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1 Emleitung
1.1 Insulin

Insulin ist ein wichtiges korpereigenes Peptidhormon. Durch seine einzigartige Funktion,
den Blutzuckerspiegel im menschlichen Kdérper zu senken, kommt ihm eine zentrale
Rolle in der Glukosehdmostase zu. Systemische Effekte von Insulin sind in diesem
Kontext zum Beispiel die Hemmung der hepatischen Glukoneogenese und Forderung der
Synthese und Speicherung von Glykogen in den Muskeln und der Leber (DeFronzo et al.
2015).

Insulin wird in den sogenannten Langerhansinseln produziert. Diese sind im Pankreas
lokalisiert und bilden seinen endokrinen Anteil. Sie bestehen aus verschiedenen Zellarten,
den Alpha-, Beta-, Delta-, Gamma- und Epsilonzellen. Jede von ihnen produziert ihre
eigenen Hormone, welche im Korper dann verschiedenste Aufgaben erfiillen konnen. Die
Betazellen, welche fiir die Produktion und Sekretion von Insulin verantwortlich sind,
machen im menschlichen Pankreas mit einem Anteil von circa 60 % den Grofiteil der

Inselzellen aus (DeFronzo et al. 2015; Jones und Persaud 2017).

Das Gen, welches die Aminosduresequenz des Insulins gespeichert hat, liegt beim
Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosom 11 (Harper et al. 1981). Es besteht aus
drei Exons und zwei Introns. Durch Transkription und Splicing entsteht dann die
Messenger RNA, welche die Basis der Insulinsynthese bildet. Anschlieend erfolgt die
Translation, durch welche das sogenannte Priproinsulin entsteht. Dieses besteht aus der
A-, B- und C- Kette, sowie einem Signalpeptid (DeFronzo et al. 2015). Das Signalpeptid
steuert den Transport des Préproinsulins in das endoplasmatische Retikulum (ER). Ist das
Priproinsulin im ER angekommen, wird das Signalpeptid proteolytisch abgetrennt. Es
verbleiben noch die A-, B- und C-Kette, die dann gemeinsam Proinsulin genannt werden.
Im ER bilden sich drei Disulfidbriicken, zwei zwischen der A- und B-Kette und eine
innerhalb der A-Kette. Im Anschluss wird das Proinsulin zum Golgi Apparat transportiert
und hier in sekretorischen Granula gespeichert (DeFronzo et al. 2015; Galicia-Garcia et
al. 2020). Ein steigender Glukosespiegel sorgt dafiir, dass das C-Peptid durch Proteasen
abgespalten und aktives Insulin zusammen mit dem C-Peptid in die Blutbahn abgegeben
wird. Das hormonell aktive Insulin besteht aus einer A-Kette (21 Aminosduren) und einer
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B-Kette (30 Aminoséuren), die sich iiber drei Disulfidbriicken stabilisieren (DeFronzo et

al. 2015).

Bei hohen Blutglukosekonzentration nimmt die Betazelle iiber ihren insulinunabhdngigen
Glukosetransporter 2 (GLUT2) Transporter vermehrt Glukose in die Zelle auf.
Intrazellular wird die Glukose dann weiter verstoffwechselt, wodurch aus
Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat Adenosintriphosphat (ATP) als Endprodukt
entsteht. Der Anstieg des ATP/ADP Verhiltnisses vermindert die Kaliumpermeabilitit
der Betazelle durch den Verschluss ATP-sensitiver Kaliumkanéle (DeFronzo et al. 2015).
Dies fiihrt zu einer Depolarisation der Zelle. Uber die Offnung spannungsabhingiger
Calcium Kanile erhoht sich dann die intrazelluldre Calciumkonzentration, was dann als
Trigger fiir die Sekretion des gespeicherten Insulins dient. Die Vesikel, in denen Insulin
gespeichert ist, verschmelzen dann mit der Plasmamembran der Betazelle und aktives
Insulin wird zusammen mit dem abgespaltenen C-Peptid in den Blutkreislauf abgegeben
(DeFronzo et al. 2015). Das sekretierte C-Peptid ldsst sich diagnostisch als Mess-

parameter fiir die endogene Insulinproduktion nutzen (Vejrazkova et al. 2020).

Die Insulinproduktion und -sekretion wird iiber verschiedene Mechanismen reguliert.
Glukose stellt den wichtigsten Einflussfaktor auf die Transkription von Insulin dar. Es
gibt zwei zentrale Transkriptionsfaktoren, liber die anhand des Glukosespiegels die
Expression von Insulin reguliert wird. Die pancreatic/duodenal homebox-1 (PDX-1) und
die mammalian homologue of avian (MafA). Glukose sorgt jedoch auch auf anderen
Ebenen fiir eine Regulation der Insulinproduktion (DeFronzo et al. 2015). Auf die
genauen Mechanismen, durch die die Insulinexpression und -sekretion im Verlauf des

Diabetes mellitus geschddigt wird, wird in spiteren Kapiteln eingegangen.

1.2 Diabetes mellitus Typ 2

1.2.1 Definition

Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die sich anhand der
Pathophysiologie in verschiedene Typen unterteilen ldsst. Sie haben alle gemeinsam, dass
sie mit einer Hyperglykédmie als Leitbefund einhergehen. Alle Subtypen sind iiber eine

geminderte Insulinproduktion und/oder -wirkung charakterisiert. Die zwei Gruppen mit



der hochsten Priavalenz sind der Diabetes Typ 1 und Typ 2 (World Health Organisation
2019).

Diabetes mellitus Typ 1 ist primdr durch eine autoimmune Zerstérung von Betazellen
gekennzeichnet. Als Folge entwickelt sich daraus ein absoluter Mangel von
Insulin im Korper. Diabetes mellitus Typ 2 besitzt eine multifaktorielle Pathogenese.
Kennzeichnend ist hier eine geringere Insulinsensitivitit der Zielgewebe und ein
Funktionsverlust der Betazellen mit begleitender Apoptose. Im Gegensatz zum Typ 1
Diabetes ist beim Typ 2 Diabetes ein schleichender Verlauf typisch (DeFronzo et al.
2015). Eine Sonderform ist der sogenannte Gestationsdiabetes. Hier entwickelt sich
wiahrend der Schwangerschaft eine Glukosestoffwechselstorung (American Diabetes

Association 2003).

Aufgrund der Thematik der vorliegenden Promotion beschrinkt sich die detaillierte

Darstellung im Verlauf auf Diabetes mellitus Typ 2.
1.2.2 Epidemiologie

Diabetes mellitus ist durch seine hohe Pravalenz und hohen Gesundheitskosten weltweit
fiir Gesellschaften und Gesundheitssysteme problematisch. Die Anzahl Erwachsener
zwischen 20 und 79 Jahren, die an Diabetes erkrankt sind, belief sich 2021 auf circa 536,6
Millionen Menschen (Sun et al. 2022). Im Vergleich dazu waren 1980 nur circa 108
Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt. Parallel zur Gesamtzahl stieg ebenso
die Privalenz der Erkrankung von 1980 4,7 % auf heute 10,5 % (World Health
Organization 2016; Sun et al. 2022). Da Diabetes mellitus Typ 2 einen schleichenden
Verlauf aufweist, konnte die Dunkelziffer sogar noch deutlich hoher sein. Im Jahr 2012
gab es laut World Health Organisation (WHO) circa 1,5 Millionen Tote, deren
Todesursache auf Diabetes mellitus zuriickgefiihrt werden konnte (World Health
Organization 2016). Die weltweiten Kosten, die Diabetes mellitus direkt und indirekt
erzeugt, beliefen sich 2010 auf schitzungsweise 500 Milliarden US-Dollar. 2030 werden
die Kosten schitzungsweise auf 745 Milliarden US-Dollar ansteigen (Bloom et al. 2011).
Diese Zahlen lassen erkennen, dass Diabetes mellitus eine Erkrankung ist, die immer

signifikantere Auswirkungen auf moderne Gesellschaften hat.



1.2.3 Symptome und Folgeerkrankungen

Diabetes mellitus kann sowohl akute Symptome ausldsen, als auch langfristige Folgen

fiir verschiedene Organsysteme haben.

Akute Symptome einer Hyperglykdmie sind zum Beispiel Polyurie, Polydipsie,
Wadenkrampfe, Juckreiz und Sehstérungen. Bei einem absoluten Insulinmangel liegt
hdufig ein vermindertes Korpergewicht vor, welches unter anderem aufgrund der
katabolen Stoffwechsellage entsteht. In Extremfillen kann eine Hyperglykdmie eine
lebensgefdhrliche Stoffwechselentgleisung mit Ketoazidose und diabetischem Koma

auslosen.

Langfristig hat eine chronische Hyperglykédmie vor allem Einfluss auf das Gefdf3system.
Es entstehen Makro- und Mikroangiopathien, die dann Auswirkungen auf den gesamten
Organismus haben (World Health Organization 2016). Durch eine diabetische
Makroangiopathie steigt generell die Inzidenz von kardialen, zerebralen und vaskuldren
Erkrankungen (Sarwar et al. 2010). Dies duB3ert sich dann durch ein erhéhtes Risiko fiir
Schlaganfille oder Herzinfarkte (Sarwar et al. 2010). Eine Mikroangiopathie resultiert
unter anderem in einer Retinopathie, Nephropathie, Neuropathie und begiinstigt die
Entstehung eines diabetischen FuBlsyndroms. AuBlerdem kann die Wundheilung von
Patienten mit Diabetes mellitus gestort sein. Sie verlieren somit im Vergleich zur
Normalbevolkerung hiufiger ihre Sehkraft, erleiden Nierenversagen, entwickeln haufiger
chronische Ulcera, erleiden Amputationen und leiden haufiger an erektiler Dysfunktion

(American Diabetes Association 2003; World Health Organization 2016).

1.2.4 Pathophysiologie

An der Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 sind verschiedene genetische,
metabolische und umweltbedingte Faktoren beteiligt. Zentrale Bestandteile der
Pathophysiologie des Diabetes Typ 2 sind auf der einen Seite eine geringere Sensitivitit
des Zielgewebes auf Insulin, was den Bedarf an Insulin erhoht, und auf der anderen Seite
ein progredienter Funktionsverlust der Betazellen, der unter anderem zu einer gestorten

Insulinsekretion fiihrt (DeFronzo et al. 2015).



Die fehlende Insulinsensitivitit des Zielgewebes fiihrt besonders in frithen Stadien der
Erkrankung zu einem relativen Mangel von Insulin. Muskel- und Fettzellen sind
besonders von der Desensibilisierung betroffen. Dies hat fiir den Glukosestoffwechsel
zufolge, dass immer hohere Konzentrationen von Insulin zur Senkung des Blutzuckers
benotigt werden. In der Anfangsphase des Diabetes mellitus kann dieser Mangel zu einer
kompensatorischen Erh6hung der Insulinsekretion fiihren. Diese Kompensation halten
die Betazellen jedoch im Verlauf der Erkrankung nicht dauerhaft aufrecht, was wiederum

in einer chronischen Hyperglykdmie resultiert (DeFronzo et al. 2015).

Im weiteren Verlauf des Diabetes mellitus Typ 2 ldsst sich dann eine Verminderung der
Insulinsekretion und ein Untergang der Betazellen beobachten. Hierdurch entsteht im

Laufe der Erkrankung ein absoluter Mangel an Insulin (DeFronzo et al. 2015).

Eine Kombination beider Effekte sorgt fiir ein Fortschreiten der Erkrankung. Beginnend
mit einem normalen Glukosestoffwechsel liber eine gestorte Glukosetoleranz, bis hin zum
Vollbild des Typ 2 Diabetes (DeFronzo et al. 2015). Da sich die Experimente dieser
Arbeit mit den Stoffwechselwegen der Betazelle beschiftigen, werden diese in den

ndchsten Kapiteln besprochen.

1.2.4.1 Lipotoxizitit

Fettsduren sind zentrale Bestandteile des Energiestoffwechsels des Menschen. Die
hiufigsten Fettsduren im menschlichen Kdorper sind Olsdure, Palmséure, Stearinsiure,
Linolsdure und Palmitoleinsdure. Sie bilden circa 90 % der Fettsduren im Blutplasma
(Quehenberger et al. 2010). Auf der einen Seite werden Fettsduren physiologischerweise
durch die Betaoxidation der Mitochondrien zu ATP verstoffwechselt und sind deshalb
wichtige Energielieferanten der Betazelle. Auf der anderen Seite sind sie auch
regulatorisch im Insulinstoffwechsel wirksam. Hohe intrazellulire Glukose-
konzentrationen hemmen durch erhohte Konzentrationen von Malonyl-CoA die
Fettsdureoxidation. Die daraus resultierende Konzentrationserhohung von langkettigen

Acyl-CoA stimuliert wiederum die Insulinsekretion (DeFronzo 2015).

Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 liegt hdufig eine begleitende Hyperlipiddmie
vor (Salgin et al. 2012). Ein Insulinmangel begiinstigt durch Enthemmung der Lipolyse

eine dauerhaft hohe Konzentration von Fettsduren im Blut. Dies wiederum fordert die
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Insulinresistenz, stimuliert die Gluconeogenese, behindert die Insulinsekretion und fiihrt
zur Apoptose der Betazellen. Diese Effekte werden allgemein auch als Lipotoxizitit
bezeichnet (DeFronzo 2015). Der daraus resultierende gesteigerte Fettstoffwechsel in den
Betazellen erzeugt, besonders bei gleichzeitig vorliegender Hyperglykdmie, toxische
Metabolite, oxidativen Stress, dysreguliert Signalwege wund behindert die
Energieproduktion der Zelle. Diese Effekte werden iiber verschiedene molekulare

Mechanismen vermittelt.

Ein Mechanismus konnte die verringerte Produktion von Eisen-Schwefel-Proteinen tiber
die Verminderung der Glutaredoxin 5-Konzentration sein. Eisen-Schwefel-Proteine
bilden zentrale Bestandteile der Atmungskette und des Citratzyklus (Albracht 1980; Ding
et al. 1992; Flemming et al. 2003). Ein Mangel dieser Bestandteile konnte eine
verminderte Produktion von ATP zur Folge haben, was zu einer Inhibierung der
glukosestimulierten Insulinsekretion flihren kénnte. Dies wiirde dann die Funktion der
Betazelle behindern (Petry et al. 2022). Durch eine zusétzliche Dysregulation des
Eisenstoffwechsels konnte eine unkontrollierte Aufnahme von Eisen in die
Mitochondrien beobachtet werden (Robbins und Stout 1989; Petry et al. 2018; Petry et
al. 2022). In Kombination mit einer erhohten Konzentration von Sauerstoffradikalen
induziert dies die Synthese von Lipidperoxiden, welche zu Ferroptose, einem nicht

apoptotischen Zelltod, fiihrt (Dixon et al. 2012; Hansen et al. 2018).

Sauerstoffradikale entstehen unter anderem im Energiestoffwechsel der Zelle. Durch die
Verstoffwechslung von Fettsduren im Citratzyklus werden Elektronen frei, welche dann
tiber die fiinf Komplexe der Atmungskette das energiearme ADP+P zum energiereichen
ATP umwandeln. Durch diesen Prozess entstehen im Komplex 1-3 auf physiologische
Weise reaktive Sauerstoffspezies (Schonfeld und Wojtczak 2008), die von der Zelle
verarbeitet werden miissen. Ein chronisch gesteigerter Energiestoffwechsel durch hohe
Konzentrationen von Fettsduren fiihrt somit zu einer erhdhten Belastung der Zelle mit
reaktiven Sauerstoffspezies (Lenzen 2008). Dies resultiert dann in vermehrtem

oxidativem Stress und begiinstigt das Auftreten von Ferroptose (Romer et al. 2021).

Der zweite Weg tiber den Fettsduren verstoffwechselt werden ist die Betaoxidation in den
Peroxisomen. Die Reaktionen und Enzyme im Peroxisom und im Mitochondrium sind

grundsitzlich dhnlich, mit dem Unterschied, dass die freien Elektronen im Peroxisom im
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Gegensatz zum Mitochondrium nicht iiber die Atmungskette verstoffwechselt werden,
sondern Wasserstoffperoxid (H202) bilden (Osumi und Hashimoto 1978).
Wasserstoffperoxid ist permeabel flir Zellmembranen und kann der Zelle als oxidativer
Stress unter anderem durch die Inhibierung der Insulinsekretion schaden. Es wird
vermutet, dass langkettige Fettsduren, die den Grofteil der Fettsduren im Blutplasma
bilden, in hohen Konzentrationen iiber den peroxisomalen Stoffwechselweg besonders
effektiv oxidativen Stress erzeugen konnen (Gehrmann et al. 2010; Elsner et al. 2011).
Es gibt Hinweise darauf, dass die Betazelle iiber eine geringere antioxidative Kapazitét
im Vergleich zu anderen Zelltypen verfiigt und deshalb besonders anfillig fiir oxidativen

Stress ist (Lenzen et al. 1996).

Als Reaktion auf Belastung mit oxidativem Stress wurde eine Erhohung der Expression
von uncoupling protein 2 (UCP2) in der Betazelle beobachtet. UCP2 ist ein
Protonenkanal, welcher das mitochondriale Membranpotential, das vom Komplex 5 der
Atmungskette zur Produktion von ATP genutzt wird, abbauen und somit die Aktivitit der
Atmungskette drosseln kann (Klingenberg und Winkler 1985). Auf diesem Weg fiihrt die
Expression von UCP2 zu einer Verminderung des oxidativen Stresses (Klingenberg und
Winkler 1985). AuBerdem ist eine direkte Inhibition der Atmungskette durch freie
Fettsduren beschrieben (Kohnke et al. 2007). Das mitochondriale Membranpotenzial,
welches durch diese Prozesse verringert wird, konnte jedoch auch fiir einen ATP-Mangel
verantwortlich sein, eine mitochondriale Dysfunktion verstirken und an der Apoptose der
Betazelle beteiligt sein (Amo et al. 2011). Durch den ATP-Mangel werden die Synthese
und die Sekretion von Insulin inhibiert (Grubelnik et al. 2020).

Die erhohte Verfiigbarkeit von Fettsduren fiihrt auBerdem zu einer vermehrten Synthese
von Ceramiden (Mathias et al. 1998; Maedler et al. 2001). Diese reduzieren die
Expression von Insulin durch die Inhibierung von PDX1 (Maris et al. 2013) und
inhibieren die Funktion der Atmungskette (Wehinger et al. 2015). AuBBerdem fiihren sie
zu einer Erhéhung des oxidativen Stresses durch Aktivierung der iNOS (Higa et al. 1999;
Syed et al. 2012). Dies ist ein Faktor, der zur Aktivierung der Apoptose von Betazellen
fiihren kann (Zhu et al. 2020).

Zusammengefasst spielen Fettsduren in der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 eine

zentrale Rolle. Sie wirken iiber verschiedene Stoffwechselwege und inhibieren in hohen
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Konzentrationen die Produktion und Sekretion von Insulin und schidigen die

Betazellfunktion bis hin zur Apoptose.

1.2.4.2 Glukotoxizitit

Glukose dient dem Korper sowohl als Signalmolekiil, Strukturmolekiil, als auch als
Energietriger. Auf die Betazellen des Pankreas hat Glukose, je nach Konzentration und
Dauer der Exposition, verschiedene Effekte. Kurzfristige Erh6hungen der Blutglukose
stimulieren reaktiv die Insulinsekretion der Betazellen (DeFronzo et al. 2015). Das
Insulin wird in den Betazellen in diesem Fall groBtenteils aus der Translation bereits
bestehender Insulin mRNA synthetisiert (Greenman et al. 2005). Erst bei einem
langerfristig erhdhtem Insulinbedarf (>12 Stunden) wird die Genexpression von Insulin

verstdrkt (Bensellam et al. 2012).

Chronisch erhohte Blutglukosespiegel fiihren hingegen aufgrund verschiedener Effekte
zu einer Verminderung der Insulinsekretion (DeFronzo et al. 2015). Eine wichtige
Eigenschaft der Betazellen ist die insulinunabhidngige Glukoseaufnahme {iber den
GLUT2  Transporter. Dies bedeutet jedoch auch, dass eine hohe
Blutglukosekonzentration zu einer hohen intrazelluldren Glukosekonzentration fiihrt
(DeFronzo et al. 2015). Das hat signifikante Einfliisse auf die Insulinexpression, -

synthese und -sekretion.

Eine Folge hoher Glukosekonzentrationen ist die Entstehung von oxidativem Stress.
Reaktive Sauerstoffspezies entstehen physiologisch im Rahmen der oxidativen
Phosphorylierung (Turrens 2003) (Siehe Kapitel 1.2.4.1), werden jedoch in der Regel
durch die natiirliche antioxidative Abwehr der Betazelle neutralisiert (DeFronzo et al.
2015). Da durch die hohen Glukosekonzentrationen nun auch mehr Substrat zur
Verfligung steht, beschleunigt dies die Aktivitdt der Atmungskette. Hierdurch entstehen
hohe Konzentrationen von reaktiven Sauerstoffspezies, welche dann zum Beispiel durch
eine Verringerung des mitochondrialen Membranpotentials fiir eine verringerte ATP
Produktion sorgen (Krippeit-Drews et al. 1999) (Siehe Kapitel 1.2.4.1). Da ATP ein
zentraler Trigger fiir die Exozytose von Insulin ist, verringert so die Glukoseexposition

die Insulinsekretion (DeFronzo et al. 2015).



Ein weiterer Mechanismus ist der gesteigerte Insulinbedarf durch hohe
Glukosekonzentrationen (Siehe Kapitel 1.1). Dieser hohe Insulinbedarf fiihrt zur
metabolischen Belastung des ERs. Durch die begrenzte Synthesekapazitét lagern sich im
ER ungefaltete Proteine ab (Bensellam et al. 2012). Diese abgelagerten Proteine
resultieren in der Aktivierung der unfolded-protein-reaction, durch welche die
metabolische Belastung des ERs reduziert und die Himostase wiederhergestellt werden
soll (Bensellam et al. 2012). Sollte dieser Stoffwechselweg die Belastung des ERs nicht
reduzieren konnen, so fiihrt dies zur Aktivierung der Apoptose (Oyadomari und Mori

2004).

Eine weitere wichtige Folge hoher intrazelluldrer Glukosekonzentrationen ist die
vermehrte Glykierung von Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren (Huebschmann et al.
2006). Es konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation dieser glykierten Produkte zu
einer Dysfunktion der glukosestimulierten Insulinsekretion fiihrt. Dieser Effekt wird
durch eine NO bedingte Inhibierung von Cytocrome C und eine Verringerung der ATP
Produktion vermittelt (Zhao et al. 2009). In einer Studie konnte durch die Exposition von
Zellen mit glykierten Produkten eine Verstirkung der Apoptose beobachtet werden (Zhu
etal. 2011).

AuBerdem konnte ein Einfluss von Glukose auf die Genexpression von Insulin beobachtet
werden. So sank die Expression von PDXI1 wunter Einfluss von hohen
Glukosekonzentrationen (Chen et al. 2016). PDX1 ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor,
der sich bei einem Mangel inhibitorisch auf die Genexpression von Insulin auswirkt

(Harmon et al. 2005) (siehe Kap 1.1 Insulin).

Zusammengefasst hat eine chronische Hyperglykdmie sowohl Einfluss auf die

Expression, Synthese und Sekretion von Insulin als auch die Apoptose von Betazellen.

Hohe Glukosekonzentrationen in Kombination mit hohen Konzentrationen von freien
Fettsduren verstiarken ihre negativen Auswirkungen. Ein Effekt ist unter anderem, dass
hohe Glukosekonzentrationen den Fettsduremetabolismus behindern. Als Folge sammeln
sich intrazelluldr langkettige Acyl-CoA-Molekiile an, die den Funktionsverlust und die
Sekretionsminderung des Insulins weiter verstirken konnen (Robertson 2004) (Siehe

Kapitel 1.2.4.1). Das mitochondriale Membranpotenzial wird sowohl durch das



Uberangebot an Glukose als auch an Fettsiuren erhoht und die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies steigt somit durch die hohe Verfligbarkeit beider Substrate an (Lowell
und Shulman 2005). Aufgrund der daraus resultierenden Entkopplung der Atmungskette
durch vermehrte Expression von UCP2 sinkt die ATP-Synthese (Siehe 1.2.4.1). Dies
reduziert wiederum die glukosestimulierte Insulinsekretion. Die Kombination beider
Zustinde sorgt auBerdem fiir eine metabolische Uberforderung des ER mit der Folge einer
erhohten ROS Produktion, verminderten ATP Produktion bis hin zur Apoptose der
Betazelle (Fu et al. 2013).

1.2.4.3 Chronische Entziindung

In der Pathophysiologie des Diabetes Typ 2 spielt eine chronische Entziindung der
Langerhans-Inseln eine wichtige Rolle. Die akute Reaktion des Korpers auf Pathogene
startet mit einer Extravasation von Plasma und Leukozyten und wird im Anschluss
typischerweise durch Granulozyten vermittelt (Boni-Schnetzler und Meier 2019). Die
chronische Entziindungsreaktion hingegen wird in allen Phasen groftenteils durch
Makrophagen vermittelt. In Untersuchungen wurden in Langerhans-Inseln vermehrt
proinflammatorisch polarisierte Makrophagen gefunden. Diese Entziindungsreaktion
kann zum Beispiel durch eine Exposition mit geséttigten Fettsduren oder Hyperglykémie

ausgelost werden (Boni-Schnetzler et al. 2009).

Ein zentrales Zytokin dieser chronischen Entziindung ist Interleukin-1-Beta (IL-1-B).
Durch seine regulatorische Rolle bei der Ausschiittung weiterer proinflammatorischer
Zytokine und Stimulation seiner eigenen Ausschiittung kann IL-1-B einen Teufelskreis
mit verldngerter Entziindungsreaktion bedingen (Boni-Schnetzler et al. 2008; Dinarello
2009). Eine Inhibition von II-1-B sorgte in Experimenten dafiir, dass die Ausschiittung
von proinflammatorischen Zytokinen, wie zum Beispiel des Tumor Nekrose Faktors
(TNF), nahezu vollstindig verhindert werden konnte. Zwei klinische Studien haben
gezeigt, dass die Gabe eines IL-1-B Antagonisten zu einer Verbesserung der
Insulinsekretion und zu besseren Blutglukosespiegeln fiihrt (Larsen et al. 2007; Herder et
al. 2015). Zwischen der TNF-Expression und der Betazelldysfunktion konnte in Studien
eine Korrelation festgestellt werden (Butcher et al. 2014).
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In einer Studie, in welcher INS-1E Zellen, eine Zelllinie aus einem Ratteninsulinom, mit
einem Zytokinmix behandelt wurden, konnte eine verminderte glukosestimulierte
Insulinsekretion unter einer Inkubation von 24 Stunden beobachtet werden (Barlow et al.
2018). Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Exposition gegeniiber Zytokinen ER-
Stress auslost und zu hohen intrazelluldren Konzentrationen von NO fiihrt. Dies kann zu

Schiaden der DNA und zu Apoptose fithren (Kharroubi et al. 2004; Cnop et al. 2005).

