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Einleitung

1 Einleitung

Die Pravalenz von Adipositas und Diabetes mellitus nimmt weltweit zu. Die Zahl von
171 Millionen weltweit diagnostizierten Diabetikern im Jahr 2000 wird voraussichtlich
bis zum Jahr 2030 auf 366 Millionen Patienten ansteigen (Abbildung 1) . Vor einigen
Jahrzehnten betraf dies vor allem industrialisierte Lander und betrifft heute auch die
Bevolkerung in Entwicklungslandern (Zimmet et al. 2001, Anonymus 2000, Hossain
et al. 2007).

Latin
America
and the
Caribbean

.............

Abbildung 1: Anstieg der weltweiten Diabetespravale nz von 2000 bis 2030 in
Millionen Patienten und prozentualer Anstieg der Pr  &valenz von 2000 bis 2030
(Hossain et al. 2007)

Die Bevolkerung in Entwicklungslandern hat jedoch aus 6konomischen oder anderen
Grinden haufig keinen Zugang zu einer adaquaten medizinischen Versorgung.
Besonders in Entwicklungslandern kann die Lebenserwartung eines Diabetikers
deshalb um die Halfte reduziert sein (Ojewole et al. 2006). In diesen Landern spielen
aus diesem Grund die Ernahrung und diatetische Mal3Bhahmen eine entscheidende
Rolle bei der Behandlung einer Insulinresistenz. Dazu gehért auch die traditionelle
Medizin, welche intensiv pflanzliche Wirkstoffe nutzt und wozu unter anderem auch
die Bittergurke gehdrt (Cummings et al. 2004).
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1.1 Diabetes mellitus

Es gibt zwei Haupttypen und einige andere Diabetesformen, die zum Krankheitsbild
des Diabetes mellitus zusammengefasst werden. In 5% der Falle liegt ein Typ |
Diabetes mit absolutem Insulinmangel vor, wahrend ca. 90% aller Diabetiker von Typ
Il Diabetes betroffen sind, verbunden mit einem relativem Insulinmangel, einer
Insulinresistenz (Zimmet et al. 2001). Weitere 5% der Diabetiker sind an anderen

Formen des Diabetes mellitus erkrankt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Atiologische Klassifikation des Diabetes mellitus (geman Alberti
und Zimmet 1998)

1) Typ-1-Diabetes mellitus

a) Autoimmun

b) Idiopathisch

2) Typ-2-Diabetes mellitus

3) andere spezifische Diabetestypen

a) Genetischer Defekt der -Zellfunktion (Maturity Diabetes of the Young (MODY)):
MODY 1: Defekt des Hepatocyte nuclear factor (HNF) 4a,
MODY 2: Glukokinasedefekt,
MODY 3: Defekt des HNF-1a,
MODY 4: Defekt des insulin promoter factor-1,
MODY 5: Defekt des HNF-13, (mitochondrialer Diabetes, andere)
b) Genetischer Defekt in der Insulinwirkung
c¢) Erkrankungen des exokrinen Pankreas
d) Endokrinopathien
e) Medikamenten-induziert
f) Infektionen
g) Seltene Formen von immunogenem Diabetes

h) Andere genetische Syndrome, welche mit Diabetes assoziiert sind

4) Gestationsdiabetes

Diabetes mellitus ist eine chronische Stdrung des Glucosestoffwechsels. Alle Formen

des Diabetes sind eng verbunden mit einem Risiko fur Herzinfarkt, Angiopathien,

2



Einleitung

Neuropathien, Retinopathien, Nephropathien und Verdauungsstérungen. Diabetes
fuhrt so zu einem 25fach erhohten Risiko fir Erblindung, einem 20fach erhéhten
Risiko fur Nierenversagen, einem 20fach erhdhten Risiko fir Amputationen und
einem zwei- bis sechsfach héheren Risiko fir koronare Herzerkrankungen (Zimmet
et al. 2001, Wolff 1993, Deckert et al. 1978).

1.2  Molekulare Grundlagen zu Insulin und Insulinres  istenz

Insulin ist ein Proteohormon, das in den B-Zellen des Pankreas synthetisiert und in
diesen Zellen in Form von Granula gespeichert wird (Brodsky 2006). Insulin besteht
aus zwei Ketten. Die biologisch aktive A-Kette setzt sich aus 21 Aminoséuren
zusammen, wahrend die B-Kette aus 30 Aminoséauren besteht. Die Ketten sind tber
Disulfidbriicken miteinander verbunden. Insulin hat ein Molekulargewicht von 5786
Dalton.

Insulin bewirkt eine Reaktion, welche in erster Linie den Glucosetransport aus dem
Blut in die Zellen des Skelettmuskels und des Fettgewebes ermdglicht (Saltiel 2001).
Am Ende des Insulinsignalwegs steht eine durch den Glucosetransporter 4 (GLUT4)
vermittelte Glucoseaufnahme in die Zelle. Insulin erhdéht dosisabhéngig die Kapazitat
des GLUT4 und induziert seine Translokation vom Zellinneren zur Membran. Durch
erleichterte Diffusion kann Glucose dann aus dem Blut in die Zelle gelangen. Insulin
wirkt deshalb blutzuckersenkend und ist an der Einstellung der normalen
Blutglucosekonzentration in einem Bereich von 3,9 bis 5,8 mmol/L beteiligt (Keim et
al. 2006). Die Translokation des GLUT4 zur Plasmamembran kann auf3erdem durch
die Aktivierung der Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase (AMPK)
erreicht werden (Tan et al. 2008).

Insulin fohrt zu vermehrter Glykogensynthese, Proteinsynthese und Lipogenese
sowie zu verminderter Glukoneogenese, Glykogenolyse und Lipolyse. Insulin wird
deshalb als anaboles Hormon bezeichnet. Weitere Insulineffekte auf den
Glucosemetabolismus sind eine abnehmende hepatische Glucoseproduktion und ein

zunehmender peripherer Glucoseverbrauch (Saltiel 2001).

Insulinrezeptor
Fast alle Organe gehtéren zu den Zielorganen des Insulins und sind mit

entsprechenden Rezeptoren ausgestattet. Der Insulinrezeptor (IR) gehdrt zu den



Einleitung

Typ-1-Rezeptoren. Charakteristisch fur diesen Rezeptortyp ist die Signaliibertragung
Uber Anregung einer intrinsischen Enzymaktivitat. Im Falle des IR wird eine interne
Tyrosinkinase aktiviert.

Der IR ist aus zwei identischen a-Untereinheiten sowie aus zwei ebenfalls
identischen B-Untereinheiten aufgebaut, welche durch Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind. Die a-Untereinheiten besitzen je eine Insulinbindungsstelle und sind
an der Aulenseite der Plasmamembran lokalisiert. Die [(-Untereinheiten
durchdringen die Phospholipiddoppelschicht und ragen in das Innere der Zelle
hinein. Am cytosolischen Ende der [-Untereinheiten befindet sich je eine

Tyrosinkinase-Domaéane (Youngren 2007).

Insulinrezeptorsubstrat

Insulinrezeptorsubstrate  (IRS) spielen eine bedeutende Rolle bei der
Insulinsignaliibertragung. Es werden die IRS 1 bis 4 unterschieden, die jeweils eine
ahnliche Grundstruktur aufweisen.

IRS 1 und 2 sind in fast allen Geweben exprimiert und entscheidend an der
insulinabhangigen Aktivierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) beteiligt,
wobei IRS 1 vermutlich vor allem im Skelettmuskel bei der Insulinsignaltransduktion
eine bedeutende Rolle spielt und IRS 2 in der Leber. Das Ausschalten von IRS 1 und
2 fuhrt neben Stérungen bei der Differenzierung und Proliferation verschiedener
Organe und Gewebe zu Insulinresistenz und beeintrachtigter Glucosetoleranz (Sesti
et al. 2001).

Das IRS 3 ist vorwiegend in Fettzellen lokalisiert und weniger in der Leber und
anderen Geweben. Eine Expression von IRS 3 beim Menschen konnte noch nicht
nachgewiesen werden, eine Bedeutung fir Stoffwechselstérungen beim Menschen
ist deshalb fragwlrdig. Bei Mausen verursacht das Ausschalten des IRS 3 kaum
Abnormalitaten beztiglich des Wachstums und der Glucosehomdoostase. Das IRS 3
kann jedoch bei fehlendem IRS 1 dessen Funktionen teilweise tibernehmen und den
Verlust ausgleichen (Laustsen et al. 2002).

Das IRS 4 wurde zunachst in menschlichen embryonalen Nierenzellen entdeckt, ist
jedoch dariber hinaus auch in anderen Geweben exprimiert. Dazu gehéren beim
Menschen die Hypophyse, die Schilddrise, die Eierstocke, das Herz und die
Fibroblasten. Das IRS 4 ist auRerdem in einigen murinen Geweben exprimiert wie

Skelettmuskel, Gehirn, Hypothalamus, Leber, Herz, Nieren sowie BTC-1 und BTC-7
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Insulin produzierende Zellen. Die Expression des IRS 4 ist jedoch insgesamt
verhaltnismaRig gering. Das IRS 4 scheint Uber die Regulierung einzelner
Signalwege an Prozessen der Zelldifferenzierung beteiligt zu sein. Was das
Insulinsignal betrifft scheint das IRS 4 genauso wie das IRS 3 eher eine

untergeordnete Rolle zu spielen (Sesti et al. 2001).

Insulinsignaltransduktion

Die Bindung von Insulin an die o-Untereinheiten des IR fuhrt zu einer
Konformationsanderung des Rezeptors, was wiederum Zu einer
Autophosphorylierung von Tyrosinresten an den B-Untereinheiten des Rezeptors
fuhrt. Durch diese Autophosphorylierung kommt es zu einer weiteren
Konformationsanderung des Rezeptors, wodurch die Protein-Tyrosin-Kinase in der
Kinasedomédne des Rezeptors aktiviert wird (Youngren 2007). Die
Tyrosinphosphorylierung des IR setzt sich an IRS und weiteren Adapterproteinen,
welche die biologischen Effekte des Insulins vermitteln, fort (Czech und Corvera
1999). Phosphotyrosinreste des IRS binden an und aktivieren dadurch die PI3K
(Youngren 2007). Die PI3K und die Proteinkinase B (PKB) sind wichtige Proteine bei
der Vermittlung des Insulinsignals (Avruch 1998). Die PI3K katalysiert die
Umwandlung von Phosphatidylinositol zu Inositol-3,4-Bisphosphat und Inositol-3,4,5-
Trisphosphat, welche wiederum die Phosphoinositoide-Dependent-Kinase 1 (PDK1)
aktivieren. PDK 1 und 2 aktivieren die PKB durch Phosphorylierung je eines Serin-
und Threoninrests (Gum et al. 2003b). Die Aktivierung der PKB resultiert in der
Translokation GLUT4-haltiger Vesikel zur Plasmamembran (Abbildung 2) . In der
Plasmamembran vermittelt der GLUT4 Uber erleichterte Diffusion den Transport von
Glucose aus dem Blut in die Zelle. Weiterhin erhdht die PKB die Glykogensynthese
durch Inhibierung der Glykogensynthasekinase 3 und die damit einhergehende
Aktivierung der Glykogensynthase. Die Phosphorylierung und Aktivierung der PKB
und der PI3K kbénnen weiterhin eine verminderte Transkription von
glukoneogenetischen Enzymen und damit eine verminderte Glucoseproduktion in der
Leber zur Folge haben (Gum et al. 2003b, Cross et al. 1995).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Insulinsi gnaltransduktion (Cheng

et al. 2002)

Insulinresistenz

Insulinsensitivitat kann je nach Gewebe verschiedene Bedeutungen haben. Bei
Skelettmuskulatur und Fettgewebe bezieht sich die Insulinsensitivitat vor allem auf
die insulinabhéngige Glucoseaufnahme aus dem Blut in diese Zellen. Im Fall der
Leber bezieht sich der Begriff Insulinsensitivitat auf Prozesse der Glucoseproduktion
und —freisetzung (Youngren 2007).

Insulinresistenz  geht einher mit einer verdnderten Regulierung des
Insulinsignalweges, sodass die intrazellulare Signaltransduktion nicht zustande
kommt oder verringert ist (Saltiel 2001). Insulinresistenz &uf3ert sich durch
verminderten insulinabhangigen Glucosetransport bzw. —stoffwechsel in Geweben
(Kahn und Flier 2000), die normalerweise insulinsensitiv sind, wie Leber, Fettgewebe
und Skelettmuskulatur (Reaven 1988). Als Hauptursachen fir Insulinresistenz gelten
genetische Faktoren sowie ein ungunstiger Lebensstil (mangelnde Bewegung und
Uberernahrung) und Ubergewicht (McClung et al. 2004). Insulinresistenz fihrt zu
einer chronischen hohen Glucosebelastung der Organe. Supraphysiologische
Glucosekonzentrationen kdnnen tber die nicht-enzymatische Oxidation von Glucose
unter anderem durch Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu
Retinopathien, Niereninsuffizienz, Neuropathien und makrovaskularen Erkrankungen
sowie zu einer abnehmenden Funktion des Pankreas fuhren (Robertson 2004). Bei
B-Zellversagen ist die Insulinsekretion durch das Pankreas vermindert und eine

Insulinresistenz kann nicht mehr durch eine angepasste Insulinsekretion kompensiert
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werden. Insulinresistenz und das gleichzeitige Versagen der B-Zellen werden als Typ
Il Diabetes beschrieben. Die Entwicklung von Typ Il Diabetes ist jedoch genauso wie
die Entwicklung von Ubergewicht und Insulinresistenz von genetischen Faktoren und
Lebensstilfaktoren abhéngig. Insulinresistenz und Typ |l Diabetes bilden zusammen
mit anderen pathologischen Zustanden wie Adipositas, Hypertriglycerinamie und
Hypertonie das heterogene Krankheitsbild des metabolischen Syndroms (Joost et al.
2000). Bislang gelten Diaten, Kalorienrestriktion und Bewegung als wichtigste

Parameter zur Therapie und Pravention von Insulinresistenz und Typ Il Diabetes.

1.3  Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B und Insulinresis  tenz

Mogliche physiologisch-biochemische Ursachen einer Insulinresistenz  sind
strukturelle oder funktionelle Defekte der IR, eine verminderte Expression von IR, ein
verstarkter Abbau von Insulin oder eine erhdohte Expression bzw. Aktivitdt von
Enzymen, welche der Insulinsignaltransduktionskaskade entgegen wirken, wie die
Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP).

Protein-Tyrosin-Phosphatasen: Allgemeines

Viele Proteine, die an der zellularen Signaltransduktion beteiligt sind, werden tber
die Phosphorylierung und Dephosphorylierung ihrer Serin-, Threonin- oder
Tyrosinreste reguliert. Vorraussetzung fur die Kontrolle des Grades der
Phosphorylierung dieser Aminosaurenreste ist das Vorhandensein und die
Regulierung verschiedener Protein-Kinasen und -Phosphatasen. Protein-Kinasen
katalysieren die Phosphorylierung der Aminosaurenreste, wahrend die Protein-
Phosphatasen diese dephosphorylieren (Sivaramakrishnan et al. 2005).

PTPs sind wichtige Enzyme bei der Kontrolle von Zellzyklen und
Signaltransduktionsprozessen, indem sie gemeinsam mit Protein-Tyrosin-Kinasen
den Level der Tyrosinphosphorylierung regulieren (Hecht und Zick 1992). Sie kénnen
sowohl positiven als auch negativen Einfluss auf verschiedene zellulare
Signaltransduktions- und Stoffwechselwege haben (Walton und Dixon 1993).

Das menschliche Genom kodiert fir 107 PTPs (Koren und Fantus 2007). PTPs sind
Cystein-abhangige Enzyme, die durch ein PTP-Erkennungsmotiv, Cys-(Xaa)s-Arg, im

aktiven Zentrum definiert sind (Barford et al. 1998). Der Cysteinrest des aktiven
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Zentrums Kkatalysiert die Hydrolyse von Protein-Phosphotyrosinresten durch die
Bildung eines Cysteinylphosphats (Goldstein 1995, Abbildung 3 ).

Achtunddreif3ig PTPs sind ausschlie3lich spezifisch fir Phosphotyrosin (Alonso et al.
2004). Dabei werden 21 transmembrane Rezeptor-PTPs (RPTP-a, LAR (Leukocyte
Antigen Related Phosphatase), LAR-PTP2, RPTP-3, LCA(CD45), RPTP-x und
andere) von 17 intrazellularen Nicht-Rezeptor-PTPs (SH-PTP2, PTP-PEST, MKP-1,
cdc25, PTP 1B und andere) unterschieden (Streuli et al. 1990, Goldstein 1995).

PTP 1R
PTP 1B substrat
Substrat
- OH O\ /O'
O O B -O/ \
e : \ A T OH
5= o7 N 57\ ¢ _
Afvanfvwf ’ ’ i
PTP 1R PTP 1B PTP 1B
aktives Zentrum aktives Zentrum aktives Zentrum

Abbildung 3: Dephosphorylierungsreaktion der Protei n-Tyrosin-Phosphatase
1B nach Sivaramakrishnan et al. (2005)

Protein-Tyrosin-Phosphatasen als Gegenspieler des |  nsulinsignals

Isolierte IR behielten in in vitro Untersuchungen ihren autophosphorylierten Zustand
bei, auch wenn das Insulin bereits von der Ligandenbindungsstelle entfernt wurde.
Das heif3t, dass IR nicht in der Lage sind, sich selbst zu dephosphorylieren. In vivo
spielen deshalb zellulare PTPs eine bedeutende Rolle bei der Regulierung der
Insulinaktivitat. Die PTPs katalysieren die schnelle Dephosphorylierung der
Tyrosinreste des IR und seiner Signalmolekile. Die Rezeptorkinase wird deaktiviert
(Abbildung 4 , Kahn et al. 1994, Haring et al. 1984). Die Phosphatasen dienen so
der Vorbeugung einer exzessiven und insuffizienten Aktivierung des Insulinsignals
und darauf folgender Prozesse (Clampit et al. 2003, Gum et al. 2003b).

Vor allem die LAR, die Src-homlogy-Phosphatase 2 und die PTP 1B sind PTPs, die
in insulinsensitiven Geweben vorliegen und die reversible Tyrosinphosphorylierung
des IR und der IRS regulieren (Goldstein 1995).
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Physiologisch besteht ein Gleichgewicht zwischen Kinasen zur Signalweiterleitung
und Phosphatasen, welche die Signalweiterleitung unterbrechen. Uberaktivitat und
erhohte Expression der PTPs ist jedoch ein mdglicher Grund fir die blockierte

Signaltbertragung, die zu Insulinresistenz fuhrt.

Insulin @
'

R ﬁﬂ
— l

IRS-1

PTP 1B

Abbildung 4:  Schematische Darstellung der Wirkungsweise der Prot ein-
Tyrosin-Phosphatase 1B modifiziert nach Cheng etal . (2002)

Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B und Insulinresistenz

Die PTP 1B ist in vielen Geweben exprimiert. Sie ist mit ihrer katalytischen PTP-
Doméane und dem C-terminalen Segment ein Enzym mit einem Molekulargewicht von
ungefahr 50 kDa (Frangioni et al. 1992). Das C-terminale Segment der PTP 1B ist
hydrophob und richtet sich deshalb zur Membran des endoplasmatischen Retikulums
aus (Tonks 2003). Als Antagonist des IR und der dort einsetzenden
Signaltransduktion wirkt die PTP 1B dem Insulinsignal entgegen, indem sie sowohl
den IR als auch die IRS dephosphoryliert (Abbildung 4 , Calera et al. 2000).
Tatsachlich werden erhéhte PTP 1B-Level bzw. eine erhthte Aktivitat dieses Enzyms
bei Typ Il diabetischen Patienten (Clampit et al. 2003) sowie bei Adipositas
beobachtet (Kahn und Flier 2000). Mohammad et al. (2002) zeigten, dass
unbehandelte diabetische Ratten (fatty Zucker rats) eine 200% hohere PTP 1B-
Aktivitat im Skelettmuskel aufweisen als gesunde Artgenossen (Mohammad et al.
2002). Auch PTP 1B-Proteinlevel sind bei insulinresistenten tbergewichtigen
Patienten nachweislich erh6ht (Ahmad et al. 1997).
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Im Gegensatz dazu zeigten nicht-diabetische Méause ohne PTP 1B-Gen (PTP 1B -/-
Mause) eine erhohte Insulinsensitivitdt und selbst unter fettreicher Diat keine
Gewichtszunahme (Elchebly et al. 1999). Sie zeigten dabei eine verringerte
Fettzellmasse, jedoch keine verminderte Anzahl an Fettzellen (Klaman et al. 2000).
AulBerdem zeigten diese Mause einen erhdhten Grundumsatz (GU) ohne
offensichtliche negative Auswirkungen (Elchebly et al. 1999).

Die Hemmung der PTP 1B oder die Reduzierung der PTP 1B-Proteinlevel sind daher
maogliche Ziele fiur die Pravention und Behandlung von Insulinresistenz und Typ I
Diabetes (Gum et al. 2003a). Stoffe, welche die Proteinexpression bzw. Aktivitat der
PTP 1B vermindern, gewinnen deshalb an Bedeutung.

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten den Einsatz von PTP 1B-Antisense
Oligonukleotiden (ASO) bei ob/ob und db/db M&ausen. Dazu wurde ein ASO optimiert,
welches selektiv die messenger RNA (mRNA) fur PTP 1B bindet und somit die PTP
1B-Proteinexpression deutlich reduziert (Zinker et al. 2002). Die Behandlung von
diabetischen ob/ob oder db/db Mausen mit ASO fuhrte zu einer signifikant
verringerten PTP 1B-Proteinmenge in der Leber (Gum et al. 2003a) und im
Fettgewebe, nicht aber im Skelettmuskel der Tiere (Zinker et al. 2002). Die
Stimulierung mit Insulin fuhrte in der Leber von ASO-behandelten diabetischen ob/ob
Mausen, bei denen der PTP 1B-Proteinlevel in der Leber um 60% reduziert war, zu
einer drei- bis vierfach starkeren Phosphorylierung des IR und seiner IRS 1 und 2 im
Vergleich zu unbehandelten diabetischen ob/ob Mausen. Es konnte gezeigt werden,
dass in Abhangigkeit von der Aktivierung des IRS 2 die Aktivitat der PI3K um das
Dreifache anstieg. Die Phosphorylierung der PKB stieg dabei um das Siebenfache
an. Die Substrate der PKB, Glykogensynthasekinase 3a und 3@, wurden mehr als
doppelt so stark phosphoryliert. Auch in peripheren Geweben konnte gezeigt werden,
dass das Insulinsignal durch die Behandlung mit ASO verstarkt wurde. ASO-
behandelte Tiere zeigten eine erhdhte Phosphorylierung der PKB im Muskel auch
wenn dort Verdnderungen im PTP 1B-Proteinlevel nicht messbar waren (Gum et al.
2003b).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass allein die Reduzierung der Expression
bzw. Aktivitat der PTP 1B ausreicht, insulinabhangige Signalwege zu verstarken und
die Insulinsensitivitat zu verbessern (Gum et al. 2003b, Zinker et al. 2002). Die
Behandlung mit ASO verringerte Plasmaglucose- und Insulinspiegel und

normalisierte die postprandiale Glucoseclearance und den Glycohdmoglobin-Wert
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(HbA1c) (Gum et al. 2003a, Gum et al. 2003b, Zinker et al. 2002). Die Stérke der
Abnahme korrelierte dabei positiv mit der Hohe der ASO-Gabe. Gleichzeitig erhohte
sich die Sensitivitat fur Glucose und Insulin bei entsprechenden Toleranztests.
Weiterhin war in der Leber die Expression gluconeogenetischer Enzyme wie
Phosphoenolpyruvat Carboxykinase und Fruktose-1,6-Bisphosphatase verringert
(Zinker et al. 2002). Daruber hinaus konnten Rondinone et al. (2002) an diabetischen
ob/ob Mausen zeigen, dass verschiedene Gene des Fettstoffwechsels und der
Lipogenese durch die Reduzierung der PTP 1B beeinflusst wurden. Die Behandlung
mit ASO verursachte eine Downregulierung verschiedener lipogenetischer Gene.
Hieraus resultierte eine verminderte Lipogenese und somit eine verminderte

Entwicklung von Ubergewicht bei den behandelten Tieren (Rondinone et al. 2002).

1.4  Adipozytokine und Insulinresistenz

Das weil3e Fettgewebe ist nicht nur ein passives Speicherorgan, sondern besitzt
aulRerdem wichtige endokrine Eigenschaften und setzt aktiv eine Reihe an hormonell
wirksamen Proteinen frei. Diese Mediatoren machen die Kommunikation des
Fettgewebes mit vielen anderen Organen und Geweben wie Leber,
Skelettmuskulatur, Pankreas und Gehirn mdglich (Staiger und Haring 2005).
Proteine, die aus dem Fettgewebe freigesetzt werden, wie Leptin, Adiponektin,
Tumor Nekrose Faktor (TNF) a, Plasminogen-activator inhibitor type 1, Adipsin,
Resistin (Tsuchida 2005) und Interleukin 6 (IL-6) (Staiger und Haring 2005) werden
als Adipozytokine bezeichnet. Sie fungieren als Stoffwechselmodulatoren, als
vasoaktive Stoffe, als Wachstumsfaktoren oder zeigen verschiedene andere
Eigenschaften (Keller 2006, Tabelle 2). Im folgenden werden vor allem
Adipozytokine mit Einfluss auf die Insulinresistenz naher erlautert.

Leptin und Adiponektin, unterstiitzen die Wirkung des Insulins und reduzieren die
Level an Glucose und freien Fettsauren (FFA) im Blut. Andere Adipozytokine, zum
Beispiel TNFa und IL-6, zeigen hingegen eine ahnliche Wirkung wie Glukagon und
Katecholamine und erhdhen Blutglucosespiegel und FFA-Level im Plasma (Staiger
und Haring 2005). Diese Beispiele machen deutlich, dass die Insulinsensitivitat des
gesamten Korpers durch die Freisetzung verschiedener Faktoren aus dem weil3en

Fettgewebe beeinflusst werden kann und wird (Ohmura et al. 2007).
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Tabelle 2: Adipozytokine nach Keller (2006)

Adipozytokin Funktion
Stoffwechsel-  Leptin Sattigungsgefinhl
modulatoren

Adiponektin Insulinsensitivitat

Resistin Insulinresistenz

Lipoprotein Lipase

Apolipoprotein E

Lipolyse

Lipidstoffwechsel

Cytokine Tumor Nekrose Faktor a Insulinsensitivitat, Wirtsabwehr
Interleukin 6 Insulinsensitivitat, Inflammation
Vasoaktive Angiotensinogen/Angiotensin Il Blutdruck

Regulatoren
Prostacyclin

Gerinnung, Gefalwiderstand

Wachstums- Insulin Growth Factor 1 Zellproliferation
faktoren
Somatostatin Hemmung der Sekretion von Insulin und
Wachstumshormonen
Andere Adipsin Komplementsystem

Resistin-like molecule-a

Hemmung der Adipozytendifferenzierung

Adipozytokine, welche die Insulinsensitivitat des O

rganismus erh6hen

Zu den Adipozytokinen, welche die Wirkung des Insulins unterstitzen oder die
Insulinsensitivitat peripherer Organe erhéhen, gehéren vor allem Adiponektin und
Leptin (Ohmura et al. 2007). Aber auch Visfatin besitzt insulinomimetische
Eigenschaften und erhoht in der Leber die Glucoseaufnahme aus dem Blut und
vermindert die hepatische Glucoseproduktion (Zhou et al. 2007).

Adiponektin ist ein ausschlief3lich adipozytenspezifisches Protein (Roffey et al. 2007),
welches in hohen Mengen (100- bis 1000-fach hoher konzentriert als andere
Hormone und Zytokine) im Blut zirkuliert. Adiponektin vermittelt seine Wirkung an
Leber und Skelettmuskulatur Uber verschiedene Rezeptoren (Ohmura et al. 2007).
Durch seine Bindung an Adiponektinrezeptoren 1 und 2 vermittelt Adiponektin die
Phosphorylierung und Hemmung der Acetyl CoA Carboxylase (ACC), was zu einer
verminderten Fettsauresynthese fuhrt. Aul3erdem fordert Adiponektin  die
Fettsdureoxidation und erhoht die Glucoseaufnahme in die Zelle, wahrend die
2005). Plasmalevel

Glukoneogenese vermindert wird (Tsuchida et al. von
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Adiponektin sind nachweislich vermindert bei Ubergewicht, Insulinresistenz,
Hyperinsulinamie und koronaren Herzerkrankungen (Staiger und Haring 2005). Das
hei3t, Adiponektinspiegel und Fettgewebsmasse bzw. viszerale Fettzellmasse
korrelieren negativ (Chan et al. 2005, Semple et al. 2006), wahrend die
Insulinsensitivitat von Skelettmuskulatur und Leber direkt von Adiponektin abhangt
(Ohmura et al. 2007, Semple et al. 2006). Verminderte Adiponektinlevel bei
Ubergewicht begunstigen langfristig tiber erhéhte Glucoselevel und erhéhte Level an
FFA im Serum eine Insulinresistenz. Bei Ubergewicht und Hyperinsulinamie kommt
es zusatzlich zu verminderten Adiponektinspiegeln auch zu einer verminderten
Expression von Adiponektinrezeptoren und dadurch insgesamt zu einer reduzierten
Adiponektinbindung an den Rezeptor (Tsuchida et al. 2005).

Auch Leptin ist ein fettgewebsspezifisches Hormon. Seine Aufgabe ist vor allem die
Reduzierung der Nahrungsaufnahme und die Regulierung der Energiebalance
(Keller 2006). Zunachst scheint Leptin, weil es mit steigender Fettgewebsmasse
vermehrt ausgeschuttet wird, der Entwicklung einer Insulinresistenz entgegen zu
wirken. Chronisch hohe Leptinspiegel konnen jedoch zu einer Leptinresistenz fihren,
sodass periphere Gewebe nicht mehr auf dieses eigentlich gunstige Hormon
ansprechen und die negativen Effekte vermehrter Fettgewebsmasse uberwiegen
(Staiger und Haring 2005).

Adipozytokine, welche die Insulinsensitivitat des O rganismus vermindern
Wichtige Adipozytokine, die eine Insulinresistenz begunstigen und deshalb eine
Schliusselrolle bei der mit Ubergewicht assoziierten Insulinresistenz spielen, sind
unter anderem TNFa, IL-6 und Resistin (Ohmura et al. 2007).

TNFa ist ein multifunktionaler Signalstoff des Immunsystems. Neben seinen
wichtigen Funktionen im Immunsystem fordert TNFa aul3erdem die Lipolyse in reifen
Adipozyten und spielt eine entscheidende Rolle im Fettstoffwechsel und bei der
Entwicklung einer Insulinresistenz. TNFa besitzt antiadipogene Eigenschaften und
wirkt gezielt einer Differenzierung des Fettgewebes entgegen, was mit einer Down-
Regulierung verschiedener fettgewebsspezifischer Proteine einhergeht. Betroffen
sind davon unter anderem Proteine wie Lipoproteinlipase (LPL), fatty acid binding
protein (FABP), fatty acid synthetase, ACC, Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase
und GLUT4 (Hube und Hauner 1999). Ubergewicht fiihrt zu einer erhohten

Expression an TNFa. Die Menge an TNFa-mRNA Kkorreliert dabei positiv mit dem
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Korpergewicht (KG) und dem Grad der Adipositas (Staiger und Haring 2005), wobei
subkutane Fettdepots eine hohere TNFa-mRNA-Expression zeigen als viszerale
Fettdepots.

In erhohter Konzentration, durch Ubergewicht, nimmt TNFa direkt Einfluss auf die
Insulinsignaltransduktion und behindert den Insulin-stimulierten Glucosetransport.
TNFa ist deshalb entscheidend an der Entstehung der Ubergewicht-vermittelten
Insulinresistenz peripherer Organe beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass adip6se
Méause mit fehlendem TNFa- oder TNFa Rezeptor-Gen vor der Entwicklung einer
Insulinresistenz geschuitzt sind (Hube und Hauner 1999). Hube und Hauner (1999)
formulierten die Hypothese, dass TNFa eine Insulinresistenz induziert, um dem
Wachstum des Fettgewebes und einer unkontrollierten Fettakkumulation entgegen
zu wirken. Verschiedene Mdglichkeiten, wie TNFa die Insulinsignaltransduktion
beeintrachtigt, werden diskutiert. Ein Ansatz stellt eine verminderte Expression an
IRS 1 und GLUT4 zur Weiterleitung des Insulinsignals dar (Hube und Hauner 1999,
Staiger und Haring 2005). Ein weiterer Ansatz ist eine TNFa-vermittelte Serin-
Phosphorylierung des IRS 1, was zu einer gestdrten Bindung des IRS 1 an den IR
und somit auch zu einer verminderten Tyrosinphosphorylierung des IRS 1 fuhrt
(Staiger und Haring 2005). Weiterhin kommt es durch erhdhte Spiegel an TNFa zu
einer erhéhten Expression der PTP 1B, welche die Weiterleitung des Insulinsignals
unterbricht (Nieto-Vazquez et al. 2007). Die Autoren Nieto-Vazquez et al. (2007)
untersuchten an normalen immortalisierten Muskelzellen der Maus im Vergleich zu
solchen ohne PTP 1B-Gen die Auswirkungen einer TNFa-Gabe auf die Entwicklung
einer Insulinresistenz. Es konnte gezeigt werden, dass das Fehlen der PTP 1B
effektiv vor einer TNFa-induzierten Insulinresistenz schitzt. Die Autoren vermuten
deshalb, dass TNFa Uber eine erhdhte Expression und Aktivitat der PTP 1B die
Insulinsensitivitat an Muskelzellen vermindert. In vivo Experimente konnten diese
Ergebnisse bestatigen.

AulRerdem scheinen TNFa, aber auch IL-6, die Expression von Adiponektin, welches
die Insulinsensitivitat verbessert, zu verringern. Auch IL-6 scheint deshalb eine
entscheidende Rolle im Glucose- und Fettstoffwechsel zu spielen. Chronisch hohe
Level an TNFa und IL-6 begunstigen jedoch nicht nur eine Insulinresistenz, sondern
fordern auch unabhangig davon inflammatorische Prozesse, Atherosklerose und

andere Komplikationen einer Insulinresistenz (Staiger und Haring 2005).
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Ein weiteres pro-diabetisches Hormon ist das Resistin. Der Name Resistin steht fur
Lresistance to insulin“. Expression und Sekretion von Resistin nehmen mit steigender
Nahrungsaufnahme und Fettzellmasse zu. Dabei spielt es keine Rolle, ob das
Ubergewicht Diat-induziert ist oder durch bestimmt genetische Dispositionen
hervorgerufen wird. Resistin wird vor allem im viszeralen Fettgewebe im Vergleich
zum subkutanen Fettgewebe vermehrt exprimiert. Wahrend Anti-Resistin-Antikorper
die Blutglucosespiegel und das Insulinsignal verbessern, scheint die Gabe von
Resistin bei Wildtyp Mausen eine Insulinresistenz hervorzurufen (Nerurkar et al.
2010). Obwohl Studien zu Resistin und seiner Wirkung bei der Entwicklung einer
Insulinresistenz bei Mausen vielversprechend scheinen, ist die Rolle von Resistin
beim Menschen noch nicht hinreichend geklart (Staiger und Haring 2005).
Abgesehen von ihren jeweiligen individuellen Wirkmechanismen bei der
Beeinflussung der Insulinsensitivitat peripherer Organe scheinen Adipozytokine auch
Uber die Regulation des Fettsaurestoffwechsels an der Verknupfung von Adipositas
und Insulinresistenz beteiligt zu sein. Leptin férdert die Aufnahme von FFA in den
Muskel und erhoht dort die Fettsdureoxidation und vermindert gleichzeitig die
Fettsauresynthese uber die Hemmung der ACC (Staiger und Haring 2005). Auch
Adiponektin  vermindert die Plasmalevel von FFA (ber eine erhthte
Fettsaureoxidation im Muskel und hemmt gleichzeitig die Produktion von TNFa,
welcher die Freisetzung von FFA aus den Adipozyten in den Blutkreislauf erhoht
bzw. der Aufnahme von FFA aus dem Blut in den Adipozyten entgegenwirkt. Hohe
Level an FFA im Plasma sind ein unabhangiger Risikofaktor bei der Entstehung einer
Insulinresistenz. Eine chronische Belastung mit erhdhten FFA-Leveln beglinstigt eine
Insulinresistenz an Skelettmuskulatur und Leber (Ohmura et al. 2007). Infusionen mit
FFA bei Menschen fiuhrten zu einer Hemmung der Insulinsignaltransduktion (Dresner
et al. 1999).
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1.5 Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptorenun  d
Insulinresistenz
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) gehodren zur Gruppe der
ligandenaktivierten, intrazellularen Rezeptoren. Drei Isotypen von PPARs sind
bekannt. PPARa ist vor allem in Leber und braunem Fettgewebe und weniger in
Herz, Nieren und Skelettmuskulatur exprimiert. PPARy existiert in zweli
unterschiedlichen Formen. Insgesamt ist der PPARy vor allem im Fettgewebe
exprimiert. Der PPARS (bzw. PPARp) ist in vielen Geweben exprimiert. Die grolite
Bedeutung hat er jedoch vor allem in Fettgewebe, Skelettmuskulatur, Herz und Haut.
Die PPAR®-Expression ist nuchtern und nach dem Sport sowie bei Vorhandensein
von Fettsduren (FS) erhéht. Der PPARS unterstitzt PPARa-aktivierte Prozesse des
Fettstoffwechsels (Jay und Ren 2007).
PPARs besitzen jeweils eine Liganden-Bindungs-Domane und eine DNA-Bindungs-
Domane. Wenn ein Ligand an den jeweiligen PPAR bindet, kommt es zu einer
Konformationsanderung und Verlagerung des PPAR in den Zellkern. Dort dimerisiert
der PPAR mit dem Retinoid-X-Rezeptor, ebenfalls ein ligandenaktivierter Rezeptor,
und kann dann an spezifische DNA-Sequenzen von Zielgenen, den peroxisom
proliferator response elements (PPRE), binden (Abbildung 5) .

