw.
verstarben. Der Versuch wurde daher in dieser Gruppe nach 8 Wochen beendet.

Von den 16 Versuchstieren, die mit 40 mg ALX/kg KG iv behandelt wurden, zeigten

einzelne Mause mit Blutglucosewerten von 11,9 bis 13,8 mmol/l eine transiente
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Hyperglykamie; die mittleren Blutglucosespiegel blieben jedoch mit 7,7 +0,2 mmol/l

im Bereich der unbehandelten, euglykamischen Kontrollgruppe (7,2 +0,3 mmol/l).

Die Abbildung 4B zeigt die mittleren Korpergewichte (x +SEM) Uber den gesamten
Versuchsverlauf der in Abbildung 4A dargestellten Versuchstiergruppen. Im
Vergleich zu der unbehandelten Kontrollgruppe blieben die mit ALX behandelten
Mause geringgradig in der Entwicklung ihres Korpergewichtes zurlck. Dieser

Unterschied war aber zu keiner Zeit des Versuchs signifikant.

In den 129S3-Mausen (Abb. 5A) konnte ebenfalls eine Dosisabhangigkeit der ALX-
Toxizitat gezeigt werden, jedoch bestanden deutliche Unterschiede im Verlauf der
Blutglucosewerte im Vergleich zu den C57BL/6-Mausen. 48 h nach ALX-Injektion
waren 7 von 10 (70%) der mit 50 mg ALX/kg KG iv behandelten Mause
hyperglykdmisch mit mittleren Blutzuckerwerten von 14,7 +1,9 mmol/l. Nach 3
Wochen sanken diese aber auf einen Mittelwert von 8,4 +1,3 mmol/l. Die Signifikanz
betragt p<0,01 fur die Flachen unter den Kurven der ALX-behandelten Gruppe mit
mittleren Blutglucosewerten von 9,7 +1,2 mmol/l gegenuber der unbehandelten
Kontrollgruppe mit 5,6 0,1 mmol/l. Insgesamt wurden nur 2 Tiere von 10 (20%)
diabetisch, die Blutglucosewerte der anderen 8 Mause bewegten sich nach der 3.
Woche im Bereich der Euglykdmie. Um den direkten Vergleich mit den C57BL/6-
Mausen zu gewahrleisten, wurde in den weiteren Versuchsansatzen mit diesem
Mausstamm ebenfalls mit der subtoxischen Dosis von 50 mg ALX/kg KG iv
gearbeitet. In der Gruppe, die 40 mg ALX /kg KG iv erhielten, wurde nur eine Maus
von 10 (10%) diabetisch (Blutglucosewerte von 12,0 bis 22,2 mmol/l), 2 Mause (20%)
zeigten eine vorubergehende Hyperglykamie mit Werten von 11,1 bis 11,9 mmol/l,
wahrend die Ubrigen euglykamisch blieben. Der mittlere Blutglucosewert mit 7,6 + 0,4
mmol/l wich signifikant (p<0,05) von dem der unbehandelten Mause (5,6 <0,1 mmol/l)
ab. Die 10 Mause, die eine einmalige iv Dosis von 30 mg ALX/kg KG erhielten,
blieben Uber die gesamte Versuchdauer ohne signifikante Abweichung von den

Blutglucosespiegeln der unbehandelten Kontrollgruppe.

Die Korpergewichtsentwicklung, wie sie fur die 129S3-Mause in Abbildung 5B
dargestellt ist, zeigt flr die entsprechenden Versuchstiergruppen der Abbildung 5A

keinen signifikanten Unterschied zu der unbehandelten Gruppe.
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Abbildung 4

Dosisabhangigkeit (A) und Korpergewichtsentwicklung (B) nach
einmaliger iv Injektion von ALX in C57BL/6-Mausen

Blutglucosekonzentrationen (x +SEM) und Koérpergewichte (x +SEM) nach
einmaliger iv Injektion von 40 (A), 50 (¢) und 60 (V) mg ALX/kg KG. Es
wurden je Gruppe 10 Mause fur die Behandlung eingesetzt. Die unbehandelte
Kontrollgruppe (®) bestand aus 6 Mausen. Die Zahl am Graphen gibt die
Anzahl der bis zu dem jeweiligen Zeitpunkt verstorbenen Mause je Gruppe an.
Der Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykamie zu Hyperglykadmie ist 11,1 mmol/l. Die
Signifikanz (***p<0,001) ist gegenuber der unbehandelten Gruppe berechnet.
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Abbildung 5

Dosisabhangigkeit (A) und Korpergewichtsentwicklung (B) nach
einmaliger iv Injektion von ALX in 129S3-Mausen
Blutglucosekonzentrationen (x +SEM) und Korpergewichte (x £SEM) nach
einmaliger iv Injektion von 30 (V¥), 40 (A) und 50 (¢) mg ALX/kg KG. Es
wurden je Gruppe 10 Mause fur die Behandlung eingesetzt. Die unbehandelte
Kontrollgruppe (®) bestand aus 4 Mausen. Die Zahl am Graphen gibt die
Anzahl der bis zu dem jeweiligen Zeitpunkt verstorbenen Mause je Gruppe an.
Der Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykédmie zu Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l. Die

Signifikanzen (*p<0,05; **p<0,01) sind gegenlber der unbehandelten Gruppe
berechnet.
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41.2 Vorbehandlung mit D-G schiitzte vor einem ALX-induzierten Diabetes

Eine einmalige iv Vorbehandlung mit D-G unmittelbar vor ALX-Injektion (s.3.3.2 und
3.3.3) schitzte beide Mausstamme vor einem ALX-induzierten Diabetes (Abb. 6A
und 7A).

In den C57BL/6-Mausen wiesen die mittleren Blutglucosewerte von 11,6 £1,4 mmol/I
(p<0,05) 48 h und 11,2 0,8 mmol/l (p<0,05) 3 Wochen nach ALX-Injektion der mit
50 mg D-G/kg KG iv vorbehandelten Mause signifikante Unterschiede zu den
unbehandelten Kontrolltieren (6,5 +0,3 respektive 8,1 +0,3 mmol/l) auf, jedoch
sanken die Blutglucosewerte im weiteren Versuchsverlauf auf Werte im
Normbereich. Von den 10 Mausen dieser Gruppe entwickelte nur eine Maus (10%)
einen Diabetes, allerdings konnten in 7 weiteren Mausen (70%) vorUbergehende
Blutglucosewerte oberhalb des Grenzwertes von 11,1 mmol/l gemessen werden. Die
Blutglucosespiegel schwankten dabei zwischen 11,2 und 19,5 mmol/ll zu
unterschiedlichen Zeitpunkten des Versuchs. Die Signifikanz fur die Flache unter der
Kurve betragt p<0,05 mit mittleren Blutglucosewerten von 9,8 +0,4 mmol/l gegenuber
der unbehandelten Gruppe mit 7,2 0,2 mmol/I.

Die Mause der ausschliesslich mit 50 mg ALX/kg KG behandelten Gruppe zeigten
mit 17,6 +0,6 mmol/l Blutglucosewerte, die signifikant (p<0,001) Uber denen der
unbehandelten Kontroligruppe und denen der mit D-G vorbehandelten Mause lagen.

Von 10 Mausen entwickelten 6 Tiere einen Diabetes (60%).

Von den 10 Mausen, die einmalig mit 250 mg D-G/kg KG iv vorbehandelt wurden,
entwickelte kein Tier einen Diabetes - nur eine Maus zeigte vorlbergehend
hyperglykdmische Blutzuckerwerte im Bereich von 11,5 bis 15,7 mmol/l. In den
beiden Versuchstiergruppen, die mit hohen Konzentrationen D-G (500 bzw. 1000
mg/kg Kg iv) vorbehandelt wurden, wies von jeweils 10 Tieren pro Gruppe kein Tier

zu irgendeinem Zeitpunkt einen hyperglykdmischen Blutzuckerspiegel auf.
Die in Abbbildung 6B dargestellten Korpergewichte der entsprechenden

Versuchstiergruppen der Abbildung 6A zeigten Uber den gesamten Versuchsverlauf

keinen signifikanten Unterschied.
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In den 129S3-Mausen hatte die Vorbehandlung mit der niedrigen Dosis von 50 mg
D-G/kg KG iv, wie in Abbildung 7A dargestellt, keinen signifikant protektiven Effekt
gegenuber den nur mit 50 mg ALX /kg KG iv behandelten Mausen. Die mittleren
Blutglucosewerte lagen in den vorbehandelten Mausen bei 11,8 +1,3 mmol/l im
Vergleich mit den nur mit ALX behandelten Mausen mit 13,8 +1,1 mmol/l. Der
Unterschied zu den mittleren Blutglucosewerten von 5,7 +0,1 mmol/l der
unbehandelten Mause war jedoch fur beide Gruppen fur die Flachen unter den
Kurven signifikant (p<0,001). Von den o.g. behandelten 10 Mausen entwickelten
jeweils 4 einen Diabetes (40%). 10 Wochen nach Versuchsbeginn waren die
verbliebenen 9 Mause in der mit D-G vorbehandelten Gruppe euglykamisch, von den
verbliebenen 8 Mausen in der nur mit ALX behandelten Gruppe war nur noch eine
Maus diabetisch.

Die Mause, die mit der hohen Konzentration D-G (500 mg/kg KG iv) vorbehandelt
wurden, blieben Uber den gesamten Versuchsverlauf euglykdmisch. Die mitttleren
Blutglucosewerte von 7,8 +1,2 mmol/l wiesen signifikante (p<0,001) Unterschiede zu

der nur mit ALX behandelten Gruppe auf.