Der Mechanismus, durch welchen Zytokine die Betazelle schiddigen, ist noch nicht
vollstdndig untersucht. Es wird vermutet, dass die Schadigung der Betazelle durch die
Aktivierung von NFkB vermittelt wird (Cnop et al. 2005). Die Inhibierung von NFkB
zeigte sich in einem Experiment an ,,Mouse Insulinoma 6 (MIN6) Zellen zytoprotektiv
(Baker et al. 2003). NFkB aktiviert unter anderem die NO-Synthetase und erhéht dadurch
den intrazelluldaren NO-Spiegel (Corbett et al. 1991; Corbett et al. 1993). Dies sorgt dafiir,
dass Enzyme der Atmungskette und die Aktivitdt der Aconitasen inhibiert werden, was
wiederum die Oxidation von Glukose in der Zelle vermindert (Welsh et al. 1991; Welsh
und Sandler 1992). Denselben Effekt hat die Hemmung der Glukokinase durch NO
(Beggs et al. 1990). AuBBerdem inhibiert NO die Genexpression von Proteinen, die fiir die
Funktion der Betazelle elementar sind, zum Beispiel PDX1 oder GLUT2 (Sachdeva et al.
2009).

Die Rolle von NO in MIN6 Zellen ist noch nicht abschlieBend geklart. Es gibt
verschiedene Arbeiten, die keinen positiven Effekt einer Hemmung der NO-Synthetase
nach Zytokinexposition auf die Insulinsekretion (Wu et al. 2001) oder den ER Stress
(Chan etal. 2011) beobachteten. Dies ldsst an einer zentralen Rolle von NO in der MIN6
Zelle zweifeln. Brozzi et al. konnten zwischen Inselzellen verschiedener Spezies
unterschiedliche Anfilligkeiten gegeniiber NO vermitteltem zytokin-induziertem ER-
Stress finden. Gerade Inselzellen von Ratten zeigten sich anfillig gegeniiber NO. In
isolierten Langerhansinseln von Mausen und Menschen zeigte sich kein Effekt von NO
auf das ER (Brozzi et al. 2015). Die Versuche geben Hinweise darauf, dass die NO-
Synthetase nicht der zentrale Stoffwechselweg des Effekts von inflammatorischen

Zytokinen auf die MING6 Zellen ist. Dies ist jedoch noch nicht abschlieBend geklart.
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1.2.4.4 Eisenhaushalt

Eisen erfiillt unter anderem in Eisen-Schwefel-Clustern oder als Bestandteil anderer
Enzyme zum Elektronentransfer zentrale Aufgaben des zelluldren Stoffwechsels.
Enzyme des Eisen-Schwefel-Clusters sind zum Beispiel die Komplexe 1 (Flemming et
al. 2003), 2 (Albracht 1980), und 3 (Ding et al. 1992) der Atmungskette. Durch die
Atmungskette wird die Produktion von ATP ermdoglicht, welches wiederum als Trigger
fiir die Insulinsekretion dient und somit zentral flir den reguldren Stoffwechsel der
Betazelle ist (DeFronzo 2015) (Siehe Kapitel 1.1). Dies ldsst vermuten, dass sowohl ein
Mangel an Eisen, als auch eine Eiseniiberladung negative Effekte haben konnen. Bei
Patienten, die an Diabetes Typ 2 oder dem metabolischen Syndrom leiden, zeigten sich
gehduft erhohte Ferritinwerte im Blut (Rajpathak et al. 2009). Es besteht der Verdacht,
dass dies Ausdruck einer moglichen Eiseniiberladung sein konnte (Marku et al. 2021).
AuBlerdem wurde eine intrazellulire Akkumulation von Eisen als Risikofaktor fiir die

Entstehung einer Insulitis identifiziert (Simcox und McClain 2013).

Die physiologische Eisenaufnahme erfolgt im Darm. Der Transport des resorbierten
Eisens erfolgt an Transferrin gebunden iiber die Blutbahn (Chifman et al. 2014). Eisen
kann jedoch auch ungebunden ohne Beteiligung von Transferrin transportiert werden
(Hentze et al. 2010). Ungebundenes Eisen konnte bereits bei Transferrinséttigungen unter

60 Prozent beobachtet werden (Lee et al. 2006).

Die Betazelle besitzt zwei verschiedene Aufnahmewege von FEisen. Der erste
Aufnahmeweg wird durch Transferrin vermittelt. Das Transferrin bindet hierbei zunichst
an den von der Zelle exprimierten Transferrinrezeptor-1 (TfR1) (Kawabata 2019). Der
Gesamtkomplex aus Rezeptor, Eisen und Transferrin wird anschlieBend durch
Endozytose in ein intrazelluldres Vesikel transportiert (Kawabata 2019). Hier wird das
Eisen aus dem Komplex geldst und durch den divalent metal ion transporter 1 (DMTT1)
ins Zytosol transportiert (Fleming et al. 1998; Sheftel et al. 2012). Sollte in der Zelle ein
Eisenmangel vorliegen, wird die Eisenaufnahme durch eine vermehrte Expression des

TfR1 reguliert (Gammella et al. 2017).

Der zweite Transportweg erfolgt als ungebundenes Eisen ohne die Beteiligung von

Transferrin. Es konnte beobachtet werden, dass der zinkhaltige ZIP-14-Rezeptor in
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isolierten primdren menschlichen Langerhansinseln ungebundenes Eisen ohne
Beteiligung von Transferrin in die Zelle transportiert (Maxel et al. 2019). Es gibt
aullerdem Hinweise, dass unter dem Einfluss von chronischer Hyperglykdmie die

Expression des ZIP-14-Rezeptors gefordert wird (Maxel et al. 2019).

Die Eisenionen beider Aufnahmewege werden zundchst Teil des sogenannten
zytoplasmatischen labilen Eisen Pools (Philpott et al. 2020). Der labile Eisen Pool
beschreibt ungeschiitztes Eisen, welches frei im Zytoplasma vorliegt. Von hier aus kann
das Eisen gespeichert, in Zellorganellen transportiert oder zur Synthese von Proteinen
genutzt werden (Philpott et al. 2020). Hohe intrazelluldre Konzentrationen von freiem
Eisen verstirken den Effekt von oxidativem Stress (Merkofer et al. 2006). Niedrigpotente,
prooxidative Metabolite, wie zum Beispiel H2O», die regelhaft durch den aeroben
Stoffwechsel der Zelle entstehen, werden durch Reaktion mit freiem Eisen zu
hochreaktiven Metaboliten, wie zum Beispiel OH, umgewandelt (Merkofer et al. 2006).
Diese hochreaktiven Metabolite kénnen dann die DNA schidigen und zu Ferroptose
filhren (Barbouti et al. 2007; Mantzaris et al. 2016). Ferroptose ist eine Form des nicht-
apoptotischen Zelltods. Ferroptotische Zellen zeigten vorwiegend mitochondriale

Dysfunktionen (Vanden Berghe et al. 2014).

Im physiologischen Stoffwechsel liegt der Grofteil des Eisens in den aktiven Zentren von
Enzymen (Galaris et al. 2019) oder gespeichert in verschiedenen Isoformen von Ferritin
vor (Arosio et al. 2015). In Midusen besteht Ferritin aus einer leichten Kette (FTL) und
einer schweren Kette (FTH) (Rucker et al. 1996). Die Regulation von Ferritin erfolgt vor
allem iiber die translationale Regulation von FTL und FTH (MacDonald et al. 1994). Es
lieB3 sich beobachten, dass durch ein vermehrtes Eisenangebot auch die Synthese von
Ferritin verstdrkt wird (MacDonald et al. 1994). Wéhrend FTH eine Rolle im
kurzfristigen Eisentransport spielt, scheint FTL an der langfristigen Eisenlagerung

mitzuwirken (Rucker et al. 1996).

Das Eisen wird bei Bedarf zu den jeweiligen Zellorganellen transportiert. Es gibt erste
Erkenntnisse, dass das Eisen, welches im Mitochondrium benétigt wird, durch die duBere
Membran mithilfe von DMT1 und dann durch die innere mitochondriale Membran
mithilfe von Mitoferrin 1 und 2 transportiert wird (Paradkar et al. 2009). Hier kann es

dann fiir die Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern oder die Him Synthese verwendet
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werden (Marku et al. 2021). Bereits durch die Aufnahme ins Mitochondrium kann Eisen
schidigende Effekte haben. Durch den Transport wird die mitochondriale Membran
depolarisiert, was zu einer verminderten ATP Synthese fiihrt und die Insulinsekretion
inhibiert (Gerencser 2018; Nam et al. 2018). AuBBerdem kann der Kontakt von freiem
Eisen zu Fettsduren zu einer Fenton-&hnlichen Reaktion fithren und infolge dessen in
starkem oxidativem Stress resultieren (Cooksey et al. 2004). Dieser kann dann wiederum
PDX1 und MafA inhibieren, was wiederum die Insulinsynthese vermindert (Cnop et al.

2014; Mao et al. 2017; Shu et al. 2019).

Durch die Lysosomen erfolgt das Recycling von Eisen. Hier werden eisenhaltige Enzyme

abgebaut und das freie Eisen der Zelle wieder zur Verfligung gestellt (Gatica et al. 2018).

Die Regulation der zelluldren Eisenaufnahme erfolgt iiber ein System bestehend aus iron
responsive elements (IRE) und iron responsive proteins (IRP). Die Proteine IRP1 und
IRP2 gehdren zu den Eisen-Schwefel-Cluster Enzymen (Robbins und Stout 1989). IRP1
kann seine Funktion je nach Eisenstatus dndern. In Phasen des Eisenmangels erfiillt das
Enzym eine Signalfunktion im Eisenstoffwechsel (Walden et al. 2006). In Phasen ohne
Eisenmangel erhélt IRP1 ein [4Fe-4S] Cluster und erfiillt dann als zytosolische Aconitase
eine zentrale Rolle im Energiestoffwechsel (Walden et al. 2006; Sanchez et al. 2011;
Galaris et al. 2019).

Die Expression von IRP1 und IRP2 wird vor allem posttranskriptionell durch die
intrazelluldre Eisenkonzentration (Rouault 2006), aber auch durch Hypoxie reguliert (Luo
etal. 2016). Ein moglicher Ausldser von Hypoxie kann eine metabolische Belastung, wie
zum Beispiel eine chronische Hyperglykdmie, sein (Sato et al. 2011). Diese sorgt durch
den erhohten Sauerstoffverbrauch fiir eine Hypoxie (Sato et al. 2011). Es konnte gezeigt
werden, dass eine 24-stiindige intrazelluldre Hypoxie zu einer erhdhten intrazelluldren
IRP1 mRNA-Konzentration fiihrt (Luo et al. 2016). AuBerdem konnte ein Anstieg der
intrazelluldren Proteinkonzentration von IRP1 ab einer vierstiindigen hypoxischen

Exposition beobachtet werden (Luo et al. 2016).

Der Effekt einer vermehrten Expression von IRP1 und IRP2 ist eine vermehrte Bindung
an IREs. Dies sind untranslatierte Regionen auf der mRNA von verschiedenen Proteinen,

die fiir den Eisenstoffwechsel relevant sind (Galaris et al. 2019). Die Bindung von IRP
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und IRE sorgt zum Beispiel fiir eine Stabilisierung der mRNA des TfR1 und DMT1
(Galaris et al. 2019). Infolgedessen wird die Translation dieser mRNA gesteigert und die
Zelle nimmt durch eine vermehrte Anzahl von Transferrinrezeptoren mehr Eisen auf
(Gammella et al. 2017). Zusétzlich inhibiert die Bindung von IRP iiber sterische
Mechanismen die Translation des Speicherproteins Ferritin (Muckenthaler et al. 1998;
Gammella et al. 2017). Intrazelluldr wird also infolge des Eisenmangels durch IRP1

sowohl die Aufnahme von Eisen erhoht, als auch die Speicherung von Eisen reduziert.

Der Transferrinrezeptor spielt eine zentrale Rolle in der Eisenhdmostase. Neben der
Regulation durch IRP1 wird die Expression des TfR1 durch Hypoxie reguliert. Diese
kann die Transskription von TfR1 steigern (Tacchini et al. 1999). Da die Eisenaufnahme
durch die Anzahl der TfR1 Rezeptoren auf der Oberfliche bestimmt wird, kann eine

Verminderung des TfR1 vor einer Eiseniiberladung schiitzen (Gammella et al. 2017).

Infolge einer Dysregulation des TfR1 konnten deutliche Verdnderungen in der
Genexpression von Zellen beobachtet werden (Huang et al. 2020). Eine Dysregulation
des Rezeptors ist zum Beispiel mit einer Andmie (Li et al. 2017) assoziiert. Ob dieser
Effekt durch TfR1, welches direkt RNA binden kann (Sebestyén et al. 2016), oder
indirekt durch die Aufnahme von Eisen vermittelt ist, welches ebenfalls Gene regulieren

kann (Kautz et al. 2008), ist noch nicht abschlieBend geklart.

1.2.5 Glutaredoxine

Glutaredoxine sind eine heterogene Untergruppe der Thioredoxinfamilie. Sie lassen sich
in zwei Hauptgruppen unterteilen. Eine Gruppe sind die Dithiole mit einer Cys-Pro-Tyr-
Cys Sequenz im aktiven Zentrum. Diese Enzyme haben vor allem die Funktion
Glutathion Elektronen zu iibertragen und Thiol-Disulfid Reaktionen zu katalysieren.
Hierdurch haben sie einen wichtigen Einfluss auf intrazellulire Redox-Reaktionen.
Monothiole hingegen haben eine Cys-Gly-Phe-Ser Sequenz in ihrem aktiven Zentrum.
Ihre Aufgaben liegen vor allem im Eisenmetabolismus (Berndt und Lillig 2017). Die
Glutaredoxine 1,2,3 und 5 sind im Menschen beschrieben (Ogata et al. 2021). Da in dieser
Arbeit ausschlieSlich Glutaredoxin 5 untersucht wurde, wird im Weiteren auch nur auf

dieses ndher eingegangen.
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1.2.5.1 Glutaredoxin 5

Das Monothiol Glutaredoxin 5 ist ein Protein, welches in vielen Eukaryoten und
Prokaryoten gefunden wurde und sich zwischen verschiedenen Spezies wenig in seinem
Aufbau unterscheidet. Glutaredoxin 5 ist wichtig fiir die Produktion von Proteinen des
Eisen-Schwefel-Clusters (Ohba et al. 2013). Glutaredoxin 5 kann mit seinem aktiven
Zentrum, bestehend aus Cys-Gly-Phe-Ser, Eisen-Schwefel-Cluster binden und diese auf
Apoproteine iibertragen (Belli et al. 2002). Diese Eisen-Schwefel-Cluster werden dann
fiir verschiedene Reaktionen benétigt, wie zum Beispiel als Co-Substrat flir Reaktionen
oder zum Elektronentransfer. Wichtige Enzyme mit Eisen-Schwefel-Clustern sind die
Komplexe 1-3 der Atmungskette, die zytosolische Aconitase und die mitochondriale
Ferrochelatase (Braymer und Lill 2017). Diese Enzyme sind =zentrale

Bestandteile des Energiestoffwechsels der Zelle.

Studien haben gezeigt, dass die Abwesenheit von Glutaredoxin 5 schwere Auswirkungen
auf den Stoffwechsel der Zellen hat. In Hefe fiihrte ein Glutaredoxin 5 Mangel zum
Beispiel zu schweren oxidativen Schéaden, zelluldrer Eisenansammlung und Inaktivierung
von Eisen-Schwefel-Cluster Enzymen (Rodriguez-Manzaneque et al. 2002). Ahnliche
Effekte wurden bei Studien mit Zebrafischen und Menschen beobachtet (Wingert et al.
2005). Ein Patient, der an einem angeborenen Mangel an Glutaredoxin 5 litt, zeigte
Symptome einer sideroblastischen Andmie, welche mit einer Eiseniiberladung des
Mitochondriums assoziiert ist. AuBBerdem litt der Patient unter einem Diabetes mellitus
(Camaschella et al. 2007). In Zellversuchen mit MIN6 Zellen konnte eine Reduktion der
intrazelluliren Konzentration von Glutaredoxin 5 unter Einfluss von Olsdure beobachtet

werden (Petry et al. 2018; Petry et al. 2022).

1.3 MING6 Zellen

Die in den Versuchen verwendete Zelllinie ist die ,,Mouse Insulinoma 6 (MING6). Hierbei
handelt es sich um eine immortalisierte, murine Betazelllinie. Sie stammt aus transgenen
C57BL/6 Miusen. Zur Isolation dieser Zelllinie wurde zunéchst Eizellen von Méusen ein
humaner Insulin-Promotor, gekoppelt an ein Simian Virus-40-T-Antigen, injiziert. Diese
Maiuse entwickelten dann in ihrem spéteren Leben vermehrt Insulinome. Aus einem

dieser Insulinome wurde dann die MIN6 Zelllinie isoliert (Ishihara et al. 1993).
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Relevante Eigenschaften der MIN6 Zellen sind zum Beispiel die Expression des GLUT2
Transporters, der Glukokinase und von Insulin. Au3erdem zeigen sie auf Stimulation mit
Glukose eine deutlich gesteigerte Insulinsekretion. Diese Eigenschaften &hneln denen von
primdren Betazellen sehr, was sie zu einem geeigneten Zellmodell zur Untersuchung des

Insulinstoffwechsels macht (Miyazaki et al. 1990; Ishihara et al. 1993).

Ein typisches Merkmal von Méusen ist, dass diese, im Gegensatz zum Menschen zwei
verschiedene Gene fiir Insulin, Ins1 und Ins2, besitzen. Die zwei verschiedenen Gene sind
strukturell bis auf wenige Unterschiede identisch (Clark und Steiner 1969; Wentworth et
al. 1986). Beide Gene bilden in niedrigen Passagen funktionales Insulin in ungefahr
gleicher Menge (Cordell et al. 1982; Wentworth et al. 1986; Koranyi et al. 1989). Die
Expression von Insl ldsst jedoch bei hoherer Passagezahl nach (Roderigo-Milne et al.
2002). Insl hat sich in verschiedenen Experimenten als reaktiver gegeniiber
Glukosestimulation erwiesen (Kakita et al. 1982; Ling et al. 1998; Roderigo-Milne et al.
2002). So zeigte es unter Exposition gegeniiber hohen Glukosekonzentrationen auch eine
gesteigerte Genexpression (Wentworth et al. 1992). Die Expression von Ins2 bleibt in
hoheren Passagen relativ stabil. Im Gegensatz dazu sinkt die Expression von Insl im
Verhiltnis zu Ins2 in hohen Passagen (Passage 64) deutlich ab (Roderigo-Milne et al.
2002). Deswegen lasst sich vermuten, dass die gemessene Genexpression von Insulin in
niedrigen Passagen groftenteils durch Insl bestimmt wird, wahrend sie in hohen
Passagen eher durch Ins2 vermittelt wird (Lund et al. 1993). In einer Studie an RIN-5F
Zellen konnte beobachtet werden, dass eine PDX1 Uberexpression nur Einfluss auf Ins1,
aber nicht auf Ins2 hat (Kiba 2022). Dies konnte eine mdgliche Erkldrung fiir eine hohere
Glukosesensitivitdt von Insl sein. Die genauen Regulationsmechanismen der einzelnen

Gene sind jedoch noch nicht geklért.

1.4 Ziele dieser Arbeit

Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die aufgrund ihrer hohen
Priavalenz und ihrer ausgeprédgten, vielfiltigen Folgeerkrankungen gesundheitliche,
gesellschaftliche und wirtschaftliche Relevanz besitzt. Die Schiddigung und der
Funktionsverlust der Betazelle spielen in der Pathophysiologie zusammen mit der

Insulinresistenz eine gro3e Rolle. Es gibt viele Hinweise darauf, dass Hyperglykdmie und
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Hyperlipiddimie zusammen mit einer chronischen Entziindungsreaktion wichtige
Ausloser der geschddigten Betazellfunktion sein konnen. In aktuellen Studien verdichten
sich die Hinweise, dass Glutaredoxin 5 als Cofaktor zur Produktion von wichtigen,
stoffwechselrelevanten Enzymen einen Einfluss auf die Pathogenese des Diabetes
mellitus haben konnte. In Studien mit Zellen, die einen Glutaredoxin 5 Mangel aufwiesen,
wurde ebenso eine Eiseniiberladung mit daraus folgender Ferroptose beobachtet. Die
Relevanz dieser Beobachtungen ist im Zusammenhang mit Diabetes mellitus noch nicht
geklart. Deswegen ist das Ziel dieser Arbeit weitere Hinweise auf die Zusammenhinge
der stoffwechselbedingten Glutaredoxin 5 Regulation und der assoziierten

Eiseniiberladung zu erlangen. Zentrale Fragestellungen sind:

e Welchen Einfluss hat Olsiure auf die glukosestimulierte Insulinsekretion, die
Insulinsynthese, -expression und den Zusammenhang zu Glutaredoxin 5 und
Expression von Genen des Eisenstoffwechsels?

e Welchen Einfluss hat Glukose auf die glukosestimulierte Insulinsekretion, die
Insulinsynthese, -expression und den Zusammenhang zu Glutaredoxin 5 und
Expression von Genen des Eisenstoffwechsels?

e Welchen Einfluss haben inflammatorische Zytokine auf die glukosestimulierte
Insulinsekretion, die Insulinsynthese, -expression und den Zusammenhang zu
Glutaredoxin 5 und Expression von Genen des Eisenstoffwechsels?

e Gibt es einen additiven Effekt der verschiedenen Stressoren auf die
glukosestimulierte Insulinsekretion, die Insulinsynthese, -expression und den
Zusammenhang zu Glutaredoxin 5 und Expression von Genen des

Eisenstoffwechsels?
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Zellen

Die MIN6-Zellen sind transgene Insulinomzellen der Maus. Die Erstbeschreibung
erfolgte durch Dr. Miyazaki (Institut fiir Medizinische Genetik, Kumamoto Universitit
Medizinische Hochschule, Japan) (Miyazaki et al. 1990). Sie wurden dem Labor durch

Dr. Sigurd Lenzen (Institute fiir klinische Biochemie, Hannover, Germany) bereitgestellt.

