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1 FEinleitung 1

1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Definition und Klassifikation

Der Diabetes mellitus ist definiert als eine durch chronische Hyperglykdmie charakterisierte
Regulationsstorung des Stoffwechsels. Dieser Regulationsstorung liegt entweder eine gestorte
Insulinsekretion, eine verminderte Insulinwirkung oder beides zugrunde (Kerner ef al. 2004).
Beim Diabetes mellitus kann man einen Typ 1 und einen Typ 2 unterscheiden. Der Typ 1 Di-
abetes ist eine Autoimmunerkrankung, die zu einer vollstdndigen Zerstérung der insulinpro-
duzierenden B-Zellen mit absoluter Insulinbediirftigkeit fiihrt. Der Typ 2 Diabetes ist eine
Erkrankung mit Insulinresistenz, verbunden mit einem Sekretionsdefizit der B-Zellen, wobei
einzelne Patienten diese beiden Verdnderungen in unterschiedlichem Mafe aufweisen (Hien
& B6hm 2007).

Der Diabetes mellitus ist die hdufigste Stoffwechselerkrankung in den westlichen Industrie-
landern (Mussig et al. 2010). Im Jahr 2000 waren weltweit iiber 170 Mio. Menschen betroffen
und im Jahr 2030 werden es schdtzungsweise 365 Mio. Menschen sein (Wild e al. 2004). In
Deutschland, dem Land mit der hochsten Diabetes-Pravalenz Europas, sind ca. 12 % der 20-
bis 79-Jahrigen, d. h. 7,5 Mio. Menschen an Diabetes erkrankt, bei einer erheblichen Dunkel-
ziffer von ca. 3 Mio. (IDF 2009). Etwa 90 % aller Diabetes-Erkrankungen fallen auf den Typ
2 Diabetes und 10 % auf den Typ 1 Diabetes. Andere Diabetes-Formen, wie z. B. MODY
(,, maturity-onset diabetes of the young ‘) oder Gestationsdiabetes, weisen eine sehr geringe
Pravalenz auf (Ratzmann 1991).

Bereits 1965 wurden von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) Empfehlungen zur Klassi-
fikation und Diagnostik des Diabetes mellitus gegeben (WHO 1965). Die Amerikanische Di-
abetes Gesellschaft (ADA) revidierte 1997 die Kriterien zur Diagnose des Diabetes und gab
neue Empfehlungen zur Klassifikation heraus, die von der WHO und der Deutschen Diabetes
Gesellschaft (DDG) 2000 bestitigt und als Leitlinien tibernommen wurden (Kerner et al.
2004). In Tab. 1.1 ist diese Klassifikation dargestellt.
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1. Typ 1 Diabetes vorwiegend immunologisch bedingte B-Zellzerstorung, die meist zum ab-
soluten Insulinmangel fiihrt

2. Typ 2 Diabetes kann sich von einer vorwiegenden Insulinresistenz mit relativem Insulin-
mangel bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz erstrecken

3. andere spezifische Diabetes-Typen z. B. genetische Defekte der B-Zellfunktion oder der
Insulinwirkung, Erkrankungen des exokrinen Pankreas, Endokrinopathien, medika-
menten- oder chemikalieninduziert, Infektionen, usw.

4. Gestationsdiabetes

Tab. 1.1 Klassifikation des Diabetes mellitus (Kellerer & Danne 2009)

1.1.2 Diabetes mellitus Typ 1

Der Typ 1 Diabetes mellitus (T1DM) kommt charakteristischerweise im Kindesalter vor. Ei-
nen ersten, kleineren Haufigkeitsgipfel gibt es im 4. Lebensjahr und einen zweiten grofleren
Haufigkeitsgipfel weist der TIDM im Alter von 10 bis 12 Jahren auf, wobei Médchen und
Jungen gleich héufig betroffen sind. Es gibt eine Variante des T1DM, die sich erst im Er-
wachsenenalter manifestiert. Diese Variante wird als ,, latent autoimmune diabetes in adults “
(LADA) bezeichnet und ist eine langsam fortschreitende, weniger schwere Form (Hiirter &
Lange 2005).

Der T1DM ist eine Autoimmunerkrankung bei der es zur progredienten Zerstérung der insu-
linproduzierenden B-Zellen kommt. Dadurch entwickelt sich ein Insulinmangel mit den klas-
sischen Symptomen Polyurie, Polydipsie, Ketoazidose und Gewichtsverlust. Das Spektrum
der Manifestation des Insulinmangels ist gro3 und reicht von gestorter Glucosetoleranz tiber
mifig erhohte Niichternblutglucose bis zur abrupt einsetzenden Insulinbediirftigkeit mit
ketoazidotischer Stoffwechsellage und moglichem Bewusstseinsverlust (Kerner et al. 2004).
Risikofaktoren fiir den TIDM sind vor allem genetische Pradispositionen, jedoch ist die Er-
krankung nicht einem bestimmten Gen zu zuschreiben. Es gelten bestimmte humane
Leukozytenantigen (HLA)-Genkombinationen als besonders suszeptibel. Die Kombination
der HLA-Gene DR4-DQS8 und DR3-DQ2 werden bei 90 % aller TIDM Patienten gefunden.
Daneben gibt es noch andere Genvariationen, die das Erkrankungsrisiko erhéhen, z. B. INS-
VNTR (,,variable number of tandem repeats ‘) Polymorphismen in der Promotor-Region des
Insulin-Gens (INS) (Bennett & Todd 1996). Neben der genetischen Komponente gibt es wei-
tere Faktoren, die zur Atiopathogenese beitragen, z. B. Virusinfektionen, Stilldauer und Er-

nihrungsfaktoren (Hiirter & Lange 2005).




1 FEinleitung 3

Der Typ 1 Diabetes unterscheidet sich von anderen Diabetes-Formen durch das Vorhanden-
sein von Autoantikorpern, die gegen B-Zellkomponenten gerichtet sind. Die drei hdufigsten
Autoantikorper, die bei Typ 1 Diabetikern gefunden werden, sind gegen Glutamat-
decarboxylase (GAD) (Baekkeskov ef al. 1989), Tyrosinphosphatase (Lan et al. 1996) und
Insulin (Palmer 1987) gerichtet. Bei 90 % aller neu entdeckten T1IDM Patienten lésst sich
mindestens einer der genannten Autoantikdrper nachweisen (Gillespie 2006). Die Antikrper
sind bereits vor der Krankheitsmanifestation im Blut der Patienten vorhanden und es wird
versucht, sie zur Pradiktion zu nutzen (Ziegler et al. 1999).