Abbildung 5:  Schematische Darstellung der PPAR-Aktivierung (Ahme  d et al.
2007)

Diese Bindung an das PPRE kann dann je nach Gen eine verstarkte oder
verminderte Transkription des entsprechenden Zielgens verursachen (Tsuchida et al.
2005, Semple et al. 2006). Die Regulation der Transkription des Zielgens ist dabei
stark abhéangig vom jeweiligen Ligand, der an den PPAR bindet. Obwohl PPARs
nach ihrer Fahigkeit benannt sind, die Proliferation von Peroxisomen in der Leber
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von Mausen nach Stimulierung mit Xenobiotika einzuleiten, ist heute bekannt, dass
PPARs vor allem entscheidend an der Regulation des Fett- und

Kohlenhydratstoffwechsels beteiligt sind (Semple et al. 2006).

PPAR«

Der PPARa reguliert mehr als 80 bis 100 Gene und ist damit entscheidend an der
Regulation verschiedener Stoffwechselwege beteiligt. Zu den Prozessen, die der
PPARa reguliert, gehéren vor allem Prozesse des Fettstoffwechsels wie die [-
Oxidation und der Lipoproteinstoffwechsel sowie inflammatorische Prozesse (Ahmed
et al. 2007). Studien an Mausen mit fehlendem PPARa-Gen haben gezeigt, dass bei
diesen Tieren die Aufnahme von FS in die Leber und deren Oxidation im Vergleich
zu Artgenossen des Wildtyps beeintrachtigt waren. Dies ging einher mit einer
verminderten Protein- und Genexpression von Enzymen, die an diesen Prozessen
beteiligt sind, wie die Acyl CoA Dehydrogenase (Ahmed et al. 2007, Aoyama et al.
1998). Die Expression des PPARa ist niuchtern besonders hoch. Der PPARa
vermittelt dann die FS-Aufnahme in die Leber und deren Oxidation zur
Energiegewinnung und beugt gleichzeitig einer vermehrten Fettzellmasse vor.
PPARa-Agonisten wie Fibrate werden deshalb als Arzneimittel bei der Behandlung
von Hyperlipidamie und Hypercholesterinamie eingesetzt. Es gibt jedoch auch
zahlreiche natirliche Liganden, die den PPARa aktivieren. Dazu gehdren langkettige
FS (LCFA) und mehrfach ungesattigte FS wie Linolsaure, Linolensdure und
Arachidonsaure sowie deren oxidierte Formen; aul3erdem verschiedene Eicosanoide
und Leukotrien B4 (Ahmed et al. 2007). Glucose vermindert die Expression von
PPARa, was mit einer verminderten Fettsaureoxidation und einer vermehrten

Fettspeicherung einhergeht (Jay und Ren 2007).

PPARY
Zu den natdrlichen Liganden, die den PPARy aktivieren, gehéren verschiedene
ungesattigte FS, oxidierte Fette, Eicosanoide sowie Prostaglandine. Die
Empfindlichkeit gegentiber diesen verschiedenen Liganden zeigt, dass der PPARy
nicht bevorzugt auf einen spezifischen Liganden anspricht, sondern viel mehr als
genetischer Sensor auf das Vorhandensein verschiedener FS und anderer Molekiile
reagiert. Im  Fettgewebe ist der PPARy entscheidend an der
Adipozytendifferenzierung und an der Adipogenese beteiligt, indem er unter anderem
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Uber die Hochregulierung verschiedener Gene die Aufnahme von FS in die
Adipozyten fordert. Die Expression von PPARyY nimmt postprandial zu (Semple et al.
2006). Mause mit heterozygot fehlendem PPARy-Gen zeigen bei fettreicher
Ernahrung eine verminderte Gewichtszunahme, Fettgewebsmasse und Fettzellgrolie
sowie eine erhohte Insulinsensitivitat im Vergleich zu Artgenossen des Wildtyps.
Diese Ergebnisse zeigen, dass der PPARy unter fettreicher Ernahrung eine
Hypertrophie der Adipozyten sowie die Entstehung von Ubergewicht und
Insulinresistenz vermittelt (Tsuchida et al. 2005).

Zunachst scheint es deshalb widersprtchlich, dass Thiazolidindione (TZD), welche
als effektive PPARy-Agonisten fungieren, als Insulin-Sensitizer in der Behandlung
Typ Il diabetischer Patienten eingesetzt werden. Verschiedene Ansatze zur Klarung,
wie PPARy-Agonisten die Insulinsensitivitdt erhdhen, werden diskutiert. Die ,lipid
steal“-Hypothese geht davon aus, dass PPARy-Agonisten die Aufnahme und
Speicherung von FS in den Adipozyten fordern und somit die Einlagerung von FS in
andere Gewebe wie Skelettmuskulatur und Leber reduzieren, sodass diese Gewebe
ihre Insulinsensitivitat behalten bzw. verbessern. Gleichzeitig werden Level an FFA
im Serum reduziert (Semple et al. 2006, Ye et al. 2004). Ein weiterer Ansatz stellt ein
verandertes Profil an Adipozytokinen, die das Fettgewebe sezerniert, nach PPARYy-
Aktivierung dar. Zu den Genen, die Uber PPARYy reguliert werden gehéren unter
anderem Adiponektin, welches nach einer Behandlung mit TZD vermehrt
ausgeschittet wird, sowie TNFa und Resistin, deren Level nach einer Behandlung
mit TZD vermindert sind (Semple et al. 2006, Staiger und Haring 2005, Hube und
Hauner 1999). Zusatzlich scheint eine supraphysiologische Aktivierung des PPARy
durch TZD oder andere PPARy-Agonisten die Differenzierung der Adipozyten zu
stimulieren. Einer Diat-induzierten Adipozytenhypertrophie und der damit einher
gehenden vermehrten Freisetzung von TNFa und FFA kann somit vorgebeugt
werden (Tsuchida et al. 2005).

Die insulinsensitivierende Wirkung von TZD geht jedoch mit einer vermehrten
Fettzellmasse und Gewichtszunahmen einher (Tsuchida et al. 2005). Andere
Nebenwirkungen einer Behandlung mit TZD sind Odeme, Anamien und
Hypercholesterindmie. Deshalb gewinnen therapeutische Substanzen, welche
sowohl als PPARy- als auch als PPARa-Agonist fungieren, immer mehr an

Bedeutung. Dual wirkende PPAR-Agonisten machen eine gleichzeitige und effektive
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Behandlung von Insulinresistenz, Hyperlipidamie und abdominaler Adipositas
maoglich. In vitro konnte bereits gezeigt werden, dass Extrakte der Bittergurke sowohl

PPARYy als auch PPARa aktivieren (Chao und Huang 2003).

1.6  Bittergurke ( Momordica charantia)

Viele Pflanzen und pflanzliche Inhaltsstoffe werden in der traditionellen Medizin bei
der Behandlung von Diabetes mellitus eingesetzt. Nur wenige dieser Pflanzen
wurden jedoch bisher ausreichend wissenschaftlich untersucht und ihre
antidiabetische Wirkung bei Labortieren oder Patienten bewiesen (Ojewole et al.
2006). Momordica charantia und ihrer Frucht, der Bittergurke, konnten hingegen in
tierexperimentellen Untersuchungen sowohl bei Typ | als auch bei Typ i
diabetischen Modelltieren eine blutzuckersenkende Wirkung nachgewiesen werden
(Krawinkel und Keding 2006).

Momordica charantia ist eine tropische Kletterpflanze der Familie der
Kirbisgewéachse (Cucurbitaceae) mit griinen Blattern und gelben Bliten. Momordica
charantia wird vor allem wegen ihrer essbaren Frichte in Afrika, Asien, Siidamerika
und der Karibik in grolem Umfang angebaut (Basch et al. 2003). Je nach Sorte ist
die Frucht weil3 oder grin, unterschiedlich geformt und grof3. Kleine Sorten werden 6
bis 10 cm lang, wahrend andere Sorten tber 30 cm lang sein kdnnen. Der essbare
Teil der Frucht besteht aus einer dinnen warzigen Schale und einer schmalen
Schicht Fruchtfleisch. In der Mitte der Frucht, von einem Mark umgeben, befinden
sich die Samen. Die grof3en flachen Samen sind besonders bitter und werden
deshalb haufig vor dem Verzehr entfernt. Insgesamt gehort die Frucht von
Momordica charantia zu den bittersten Gemusesorten tUberhaupt. Die Bitterkeit der
Frucht nimmt mit der Reife zu. Wahrend der Reifung farben sich das Fruchtfleisch
und die weil3en Samen langsam gelb bis orange bzw. rot. Die reife Frucht bekommt
ein weiches Fruchtfleisch, welches sich dann nach aufen stilpt und die Samen
freilegt (Abbildung 6) .

Verzehrt wird die Frucht nur im grinen unreifen Zustand bis zur leicht gelblichen
Verfarbung. Die unreife Frucht ist als preiswertes Gemise in Sid- und Ostasien
sowie in tropischen Gebieten Afrikas das ganze Jahr auf dem Markt verfigbar (Sekar
et al. 2005, Njoroge und van Luijk 2004) und wird je nach Region unter anderem auch

als Bittergurke, bittere Springgurke, Karela, African cucumber, balsam apple, balsam
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pear, balsamo, beta-momorcarin, bitter apple, bitter cucumber, bitter gourd oder
carilla gourd bezeichnet (Basch et al. 2003).

Die Bittergurke wird aufRerdem in der traditionellen Medizin in Asien, Afrika und
Sudamerika zur Behandlung verschiedener Erkrankungen wie Schuppenflechte,
Unfruchtbarkeit, gastro-intestinale Krampfe, Infektionen, Krebs sowie als Abortivum
eingesetzt. Dazu werden vor allem Extrakte oder Pulver der Frucht und selten Tees
aus den Stielen und Blattern der Pflanze verwendet (Basch et al. 2003). Einen
besonderen Einsatz in der traditionellen Medizin findet die Bittergurke jedoch als
blutzuckersenkendes Mittel bei der Behandlung und Pravention von Diabetes
mellitus (Cummings et al. 2004, Singh et al. 2004).

Dabei werden verschiedene Mechanismen der blutzuckersenkenden Wirkung
diskutiert. Extrakte der Bittergurke vermindern zum einen die intestinale
Glucoseaufnahme (Singh et al. 2004, Mahomoodally et al. 2004). In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass Extrakte der Bittergurke sowohl in vitro
als auch in vivo die Aktivitdt intestinaler Disaccharidasen hemmen, wodurch
wiederum die intestinale Aufnahme von Monosacchariden herabgesetzt wird (Kumar
Shetty et al. 2005, Oishi et al. 2007). Als weiterer Mechanismus der
blutzuckersenkenden Wirkung der Bittergurke wird eine erhthte Insulinsekretion
beschrieben. Verschiedene Autoren konnten zeigen, dass Extrakte der Bittergurke
sowohl in vivo als auch in vitro die Insulinsekretion des Pankreas steigern und die
Anzahl Insulin positiver Zellen erhéhen (Singh et al. 2004, Ahmed et al. 1998).
Darliber hinaus scheinen die Bittergurke und ihre Extrakte die Insulinsensitivitat an
Muskel- und Fettzellen effektiv zu erhéhen (Yibchok-Anun et al. 2006, Roffey et al.
2007). Aufgrund der vielen unterschiedlichen Versuchsmodelle und getesteten
Extrakte ist jedoch noch nicht hinreichend geklart, welche Substanzen oder
Substanzgruppen hauptsachlich far die insulinsensitivierende Wirkung der
Bittergurke verantwortlich sind und welcher biochemische Mechanismus dieser
Wirkung zugrunde liegt.

Diese Arbeit zur ,Untersuchung der antidiabetischen Wirkung von Momordica
charantia — Extrakten® hat deshalb das Ziel, die Wirkung unterschiedlicher
Substanzgruppen der Bittergurke am Typ Il diabetischen Modelltier zu testen und
beziglich Wirksamkeit und Wirkmechanismus miteinander zu vergleichen. Die
Identifizierung der Substanzgruppe mit den starksten blutzuckersenkenden

Eigenschaften macht die Entwicklung eines Supplements zur Pravention und
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Behandlung von Diabetes mellitus moglich. Besonders in Entwicklungslandern, wo
Erndhrung und diatetische MalRnahmen eine entscheidende Rolle bei der
Behandlung von Diabetes mellitus darstellen, kann die Bittergurke als Supplement
oder traditionelles Gemise einen entscheidenden Beitrag bei der Pravention und
Behandlung von Diabetes mellitus leisten.

Zur Aufklarung des biochemischen Mechanismus der insulinsensitivierenden
Wirkung der Bittergurke wurden die Regulation der PTP 1B sowie eine mdgliche

Aktivierung von PPARa und y durch die Behandlung mit der Bittergurke untersucht.

’I‘A".

Abbildung 6: Reife Frucht von Momordica charantia
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2 Material und Methoden

2.1  Materialbezug

Bittergurken ( Momordica charantia)

Fur den Erndhrungsversuch mit db/db Mausen wurden unreife Frichte einer
Thailandischen Sorte der Bittergurke, welche von Chao and Huang (2003) als green
bitter gourd bezeichnet wurde, verwendet. Die frischen Frichte stammten aus der

Aufzucht der Firma Wong’s Asia-Latino in Frankfurt am Main, Deutschland.

Zur Quantifizierung bioaktiver Inhaltsstoffe in verschiedenen Sorten bzw. Proben der
Bittergurke wurden funf weitere Sorten der Firma Wong’s Asia-Latino in Frankfurt am
Main bezogen. Zusammen mit der Sorte, die fir den Tierversuch eingesetzt wurde,
ergab das eine Anzahl von sechs Proben, die als ganze Frucht mit Samen
untersucht wurden. Probe 5 entsprach dabei etwa der Sorte, die von Chao und
Huang (2003) als pearl bitter gourd bezeichnet worden war. Die anderen funf Proben
entsprachen mit Unterschieden beziglich GroR3e, Farbe und Form der Sorte, die von
Chao und Huang (2003) als green bitter gourd beschrieben worden war.

Pulver vom Fruchtfleisch weiterer funf griner (Proben 7-11) bzw. drei weil3er (Proben
12-14) Sorten der Bittergurke wurden vom World Vegetable Center (Taiwan) zur
Verfiigung gestellt. Proben 7-14 konnen folgendermalRen beschrieben werden:
TOT4234 aus Bangladesh (7), NS1020 von Namdhari seed in Indien (8), TOT2533
aus Indien (9), best 165 F1 von East-West seed company in Thailand (10), Karela
von einem traditionellen Markt in Taiwan (11), Yueh-Hua von Know-you seed in
Taiwan (12), showy von Know-you seed in Taiwan (13) und showy von einem

traditionellen Markt in Taiwan (14).

db/db Méause

Die db/db Maus ist eine nattrliche Mutante der Black 6 Maus. Die Tiere besitzen
einen Rezeptordefekt fur das Fettgewebshormon Leptin. Aufgrund dieses Leptin-
Rezeptordefektes werden die Tiere fettsiichtig und Typ Il diabetisch. Die db/db Maus
stellt ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung des Typ Il Diabetes einhergehend
mit Hyperglykamie und Insulinresistenz dar. Die db/db Maus wurde deshalb als

Tiermodell zur Untersuchung der antidiabetischen Wirkungen der Bittergurke
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gewahlt. Die fur den Ernédhrungsversuch eingesetzten 45 wachsenden abgesetzten
mannlichen db/db Mause (BKS. Cg-+Leprdb/+Leprdb/0laHsd) stammten von Harlan

Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland.

2.2  Herstellung der verschiedenen Fraktionen der Bi  ttergurke

Die Extraktion der Lipid-, der Saponin- und der wasserldslichen Fraktion fur den
Ernahrungsversuch mit db/db M&ausen erfolgte durch die Kombination der Methoden,
die von Oishi et al. (2007) und Chao und Huang (2003) beschrieben wurden
(Abbildung 7) .

Die frischen Frichte der Bittergurke wurden geschnitten, gefriergetrocknet (Gamma
1-20 von CHRIST, Osterode, Deutschland) und gemahlen. 200 g des so
gewonnenen homogenen Pulvers wurden mit 3 L Ethylacetat versetzt und im
Dunkeln fir 2 Stunden auf dem Magnetriihrer geriihrt und anschlieend filtriert. Mit
Hilfe des Rotationsverdampfers (Laborota digital 4002 von Heidolph, Schwabach,
Deutschland) wurde das Ethylacetat im Filtrat bei einer moderaten Temperatur von
33T verdampft. Der Rulckstand, die Lipidfraktion, wurde in Trinkwasser
aufgenommen und portionsweise bei —20C eingefroren .

Der nicht Ethylacetat-l6sliche Filterriickstand wurde wiederum mit 3 L Methanol
versetzt, das Gemisch im Dunklen fur 2 Stunden auf dem Magnetrihrer gerihrt und
anschlieBend filtriert. Das Filtrat wurde im Rotationsverdampfer bis zur Trockene
eingeengt und der trockene Rickstand in 250 mL destilliertem Wasser und 250 mL
n-Butanol gelost und die Phasentrennung abgewartet. Die Wasserphase wurde
anschlieRend bei 40T eingedampft und der Rickstand, die wasserldsliche Fraktion,
mit Trinkwasser verdinnt und portionsweise bei —20°C eingefroren. Die n-
Butanolphase wurde ebenfalls bei 40C bis zur Trock ene eingedampft und der
Ruckstand, die sog. Saponinfraktion, mit Trinkwasser verdunnt und bei —20C
eingefroren.

Alle Extrakte wurden so mit Trinkwasser verdinnt, dass jeweils eine Konzentration
von 45 mg Extrakt pro mL Trinkwasser erreicht wurde. Entsprechend wurde
zusatzlich eine Menge von 2,74 g gefriergetrockneter, gemahlener Bittergurke in
60,93 mL Trinkwasser geldst. Bei der Lipidfraktion wurde vor der Portionierung und

der Verwendung auf Homogenitat des Gemisches geachtet.
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Bittergurke

ganze Frucht
gefriergetrocknet und gemahlen

Extraktion mit Ethylacetat

Lipidfraktion
Rest

Extraktion mit Methanol .
Methanolfraktion

Rest

n-Butanol/Wasser

Wasserphase n-Butanolphase

wasserlosliche Fraktion Saponinfraktion

Abbildung 7:  Herstellung der verschiedenen Fraktionen der Bitter gurke
(ganze Frucht, Lipidfraktion, Saponinfraktion und w asserlosliche Fraktion)

2.3  Erndahrungsversuch mit db/db Mausen

Fur den Erndhrungsversuch wurden die 45 wachsenden abgesetzten mannlichen
db/db Mause funf Gruppen mit jeweils neun Tieren zugeordnet. Die Tiere wurden flr
den Versuchszeitraum von funf Wochen einzeln in Kunststoffkafigen mit Einstreu bei
22T und bei einem 12h:12h Tag-Nacht-Zyklus gehalte n. Die Mause hatten freien
Zugang zum Futter (Anhangstabelle 1) mit allen Nahrstoffen im Bereich der
Empfehlungen nach NRC (1995) und zum Trinkwasser. Vor Versuchsbeginn wurden
Trockenmasse (TM), Rohasche, Rohprotein und Rohfett des Futters bestimmt.
Gehalte an Rohprotein und Rohfett entsprachen den Empfehlungen nach NRC
(1995) (Tabelle 3).

Den Mausen wurde auf3erdem Uber den Versuchszeitraum von finf Wochen eine
tagliche Menge von 150 mg/kg KG der gesamten Frucht bzw. der Lipid-, der
Saponin- oder der wasserldslichen Fraktion der Bittergurke, in Trinkwasser gelost,
mit Schlundsonde verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt eine entsprechende Menge
Trinkwasser mit Schlundsonde. Die Wahl der zu verabreichenden oralen Dosis von
150 mg Bittergurkenfraktion pro kg KG erfolgte nach Sathishsekar und Subramanian
(2005).
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Tabelle 3: Trockenmasse (TM), Rohasche, Rohprotein und Rohfett der Diat fur
Mause im Vergleich zu den Empfehlungen nach NRC (19 95)

analysiert Empfehlung nach NRC (1995)
™ [%] 8493 e
Rohasche [%TM] 45 e
Rohzucker [%TM] 302
Rohprotein [g/kg TM] 199,0 200,0
Rohfett [o/kg TM] 47,2 50,0

Zu Versuchsbeginn waren die mittleren Lebendmassen der Gruppen mit 29,2 + 0,2 g
anndhernd gleich. Die Gewichtsentwicklung der Tiere sowie die Futteraufnahme
wurden bis zum Versuchsende wochentlich protokolliert.

Vor sowie zwei Wochen nach Versuchsbeginn wurden mittels Blutzuckermessgerat
und entsprechender Sensoren (Ascensia® ELITE SENSOR von Bayer Health Care,
Leverkusen, Deutschland) die Blutglucosespiegel nach jeweils sechsstindiger
Nuchterung gemessen. Ein Tropfen Blut wurde dazu durch Punktion der
Schwanzvene gewonnen.

Nach Ablauf des Versuchszeitraums wurden die Tiere mit CO, betaubt und
anschlieBend dekapitiert. Mittels Keto-Diabur-Test 5000 Streifen (Roche, Schweiz)
wurde der Urin auf Glucose und Ketonkdrper untersucht und das Ergebnis
protokolliert. Leber, Nieren, Skelettmuskel und Fettgewebe wurden sofort in
flissigem Stickstoff schockgefrostet und bis zur weiteren Analyse bei —80C gelagert.
Zur Blutentnahme wurden Ethylendiamintetraacetat- (EDTA-) Monovetten
(KABAVETTE® von KABE Labortechnik GmbH, Niimbrecht-Elsenroth, Deutschland)
verwendet. Im Blut wurde als Langzeitparameter flr Blutglucosespiegel der HbA;c-
Wert bestimmt. Dazu wurden ein Test Kit (HA1C Kit) sowie ein Analyzer (Dimension®

Xpand™) von Siemens Healthcare Diagnostics (Eschborn, Deutschland) verwendet.
Der Versuch wurde beim Regierungspréasidium Giel3en unter dem Zeichen V 54 — 19

c 2/15 ¢ GI 19/1 angezeigt. Gegen die Durchfihrung des Versuchs bestanden keine

Bedenken seitens des Regierungsprasidiums.
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2.4  Messung der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B-Akti  vitat

Probenvorbereitung

Leber, Muskel und Fettgewebe wurden jeweils zunachst 1:5 (w/w) in Puffer A (50
mmol/L 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure, 50 mmol/L NaCl, 0,5
mmol/L EDTA, 0,1 mmol/L Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF); pH=7,2)
eingewogen und das Gemisch jeweils mit einem Dispergiergerat (Miccra D-8 von Art-
moderne Labortechnik, Mullheim-Hugelheim, Deutschland) homogenisiert und das
Rohhomogenat in der Kihlzentrifuge (Labofuge 400R von Heraeus Instruments,
Hanau, Germany) fur 30 Minuten bei 13.000 Umdrehungen pro Minute (rpm) und
einer Temperatur von 2T zentrifugiert. Der zytosol ische Uberstand wurde mit Puffer
A zur enzymatischen Bestimmung je nach Proteingehalt und erwarteter PTP-Aktivitat
weiterverdinnt.

Um die Ergebnisse der enzymatischen Bestimmungen auf ein Gramm Protein zu
beziehen, wurde der Proteingehalt der vorbereiteten Proben nach der Bradford-

Methode bestimmt.

Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Der Farbstoff Coomassie brilliant blue G-250 beinhaltet die beiden unterschiedlichen
Farbungen rot und blau. Der Farbstoff bindet an Proteinmolekile, wodurch eine
Umwandlung des roten Farbstoffs in den blauen erfolgt. Es kommt zu einer
Anderung des Absorptionsmaximums von 465 nach 595 nm.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 50 pyL der verdunnten Probe mit
2,5 mL Bradfordreagenz (0,100 g Coomassie brilliant blue, 47,6 mL Ethanol, 100 mL
85%ige ortho-Phosphorséaure) versetzt. Nach 10 bis 20 Minuten wurde die Extinktion
gegen den Blindwert (destilliertes Wasser + Bradfordreagenz) photometrisch (Cary
50 Bio von Varian, Darmstadt, Deutschland) bei 595 nm gemessen. Die
Proteinkonzentration (mg/ml) wurde mittels linearer Regression Uber eine Eichkurve
mit bekannten Proteinkonzentrationen bestimmt. Die Eichreihe beinhaltete
Verdinnungen aus reinem Rinderalbumin (Albumin Fraktion V von Roth, Karlsruhe,
Deutschland). Die Stammlosung aus Rinderalbumin wurde so verdinnt, dass sich
Eichpunkte in den Konzentrationen von 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 und 50 ug
Protein/100 uL ergaben.

26



Material und Methoden

Messung der Enzymaktivitat

Die Bestimmung der PTP 1B-Aktivitat erfolgte nach einer Modifikation der von Zhu
und Goldstein (2002) beschriebenen Methode.

10 pL der vorbereiteten Probe wurden mit 240 pL des Puffers A versetzt und fir funf
Minuten inkubiert. Als Blindwert wurden 250 pL Puffer A verwendet.

Anschliel3end wurden 250 pL Puffer A mit einer Konzentration von 10 mmol/L des
Substrates para-Nitrophenylphosphat (pNPP) zugegeben. Durch die PTP-Reaktion
wird pNPP zu para-Nitrophenol dephosphoryliert. Diese Reaktion wurde je nach
Gewebe nach 5, 20 bzw. 30 Minuten mit 500 pL einer 2,0 M NaOH-L6sung
abgestoppt, da das pH Optimum der PTP im sauren pH Bereich liegt.

Im alkalischen Milieu reagiert das freigesetzte para-Nitrophenol zum para-
Nitrophenolat-Anion, welches intensiv gelb gefarbt ist. Die Extinktion der
Farbreaktion kann photometrisch (Cary 50 Bio von Varian, Darmstadt, Deutschland)
bei 405 nm gemessen werden.

Analog wurde die Messung zusatzlich mit einem Zusatz von 2 mmol/L Dithiothreitol
(DTT) zum Puffer A durchgefuhrt. Da die Hemmung der PTP 1B ublicherweise eine
reversible Oxidation ist, kann diese durch das Reduktionsmittel DTT teilweise
aufgehoben werden (Denu und Tanner 1998).

Als Annaherung an die maximale PTP 1B-Aktivitat (Groen et al. 2005) und um semi-
quantitativ Aussagen uber die Expression der PTP 1B zu treffen, wurde die Messung
dariiber hinaus statt mit Puffer A mit einem sauren Puffer (50 mmol/L 2-(N-
Morpholino)ethansulfonsdure, 50 mmol/L NaCl, 0,5 mmol/L EDTA, 0,1 mmol/L
PMSF; pH=6,0) durchgefuhrt.

Berechnet wurde die Enzymaktivitat U (umol Substratumsatz pro Minute) wie folgt:

Extinktionaosnm X Vo X VF

U/L Gewebe =
exvxdxZe

Vs = Gesamtvolumen in der Klvette (1 mL)

VF = Verdinnung des Gewebshomogenats (Leber = 50; Muskel = 20; Fettgewebe = 5)
€ = Phenylphosphat bei 405 nm = 0,0178 L/umol x cm (Pot et al. 1991)

d = Schichtdicke der Kivette (1 cm)

Ze = Zeitfaktor (Leber = 5 Minuten; Muskel = 20 Minuten; Fettgewebe = 30 Minuten)
v = Volumen der Probe im Test (0,01 mL)
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2.5 Western Blot

Der Skelettmuskel der Méause, die mit der Lipidfraktion der Bittergurke behandelt
worden waren, sowie der Kontrollmause wurde jeweils 1:5 (w/w) mit einem
Lysepuffer (50 mmol/L Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) -HCI, 150 mmol/L
NaCl, 1 mmol/lL PMSF, 1 mmol/L EDTA, 10 g/L Sodiumdeoxycholat, 1 g/L
Natriumlaurylsulfat (SDS), 10 ml/L TritonX-100; pH=7,4) versetzt und mit einem
Dispergiergerat (Miccra D-8 von Art-moderne Labortechnik, Mullheim-Hugelheim,
Deutschland) homogenisiert. AnschlieRend wurde der Proteingehalt des
Homogenats nach der Bradford-Methode (2.4) bestimmt.

Eine Menge von 40 pg Protein wurden mit dem selben Volumen Ladepuffer (50
mmol/L TRIS, 20% (w/v) Glycerin, 2% (w/v) SDS, 10 mmol/L PMSF (in 1 mL
Isopropanol geldst), 0,04% (w/v) Bromphenolblau; pH=7,4) versetzt, 10 Minuten bei
80T denaturiert und anschlieBend in einem zweiphasigen Polyacrylamidgel mit
einer 6%igen (v/iv) Sammelgelphase und einer 15%igen (v/v) Trenngelphase
(Tabelle 4) zunéchst fur 15 Minuten bei 30 mA und danach fir mindestens eine
Stunde bei 70 mA in 1x Laufpuffer (25 mmol/L TRIS, 200 mmol/L Glycin, 100 mmol/L
SDS; pH=8,3) aufgetrennt. Zusatzlich wurde ein GréRenstandard (PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder von Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) im Gel
aufgetrennt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des zweiphasigen Polyacrylamidgels

Trenngel 15% (v/v) Sammelgel 6% (v/v)
Wasser [mL] 1,37 1,37
Trenngelpuffer $  [mL] 1,50
Sammelgelpuffer * [mL] 0,626
PAAT (40%) [mL] 1,13 0,38
APS* (10%) [mL] 0,05 0,02
Temed [mL] 0,01 0,01

51,5 mol/L TRIS, 0,85% (w/v) SDS; pH=8,8
*0,5 mol/L TRIS, 0,85% (w/v) SDS; pH=6,8
" Polyacrylamid (PAA)

* Ammoniumpersulfat (APS)
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Die aufgetrennten Proteine wurden anschlielBend mittels semi-dry blotting Technik
(25 Minuten, konstant 6 V, ca. 60 mA) auf eine Polyvinyldifluorid-Membran (BioTrace
0.45uI™ von PALL, Dreieich, Deutschland) ubertragen. Die Membran wurde
anschlieRend tGber Nacht im Kuhlschrank in TBST-Puffer (Tris-buffered Saline (TBS)
mit 0,05% (v/v) Tween) mit 5% (w/v) Molkepulver geblockt. Die Membran wurde mit
TBS-Puffer gewaschen und dann mit dem PTP 1B-Antikérper (Katalog Nummer
610139) von BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland), 1:2500 in TBS-Puffer
verdunnt, fir eine Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen in TBST wurde der
zweite, an eine alkalische Phosphatase gekoppelte Antikdrper (Goat Anti-Mouse 1gG
(H+L)), ebenfalls 1:2500 in TBS-Puffer verdiinnt, hinzugegeben und fir eine weitere
Stunde inkubiert. AnschlieRend wurde zweimal mit TBST-Puffer und einmal mit TBS-
Puffer gewaschen.

Zur Visualisierung der Proteine auf der Membran wurde die Membran mit 10 mL
eines magnesiumhaltigen Reaktionspuffers mit 40 pL Nitro-Blue Tetrazoliumchlorid
(NBT) —L6sung (7,5% NBT in 70% Dimethylformamid) und 35 pL 5-Bromo-4-Chloro-
3-Indoxylphosphat (BCIP) —Loésung (5% BCIP in 70%igem Dimethylformamid)
inkubiert.

Die alkalische Phosphatase des Sekundar-Antikorpers reagiert durch Katalyse der
Magnesiumionen mit BCIP und hydrolysiert Indoxylphosphat zu Indoxyl und
Phosphat. Das Indoxyl wird anschliel3end von NBT uber Indigoweil3 zum tiefblauen
Farbstoff Indigo oxidiert. Durch die Reduktion von NBT entsteht zuséatzlich ein blauer
Di-Formazan-Farbstoff (Knecht und Dimond 1984).

Nach Erreichen der gewlinschten Farbintensitat wurde die Farbreaktion nach einigen
Minuten mit Stopppuffer (20 mmol/L TRIS, 5 mmol/L EDTA; pH=8) gestoppt.

Die Bandenstarke der ~50 kDA PTP 1B-Banden wurde anschliel3end als optische
Dichte (od) pro mm? mit der Software GenTools von Syngene (Cambridge, UK)

bestimmt.
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2.6  Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Die Untersuchung der Genexpression mittels zweistufiger Reverse Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) umfasst die reverse Transkription der mRNA
in complementary DNA (cDNA) (Schritt 1) und die anschlieRende genspezifische
Amplifikation von Teilsequenzen der zu untersuchenden Gene (Schritt 2). Zunachst

muss dazu die RNA aus den entsprechenden Geweben isoliert werden.

RNA-Isolierung

Die RNA-Praparation erfolgte mit einer miniaturisierten Variante der sauren
Phenolchloroform-Guanidinthiocyanat-Methode von Chomczynski und Sacchi (1987).
Dazu wurden 100 bis 150 mg des jeweiligen tiefgefrorenen Gewebes in ein 2 mL
Cup eingewogen und mit 600 pL eines Guanidinthiocyanat-Puffers (Tabelle 5)
versetzt und mit einem Ultrathurax (Miccra D-8 von Art-moderne Labortechnik,
Mullheim-Hugelheim, Deutschland) homogenisiert.

Die Methode wurde zur Isolierung der RNA aus dem Fettgewebe leicht modifiziert.
Ca. 400 mg Fettgewebe wurden eingewogen und mit 600 pL Guanidinthiocyanat-
Puffer fir 30 Minuten bei 37T im Heizblock ( digital heat block von VWR, Darmstadt,
Deutschland) unter mehrmaligem Vortexen lysiert. AnschlieBend wurde bei
2500facher relativer Zentrifugalbeschleunigung fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert (Micro 20 von Hettich, Tuttlingen, Deutschland) und die untere fettfreie

Phase zur Isolierung der RNA weiter verwendet.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Guanidinthiocyanat-Puffers zur RNA-
Isolierung

Substanz Endkonzentration Menge fir 100 mL Puffer
Guanidinthiocyanat 4 mol/L 47,25 g
Tri-Natriumcitrat-2-hydrat 25 mmol/L 2,5mL (1 M Stammlbsung)
N-Lauroyl-Sarcosin 0,5% (w/v) 0,59
3-Mercaptoethanol 0,1 mol/L 720 pL (gesattigte Stammldsung)
DEPC®-behandeltes Wasser 100 mL

® Diethyldicarbonat (DEPC)
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Anschlieliend wurden 60 pL 2 M Natriumacetat-Lésung (pH 4,0), 600 uL geséttigte
Phenol-Losung und 225 pL Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisch (49:1) dazu
gegeben und das Gemisch grindlich homogenisiert und fir 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Im Anschluss wurde das Gemisch fur 40 Minuten in einer gekuhlten
Eppendorf-Cupzentrifuge (Labofuge 400R von Heraeus Instruments) bei 2T und
8.500 rpm zentrifugiert.

Die obere wassrige Guanidinthiocyanat-Phase enthéalt die geldste RNA und wurde in
ein neues 2 mL Cup Uberfuhrt und zur RNA-Ausfallung mit 600 pL eiskaltem
Isopropanol versetzt und Uber Nacht bei —20C einge froren. Die gefallte RNA wurde
dann fur 30 Minuten bei 2T und 13.000 rpm zu einem Pellet abzentrifugiert. Die
Uberstandige Isopropanol-Pufferphase wurde entfernt und das Pellet zweimal mit je 1
mL eiskaltem 70%igen Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet fur 30
Minuten in einer Vakuumzentrifuge (Radiant Cover RC110B; Savant) getrocknet und
je nach GrofRe in 15 bis 30 pL mit Diethyldicarbonat (DEPC) behandeltem Wasser
(0,1% (v/v) DEPC in bidestilliertem Wasser, autoklaviert) gelést und bis zur weiteren
Behandlung, mindestens aber fir 30 Minuten, bei —80C eingefroren.

Die Uberpriffung der Konzentration und Reinheit der gelosten RNA erfolgte
photometrisch (Genesys 10 UV, Thermo, Dreieich, Deutschland), indem 2,5 pL der
RNA-L6sung mit 1000 uL DEPC-Wasser verdinnt und die Extinktion jeweils bei 260
und bei 280 nm gegen den Blindwert (DEPC-Wasser) gemessen wurde. Die Reinheit
der RNA wurde durch den Quotienten der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm

ermittelt, dieser sollte zwischen 1,6 und 1,8 liegen.