2.1.2 Chemikalien

Bezeichnung Firma (Sitz)

0,05 % Trypsin-EDTA Thermo Fisher Scientific
(Rockford, USA)

Albumin from bovine serum, protein Sigma-Aldrich Chemie GmbH
standard, liquid, 2 mg protein/ml (Steinheim, Germany)
Alkoholisches Schnelldesinfektionsmittel, | Dr. Schumacher GmbH

FREKA-NOL AF (Malsfeld, Deutschland)

Aqua B. Braun
(Melsungen, Deutschland)
B-Mercaptoethanol (50 mM) Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)
3-Mercaptoethanol > 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Germany)

Bovine Serum Albumin, Fatty Acids Free = Serva

Lyophilised (Heidelberg, Deutschland)
Dimethylsulfoxid (DMSO), Carl Roth GmbH + Co. KG
>99,5 % (Karlsruhe, Deutschland)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium | Life Technologies
(DMEM) high glucose, pyruvate (Darmstadt, Deutschland)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium | Life Technologies

gxfng\l 0 glucose, no pyruvate, with L- (Darmstadt, Deutschland)
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Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(DPBS), without Calcium or Magnesium

Lonza
(Walkersville, MD, USA)

Ethanol, 99.8 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Germany)

FBS, South America Origin Biowest
(Nuaillé, Frankreich)
D(+)Glukose, anhydrous Merck Millipore

(Darmstadt, Deutschland)

Halt Protease and Phosphatase Inhibitor

Cocktail (100X)

Thermo Fisher Scientific
(Dreieich, Deutschland)

Interferon y (human)

PeproTech, Inc.
(Rocky Hill, New Jersey, USA)

Interleukin 1B (recombinant, human)

Merck Millipore
(Darmstadt, Deutschland)

1Q SYBR Green Supermix

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Hercules, California, USA)

Natriumchlorid > 99,5 %

Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Nonidet — P40

US Biological
(Salem, USA)

Oleic acid

Enzo Life Sciences, Inc.
(Farmingdale, New York, USA)

Oligo d(T)16, 50 uM

Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

Penicillin-Streptomycin

Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Hercules, California, USA)

RNaseZap

Salzsdure (HCL)
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Sodium deoxycholate monohydrate > 99,9
%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Sodium dodecyl sulfat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Sodium Hydroxide Solution 1 mol/l

Merck Millipore
(Darmstadt, Deutschland)

Thiazolyl
Puder

Blue Tetrazolium Bromide,

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

TNF-a (human)

Bachem Holdig AG
(Bubendorf, Schweiz)

Trizma Base

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Trypan Blue,

Powder

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

2.1.3 Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Master Mix; cDNA-Synthese

Master Mix; qRT-PCR

4 ul 5X First strand buffer, 2 pl 0,1 M
DTT, 1 ul mM dNTPs, 1pg ul! Oligo d(t),
1 ul SuperScript III Reverse Transcriptase

10 pl Power SYBRgreen PCR Master
Mix, 6,4 ul RNase- freies Wasser, 0,6 ul
Primer (fwd, rev Primer 1:1, 1:10 mit
RNase-freiem Wasser verdiinnt)

Zellkultur Medium

500 ml DMEM, 5 ml Penicillin/
Streptomycin, 605 ul B-Mercaptoethanol,
100 ml fetales Rinderserum

Reduziertes Zellkultur Medium

TRIS Puffer 50 mM, pH =8

500 ml glukosefreies, pyruvatfreies
DMEM, 5 ml Penicillin/Streptomycin, 5
ml  Natrium-pyruvat, 560 pul B-
Mercaptoethanol, 50 ml  fetales
Rinderserum

606 mg Trisbase in 100 ml Aqua dest, mit
HCL und NaOH auf einen pH von 8
ausgeglichen
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TRIS Puffer 3 mM pH =8

0,5 ml TRIS Puffer 50 mM, pH 8 in 7,833
ml Aqua dest

TRIS Puffer 10 mM pH = 8,2

Natriumphosphat Puffer 10 mM pH = 7,2

12,114 mg Trisbase in Aqua Dest 16sen
und auf ein Gesamtvolumen von 10 ml
verdiinnen. Dann mit HCL und NaOH auf
einen ph von 8,2 ausgleichen

14,2 mg Natrium Phosphat in Aqua dest
16sen, auf einen pH von 7,2 mit HCL und
NaOH einstellen und auf 10 ml mit Aqua
dest auffiillen

RIPA Lysepuffer

876 mg Natriumchlorid, 500 mg Natrium-
deoxycholat, 100 mg Sodium-
dodecylsulfat in 80 ml 50 mM TRIS pH 8
gelost, 1 ml NP-40 hinzugefiigt und auf
100 ml mit 50 mM TRIS pH 8 aufgefiillt

2.1.4 Primer Sequenzen fiir gRT-PCR

Bezeichnung Sequenz

Firma (Sitz)

Glrx5 fwd

GAAGAAGGACAAGGTGGTGGTCTTC

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

Glrx5 rev

Ins1 fwd

GCATCTGCAGAAGAATGTCACAGC

TATAAAGCTGGTGGGCATCC

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

Ins1 rev

Ins2 fwd

GGGACCACAAAGATGCTGTT

GGCTTCTTCTACACACCCATGT

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

Ins2 rev

AAGGTCTGAAGGTCACCTGCTC

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)
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RPL32 fwd

RPL32 rev

GGAGAAGGTTCAAGGGCCAG

GCGTTGGGATTGGTGACTCT

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

FTL fwd

FTL rev

GTCCCGTGGATCTGTGTCT

AGGAGCTAACCGCGAAGAGA

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

IRP1 fwd

IRPI rev

GAGGCCTAACACCACGAGAG

AGTCTGAGGTGCCTGCTTGT

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

T{R1 fwd

T{R1 rev

TTGGGTAGTTGGAGATTGCC

TGAGGTCTTTGGCTTCTGGT

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

Invitrogen

(Darmstadt,
Deutschland)

2.1.5 Kits

Bezeichnung

Firma (Sitz)

cDNA-Synthese Kit,
Reverse Transcriptase

SuperScript Il

Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

Deoxyribonuclease I,  Amplification Life Technologies
Grade (Darmstadt, Deutschland)
CUSABIO TECHNOLOGY LLC

ELISA Kit; Mouse Glutaredoxin-related
protein 5, mitochondiral

(Houston, TX, USA)

Insulin (Mouse) ELISA

DRG Instruments GmbH

23



(Marburg, Deutschland)
RNeasy Micro Kit (50) QIAGEN
(Hilden, Deutschland)

2.1.6 Laborequipment

Bezeichnung Firma (Sitz)

CO2-Inkubator HER Acell Heraeus Holding GmbH
(Hanau, Deutschland)
Elektronische Prizisionswaage, M-prove = Sartorius AG

(Gottingen, Deutschland)

Gefrierschrank, -20 °C Liebherr-International Deutschland GmbH
(Biberach an der Rif3, Deutschland)
Inverses Mikroskop, AE31 Motic Deutschland GmbH
(Wetzlar, Deutschland)
Kiihlschrank Bosch
(Gerlingen,Deutschland)
Mikroplattenleser, Mithras LB 940 BERTHOLD TECHNOLOGIES GmbH &
Co. KG
(Bad Wildbad, Deutschland)
Mikrotiterschiittler, MTS 2 IKA-Werke GmbH & CO. KG

(Staufen, Deutschland)

Mikrozentrifuge  fiir ~ PCR-Platten, VWR International GmbH
PerfectSpin P (Darmstadt, Deutschland)

Real-Time PCR System, StepOnePlus Applied Biosystems
(Darmstadt, Deutschland)

Spectrophotometer, NanoDrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific
UV-Vis (Waltham, MA USA)

Thermocycler VWR International GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Tietkiihlschrank, HeraFreeze (bis -86 Thermo Fisher Scientific

°O) (Dreieich, Deutschland)
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Werkbank der Klasse II, HERAsafe Heraeus Holding GmbH

KS12 (Hanau, Deutschland)
Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus Holding GmbH
(Hanau, Deutschland)
Zentrifuge Universal 32R Andreas Hettich GmbH & Co.KG

(Tuttlingen, Deutschland)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Kultivierung

Die Experimente wurden an MIN6 Zellen durchgefiihrt. Die Kultivierung erfolgte in
Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit 1 % Penicillin/Streptomycin (10000
U/ml), 20 % fetalem Rinderserum (FBS) und 0,1 % 50 mM B-Mercaptoethanol bei 37 °C
und 5 % CO». Das verwendete FBS wurde vor Applikation 30 Minuten bei 56 °C Hitze-
inaktiviert und danach aliquotiert in 50 ml Tubes bei -20 °C gelagert. Hierdurch wurde
sichergestellt, dass sich im FBS weder Antikorper noch Bestandteile des
Komplementsystems befinden. Das Zellkulturmedium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.

Im Zuge des Medienwechsels erfolgte auch immer eine mikroskopische Kontrolle der

Zellmorphologie.

Abbildung 1: MING6 Zellen in Kultur, Passage 53
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2.2.1.2 Passagierung

Ab einer Konfluenz von 70-80 % wurden die Zellen auf mehrere Kulturflaschen
aufgeteilt. Hierzu wurde zunichst das Medium aus den Kulturflaschen entfernt und die
Zellen dann mit Dulbecco’s phosphatgepufferter Salzlosung (DPBS) (ohne Mg?** und
Ca?") gewaschen. Hierdurch wurde eine Hemmung der Wirkung von Trypsin durch das
FBS vermieden und abgestorbene Zellen aus der Kulturflasche entfernt. Die Zellen
wurden zum Ablésen von der Wachstumsfliche mit 0,05 % Trypsin-
Ethylendiamintetraessigsdure (Trypsin-EDTA) fiir 3 Minuten bei 37 °C und 5 % CO:
inkubiert. Zur Unterstiitzung der Wirkung des Trypsins wurden die Zellen nach der
Inkubation auf den Tisch geklopft. Um Schdden an den Zellen durch eine lange
Inkubation mit Trypsin zu vermeiden, wurde der Zell-Trypsin Suspension
Zellkulturmedium hinzugefiigt. Danach wurde die Zelllosung bei 1200 Umdrehungen pro
Minute fiir 4 Minuten zentrifugiert. Zunichst wurde der Uberstand entfernt. AnschlieBend
wurde das Pallet durch leichtes Klopfen von der Wand gelost und die Zellen mit
Zellkulturmedium resuspendiert. Danach wurden sie auf neue Kulturflaschen aufgeteilt.
Zellen, die fiir Lysate und PCR-Proben benétigt wurden, wurden in Flaschen mit 175 cm?

kultiviert. Zellen, die fiir den MTT benétigt wurden, wurden in 75 cm? kultiviert.

Die Zellen in Kultur befanden sich zwischen Passage 48 und 58. Experimente wurden

mit Zellen der Passage 51 bis 53 durchgefiihrt.

2.2.1.3 Aussden

Die Zellen wurden fiir Analysen der mRNA (PCR) und Proteinanalysen (Lysate) in 6
Well Platten ausgesit. Die Zellen fiir den MTT wurden in eine 96 Well Platte gesiit.

Um konstante Zellzahlen wéahrend der Experimente sicherzustellen, wurden die Zellen
vor dem Aussdhen ausgezdhlt. Hierzu wurden die Schritte der Passagierung (siehe Kapitel
2.2.1.2) bis zum Schritt der Resuspension mit dem Kulturmedium durchgefiihrt. Zum
Zidhlen der Zellen wurde das Pallet mit 10 ml Kulturmedium vermischt und anschlieBend
aus 10 pl der entstandenen Zellsuspension und 90 pl Trypanblau eine Analyselosung
hergestellt. Diese Losung wurde zunidchst fiir 10 Sekunden in einem Vortexmischer
vermischt und anschlieBend auf eine Neubauer Zdhlkammer aufgetragen. Da sich

Trypanblau vermehrt in abgestorbenen Zellen anreichert, hatten diese Zellen im
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Lichtmikroskop eine deutlich bldulichere Farbe als die lebendigen Zellen. Auf diese
Weise lieBBen sich lebendige von toten Zellen unterscheiden. Alle lebendigen Zellen in
den vier 4x4 Feldern der Neubauer Zdhlkammer wurden ausgezihlt und die Zellzahl in

der verbleibenden Zellsuspension dann wie folgt berechnet:

Gezahlte Zellen

Gesamtzahl = 2 X Verdliinnung Analyselosung

X Volumen Resuspensionsmedium (ml) x 10*

2.2.1.4 Langzeitlagerung

Die langfristige Lagerung der MING6 Zellen erfolgte in fliissigem Stickstoff. Zur Lagerung
der Zellen wurde zunichst eine Losung aus dem Zellkulturmedium und Dimethylsulfoxid
(DMSO) im Verhiltnis 1:5 angefertigt. Danach wurden dieselben Schritte wie in Kapitel
2.2.1.2 beschrieben, inklusive der Resuspension, durchgefiihrt. Nach der Resuspension
des Zellpellets mit Zellkulturmedium wurde 1 ml der Zelllosung in ein Kryordhrchen
gefiillt. Zusétzlich wurden dann 750 pl der vorbereiteten Losung aus DMSO und
Zellkulturmedium hinzugefiigt und durch Schwenken des Kryorohrchens vermischt. Das

DMSO sollte schéddlicher Kristallbildung in den Zellen vorbeugen.

Da sich die MIN6 Zellen empfindlich gegeniiber starken Temperaturdnderungen
erwiesen haben, wurden die Zellen zunichst 15 Minuten bei 4 °C auf Eis, dann 2,5
Stunden bei -20 °C gelagert und nach einer Nacht bei -80 °C am néichsten Tag in den

fliissigen Stickstoff transferiert.

Bei Bedarf wurden die Zellen aus dem fliissigen Stickstoff entnommen und wieder
aufgetaut. Hierzu wurden die gefrorenen Zellen in den Kryordhrchen in einem Wasserbad
bei 37 °C aufgetaut. Die fliissige Zellsuspension wurde mit 10 ml Zellkulturmedium
vermischt und bei 1200 Umdrehungen pro Minute fiir 4 Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abpipettiert und das Pallet mit Zellkulturmedium
resuspendiert. Die Zellen wurden dann in eine Zellkulturflasche tiberfiihrt. Um mdgliche
DMSO-Reste zu entfernen, wurde am nédchsten Tag das Medium gewechselt. DMSO hat
sich in hohen Konzentrationen als schédlich fiir die Zellen erwiesen. Danach wurde das

Medium im normalen Rhythmus alle 2-3 Tage gewechselt.
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2.2.2 Versuche
2.2.2.1 Herstellung der Glukoselosung

Fiir die Versuche wurde eine 2,4 M Glukoseldsung benutzt. Diese wurde zunichst durch
einen 0,22 pm Filter mit geringer Proteinbindung filtriert und bis zur Verwendung im
Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. AnschlieBend wurde sie mit Zellkulturmedium auf 16
mM, 3 mM und 1 mM verdinnt.

2.2.2.2 Herstellung der Fettsdurelosung

Die Fettsdauren wurden vor Applikation in Zellkulturmedium geldst. Fiir die
verschiedenen Glukose Konzentrationen wurde aus der 2,4 M Glukose Stammldsung und
aus dem reduzierten Medium zunédchst eine 3 mM und 16 mM Glukose Losung
hergestellt. Die hergestellten Medien wurden dann mit 12,5 % Rinder Serum Albumin
(BSA) versetzt. Die Olsiure wurde in 100 % Ethanol gelst und Basislésungen mit den
Konzentrationen 600 mM und 1,2 M hergestellt. Die Konzentrationen dieser
Stammlosungen wurden anhand der erforderlichen Endkonzentrationen berechnet. Ziel
der Stammlosungen war es den Gehalt an BSA und Ethanol {ber alle
Versuchskonditionen konstant zu halten. Zusétzlich wurde deswegen eine Kontrolle mit

100 %-igem Ethanol, ohne Olsiuren hergestellt. Im Folgenden 0 mM genannt.

Es wurden Losungen mit jeweils 3 mM und 16 mM Glukose in Kombination mit 0 mM,
15 mM und 30 mM Olsédure hergestellt. Die Lésungen wurden dann zum Schutz vor
Oxidation und der Verbesserung der Loslichkeit mit gasformigem Stickstoff bedeckt und
iiber Nacht auf einer Schiittelplatte bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Hierdurch sollte
eine vollstindige Losung der Fettsduren sichergestellt werden. Am néchsten Tag wurden
die Fettsdurelosungen dann in 15 ml Tubes umgefiillt und bei -20 °C gelagert. Bei Bedarf
wurden diese dann fiir die Experimente aufgetaut und 1:10 auf 0 mM, 1,5 mM und 3 mM
Olsdure verdiinnt. Der Ethanolgehalt betrug nach allen Verdiinnungen wihrend des

Experiments 0,25 %. Der BSA-Gehalt betrug in den finalen Konzentrationen 1,22 %.
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2.2.2.3 Vorbereitung der Zytokine

Fiir den Versuch wurden Interferon-y, TNF-a und Interleukin-13 genutzt. Die Zytokine
mussten vor der Applikation rekonstruiert und verdiinnt werden. Zur Rekonstruktion
wurde destilliertes Wasser hinzugefiigt und alle Zytokine auf eine Stocklésung mit der
Konzentration 100 pg/ml verdiinnt. Anschlieend wurden die Zytokine mit destilliertem
Wasser auf ihre Zielkonzentration verdiinnt. Um unnétiges Auftauen und Einfrieren zu
verhindern, wurden die Zytokine im Verdiinnungsschritt passend fiir die einzelnen
Versuchsdurchldufe separat eingefroren. Folgenden Konzentrationen waren die Zellen in

den Versuchen ausgesetzt: 10 ng/ml TNF-a, 100 ng/ml INF-y und 5 ng/ml IL-1p.

2.2.2.4 Versuchsablauf: Versuchsteil Olsiure, Glukose, Zytokine

Fiir alle Versuchsteile wurde derselbe, im Folgenden erlduterte Versuchsablauf
durchgefiihrt. Zunichst wurden 0,5 Millionen Zellen pro Well in eine 6 Well Platte gesit.
Die Zellen wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn ausgesit, um zu gewéhrleisten, dass
sie an den Wachstumsflachen haften. Die Messung der metabolischen Aktivitét erfolgte

in einer 96 Well Platte mit 4000 Zellen pro Well.

Der Versuch begann mit einer 2-stiindigen Hungerphase der Zellen. Hierzu wurde das
Kulturmedium aus allen Wells entfernt und anschlieBend 2 ml des vorbereiteten
Hungermediums mit einer Glukosekonzentration von 1 mM hinzugegeben. In der
Zwischenzeit wurden die Chemikalien fiir die verschiedenen Zustinde vorbereitet. Die
Zytokine wurden aufgetaut, gevortext, zentrifugiert und miteinander vermischt. Die
Fettsduren wurden aufgetaut und steril durch einen 0,22 pm Filter mit geringer
Proteinbindung gefiltert. Die Medien mit den verschiedenen Glukosekonzentrationen

wurden auf 37 °C erwirmt.

Nach der 2-stiindigen Hungerphase wurde dann das Medium aus den Wells abgesaugt
und die jeweiligen Zustidnde nach Pipettierschema hinzugefiigt. In einer 6 Well Platte
befanden sich immer 2 Wells mit demselben Zustand. Die Zellen wurden dann fiir 24
Stunden in den jeweiligen Versuchskonditionen inkubiert und anschlieBend fiir die
jeweiligen Analysen weiterverwendet (zum Vorgehen siehe Kapitel 2.2.4; 2.2.5.1;

2.2.6.1). Die Kombinationen der jeweiligen Stressoren sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tab 1: Kombination der verschiedenen Stressoren:

3 mM Glukose 16 mM Glukose
0 mM Olsiure Mit Zytokinmix/ Mit Zytokinmix/
Ohne Zytokinmix | Ohne Zytokinmix
1,5 mM Olséure Mit Zytokinmix/ Mit Zytokinmix/
Ohne Zytokinmix | Ohne Zytokinmix
3 mM Olsiure Mit Zytokinmix/ Mit Zytokinmix/
Ohne Zytokinmix | Ohne Zytokinmix

Insgesamt wurden nach diesem Protokoll 3 Experimente fiir die Proteinanalyse und 3
Experimente flir die Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Innerhalb der einzelnen

Experimente wurden immer Zellen derselben Passage verwendet.

2.2.4 MTT-Assay

Die metabolische Aktivitdt wurde mithilfe eines MTT-Assays bestimmt. Das Prinzip des
MTT-Assays basiert auf der Verstoffwechslung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in den Mitochondrien und Enzymen des ERs der
MING6 Zellen. Durch die Reduktion des MTTs in Formazan wird eine farbliche
Verdnderung messbar. Je nach metabolischer Aktivitdt der Zellen fallt diese starker oder

schwicher aus. Dies lasst dann auch Rickschliisse auf die Viabilitit der Zellen zu.

Zu Beginn des Testprotokolls wurde MTT in DPBS (ohne Magnesium und Calcium) in
einer Konzentration von 2 mg/ml geldst. Danach wurden 50 ul des Zellkulturmediums
durch die MTT-Ldsung

Zellkulturmedium eine MTT-Konzentration von 0,5 mg/ml besall. Nach 3,5 Stunden

angefertigte substituiert, sodass das verbleibende
lichtgeschiitzter Inkubation bei 37 °C bei 5 % CO2 wurde das Medium entfernt und 200
ul DMSO hinzugefiigt. Nach weiterer Inkubation auf der Schiittelplatte fiir 1 Stunde bei
400 Umdrehungen pro Minute wurde die MTT-Reduktion anhand der Absorption bei 570
nm kolorimetrisch gemessen. Als Referenz wurden die Werte des Filters der Wellenldnge

620 nm von den Messwerten abgezogen.
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Zur Auswertung wurde zundchst die Leerkontrolle von den Messwerten abgezogen. Als
Leerkontrolle wurde ein Well verwendet, welches alle Stufen der Behandlung
durchlaufen hat, jedoch keine Zellen beinhaltete. Zur Vergleichbarkeit wurde die
metabolische Aktivitdt von MIN6 Zellen ohne Behandlung bei jedem Versuchsdurchlauf
mitbestimmt. Die Messwerte der verschiedenen Experimente wurden dann ins Verhiltnis
zur Kontrolle gesetzt, welche aus MIN6 Zellen bestand, die ebenfalls gezéhlt und
ausgesdt, dann aber mit normalem Kulturmedium weiterkultiviert und folglich nicht mit

Olsiure, Zytokinen oder unterschiedlichen Glukosekonzentrationen behandelt wurden.

Fiinf unplausible Werte, die eine negative metabolische Aktivitit aufwiesen, wurden vor
der Auswertung aus dem Datensatz entfernt. Die Ausreifler der jeweiligen Datensitze

sind in Tabelle 2 und 3 dargestellt.

Tab 2: Ausreiller Datensatz MTT:

Probe Glukose 3oM |3mM |[3mM [3mM [3mM | 3mM
Olsdure OmM | 1,5mM |3mM | OmM | 1,5 mM | 3 mM
Zytokine - - - + + +

Anzahl Durchlaufe (N) | 3 3 3 3 3 3

Anzahl Gesamtwerte (n) | 48 24 22 48 24 24

Anzahl Ausreil3er 0 0 2 0 0 0

Tab 3: Ausreifler Datensatz MTT:

Probe Glukose I6mM |16 mM |16 mM | 16 mM | 16 mM | 16 mM
Olsdure OmM |[1,5SeM |[3mM |[O0mM | 1,5mM | 3 mM
Zytokine - - - + T +

Anzahl Durchldufe (N) | 3 3 3 3 3 3

Anzahl Gesamtwerte (n) | 24 24 21 24 24 24

Anzahl AusreiBBer 0 0 3 0 0 0
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Eine negative metabolische Aktivitét ist im Rahmen des Versuches unplausibel, da dies
bedeutet, dass Wells ohne Zellen eine hohere metabolische Aktivitit aufweisen als Wells
mit Zellen. Da die negativen Werte vorwiegend in Wells mit einer hohen
Olsdurekonzentration und einer ohnehin verminderten metabolischen Aktivitit auftraten,
ist zu vermuten, dass diese Zustinde so ausgeprigte zellschiadigende Effekte auf die

MING6 Zellen haben, dass sie zum kompletten Verlust der Zellaktivitét fiihren.

Eine mdgliche Erkldrung fiir die schwankende metabolische Aktivitdt innerhalb der
jeweiligen Zustinde konnte ungleich geloste Olsdure sein. Diese konnte in hohen

Konzentrationen in manchen Wells einen stiarkeren Effekt, als in anderen hervorrufen.

2.2.5 Proteinanalyse
2.2.5.1 Herstellung der Proben

Nach der Behandlung wurden die Proteine der Zelllysate und des Mediums analysiert. Zu
Beginn wurden alle Platten gleichzeitig aus dem Inkubator genommen und zeitgleich auf
Eis gestellt. Dies sollte den Stoffwechsel der Zellen wihrend der Probenherstellung
verlangsamen. Als Lysepuffer diente eine Mischung aus RIPA-Puffer und Proteinase-

Phosphatase Inhibitoren.

Zu Beginn wurde Medium zur weiteren Analyse abpipettiert, fiir 4 Minuten bei 2000
Umdrehungen pro Minute bei 4 °C zentrifugiert und der verbleibende Uberstand
anschlie3end bei -20 °C gelagert.

Die in den Wells verbliebenen Zellen wurden zundchst zweifach mit DPBS gewaschen
und dann mit dem Lysepuffer lysiert. Mithilfe eines Zellschabers wurden die Zelltriimmer
gesammelt, mit einem Vortexmixer homogenisiert und anschlieend auf Eis inkubiert.
Nach erneuter Homogenisierung mit dem Vortexmixer und anschlieBender
Zentrifugation bei 13000 Umdrehungen pro Minute bei 4 °C wurde der verbleibende
Uberstand bei -20 °C gelagert. Sobald der Insulin ELISA abgeschlossen war, wurden die
Proben bei -80 °C eingefroren. Insulin hatte sich bei -80 °C im Gegensatz zu den

restlichen Proteinen als nicht stabil gezeigt.
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Diese Proben wurden dann sowohl fiir den Insulin ELISA (siehe Kap. 2.2.5.2), Glrx5
ELISA (siehe Kap. 2.2.5.4) und fiir die Proteinbestimmung nach Bradford (siche Kap.
2.2.5.3) genutzt.

2.2.5.2 Insulin ELISA

Die Insulinkonzentration innerhalb der Zellen und des Mediums wurde separat mit Hilfe

des Mouse Insulin ELISA Kits (DRG Instruments GmbH) gemessen.

Das Prinzip hinter der Insulinmessung ist die des sogenannten Sandwich ELISAs
(Abkiirzung fiir enzyme-linked immunosorbent assay). Hier wird das Insulin von
spezifischen Antikorpern, mit denen eine 96-Well Platte beschichtet ist, gebunden. Ein
zweiter Antikorper wird hinzugegeben und bindet das Insulin dann an einer anderen
Stelle. Danach wird die Platte gewaschen, um freie Antikérper zu entfernen und
anschlieBend 3-3°,5-5¢-tetramethylbenzidine (TMB) hinzugegeben, welches dann durch
die Peroxidase des zweiten Antikdrpers verstoffwechselt wird. Durch die Zugabe von
Schwefelsdure wird dieser Prozess gestoppt und die Farbintensitdt dann kolorimetrisch
bei 450 nm gemessen. Der zweite Antikorper wird im Folgenden als Enzymkonjugat

beschrieben.

Die zu analysierenden Proben wurden aufgetaut, fiir 10 Sekunden gevortext und fiir 30
Sekunden bei 4 °C bei 600 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Danach wurden die
Lysate 1:3000 und die Uberstinde 1:150 verdiinnt. Zur Verdiinnung wurde destilliertes
Wasser verwendet. Die Verdiinnungsfaktoren wurden in Vorversuchen festgelegt. Als
Standard wurden 6 Standards aus dem Kit genutzt. Standard 0 enthielt kein Insulin. Je 10
ul der Proben und des Standards wurden dann in die Wells gefiillt. Jeder Standard wurde
stets in Dupletten gemessen. Eine Duplette bestand bei den Proben aus zwei biologischen
Kontrollen. Dies waren zwei Proben, die zuvor dieselbe Behandlung mit Olsiure,
Glukose und Zytokinen erhalten hatten. AnschlieBend wurde das Enzymkonjugat
hinzugefiigt und die 96-Well Platte auf einem Schiittler fiir 2 Stunden inkubiert. Vor der
Inkubation mit dem TMB-Substrat wurde die Platte sechsfach mit dem bereitgestellten
Waschpuffer gewaschen. Die Reaktion des TMBs wurde anschlieBend mit 0,5 M
Schwefelsdure gestoppt und die Intensitdt des Farbumschlags bei 450 nm kolorimetrisch

bestimmt (DRG Instruments GmbH, 2016).
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Die Auswertung der Messwerte erfolgte mit Hilfe des Standards. Die jeweiligen
Messwerte wurden ihren Konzentrationen zugeordnet und auf eine Standardkurve
aufgetragen. Anhand der Funktion, die die Standardkurve ergibt, wurden dann die
Konzentrationen der einzelnen Messwerte bestimmt. Die Insulinkonzentrationen wurden

dann mit Hilfe des Gesamtproteins (siche Kapitel 2.2.5.3.) normalisiert.

2.2.5.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur genaueren Bewertung der Insulin- und Glutaredoxin 5-Konzentrationen wurden die
Messwerte ins Verhéltnis mit der jeweiligen Proteinkonzentration gesetzt. Die Methode
zur Proteinbestimmung war die Bradford Methode. Hierbei werden die Proben mit
Coomassie-Brilliant-Blau G-250 versetzt. Der Farbstoff reagiert mit den Proteinen in der
Probe und bildet farbige Komplexe. Diese lassen sich dann photometrisch bei einer

Wellenldnge von 595 nm messen.

