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1. Einleitung

Die Zivilisationskrankheit Diabetes mellitus (DM) ist
eine chronische Erkrankung, die in den
vergangenen Jahrzehnten eine stetige Zunahme
von Erkrankungspravalenz und —inzidenz zeigt [1].
Die beiden haufigsten, pathogenetisch
unterschiedlichen, Formen sind der
insulinabhangige Typ 1 (insulin dependant diabetes
mellitus: IDDM) und der insulinunabhangige Typ 2
(non insulin dependant diabetes mellitus: NIDDM)

Diabetes mellitus.

Weltweit unterliegt die Pravalenz des Diabetes
mellitus geographischen Schwankungen. So weisen
beispielsweise  die  skandinavischen  Lander
hinsichtlich der Pravalenz des Typ 1 Diabetes
mellitus die hochsten Werte auf (Inzidenz:
35/100000/Jahr), wahrend Gebiete des pazifischen
Raumes deutlich geringere Pravalenzen zeigen
(Japan/China, Inzidenz: 1-3/100000/Jahr) [2-4]. Die

Pravalenz aller Diabetesformen in der
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Bundesrepublik Deutschland wird aktuell mit ca. 5%

[1] angegeben.

Nach atiologischen Gesichtspunkten werden im
Wesentlichen zwei Formen des Diabetes mellitus
unterschieden: der NIDDM sowie der IDDM. Beiden
gemeinsam ist das Unvermdgen des Organismus
die Homoostase des Glucosehaushaltes zu
gewahrleisten. Hinsichtlich pathoatiologischer
Aspekte bestehen allerdings wesentliche
Unterschiede, wobei letztendlich die Entgleisung
des Glucosestoffwechsels mit den sich ergebenden

Konsequenzen im Mittelpunkt der Erkrankung steht.

In Deutschland leiden 95% der Diabetiker am
Diabetes mellitus Typ 2 — bzw. dem Altersdiabetes
[1]. Pathophysiologisch ist die Entstehung des
NIDDM eng an eine periphere Insulinresistenz,
gekoppelt an eine gestorte Insulin-Sekretionskinetik
des Pankreas, gebunden. Ursache  der

Insulinresistenz  ist zumeist ein signifikantes
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Ubergewicht der Betroffenen, das durch die

gestorte Sekretionskinetik weiter gefordert wird.

Das Durchbrechen dieses Circulus vitiosus stellt in
der Vielzahl der Falle den primaren therapeutischen
Ansatz dar. Gewichtsreduktion, Sport sowie das
konsequente Einhalten spezieller Diaten fuhrt in
vielen Fallen zZu einer akzeptablen
Blutzuckereinstellung. In fortgeschrittenen
Krankheitsstadien oder bei fehlender Compliance
des Patienten stehen orale Antidiabetika und
letztendlich die Insulinsubstitution im Vordergrund

der Therapie.

5% der in Deutschland lebenden Diabetiker leiden
an der juvenilen Form (Typ 1) dieser
Stoffwechselkrankheit [1]. Pradiktiven Wert besitzen
genetische Faktoren wie die HLA-Merkmale DR 3
und DR 4, welche bei uber 90% der Erkrankten
positiv sind [5].

Definiert als Insulinmangelsyndrom, liegt atiologisch

die gezielte Zerstorung der Insulinproduzierenden

13



R-Zellen des Pankreas, im Rahmen einer
Autoimmuninsulitis, zugrunde. Fur eine floride
Inflammation des Inselzellapparates sprechen

folgende Befunde:

1. Infiltration der Inselzellen mit autoreaktiven
T-Lymphozyten.

2. Remission unter immunsuppressiver
Therapie.

3. Nachweis von Inselzell-Autoantikérpern (ICA

= islet cell autoantibodies).

Mit der Manifestation des Typ | Diabetes mellitus,
und dem damit verbundenen  absoluten
Insulinmangel, wird eine regelmallige Substitution

von aulden notwendig.

Mit der EinfGhrung des Insulins durch Banting und
Best im Jahr 1922 wurde die Therapie des Diabetes
revolutioniert [6]. Im Verlauf haben sich im
Wesentlichen zwei unterschiedliche

Therapieansatze etabliert:
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1. Das konventionelle Therapieschema:

Zu definierten Zeiten erfolgt die Injektion definierter
Mengen von Insulin. Durch die vorgegebenen
Zeitintervalle ist der Patient an einen unflexiblen
Diatplan gebunden, dem er seinen Tagesablauf
unterordnen muss. Einfache Handhabungsfehler
konnen leicht zu einer Stoffwechselentgleisung
fuhren [7].

2. Das intensivierte Therapieschema:

Gekennzeichnet durch das Basis-Bolus Prinzip
erfolgt eine flexible Anpassung der jeweils zu
injizierenden Menge Insulin an die geplante
Nahrungsaufnahme. Durch die groRere Flexibilitat
wird fur den Patienten das Gestalten seines
normalen Tagesablaufes wesentlich vereinfacht.
Die angestrebte Annaherung an physiologische
Verhaltnisse fuhrt allerdings haufig zZu
hypoglykamischen Stoffwechselentgleisungen, der
gefurchtesten Komplikation im Rahmen der

intensivierten Insulintherapie [7].
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Unabhangig vom verwendeten Therapieschema
konnten bisher noch keine ausreichend zufrieden
stellenden Langzeitergebnisse erreicht werden.
Wahrend vor Beginn der Insulin-Ara die
hyperglykamische Entgleisung, das diabetische
Koma, die bei weitem haufigste Todesursache des
Typ 1 Diabetikers war, werden heute
Lebenserwartung und Lebensqualitat zum groften
Teil durch die Entwicklung sowie den Verlauf von
Spatkomplikationen an Herz- und Gefallsystem [8],
Augen [9], Nieren und Nervensystem [10, 11]
bestimmt. Als histopathologisches Korrelat stehen
die Veranderungen im Rahmen der diabetischen

Mikro- und Makroangiopathie im Vordergrund.

Ziel und Aufgabe einer modernen Diabetestherapie
ist aus den genannten Grinden im Wesentlichen
die Vermeidung der Entwicklung von Spatschaden.
Dafur unabdingbar ist eine langfristig gute,
physiologische Einstellung des
Glukosestoffwechsels. Zu diesem Zweck hat die

moderne Forschung in den letzten Jahren und
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Jahrzehnten im Wesentlichen zwei Therapieansatze

verfolgt:

1. Den Ersatz des funktionsunfahigen Organs

durch eine Organtransplantation.

2. Den Ersatz des endokrinen Organanteiles
durch die  Transplantation isolierter

Inselzellen in einer ausreichenden Anzahl.

Der Ersatz des funktionsunfahigen
Inselzellapparates durch die Pankreasorgan- bzw.
die Inselzelltransplantation ist bis heute die einzige
Alternative, die langfristig eine ausreichende
Stoffwechseleinstellung, unabhangig von einer
externen Insulinapplikation, gewahrleistet [12, 13].
Als Langzeit- und Kontrollparameter dient dabei der
glykolisierte Anteil des Hamoglobins (HbA).
Einschrankungen erfahren beide Alternativen durch
das ausgewahlte Patientenkollektiv dem diese
Verfahren heutzutage zur VerflUgung gestellt

werden konnen. So finden fast ausschlielllich
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Patienten die auf eine Nierentransplantation warten
bzw. bereits nierentransplantiert sind und somit
ohnehin lebenslang immunsuppressiv behandelt
werden mussen Berlcksichtigung. Patienten die
unter rezidivierenden, hypoglykamischen Episoden
leiden, die mit Hilfe der oben genannten
Insulinschemata nicht zu beherrschen sind, kdnnen
ebenfalls von den Transplantationsverfahren

profitieren.

Ersatz des funktionsunfahigen Organs durch eine

Organtransplantation

Mit der EinfUhrung der
Pankreasorgantransplantation steht ein Verfahren
zur Verfugung, welches heutzutage dank standiger
Weiterentwicklungen Ein-Jahres-Funktionsraten von
bis zu 90% aufweist [14, 15]. Zumeist Iasst sich bei
den SO behandelten Diabetikern eine
Insulinunabhangigkeit  erreichen [16], was
wesentlich zur Steigerung der subjektiv empfunden
Lebensqualitat beitragt. Schwerwiegender im

positiven Sinne sind die objektivierbaren Einflisse
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einer Pankreasorgantransplantation auf den
Langzeitverlauf der Erkrankung zu bewerten. So
konnte nachgewiesen werden, dass der Progress
von Sekundarkomplikation signifikant gehemmt

werden konnte, bzw. reversibel war [17-27].

Insgesamt profitiert der transplantierte Patient von
einer signifikanten Verbesserung von
Lebenserwartung [18, 23-27] und Lebensqualitat
[22].

Neben den genannten positiven Folgen einer
Pankreasorgantransplantation ist der grofe,
chirurgische Eingriff mit nicht unerheblichen
Komplikationen sowohl peri- als auch postoperativ
verbunden. Perioperativ sind alle bekannten
Komplikationen bei Eingriffen in Vollnarkose zu
nennen. Postoperativ stehen bei der
Transplantation des Pankreas die von der
Drainagetechnik des exokrinen Pankreas

abhangigen Komplikationen im Vordergrund:
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Bei Drainage des exokrinen Pankreas in die Blase
konnen schwere, rezidivierende Harnwegsinfekte
auftreten [28], die aufgrund der medikamentds
beeinflussten Immunabwehr der Patienten in das
Bild einer Urosepsis Ubergehen konnen. In
schweren Fallen kann die Umwandlung in eine
enterale Drainagetechnik notwendig werden, die
wiederum Risiken bzw. Nachteile birgt. So hat die
Anastomose der enteralen Drainage eine hdhere
Insuffizienzrate [28]. Zudem verzichtet man auf das
einfache Monitoring der Transplantatfunktion durch

die Analyse von Urinamylase und —lipase.

Zusatzlich konnen rezidivierende Pankreatitiden
[28], AbstoRungsreaktionen, aber auch vaskulare
Komplikationen wie Thrombosen der
Anschlussgefalle zur frhen
Transplantatfehlfunktion und schlieBlich  zum

Transplantatverlust fuhren.
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Ersatz des endokrinen Organanteiles durch die

Transplantation isolierter Inselzellen

Aufgrund der beschriebenen Komplikationen, die

mit der chirurgischen Pankreasorgantransplantation

assoziiert sind, ruckte die Transplantation des

isolierten endokrinen Organanteiles vermehrt in den

Mittelpunkt des Interesses. Dabei zeichnet sich das

Verfahren durch folgende Vorteile gegenuber dem

chirurgischen Verfahren aus:

Einfache und schnelle, den Patient wenig
belastende, Transplantation: Die zuvor
isolierten Inselzellen werden Uber einen in
der Vena porta platzierten Katheter in das
Zielorgan (Leber) eingeschwemmt. Dort
konnen sich die Inselzellen ansiedeln und
ihre Funktion aufnehmen. Der
minimalinvasive Eingriff wird in lokaler
Betaubung vorgenommen und kann in aller

Regel ambulant durchgeflihrt werden.
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e Die Moglichkeit durch immunmodulatorische
MalRnahmen die Immunogenitat und
Antigenitat der Inselzellen vor
Transplantation zu verringern, um so die
Dosis der applizierten Immunsuppressiva

nach Transplantation zu reduzieren [29].