Charakteristisch fiir den TIDM sind lymphozytire Infiltrate in den Langerhansschen Inseln
oder deren Umgebung, was als Insulitis bzw. Periinsulitis bezeichnet wird. (Richardson et al.
2010). Das Infiltrationsausmal} l4sst sich in drei Stadien unterteilen, wobei in der Frithphase
nur der Randbereich der Langerhansschen Inseln entziindliches Infiltrat aufweist (Peri-
insulitis). Im Verlauf breiten sich die Infiltrate immer weiter innerhalb der Inseln aus (Insuli-
tis) und die Zerstérung der B-Zellen schreitet voran, bis schlielich alle B-Zellen untergegan-
gen sind (Endstadium). Im Verlauf der Erkrankung lassen sich immer mehr Inseln in die letzte
Kategorie einordnen (Foulis et al. 1986). Interessanterweise ist die Destruktion auf die -
Zellen beschrinkt, wahrend glucagon-sezernierende o-Zellen, somatostatin-sezernierende o-
Zellen und pankreatisches polypeptid-sezernierende PP-Zellen nahezu vollstindig erhalten
bleiben (Gepts & De Mey 1978).

Zur klinischen Manifestation der Erkrankung kommt es nicht sofort mit dem Beginn der (-
Zelldestruktion, sondern erst wenn 80 % der insulinproduzierenden Zellen untergegangen sind

(Gillespie 2006).

Die NOD Maus

Die ,,non obese diabetic* (NOD) Maus gilt als klassisches Tiermodell fiir den TIDM. Die
Arbeitsgruppe von Makino entwickelte den NOD Stamm in den 70er Jahren des letzten Jahr-
hunderts. Die Entwicklung des NOD Stammes erfolgte wéahrend der Etablierung des fiir die
Entwicklung einer Katarakt suszeptiblen CTS (,,Cataract Shionogi“) Stammes, der aus dem
Auszuchtstamm Jcl : ICR ingeziichtet wurde (Makino et al. 1980).

Aus der 6. Generation wurden Tiere selektioniert, die eine hohe Niichternblutglucose aufwie-
sen und keine Katarakt entwickelten. Diese Tiere wurden gezielt auf den diabetischen Phino-
typ geziichtet und der Stamm wurde NON/Shi (,, non obese normal ‘) bezeichnet. Aus der 13.

Generation des NON/Shi Stammes wurden Tiere mit normalen Blutglucosewerten selektio-
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niert und weiter ingeziichtet. In der 20. Generation wurde bei einem Tier ein spontan auftre-
tender TIDM festgestellt. Dessen Nachkommen wurden als NOD Stamm weiter ingeziichtet
(Ikegamie & Makino 2001).

Die Inzidenz des TIDM betrdgt bei den weiblichen Tieren 60 — 80 % und bei den ménnlichen
Tieren 20 — 30 % (Kikutani & Makino 1992). Der Diabetes manifestiert sich bei den weibli-
chen Tieren zwischen der 12. und 14. Woche und bei den minnlichen Tieren etwas spéter.
Die Symptome entsprechen denen des Menschen: Hyperglykdmie, Polyurie, Polydipsie,
Ketonurie, Glucosurie usw. (Makino et al. 1980). Bereits nach 3 bis 4 Wochen zeigen sich bei
beiden Geschlechtern entziindliche Infiltrate, die die Langerhansschen Inseln umgeben
(Periinsulitis).

Die Insulitis kann zum T1DM fithren, muss aber nicht. Das zeigt sich vor allem darin, dass
die ménnlichen Tiere im Alter von etwa 30 Wochen zu 100 % eine Insulitis aufweisen aber
nur 20 — 30 % der Tiere erkranken (Makino et al. 1981).

Dartiber hinaus neigen die NOD Tiere zu lymphozytédren Infiltrationen in anderen Organen
wie Nervenzellen, Schilddriise und Speicheldriisen (Hu ef al. 1992; Many et al. 1996; Salo-
mon et al. 2001). Diese extrapankreatischen Infiltrationen werden beim humanen T1DM nicht

gefunden.

1.1.3 Diabetes mellitus Typ 2

Der Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM) stellt die haufigste Diabetes-Form dar. Er fiihrt selten zu
schweren Stoffwechselentgleisungen aber hiufig zu schwerwiegenden Komplikationen wie
Angio- und Neuropathien und deren Folgeerkrankungen (z. B. Nierenversagen, Erblindung
oder Wundheilungsstérungen) (Kerner et al. 2004). Der T2DM tritt vor allem im hoheren
Lebensalter auf und weist einen Haufigkeitsgipfel zwischen dem 70. und 80. Lebensjahr auf
(Hauner et al. 2003).

Der Pathomechanismus fiir die Entstehung des T2DM beruht auf einer gestorten Insulinsekre-
tion (Cederholm & Wibell 1985) und/oder einer Insulinresistenz (Banerji & Lebovitz 1989;
Lillioja et al. 1993) die durch Stérungen der unter 1.3 beschriebenen Signalkaskaden hervor-
gerufen werden. Im Gegensatz zum T1DM kommt es beim T2DM nicht zu einer autoimmu-
nen Zerstérung der B-Zellen. Die Symptome des T2DM sind dem T1DM jedoch dhnlich: Po-
lyurie, Polydipsie und gesteigerte Miidigkeit.
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Beim T2DM gibt es eine starke genetische Komponente, wobei es sich hierbei um eine poly-
gene Erkrankung handelt. Das Lebenszeitrisiko fiir T2DM betrdgt 7 %. Ist ein Elternteil an
T2DM erkrankt, erhoht sich das Lebenszeitrisiko auf 40 %. Sind beide Eltern erkrankt, steigt
das Lebenszeitrisiko auf 70 % (Majithia & Florez 2009). Zurzeit sind 20 Genvariationen be-
kannt, die mit dem T2DM assoziiert sind. Viele der bisher bekannten Genloci scheinen die
Kapazitit der B-Zellen zu regulieren, die fiir eine Steigerung der Insulinsekretion bei sich ein-
stellender Insulinresistenz wichtig sind (Ridderstrale & Groop 2009). Es sind jedoch auch
monogene Diabetes-Formen bekannt, wie der , maturity onset diabetes of the young*
(MODY). Der MODY st eine Variante des T2DM der bereits bei Kindern und jungen Er-
wachsenen < 25 Jahren auftritt (Majithia & Florez 2009).
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1.2 Mitochondrien

1.2.1 Aufbau

Mitochondrien sind Zellorganellen, die fiir zahlreiche Funktionen in eukaryotischen Zellen
essentiell sind (Reichert 2007). Mitochondrien sind ca. 1 um dick und haben eine variable
Liange. Sie sind von zwei hochspezialisierten Membranen umgeben, einer inneren und einer
duBeren Membran. Dadurch werden sie in zwei Kompartimente eingeteilt. Zwischen der inne-
ren und der duBeren Membran befindet sich der Intermembranraum und im Inneren befindet
sich die mitochondriale Matrix (Logan 2006).