Die RNA-Konzentration wurde mit folgender Formel berechnet:

Extinktionseonm X V X €
pHg RNA/UL =

1000

V = Verdinnungsfaktor = 401
€ = Extinktionskoeffizient fir RNA [uL/ng] = 40

Die Losungen wurden anschlieBend auf eine einheitliche Konzentration eingestellt
(Leber: 1,5 ug RNA/uL; Muskel: 1 ug RNA/uL; Fettgewebe: 1 pg RNA/YL). Zur
weiteren Beurteilung der Qualitdt wurde die RNA anschliel3end gelelektrophoretisch

in einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt.
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Hierzu wurden 1-5 ug RNA im Thermocycler (MyCycler™ von Bio-rad, Miinchen,
Deutschland) fur 10 Minuten bei 70C mit 3,5 pL For maldehyd, 10,0 pL Formamid
und 2,0 uL TRIS-Acetat-EDTA (TAE) -Puffer (2 mol/L TRIS, 1 mol/L Natriumacetat,
50 mmol/L EDTA; pH=7,4) denaturiert und anschlieRend auf Eis abgeschreckt. Die
RNA wurde mit 2 pL Ethidiumbromid-Lésung (1 mg/mL) angefarbt, mit 4 pL
Ladepuffer (50% (v/v) Glycerin, 50% (v/v) 50x TAE-Puffer, 0,25% (w/w)
Bromphenolblau) versetzt und auf das Agarosegel aufgetragen. Die RNA wurde
dann fir 60 Minuten bei 120 V aufgetrennt und in einem UV-Imager (GENE FLASH,;

Syngene, Cambridge, UK) visualisiert und fotografiert.

Reverse Transkription (Schritt 1)

Die RNA beinhaltet drei Fraktionen: 1. Ribosomale RNA, 2. Transfer RNA und 3.
MRNA. Das Enzym Reverse Transkriptase nutzt die mRNA als Matrize und
synthetisiert anhand dieser aus Desoxinukleotiden komplementédre DNA-Strange. Bei
der Methode der RT-PCR wird die Fahigkeit der Reverse Transkriptase,
komplementdr zur mRNA cDNA zu synthetisieren, ausgenutzt. Die cDNA dient
anschlieBend dem quantitativen Nachweis spezifischer Gene mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) und Gelelektrophorese.

Fur die Synthese der cDNA wurde ein Reaktionskit (Revert Aid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit, K 1621 von Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet und
gemal der Herstellerangaben vorgegangen. Die so erhaltene cDNA wurde bis zur

weiteren Analyse bei —20<C tiefgefroren.
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Genspezifische Polymerase-Kettenreaktion (Schritt2 )
Als Standardbedingung wurden pro PCR-Reaktion folgende Mengen und

Konzentrationen in einem Reaktionsansatz eingesetzt:

2,50 uL  10xPuffer (100 mmol/L TRIS-HCI, 500 mmol/L KCI, 0,8% (v/v) Nonident
P40; pH=8,8) von Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

2,00 uiL  MgCl; (25 mmol/L) von Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
0,14 uL  Tag-Polymerase (5 U/uL)von Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

1,90 uL  Desoxyribonukleosidtriphosphat-Mix (2 mM) von Fermentas (St. Leon-Rot,
Deutschland)

16,1 yL  DEPC-Wasser
1,25 uL  forward Primer von eurofins MWG (Ebersberg, Deutschland)

1,25 uL  reverse Primer von eurofins MWG (Ebersberg, Deutschland)

+ cDNA: 1 pL (Leber bzw. Fettgewebe) oder 2 pL (Mus  kel)

Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler (MyCycler™ von Bio-rad, Miinchen,

Deutschland) nach folgendem Standard-PCR-Programm:

Einleitende Denaturierung: 95T 120 sec
1. Denaturierung: 95C 30 sec
2. Primer Annealing: variabel 35 sec
3. Extension: 72<C 45 sec

Letzte Extension: 72T 120 sec

Schritt 1-3 wurde hierbei mit einer Zyklen-Anzahl von 30-37 wiederholt (Tabelle 6) .

Die Berechnung der Annealing-Temperatur erfolgte anhand der Schmelz-

temperaturen (Tm) der Primer mit folgender Formel:

[(Tm Primer 1 +Tm Primer 2)/2]-3

Es fand jeweils eine Amplifizierung des entsprechenden zu untersuchenden Gens

und B Aktin mit genspezifischen Primern statt (Tabelle 6). Die Primersequenzen
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wurden mit Hilfe der Software Primer 3 von Rozen und Skaletsky (1998) erstellt und
zur Synthese bei eurofins MWG (Ebersberg, Deutschland) in Auftrag gegeben. Die
dazu verwendeten mRNA-Sequenzen fur Mause (Mus musculus) stammten aus der

online Nukleotid-Datenbank vom National Center for Biotechnology Information.

Tabelle 6: Ubersicht verwendeter vorwarts (fw) und riickwarts ( rew) Primer-

sequenzen mit jeweiliger Schmelztemperatur (Tm) und Annealingtemperatur
(Ta)
Gen Primersequenz ™m Ta Amplifikat Gewebe Zyklus
[C] [C] -lange -zahl
B Aktin fw: TGT TAC CAA CTG GGA CGA CA 57,3 553  392bp Leber 30
rew: TCT CAG CTG TGG TGG TGA AG 59,4 Muskel 37

Fettgewebe 36

Protein-Tyrosin- fw: GAT GGA GAA GGA GTT CGAGGAG 62,1 57,5 701 bp Muskel 37
Phosphatase 1B rew: CCA TCA GTA AGA GGC AGG TGT 59,8

Acyl CoA fw: TCT TCG ACT GTT TGT GGC TCT 57,9 54,9 427 bp Leber 30
Dehydrogenase rew: CTC AAT GCA CCA GCT ATC ACA 57,9

Adiponektin fw: CCA ATG TACCCATTC GCT TTA 55,9 53,9 407 bp Fettgewebe 35
rew:. TCG ACT GTT CCATGA TTC TCC 57,9

Resistin fw: GAC TTC AAC TCC CTG TTT CCA 57,9 53,9 356 bp Fettgewebe 30
rew: ATG TGT GCT TGT GTG TGG ATT 55,9

Visualisierung der amplifizierten Sequenzen im Agar  osegel

Zur Visualisierung der Sequenzen wurde ein 1,5%iges (w/v) 1xXTAE-Agarosegel mit
12 pL Ethidiumbromidlésung (1 mg/mL) verwendet, worin die amplifizierte DNA und
ein GroBenmarker (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder bzw. GeneRuler™ 50 bp
DNA Ladder von Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) nach Molekulargewicht
aufgetrennt wurden. Je 6 puL der Amplifikate wurden dazu mit 2 puL Auftragspuffer (6x
loading dye von Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) versetzt.

Die Auftrennung der amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte fir 30 Minuten bei 80 V.
Die DNA-Fragmente wurden anschlieBend unter einem UV-Imager (GENE FLASH,;
Syngene, Cambridge, UK) visualisiert, fotografiert und die od der Amplifikatbanden
vermessen (GenTools von Syngene Cambridge, UK). Die od wurde jeweils in

Relation zur Bande des [3 Aktin-Gens angegeben.
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2.7  Expressionsanalyse mittels Microarray

Fur die Expressionsanalyse mittels Microarray wurde isolierte RNA (2.6) aus dem
Fettgewebe der Mause jeweils so gepoolt, dass je 0,5 ug RNA von zwei Mausen aus
derselben Gruppe einen Pool bildeten. Aus jeder Gruppe wurde jeweils Tier 3 bei
dieser Methode nicht verwendet, so dass je vier Pools mit 1 pg RNA von insgesamt
funf Gruppen untersucht wurden.

Die RNA wurde mittels one-color labeling kit (Quick Amp Labeling kit von Agilent,
Boblingen, Deutschland) nach entsprechendem Protokoll amplifiziert und mit Cyanin
3 markiert. Die gelabelte Antisense-RNA wurde entsprechend der Herstellerangaben
Uber Nacht auf 4x44K Mikroarrays mit 60mer Oligonukleotid-Sonden (Mouse Whole
Genome 4x44K; Agilent, Boblingen, Deutschland) hybridisiert. Anschliel3end wurden
die Arrays gewaschen und getrocknet.

Die getrockneten Arrays wurden zur Auswertung gescannt (GenePix 4100A Scanner;
Axon Instruments, Downingtown (PA), USA). Die Auswertung erfolgte mit GenePix
Pro 5.0 von Axon Instruments (Downingtown (PA), USA). Die analysierten Werte fr
alle Spots wurden als GenePix results-Dateien gespeichert und anschlieRend mittels
R (R Development Core Team 2008) und limma (Smyth 2005) von BioConductor
(Gentleman et al. 2004) ausgewertet. Die Spots wurden fur weitere Analysen nach
Intensitat, Homogenitat und Sattigung gewichtet. Vor der Mittelwertbildung wurden
die Daten mittels LOESS (locally weighted scatter plot smooth) normalisiert (Smyth
und Speed 2003). Zur Bestimmung der differentiellen Expression der Gene wurde
eine moderate t-Statistik durchgefuhrt (Smyth 2004). Listen mit Kandidatengenen
wurden unter Berucksichtigung einer Irrtumswahrscheinlichkeit von unter 5%
gebildet. Pathway-Analysen wurden mittels geneSetTest-Funktion von limma (Smyth
2005) fur Pathways mit mindestens drei auf dem Array gespotteten Genen
durchgeftihrt. P-Werte wurden nach der Methode von Benjamini-Hochberg fur
multiple Testverfahren korrigiert.

2.8  Messung von Thiobarbitursdure-reaktiven Substan zen

Die Konzentration von Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen (TBA-RS) in
Geweben und Organen ist ein Marker fur oxidativen Stress und bei Diabetes haufig
erhoht. Produkte der Lipidperoxidation und —degradation wie Malondialdehyd

reagieren mit 2-Thiobarbitursaure zu einem roten Trimethin-Farbstoff und kénnen
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anschlieBend photometrisch quantifiziert werden. Das Prinzip der Messung beruht
auf den Methoden von Khoschsorur et al. (2000) bzw. Wong et al. (1987).

Alle Gewebeproben aus Muskel, Leber und Fett wurden im Verhéltnis 1:5 (w/v) mit
Puffer A (2.4) versetzt und dispergiert. 50 pL der vorbereiteten Proben wurden dann
mit 750 pL einer 0,44 M H3PO,4-L6sung, 450 uL bidestilliertem Wasser und 250 pL
einer 0,6%igen (w/v) Thiobarbitursaure-L6ésung bei 100 fir 60 Minuten in einem
Heizblock (digital heat block von VWR, Darmstadt, Deutschland) erhitzt und sofort
auf Eis kuhl gestellt. AnschlieBend wurden 1,5 mL methanolische NaOH-Lésung (9
mL 1 M NaOH-L6sung, ad 100 mL Methanol) zugegeben, geschittelt und fur 10
Minuten bei 4000 rpm und 4T zentrifugiert (Labofuge 400R von Heraeus
Instruments, Hanau, Germany). Der Uberstand wurde zur photometrischen Messung
bei 532 nm (Cary 50 Bio von Varian, Darmstadt, Deutschland) verwendet und die
Konzentration von TBA-RS mittels Eichkurve ermittelt. Die Eichkurve deckt einen
Konzentrationsbereich von 0,602 bis 12,037 uM Tetraethoxypropane ab.

2.9 Quantifizierung antidiabetischer Pflanzeninhalt  sstoffe

Die Quantifizierung der Saponin-, der Lipidfraktion sowie der wasserloslichen
Fraktion in verschiedenen Sorten und Proben der Bittergurke (2.1) erfolgte nach der
in Kapitel 2.2 beschriebenen Extraktionsmethode. Zusatzlich wurde jeweils in der
Lipidfraktion die Konzentration von konjugierter Linolsaure (CLA) bzw. 9c-, 11t-, 13t
konjugierter Linolensdure (CLN) bestimmt und in der Saponinfraktion die

Konzentration hamolytischer Saponine.

Fettsauren

Fur die Fettsdureanalytik mittels Gaschromatographie (GC) mit Massen-
spektrometrie-Kopplung wurden Methylester von cis/trans-lsomeren der CLA von
Sigma (Steinheim, Deutschland) als Standard eingesetzt sowie ein unmethylierter
9c-, 11t-, 13t CLN-Standard von Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH (Eching,
Deutschland). Die FS der verschiedenen Sorten der Bittergurke sowie der
unmethylierte CLN-Standard wurden nach der Methode von Suzuki et al. (2001)
methyliert. Anschliel3end wurden jeweils 2,0 yL Proben- bzw. Standardldésung in eine
Agilent 6890N GC (Agilent, Boblingen, Deutschland) injiziert. Es wurde 1 mL Helium

pro Minute als Tragergas verwendet, was einer Laufgeschwindigkeit von 26 cm/s
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entspricht. Verwendet wurde eine Free-Fatty-Acid-Phase Kapillarsdule (DB-FFAP
von Agilent, Boblingen, Deutschland) mit einer Lange von 60 m und einem
Temperaturgradienten von 80-245T. Im Anschluss erfolgten eine lonenstoR3-
lonisation und eine Detektion am Quadrupoldetektor. Als Spektrenbibliothek wurde

die National Institute of Standards and Technology-Datenbank verwendet.

Saponine

Die Bestimmung der Saponine in unterschiedlichen Sorten der Bittergurke erfolgte
nach der Methode von Mackie et al. (1977) unter Ausnutzung der hamolytischen
Wirkung von Saponinen. Die Saponinfraktion wurde jeweils zu einer Konzentration
zwischen 10 und 20 mg/mL in destilliertem Wasser geldst. 100 pL der so geldsten
Saponinfraktion wurden dann mit 1 mL Schafsblut (mit EDTA-Monovetten frisch
entnommen und 1:10 mit 0,9% (w/v) NaCl-Lésung verdinnt) versetzt. Die Hamolyse
erfolgte im Heizblock (digital heat block von VWR, Darmstadt, Deutschland) fir 30
Minuten bei 30C. Anschlieend wurde fir 10 Minuten bei 3000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert und die Hamoglobinmenge im Uberstand mittels
Photometer (Cary 50 Bio von Varian, Darmstadt, Deutschland) bei 545 nm
gemessen.

Als Referenz diente eine Eichkurve mit Saponinlésungen (Saponin depur von Roth,
Karlsruhe, Deutschland) in unterschiedlichen Konzentrationen (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
1,25; 1,5; 1,75 2,0; 2,25; 2,5; 2,75 und 3,0 mg/mL).

Da die Saponine unter Ausnutzung ihrer hamolytischen Eigenschaften quantifiziert
wurden, wird die Sponinkonzentration im Folgenden als Konzentration hamolytischer

Saponine angegeben und definiert.

2.10 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Daten aus dem Tierversuch wurde SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) Version 14.0 fur Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL) verwendet.

Zur Kléarung, ob die Unterschiede zwischen den Gruppenmittelwerten oder zu
unterschiedlichen  Zeitpunkten signifikant sind, wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse durchgefiihrt. Voraussetzung hierfir sind Unabhangigkeit,

Normalverteilung sowie Varianzhomogenitat. Die Unabhéngigkeit war durch das
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Versuchsmodell und die zuféllige Einteilung der Tiere bereits gegeben. Zur Prifung
der Normalverteilung wurden der Kolmogorov-Smirnov-Test und der Shapiro-Wilk-
Test verwendet. Die Varianzhomogenitdt wurde mit dem Levene-Test ermittelt.
Hierflr wurde ein Signifikanzniveau von 5% festgelegt.

Bei nicht vorhandener Varianzhomogenitdt wurde der Games-Howell-Test
verwendet, bei vorhandener Varianzhomogenitat zum Testen von Gruppen-
unterschieden der Dunnet T-Test (2-seitig) und zum Testen von Unterschieden
zwischen mehr als zwei Zeitpunkten der Tukey-HSD-Test. Bei fehlender
Normalverteilung wurden nicht-parametrische Tests verwendet und dies kenntlich
gemacht. Teilweise wurden Unterschiede zum vorherigen Zeitraum bzw.
Gruppenunterschiede mittels T-Test flr gepaarte bzw. fir ungepaarte Stichproben
ermittelt. In diesen Fallen wird diese Information im Ergebnisteil gegeben.

Zur Prifung der Korrelation verschiedener Parameter wurde bei normalverteilten
Daten nach Pearson bzw. bei nicht normalverteilten Daten nach Spearman getestet.
Ergebnisse wurden als Mittelwerte (MW) mit ihren dazugehdrigen Standard-
abweichungen (SD) angegeben.

Die statistische Auswertung der Daten zur Quantifizierung bioaktiver Inhaltsstoffe in
verschiedenen  Bittergurken-Proben  erfolgte  bei  Normalverteilung  und
Varianzhomogenitat mit einem zweiseitigen T-Test fur unabh&ngige Stichproben
ebenfalls mit SPSS Version 14.0 fur Windows und einem festgelegten

Signifikanzniveau von 5%.
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3 Ergebnisse

3.1  Koarpergewicht und Futteraufnahme

Zu Versuchsbeginn waren die mittleren Lebendmassen der funf Gruppen (jeweils
n=9) mit 29,2 + 0,2 g annahernd gleich. Bei allen Gruppen zeigte sich im Verlauf des
funfwochigen Versuchs eine signifikante Gewichtszunahme (p<0,00001). Dabei
waren die wodchentlichen Gewichtszunahmen bis zur vierten Versuchswoche
ebenfalls signifikant (p<0,00001), jedoch nicht in der letzten Versuchswoche
(Anhangstabelle 3) . Die Kontrollgruppe zeigte im Vergleich aller Gruppen bereits
nach der ersten Versuchswoche die starkste mittlere Gewichtszunahme (Abbildung
8). Im zweiseitigen T-Test fur unabhangige Stichproben waren die Kontrolltiere nach
funf Wochen im Vergleich zu allen behandelten Gruppen signifikant (p<0,0001)
schwerer. Die Mause, welche die gesamte Frucht (p=0,005), die Lipidfraktion
(p=0,007), die Saponinfraktion (p=0,007) oder die wasserldsliche Fraktion (p=0,05)
der Bittergurke bekommen hatten, waren zu Versuchsende signifikant leichter im

Vergleich zur Kontrollgruppe (Tabelle 7).
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Abbildung 8: Mittlere Gewichtsentwicklung [MW+SD] w achsender mannlicher
db/db M&ause in finf Versuchswochen
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Die Kontrolle der wdochentlichen Futteraufnahme (Anhangstabelle 2) und der
Vergleich der gesamten Futteraufnahme in den fuinf Versuchswochen ergaben keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 7).

Tabelle 7: Mittlere tagliche Futteraufnahme und Koér  pergewicht von
mannlichen db/db Mausen nach fliinfwochiger Versuchsd auer

Kontrolle ganze Frucht  Lipidfraktion Saponinfraktion wasserldsliche

Fraktion
MW SD MW  SD MW  SD MW  SD MW SD
Futteraufnahme [g/d] 17,0 2,3 180 2,7 16,9 1,8 16,7 4,1 17,5 3,7
Korpergewicht [g] 410 21 37,37 21 3747 31 3737 14 383" 23

* p=<0,1, ** p=0,05, *** p<0,01

3.2  Blutglucosespiegel und Glycohamoglobin-Werte

Die Messungen der Blutglucosespiegel vor (Tp) und zwei Wochen nach
Versuchsbeginn (T;) zeigten im zweiseitigen T-Test fur gepaarte Stichproben einen
deutlichen Anstieg (p<0,0001) der Nuchtern-Blutglucosekonzentrationen bei allen
Gruppen (Anhangstabelle 4) . Es gab jedoch keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen vor und zwei Wochen nach Versuchsbeginn
(Tabelle 8) bezuglich der Nuchtern-Blutglucosespiegel (Anhangstabelle 4) .

Die Messung der HbA;c-Werte nach der flnften Versuchswoche ergaben fir alle
behandelten Gruppen zusammen im zweiseitigen T-Test flr unabhangige
Stichproben signifikant (p=0,02) geringere HbA;c-Werte im Vergleich zur Kontrolle.
Die Tiere, welche die Lipidfraktion der Bittergurke bekommen hatten, zeigten die
niedrigsten  HbA;c-Werte im  Vergleich zur Kontrolle (p=0,075). Die
Gruppenunterschiede der einzelnen Gruppen waren beim HbA;c-Wert nicht
signifikant (Tabelle 8).

Die Bestimmung von Glucose und Ketonkdrpern im Urin zu Versuchsende ergab fir
alle Mause einen negativen Nachweis fur Ketonkorper, jedoch ebenfalls fur alle
Mause mit mindestens 278 mg/dL einen stark positiven Nachweis flr Glucose im
Urin, was der maximal messbaren Konzentration mit den verwendeten Teststdbchen

entspricht.
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Tabelle 8: Nuchtern-Blutglucose vor (T o) und zwei Wochen nach (T »)
Versuchsbeginn sowie HbA ;c-Werte nach Versuchsende bei db/db Mausen

Kontrolle ganze Frucht  Lipidfraktion = Saponinfraktion Wasserldsliche
Fraktion
MW  SD MW  SD MW  SD MW SD MW SD

Blutglucose T, 151,8 88,5 158,8 80,1 130,9 57,2 133,1 68,7 176,9 1279
Blutglucose T, 216,9 94,9 231,8 78,7 182,3 47,3 2134 719 220,8 62,7

HbA ;¢ [%] 9,3 0,9 8,5 0,9 8,0* 0,9 8,4 1,4 8,3 1,4
* p=0,075

3.3  Aktivitat der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B

Wegen der unterschiedlichen Expression der PTP 1B und der unterschiedlichen
Proteingehalte von Muskel, Leber und Fettgewebe war die Hohe der nativen PTP
1B-Aktivitat [U/g Protein] in diesen Geweben unterschiedlich hoch. Am hdchsten war
sie im Fettgewebe, am niedrigsten im Muskel (Tabelle 9).

Es fallt auf, dass die PTP 1B in der Leber unter neutralen Bedingungen bei allen
Tieren im Mittel eine durch DTT reversible Hemmung von 22% aufwies, im
Fettgewebe betrug die mittlere reversible Hemmung 13,69%, wahrend die reversible
Hemmung im Muskel mit 6,14% vergleichsweise gering war.

Die Messungen der PTP 1B-Aktivitdt in den Lebern und im Fettgewebe der Tiere
ergaben weder mit noch ohne Zusatz von DTT einen Unterschied zwischen den
Gruppen. Die Messung der PTP 1B-Aktivitdt im Muskelzytosol ergab jedoch
signifikant (p=0,05) geringere Aktivitdten bei den Mausen, die mit der Saponinfraktion
der Bittergurke behandelt worden waren. Die Lipidfraktion fuhrte ebenfalls zu einer
tendenziell (p=0,07) geringeren PTP 1B-Aktivitat als bei der Kontrollgruppe (Tabelle
9). Insgesamt zeigte die Kontrollgruppe die hochste mittlere PTP 1B-Aktivitat im
Muskel im Vergleich aller Gruppen, dies war jedoch fur die wasserlosliche Fraktion

und die ganze Frucht nicht signifikant.
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Tabelle 9: Aktivitat [U/g Protein] der Protein-Tyro  sin-Phosphatase 1B neutral
(pH 7,2) mit oder ohne 2 mM Dithiothreitol (+DTT) i n Muskel, Leber und
Fettgewebe

Kontrolle ganze Frucht  Lipidfraktion Saponin- wasserlésliche
fraktion Fraktion
MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW SD
Muskel
Neutral 2,22 0,48 1,94 0,58 1,71 0,17  1,67** 0,49 1,94 0,46

Reduziert (2 mM DTT) 2,12 0,36 2,12 0,43 1,78 0,21 2,17 0,34 1,92 0,43
reversibIeHemmung§ -0,11 0,32 0,18 0,63 0,07 0,24 0,50 0,49 -0,02 0,38

Leber

Neutral 8,22 1,46 8,19 0,65 8,02 0,99 8,32 0,77 7,62 0,94
Reduziert 2 mM DTT) 10,24 1,89 10,16 1,76 9,99 0,85 10,78 0,97 10,61 1,02
reversibIeHemmung§ 2,03 1,09 1,97 1,47 1,97 1,19 2,47 1,25 2,99 1,18

Fettgewebe

Neutral 10,17 1,78 10,28 1,85 9,57 0,91 10,60 1,36 9,57 1,67
Reduziert 2 mM DTT) 11,04 2,86 11,99 2,53 11,23 1,93 12,50 2,10 11,39 0,93
reversibIeHemmung§ 0,87 1,89 1,70 1,84 1,66 1,77 1,90 1,24 1,82 2,49

% Die Hemmung wurde berechnet als die Differenz der Aktivitaten mit und ohne DTT
* p<0,1, ** p<0,05

DTT ist ein Reduktionsmittel und hebt die Hemmung der PTP 1B auf, die
Ublicherweise durch eine reversible Oxidation des Enzyms zustande kommt (Denu
und Tanner 1998). DTT konnte die Hemmung der PTP 1B bei den Saponin-
behandelten Mausen signifikant (p=0,022) aufheben. Die Aktivitdt der PTP 1B war
bei den mit der Saponinfraktion behandelten Mausen nach dem Zusatz von DTT auf
dem Niveau der Kontrollgruppe. Bei den mit der Lipidfraktion behandelten Mausen
hatte DTT jedoch keinen Einfluss auf die Aktivitat der PTP 1B (Abbildung 8) .
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Abbildung 9: Mittlere Aktivitat der Protein-Tyrosin -Phosphatase 1B (PTP 1B)
[MW+SD] im Muskel der db/db Mause, die mit der Lipi  d- oder Saponinfraktion
behandelt worden waren, mit und ohne Zusatz von 2 m M Dithiothreitol (DTT)
jeweils prozentual zur Kontrolle

Die erste Vermutung war deshalb, dass die Lipidfraktion mdoglicherweise die
Expression der PTP 1B vermindert. Eine Messung der PTP 1B-Aktivitat im sauren
pH Bereich von 6,0 kann erste Hinweise auf Expressionsunterschiede liefern. Bei
einem pH Wert von 6,0 hat die PTP 1B beinahe ihre maximale Aktivitat erreicht. Die
Messung der PTP 1B-Aktivitat im Muskel der db/db Mause bei einem pH Wert von
6,0 ergab mit im Mittel 6,31 U/g Protein eine deutlich héhere Aktivitat als im neutralen
pH Bereich von 7,2 mit einer Aktivitat von nur 1,90 U/g Protein (Anhangstabelle 5) .
Weiterhin fallt auf, dass im sauren pH Bereich die Aktivitat der PTP 1B im Vergleich
aller Gruppen bei der Kontrolle am niedrigsten war. Am héchsten war sie bei der
Saponinfraktion und der ganzen Frucht. Die Differenz der Aktivitdten im neutralen
und sauren pH Bereich war bei den Mausen, die mit der Saponinfraktion behandelt
worden waren, am hdchsten im Vergleich zur Kontrolle. Dieser Unterschied war
statistisch signifikant (p=0,037).

Bei den Mausen, die mit der Lipidfraktion behandelt worden waren, konnte die
Vermutung einer verminderten PTP 1B-Aktivitat im sauren pH Bereich nicht bestatigt
werden. Im Vergleich zur Kontrolle war die Aktivitat in dieser Gruppe sogar eher

erhoht. Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Aktivitat [U/g Protein] der Protein-Tyr  osin-Phosphatase 1B im
Muskel neutral (pH 7,2) oder sauer (pH 6,0)

Kontrolle ganze Frucht  Lipidfraktion = Saponinfraktion wasserldsliche
Fraktion
MW  SD MW  SD MW  SD MW SD MW SD
Neutral 2,22 0,48 1,94 0,58 1,71* 0,17 1,67 0,49 1,94 0,46
Sauer 5,65 1,43 6,99 1,26 6,07 0,53 6,83* 0,64 6,09 0,71

Hemmung§ 343 1,35 504 1,39 436 053 5,16* 0,71 4,15 0,36

% Die Hemmung wurde berechnet als die Differenz der Aktivitaten im sauren und neutralen
pH Bereich
* p<0,1, ** p<0,05

Zur weiteren Untersuchung der Expression auf Gen- und Proteinebene wurden eine

RT-PCR sowie eine Western Blot-Analyse durchgefihrt.

3.4  Genexpression der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1 B

Um zu untersuchen, ob der geringen Aktivitdt der PTP 1B unter reduzierenden
Bedingungen (3.3) eine geringere Expression dieses Enzyms zugrunde liegt, wurde
zunachst die Genexpression der PTP 1B im Muskel dieser Tiere im Vergleich zur
Kontrolle mittels RT-PCR analysiert. Dazu wurde die cDNA der Mause mit Primern
fur PTP 1B bzw. fur B Aktin amplifiziert, im Agarosegel aufgetrennt und die
Bandenstarke gemessen. Entgegen der Erwartungen, ergab die Auswertung der
optischen Dichte der Banden fur die Mause, die mit der Lipidfraktion der Bittergurke
behandelt worden waren, eine fast 16% hohere Genexpression im Vergleich zur

Kontrolle (Tabelle 11) . Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Tabelle 11: Differentielle Genexpression der Protei n-Tyrosin-Phosphatase 1B
im Muskel. Bandenstérke [od/mm ?]in Relation zur B Aktin-Bande

Tier 1 2 3 4 5 6 7 8 9 MW SD

Kontrolle 706 297 136 138 190 322 133 222 29 270 1,79

Lipidfraktion 5,31 1,08 295 142 441 1,02 583 416 204 314 186
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Die Genexpression der PTP 1B schwankte innerhalb der Gruppen stark. Nicht nur
bei der Kontrolle und der Gruppe, die mit der Lipidfraktion der Bittergurke behandelt
worden war, sondern auch bei den anderen Gruppen. Die geringsten Schwankungen

zeigte die Gruppe, die mit der Saponinfraktion der Bittergurke behandelt worden war

(Abbildung 10) .

Ganze Frucht

Lipidfraktion

Saponinfraktion

Wasserlosliche Fraktion

Abbildung 10: Aufnahmen der Agarosegele nach  Auftre nnung der
amplifizierten cDNA mit Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B-Primern jeweils mit
GréRenmarker (100 bp plus DNA Ladder von Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland) im UV-Imager

Die RT-PCR der Gruppenpools (Abbildung 11) bestatigte die Ergebnisse aus der
RT-PCR mit den Einzeltieren. Die Genexpression der PTP 1B war bei den Lipid-
behandelten Mausen gegeniber der Kontrolle leicht erhdht. Eine erhohte
Genexpression der PTP 1B zeigten auf3erdem die Mause, welche die gesamte

Frucht oder die Saponinfraktion der Bittergurke bekommen hatten (Tabelle 12).
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A)

B)

Abbildung 11: Aufnahmen der Agarosegele nach Auftrennung der
amplifizierten cDNA mit Primern flr B Aktin (A) und Protein -Tyrosin-
Phosphatase 1B (B) im UV -Imager. Von links nach rechts sind jeweils ein
GroRenmarker (100 bp plus DNA Ladder von Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland ) sowie die Gruppenpools der Kontrollgruppe und der Gruppen,
die mit der ganzen Frucht, der Lipidfraktion, der S  aponinfraktion oder d er
wasserl6slichen Fraktion der Bittergurke behandelt worden waren, aufgetragen
worden

Die Messung und Auswertung der optischen Dichte der in Abbildung 11 gezeigten
Banden sind in Tabelle 12 dargestellt. Zur Beurteilung der differentiellen Regulation
wurden die Werte prozentual im Vergleich zur Kontrolle berechnet.

Die Ergebnisse zur Genexpression entsprechen ziemlich gut den Aktivitdten der PTP
1B bei einem pH Wert von 6,0. Die Gruppen, die mit der ganzen Frucht bzw. mit der
Saponinfraktion der Bittergurke behandelt worden waren, zeigten die starkste
Genexpression, obwohl deren native Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle eher

vermindert war (Tabelle 10).

Tabelle 12: Differentielle  Genexpression der Protein-Tyrosin- Phosphatase 1B
im Muskel der Gruppenpools

Kontrolle ganze Frucht Lipidfraktion Saponin- wasserlosl.
fraktion Fraktion
B Aktin [od/mm?] 79100,87 79351,26 74377,05 73422,45 70952,04
PTP 1B [od/mm?] 96073,97 121590,99 102327,01 113537,87 93844,51
PTP 1B-Expression [%] 100,00 126,18 113,31 127,35 99,98

nach 3 Aktin-Korrektur
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3.5 Expression der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B

Weiterhin wurde bei den Mausen, welche mit der Lipidfraktion der Bittergurke
behandelt worden waren, die Regulation der PTP 1B auf Proteinebene im Vergleich
zur Kontrolle mittels Western Blot analysiert. Es wurde jeweils abwechselnd das
Protein aus dem Skelettmuskel von acht Mausen der Kontrollgruppe bzw. der
Gruppe, die mit der Lipidfraktion der Bittergurke behandelt worden war, auf das Gel
aufgetragen (Abbildung 12) .

72 kDa
55kDa —
-1 -1 1-2 Mm-2 1-3 M3 1-4 1i-4
72 kDa
55kDa

-5 -5 1-6 1-6 1-7 1l-7 1-8 1I-8

Abbildung 12: Aufnahme der Western Blots nach Inkubation mit eine m
Antikdrper gegen Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B. Ab  wechselnd sind nach
einem Standard je acht Tiere der Kontrollgruppe (1) und der Gruppe, die mit der
Lipidfraktion der Bittergurke behandelt worden war (1), aufgetragen worden

Die Aufnahmen der Western Blots (Abbildung 12) und die Auswertung der Banden
(Tabelle 13) zeigen, dass die Expression der PTP 1B im Muskel der Mause, die mit
Bittergurken-Lipiden behandelt worden waren, im Mittel um 40% gegenuber der
Kontrolle erhoht war. Dieser Unterschied war nach zweiseitigem T-Test fir
unabhangige Stichproben nicht signifikant (p=0,099). Die Western Blots bestatigen
ebenfalls die Ergebnisse der Messung der PTP 1B-Aktivitat im sauren pH Bereich.
Die Aktivitat der PTP 1B hat bei einem pH Wert von 6,0 anndhernd ihr Maximum
erreicht und spiegelt die Expression des Enzyms wider. Die Aktivitat der PTP 1B war
im sauren pH Bereich ebenfalls bei den Mausen, welche die Lipidfraktion der
Bittergurke bekommen hatten, im Vergleich zur Kontrolle erhdht. Dies war ebenfalls
nicht signifikant (3.3).
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Tabelle 13: Expression der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B [od/m m?]

Tier 1 2 3 4 5 6 7 8 Mw SD

Kontrolle 4971 2496 3080 2676 2410 2936 2418 1394 2798 1014

Lipidfraktion 3869 2794 4955 4102 3768 2163 2822 6778 3906 1457

3.6 Expression von Markergenen der Peroxisom-Prolif  erator-
aktivierten Rezeptoren

Genexpression von Adiponektin im Fettgewebe

Zur Untersuchung der PPARy-Aktivierung wurde die differentielle Expression von
Adiponektin im Fettgewebe der Mause mittels RT-PCR bestimmt. Eine Aktivierung
von PPARYy fuhrt zu einer vermehrten Expression von Adiponektin im Fettgewebe.
Bei allen Mausen war eine deutliche Adiponektin Bande zu erkennen. Die
Schwankungen der Adiponektin-Genexpression war anders als die der PTP 1B-

Genexpression sehr gering (Abbildung 13) .
-
--

Abbildung 13: Aufnahmen der Adiponektin-Banden aus dem Fettgewebe. Im
Agarosegel wurden jeweils ein GroBenmarker (50 bp D NA Ladder von
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) und von links nach rechts ein Tier aus
der Kontrollgruppe sowie der Gruppen, die mit der g anzen Frucht, der
Lipidfraktion, der Saponinfraktion oder der wasserl oslichen Fraktion behandelt

worden waren, aufgetragen. * Saponinfraktion fehlt

Nebeneinander wurden jeweils ein Tier aus jeder Gruppe im Gel aufgetrennt und die

Bandenstarken fur Adiponektin und B Aktin der behandelten Tiere prozentual zur
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Bandenstarke des Kontrolltiers dargestellt. Zur Vergleichbarkeit mit den Daten aus
der Microarray-Analyse wurden die Expressionsunterschiede ebenfalls als Log Ratio
(Ln (Behandlung/Kontrolle)) berechnet. Ohne Korrektur durch die B Aktin-Expression
war kein Unterschied zwischen den Gruppen zu beobachten. Dieses Ergebnis
konnte durch die Microarray-Ergebnisse zur Adiponektin-Expression (NM_009605)
bestatigt werden (Tabelle 14).

Tabelle 14: Mittlere Expression von Adiponektin im Fettgewebe o hne B Aktin-
Korrektur nach Reverse Transkriptase-Polymerase-Ket  tenreaktion (RT-PCR)
und Microarray-Analyse in Relation zur Kontrolle [L og Ratio]

Kontrolle ganze Frucht Lipidfraktion Saponin- wasserlosliche
fraktion Fraktion
RT-PCR -0,0002 0,0023 0,0114 0,0445
Microarray -0,0145 -0,0927 -0,0051 -0,0916

Zur Korrektur durch die B Aktin-Expression wurde jeweils die relative Bandenstérke
der Adiponektin-Bande durch die der B Aktin-Bande geteilt (Anhangstabelle 6) .
Nach Korrektur mit der 3 Aktin-Expression zeigte die Gruppe, die mit der Lipidfraktion
behandelt worden war, die hochste Adiponektin-Expression. Dieser Unterschied war
jedoch nicht statistisch signifikant (p=0,15). Auch die Gruppen, die mit der
Saponinfraktion oder der wasserléslichen Fraktion behandelt worden waren, zeigten
eine leicht, aber nicht signifikant erhéhte Adiponektin-Expression gegenuber der
Kontrolle (Tabelle 15).