Die Korpergewichtsentwicklung (Abb. 7B) war in allen Versuchstiergruppen

vergleichbar.
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Abbildung 6
Vorbehandlung mit D-G schitzte vor einem ALX-induzierten Diabetes in
C57BL/6-Mausen

Blutglucosekonzentrationen (x £+SEM) (A) und Korpergewichtsentwicklung
(x £SEM) (B) nach einmaliger iv Injektion von 50 (¢) mg ALX/kg KG und
einmaliger iv Vorbehandlung mit 50 (A ), 250 ( A ), 500 (A) und 1000 (A) mg
D-G/kg KG. Es wurden je Gruppe 10 Mause flr die Behandlung eingesetzt.
Die unbehandelte Kontroligruppe (®) bestand aus 6 Mausen. Der
Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykdmie zu Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l. Die
Signifikanz (***p<0,001) ist gegenlber der unbehandelten bzw. der mit D-G

vorbehandelten Gruppen berechnet. Die Signifikanz (e p<0,05) ist gegenuber
der unbehandelten Gruppe berechnet.
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Abbildung 7
Vorbehandlung mit D-G schitzte vor einem ALX-induzierten Diabetes in
129S3-Mausen

Blutglucosekonzentrationen (x £+SEM) (A) und Korpergewichtsentwicklung
(x £SEM) (B) nach einmaliger iv Injektion von 50 (¢) mg ALX/kg KG und
einmaliger iv Vorbehandlung mit 50 (A) und 500 (A) mg D-G/kg KG. Es
wurden je Gruppe 10 Mause fur die Behandlung eingesetzt. Die unbe-
handelte Kontrollgruppe (®) bestand aus 4 Mausen. Die Zahl am Graphen
gibt die Anzahl der bis zu dem jeweiligen Zeitpunkt verstorbenen Mause je
Gruppe an. Der Schwellenwert (-- - --) Euglykamie zu Hyperglykamie ist 11,1
mmol/l. Die Signifikanz (***p<0,001) ist gegenuber der unbehandelten
Gruppe bzw. gegeniber der nur mit ALX behandelten Gruppe berechnet.
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4.1.3 5-T-G potenzierte einen ALX-induzierten Diabetes

Die Abbildungen 8A und 9A zeigen, dass eine einmalige iv Vorbehandlung mit 50 mg
5-T-G/kg KG unmittelbar vor ALX-Injektion (s.3.3.2 und 3.3.3) in beiden
Mausstammen den ALX-induzierten Diabetes potenzierte.

Dabei waren die mittleren Blutglucosewerte der auf diese Weise vorbehandelten
C57BL/6-Mause (Abb. 8A) mit 29,7 +2,2 mmol/l signifikant (p<0,001) héher als die
der nur mit ALX behandelten Mause mit 18,2 +0,9 mmol/l und der unbehandelten
Mause mit 7,3 +0,3 mmol/l. Die mittleren Blutglucosewerte der nur mit ALX
behandelten Mause waren ebenfalls fur die Flachen unter den Kurven signifikant
(p<0,001) abweichend gegenuber denen der unbehandelten Mause.

Von den 10 Mausen, die mit 5-T-G vorbehandelt wurden, entwickelten alle Tiere
einen Diabetes (100%), im Gegensatz zu 6 Tieren (60%) in der nur mit ALX
behandelten Gruppe. Aufgrund des stark reduzierten Allgemeinzustandes der mit 5-

T-G vorbehandelten Tiere wurde der Versuch nach 3 Wochen beendet.

Die ausgepragte Reduktion des Allgemeinzustandes spiegelte sich auch in einer
Kdérpergewichtsabnahme wieder (Abb. 8B). 3 Wochen nach Versuchsbeginn war das
mittlere Korpergewicht der vorbehandelten Mause mit 23,3 +1,1g signifikant
(p<0,001) niedriger als das der unbehandelten (27,5 +1,0 g) und der nur mit ALX
behandelten Versuchstiere (29,0 +0,6 g).

Ein vergleichbares Bild zeigte sich in den 129S3-Mausen (Abb. 9A und B).

Auch hier waren die mittleren Blutglucosewerte in der mit 5-T-G vorbehandelten
Gruppe mit 26,9 £0,8 mmol/l signifkant (p<0,001) hoher als in der nur mit ALX
behandelten Gruppe mit 15,8 £ 0,8mmol/l in der nur 4 Mause (40%) einen Diabetes
entwickelten im Vergleich zu 100% (10 Mause) der mit 5-T-G vorbehandelten
Gruppe. Die mittleren Blutglucosewerte der unbehandelten Mause lagen mit 5,7 +0,2
mmol/l signifikant (p<0,001) unter denen der mit 5-T-G vorbehandelten und denen
der nur mit ALX behandelten Mause. Der Versuch wurde ebenfalls aufgrund der
starken Beeintrachtigung des Allgemeinzustandes der mit 5-T-G vorbehandelten

Tiere nach 3 Wochen abgebrochen.
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Abbildung 9B zeigt, dass 3 Wochen nach Versuchsbeginn das mittlere
Koérpergewicht der mit 5-T-G vorbehandelten Mause mit 22,0 +0,6 g signifkant
(p<0,05) unter dem der nur mit ALX behandelten Mause mit 24,4 +0,6 g lag. Ein
Vergleich der Korpergewichte mit denen der unbehandelten Mause ist nicht moglich,

da diese Gruppe von Versuchbeginn an ein hoheres Ausgangsgewicht hatte.
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Abbildung 8

Vorbehandlung mit 5-T-G potenzierte einen ALX-induzierten
Diabetes in C57BL/6-Mausen

Blutglucosekonzentrationen (x +SEM) (A) und Korpergewichtsent-
wicklung (x £SEM) (B) nach einmaliger iv Injektion von 50 (4) mg
ALX/kg KG und einmaliger iv Vorbehandlung mit 50 (¥) mg 5-T-G/kg
KG. Es wurden je Gruppe 10 Mause fur die Behandlung eingesetzt.
Die unbehandelte Kontrollgruppe (®) bestand aus 6 Mausen. Der
Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykamie zu Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l.
Die Signifikanz (***p<0,001) ist gegenlber der unbehandelten Gruppe
bzw. gegenuber der nur mit ALX behandelten Gruppe berechnet.
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Abbildung 9

Vorbehandlung mit 5-T-G potenzierte einen ALX-induzierten
Diabetes in 129S3-Mausen

Blutglucosekonzentrationen (x +SEM) (A) und Korpergewichtsent-
wicklung (x £SEM) (B) nach einmaliger iv Injektion von 50 (¢) mg
ALX/kg KG und einmaliger iv Vorbehandlung mit 50 (¥ ) mg 5-T-G/kg
KG. Es wurden je Gruppe 10 Mause fiur die Behandlung eingesetzt.
Die unbehandelte Kontrollgruppe (®) bestand aus 4 Mausen. Der
Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykamie zu Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l.
Die Signifikanzen (*p<0,05; ***p<0,001) sind gegenluber der
unbehandelten Gruppe bzw. gegenulber der nur mit ALX behandelten
Gruppe berechnet.
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41.4 Zn**-angereichertes Trinkwasser senkte die ALX-induzierte

Hyperglykamie

Die Abbildung 10 zeigt, dass die Behandlung mit Zn?**-angereichertem Trinkwasser
(s.3.3.2 und 3.3.4) die ALX-induzierte Hyperglykamie in den C57BL/6-Mausen Uber

den Versuchsverlauf von 6 Wochen signifikant (p<0,001) gesenkt hat.

Die mittleren Blutglucosewerte lagen fiir die mit Zn**-angereichertem Trinkwasser
behandelten Mause bei 12,9 £0,7 mmol/l, wahrend die der nur mit ALX behandelten
Gruppe 18,2 +0,9 mmol/l betrugen. Dieser Unterschied war fir die Flachen unter den
Kurven signifikant (p<0,001). Die mittleren Blutglucosewerte dieser beiden
Versuchstiergruppen lagen ebenfalls signifikant (p<0,001) tGber dem entsprechenden
Wert von 7,3 0,3 mmol/l der unbehandelten Kontrollgruppe. Von 10 Mausen in den
behandelten Versuchsansatzen entwickelten jeweils 6 Tiere (60%) einen Diabetes.

Nach 6 Wochen verstarben in der mit Zn?*-behandelten Gruppe 2 Mause.

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in den Koérpergewichten der
unterschiedlich behandelten Gruppen (Abb. 10B).

In den 129S3-Mausen hatte die Behandlung mit Zn**-angereichertem Trinkwasser
keinen Effekt auf die ALX-induzierte Hyperglykdmie (Abb. 11A). Die mittleren
Blutglucosewerte der mit Zn2+-angereichertem Trinkwasser behandelten Gruppe
betrugen 17,8 £1,0 mmol/l und wiesen keinen signifikanten Unterschied zu denen der
nur mit ALX behandelten Mausen auf (15,8 +0,8 mmol/l). Von den 10 Mausen der mit
Zn**-behandelten Gruppe entwickelten 5 Mause (50%) einen Diabetes, in der mit
ALX behandelten Gruppe war dies bei 4 Mausen (40%) der Fall. Im Gegensatz zu
dem Befund in den C57BL/6-Mausen verlaufen hier die mittleren Blutglucosewerte
der mit Zn?** behandelten Gruppe nahezu parallel zu denen der nur mit ALX

behandelten Mause.

Die Korpergewichtsentwicklung wies keine signifikanten Unterschiede auf (Abb.
11B).

58



Blutglucose (mmol/l)

~Ndd

Wochen

344 B
334
32+
31
30
29+
28+
27+
26
254
24+
23+
22+
21+
20

Korpergewicht (g)

Abbildung 10

Behandlung mit Zn**-angereichertem Trinkwasser reduzierte die
ALX-induzierte Hyperglykamie in C57BL/6-Mausen
Blutglucosekonzentrationen (x +SEM) (A) und Korpergewichts-
entwicklung (x £SEM) (B) nach einmaliger iv Injektion von 50 (¢) mg
ALX/kg KG von Mausen, die 1 Woche vor ALX-Injektion und Uber die
gesamte Versuchsdauer hinweg Zn?*-angereichertes Trinkwasser
(25 mmol/l) (m) ad libitum erhielten. Es wurden je Gruppe 10 Mause
fur die Behandlung eingesetzt. Die unbehandelte Kontroligruppe (®)
bestand aus 6 Mausen. Die Zahl an den Kurven gibt die Anzahl der
bis zu diesem Zeitpunkt verstorbenen Mause an. Der Schwellenwert
( == = == ) Euglykdmie zu Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l. Die
Signifikanz (***p<0,001) ist gegenuber der unbehandelten bzw. der
nur mit ALX behandelten Gruppe berechnet.
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Abbildung 11

Behandlung mit Zn**-angereichertem Trinkwasser hatte keinen
Effekt auf die ALX-induzierte Hyperglykamie in 129S3-Mausen
Blutglucosekonzentrationen (x +SEM) (A) und Korpergewichts-
entwicklung (x £SEM) (B) nach einmaliger iv Injektion von 50 (¢) mg
ALX/kg KG von Mausen, die 1 Woche vor ALX-Injektion und Uber die
gesamte Versuchsdauer hinweg Zn®*-angereichertes Trinkwasser
(25 mmol/l) (m) ad libitum erhielten. Es wurden je Gruppe 10 Mause
fur die Behandlung eingesetzt. Die unbehandelte Kontroligruppe (®)
bestand aus 4 Mausen. Der Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykamie zu
Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l. Die Signifikanz (***p<0,001) ist
gegenuber der unbehandelten Gruppe berechnet.