Die dulere Membran besitzt Porine, die eine Art Transportkanal darstellen, so dass die duBere
Membran fiir eine Reihe von Molekiilen und Ionen permeabel ist, z. B. NAD, ATP und
Coenzym A. Die innere Mitochondrienmembran ist nahezu undurchléssig, so dass fiir fast alle
Molekiile und Ionen spezielle Transportsysteme benétigt werden. Desweiteren ist die innere
Membran in zahlreiche Cristae gefaltet, die zu einer Vergroferung der Oberfldche fiihren.
Dariiber hinaus verfiigt sie tiber die Komplexe der Atmungskette und das Ubichinon. Auf3er-
dem enthilt sie die Succinat-Dehydrogenase des Citratzyklus sowie Adeninnukleotidtrans-
lokasen (ANTSs) und weitere Transportsysteme. Im Intermembranraum befindet sich das Him-
protein Cytochrom c, das bei Beschddigung der &uleren Membran ins Zytosol freigesetzt wird
und dort eine Caspasen-Kaskade aktiviert, die zur Apoptose fithrt. Das Cytochrom c ist jedoch
auch ein wichtiger Bestandteil der Atmungskette. In der Matrix sind viele Proteine lokalisiert,
wie die Enzyme des Citratzyklus, der Fettsdure-Oxidation, des Abbaus von Keto- und Amino-
sduren sowie einige Enzyme der Himsynthese. Desweiteren befinden sich auch die mitochon-
driale DNA, rRNAs, tRNAs und einige Ribosomen in der Matrix, so dass Mitochondrien in

der Lage sind, einen Teil ihrer Proteine eigenstiandig zu synthetisieren (Loffler ez al. 2006).

1.2.2  Oxidative Phosphorylierung

Die Atmungskette besteht strenggenommen aus vier Komplexen, die sich in der inneren Mi-
tochondrienmembran befinden. Zur oxidativen Phosphorylierung ist ein weiterer Proteinkom-
plex der inneren Membran, die ATP-Synthase (ATPase), notwendig. Die ATPase wird in der

Literatur hdufig, wie auch in der vorliegenden Arbeit, mit zur Atmungskette gezéhlt und dann
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als Komplex V bezeichnet. Dariiber hinaus gehoren das Cytochrom ¢ und das Ubichinon zu
den Bestandteilen der Atmungskette (Karp 2006).

Der Komplex I (NADH-Dehydrogenase) ist der erste und grote Proteinkomplex der At-
mungskette. Dieser Komplex besteht aus 45 Untereinheiten und mindestens sieben Eisen-
Schwefel-Zentren (Karp 2006). Die NADH-Dehydrogenase oxidiert das aus verschiedenen
Abbauvorgingen hervorgegangene NADH + H' und iibertriigt das Elektronenpaar auf Ubi-
chinon, das dadurch zu Ubihydrochinon reduziert wird. Dieser Prozess ist mit einer Translo-
kation von vier Protonen von der mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum assozi-
iert, so dass ein elektrochemischer Gradient entsteht (da Fonseca et al. 2008).

Der Komplex II (Succinat-Dehydrogenase) ist der kleinste Komplex der Atmungskette und
besteht aus vier Untereinheiten sowie drei Eisen-Schwefelzentren. Die Succinat-Dehydro-
genase der Atmungskette ist gleichzeitig die Succinat-Dehydrogenase des Citratzyklus und
tibertragt die Elektronen, die bei der Oxidation von Succinat zu Fumarat auf FADH, {ibertra-
gen werden, auf Ubichinon. Auf diese Weise besteht eine direkte Verbindung zwischen Cit-
ratzyklus und Atmungskette (Karp 2006). Mit der Elektroneniibertragung des Komplexes II
ist keine Protonentranslokation assoziiert (Dudkina et al. 2009).

Der Komplex III (Cytochrom b) katalysiert durch den Q-Zyklus die Elektroneniibertragung
von Ubihydrochinon auf Cytochrom c. Ubihydrochinon gibt an der matrixfernen Seite des
Komplexes III ein Elektron iiber Eisen-Schwefel-Zentren und Cytochrom c; an Cytochrom c
weiter. Ein weiteres Elektron wird iiber die Himproteine by und by auf ein Ubichinon oder
Ubisemichinon an der matrixnahen Seite des Komplexes III {ibertragen. Das jeweilige Cy-
tochrom ¢ Molekiil kann jeweils nur ein Elektron aufnehmen. Fiir die Reduktion des Ubichi-
nons an der matrixnahen Seite werden jedoch zwei Elektronen benétigt, so dass der Q-Zyklus
zweimal nacheinander ablaufen muss, bis ein Molekiil Ubihydrochinon regeneriert ist. Die
Elektroneniibertragung auf Cytochrom c ist mit der Translokation von vier Protonen in den
Intermembranraum gekoppelt (Crofts ez al. 2008; da Fonseca ef al. 2008).

Der Komplex IV (Cytochrom ¢ Oxidase) ist die letzte Station der Elektronentransportkette.
Hier werden vier reduzierte Cytochrom ¢ Molekiile nacheinander oxidiert und die Elektronen
auf 2 O, tibertragen, so dass H,O entsteht (Belevich ef al. 2006). Die Reaktionen des Kom-
plexes IV sind ebenfalls mit dem Transport von Protonen in den Intermembranraum verbun-
den (Dudkina et al. 2009).

Der Protonengradient, der durch die Protonentranslokationen entstanden ist, wird von dem
Komplex V (ATPase) genutzt, um ATP zu synthetisieren. Die ATPase besteht aus zwei Kom-
ponenten, dem F;- und dem Fo-Teil. Der F;-Teil besteht aus fiinf Polypeptiden mit dem Ver-
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héltnis 3a:3B:13:1y:1€ wobei jede B-Untereinheit ein katalytisches Zentrum besitzt. Wéhrend
die a- und B-Untereinheiten kreisformig angeordnet sind und den kugelférmigen Kopf der
ATPase bilden, stellt die y-Untereinheit die zentrale Achse dar, die sich von F; bis Fo durch
das Zentrum des Proteins erstreckt. Die e-Untereinheit sorgt ebenfalls dafiir, dass die v-
Untereinheit mit der Fo-Basis verbunden ist. Die an die innere Membran assoziierte Fo-
Komponente besteht aus drei Polypeptiden mit dem Verhéltnis la:2b:10-14c. Die c-
Untereinheiten bilden in der Membran einen rotierenden Ring. Die beiden b-Untereinheiten
bilden zusammen mit der y-Untereinheit eine periphere Achse, die die a-/B-Untereinheiten in
einer bestimmten Position fixiert. Die a-Untereinheit der Fo-Komponente enthilt einen Proto-
nenkanal durch den die Protonen zuriick in die Matrix stromen konnen (Karp 2006). Um die
Protonenpassage mit der ATP-Synthese zu koppeln, sind Konformationsénderungen der ATP-
ase notwendig. Fiir den Ricktransport in die Matrix gelangt ein Proton aus dem Intermem-
branraum in die a-Untereinheit und bindet zwischen zwei c-Untereinheiten. Damit das Proton
den Kanal wieder verlassen kann, miissen die c-Untereinheiten rotieren. Da die y-Untereinheit
sowohl mit der c-Untereinheit als auch mit den a-/B-Untereinheiten verbunden ist, 16st die
Rotation ebenfalls eine Drehung der a-/B-Untereinheiten aus (da Fonseca ef al. 2008). Auf
Grund dieser Konformationsidnderung rotieren die drei katalytischen Zentren, die ATP aus
ADP und P; synthetisieren (Karp 2006). Das sich in der Matrix befindende ATP kann dann
durch Adeninnukleotidtranslokasen (ANT) im Austausch mit ADP ins Zytosol transportiert
werden (Wallace 2001).