Tabelle 15: Genexpression von Adiponektin und B Aktin im Fettgewebe der
behandelten Gruppen in Relation zur Kontrolle

Kontrolle ganze Lipidfraktion Saponin- wasserlésliche

Frucht fraktion Fraktion

B Aktin [%] MW 100,00 102,46 93,97 86,33 103,32
SD 0,00 15,61 22,15 17,41 22,05

Adiponektin ohne 3 MW 100,00 99,98 100,23 101,15 104,55
Aktin-Korrektur [%] SD 0,00 8,68 12,72 16,85 12,77
Adiponektin mit § Aktin- MW 100,00 99,28 111,75 119,66 104,32
Korrektur [%0] SD 0,00 14,94 27,72 23,87 20,89
Adiponektin mit § Aktin- MW -0,0072 0,1111 0,1795 0,0423

Korrektur [Log Ratio]
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Genexpression von Resistin im Fettgewebe

Auch Resistin wird durch PPARYy reguliert und dient als Marker fir die Aktivierung
von PPARYy. Durch eine Aktivierung von PPARy wird die Resistin-Genexpression
vermindert. Das Resistin-Gen war bei allen Mausen im Fettgewebe exprimiert,

allerdings mit leichten Schwankungen in der Bandenstarke (Abbildung 14) .

Abbildung 14: Aufnahmen der Resistin-Banden aus dem Fettgewebe. Im
Agarosegel wurden jeweils ein GrolBenmarker (50 bp D NA Ladder von
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) und von links nach rechts ein Tier aus
der Kontrollgruppe sowie der Gruppen, die mit der g anzen Frucht, der
Lipidfraktion, der Saponinfraktion oder der wasserl oslichen Fraktion behandelt

worden waren, aufgetragen. * Saponinfraktion fehlt

Die Auswertung erfolgte anlog zur Auswertung der Adiponektin-Expression. Nach
RT-PCR sind ohne [ Aktin-Korrektur kaum Gruppenunterschiede bezuglich der
Resistin-Expression zu erkennen. Die hochste mittlere Resistin-Expression zeigte
nach der RT-PCR die Gruppe, die mit der ganzen Frucht der Bittergurke behandelt
worden war. Dies war jedoch nicht signifikant (Anhangstabelle 6) . Im Gegensatz
dazu zeigten die Microarray-Ergebnisse die hochste Expression von Resistin
(NM_022984) bei der Kontrollgruppe und die niedrigste bei der Gruppe, welche die
wasserlosliche Fraktion der Bittergurke bekommen hatte. Dieser Unterschied war
statistisch signifikant. Fur das Resistin-Gen sind auf den Microarrays jeweils zwei

Sonden gespottet, weshalb dafir jeweils zwei Werte vorliegen (Tabelle 16) .
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Tabelle 16: Mittlere Expression von Resistin im Fettgewebe ohne B Aktin-
Korrektur nach Reverse Transkriptase-Polymerase-Ket  tenreaktion (RT-PCR)
und Microarray-Analyse in Relation zur Kontrolle [L og Ratio]

Kontrolle ganze Frucht Lipidfraktion Saponin- wasserlésliche
fraktion Fraktion
RT-PCR 0,1349 0,0083 -0,0428 0,0678
Microarray
A 52 _P55972 -0,0528 -0,0947 -0,2414 -0,4735*
A 51 P233597 -0,1233 -0,2663 -0,2727 -0,6440**

*p=0,0728, ** p=0,0504

Nach der B Aktin-Korrektur sind die Resistin-Expressionen aller behandelten
Gruppen leicht, aber nicht signifikant, gegenuber der Kontrolle erhéht. Eine
signifikante Regulation von Resistin auf der Genexpressionsebene konnte mittels

RT-PCR nicht nachgewiesen werden (Tabelle 17).

Tabelle 17: Genexpression von Resistin und B Aktin im Fettgewebe der
behandelten Gruppen in Relation zur Kontrolle

Kontrolle ganze Lipidfraktion Saponin- wasserlésliche

Frucht fraktion Fraktion

B Aktin [%] MW 100,00 102,46 93,97 86,33 103,32
SD 0,00 15,61 22,15 17,41 22,05

Resistin ohne  Aktin- MW 100,00 114,44 100,83 95,81 107,01
Korrektur [%0] SD 0,00 23,85 22,87 44,38 43,93
Resistin mit B Aktin- MW 100,00 113,17 113,48 114,60 106,50
Korrektur [%] SD 0,00 23,68 46,38 60,78 56,46
Resistin mit B Aktin- MW 0,1237 0,1265 0,1363 0,0630

Korrektur [Log Ratio]

Genexpression der Acyl CoA Dehydrogenase inder Leb  er

Als Marker fir die Aktivierung von PPARa wurde die Expression der Acyl CoA
Dehydrogenase in den Lebern der db/db Mause mit RT-PCR untersucht. Eine
Aktivierung von PPARa fihrt zu einer erhdhten Genexpression der Acyl CoA
Dehydrogenase in der Leber. Die Acyl CoA Dehydrogenase war bei allen Mausen in
der Leber exprimiert. Die Starke der Expression war jedoch sehr schwankend
(Abbildung 15) .
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Abbildung 15: Aufnahmen der Acyl CoA Dehydrogenase- Banden der Leber. Im
Agarosegel wurden jeweils ein GroBenmarker (50 bp D NA Ladder von
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) und von links nach rechts ein Tier aus
der Kontrollgruppe sowie der Gruppen, die mit der g anzen Frucht, der
Lipidfraktion, der Saponinfraktion oder der wasserl oslichen Fraktion behandelt

worden waren, aufgetragen. * Saponinfraktion fehlt

Auch die Auswertung der Genexpression der Acyl CoA Dehydrogenase erfolgte
anlog zur Auswertung der Adiponektin-Expression. Die Expression der Acyl CoA
Dehydrogenase war im Mittel bei allen behandelten Gruppen im Vergleich zur
Kontrolle leicht erhdht. Die Unterschiede waren nicht signifikant (Tabelle 18).

Tabelle 18: Genexpression der Acyl CoA Dehydrogenase (DH) und v on B Aktin
im Fettgewebe der behandelten Gruppen in Relation z  ur Kontrolle

Kontrolle ganze Lipidfraktion Saponin- wasserlésliche

Frucht fraktion Fraktion

B Aktin [%0] MW 100,00 154,36 155,11 124,71 168,85
SD 0,00 101,40 98,37 80,56 79,56

Acyl Co A DH ohne 3 MW 100,00 156,61 145,38 112,20 168,55
Aktin-Korrektur [%] SD 0,00 91,43 81,36 59,37 71,31
Acyl Co A DH mit B Aktin- MW 100,00 122,71 106,12 107,07 110,58
Korrektur [%] SD 0,00 69,21 59,58 62,80 41,66
Acyl Co A DH mit B Aktin- MW 0,2047 0,0594 0,0683 0,1006

Korrektur [Log Ratio]

Die Ergebnisse der Microarray-Analyse zeigen im Fettgewebe ebenfalls keine
Regulation der Acyl CoA Dehydrogenase (NM_017366) nach einer Behandlung mit
der Bittergurke im Vergleich zur Kontrolle (Daten nicht gezeigt).
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3.7 Differentielle Genexpression im Fettgewebe

Pathway-Analysen

Die Microarray-Analyse erfolgte mit isolierter RNA aus dem Fettgewebe der Mause.
Die Streuung innerhalb der Gruppen war sehr hoch, was die Auswertung der Daten
erschwerte. Deshalb wurde zusatzlich eine so genannte Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA) durchgefuhrt. Dadurch kann nicht nur die Regulation von einzelnen
Genen untersucht werden, sondern auch die ganzer Stoffwechselwege. Zur
Auswertung wurde eine GSEA auf der Basis der Log Ratios der Expressionen
durchgeftihrt. Es konnte gezeigt werden, dass unter anderem das Insulinsignal, der
Starke- und Sukrosestoffwechsel sowie das Signal von PPARs durch die
Behandlungen mit der Bittergurke signifikant im Vergleich zur Kontrolle reguliert
wurden (Tabelle 19).

Tabelle 19: Signal- und Stoffwechselwege nach der Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) Datenbank und deren Regulation im Fettgewebe
der db/db Méause nach funfwochiger oralen Gabe von 1 50 mg/kg Kdrpergewicht
der verschiedenen Fraktionen der Bittergurke (ganze Frucht, Lipidfraktion,
Saponinfraktion, wasserlosliche Fraktion) im Vergle ich zur Kontrollgruppe

p-Werte

KEGG Pathway Zahl der Ganze Lipid- Saponin-  Wasserlosliche

Gene Frucht fraktion fraktion Fraktion
Adipocytokine signaling pathway 69 0,0024 <0,0001 0,0263 0,0004
Citrate cycle (TCA cycle) 25 ns ns 0,0485 <0,0001
Fatty acid biosynthesis 6 ns 0,0042 ns ns
Fatty acid metabolism 43 0,0016 ns ns 0,0004
Glycerolipid metabolism 39 0,0011 0,0549 0,0123 0,0134
Glycolysis/Gluconeogenesis 52 <0,0001 0,0306 0,0001 <0,0001
Inositol phosphate metabolism 48 0,0039 ns ns 0,0401
Insulin signaling pathway 133 0,0003 0,0013 0,0075 <0,0001
Linoleic acid metabolism 39 <0,0001 <0,0001 0,0094 0,0040
MAPK” signaling pathway 253 0,0316 0,0543 0,0040 0,0002
Oxidative phosphorylation 114 <0,0001 ns ns <0,0001
Pentose phosphate pathway 24 0,0034 0,0193 0,0033 0,0002
PPAR signaling pathway 71 0,0074 0,0009 0,0083 <0,0001
Pyruvate metabolism 40 0,0012 0,0013 0,0194 0,0013
Starch and sucrose metabolism 50 0,0011 0,0060 0,0028 0,0005

ns = nicht signifikant
*MAPK = Mitogen assoziierte Protein Kinase
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Das Insulinsignal beinhaltete nach der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) Datenbank 265 Gensonden, von denen 144 durch mindestens eine
Bittergurken-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle starker (Log Ratio > 0,3) oder
schwacher (Log Ratio < 0,3) exprimiert waren. Da teilweise mehrere Sonden fir ein
Gen gespottet waren, bedeutete dies 109 regulierte Gene von insgesamt 133 Genen
des Insulinsignals. Nach der Behandlung mit der ganzen Frucht der Bittergurke
waren im Vergleich zu den anderen Behandlungen die wenigsten Gene des
Insulinsignals und nach Behandlung mit der wasserldslichen Fraktion die meisten
reguliert, namlich 14 bzw. 100 Gene. Nach Behandlung mit der Lipidfraktion waren
51 Gene und nach Behandlung mit der Saponinfraktion 35 Gene reguliert. Dies war
jedoch fir die einzelnen Gene nicht immer signifikant. In der Gruppe, die mit der
ganzen Frucht der Bittergurke behandelt worden war, war von den insgesamt 14
regulierten Genen (Log Ratio > |0,3|) nur ein Gen signifikant (p<0,05) reguliert. Bei
den Lipid-behandelten Mausen sowie bei den Saponin-behandelten M&usen waren
jeweils 5 Gene mit einem Log Ratio > |0,3| signifikant (p<0,05) reguliert; nach
Behandlung mit der wasserléslichen Fraktion immerhin 64 Gene. Es fallt auf, dass
nur drei Gene (PI3K, Glucose-6-Phosphatase, calmodulin-like 3) nicht bei allen

Gruppen in die selbe Richtung reguliert (Log Ratio > |0,3]|) waren.

Differentielle Genexpression einzelner Gene

Die Auswertung der Microarray-Daten ergab einige wenige regulierte Gene mit
einem Log Ratio > |2|. Diejenigen Gene, die zusatzlich durch mindestens eine
Bittergurken-Behandlung signifikant (p<0,05) reguliert waren, sind in Tabelle 20
dargestellt.

Von diesen sieben Genen sind jedoch nicht alle fir das Fettgewebe relevant. Die
Gene zu Lipocalin 5 sowie dem cystatin-related epididymal spermatogenic protein
sind vor allem in den ménnlichen Geschlechtsorganen von Bedeutung. Das Enzym
Glycin N-methyltransferase ist vor allem in der Leber exprimiert, sowie in Pankreas
und Prostata (Luka et al. 2009). Zu einer Bedeutung der Glycin N-methyltransferase
im Fettgewebe finden sich jedoch keine Hinweise.

Die vier weiteren regulierten Gene, GATA-binding protein (GATA) 2 und 3, Aldo-
Ketoreduktase 1B7 (AKR1B7) sowie das CCAAT/enhancer-binding protein &
(CEBPD), spielen hingegen eine wichtige Rolle bei der Adipozytendifferenzierung

und —reifung.
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Tabelle 20: Differentielle Genexpression im Fettgewebe mittels

Analyse. Verdnderung der Genexpression wird als log
d jeweiliger Behandlung mit

der Signalintensitaten (Log Ratio) von Kontrolle un

entsprechendem p-Wert angegeben

Microarray-

arithmiertes Verhaltnis

ganze Frucht Lipidfraktion Saponinfraktion wasserldsliche
Fraktion

Symbol Log Ratio p-Wert Log Ratio p-Wert Log Ratio  p-Wert Log Ratio p-Wert
GATA' 3 0,285 ns 0,986 ns 1,940 0,023 3,237 0,001
GATA' 2 -0,110 ns 0,380 ns 0,356 ns 1,016 0,030

-0,249 ns 0,153 ns 0,064 ns 0,4083 ns
AKR1B7? -1,976 ns 0,662 ns 2,433 ns 6,135 0,039
CEBPD® 0,245 ns 0,223 ns 0,516 0,056 1,052 0,001
LCN5* 2,303 ns 4,021 0,034 0,5428 ns 2,538 ns
CST8® -2,181 ns -2,352 0,051 -2,693  0,0286 -2,313 0,054
GNMT® -1,905 ns -2,749 0,048 -0,665 ns -2,634 ns

! GATA-binding protein

2 Aldo-Ketoreduktase 1B7

¥ CCAAT/enhancer-binding protein &

*Lipocalin 5

> cystatin-related epididymal spermatogenic protein
® Glycine N-methyltransferase (Gnmt)
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3.8 Konzentration Thiobarbitursdure-reaktiver Subst anzen

Die Konzentration von TBA-RS ist ein Marker fur oxidativen Stress, der haufig bei
Diabetes erhoht ist. Im Fettgewebe der db/db Mause konnten die Saponinfraktion
und die Lipidfraktion der Bittergurke die Konzentration von TBA-RS um mehr als 40%

gegenuber der Kontrollgruppe reduzieren (Abbildung 16) .
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Abbildung 16: Konzentration Thiobarbitursaure-reaktiver Substanze n (TBA-RS)
im Fettgewebe

Auf die Konzentration von TBA-RS im Muskelzytosol hatten die Saponin- und die
Lipidfraktion jedoch keinen Einfluss. Allerdings konnte hier die wasserldsliche
Fraktion die Konzentration von TBA-RS signifikant (p=0,001) um 65% im Vergleich
zur Kontrolle senken (Abbildung 17) .
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Abbildung 17: Konzentration Thiobarbitursaure-reakt iver Substanzen (TBA-RS)
im Muskel

In der Leber hatte die Behandlung mit Bittergurke keinen Einfluss auf die TBA-RS-

Konzentration (Anhangstabelle 7) .

3.9 Korrelation verschiedener Parameter

Um zu prufen, wie die einzelnen Parameter miteinander korrelieren und ob die
Parameter PTP 1B-Aktivitdt oder TBA-RS in erster Linie von der Bittergurke oder von
KG bzw. HbA;c-Werten beeinflusst wurden, wurde die Korrelation dieser Daten
untersucht.

Es zeigte sich keine Korrelation zwischen KG und HbA;c-Werten, was auf eine
antidiabetische Wirkung der Bittergurke schliel3en lasst, welche unabhangig vom
geringeren KG ist. Zwischen KG und PTP 1B-Aktivitat im Muskel der Tieren zeigte
sich zwar eine positive, jedoch nicht signifikante Korrelation. Entsprechend scheint
auch die Hemmung der PTP 1B durch die Behandlung mit Lipiden bzw. Saponinen
der Bittergurke unabhé&ngig vom reduzierten KG zu sein. Da die PTP 1B-Aktivitat im
Skelettmuskel mit dem HbA;c-Wert ebenfalls positiv, aber nicht signifikant korreliert,
ist davon auszugehen, dass an der antidiabetischen Wirkung der Bittergurke weitere

Mechanismen beteiligt sind.
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Auch fir die Konzentration von TBA-RS und den HbA;c-Werten bzw. dem KG der
Mause konnte kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden, sodass die
Bittergurke eine antioxidative Wirkung unabhéngig vom Blutglukosespiegel oder vom
KG hat (Tabelle 21).

Tabelle 21: Korrelationen zwischen Korpergewicht od er HbAc-Werten und
Aktivitat der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B (PTP 1  B) oder Konzentrationen
an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen (TBA-RS)

Korpergewicht HbA1c
r p-Wert r p-Wert
HbAc 0,025 0,874 1
Native PTP 1B- 0,260 0,088 0,155 0,315
Aktivitat im Muskel
TBA-RS im 0,165 0,284 0,098 0,529
Fettgewebe
TBA-RS im Muskel -0,183 0,240 0,220 0,156
r = Korrelationskoeffizient
3.10 Konzentration antidiabetischer Inhaltsstoffe i n verschiedenen

Sorten der Bittergurke

In den Frichten mit Samen (Proben 1-6) konnten in der TM mittlere Konzentrationen
von 5,05% Lipidfraktion, 3,68% Saponinfraktion sowie 19,95% wasserlosliche
Fraktion bestimmt werden. Im Fruchtfleisch allein (Proben 7-14) lag die mittlere
Konzentration der Lipidfraktion hingegen nur bei 0,91%, die der Saponinfraktion bei
3,97% und die der wasserl6slichen Fraktion bei 16,90% (Tabelle 22).

Die mittlere Konzentration der Saponinfraktion unterschied sich zwischen der ganzen
Frucht und dem Fruchtfleisch kaum, wahrend die Konzentrationen der Lipidfraktion
und der wasserloslichen Fraktion jeweils im Fruchtfleisch geringer waren. Dieser
Unterschied war jedoch nur fur die Lipidfraktion signifikant (p<0,0001).

Die mittlere Konzentration an hamolytischen Saponinen lag in der TM der ganzen
Frichte bei 0,40% (0,27% bis 0,66%) und im Fruchtfleisch bei 0,52% (0,22% bis
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0,79%). Die Konzentration hamolytischer Saponine lag in der Saponinfraktion im
Mittel bei 11,77% (Tabelle 22).

Tabelle 22: Konzentrationen der Bittergurkenfraktio nen sowie der 9c-, 11t-, 13t
konjugierten Linolensaure (CLN), der konjugieren Li nolsaure (CLA) und der
hamolytischen Saponine in ganzen Frichten (Proben 1 -6) bzw. im Fruchtfleisch
(Proben 7-14) verschiedener Sorten der Bittergurke

Proben- Lipid- CLA' CLN' Saponin- Saponinei Saponineﬂ Wasserl.
nummer fraktion' fraktion" Fraktion"

Ganze 1 6,40 0,00 4,75 3,22 13,21 0,43 17,63
Frucht 2 5,35 0,23 22,94 3,02 11,98 0,36 19,51
3 5,79 0,16 22,00 5,16 12,86 0,66 24,24

4 3,98 0,50 32,58 2,9 9,21 0,27 21,64

5 2,97 0,22 9,29 3,61 8,77 0,32 16,98

6 5,84 0,38 65,89 4,13 8,53 0,35 19,72

MwW 5,05 0,25 26,24 3,68 10,76 0,40 19,95

SD 1,31 0,17 21,87 0,85 2,15 0,14 2,67

Frucht- 7 2,04 1,42 33,18 4,78 16,27 0,78 11,89
fleisch 8 0,79 1,36 33,13 5,34 14,87 0,79 17,55
9 0,57 0,63 21,21 4,99 13,64 0,68 16,32

10 0,24 0,42 13,13 3,75 14,38 0,54 18,46

11 1,64 1,44 34,20 3,34 16,98 0,57 14,39

12 0,63 1,03 27,47 3,22 9,39 0,30 15,41

13 0,73 1,74 34,90 3,10 7,09 0,22 21,52

14 0,65 1,16 19,44 3,20 7,54 0,24 19,37

MW 0,91** 1,15* 27,08 3,97 12,52 0,52 16,86

SD 0,61 0,44 8,22 0,92 3,93 0,23 3,03

" Angaben in % der Trockenmasse

" Angaben in % der Lipidfraktion

* Angaben in % der Saponinfraktion

* p<0,001, ** p<0,0001

Es konnte gezeigt werden, dass das Fruchtfleisch der weil3en (Proben 12-14)
Bittergurken-Sorten mit 0,25% einen geringeren Saponingehalt aufwies als das der
grunen Sorten (Proben 7-11) mit 0,68% (Abbildung 18) . Auch die Konzentration der
Saponinfraktion war im Fruchtfleisch der weiRen Sorten (Proben 12-14) mit 3,17%
geringer als im Fruchtfleisch der grinen Sorten (Proben 7-11) mit 4,43%. Da alle
Sorten, von denen die ganze Frucht untersucht worden war, griine Sorten waren,
wurden die Saponinkonzentrationen aus den ganzen Frichten zusatzlich mit den
Saponinkonzentrationen im Fruchtfleisch der griinen Sorten verglichen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Saponinkonzentration in der ganzen Frucht (Proben 1-6)
signifikant (p=0,01) geringer war als im Fruchtfleisch der grinen Sorten (Proben 7-
11) (Abbildung 18) .
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Abbildung 18: Konzentrationen hamolytischer Saponin e in der Trockenmasse
(TM) von ganzen Frichten (Proben 1-6) bzw. im Fruch tfleisch griiner (Proben 7-
11) oder weil3er (Proben 12-14) Sorten der Bittergur  ke. Angaben als MWSD

Die Lipidfraktion der Bittergurke ist reich an 9c-, 11t-, 13t CLN. Diese FS konnte in
allen untersuchten Proben nachgewiesen werden. Allerdings schwankte der relative
Gehalt an 9c-, 11t-, 13t CLN in der Lipidfraktion mit 4,4% bis 65% stark zwischen den
untersuchten Frichten (Proben 1-6). Im Fruchtfleisch (Proben 7-14) war die
Konzentration der Lipidfraktion geringer als in der gesamten Frucht (Proben 1-6),
allerdings war der mittlere relative Gehalt an 9c-, 11t-, 13t CLN in der Lipidfraktion
anndhernd gleich. Die Varianz war im Fruchtfleisch geringer und reichte von 13,1%
bis zu 34,9% 9c-, 11t-, 13t CLN in der Lipidfraktion (Tabelle 22).

Der mittlere relative Gehalt an CLA in der Lipidfraktion war im Fruchtfleisch (Proben
7-14) mit 1,1% signifikant hoher (p<0,001) als in der gesamten Frucht (Proben 1-6)
mit 0,2%. Im Vergleich zur 9c-, 11t-, 13t CLN war der Gehalt an CLA in der
Lipidfraktion sehr gering (Tabelle 22).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte zum einen die antidiabetische Wirkung der
Bittergurke im Tierversuch mit insulinresistenten db/db M&usen belegt und zum
anderen sollten Ansatze zum biochemischen Wirkmechanismus gefunden werden.
Weiterhin war von Interesse, welche Inhaltsstoffe der Bittergurke fur diese Wirkung
verantwortlich sind. Da in der Literatur zahlreiche verschiedene Methoden
beschrieben sind, mogliche antidiabetische Inhaltsstoffe aus der Bittergurke zu
isolieren und auf ihre Wirkung zu untersuchen (Cheng et al. 2008, Miura et al. 2004,
Roffey et al. 2007), sind die Ergebnisse dieser Studien kaum vergleichbar und es
konnte bislang nicht geklart werden, welche Substanzgruppe die starkste Wirkung
zeigt. Deshalb wurde in dieser Arbeit die Wirksamkeit verschiedener Fraktionen der
Bittergurke miteinander verglichen. Die Extraktion der Lipid-, Saponin- und
wasserloslichen Fraktionen erfolgte dazu jeweils aus einer Probe, sodass sich die
Fraktionen in ihren Inhaltsstoffen nicht tGberschnitten. Den db/db M&usen wurde
taglich eine Menge von 150 mg/kg KG der ganzen Frucht, der Lipid-, Saponin oder
der wasserloslichen Fraktion im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle

verabreicht.

4.1  Gewichtsreduzierende Wirkung der Bittergurke

Alle Mause zeigten auch mit Bittergurken-Behandlung in den ersten vier
Versuchswochen eine starke wdchentliche Gewichtszunahme, sodass alle Mause bis
zum Versuchsende nach funf Wochen Ubergewichtig waren. Greer et al. (2006)
konnten mit 10 Wochen alten db/db Mausen (n=41) zeigen, dass deren KG mit
49+0,4 g signifikant hoher war als das von gesunden Kontrollmausen (n=38) mit
24+0,4 g und sprach bei den db/db M&usen von adip6s.

Zwar lag das mittlere Gewicht der Mause in der vorliegenden Studie mit 38,3+2,6 g
unter dem der db/db Mause von Greer et al. (2006), jedoch ebenfalls deutlich Gber
dem Gewicht gesunder Mause. Die Kontrollgruppe zeigte nach Versuchsende mit
41,0+2,1 g das hochste mittlere Gewicht im Vergleich aller Gruppen, wahrend die
Mause, welche die gesamte Frucht (p=0,005), die Lipidfraktion (p=0,007), die
Saponinfraktion (p=0,007) oder die wasserlosliche Fraktion (p=0,05) der Bittergurke
bekommen hatten, zu Versuchsende signifikant leichter waren. Bei der

Futteraufnahme konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen ermittelt
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werden. Da Ubergewicht einen starken Risikofaktor fir Insulinresistenz und Typ I
Diabetes darstellt, ist die Reduzierung einer exzessiven Gewichtszunahme durch die
Behandlung mit der Bittergurke und ihrer Extrakte ein erster Ansatz zur Erklarung der
positiven Wirkung der Bittergurke bei Typ Il Diabetes. Allerdings war in diesem
Versuch mit db/db Mausen keine signifikante Korrelation von KG und HbA;c-Werten
zu beobachten (3.9).

Andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls einen positiven Effekt der Bittergurke auf
das KG belegen. Die Autoren Nerurkar et al. (2008) zeigten, dass ein Zusatz von
1,5% eines Bittergurken-Safts zu einer fettreichen Diat bei C57BL/6 Mausen die
Entwicklung von Ubergewicht signifikant im Vergleich zur Kontrolle mit fettreicher
Diat ohne Bittergurken-Zusatz minderte. Weiterhin untersuchten die Autoren Huang
et al. (2008) die Wirkung einer Zugabe von 5% gefriergetrockneter Bittergurke zu
einer fettreichen Diat bei Wistar Ratten. Die Bittergurke reduzierte den Anteil grol3er
Adipozyten (>180 pm) sowie die Masse des viszeralen (retroperitonealen und
epididymalen) Fettdepots auf das Niveau von fettarm ernahrten Ratten.

Chan et al. (2005) untersuchten normale mannliche Sprague-Dawley Ratten mit
einer high fat diet mit oder ohne Zusatz von 0,75%, 1% oder 1,25% eines
Bittergurken-Pulvers. Der Bittergurken-Zusatz fuhrte bei den Ratten zu einer
signifikant (p<0,05) geringeren Gewichtszunahme und zu einem geringeren Gehalt
an Triglyceriden (TG) in Leber und Muskel. Erklarungsansatze fur die
gewichtsreduzierende Wirkung der Bittergurke werden unter anderem in einer
Erhéhung des GU und der 3-Oxidationsrate gesehen (Tan et al. 2008, Chan et al.
2005). Die untersuchten Fraktionen vermitteln ihre gewichtsreduzierende Wirkung
maoglicherweise durch unterschiedliche Mechanismen. Ein Lipidextrakt der
Bittergurke aktivierte in vitro effektiv PPARa und y (Chao und Huang 2003), was die
gewichtsreduzierende Wirkung der Lipidfraktion erklaren kann. Da die
Saponinfraktion durch eine Hemmung intestinaler Disaccharidasen und Lipasen die
postprandiale Absorption von Monosacchariden und Fetten hemmt (Oishi et al.
2007), stellt dies eine Erklarung fur das geringere KG nach einer Behandlung mit
dieser Fraktion bei den db/db Mausen dar. Fur die gewichtsreduzierende Wirkung
der wasserl6slichen Fraktion liefern die Ergebnisse der Microarray-Analyse weitere
Erklarungsansétze (3.7). Die wasserlosliche Fraktion erhohte im Fettgewebe der
db/db Méause die Expression von Markergenen fir unreife Adipozyten, GATA 2 und
3, Akrlb7 sowie Cebpd.
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Insgesamt bestatigen die Daten aus der Literatur und die Ergebnisse aus dem
Versuch mit db/db Mausen, dass die Bittergurke eine gewichtsreduzierende Wirkung
besitzt, auch wenn die db/db Mause trotz Bittergurken-Behandlung Ubergewicht

entwickelten und der Mechanismus nicht vollstéandig aufgeklart werden konnte.

4.2  Hypoglykdmische Wirkung der Bittergurke

Die Messungen der Blutglucosespiegel vor und zwei Wochen nach Versuchsbeginn
zeigten einen deutlichen Anstieg der Nuchtern-Blutglucosekonzentrationen bei allen
Gruppen (Anhangstabelle 4) . Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
konnten nicht beobachtet werden. Auffallig war jedoch, dass die mittleren
Blutglucosespiegel der db/db Mause schon vor Versuchsbeginn mit 150+86 mg/dL
deutlich héher waren als bei gesunden Mausen mit 955 mg/dL (Greer et al. 2006).
Nach zwei Wochen waren die Nuchtern-Blutglucosespiegel noch einmal deutlich
angestiegen und lagen bei 213+71 mg/dL. Demnach zeigten alle Mause bereits zu
Beginn des Versuchs erhdhte Blutglucosespiegel.

Die Bestimmung von Glucose und Ketonkoérpern im Urin der Mause nach
Versuchsende lassen ebenfalls eindeutig auf eine Insulinresistenz bei allen Mausen
schlie3en, weil bei allen Mausen eine Glucosekonzentration von mindestens 278
mg/dL gemessen werden konnte. Da dies die maximal messbare Konzentration mit
den verwendeten Teststabchen war, war eine genauere Untersuchung mdglicher
Gruppenunterschiede nicht méglich.

Die Tatsache, dass bei allen Tieren der Nachweis von Ketonkdrpern im Urin negativ
war, lasst darauf schliel3en, dass bei den Mausen eine Insulinresistenz, aber kein
absoluter Insulinmangel vorlag.

Im Gegensatz zu den Nuchtern-Blutglucosespiegeln nach zwei Wochen bzw. zur
Glucosekonzentration im Urin, zeigte die Behandlung mit der Bittergurke eine
signifikante  Wirkung auf die HbA;c-Werte als Langzeitparameter fur
Blutglucosespiegel. Erythrozyten der Maus haben eine Lebensdauer von ca. 22
Tagen (Wilmanns et al. 1969), sodass die HbA;c-Werte die Ho6he der
Blutglucosespiegel in diesem Zeitraum widerspiegeln.

Die Behandlung mit der Bittergurke reduzierte die HbA;c-Werte der db/db M&use
signifikant beim Vergleich aller behandelten Gruppen mit der Kontrolle. Die Autoren
Greer et al. (2006) veroffentlichten Daten Uber 10 Wochen alte db/db Mause, bei
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denen nicht nur Blutglucosespiegel erhdht waren, sondern auch die Insulinspiegel im
Vergleich zu gleichaltrigen gesunden Mausen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die db/db Mause an Insulinresistenz litten. Die db/db M&ause von Greer et al.
(2006) zeigten mittlere HbA;c-Werte von 9,2%, wéhrend gesunde Mause mittlere
HbAc-Werte von 4,5% aufweisen.

Die neun Wochen alten db/db Mause der Kontrollgruppe aus dem
Ernahrungsversuch der vorliegenden Arbeit hatten einen mittleren HbA;c-Wert von
9,3%, welcher durchaus mit dem der insulinresistenten db/db Mé&use aus der Studie
von Greer et al. (2006) vergleichbar ist. Fur eine Insulinresistenz der db/db Mause
der vorliegenden Arbeit sprechen weiterhin die hohen Blutglucosespiegel bei
fehlenden Ketonkdrpern im Urin der Mause. Reduzierte HbA;c-Level durch die
Behandlung mit der Bittergurke lassen also auf eine verbesserte Insulinsensitivitat
durch die Behandlung mit der Bittergurke schlie3en. Da keine signifikante Korrelation
zwischen KG und HbA;c-Werten nachgewiesen werden konnte (Tabelle 21), ist die
Verbesserung der HbA;c-Werte und damit der Insulinsensitivitat nicht allein auf das
verringerte Képergewicht der Mause zurtick zu fuhren. Die Bittergurke besitzt also
unabhangig von ihrer Wirkung auf das KG bei insulinresistenten db/db Mausen eine
insulinsensitivierende Wirkung. Die Ergebnisse zur insulinsensitivierenden Wirkung
der Bittergurke bestatigen Ergebnisse von Miura et al. (2001). Diese Autoren
untersuchten die tagliche Gabe von 100 mg/kg KG eines wasserldslichen Extraktes
der Bittergurke bei KKAy Mausen. Im Insulinsensitivitatstest zeigten die mit
Bittergurke behandelten Méause signifikant (p<0,01) geringere Blutglucosespiegel 30
und 60 Minuten nach subkutaner Verabreichung von 0,5 U Insulin pro kg KG. Auch
Vikrant et al. (2001) konnten in einem Versuch mit Ratten mit Fruktose-induzierter
Hyperinsulinamie und Hyperglykamie zeigen, dass ein Wasserextrakt der Bittergurke
bei diesen Ratten die Blutglucose- und Insulinspiegel senkte. Dieser Effekt konnte
jedoch nur in einer sehr hohen Dosis von 400 mg dieses Extraktes pro Tag
beobachtet werden, wéahrend 100 und 200 mg keinen signifikanten Effekt hatten. Ein
Ethanolextrakt der Bittergurke zeigte ebenfalls keine Wirkung. Insgesamt belegen die
Daten von Vikrant et al. (2001), dass wasserl6sliche Inhaltsstoffe der Bittergurke eine
Insulinresistenz vermindern konnen.

Die starkste Wirkung auf die HbA;c-Werte zeigten die db/db Mause, welche mit der
Lipidfraktion der Bittergurke behandelt worden waren. Trotzdem hatten alle Mause,

auch die mit Bittergurke behandelten, erhdhte HbA;c-Werte und litten an
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Insulinresistenz. Die Behandlung mit der Bittergurke oder ihren Extrakten konnte in
diesem Versuch bei db/db M&usen die Entwicklung einer Insulinresistenz nicht

verhindern, sondern nur abmildern.

4.3  Bittergurke und Insulinresistenz: Literaturtiber sicht

in vitro Untersuchungen

Auch in der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise darauf, dass die Bittergurke die
Insulinsensitivitat peripherer Organe erhéht und an diesen Geweben die
Glucoseaufnahme verstarkt.

Die Autoren Yibchok-Anun et al. (2006) untersuchten die Wirkung eines
Proteinextraktes aus dem Fruchtfleisch einer thailandischen Sorte der Bittergurke auf
die Glucoseaufnahme von Adipozyten (3T3-L1) und Myozyten (C,Ci,), indem sie
diese Zellen mit 10 pg Extrakt pro mL Medium inkubierten. Das Proteinextrakt der
Bittergurke erhthte an diesen Zellen die Glucoseaufnahme sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von Insulin (10 nM). Die Glucoseaufnahme in diese Zellen war dabei
umso starker, desto langer die Zellen mit dem Extrakt inkubiert wurden. Die Autoren
vermuten, dass eine Protein-Komponente der Bittergurke mit Insulin-ahnlicher
Wirkung fur die blutzuckersenkende Wirkung der Bittergurke verantwortlich ist. Auch
die Autoren Singh et al. (2004) untersuchten die Auswirkungen der Bittergurke auf
die Glucoseaufnahme von kultivierten L6-Muskelzellen. Ein Bittergurken-Saft erhohte
bei einer Konzentration von 5 pg Bittergurken-Saft pro mL Medium die
Glucoseaufnahme in diese Zellen signifikant (p<0,05) gegeniber der Kontrolle,
wahrend er in den Konzentrationen 50, 100 und 200 pg/mL die Glucoseaufnahme in
diese Zellen dosisabhéngig hemmte. Die Glucoseaufnahme wurde auRerdem durch
den Zusatz von 100 nM Wortmannin, ein potenter PI3K Hemmer, signifikant (p<0,05)
gehemmt. Diese Hemmung konnte weder durch den Zusatz von 5 ug Bittergurken-
Saft pro mL noch durch 100 nM Insulin aufgehoben werden (Singh et al. 2004). Die
Autoren Cummings et al. (2004) untersuchten ebenfalls den Einfluss der Bittergurke
auf die Glucoseaufnahme von kultivierten L6 Muskelzellen. Diese Autoren
untersuchten dabei jeweils den Saft der Bittergurke und einen Chloroform-Igslichen
Auszug aus diesem Saft. Die Zellen wurden dazu fir eine, drei oder sechs Stunden

mit einem Medium mit 100 nM Insulin oder mit 1, 5 oder 10 pg/mL der jeweiligen
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Bittergurken-Zubereitung inkubiert. Sowohl 100 nM Insulin als auch die Bittergurke in
den verschiedenen Konzentrationen erhdhten nach sechsstindiger Inkubation die
Glucoseaufnahme in die Muskelzellen signifikant (p<0,01) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Es konnte aufRerdem gezeigt werden, dass eine
Konzentration von 5 pg/mL der Bittergurken-Zubereitungen die Glucoseaufnahme in
die Zelle am starksten forderte und die HOhe der Glucoseaufnahme mit der
Inkubationszeit positiv korrelierte. Der Zusatz von Wortmannin zum Medium hemmte
auch in dieser Arbeit signifikant (p<0,05) die Glucoseaufnahme der Muskelzellen mit
oder ohne 100 nM Insulin oder 10 pg/mL der jeweiligen Bittergurken-Zubereitung.
Die Autoren weisen auf eine insulinomimetische Wirkung der Bittergurke hin und
vermuten, dass die Bittergurke einen vergleichbaren Signalweg wie Insulin nutzt.
Weitere Ergebnisse zur Glucoseaufnahme peripherer Gewebe erzielten die Autoren
Roffey et al. (2007), welche die Wirkung der Bittergurke auf die Glucoseaufnahme
von kultivierten Adipozyten untersuchten. Es konnte gezeigt werden, dass der
wasserlosliche Extrakt der Bittergurke ohne den Zusatz von Insulin keinen Einfluss
auf die Glucoseaufnahme in diese Zellen hatte, wéhrend der Ethanol-Extrakt ohne
den Zusatz von Insulin die Glucoseaufnahme dosisabhangig hemmte. Bei einem
Zusatz von 0,5 nM Insulin verstarkte vor allem der wasserlosliche Extrakt der
Bittergurke die insulinabhéangige Glucoseaufnahme in die Adipozyten. Die
insulinabhangige Glucoseaufnahme war dabei am starksten bei der niedrigsten
Konzentration der Bittergurke von 0,2 mg/mL. Bei hohen Konzentrationen von Insulin
(50 nM) hemmte der Zusatz der Bittergurke die insulinabhangige Glucoseaufnahme
in die Zellen wiederum dosisabhangig. Die hemmende Wirkung von Wortmannin auf
die insulinabhangige Glucoseaufnahme konnte durch den Zusatz von 0,2 mg/mL des
wasserloslichen Bittergurken-Extraktes nicht aufgehoben werden. Diese Autoren
gehen im Gegensatz von den Autoren Singh et al. (2004) und Cummings et al.
(2004) davon aus, dass die Bittergurke die Wirkung geringer Insulinmengen an
insulinsensitiven Geweben erhoht, jedoch keine insulinomimetischen Eigenschaften
besitzt. Die Bittergurke scheint insgesamt nur in geringen Mengen eine
insulinsensitivierende Wirkung zu zeigen (Roffey et al. 2007).