Gerade die immunmodulatorischen Madglichkeiten
im Vorfeld der Transplantation aber auch die
immunsuppressiven Therapieansatze im Anschluss
bieten dabei die Mdglichkeit das
Transplantationsergebnis wesentlich zu
beeinflussen. So konnte in neueren Studien unter
Anwendung der Makrolide Sirolimus und Tacrolimus
sowie des monoklonalen Antikdrpers Daclizumab,
bei Vermeidung inseltoxischer Steroide, eine
Insulinunabhangigkeit bei 100% der Patienten

erreicht werden [30].
Neben der immunsuppressiven Therapie hat dabei

die transplantierte Inselmasse einen wesentlichen

Einfluss auf den Erfolg der Transplantation [31]. Im
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Rahmen der genannten Studien wurden bis zu drei
oder mehr Spenderorgane fur einen Empfanger
verarbeitet, um einen optimalen

Transplantationserfolg zu erreichen.

Grunde fur die bendtigten, ausreichend grof3en
Inselmassen fur eine erfolgreiche Transplantation
sind vor allem in den multiplen Stresssituationen,
denen die Inselzellen vor, wahrend und nach der
Transplantation ausgesetzt sind, zu suchen. Neben
zahlreichen Spenderfaktoren wie Zeitpunkt des
Hirntodes, angewandter Organentnahmetechnik
und Phasen der warmen und kalten Ischamie, sind
es vor allem apoptotische und inflammatorische
Mechanismen wahrend der Zellisolation und nach
transportaler Transplantation, die zu einem

signifikanten Zelluntergang fluhren [32-35]:

e Es konnte gezeigt werden, dass die
Verwendung von endotoxinhaltigen
Reagenzien wahrend der Inselzellisolierung,

wie z.B. Kollagenasen, Serum und Ficoll zu
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einer Aktivierung von proinflammatorischen
Zytokinen in den Inselzellen fuhrt [36-39]. Die
anschlieBende Kultivierung der Inselzellen
fuhrt nachweisbar zur Einleitung des
programmierten Zelltodes, wobei der Anteil
apoptotischer Zellen mit der Dauer der

Kultivierung zunimmt [40].

Unmittelbar nach transportaler
Transplantation sind die Inselzellen in ihrem
hepatischen Milieu unspezifischen
inflammatorischen Einflissen ausgesetzt
[41]. Lokale Makrophagen, endotheliale
Zellen und Hepatozyten fuhren Uber eine
Sekretion von Zytokinen wie IL-113, IFNy und
TNFa sowie Stickoxid (NO) zur frihen
Dysfunktion der Inselzellen. Versuche in
Makrophagen-depletierten Tiermodellen
sowie nach Inhibition des
retikulohistiozytaren Systems zeigten langere

Uberlebensphasen der Inselzellen [41-43].
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Der Blutkontakt nach erfolgter
Transplantation fuhrt zu der Prasentation von
Gewebefaktoren (tissue factor) auf der
Oberflache der Inselzellen. Dies induziert
primar eine Aktivierung des
Komplementsystems sowie der
Gerinnungskaskade und sekundar die
Einwanderung von Thrombozyten und
Leukozyten aus der Umgebung.
Zusammenfassend werden diese Reaktionen
unter dem Begriff der ,Instant Blood-
Mediated Inflammatory Reaction’ (IBMIR)
subsumiert. Eine frGhe Dysfunktion der
Inselzellen ist die Folge. Diese unmittelbaren
Reaktionen scheinen auch durch eine
suffiziente Immunsuppression nicht
beeinflussbar, da auch T-Zell depletierte
Empfanger frihe, unspezifische
inflammatorische Reaktionen zeigen [44-47].
Der Einsatz niedermolekularen
Dextransulfats resultiert allerdings sowohl in

vitro als auch im Tiermodell in einem
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protektiven Effekt gegenlber diesen friihen
inflammatorischen Mechanismen, was zu
signifikant verlangerten Uberlebenszeiten der

Inselzellen fihrt.

Zellen, die solchen Stresssituationen ausgesetzt
sind, reagieren mit der Synthese von
Hitzeschockproteinen , was ihnen das
Uberleben in einer sonst tédlichen Umgebung
ermdglicht [48, 49]. So zeigen Inselzellen nach
induzierter  Hitzeschockproteinsynthese eine
vermehrte Resistenz gegenuber
Sauerstoffradikalen und Stickoxid. Grundlage fur
diesen protektiven Effekt scheint dabei die
Verhinderung eines intrazellularen

Energieverlustes zu sein [50-55].

Zeitgleich scheinen subletale Stresssituationen
neben der vermehrten Expression von
Hitzeschockproteinen auch die Expression
proapototischer Proteine zu férdern. So konnte

nachgewiesen werden, dass die Induktion von
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Hitzeschockproteinen zu einer signifikant
geringeren Wiedergewinnung initial
transplantierten Insulins im Vergleich zu einer
Vergleichsgruppe im Tiermodell fuhrt. Grinde
dafir sind am ehesten in einer erhohten
Apoptoserate  sowie in  einer erhdhten
Immunogenitat nach Prasentation der
Hitzeschockproteine auf der Zelloberflache zu
suchen [52, 53].

Diese ambivalenten Ergebnisse zeigen, dass
sowohl positive als auch negative Effekte mit der
Induktion einer vermehrten
Hitzeschockproteinsynthese zusammen hangen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluation
des Einflusses unterschiedlicher
Stresssituationen auf die Expression pro- und
antiapoptotischer Proteine sowie die
Untersuchung der protektiven Potenz gegenuber
unterschiedlichen Noxen und deren
Kombinationen.  Dafir  wurden  folgende

Fragestellungen bearbeitet:
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Unterschiede in der Synthese von
Hitzeschockproteinen bzw. pro- und
antiapoptotischen Proteinen auf Antwort
auf unterschiedlich starken Stress in

Form von Hyperthermie.

Einfluss einer hyperthermen
Prakonditionierung auf das Uberleben
von Inselzellen in einem

inflammatorischen Milieu.

Einfluss der Caspasehemmer Acetyl-
DEVD-Chloromethyl-Ketone  (Ac-DEVD-
CMK) und N-Acetylcystein (NAC) auf die
Expression pro- und antiapoptotischer
Proteine nach hyperthermer

Vorbehandlung.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien

e Alkohol 80%, vergallt, Apotheke des
Universitatsklinikums Giessen

e Aqua bidest., Pfrimer& Co

e Hank's solution, steril, Gibco Ltd., Scotland

e |[sotone Kochsalzldsung, 0,9% NaCl,
Pfrimmer&Co

e Kollagenase vom CI. histiolytikum, lypophilisiert,
reinst, 0,77 U/mg,

¢ Natriumhydrogencarbonat, steril, Braun
Melsungen

e Nembutal(r), (Pentobarbital-Natrium, 60 mg/dl)

e Ac-DEVD-Chloromethyl Ketone (CMK)
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2.1.2. Antikorper

1. Primarantikorper

Anti-Human HSP-90

Stressgen Biomol, Hamburg

Anti-Human HSP-70

ABR Dianova, Hamburg

Anti Fas and FasL

Pharmingen, Heidelberg

Anti-Human Bax, Bcl-2, HSP-60, HSP-27, iINOS

Stressgen Biomol, Hamburg

e Anti-Human DFF
Pharmingen, Heidelberg

e Anti-Human HO-I

Santa Cruz, Heidelberg

2. Sekundarantikorper

Anti- Maus
Dako, Hamburg
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2.1.3. Lésungen und Puffer

SDS Puffer:

100 pl Glycerol

125 pl Tris Puffer (0,5 M, pH 6,8)
200 pl SDS Gel (10%)

475 ul Aqua destillata

HBSS (Hank's Gebrauchsldsung: Hanks

balanced salt solution):

e 10 ml Penicillin-Streptomycin

e 100 ml HBSS (10x)

e ca. 3-5 ml Natriumhydrogencarbonat unter
sterilen Bedingungen mit Aqua destillata ad 1L

auffillen

Insulin-Extraktions-Reagenz (Ziegler-Reagenz):
e 76 ml Athanol (96%)

e 8 mlH3PO4 (1M)

e 4 ml Aqua destillata

e Lagerung bei 4°C
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IRI-Puffer:

4,79 Na;HPO,4

6g NaCl

3g Humanalbumin

0.2 g NaN3

ad 1000 ml Aqua destillata
Lagerung bei 4°C

Medium 199 (TCM):

5% Fetal Calf serum (FCS)

10% Porcine Serum

2 mM N-acetyl-L-alanyl-L-glutamine

20 ml Hepes

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml-Streptomycin (Biochrom, Berlin)
20 ug/mi ciprofloxacine (Bayer, Leverkusen)
900 ml Aqua destillata

100 ml Medium 199 (10x konz.)

0.45 ml NaOH (10 mol/L)
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Material:

Laborwaage, Mettler, Giel3en

Chirurgische  Gesichtsmaske, Johnson &
Johnson, Nordenstedt

Einweghandschuhe, Peha-taft, Hartmann,
Heidenheim

Einmalkantlen, steril, 26G, Braun Melsungen
Einmalspritzen, steril, 1ml, Braun Melsungen
Eppendorf-Gefalle, Eppendorf, Hamburg
Prapariertes Blue cap mit Stopfen zur Fixation
des Schwanzes

Zellstoff und Tupfer, Pur Zellin, Hartmann,
Hamburg

Weitere verwendete Materialien und Gerate werden

im jeweiligen Unterkapitel der Methoden naher

erlautert.
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2.2 Methoden

2.2.1. Isolierung Langerhansscher Inselzellen aus

porzinen Pankreata

Spender

Als Spenderorgane fur die Gewinnung der
Langerhansschen Inselzellen wurden porzine
Pankreata verwandt. Die porzinen Spenderorgane
stammen ausschlielllich von adulten (>2 Jahre)
weiblichen Zuchtschweinen, die aufgrund von
Fertilitatsstorungen oder anderer  korperlicher

Gebrechen aus der Zucht ausgeschlossen wurden.

Verfahren der Inselzellisolierung
Die Inselzellen wurden wie von Brandhorst et al.
beschrieben isoliert [56, 57].