41.5 Eingeschrankte B-Zellfunktion euglykamischer Mause durch ALX

Die 4 C57BL/6-Mause, die nach einmaliger iv Injektion von 50 mg ALX/kg KG
euglykamisch blieben, zeigten im oGTT, der zu den Zeitpunkten 6, 12 und 18
Wochen nach ALX-Injektion durchgefihrt wurde (s.3.3.5), eine signifikante Stérung
der R-Zellfunktion im Vergleich zu den 6 unbehandelten Kontrollmausen, welche
adaquat durch Insulinsekretion auf den Glucosereiz reagieren konnten (Abb. 12). Die
Nuchternblutzuckerspiegel lagen sowohl in der behandelten als auch in der
unbehandelten Gruppe zwischen 3,5 und 5,5 mmol/l (Zeitpunkt 0). Im Anschluss an
die Glucosebelastung stieg der Blutzuckerspiegel an. In den unbehandelten Mausen
lag er jedoch stets unter dem Schwellenwert fur Diabetes und bewegte sich nach 60
min wieder im Normbereich mit einer Konzentration von 7,1 +0,3 mmol/l. Die
mittleren Blutglucosespiegel der mit ALX behandelten Mause hingegen lagen nach
oraler Glucosebelastung im diabetischen Bereich und blieben, verglichen mit den
unbehandelten Kontrollen, auch nach 60 min mit Werten von 10,1 +0,7, 10,6 +1,0
und 10,7 £0,7 mmol/l nach respektive 6, 12 und 18 Wochen signifikant (p<0,01)
abweichend. Somit ist zusammenzufassen, dass trotz euglykdmischer
Stoffwechsellage nach einmaliger ALX-Injektion eine Stérung der oGT als Hinweis

fur eine Reduktion der R-Zellfunktion vorlag.

Vergleichbare Befunde wurden in den 6 129S3-Mausen erhoben, die nach iv
Injektion von 50 mg ALX /kg KG euglykamisch blieben (Abb. 13). Die oGTTs wurden
6 und 12 Wochen nach der ALX-Injektion durchgefuhrt. Dabei hatten die behandelten
Mause auch noch 60 min nach oraler Glucosebelastung signifikant erhdhte mittlere
Blutglucosewerte im diabetischen Bereich mit respektive 18,4 +1,8 mmol/l (p<0,01)
und 12,6 = 1,6 (p<0,05) im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen mit 7,2 +0,3
mmol/l. Im Gegensatz zu den C57BL/6-Mausen erholte sich nach 12 Wochen die 13-

Zellfunktion, ohne jedoch den physiologischen Wert zu erzielen.
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Abbildung 12

Eingeschrankte B-Zellfunktion nach einmaliger iv Injektion von
ALX in C57BL/6-Méausen

Blutglucosekonzentrationen (x +SEM) im oGTT 6 (A), 12 (¢) und 18
(V) Wochen nach einmaliger iv Injektion von 50 mg ALX/kg KG. Die
Blutglucose wurde vor, 15 min, 30 min und 60 min nach oraler
Belastung mit 2,0 g D-G/kg KG in 4 Mausen bestimmt, die nach
ALX-Injektion Uber die gesamte Versuchsdauer euglykamisch
blieben. Die unbehandelte Kontrollgruppe (e) bestand aus 6
Mausen. Der Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykdmie zu Hyperglykamie
ist 11,1 mmol/l. Die Signifikanz (***p<0,001) ist gegeniber der
unbehandelten Gruppe berechnet.
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Abbildung 13

Eingeschrankte R-Zellfunktion nach einmaliger iv Injektion von
ALX in 129S3-Mausen

Blutglucosekonzentrationen (x £SEM) im oGTT 6 (A) und 12 (¢)
Wochen nach einmaliger iv Injektion von 50 mg ALX/kg KG. Die
Blutglucose wurde vor, 15 min, 30 min und 60 min nach oraler
Belastung mit 2,0 g D-G/kg KG in 6 Mausen bestimmt, die nach ALX-
Injektion Uber die gesamte Versuchsdauer euglykamisch blieben. Die
unbehandelte Kontrollgruppe (e®) bestand aus 4 Mausen. Der
Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykédmie zu Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l.
Die Signifikanzen (*p<0,05; **p<0,01) sind gegenlber der
unbehandelten Gruppe berechnet.
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4.1.6 Eingeschrankte B-Zellfunktion euglykamischer Mause nach
Vorbehandlung mit D-G

Die C57BL/6-Mause, die nach Vorbehandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen
D-G und anschliessender ALX-Injektion Uber die gesamte Versuchsdauer
euglykamisch blieben, zeigten im oGTT eine pathologische oGT (Abb. 14). Die
mittleren Blutglucosespiegel der mit 50 mg D-G/kg KG vorbehandelten 9 Mause
(Abb. 14A) Uberstiegen 60 min nach oraler Glucosebelastung mit respektive 13,4
+1,0 mmol/l (p<0,001), 11,5 £1,0 mmol/l (p<0,01) und 14,2 +1,0 mmol/l (p<0,001) 6,
12 und 18 Wochen nach der ALX-Injektion signifikant den Wert der unbehandelten
Kontrollen mit 7,1 +0,3 mmol/l. Signifikante Abweichungen ihrer mittleren
Blutglucosespiegel wiesen auch die Mause auf, die mit hoheren Dosen D-G
vorbehandelt worden waren. Die entsprechenden Werte lagen fir die mit 250 mg
D-G/kg KG vorbehandelten 9 Mause (Abb. 14B) bei respektive 11,2 +1,1 mmol/l
(p<0,05), 9,1 £0,8 mmol/I (ns) und 10,1 £0,9 mmol/l (p<0,05). Die 10 euglykdmischen
Mause (Abb. 14C), die mit 500 mg D-G/kg vorbehandelt worden waren, zeigten
hingegen nach 60 min im oGTT signifikant niedrigere, wenn auch verglichen mit den
unbehandelten Kontrollen, signifikant erhohte mittlere Blutglucosekonzentrationen
von respektive 9,6 +0,7 mmol/l (p<0,05), 10,1 +0,7 mmol/l (p<0,01) und 10,2 + 0,5
mmol/l (p<0,01) 6, 12 und 18 Wochen nach ALX-Injektion. Vergleichbare
Blutglucosewerte ergaben sich fur die 10 Mause der mit 1000 mg D-G/kg KG
vorbehandelten Gruppe mit respektive 9,6 +0,5 mmol/l (p<0,01), 10,0 +0,6 mmol/Il
(p<0,01) und 8,7 +0,5 mmol/l (p<0,05) (Abb. 14D). Somit konnte gezeigt werden,
dass die Vorbehandlung mit D-G zwar eine persistierende Hyperglykamie und damit
einen Diabetes verhindern konnte, aber nicht eine Schadigung von R-Zellen durch

die nachfolgende ALX-Behandlung.
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Abbildung 14

Eingeschrankte R-Zellfunktion nach Vorbehandlung mit D-G und einmaliger iv
Injektion von ALX in C57BL/6-Mausen

A-D: Blutglucosekonzentration (x *SEM) im oGTT 6 (A), 12 (¢) und 18 (V) Wochen
nach Vorbehandlung mit D-G und einmaliger iv Injektion von 50 mg ALX/kg KG. Die
Blutglucose wurde vor, 15 min, 30 min und 60 min nach oraler Belastung mit 2,0 g D-
G/kg KG in 9 (A, B) bzw. 10 (C, D) Mausen bestimmt, die nach ALX-Injektion Uber
die gesamte Versuchsdauer euglykamisch blieben. Die unbehandelte Kontrollgruppe
(@) bestand aus 6 Mausen. Der Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykdmie zu
Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l. Die Signifikanzen (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
sind gegenuber der unbehandelten Gruppe berechnet.

A: Vorbehandlung mit 50 mg D-G/kg KG iv
B: Vorbehandlung mit 250 mg D-G/kg KG iv
C: Vorbehandlung mit 500 mg D-G/kg KG iv
D: Vorbehandlung mit 1000 mg D-G/kg KG iv
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Auch in den 129S3-Mausen wiesen die 10 Tiere, die nach Vorbehandlung mit 50 mg
D-G/kg KG Uber die gesamte Versuchsdauer euglykdmisch blieben, eine
pathologische oGT auf (Abb. 15A). Die mittleren Blutglucosekonzentrationen waren,
verglichen mit dem Wert der unbehandelten Kontrollen (7,2 £0,2 mmol/l), signifikant
héher und betrugen 60 min nach Glucosebelastung respektive 19,0 £0,6 mmol/l
(p<0,001) und 10,9 +1,2 mmol/l (p<0,05) 6 und 12 Wochen nach der Behandlung.
(Abb. 15A). Nach Vorbehandlung mit 500 mg D-G/kg KG (Abb. 15B) bestand jedoch
nur nach 6 Wochen eine pathologische oGT mit signifikanter Erhdhung der mittleren
Blutglucosekonzentration von 11,1 £1,0 mmol/l (p<0,05). Interessanterweise lag 12
Wochen nach Versuchsbeginn eine normale oGT vor mit einer mittleren
Blutglucosekonzentrationen von 7,4 0,7 mmol/l, vergleichbar dem Wert der
unbehandelten Kontrollen. Demnach ist mit der Zeit eine Erholung der [3-Zellfunktion

in den Normbereich eingetreten.
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Abbildung 15

Eingeschrankte R-Zellfunktion nach Vorbehandlung mit D-G und einmaliger iv
Injektion von ALX in 129S3-Mausen

A-B: Blutglucosekonzentration (x +SEM) im oGTT 6 (A) und 12 (¢) Wochen nach
Vorbehandlung mit D-G und einmaliger iv Injektion von 50 mg ALX/kg KG. Die Blutglucose
wurde vor, 15 min, 30 min und 60 min nach oraler Belastung mit 2,0 g D-G/kg KG in 6 (A)
bzw. 10 (B) Mausen bestimmt, die nach ALX-Injektion Uber die gesamte Versuchsdauer
euglykamisch blieben. Die unbehandelte Kontrollgruppe (e) bestand aus 4 Mausen. Der
Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykdmie zu Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l. Die Signifikanzen
(*p<0,05; ***p<0,001) sind gegeniber der unbehandelten Gruppe berechnet.