Auch Cheng et al. (2008) konnten belegen, dass es in vitro Hochstmengen fir die
antidiabetische Wirkung bei der Behandlung mit Bittergurken-Extrakten gibt. Diese
Autoren untersuchten die Wirkung von Methanolextrakten der Frucht, des Samens

und der Stiele der Bittergurke (50 pg/mL Medium) an TNFa-induzierten
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insulinresistenten FL83B Leberzellen der Maus. Dazu wurde die Glucoseaufnahme
in insulinsensitive Zellen mit und ohne Insulinstimulierung sowie in insulinresistente
Zellen nach Insulinstimulierung mit oder ohne Bittergurken-Behandlung gemessen.
Die Bestimmung der Glucoseaufnahme der Zellen erfolgte 0O, 1, 2, 3, 4 und 5 h nach
Insulinstimulation (100 nM). Alle Extrakte sowie Troglitazon (22 pg/mL Medium)
erhohten die Glucoseaufnahme der Zellen signifikant (p<0,05) im Vergleich zu den
insulinresistenten unbehandelten Zellen. Das Methanolextrakt des Stiels war weniger
wirksam bei einer Konzentration von 10 pg/mL als bei 100 pug/mL, wahrend es sich
bei der Hexanphase aus dem Methanolextrakt genau anders herum verhielt, was auf
eine Hochstgrenze fir die effektive Dosis bei der Hexanphase schliel3en lasst. Hohe
Dosen (100 pg/mL) der Butanol- bzw. Ethylacetatphasen aus dem Methanolextrakt
zeigten sogar einen negativen Effekt bei der Glucoseaufnahme der Zellen, wéahrend
sie bei geringen Dosen (10 pg/mL) keinen Effekt hatten. Ahnliche Ergebnisse wurden
in TNFa-induzierten insulinresistenten C2C12 Muskelzellen der Maus erzielt. Die
Behandlung der insulinresistenten Zellen mit isolierten Triterpenen aus der
Hexanphase des Methanolextraktes aus den Stielen der Bittergurke fuhrte ebenfalls
zu einer signifikant erhdhten Glucoseaufnahme im Vergleich zu unbehandelten
insulinresistenten Zellen. Die Autoren konnten mittels Western Blot zeigen, dass die
erhohte Glucoseaufnahme mit einer erhéhten Tyrosinphosphorylierung des IRS 1
einherging. Gleichzeitig wurde eine verstarkte Aktivierung der AMPK, gemessen als
Phosphorylierung des Threoninrests 172 an den a-Untereinheiten, festgestellt. Die
Autoren vermuten eine AMPK-Aktivierung als Mechanismus fir die erhéhte
Glucoseaufnahme der Zellen, einhergehend mit einer Phosphorylierung des IRS 1.

Die Autoren Tan et al. (2008) untersuchten die Wirkung isolierter Substanzen der
Bittergurke auf die Translokation des GLUT4 und die Aktivierung der AMPK in L6
Muskel- und 3T3L1 Fettzellen. Der Zusatz von 10 uM der isolierten Substanzen zum
Medium erhoéhte ohne Insulingabe die Translokation des GLUT4 in die
Plasmamembran um das Drei- bis Vierfache im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
Insulin bzw. AICAR (aminoimidazole carboxamide ribonucleotide), ein Agonist der
AMPK, erhohten die GLUT4-Level in der Plasmamembran jeweils um das Vier- bzw.
Funffache. Diese Wirkung der Bittergurken-Substanzen konnte nicht durch
Wortmannin aufgehoben werden, was fur eine Aktivierung der AMPK und gegen
einen insulinomimetischen Effekt spricht. Dies konnte durch eine Untersuchung der
AMPK-Aktivierung, gemessen als Phosphorylierung des Threoninrests 172, bestatigt
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werden. Dieses Ergebnis sichert aul3erdem die oben beschriebenen Ergebnisse von
Cheng et al. (2008).

in vivo Untersuchungen (Tabelle 23)

Tan et al. (2008) konnten die Ergebnisse zur erhohten Glucoseaufnahme peripherer
Organe im in vivo Versuchsmodell bestéatigen. Diese Autoren untersuchten die
Wirkung einer intraperitonealen Gabe der aus der Bittergurke isolierten Substanzen
Momordicosid S (100 mg/kg KG) und T (10 mg/kg KG) an gesunden Mausen auf ihre
akute hypoglykdmische Wirkung. Die Momordicoside S und T erhdhten bei diesen
Mausen die Glucoseclearance nach einem intraperitonealen Glucosetoleranztest
(GTT) sogar noch starker als nach intraperitonealer Gabe von AICAR (500 mg/kg
KG) oder Metformin (200 mg/kg KG). Momordicosid S erhdhte aul3erdem den GU
und die [R-Oxidationsrate der Mause. Momordicosid T verbesserte die
Glucosetoleranz ebenfalls bei high fat diet-induzierten insulinresistenten Mausen.
Fernandes et al. (2007) untersuchten die Glucoseaufnahme der Leber sowie vom
Muskelgewebe des Zwerchfells Alloxan-induzierter diabetischer Wistar Ratten,
denen zuvor Uber einen Versuchszeitraum von 30 Tagen taglich eine orale Dosis von
150 bzw. 300 mg/kg KG eines Ethanol-Extraktes (ohne Ethylacetat-16sliche Fraktion)
der Bittergurke oder 4 mg Glibenclamid pro kg KG verabreicht worden war. Im
Vergleich zu einer diabetischen und einer gesunden Kontrollgruppe wurde bei diesen
Ratten die Glucoseaufnahme aus einer Perfusionslosung mit einer
Glucosekonzentration von 400 mg/dL in das Muskelgewebe gemessen. Es konnte
gezeigt werden, dass der Bittergurken-Extrakt signifikant (p<0,001) die
Glucoseaufnahme in das Muskelgewebe des Zwerchfells erhéhte. Die Tiere, die
taglich 300 mg/kg KG des Extraktes bekommen hatten, zeigten eine starkere
Glucoseaufnahme in das Muskelgewebe als die Tiere, denen nur 150 mg/kg KG des
Extraktes verabreicht worden war. Die Starke der Glucoseaufnahme nach einer
Gabe von 300 mg/kg KG des Extraktes war vergleichbar mit der Wirkung von
Glibenclamid. Die Autoren liefern jedoch keine Erklarung fur die erhdhte
Glucoseaufnahme in das Muskelgewebe des Zwerchfells nach einer Behandlung mit
dem Bittergurken-Extrakt. Da die Perfusionslosung nur Glucose und kein Insulin
enthielt, scheint die Glucoseaufnahme unabhéngig von Insulin zu erfolgen.

Miura et al. (2001) waren eine der ersten Arbeitsgruppen, welche die antidiabetische

Wirkung der Bittergurke am Typ |l diabetischen Tiermodell tberprifte und Hinweise
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zur Aufklarung des biochemischen Mechanismus der gesteigerten Glucoseaufnahme
peripherer Organe im in vivo Modell lieferten. Mannlichen KKAy Mausen wurde dazu
Uber einen Versuchszeitraum von drei Wochen eine tagliche Menge von 100 mg/kg
KG eines wasserldslichen Extraktes der Bittergurke verabreicht. Die Bittergurke
fuhrte bei diesen Tieren zu signifikant (p<0,01) geringeren Blutglucose- und
Insulinspiegeln sowie zu einer verbesserten Glucosetoleranz. Weiterhin zeigten die
Bittergurken-behandelten Tiere im Insulinsensitivitatstest signifikant (p<0,01)
geringere Blutglucosespiegel 30 und 60 Minuten nach subkutaner Verabreichung von
0,5 U Insulin pro kg KG. Zur Aufklarung des Mechanismus der
insulinsensitivierenden Wirkung der Bittergurke wurden anschlieBend am
Muskelgewebe der Tiere die GLUT4-Proteinlevel in der Plasmamembran mittels
Western Blot bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass in der Muskulatur von
Bittergurken-behandelten Tieren der Anteil an GLUT4 in der Plasmamembran um
144% hoher war als bei den Kontrolltieren. In einem Folgeversuch (Miura et al. 2004)
untersuchten diese Autoren die Wirkung einer taglichen oralen Gabe von 20 mg
eines wasserl6slichen Bittergurken-Extraktes pro kg KG mit oder ohne korperlicher
Aktivitat am Typ Il diabetischen Tiermodell, der KKAy Maus. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass die Bittergurke in Kombination mit regelmafRiger korperlicher
Aktivitat Blutglucose- und Plasmainsulinspiegel signifikant (p<0,01) senkt und die
Glucosetoleranz signifikant (p<0,05) verbessert. Obwohl die Bittergurke jeweils allein
einen grol3eren Effekt zeigte als korperliche Aktivitat allein, konnte der Effekt der
Bittergurke durch korperliche Aktivitat verstarkt werden.

Eine gesteigerte GLUT4-Proteinexpression in der Plasmamembran ist das Resultat
einer verstarkten Insulinsignaltransduktion ausgehend vom IR. Um den
Mechanismus, durch welchen die Bittergurke die Insulinsensitivitat erhoht, weiter
aufzuklaren, untersuchten die Autoren Nerurkar et al. (2008) die Wirkung eines
Bittergurken-Safts aus unreifen, grinen Frichten ohne Samen auf den
Insulinsignalweg in den Lebern weiblicher vier bis sechs Wochen alter C57BL/6
Mause. Die Mause bekamen tber einen Versuchszeitraum von 16 Wochen entweder
eine Kontrolldiat (4,8 kJ% Fett), eine fettreiche Diat (58,0 kJ% Fett) oder eine
fettreiche Diat mit einem Zusatz von 1,5% (w/w) gefriergetrocknetem Bittergurken-
Saft. Nach 14 Wochen und zwdlfstiindiger Nuchterung wurde ein Insulin- oder ein
GTT mit einer intraperitonealen Injektion von 0,5 U Insulin pro kg KG oder 1,5 mg

Glucose pro g KG durchgefiihrt. Messungen der Blutglucosespiegel 0, 30, 60 und
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120 Minuten nach Injektion zeigten eine signifikant (p<0,05) verminderte Glucose-
und Insulintoleranz bei den Tieren mit fettreicher Ernahrung im Vergleich zur
Kontrolldiat, was durch den Zusatz des Bittergurken-Safts verbessert werden konnte.
Nach Versuchsende waren die Tiere der Kontrollgruppe signifikant (p<0,05) leichter
als die Tiere mit fettreicher Diat, wobei der Bittergurken-Zusatz zu einer signifikant
(p<0,05) geringeren Gewichtszunahme fuhrte. Weiterhin fihrte die fettreiche Diat zu
signifikant (p<0,05) hoheren Glucose-, TG- und Gesamtcholesterinwerten, zu
erhohten apoB-100 und apoB-48-Leveln im Plasma sowie zu einem erhdhten
Leberfettgehalt, was jeweils durch den Zusatz der Bittergurke auf die Werte der
Kontrollgruppe normalisiert werden konnte. Erklart werden konnten diese Ergebnisse
durch weitere Untersuchungen der intrazellularen Insulinsignaltransduktion in den
Lebern dieser Tiere. Es konnte gezeigt werden, dass die fettreiche Diat zu einer
erhohten Insulinresistenz in der Leber mit geringerer Tyrosinphosphorylierung an den
B-Untereinheiten des IR und an IRS 1 fuhrte, was durch den Zusatz der Bittergurke
verhindert werden konnte.

Ahnliche Ergebnisse zum Effekt der Bittergurke auf die Insulinsignaltransduktion
lieferten die Autoren Sridhar et al. (2008). Je acht mannliche Wistar Ratten bekamen
entweder fur 10 Wochen eine normale oder eine fettreiche Diat (59% der
Gesamtenergie aus Fett) bzw. eine fettreiche Diat mit taglicher oralen Gabe von 10
mL Bittergurken-Saft ohne Samen pro kg KG in den letzten beiden Versuchswochen.
Zu Beginn sowie nach der achten und zehnten Versuchswoche wurden jeweils ein
intraperitonealer Glucose- und Insulintoleranztest durchgefuhrt. Die Tiere wurden
dazu Uber Nacht gentichtert und bekamen eine Menge von 2,0 g Glucose pro kg KG
intraperitoneal verabreicht bzw. nach sechsstiindiger Nuchterung 2 U Insulin pro kg
KG gespritzt. Es konnte gezeigt werden, dass die fettreiche Diéat die Glucosetoleranz
und die Insulinsensitivitat verschlechterte. Die Gabe der Bittergurke konnte jedoch
sowohl die Glucosetoleranz als auch die Insulinsensitivitat signifikant (p<0,05)
verbessern. AulRerdem waren nach Versuchsende epidydimales Fett, Plasmainsulin,
Plasmatriglyceride und Gesamtcholesterin nach Bittergurken-Gabe signifikant
(p<0,05) geringer im Vergleich zu den Tieren mit fettreicher Diat ohne Bittergurken-
Gabe. Bei einem Teil der Tiere wurde weiterhin eine Insulinstimulierung
durchgefiihrt. Den Tieren wurde intraperitoneal eine Menge von 15 U Insulin gespritzt
und 30 Minuten spater zur weiteren Untersuchung der Wadenmuskel enthommen.

Mittels Western Blot wurden die Tyrosinphosphorylierung sowie die Expression von
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IR und IRS 1 aller Tiere im Muskel bestimmt. Zwischen den Gruppen war kein
Unterschied bezuglich der Expression von IR und IRS 1 sowie der Insulin-
stimulierten Tyrosinphosphorylierung des IR zu beobachten. Allerdings zeigten die
Tiere nach fettreicher Ernahrung ohne Bittergurken-Gabe eine signifikant (p<0,001)
geringere Insulin-stimulierte Tyrosinphosphorylierung des IRS 1 als die Kontrolltiere
und die Bittergurken-behandelten Tiere (Sridhar et al. 2008).

Eine mdgliche Ursache fir die beschriebenen Ergebnisse dieser Arbeitsgruppen, wie
eine erhdhte Insulin-stimulierte Tyrosinphosphorylierung des IR und der IRS 1 und 2
(Nerurkar et al. 2008, Sridhar et al. 2008) sowie eine verstarkte Interaktion der IRS 1
und 2 mit PI3K (Nerurkar et al. 2008) bis hin zur vermehrten GLUT4-
Proteinexpression in der Plasmamembran (Miura et al. 2001), stellt eine verminderte
PTP 1B-Aktivitat dar. Welchen Einfluss die Bittgurke auf die Regulation der PTP 1B
hat, sollte deshalb in dieser Arbeit untersucht und diskutiert werden (4.4).
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Tabelle 23: Ubersicht  der in vivo Studien zur Untersuchung der
antidiabetischen Wirkung der Bittergurke (BG) bei | nsulinresistenz
Autor  Versuchs-/ Dosis/Fraktion ~ Dauer Parameter Ergebnisse
Tiermodell
8 Sechs Wochen BG-Saft gefrier- 42 oder -Bestimmung von -BG vermindert
8 alte méannliche  getrocknetund 49 Tage Korpergewicht (KG), Energieeffizienz und
= Sprague-Dawley gemahlen zu Kdrperfettverteilung, Blutglucose- und
o Ratten mit high  0,75% 1% oder Futteraufnahme, Insulinspiegel sowie
= fat oder low fat  1,25% dem Blutglucose- und viszerales Fett und
5 diet mit oder Futter beige- Insulinspiegeln Fettgehalt von Leber
ohne BG-Zusatz mischt und Muskel
-Messung der Aktivitat -BG erhoht Aktivitat
von Enzymen der (3- von Enzymen der (3-
Oxidation Oxidation
-Adiponektin- -BG normalisiert
konzentration im Adiponektinspiegel
Serum bei Ubergewicht
-PPARy-Aktivierung -BG erhéht Gen- und
Proteinexpression
von PPARyY
Coaktivator-1a
S Sechs Wochen BG-Pulver mit 63 Tage -Bestimmung von KG -BG wirkt Adipozyten-
& alte mannliche  Samen zu 5% und Parametern der hypertrophie ent-
= Wistar Ratten der Diat Adipozytenhyper- gegen
= mit high fat diet  beigemischt trophie
g g('; (l;(:svr ohne -Messung der Insulin-  -BG senkt
= Pio Iitaion im spiegel und oGTT Insulinspiegel und
giite verbessert Glucose-
Vgrglemh zu toleranz vergleich-
T|er¢n mit low bar mit Pioglitazon
fat diet
-Expression von -BG vermindert
lipogenen Genen im Expression von
Fettgewebe lipogenen Genen
S Ausgewachsene Orale Gabe von 21 Tage -oGTT und Insulin- -BG erhoht signifikant
@ mannliche ddY 100 mg/kg KG sensitivitatstest mit (p<0,01) Insulin-
e und KKAy eines wasser- Messung der Blut- sensitivitat und
o Mause I6slichen gefrier- glucosespiegel vor verbessert
$ getrockneten sowie 30/60 und 120  Glucosetoleranz
5 Extrakts Minuten nach der
S Gabe von 2 g /kg KG

Glucose

-GLUT4-Expression in
der Plasma-
membran des
Muskelgewebes

-BG erhoht GLUT4-
Proteinlevel in der
Plasmamembran um
144% (p<0,01)

% Insulinrezeptor
"Insulinrezeptorsubstrat
' Lipoproteinlipase
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Fortsetzung von Tabelle 23: Ubersicht der

der antidiabetischen Wirkung der Bittergurke (BG) b

in vivo Studien zur Untersuchung
ei Insulinresistenz

Autor  Versuchs-/ Dosis/Fraktion ~ Dauer Parameter Ergebnisse
Tiermodell
S Acht Wochen Tagliche orale 35 Tage -oGTT mit Messung -BG in Kombination
8 alte KKAy Gabe von 20 der Blutglucose- mit korperlicher
= Méause mg/kg KG eines spiegel vor sowie Aktivitat verbessert
- (Kontrolle, BG,  wasserldslichen 30/60 und 120 Glucosetoleranz
o Exercise, BG +  Extraktes; 30 Minuten nach der sowie Insulin- und
-§ Exercise; n=5-6) Minuten nach Gabe von 2 g /lkg KG  Blutglucosespiegel
BG-Gabe Glucose signifikant. BG ist
Bewegung im -Plasmainsulin- und effektiyer als o
motorisiertem Blutglucosespiegel korperliche Aktivitat
Laufrad fur 120 allein
Minuten
3 Vier bis sechs 1,5% (w/w) 112 -Glucose- und -BG verbessert
8 Wochen alte getrockneter Tage Insulintoleranztest Glucosetoleranz und
= weibliche BG-Saft aus nach 14 Wochen Insulinsensitivitat
? C.57B.L/6 Mause sa_r_nenlos_en -Messung von -BG reduziert
g mit high fat diet  Frichten im Triglyceriden, Plasmalipide, apoB-
5 mit (n:8_) oder Futter Cholesterin, apoB-48 48 und —100-Level
2 ohne (n=7) BG und apoB-100 im sowie Triglycerid-
im Vergleph zu Plasma sowie von gehalt in der Leber
Tieren mit Triglyceriden in der
normaler Diat Leber
n=7
(n=7) -Bestimmung der -BG erhoht Tyrosin-
Tyrosin- phosphorylierung an
phosphorylierung IR®und IRS" 1 und 2
des IR® und der IRS"  ohne Expressions-
1 und 2 in der Leber steigerung von IR®
und IRS" 1 und 2
® Funf Wochen Tagliche orale 28 Tage -Bestimmung von KG, -BG vermindert KG-
8 alte mannliche  Gabe von Plasmalipiden, Zunahme, Plasma-
N C57BL/6 Mause Extrakt P (0,5 Plasmainsulin- und insulin- und Blut-
o mit high fat diet oder 1 g/lkg KG) Blutglucosespiegeln glucosespiegel
g mit BG-Extrakt, oder Extrakt G sowie HbA;c-Werten  sowie HbAc-Werte
= Rosiglitazon (0,2 oder 1 g /kg und verbessert
« oder ohne KG) aus der BG Plasmalipide
Behandlung 'm -Differentielle -BG vermindert
Vgrglemh zu Genexpression von MRNA-Expression
Mausen mit PPARYy, Leptin, von Leptin und
normaler Diat (je Resistin und LPL" im  Resistin und erhéht
Gruppe n=9)

die Expression von
PPARy und a. Die
Expression der LPL"
wird durch Extrakt G
erhdht

Fettgewebe bzw.
PPARa in der Leber

% Insulinrezeptor
"Insulinrezeptorsubstrat
' Lipoproteinlipase
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Fortsetzung von Tabelle 23: Ubersicht der

der antidiabetischen Wirkung der Bittergurke (BG) b

in vivo Studien zur Untersuchung

ei Insulinresistenz

Autor  Versuchs-/ Dosis/Fraktion ~ Dauer Parameter Ergebnisse
Tiermodell
© Mannliche Tagliche orale 14 Tage -Intraperitonealer -BG erhoht Glucose-
g g p
8 Wistar Ratten Gabe eines BG- Glucose- und toleranz und
N unter fettreicher Safts ohne Insulintoleranztest Insulinsensitivitat
3 R
g Dr|]at mét %der Si?lenééof__ 5 -Nach Nichterung -BG reduziert
S onne t>abe mL/kg KG) fur Uber Nacht Messung  Plasmainsulinspiegel
s eines BG-Safts Wochen nach : - :
5 im Veraleich htwchi von Glucose/Insulin/ und —Lipide sowie
5 Im Vergleich zur - achtwochiger Lipiden im Plasma epidydimales Fett
Kontrolle mit Vorlaufzeit mit o ) )
normaler Diat entsprechender -Teilweise Insulin- -BG verstarkt Insulin-
Diat stimulierung 30 stimulierte Tyrosin-
Minuten vor dem phosphorylierung
Schlachten des IRS" 1 im
Muskel
o) Méannliche Intraperitoneale Eine -Intraperitonealer -Erhdhte
§ gesunde und Gabe von Dosis Glucosetoleranztest Glucosetoleranz
= _h|gh f_at diet- Momordicosid 5 (akut) -Bestimmung des - Grundumsatz und -
2 !ndulglerte_ (1dOO mg/kg) Grundumsatzes und  Oxidationsrate nach
= :\r)ﬁu Inresistente o e/rkG (10 der B-Oxidationsrate ~ Gabe von
[ ause mg/kg) Momordicosid 5
erhoht
- Wistar Ratten Orale Gabe von 15 Tage -Bestimmung von KG -BG zeigt keinen
8 mit 66% 100, 200 oder Effekt auf KG
N Fruktose in der 400 mg/Tag “Messung von -400 mg des
3 ) :
g Diat ElnesEV\:]asselr Plasmaglucose- und  Wasserextraktes
= ZW. kt anok- Insulinspiegeln vermindern
g SXtri teiags Blutglucose- und
S er Frucht der Insulinspiegel
BG S
signifikant

% Insulinrezeptor

"Insulinrezeptorsubstrat

' Lipoproteinlipase

74



Diskussion

4.4  Regulation der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B

Die Behandlung mit der Saponin- bzw. der Lipidfraktion der Bittergurke flhrte zu
einer geringeren nativen PTP 1B-Aktivitdt im Muskel der db/db Mause im Vergleich
zur Kontrolle. Dieses Ergebnis liefert einen Erklarungsansatz fur den
antidiabetischen Effekt der Bittergurke. Eine verringerte PTP 1B-Aktivitat ist direkt mit
einer verbesserten Insulinsensitivitdt assoziiert. Der Insulinsignalweg und schlief3lich
die Glucoseaufnahme aus dem Blut in die Zellen insulinsensitiver Gewebe mittels
GLUT4 werden durch die Hemmung der PTP 1B verstarkt (Nieto-Vazquez et al.
2007, Mdaller et al. 2009). Die Reduzierung der nativen PTP 1B-Aktivitat bei db/db
Mausen erklart nicht nur die verbesserte Insulinsensitivitat dieser Mause, sondern
liefert vielmehr Erklarungsanséatze fir zahlreiche Studien und Daten in der aktuellen
Literatur zur Untersuchung der antidiabetischen Wirkung der Bittergurke (4.3). In
diesen Studien fuhrte die Zugabe von Wortmannin, einem spezifischen Hemmer der
PI3K, zum Medium zu einer Hemmung der Glucoseaufnahme mit oder ohne
Bittergurken-Behandlung (Singh et al. 2004, Cummings et al. 2004, Roffey et al.
2007). Die Bittergurke fuihrte dabei nicht nur im Vergleich zur fettreichen Ernéhrung,
sondern auch im Vergleich zur Kontrolle zu einer gesteigerten Tyrosin-
phosphorylierung an IR und IRS 1 und 2. Der Zusatz der Bittergurke konnte die
Interaktion von IRS 1 und 2 mit der PI3K bis Uber den Level der Kontrolltiere hinaus
steigern. Die Expression von IR sowie IRS 1 und 2 unterschied sich nicht zwischen
den Gruppen (Nerurkar et al. 2008). Diese Ergebnisse lassen auf einen Einfluss der
Bittergurke auf das Insulinsignal schlieBen. Diese Wirkung scheint vor der
Aktivierung der PI3K zu erfolgen, mdoglicherweise auf der Ebene der PTP 1B-
Regulation.

Die Saponinfraktion zeigte den starksten Einfluss auf die PTP 1B-Aktivitat im Muskel
der db/db Mause. Saponine sind wasserloslich und in relativ hohen Konzentrationen
in der Bittergurke vorhanden (4.9). Manche Autoren (Miura et al. 2001, Roffey et al.
2007) verwendeten in ihren Studien wasserlosliche Extrakte, welche vermutlich
Saponine enthielten. Eine verbesserte Insulinsensitivitat durch die Behandlung mit
diesen Extrakten ist mdglicherweise zumindest teilweise auf die Wirkung der
Saponine zurtck zu fuhren — und auf die Hemmung der PTP 1B durch die Saponine.
Diese Wirkung ist vermutlich auch bei Saponinen anderer Nahrungsquellen zu

finden. Samane et al. (2006) konnten zeigen, dass die Saponinfraktion aus Argania
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spinosa ebenfalls das Insulinsignal verstarkt, und zwar Uber eine insulinabhangige
Aktivierung der PKB in Hepatoma Zellen (Samane et al. 2006). Mdglicherweise liegt
die Erklarung daftir ebenfalls bei einer Hemmung der PTP 1B.

Im Fall der Saponinfraktion aus der Bittergurke war die Hemmung der PTP 1B
reversibel durch das Reduktionsmittel DTT. Eine Hemmung der PTP 1B durch
Oxidation des Cystein-Rests 215 (Cys 215) am aktiven Zentrum des Enzyms zur
Sulfenséure ist deshalb wahrscheinlich. Der Cys 215 hat einen besonders niedrigen
pKa von 5,6, wodurch die nukleophilen Eigenschaften des Enzyms verstarkt werden.
Der niedrige pK, ist jedoch auch daftr verantwortlich, dass das Enzym besonders
anfallig fur die Oxidation und Hemmung durch ROS, wie Wasserstoffperoxid (H>O5),
ist (Denu und Tanner 1998). Der Cysteinrest wird dabei reversibel zur Sulfenséure
oxidiert. Durch die Oxidation verliert der Cysteinrest seine nukleophilen
Eigenschaften, was letztlich die Ursache fir die Hemmung der PTP ist (Tonks 2003).
Die Aktivitdt des Enzyms kann durch den Zusatz von DTT wieder hergestellt werden,
indem DTT die Sulfensaure reduziert (Denu und Tanner 1998).

Obwohl die Saponinfraktion die Aktivitat der PTP 1B im neutralen pH Bereich
signifikant im Vergleich zur Kontrolle hemmte, waren sowohl die PTP 1B-Aktivitat im
sauren pH Bereich als auch die Genexpression der PTP 1B bei den Saponin-
behandelten Mausen gegenuber der Kontrolle erhdht. Die Hemmung der PTP 1B
durch Bittergurken-Saponine scheint also zu einer Hochregulierung der Expression
des Enzyms bereits auf Genebene zu fiihren. Entscheidend fir die Insulinsensitivitat
eines Gewebes ist jedoch die native Aktivitat. Diese war nach einer Behandlung mit
der Saponinfraktion vermindert und stellt eine mdgliche antidiabetische Wirkung
dieser Fraktion dar.

Auch die Lipidfraktion der Bittergurke senkte tendenziell (p=0,07) die Aktivitat der
PTP 1B im Muskelzytosol der db/db Mause im Vergleich zur Kontrolle. Im Gegensatz
zur Saponinfraktion fuhrte die Lipidfraktion zu einer Hemmung, die nicht reversibel
durch den Zusatz von DTT war. Die erste Vermutung, dass die Lipidfraktion die PTP
1B-Expression entweder auf Gen- oder auf Proteinebene reduziert, konnte jedoch
nicht bestatigt werden. Eine Messung der Aktivitdt im sauren Reaktionspuffer
(pH=6,0) konnte auch bei den Mausen, die mit der Lipidfraktion der Bittergurke
behandelt worden waren, die Aktivitat der PTP 1B im Muskel steigern. Im sauren pH
Bereich war die PTP 1B-Aktivitdt der Lipidfraktion-behandelten Gruppe um 9%
gegenuber der Kontrolle erhéht (p=0,062). Bei einem pH Wert von 6,0 hat die PTP
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1B ca. 90% ihrer maximalen Aktivitat erreicht und ist kaum anféllig fur eine
Hemmung durch Oxidation (Groen et al. 2005). Davon ausgehend, dass die
Messung der PTP 1B-Aktivitat im sauren pH Bereich ein Marker fur die Expression
des Enzyms darstellt, bestatigt dieses Resultat die Ergebnisse der Western Blots.
Auch die Western Blots zeigten eine tendenziell (p=0,099) erhdhte Expression der
PTP 1B im Muskel der Lipid-behandelten Mause im Vergleich zur Kontrolle. Auf der
Genebene zeigte sich bei dieser Gruppe nur eine leichte, nicht signifikante Erh6hung
der Expression der PTP 1B im Vergleich zur Kontrolle.

Der Mechanismus, durch welchen die Bittergurken-Lipide die PTP 1B hemmen,
konnte nicht geklart werden. Eine Erklarung ist, dass Bittergurken-Lipide die PTP 1B
irreversibel hemmen. Der Cys 215 am aktiven Zentrum der PTP 1B kann nicht nur
reversibel zur Sulfensdure, sondern auch irreversibel zur Sulfinsaure oder zur
Sulfonséure oxidiert werden, was eine irreversible Hemmung bedeutet (Salmeen et
al. 2003, Denu und Tanner 1998). Eine irreversible Hemmung kdnnte auch die leicht
erhohte PTP 1B-Expression im Muskel bei diesen Mausen erklaren.

Auffallig ist auRerdem, dass alle Bittergurken-behandelten Gruppen im Mittel eine
hohere PTP 1B-Aktivitat im sauren pH Bereich aufweisen im Vergleich zur Kontrolle.
Dieser Unterschied ist jedoch nur fur die Behandlung mit der ganzen Frucht
signifikant. Die erhohte Expression kénnte dabei eine Reaktion auf die Hemmung
des Enzyms sein, auch wenn diese nicht bei allen Gruppen signifikant war.

Da es keine signifikante Korrelation zwischen nativer PTP 1B-Aktivitdt und dem KG
nach finfwdchigem Versuch gab (Tabelle 21), ist der Einfluss der Bittergurke auf die
PTP 1B unabhangig vom KG der Mause.

Auch wenn sich der Mechanismus der Hemmung der PTP 1B durch die Bittergurke
mit den Ergebnissen dieser Arbeit nicht aufklaren lasst, ist es ein wichtiges Ergebnis,
dass Bittergurken-Saponine bzw. —Lipide die PTP 1B zu regulieren scheinen. Die
Autoren Delibegovic et al. (2007) konnten belegen, dass ein kompletter oder 50%iger
muskelspezifischer Knock-out der PTP 1B bei M&usen unter high fat diet (55% (w/w)
Fett) oder normaler Diat zu verminderten Blutglucose- und Insulinspiegeln sowie zu
einer verbesserten Glucoseclearance und Insulinsensitivitat fuhrt, ohne Einfluss auf
das KG der Mause. Diese Autoren zeigten, dass verminderte PTP 1B-Level im
Skelettmuskel zu einer verbesserten Insulinsensitivitat des gesamten Kérpers fuhren.
In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine Korrelation zwischen PTP 1B-Aktivitat

und HbA;c-Werten festgestellt werden. Vermutlich sind auch noch andere
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biochemische Mechanismen an der antidiabetischen Wirkung der Bittergurke
beteiligt.

4.5  Aktivierung von Peroxisom-Proliferator-aktivier ten
Rezeptoren

Hinweise zur Aktivierung von PPARs als Erklarung fir die insulinsensitivierende und
gewichtsreduzierende Wirkung der Bittergurke lieferten unter anderem die Autoren
Chan et al. (2005). Diese Autoren untersuchten die Wirkung eines
gefriergetrockneten Bittergurken-Safts an normalen mannlichen Sprague-Dawley
Ratten, welche Uber den Versuchszeitraum von 6 oder 7 Wochen eine high fat (30 g
Fett/100g) oder low fat diet (7g Fett/100g) jeweils mit oder ohne Zusatz von 0,75%,
1% oder 1,25% des Bittergurken-Pulvers verabreicht bekamen. Der Bittergurken-
Zusatz fuhrte bei den Tieren mit high fat diet signifikant (p<0,05) zu einer geringeren
Gewichtszunahme und zu einem geringeren TG-Gehalt in Leber und Muskel bei
gleicher Energieaufnahme. Diese verminderte Energieeffizienz durch die Gabe der
Bittergurke ging einher mit signifikant (p<0,05) verminderten Blutglucose- und
Insulinspiegeln. Untersuchungen zur Aktivitat von Enzymen der 3-Oxidation an Leber
und Muskulatur zeigten, dass die Bittergurke die Aktivitdten von Carnitin-
Palmitoyltransferase | (transportiert LCFA in die Mitochondrienmatrix zur 3-Oxidation)
und Acyl CoA Dehydrogenase signifikant (p<0,05) erh6hte, was die geringeren TG-
Gehalte in diesen Organen erklart. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der
Zusatz der Bittergurke bei fettreicher Ernahrung und Ubergewicht die
Adiponektinlevel im Serum normalisierte. Die Beeinflussung von Enzymen der (3-
Oxidation und der Adiponektinspiegel deutet auf eine Aktivierung von PPARs durch
die Bittergurke hin. In diesem Zusammenhang untersuchten die Autoren die mMRNA-
Expression von PPARy Coaktivator-1a, dessen Expression durch den Zusatz der
Bittergurke erhoht wurde. Die Expression von PPARy Coaktivator-1a korrelierte
dabei positiv mit der Expression von Uncoupling Protein (UCP) 1 und 3.