Der Ablauf der Proteinbestimmung begann damit, dass die Proben aufgetaut, mit einem
Vortexmixer homogenisiert und anschlieBend zentrifugiert wurden. Die Proben der
Lysate wurden fiir die Proteinbestimmung 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt.
Der Proteinstandard wurde mit RIPA-Puffer und destilliertem Wasser auf die benotigten
Konzentrationen verdiinnt. Die pipettierten Standards und Proben wurden dann mit
Coomassie-Brilliant-Blau vermischt. Danach wurde die Absorption bei 595 nm

gemessen. Alle Proben und Standards wurden bei diesem Test doppelt bestimmt.

2.2.5.4 Glutaredoxin 5 ELISA

Die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat wurden mit Hilfe des Glutaredoxin 5

ELISA Kits (Cusabio Technology LLC) gemessen.

Der ELISA funktioniert ebenfalls nach dem Prinzip eines Sandwich ELISAs. Die Proben
wurden, wie bei dem Insulin-ELISA (Siehe Kapitel 2.2.5.2.), auf eine mit Antikorpern
beschichteten 96 Mikrotiter Platte aufgetragen. Die Antikdrper auf der Oberfldche waren
spezifisch fiir Glutaredoxin 5. Ein zweiter Antikorper, welcher spezifisch fiir einen
anderen Abschnitt am Glutaredoxin 5 war, wurde dann im zweiten Schritt hinzugefiigt.
Dieser Antikorper hatte Biotin gebunden, an welches dann im weiteren Verlauf Avidin

mit einer Meerrettichperoxidase (HRP-Avidin) gebunden hat. Diese Peroxidase hat dann
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TMB verstoffwechselt und somit einen Farbumschlag erzeugt. Zum Stoppen der

Reaktion wurde Schwefelsdure genutzt. Die Messung erfolgte bei 450 nm.

Der bereitgestellte Standard wurde mit der bereitgestellten Verdiinnungslosung nach
Herstellerangaben hergestellt und auf die Zielkonzentrationen verdiinnt. Die Lysate
wurden aufgetaut, mit dem Vortexmixer homogenisiert, zentrifugiert und anschlie3end
mit destilliertem Wasser verdiinnt. Fiir jedes Experiment wurde ein individueller
Vorversuch durchgefiihrt, durch den die benétigte Verdiinnung festgestellt wurde.

Die verdiinnten Lysate wurden dann in die mit Antikorpern beschichtete 96-Well Platte
pipettiert und die Platte bei 37 °C inkubiert. Danach wurde ein Biotin konjugierter
Antikorper hinzugefiigt und die Proben erneut bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem
Spiilen mit dem bereitgestellten Waschpuffer wurde HRP-Avidin hinzugefiigt und die
Platte erneut bei 37°C inkubiert. Nach fiinfmaligem Spiilen wurde dann das TMB-
Substrat inkubiert. Diese Reaktion wurde dann abschlieBend mit der bereitgestellten

Stop-Losung beendet und die Intensitdt des Farbumschlags bei 450 nm gemessen.

Die Auswertung erfolgte dann analog zu der Auswertung der Insulin Konzentrationen
(Siehe Kapitel 2.2.5.1.). Aus den Readerwerten und den vorbekannten Konzentrationen
des Standards wurde eine Standardkurve erstellt. Durch die zugehorige Funktion dieser
Standardkurve wurden dann die Konzentrationen der Messwerte errechnet. Die

Ergebnisse wurden abschlieend mit Hilfe des Gesamtproteins normalisiert.

2.2.6 Quantitative real-time PCR
2.2.6.1 Probenherstellung

Zur Vorbereitung wurde der Lysepuffer aus 3-Mercaptoethanol und RLT-Puffer aus dem
Qiagen Rneasy Mini Kit hergestellt. Alle Arbeiten zur Isolation der RNA wurden auf Eis
durchgefiihrt. Zur Isolation der RNA wurde zunichst das Zellkulturmedium entfernt.
Danach wurden die Zellen mit Hilfe des RLT-Lysepuffers lysiert. Die Probe wurde mit
einem Zellschaber gesammelt, mit einem Vortexmixer homogenisiert und bei -80 °C

gelagert.
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2.2.6.2 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde mit dem Quiagen Rneasy Mini Kit durchgefiihrt. Das Kit stellt
Sdulen bereit, welche spezifisch RNA binden. Nachdem die RNA hinzugefiigt wurde und
sie an der Sdule gebunden hat, folgen drei Waschschritte, durch die Reste anderer
Chemikalien und DNA-Reste entfernt werden. AnschlieBend wird die RNA dann mit

Rnase freiem Wasser aus der Siule eluiert.

Zu Beginn wurde die Probe homogenisiert, mit 70% Ethanol vermischt und auf die
Rneasy MinElute Sdule pipettiert. Diese wurde dann bei 13000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert und anschlieBend einmal mit RW1-Puffer und zweimal mit RPE-Puffer
gereinigt. Nach Zugabe der Pufferlosungen wurde die Sdule stets zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Mit Hilfe von Rnase freiem Wasser wurde dann die RNA aus der

Séule eluiert.

Die RNA-Konzentration und ihre Qualitdit wurde mithilfe des Nanodrop
Spectrophotometers (ND-1000) bestimmt. Vor jeder Messung wurde durch kurzes
Vortexen die homogene Verteilung der RNA sichergestellt. Um eine hohere Préizision der
Messung zu gewdhrleisten, wurden die Proben jeweils doppelt bestimmt. Die Lagerung

erfolgte danach bei -80 °C.

2.2.6.3 cDNA-Herstellung

Bei der cDNA-Herstellung wurde die aus den Proben gewonnene RNA in die stabilere
cDNA umgeschrieben. Die gesamte cDNA-Herstellung erfolgte auf Eis. Anhand der
zuvor gemessenen RNA-Konzentrationen (Siehe Kapitel 2.2.6.2) wurden die Proben mit
RNase freiem Wasser auf ein Volumen von 8 pl mit einem RNA-Gehalt von 300 ng bis
1 pg verdiinnt. Je nach vorhandener minimaler RNA-Konzentration einer Versuchsserie
wurde die Verdiinnung auf einen maximalen RNA-Gehalt bei einem Maximalvolumen

von 8§ pl angepasst. Ziel war ein RNA-Gehalt von 1 pg.

Zur Entfernung von DNA-Hintergrund wurde zunichst ein DNase-Verdau durchgefiihrt.
Hierzu wurde der Probe eine DNase hinzugefiigt. Nach kurzem Zentrifugieren wurden
die Proben dann im Thermocycler (VWR) bei 37 °C fiir 15 Minuten mit 110 °C
Deckeltemperatur inkubiert. Der DNase-Verdau wurde mit 25 mM EDTA pro Probe
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gestoppt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 65 °C fiir
5 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach Hinzufligen des vorbereiteten Mastermixes filir die
reverse Transkription wurden die Proben zentrifugiert und zunéchst bei 50 °C fiir 50
Minuten, dann bei 72 °C fiir 15 Minuten und abschlieBend bei 4 °C bis zur
Probenentnahme inkubiert. Danach wurden die Proben im Verhéltnis 1:10 mit RNase

freiem Wasser verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

2.2.6.4 Verifizierung der Primereftfizienzen

Die Effizienzen der bereits im Labor etablierten Primer RPL32, Glrx5, Insl und Ins2
wurden in der Arbeitsgruppe bereits verifiziert und fiir diese Arbeit deshalb nicht erneut
gepriift (Sun 2021). Die Vorergebnisse aus der Arbeitsgruppe sind mit in der Tabelle 2
aufgefiihrt.

Die Effizienzen der neu verwendeten Primer (IRP1, FTL, TfR1) wurden mithilfe einer
Verdiinnungsreihe getestet. Eine cDNA-Probe wurde jeweils im Verhéltnis 1:1, 1:5, 1:10,
1:15, 1:20, 1:40, 1:100 und 1:200 mit RNase- und DNase-freiem Wasser verdiinnt.
AnschlieBend wurde eine qPCR nach Standardschema durchgefiihrt (siehe 2.2.6.5). Dann
wurden die CT-Werte der Probe auf die logl0-transformierte RNA-Menge der Probe in
einen Graphen iibertragen. Aus der Steigung der Ausgleichsgraden lieen sich dann

mithilfe folgender Formeln die Effizienzen berechnen.
1

Effizienz = 10 Steigung

1
Effizienz (%) = ((10 Steigung) — 1) x 100

Tab 4: Effizienzermittlung der PCR Primer:

Gen RPL32 | GIrx5 | Insl Ins2 IRP1 | FTL T{R1
Effizienz 1,7 2,6 2,0 1,9 2,1 2,1 2,2
Effizienz (%) | 73 167 103 98 112 111 115
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2.2.6.5 Quantitative Real-time PCR

Zur Messung der Genexpression wurde die cDNA mit der sogenannten quantitativen PCR
amplifiziert. Die cDNA wird hierbei in 40 Zyklen mithilfe spezifischer Primer
amplifiziert und nach jedem Zyklus die Intensitdt der Fluoreszenz gemessen. In dem
Mastermix fiir die qPCR ist ein Fluoreszenzfarbstoff enthalten, welcher sich in
doppelstringiger DNA einlagert und nach Einlagerung ein Fluoreszenzsignal ausstoft.
Dieses korreliert dann mit der Menge an mRNA, die in den behandelten Zellen enthalten

war.

Die cDNA wird hierfiir verdiinnt mit dem qPCR Mastermix in eine vorbereitete 96-Well
Platte pipettiert. AnschlieBend erfolgt die Amplifizierung der cDNA. Eine friihe
exponentielle Amplifikation der c¢cDNA, also ein niedriger CT-Wert, bei einem
spezifischen Primer, bedeutet eine hohere Konzentration der Gensequenz innerhalb der
Probe. Als Referenzgen wurde bei jedem Durchgang RPL 32 untersucht. Pro Durchlauf
wurden die Ct-Werte aller untersuchten Proben doppelt bestimmt. Pro Primer und
untersuchter Probe wurde dann aus den beiden individuellen Messwerten der Mittelwert

gebildet.

Die Messung wurde mit dem Real-Time PCR System StepOnePlus (Applied Biosystems)
durchgefiihrt. Nach 10-miniitiger Aktivierung des Enzyms bei 95 °C wurden 40 Zyklen

aus Denaturierung und Annealing durchlaufen.

Da das benutzte SYBRgreen eine hohe Sensitivitdt bei niedriger Spezifitit besitzt, wurde
im Anschluss jeder Messung eine Schmelzkurve erstellt (Siehe Anhang 8.1). Durch diese

konnte die Aktivitdt, Funktion und Giite der Primer beurteilt werden.

2.2.6.6 Auswertung der Real Time PCR

Zur Auswertung der Daten der PCR wurde eine relative Quantifizierung angewendet.
Dies bedeutet, dass keine absoluten Konzentrationen, sondern die Unterschiede zwischen
RPL32, dem hier verwendeten Referenzgen, und dem jeweiligen Zielgen bestimmt
wurden. RPL32 zeigte in den Versuchen eine konstante Expression mit geringer Varianz
sowohl iiber die biologischen, als auch die technischen Replikate hinweg. Auflerdem

zeigte es sich weder durch die Olsiure-, Glukose- oder Zytokinbehandlung in seiner
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Expression beeinflusst. Aus diesem Grund wurde RPL32 als Referenzgen gewihlt. In
unserer Arbeitsgruppe zeigte sich RPL32 auch bereits in anderen Arbeiten als suffizientes

Referenzgen (Sun 2021).

Da sich in der Effizienzbestimmung Unterschiede zwischen den zu vergleichenden Genen
zeigten, erfolgte die Auswertung der PCR mithilfe der Pfaffl Methode (Pfaffl 2001). Fiir
diese wurde zunéchst der Abstand der erhobenen Messwerte eines Gens zum Mittelwert
der Kontrolle bestimmt. Hierfiir wurde die Probe, die mit 16 mM Glukose, 0 mM Olséure
und ohne den Zytokinmix behandelt wurde, verwendet. Diese Probe dhnelte am ehesten
den normalen Konditionen wihrend der Zellkultur. Durch Hinzunahme der Effizienzen
(E) konnte dann mithilfe der folgenden Formel der Expressionsunterschied zwischen

Referenzgen und Zielgen berechnet werden:

Ez' . Ctgontrolle — CtBehandlung
ielgen

Ratio =
Ctgontrolle ~CtBehandiun
Referenzgen

Zwei Werte wurden mithilfe der ROUT - Methode von GraphPad Prism 5 aus dem TfR1
Datensatz entfernt (Motulsky und Brown 2006).

Tab 5: Ausreiller Datensatz PCR:

Gen INS1 INS2 GRX5 TfR1 FTL IRP1
Versuchsdurchlaufe | 3 3 3 3 3 3
Gesamtwerte 72 72 72 70 72 72
Ausreiller 0 0 0 2 0 0

2.2.7 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mithilfe von GraphPad Prism 5 durchgefiihrt. Mittels
Shapiro-Wilk Test wurden die Daten auf ihre Normalverteilung als Basis fiir die weitere
statistische Auswertung gepriift. Die Analysen erfolgten dann mittels der zweifaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) und anschlieBend als Post-Hoc Test der Tukey-, Sidak- oder
Dunnetts-Test verwendet. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
Die jeweiligen Signifikanzstufen werden als *: p <0,05, **: p <0,01, ***: p <0,001, ****;
p <0,0001 angegeben.
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3 Ergebnisse
3.1 MTT

3.1.1 Olsiure senkte die Viabilitit der MIN6 Zellen

Durch die Behandlung mit 3 mM Olsdurekonzentration verringerte sich unter Einfluss
von 3 mM Glukose die metabolische Aktivitidt der MIN6 Zellen im Vergleich zu 0 mM
Olssure (p< 0,0001). Derselbe Effekt lieB sich auch bei zusitzlicher Exposition
gegeniiber des Zytokinmixes (p= 0,0002) beobachten. AuBerdem lieB sich eine
tendenzielle Verringerung der metabolischen Aktivitit durch 1,5 mM Olsdure ohne
Zytokinmix (p= 0,1995) und eine signifikante Verringerung bei zusitzlicher Exposition
mit dem Zytokinmix beobachten (p=0,0432). Die Ergebnisse unter Exposition von 3 mM
Glukose sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Metabolische Aktivitit der MING6 Zellen nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3
mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B).
Die metabolische Aktivitit verringert sich durch Olséure konzentrationsabhingig sowohl mit, als auch
ohne Zytokinmix. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins
Verhiltnis zu der metabolischen Aktivitit eines nicht mit Stressoren behandelten Standards gesetzt (Siehe
Kapitel 2.2.4). N=3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s multiple comparisons
test)
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Durch Exposition gegeniiber 3 mM Olséure verringerte sich unter Einfluss von 16 mM
Glukose die metabolische Aktivitit signifikant (p= 0,0012). Derselbe Effekt liel sich
auch bei zusétzlicher Exposition gegeniiber des Zytokinmixes (p= 0,0015) beobachten.
AuBerdem lieB sich unter Finfluss des Zytokinmixes eine Verringerung der
metabolischen Aktivitit bei einer Konzentration von 1,5 mM Olséure beobachten (p=
0,1087). Ohne Zytokinmix lieB sich bei 1,5 mM Olsdure ebenfalls eine tendenzielle
Verringerung beobachten (p= 0,5691). Die Ergebnisse unter Exposition von 16 mM
Glukose sind in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Metabolische Aktivitdt der MIN6 Zellen nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16
mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B).
Es ldsst sich eine konzentrationsabhiingige Verringerung der metabolischen Aktivitit durch Olsdure
erkennen. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhéltnis
zu der metabolischen Aktivitét eines nicht mit Stressoren behandelten Standards gesetzt (Siehe Kapitel
2.2.4). N=3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s multiple comparisons test)

42



3.1.2 Glukose steigerte die metabolische Aktivitit

Unter Exposition gegeniiber 16 mM Glukose stieg die metabolische Aktivitit der MIN6
Zellen nicht-signifikant sowohl bei 0 mM Olsiure von 85,35 % (£ 2,595 %
Standardfehler) auf 103,3 % (£ 5,884 % Standardfehler) (p= 0,4590) als auch bei 1,5 mM
Olsiure von 59,94 % (+ 3,804 Standardfehler) auf 85,74 % (+ 3,732 % Standardfehler)
(p=0,2816) (Siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Metabolischen Aktivitit der MIN6 Zellen nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM
oder 16 mM).

Es ldsst sich erkennen, dass Glukose in allen beobachteten Zustianden einen nicht-signifikanten steigernden
Einfluss auf die metabolische Aktivitit der Zellen hat. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhiltnis zu der metabolischen Aktivitdt eines nicht mit
Stressoren behandelten Standards gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.4). N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way
Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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Unter Zugabe des Zytokinmixes erhdhten hohere Glukosekonzentrationen die
metabolische Aktivitit tendenziell. Unter Exposition von 0 mM Olsidure und des
Zytokinmixes wurde eine tendenzielle Steigerung der metabolischen Aktivitit von 82,65
% (£ 3,829 % Standardfehler) bei 3 mM Glukose im Vergleich zu 105,7 % (£ 5,99 %
Standardfehler) bei 16 mM Glukose beobachtet (p=0,2106). Unter zusétzlichem Einfluss
von 1,5 mM Olsiure zum Zytokinmix zeigte sich ebenfalls eine tendenzielle Steigerung
der metabolischen Aktivitit von 46,81 % (£ 2,469 % Standardfehler) bei 3 mM Glukose
im Vergleich zu 68,17 % (£ 3,669 % Standardfehler) bei 16 mM Glukose (p= 0,4566)
(Siehe Abbildung 5). Glukose zeigte in den Experimenten also in jedem beobachteten
Zustand einen steigernden Einfluss auf die metabolische Aktivitit der MIN6 Zellen

(Siehe Abbildung 4,5).
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Abbildung 5: Metabolische Aktivitdt der MIN6 Zellen nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der
Zellen mit einem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f3 ), Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose
(3 mM oder 16 mM).

Es ldsst sich erkennen, dass Glukose in allen beobachteten Zustianden einen nicht-signifikanten steigernden
Einfluss auf die metabolische Aktivitit der Zellen hat. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhéltnis zu der metabolischen Aktivitit eines nicht mit
Stressoren behandelten Standards gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.4). N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way
Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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3.1.3 Zytokine zeigten keinen Einfluss auf die Viabilitdt der MIN6
Zellen

Die Exposition von MIN6 Zellen gegeniiber dem Zytokinmix zeigte in keinem der
Zustinde eine signifikante Verdnderung. Es ldsst sich eine tendenzielle Verringerung der
metabolischen Aktivitit durch Zytokine bei 3 mM Glukose und 1,5 mM Olséure erkennen
(p= 0,07868) (Siehe Abbildung 6) und bei 16 mM Glukose und 1,5 mM Olsiure (p=
0,6857) (Siehe Abbildung 7).
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Abbildung 6: Metabolische Aktivitdt der MIN6 Zellen nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der
Zellen mit 3 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
a, INF-y, IL-B).

Lediglich bei Exposition mit 1,5 mM Olsiure lisst sich eine tendenzielle Verringerung der metabolischen
Aktivitdt durch den Zytokinmix beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die
Messwerte wurden ins Verhéltnis zu der metabolischen Aktivitét eines nicht mit Stressoren behandelten
Standards gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.4). N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc:
Sidak’s multiple comparisons test)
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Abbildung 7: Metabolische Aktivitit der MIN6 Zellen nach 24-stiindiger Inkubation. Es erfolgte eine
Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne
Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-).

Lediglich bei Exposition mit 1,5 mM Olsiure lisst sich eine tendenzielle Verringerung der metabolischen
Aktivitdt durch den Zytokinmix beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die
Messwerte wurden ins Verhéltnis zu der metabolischen Aktivitét eines nicht mit Stressoren behandelten
Standards gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.4). N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc:
Sidak’s multiple comparisons test)
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3.2 PCR

3.2.1 Insl

3.2.1.1 Olsiure senkte die Expression von Insl

Die Exposition der MIN6 Zellen gegeniiber 3 mM Olsiure senkte bei 3 mM Glukose die
Expression des Ins1 Gens sowohl ohne Einfluss des Zytokinmixes (p< 0,0001), als auch
mit Einfluss des Zytokinmixes (p< 0,0001). Die Konzentration von Ins] mRNA
verminderte sich unter Einfluss von 3 mM Olséure auf circa 35 % der urspriinglichen
Expression (0 mM Olsiure: 1,027; 3 mM Olsiure: 0,359). Die Ergebnisse fiir die
Exposition gegentiber 3 mM Glukose sind in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Expressionsunterschied von Insl im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsaure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
a, INF-y, IL-B).

Es lisst sich erkennen, dass Olsiure die Expression von Ins1 konzentrationsabhiingig reduziert. Abgebildet
sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc:
Tukey’s multiple comparisons test)
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Unter Exposition von 16 mM Glukose zeigte sich durch 3 mM Olséure eine Verringerung
der Expression von Insl. Sowohl ohne zusédtzliche Exposition mit dem Zytokinmix (p<
0,0001), als auch mit Zytokinmix (p< 0,0001). Eine Konzentration von 1,5 mM Olsiure
zeigte bei 16 mM Glukose in Kombination mit dem Zytokinmix ebenfalls einen
signifikanten Abfall (p=0,0038). Die Ergebnisse unter Exposition von 16 mM Glukose
sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Expressionsunterschied von Insl im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 16 mM Glukose, Olséure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix
(TNF-a, INF-y, IL-B).

Es lasst sich erkennen, dass Olsdure die Expression von Ins1 konzentrationsabhingig reduziert. Abgebildet
sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc:
Tukey’s multiple comparisons test)
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3.2.1.2 Glukose zeigte keinen Einfluss auf die Ins1 Expression

Unter keiner der untersuchten Konditionen konnte ein signifikanter Einfluss von Glukose
auf die Expression von Ins1 gemessen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 und

11 graphisch dargestellt.
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Abbildung 10: Expressionsunterschied von Insl im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und
Glukose (3 mM oder 16 mM).

Glukose zeigt keinen Einfluss auf die Expression von Insl. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons
test)
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Mit Zytokinmix
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Abbildung 11: Expressionsunterschied von Insl im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f) und verschiedenen Konzentrationen von
Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM).

Glukose zeigt keinen Einfluss auf die Expression von Insl. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons
test)
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3.2.1.3 Der Zytokinmix senkte die Expression von Ins1

Der Zytokinmix verminderte bei einer Konzentration von 3 mM Glukose die Expression
von Insl signifikant (p= 0,0023). Unter Exposition mit 3 mM Glukose und 1,5 mM
Olsdure lieB sich eine signifikante Verminderung von Insl unter Einfluss des
Zytokinmixes feststellen (p= 0,0062). Bei hohen Olsiurekonzentrationen schwichte sich
der Effekt des Zytokinmixes ab und es lie3 sich nur noch eine tendenzielle Verringerung

von Insl erkennen (p= 0,3925). Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 12: Expressionsunterschied von Insl im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne
Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-).

Verminderung der Insl Expression durch den Zytokinmix bei Exposition gegeniiber 0 mM und 1,5 mM
Olsiure. Abschwiichung des Effekts bei hohen Olsiurekonzentrationen. Abgebildet sind die Mittelwerte
inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple
comparisons test)
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Auch bei Exposition gegeniiber 16 mM Glukose zeigte sich durch den Zytokinmix eine
signifikant verminderte Ins1 Expression. Sowohl bei 0 mM Olséure (p= 0,048) als auch
bei 1,5 mM Olséure (p= 0,0014). Unter Einfluss von 3 mM Olsiure schwichte sich der
Effekt der Zytokine bei ohnehin bereits niedriger Expression von Ins1 ab, und es liel3 sich
lediglich eine tendenzielle Verringerung erkennen (p= 0,6623). Die Ergebnisse sind in

Abbildung 13 graphisch dargestellt.
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Abbildung 13: Expressionsunterschied von Insl im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne
Zytokinmix (TNF-o, INF-y, IL-B).

Verminderung der Insl Expression durch den Zytokinmix bei Exposition gegeniiber 0 mM und 1,5 mM
Olsiure. Abschwiichung des Effekts bei hohen Olsiurekonzentrationen. Abgebildet sind die Mittelwerte
inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple
comparisons test)
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3.2.2 Ins?2

3.2.2.1 Olsiure senkte die Expression von Ins2

Die Exposition der MIN6 Zellen gegeniiber 3 mM Olsiure senkte bei 3 mM Glukose die
Genexpression von Ins2. Dieser Effekt zeigte sich sowohl ohne Einfluss des
Zytokinmixes (p< 0,0001) als auch mit Einfluss des Zytokinmixes (p< 0,0001). Die
Konzentration der Ins2 mRNA verminderte sich unter Einfluss von 3 mM Olséure
deutlich, unter Einfluss von 3 mM Glukose ohne Zytokinexposition zum Beispiel auf
circa 5 % der urspriinglichen Expression. Die Exposition der MIN6 Zellen gegentiber 1,5
mM Olséure zeigte eine tendenzielle Verminderung der Expression (Ohne Zytokinmix:

p=0,1039; Mit Zytokinmix: p=0,3128). Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsédure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
a, INF-y, IL-B).

Es ldsst sich eine konzentrationsabhingige Verminderung der Exposition von Ins2 durch Olsiure
beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung:
Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s multiple comparisons test)
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Unter Einfluss von 16 mM Glukose lie3 sich erneut eine signifikante Verringerung der
Expression von Ins2 durch hohe Olsidurekonzentrationen (3 mM) feststellen. Dieser
Effekt zeigte sich sowohl ohne zusédtzliche Exposition mit dem Zytokinmix (p< 0,0001),
als auch mit Zytokinmix (p< 0,0001). Eine Konzentration von 1,5 mM Olséure zeigte bei
16 mM Glukose mit Zytokinmix einen signifikanten Abfall (p=0,0014) und ohne
Zytokinmix einen tendenziellen Abfall (p=0,5489). Die Ergebnisse sind in Abbildung 15
dargestellt.
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Abbildung 15: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix
(TNF-a, INF-y, IL-B).

Es lisst sich eine konzentrationsabhiingige Verminderung durch Olsiure auf die Exposition von Ins2
beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung:
Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s multiple comparisons test)
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3.2.2.2 Glukose senkte die Ins2 Expression unter Zytokineinfluss

Ein eindeutiger Einfluss von Glukose auf die Expression von Ins2 lieB sich nicht
beobachten. Es lieBen sich Zustinde beobachten, in denen Glukose die Ins2 Expression

verringerte und andere Zustinde, in denen sich kein Effekt durch Glukose zeigte.