Die Quantifizierung der isolierten Inselmasse

erfolgte durch Berechnung der Inselaquivalenzzahl

(islet equivalent number, IEQ). Fur die Versuche
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wurden die Inselzellen in Petrischalen aliquotiert
[58].

2.2.2 Hyperthermische Vorbehandlung

Die frisch isolierten, purifizierten (Reinheitsgrad
>90%) Inselzellen  wurden  wahrend  der
hyperthermen Behandlung in bikarbonatfreiem
Medium 199 inkubiert.

Hierzu wurden quantifizierte Aliquots (2000 IEQ)
frisch  isolierter,  gereinigter Inselzellen in
Flachbodenglaschen (VWR intern., Frankfurt a.M.)
mit TCM 199 (1 ml) gefillt. Diese wurden Uber
einen Zeitraum von 80 min. in einem Wasserbad bei
43°Cx0,5°C (definiert als starker Stress), oder bei
41°C+0,5°C (definiert als moderater Stress)
inkubiert, bevor sie sich in einem Brutschrank bei
37°C in CO,-freier Atmosphare Uber einen Zeitraum
von 18 h regenerierten.

Parallel dazu wurden Kontrollinseln kontinuierlich

bei 37°C im Brutschrank scheinbehandelt.
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2.2.3 Inkubation in Wasserstoffperoxid

Quantifizierte Aliquots (2000 IEQ) frisch isolierter,
gereinigter  (Reinheitsgrad >90%) porziner
Inselzellen wurden zur Evaluierung der Resistenz
nach hyperthermischer Vorbehandlung in
ansteigenden Konzentrationen Wasserstoffperoxid
(H202) (0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM, 0.5 mM)
fur 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
Bestimmung der Viabilitat (2.2.1) sowie die
Bestimmung des Insulingehaltes im Rahmen der

Insulinwiederfindung (2.2.8).

2.2.4 Inkubation in Stickoxid-Donatoren

Quantifizierte Aliquots (2000 IEQ) frisch isolierter,
gereinigter  (Reinheitsgrad >90%) porziner
Inselzellen wurden zur Evaluierung der Resistenz
nach hyperthermischer Vorbehandlung in
ansteigenden Konzentrationen Stickoxid (0.2 mM,
0.4 mM, 0.6 mM, 0.8 mM, 1.0 mM, 1.2 mM) fur 24

Stunden inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
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Bestimmung der Viabilitat (2.2.1) sowie die
Bestimmung des Insulingehaltes im Rahmen der

Insulinwiederfindung (2.2.8).

2.2.5 Inkubation in Zytokinkombinationen

Quantifizierte Aliquots (2000 IEQ) frisch isolierter,
gereinigter  (Reinheitsgrad  >90%)  porziner
Inselzellen wurden zur Evaluierung der Resistenz
nach hyperthermischer Vorbehandlung in
unterschiedlichen Zytokinkombinationen fur 48
Stunden inkubiert. Dabei kamen IL-13, IFNy und
TNFa in Konzentrationen von je 1000U/ml zum
Einsatz. Die Behandlung erfolgte mit einzeln
eingesetzten  aber auch in Kombination
verwendeten Zytokinen. Im Anschluss erfolgte die
Bestimmung der Viabilitat (2.2.1), sowie die
Bestimmung des Insulingehaltes im Rahmen der

Insulinwiederfindung (2.2.8).
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2.2.6 Vorbehandlung der Inselzellen mit Ac-DEVD-
Chloromethyl Ketone

Quantifizierte Aliquots (2000 IEQ) frisch isolierter,
gereinigter  (Reinheitsgrad >90%) porziner
Inselzellen  wurden  zur  Evaluierung der
inhibitorischen Potenz des irreversiblen Caspase-3
Hemmers Ac-DEVD-CMK (Calbiochem,
Schwalbach, Germany) bei 37°C bzw. vor oder
nach Hyperthermie (43°C) (2.2.2) vier Stunden in
200uM der Substanz inkubiert. Vor
Weiterverarbeitung  erfolgte eine  zweimalige
Spulung der vorbehandelten Inselzellen mittels PBS

(phosphate buffered solution).

2.2.7 Vorbehandlung der Inselzellen mit N-Acetyl-
Cystein (NAC)

Quantifizierte Aliquots (2000 IEQ) frisch isolierter,
gereinigter  (Reinheitsgrad  >90%)  porziner
Inselzellen  wurden  zur  Evaluierung der

inhibitorischen Potenz des Apoptosehemmers N-
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Acetyl-Cystein bei 37°C bzw. vor oder nach
Hyperthermie (43°C) (2.2.2) vier Stunden in 125uM
N-Acetyl-Cystein inkubiert. Vor Weiterverarbeitung
erfolgte eine zweimalige Spulung der

vorbehandelten Inselzellen mittels PBS.

2.2.8 Insulinextraktion

Im Anschluss an die Inkubation der Inselzellproben
erfolgte die Insulinextraktion. Nach
Homogenisierung der zu untersuchenden Probe mit
einem Ultra-Turrax T8 (Jonke & Kunkel GmbH,
Staufen) erfolgte eine Sonifizierung jeder Probe mit
je 5 kurzen Impulsen (Power +315; Cycle 0.25).
Nach Zentrifugation der Homogenisatproben (10
min, 4°C, 3000 x g) wurden 100 pl des Uberstandes
mit 900 pl IRI-Puffer neutralisiert.

Die Auswertung erfolgte nach Angaben des
Herstellers mittels eines EIA-Kits (Enzyme
Immunoassay; DRG Instruments GmbH, Marburg).
2.2.9 Western Blot Analyse
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Die Analyse der exprimierten Proteine (Heat Shock
Protein [HSP]-27, -60, -70, -90, Hamoxygenase |
[HO-I], Bax, Bcl-2, Fas, Fas Ligand [FasL],
induzierbare NO-Synthase [INOS], Caspase-3, DNA
Fragmentation Factor [DFF]) erfolgte mittels
Western Blot nach  Vorbehandlung und

Aliquotierung der Inselzellen in Petrischalen.

Zunachst wurden die 2000 — 10000 IEQ mit kalten
HBSS gewaschen und anschlielRend mit 500ul SDS

verdunnt.

Nach Desintegration durch Sonifizierung (Power
+315, Cycle 0.25) wurden die Proben zentrifugiert
(4 min/3000xg/4°C). Der Uberstand wurde
abpippetiert und in flussigem Stickstoff
schockgefroren. Die praparierten Proben wurden

bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.
Im weiteren Verlauf der Analyse wurden die

gefrorenen Proben im kochenden Wasserbad bei

95°C aufgetaut, um der SDS-Polyacrylamid-Gel-
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Elektrophorese zugefihrt werden zu kénnen. Im
Anschluss an den Transfer der Proteine wurden die
PVDF - Filter (Millipore, Badford, USA) fur 30 min.
mit 5% nonfat dried milk (Sigma, Deisenhofen)
blockiert, mit PBS Lésung gewaschen und fir 90

min. mit folgenden Antikoper inkubiert:

1. Monoklonalen anti-humanen Antikdrpern gegen
HSP 90 (Stressgen, Biomol, Hamburg), HSP 70
(ABR, Dianova, Hamburg) und Fas und FasL
(Pharmingen, Heidelberg).

2. Polyklonale anti-humane Antikorper gegen (Bax,
Bcl-2, HSP 60, HSP 27, iNOS (Stressgen), DFF
(Pharmingen) und HO-I (Santa Cruz,
Heidelberg).

Nach einer weiteren Spulung mit PBS, versetzt mit
0,1% Tween-20, wurden die Filter fur 60 min. in
peroxidase-konjugiertem anti-Maus, anti-Kaninchen
oder anti-Ziege Sekundar-Antikérper (1:10000,

Dako, Hamburg) inkubiert. Im Anschluss an eine
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letzte Spulung mit PBS, erfolgte die Entwicklung mit
dem ECL-Detection System (Amersham,
Braunschweig). Der entwickelte Film wurde
gescannt und die Messung der Protein Expression
in Arbitrary Units dargestellt (AU= area (mm?) x
Starke der Farbung). Unter Nutzung der Software
AnalySIS (SIS, Stuttgart) wurde die Flache und
farbliche Dichte der Proteinbander quantifiziert und
in Relation zum eingesetzten Proteingehalt gesetzt,
welcher durch den Detergent-Kompatiblen DC-lI
Assay fur Mikro-Protein Determination (Bio-Rad,
Munchen) ermittelt  wurde. Die relative
Proteinexpression bezieht sich auf
scheinbehandelte Kontrollinseln, die kontinuierlich
bei 37°C inkubiert wurden.
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2.2.10 Farbung der Apoptosestadien

Die Viabilitdt wurde in vitro durch eine Farbung
mittels Trypanblau bestimmt.

Das Prinzip der Trypan-Blau Methode zur
Bestimmung der Viabilitat beruht darauf, dass
Trypan-Blau von vitalen Zellen nicht aufgenommen
wird, geschadigte oder avitale Zellen von diesem

Farbstoff aber tiefblau gefarbt werden.

Werden Zellen nekrotisch und ihre Membran
durchlassig, kann Annexin V in die Zellen
eindringen und sich an die Innenseite der Membran
binden. Daher konnen bei alleiniger Farbung von
Zellen mit Annexin V apoptotische nicht von
nekrotischen unterschieden werden.

Man kombiniert daher die Annexin V Markierung mit
einer Propidiumiodidfarbung. Das Propiumiodid (PI)
dringt nur in Zellen mit durchlassiger Membran, also
in nekrotische Zellen ein.

Lebende Zellen sind daher Annexin-negativ und PI-

negativ, apoptoische Zellen sind Annexin positiv
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und Pl-negativ, nekrotische Zellen sind Annexin-

positiv und Pl-positiv
(siehe Tabelle 1).

2.2.11 Statistische Datenanalyse

1.

Die Analyse verbundener Stichproben (n>2)
erfolgte  mittels  Friedmann-Test.  Bei
Signifikanz der Ergebnisse (p<0.05) erfolgte
ein multipler Vergleich unter Anwendung des

Wilcoxon-Tests.

Die Analyse nicht-verbundener Stichproben
(n>2) erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test. Bei
Signifikanz der Ergebnisse (p<0.05) erfolgte
ein multipler Vergleich unter Anwendung des

Mann-Whitney-Tests.

44



3. Ergebnisse

3. 1 Versuchsablauf

Ziel der vorliegenden Arbeit war es Methoden zu
entwickeln, die das frihe Uberleben von
Langerhansschen Inselzellen in einem
inflammatorischen Milieu verbessern.

Unter diesen Vorgaben wurden Inselzellen nach
ihrer Isolation verschiedenen Stresssituationen
ausgesetzt, um die Synthese von Stressproteinen
zu induzieren. AnschlieRend wurden die Inselzellen
in vitro verschiedenen Versuchsreihen unterzogen,
um die moglichen Effekte der Vorbehandlung
hinsichtlich einer groReren Resistenz gegenuber
toxischen Noxen zu evaluieren.