A: Vorbehandlung mit 50 mg D-G/kg KG iv
B: Vorbehandlung mit 500 mg D-G/kg KG iv
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41.7 Eingeschrankte B-Zellfunktion euglykamischer Mause nach Behandlung

mit Zn**-angereichertem Trinkwasser und ALX

Die 5 C57BL/6-Mause, die nach Behandlung mit Zn?*-angereichertem Trinkwasser
und anschliessender ALX-Injektion euglykamisch blieben (Abb. 16), zeigten
signifikante  Abweichungen ihrer Blutglucosewerte gegenuber denen der
unbehandelten Mause (7,1 +0,2 mmol/l) 60 min nach oraler Glucosebelastung. Die
mittleren Blutglucosewerte lagen 6, 12 und 18 Wochen nach Alx-Injektion bei
respektive 9,9 +1,1 mmol/l (p<0,05), 11,0 £0,8 mmol/l (p<0,001) und 16,1 +0,8
mmol/l (p<0,001).
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Abbildung 16

Eingeschrinkte B-Zellfunktion nach Behandlung mit Zn*-
angereichertem Trinkwasser und einmaliger iv Injektion von ALX in
C57BL/6-Mausen

Blutglucosekonzentrationen (x +SEM) im oGTT 6 (A), 12 (¢) und 18
(V) Wochen nach einmaliger iv Injektion von 50 mg ALX/kg KG in
Mausen, die 1 Woche vor ALX-Injektion und Uuber die gesamte
Versuchsdauer hinweg Zn?**-angereichertes Trinkwasser (25 mmol/l) ad
libitum erhielten. Die Blutglucose wurde vor, 15 min, 30 min und 60 min
nach oraler Belastung mit 2,0 g D-G/kg KG in 5 Mausen bestimmt, die
nach der ALX-Injektion Uber die gesamte Versuchsdauer euglykamisch
blieben. Die unbehandelte Kontrollgruppe (®) bestand aus 6 Mausen.
Der Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykdmie zu Hyperglykédmie ist 11,1
mmol/l. Die Signifikanzen (*p<0,05; ***p<0,001) sind gegenuber der
unbehandelten Gruppe berechnet.
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In den 5 129S3-Mausen lagen die entsprechenden mittleren Blutglucosewerte 6 und
12 Wochen nach der ALX-Injektion ebenfalls signifikant Uber denen der
unbehandelten Kontrollen (Abb. 17). 60 min nach der Glucosebelastung waren
Blutglucosewerte von respektive 17,7 +2,2 mmol/l (p<0,01) und 13,8 +1,9 mmol/l
(p<0,05) messbar. Auch hier ist die pathologische oGT - trotz bestehender
Euglykdmie - ein Zeichen fir die Schadigung der R-Zellfunktion nach der ALX-
Behandlung.

N
H

N
o

D ©

I e
N b

Blutglucose (mmol/l)
(=]

SO N b O O

O =
-
(5]

30 45 60
Minuten

Abbildung 17

Eingeschriankte R-Zellfunktion nach Behandlung mit 2Zn*-
angereichertem Trinkwasser und einmaliger iv Injektion von ALX in
129S3-Mausen

Blutglucosekonzentrationen (x +SEM) im oGTT 6 (A), 12 (¢) und 18
(A) Wochen nach einmaliger iv Injektion von 50 mg ALX/kg KG in
Mausen, die 1 Woche vor ALX-Injektion und uUber die gesamte
Versuchsdauer hinweg Zn**-angereichertes Trinkwasser (25 mmol/l) ad
libitum erhielten. Die Blutglucose wurde vor, 15 min, 30 min und 60 min
nach oraler Belastung mit 2,0 g D-G/kg KG in 5 Mausen bestimmt, die
nach der ALX-Injektion Uber die gesamte Versuchsdauer euglykamisch
blieben. Die unbehandelte Kontrollgruppe (®) bestand aus 4 Mausen.
Der Schwellenwert ( -- - -- ) Euglykdmie zu Hyperglykamie ist 11,1
mmol/l. Die Signifikanzen (*p<0,05; **p<0,01) sind gegenuber der
unbehandelten Gruppe berechnet.
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4.2 exvivo Befunde

4.2.1 Zeitabhangige Reduktion des Insulingehalts durch ALX im Pankreas von
C57BL/6-Mausen

Nach iv Injektion von 50 mg ALX/kg KG (s.3.3.9) kommt es zu einer signifikanten,
zeitabhangigen Reduktion des Insulingehalts im Pankreas von C57BL/6-Mausen
(Abb. 18). Dabei wiesen die unbehandelten Kontrollen einen Insulingehalt von 11,7
40,7 ug/mg Pankreas (FG) auf. 30 min nach der ALX-injektion konnte ein
Insulingehalt von 11,7 £0,1 pg/mg Pankreas (FG) gemessen werden. Dieser sank —
wenn auch nicht signifikant - 3 h nach der ALX-Behandlung auf einen Wert von 10,8
10,4 ug/mg Pankreas (FG). Nach 24 h war jedoch eine signifikante Reduktion
(p<0,05) des Insulingehalts mit 7,5 +0,7 y/mg Pankreas (FG) feststellbar. Somit hat
sich der Insulingehalt um 36% im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen

reduziert. Dies deutet auf eine relativ schnelle toxische Schadigung der
pankreatischen [3-Zelle hin.
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Abbildung 18

Zeitabhangige Reduktion des pankreatischen Insulingehalts nach
einmaliger iv Injektion von ALX

Insulingehalt (x +SEM) im Pankreas von Mausen, unmittelbar vor
(O=unbehandelte Kontrollen) und 0,5, 3 und 24 h nach iv Injektion von 50
mg ALX/kg KG. Es wurden je Gruppe 3 Mause eingesetzt. Die
Signifikanz (*p<0,05) ist gegenuber der Kontrollgruppe berechnet.
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4.2.2 Dosisabhangige Reduktion des Insulingehalts durch ALX im Pankreas
von 129S3-Mausen

In Abhangigkeit von der injizierten ALX-Konzentration verringerte sich 3 Monate nach
der ALX-Behandlung der Insulingehalt des Pankreas von 129S3-Mausen signifikant
(Abb. 19). Dabei wurden nur Mause berucksichtigt, die nach der Behandlung
euglykamisch blieben. Die 10 Mause, die eine einmalige iv Injektion von 30 mg
ALX/kg KG erhielten, wiesen einen mittleren Insulingehalt von 2,6 +0,2 pg/mg
Pankreas (FG) (p<0,01) im Vergleich zu den unbehandelten Mausen mit 3,7 +0,3
Mg/mg Pankreas (FG). Eine noch starkere Reduktion ihres Insulingehalts (1,9 +0,7
pMg/mg Pankreas (FG), p<0,001) zeigten die 9 Mause, welche mit 40 mg ALX/kg KG
behandelt worden waren. Der mittlere Insulingehalt der 8 Mause, die 50 mg ALX/kg
KG erhielten, lag bei 1,8 +0,1 ug/mg Pankreas (FG) (p<0,001). Diese Verringerung
des Insulingehalts, bezogen auf das Gesamtpankreas, deutet auf eine bleibende
Schadigung der R-Zellen nach der ALX-Behandlung hin. Die Funktion des

endokrinen Pankreas ist also permanent eingeschrankt, was die Befunde im oGTT
(Abb. 13) bestatigt.
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Abbildung 19

Dosisabhdngige Reduktion des pankreatischen Insulingehalts 3
Monate nach einmaliger iv Injektion von ALX

Insulingehalt (x £SEM) im Pankreas von Mausen, die einmalig iv 30 (B), 40
(C) bzw. 50 (D) mg ALX/kg KG erhalten hatten und 3 Monate nach der
Injektion getotet wurden. Eine Behandlungsgruppe bestand aus 9 (C) bzw.
10 (B, D) Mausen. Die unbehandelte Kontrollgruppe (A) bestand aus 4
Mausen. Die Signifikanzen (**p<0,01; ***p<0,001) sind gegenulber der
Kontrollgruppe berechnet.
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4.2.3 Reduktion des Insulingehalts nach Behandlung mit D-G oder Zn**-

angereichertem Trinkwasser im Pankreas von 129S3-Mausen

Die 129S3-Miuse, die nach Behandlung mit D-G bzw. Zn**-angereichertem
Trinkwasser und nachfolgender ALX-Behandlung euglykamisch blieben, wiesen 3
Monate nach der ALX-Injektion einen reduzierten Insulingehalt des Pankreas auf
(Abb. 20). Im Vergleich zu den unbehandelten Mausen (3,7 +0,3 pg/mg Pankreas
(FG)) war der mittlere Insulingehalt der mit Zn**-angereichertem Trinkwasser
behandelten Mause mit 1,4 +0,1 pg/mg Pankreas (FG) (p<0,01) signifikant reduziert,
ebenso bei den mit 50 mg D-G/kg KG iv vorbehandelten Mausen (1,9 +0,5 pg/mg
Pankreas (FG), p<0,05). Nicht signifikant war jedoch die Reduktion des mittleren
Insulingehalts der mit 500 mg D-G/kg KG vorbehandelten Mause mit 2,6 + 0,4 pg/mg
Pankreas (FG). Die Befunde entsprechen den in 4.1.6 beschriebenen, wonach sich
die oGT 12 Wochen nach Vorbehandlung mit 500 mg D-G/kg KG und ALX-Injektion

nicht signifikant von der der unbehandelten Kontrolle unterschied.
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Abbildung 20

Reduktion des pankreatischen Insulingehalts nach einmaliger iv
Injektion von ALX und Behandlung mit Zn**-angereichertem
Trinkwasser oder D-G

Insulingehalt (x £SEM) im Pankreas von Mausen, die einmalig iv 50 mg
ALX/kg KG (B) erhalten hatten und zuséatzlich mit Zn®*-angreichertem
Trinkwasser (25 mmol/l) (C) 1 Woche vor und Uber den gesamten Versuch
oder mit 50 (D) bzw. 500 (E) mg D-G/kg KG iv behandelt wurden. Die Mause
wurden 3 Monate nach der ALX-Injektion getdtet. Eine Behandlungsgruppe
bestand aus 7 (C) bzw. 10 (B, D und E) Mausen. Die unbehandelte
Kontrollgruppe (A) bestand aus 4 Mausen. Die Signifikanz (***p<0,001) ist
gegenuiber der unbehandelten Gruppe berechnet.
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424 Zeitabhdangige Reduktion der mRNA-Expression des GLUT2 und der
Glucokinase durch ALX