Unter Einfluss von 0 mM Olséure zeigte sich eine tendenzielle Verringerung der Ins2
Expression durch 16 mM Glukose (p= 0,3354) (Sieche Abbildung 16). AuBerdem zeigte
sich unter Einfluss von 1,5 mM Olsiure und des Zytokinmixes eine Verringerung der
Expression von INS1 durch 16 mM Glukose (p= 0,0165) (Siehe Abbildung 17). In den
restlichen Zustinden lieBen sich keine signifikanten Verdnderungen durch

unterschiedliche Glukoseexposition feststellen.
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Abbildung 16: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und
Glukose (3 mM oder 16 mM).

Es zeigt sich eine tendenzielle Verringerung der Ins2 Expression durch 16 mM Glukose. Abgebildet sind
die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc:
Sidak’s multiple comparisons test)
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Mit Zytokinmix
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Abbildung 17: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f) und verschiedenen Konzentrationen von
Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM).

Es zeigt sich eine signifikante Verringerung der Exposition von Ins2 durch Glukose bei zusitzlicher
Exposition gegeniiber 1,5 mM Olsdure. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3;
Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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3.2.2.3 Der Zytokinmix verringerte die Expression von Ins2

Der Zytokinmix verminderte bei einer Konzentration von 3 mM Glukose die Expression
von Ins2 signifikant. Dieser Effekt lieB3 sich sowohl bei zusétzlicher Exposition mit 0 mM
Olséure (p = 0,0048) als auch mit 1,5 mM Olsiure (p = 0,0176) beobachten. Bei einer
Exposition gegeniiber 3 mM Olséiure schwichte sich der Effekt des Zytokinmixes ab, und
es lieB sich nur noch eine nicht-signifikante Verringerung der Genexpression von Ins2

beobachten (p= 0,7146). Die Ergebnisse sind in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne
Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-).

Es ldsst sich eine signifikante Verringerung der Expression von Ins2 durch den Zytokinmix beobachten.
Dieser Effekt schwiicht sich bei zusitzlicher Exposition gegeniiber 3 mM Olséure ab. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s
multiple comparisons test)
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Auch bei Exposition gegeniiber 16 mM Glukose verringerte der Zytokinmix die
Expression von Ins2. Bei Exposition gegeniiber 0 mM Olsdure zeigte sich eine
tendenzielle Verringerung durch den Zytokinmix (p= 0,0999). Unter Exposition von 1,5
mM Olsiure zeigte sich ebenfalls eine signifikante Verringerung der Ins2 Expression (p=
0,0002). Bei einer Exposition gegeniiber 3 mM Olséure schwichte sich der Effekt ab, und
es lieB sich kein signifikanter Effekt des Zytokinmixes mehr beobachten (p=0,9990). Die
Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne
Zytokinmix (TNF-o, INF-y, IL-B3 ).

Die Expression von Ins2 zeigt sich durch den Zytokinmix bei 0 mM Olséure tendenziell und bei 1,5 mM
Olsiure signifikant erniedrigt. Bei zusitzlicher Exposition gegeniiber 3 mM Olséure ldsst sich der Effekt
des Zytokinmixes nicht mehr beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3;
Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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3.2.3 GIrx5

3.2.3.1 Olsiure senkte die Expression von Glrx5 tendenziell

Ohne  Einfluss des  Zytokinmixes ldsst sich eine  nicht-signifikante
konzentrationsabhdngige Regulation der Genexpression von Glrx5 beobachten. Durch
Exposition gegeniiber 1,5 mM Olsiure lisst sich eine nicht-signifikante Verringerung der
Genexpression von GIrx5 beobachten (p= 0,6790). Dieser nicht-signifikante Effekt
nimmt bei Exposition gegeniiber 3 mM Olsdure zu (p= 0,1282). Unter Einfluss des
Zytokinmixes lisst sich keine eindeutige Wirkung der Olsiure mehr beobachten. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsédure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
a, INF-y, IL-B).

Es zeigt sich eine tendenzielle, konzentrationsabhiingige Reduktion der Glrx5 Konzentration ohne
Exposition mit dem Zytokinmix. Bei zusétzlicher Exposition mit dem Zytokinmix ldsst sich kein
konzentrationsabhiingiger Effekt von Olsiure beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s multiple comparisons
test)
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Bei erhohten Glukosekonzentrationen (16 mM) zeigte sich ebenfalls eine Verringerung
der Genexpression von Glrx5 durch Olsiure. Bei Exposition gegeniiber 1,5 mM Olséiure
zeigte sich eine tendenzielle Verringerung der Expression von Glrx5 (p= 0,3015). Bei
Exposition gegeniiber 3 mM Olsiure zeigte sich ebenfalls eine tendenzielle Verringerung
der Glrx5 Expression (p= 0,3278). Unter Einfluss des Zytokinmixes lisst sich keine
eindeutige Wirkung der Olsiure mehr beobachten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21

dargestellt.
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Abbildung 21: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix
(TNF-a, INF-y, IL-B).

Es zeigt sich eine tendenzielle Reduktion der Expression von Glrx5 durch 1,5 mM Olsiure ohne Exposition
mit dem Zytokinmix. Bei zusétzlicher Exposition mit dem Zytokinmix ldsst sich kein eindeutiger Effekt
von Olsiure beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische
Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s multiple comparisons test)
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3.2.3.2 Glukose zeigte keinen Einfluss auf die Expression von Glrx5

Die Expression von Glrx5 unterschied sich im Experiment wihrend der Exposition
gegeniiber 3 mM oder 16 mM Glukose nicht signifikant. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 22 und 23 dargestellt.
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Abbildung 22: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Olsgure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und
Glukose (3 mM oder 16 mM).

Es zeigt sich kein Einfluss von Glukose auf die Expression von Glrx5. Abgebildet sind die Mittelwerte
inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple
comparisons test)
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Mit Zytokinmix
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Abbildung 23: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B) und verschiedenen Konzentrationen von
Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM).

Es zeigt sich kein Einfluss von Glukose auf die Expression von Glrx5. Abgebildet sind die Mittelwerte
inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple
comparisons test)
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3.2.3.3 Zytokine zeigten keinen Einfluss auf die Expression von Glrx5

Der Zytokinmix hatte im Experiment keinen signifikanten Einfluss auf die Expression

von Glrx5. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 und 25 dargestellt.
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Abbildung 24: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne
Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B).
Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss des Zytokinmixes auf die Expression von Glrx5. Abgebildet sind
die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc:
Sidak’s multiple comparisons test)
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Abbildung 25: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne
Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-).
Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss des Zytokinmixes auf die Expression von Glrx5. Abgebildet sind
die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc:
Sidak’s multiple comparisons test)

64



324 FTL

3.2.4.1 Olsdure, Glukose und Zytokine zeigten keinen Einfluss auf die

Expression von FTL

Verschiedene Konzentrationen von Olsdure, Glukose und Zytokinen hatten im

Experiment keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von FTL. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 26 und 27 dargestellt.
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Abbildung 26: Expressionsunterschied von FTL im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsaure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-

o, INF-y, IL-B).

Olsiure, Glukose und Zytokine zeigen keinen Einfluss auf die Expression von FTL. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s
multiple comparisons test)
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Abbildung 27: Expressionsunterschied von FTL im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix
(TNF-a, INF-y, IL-B ).

Olsiure, Glukose und Zytokine zeigen keinen Einfluss auf die Expression von FTL. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s
multiple comparisons test)
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3.2.5IRP1

3.2.5.1 Hohe Konzentrationen von Olsidure und Glukose erhdhten die
Expression von IRP1

Bei einer Glukosekonzentration von 3 mM zeigte sich durch Exposition gegeniiber 3 mM
Olsiure und dem Zytokinmix eine tendenzielle Erhdhung der IRP1 Expression (p=

0,2760). Ohne Exposition gegeniiber des Zytokinmixes zeigte sich ein schwicherer

Effekt (3 mM Olséure: p= 0,6934). Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Expressionsunterschied von IRP1 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsaure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
a, INF-y, IL-B).

Unter Exposition von 3 mM Olsiure zeigt sich sowohl unter zusitzlicher Gabe des Zytokinmixes, als auch
ohne eine tendenzielle Erhohung der IRP1 Expression. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s multiple comparisons
test)
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Eine Konzentration von 3 mM Olséure bei 16 mM Glukose zeigte im Experiment eine
erhohte Expression von IRP1 im Vergleich zu 0 mM Olséure und 16 mM Glukose,
sowohl ohne Zugabe des Zytokinmixes (p=0,001) als auch mit Zugabe des Zytokinmixes
(p=0,0133). Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Expressionsunterschied von IRP1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 16 mM Glukose, Olséure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix
(TNF-a, INF-y, IL-B).

Unter Exposition mit 16 mM Glukose und 3 mM Olsiure zeigt sich sowohl unter Einfluss von Zytokinen
oder ohne Zytokine eine signifikante Erh6hung der Expression von IRP1. Abgebildet sind die Mittelwerte
inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s multiple
comparisons test)
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3.2.5.2 Glukose steigerte bei hohen Olsidurekonzentrationen die IRPI

Expression

Unter hohen Olsiurekonzentrationen (3 mM) und Einfluss des Zytokinmixes steigerte die
Exposition gegeniiber 16 mM Glukose die Expression von IRP1 signifikant (p=0,0139)
(Siehe Abbildung 30). Bei Zugabe des Zytokinmixes schwichte sich dieser Effekt ab und
es lieB sich keine signifikante Verdnderung mehr beobachten (Siehe Abbildung 31).
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Abbildung 30: Expressionsunterschied von IRP 1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und
Glukose (3 mM oder 16 mM).

Deutliche Erhdhung der Expression von IRP1 durch Glukose bei zusdtzlicher Exposition gegentiber 3 mM
Olsiure. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-
Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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Abbildung 31: Expressionsunterschied von IRP 1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B) und verschiedenen Konzentrationen von
Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM).

Kein signifikanter Einfluss von Glukose auf die Expression von IRP1 bei zusatzlicher Zytokinexposition.
Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova
(Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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3.2.5.3 Zytokine zeigten keinen Einfluss auf die Expression von IRP1

Durch die Zugabe des Zytokinmixes lief sich keine Verdanderung der Expression von

IRP1 beobachten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 32 und 33 dargestellt.
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Abbildung 32: Expressionsunterschied von IRP1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne
Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-).

Kein Einfluss von Zytokinen auf die Expression von IRP1. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons
test)
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Abbildung 33: Expressionsunterschied von IRP1 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-stlindiger Inkubation.
Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne
Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-).

Es ldsst sich kein Einfluss von Zytokinen auf die Expression von IRP1 beobachten. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s
multiple comparisons test)
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3.2.6 TfR1

3.2.6.1 Olsiure zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von

TfR1

Die Exposition der MIN6 Zellen gegeniiber verschiedenen Konzentrationen von Olsiure
zeigte keine signifikante Verdnderung der TfR1 Expression. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 34 und 35 dargestellt.
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Abbildung 34: Expressionsunterschied von TFR1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
o, INF-y, IL-B).

Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss von Olsdure auf die Expression von TfR1. Abgebildet
sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc:
Tukey’s multiple comparisons test)
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Abbildung 35: Expressionsunterschied von TFR1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix
(TNF-a, INF-y, IL-B).

Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss von Olsiure auf die Expression von TfR1. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Tukey’s
multiple comparisons test)
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3.2.6.2 Glukose und Zytokine zeigten keinen Einfluss auf die Expression von

TfR1

Die Expression von TfR1 zeigte sich in den Versuchen nicht signifikant durch
verschiedene Glukosekonzentrationen oder die Exposition gegeniiber dem Zytokinmix

verdndert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 36 und 37 abgebildet.
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Abbildung 36: Expressionsunterschied von TFR1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
o, INF-y, IL-B).

Glukose und Zytokine zeigen keinen Einfluss auf die Expression von TfR1. Abgebildet sind die Mittelwerte
inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple
comparisons test)
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Abbildung 37: Expressionsunterschied von TFR1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-stiindiger Inkubation.
Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix
(TNF-a, INF-y, IL-B).

Glukose und Zytokine zeigen keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von TfR1. Abgebildet sind
die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc:
Sidak’s multiple comparisons test)

3.3 Proteinanalyse

3.3.1 Insulin 1im Lysat

3.3.1.1 Olsidure verminderte die intrazellulire Insulinkonzentration

In allen Versuchsdurchldufen zeigte sich eine konzentrationsabhdnge Verringerung der
intrazelluliren Insulinkonzentration durch Olsiure. Bei Exposition der MIN6 Zellen
gegeniiber 1,5 mM Olsiure und 3 mM Glukose war die Konzentration von Insulin im
Lysat mit 1,679 pg Insulin/mg Protein (z 0,1595 pg Insulin/mg Protein Standardfehler)
im Vergleich zu 0 mM Olsiure mit 3,455 pg Insulin/mg Protein (+ 0,5702 pg Insulin/mg
Protein Standardfehler) signifikant geringer (p= 0,0030). Eine Exposition der MIN6
Zellen mit 3 mM Olsiure sorgte fiir eine weitere Verminderung der Insulinkonzentration

auf 0,666 pg Insulin/mg Protein (+ 0,2064 pg Insulin/mg Protein Standardfehler) (p=
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0,0001). Unter Zugabe des Zytokinmixes zeigte sich derselbe Effekt. Unter 1,5 mM
Olséure betrug die Konzentration 1,119 pg Insulin/mg Protein (+ 0,1023 ug Insulin/mg
Protein Standardfehler) statt 2,672 pg Insulin/mg Protein (z 0,3215 pg Insulin/mg Protein
Standardfehler) bei 0 mM Olsiure (p= 0,0074). Bei einer Exposition von 3 mM Olsiure
war die Konzentration mit 1,049 pg Insulin/mg Protein (+ 0,2562 pg Insulin/mg Protein
Standardfehler) ebenfalls niedriger als bei 0 mM Olséure (p=0,0055). Die Ergebnisse
sind in Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 38: Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhéltnis zur Proteinkonzentration nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder
ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B).

Es ldsst sich ein signifikanter, konzentrationsabhingiger Einfluss von Olsiure auf die intrazellulire
Konzentration von Insulin erkennen. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3;
Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Dunnett’s multiple comparisons test; 0 mM Olsdure
ohne Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM Olsiure jeweils ohne Zytokinmix verglichen;
0 mM Olsiure mit Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM Olsiure jeweils mit Zytokinmix
verglichen)
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Bei 16 mM Glukose zeigten sich ebenfalls niedrigere Konzentrationen von Insulin im
Lysat bei 1,5 mM Olséure (p=0,0603) und 3 mM Olséure (p= 0,0032) im Vergleich zu 0
mM Olsiure. Auch unter Zugabe des Zytokinmixes lieBen sich signifikant niedrigere
Konzentrationen bei 1,5 mM Olsiure (p= 0,0170) und 3 mM Olsiure (p= 0,0331) im
Vergleich zu 0 mM Olsiure beobachten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 39: Dargestellt ist die Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure
(0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f3).

Es ldsst sich ein signifikanter, konzentrationsabhiingiger Effekt von Olsiure auf die intrazellulire
Konzentration von Insulin erkennen. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3;
Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Dunnett’s multiple comparisons test; 0 mM Olsdure
ohne Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM Olsiure jeweils ohne Zytokinmix verglichen;
0 mM Olsiure mit Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM Olsiure jeweils mit Zytokinmix

verglichen)
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3.3.1.2 Glukose senkte die intrazellulare Insulinkonzentration tendenziell

Unter Exposition von 16 mM Glukose war die Konzentration von Insulin mit 2,424 ng
Insulin/mg Protein (+ 0,1994 pg Insulin/mg Protein Standardfehler) niedriger als bei der
Exposition mit 3 mM Glukose. Hier lag die Konzentration bei 3,455 pug Insulin/mg
Protein (¢ 0,5702 pg Insulin/mg Protein Standardfehler) (p= 0,0734). Dieser Effekt war
bei zusitzlicher Exposition gegeniiber 1,5 mM Olséure (p= 0,9135) und 3 mM Olsiure
(p=0,9926) nicht mehr zu beobachten (Siehe Abbildung 40). Bei zusitzlicher Exposition

gegentiber dem Zytokinmix lief3 sich kein signifikanter Einfluss von Glukose beobachten.
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Abbildung 40: Dargestellt ist die Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen von Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM).
Es ldsst sich eine tendenzielle Verringerung der Insulinkonzentration im Zellysat durch 16 mM Glukose
bei 0 mM Olsiure erkennen. Bei Exposition gegeniiber hoheren Olsiure-konzentrationen nimmt der Effekt
ab. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way
Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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3.3.1.3 Der Zytokinmix senkte die intrazellulire Insulinkonzentration

tendenziell

Die Exposition von MIN6 Zellen gegeniiber dem Zytokinmix verringerte die
intrazellulire Insulinkonzentration bei gleichzeitiger Exposition gegeniiber 3 mM
Glukose in Kombination mit 0 mm Olsiure oder 1,5 mM Olséure tendenziell (0 mM
Olsiure: p= 0,2669; 1,5 mM Olsiure p= 0,5329) (Siehe Abbildung 41). Bei Exposition
gegeniiber 16 mM Glukose zeigten sich keine Verdnderungen (Siehe Abbildung 42).
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Abbildung 41: Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhiltnis zur Proteinkonzentration nach 24-
stindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5
mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f).

Bei Exposition gegeniiber 0 mM Olsdure und 1,5 mM Olsiure lisst sich eine tendenzielle Verringerung der
intrazelluldren Insulinkonzentration beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler.
N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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Abbildung 42: Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhéltnis zur Proteinkonzentration nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5
mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-p).

Unter Exposition gegentiber 16 mM Glukose ldsst sich kein signifikanter Effekt des Zytokinmixes
beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3; Statistische Auswertung:
Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)

3.3.2 Insulin im Medium

Da die absoluten Insulinkonzentrationen im Medium zwischen den Durchldufen stark
schwankten, die Verdnderungen innerhalb der jeweiligen Durchgénge jedoch dieselben
Tendenzen zeigten, wurden die absoluten Werte im Verhiltnis zur Kontrolle des
jeweiligen Durchganges genommen. Diese bestanden, wie in Kap 2.2.2.4 beschrieben,
aus Zellen die ebenfalls gezédhlt und ausgesit, dann aber mit normalem Kulturmedium
weiterkultiviert und folglich nicht mit Olsiure, Zytokinen oder unterschiedlichen

Glukosekonzentrationen behandelt wurden.
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3.3.2.1 Olsdure senkte die extrazellulidre Insulinkonzentration

Die Exposition mit 3 mM Olséure fiihrte im Vergleich zu 0 mM Olsiure sowohl bei 3
mM Glukose (p=0,0016) (Siehe Abbildung 43), als auch bei 16 mM Glukose (p= 0,002)
(Siehe Abbildung 46) zu einer niedrigeren extrazelluldren Insulinkonzentration.
Denselben Effekt konnte man bei zusitzlicher Zugabe des Zytokinmixes sowohl bei 3
mM Glukose (p= 0,0463) (Sieche Abbildung 43), als auch tendenziell bei 16 mM Glukose
(p=0,3001) (Siehe Abbildung 44) beobachten.

3 mM Glukose

| 1
200+ ..
O 0 mM Olsaure
150+ /| 1,5 mM Olsaure
El 3 mM Olsaure
" T
c 100'
T
50- *% *
0
Ohne Zytokinmix Mit Zytokinmix

Abbildung 43: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsiure
(0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-p).

3 mM Olsiure senkt bei Exposition mit 3 mM Glukose sowohl unter Einfluss des Zytokinmixes, als auch
ohne Einfluss des Zytokinmixes die extrazelluldre Insulinkonzentration signifikant. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhdltnis zu der extrazelluldren
Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N= 3;
Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Dunnett’s multiple comparisons test; 0 mM Olsdure
ohne Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM Olsiure jeweils ohne Zytokinmix verglichen;
0 mM Olsiure mit Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM Olsiure jeweils mit Zytokinmix
verglichen)
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Abbildung 44: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5
mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B).

Es zeigt sich eine konzentrationsabhéingige Verringerung der extrazelluldren Insulinkonzentration durch
Olsiure. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhiltnis
zu der extrazelluldren Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe
Kapitel 2.2.2.4). N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Dunnett’s multiple
comparisons test; 0 mM Olsdure ohne Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM Olséure
jeweils ohne Zytokinmix verglichen; 0 mM Olséure mit Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und
3 mM Olséure jeweils mit Zytokinmix verglichen)
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3.3.2.2 Glukose =zeigte keinen Einfluss auf die extrazelluldre
Insulinkonzentration
Ein Vergleich zwischen der Exposition gegeniiber 3 mM Glukose oder 16 mM Glukose

lieferte keine signifikante Verdnderung der extrazelluldren Insulinkonzentration. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 45 und 46 dargestellt.

Ohne Zytokinmix
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Abbildung 45: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen von Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM).
Es ldsst sich kein signifikanter Einfluss von Glukose auf die extrazellulire Insulinsekretion erkennen.
Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhiltnis zu der
extrazelluldren Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel
2.2.2.4). N=3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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Abbildung 46: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhéltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a,
INF-v, IL-B) und verschiedenen Konzentrationen von Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3
mM oder 16 mM).

Es lasst sich kein signifikanter Effekt von Glukose auf die extrazelluldre Insulinkonzentrationen erkennen.
Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhiltnis zu der
extrazelluldren Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Sieche Kapitel
2.2.2.4). N=3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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3.3.2.3 Zytokine senkten die extrazellulidre Insulinkonzentration tendenziell

Die Exposition der MIN6 Zellen gegeniiber dem Zytokinmix zeigte bei 3 mM Glukose
eine tendenzielle Verringerung der Insulinsekretion. Dieser Effekt zeigte sich sowohl bei
zusitzlicher Exposition gegeniiber 0 mM Olsdure (p= 0,3721) als auch gegeniiber 1,5
mM Olséure (p=0,3950). Bei Exposition gegeniiber 3 mM Olsiure zeigte sich kein Effekt
mehr (p=0,9893). Die Ergebnisse sind in Abbildung 47 dargestellt.
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Abbildung 47: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsdure
(0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f3).

Es zeigt sich eine tendenzielle Verringerung der extrazelluldren Insulinkonzentration durch den
Zytokinmix. Bei zusitzlicher Exposition gegeniiber 3 mM Olsiure lisst sich dieser Effekt nicht mehr
beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins
Verhiéltnis zu der extrazelluldren Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt
(Siehe Kapitel 2.2.2.4). N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple
comparisons test)
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Bei Exposition gegeniiber 16 mM Glukose zeigte sich ebenfalls eine tendenzielle
Verringerung der Konzentration des extrazelluldren Insulins durch den Zytokinmix.
Dieser Effekt zeigte sich bei 0 mM Olséure (p=0,2649) und 1,5 mM Olséure (p=0,4389).
Bei Exposition gegeniiber 3 mM Olsiure zeigte sich hier kein Effekt mehr (p= 0,6583).
Die Ergebnisse sind in Abbildung 48 dargestellt.
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Abbildung 48: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure
(0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f).

Es zeigt sich eine tendenzielle Verringerung der extrazelluldren Insulinkonzentration durch den
Zytokinmix. Bei Exposition gegeniiber 3 mM Olsiure zeigt sich kein Effekt mehr. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhdltnis zu der extrazelluldren
Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N= 3;
Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)

3.3.3 Glutaredoxin 5

Da die absoluten Konzentrationen zwischen den Durchldufen stark schwankten, die
Veranderungen innerhalb der jeweiligen Durchgidnge jedoch eine &hnliche Tendenz
zeigten, wurden die absoluten Werte im Verhéltnis zur Kontrolle des jeweiligen
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Durchganges berechnet. Diese bestanden, wie in Kap 2.2.2.4 beschrieben aus MIN6
Zellen, die ebenfalls gezdhlt und ausgesit, dann aber mit normalem Kulturmedium
weiterkultiviert und folglich nicht mit Glukose, Olsiure oder Zytokinen behandelt

wurden.

3.3.3.1 Olsdure senkte die intrazellulire Glutaredoxin 5 Konzentration
tendenziell
Die Exposition mit 3 mM Olsiure sorgte sowohl bei 3 mM Glukose (p= 0,15) (Siehe

Abbildung 49), als auch bei 16 mM Glukose (p= 0,29) (Siehe Abbildung 50) fiir eine

tendenziell verringerte Konzentration von Glutaredoxin 5 im Lysat.

3 mM Glukose
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Z 1004 T T
504
0 L] L]
Ohne Zytokinmix Mit Zytokinmix

Abbildung 49: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsdure
(0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f3).

Es zeigt sich eine Verringerung des Glutaredoxin 5 Gehaltes bei 3 mM Olsiure. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhéltnis zu der intrazelluldre
Glutaredoxin 5-Konzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4).
N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Dunnett’s multiple comparisons test; 0 mM
Olsiure ohne Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM Olsiure jeweils ohne Zytokinmix
verglichen; 0 mM Olsdure mit Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM Olsiure jeweils mit
Zytokinmix verglichen)

88



16 mM Glukose

150 - L
O 0 mM Olséaure
=3 1,5 mM Olsaure
100+ T T M 3 mM Olsaure
2
£
50-
0

Ohne Zytokinmix Mit Zytokinmix

Abbildung 50: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM,
1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f).

Es zeigt sich eine tendenzielle Verringerung der Glutaredoxin 5 Konzentration bei Exposition gegentiber 3
mM Olsiure. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins
Verhéltnis zu der intrazelluldre Glutaredoxin-5 Konzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen
gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Dunnett’s
multiple comparisons test; 0 mM Olsdure ohne Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5 mM und 3 mM
Olsiure jeweils ohne Zytokinmix verglichen; 0 mM Olsiure mit Zytokinmix wurde als Kontrolle mit 1,5
mM und 3 mM Olséure jeweils mit Zytokinmix verglichen)
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3.3.3.2 Glukose hatte keine Auswirkungen auf die Glutaredoxin 5-
Konzentration
Ein Vergleich zwischen der Exposition gegeniiber 3 mM Glukose oder 16 mM Glukose

lieferte keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf die Konzentration von

Glutaredoxin 5 im Lysat. Die Ergebnisse sind in Abbildung 51 und 52 dargestellt.
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Abbildung 51: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen von Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM).
Es zeigt sich kein Einfluss von Glukose auf die Glutaredoxin 5-Konzentration. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhiltnis zu der intrazelluldre
Glutaredoxin-5 Konzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siche Kapitel 2.2.2.4).
N=3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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Abbildung 52: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im Verhdltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a,
INF-y, IL-B) und verschiedenen Konzentrationen von Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose
(3 mM oder 16 mM).