Die Viabilitat der Inselzellen sowie die Menge an
wiedergewonnenem Insulin waren dabei die

wesentlichen Untersuchungsparameter.
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3.2 Auswirkung von moderater und starker
Hyperthermie auf die  Proteinexpression

isolierter Inselzellen

3.2.1 Auswirkungen von moderatem und starkem
Stress auf die Expression von
Hitzeschockproteinen

Der Vergleich der Proteinexpression mittels
Western-Blot-Analyse erbrachte fur HSP-60 und
HO-I keine Beeinflussung durch moderate (41°C)
oder starke (43°C) Hyperthermie.

Far HSP-27, HSP-70 und HSP-90 wurde eine
signifikante, temperaturabhangige Hochregulation
der basalen Proteinexpression von 3.57+1.65
AU/ug, 13.3416.89 AU/ug und 2.4411.41 AU/ug
nach Erhitzung der Inselzellen auf 41°C oder 43°C
beobachtet (Abb. 1), welche fur HSP-27 und HSP-
70 besonders ausgepragt war. Demgegenuber
erschien die Uberexpression von HSP-90 nach
starker Hyperthermie im Vergleich zu moderater

Hyperthermie nur gering (P<0.05).
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Abb.1 Einfluss von hyperthermen Stress auf den
relativen Anstieg von HSP-27, -70 und -90 in
Schweineinseln nach 80mindltiger Hitzeexposition
bei 41°C (weil’e Balken) oder 43°C (graue Balken).
*P<0.05 fur 41°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.
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3.2.2 Auswirkung von moderater und starker
Hyperthermie auf die Expression pro- und

antiapoptotischer Proteine

Um die Auswirkung der Stressintensitat auf die
Induktion von Apoptose zu untersuchen, wurde die
Expression von proapoptotischen Bax mit der von
antiapoptotischen Bcl-2 nach moderaten und
starken hyperthermen Stress verglichen.

Um frihe Marker von Apoptose nach 80minutiger
Hitzeexposition (43°C) zu verifizieren, wurden
sowohl Kontroll- als auch hitzebehandelte
Inselzellen, nach einer 18stlindigen Regeneration
bei 37°C, einer Doppelfarbung mit Annexin V und PI
unterzogen. Diese erlaubte eine Differenzierung
zwischen frihen und spaten Apoptosestadien

(Tab. 1).
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Tabelle 1 Unterscheidung friher und spater
Apoptosestadien mittels Doppelfarbung mit Annexin
V und PI

Annexin V Pl
frihe Apoptose |positiv Negativ
spate Apoptose |positiv Positiv
Nekrose negativ Positiv

Der Anteil Annexin V-positiv gefarbter und PI-
negativer Inselzellen bei frisch isolierten Inselzellen
lag bei 9.1£1.7% (n = 5). Dieser erhohte sich
signifikant nach 37°C-Ubernachtkultur  auf
14.91£3.3% (*P<0.05 vs. basale Expression) und auf
12.244.1% (*P<0.05 vs. basale Expression) nach
hyperthermer (43°C) Vorbehandlung der Inselzellen
(Abb. 2).
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Abb.2 Frihe Apoptose (in %) scheinbehandelter
(grauer Balken) bzw. hypertherm (43°C)
vorbehandelter (gestreifter Balken) Inselzellen nach
Ubernachtkultur.  Als  Kontrolle diente  die
Apoptoserate frisch isolierter Inselzellen (weil3er
Balken). *P<0.05 fir 37°C bzw. 43°C vs. frisch
isolierte Inselzellen.
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Zwischen dem Anteil frih apoptotischer Inselzellen
der Scheinbehandelten und hypertherm
vorbehandelten Inselzellen bestand kein

signifikanter Unterschied nach Ubernachtkultur.
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Abb. 3 Einfluss von hyperthermen Stress auf den
relativen Anstieg von Bax und Bcl-2 in
Schweineinseln nach 80mindtiger Hitzeexposition
bei 41°C (weille Balken) oder 43°C (graue Balken).
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*P<0.05 fur 41°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Die basale Expression von Bcl-2 (1.27£0.49 AU/ug)
wurde weder durch moderaten noch durch starken
hyperthermen Stress signifikant beeinflusst

(Abb. 3).

Im Gegensatz dazu unterschied sich die basale
(0.062+0.044 AU/ug) Expression von Bax nach
moderaten bzw. starken  hyperthermen Stress
signifikant (*P<0.05, Abb. 3).

Das korrespondierende Verhaltnis von Bax zu Bcl-2
stieg entsprechend von 0.74+0.59 nach moderater
auf 1.6711.40 nach starker Hyperthermie signifikant
an (*P<0.05; Abb.4).
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Abb.4 Einfluss von hyperthermen Stress auf das
Bax/Bcl-2 Verhaltnis nach 80minutiger
Hitzeexposition bei 41°C (weille Balken) oder 43°C
(graue Balken). *P<0.05 fur 41°C vs. 43°C.

Entsprechend dem Anstieg der Bax-Expression,
erhohte sich die basale Expression der

proapoptotischen Proteine Fas (0.91+0.84 AU/uQ)
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und FasL (0.075£0.036 AU/ug) nach starker
Hyperthermie um annahernd das vier-  bzw.
dreifache. Dagegen wurde nach moderater
Hyperthermie ein Absinken der Expression von Fas
und FasL beobachtet (*P<0.05, 41°C vs. 43°C,
Abb.5).

Die Expression von iNOS nach Hyperthermie war
vergleichbar mit der von Fas und FasL. Verglichen
mit der basalen Expression (4.69+3.94 AU/ug) stieg
INOS nach moderater Hyperthermie nicht, nach

starker Hyperthermie geringfugig an (Abb.5).
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Abb. 5 Einfluss von hyperthermen Stress auf den
relativen Anstieg von Fas, FasL und iNOS in
Schweineinseln nach 80mindtiger Hitzeexposition
bei 41°C (weil’e Balken) oder 43°C (graue Balken).
*P<0.05 fur 41°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Die Aktivitat des apoptotischen Effektorproteins

Caspase-3 bestatigte die oben beschriebenen
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Ergebnisse. Wahrend moderate Hyperthermie eine
Erhdhung der Dbasalen Caspase-3  Aktivitat
(0.391£0.13 pM/pg/h) um mehr als die Halfte
induzierte, stieg nach starker Hyperthermie die

Aktivitat um das nahezu vierfache an (Abb.6).

DFF ist ein apoptotisches Effektorprotein, welches
mittels Spaltung durch Caspase-3 aktiviert wird. Wie
in Abb.6 verdeutlicht, wurde die basale DFF
Expression von 3.29+1.28 AU/ug durch moderaten
hyperthermen Stress nicht beeinflusst, wahrend sie
nach starkem hyperthermen Stress nahezu
verdoppelt wurde (*P<0.05, 43°C vs. 37°C). Der
Unterschied erreichte dabei statistische Signifikanz
(*P<0.05, 41°C vs. 43°C).
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Abb.6 Einfluss von hyperthermen Stress auf den
Anstieg der Caspase-3 Aktivitat und Expression von
DFF in  Schweineinseln nach  80mindtiger
Hitzeexposition bei 41°C (weilRe Balken) oder 43°C
(graue Balken). *P<0.05 fir 41°C vs. 43°C bezogen
auf die jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.
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3.3. Einfluss einer hyperthermen
Prakonditionierung auf das Uberleben von

Inselzellen in einem inflammatorischen Milieu

3.3.1 Resistenz hypertherm vorbehandelter
Inselzellen  gegenuber  Wasserstoffperoxid,
Stickoxid und Zytokinen
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Abb.7 Trypanblauexklusion (%) von unbehandelten
(weille Balken) und hypertherm (graue Balken)
vorbehandelten (hitzegeschockten) Inselzellen nach
24stundiger Inkubation in H,O,. Der relative Anteil
von Trypanblau-negativen Zellen wurde auf die
korrespondierenden Werte von unbehandelten bzw.
hitzegeschockten Inselzellen ohne Zusatz
inflammatorischer Stimuli bezogen. *P<0.05 fur
37°C vs. 43°C.

Es zeigte sich eine kontinuierliche Verschlechterung
der untersuchten Zellviabilitat mit steigender
Wasserstoffperoxid-Konzentration. Der  positive
Effekt einer hyperthermen Vorbehandlung konnte
bei allen untersuchten  Wasserstoffperoxid-
Konzentrationen beobachtet werden. Der
Unterschied erreichte bei allen Konzentrationen
statistische Signifikanz (*P<0.05 37°C vs. 43°C).
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Abb.8  Wiedergewinnung von initial extrahiertem
Insulin aus kontinuierlich bei 37°C (weilRe Balken)
bzw. hitzebehandelten (graue Balken)
Schweineinseln nach 24stindiger Inkubation in
H20,. *P<0.05 fur 37°C vs. 43°C.

Wie Abb. 7 und Abb. 8 verdeutlichen, war sowohl
die Viabilitat als auch die Insulinwiedergewinnung

bei hypertherm vorbehandelten Inselzellen in allen
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gewahlten Wasserstoffperoxid-Konzentrationen
signifikant hoher als in der entsprechenden
Kontrollgruppe.
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ADbb.9 Trypanblauexklusion (%) von unbehandelten
(weille Balken) und hypertherm (graue Balken)
vorbehandelten (hitzegeschockten) Inselzellen nach
24stundiger Inkubation in NO. Der relative Anteil

von Trypanblau-negativen Zellen wurde auf die
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korrespondierenden Werte von unbehandelten bzw.
hitzegeschockten Inselzellen ohne Zusatz
inflammatorischer Stimuli bezogen. *P<0.05 fur
37°C vs. 43°C.

Es zeigte sich eine kontinuierliche Verschlechterung
der untersuchten Zellviabilitat mit steigender
Stickoxid-Konzentration. Der positive Effekt einer
hyperthermen Vorbehandlung konnte bei allen
untersuchten Wasserstoffperoxid-Konzentrationen
beobachtet werden. Der Unterschied erreichte bei
Konzentrationen = 0.6 mM statistische Signifikanz
(*P<0.05 fir 37°C vs. 43°C).
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Abb.10 Wiedergewinnung von initial extrahiertem
Insulin aus kontinuierlich bei 37°C (weilRe Balken)
bzw. hitzebehandelten (graue Balken)
Schweineinseln nach 24stindiger Inkubation in NO.
(*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C).