In Abhangigkeit von der Zeit konnte eine signifikante Reduktion der mRNA-
Expression des GLUT2 und der Glucokinase, jedoch nicht von Proinsulin, nach iv
Injektion von 50 mg ALX /kg KG (s.3.3.8) gemessen werden (Abb. 21). Schon 5 min
nach der ALX-Injektion war die Reduktion der mRNA des GLUTZ2 signifikant
(p<0,001) mit einem mittleren Verhaltnis GLUT2 zu R-Aktin von 0,30 +0,10 im
Vergleich zu dem der unbehandelten Mause mit 1,15 +0,08. Eine weitere
geringfligige Reduktion konnte nach 15 min gemessen werden (0,24 +0,08; p<0,001)
und 3 h nach Behandlung war die mRNA des GLUT2 auf ein Verhaltnis zu R-Aktin
von 0,06 + 0,03 (p<0,001) reduziert worden. Eine signifikante Reduktion der mRNA
von Glucokinase wurde jedoch erst 30 min nach Behandlung mit ALX festgestellt.
Das Verhaltnis zu R-Aktin betrug zu diesem Zeitpunkt 0,42 +0,17 (p<0,05) und
reduzierte sich nach 3 h auf einen Wert von 0,32 +0,14 (p<0,05) im Vergleich zu der
unbehandelten Kontrolle mit einem Mittelwert von 0,89 +0,11. Auffallig ist, dass die
mMRNA von Proinsulin (in % zur Kontrolle angegeben) unverandert exprimiert wurde.
Dabei schwanken die Mittelwerte zwischen maximal 110% nach 5 min bis minimal
90% 3 h nach der ALX-Injektion. Somit war die ALX-Toxizitat fur die mRNA von
GLUT2 ausgepragter als fir die Glucokinase, jedoch ohne Einflufy auf die mRNA von

Proinsulin.
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Abbildung 21

ALX reduzierte differentiell und zeitabhdangig die mRNA-Expression des GLUT2
und der Glucokinase, ohne die mRNA von Proinsulin zu beeinflussen

Je 10 Mausen pro Behandlungsgruppe wurden 50 mg ALX/kg KG iv injiziert, die
Kontrollgruppe (0) blieb unbehandelt. Die Inselisolierung erfolgte nach 5, 15 und 30
min sowie nach 1 und 3 h. Dargestellt sind die RT-PCR-Produkte von GLUT2 (A),
Glucokinase (B), Proinsulin (C) und R-Aktin, der Gesamt-RNA-Gehalt (x £SEM) pro
1000 Inseln (D) und die Verhaltnisse (x £SEM) von GLUT2 (E) und Glucokinase (F)
zu R-Aktin. Die mRNA von Proinsulin (G) wird in Prozent der Kontrolle
wiedergegeben. Die Signifikanzen (*p<0,05; *** p<0,001) sind gegenlber der
unbehandelten Kontrolle berechnet.
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4.2.5 Vorbehandlung mit D-G schiitzte die mRNA von GLUT2 und

Glucokinase vor der Reduktion durch ALX

Die einmalige Vorbehandlung mit 500 mg D-G/kg KG schuitzte die mRNA des GLUT2
und der Glucokinase vor einer Reduktion durch Injektion von 50 mg ALX/kg KG iv
(Abb. 22). Zwar konnte noch eine signifikante (p<0,05) Reduktion der mRNA des
GLUTZ2 gemessen werden, diese war jedoch mit einer mittleren Ratio zur mRNA von
R-Aktin von 0,61 +0,06 nach 15 min und 0,46 +0,1 nach 3 h deutlich geringer
ausgepragt als durch die gleiche ALX-Dosis alleine, wie unter 4.2.4 beschrieben. Die
MRNA-Expression der Glucokinase und von Proinsulin hingegen blieben unverandert
erhalten und entsprachen der Expression unbehandelter Kontrollen. Aus diesen
Befunden lasst sich ersehen, dass der Schutzeffekt einer Vorbehandlung mit D-G auf
der Ebene der mRNA liegt, und dass der GLUT2 und die Glucokinase die

wahrscheinlich primaren Zielstrukturen fur ALX sind.
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Abbildung 22

Vorbehandlung mit D-G schiitzte die mMRNA des GLUT2 und der Glucokinase
vor einer Reduktion durch ALX

Je 10 Mausen pro Behandlungsgruppe wurden 500 mg D-G/kg KG unmittelbar vor
50 mg ALX/kg KG iv injiziert, die Kontroligruppe (0) blieb unbehandelt. Die
Inselisolierung erfolgte nach 15 und 30 min sowie nach 1 und 3 h. Dargestellt sind
die RT-PCR-Produkte von GLUT2 (A), Glucokinase (B), Proinsulin (C) und R-Aktin,
der Gesamt-RNA-Gehalt (x +SEM) pro 1000 Inseln (D) und die Verhaltnisse (x
+SEM) von GLUT2 (E) und Glucokinase (F) zu B3-Aktin. Die mRNA von Proinsulin (G)
wird in Prozent der Kontrolle wiedergegeben. Die Signifikanz (* p<0,05) ist
gegenuber der unbehandelten Kontrolle berechnet.
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4.2.6 Immunhistochemischer Nachweis von Insulin im Pankreas von
C57BL/6-Mausen

Durch die immunhistochemische Anfarbung von Insulin im endokrinen Teil des
Pankreas von C57BL/6-Mausen konnte gezeigt werden (s. 3.3.11), dass — je nach
ALX-Konzentration - die Anzahl der R-Zellen unterschiedlich stark reduziert wurde.
Die Abbildung 23A zeigt ein unbehandeltes Pankreas; eine deutliche Braunfarbung
des Insulins im Cytoplasma der R-Zellen ist zu erkennen. Die Abbildung 23B ist die
entsprechende Negativkontrolle, bei der wahrend der Farbung der AK1 weggelassen
wurde, so dass das Insulin nicht angefarbt wurde. Die Abbildung 23C zeigt die
immunhistochemische Anfarbung eines Pankreas einer mit 40 mg ALX/kg KG iv
behandelten Maus; die Mehrzahl der [3-Zellen scheint aufgrund einer deutlichen
Braunfarbung des Cytoplasmas erhalten zu sein. Das Pankreas einer mit 60 mg
ALX/kg KG iv behandelten Maus (Abb. 23D) zeigt eine ausgepragte Reduktion von
intakten 3-Zellen. Eine starke Verringerung der Insulinfarbung und damit der Anzahl
an intakten R-Zellen ist in Abbildung 23E zu erkennen, bei der es sich um das
Pankreas einer mit 80 mg ALX/kg KG iv behandelten Maus handelt.

Dieser immunhistochemische Befund verdeutlicht nochmals die Dosisabhangigkeit

der ALX-Toxizitat wie sie schon unter 4.1.1 dargestellt wurde.
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Abbildung 23A und B:

Immunhistochemische Anfarbung von Insulin in pankreatischen Inseln einer
unbehandelten Maus

Reprasentative immunhistochemische Anfarbung von Insulin mit der Immun-
peroxidase-Methode in Pankreasschnitten einer unbehandelten Maus. (A)
Cytoplasmatische Lokalisation von Insulin in den R-Zellen. Verwendet wurde ein
Meerschweinchen-anti-Schweine-Insulin-Antikdrper.  (B) Durch  Auslass des
Primarantikdrpers gegen Insulin blieb die Anfarbung der R-Zellen aus. (400-fache
Vergrol3erung)
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Abbildung 23C und D:

Immunhistochemische Anfarbung von Insulin in pankreatischen Inseln von
ALX-behandelten Mausen

Reprasentative immunhistochemische Anfarbung von Insulin mit der Immun-
peroxidase-Methode in Pankreasschnitten ALX-behandelter Mause. (C) Pankreas
einer Maus, die mit 40 mg ALX/kg KG iv behandelt wurde. Cytoplasmatische
Lokalisation von Insulin in den noch Uberwiegend intakten R-Zellen. (D) Pankreas
einer Maus, die mit 60 mg ALX/kg KG iv behandelt wurde. Ausgepragte Reduktion
von intakten Insulin-produzierenden 3-Zellen. (400-fache Vergrof3erung)
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Abbildung 23E

Immunhistochemische Anfarbung von Insulin in pankreatischen Inseln von
ALX-behandelten Mausen

Reprasentative immunhistochemische Anfarbung von Insulin mit der Immun-
peroxidase-Methode in Pankreasschnitten einer Maus, die mit 80 mg ALX/kg KG iv
behandelt wurde. Starke Reduktion von intakten Insulin-produzierenden 3-Zellen.
(400-fache Vergrdlierung)

78



5. Diskussion

Aufbauend auf den Untersuchungen von WANG und GLEICHMANN (1998), die
zeigten, dass der GLUT2 die praferentielle, wenn nicht gar selektive Zielstruktur flr
den induzierten Diabetes mit MLD-STZ ist und den In vitro-Ergebnissen von GAI
(1998), die nachwies, dass fur ALX sowohl der GLUTZ2 als auch die Glucokinase
Zielstrukturen sind, war es Ziel der vorliegenden Arbeit, in vivo Zielstrukturen im ALX-
induzierten Diabetes zu analysieren.

In dieser Arbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass 1.) eine iv Injektion von ALX zu
einer zeitabhangigen ex vivo Reduktion der mRNA-Expression des GLUT2 und der
Glucokinase fuhrt, wahrend die mRNA-Expression von Proinsulin unverandert bleibt;
2.) die einmalige iv Vorbehandlung mit D-G signifikant vor der Reduktion der mRNA-
Expression des GLUT2 und der Glucokinase schutzt; 3.) die iv Vorbehandlung mit
D-G eine ALX-induzierte Hyperglykamie zwar verhindert, jedoch nicht vor einer
eingeschrankten oGT in euglykdmischen Mausen schitzt; 4.) das Glucoseanalog
5-T-G in vivo - im Gegensatz zu D-G - einen potenzierenden Effekt auf einen ALX-
induzierten Diabetes besitzt; 5.) die Behandlung mit Zn2+—angereichertem
Trinkwasser die ALX-induzierte Hyperglykamie reduziert und 6.) der Insulingehalt im

Pankreas 24 h nach ALX-Injektion signifikant reduziert wurde.