Roffey et al. (2007) untersuchten auRerdem im in vitro Modell die Wirkung von 0,2
mg/mL eines wasserldslichen Extraktes der Bittergurke in An- und Abwesenheit von
0,5 nM Insulin sowie von 0,5 nM Insulin allein auf die Adiponektin-Ausschittung

kultivierter 3T3-L1 Adipozyten. Die Bittergurke erhdhte in diesem Versuch besonders
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in Anwesenheit von Insulin die Sekretion von Adiponektin signifikant (p<0,05),
wahrend Insulin allein die Adiponektin-Sekretion nicht signifikant beeinflusste.
Konkrete Untersuchungen zur PPAR-Aktivierung durch die Bittergurke hatten bereits
die Autoren Chao und Huang (2003) durchgefiihrt. Diese Autoren untersuchten in
ihrer Arbeitsgruppe die Wirkung Ethylacetat-loslicher Substanzen verschiedener
Pflanzenteile und Sorten der Bittergurke. Im in vitro Modell konnte nachgewiesen
werden, dass Extrakte der Bittergurke mit unpolaren Lésungsmitteln wie Ethylacetat
oder n-Hexan sowohl PPARa als auch PPARYy aktivieren. Die Aktivierung der PPARS
im Transaktivierungs-Assay war dabei vergleichbar mit einer Aktivierung durch die
etablierten PPARa- bzw. PPARy-Agonisten Wy-14643 und BRL-49653. Die starkste
Wirkung in Bezug auf die PPAR-Aktivierung zeigten Extrakte der gesamten Frucht im
Vergleich zu Extrakten des Samens oder des Fruchtfleisches allein. Bezuglich der
Sorte konnten fir die Sorten wild bittergourd und green bittergourd die starksten
Wirkungen nachgewiesen werden, wéhrend die Sorten white bittergourd und pearl
bittergourd etwas schlechter bewertet wurden hinsichtlich ihrer PPAR-aktivierenden
Eigenschaften. Zuséatzlich wurden isolierte Leberkarzinomzellen (H41IEC3) mit einem
Ethylacetat-Extrakt der gesamten Frucht der wild bittergourd inkubiert und die
Wirkung des Extraktes auf die Aktivitat der Acyl CoA Oxidase sowie auf die mRNA-
Expression von Acyl CoA Oxidase und FABP untersucht. Die mMRNA-Expression der
Acyl CoA Oxidase und des FABP, beides Gene, die Uber PPARa reguliert werden,
konnten durch die Inkubation mit dem Extrakt der Bittergurke erhdht werden.
Weiterhin erhthte der Extrakt in diesen Zellen die Aktivitat der Acyl CoA Oxidase
(Chao und Huang 2003). Im Anschluss an diese Untersuchungen identifizierten
Chuang et al. (2006) aus der selben Arbeitsgruppe 9c-,11t-,13t CLN als diejenige
Substanz, die im Ethylacetat-Extrakt der Bittergurke entscheidend an der Aktivierung
von PPARa und PPARYy beteiligt ist.

Ausgehend von dem Potenzial der Bittergurke, PPARa und y zu aktivieren
untersuchten die Autoren Huang et al. (2008) die Wirkung der Bittergurke auf
Parameter der Glucosetoleranz und des Fettstoffwechsels in zwei unabhéngigen in
vivo Experimenten mit mannlichen sechs Wochen alten Wistar Ratten. Die Autoren
verwendeten dazu gefriergetrocknete und gemahlene Frichte der Sorte wild
bittergourd. Das Pulver wurde zu 5% einer fettreichen Diat mit 30% Fett beigemischt.
Zum Vergleich dienten eine fettarme Diat mit 5% Fett sowie eine fettreiche Diat mit
oder ohne Zusatz von 0,01% Pioglitazon.
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Sowohl der Zusatz der Bittergurke als auch der Zusatz von Pioglitazon reduzierten
unter fettreicher Ernahrung die Plasmainsulinspiegel und verbesserten die
Glucosetoleranz signifikant (p<0,05). Blutglucosespiegel konnten signifikant (p<0,05)
auf das Niveau der Gruppe mit fettarmer Erndhrung gesenkt werden.

Die Bittergurke zeigte jedoch im Vergleich zum Pioglitazon nicht die typischen
Nebenwirkungen von TZD, wie gesteigertes KG und vermehrte inguinale
Fettgewebsmasse. Darlber hinaus senkte die Bittergurke signifikant (p<0,05) den
TG-Gehalt, den Anteil grof3er Adipozyten (>180 um) sowie die Masse des viszeralen
Fettdepots auf das Niveau der fettarm erndhrten Tiere. Weiterhin untersuchten die
Autoren die Wirkung der Bittergurke als Zusatz zu einer fettreichen Ernahrung auf die
Expression lipogener Gene im Vergleich zu einer fettreichen und einer fettarmen
Ernahrung ohne Bittergurken-Zusatz. Dabei war die Expression der fatty acid
synthase (FAS) nach Bittergurken-Gabe signifikant (p<0,05) niedriger als nach
fettreicher Ern&hrung ohne Bittergurken-Zusatz. Der Zusatz des Bittergurken-Pulvers
reduzierte weiterhin die Expression von ACC, der LPL und des Adipozyten Proteins 2
(aP2; synonym zu FABP) signifikant (p<0,05) gegenuber den fettreichen und
fettarmen Diaten ohne Bittergurke.

Im Gegensatz dazu erreichten die Autoren Nerurkar et al. (2008) bei Mausen mit
fettreicher Diat (58,0 kJ% Fett) nach 16 Wochen in der Leber eine erhéhte
Expression von PPARa im Vergleich zu Kontrolltieren mit normaler Diat (4,8 kJ%
Fett). Die Zugabe eines getrockneten Bittergurken-Safts zur fettreichen Diat (1,5%
(w/w)) reduzierte die Expression von PPARa auf den Level der Kontrolltiere. Dieses
Ergebnis widerspricht den Ergebnissen von Chao und Huang (2003), allerdings
gehen diese Autoren von einer PPARa-Aktivierung aus (Nerurkar et al. 2008).

Um ebenfalls die Aktivierung von PPARa und y bei den db/db Mausen zu
untersuchen wurden mittels RT-PCR im Fettgewebe die Expression von Adiponektin
und Resistin sowie in den Lebern die Expression der Acyl CoA Dehydrogenase
differentiell untersucht.

Der PPARYy ist vor allem im Fettgewebe exprimiert (Jay und Ren 2007) und erh6ht
bei seiner Aktivierung die Genexpression von Adiponektin, wahrend die Expression
von Resistin vermindert wird (Semple et al. 2006, Staiger und Héaring 2005, Hube
und Hauner 1999).
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Genexpression von Adiponektin im Fettgewebe

Adiponektin ist ein adipozytenspezifisches Protein und korreliert negativ mit der
Fettgewebsmasse bzw. viszeraler Fettzellmasse (Chan et al. 2005, Semple et al.
2006). Insulinsensitivitat von Skelettmuskulatur und Leber werden durch Adiponektin
verbessert (Ohmura et al. 2007, Semple et al. 2006). Verminderte Adiponektinlevel
im Serum bei Ubergewicht begiinstigen langfristig tiber erhthte Level von Glucose
und FFA im Serum eine Insulinresistenz. Obwohl in der Literatur zahlreiche Belege
zu finden sind, dass die Bittergurke einen Einfluss auf die Adiponektinkonzentration
im Serum und die Ausschittung aus dem Fettgewebe hat (Chan et al. 2005, Roffey
et al. 2007), konnte im Ernahrungsversuch mit db/db Mé&usen keine Regulation von
Adiponektin auf Genexpressionsebene bestatig werden. Es zeigte sich zwar nach
Behandlung mit der Bittergurke oder ihren Fraktionen eine leicht erhdhte
Adiponektin-Expression im Fettgewebe im Vergleich zur Kontrolle, die Unterschiede
waren jedoch nicht signifikant. Die Gruppe, die mit der Lipidfraktion behandelt
worden war, zeigte nach RT-PCR die hdchste Adiponektin-Expression. Auch mittels
Microarray-Analyse konnte keine Regulation von Adiponektin auf Genebene
nachgewiesen werden. Mdglicherweise ist die Regulation von Adiponektin durch die
Bittergurke erst bei héheren Dosen nachweisbar. Im Versuch von Chan et al. (2005)
war die Dosierung bezogen auf das KG zweieinhalb- bis vierfach hoher verglichen

zur Dosierung im Ernahrungsversuch mit db/db Méausen.

Genexpression von Resistin im Fettgewebe

Eine verminderte Genexpression von Resistin im Fettgewebe stellt ebenfalls einen
Marker fur eine Aktivierung von PPARy dar. Nerurkar et al. (2010) konnten an
humanen Praadipozyten und Shih et al. (2008) bei M&ausen mit high fat diet zeigen,
dass ein Bittergurken-Saft bzw. Extrakte der Bittergurke die mMRNA-Expression von
Resistin jeweils verminderten.

In humanen Praadipozyten war diese Wirkung jedoch erst ab einer Konzentration
von 2% des Bittergurken-Safts im Medium nachweisbar und nicht bei
Konzentrationen von 0,5 oder 1%. Der Bittergurken-Saft aus Frichten ohne Samen
enthalt moglicherweise Substanzen, die in der wasserloslichen Fraktion zu finden
sind. Im Ern&hrungsversuch mit db/db Mausen zeigen die Microarray-Ergebnisse die
hochste Expression von Resistin bei der Kontrollgruppe und die niedrigste bei der

Gruppe, welche die wasserlosliche Fraktion der Bittergurke bekommen hatte. Im
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Vergleich zur Kontrolle war die Expression von Resistin bei den Mausen, die mit der
wasserloslichen Fraktion der Bittergurke behandelt worden waren, signifikant
geringer. Dieses Ergebnis bestatig die Ergebnisse von Nerurkar et al. (2010) und
Shih et al. (2008), konnte aber durch die Ergebnisse aus der RT-PCR nicht verifiziert
werden. Die Ergebnisse der RT-PCR zeigen keine Regulation von Resistin auf
Genexpressionsebene. Zur Auswertung der Genexpression werden bei den
Microarrays Expressionen einzelner Gene nicht im Vergleich zu einem Referenzgen
wie B Aktin angegeben, sondern im Vergleich zur Gesamtexpression aller Gene,
weshalb die Daten nicht vollstdndig vergleichbar sind. Beim Vergleich der
Sequenzen fiel auRerdem auf, dass die untersuchten Sequenzen sich nicht
vollstandig entsprechen. Bei den Microarrays handelt es sich um die mRNA-Sequenz
von Mus musculus resistin (Retn) mit der Accession NM_022984, wahrend bei der
RT-PCR die Sequenz von Mus musculus resistin mRNA (complete cds) mit der
Accession AF323080 untersucht wurde. Die Tatsache, dass unterschiedliche
Sequenzen untersucht wurden, kann eine Erklarung fur die widersprichlichen
Ergebnisse darstellen.

Eine verminderte Expression von Resistin durch die Bittergurke wirde einen
positiven Effekt auf die Insulinresistenz bedeuten, weil Resistin eine Insulinresistenz
beglnstigt, wéahrend reduzierte Resistinlevel die Blutglucosespiegel und das
Insulinsignal verbessern. Resistin-Plasmalevel korrelieren dabei positiv mit der
MRNA-Expression von Resistin im Fettgewebe (Nerurkar et al. 2010). Nerurkar et al.
(2010) gehen weiterhin davon aus, dass eine verminderte Expression von Resistin

einen Marker fur eine verminderte Adipozytendifferenzierung darstellen konnte.

Weitere Markergene

In der Literatur finden sich Hinweise auf verschiedene weitere Gene, die mit der
Aktivierung von PPARs assoziiert sind und deren Genexpression durch eine
Behandlung mit der Bittergurke beeinflusst wurden. Die umfangreiche
Genexpressions-Analyse mittels Microarray machte es maoglich, diese Daten aus der
Literatur anhand von Daten aus dem Ernahrungsversuch mit db/db Mausen zu
Uberprifen.

Die Daten aus der Microarray-Analyse zeigen, dass nur sieben Gene, von insgesamt
dreizehn, die in der Literatur beschrieben werden, im Ernédhrungsversuch mit db/db

Méausen durch eine Behandlung mit der Bittergurke signifikant reguliert wurden. Im
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Fall von PPARy konnte eine Behandlung mit der wasserloslichen Fraktion der
Bittergurke die Expression im Fettgewebe vermindern, was den Ergebnissen von
Nerurkar et al. (2010) entspricht. Diese Autoren verwendeten einen Saft aus
Frichten ohne Samen. Die wirksamen Komponenten scheinen deshalb
maoglicherweise denen der wasserloslichen Fraktion zu entsprechen. Weiterhin
verminderte die wasserlosliche Fraktion die Expression des FABP, der FAS und der
LPL sowie die Expression von Resistin und Leptin im Fettgewebe der db/db Mause.
Dieses Ergebnis bestétigt Daten von Huang et al. (2008) und Shih et al. (2008), die
ebenfalls eine verminderte Expression dieser Gene nach einer Behandlung mit der
Bittergurke bei Ratten bzw. Mausen mit high fat diet nachweisen konnten. Die LPL
wurde aul3erdem durch die Lipidfraktion und die Saponinfraktion im Fettgewebe von
db/db Mausen im Vergleich zur Kontrolle vermindert exprimiert sowie das FABP
durch die Lipidfraktion.

Bezuglich der Regulation von UCP 3 widersprechen die Daten aus dem Versuch mit
db/db M&ausen teilweise den Ergebnissen von Chan et al. (2005). Wahrend die
Behandlung mit der Lipidfraktion oder der wasserléslichen Fraktion die Expression
des UCP 3 im Fettgewebe von db/db Mausen verminderte, zeigte eine Behandlung
mit der Bittergurke eine erhdhte Expression dieses Gens bei Ratten mit high fat diet
(Chan et al. 2005).
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Tabelle 24: Regulation von Genen, die mit Peroxisom-Proliferato  r-aktivierten
Rezeptoren (PPAR) assoziiert sind, im Fettgewebe vo n db/db Mausen nach
Microarray-Analyse im Vergleich zu Daten aus der Li  teratur, nach denen die
entsprechenden Gene durch die Bittergurke hoch (+) oder runter (-) reguliert
wurden

Gen Ganze Lipid- Saponin- Wasserl.  Literatur
Frucht fraktion fraktion Fraktion

PPARYy -0,0189™ -0,0951™ -0,0946™ -0,3415** Nerurkar et al. (2010) -
PPAR« -0,1850™ -0,2707™ -0,1117" -0,3929™  Nerurkar et al. (2008)" -
PPARYy Coactivator-1a 0,0678™  -0,0398™ 0,2135™ -0,2172"™ Chan et al. (2005) +
Uncoupling Protein 1 0,0554™  0,02008™ 0,07189™ 0,09167™ Chan et al. (2005) +
Uncoupling Protein 3 -0,1956™  -0,42** -0,2386™  -0,4575** Chan et al. (2005) +
Fatty acid binding -0,0039™ -0,1258™ 0,0040™ -0,0801™ Huang et al. (2008) -

proteinz' 3

0,0086™  -0,0753™ 0,0099™  -0,0524™

-0,0063"™ -0,5148* -0,1821™ -0,5187*

Fatty acid synthase” -0,4942"™ -0,5836™ -0,6338™ -1,311** Huang et al. (2008) -
-0,0782™ -0,0647™ -0,0738™ -0,0576™

Acetyl CoA Carboxylase® -0,1333™ -0,2416™ -0,2000™ -0,2196™ Huang et al. (2008) -

-0,1498™  -0,1254™ -0,0033™ -0,0224™

Lipoproteinlipase” -0,2574™  -0,56* -0,5803*  -1,137** Huang et al. (2008) -
0,03647™ 0,0087™ -0,0126™ -0,0167™
Perilipin 0,1444™  0,02048™ -0,0524"™ 0,2150"™  Nerurkar et al. (2010) -

Sterol regulatory element- -0,0730™ 0,1789™  -0,0830™ -0,0592"™ Nerurkar et al. (2010) -
binding protein

Resistin’ -0,0528™  -0,0947™ -0,2414"™ -0,4735*  Shih et al. (2008) -
-0,1233"™  -0,2663™ -0,2727™  -0,6440**
Leptin 0,2360™  -0,2898™ -0,4292™ -1,073**  Shih et al. (2008) ;

! Proteinexpression in der Leber

2 mehrere Sonden auf dem Array

® In Huang et al. (2008) als Adipozyten Protein 2 bezeichnet
* p<0,1, ** p<0,05, *** p<0,01

Auch wenn in vitro Daten von Chao und Huang (2003) eine Aktivierung von PPARsS
durch die Bittergurke belegen konnten, scheinen viele Daten aus der Literatur
(Huang et al. 2008, Nerurkar et al. 2010) und dem Versuch mit db/db Mausen eher
auf eine Wirkung der Bittergurke auf die Adipozytenhypertrophie oder -
differenzierung zu deuten. Der Unterschied dieser Untersuchungen liegt
maoglicherweise darin, dass Chao und Huang (2003) die Aktivierung von PPARs in
Leberzellen untersuchten, wahrend die anderen Daten vorwiegend aus dem
Fettgewebe stammten.

Die Aktivierung von PPARa wurde deshalb ebenfalls in den Lebern der db/db M&ause

nach Behandlung mit der Bittergurke untersucht.
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Genexpression der Acyl CoA Dehydrogenase inder Leb  er

Die Genexpression der Acyl CoA Dehydrogenase in der Leber stellt einen Marker fur
die Aktivierung von PPARa dar. In vitro aktivierten Bittergurken-Extrakte mit
unpolaren Lésungsmitteln den PPARa im Transaktivierungs-Assay vergleichbar mit
einer Aktivierung durch den etablierten PPAR0O-Agonisten Wy-14643. Zusétzlich
erhohten die Extrakte in isolierten Leberkarzinomzellen (H41IEC3) die Aktivitat der
Acyl CoA Oxidase sowie die mRNA-Expression von Acyl CoA Oxidase und FABP
(Chao und Huang 2003). Im Ernahrungsversuch mit db/db Mausen konnte dieses
Ergebnis nicht eindeutig bestatigt werden. Zwar zeigten alle behandelten Gruppen im
Vergleich zur Kontrolle eine leicht erhdhte Expression der Acyl CoA Dehydrogenase
in der Leber, diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Obwohl in vitro vor
allem Extrakte mit unpolaren Ldsungsmitteln wirksam waren (Chao und Huang
2003), zeigte die Lipidfraktion im Versuch mit db/db Mausen im Vergleich aller
Behandlungsgruppen die geringste Wirkung auf die Expression der Acyl CoA
Dehydrogenase.

Aufgrund der starken Schwankungen bei der Genexpression der Acyl CoA
Dehydrogenase in den Lebern der db/db Mause kdnnen weitere Untersuchungen mit
einer hoheren Gabe der Bittergurke und einer héheren Anzahl an Versuchstieren
maoglicherweise genaure Daten zur Aktivierung des PPARa liefern.

Zu den Prozessen, die der PPARa reguliert, gehdren vor allem Prozesse des
Fettstoffwechsels wie die [-Oxidation, deren Schlisselenzym die Acyl CoA
Dehydrogenase ist. Da in der Literatur verschiedene Hinweise zu finden sind, dass
eine Behandlung mit der Bittergurke gunstig auf das Plasmalipidprofil wirkt (Nerurkar
et al. 2008, Sridhar et al. 2008), kommt eine Aktivierung von PPARa als

Mechanismus in Frage.

Moglicher Zusammenhang zwischen PTP 1B und PPARs

Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang zwischen PTP 1B-Expression und
PPAR-Aktivierung lieferten unter anderem die Autoren Wu et al. (2005). Diese
Autoren untersuchten die Auswirkung einer Behandlung mit Rosiglitazon, einem
Arzneistoff der Gruppe der TZD, auf die Regulation der PTP 1B an je 24 mannlichen
acht Wochen alten normalen sowie high fat diet und STZ-induzierten Typ Il

diabetischen Sprague-Dawley Ratten. Je zwolf stoffwechselgesunde und diabetische
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Tiere bekamen Uber den Versuchszeitraum von zwei Wochen eine tagliche orale
Dosis von 10 pmol Rosiglitazon pro kg KG verabreicht.

Insulinsensitivitatstests mit Kontrolle der Blutglucosespiegel vor bzw. 10, 20, 30 und
60 Minuten nach einer intravendsen Gabe von 2 U Insulin pro kg KG ergaben eine
signifikant (p<0,05) um 39% erhdhte Insulinsensitivitdt bei den diabetischen Tieren
nach Rosiglitazon-Behandlung im Vergleich zu den unbehandelten diabetischen
Tieren. Gleichzeitig wurden andere Parameter wie Blutglucosespiegel und KG bei
diesen Tieren durch Rosiglitazon verbessert. Untersuchungen am Muskelgewebe der
Tiere zeigten eine signifikant (p<0,05) erhéhte insulinabhangige Glucoseaufnahme in
diese Zellen nach einer Behandlung mit Rosiglitazon. Gleichzeitig reduzierte
Rosiglitazon im Muskel die PTP 1B-Proteinexpression um 34% und die PTP 1B-
Aktivitat um 30% im Vergleich zu den unbehandelten diabetischen Tieren. Weiterhin
war im Muskel die Insulin-stimulierte Tyrosinphosphorylierung am IR und am IRS 1
durch die Behandlung mit Rosiglitazon bei den diabetischen Tieren erhdht, ohne
Einfluss auf die Expression von IR und IRS 1. Im Gegensatz zum Muskel zeigte eine
Behandlung mit Rosiglitazon jedoch keinen Einfluss auf die Insulinsensitivitat und die
Glykogensyntheserate sowie auf die PTP 1B-Expression oder -Aktivitat der Leber
(Wu et al. 2005).

Weiterhin kann die PTP 1B moglicherweise durch eine erhdhte Aktivierung von
PPARa gehemmt werden. Durch die erhbhte Expression und Aktivitat der Acyl CoA
Oxidase nach PPARa-Aktivierung kommt es zu einer vermehrten FS-Oxidation und
erhohten Spiegeln an H,O; in der Leber, was wiederum zu einer Hemmung der PTP
1B fuhren kann. Genaure Untersuchungen zum Zusammenhang von PTP 1B und

der Aktivierung von PPARSs sind noch notig.

4.6  Regulation der Genexpression im Fettgewebe

Pathway-Analysen

Die Behandlung mit den unterschiedlichen Extrakten der Bittergurke bzw. mit dem
Fruchtpulver fihrte im Fettgewebe der db/db Mause zu einer signifikanten
Regulierung des Insulinsignals auf der Genexpressionsebene. Da die HbA;c-Werte
der Mause auf eine erhéhte Insulinsensitivitait durch die Behandlung mit der

Bittergurke hinweisen und die regulierten Gene des Insulinsignals weitestgehend
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durch alle Behandlungen in die selbe Richtung reguliert wurden, scheint eine
Verbesserung des Insulinsignals durch die Bittergurke auf dieser Ebene
wahrscheinlich. Bei alleiniger Betrachtung der Pathwayanalyse ist jedoch trotz
Vergleichen mit Datenbanken eine genaue Aussage, ob das Insulinsignal durch
diese Regulation verstarkt oder abgeschwacht wird bzw. dartiber, ob der Effekt der
Bittergurke sich positiv auf die Insulinresistenz auswirkt oder nicht, nicht mdglich.

Das gleiche gilt fur die weiteren signifikant regulierten KEGG Pathways, wie der
PPAR signaling pathway, der adipocytokine pathway, der fatty acid metabolism oder
der starch and sucrose metabolism. Diese Pathways sind jedoch relevant bei der
Identifizierung des biochemischen Mechanismus, der einer verbesserten
Insulinsensitivitat und einer verminderten Gewichtszunahme nach einer Behandlung
mit der Bittergurke zugrunde liegt. Die Ergebnisse der Pathwayanalyse stellen
deshalb eine interessante Grundlage zur Entwicklung weiterer Forschungsansatze
dar. Zuséatzlich zur Pathwayanalyse auf der Genexpressionsebene muissen weitere
Untersuchungen dieser Signalwege auf Protein- und Aktivierungsebene durchgefuhrt

werden.

Differentielle Genexpression einzelner Gene

Abgesehen von den signifikant regulierten KEGG Pathways zeigten sich nach der
Genexpressionsanalyse mittels Microarray einige stark und signifikant regulierte
Gene, die eine bedeutende Rolle im Fettgewebe spielen. Es handelt sich um die
Gene zu GATA 2 und 3, der AKR1B7 und des CEBPD.

GATA 2 und 3 sind Transkriptionsfaktoren, die ausschlie3lich an bestimmte DNA-
Sequenzen, namlich (A/IT)GATA(A/G), binden. Die mRNA-Expression von GATA 2
und 3 ist in Praadipozyten im Vergleich zu differenzierten Adipozyten erhdht.
AulBerdem konnte gezeigt werden, dass diese Transkriptionsfaktoren durch
Unterdricken  der  Expression und  Aktivierung von PPARy einer
Adipozytendifferenzierung entgegen wirken. Im Vergleich zu gesunden Wildtyp
Mausen ist die Expression in ob/ob, db/db, tub/tub und KKAy Mausen sowie bei Diat-
induziertem Ubergewicht herunter reguliert (Tong et al. 2000, Moraes et al. 2003).
Nach allen Behandlungen mit der Bittergurke, besonders mit der wasserloslichen
Fraktion, war die Genexpression von GATA 3 im Fettgewebe der db/db Mause im
Vergleich zur Kontrolle erhéht. Die Regulation von GATA 2 war durch die

Behandlungen mit der Bittergurke und den Fraktionen der Bittergurke weniger stark.
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Die wasserlosliche Fraktion der Bittergurke erhdhte die Expression von GATA 2
jedoch ebenfalls signifikant. Gleichzeitig zeigte die wasserlosliche Fraktion eine
starke Wirkung auf die Expression der AKR1B7. Die Genexpression dieses Enzyms
war in dieser Gruppe ebenfalls signifikant erhéht. Die AKR1B7 ist vorwiegend an der
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-abh&ngigen Reduzierung von
Aldehyden und Ketonkoérpern zum korrespondierendem Alkohol beteiligt. AuRerdem
ist die AKR1B7 bekannt fir ihre schitzende Wirkung vor oxidativem Stress und
Folgeerkrankungen bei Diabetes. Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die
AKR1B7-Genexpression im Fettgewebe bei Ubergewicht und unter fettreicher
Ernahrung vermindert ist (Tirard et al. 2007). Die erhdhte Expression der AKR1B7
spricht deshalb ebenfalls fir eine verminderte Adipozytendifferenzierung nach einer
Behandlung mit der wasserloslichen Fraktion der Bittergurke.

Neben GATA 2 und 3 sowie AKR1B7 ist auch das CEBPD ein Markergen fir
Praadipozyten. Eine erhthte Expression von CEBPD deutet ebenfalls auf einen
geringeren Reife- und Differenzierungsgrad der Adipozyten hin (Abbildung 19) . Der
Transkriptionsfaktor CEBPD war nach einer Behandlung mit der wasserl6slichen

Fraktion der Bittergurke ebenfalls im Vergleich zur Kontrolle starker exprimiert.

Transcription factor expression

C/EBPb
C/EBPB
PPARy
C/EBPa
KLF15

Time (days): 0 2 4 6 8

» Adipocyte
differentiation

Abbildung 19: Expression von Transkriptionsfaktoren wahrend der
Adipozytendifferenzierung (Mori et al. 2005)

Wie Tabelle 24 zeigt, war die Expression von PPARy im Fettgewebe durch die
Behandlung mit der Bittergurke bei den db/db Mausen im Vergleich zur Kontrolle
eher vermindert. Dies war jedoch nur fur die wasserlosliche Fraktion signifikant. Eine
verminderte Expression von PPARy deutet ebenfalls auf eine verminderte
Adipozytenreifung hin (Abbildung 19) . Insgesamt belegen die Ergebnisse der
Microarray-Analyse eine hemmende Wirkung der Bittergurke, besonders der
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wasserloslichen Fraktion, auf die Adipozytendifferenzierung und —reifung. Dies stellt
einen moglichen Erklarungsansatz fir das signifikant geringere KG der Mause, die
mit der wasserloslichen Fraktion der Bittergurke behandelt worden waren, dar. Die
Behandlung mit der Saponinfraktion der Bittergurke flihrte ebenfalls zu einer
erhohten Genexpression von GATA 3 und CEBPD. Tendenziell waren die
beschriebenen Markergene fur Praadipozyten auch in dieser Gruppe verstark
exprimiert.

Daten aus der Literatur (Huang et al. 2008, Nerurkar et al. 2010) bestétigen die
Vermutung, dass die Bittergurke einer Adipozytendifferenzierung und -reifung
entgegen wirkt. In vitro konnten Nerurkar et al. (2010) diese Wirkung mit einem
Bittergurken-Saft aus Friichten ohne Samen an humanen Praadipozyten belegen.
Die Zellen wurden dazu in einem Differenzierungsmedium fur 14 Tage mit einem
Zusatz von 0,5, 1 oder 2% Bittergurken-Saft zum Medium behandelt. Durch die
Behandlung wurde dosisabhéngig der Gehalt an Lipiden und TG vermindert sowie
die mRNA-Expression von PPARYy und sterol regulatory element-binding protein 1c
(SREBP-1c) (Nerurkar et al. 2010). Im Erndhrungsversuch mit db/db Mausen konnte
jedoch anhand der Microarray-Daten keine Regulation von SREBP-1c im
Fettgewebe durch die Bittergurke auf Genexpressionsebene festgestellt werden
(Tabelle 24).

Eine Regulation von Markergenen fur unreife Adipozyten zeigte sich vor allem bei
den Mausen, die mit der wasserloslichen Fraktion der Bittergurke behandelt worden
waren, wahrend die Saponin- und Lipidfraktionen eher eine hemmende Wirkung auf
die PTP 1B im Muskelzytosol der Mause hatten. Ein Zusammenhang zwischen den
Parametern PTP 1B und Fettstoffwechsel ist trotzdem denkbar.

Rondinone et al. (2002) konnten an diabetischen ob/ob M&usen zeigen, dass
verschiedene Gene des Fettstoffwechsels und der Lipogenese durch die PTP 1B
beeinflusst wurden. Die Behandlung mit ASO zur Unterdrickung der PTP 1B-
Expression verursachte eine Downregulierung verschiedener lipogener Gene.
Hieraus resultierte eine verminderte Lipogenese und somit eine verminderte
Entwicklung von Ubergewicht bei den behandelten Tieren. Unter anderen handelte
es sich dabei um die Gene SREBP1, FAS, LPL, PPARY, die im Fettgewebe herunter
reguliert wurden (Rondinone et al. 2002). Auch die Bittergurke scheint eine Wirkung
auf diese Gene zu haben. Die Untersuchungen von Nerurkar et al. (2010) zeigten

eine verminderte Expression von SREBP1 sowie des PPARy nach Behandlung mit
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der Bittergurke. Huang et al. (2008) konnten eine reduzierte Genexpression der FAS
und der LPL belegen. Die wasserlosliche Fraktion der Bittergurke reduzierte im
Ernahrungsversuch mit db/db Mausen ebenfalls die Genexpression von PPARy, FAS
und LPL. Die Saponin- und die Lipidfraktionen reduzierten die Genexpression der
LPL.

Die Ergebnisse von Rondinone et al. (2002) machen auf3erdem den starken
Zusammenhang zwischen reduzierter Gewichtszunahme bei einem Mausmodell mit
genetisch bedingtem Ubergewicht und einer reduzierten Genexpression dieser Gene
deutlich. Die Microarray-Daten sind deshalb ein wichtiger Erklarungsansatz fur das
signifikant geringere KG der db/db Mause, die mit der wasserldslichen Fraktion der
Bittergurke behandelt worden waren.

Beim Menschen ist die Entwicklung von Diabetes mellitus Typ Il stark mit
vermehrtem viszeralen Fettgewebe assoziiert. Die Reduzierung viszeraler Fettdepots
ist deshalb eine mogliche Ursache fir die verbesserte Insulinsensitivitat durch die
Bittergurke. Aulerdem sind kleine unreife Adipozyten insulinsensitiver und
sezernieren weniger TNFa und andere unginstige Adipozytokine als grol3e
Adipozyten (Tsuchida et al. 2005).

4.7  Antioxidative Wirkung der Bittergurke

Bei Diabetes kommt es verstarkt zu oxidativem Stress und Lipidperoxidation, was die
typischen Folgeerkrankungen des Diabetes mellitus bedingt (Dhar et al. 2006a). Als
Marker fur oxidativen Stress und Lipidperoxidation wurde die Konzentration von TBA-
RS in Leber, Muskel und Fettgewebe der Mause bestimmt. Die Lipid- und die
Saponinfraktionen der Bittergurke reduzierten die Konzentration an TBA-RS im
Fettgewebe der db/db Mause signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Die
Konzentration der TBA-RS war im Fettgewebe bezogen auf den Proteingehalt
zehnmal hoher im Vergleich zum Skelettmuskel, was am geringen Proteingehalt des
Fettgewebes liegt. Bezogen auf das Gewebe waren die Konzentrationen von
Fettgewebe, Leber und Muskel vergleichbar. Die Wirkung der Bittergurke auf die
Konzentration an TBA-RS im Fettgewebe war unabhdngig von verminderten
Blutglucosespiegeln. Zwischen der TBA-RS-Konzentration im Fettgewebe und den

HbA:c-Werten konnte keine signifikante Korrelation beobachtet werden.
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Die Lipidfraktion der Bittergurke enthalt hohe Konzentrationen an 9c-,11t-,13t CLN
(4.9, Suzuki et al. 2001), was moglicherweise fir die Wirkung dieser Fraktion auf die
Konzentration von TBA-RS verantwortlich ist. In vitro zeigte die Zugabe von 0,05%
dieser FS aus dem Samen der Bittergurke einen effektiven Schutz vor
Lipidperoxidation, gemessen als Konzentration an TBA-RS, im Plasma, in LDL und
VLDL Partikeln sowie in Erythrocytenmembranen von diabetischen und gesunden
Patienten. Der Schutz vor Lipidperoxidation konnte in dieser Studie durch eine
Erhéhung der 9c-,11t-,13t CLN Konzentration auf 0,1% sogar noch gesteigert
werden (Dhar et al. 2006b). In vivo zeigte eine Gabe von 0,5% 9c-,11t-,13t CLN aus
der Bittergurke im Fettanteil der Diat (20% Fett) bei Alloxan-diabetischen Ratten eine
Verminderung der Lipidperoxidation in LDL Partikeln und in der
Erythrozytenmembran (Dhar et al. 2006a). In dieser Studie von Dhar et al. (2006a)
wurde die Wirkung von 9c-,11t-,13t CLN aus der Bittergurke bei Alloxan-diabetischen
Ratten im Vergleich zu einer diabetischen und einer nicht diabetischen Kontrolle
untersucht. Diese Autoren bestimmten ebenfalls die Konzentration an TBA-RS in den
Lebern der Ratten. Die Hohe der Konzentration von TBA-RS in der Leber war bei
Dhar et al. (2006a) im Mittel mit 18,3 nmol/g Leber hoher als bei den db/db Mausen
dieser Studie mit 12,3 nmol/g Leber, was jedoch immer noch deutlich héher ist als
bei der nicht diabetischen Kontrolle von Dhar et al. (2006a) mit 5,7 nmol/g Leber. Die
Studie von Dhar et al. (2006a) zeigt eine signifikant erhdhte Konzentration von TBA-
RS bei diabetischen Ratten im Vergleich zu gesunden. Die Behandlung mit 9c-,11t-
,13t CLN hatte jedoch keinen Einfluss auf die Konzentration der TBA-RS in den
Lebern, was den Ergebnissen bei db/db Mausen nach Behandlung mit der
Lipidfraktion oder den anderen Fraktionen der Bittergurke entspricht. Allerdings
verstarkte die 9c-,11t-,13t CLN (0,25%) die Wirkung von 0,15% a-Tocopherol in der
Diat bei der Reduzierung der Konzentration von TBA-RS in der Leber (Dhar et al.
2006a).

Auch fir Saponine sind in der Literatur Belege fur ihre antioxidative Wirkung zu
finden. Nach einer Inkubation von isolierten Mikrosomen aus der Leber von
hypertensiven Ratten fir 15 Minuten mit Saponinen aus Astragalus corniculatus
konnten diese die Konzentration von TBA-RS in den Mikrosomen um 40% senken.
Bei einer Induzierung von oxidativem Stress durch Fe?* oder Tetrachlormethan
reduzierte die Inkubation mit Saponinen die Konzentration von TBA-RS um 25 bzw.

35% gegenuber der unbehandelten Kontrolle (Simeonova et al. 2010). In vivo konnte
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die achtwochige orale Gabe von 6 oder 12 mg/kg KG eines Saponins aus Astragalus
membranaceus (Fisch.) Bunge bei mannlichen STZ-induzierten diabetischen Ratten
die antioxidative Kapazitat im Serum, gemessen als Katalase Aktivitat und total
antioxidative capability, effektiv verbessern (Yin et al. 2004).

Weiterhin zeigten Sathishsekar und Subramanian (2005) an STZ-diabetischen und
normalen Wistar Ratten, dass eine tagliche orale Dosis von 150 mg/kg KG eines
wassrigen Extraktes aus Bittergurken-Samen zu einer signifikant (p<0,05) geringeren
Belastung durch oxidativen Stress in Plasma und Pankreasgewebe, gemessen als
TBA-RS, fuhrte. Diese Studie belegt, dass wasserldsliche Substanzen aus der
Bittergurke in vivo effektiv vor Lipidperoxidation schitzen. Diese Wirkung kann
ebenfalls von Saponinen und/oder von Substanzen der wasserldslichen Fraktion der
Bittergurke ausgehen.

Die wasserlosliche Fraktion der Bittergurke reduzierte als einzige Fraktion die TBA-
RS-Konzentration im Skelettmuskel der db/db Mause um 65% im Vergleich zur
Kontrolle. Auch im Muskel konnte keine Korrelation zwischen HbA;c-Werten und der
TBA-RS-Konzentration beobachtet werden, was auf einen Schutz von
Lipidperoxidation im Muskel durch die wasserlosliche Fraktion unabhangig von ihrer
Wirkung auf die Blutglucosespiegel schlie3en lasst. Da die Bittergurke reich an
Vitamin C ist (Njoroge und van Luijk 2004), kénnte dies eine Erklarung fir den
Schutz vor Lipidperoxidation im Skelettmuskel durch die wasserl6sliche Fraktion der
Bittergurke sein.