Wie Abb. 9 und Abb. 10 verdeutlichen, war sowonhl
die Viabilitat als auch die Insulinwiedergewinnung
bei hypertherm vorbehandelten Inselzellen in allen

gewahlten Stickoxid-Konzentrationen hoher als in
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der Kontrollgruppe. Wahrend der Unterschied bei
der Zellviabilitat erst bei Stickoxid-Konzentrationen
= 0.6 mM signifikant wurde, erreichte die
Insulinwiedergewinnung in der hitzebehandelten
Gruppe bei allen gewahlten Stickoxid-
Konzentrationen  statistische  Signifikanz ~ im
Vergleich zur Kontrollgruppe (*P<0.05 fur 37°C vs.
43°C).
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Abb.11 Trypanblauexklusion (%) von
unbehandelten und hypertherm vorbehandelten
(hitzegeschockten) Inselzellen nach 48stindiger
Inkubation in unterschiedlichen
Zytokinkombinationen. Der relative Anteil von
Trypanblau-negativen Zellen wurde auf die
korrespondierenden Werte von unbehandelten

(weilke Balken) bzw. hitzegeschockten (graue
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Balken) Inselzellen ohne Zusatz inflammatorischer
Stimuli bezogen. *P<0.05 fur 37°C vs. 43°C.

Der positive Effekt einer hyperthermenen
Vorbehandlung auf die Inselzellviabilitat im
Vergleich zu unbehandelten Inselzellen zeigte sich
in allen Behandlungsgruppen. Mit Ausnahme einer
reinen IL-1R3-Exposition war der Unterschied zu den
unbehandelten Inselzellen in allen anderen,
modglichen Kombinationen statistisch signifikant
(*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C).
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Abb.12 Wiedergewinnung von initial extrahiertem
Insulin aus kontinuierlich bei 37°C (weilRe Balken)
bzw. hitzebehandelten (graue Balken)
Schweineinseln nach 48stindiger Inkubation in
unterschiedlichen Zytokinkombinationen. (*P<0.05,
37°C vs. 43°C).
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Wie Abb. 11 und Abb. 12 verdeutlichen, war
sowohl die Viabilitat als auch die
Insulinwiedergewinnung bei hypertherm
vorbehandelten Inselzellen in allen gewahlten
Zytokinkombinationen, mit Ausnahme von IL-11
allein, hoher als in der Kontrollgruppe. Wahrend der
Unterschied bei der Zellviabilitat lediglich bei der
reinen IL-1R-Inkubation keine statistische
Signifikanz erreichte, erreichte der Unterschied bei
der Insulinwiedergewinnung nur unter Beteiligung
von TNFa als alleinige Noxe oder in Kombination
mit IL-18 bzw. IFNy statistische Signifikanz
(*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C).
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3.4 Einfluss von DEVD-CMK und NAC auf die
Expression pro- und antiapoptotischer Proteine

nach hyperthermer Vorbehandlung

3.4.1 Effekt von DEVD-CMK

3.4.1.1 Effekt auf die pro- und antiapoptotischen

Proteine Bax und Bcl-2
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Abb. 13 Einfluss von hyperthermen Stress (HS)
allein, sowie nach 4stundiger Inkubation mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf den Anstieg
von Bax. *P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf
die jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Abb. 13 zeigt, dass die Expression von Bax nach
Hyperthermie im Vergleich zu unbehandelten
Inselzellen signifikant anstieg. Gleichzeitig wird
deutlich, dass die Inkubation in DEVD-CMK,
unabhangig vom Applikationszeitpunkt, keinen
signifikanten Einfluss auf die Expression von Bax
hat.
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Abb. 14 Einfluss von hyperthermen Stress (HS)
allein, sowie nach 4stundiger Inkubation mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die Bcl-2
Expression. *P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf
die jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Abb. 14 zeigt, dass die Expression von Bcl-2 nach
Hyperthermie im Vergleich zu unbehandelten

Inselzellen signifikant abfallt. Gleichzeitig wird
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deutlich, dass die Inkubation in DEVD-CMK,
unabhangig vom Applikationszeitpunkt, keinen
signifikanten Einfluss auf die Expression von Bcl-2
hat.

Wie Abb. 13 und Abb. 14 verdeutlichen, war der
Anstieg bzw. der Abfall der Bax- bzw. Bcl-2
Expression nach hyperthermer Behandlung der
Inselzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
statistisch signifikant. Der Einsatz von DEVD-CMK
hatte, unabhangig vom Applikationszeitpunkt,
keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die
untersuchte Proteinexpression im Vergleich zu den

unbehandelten, hitzegeschockten Inselzellen.
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3.4.1.2 Wirkung auf die Caspase-3 und DFF

Expression
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Abb.15 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein, sowie nach 4stindiger Inkubation mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die
Caspase-3 Expression. *P<0.05 fur 37°C vs. 43°C
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bezogen auf die jeweiligen Parameter kontinuierlich
bei 37°C inkubierter Kontrollinseln;
*P<0.05 fiir 43°C mit DEVD vor bzw. nach

Hyperthermie vs. HS alleine.

Abb. 15 zeigt, dass die Expression von Caspase-3
nach Hyperthermie im Vergleich zu unbehandelten
Inselzellen signifikant ansteigt. Gleichzeitig wird
deutlich, dass die Inkubation in DEVD, unabhangig
vom Applikationszeitpunkt, zu einer signifikant
geringeren Expression von Caspase-3, im Vergleich
zu hitzegeschockten Inselzellen ohne DEVD-
Behandlung, flhrt.
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Abb.16 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein, sowie nach 4stundiger Inkubation mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die DFF
Expression.

*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln;
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¥P<0.05 fiir 43°C mit DEVD vor bzw. nach

Hyperthermie vs. HS alleine.

Analog zu den Ergebnissen flr Caspase-3 zeigt
Abb. 15, dass die Expression von DFF nach
Hyperthermie im Vergleich zu unbehandelten
Inselzellen signifikant ansteigt. Gleichzeitig wird
deutlich, dass die Inkubation in DEVD, unabhangig
vom Applikationszeitpunkt, zu einer signifikant
geringeren Expression von DFF, im Vergleich zu
hitzegeschockten Inselzellen  ohne  DEVD-
Inkubation, fahrt.
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3.4.1.3 Wirkung auf die Expression der
Hitzeschockproteine 27, 70 und 90
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Abb. 17 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein, sowie nach 4stindiger Behandlung mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die HSP-27

Expression.
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*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln;

*P<0.05 fiir 43°C mit DEVD vor Hyperthermie HS

alleine.
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Abb.18 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein, sowie nach 4stundiger Inkubation mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die HSP-70
(weilke Balken) und HSP-90 (graue Balken)

Expression.
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*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln;

*P<0.05 fiir 43°C mit DEVD vor Hyperthermie vs.

HS alleine.

Wie Abb. 17 und Abb. 18 verdeutlichen, hatte der
Zeitpunkt der Applikation des Apoptosehemmers
DEVD-CMK einen signifikanten Einfluss auf die
Expression der untersuchten Hitzeschockproteine.
Bei Inkubation der Inselzellen in DEVD vor
Hyperthermie war die Expression aller untersuchten
Hitzeschockproteine signifikant geringer als nach

hyperthermer Behandlung alleine.
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3.4.2 Wirkungen von N-Acetyl-Cystein

3.4.2.1 Wirkung auf die pro- und antiapoptotisch

wirksamen Proteine Bax und Bcl-2
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Abb.19 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein (graue Balken), sowie nach initialer 4stundiger
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Behandlung (schwarze Balken) mit NAC auf die Bax
und Bcl-2 Expression im  Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen (weil3e Balken).

*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln.

*P<0.05 fiir HS + NAC vs. HS.

Abb. 19 zeigt in Korrelation zu Abb. 13, dass die
steigende Expression von Bax nach Hyperthermie
im  Vergleich zu unbehandelten Inselzellen
signifikant anstieg. Gleichzeitig wird deutlich, dass
die vorhergehende Behandlung mit NAC einen
signifikanten, reduzierenden Effekt auf die
Expression von Bax hat. Die Expression von Bcl-2
verhalt sich im Vergleich zur Bax-Expression
gegenlaufig. Zeigt sich nach Hyperthermie in
Korrelation zu Abb. 14 ein signifikanter Abfall der
Bcl-2 Expression, so hat die Inkubation in NAC vor
hyperthermen Stress einen signifikanten, positiven

Einfluss auf die Expression von Bcl-2.
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3.4.2.2 Wirkung auf die Caspase-3 und DFF
Expression
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Abb.20 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein (graue Balken), sowie nach initialer 4stundiger
Behandlung (schwarze Balken) mit NAC vor HS auf
die Caspase-3 und DFF Expression im Vergleich zu

unbehandelten Kontrollen (wei3e Balken).
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*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln.

*P<0.05 fiir HS vs. HS + NAC.

Abb. 20 verdeutlicht, dass die Expression von
Caspase-3 und DFF nach Hyperthermie im
Vergleich zu unbehandelten Inselzellen signifikant
anstieg. Gleichzeitig wird deutlich, dass eine initiale
Behandlung mit NAC vor hyperthermen Stress
einen signifikanten, negativen Einfluss auf die
Expression der beiden Apoptose-Effektorproteine
hat.

Abb. 19 und Abb. 20 zeigen zusammenfassend
einen signifikanten Einfluss von NAC auf die
Expression der untersuchten pro- und
antiapoptotischen Proteine. Dabei flhrte die
Inkubation der Inselzellen in NAC zu einer
signifikanten Mehrexpression von Bcl-2, wahrend

die Expression der proapoptotischen  Proteine
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signifikant geringer war im Vergleich zur alleinigen

hyperthermen Vorbehandlung.

3.4.2.3 Wirkung
Hitzeschockproteine 27, 70 und 90

auf

die

Expression
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Abb.21 Einfluss von hyperthermen Stress allein,
sowie nach initialer 4stundiger Behandlung mit NAC
vor Hyperthermie (43°C) auf die HSP-27 (weil3e
Balken), -70 (graue Balken) und -90 (schwarze
Balken) Expression.

*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln.

*P<0.05 fiir HS vs. HS + NAC vor Hyperthermie.

Abb. 21 zeigt, dass die Expression der
untersuchten Hitzeschockproteine nach
Hyperthermie im Vergleich zu unbehandelten
Inselzellen signifikant anstieg. Gleichzeitig wird
deutlich, dass die Inkubation in NAC vor
hyperthermen Stress einen signifikanten,
reduzierenden Effekt auf die Expression von HSP-
27, -70 und -90 hat. Dies verdeutlicht den
ambivalenten Charakter der NAC-Vorbehandlung
auf die Expression der unterschiedlich wirksamen

Proteine.
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4. Diskussion

Objektiv ist das vorrangige Ziel der Transplantation
des isolierten endokrinen Anteils des Pankreas die
Wiederherstellung  physiologischer  Verhaltnisse
hinsichtlich der Homoostase des
Glucosestoffwechsels. Das  Erreichen dieser
Vorgabe ist die wesentliche Vorraussetzung, um
Sekundarkomplikationen wie Nephro-, Neuro- und
Retinopathie [9-11], die wesentlichen Einfluss auf
Lebensqualitdt und —erwartung des Diabetikers
haben, vorzubeugen. Fir die betroffenen Patienten
stehen subjektiv vor allem die Insulinunabhangigkeit
[59, 60] und die damit verbundene Maoglichkeit einer
individuellen Gestaltung des Tagesablaufes im

Vordergrund dieses therapeutischen Ansatzes.