Es zeigt sich kein Einfluss von Glukose auf die intrazelluldre Konzentration von Glutaredoxin 5. Abgebildet
sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhiltnis zu der intrazelluldre
Glutaredoxin 5-Konzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siche Kapitel 2.2.2.4).
N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons test)
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3.3.3.3 Der Zytokinmix zeigte keinen Einfluss auf die Glutaredoxin 5

Konzentration

Ein Vergleich zwischen der Konzentration von Glutaredoxin 5 im Lysat von MIN6 Zellen
unter der Exposition des Zytokinmixes im Vergleich zur Konzentration ohne Exposition
des Zytokinmixes zeigte keine signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 53 und 54 dargestellt.
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Abbildung 53: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im Verhdltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olsdure
(0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f3).

Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss des Zytokinmixes auf die intrazelluldre Glutaredoxin 5-
Konzentration. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins
Verhiltnis zu der intrazelluldre Glutaredoxin 5-Konzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen
gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s
multiple comparisons test)
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Abbildung 54: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsiure
(0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f3).

Es zeigt sich kein Einfluss des Zytokinmixes auf die intrazellulire Glutaredoxin 5-Konzentration.
Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhiltnis zu der
intrazelluldre Glutaredoxin 5-Konzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe
Kapitel 2.2.2.4). N= 3; Statistische Auswertung: Two-Way Anova (Post Hoc: Sidak’s multiple comparisons
test)
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4 Diskussion

Die Rolle von Glutaredoxin 5 im Kontext der Pathophysiologie von Diabetes Typ 2 wird
seit einigen Jahren vermehrt erforscht. Sowohl die genaue Rolle von Glutaredoxin 5 im
Stoffwechsel der Betazelle, als auch seine Regulation sind aktuell unklar. Deshalb
wurden in dieser Arbeit MIN6 Zellen mit Olsdure, Glukose und inflammatorischen
Zytokinen behandelt, um den Zusammenhang zwischen metabolischer Aktivitit, Insulin-,
Glutaredoxin 5- und Eisenstoffwechsel zu untersuchen. Die Ergebnisse geben Hinweise
darauf, dass Olsiure, Glukose und Zytokine zwar teils deutliche Einfliisse auf den
Stoffwechsel der MIN6 Zelle haben, eine Regulation von Glutaredoxin 5 jedoch am

wahrscheinlichsten durch Olsdure vermittelt wird.

4.1 Zusammenfassung der zentralen Ergebnisse

Tab 6: Legende:

- | Keine Verdnderung | | | Abnahme | 1 | Zunahme | * ** #%* #*#% | Sionifikanzen

4.1.1 Einfluss von Olsdure

In den erhobenen Daten ldsst sich erkennen, dass Olsdure auf verschiedenen Ebenen einen
funktionseinschrankenden und zellschddigenden Effekt hat. Sowohl eine
konzentrationsabhdngige Reduktion der metabolischen Aktivitét (Siehe Abbildung 2, 3),
als auch eine deutliche, konzentrationsabhdngige Reduktion der Expression (Siche
Abbildung 8, 9, 14, 15) und Sekretion von Insulin (Siehe Abbildung 38, 39, 43, 44) lielen
sich  beobachten. AuBerdem lieB sich eine tendenziell verminderte,
konzentrationsabhédngige Expression (Siehe Abbildung 20, 21) und intrazelluldre
Konzentration von Glutaredoxin 5 (sieche Abbildung 49, 50) unter steigenden Olsiure-
konzentrationen beobachten. Zusammengefasst reduzierte die Olsdureexposition sowohl
die Viabilitét, als auch die endokrine Funktion der Betazelle (Siehe Tabelle 7, 8). Die
begleitende tendenzielle Verringerung von Glutaredoxin 5 1dsst vermuten, dass entweder
ein erhohter Verbrauch, eine niedrigere Synthese, oder eine Mischung aus Beidem
vorliegt. Die tendenzielle Verminderung der Glutaredoxin 5-mRNA unter steigenden
Olsiurekonzentrationen kdnnte ein Hinweis auf eine verminderte Genexpression als

Ursache der intrazelluldren Verringerung der Proteinkonzentration sein.
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Tab 7: Ergebnisse der Olsiureexposition ohne Zytokinmix:

3 mM Glukose 16 mM Glukose
Olsdure ,5SmM | 3mM 1,5SmM | 3mM
MTT Metabolische Trend | ] R Trend | L**
Aktivitat
PCR Ins1 Trend | loiale Trend | | HEEE
Ins2 Trend | } R Trend | ] AEEE
Glrx5 Trend | | Trend | | Trend | | Trend |
IRP1 - Trend 1 - T kAk
ELISA Insulinkonzentration | ** ] AR Trend | | **
Insulinsekretion - | ** Trend | | rEE
Glutaredoxin 5 - Trend | - Trend |
Tab 8: Ergebnisse der Olsdureexposition mit Zytokinmix:
3 mM Glukose 16 mM Glukose
Olsdure 1,5SmM |3 mM 1,5mM |3 mM
MTT Metabolische L * ] Trend | | |[**
Aktivitat
PCR Ins1 Trend | | | **** | ** } HEEE
Ins2 Trend | | | *#** | = |
Glrx5 - - - -
IRP1 - Trend T | - T*
ELISA Insulinkonzentration | | ** | ** L * L *
Insulinsekretion - L * - Trend |
Glutaredoxin 5 - - - -
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4.1.2 Einfluss von Glukose

Unter Einfluss von Glukose lieB sich eine tendenziell verstirkte metabolische Aktivitit
im MTT beobachten (Siehe Abbildung 4,5). Bei der MING6 Zelle handelt es sich um eine
Zelllinie, die aus einem Insulinom isoliert wurde. Die erhohte Viabilitdt konnte also
Ausdruck des tumordsen Glukosestoffwechsels sein. Im Kontext der Glukotoxizitit wére
durch eine Erhohung der Glukosekonzentration ansonsten eine Verminderung der
metabolischen Aktivitit zu erwarten. Die intrazelluldre Insulinkonzentration sank durch
die Exposition gegeniiber hohen Glukosekonzentrationen tendenziell ab (Siehe
Abbildung 40). Dies kann als Zeichen einer erhaltenen endokrinen Funktion mit
erhaltener glukosestimulierter Insulinsekretion der untersuchten MIN6 Zellen
interpretiert werden. Dieser Effekt verringerte sich bei hoheren Olsidurekonzentrationen,
was durch den hemmenden Effekt der Olsiure auf die Insulinexpression und -sekretion
begriindet sein konnte. Als Korrelat wiirde man jedoch dann eine signifikante Erhohung
der extrazelluldren Insulinkonzentration erwarten. Diese lieB sich jedoch nicht
beobachten (Siehe Abbildung 45, 46). Die Begriindung hierfiir konnten die hohen
Schwankungen zwischen den Versuchsdurchldufen sein, die die Auspriagung des Effekts
vermindern. Aulerdem sammelte sich zusétzlich zum sekretierten Insulin auch Insulin
aus den abgestorbenen MIN6 Zellen im Medium. Dies konnte die Unterschiede im
Sekretionsverhalten der MIN6 ebenfalls verschleiern. Effekte von Glukose auf die
Expression oder intrazelluldre Konzentration von Glutaredoxin 5 lielen sich nicht finden

(Siehe Abbildung 22, 23, 51, 52).

Zusammengefasst zeigte Glukose im Experiment eine tendenzielle Verstirkung der
metabolischen Aktivitdit und sorgte im Versuch fiir eine tendenziell verringerte
intrazelluldre Insulinkonzentration. Eine regulatorische Wirkung von Glukose auf

Glutaredoxin 5 konnte nicht beobachtet werden (Siehe Tabelle 9, 10).
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Tab 9: Glukoseexposition ohne Exposition gegeniiber dem Zytokinmix:

Olsdure 0 mM 1,5 mM 3 mM
Glukose 3mM-16mM | 3mM-16 mM | 3 mM - 16 mM
MTT Metabolische Trend 1 Trend 1 Trend 1
Aktivitat
Ins2 Trend | - -
IRP1 - - T*
ELISA Insulinkonzentration | Trend | Trend | -
Insulinsekretion - - -
Tab 10: Glukoseexposition mit Exposition gegeniiber dem Zytokinmix:
Olsdure 0 mM 1,5 mM 3 mM
Glukose 3mM-16mM | 3mM-16 mM | 3 mM - 16 mM
MTT Metabolische Trend 1 Trend 1 Trend 1
Aktivitat
Ins2 - 1 * -

4.1.3 Einfluss des Zytokinmixes

Die Exposition der MIN6 Zellen gegeniiber dem Zytokinmix zeigte keinen Einfluss auf

die metabolische Aktivitit (Siche Abbildung 6, 7). Die Zytokine verminderten sowohl

tendenziell die intrazelluldre Insulinkonzentration (Siehe Abbildung 41, 42), als auch die

Insulinexpression (Siehe Abbildung 12, 13, 18, 19). AuBerdem sank die extrazelluldre

Insulinkonzentration tendenziell (Siehe Abbildung 47, 48). Trotz negativer Effekte auf

den Insulinstoffwechsel und die exokrine Funktion der Zelle lieB3 sich keine Regulation

des Glutaredoxin 5-Stoffwechsels beobachten (Siehe Abbildung 53, 54). Dies lésst

vermuten, dass die Einfliisse der Zytokine auf den Stoffwechsel nicht durch

Glutaredoxin 5 vermittelt werden (Siehe Tabelle 11, 12).
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Tab 11: Einfluss des Zytokinmixes bei einer Glukosekonzentration von 3 mM:

Olsdure 0 mM 1,5 mM 3 mM
Zytokine -/+ -/+ -/+
MTT Metabolische - Trend | -
Aktivitat
PCR Ins1 | ** | ** Trend |
Ins2 }** L * -
Glrx5 - - -
ELISA Insulinkonzentration | Trend | Trend | -
Insulinsekretion Trend | Trend | -
Glutaredoxin 5 - - -
Tab 12: Einfluss des Zytokinmixes bei einer Glukosekonzentration von 16 mM:
Olsdure 0 mM 1,5 mM 3 mM
Zytokine -/+ -/+ -/+
MTT Metabolische - Trend | -
Aktivitat
PCR Insl }** | ** Trend |
Ins2 Trend | okl -
Glrx5 - - -
Insulinsekretion Trend | Trend | -

Glutaredoxin 5
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4.1.4 Auswirkungen auf den Eisenstoffwechsel

Eine Wirkung auf die mRNA-Expression von Enzymen des Eisenstoffwechsels lie3 sich
nur durch die Kombination verschiedener Stressoren finden. Die Expression von IRP1
stieg durch die Kombination von hohen Olsiure- und Glukosekonzentrationen deutlich
an (Siehe Abbildung 28, 29). Dies konnte entweder Ausdruck eines verstirkten
Substratumsatzes mit erh6htem Bedarf der zytosolischen Aconitase sein, Zeichen einer
Hypoxie, die durch das hohe Substratangebot entsteht, oder Zeichen einer Dysregulation

des Eisenstoffwechsels mit kompensatorischer Gegenregulation durch IRP1.
4.2 Interpretation

4.2.1 Die Effekte von Olsiure auf den Stoffwechsel der MIN6
Zelle

Die verwendeten Olsdurekonzentrationen wurden in dieser Arbeit mit 0 mM, 1,5 mM und
3 mM so gewihlt, dass die MIN6 Zellen unter den hochsten Konzentrationen sehr
starkem metabolischem Stress ausgesetzt waren. Diese Olsidurekonzentrationen wurden
auch bereits in anderen Studien zur Untersuchung der Lipotoxizitdt genutzt (Petry et al.
2018; Petry et al. 2022). In den durchgefiihrten Versuchen kann man an der deutlich
verminderten metabolischen Aktivitit im MTT unter den steigenden Olsiure-
konzentrationen ein Anzeichen fiir den negativen Effekt der Lipotoxizitit auf die
Viabilitdt der Zellen sehen (Siehe Abbildung 2, 3). Diese Beobachtung deckt sich mit
anderen Studienergebnissen, bei denen eine Exposition von MIN6 Zellen gegeniiber
Olsdure fiir 24 Stunden die Viabilitit und den Energiestoffwechsel der Zelle deutlich
senkte (Petry et al. 2022). Ein Effekt hoher Fettsdurekonzentrationen ist eine
intrazelluldre Akkumulation von Fettsduren, welche zu einer Aktivierung von Caspasen

fiihrt und somit die Apoptose einleitet (Hirota et al. 2006).

Die Effekte von Fettsduren auf den Insulinstoffwechsel sind in der Literatur je nach
Konzentration und Expositionszeit unterschiedlich. In anderen Experimenten zeigte eine
Exposition von isolierten Inselzellen aus Miusen gegeniiber Olsiure fiir eine Stunde eine
Erh6hung der Insulinsekretion (Ferdaoussi et al. 2012). Eine andere Arbeitsgruppe konnte
durch die Inkubation von INS-1 Zellen mit einer Mischung aus Linol-, Ol- und
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Palmitinsdure fiir 30 Minuten, eine Verbesserung der Insulinsekretion beobachten (Kim
et al. 2013). In Versuchen mit ldngeren Inkubationszeiten wurde jedoch groftenteils ein
negativer Effekt auf die Insulinsekretion beobachtet. Zum Beispiel beobachteten Petry et
al. nach Inkubation von MIN6 Zellen mit Olsdure fiir 24 Stunden eine Reduktion der
Insulinsekretion (Petry et al. 2018). Eine Untersuchung an Ratten, die fiir 48 Stunden
einer Lipidinfusion ausgesetzt waren, die zum groBten Teil aus Linolsiure, Olsdure und
Palmsédure bestand, zeigte, dass diese nach der Belastung mit Fetten eine verminderte
glukosestimulierte Insulinsekretion aufwiesen (Sako und Grill 1990). Die Ergebnisse der
hier durchgefiihrten Experimente zeigten nach einer Inkubation mit Olsdure fiir 24
Stunden eine Reduktion der Insulinsekretion (Siehe Abbildung 43, 44). Es lésst sich also
mit zusédtzlichem Blick auf die oben erwidhnten Studien feststellen, dass lédngere
Inkubationszeiten einen negativen Einfluss auf den Insulinstoffwechsel haben, wihrend

kiirzere Inkubationszeiten eher positive Einfliisse haben.

Es gibt verschiedene Pathomechanismen, die diesen Effekt vermitteln. Wéhrend der
Betaoxidation von Fettsduren werden in den Komplexen 1 und 3 der Atmungskette
Superoxid Radikale freigesetzt (Schonfeld und Wojtczak 2008), die durch Bildung von
toxischem Wasserstoffperoxid zu vermehrtem oxidativem Stress fithren konnen (Lenzen
2008). Ein Effekt der anfallenden Sauerstoffradikale ist die Offnung der ATP sensitiven
Kaliumkanéle, die so die glukosestimulierte Insulinsekretion vermindern (Nakazaki et al.
1995). Die Effekte des oxidativen Stresses konnten fiir die Betazelle im Vergleich zu
anderen Geweben besonders schidigend sein, da sie im Vergleich zu anderen Geweben
wenig antioxidative Enzyme besitzt, die die anfallenden Sauerstoffradikale neutralisieren
konnen (Lenzen et al. 1996). Auf der anderen Seite zeigten INS1 Zellen nach 30-
miniitiger Exposition gegeniiber Wasserstoffperoxid eine Steigerung der glukose-
stimulierten Insulinsekretion (Pi et al. 2007). Das konnte bedeuten, dass die geringere
Ausstattung der Betazellen mit antioxidativen Enzymen auf der einen Seite die Rolle von
Sauerstoffradikalen als Trigger fiir die Insulinfreisetzung ermoglicht, die zytotoxische

Wirkung einer langfristigen Exposition auf der anderen Seite jedoch verstérkt.

Ein weiterer Effekt des vermehrt anfallenden oxidativen Stresses ist die vermehrte
Expression des Kanalproteins UCP2 (Klingenberg und Winkler 1985). Dies sorgt zwar

iiber eine Verminderung des mitochondrialen Membranpotentials fiir eine Verminderung
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des anfallenden oxidativen Stresses. Ein weiterer Effekt ist aber auch ein ATP Mangel,
der die Sekretion und Synthese von Insulin inhibiert (Grubelnik et al. 2020). Aullerdem
verhindert eine begleitende Akkumulation von Acyl-CoA den Schluss von ATP-
sensitiven Kaliumkanédlen und somit auch, dass diese die Exozytose von Insulin initiieren
(Larsson et al. 1996). Die Effekte dieser Mechanismen lieBen sich ebenfalls in dieser
Arbeit beobachten. Olsdure sorgte langfristig (> 24 Stunden) fiir eine
konzentrationsabhéngige Verminderung der Insulinsynthese (Siehe Abbildung 38, 39)
und eine Verminderung der Insulinsekretion (Siehe Abbildung 43,44).

In der Literatur wird Olsdure auch ein protektiver Effekt auf die Betazelle zugeschrieben.
Nemecz et al. inkubierten die humane Betazellinie 1.1B4 fiir 24 Stunden mit jeweils
250 uM Palmsiure oder 250 uM Olsiure oder einer Kombination aus Beidem. Sie
beobachteten eine Verringerung der metabolischen Aktivitdt der Zellen durch die Zugabe
von Palmsiure und eine Steigerung der metabolischen Aktivitit durch Olsdure. Ebenso
amortisierte Olsiure den negativen Effekt von Palmsiure auf die 1.1B4 Zellen. Olsiure
steigerte aullerdem die Insulinsekretion der Zellen (Nemecz et al. 2018). Liu et al.
beobachteten in ihren Experimenten, dass INS-1E nach 24-stiindiger Inkubation mit
0,2 mM Olsiure eine Verbesserung der metabolischen Aktivitit aufwiesen. AuBerdem
verhinderte eine Olsdureexposition die negativen Effekte von Palmsdure auf die
Insulinsekretion (Liu et al. 2019). Beide Arbeiten zeigen einen positiven Effekt von
Olsdure auf den Stoffwechsel der Betazelle. Beide Arbeiten verwendeten jedoch
Dosierungen, welche deutlich niedriger (250 uM, 0,2 mM Olsiure) im Vergleich zu den
in dieser Arbeit verwendeten 1,5 mM und 3 mM Olsdure waren. Es ldsst sich also
zusitzlich zum zeitlichen Effekt, auch ein konzentrationsabhédngiger Effekt vermuten.
Die Daten geben also einen Hinweis, dass eine niedrige Dosierung von Olsiure zu einer
Verbesserung der metabolischen Aktivitit und Insulinsekretion fiihrt (Nemecz et al.
2018), wihrend eine hohere Dosierung der Olsiure das genaue Gegenteil bewirkt (siehe

Tabelle 7,8).

Da hohe Glukosekonzentrationen durch die Metabolisierung in der Atmungskette
natlirlicherweise oxidativen Stress erzeugen (Sakai et al. 2003), wire eine additive
Wirkung von Glukose zur verminderten metabolischen Aktivitit durch Olsiure zu

erwarten. Diese blieb jedoch in den durchgefiihrten Experimenten aus (Sieche Tabelle
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9,10). Auch in anderen Experimenten zeigten Fettsduren und Glukose keine additive
Wirkung auf MIN6 Zellen. So lieB3 sich die Apoptoserate von MIN6 Zellen und humanen
Inselzellen, im Gegensatz zu INS1 Zellen, nach 24- und 48-stiindiger Inkubation von 0,25
mM, 0,5 mM, 1 mM Palmsdure durch Erhohung der Glukosekonzentration von 5,5 mM
auf 25 mM Glukose nicht weiter steigern (Sargsyan und Bergsten 2011). Aullerdem sank
die Aktivitdt der Acetyl-CoA Carboxylase in MIN6 Zellen und humanen Inselzellen unter
der hohen Glukosekonzentration nur in geringerem Ausmal. Es verringerte sich auch die
Produktion des lipotoxischen Malonyl-CoA (Sargsyan und Bergsten 2011). Dies gibt
einen Hinweis darauf, dass die genetische Enzymausstattung die Anfilligkeit von

Betazellen gegeniiber Glukolipotoxizitit bestimmen konnte.

Glutaredoxin 5 fungiert als Ubertriiger der katalytischen Fe/S Gruppe auf Enzyme des
Eisen-Schwefel-Clusters und ist damit zentraler Bestandteil ihrer Synthese (Lill et al.
2012). In den durchgefiihrten Experimenten konnte eine tendenzielle Verminderung der
intrazelluliren Proteinkonzentration (Siehe Abbildung 49) und eine tendenzielle
Verminderung der Expression von Glutaredoxin 5 (Siehe Abbildung 20, 21) unter
steigenden Olsdurekonzentrationen beobachtet werden. Da Eisen-Schwefel-Cluster
Bestandteile von zentralen Stoffwechselenzymen, wie zum Beispiel dem Komplex 1
(Flemming et al. 2003), 2 (Albracht 1980) und 3 (Ding et al. 1992) der Atmungskette,
sind, flihrt eine Dysfunktion zu einer schwerwiegenden Schidigung des
Energiestoffwechsels. So konnte in einer 24-stiindigen Inkubation von MIN6 Zellen mit
Olsiure ein verminderter ATP Gehalt in Kombination mit einem verminderten O2 Fluss
der Komplexe 1 und 2 der Atmungskette festgestellt werden (Petry et al. 2022). In
derselben Studie erniedrigte sich zusdtzlich die intrazellulire Glutaredoxin
5-Konzentration von MIN6 Zellen konzentrationsabhédngig durch 24-stiindige Inkubation
mit 0,75 mM, 1,5 mM und 3 mM Olsiure. In vivo wurde eine Verminderung der
Glutaredoxin 5-Expression durch fettreiche Erndhrung von C57BL/6J Méusen
beobachtet (Petry et al. 2022). Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen
dieser Arbeit. Eine tendenzielle Verminderung der Glutaredoxin 5-Konzentration war in
den durchgefiihrten Experimenten mit einer erniedrigten Insulinsekretion assoziiert
(Siehe Tabelle 7,8). Da ATP als Trigger fiir die Insulinsekretion dient, konnte die

verminderte Insulinsekretion als Ausdruck eines ATP-Mangels interpretiert werden. Eine
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Verringerung der Glutaredoxin 5-Konzentration konnte auf der einen Seite fiir einen
Verbrauch dieses Enzyms durch den vermehrten Bedarf von Eisen-Schwefel-Cluster
Enzymen sprechen, die erhobenen Daten zeigen jedoch auf der anderen Seite eine
tendenziell verminderte Expression (Siehe Tabelle 7,8). Dies spricht eher fiir eine
Regulation der Genexpression durch Olséure. Die genauen regulatorischen Mechanismen

lassen sich jedoch auf Basis der hier erhobenen Daten nicht kléren.

Eine andere wichtige Aufgabe der Proteine des Eisen-Schwefel-Clusters ist die
Regulation der intrazelluldren Eisenhdmostase. Ein interessantes Enzym ist in diesem
Kontext die Aconitase, welche durch die Anwesenheit oder Abwesenheit von Eisen-
Schwefel-Clustern unterschiedliche Aufgaben erfiillen kann (Haile et al. 1992; Hentze
und Kiithn 1996). Ist die cytosolische Aconitase mit einem Eisen-Schwefel-Cluster
beladen, nimmt sie durch die Umwandlung von Citrat bzw. Isocitrat in Aconitat eine
zentrale Rolle im Citratzyklus und somit im Energiestoffwechsel der Zelle ein. Wenn der
cytosolischen Aconitase das Eisen-Schwefel-Cluster fehlt, dann reguliert die Aconitase
iber die Rolle als IRP1 die Eisenhdmostase der Zelle. Durch vermehrte Bindung von
IRP1 an IRE wird dann die Transkription von Ferritin inhibiert und die mRNA des
Transferrinrezeptors stabilisiert (Hentze und Kiihn 1996). Unter hohen Konzentrationen
von Olsiure und Glukose lieB sich in dieser Arbeit eine vermehrte Expression von IRP1
beobachten (Siehe Abbildung 28, 29). Da unter denselben Zustinden auch erniedrigte
Glutaredoxin 5-Konzentrationen beobachtet wurden, konnte dies Ausdruck der
Schadigung der Eisen-Schwefel-Cluster Synthese sein. Derselbe Effekt zeigte sich bereits
in anderen Studien, in welchen die Eisen-Schwefel-Cluster Synthese geschidigt war

(Wingert et al. 2005; Pondarré et al. 2006).

Untersuchungen an Hefe geben Hinweise darauf, dass die Eisenaufnahme der Zelle
starker durch die Eisen-Schwefel-Cluster Synthese, als durch die absolute intrazelluldre
Eisenkonzentration bestimmt wird (Chen et al. 2004). AuBerdem zeigte sich bei
geschidigter  Eisen-Schwefel-Cluster ~ Synthese eine  Eiseniliberladung  des
Mitochondriums (Chen et al. 2004). In dieser Arbeit konnte ein Mangel an Glutaredoxin
5 in Zustinden starker metabolischer Belastung durch hohe Glukose- und
Olsiurekonzentrationen tendenziell beobachtet werden (Siehe Abbildung 49, 50). In

diesen Zustinden zeigte sich auch die Expression von IRP1 erhoht. Die verminderte
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Synthese von Eisen-Schwefel-Cluster Enzymen, eventuell Folge eines Glutaredoxin 5
Mangels, dient dann als intrazelluldres Signal fiir einen Eisenmangel, infolgedessen sich
die Konzentration von IRP1 erhoht. Eine Untersuchung an einem Patienten, der durch
einen Gendefekt unter einem hereditiren Mangel an Glutaredoxin 5 litt, zeigte ebenfalls
eine vermehrte IRP1 Bindung mit einer verminderten Aconitase Aktivitédt in Kombination
mit einer insuffizienten Produktion der Eisen-Schwefel-Cluster Enzyme. In derselben
Studie wurden ebenfalls erhohte TfR1-Konzentrationen gefunden (Camaschella et al.
2007). Ahnliche Ergebnisse wurden bei Untersuchungen mit isolierten Zellen dieser
Person (Ye et al. 2010) und an Zebrafischen, die einen Glutaredoxin 5 Mangel aufwiesen,
festgestellt (Wingert et al. 2005). Verminderte Aconitaseaktivitit kann Ausdruck einer
verminderten Produktion in Kombination mit einem vermehrten Verbrauch dieses
Enzyms sein. Da IRP1 fiir die Funktion als Aconitase Fe/S Cluster bendtigt wird, ist ein

Zusammenhang mit dem Glutaredoxin 5-Defizit moglich.