Insgesamt belegen die Ergebnisse dieser Arbeit und anderer Studien (Dhar et al.
2006a, Sathishsekar und Subramanian 2005), dass eine Behandlung mit der
Bittergurke Uber ihre diskutierte antidiabetische Wirkung hinaus, effektiv einer
Lipidperoxidation und  oxidativem  Stress und somit entsprechenden
Folgeerkrankungen von Diabetes vorbeugen kann.

Fur einen hohen Gehalt an Antioxidanzien in der Bittergurke sprechen auf3erdem
Ergebnisse von in vitro Untersuchungen, die zeigen, dass es eine Hochstgrenze flr
die insulinsensitivierende Wirkung der Bittergurke gibt (Cheng et al. 2008, Singh et
al. 2004, Roffey et al. 2007). Eine erhdhte Gabe von Antioxidanzien und die damit
verbundene Abnahme von H,O; in den Zellen kann eine Insulinresistenz verstarken.
Weil H,O, an der Regulation und Hemmung der PTP 1B beteiligt ist, nimmt bei einer
Elimination von H,0O, die Hemmung der PTP 1B ab und der Glucosetransport in die

Zellen wird gehemmt (Mdller et al. 2009). McClung et al. (2004) konnten zeigen, dass
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eine erhdhte Expression der Glutathionperoxidase 1 in Mausen uber reduzierte
H,O»-Level zu erhdhtem KG und zu einer verminderten Insulinsensitivitat fihrte.
Deshalb ist zwar eine ausreichende Versorgung mit Antioxidanzien bei Diabetes zur
Pravention von entsprechenden Folgeerkrankungen wichtig, eine erhéhte Gabe von
Antioxidanzien kann aber in Bezug auf eine Insulinresistenz auch negative Folgen

haben.

4.8  Wirksamkeit unterschiedlicher Fraktionen der Bi ttergurke

Auch wenn im Ernahrungsversuch mit db/db Mausen keine der durchgefihrten
Behandlungen die Entwicklung einer Insulinresistenz verhinderte und die Parameter
wie KG, Blutglucosespiegel, HbA;c-Wert oder Glucosekonzentration im Urin
normalisieren konnte, zeigten die Saponin- und die Lipidfraktionen eine starkere
Wirkung auf das KG und die Aktivitat der PTP 1B im Muskel der Mause als die
wasserlosliche Fraktion. Weiterhin konnten die Saponin- und die Lipidfraktionen
effektiv die Lipidperoxidation im Fettgewebe reduzieren. Die Lipidfraktion war
aulBerdem am effektivsten bei der Senkung der HbA;c-Werte als Langzeitparameter
fur Blutglucosespiegel.

Auch Oishi et al. (2007) verglichen die Wirkung der Saponinfraktion mit der der
wasserloslichen  Fraktion der Bittergurke auf die Hemmung intestinaler
Disaccharidasen und der Pankreaslipase. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem
die  Saponinfraktion der Bittergurke  dosisabhéngig sowohl intestinale
Disaccharidasen als auch die Pankreaslipase hemmte. Diese hemmende Wirkung
der Bittergurken-Saponine fuhrt zu einer verminderten Resorption von Fett und
Monosacchariden im Darm (Oishi et al. 2007, Mahomoodally et al. 2004). Diese
Wirkung der Saponinfraktion erklart teilweise die verminderte Gewichtszunahme bei
den db/db Mausen, die mit der Saponinfraktion behandelt worden waren. Die
positiven Wirkungen der Saponine sind jedoch nicht auf Saponine der Bittergurke
beschrankt. Auch Saponine anderer Pflanzen zeigen antidiabetische Eigenschaften
(Francis et al. 2002, Samane et al. 2006).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen, welche die Wirksamkeit der Bittergurken-
Saponine belegen, konnten die Autoren Ali et al. (1993) diese Wirkung in ihrem
Versuchsmodell nicht nachweisen. Im Vergleich von Methanolextrakten und

saponinfreien Methanolextrakten aus einem Bittergurken-Saft bzw. der gesamten
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Pflanze konnte nur fur die saponinfreien Methanolextrakte nach akuter oraler Gabe
eine Wirkung auf die Nuchtern-Blutglucosespiegel gesunder Ratten gezeigt werden.
Da die Wirkung der Saponinfraktion nach den Ergebnissen des Ernahrungsversuchs
mit db/db Mausen und anderer Studien vorwiegend auf die Hemmung der
Glucoseaufnahme aus dem Darm (Oishi et al. 2007) oder auf die Verbesserung der
Insulinsensitivitat peripherer Organe zurtickzufihren ist (Samane et al. 2006),
widerspricht die Studie von Ali et al. (1993) diesen Ergebnissen nicht.

Zur Untersuchung der Lipidfraktion gibt es in der Literatur keine Daten zur
Verbesserung der Insulinsensitivitdt aus in vivo Modellen. In vitro konnte allerdings
gezeigt werden, dass Ethylacetat-losliche Substanzen verschiedener Pflanzenteile
und Sorten der Bittergurke sowohl PPARa als auch PPARy aktivieren. Die
Aktivierung der PPARs war vergleichbar mit einer Aktivierung durch die etablierten
PPARa- bzw. PPARy-Agonisten Wy-14643 und BRL-49653. Die starkste Wirkung in
Bezug auf die PPAR-Aktivierung zeigten Extrakte der gesamten Frucht im Vergleich
zu Extrakten des Samens oder des Fruchtfleischs allein (Chao und Huang 2003). Im
Anschluss an diese Untersuchungen identifizierten Chuang et al. (2006) aus der
selben Arbeitsgruppe 9c-,11t-,13t-CLA als diejenige Substanz, die im Ethylacetat
Extrakt der Bittergurke entscheidend an der Aktivierung von PPARa und PPARy
beteiligt ist. Im Ern&hrungsversuch mit db/db Mausen konnte die Aktivierung der
PPARs jedoch nicht nachgewiesen werden.

Neben Lipid- und Saponinfraktionen konnte auch die wasserlésliche Fraktion die
exzessive Gewichtszunahme der db/db Mause gegenuber der Kontrolle signifikant
vermindern. Ergebnisse der Microarray-Analyse liefern Hinweise auf den
biochemischen Mechanismus dieser Wirkung. Die wasserlosliche Fraktion konnte
aulerdem die Konzentration an TBA-RS im Muskel der M&ause reduzieren. Daruber
hinaus reduzierte die wasserlosliche Fraktion ebenfalls HbA;c-Werte und die PTP
1B-Aktivitat im Muskel. Diese Ergebnisse waren zwar nicht signifikant, sind aber
maoglicherweise mit dem signifikant geringeren KG dieser Tiere im Vergleich zur
Kotrolle zu begrinden.

Zwar zeigen die Ergebnisse aus der Literatur und die aus dem Versuch mit db/db
Méausen, dass die Lipidfraktion und die Saponinfraktion die starksten Wirkungen
haben. Weil die Konzentration der wasserloslichen Fraktion in der Bittergurke mit
19,95% jedoch hoher ist als die der Saponinfraktion (3,68%) oder der Lipidfraktion
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(5,05%), ist der Anteil der wasserldslichen Fraktion an der Wirkung der ganzen

Frucht nicht zu unterschatzen.

4.9  Konzentration antidiabetischer Inhaltsstoffe de r Bittergurke

Daten aus der Literatur (Chao und Huang 2003, Oishi et al. 2007) und die
Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Lipid- und die Saponinfraktion
eine starkere Wirkung auf HbA;c-Werte und KG zeigen als die wasserlosliche
Fraktion oder die ganze Frucht. Deshalb wurden die Lipid- und die Saponinfraktionen
in verschiedenen Sorten der Bittergurke quantifiziert und in diesen Fraktionen jeweils
die Konzentrationen an CLA und 9c-, 11t-, 13t CLN bzw. an Saponinen bestimmt.

Die Quantifizierung von Saponinen, konjugierten FS sowie der Lipid- und
Saponinfraktionen in verschiedenen Sorten der Bittergurke kann dabei helfen, Sorten
zu identifizieren, die besonders effektiv in der Préavention und Behandlung von
Diabetes sind und somit bevorzugt verwendet und angebaut werden sollten. Da die
wasserlosliche Fraktion ebenfalls eine Wirkung auf das KG der db/db Mause hatte
und zur Vervollstandigung der Daten wurde die Konzentration der wasserldslichen
Fraktion ebenfalls in verschiedenen Sorten der Bittergurke ermittelt.

Zur Extraktion dieser Fraktionen wurden die Methoden von Oishi et al. (2007) und
Chao und Huang (2003) miteinander kombiniert. Die Arbeitsgruppe Oishi et al.
(2007) beschrieb ein Verfahren zur Extraktion der Saponinfraktion und der
wasserloslichen Fraktion und extrahierten ein Momordica charantia Pulver zunachst
mit Methanol und verwarfen den Rest. Aus dem Methanolextrakt wurden fettlosliche
Substanzen mit Ethylacetat entfernt und verworfen, wahrend die wasserloslichen
Substanzen mittels Butanol und Wasser in die Saponinfraktion und die
wasserlosliche Fraktion unterteilt wurden.

Um ebenfalls die vollstandige Lipidfraktion aus der Bittergurke zu gewinnen, wurde
diese Methode verandert, sodass die Lipidfraktion im ersten Schritt wie in Chao und
Huang (2003) beschrieben mittels Ethylacetat extrahiert wurde.

Eine Extraktionsmethode wie diese macht es madglich, verschiedene relevante
Fraktionen aus der Bittergurke oder anderen Pflanzen zu extrahieren. Die Fraktionen
kénnen aus einer Probe gewonnen werden. Die Inhaltsstoffe der unterschiedlichen

Fraktionen Uberschneiden sich dabei nicht. Der Vergleich von Ergebnissen
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unterschiedlicher Studien bezuglich der Quantifizierung bioaktiver Inhaltsstoffe oder
Fraktionen sowie die Wirkung dieser Fraktionen kdnnte so vereinfacht werden.

Die Autoren QOishi et al. (2007) konnten eine Konzentration von 1,3% Saponinfraktion
in der TM eines Momordica charantia Pulvers nachweisen mit 15,4% Saponinen in
der Saponinfraktion. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine hoéhere
Konzentration der Saponinfraktion in verschiedenen Sorten der Bittergurke (Proben
1-6) mit im Mittel 3,68% und einer Konzentration an hamolytischen Saponinen von
11,77% in der Saponinfraktion.

Als madgliche Erklarung fur diese Unterschiede kommen Unterschiede in der
Extraktionsmethode oder Unterschiede bezlglich der untersuchten Sorte oder
Pflanzenteile in Frage. Oishi et al. (2007) machten keine Angaben zum untersuchten
Pflanzenmaterial und bezeichnete dieses als Momordica charantia powder. Die
Ergebnisse liegen jedoch in der selben GrofRenordnung und zeigen, dass die
Bittergurke ein saponinreiches Gemdse ist. Zum Beispiel Charantin ist ein bekanntes
Saponin in der Bittergurke mit den Aglykonen beta-Sitosterol und Stigmasterol (Dans
et al. 2007, Harinantenaina et al. 2006). Die untersuchten Bittergurkenfriichte
(Proben 1-6) hatten eine mittlere Konzentration an hamolytischen Saponinen von
0,40% in der TM und das Fruchtfleisch (Proben 7-14) von 0,52%.

Auch wenn die Daten aufgrund von Unterschieden beziiglich der Analysen nicht
direkt Ubertragbar sind, scheinen grine Bittergurken-Sorten mit 0,40+0,14%
hamolytischen Saponinen in der ganzen Frucht (Proben 1-6) und mit 0,67+0,12% im
Fruchtfleisch (Proben 7-11) in ihrem Saponingehalt vergleichbar zu anderen

saponinreichen, essbaren Pflanzen zu sein (Tabelle 25).

Tabelle 25: Saponingehalte verschiedener Nahrungspflanzen [% de  r TM] nach
*Fenwick und Oakenfull (1983) und die der untersuch  ten Bittergurken-Proben

Saponingehalt

Nahrungspflanze [% in der TM]
Luzerne-Keimlinge 0,87*
Fruchtfleisch gruner Bittergurken (Proben7  -11) 0,54-0,79
Grune Bittergurke (Proben 1 -6) 0,27-0,66
Mangold 0,58*
Kichererbse 0,56*

Linsen 0,37-0,46*
Sojabohne 0,43*
Fruchtfleisch weil3er Bittergurken (Proben 12 -14) 0,22-0,3
Spargel 0,15*

96



Diskussion

Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass das Fruchtfleisch wei3er Bittergurken
(Proben 12-14) mit 0,22-0,30% eine geringere Konzentration an hamolytischen
Saponinen besitzt als das von grinen Bittergurken (Proben 7-11) mit 0,54-0,79%.
Eine geringere Saponinkonzentration in weil3en Sorten der Bittergurke bedeutet
moglicherweise auch eine geringere antidiabetische Wirkung dieser Sorten im
Vergleich zu griinen Bittergurken. Diese Vermutung sollte in entsprechenden in vitro
und in vivo Untersuchungen zum Vergleich der Wirksamkeit von griinen und weif3en
Bittergurken Uberprift werden.

Neben ihrem hohen Gehalt an Saponinen ist die Bittergurke abgesehen vom
Granatapfel die einzige essbare Frucht, die konjugierte C18-FS enthalt (Suzuki et al.
2001). Die ganzen Frichte mit Samen (Proben 1-6) zeigen eine Konzentration der
Lipidfraktion von 2,97 bis 6,40% in der TM. Chuang et al. (2006) konnten einen
Lipidgehalt von 3,7% nachweisen.

In den ganzen Fruchten (Proben 1-6) konnte eine signifikant hohere Konzentration
der Lipidfraktion im Vergleich zum Fruchtfleisch (Proben 7-14) allein nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis belegt, dass in der Bittergurke das Ol vor allem im Samen
und nicht im Fruchtfleisch zu finden ist. Dieses Ergebnis wird unter anderem durch
Daten von Suzuki et al. (2001) gestltzt. Diese Arbeitsgruppe konnte abhangig von
der Reife bis zu 41% Gesamtfett in frischen, nicht getrockneten, Samen der
Bittergurke nachweisen, wahrend das Fruchtfleisch nur 0,2% Gesamtfett in der
Frischmasse enthielt.

Die Konzentration an CLA war mit 0,25% in der Lipidfraktion sehr gering in den
Frichten mit Samen (Proben 1-6), aber mit 1,15% signifikant hoher im Fruchtfleisch
(Proben 7-14) der Bittergurke (Tabelle 22). Diese FS scheint daher eher im
Fruchtfleisch zu finden zu sein als in den Samen der Bittergurke. Daten aus der
Literatur kommen zu dem selben Ergebnis. Suzuki et al. (2004) konnte CLA im
Samen der Bittergurke nicht nachweisen. Die Samen der Bittergurke sind jedoch
sehr reich an 9c-, 11t-, 13t CLN (Dhar et al. 2006b, Suzuki et al. 2004). Diese FS
machte bis zu 65,89% in der Lipidfraktion verschiedener Sorten der Bittergurke aus.
Allerdings war die Konzentration an 9c-, 11t-, 13t CLN bei den untersuchten Frichten
sehr unterschiedlich. Die mittlere Konzentration lag bei 26,24% in der Lipidfraktion.
Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit Ergebnissen von Chuang et al. (2006). Diese
Autoren konnten 17,2 bis 27,6% an 9c-, 11t-, 13t CLN im Ol der Samen

verschiedener Frichte nachweisen. Fir die wilde Sorte der Bittergurke konnten die

97



Diskussion

Autoren Chuang et al. (2006) eine Konzentration von 7,1 g 9c-, 11t-, 13t CLN pro kg
getrockneter Frucht und 0,42 g/kg in der frischen Frucht nachweisen.

Die Autoren Chuang et al. (2006) konnten im Fruchtfleisch nur eine Konzentration
von 7,6% 9c-, 11t-, 13t CLN im Ol nachweisen. Das in der vorliegenden Arbeit
untersuchte Fruchtfleisch (Proben 7-14) zeigte hhere Konzentrationen von 13,13 bis
34,9% 9c-, 11t-, 13t CLN in der Lipidfraktion. In jedem Fall sind jedoch die Samen
der Bittergurke aufgrund ihrer hoheren Konzentration an Gesamtfett die Hauptquelle
fur 9c-, 11t-, 13t CLN und nicht das Fruchtfleisch.

Daten aus der Literatur zur Konzentration von 9c-, 11t-, 13t CLN im Ol des
Bittergurken-Samens reichen von 28,7% (Chuang et al. 2006) bis zu 57,7% (Dhar et
al. 2006b) oder 61,6% (Suzuki et al. 2004) (Tabelle 26). Die Konzentration an dieser
FS schwankt entsprechend stark zwischen verschiedenen Frichten der Bittergurke.
Moglicherweise ist das auf unterschiedliche Reifegrade der Frichte zuriick zu fuhren.
Die untersuchten Proben 1, 2 und 6 waren phanotypisch sehr &hnlich, zeigten jedoch
grof3e Unterschiede in ihrer Konzentration an 9c-, 11t-, 13t CLN (Tabelle 22).
AulRRerdem ist es bekannt, dass die Konzentration des Gesamtfettes und der Gehalt
an CLN mit dem Reifegrad zunehmen. Deshalb ist vermutlich der Gesamtfettgehalt
und die Konzentration an 9c-, 11t-, 13t CLN sowie das gesamte Fettsaureprofil der
Bittergurke starker vom Reifegrad der Frucht abhangig als von der Sorte. Der
Olgehalt nimmt dabei mit der Reife zu (Suzuki et al. 2001). In der Zukunft sollte diese
Vermutung in entsprechenden Untersuchungen uberprift werden. Aufgrund der
vielversprechenden biologischen Wirkung der Lipidfraktion der Bittergurke und ihrer
hohen Konzentration im Samen der Frucht, sollte bei der Verarbeitung und beim

Verzehr der Bittergurke der Samen nicht entfernt werden.

Tabelle 26: Fettsaurezusammensetzung des Bittergurken-Samens

Fettsaure %(w/w) %(w/w)
nach Suzuki et al. (2004) nach Dhar et al. (2006b)
16:0 1,4 1,4
18:0 25,7 31,5
18:1 6,1 6,2
18:2 4,4 3,2
18:3 CLN’ 61,6 57,7

"CLN = konjugierte Linolensédure
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Neben der Saponin- und der Lipidfraktion konnten in den Friichten der Bittergurke im
Mittel 19,95% der wasserloslichen Fraktion in der TM nachgewiesen werden und im
Fruchtfleisch 16,86%. Das ist etwas mehr als Oishi et al. (2007) mit 12,75%

nachweisen konnten.

4.10 Weitere bioaktive Inhaltstoffe der Bittergurke

Insgesamt ist die Frucht der Bittergurke sehr nahrstoffreich. 100 g der frischen Frucht
beinhalten 94,0 g Wasser, 17 kcal, 0,2 g Fett, 3,7 g Kohlenhydrate, 2,8 g Rohfaser
und 1 g Protein (Njoroge und van Luijk 2004) mit einem hohen Anteil an essentiellen
Aminosauren mit Ausnahme von Lysin, Cystein und Methionin (Yuwai et al. 1991).
Die Bittergurke enthalt weiterhin 19 mg Kalzium, 17 mg Magnesium, 31 mg
Phosphor, 0,4 mg Eisen, 0,8 mg Zink, 380 IU Vitamin A, 0,04 mg Thiamin, 0,04 mg
Riboflavin, 0,4 mg Niacin, 72 pug Folsaure und 84 mg Vitamin C (Njoroge und van
Luijk 2004). Im Bittergurken-Satft finden sich aul3erdem 48 mg Carotinoide pro 100 g
TM (Nerurkar et al. 2008).

Dariber hinaus ist die gesamte Pflanze reich an bioaktiven Inhaltsstoffen.
Momordicin | und Il sind antimikrobiell und Momordin | zeigt antikanzerogene
Wirkungen, MAP30 antivirale, Acylglucosylsterol antimutagene und Chitinase
bakteriostatische Eigenschaften (Njoroge und van Luijk 2004). Als Bitterstoffe
konnten die Momordicoside K und L sowie Momordicin | und Il identifiziert werden
(Harinantenaina et al. 2006).

Besonders bekannt ist die Bittergurke jedoch fir ein Rinderinsulin-&hnliches Protein,
welches zunéachst als p-Insulin und spéater als Polypeptid-p bezeichnet wurde und
sowohl bei Typ | als auch bei Typ Il diabetischen Patienten blutglucosesenkend wirkt
(Khanna et al. 1981). Aber auch andere Substanzgruppen und bioaktive Inhaltsstoffe
von Momordica charantia werden in der Literatur als blutglucosesenkend und
antidiabetisch diskutiert. Dazu gehoren Glycoside wie das Momordin und Alkaloide
wie das Momordicin. Aber auch Saponine wie zum Beispiel das Charantin
(Harinantenaina et al. 2006) besitzen antidiabetische Eigenschaften und sind in
grol3en Mengen in der Bittergurke enthalten (Oishi et al. 2007). Die Charantin-
Konzentration der Bittergurke liegt bei 0,01% (Raman und Lau 1996). Charantin ist
ein Steroidsaponin mit beta-Sitosterol und Stigmasterol als Aglykone. Ihnen allein

wird keine hypoglykamische Wirkung zugesprochen (Harinantenaina et al. 2006).
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Sitosterol verminderte jedoch in einer Humanstudie die Cholesterinspiegel im Blut
(Fernandez und Vega-Lopez 2005).

Durch den hohen Rohfaser-Gehalt der Bittergurke kommt es zu einer verzdgerten
Kohlenhydratverdauung und —Absorption, wodurch es postprandial zu einem
vermindertem Blutglucoseanstieg kommt (Uebanso et al. 2007). Daruber hinaus
konnten bereits einzelne Substanzen aus einem Ether-Extrakt der Bittergurke isoliert
werden und ihre antidiabetischen Eigenschaften an mannlichen Alloxan-induzierten
diabetischen ddY Mausen nachgewiesen werden. Den Tieren wurde dazu nach 18
stundiger Nuchterung eine Menge von 400 mg der jeweiligen Substanz pro kg KG
oral verabreicht. Die Substanzen, die als 3[,73,25—trihydroxycurcubita-5,23(E)-dien-
19-al und 5B,15-epoxy-3[,25—dihydroxycurcubita-6,23(E)-dien identifiziert werden
konnten, zeigten signifikant blutglucosesenkende Eigenschaften im Vergleich zur
Kontrolle (Harinantenaina et al. 2006).

In vitro Untersuchungen von Cheng et al. (2008) ergaben, dass die wirksamen
Substanzen des Methanolextraktes vom Stiel der Bittergurke ausschlie3lich in der
Hexanphase zu finden sind. Aus der Hexanphase wurden 22 Fraktionen isoliert und
auf ihre antidiabetische Wirkung an insulinresistenten FL83B Zellen untersucht. Als
isolierte Substanzen konnten die Triterpene (23E)-cucurbita-5,23,25-triene-3f3,7-
diol, 3B,25-dihydroxy-7B-methoxycucurbita-5,23E-dien und 3B,7B,25-
trinydroxycucurbita-5,23(E)-dien-19-al identifiziert werden. Diese Substanzen
erhohten die Glucoseaufnahme in insulinresistente Leber- und Muskelzellen
dosisabhangig (p<0,05). Die starkste Wirkung lag bei 5, 10 oder 25 pg/mL im
Vergleich zu 1 pg/mL. 3B,78,25-trihydroxycucurbita-5,23(E)-dien-19-al stellte sich als
die selbe Verbindung heraus, die zuvor von Harinantenaina et al. (2006) aus der
Frucht isoliert werden und deren antidiabetische Wirkung bestétigt werden konnte.
Andere bekannte Triterpene der Bittergurke sind Momordicosid A und B (Tan et al.
2008).

Aufgrund der vielen unterschiedlichen Hinweise in der Literatur ist es wahrscheinlich,
dass an der hypoglykdamischen Wirkung der Bittergurke verschiedene bioaktive
Komponenten beteiligt sind und dass deshalb auch der hypoglykédmische Effekt nicht

nur durch einen Mechanismus vermittelt wird.
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4.11 Dosierung der Bittergurke

Die Wahl der sehr moderaten Dosis von 150 mg/kg KG in dieser Studie erfolgte nach
Sathishsekar und Subramanian (2005). Besonders fir die ganze Frucht war diese
Dosis sehr gering verglichen mit Dosierungen anderer Arbeitsgruppen, die bis zu
10% (w/w) Bittergurke der Versuchsdiat beimischten (Kumar Shetty et al. 2005). Das
bedeutet in der Studie von Kumar Shetty et al. (2005) unter Berticksichtigung der
mittleren Futteraufnahme und des mittleren KG umgerechnet eine tagliche Dosis von
ca. 5000 mg/kg KG. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass die Bittergurke als ganze
Frucht in hdherer Dosierung eine starkere Wirkung zeigen wirde als im vorliegenden
Erndhrungsversuch  mit db/db Mausen. Auch zur Untersuchung des
Wirkmechanismus der Bittergurke sind vermutlich besonders bei der ganzen Frucht
hohere Dosierungen der Bittergurke im Tierversuch besser geeignet.

Allerdings ist es wichtig, die Dosierung von isolierten Fraktionen wie die Lipid-,
Saponin- und wasserlosliche Fraktion nicht zu hoch zu wahlen. Bei isolierten
Fraktionen scheint es eine Grenze zu geben, nach welcher die Wirkung nicht mehr
weiter zunimmt bzw. sogar wieder abnimmt (Cheng et al. 2008). Bei hohen
Insulinkonzentrationen von 50 oder 100 nmol/L, zeigten ein Bittergurken-Saft bzw.
Wasser- oder Chloroformextrakte der Bittergurke in vitro nur in geringen
Konzentrationen von 10 pL pro mL Medium eine insulinsensitivierende Wirkung und
hemmten die Aufnahme von Glucose in L6-Myozyten oder 3T3-L1 Adipozyten ab
Konzentrationen Uber 50 pug/mL Medium dosisabhangig (Cummings et al. 2004,
Singh et al. 2004, Roffey et al. 2007). Zum Vergleich der Wirksamkeit verschiedener
Fraktionen der Bittergurke war die gering gewahlte Dosis aul3erdem hilfreich, um
Unterschiede zwischen den Gruppen ausmachen zu kdnnen.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit oder aus Daten in der Literatur eine optimale
Dosis der Bittergurke abzuleiten oder auf den Menschen zu Ubertragen, erscheint
schwierig, da Versuchsdesigns sehr unterschiedlich sind (Tabelle 27). Teilweise
werden Dosierungen auf das KG der Versuchstiere bezogen (Sridhar et al. 2008), in
anderen Studien werden die Bittergurke oder ihre Extrakte der Diat beigemischt
(Kumar Shetty et al. 2005, Huang et al. 2008).
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Tabelle 27: Verschiedene Dosierungen der getrockneten Bittergur ke (BG) in der
Literatur und Ubertragung dieser Dosen auf den Mens chen mit 70 kg
Korpergewicht (KG)

Autor Dosis Dosis Ubertrag auf
getrocknete BG getrocknete BG den Menschen
[% der Diat] [mg/kg KG] [o/d]
Chan et al. 2005 0,75/1/1,25 375/500/625*  26,25/35/43,75
Huang et al. 2008 5 2500* 175
Kumar Shetty et al. 2005 10 5000* 350
Nerurkar et al. 2008 1,5 ca. 1300* ca. 90
Ernahrungsversuch mit db/db Mausen 0,03* 150 10,5

* Werte berechnet

Bezogen auf das KG wurden von den Autoren teilweise viel zu hohe Dosierungen
gewahlt (Tabelle 27), welche nicht auf den Menschen Ubertragbar sind. Eine ubliche
Dosierung fur den Menschen ist eine Menge von 50 mL Bittergurken-Saft, der ein-
bis zweimal taglich getrunken wird (Raman und Lau 1996). Da aus 8000 g frischer
Frichte mit einer TM von 6% (Njoroge und van Luijk 2004) ca. 3500 mL Saft
gewonnen werden konnen (Nerurkar et al. 2010) entsprechen 50 mL eines
Bittergurken-Safts einer Menge von 114 g frischer Frichte bzw. 7 g getrockneter
Bittergurke. Alle Studien, die ein Typ Il diabetisches Tiermodell untersuchten, haben
hohere Dosierungen bezogen auf das KG gewahlt (Tabelle 27). Die Studie von
Sridhar et al. (2008) untersuchte die Wirkung von 10 mL Bittergurken-Saft pro kg KG
an Ratten mit high fat diet. Auch diese Dosierung ist fur den Menschen nicht
realistisch und viel zu hoch gewahlt.

Bezogen auf den prozentualen Anteil der Bittergurke in der Diéat sind Ubertragen auf
den Menschen Mengen von 10% (Kumar Shetty et al. 2005) nicht moglich, 5%
(Huang et al. 2008) aber realistischer. Nerurkar et al. (2008) untersuchten einen
Zusatz von 1,5% eines Bittergurkenpulvers zur Diat, was fur den Menschen gut
umzusetzen ware und bei einer Nahrungsaufnahme von 0,5 bis 1 kg TM einer
Menge von 50 bis 100 mL Saft entspricht. Die Wirksamkeit der Bittergurke war bei
dieser Dosierung gegeben (Nerurkar et al. 2008, Chan et al. 2005). Bezogen auf den
Anteil der Gesamtnahrungsaufnahme war die Dosierung der Bittergurke im
Ernahrungsversuch mit db/db Méausen sehr gering gewahlt, zumal die db/db Méause
eine hohe tagliche Futteraufnahme hatten. Die Mause, die mit der ganzen Frucht der
Bittergurke behandelt worden waren hatten eine durchschnittliche Futteraufnahme
von 18 g (entspricht in der TM 15,3 g Futter) pro Tag und eine durchschnittliche
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Gabe der Bittergurke von 0,005 g, was einem prozentualen Anteil von 0,03% der Diat
entspricht. Ubertragen auf den Menschen bei einer taglichen Nahrungsaufnahme von
0,5 bis 1 kg TM sind das nur 0,15 bis 0,30 g Bittergurken-Pulver pro Tag, was
ungefahr einer gepressten Tablette entsprechen wirde. Auch die zwei- bis dreifache
Menge ware einfach beim Menschen anzuwenden. Daten in der Literatur zur Gabe
der Bittergurke in diesen Dosierungen als Tablette sind jedoch nicht sehr
vielversprechend. Dans et al. (2007) konnten mit einer taglichen Gabe von 3 g
Charantia®, ein Bittergurken-Extrakt in Kapselform, bei 40 erwachsenen Typ I
Diabetikern Uber einen Versuchszeitraum von drei Monaten keine Verbesserung der
Parameter HbA;c-Wert, Nichtern-Blutglucosespiegel, Gesamtcholesterinspiegel und
Body-Mass-Index erzielen.

Moglicherweise stellt die metabolische Lebendmasse ein besseres Bezugssystem
zur Ubertragung der wirksamen Dosis vom Maus- oder Rattenmodell auf den
Menschen dar als nur die Lebendmasse oder der prozentuale Anteil an der
Gesamtdiat. In der Zukunft sollte die optimale Dosis der Bittergurke im Tierversuch
unter Betrachtung einer realistischen Dosis fir den Menschen definiert werden.

Da die db/db Maus ein genetisches Modell mit ausgepragter Insulinresistenz und
Ubergewicht ist, sind Mausmodelle mit Diat-induzierter Insulinresistenz eventuell
besser geeignet, die Wirkung moderater Bittergurke-Dosierungen zu testen und zu

optimieren.

4.12 Humanstudien und mdogliche Toxizitat

In der Literatur sind kaum Humanstudien zur Wirksamkeit der Bittergurke zu finden
und nur wenige Studien liefern signifikante Ergebnisse. In den meisten Féllen wurden
die verfigbaren Studien zur Wirkung der Bittergurke bei Typ | und Typ |
diabetischen Patienten mit sehr geringen Patientenzahlen durchgefihrt, waren nicht
verblindet oder gar nicht Placebo-kontrolliert. Trotzdem gibt es einige Studien, die
eine signifikante Wirkung der Bittergurke belegen konnten. In einer Studie von
Khanna et al. (1981) verminderte die subkutane Gabe von Polypeptid-p die
Nuchtern-Blutglucosespiegel signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
sowohl bei fiinf Typ | als auch bei sechs Typ Il diabetischen Patienten.

Tongia et al. (2004) untersuchten die orale Gabe eines Methanolextraktes der

Bittergurke an 15 Typ Il diabetischen Patienten in Kombination mit den
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Medikamenten Metformin (2 x 0,5g/Tag) oder Glibenklamid (2 x 0,5g/Tag) oder
beiden (je 2 x 0,5g/Tag). Die Patienten bekamen dabei fur eine Woche zunachst nur
die medikamentdse Behandlung und in einer weiteren Woche eine um 50%
reduzierte Menge der Medikamente mit einer zusatzlichen Gabe von zweimal 200
mg des Bittergurken-Extraktes pro Tag. Die signifikante Verbesserung der
postprandialen und Nuchtern-Blutglucosespiegel durch die medikamentdse
Behandlung konnte durch die Kombination mit dem Bittergurken-Extrakt noch einmal
signifikant gesteigert werden (Tongia et al. 2004). Da in dieser Studie ein cross-over
Design oder eine wash-out Phase fehlen, sind die Ergebnisse dieser Studie nicht
ausreichend, um die Wirkung der Bittergurke mit Sicherheit belegen zu kénnen. Auch
Kochhar und Nagi (2005) fihrten eine Studie mit 60 Typ Il diabetischen Patienten
durch und untersuchten die Wirkung von Kapseln oder Keksen, die ein Gemisch aus
Pulvern der Bittergurke, der Samen von Trigonella foenum graecum und der Samen
von Euglina jambolana enthielten. Wéahrend die Kapseln das unbehandelte Pulver
enthielten, war das Pulver in die Kekse eingebacken und sollte gekochtem
Pflanzenmaterial entsprechen. Fir 45 Tage nahmen die Patienten eine tégliche
Menge von 1 g des Pulvers ein und anschlie3end fur weitere 45 Tage eine tagliche
Menge von 2 g. Die Behandlungen verbesserten postprandiale und Nuchtern-
Blutglucosespiegel und verminderten die Anzahl an Patienten mit Glucosurie
dosisabhangig. AuRRerdem konnte die Gabe von Medikamenten durch die
Supplementation vermindert werden. Von anfanglich 49 Patienten nahmen nach den
ersten 45 Tagen nur noch 40 Patienten orale Antidiabetika ein und nach 90 Tagen
nur noch 20 Patienten. Obwohl diese Studie interessante Ergebnisse liefert, ist der
dosisabhangige Effekt nicht ausreichend belegt, weil auch in dieser Studie kein
cross-over Design verwendet wurde oder eine wash out Phase integriert wurde.
Weiterhin bleibt in dieser Studie ungeklart, welchen Anteil welche Pflanze an der
Wirkung der Kapseln oder Kekse hatte. Obwohl sowohl das rohe als auch das
gekochte Pflanzenmaterial wirksam waren, schien das rohe Pflanzenmaterial die
starkere Wirkung bezogen auf alle untersuchten Parameter zu haben (Kochhar und
Nagi 2005). Insgesamt belegt diese Studie die Wirksamkeit von pflanzlichen
Supplementen bei der Behandlung von Typ Il diabetischen Patienten. Ein wichtiger
Vorteil von pflanzlichem Material und Komponenten der traditionellen Medizin bei der
Behandlung von Patienten ist, dass diese auch in der Vergangenheit schon

verwendet wurden, um Krankheiten beim Menschen zu heilen. Diese Wirkstoffe,
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deren Effektivitat in Tier- und Zellstudien belegt werden konnen, sind deshalb
vielversprechend bezlglich ihrer Wirksamkeit beim Menschen. Es ist aufRerdem
davon auszugehen, dass die Vertraglichkeit gegeben und das Risiko gering ist (Tan
et al. 2008).

Trotzdem zeigen einzelne Untersuchungen in der Literatur auch fur die Bittergurke
toxische und unerwinschte Wirkungen. In humanen Praadipozyten zeigten
Konzentrationen ab 5% eines Bittergurken-Safts zum Medium cytotoxische
Wirkungen gemessen als Laktatdehydrogenase-Ausschittung und zellulare
Adenosintriphosphat-Konzentration, wahrend Konzentrationen von 0,5, 1 oder 2%
keinen Einfluss auf diese Parameter hatten (Nerurkar et al. 2010). In vivo fuhrte die
orale Gabe eines Bittergurken-Safts in verschiedenen Tierversuchen in sehr hohen
Dosen (26 mL/kg KG) innerhalb weniger Stunden sogar zum Tod. In Tierversuchen
zeigten sich weiterhin eine verminderte Fertilitat und eine fruchtschadigende Wirkung
durch die Behandlung mit der Bittergurke, der Konsum der Bittergurke wéhrend der
Schwangerschatft ist deshalb nicht zu empfehlen (Raman und Lau 1996).

In Humanstudien werden teilweise Bauchschmerzen und Diarrhéen beschrieben und
bei Personen mit Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase Mangel kann der Verzehr von
Bittergurken-Samen zu Favismus fuhren. Die grof3te Gefahr stellt eine Hypoglykamie
nach der Einnahme von Produkten der Bittergurke dar (Dans et al. 2007, Basch et al.
2003).