Mitochondrien oxidieren nur dann schnell Substrat, wenn geniigend ADP und anorganisches
Phosphat zur Verfligung stehen (Atmungskontrolle). Der Sauerstoffverbrauch der Mitochond-
rien erhoht sich bei ausreichend zur Verfiigung stehendem Substrat erst bei der Zugabe von
ADP. 1955 hat Britton Chance fiinf FlieBgleichgewichte der Atmungskette definiert, von de-
nen die Zustidnde 3 und 4 die wichtigsten sind. Im Zustand 3, dem aktiven Zustand, sind ge-
nug Substrat, Sauerstoff, ADP und anorganisches Phosphat vorhanden, so dass die oxidative
Phosphorylierung, und damit auch der Sauerstoffverbrauch, bei maximaler Geschwindigkeit
ablaufen. Im Zustand 4, dem kontrollierten Zustand, fehlt ADP und limitiert den Sauerstoff-
verbrauch. In intakten Zellen befinden sich die Mitochondrien entweder im Zustand 3 oder im
Zustand 4. Die anderen Zustinde spielen daher eine untergeordnete Rolle. Im Zustand 1 limi-
tiert das Fehlen von ADP und Substrat die Atmungsgeschwindigkeit und im Zustand 2 stellt
Substratmangel den limitierenden Faktor dar. Im Zustand 5 wird die Atmungsgeschwindigkeit

durch das Fehlen von Sauerstoff begrenzt (Chance et al. 1955).
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Die Rolle der ATP-8 Untereinheit, deren Auswirkungen auf die metabolische Funktion der
B-Zellen in dieser Arbeit ndher untersucht werden soll, ist noch nicht vollstandig geklart. Bei
Hefebakterien scheint sie fiir die Zusammensetzung der Fo-Einheit wichtig zu sein (Devenish

et al. 2000).

1.2.3 Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind eine Gruppe von hoch energetischen Sauerstoffver-
bindungen, die aus einer unvollstdndigen Reduktion von molekularem Sauerstoff hervorge-
hen. In biologischen Systemen kommen vor allem Superoxide (O;’), Wasserstoffperoxide
(H20;) und Hydroxylradikale (OH-) vor (Kowaltowski et al. 2009).

Die mitochondriale Elektronentransportkette reduziert einen Grofteil des aufgenommenen
Sauerstoffes zu Wasser. Von dem aufgenommenen Sauerstoff fithren jedoch 1 — 2 % zur
ROS-Entstehung (Chance ef al. 1979). O, ist der primire reaktive Sauerstoffmetabolit, der in
den Mitochondrien entsteht, wobei vor allem die Atmungsketten-Komplexe I und III fiir die
ROS-Synthese verantwortlich sind. Im Komplex III werden Elektronen nacheinander von
Ubihydrochinon matrixfern auf Cytochrom c iibertragen oder tiber Himproteine matrixnah
auf Ubichinon tibertragen. Dabei entsteht auf beiden Seiten der inneren Mitochondrienmem-
bran als Zwischenschritt Ubisemichinon, das stark reduzierend wirkt. Auf diese Weise kann
es zur Ubertragung eines einzelnen Elektrons auf Sauerstoff kommen und damit zur Bildung
von O,". Neben dem Komplex III stellt auch der Komplex I eine ROS-Quelle dar, wobei die
ROS-Synthese an zwei verschiedenen Stellen erfolgen kann. Zum einen wird im Komplex I,
wie auch im Komplex III, eine sukzessive Elektroneniibertragung auf Ubichinon mit der vor-
riibergehenden Bildung eines Ubisemichinons fiir die ROS-Entstehung verantwortlich ge-
macht. Zum anderen kann auch die sukzessive Elektroneniibertragung vom Coenzym FMN
auf die Eisen-Schwefel-Zentren des Komplexes I zur ROS-Entstehung fiihren (Kowaltowski
et al. 2009).

Superoxid ist ein reaktives Molekiil, kann aber durch die Superoxid-Dismutase (SOD), die
sich sowohl in der mitochondrialen Matrix (Mn-SOD) als auch im Intermembranraum
(Cu/Zn-SOD) befindet, in das stabilere H,O, iiberfiihrt werden (Weisiger & Fridovich 1973).
H,0, hat mehrere mogliche Schicksale. Es kann durch die Glutathion-Peroxidase, Thioredox-
in-Peroxidase oder durch die Katalase entfernt werden. Es kann aber auch Proteine, Lipide

und Nukleinsduren direkt schiadigen, wenn die antioxidativen Systeme nicht suffizient sind.
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Dartiber hinaus kann es in der Anwesenheit von Eisen-lonen durch die Fenton-Reaktion in
das sehr reaktive Hydroxylradikal (OH-) {iberfiihrt werden. Das OH- kann Lipid-
Peroxidationskaskaden aktivieren, die z. B. Lipide der Zellmembranen schidigen und damit
schwere Stérungen der gesamten Zelle hervorrufen (Brand ez al. 2004).

Wie bereits erwéhnt, verfiigen Zellen und Mitochondrien {iber antioxidative Schutzsysteme,
die ROS abbauen und vor oxidativem Stress schiitzen. Allerdings sind Zellen und Mitochond-
rien der einzelnen Gewebe mit unterschiedlich ausgepriagten Schutzsystemen ausgestattet, so
dass einige Gewebe empfindlicher auf oxidativen Stress reagieren als andere (Johnson et al.
2007; Santiago et al. 2008).