Dem Ziel einer volligen Insulinunabhangigkeit
stehen verschiedene Faktoren entgegen. So sind
die Inselzellen vor wund nach intraportaler
Transplantation multiplen Stresssituationen

ausgesetzt:
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Wahrend der Organexplantation, der
Inselzellisolierung, der Inselzellkultivierung
sowie in den ersten Tagen nach
Transplantation findet keine ausreichende
Sauerstoffversorgung der Inselzellen statt
[61]. Dies fuhrt zur Einleitung apoptotischer
Prozesse, die zum Untergang signifikanter
Zellmengen fuhren. Zur Aufnahme ihrer
endokrinen Tatigkeit stehen diese Zellen

nicht mehr zur Verfligung.

In der Leber ist das Transplantat dem
proinflammatorischem Milieu der Leber
sowie unspezifischen inflammatorischen

Mediatoren wie Stickoxid und freien

Radikalen ausgesetzt [41]. Wie die Hypoxie
fuhrt dies zu einem  signifikanten
Zelluntergang mit einer nachfolgenden

Dysfunktion des Transplantates.
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Um trotz dieser suboptimalen Verhaltnisse vor und
nach Transplantation das Therapieziel
JInsulinunabhangigkeit’ zu erreichen, mussen
heutzutage in der Regel zwei oder mehr
Spenderorgane fiur jeden Empfanger prozessiert
werden [30]. Aufgrund der Knappheit von
Spenderorganen ware eine Optimierung der
Zellausbeute pro Spenderorgan, sowie eine
Erhdhung der Zellresistenz gegenlber subletalen
Noxen mittels immunmodulatorischer
Prakonditionierung winschenswert.

Physiologischerweise  reagieren  Zellen  auf
subletalen Stress unter anderem mit der Synthese
von Hitzeschockproteinen. Diese haben einen
nachweislich protektiven Effekt  gegenuber
inflammatorischen Noxen [62-65], was sich im
immunkompetenten Rattenmodell in einer héheren
Resistenz gegenuber frihen inflammatorischen

Noxen widerspiegelt [53].

Im Rahmen der experimentellen

Transplantationsmedizin  macht man sich die
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protektiven  Eigenschaften einer vermehrten

Hitzeschockproteinsynthese zunutze:

Analog zu der Situation der Inselzelltransplantation,
stehen in der Organtransplantation einer geringen
Anzahl von Spendern viele potentielle Empfanger
gegenuber. Zur optimalen Ausnutzung der
vorhandenen Organressourcen wird nach
Maglichkeiten gesucht sowohl die
Organkonservierung nach Explantation als auch die

Organfunktion nach Transplantation zu verbessern.

Im Rahmen der Nierentransplantation ist es vor
allem die kalte Ischamiezeit nach Explantation, die
abhangig von Empfangersuche, Organtransport
sowie Empfangervorbereitung signifikante
Zeitintervalle in Anspruch nehmen kann. Diese kalte
Ischamie verursacht Schaden an Tubuli und
Nierenmark mit einer konsekutiv verzogerten bzw.
verminderten Transplantatfunktion [66, 67]. Aus
diesem Grunde ware eine erhodhte Toleranz der

Spenderorgane gegenuber der kalten Ischamiezeit
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wunschenswert. Redaelli et al. konnten zeigen,
dass eine hypertherme Prakonditionierung von
Lewis-Ratten zu einer signifikanten renalen
Mehrexpression von HSP-72 fuhrt. Die so
prakonditionierten Nieren zeigten sowohl eine
erhohte  Resistenz  gegenuber  prolongierten
Ischamiezeiten als auch eine verbesserte Funktion
nach Transplantation [68]. Ahnliche Ansatze wurden
ebenfalls fir die Transplantation von Leber und
Herz im Rattenmodell beschrieben und zeigten viel
versprechende Ergebnisse [69-71].

Abhangig von der einwirkenden Stressintensitat
reagieren die Zellen mit der Synthese
unterschiedlicher Proteine, deren Identifikation

eines der vorrangigen Ziele darstellt.
4.1 Auswirkungen moderater und starker
Hyperthermie auf die Proteinexpression

isolierter Inselzellen

Das verminderte Uberleben von

Inselzelltransplantaten nach erhdhter  HSP
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Expression, fuhrt zu der Vermutung, dass starker
Stress auch zu einer Co-Expression
proapoptotischer Proteine wie Bax, Caspase-3, DFF

und vor allem Fas und FasL fuhrt.

Das Gleichgewicht zwischen proapoptotischen Bax
und antiapoptotischen Bcl-2 sorgt fur eine
Stabilisierung der Mitochondrienmembran. Bei
einem Ungleichgewicht zugunsten von Bax induziert
freigesetztes Cytochrom C die Apoptosekaskade
mit Hilfe von Caspasen. Die Caspasen werden in
einer proteolytischen Reaktion aktiviert an deren
Ende die Aktivierung von Caspase-3 als finalem
Apoptose-Exekutor steht [72]. Uber Spaltung des
DANN-fragmentierenden Faktors (DFF) [73] wird
die Fragmentierung der chromosomalen DNA

initiiert.

Die Ligation zwischen Fas und FasLigand fuhrt
ebenso zu einer Initierung der genannten
proteolytischen Caspasekaskade. Fas Ligand wird

entweder auf stimulierten zytotoxischen T-Zellen
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oder auf Spenderinselzellen exprimiert. Wie in
humanen Inselzellen gezeigt, kann eine Fas-
Expression durch zellularen Stress in Form von
Cytokinen [74, 75] und erhohter
Glukosekonzentrationen [76] hervorgerufen werden.
Im Gegensatz zu humanen Inselzellen konnten wir
bei isolierten porzinen Inselzellen eine konstitutive
Expression von Fas feststellen. Ungeklart blieb in
diesem Zusammenhang, ob diese Beobachtung
spezifisch flr porzine Inselzellen ist, oder ob die
basale Fas-Expression durch das

Isolationsverfahren hervorgerufenen wird [77].

Diese Beobachtungen verdeutlichen das
ambivalente Verhalten der zellularen Antwort auf
Stress. Offensichtlich werden sowohl Mechanismen
zur Protektion als auch zur Selbstzerstérung
simultan gestartet.

Ein weiteres Beispiel fur die Dualitat der
Stressantwort von Zellen ist die induzierbare NO-
Synthase (iNOS).
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Aufgrund des modulatorischen Einflusses von NO
mit seinen verschiedenen zytotoxischen und
protektiven Funktionen, besitzt INOS sowohl die
Fahigkeit apoptotische Prozesse zu initiieren als
auch zu hemmen [78]. In isolierten Inselzellen von
Nagern und Menschen kann die Expression von
INOS durch Zytokinkombinationen induziert werden
[79, 80].

In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen
werden, dass starke Hyperthermie ebenfalls zu
einer Erhdhung der basalen iINOS-Expression fuhrt.
Obwohl sich die Steigerung der iINOS-Expression
als statistisch nicht relevant erwies, kdnnte dies ein
Hinweis darauf sein, dass unterschiedliche Arten
von Stress Uber einen gemeinsamen Mechanismus

wirken.

Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass
eine Erhdhung der HSP-Expression in Zellen eine
Schutzfunktion gegenlber Apoptose auslben kann
[81, 82].
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Die Divergenz  zwischen den  Resultaten
verschiedener Arbeitsgruppen kann maoglicherweise
durch die Anwendung unterschiedlicher Protokolle
zur hyperthermen Stressinduktion, bezlglich der
Hohe der Temperatur und der Dauer der
Behandlung, erklart werden. Um diese Frage
wenigstens teilweise zu erklaren, wurden in der
vorliegenden Untersuchung die Auswirkungen von
moderaten und starken Stress auf Inselzellen

untersucht.

Es zeigte sich, dass moderater Stress (41°C), mit
Ausnahme von Bax, zwar zu einer geringeren
Expression proapoptotischer Proteine in porzinen
Inselzellen flhrte, jedoch auch keine maximale
HSP-Expression erreicht werden konnte. Dagegen
schien moderater Stress zu einer Erniedrigung der
basalen Expression von porzinem Fas und

FasLigand zu fuhren.

Die Veranderungen welche durch den geringen

Unterschied zwischen moderatem (41°C+0,5°C)
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und starkem (43°C+0,5°C) hyperthermen Stress
hervorgerufen werden, verdeutlichen eindrucksvoll
den schmalen Grad zwischen Protektion und

Selbstzerstorung [83].

Der initiale  Trigger fur die gesteigerte
Hitzeschockprotein-Expression der Inselzellen nach
hyperthermer Behandlung scheint dabei eine
Erhdhung der intrazellularen Konzentration freier
Radikale zu sein [84]. Ein intrazellular prooxidativer
Zustand wurde durch proapoptotische Mediatoren
wie Cytokine [72, 73] und Arsen [85] infolge einer
Freisetzung von Sauerstoffradikalen erreicht.
Unsere Untersuchungen zeigen, dass die
hypertherme Induktion von Hitzeschockproteinen
durch den Einsatz effektiver Antioxidantien, wie N-
Acetyl-Cystein, komplett inhibiert werden kann. Dies
deutet an, dass Hyperthermie ebenfalls zu einer

Sauerstoffradikalbildung in der Zelle flhrt.

Eine Erklarung fur die Anfalligkeit isolierter

Inselzellen gegenuber apoptotischen Mechanismen
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konnte in ihrer, durch die fehlende Gewebematrix
charakterisierten, artifiziellen Umgebung liegen.
Diese bietet den Inselzellen nur unzureichende
Bedingungen zur Aufrechterhaltung des
Zellmetabolismus unter Stress [33, 77]. Zusatzlich
weisen isolierte Inselzellen einen geringen Gehalt
an antioxidativen Enzymsystemen als protektive
Faktoren auf, was ihre Sensibilitat gegenuber

zytotoxischen Noxen fordert [85, 86].

4.2 Einfluss einer hyperthermen
Prakonditionierung auf das Uberleben von

Inselzellen in einem inflammatorischen Milieu

Physiologischerweise besitzen Hitzeschockproteine
grundlegende  Aufgaben bei der Faltung,
Translokation und Reparatur defekter Polypeptide.
Nach Exposition gegenuber exogenen Noxen wird
in allen Zellen eine Mehrexpression von
Hitzeschockproteinen beobachtet, die der
Wiederherstellung eines physiologischen zellularen

Milieus dient. Diese ubiquitaren Reaktionsmuster
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verdeutlichen die wichtigen Aufgaben von

Hitzeschockproteinen in der zellularen Protektion.