Es wurde zunachst die Dosisabhangigkeit der ALX-induzierten Hyperglykamie in den
Mausstammen C57BL/6 und 129S3 bestimmt, wobei die von uns definierte
subtoxische Dosis (< 50% diabetische Tiere) bei 50 mg ALX/kg KG iv lag (Abb. 4 und
5). Diese ALX-Konzentration befindet sich in einer vergleichbaren GroRenordnung fur
sogenannte Schwellenwertkonzentrationen, wie sie fur andere Mausstamme
beschrieben und in Experimenten anderer Arbeitsgruppen eingesetzt worden ist
(MATHEWS und LEITER 1999a, KUBISCH et al. 1994,1997, AHREN und
SUNDKVIST 1995, GRANKVIST et al. 1981).

Der Schutzeffekt von hohen Dosen D-G vor einem ALX-induzierten Diabetes wurde
schon von anderen Autoren (BOQUIST et al. 1983, CROUCH et al. 1981,
ZAWALICH et al. 1973, SCHEYNIUS et al. 1971 u.a.) beschrieben. Wir konnnten
jedoch zeigen, dass auch bereits wesentlich geringere Konzentrationen von D-G (50,
250 und 500 mg/kg KG im Gegensatz zu 750 mg/kg KG bis 4 g/kg KG der o.g.
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Autoren) einen ALX-induzierten Diabetes verhinderten (Abb. 6 und 7). Dieser
protektive Effekt von D-G in den von uns verwendeten Konzentrationen bezieht sich
jedoch nur auf die Entwicklung einer Hyperglykamie. Bestehen blieb eine
eingeschrankte R-Zellfunktion, die als pathologische oGT zu 3 unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der D-G- und ALX-Injektion diagnostiziert wurde. Diese
pathologische oGT persistierte in Mausen, die Uber die gesamte Versuchsdauer
euglykamisch geblieben waren (Abb. 14). Dieser Befund ist ein eindeutiger Hinweis
auf Lasionen durch ALX an der R-Zelle, die unter regularer Mausdiat klinisch nicht
erkennbar waren. Mit der pathologischen oGT stimmig war der Befund des
reduzierten pankreatischen Insulingehalts nach der ALX-Injektion (Abb. 18). Ahnliche
Langzeiteffekte von ALX, wie z.B. eine eingeschrankte Insulinsekretion, wurden
ebenfalls von anderen Autoren beobachtet (AHREN und SUNDKVIST 1995).

In frGheren Publikationen (WEAVER et al. 1978a/b, ROSSINI et al. 1975,
SCHEYNIUS et al. 1971) wurde Uber Effekte anderer Glucoseanaloga, z.B. D-
Mannose, 3-OMG, D-Galactose u.a. berichtet, die entweder zum Teil vor ALX-
Toxizitat schitzten oder, wie im Fall der D-Galactose, keinen Effekt aufwiesen. Im
Gegensatz dazu zeigen wir, dass ein weiteres Glucoseanalog, namlich die nicht-
metabolisierbare 5-T-G, signifikant einen ALX-induzierten Diabetes verstarkte (Abb.
8 und 9), obwohl sich 5-T-G nur durch ein Schwefelatom an Cs von der D-G
unterscheidet. Interessanterweise war der protektive Effekt von 5-T-G im MLD-STZ-
induzierten Diabetes demjenigen von D-G Uberlegen (WANG et al. 1993).

Die Ursache fur den potenzierenden Effekt von 5-T-G fur die ALX-Toxizitat, kann aus
unseren Untersuchungen nur vermutet werden. Die Mdglichkeit, dass 5-T-G eine
vermehrte Aufnahme von ALX Uber den GLUT2 bewirkt, kann ausgeschlossen
werden, da zum einen D-G selbst die Aufnahme von ALX férdert und trotzdem vor
dessen Toxizitat schitzt und zum anderen 3-OMG ebenfalls einen protektiven Effekt
besitzt, in dem es die Aufnahme von ALX in die R-Zelle hemmt (MALAISSE-LAGAE
et al. 1983, BOQUIST et al. 1983, WEAVER et al. 1978a/b). Es ist vorstellbar, dass
5-T-G an den GLUT2 bindet und seine Transporterfunktion dadurch blockiert, ALX
jedoch daraufhin verstarkt auf andere Kanale bzw. Transportsysteme ausweicht, um
in die R-Zelle zu gelangen und dort seine toxische Effekte ausubt. Eine weitere
Mdglichkeit flr die potenzierende Wirkung von 5-T-G besteht in der Bereitstellung

zusatzlicher Thiolgruppen an der hochreaktiven Carbonylgruppe Cs, die eine
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reduzierende Wirkung auf ALX besitzen. Diese kdnnten somit den Redoxzyklus
zwischen ALX und Dialursaure verstarken, was letztendlich zu einer vermehrten
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies fuhren wirde. Um den potenzierenden Effekt der

5-T-G aufzuklaren, missen noch weitere Untersuchungen durchgefihrt werden.

Die Verabreichung von Zn?**-angereichertem Trinkwasser schiitzte zwar nicht vor
einem ALX-induzierten Diabetes, bewirkte jedoch eine signifikante Reduktion der
Hyperglykamie (Abb. 10). Im Gegensatz dazu beobachteten Minami et al. (1999)
keinen protektiven Effekt durch eine Zinkbehandlung im ALX-induzierten Diabetes.
Hier ist jedoch anzumerken, dass von den Autoren ein anderer Mausstamm und
insbesondere eine hohere, sehr toxische Dosis ALX, welche bereits nach 4 Tagen
Blutglucosewerte um 1000 mg/dl induziert hatte, verwendet wurde. In den
vorgelegten Untersuchungen hingegen wurde, wie unter 4.1.1 definiert, eine
subtoxische ALX-Dosis gespritzt, welche die Haltung der Mause mit Hyperglykamie
uber Wochen ermoglichte. Anders sieht es dagegen im MLD-STZ-induzierten
Diabetesmodell aus, in dem Zn*-angereichertes Trinkwasser vor einer
Diabetesentwicklung schutzte (OHLY et al. 1998/2000).

Die in dieser Arbeit erzielten Befunde mit 5-T-G und Zn2+—angereichertem
Trinkwasser im ALX-induzierten Diabetesmodell weisen neben schon bekannten
Forschungsergebnissen daraufhin, dass sich der ALX-induzierte vom MLD-STZ-
induzierten Diabetes in seiner Pathogenese unterscheidet. Dies wird zusatzlich durch
die fehlende T-zellabhangige Immunantwort und der dadurch ausbleibenden
zellularen Infiltration der pankreatischen Inseln, also einer Insulitis, im ALX-Diabetes
verdeutlicht. So war auch in diesen Untersuchungen bei der immunhistochemischen
Farbung von Pancreata ALX-behandelter Mause (Abb. 23A-E) keine Leukozyten-
infiltration erkennbar. OHLY et al. (2000) konnten hingegen die durch MLD-STZ-

induzierte Insulitis differentiell an ihrer Auspragung beurteilen.

Von ALX ist bekannt, dass es aufgrund seiner ausgepragt toxischen Wirkung
innerhalb von wenigen Minuten zu irreversiblen Veranderungen in der R-Zelle fuhrt
(s.2.3.3). Mit den oben beschriebenen Ergebnissen ist zum ersten Mal gezeigt
worden, dass - ex vivo - schon innerhalb der ersten 5 Minuten nach der ALX-Injektion

eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression des GLUT2 und innerhalb von 30
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min eine signifikante Reduktion der Glucokinase-mRNA-Expression eingetreten ist.
Diese beiden fur die R-Zellfunktion essentiellen Molekule scheinen somit primare,
wenn nicht gar selektive Angriffspunkte der ALX-Toxizitat darzustellen, denn der
MRNA-Gehalt an Proinsulin in der R-Zelle wie auch der Insulingehalt des Pankreas in

C57BL/6-Mausen 3 Stunden nach ALX-Injektion waren unverandert.

Die Reduktion der mRNA-Expression von GLUT2 und Glucokinase geht zeitlich der
ALX-induzierten Hyperglykédmie voraus, was im Einklang mit der Reduktion des
pankreatischen Insulingehalts 24 h nach ALX-Injektion steht. Vergleicht man den
Gesamt-RNA-Gehalt pro 1.000 Inseln der jeweiligen Versuchsansatze (Abb. 21 und
22), so ist eine Verringerung des mRNA-Gehalts feststellbar, was fur einen
graduellen Verlust der absoluten Anzahl an 3-Zellen spricht. Da aber die mRNA-
Expressionen von GLUT2 und Glucokinase im Verhaltnis zu der von R-Aktin gesetzt
wurden, kann ausgeschlossen werden, dass die Reduktion nur auf dem Verlust an 3-
Zellmasse beruht. Die mRNA-Expression von [3-Aktin erfahrt ebenfalls eine leichte
Reduktion, diejenige von GLUT2 und Glucokinase ist jedoch wesentlich
ausgepragter. Desweiteren bleibt die mMRNA-Expression von Proinsulin bezogen auf
den Gesamt-mRNA-Gehalt pro 1.000 Inseln konstant, so dass ein experimentell

bedingter Artefact ausgeschlossen werden kann.

Die Reduktion der mRNA von GLUT2 und Glucokinase konnte durch Vorbehandlung
mit einer relativ geringen Dosis D-G weitgehend verhindert werden. Dieses Ergebnis
laldt darauf schliessen, dass der Schutzeffekt von D-G nicht nur am GLUT2, sondern
auch in der R-Zelle ausgelbt wird. Es ist anzunehmen, dass eine hohe Dosis D-G die
MRNA des GLUT2 und der Glucokinase vollstandig vor einer ALX-induzierten
Schadigung schitzen koénnte. Dies muifte in einem gesonderten Experiment

Uberprift werden.

Seit einigen Jahren wird generell angenommen, dass ALX durch die Generierung
von ROS (Abb. 3) die BR-Zelle schadigt (OBERLEY 1988, OKAMOTO 1981, TIBALDI
1979, HEIKKILA 1976). Es handelt sich hierbei in erster Linie um Superoxidanionen
(02%), Wasserstoffperoxid (H,02) und Hydroxylradikale (HO®), von denen die HO®
das grofdte toxische Potential besitzen (SATO und BREMNER 1993) und Uber die

Haber-Weiss- und Fentonreaktion in Anwesenheit von katalysierendem Eisen aus
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0," und H,0; gebildet werden (JORNS et al. 1999, WINTERBOURN und MUNDAY
1989).