Hohe Glukosekonzentrationen kénnen in der Zelle durch den hohen Sauerstoftbedarf des
Glukosestoffwechsels hypoxie-dhnliche Zustinde erzeugen (Sato et al. 2011). Da die
Expression von IRP1 auch durch Hypoxie reguliert wird (Luo et al. 2016), konnte dies
eine Erklarung fiir den stimulierenden Einfluss von hohen Glukosekonzentrationen und
Olsiurekonzentrationen sein. Es konnte gezeigt werden, dass eine 24-stiindige
intrazelluldre Hypoxie zu einer erhohten intrazelluldren IRP1 mRNA-Konzentration fiihrt
(Luo et al. 2016). AuBBerdem konnte ein Anstieg der intrazelluldren Proteinkonzentration
von IRP1 ab einer vierstiindigen hypoxischen Exposition beobachtet werden. (Luo et al.

2016).

Eine erhohte Konzentration von IRP1 fiihrt zu einer vermehrten Bindung an IRE. Dieser
Komplex kann dann die Stabilitdit der mRNA des TfR1 {iber die Bindung an das 3‘-Ende
verbessern und somit die Expression des Transferrinrezeptors erhohen (Owen und Kiithn
1987). Als Folge dessen wird die Expression des Transferrinrezeptors erhoht und somit
die Eisenaufnahme in die Zelle gesteigert. Da die mRNA-Konzentration von IRP1
gesteigert ist, wéire zu erwarten, dass die mRNA-Konzentration von TfR1 aufgrund der
Stabilisierung durch IRP1/IRE erhoht ist. In den durchgefiihrten Experimenten konnten
jedoch unter erhohten Konzentrationen von IRP1 mRNA keine signifikanten

Verianderungen der TfR1 mRNA beobachtet werden (Siehe Abbildung 28, 29, 34, 35).
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4.2.2 Die Effekte von Glukose auf den Stoffwechsel der MIN6
Zelle

Fiir die Simulation von verschiedenen Glukosekonzentrationen wurden 3 mM und 16 mM
Glukose genutzt. Ahnliche Konzentrationen wurden bereits in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe und anderen Studien zur Untersuchung zur Glukotoxizitidt verwendet
(Hotamisligil et al. 1993; Zhou et al. 2019; Petry et al. 2022). Unter hohen Glukose-
konzentrationen konnte in den durchgefiihrten Experimenten eine tendenzielle Erhdhung
der metabolischen Aktivitidt beobachtet werden (Siehe Abbildung 4, 5). Im Sinne des
Konzeptes der Glukotoxizitit wére zu erwarten, dass die metabolische Aktivitit unter
hohen Glukosekonzentrationen eher absinkt. In einer Studie mit einer anderen
pankreatischen Tumorzelllinie BxPc-3 hatte Glukose sowohl nach einer Inkubation von
24, 48, als auch 72 Stunden im MTT einen deutlich steigernden Effekt auf die
metabolische Aktivitit (Zhou et al. 2019). Ge et al. konnten in einem Experiment mit
MING6 Zellen keine signifikanten Verdnderungen der Zellviabilitdt nach 24 Stunden
Inkubation fiir eine Glukoseexposition von unter 50 mM beobachten. Niedrigere
Glukosekonzentrationen (12,5 mM, 25 mM) zeigten erst nach 48 stiindiger Inkubation
eine Verringerung der metabolischen Aktivitit (Ge et al. 2010). Aus der Literatur ergeben
sich also zwei Erkldrungsansitze. Auf der einen Seite konnte die Inkubationszeit von
24 Stunden zu kurz sein, auf der anderen Seite konnte die gesteigerte metabolische
Aktivitdt auch Ausdruck eines erhdhten Glukoseumsatzes mit einer daraus folgenden
gesteigerten metabolischen Aktivitidt der MIN6 Zellen sein. Durch hohe Glukosespiegel
zeigte sich nicht nur die metabolische Aktivitit der MIN6 Zellen beeinflusst, sondern in
unterschiedlichem AusmaR auch die Genexpression, die Synthese und Sekretion von

Insulin.

Die Genexpression von Insulin zeigte sich durch Glukose nur sehr gering veréndert (Siehe
Abbildung 10, 11, 16, 17). Fiir die Regulation des Insulin Gens ist vor allem die Aktivitit
der Promotoren PDX1 und MafA von zentraler Bedeutung (DeFronzo et al. 2015). Diese
beiden Promotoren sorgen durch ihre Interaktion mit der Bindungsregion des Insulins fiir
eine Verstarkung der Insulintranskription und somit zu einer Erh6hung der intrazelluldren

Konzentration von Insulin mRNA (DeFronzo et al. 2015). Ein zentraler Faktor in der
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Regulierung der Genexpression von Insulin ist Glukose. Glukose sorgt unter anderem
durch die Phosphorylierung von PDX1 zu einer Steigerung der Aktivitit der
Promotorregion (DeFronzo et al. 2015). Dies resultiert dann in einer vermehrten

Transkription von Insulin.

Die Regulation der Genexpression von Insulin ist unter anderem von der Dauer der
Glukoseexposition abhingig. Ein kurzfristiger Anstieg der Blutglukose von unter 3
Stunden zeigt keinen Einfluss auf die Konzentration der Insulin-mRNA (Itoh und
Okamoto 1980). Der gesteigerte Bedarf der Betazelle kann kurzfristig durch eine
Verbesserung der mRNA Stabilitdt und Translation erreicht werden (Itoh und Okamoto

1980).

Bei langerer Inkubation mit Glukose scheint dieser Mechanismus jedoch nicht mehr zu
geniigen und es ldsst sich zusdtzlich eine Steigerung der Genexpression von Insulin
beobachten (Nielsen et al. 1985). Es hat sich gezeigt, dass eine chronische Exposition
gegeniiber hohen Glukosekonzentrationen eine Verringerung der PDX1 Aktivitdt zur
Folge hat und damit zu einer Verringerung der Genexpression von Insulin fiihrt (Chen et
al. 2016). Zum Beispiel untersuchten Mao et al. den mRNA-Gehalt von Ins1 und Ins2
nach einer Inkubationszeit mit 5,5 mmol/L oder 33,3 mmol/L Glukose fiir 24, 48 und
72 Stunden. Hier zeigte sich nach 48 Stunden eine Verringerung der Expression von Ins1
und Ins2 (Mao et al. 2017). Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Experimente zeigten
nur vereinzelt eine Verminderung der Ins2 Expression durch Glukose (Siehe Abbildung
16, 17). Die Expression von Insl zeigte sich durch Glukose nicht reguliert (Siehe
Abbildung 10, 11). Die tendenzielle Verringerung der Expression von Ins2 unter
Kombination von Olsiure und Glukose kénnte Ausdruck der glukolipotoxischen

Verringerung der PDX1 Expression sein.

Ein weiterer Aspekt in Bezug auf die fehlende Regulation der Genexpression von Insulin
ist, dass sich sowohl die Insulinsekretion, als auch der intrazelluldre Insulingehalt durch
Glukosestimulation nicht-signifikant verdndert haben (Siehe Abbildung 40, 45, 46). Vor
diesem Hintergrund muss man hinterfragen, ob eine kompensatorische Erhhung der
Genexpression von Insulin {iberhaupt zu erwarten ist, oder ob hier kurzfristige

Kompensationsmechanismen, wie zum Beispiel eine Steigerung der mRNA-Stabilitit
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von Insulin (Itoh und Okamoto 1980) ausreichen um den Insulinbedarf der Betazelle

ausreichend zu decken.

Die intrazelluldre Insulinkonzentration zeigte sich als Reaktion auf hohe Glukosespiegel
tendenziell vermindert (Siehe Abbildung 40). Dies konnte entweder filir eine
Verringerung der Insulinsynthese, oder fiir eine Sekretion von Insulin sprechen. Da sich
in den Versuchen nur eine nicht signifikante Erhohung der extrazelluldren
Insulinkonzentration und keine eindeutige Regulation der Insulingenexpression durch
Glukose findet (Siehe Tabelle 9,10), lasst sich keine der beiden Moglichkeiten sicher
bestétigen oder ausschlieBen. Eine Verringerung der Insulinsynthese konnte sich durch
das Anfallen von oxidativem Stress im Rahmen der Glukosebelastung erkldren (Krippeit-
Drews et al. 1999). Dieser fiihrt zu einer Dysfunktion metabolischer Prozesse und damit
auch zu einer Verringerung der Synthese von Insulin. AuBlerdem konnte eine vermehrte
Glykierung von Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren zu einer durch NO bedingten
Inhibierung der ATP Produktion fiithren, die dann wiederum zu einer Dysfunktion der

Insulinsekretion flihrt (Zhao et al. 2009).

Zu bedenken ist die hohe Varianz des Datensatzes der extrazelluldren
Insulinkonzentration. Die Daten wurden zur Auswertung mithilfe einer Kontrolle
normalisiert, da die erhobenen Messwerte der drei Versuchsreihen teils deutlich
voneinander abwichen (Siehe Kapitel 3.3.2). Innerhalb der Versuchsreihen zeigten sie

jedoch stets dhnliche Tendenzen.

Es wire zu erwarten gewesen, dass die verwendeten MIN6 Zellen (Passage 51 bis 53)
unter denselben Bedingungen eine vergleichbare Menge an Insulin sekretieren. Hétte sich
die Passage deutlich unterschieden, so wire das hier erhobene Ergebnis plausibler
gewesen. Grundsidtzlich wurde beobachtet, dass MIN6 Zellen in hoheren Passagen

weniger Insulin sekretieren (Cheng et al. 2012).

Eine Erkldrung fiir die deutlichen Unterschiede konnte die teils deutlich erniedrigte
metabolische Aktivitdt unter den jeweiligen Versuchsbedingungen sein (Siehe Abbildung
2, 3,4, 5). Da dies unter anderem auch ein Marker fiir die Viabilitdt der Betazellen ist,
konnte intrazelluldres Insulin aus den apoptotischen Zellen in unterschiedlichem Maf3e in

das Zellmedium gelangt sein und dies einen mdglichen Effekt auf die Insulinsekretion
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verschleiert haben. Eine andere mogliche Erkldrung liegt in der Durchfiihrung der
Versuche. Da die Mittelwerte von zwei der drei Durchldufe einen geringeren Abstand
zueinander hatten als zum dritten Durchlauf, konnte auch ein Aktivitdtsverlust der
Chemikalien des Insulin ELISAs eine Erklirung sein. Die ELISAs wurden an
unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt und fiir alle Durchldufe wurden vorbereitete
Chemikalien aus einem vorherigen Kit benutzt. Diese wurden bereits auf

Raumtemperatur erwidrmt und wieder gekiihlt.

Die Glukosesensitivitit der Insulinausschiittung ist eine zentrale Eigenschaft der MIN6
Zelle, die sie bereits seit Isolation aufweist (Ishihara et al. 1993). Gerade bei MIN6 Zellen
hoher Passagen konnte jedoch eine verminderte Sensibilitit gegeniiber Glukose
beobachtet werden (Cheng et al. 2012). In einer Studie wurden MIN6 Zellen nach einer
einstiindigen Prainkubation mit 3,3 mmol/L Glukose fiir eine Stunde mit 3,3 mmol/L oder
16 mmol/L Glukose inkubiert. AnschlieBend wurden die Auswirkungen von 5 mmol/L
oder 33,3 mmol/L Glukose auf die Insulinsekretion und -expression nach 24, 48 und
72 Stunden beobachtet. Unter einer Glukosekonzentration von 33 mmol/L konnte nach
48 und 72 Stunden eine deutliche Verminderung der Insulinsekretion festgestellt werden
(Mao et al. 2017). Dies zeigt in Zusammenschau mit den in dieser Arbeit erhobenen
Daten, dass eine kurzfristige Exposition gegeniiber Glukose eine stimulierende oder
neutrale Wirkung hat, diese aber bei langerer Inkubation toxische Effekte auf die Zelle
ausiibt. Der Effekt der Glukosestimulation auf die intrazelluldre Insulinkonzentration
schwichte sich bei hheren Konzentrationen von Olsiure ab (Siehe Abbildung 40). Dies
gibt einen Hinweis darauf, dass Olsdure die Sekretion von Insulin verhindern kénnte.
Diese Beobachtungen decken sich mit den Beobachtungen aus anderen Studien. In der
Literatur gibt es bereits Hinweise darauf, dass eine Exposition gegeniiber Fettsduren die

glukosestimulierte Insulinsekretion inhibiert (Sako und Grill 1990; Paolisso et al. 1995).

Eine Auswirkung der verschiedenen Glukosekonzentrationen auf die Glutaredoxin 5-
Expression (Siehe Abbildung 22, 23) und Konzentration (Siehe Abbildung 51, 52) konnte
in den hier durchgefiihrten Experimenten nicht festgestellt werden. Der
Glutaredoxin 5-Stoffwechsel wird also vermutlich nicht durch Glukose reguliert. Dies

lieB sich ebenfalls in einer anderen Studien beobachten (Petry et al. 2022).
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4.2.3 Die Effekte der Zytokine auf den Stoffwechsel der MIN6
Zelle

Die chronische Inflammation ist zusammen mit Glukotoxizitdt und Lipotoxizitit ein
wichtiger Faktor der Pathophysiologie des Diabetes mellitus. In dieser Arbeit wurde die
chronische Inflammation durch eine Mischung verschiedener proinflammatorischer
Zytokine, bestehend aus 10 ng/ml TNF-a, 100 ng/ml INF-y und 5 ng/ml IL-1p, simuliert.
Diese Mischung wurde bereits in verschiedenen anderen Studien zur Simulation einer

chronischen Entziindung genutzt (Damame et al. 2020; Hanschmann et al. 2020).

In den durchgefiihrten Experimenten zeigte die Exposition der MIN6 Zellen gegeniiber
des Zytokinmixes keinen signifikanten Einfluss auf die metabolische Aktivitdt der
MING6 Zellen (Siehe Abbildung 6, 7). Es liel sich lediglich eine nicht signifikante
Verringerung in einzelnen Zustinden beobachten. Eine Exposition gegeniiber
proinflammatorischen Zytokinen fiihrte sowohl in einem Experiment mit RINr1046-38
Zellen, als auch in einem Experiment mit MIN6 Zellen iiber die Aktivierung von
Caspasen und die Aktivierung von NF-kB zu erhohten Apoptoseraten (Ishizuka et al.
1999; Parkash et al. 2005). In einem anderen Experiment konnte beobachtet werden, dass
die Inkubation von MIN6 Zellen mit 10 ng/ml TNF-a und 100 ng/ml INF-y, sowohl
alleine, als auch in Kombination, einen negativen Effekt auf die metabolische Aktivitét
im MTT hatte (Cao et al. 2013). Es konnte ebenfalls beobachtet werden, dass die
metabolische Aktivitit der MIN6 bei einer Inkubation mit den inflammatorischen
Zytokinen iiber einen ldngeren Zeitraum als 24 Stunden deutlich gesunken ist (Cao et al.
2013). Hieraus ldsst sich vermuten, dass eine ldngere Inkubation eine eindeutigere

Absenkung der metabolischen Aktivitdt zeigen konnte.

In den erhobenen Daten lief3 sich eine tendenzielle Verminderung der Insulinproduktion
(Siehe Abbildung 41, 42) und -sekretion (Siehe Abbildung 47, 48) feststellen. Derselbe
Effekt lie sich bereits in einer anderen Studie an INS-1E Zellen beobachten. Eine
Exposition gegeniiber inflammatorischen Zytokinen fiir 24 Stunden fiihrte hier zu einer
verminderten glukosestimulierten Insulinsekretion (Barlow et al. 2018). Dieselben
Effekte von Zytokinen auf die Insulinsekretion wurden auch bei humanen 1.1B4

Betazellen gefunden (Vasu et al. 2014). Uber die Aktivierung von NFkB (Cnop et al.
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2005) sorgen inflammatorische Zytokine flir eine Aktivierung der NO-Synthetase und
erhohen dadurch den intrazellularen NO-Spiegel (Corbett et al. 1991; Corbett et al. 1993).
Dieser hemmt die Aktivitdt der Atmungskette (Welsh et al. 1991; Welsh und Sandler
1992) und erhoht den oxidativen Stress (Cnop et al. 2005). Dies resultiert in einer

verminderten Insulinsekretion.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente zeigten eine durch inflammatorische
Zytokine reduzierte Expression von Insl und Ins2 (Siehe Tabelle 11,12). Aus
Experimenten an INS1 Zellen mit Zytokinen gibt es bereits Hinweise, dass die Expression
von Insulin durch eine verminderte Expression von PDX1 reguliert wird (Kutlu 2003;
Moor 2011). AuBBerdem lieB sich in einem Experiment mit humanen 1.1B4 Betazellen
nach 18-stiindiger Inkubation mit IL-1P, INF-y und TNF-a eine Reduktion der INS

Genexpression zeigen (Vasu et al. 2014).

Ein negativer Effekt auf die Glutaredoxin 5-Konzentration und Expression lie sich in
keinem der Experimente feststellen. Dies wurde auch bereits von Petry et al. nach 24
stiindiger Inkubation von MIN6 Zellen mit einem Zytokinmix aus IL-1, INF-y und TNF-
a beobachtet (Petry et al. 2022).

4.2.4 Klinische Aspekte

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen wichtige Aspekte, die auch bereits in die
aktuellen Strategien zur Pravention und Therapie von Diabetes Typ 2 einflieen. Diabetes
Typ 2 entwickelt sich typischerweise progredient aus einer sogenannten impaired glucose
tolerance (IGT) und/oder einer impaired fasting glucose (IFG) (Tabéak et al. 2012). Die
IGT beschreibt eine pathologische, unzureichende Reaktion des Korpers auf einen
Anstieg der Blutglukose und kann in der Klinik durch einen sogenannten oralen Glukose
Toleranztest bestimmt werden (DeFronzo 2015). Hier wird eine einheitliche Menge
Glukose verabreicht und der Blutzuckerspiegel nach 2 Stunden bestimmt. Ist dieser
erhoht, aber noch nicht oberhalb des Grenzwertes fiir Diabetes mellitus, spricht das fiir
eine pathologische Reaktion auf Blutzuckererh6hungen (Tabak et al. 2012). Die IFG
beschreibt einen erhdhten Niichternblutzucker. Man misst diese durch Erhebung des
Niichternblutzuckers. Ist diese erhoht, aber noch nicht oberhalb der Definition des

Diabetes mellitus, spricht man von einer IFG (DeFronzo 2015). Liegen sowohl IFG, als
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auch IGT bei einem Patienten vor liegt die Wahrscheinlichkeit einen Diabetes mellitus
Typ 2 zu entwickeln bei circa 20 % pro Jahr (Santaguida et al. 2005). Durch eine
Lebensstilintervention ldsst sich dieses Risiko um 30-60 % reduzieren (Yamaoka und
Tango 2005; Gillies et al. 2007). Einer der zentralen Bausteine dieser Lebensstil-
intervention ist die Umstellung der Ernédhrung mit Kalorienrestriktion und der Aufnahme
von mehr Ballaststoffen (Steyn et al. 2004). Eine Kalorienrestriktion geht auch mit einer
verminderten Zufuhr von Energietragern, wie Glukose und Fettsduren einher. Aus den
Ergebnissen dieser Arbeit, die vor allem einen zellschddigenden Effekt durch die
Exposition gegeniiber hohen Konzentrationen von Fettsduren zeigen (Siehe Tabelle 7, 8),

lasst sich ein Aspekt der Effektivitit dieses Vorgehens erkléren.

Die Therapie von Ubergewicht ist ebenfalls zentraler Bestandteil der Therapie eines
Priadiabetes oder eines manifesten Diabetes mellitus. Ein hoher Anteil von hormonell
aktiven Adipozyten kann zu einer Verstirkung der Insulinresistenz und zu einer
systemischen Inflammation fithren (Tataranni und Ortega 2005). AuBBerdem zeigte sich
ein gesteigerter Umsatz freier Fettsduren (Tataranni und Ortega 2005). Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dass dies besonders im Kontext der Lipotoxizitét ein Risikofaktor
fiir den Progress von Diabetes mellitus ist (Siche Tabelle 7,8). Ebenso zeigten sich die
schidlichen Effekte von inflammatorischen Zytokinen durch tendenzielle Verringerung
der Viabilitét (Siehe Tabelle 11,12) und zusdtzliche Reduktion der Insulinexpression und
-sekretion (Siehe Tabelle 11,12). Bevor sich ein positiver Effekt durch die Reduktion des
Korpergewichtes aufgrund einer energierestriktiven Didt einstellte, lieBen sich bereits
positive  Verinderungen des  Stoffwechsels durch die  Anderung der
Erndhrungsgewohnheit beobachten (Lim et al. 2011). Ein Aspekt dieses Effektes ist mit
den Ergebnissen dieser Arbeit gut erkldrbar. Durch die verringerte Exposition der
Betazellen gegentiber hohen Konzentrationen an vor allem Glukose und Fettsduren, die
hohe Mengen an Energie beinhalten, ist der metabolische Stress, der auf die Betazellen
ausgetiibt wird, deutlich reduziert. Die negativen Effekte dieses metabolischen Stresses
(siche Tabelle 7,8), wie die Verringerung der metabolischen Aktivitit oder die Hemmung
der Insulingenexpression, -synthese und -sekretion sind somit reduziert und eine

Erholung der Stoffwechsellage durch ein Beenden der Exposition erscheint plausibel.
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Ebenso ldsst sich der positive Effekt eines der zentralen Medikamente zur
antidiabetischen Therapie erkldren, dem Metformin. Metformin ist nach der
Lebensstilintervention die erste Wahl zur Therapie des Diabetes mellitus Typ 2
(Arzneimittelkommission Der Deutschen Apotheker (AMK) et al. 2021). Metformin
sorgt im Korper fiir eine verringerte Synthese und Oxidation von freien Fettsduren im
Korper (Kirpichnikov et al. 2002) und wirkt somit protektiv im Hinblick auf ihren
lipotoxischen Effekt (Siehe Tabelle 7,8). Ein anderer Effekt ist die Erhohung der
peripheren Glukoseaufnahme und die Reduktion der hepatischen Gluconeogenese
(Kirpichnikov et al. 2002). Dies fiihrt durch Verringerung der Blutglukosespiegel zu einer
Verringerung der Glukotoxizitit. Uber diese Effekte reduziert Metformin das Risiko fiir
die Entwicklung eines manifesten Diabetes mellitus um circa 40 % (Salpeter et al. 2008).
In den Ergebnissen dieser Arbeit lie sich der Effekt der Glukotoxizitdt nicht sinnvoll

nachvollziehen. Dies wurde bereits in Kapitel 4.2.2 diskutiert.

In der Behandlung des manifesten Diabetes mellitus Typ 2 kommt es jedoch auch
regelhaft vor, dass in regelmédfigen Abstdnden die urspriingliche suffiziente Therapie
aufgrund eines Progresses des Diabetes mellitus Typ 2 nicht mehr ausreicht (Turner
1998). Die Ergebnisse dieser Arbeit geben einen Hinweis darauf, dass hohe
Fettsdurekonzentrationen einen zentralen, zellschiddigenden Effekt auf die Betazelle
haben, welcher bei langfristiger Exposition am Betazelluntergang beteiligt ist. Bereits
nach 24-stiindiger Inkubation mit Olsdure lieB sich eine deutliche Einschrinkung der
metabolischen Aktivitit (Siehe Tabelle 7,8) und ebenso eine Verringerung der Expression
und Sekretion von Insulin (Siehe Tabelle 7,8) beobachten. Da sich die Progredienz des
Diabetes mellitus jedoch eher iiber Jahre bis Jahrzehnte abspielt und sich dieser Zeitraum
durch eine 24-stiindige Inkubation in einem Experiment nicht addquat darstellen lésst,
kann die zentrale Bedeutung der Fettsdureexposition durch chronische Hyperlipiddmien

nur erahnt werden.
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4.4 Limitationen und Vorschldge zur Verbesserung

Aus dem Versuchsdesign und den Laborbedingungen ergeben sich Limitationen in Bezug

auf die Interpretation.

Alle Versuche wurden an der immortalisierten, murinen MIN6 Zelllinie durchgefiihrt.
Diese Zelllinie wurde durch Isolation von Gewebe aus einem Insulinom einer
genmanipulierten Maus gewonnen. Sowohl der zelluldre Stoffwechsel der Maus als auch
der Tumorstoffwechsel unterscheiden sich deutlich vom menschlichen Stoffwechsel. Die
MING6 hat sich jedoch in vielen Experimenten trotzdem als suffizientes Modell zur
Untersuchung der sekretorischen Funktion und des Stoffwechsels der menschlichen

Betazelle erwiesen.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Physiologie der MIN6 Zellen abhédngig von ihrer
Passage verdndert. So nimmt in den hohen Passagen die glukosestimulierte
Insulinsekretion ab, die Aktivitdt antioxidativer Enzyme ist reduziert und die Expression

von Enzymen des Lipidstoffwechsels sinkt (Cheng et al. 2012).

Aus den durchgefiihrten Versuchen ergeben sich durch die angewandte Methodik
ebenfalls Limitationen. Ein Beobachtungszeitraum von 24 Stunden ist flir die
Untersuchung chronischer Erkrankungen wie Diabetes mellitus, welche sich zum Teil

iiber Jahrzehnte entwickeln, sehr kurz.

Eine Verbesserung fiir die fehlende Glukosesensitivitdt konnte eine Verdnderung der
Kultivierung sein. Eine Kultivierung als Pseudoinseln konnte die Insulinsekretion der
MING6 Zellen verstirken (Roderigo-Milne et al. 2002). Es wird vermutet, dass die Zell-
Zell Kontakte zwischen den MIN6 Zellen die Insulinsekretion verstdrken (Roderigo-
Milne et al. 2002).