Takeda et al. zeigen [86], dass eine Uberexpression
von Hitzeschockproteinen in Inselzellen der Ratte
deren  Fahigkeit zur Insulinsekretion nach
Glucosereiz, in Gegenwart von Stickoxid (NO),
wiederherstellt. Nach Exposition unbehandelter
Inselzellen gegentber Interleukin-13, zeigt sich eine
signifikant ~ verminderte Insulinsekretion im
Anschluss an einen Glucosereiz sowie eine
signifikante Minderung des intrazellularen ATP-
Gehalts im Vergleich zu Kontrollinselzellen. Die
induzierte Uberexpression von HSP-70 konnte
sowohl die eingeschrankte Insulinsekretion als auch
den intrazellularen ATP-Verlust verhindern. Die
Autoren fuhren dies im Wesentlichen auf den Erhalt
der Funktion des Enzyms Glukokinase zurtck.
Wahrend in unbehandelten Inselzellen die Funktion
der Glukokinase nach IL-13 Exposition signifikant
vermindert ist, zeigen vorbehandelte Inselzellen

keine Beeintrachtigung. Als zusatzlicher protektiver
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Mechanismus wird die marginale aber signifikante
Verminderung intrazellularen NO induziert durch IL-

13, beschrieben.

Die Inhibierung einer intrazellular vermehrten NO-
Synthese in Inselzellen der Ratte nach intraportaler
Transplantation untersucht die Arbeitsgruppe von
Brandhorst et al [47]. Sie evaluieren die Funktion
von Inselzellen im T-Zell depletierten, diabetischen
Kleintiermodell unter dem Einfluss selektiver und
nicht-selektiver Inhibitoren der induzierbaren NO-
Synthase im Vergleich zu unbehandelten sowie mit
Kortikoiden behandelten Transplantatempfangern.
Dabei zeigt sich eine signifikant verbesserte
Transplantatfunktion unter Einsatz  selektiver
Inhibitoren der induzierbaren NO-Synthase im
Vergleich zur unbehandelten Gruppe. Die im
Vergleich zur kortikoidbehandelten Kontrollgruppe
nicht-signifikanten Funktionsunterschiede, konnten
zukunftig eine Verringerung inseltoxischer Steroide,

unter Einsatz selektiver Inhibitoren der
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induzierbaren NO-Synthase nach Transplantation

maoglich machen.

Grundlegende Ergebnisse der protektiven
Eigenschaften von Hitzeschockproteinen lieferte die
Arbeitsgruppe um Burkart et al [62]. Sie
untersuchen den Einfluss einer selektiven
Suppression der HSP 70 Expression in humanen
Inselzellen auf das Uberleben in Gegenwart von
Stickoxid (NO). Es zeigt sich eine signifikante
Verringerung der protektiven Fahigkeiten der
Inselzellen verbunden mit einer statistisch
signifikant erhohten Zell-Nekroserate. Die Re-
Induktion der HSP-70 Expression fuhrt wieder zu
einer normalen Resistenzlage der Inselzellen
gegenuber NO. Grundlage dieser Ergebnisse
scheint die bis zu 80% verringerte mitochondriale
Aktivitat der HSP-70 supprimierten Inselzellen zu
sein. Diese Resultate verdeutlichen eindrucksvoll
die Schlusselrolle von Hitzeschockproteinen bei der
Protektion von Inselzellen. Zu bericksichtigen sind

allerdings die Spezies-spezifischen Differenzen der
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Resistenz gegenuber inflammatorischen
Mediatoren, die klar zwischen humanen und
Nagerinselzellen aufgezeigt wurden. Diese konnten
ebenfalls auf das unterschiedliche
Expressionsniveau von Hitzeschockproteinen
zuruckgefuhrt werden [87-89].

Anhand unserer Studien konnen wir bestatigen,
dass die verstarkte Expression von
Hitzeschockproteinen  in  isolierten,  porzinen
Inselzellen eine Schutzfunktion gegenuber hohen
Konzentrationen von Wasserstoffperoxid (H205),
Stickoxid (NO) und verschiedenen
Zytokinkombinationen tUbernimmt. Im Gegensatz zu
Befunden bei Inselzellen der Ratte und humanen
Inselzellen, scheinen porzine Inselzellen
naturlicherweise gegenuber hochdosiertem IL-1R,
zumindest wahrend einer Kurzzeitinkubation von

48h, resistent zu sein.
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4.3 Einfluss von DEVD-CMK und NAC auf die
Expression pro- und antiapoptotischer Proteine

nach hyperthermer Vorbehandlung

Wie oben beschrieben, werden durch
Stresssituationen offensichtlich sowohl
Mechanismen zur Protektion als auch zur
Selbstzerstorung auf zellularer Ebene simultan
gestartet. Eine SchlUsselposition nehmen dabei
Proteine der Bcl-2 Familie ein, die als pro- und
antiapoptotische (z.B. Bcl-2, Bax u.a.) Gegenspieler
die Induktion des mitochondrialen Apoptoseweges
regulieren. Bcl-2, als antiapoptotischer Vertreter,
zeigt dabei vielfaltige Schutzfunktionen gegenlber
exogenen Noxen wie Chemotherapeutika,
Hitzeschock [90] oder TNFa [91, 92], und wirkt
letztendlich einer Zellnekrose Uber die Stabilisierung
des mitochondrialen Membranpotentials entgegen
[93].

Caspase-3 als apoptotisches Effektorprotein wirkt

der antiapoptotischen Wirkung von Bcl-2 Uber
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dessen Spaltung entgegen. Die vermehrte
Expression von Caspase-3 in hypertherm
prakonditionierten Inselzellen scheint damit auch
wesentlicher Gegenspieler der protektiven Potenz
von Hitzeschockproteinen zu sein. Durch eine
gezielte Inhibierung der Caspase-3 konnten bereits
in vivo viel versprechende Ergebnisse erzielt

werden.

Nach Herztransplantation wird die vermehrte
Produktion von zelltoxischen Zytokinen wie TNFaq,
begleitet von einer verminderten Expression von
Bcl-2 beobachtet. Grinenfelder et al. [94]
untersuchten den Einfluss einer Applikation des
selektiven Caspase-3 Hemmers DEVD auf die
Expression von Bcl-2 und TNFa nach allogener
Herztransplantation im Rattenmodelll. Im Vergleich
zur Kontrollpopulation fand sich nach
intraperitonealer Applikation von DEVD eine
signifikante Mehrexpression von Bcl-2 begleitet von
einer signifikanten Hemmung von TNFa. Die

Autoren sehen hier die Moglichkeit, mittels einer
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selektiven Hemmung der Caspase-3, transplantierte

Organe gegen Reperfusionsschaden zu schutzen.

Ahnliche Ergebnisse wurden von der Arbeitsgruppe
Mdller et al. veroéffentlicht [95]. Sie untersuchten
den Effekt einer selektiven Caspasehemmung auf
die Funktion und das Uberleben nach
Lebertransplantation im Rattenmodell.
Kontrollparameter waren Gallefluss, die
mikroskopische Integritat der vaskularen Strombahn
sowie das Uberleben der Transplantatempfanger.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich eine
signifikante  Verringerung  der  Apoptoserate
endothelialer Zellen mit einer verbesserten
Organperfusion, begleitet von einem erhohten,
intrazellularen Bcl-2 Level. Zusatzlich hatte die
Applikation des Caspasehemmers einen positiven
Einfluss auf das Uberleben der Organempfanger.
Schlussfolgernd wird der Einsatz von selektiven
Caspasehemmern als viel versprechender Ansatz

fur den klinischen Einsatz beschrieben.
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Die  Ergebnisse der vorliegenden  Arbeit
unterstitzen die Daten der genannten Studien. Die
nach Hyperthermie beobachtete, signifikante
Mehrexpression von Caspase-3 und DFF als
Effektorproteine der Apoptose, kann durch den
Einsatz von DEVD signifikant gehemmt werden.
Dabei ist der Zeitpunkt der Behandlung mit DEVD
unerheblich. Im Gegensatz dazu hat der
Behandlungszeitpunkt von DEVD auf die
gewunschte  Mehrexpression der protektiven
Hitzeschockproteine signifikanten Einfluss. Bei
Einsatz vor Hyperthermie ist die Expression aller
untersuchten Hitzeschockproteine signifikant
geringer als nach Hyperthermie, wahrend DEVD
nach Hyperthermie keinen Einfluss auf die HSP-
Expression hat. Um die positiven Effekte des
Caspasehemmers zu nutzen sollten demnach
isolierte Inselzellen vor der Inkubation in DEVD
hypertherm prakonditioniert werden. Auf das
Expressionsverhaltnis Bax/Bcl2 hat DEVD,
unabhangig vom Applikationszeitpunkt, keinen

Einfluss.
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Als zusatzliche Option einer antioxidativen
Behandlung steht N-acetyl-L-cysteine (NAC) zur
Verfligung. Junn et al. [96] beschreiben eine
Hemmung der Dopamininduzierten Aktivierung von
Caspase-3 und Caspase-9 im Zentralnervensystem,
als Initiator der Apoptose, durch NAC. Unsere
Ergebnisse demonstrieren den ambivalenten
Charakter einer Inkubation isolierter Inselzellen in
NAC vor Hyperthermie. Es zeigt sich zwar eine
signifikante Hemmung der Expression
proapoptotischer Proteine zugunsten der
antiapoptotisch wirksamen Gegenspieler. Protektive
Hitzeschockproteine werden dabei allerdings so
stark reduziert, dass ihr Niveau unter dem
unbehandelter Kontrollinseln (37°) lag. Dies lasst
vermuten, dass zumindest im Modell der
hypertherm vermittelten Hitzeschockprotein-
Expression Radikale (Sauerstoffradikale) an der

Induktion von Hitzeschockproteinen beteiligt sind.
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Insgesamt wird deutlich, dass die Behandlung mit
Apoptosehemmern einen signifikanten Einfluss auf
die verschiedenen Proteinexpressionen besitzt.
Welche  Kombinationsmoglichkeiten  in vivo

erfolgreich sein koénnten, bedarf einer weiteren

Evaluierung.
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5. Zusammenfassung

1.

Die Maglichkeit einer langfristigen
Insulinunabhangigkeit von Typ 1 Diabetikern
nach Inselzelltransplantation wird durch das
proinflammatorische Milieu der Leber als
Implantationsort limitiert, und macht die
Transplantation einer ausreichend grof3en

Inselmenge notwendig.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die
Expression von pro- und antiapoptotischen
Proteinen  nach  Hyperthermie, deren
Fahigkeit einer Resistenzerhohung im
inflammatorischen Milieu sowie die
modulatorischen Fahigkeiten von selektiven

Caspaseinhibitoren zu evaluieren.