4.13 Schlussfolgerung

Der Erndhrungsversuch mit db/db Mausen belegt die Wirkung der Bittergurke bei
insulinresistenten db/db Mausen beziglich einer Verminderung von Ubergewicht,
erhohten HbA;c-Werten und Lipidperoxidation. Diese Studie und ihre Ergebnisse
machen jedoch auch deutlich, dass nicht nur eine wirksame Fraktion, sondern viele
verschiedene bioaktive Substanzen in der Bittergurke zu finden sind, die ihre
positiven Effekte durch unterschiedliche biochemische Mechanismen vermitteln. Dies
erklart auch die zahlreichen unterschiedlichen Versuchsmodelle und Ergebnisse, die
in der Literatur (Miura et al. 2004, Tan et a. 2008, Yibchok-Anun et al. 2006) tber die
antidiabetische Wirkung der Bittergurke zu finden sind. Trotzdem scheinen
Substanzen der Lipidfraktion und Saponinfraktion besonders wirksam zu sein. Die

Saponin- und die Lipidfraktionen waren effektiver bei der Verminderung von KG und
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PTP 1B-Aktivitdt im Muskel der Mause als die wasserlsliche Fraktion. Die
Lipidfraktion senkte aulRerdem die HbA;c-Werte als Langzeitparameter fir
Blutglucosespiegel am stéarksten.

Die Identifizierung von Friichten mit hohen Gehalten an Saponinen und der 9c-, 11t-,
13t CLN erscheint deshalb wichtig, um die Bittergurke besonders effektiv zur
Behandlung und Pravention von Diabetes mellitus einzusetzen. Besonders in
Entwicklungslandern, stellt die Bittergurke eine giinstige Moglichkeit fir betroffene
Patienten dar. Die Bittergurke ist ein preiswertes Gemise und das ganze Jahr auf
lokalen Markten in Stidostasien oder in tropischen Gebieten Afrikas verfugbar (Sekar
et al. 2005, Sridhar et al. 2008).

Ein weiterer positiver Effekt der Bittergurke ist ihre umfassende Wirkung. Typ I
Diabetes ist haufig verbunden mit anderen Stérungen wie Hypertonie, abdominale
Adipositas, Dyslipidamie, was zum metabolischen Syndrom zusammengefasst wird.
Bei der Therapie ist es deshalb wichtig, nicht nur die Hyperglykdmie, sondern
gleichzeitig auch die anderen Risikofaktoren fir koronare Herzerkrankungen zu
behandeln (Zimmet et al. 2001). Die Bittergurke hat abgesehen von ihrer positiven
Wirkung auf Ubergewicht und Insulinresistenz auch hypotonische Eigenschaften
(Singh et al. 2004) und verbessert postprandiale TG-Level (Oishi et al. 2007),
Plasmalipide (Sridhar et al. 2008, Nerurkar et al. 2008) sowie ApoB 48 und 100-Level
(Nerurkar et al. 2008). Zusatzlich schitzt die Bittergurke durch ihre antioxidative
Wirkung vor Lipidperoxidation im Plasma (Sathishsekar und Subramanian 2005) und
in Geweben.

In der richtigen Dosis scheint die ganze Frucht besonders empfehlenswert, weil in
allen Fraktionen bioaktive Inhaltsstoffe enthalten sind und ihre positive Wirkung
durch unterschiedliche Wirkmechanismen vermittelt wird. Extrakte der Saponin- oder
Lipidfraktion kdnnen jedoch in geringen Dosierungen beispielsweise als Kapsel eine
starkere Wirkung haben als ein Bittergurken-Pulver.
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5 Zusammenfassung

Momordica charantia und ihrer Frucht, der Bittergurke, konnten in tierexperimentellen
Untersuchungen sowohl bei Typ | als auch bei Typ Il diabetischen Modelltieren eine
blutzuckersenkende Wirkung nachgewiesen werden. Aufgrund der vielen
unterschiedlichen Versuchsmodelle und getesteten Extrakte ist jedoch nicht
hinreichend geklart, welche Substanzen oder Substanzgruppen hauptséachlich fur die
insulinsensitivierende Wirkung der Bittergurke verantwortlich sind und welcher
biochemische Mechanismus dieser Wirkung zugrunde liegt. Ziel dieser Arbeit war es
deshalb, die Wirkung unterschiedlicher Substanzgruppen der Bittergurke am Typ Il
diabetischen Modelltier zu testen und bezuglich Wirksamkeit und Wirkmechanismus
miteinander zu vergleichen.

Aus frischen Frichten einer thailandischen Sorte der Bittergurke wurden die Lipid-,
die Saponin- sowie die wasserlosliche Fraktion extrahiert und an 45 (5 Gruppen a 9
Mausen) wachsenden, abgesetzten, mannlichen db/db Mausen in einem
funfwochigen Versuch getestet. Den Mausen wurden téaglich 150 mg pro kg KG der
gesamten Frucht bzw. der Lipid-, der Saponin- oder der wasserlgslichen Fraktion der
Bittergurke, in Trinkwasser geldst, mit Schlundsonde verabreicht. Die Kontrollgruppe
erhielt eine entsprechende Menge Trinkwasser. Die Tiere hatten freien Zugang zum
Futter mit allen Nahrstoffen im Bereich der Empfehlungen und zum Trinkwasser.

Zu Versuchsbeginn waren die mittleren Lebendmassen der finf Gruppen mit
29,240,2 g annahernd gleich. Nach Versuchsende waren die Mause, welche die
gesamte Frucht (p=0,005), die Lipidfraktion (p=0,007), die Saponinfraktion (p=0,007)
oder die wasserl6sliche Fraktion (p=0,05) der Bittergurke bekommen hatten, jedoch
signifikant leichter im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Nuchtern-Blutglucosespiegel
ergaben keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vor und
zwei Wochen nach Versuchsbeginn. Der HbA;c-Wert lag nach Versuchsende
hingegen bei allen behandelten Gruppen unter dem der Kontrolle. Den niedrigsten
HbA:c-Wert hatten die Mause, welche die Lipidfraktion der Bittergurke bekommen
hatten (p=0,075).

Die Messung der PTP 1B-Aktivitat im Muskelzytosol ergab geringere Aktivitaten bei
den Mausen, die mit der Saponinfraktion (p=0,05) bzw. der Lipidfraktion (p=0,07) der
Bittergurke behandelt worden waren. DTT konnte die Hemmung der PTP 1B bei den

mit Saponinen behandelten Mausen aufheben. Bei den mit Lipiden behandelten
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Mausen hatte DTT keinen Einfluss auf die Aktivitdt der PTP 1B. Eine verminderte
Expression der PTP 1B war bei diesen Mausen weder auf Gen- noch auf
Proteinebene zu beobachten.

Hinweise aus der Literatur zur Aktivierung von PPARs durch die Bittergurke konnten
nicht bestatigt werden. Microarray-Daten ergaben im Fettgewebe erhohte
Expressionen von Markergenen fur Praadipozyten, GATA 2 und 3, AKR1B7 sowie
CEPBD, durch die Gabe der wasserloslichen Fraktion. Dieses Ergebnis erklart das
signifikant geringere KG der db/db Mause, die mit der wasserldslichen Fraktion der
Bittergurke behandelt worden waren. Die Microarray-Daten aus dem Fettgewebe
zeigen weiterhin eine signifikante Regulierung des Insulinsignals auf der
Genexpressionsebene nach den verschiedenen Behandlungen mit der Bittergurke.
Als Marker flur oxidativen Stress reduzierten die Lipid- und die Saponinfraktionen der
Bittergurke die Konzentration an TBA-RS im Fettgewebe der db/db Mause. Die
wasserlosliche Fraktion der Bittergurke reduzierte als einzige Fraktion die TBA-RS-
Konzentration im Skelettmuskel.

Da in allen Fraktionen bioaktive Inhaltsstoffe enthalten sind und ihre positiven
Wirkungen durch unterschiedliche Wirkmechanismen vermittelt werden, ist die
Verwendung der ganzen Frucht bei der Behandlung einer Insulinresistenz
empfehlenswert. Friichte die reich an Saponinen und konjugierten FS sind, sind nach
den Ergebnissen dieser Arbeit besonders glinstig. Die Saponinkonzentration scheint
im Fruchtfleisch weil3er Frichte der Bittergurke im Vergleich zu dem von grinen
gering zu sein. Ob weil3e Fruchte dadurch weniger zur Behandlung und Pravention
von Diabetes und Insulinresistenz geeignet sind, muss noch uberpriuft werden. Die
Konzentration an 9c,-11t,-13t CLN schwankt stark zwischen den untersuchten
Frichten. Moglicherweise spielt der Reifegrad der Frucht eine grofR3ere Rolle als die
untersuchte Sorte.

Besonders in Entwicklungslandern stellt die Bittergurke eine ginstige
Behandlungsmoglichkeit fur betroffene Patienten dar. Humanstudien zur

Uberprifung der Wirkung und Dosierung sind dazu in der Zukunft nétig.
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6 Summary

Momordica charantia and its fruit, the bitter gourd, showed hypoglycaemic effects in
several studies with type | as well as type Il diabetic animal models. As study designs
differ and are difficult to compare, it has not been clarified yet, which substances are
most effective. Additionally, the mechanism of the hypoglycaemic effect of the bitter
gourd is not fully understood. Thus, the aim of this thesis was to test the effect of
different substance groups extracted from bitter gourd fruits in a type Il diabetic
animal model and, further, to compare the effects and biochemical mechanisms of
these substance groups.

Fresh fruits of a Thai variety of the bitter gourd were used to extract the lipid, the
saponin, and the hydrophilic fractions. Forty-five male, weaned, four weeks old db/db
mice were assigned to five groups of nine. The mice were given sterile tap water as a
control, a whole fruit powder, the lipid fraction, the saponin fraction, or the hydrophilic
fraction of the bitter gourd at a daily oral dosage of 150 mg per kg body weight via
stomach feeding for five weeks respectively. The mice had free access to the diet
with all nutrients at the level of the recommendations and to drinking water.

At the beginning of the study, the mean body weight of the mice (29.2+0.2 g) did not
differ within the five groups. After five weeks, body weight was significantly lower
when mice were given the whole fruit (p=0.005), the lipid fraction (p=0.007), the
saponin fraction (p=0.007), or the hydrophilic fraction (p=0.05) compared to the
control group. Fasting blood glucose levels did not differ within the groups before or
two weeks after the beginning of the trial. However, after five weeks glycated
haemoglobin levels were the highest in the control mice compared to all four bitter
gourd treated groups. Glycated haemoglobin levels were the lowest in the lipid
treated mice (p=0.075).

PTP 1B activity was lower in mice treated with the saponin fraction (p=0.05) or the
lipid fraction (p=0.07) of the bitter gourd compared to control mice. The reducing
agent dtt reversed the inhibition of PTP 1B in the skeletal muscle of the saponin
treated mice, but not in the lipid treated mice. A reduced PTP 1B expression was,
however, found neither on gene nor on protein level.

Results from the current literature describing an activation of PPARs via bitter gourd
could not be approved. Microarray data from adipose tissue showed an increased

expression of preadipocyte marker genes, GATA 2 and 3, AKR1B7 as well as
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Summary

CEPBD, in mice treated with the hydrophilic fraction. This result might explain the
significantly lower body weight of mice treated with the hydrophilic fraction of the
bitter gourd. Microarray data further showed a significant regulation of the insulin
signalling pathway on gene expression level after bitter gourd treatment.

In addition, lipid and saponin fractions reduced oxidative stress measured as TBA-
RS concentration in the adipose tissue of db/db mice. The hydrophilic fraction
decreased TBA-RS concentrations in the skeletal muscle.

As there are bioactive substances present in all fractions with positive effects and
different biochemical mechanisms, consumption of the whole fruit might be the best
opportunity for the treatment of insulin resistance. Considering the results of this
thesis, fruits that are rich in saponins and conjugated fatty acids are preferable.
Saponin concentration seems to be lower in the flesh of white bitter gourd fruits
compared to green ones. However, the assumption that white fruits are less effective
in the treatment and prevention of diabetes and insulin resistance needs further
investigations. Concentration of 9c,-11t,-13t CLN varied strongly within the fruits
investigated. It is likely that maturation of the fruit is more important than the variety
regarding total lipid concentration and fatty acid profile.

The bitter gourd demonstrates a very good opportunity to treat type Il diabetes
mellitus in developing countries. In the future, human studies are necessary to prove

the effectiveness in human and to identify the optimal dosage.
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Anhangstabelle 1: Zusammensetzung der Diat fir Mause nach NRC (1995)

Futterkomponenten [%0] Gesamt fur 50 kg [kg]
Weizen (Weil, Langgons, Deutschland) 24,19 11,885
Mais (Weil, Langgons, Deutschland) 20,00 10,000
Gerste (Weil, Langgons, Deutschland) 15,60 7,800
Sojaextraktionsschrot (Weil, Langgons, 22,00 11,000
Deutschland)

Weizenkleie (Weil, Langgons, Deutschland) 8,00 4,000
Hafer (Weil, Langgons, Deutschland) 7,00 3,500
Sonnenblumendél (Handel) 1,50 0,750
Mineralfutter’ (SauengIUck® von Josera, Eschborn, 0,60 0,300
Deutschland)

Calciumcarbonat CaCos' (Sigma-Aldrich, U.S.A)) 0,50 0,250
Dicalciumphosphat CaHPO,*2H,0" (Sigma-Aldrich, 0,30 0,150
U.S.A)

Lysin HCLT (DEGUSSA, Essen, Deutschland) 0,03 0,015
DL-Methionin" (DEGUSSA, Essen, Deutschland) 0,20 0,100
Vitaminvormischung* (alle Vitamine von Roche, 0,08 0,250
Schweiz)

Gesamt 100 50,00

T

Mineralstoffe und Aminosauren wurden unter Berlcksichtigung ihrer nattrlichen
Konzentrationen in Weizen, Mais, Gerste, Sojaextraktionsschrot, Weizenkleie und Hafer

entsprechend der Empfehlungen (NRC 1995) erganzt.

Alle Vitamine wurden unter Beriicksichtigung inres Gehaltes im Mineralfutter (Sauengliick®
von Josera, Eschborn, Deutschland) den Empfehlungen (NRC 1995) entsprechend

erganzt.
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Anhangstabelle 2: Waochentliche und gesamte Futteraufnahme [g/d]

Gruppe Tier Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5 Gesamt
Kontrolle 1 10,0 11,8 14,6 15,6 20,6 14,5
2 11,4 14,7 14,3 21,5 20,3 16,4
3 10,5 15,6 14,1 20,7 18,2 15,8
4 10,3 13,7 18,8 22,2 27,9 18,6
5 12,0 16,4 15,2 22,1 21,4 17,4
6 10,7 16,9 20,3 21,8 20,8 18,1
7 8,3 17,0 14,4 14,7 15,7 14,0
8 10,7 16,1 15,2 21,9 20,6 16,9
9 13,4 20,1 23,4 24,2 26,6 21,5
MW 10,8 15,8 16,7 20,5 21,3 17,0
SD 1,4 2,3 3,3 3,2 3,8 2,3
Gesamte Frucht 1 10,9 16,2 18,1 20,6 24,2 18,0
2 11,2 13,2 18,7 23,6 22,1 17,8
3 9,0 14,5 16,6 21,3 21,0 16,5
4 9,1 17,0 18,6 18,8 18,2 16,3
5 10,5 17,9 19,7 12,7 12,2 14,6
6 9,2 19,8 22,1 22,7 23,2 19,4
7 13,5 21,3 19,5 15,3 20,4 18,0
8 11,9 28,1 28,3 26,8 25,6 24,1
9 12,5 20,0 18,5 15,0 19,7 17,1
MW 10,9 18,7 20,0 19,6 20,8 18,0
SD 1,6 4.4 3,4 4,6 3,9 2,7
Lipidfraktion 1 9,8 19,5 13,7 14,0 15,4 14,5
2 8,6 15,1 18,3 15,1 16,2 14,7
3 11,9 18,2 21,9 18,4 18,9 17,9
4 11,8 15,6 18,9 12,0 17,6 15,2
5 11,3 18,4 19,3 20,9 18,9 17,8
6 11,8 18,7 19,1 21,0 21,3 18,4
7 10,8 18,7 18,1 21,1 23,3 18,4
8 8,9 18,2 18,4 18,3 16,5 16,1
9 11,1 19,6 20,6 22,7 22,1 19,2
MW 10,7 18,0 18,7 18,2 18,9 16,9
SD 1,3 1,6 2,2 3,7 2,8 1,8
Saponinfraktion 1 8,6 12,3 13,3 13,3 15,4 12,6
2 10,7 12,6 16,7 21,4 26,0 17,5
3 11,2 18,2 21,2 --- 16,9
4 12,1 19,7 17,9 20,0 19,0 17,7
5 15,5 24,6 27,5 24,1 27,5 23,8
6 14,2 20,4 20,0 20,4 18,0 18,6
7 9,1 13,4 14,4 11,7 12,1 12,1
8 9,4 13,3 11,4 13,1 13,8 12,2
9 11,2 19,5 19,2 21,8 22,8 18,9
MW 11,3 17,1 18,0 18,3 19,3 16,7
SD 2,3 4.4 4,8 4,8 57 3,9
Wasserlosliche 1 10,3 13,6 18,2 22,0 21,4 17,1
Fraktion 2 11,0 17,8 21,5 23,8 24,9 19,8
3 10,3 12,3 4,7 11,0 13,9 10,4
4 10,6 17,4 21,3 25,0 28,9 20,6
5 13,4 17,7 23,6 21,2 21,3 19,5
6 11,9 16,5 21,7 23,9 32,3 21,2
7 10,5 15,3 11,4 14,5 15,3 13,4
8 10,7 13,0 18,7 15,6 18,0 15,2
9 13,7 22,7 18,0 22,6 22,5 19,9
MW 11,4 16,3 17,7 20,0 22,0 17,5
SD 1,3 3,2 6,0 5,0 6,0 3,7
Gesamt MW 11,0 17,28 18,25%¢ 19,3¢ 20,5° 17,2
SD 1,6 3,4 4,1 4,2 4,5 2,9

Unterschiedliche GroRbuchstaben kennzeichnen signifikante (p<0,05) Unterschiede zwischen den Zeitpunkten nach nicht-
parametrischem Test (Mann-Whitney)
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Anhangstabelle 3: Korpergewicht [g] vor Versuchsbeginn (T,) sowie nach jeder Versuchswoche

Gruppe Tier To Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5
Kontrolle 1 22,0 26,8 31,2 34,8 37,7 39,5
2 25,7 30,6 34,4 37,4 40,3 40,8
3 25,8 29,6 33,6 36,2 39,5 40,5
4 29,5 34,8 37,7 40,0 41,1 40,6
5 30,0 34,2 37,8 40,4 42,8 43,8
6 31,3 35,1 37,7 40,0 41,2 41,8
7 31,5 33,3 35,8 37,7 38,9 40,1
8 32,8 36,6 39,8 42,0 43,2 44,2
9 35,6 38,5 39,7 39,2 38,5 37,6
MW 29,4 33,3 36,4 38,6 40,4 41,0
SD 4,2 3,7 29 2,3 1,9 2,1
Gesamte Frucht 1 22,4 26,4 29,3 32,7 35,1 36,9
2 24,9 28,2 31,2 354 36,0 35,3
3 25,9 28,6 32,4 35,8 38,2 39,6
4 29,5 32,7 34,7 37,2 39,1 39,6
5 30,3 30,8 30,9 33,5 34,7 35,9
6 31,1 35,1 37,2 38,4 40,3 40,2
7 31,8 34,7 36,8 37,9 38,3 37,8
8 324 33,8 34,0 35,2 35,2 34,6
9 33,1 35,4 35,2 35,3 35,2 35,5
MW 29,0 31,7 33,5 35, 7% 36,9%+* 37,3%*
SD 3,8 34 2,7 1,9 2,1 2,1
Lipidfraktion 1 22,4 26,7 30,6 32,2 32,9 31,4
2 24,8 26,6 29,9 33,1 35,3 35,6
3 26,1 29,4 331 36,3 36,8 38,1
4 29,4 30,0 31,4 33,1 33,5 34,0
5 30,5 33,0 351 37,4 39,5 40,2
6 31,1 32,7 35,6 37,3 38,1 38,0
7 31,8 35,2 37,1 38,9 39,3 38,8
8 32,2 36,3 39,2 41,1 41,7 40,6
9 33,0 36,2 38,7 40,2 40,6 39,9
MW 29,0 31,8 34,5 36,6 37,5** 37,4%**
SD 3,7 3,8 3,5 3,2 31 31
Saponinfraktion 1 22,7 27,2 314 35,0 37,3 39,3
2 24,6 27,9 31,3 33,5 35,3 34,8
3 26,7 30,1 33,0 34,2 -
4 29,0 30,8 33,2 35,2 36,4 37,2
5 30,6 33,5 36,3 37,8 37,9 38,1
6 31,1 32,6 35,5 36,9 37,6 37,8
7 31,9 35,1 37,5 38,3 38,4 37,8
8 32,0 35,1 36,8 37,6 37,5 37,5
9 33,8 37,3 38,0 37,9 36,6 35,6
MW 29,2 32,2 34,8 36,3 37,1** 37,3***
SD 37 34 2,6 1,8 1,0 14
Wasserlosliche 1 23,1 28,1 32,3 35,9 38,8 40,5
Fraktion 2 23,2 28,1 32,6 36 38,4 39,3
3 28,3 30,6 33,5 33,6 38,4 40,6
4 28,7 31,7 35,2 37,5 38,0 37,0
5 30,7 34,5 36,6 37,8 37,0 36,0
6 30,9 32,5 35,3 36,9 36,6 35,3
7 31,9 34,5 35,6 35,8 35,8 35,5
8 32,0 36,0 38,2 40,4 40,8 40,8
9 34,4 38,7 40,7 41,4 40,3 39,3
MW 29,2 32,7 35,6 37,3 38,2 38,3**
SD 3,9 3,6 2,7 2,4 1,6 2,3
Gesamt MW 29,24 32,3° 35,0¢ 36,9° 38,0° 38,3°
SD 3,7 3,5 29 2,5 2,4 2,6

Unterschiedliche GroRbuchstaben kennzeichnen signifikante (p<0,05) Unterschiede zwischen den Zeitpunkten
** p<0,05, *** p<0,01 vs. Kontrolle
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Anhangstabelle 4: Blutzuckerspiegel [mg/dL] vor (To) und zwei Wochen nach Versuchsbeginn
(T,) sowie HbA;c-Werte [%]

Gruppe Tier Blutglucose Ty Blutglucose T, Blutglucose T,-To HbA;c
Kontrolle 1 101 144 43,0 8,40
2 93 183 90,0 10,40
3 112 158 46,0 8,40
4 151 243 92,0 9,70
5 42 151 109,0 9,30
6 170 165 -5,0 8,90
7 111 211 100,0 8,50
8 270 249 -21,0 8,90
9 316 448 132,0 10,80
MW 151,8 216,9 65,1 9,26
SD 88,5 94,9 52,6 0,88
Gesamte Frucht 1 90 130 40,0 8,90
2 110 178 68,0 8,50
3 95 167 72,0 7,30
4 223 342 119,0 7,90
5 126 152 26,0 7,10
6 148 229 81,0 8,40
7 233 318 85,0 9,40
8 89 269 180,0 9,20
9 315 301 -14,0 9,50
MW 158,8 231,8 73,0 8,47
SD 80,1 78,7 55,5 0,88
Lipidfraktion 1 92 152 60,0 7,50
2 121 115 -6,0 7,20
3 78 157 79,0 7,10
4 114 138 24,0 7,10
5 112 181 69,0 7,50
6 58 196 138,0 9,20
7 181 209 28,0 8,60
8 196 228 32,0 9,20
9 226 265 39,0 8,90
MW 130,9 182,3 51,4 8,03*
SD 57,2 47,3 41,5 0,92
Saponinfraktion 1 84 107 23,0 6,60
2 64 207 143,0 8,30
38 95 196 101,0
4 106 128 22,0 8,00
5 112 191 79,0 8,60
6 120 255 135,0 7,80
7 268 257 -11,0 8,90
8 119 233 114,0 7,80
9 230 347 117,0 11,30
MW 133,1 213,4 80,3 8,41
SD 68,7 71,9 55,7 1,35
Wasserlosliche 1 75 156 81,0 6,60
Fraktion 2 80 145 65,0 7,40
3 97 206 109,0 6,50
4 116 285 169,0 8,80
5 290 193 -97,0 9,30
6 105 179 74,0 9,10
7 181 257 76,0 8,90
8 183 230 47,0 7,90
9 465 336 -129,0 10,60
MW 176,9 220,8 43,9 8,34
SD 127,9 62,7 95,8 1,35
Gesamt MW 150,29* 213,04° 62,76 8,50
SD 85,52 71,46 61,60 1,12

Unterschiedliche GroRBbuchstaben kennzeichnen signifikante (p<0,05) Unterschiede zwischen den Zeitpunkten
$vor Versuchsende verstorben
* p<0,1 vs. Kontrolle
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Anhangstabelle 5: Aktivitat [U/g Protein] der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B nativ (pH 7,2), mit
2 mM Dithiothreitol (+DTT) oder sauer (pH 6,0) gemessen

Gruppe Tier Muskel Muskel Muskel Leber Leber Fettgewebe Fettgewebe
pH 7,2 +DTT pH 6,0 pH 7,2 +DTT pH 7,2 +DTT
Kontrolle 1 2,22 2,09 3,97 6,77 9,56 8,62 10,12
2 2,10 2,19 4,57 9,48 11,39 9,22 8,03
3 1,87 1,95 3,23 7,72 10,91 10,64 9,24
4 2,76 2,66 6,65 7,79 9,49 9,60 12,27
5 3,01 2,18 5,98 5,71 5,75 9,65 8,27
6 2,45 2,63 7,58 9,45 10,89 12,64 13,61
7 2,05 2,04 6,76 8,00 10,54 8,80 11,88
8 1,40 1,54 5,95 10,42 11,58 8,83 9,23
9 2,13 1,77 6,15 8,62 12,09 13,54 16,72
MwW 2,22 2,12 5,56 8,22 10,24 10,17 11,04
SD 0,48 0,36 1,43 1,46 1,89 1,78 2,86
Gesamte Frucht 1 2,73 1,93 6,10 8,54 9,95 9,00 9,52
2 2,32 2,07 7,07 7,62 9,27 9,58 7,93
3 1,87 1,47 5,39 7,61 9,16 13,61 13,89
4 1,83 2,94 9,87 7,49 7,95 10,31 12,52
5 0,83 1,82 6,92 8,31 9,60 10,68 11,44
6 1,57 1,98 6,51 8,44 8,59 10,33 14,30
7 2,52 2,43 7,57 9,60 12,80 7,48 10,30
8 1,70 2,00 6,36 7,93 11,32 9,07 11,94
9 2,11 2,47 7,11 8,16 12,81 12,47 16,02
MwW 1,94 2,12 6,99** 8,19 10,16 10,28 11,99
SD 0,57 0,43 1,26 0,65 1,76 1,85 2,53
Lipidfraktion 1 1,74 1,88 5,19 8,60 10,95 10,68 12,67
2 1,49 1,61 5,37 8,67 9,07 8,48 7,67
3 1,58 1,47 5,74 6,72 10,31 11,18 12,24
4 1,61 1,60 6,55 7,89 10,37 9,34 10,81
5 1,83 1,95 6,23 6,56 9,42 8,67 10,97
6 2,05 1,66 6,06 9,77 10,82 9,14 11,43
7 1,60 1,93 6,36 8,14 8,71 9,21 14,69
8 1,77 1,74 6,35 7,62 10,85 9,30 10,48
9 1,70 2,15 6,74 8,23 9,41 10,10 10,10
MW 1,71+ 1,78 6,07 8,02 9,99 9,57 11,23
SD 0,17 0,21 0,53 0,99 0,85 0,91 1,93
Saponinfraktion 1 2,01 2,53 6,80 9,42 11,34 9,09 9,67
2§ 1,90 1,89 7,17 7,49 10,30 9,74 9,29
3 _— _— _— _— _— _— _—
4 0,61 1,77 6,27 8,92 11,58 13,13 14,94
5 1,61 2,03 7,92 8,99 8,77 9,32 12,32
6 1,74 2,45 6,25 7,87 11,44 10,34 13,20
7 1,91 1,78 5,98 8,63 10,92 11,74 14,73
8 2,17 2,38 7,18 7,40 10,31 10,16 12,29
9 1,4030 2,57 7,02 7,80 11,62 11,26 13,56
Mw 1,67* 2,17 6,83* 8,32 10,78 10,60 12,50
SD 0,49 0,34 0,64 0,77 0,97 1,36 2,10
Wasserlosliche 1 2,67 2,11 6,65 7,32 9,69 10,96 10,66
Fraktion 2 2,28 2,60 7,03 8,32 11,54 11,02 10,34
3 1,76 2,35 5,90 5,89 10,00 11,45 10,52
4 2,21 2,11 6,51 7,84 8,84 7,74 12,76
5 1,25 1,56 4,90 9,29 11,05 8,92 10,81
6 1,64 1,77 5,56 7,19 10,03 11,67 10,97
7 2,39 2,03 6,78 8,05 10,93 8,38 12,62
8 1,62 1,26 6,12 7,12 11,51 8,40 12,11
9 1,66 1,51 5,41 7,51 11,88 7,61 11,70
MW 1,94 1,92 6,09 7,62 10,61 9,57 11,39
SD 0,46 0,43 0,71 0,94 1,02 1,67 0,93
Gesamt Mw 1,90 2,02 6,31 8,07 10,35 10,03 11,61
SD 0,48 0,38 1,07 0,99 1,35 1,54 2,14

Svor Versuchsende verstorben

** p<0,05, *** p<0,01 vs. Kontrolle
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Anhangstabelle 6: Differentielle Expression (in % zur Kontrolle) von Genen, die iber Peroxisom-

Proliferator-aktivierte Rezeptoren reguliert werden, mit oder ohne Korrektur um 8 Aktin

Gruppe Tier B Aktin Adiponektin  Adiponektin Resistin Resistin Acyl CoA Acyl CoA
ohne mit Korrektur ohne mit Korrektur ~ DH* ohne DH* mit
Korrektur Korrektur Korrektur Korrektur
Kontrolle 1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
4 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
5 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
6 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
7 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
8 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
9 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
MW 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
SD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Gesamte Frucht 1 91,86 103,51 112,68 101,14 110,10 70,57 161,81
2 120,98 99,24 82,03 94,77 78,33 58,32 67,20
3 114,57 110,55 96,49 125,96 109,94 275,27 159,79
4 108,98 101,79 93,40 102,98 94,49 310,75 255,01
5 118,25 102,11 86,35 116,82 98,79 117,00 81,75
6 85,74 83,47 97,36 91,15 106,32 82,43 20,32
7 76,01 94,95 124,92 106,06 139,54 202,01 143,54
8 109,06 93,07 85,34 169,74 155,64 110,31 77,67
9 96,71 111,14 114,92 121,30 125,43 182,87 137,27
MwW 102,46 99,98 99,28 114,44 113,17 156,61 122,71
SD 15,61 8,68 14,94 23,85 23,68 91,43 69,21
Lipidfraktion 1 113,41 103,95 91,66 103,97 91,68 71,23 96,09
2 93,37 95,06 101,81 78,44 84,01 20,58 25,71
3 118,49 118,75 100,22 132,24 111,60 274,94 125,34
4 114,25 102,85 90,02 93,24 81,61 178,67 197,32
5 106,97 100,94 94,36 106,53 99,58 109,12 85,16
6 96,34 81,96 85,07 107,02 111,08 108,81 27,97
7 67,95 93,11 137,03 58,45 86,03 216,03 137,27
8 55,63 86,81 156,04 128,39 230,79 111,54 82,79
9 79,33 118,61 149,52 99,15 124,98 217,46 177,41
MwW 93,97 100,23 111,75 100,83 113,48 145,38 106,12
SD 22,15 12,72 27,72 22,87 46,38 81,36 59,58
Saponinfraktion 1 118,21 127,40 107,77 101,38 85,76 49,60 68,45
2§ 68,74 75,97 110,52 52,15 75,87 90,61 78,80
3 - - - - - - —
4 105,63 96,54 91,40 78,13 73,97 222,49 216,94
5 80,72 92,84 115,01 86,83 107,56 49,28 83,56
6 91,25 87,66 96,07 72,35 79,28 79,77 25,29
7 73,54 105,87 143,97 76,91 104,59 143,76 126,31
8 77,36 102,53 132,53 198,43 256,49 104,53 80,08
9 75,21 120,35 160,02 100,26 133,31 157,52 177,08
MW 86,33 101,15 119,66 95,81 114,60 112,20 107,07
SD 17,41 16,85 23,87 44,38 60,78 59,37 62,80
Wasserlosliche 1 99,72 117,96 118,29 110,42 110,73 121,36 87,49
Fraktion 2 115,62 104,52 90,39 91,73 79,34 109,02 98,70
3 108,63 115,51 106,33 122,45 112,72 236,28 112,71
4 132,91 108,79 81,85 112,37 84,55 217,23 181,60
5 132,22 121,82 92,14 99,54 75,29 300,53 124,24
6 92,44 88,96 96,23 94,80 102,55 91,51 27,00
7 100,61 97,87 97,28 96,17 95,58 180,89 126,75
8 81,78 84,91 103,82 202,57 247,69 102,90 101,00
9 65,95 100,61 152,57 33,02 50,07 157,22 135,74
MW 103,32 104,55 104,32 107,01 106,50 168,55 110,58
SD 22,05 12,77 20,89 43,93 56,46 71,31 41,66

vor Versuchsende verstorben

! Acyl CoA Dehydrogenase

125



Anhang

Anhangstabelle 7: Konzentration an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen

Gruppe Tier Leber Leber Fettgewebe Fettgewebe Muskel Muskel
[umol/g Leber] [umol/g Protein] [umol/g Fett] [umol/g Protein]  [umol/g Muskel]  [pmol/g Protein]
Kontrolle 1 6,43 0,06 17,11 3,42 11,02 0,29
2 9,92 0,10 12,26 3,48 20,16 0,62
3 12,71 0,10 14,49 3,20 6,60 0,16
4 11,76 0,09 11,46 2,82 23,87 0,79
5 7,45 0,08 12,62 4,21 7361 318
6 7,93 0,07 18,62 5,24 18,33 0,48
7 10,34 0,09 15,36 4,18 15,47 0,42
8 10,94 0,14 10,45 2,81 7,52 0,15
9 12,50 0,16 19,50 4,61 19,76 0,55
MW 10,00 0,10 14,65 3,77 15,34 0,43
SD 2,27 0,03 3,23 0,84 6,33 0,23
Gesamte Frucht 1 8,96 0,09 7,30 2,31 11,49 0,28
2 12,84 0,13 10,07 4,64 9,37 0,28
3 9,56 0,10 9,21 3,85 11,43 0,22
4 9,69 0,09 6,53 1,79 9,81 0,34
5 9,74 0,08 4,52 3,62 10,64 0,31
6 11,83 0,08 6,74 2,71 10,76 0,27
7 16,60 0,17 6,83 3,51 17,69 0,45
8 7,55 0,08 8,30 3,42 21,39 0,77
9 12,06 0,11 18,23 3,24 11,59 0,25
MW 10,98 0,10 8,64 3,23 12,69 0,35
SD 2,69 0,03 3,94 0,85 4,07 0,17
Lipidfraktion 1 13,97 0,16 5,09 2,80 21,84 0,76
2 13,37 0,09 5,61 3,37 23,66 0,57
3 13,49 0,11 3,57 1,70 10,01 0,22
4 12,98 0,11 2,32 1,15 5,95 0,16
5 11,65 0,08 5,61 1,91 7,99 0,20
6 17,01 0,14 9,49 2,96 25,89 0,60
7 16,24 0,12 5,25 3,55 6,42 0,19
8 20,85 0,14 2,25 1,21 6,04 0,16
9 12,75 0,08 3,41 1,58 4,66 0,14
MW 14,70 0,11 4,73 2,25%** 12,50 0,33
SD 2,86 0,03 2,23 0,93 8,67 0,24
Saponinfraktion 1 9,55 0,08 7,95 2,52 9,24 0,29
2§ 11,46 0,10 3,87 1,79 6,71 0,21
3 _— — — — — _—
4 12,15 0,11 7,54 1,98 14,41 0,46
5 8,24 0,06 2,27 1,22 11,84 0,36
6 19,09 0,18 7,28 2,47 8,15 0,26
7 18,75 0,15 5,20 1,92 11,22 0,38
8 11,04 0,10 8,03 3,23 6,94 0,17
9 12,95 0,11 5,35 2,44 15,08 0,38
MW 12,90 0,11 5,93 2,19% 10,45 0,31
SD 3,99 0,04 2,12 0,60 3,22 0,10
Wasserlosliche 1 9,37 0,08 9,64 4,55 12,40 0,20
Fraktion 2 6,84 0,06 10,81 5,91 10,20 0,17
3 9,96 0,08 6,35 3,22 6,54 0,10
4 11,72 0,10 10,58 8,88 13,54 0,22
5 17,10 0,10 5,27 2,20 5,36 0,11
6 11,81 0,10 9,77 3,77 9,61 0,13
7 18,02 0,17 6,76 2,45 13,54 0,27
8 11,19 0,10 8,69 5,86 4,78 0,08
9 19,41 0,15 14,56 5,14 3,84 0,07
MW 12,82 0,11 8,98 4,14 8,87 0,15%***
SD 4,32 0,03 2,96 1,46 3,84 0,07
Gesamt MW 12,27 0,11 8,64 3,12 11,92 0,31
SD 3,56 0,03 4,53 1,21 5,79 0,19

Streichungen=Ausreil3er
$vor Versuchsende verstorben
** p<0,01, *** p<0,001 vs. Kontrolle
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