Die Interpretation der Genexpression iiber eine qPCR liefert relative Ergebnisse und
keine absoluten Expressionsraten. Aulerdem zeigten sich teils deutliche Unterschiede
zwischen den Effizienzen der verschiedenen Primer. Bereits kleine Abweichungen
konnen zu einer Verdnderung des Ergebnisses fithren und somit die Aussagekraft der
betroffenen Datensitze deutlich einschridnken (Pfaffl 2001). Aus diesem Grund wurde

versucht diese Unterschiede durch die Auswertung mithilfe eines effizienz-korrigierten
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Quantifizierungsmodells zu kompensieren (Pfaffl 2001). Da eine exakte Verdopplung der
cDNA die Aussagekraft der Daten deutlich verbessern wiirde, konnte es lohnenswert sein
das PCR-Protokoll zu modifizieren. Eine Moglichkeit wire es, geringere
Konzentrationen der Primer fir die qPCR zu benutzen. Hierdurch wire die
Wahrscheinlichkeit verringert, dass diese sich gegenseitig binden. Es kann somit zu einer
verminderten Effizienz der qPCR fiihren. AuBBerdem konnte man versuchen, andere

Primer fiir die Detektion der Gene zu designen.

Ebenso wurde aufgrund der hohen Varianzen in der Insulinsekretion und dem
intrazelluldren Glutaredoxin 5-Gehalt ebenfalls eine Relativierung durchgefiihrt. So war
es uns moglich Tendenzen innerhalb der einzelnen Durchldufe miteinander zu

vergleichen.

Eine Erh6hung der Stichprobenzahl wire sinnvoll, um die Schwankungen zwischen den
Durchgéngen weiter zu evaluieren. Bei gleichbleibendem Mittelwert und konstanter
Varianz, wiren zum Beispiel ab zehn Wiederholungen die Verminderung der
intrazelluldren Glutaredoxin 5 Konzentration fiir 3 mM im Vergleich zu 0 mM ohne
Zytokineinfluss signifikant. Auflerdem wire nach zwei zusitzlichen Durchgéngen bei
gleichbleibendem Mittelwert und konstanter Varianz der Einfluss von 3 mM Olséure im

Vergleich zu 0 mM Olsiure auf die Glutaredoxin 5 Expression signifikant.

4.5 Zukunftsperspektiven

Die vorliegenden Versuchsergebnisse und die Ergebnisse anderer Studien legen nahe,
dass die weitere Erforschung des Zusammenhangs von Glutaredoxin 5 und
Eiseniiberladung in Verbindung mit Diabetes mellitus erfolgsversprechend sein konnte.

Es bieten sich verschiedene Ansatzpunkte an.

Zellexperimente mit Zelllinien, die eine Uber- oder Unterexpression von Glutaredoxinen
bieten, konnten weitere Hinweise auf die Rolle von Glutaredoxin 5 liefern. So kénnten
zum Beispiel Hinweise auf einen moglichen regulatorischen Mechanismus zwischen

Glutaredoxin 5 und der glukosestimulierten Insulinsekretion aufgezeigt werden.

Neben den hier beschriebenen Genen wiére noch die Expression weiterer Gene des

Eisenstoffwechsels, wie zum Beispiel Hepcidin, IRP2, oder Ferroptosemarker
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interessant. Die Ergidnzung dieser Messung durch Konzentrationsbestimmung der
Proteine wire ebenfalls interessant. Aulerdem konnte man versuchen die Aktivitdt
einzelner zentraler Eisen-Schwefel-Cluster Enzyme im vorliegenden Versuchsprotokoll
zu untersuchen, um somit weitere Evidenz fiir den Effekt eines Glutaredoxin 5-

Mangels zu finden.

Des Weiteren wire eine klinische Studie mit Diabetes mellitus Patienten sinnvoll, um die
weitere klinische Relevanz eines Glutaredoxin 5-Mangels und einer moglicherweise
assoziierten Ferroptose zu evaluieren. Glutaredoxin 5 ist ein Protein, welches von den
Inselzellen nicht sekretiert wird (Sun 2021), sondern ausschlieBlich intrazellulér
vorkommt. Es wire also interessant, Gewebeproben aus dem Pankreas von Patienten mit
Diabetes mellitus auf ihren Eisenstatus und die Glutaredoxin 5-Konzentration zu
untersuchen. Dies gestaltet sich aufgrund der Invasivitit jedoch schwierig. Interessant
wiére ebenfalls, ob die periphere Glutaredoxin 5-Konzentration in Leukozyten von
Patienten mit Diabetes mellitus mit der funktionalen B-Zellmasse im Pankreas und der
Insulinsekretion korreliert. Hierdurch konnte das Potenzial von Glutaredoxin 5 als

Marker fiir die Betazellfunktion untersucht werden.

Im Kontext der Glukotoxizitidt gibt es Hinweise, dass Hepcidin eine Rolle in der
Eiseniiberladung der Betazelle spielen konnte (Shu et al. 2019). Ergiinzend wire also eine
Untersuchung der Expression und intrazelluliren Konzentration von Hepcidin
interessant. Weitere Versuche an anderen Zelllinien sind ebenfalls zur weiteren

Verifizierung der Ergebnisse vonndten.
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5 Zusammenfassung

Diabetes mellitus Typ 2 ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die aufgrund ihrer
hohen Prédvalenz und schweren Folgeerkrankungen gesundheitliche, gesellschaftliche
und wirtschaftliche Relevanz besitzt. Die Schidigung und der Funktionsverlust der
Betazelle spielen in der Pathophysiologie zusammen mit der peripheren Insulinresistenz
eine zentrale Rolle. Es gibt viele Hinweise darauf, dass Hyperglykdamie, Hyperlipiddmie
und eine chronische Entziindungsreaktion zentrale Faktoren der Betazelldysfunktion
sind. Es gibt vereinzelt Hinweise darauf, dass Glutaredoxin 5, als Kofaktor fiir die
Produktion zentraler Stoffwechselenzyme, eine groBBere Rolle in der Pathophysiologie des
Diabetes mellitus zukommen konnte. Ebenso wurde im Kontext eines Glutaredoxin 5
Mangels eine Eiseniiberladung beobachtet. Ungeklirt sind bisher sowohl die Regulation
von Glutaredoxin 5, als auch die Faktoren, die zu einer Dysregulation des Eisen-
stoffwechsels fiihren. Zur Untersuchung dieser Sachverhalte wurden MIN6 Zellen
diabetischen Stoffwechseleinfliissen durch die Exposition mit Olsdure, Glukose und
inflammatorischen Zytokinen ausgesetzt. AnschlieBend wurde mittels MTT, qPCR und
ELISA die Viabilitdt, intrazelluldre Insulin- und Glutaredoxin 5-Konzentration,
Insulinsekretion und -produktion, sowie Marker des Eisenstoffwechsels untersucht. Es
lieB sich die Hemmung der Insulinsynthese und -sekretion durch Zytokine und Olsiure
beobachten. Ein additiver Effekt der einzelnen Stressoren auf den Insulinstoffwechsel
zeigte sich nicht. Die Expression und intrazelluldre Konzentration von Glutaredoxin 5
wurde nur durch Olsdure tendenziell reguliert. Die Regulation des Eisenstoffwechsels
zeigte vor allem eine vermehrte IRP1 Expression bei hoher metabolischer Belastung der
MING6 Zellen. Hohe Konzentrationen von Olsiure erhdhten die Konzentration von IRP1,
moglicherweise als Reaktion auf eine abnehmende Aktivitit der zytosolischen Aconitase
infolge eines Glutaredoxin 5-Mangels. Die Ergebnisse dieser Arbeit geben weitere
Hinweise darauf, dass die Dysregulation des Glutaredoxin 5-Stoffwechsels Einfluss auf
die Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 haben konnte. Die Regulation des
Glutaredoxin 5-Stoffwechsels erfolgt in MIN6 Zellen in Zusammenschau der Ergebnisse
der drei verwendeten Stressoren am ehesten abhingig von Olsdure. Die
Stoffwechselwege, die die Effekte eines Glutaredoxin 5-Mangels induzieren und ihre

Relevanz in der Pathophysiologie miissen jedoch weiter untersucht werden.
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6 Summary

Type 2 diabetes mellitus is a chronic metabolic disease that has health, social and
economic relevance due to its high prevalence and its severe secondary diseases. The
damage and loss of function of the beta cell play a central role in the pathophysiology
together with insulin resistance. There is much evidence that hyperglycemia and
hyperlipidemia, together with a chronic inflammation, are important triggers of beta cell
dysfunction and cell death. There is evidence that glutaredoxin 5 may play a major role
in the pathophysiology of diabetes mellitus. Glutaredoxin 5 is an important protein that
serves as a cofactor in the production of iron-sulfur cluster enzymes. The iron-sulfur
cluster enzymes form enzymes in central metabolic pathways, such as the citrate cycle
and the respiratory chain. In addition, other experiments have shown that cells suffer from
iron overload in the context of glutaredoxin 5 deficiency. The regulation of glutaredoxin
5 as well as the factors that lead to a dysregulation of iron metabolism are still unclear.
To investigate these issues, MING cells were subjected to diabetic metabolic influences
through exposure to oleic acid, glucose and inflammatory cytokines. Subsequently, the
cells were analyzed by MTT, qPCR and ELISA for viability, intracellular insulin and
glutaredoxin 5 concentration, insulin secretion and production, and markers of iron
metabolism. The inhibition of insulin synthesis and secretion by cytokines and oleic acid
was observed. There was no additive effect of the individual stressors on insulin
metabolism. The expression and intracellular concentration of glutaredoxin 5 tended to
be regulated only by oleic acid exposure. Cytokines and glucose had no effect on
glutaredoxin 5 metabolism. The regulation of gene expression of proteins of iron
metabolism mainly showed an increased IRP1 expression at high metabolic stress of
MING6 cells. High concentrations of oleic acid increased the concentration of IRP1,
possibly in response to a decrease in cytosolic aconitase activity due to glutaredoxin 5
deficiency. The results of this study provide further evidence that the dysregulation of
glutaredoxin 5 metabolism could have an influence on the pathogenesis of type 2 diabetes
mellitus. The regulation of glutaredoxin 5 metabolism in MING6 cells is most likely
dependent on oleic acid. However, the metabolic pathways that induce the effects of
glutaredoxin 5 deficiency and their relevance in pathophysiology of diabetes mellitus

require further investigation.
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mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es lésst sich erkennen, dass
Olséure die Expression von Insl konzentrationsabhingig reduziert. Abgebildet sind die

Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3 ...t 47

Abbildung 9: Expressionsunterschied von Insl im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es ldsst sich erkennen, dass
Olséure die Expression von Insl konzentrationsabhingig reduziert. Abgebildet sind die

Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3 ..........oouuuueieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeaees 48

Abbildung 10: Expressionsunterschied von Insl im Verhidltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von
Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Glukose zeigt
keinen Einfluss auf die Expression von Insl. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive

NI e aTe F:hge b <) o) [ oA i T 49
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Abbildung 11: Expressionsunterschied von Insl im Verhidltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-p)
und verschiedenen Konzentrationen von
Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Glukose zeigt
keinen Einfluss auf die Expression von Insl. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive

StANAATA N . INT= 3 e e e e e e e e e e e e e raa e e as 50

Abbildung 12: Expressionsunterschied von Insl im Verhidltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olséure (0 mM, 1,5 mM
oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Verminderung der
Ins1 Expression durch den Zytokinmix bei Exposition gegeniiber 0 mM und 1,5 mM
Olsédure. Abschwichung des Effekts bei hohen Olsiurekonzentrationen. Abgebildet sind
die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ........cccccocconiiiinininieeee, 51

Abbildung 13: Expressionsunterschied von Insl im Verhidltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5
mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Verminderung der
Ins1 Expression durch den Zytokinmix bei Exposition gegeniiber 0 mM und 1,5 mM
Olsiure. Abschwiichung des Effekts bei hohen Olsiurekonzentrationen. Abgebildet sind
die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ..., 52

Abbildung 14: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhidltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es ldsst sich eine
konzentrationsabhingige Verminderung der Exposition von Ins2 durch Olsdure

beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ............... 53

Abbildung 15: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es ldsst sich eine
konzentrationsabhingige Verminderung durch Olsiure auf die Exposition von Ins2

beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ............... 54

Abbildung 16: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhidltnis zu RPL32 nach 24-

stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von
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Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Es zeigt sich
eine tendenzielle Verringerung der Ins2 Expression durch 16 mM Glukose. Abgebildet

sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ..., 55

Abbildung 17: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhidltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f)
und verschiedenen Konzentrationen von
Olsédure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Es zeigt sich
eine signifikante Verringerung der Exposition von Ins2 durch Glukose bei zusitzlicher
Exposition gegeniiber 1,5 mM Olsiure. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. N=3 ... 56

Abbildung 18: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhidltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olséure (0 mM, 1,5 mM
oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es ldsst sich eine
signifikante Verringerung der Expression von Ins2 durch den Zytokinmix beobachten.
Dieser Effekt schwicht sich bei zusitzlicher Exposition gegeniiber 3 mM Olsiure ab.

Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3............ccccoceivininnnnne. 57

Abbildung 19: Expressionsunterschied von Ins2 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5
mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B ). Die Expression
von Ins2 zeigt sich durch den Zytokinmix bei 0 mM Olséure tendenziell und bei 1,5 mM
Olsiure signifikant erniedrigt. Bei zusitzlicher Exposition gegeniiber 3 mM Olséure lisst
sich der Effekt des Zytokinmixes nicht mehr beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte
inklusive Standardfehler. N=3.... ... 58

Abbildung 20: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es zeigt sich eine
tendenzielle, konzentrationsabhingige Reduktion der Glrx5 Konzentration ohne
Exposition mit dem Zytokinmix. Bei zusitzlicher Exposition mit dem Zytokinmix lasst
sich kein konzentrationsabhiingiger Effekt von Olsiure beobachten. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ..o, 59
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Abbildung 21: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es zeigt sich eine tendenzielle
Reduktion der Expression von Glrx5 durch 1,5 mM Olsiure ohne Exposition mit dem
Zytokinmix. Bei zusitzlicher Exposition mit dem Zytokinmix lésst sich kein eindeutiger
Effekt von Olsiure beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler.

e TSP 60

Abbildung 22: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von
Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Es zeigt sich
kein Einfluss von Glukose auf die Expression von Glrx5. Abgebildet sind die Mittelwerte
inklusive Standardfehler. N= 3. ..ot 61

Abbildung 23: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B)
und verschiedenen Konzentrationen von
Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Es zeigt sich
kein Einfluss von Glukose auf die Expression von Glrx5. Abgebildet sind die Mittelwerte
inklusive Standardfehler. N=3.... ... 62

Abbildung 24: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olséure (0 mM, 1,5 mM
oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es zeigt sich kein
signifikanter Einfluss des Zytokinmixes auf die Expression von Glrx5. Abgebildet sind

die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3 .. .. oo 63

Abbildung 25: Expressionsunterschied von Glrx5 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5
mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es zeigt sich kein
signifikanter Einfluss des Zytokinmixes auf die Expression von Glrx5. Abgebildet sind

die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ... 64

Abbildung 26: Expressionsunterschied von FTL im Verhédltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
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mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B ). Olsdure, Glukose und
Zytokine zeigen keinen Einfluss auf die Expression von FTL. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3..........ccccccoiiiiiiiniiiieee e, 65

Abbildung 27: Expressionsunterschied von FTL im Verhédltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Olsiure, Glukose und
Zytokine zeigen keinen Einfluss auf die Expression von FTL. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3........c..ccccooiiiiiiiniiieee, 66

Abbildung 28: Expressionsunterschied von IRP1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Unter Exposition von 3 mM
Olsiure zeigt sich sowohl unter zusitzlicher Gabe des Zytokinmixes, als auch ohne eine
tendenzielle Erh6hung der IRP1 Expression. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. N=3 ... ...t 67

Abbildung 29: Expressionsunterschied von IRP1 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Unter Exposition mit 16 mM
Glukose und 3 mM Olséure zeigt sich sowohl unter Einfluss von Zytokinen oder ohne
Zytokine eine signifikante Erhohung der Expression von IRP1. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ...........ccccoiiiiiiniieee, 68

Abbildung 30: Expressionsunterschied von IRP 1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von
Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Deutliche
Erh6hung der Expression von IRP1 durch Glukose bei zusétzlicher Exposition gegentiber

3 mM Olséure. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 .......... 69

Abbildung 31: Expressionsunterschied von IRP 1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B)
und verschiedenen Konzentrationen von

Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Kein
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signifikanter Einfluss von Glukose auf die Expression von IRP1 bei zusitzlicher

Zytokinexposition. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3....70

Abbildung 32: Expressionsunterschied von IRP1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 3 mM Glukose, Olséure (0 mM, 1,5 mM
oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Kein Einfluss von
Zytokinen auf die Expression von IRP1. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. N=3 ... ...t st 71

Abbildung 33: Expressionsunterschied von IRP1 im Verhéltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 16 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5
mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es ldsst sich kein
Einfluss von Zytokinen auf die Expression von IRP1 beobachten. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ...........ccccooiiiiiiiniiceee, 72

Abbildung 34: Expressionsunterschied von TFR1 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es zeigt sich kein
signifikanter Einfluss von Olsdure auf die Expression von TfR1. Abgebildet
sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ..........ccccooiniiiiniiniieee 73

Abbildung 35: Expressionsunterschied von TFR1 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es zeigt sich kein
signifikanter Einfluss von Olsiure auf die Expression von TfR1. Abgebildet sind die

Mittelwerte inklusive Standardfehler. N= 3 ..ot 74

Abbildung 36: Expressionsunterschied von TFR1 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Glukose und Zytokine zeigen
keinen Einfluss auf die Expression von TfR1. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. N=3 ... ... et 75

Abbildung 37: Expressionsunterschied von TFR1 im Verhiltnis zu RPL32 nach 24-
stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3
mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Glukose und Zytokine zeigen
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keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von TfR1. Abgebildet sind die
Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ..o, 76

Abbildung 38: Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhédltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stlindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose,
Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-o, INF-y, IL-
B). Es lisst sich ein signifikanter, konzentrationsabhingiger Einfluss von Olsdure auf die
intrazelluldre Konzentration von Insulin erkennen. Abgebildet sind die Mittelwerte

INKIUSIVE Standardfehler. N=3.......oooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 77

Abbildung 39: Dargestellt ist die Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhiltnis
zur Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose,
Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-
B). Es lisst sich ein signifikanter, konzentrationsabhiingiger Effekt von Olséure auf die
intrazellulire Konzentration von Insulin erkennen. Abgebildet sind die Mittelwerte

INKIUSIVE Standardfehler. IN= 3. ..ot e e e e e e e e e 78

Abbildung 40: Dargestellt ist die Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhiltnis
zur Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen von Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose
(3 mM oder 16 mM). Es ldsst sich eine tendenzielle Verringerung der
Insulinkonzentration im Zellysat durch 16 mM Glukose bei 0 mM Olsiure erkennen. Bei
Exposition gegeniiber hoheren Olsiure-konzentrationen nimmt der Effekt ab. Abgebildet

sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ..., 79

Abbildung 41: Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhéltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 3 mM
Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
o, INF-y, IL-B). Bei Exposition gegeniiber 0 mM Olséure und 1,5 mM Olséure lisst sich
eine tendenzielle Verringerung der intrazelluldren Insulinkonzentration beobachten.

Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3...........c.ccceeviirnnnnne. 80

Abbildung 42: Konzentration von Insulin im Zelllysat im Verhédltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit 16 mM
Glukose, Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
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a, INF-y, IL-B). Unter Exposition gegeniiber 16 mM Glukose lésst sich kein signifikanter
Effekt des Zytokinmixes
beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. N=3 ............... 81

Abbildung 43: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose,
Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-
B). 3 mM Olsiure senkt bei Exposition mit 3 mM Glukose sowohl unter Einfluss des
Zytokinmixes, als auch ohne Einfluss des Zytokinmixes die extrazelluldre
Insulinkonzentration —signifikant. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhdltnis zu der extrazelluldren
Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siche Kapitel

2.2.2.4) NT3 e e 82

Abbildung 44: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose,
Olsdure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-
B). Es zeigt sich eine konzentrationsabhdngige Verringerung der extrazelluldren
Insulinkonzentration durch Olsiure. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhdltnis zu der extrazelluldren
Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel

2.2.2.4) . NT3 e e 83

Abbildung 45: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen von Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose
(3 mM oder 16 mM). Es lésst sich kein signifikanter Einfluss von Glukose auf die
extrazelluldre Insulinsekretion erkennen. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhdltnis zu der extrazelluldren
Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siche Kapitel

2.2.2.4). N3 e e 84

Abbildung 46: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhiltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der Zellen mit dem

Zytokinmix (TNF-o, INF-y, IL-B) und verschiedenen Konzentrationen von Olsdure (0
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mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Es ldsst sich kein
signifikanter Effekt von Glukose auf die extrazelluldre Insulinkonzentrationen erkennen.
Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins
Verhiltnis zu der extrazelluldren Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren

behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N=3......cccooiiiiiniiiniiieieeieeee, 85

Abbildung 47: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhéltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM Glukose,
Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-
B). Es zeigt sich eine tendenzielle Verringerung der extrazelluldren Insulinkonzentration
durch den Zytokinmix. Bei zusitzlicher Exposition gegeniiber 3 mM Olséure l4sst sich
dieser Effekt nicht mehr beobachten. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive
Standardfehler. Die Messwerte wurden ins Verhdltnis zu der extrazelluldren
Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel

2.2 2.4). NT= 3. et ettt st es 86

Abbildung 48: Dargestellt sind die Insulinkonzentrationen im Medium im Verhéltnis zur
Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16 mM Glukose,
Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-
B). Es zeigt sich eine tendenzielle Verringerung der extrazelluldren Insulinkonzentration
durch den Zytokinmix. Bei Exposition gegeniiber 3 mM Olséure zeigt sich kein Effekt
mehr. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden
ins Verhiltnis zu der extrazelluldren Insulinkonzentration von nicht mit Stressoren

behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N=3.....cccoiiiiiiieiiieeieeeee e 87

Abbildung 49: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im
Verhiltnis zur Proteinkonzentration nach 24-stlindiger Inkubation. Behandlung mit 3 mM
Glukose, Olsiure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-
a, INF-y, IL-B). Es zeigt sich eine Verringerung des Glutaredoxin 5 Gehaltes bei 3 mM
Olsiure. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte
wurden ins Verhéltnis zu der intrazellulire Glutaredoxin 5-Konzentration von nicht mit

Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N=3 .......cccevivrirrenenne. 88

Abbildung 50: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im

Verhiltnis zur Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung mit 16
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mM Glukose, Olsdure (0 mM,
1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B). Es zeigt sich
eine tendenzielle Verringerung der Glutaredoxin 5 Konzentration bei Exposition
gegeniiber 3 mM Olsiure. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die
Messwerte wurden ins Verhiltnis zu der intrazellulire Glutaredoxin-5 Konzentration von

nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N=3.............. 89

Abbildung 51: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im
Verhiltnis zur Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Olséure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und
Glukose (3 mM oder 16 mM). Es zeigt sich kein Einfluss von Glukose auf die
Glutaredoxin 5-Konzentration. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler.
Die Messwerte wurden ins Verhéltnis zu der intrazelluldre Glutaredoxin-5 Konzentration

von nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N=3........ 90

Abbildung 52: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im
Verhiltnis zur Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der
Zellen mit dem Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-f) und verschiedenen Konzentrationen
von Olséure (0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und Glukose (3 mM oder 16 mM). Es zeigt
sich kein Einfluss von Glukose auf die intrazelluldre Konzentration von Glutaredoxin 5.
Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte wurden ins
Verhiltnis zu der intrazelluldre Glutaredoxin 5-Konzentration von nicht mit Stressoren

behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N=3......cccooiiiiiniiiniiieieeieeee, 91

Abbildung 53: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im
Verhiltnis zur Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der
Zellen mit 3 mM Glukose, Olsdure
(0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B).  Es
zeigt sich kein signifikanter Einfluss des Zytokinmixes auf die intrazelluldre Glutaredoxin
5-Konzentration. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die
Messwerte wurden ins Verhiltnis zu der intrazelluldre Glutaredoxin 5-Konzentration von

nicht mit Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N=3............ 92

Abbildung 54: Dargestellt sind die Glutaredoxin 5-Konzentrationen im Lysat im

Verhiltnis zur Proteinkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation. Behandlung der
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Zellen mit 16 mM Glukose, Olsdure
(0 mM, 1,5 mM oder 3 mM) und mit oder ohne Zytokinmix (TNF-a, INF-y, IL-B).  Es
zeigt sich kein Einfluss des Zytokinmixes auf die intrazelluldre Glutaredoxin 5-
Konzentration. Abgebildet sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler. Die Messwerte
wurden ins Verhéltnis zu der intrazellulire Glutaredoxin 5-Konzentration von nicht mit

Stressoren behandelten Zellen gesetzt (Siehe Kapitel 2.2.2.4). N=3 ........cccceeeeiverneens 93
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10 Abkiirzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovine serum albumine

cDNA Complementary desoxyribonucleicacid
DMEM Dulbeccos modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DMT1 Divalent Metal Transporter 1

DNA Desoxyribonucleicacid

DPBS Dulbecco's phosphate-buffered saline
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
ER Endoplasmatisches Retikulum

FBS Fetal bovine serum

FTH Ferritin heavy chain

FTL Ferritin light chain

GLUT2 Glukosetransporter 2

HRP Horseradish peroxidase

IRE Iron responsive element

IRP 1,2 Iron responsive protein 1, 2

MIN6 Mouse insolinoma cells 6. Subclone
mRNA Messenger ribonucleicacid

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid
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qPCR Real Time Quantitative PCR
RIPA Radioimmunoprecipitation assay
RNA Ribonucleicacid

RPL32 Ribosomal Protein .32

TfR1 Transferrinrezeptor 1

TMB 3,3".5,5'-Tetramethylbenzidin
WHO World Health Organisation
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14 Anhang

14.1 Schmelzkurven der Primer
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Anhang 1: Schmelzkurven von TfR1 (Griin) und RPL32 (Blau).
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Anhang 2: Schmelzkurve von IRP1 (Griin) und RPL32 (Blau).
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Anhang 3: Schmelzkurve von FTL (Griin) und RPL32 (Blau).
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Anhang 4: Schmelzkurve von INS1 (Griin) und RPL32 (Blau).
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Anhang 5: Schmelzkurve von INS2 (Griin) und RPL32 (Blau).
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Anhang 6: Schmelzkurve von Grx5 (Griin) und RPL32 (Blau).
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15 Lebenslauf

Der Lebenslauf wurde aus den Druckexemplaren entfernt.
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