Eine weitere Schutzmoglichkeit vor oxidativem Stress bietet das Entkoppeln der Atmung von
der ATP-Synthese durch sogenannte ,, uncoupling proteins “ (UCPs). Neben dem Protonenka-
nal der ATPase konnen die Protonen durch ein ,,Loch* in der inneren Mitochondrienmembran
wieder zuriick in die Matrix gelangen. Diese ,,Locher stellen die UCPs dar (Rousset et al.
2004). Das am besten untersuchte UCP, das UCP 1, befindet sich ausschlieBlich in Adipo-
zyten des braunen Fettgewebes. Dort sorgt der Protonen-Riickstrom fiir Thermogenese (Ni-
cholls & Locke 1984). Inzwischen sind weitere UCPs bekannt, wie das UCP 2, das in vielen
Geweben vorkommt, und das UCP 3, das vor allem im Skelettmuskel exprimiert wird. Die
Aktivierung von UCP 2 und UCP 3 fiihrt zur Entkopplung von Respiration und ATP-
Synthese, jedoch nicht zur Thermogenese. Es ist bekannt, dass eine solche Entkopplung die
ROS-Bildung in den Komplexen I und III reduziert. Die ROS-Synthese ist vom Potential der
inneren Mitochondrienmembran abhédngig, das durch den Protonengradienten entsteht bzw.
aufrechterhalten wird. Durch die Entkopplung wird {iber den Abbau des Protonengradienten

das Membranpotential gesenkt und damit auch die ROS-Entstehung (Rousset et al. 2004).

1.2.4 Das mitochondriale Genom

Mitochondrien verfiigen iiber ein eigenstdndiges Genom. Die mitochondriale DNA (mtDNA)
ist ein doppelstriangiges und zirkuldres Molekiil. Die mtDNA hat beim Menschen eine Grof3e
von 16,6 kb und codiert fiir 37 Gene. Diese Gene codieren fiir 22 tRNAs, 2 rRNAs und 13
Untereinheiten der Atmungsketten-Komplexe (Curran et al. 2007). Zu den 13 mitochondrial
codierten Untereinheiten gehoren sieben Untereinheiten des Komplexes I (Nd 1 —4, 4L, 5 und
6), die Cytochrom b Untereinheiten des Komplexes III, drei Untereinheiten des Komplexes

IV sowie zwei Untereinheiten der ATPase (ATP 6 und 8) (da Fonseca ef al. 2008).
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Die Mehrzahl der mitochondrialen Proteine wird von der nukledren DNA (nDNA) codiert, im
Zytosol synthetisiert und ins Mitochondrium transportiert (Schapira 2006).

Das mitochondriale Genom besteht nur aus codierenden Abschnitten (Exons) und besitzt kei-
ne Histone. Es befindet sich in der mitochondrialen Matrix und besitzt nur unzureichende
Fehlererkennungs- und Reparaturmechanismen. Daher ist der schiddigende Einfluss der ent-
lang der benachbarten Atmungskette entstehenden ROS sehr grof3, was sich in einer 10 bis
20fach erhohten Mutationsrate gegeniiber der nDNA bemerkbar macht (Jacksch-Angerer et
al. 1999).

Variationen innerhalb des mitochondrialen Genoms spielen eine wichtige Rolle bei der Sus-
zeptibilitit einiger Erkrankungen, z. B. neurodegenerative Erkrankungen, Diabetes mellitus
oder Krebs (Curran et al. 2007). Eine weitere Besonderheit der mtDNA besteht darin, dass sie
sich kontinuierlich repliziert. Die Replikation findet unabhédngig von der Replikation der

nDNA oder der Zellteilung statt (Schapira 2006).

1.2.5 Mitochondriale Krankheiten

Mitochondrien sind fiir das Uberleben eukaryotischer Zellen essentiell. Sie unterstiitzen den
aeroben Stoffwechsel, generieren Energie und haben wichtige Signalfunktionen. Folglich sind
Verdnderungen der mitochondrialen Proteine, hervorgerufen durch Mutationen der mito-
chondrialen oder auch nukledren DNA, mit einer verdnderten Funktionsweise der Mitochond-
rien assoziiert. Mitochondriale Mutationen sind 10 bis 20mal héufiger als nukledre Mutatio-
nen. Am héaufigsten werden Mutationen der mtDNA durch ROS verursacht, die in der At-
mungskette entstehen. Ob die Mutation zur Erkrankung fiihrt, ist abhidngig vom prozentualen
Anteil der mutation-tragenden Mitochondrien der Zelle (Schon ef al. 1997). Da die Mutatio-
nen mit Abweichungen der oxidativen Phosphorylierung einhergehen, machen sich diese Ver-
dnderungen vor allem in Geweben mit hohem Energiebedarf bemerkbar, z. B. ZNS, Skelett-
muskel, Herz, Auge, Ohr und Endokrinum (Johns 1995).

Beim Menschen sind vor allem Deletionen und Punktmutationen bei mitochondrialen Genom-
variationen beschrieben. Deletionen waren die ersten beschriebenen mtDNA-Verdnderungen
(Holt et al. 1988). Die beim Menschen hiufigste Deletion ist 5 kb lang und befindet sich in
der Region zwischen den Genen fiir Cytochrom b und der Untereinheit 2 des Komplexes IV.
Sie ist mit bestimmten Erkrankungen assoziiert, wie der chronisch progredienten Ophthalmo-

plegie, dem Kearns-Sayre-Syndrom und dem Pearsson-Syndrom (Schapira 2006).



1 FEinleitung 12

Es sind mehr als 100 Punktmutationen in protein-codierenden Genen sowie in den Genen fiir
tRNAs und rRNAs bekannt. Ihr klinisches Bild ist mannigfaltig und beinhaltet Syndrome wie
z. B. das MERRF-Syndrom (myoklone Epilepsie mit , ragged red fibres‘), das MELAS-
Syndrom (mitochondriale Enzephalopathie, Laktatazidose und schlaganfall-dhnlichen Episo-
den) und die Lebersche hereditdre Optikusneuropathie (LHON). Durch Punktmutationen kon-
nen auch oligosymptomatische Krankheitsbilder ausgelost werden, wie Diabetes mellitus,
Kardiomyopathie oder Myopathie (Chinnery 2006).

Eine weitere hiufige mtDNA-Mutation betrifft das mt-fRNA*-Gen (Goto et al. 1990). Diese
Mutation weist eine Vielzahl von klinischen Manifestationen auf. Oftmals ist sie mit dem
T2DM assoziiert. Diese Mutation gilt als hédufigste bekannte molekulare Ursache fiir den
T2DM und ist fiir 0,5 — 1 % aller Erkrankungen verantwortlich (Wallace & Lott 2002). Auch
mitochondriale Transkriptionsfaktoren kénnen mit Erkrankungen assoziiert sein. Eine Inakti-
vierung des mitochondrialen Transkriptionsfaktors 7fam fiihrte in einem Tiermodell zu erhoh-
ten Blutglucosewerten und gesteigerter Apoptose von B-Zellen (Silva et al. 2000).