Die von OKAMOTO (1981), UCHIGATA et al. (1982) und YAMAMOTO et al.
(1981a/b) propagierte Hypothese zur R-Zellzerstorung durch ALX-generierte ROS
muf nach neueren Erkenntnissen revidiert werden. Die Autoren definieren die DNA
der R-Zelle als die primare Zielstruktur fir ALX-generierte reaktive Metabolite, wobei
die daraus resultierenden DNA-Strangbriche zu einer Aktivierung der PARP mit
anschlieBender Erschopfung des NAD'-Pools fiihren und damit der Zelltod
eingeleitet wird. Die Fahigkeit zur Induktion der PARP durch ALX oder STZ wird in
der Literatur unterschiedlich beurteilt. Wahrend YAMAMOTO et al. (1981a/b) zeigten,
dass sowohl STZ als auch ALX zu einer Induktion der PARP fuhren, wurde dieses
durch SANDLER und SWENNE (1983) nur fur STZ bestatigt. Da weder Nicotinamid
noch NADPH einen protektiven Effekt auf die ALX-induzierte Hemmung der
Insulinfreisetzung und Proinsulin-Biosynthese haben (SANDLER et al. 1984), mul}
davon ausgegangen werden, dass ALX zunachst andere essentielle Molekule der 3-
Zelle angreift. Moglicherweise beruhen die unterschiedlichen Befunde auf

unterschiedlichen experimentellen Protokollen, wie z.B. auf unterschiedlichen Dosen.

GLUT2 und Glucokinase als zentrale Strukturen des Glucoseerkennungssystem
(s.2.2) sind daher besser geeignet, die schnellen, durch ALX verursachten
Veranderungen an der 3-Zelle zu erklaren, wie z.B. die abrupte Unterbindung der
Insulinsekretion und die Beobachtung, dass nur die Glucose-stimulierte
Insulinsekretion durch ALX gehemmt wird und nicht die anderer Sekretagoga, wie
z.B. Glyceraldehyd, Tolbutamid (HENQUIN et al. 1979) oder Arginin

(unveroffentlichte Daten, Dr. Gai).

Wie ist nun zu erklaren, dass die in der BR-Zelle entstehenden ROS differentiell
toxisch auf die mRNA der essentiellen Molekule GLUT2 und Glucokinase wirken?

Dies ist sicher nur durch das Zusammenspiel mehrerer Komponenten madglich. Eine
entscheidende Rolle spielt dabei der Antioxidantienstatus der 3-Zelle, denn auch
physiologischerweise werden permanent ROS innerhalb und aullerhalb des
zellularen Kompartiments gebildet, z.B. durch endozytierende Leukozyten, mittels

der Xanthin-Oxidase oder in der Atmungskette. Die Zellen schitzen sich zum einen
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durch spezifische Abwehrenzyme vor einer Schadigung durch ROS. Dazu gehéren
die SOD, die Katalase und die GPx, die jeweils spezifisch O,", H,O, und
Lipidperoxide neutralisieren. Zum anderen bieten unspezifische Molekile
zusatzlichen Schutz vor reaktiven Substanzen, wie z.B. Tocopherol, Vitamin C und
R-Carotin.

Spezifische Abwehrsysteme gegen die hochtoxischen HO® werden noch diskutiert.
Zunehmende Bedeutung erlangt in diesem Zusammenhang das cytosolische Protein
Metallothionein (MT). Im Laufe der letzten Jahre weisen Forschungsergebnisse
daraufhin, dass MT - neben seiner Fahigkeit Schwermetalle zu binden — ebenfalls ein
Scavenger von HO® ist. THORNALLEY und VASAK (1985) sowie KUMARI et al.
(1998) wiesen in In vitro-Untersuchungen mit Rattenleber eine deutliche Radikal-
Scavenger-Fahigkeit von MT nach. OHLY et al. (2000) zeigten, dass Zn?*-
angereichertes Trinkwasser eine Hochregulation von MT in pankreatischen Inseln
zur Folge hat und hypothetisierten, dass Zink-induziertes MT durch Abfangen von

MLD-STZ-generierten HO® die 3-Zellen vor Toxizitat und Diabetes schiitzte.

Warum schutzte Zn2+-angereichertes Trinkwasser nicht so effektiv vor dem ALX-
induzierten Diabetes verglichen mit MLD-STZ? Eine mdgliche Erklarung ware, dass
eine einzelne Dosis ALX aufgrund seines Redox-Zyklus kontinuierlich mehr ROS
generiert, so dass die R-Zelle mit MT-Hochregulation durch Zink nicht genlgend

Antioxidantien als Abwehrsysteme gegen die toxischen ROS aufbauen kann.

Untersuchungen von LENZEN et al. (1996) ergaben, dass in Mausen die Gewebe
von Lunge, Leber und Niere eine deutlich hohere Expression der antioxidativen
Enzyme SOD, Katalase und GPx gegenuber der Expression in pankreatischen Inseln
aufwiesen, mit der Ausnahme, dass GPx in den R-Zellen nicht nachweisbar war.
Erganzt wurden diese Ergebnisse durch weitere Untersuchungen desselben Labors
(TIEDGE et al. 1997). So wurden in der Insulin-produzierenden Tumorzellinie
RINmSF und in Inseln der Ratte nur sehr geringe Mengen der genannten
Antioxidantien gegenuber einer Vielzahl anderer Gewebe gefunden. Desweiteren
konnten die Autoren zeigen, dass 3-Zellen im Gegensatz zu anderen Geweben nicht
in der Lage sind, auf Stresituationen, wie z.B. Hitzeschock, mit einer Adaptation

ihrer Antioxidantien zu reagieren. Somit kommen die Autoren zu dem Schlul}, dass
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die hohe Sensitivitat der R-Zellen gegenulber toxischen Noxen wie ALX durch ihren
geringen Gehalt an antioxidativen Substanzen bedingt ist.

MATHEWS und LEITER (1999a) beobachteten in den von ihnen untersuchten
Pankreata ALX-resistenter und ALX-sensitiver Mause signifikante Unterschiede in
der Aktivitat der SOD, der Glutathion-Reduktase und GPx. Sie schlossen aus ihren
Befunden, dass die ALX-Resistenz dieser Mause in einem genetisch bedingten
aufregulierten Antioxidantienstatus begrundet liegt. Kurze Zeit spater (1999b) zeigten
dieselben Autoren in Ruckkreuzungsversuchen dieser beiden Mausstamme, dass
diese ALX-Resistenz gegenuber freien Radikalen dominant vererbt wird.

Die Bedeutung des Antioxidantienstatus fir die Sensitivitat von R-Zellen gegenlber
reaktiven Metaboliten wird noch durch Untersuchungen belegt, in denen durch
Transfektion eine Uberexpression der GPx und der Katalase in RINm5F-Zellen eine
erhdhte Resistenz gegenuber ROS erzielt wurde (TIEDGE et al. 1998). Desweiteren
fihrte in vivo die systemische Uberexpression der cytosolischen CU/Zn-SOD in
Mausen zu einer erhohten Toleranz gegenuber ALX und STZ (KUBISCH et al. 1994).
Die Autoren spezifizierten 1997 ihre Ergebnisse, indem sie durch gezielte
Uberexpression der CU/Zn-SOD in den R-Zellen der Maus deren Aktivitat um 50%

steigerten und damit einer ALX-induzierten Hyperglykamie vorbeugen konnten.

Tatsachlich scheint die pankreatische R-Zelle der Maus im Vergleich zu anderen
Nagern oder gar dem Menschen den geringsten Gehalt an Antioxidantien und
Hitzeschockproteinen aufzuweisen (EIZIRIK 1996, WELSH et al. 1995). Dies kénnte
erklaren, warum die humane [-Zelle gegenuber der ALX-Toxizitat wesentlich
resistenter ist. Eine entscheidende Rolle spielt in diesem Zusammenhang die
abweichende Expression der verschiedenen Isoformen der GLUT. Die humane 3-
Zelle exprimiert den GLUTZ2 nur in geringen Mengen (SCHUIT 1996, DE VOS 1995),
da der Glucosetransport in die humane R-Zelle in erster Linie von GLUT1 und
GLUTS3, beides Glucosetransporter mit einer geringen K, getragen wird (SCHUIT
1997/1996).

Die Bedeutung des GLUTZ2 und der Glucokinase fur die Glucosehomoostase wurde
bereits ausfuhrlich beschrieben. Es ist daher leicht verstandlich, dass eine Reduktion
der mRNA-Expression und damit der Proteinsynthese dieser beiden Molekile

enorme Auswirkungen auf die Funktionstlichtigkeit der R-Zelle besitzt. Schon Anfang
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der 90er Jahre wurde im Nager-Diabetesmodell gezeigt, dass eine Reduktion der
GLUT2 mRNA- und Proteinexpression zu einer Reduktion bzw. dem Verlust der
Glucose-stimulierten Insulinfreisetzung fuhrt (ORCI et al. 1990, UNGER 1991,
WANG und GLEICHMANN 1998). Diese Funktionseinschrankung der R-Zelle wird
noch durch die ALX-induzierte Hemmung der Glucokinase-Aktivitat verstarkt, da dies

ebenfalls zu einem Abbruch der Insulinsekretion fuhrt (s.2.3.5.4).

Eine mdgliche Erklarung fur den praferentiellen Angriff der ALX-generierten ROS auf
die mRNA des GLUT2 und der Glucokinase waren spezifische Signale in der R-Zelle,
die gezielt die reaktiven Intermediate der Gentranskription von GLUT2 und
Glucokinase zufuhren. Desweiteren mufdte die mRNA-Halbwertszeit von GLUT2 und
Glucokinase im Vergleich zu der von Proinsulin untersucht werden. Da die
bedeutendste Aufgabe der [3-Zelle die Produktion von Insulin ist, wird das Gen fur
Proinsulin in weit hoherem Mengen und kontinuierlich transkribiert, wahrend die
MRNA-Expression von GLUT2 und Glucokinase in pankreatischen [-Zellen
entsprechend des Glucoseangebots reguliert wird (TIEDGE und LENZEN 1991). Es
ist daher vorstellbar, dass Schwankungen in dem Gehalt an Proinsulin-mRNA, wie
sie durch eine ALX-Behandlung hervorgerufen werden, ohne direkt sichtbaren
Einflu® bleiben, wahrend die mRNA von GLUTZ2 und Glucokinase sensitiver auf die
generierten ROS reagiert und hier schon kleine Schwankungen im mRNA-Gehalt

deutlich zu Tage treten.