Eine hypertherme Prakonditionierung fuhrt
neben einer Mehrexpression von protektiv
wirksamen Hitzeschockproteinen zu einer

signifikanten Mehrexpression
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proapoptotischer Proteine, was die duale
Antwort von  Zellen auf subletale

Stresssituationen eindrucksvoll verdeutlicht.

. Hitzeschockproteine sind an der erhohten
Resistenz  von Inselzellen  gegenuber
Wasserstoffperoxid (H202), Stickoxid (NO)
und verschiedenen Zytokinkombinationen

beteiligt.

. Der selektive Caspase-3 Hemmer Ac-DEVD-
CMK hat in vitro einen signifikant
hemmenden Einfluss auf die Expression der
apoptotischen Effektorproteine Caspase-3
und DFF. Gleichzeitig beeinflusst er,
angewandt nach hyperthermer
Vorbehandlung, die erwunschte
Uberexpression von Hitzeschockproteinen

nicht.

. NAC als Antioxidans besitzt neben

antiapoptotischen Eigenschaften, die Uber
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eine signifikante Hemmung der Expression
proapoptotischer Proteine charakterisiert ist,
auch einen negativen Einfluss auf die
Expression der  protektiv  wirksamen

Hitzeschockprotein-Expression.
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6. Summary

1.

The possibility to reach long-term insulin
independence of patients with type | diabetes
by means of intraportal islet transplantation is
limited due to the proinflammatory
environment of the liver. This condition
requires transplanting a numerous quantitiy

of islet cells.

The goal of this work was to evaluate the
expression of pro- and antiapoptotic proteins
induced by hyperthermia, their ability to
enhance resistance in an inflammatory
environment as well as the modulatory

abilities of selective-inhibitors.

. Hyperthermic preconditioning of islet cells

enhances the overexpression of protective
heat shock proteins as well as proapoptotic
proteins demonstrating the binary answer of

cells on sublethal stress situations.
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4. Heat shock proteins are involved in the
increased resistance of islet cells exposed to
hydrogen peroxide, nitrogen oxide and

various combinations of cytokines.

5. The selective caspase-3 inhibitor Ac-DEVD-
CMK reduces significantly the expression of
the apoptotic proteins caspase-3 and DFF. At
the same time, the overexpression of heat
shock proteins is not affected if applied after

hyperthermic preconditioning.

6. Besides an antioxidative effect by inhibiting
the expression of proapoptotic proteins, NAC
seems to have a negative influence on the

synthesis of protective heat shock proteins.
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8. Anhang

8.1 Abkirzungen

Abb Abbildung

athym athymisch

d Tage

diab diabetisch

DNA Desoxyribonukleinsaure

EIA Enzymimmunoassay

g Gramm

h Stunde

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution
HSP Hitzeschockprotein

IDDM insulin dependant diabetes mellitus
IEQ Inselaquivalente

IL Interleukin

iINOS induzierbare Stickoxyd Synthase
IRI immunreaktives Insulin

Kap Kapitel

kD kilo Dalton (Einheit des
Molekulargewichts)

KG Korpergewicht

kg Kilogramm

I Liter

m Milli

M Mol

¥ Mikro

MHC Major Histocompatibility Complex
min Minute

mRNA Messenger Ribonukleinsaure

n Anzanhl
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NA Nikotinamid

NO Stickoxyd

Op Operation

RIA Radio Immuno Assay

sec Sekunde

U unit

STZ Streptozotocin

Tab Tabelle

TNF Tumornekrosefaktor

X Transplantation

VS versus

8.2 Tabellen

Tab.1 Unterscheidung friher und spater
Apoptosestadien mittels

Doppelfarbung mit Annexin V und
Pl
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8.3 Abbildungen

Abb.1 Einfluss von hyperthermen Stress auf den
relativen Anstieg von HSP-27, -70 und -90 in
Schweineinseln nach 80minutiger Hitzeexposition
bei 41°C (weil’e Balken) oder 43°C (graue Balken).
*P<0.05 fur 41°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Abb.2 Friuhe Apoptose (in %) scheinbehandelter
(grauer Balken) bzw. hypertherm  (43°C)
vorbehandelter (gestreifter Balken) Inselzellen nach
Ubernachtkultur.  Als  Kontrolle diente  die
Apoptoserate frisch isolierter Inselzellen (weil3er
Balken). *P<0.05 fir 37°C bzw. 43°C vs. frisch

isolierte Inselzellen).

Abb. 3 Einfluss von hyperthermen Stress auf den
relativen Anstieg von Bax wund Bcl-2 in
Schweineinseln nach 80minutiger Hitzeexposition
bei 41°C (weil’e Balken) oder 43°C (graue Balken).
*P<0.05 fur 41°C vs. 43°C bezogen auf die
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jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Abb.4 Einfluss von hyperthermen Stress auf das
Bax/Bcl-2 Verhaltnis nach 80minutiger
Hitzeexposition bei 41°C (weille Balken) oder 43°C
(graue Balken). *P<0.05 fur 41°C vs. 43°C.

Abb. 5 Einfluss von hyperthermen Stress auf den
relativen Anstieg von Fas, FasL und iNOS in
Schweineinseln nach 80minutiger Hitzeexposition
bei 41°C (weille Balken) oder 43°C (graue Balken).
*P<0.05 fur 41°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Abb.6 Einfluss von hyperthermen Stress auf den
Anstieg der Caspase-3 Aktivitat und Expression von
DFF in  Schweineinseln nach  80minutiger
Hitzeexposition bei 41°C (weilRe Balken) oder 43°C
(graue Balken). *P<0.05 fir 41°C vs. 43°C bezogen
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auf die jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Abb.7 Trypanblauexklusion (%) von unbehandelten
(weille Balken) und hypertherm (graue Balken)
vorbehandelten (hitzegeschockten) Inselzellen nach
24stundiger Inkubation in H,O,. Der relative Anteil
von Trypanblau-negativen Zellen wurde auf die
korrespondierenden Werte von unbehandelten bzw.
hitzegeschockten Inselzellen ohne Zusatz
inflammatorischer Stimuli bezogen. *P<0.05 fur
37°C vs. 43°C.

Abb.8 Wiedergewinnung von initial extrahiertem
Insulin aus kontinuierlich bei 37°C (weilRe Balken)
bzw. hitzebehandelten (graue Balken)
Schweineinseln nach 24stindiger Inkubation in
H20,. *P<0.05 fir 37°C vs. 43°C.

ADbb.9 Trypanblauexklusion (%) von unbehandelten
(weille Balken) und hypertherm (graue Balken)
vorbehandelten (hitzegeschockten) Inselzellen nach

24stundiger Inkubation in NO. Der relative Anteil
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von Trypanblau-negativen Zellen wurde auf die
korrespondierenden Werte von unbehandelten bzw.
hitzegeschockten Inselzellen ohne  Zusatz
inflammatorischer Stimuli bezogen. *P<0.05 fur
37°C vs. 43°C.

Abb.10 Wiedergewinnung von initial extrahiertem
Insulin aus kontinuierlich bei 37°C (weilRe Balken)
bzw. hitzebehandelten (graue Balken)
Schweineinseln nach 24stundiger Inkubation in NO.
(*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C).

Abb.11 Trypanblauexklusion (%) von
unbehandelten und hypertherm vorbehandelten
(hitzegeschockten) Inselzellen nach 48stindiger
Inkubation in unterschiedlichen
Zytokinkombinationen. Der relative Anteil von
Trypanblau-negativen Zellen wurde auf die
korrespondierenden Werte von unbehandelten
(weilke Balken) bzw. hitzegeschockten (graue
Balken) Inselzellen ohne Zusatz inflammatorischer
Stimuli bezogen. *P<0.05 fur 37°C vs. 43°C.

138



Abb.12 Wiedergewinnung von initial extrahiertem
Insulin aus kontinuierlich bei 37°C (weilRe Balken)
bzw. hitzebehandelten (graue Balken)
Schweineinseln nach 48stindiger Inkubation in
unterschiedlichen Zytokinkombinationen. (*P<0.05,
37°C vs. 43°C).

Abb. 13 Einfluss von hyperthermen Stress (HS)
allein, sowie nach 4stundiger Inkubation mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf den Anstieg
von Bax. *P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf
die jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Abb. 14 Einfluss von hyperthermen Stress (HS)
allein, sowie nach 4stundiger Inkubation mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die Bcl-2
Expression. *P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf
die jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C

inkubierter Kontrollinseln.

Abb.15 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress

allein, sowie nach 4stundiger Inkubation mit DEVD
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vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die
Caspase-3 Expression. *P<0.05 fur 37°C vs. 43°C
bezogen auf die jeweiligen Parameter kontinuierlich
bei 37°C inkubierter Kontrollinseln;

*P<0.05 fiir 43°C mit DEVD vor bzw. nach

Hyperthermie vs. HS alleine.

Abb.16 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein, sowie nach 4stundiger Inkubation mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die DFF
Expression.

*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln;

*P<0.05 fiir 43°C mit DEVD vor bzw. nach

Hyperthermie vs. HS alleine.

Abb. 17 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein, sowie nach 4stindiger Behandlung mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die HSP-27

Expression.
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*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln;

*P<0.05 fiir 43°C mit DEVD vor Hyperthermie HS

alleine.

Abb.18 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein, sowie nach 4stindiger Inkubation mit DEVD
vor bzw. nach Hyperthermie (43°C) auf die HSP-70
(weile Balken) und HSP-90 (graue Balken)
Expression.

*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln;

*P<0.05 fiir 43°C mit DEVD vor Hyperthermie vs.

HS alleine.

Abb.19 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein (graue Balken), sowie nach initialer 4stundiger
Behandlung (schwarze Balken) mit NAC auf die Bax
und Bcl-2 Expression im  Vergleich zu

unbehandelten Kontrollen (weil3e Balken).
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*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln.

*P<0.05 fiir HS + NAC vs. HS.

Abb.20 Einfluss von hyperthermen (HS) Stress
allein (graue Balken), sowie nach initialer 4stundiger
Behandlung (schwarze Balken) mit NAC vor HS auf
die Caspase-3 und DFF Expression im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen (weil3e Balken).

*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln.

*P<0.05 fiir HS vs. HS + NAC.

Abb.21 Einfluss von hyperthermen Stress allein,
sowie nach initialer 4stindiger Behandlung mit NAC
vor Hyperthermie (43°C) auf die HSP-27 (weil3e
Balken), -70 (graue Balken) und -90 (schwarze

Balken) Expression.
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*P<0.05 fur 37°C vs. 43°C bezogen auf die
jeweiligen Parameter kontinuierlich bei 37°C
inkubierter Kontrollinseln.

*P<0.05 fiir HS vs. HS + NAC vor Hyperthermie.
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