Es muss beachtet werden, dass ein und dieselbe Mutation zu verschiedenen Erkrankungen
fithren kann. Das gilt auch umgekehrt: eine bestimmte Erkrankung kann durch verschiedene

Mutationen ausgelost werden (Schapira 2006).
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1.3 Insulinsekretion und Insulinwirkung

1.3.1 Insulinsekretion

Das Pankreas besteht aus einem endokrinen und einem exokrinen Anteil, wobei der endokrine
Anteil, die Langerhansschen Inseln, lediglich 1 % der Gesamtmasse ausmacht (Hedeskov
1980). Der exokrine Teil produziert und sezerniert Verdauungsenzyme, wéihrend der endokri-
ne Teil Hormone synthetisiert und sezerniert. Die Langerhansschen Inseln bestehen zum
Grofteil (80 %) aus insulin-produzierenden B-Zellen. Dariiber hinaus befinden sich in den
Inseln o-Zellen, die Glucagon synthetisieren, d-Zellen, die Somatostatin synthetisieren und
PP-Zellen, die pankreatisches Polypeptid produzieren (Larsson et al. 1976). Die Inseln sind
gut vaskularisiert, so dass die Hormone schnell ins Blut abgegeben werden kénnen (Hedeskov
1980).

Betazellen haben die Aufgabe die Konzentration insbesondere von Blutglucose aber auch von
anderen Sekretagoga zu messen und die Insulinsekretion entsprechend den Bediirfnissen an-
zupassen. Glucose gelangt tiber den Glucosetransporter GLUT 1 (Mensch) bzw. GLUT 2
(Nagetier) in die B-Zelle und wird dort durch die Glucokinase phosphoryliert (Wiederkehr &
Wollheim 2006). Die Glucokinase gilt als Schliisselenzym und bestimmt das Ausmal} der sich
anschlieBenden Glykolyse und der Erzeugung von Pyruvat (Matschinsky 1996). Das bei der
Glykolyse frei werdende NADH + H' wird durch mitochondriale Transportsysteme, wie
Glycerophosphat- und Malat/Aspartat-Shuttle in die Mitochondrien transportiert, so dass es
reoxidiert werden kann. Pyruvat, das Endprodukt der Glykolyse wird nach der Umwandlung
in Oxalacetat im Citrat-Zyklus weiter abgebaut. Die im Citrat-Zyklus frei werdenden Reduk-
tionsdquivalente werden in der Atmungskette unter Gewinnung von ATP reoxidiert, so dass
das ATP/ADP-Verhiltnis ansteigt (Wollheim & Maechler 2002). Dieser Anstieg fiihrt zu ei-
ner Inhibition ATP-sensitiver Kaliumkanéle (Katp), wodurch die Plasmamembran der B-Zelle
depolarisiert wird (Maechler et al. 1998). Durch die Depolarisation 6ffnen sich spannungsab-
hingige Kalziumkandle und Kalzium stromt in die B-Zellen. Der erhohte Kalziumspiegel
fiihrt zur Exozytose, ein Prozess, bei dem die Granula, in denen das Insulin gespeichert ist,

mit der Plasmamembran fusionieren und Insulin nach extrazelluldr abgeben (Rorsman 1997).
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1.3.2 Insulinwirkung

Trotz diskontinuierlicher Nahrungsaufnahme liegt die Blutglucose beim stoffwechselgesun-
den Menschen fast immer in einem engen Bereich zwischen 4 und 7 mmol/l. Diese strenge
Kontrolle wird durch ein Gleichgewicht zwischen Glucoseaufnahme aus dem Gastrointes-
tinaltrakt in das Blut, Gluconeogenese in der Leber sowie Glucoseaufnahme in die glucose-
metabolisierenden Gewebe erhalten (Saltiel & Kahn 2001). In vielen Geweben wird Insulin
fur die Glucoseaufnahme oder Regulierung von Signalkaskaden bendtigt. Man bezeichnet
diese Gewebe daher auch als insulinabhidngige oder insulinempfindliche Gewebe. Aufgrund
der Masse und der Stoffwechselbedeutung machen Skelettmuskulatur, Fettgewebe und Leber
den groBten Anteil der insulinempfindlichen Gewebe aus (Loffler ef al. 2006).

Insulin steigert die Glucoseaufnahme in der Muskulatur sowie im Fettgewebe und inhibiert
die hepatische Gluconeogenese. Auf diese Weise dient Insulin primér als Regulator der Blut-
glucosekonzentration. Dartiber hinaus stimuliert Insulin das Zellwachstum und die Zelldiffe-
renzierung. Desweiteren unterstiitzt Insulin die Speicherung von energiereichen Substraten in
Fettgewebe, Leber und Muskulatur (Saltiel & Kahn 2001).

Zellen insulinabhéngiger Gewebe verfligen iiber einen in der Zellmembran lokalisierten Insu-
linrezeptor. Der Insulinrezeptor besteht aus zwei extrazelluldren a-Untereinheiten und zwei
transmembrandsen B-Untereinheiten, die liber eine Tyrosinkinase-Aktivitit verfiigen. Durch
die Bindung von Insulin an die a-Untereinheit wird eine Autophosphorylierung der beiden -
Untereinheiten induziert (Chang et al. 2004). Diese Autophosphorylierung 16st eine Kaskade
von intrazelluldren Phosphorylierungen aus, die Proteininteraktionen und Enzymaktivitdten
regulieren. Substrate des Insulinrezeptors sind vor allem die Insulinrezeptorsubstrate (IRS) 1
und 2 aber auch andere Proteine (Taniguchi ez al. 2005). Diese aktivierten Substrate aktivie-
ren wiederum weitere Kinasen und initiieren verschiedene Signalwege, die die intrazelluldren
Wirkungen des Insulins vermitteln. Eine von IRS 1 ausgehende Signalkaskade fiihrt zur Akti-
vierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K). Eine durch PI3K vermittelte Signalkaska-
de aktiviert wiederum die Translokation von GLUT 4 aus intrazelluldren Speichern in die
Zellmembran. Durch GLUT 4 kénnen Myozyten und Adipozyten Glucose aus dem Blut auf-
nehmen, so dass die Translokation von GLUT 4 die intrazelluldre Glucoseaufnahme steigert

(Youngren 2007).
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1.4 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist es,

1. den Einfluss der Mutation des mt-A#p-8-Gens in einem Tiermodell fiir den Diabetes
mellitus Typ 1 zu untersuchen. Hierbei sollte neben der Langzeituntersuchung des au-
toimmunen Diabetes unter Standardbedingungen auch auf Verinderungen unter meta-

bolischer Belastung (fettreiche Didt) eingegangen werden.

2. die Rolle der Genvariation des mt-A#p-8-Gens beziiglich der Suszeptibilitit gegeniiber
metabolischem Stress zu untersuchen. Hierbei sollte insbesondere auf Verdnderungen
des Glucosemetabolismus unter metabolischem Stress (fettreiche Diit) eingegangen

werden.