In diesem Zusammenhang spielen Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle. Es
konnte gezeigt werden, dass ALX und STZ in Mausen zu einer Aktivierung des
nuklearen Transkriptionsfaktors NFKB flhren. Physiologischerweise erfolgt die
Aktivierung durch oxidativen Strel}, Xenobiotika, Virusinfekte oder
proinflammatorische Cytokine. Die ALX- bzw. STZ-induzierte Aktivierung von NFKB
konnte durch Vorbehandlung mit dem Radikalfanger a-Phenyl-tert-butylnitron oder
der GSH-Vorstufe N-Acetylcystein verhindert werden (HO et al. 1999/2000). Ob
moglicherweise die mit der NFkB-Aktivierung verbundene  Steigerung
inflammatorischer Reaktionen Uber ROS als Mediatoren zu einer Down-Regulation
von bestimmten Genen, darunter GLUT2 und Glucokinase flhrt, bleibt zu

untersuchen.
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Zusammenfassend kann aus den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen
geschlossen werden, dass ALX nicht ubiquitar in der R-Zelle wirkt oder diese
ungerichtet zerstort, sondern vielmehr spezifische Strukturen, wie die mRNA von
GLUT2 und Glucokinase, angreift. Es muss jedoch noch geklart werden, worin die
Grlnde flr den protektiven Effekt der D-G und den potenzierenden Effekt der 5-T-G
gegenuber der ALX-Toxizitat liegen und inwieweit ALX-induzierte Radikale selektiv
wirksam sind, oder ob diese Selektivitat auf anderen Mechanismen, wie z.B.

Transkriptionsfaktoren, beruht.

Um die Atiologie und Pathogenese einer derart multifaktoriellen Krankheit wie die
des Diabetes mellitus in Human- und Veterinarmedizin aufzuklaren und geeignete
praventive Mallnhahmen benennen zu kdnnen, bedarf es noch weiterer intensiver

Forschungen.
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6. Zusammenfassung

(Molekulare Zielstrukturen im Alloxan-induzierten Diabetesmodell der Maus, Sabine
Schulte im Walde, Institut fir Pharmakologie, Pharmazie und Toxikologie und
Deutsches Diabetes-Forschungsinstitut an der Heinrich-Heine-Universitat Dussel-
dorf, Januar 2003, 110 Seiten, 23 Abbildungen, 1 Tabelle, 145 Referenzen, 5
Farbbilder, Life Sciences 71 (2002) 1681-1694)

Alloxan (ALX) ist ein klassisches Diabetogen, welches in Nagetieren spezifisch
pankreatische 3-Zellen zerstért und Symptome induziert, die dem humanen Typ-1-
Diabetes vergleichbar sind. Durch eine einmalige, intravendse (iv) Injektion einer
subtoxischen Dosis von 50 mg ALX/kg Koérpergewicht (KG) werden Schaden an der
3-Zelle hervorgerufen, die innerhalb von 48-72 Stunden in <50% der Mause einen
Diabetes auslosen (Schwellenwert Euglykamie zu Hyperglykamie ist 11,1 mmol/l).
Das toxische Potential von ALX besteht in der Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), vorwiegend Superoxidanion-, Wasserstoffperoxid- und
Hydroxylradikalen. Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob durch ALX
praferentiell Strukturen der R-Zelle zerstért werden, die essentiell fur die RB-
Zellfunktion — die Insulinproduktion — sind. Diese sind u.a. der Glucosetransporter 2
(GLUT2), die Glucokinase und das Proinsulin. Daran anschliessend stellte sich die
Frage, ob ALX-Toxizitdt durch Vorbehandlung mit D-Glucose (D-G), 5-Thio-D-
Glucose (5-T-G) oder mit Zink-angereichertem Trinkwasser — zur Anreicherung des

Antioxidants Metallothionein - verhindert werden kann.

Hierzu wurden mannliche C57BL/6- und 129S3-Mause entweder einmalig iv mit D-G
oder 5-T-G vorbehandelt oder die Mause erhielten eine Woche vor der ALX-Injektion
und Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg Zink-angereichertes Trinkwasser.
Anschliessend wurde der Einfluss auf den ALX-induzierten Diabetes, die orale
Glucosetoleranz und die mRNA-Expression der oben genannten Gene mittels RT-
PCR untersucht. Der Gesamtinsulingehalt der ALX-behandelten Pancreata wurde

uber die Bestimmung des immunreaktiven Insulins ermittelt.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass 1.) die Vorbehandlung mit D-G den

ALX-induzierten Diabetes signifikant (p<0,001) verhinderte; 2.) trotz Euglykamie in
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mit D-G- und ALX-behandelten Mausen eine pathologische orale Glucosetoleranz
uber Wochen als ALX-Folgeschaden persistierte; 3.) die Vorbehandlung mit 5-T-G,
dem chemisch der D-G ahnlichsten Analog, jedoch den ALX-induzierten Diabetes
signifikant (p<0,001) potenzierte; 4.) Zink-angereichertes Trinkwasser die ALX-
induzierte Hyperglykamie signifikant (p<0,001) reduzierte; 5.) ALX zunachst die
MRNA-Expression des GLUT2 signifikant (p<0,001) reduzierte und nachfolgend auch
signifikant (p<0,05) die mRNA-Expression der Glucokinase, wenn auch weniger
ausgepragt als fur die GLUT2-Expression; 6.) ALX keine Veranderung der mRNA-
Expression von Proinsulin ausloste; 7.) die Vorbehandlung mit D-G signifikant
(p<0,05) die ALX-induzierte Reduktion der mRNA-Expression von GLUT2 und der
Glucokinase verhinderte und 8.) der Insulingehalt im gesamten Pankreas 24 h nach

ALX-Injektion signifikant (p<0,05) reduziert wurde.

Es wird geschlussfolgert, dass der GLUT2 und die Glucokinase primare
Zielstrukturen der ALX-Toxizitat unter den verwendeten Versuchsbedingungen sind.
Diese Lasionen sind die Ursache fur den Diabetes. Durch Vorbehandlung mit D-G
konnen der GLUT2 und die Glucokinase vor ALX-Toxizitat geschutzt werden, obwohl
trotz Euglykdmie unter physiologischen Bedingungen eine pathologische orale
Glucosetoleranz als ALX-Folgeschaden in den Mausen persistierte. Es mul® noch
geklart werden, worin die Grinde fur den protektiven Effekt der D-G und den
potenzierenden Effekt der 5-T-G liegen und inwieweit ALX-induzierte Radikale
selektiv wirksam sind, oder ob diese Selektivitat auf anderen Mechanismen, wie z.B.

Transkriptionsfaktoren, beruht.

Letztendlich zeigen diese Befunde, dass sich der pathogenetische Mechanismus von
ALX von anderen Diabetogenen unterscheidet, wie z.B. Streptozotozin, welches
selektiv den GLUT2 schadigt, der durch Vorbehandlung mit 5-T-G vor der
Streptozotocin-Toxizitat geschutzt werden kann. Daraus ist abzuleiten, dass es in der
Praventivmedizin unterschiedlicher Vorsorgemassnahmen bedarf, um Risiko-

patienten vor der Manifestation eines Diabetes mellitus zu schutzen.
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7. Summary

(Molecular target structures in alloxan-induced diabetes in mice, Sabine Schulte im
Walde, Institute of Pharmacology, Pharmacy and Toxicology and German Diabetes
Research Institute at the Heinrich-Heine-University of Duesseldorf, January 2003,
111 pages, 23 figures, 1 table, 145 references, 5 photographs, Life Sciences 71
(2002) 1681-1694)

Type 1 diabetes results from irreversible damage of insulin-producing RB-cells. In
laboratory animals, diabetes can be induced with alloxan (ALX). ALX is a potent
generator of reactive oxygen species (ROS), which can mediate R-cell toxicity.
However, the initial lesions on essential 3-cell structures are not known. In this study,
we analyzed the effect of ALX on the glucose transporter 2 (GLUT2), glucokinase

and proinsulin.

For this purpose, we investigated the effect of pretreatment with the glucose
analogues D-glucose (D-G) and 5-thio-D-glucose (5-T-G), as well as with zinc-
enriched drinking water to induce the antioxidant metallothionein, on ALX-induced
diabetes, on oral glucose tolerance (OGT) and on the mRNA-expression of the
above mentioned genes with semiquantitative reverse transcription polymerase chain
reaction in male C57BL/6 and 129S3 mice. The total insulin content of ALX-treated

pancreata was determined as immune reactive insulin.

One single intravenous (iv) injection of 50 mg ALX/kg body weight (bwt) induced
diabetes in <50% of mice of both strains (blood glucose level 211.1 mmol/l). One
single iv preinjection of D-G prevented significantly (p<0.001) diabetes in both strains,
yet, in these euglycemic mice, an impaired OGT persisted. In contrast, pretreatment
with a single injection of 5-T-G potentiated significantly (p<0.001) the toxicity of ALX.
Administration of zinc-enriched drinking water, however, reduced ALX-induced
hyperglycemia (p<0.001). The mRNA-expression of GLUT2 and glucokinase was
time-dependently reduced and the effect was more pronounced for GLUT2 (p<0.001)
than for glucokinase (p<0.05). Pretreatment with D-G protected against the mRNA-
reduction of both GLUT2 and glucokinase (p<0.05). Interestingly, the mRNA-

expression of proinsulin remained unaffected as well as the pancreatic total insulin
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content. A significant (p<0.05) reduction of pancreatic insulin content was found 24 h

after ALX-treatment.

In conclusion, ALX exerts differential toxicity on essential 3-cell structures. This toxic
effect was more pronounced for GLUT2 than for glucokinase mRNA. Pretreatment
with D-G prevented ALX-toxicity, whereas in euglycemic mice an impaired OGT
persisted. It has to be elucidated, whether ALX-induced ROS select essential R}-cell
structures or whether, as one possibility, transcription factors in the R-cell are
specifically directing ROS to GLUTZ2 and glucokinase mRNA.

Finally, these results differ from those obtained with other diabetogens, e.g.,
streptozotocin, which exerts selective toxicity on the GLUT2 and which is prevented
by 5-T-G. However, diabetogens damage 3-cell function through different pathogenic
pathways and, therefore, different interventional regimen may be required to prevent

type 1 diabetes in individuals at risk.
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