3. mogliche, durch die Mutation des mt-A#p-§-Gens hervorgerufene Verdnderungen der
mitochondrialen Basisfunktionen zu identifizieren. Dabei sollten sowohl Mitochond-
rien des fiir den T1DM suszeptiblen NOD Stammes als auch Mitochondrien des B6

Stammes untersucht werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Material

Adenosindiphosphat (ADP)
Adenosintriphosphat (ATP)
Albumin bovine Fraction V pH 7
Amplex Red Kit
Anti-Meerschweinchen IgG
Antimycin

Aprotinin

Araldite (Epoxidharz)
Beta-Mercaptoethanol

Biotin

Bleicitrat

CaCl, 2H,0

Collagenase P

D-Glucose

Diaminobenzidin

Diethanolamin
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiaminotetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)
Eisessig

Fetales Kélberserum (FCS)
Glutaraldehyd

H,0,

Hamatoxylin

HCI

HEPES

lod-Losung

KClI

Bezugsquelle

Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Dianova, Hamburg
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Ferak, Berlin

Serva, Heidelberg
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Ferak, Berlin
Mundipharma, Limburg

Sigma, Miinchen
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Ketamin

KH,PO4

Laktatdehydrogenase

Leupeptin

Mannitol
Meerschweinchen-anti-Insulin-Antikdrper
Methanol

MgCl,

MgSO4 -7TH,O

Mouse Insulin-ELISA Kit

NaCl

NaCO,

NADH

NaHCOs3

Na,HPO, -2H,0

NaH,PO4 ‘-H,O

NaN3

Oligomycin

0sOy
p-Nitrophenylphosphat-Dinatrium
Penicillin/Streptomycin

Pepstatin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)
Phosphoenolpyruvat

Pierce BCA Kit

Pyruvatkinase

Quant-it Pico Green ds-DNA-Kit
Roti-Histokitt

Roti-Histol

Schweineinsulin

Schweineserum

Streptavidin (mit Peroxidase markiert)

Succinat

Essex, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Dako, Hamburg
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Mercodia, Uppsala, Schweden

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Pierce, Rockford, USA
Sigma, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Dako, Hamburg
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
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Sucrose

Tris-HCl

Tween

Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA Kit
Uranylacetat

VLE RPMI-1640 Medium

Xylazin

Ziege-anti-Maus IgG

Geriite

Bulldog-Klemme gerade 16 mm
Bulldog-Klemme gebogen 14 mm
Elektronenmikroskop EM 902A
Glucometer Free Style Mini
Kurzkapillaren (EDTA-beschichtet)
Laborwaage Laboratory LC 620 S
Mikrotiterplatten

Omnican 100 Spritzen

Omnifix F Spritzen
Operationsmikroskop

Oxygraph DW 1 Clark-Elektrode
Petrischalen

Pinzette anatomisch

Pipetten

Potter Elvehjem

Préparierschere

Stereomikroskop

Sterican Kaniilen Gr. 18
Ultramikrotom Ultracut SWS
Wasserbad

Zentrifuge

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Mercodia, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Bayer, Leverkusen

Sigma, Miinchen

Bezugsquelle

Aesculap, Tuttlingen
Aesculap, Tuttlingen
Zeiss, Gottingen
Abbott, Wiesbaden
Sarstedt, Niimbrecht
Sartorius, Géttingen
Sarstedt, Niimbrecht
Braun, Melsungen
Braun, Melsungen
Zeiss, Gottingen
Hansatech, Reutlingen
Greiner, Frickenhausen
Aesculap, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Sigma, Miinchen
Aesculap, Tuttlingen
Zeiss, Gottingen
Braun, Melsungen
Leica, Wetzlar

GLF, Burgwedel
Eppendorf, Hamburg
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2.2 Tiere und Tierhaltung

Es wurden die Maustamme NOD/Lt] (NOD) sowie die conplastischen Stimme NOD/LtJ-
mt"BN NODmt""®), C57BL/6J-mt" VBN (Bémt"®) und C57BL/6J-mt** ! (B6mt***) unter-
sucht, die sich lediglich an wenigen Stellen im mitochondrialen Genom unterscheiden.
Conplastische Mausstimme wurden erzeugt, indem die Weibchen des mitochondrialen
Donorstammes mit Ménnchen des gewihlten Hintergrundstammes verpaart wurden. An-
schlieBend wurden die weiblichen Nachkommen {iber zehn Generationen mit Médnnchen des
Empfiangerstammes zuriickgekreuzt. Die Nachkommen wurden nun als rein conplastisch an-
gesehen und konnten fiir Untersuchungen genutzt werden.

Das mitochondriale Genom des Stammes B6mt' 2 und des Stammes B6mt"“XR

sind im mito-
chondrialen (mt)-A4#p-8-Gen polymorph.

Die NOD Maus ist ein klassisches Modell fiir den Diabetes mellitus Typ 1. Die Ubertragung
des mitochondrialen FVB/N-Genoms auf den NOD/LtJ-Hintergrund diente der Untersuchung
des Einflusses dieser mitochondrialen Mutation auf die immunologische Situation des NOD
Hintergrundes. Das mitochondriale Genom des Stammes NOD ist gegeniiber NODmt' '® an
drei Stellen polymorph, neben dem mt-A4#p-8-Gen auch im mt-Cox-I/I-Gen sowie in einem
Bereich der mt-t-rna™.

Bei der Mutation des mt-A#p-8-Gens handelt es sich um eine Substitution von Guanin gegen
Thymin an Position 7778. Daraus resultiert ein Austausch von Aspartat gegen Tyrosin an der
Stelle der 5. Aminosdure des N-terminalen Endes der ATP-8 Untereinheit.

Alle Tiere stammten aus der Zentralen Tierhaltung der Medizinischen Fakultit der Universitét
Rostock. Die Tiere erhielten, wenn nicht anders vermerkt, ein kommerzielles, pelletiertes Al-
leinfuttermittel und Wasser ad libitum. Die Raumtemperatur betrug 20 + 2 °C bei einer Luft-
feuchtigkeit von 50 = 5 %. Der Hell- Dunkelzyklus betrug jeweils zwolf Stunden und die Tie-
re waren frei von Viren und anderen Krankheitserregern (nach FELASA-Richtlinien).

Alle Tierversuche wurden von der Bezirksregierung Rostock genehmigt (Antragsnummer

LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-008/09).
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2.3 Lipidbelastungsstudie

Um zu untersuchen, ob Lipotoxizitdt die Funktion der pankreatischen B-Zellen von normo-
glykimischen B6mt" 2, Bomt™*®, NODmt"® und NOD Tieren beeinflusst, erhielten die Tie-
re iber zwolf Wochen eine fettreiche Diét (60 % cal aus Fett) oder eine fettarme Kontrolldiét
(10 % cal aus Fett). Die Lipidbelastungsstudie begann in der 4. Lebenswoche der Tiere und
endete in der 16. Lebenswoche. Die Tiere wurden jeweils zu viert in einem Kéfig gehalten
und hatten freien Zugang zu Futter und Wasser.

Am Ende der Lipidbelastungsstudie wurden Serumproben zur Bestimmung der Serum-
insulinspiegel von einer Kohorte (n = 5 — 10) entnommen, der zuvor 4 bis 6 Stunden das Fut-
ter entzogen wurde. Eine andere Kohorte (n = 4) wurde fiir Untersuchungen zur Glucosetole-
ranz und zur Insulinsensitivitit genutzt (s. Kap. 2.3.3). Eine weitere Kohorte (n = 4) wurde fiir
die ex vivo stimulierte Insulinsekretion (s. Kap. 2.3.5) verwendet. Bei einer letzten Kohorte (n

= 6) wurden die Pankreata zur histologischen Untersuchung entnommen (s. Kap. 2.3.6).

2.3.1 Blutentnahmen und Gewichtsbestimmung

2.3.1.1 Blutentnahme aus der Schwanzvene

Die Schwanzspitze der Tiere wurde eingeritzt und eine kleine Menge Blut entnommen.
2.3.1.2 Retrobulbdire Blutentnahme

Die Tiere wurden mit einem Narkosemix (Ketamin 60 % + Xylazin 40 %) narkotisiert. Mit
einer EDTA-beschichteten Kurzkapillare wurden die Tiere retrobulbér entblutet. Diese Form
der Blutentnahme wurde nur vor der Isolation der pankreatischen Inseln durchgefiihrt.

2.3.1.3 Bestimmung des Korpergewichtes

Das Korpergewicht der Tiere fiir die Lipidbelastungsstudie wurde wochentlich mit einer La-
borwaage bestimmt.

Fiir die Untersuchungen zur Auswirkung des mt"" °-Hintergrundes auf das Autoimmunge-

schehen der NOD Maus wurde das Korpergewicht alle zwei Wochen bzw. monatlich be-

stimmt (s. Kap. 3.1.2).
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2.3.2 Bestimmung des Insulingehaltes im Serum

Fiir die Bestimmung des Seruminsulingehaltes wurden B6mt™*?, Bémt**}, NODmt""® und
NOD Tieren unter fettreicher Diit als auch unter fettarmer Didt im Alter von 8 Wochen bzw.
8 und 16 Wochen 50 pl Blut aus der Schwanzvene entnommen. Die Gruppen bestanden aus 5
bis 10 Tieren.

Die Ermittlung des Insulingehaltes erfolgte mit dem Ultrasensitive Mouse Insulin-ELISA Kit
(Mercodia, Schweden). In die jeweiligen Vertiefungen wurden 5 pl der Serumprobe pipettiert
und mit 45 pl des mitgelieferten Null-Standards aufgefiillt. Der weitere Versuchsablauf des
Insulin-ELISAs entsprach der Anleitung des Herstellers.

2.3.3  Glucosetoleranz und Insulinsensitivitiit

2.3.3.1 Bestimmung der Blutglucose

Die Schwanzspitze der Tiere wurde eingeritzt und eine kleine Menge Blut (ca. 0,3 pl) ent-
nommen. Die Messung erfolgte mit dem Glucosemessgerit Free Style Mini nach der Gluco-
seoxidase-Methode.

Die Blutglucose der Tiere fiir die Lipidbelastungsstudie wurde wochentlich gemessen.

Fiir die Untersuchungen der Auswirkung des mt"""-Hintergrundes auf das Autoimmunge-
schehen der NOD Maus wurde die Blutglucose wochentlich bzw. zweimal pro Woche be-
stimmt (s. Kap. 3.1.1).

Die Tiere wurden als diabetisch angesehen, wenn die Blutglucosekonzentrationen an zwei

aufeinanderfolgenden Messungen mehr als 9 mmol/l betrugen.

2.3.3.2 Intraperitonealer Glucosetoleranztest

Die Glucosetoleranz wurde an Tieren im Alter von zwolf Wochen unter fettreicher (60 % cal
aus Fett) und fettarmer Diét (10 % cal aus Fett) untersucht. Dazu wurde den Tieren 4 bis 6
Stunden das Futter entzogen und anschlieBend 1,5 mg Glucose pro Gramm Korpergewicht
intraperitoneal injiziert. Die Blutglucose wurde direkt vor der Injektion bestimmt (Zeitpunkt

0) sowie nach 15, 30, 45, 60 und 90 Minuten. Jede Gruppe bestand aus vier Tieren.
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2.3.3.3 Intraperitonealer Insulinsensitivitditstest

Die Insulinsensitivitit wurde an Tieren im Alter von zwo6lf Wochen unter fettreicher (60 %
cal aus Fett) und fettarmer Didt (10 % cal aus Fett) untersucht. Dazu wurde den Tieren 4 bis 6
Stunden das Futter entzogen. Pro Gramm Korpergewicht wurden den Tieren 0,8 U Insulin
intraperitoneal injiziert. Die Blutglucose wurde direkt vor der Injektion gemessen (Zeitpunkt

0) sowie nach 15, 30, 45, 60 und 90 Minuten. Jede Gruppe enthielt vier Tiere.

2.3.4 Isolation der pankreatischen Inseln

2.3.4.1 Losungen und Medien

A) Collagenase-Losung

1 mg Collagenase P
I ml PBS
B) RPMI-Medium

Standard RPMI-Medium (5 mmol/l Glucose)
10 % FCS
0,1 % Pen-Strep (Penicillin 10.000 U/ml + Streptomycin 10 mg/ml)

2.3.4.2 Inselisolation

Nach Betdubung mit einer Narkoselosung (Ketamin 60 % + Xylazin 40 %) wurden dem Tier
ein Grofteil seines Blutvolumens durch retrobulbédre Blutentnahme entnommen (0,5 — 1 ml).
Danach erfolgte die Totung des Tieres durch zervikale Dislokation. AnschlieBend wurde das
Abdomen kaudomedial durch einen Scherenschnitt durch Haut und Muskulatur erdffnet.
Beidseits der Medianen wurde der Schnitt nach lateral erweitert und die entstandenen Lappen
nach laterokranial verlagert. Der Darm wurde nach links verlagert, so dass die Aorta sichtbar
wurde. AnschlieBend wurde das Tier durch Aortenpunktion entblutet, die Darmschlingen
wieder zuriick verlagert und die Papilla duodeni major aufgesucht. Rechts der Papille wurde
das Duodenum mit einer geraden Bulldogklemme ligiert, um die Einmiindung des Ductus

choledochus in das Duodenum zu markieren. Danach wurde der Ductus choledochus distal
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der Einmiindung der groflen Gallengéinge mit einer kleineren, gebogenen Bulldog-Klemme
unterbunden, um eine spétere Perfusion der Leberlappen zu vermeiden.

Unter einem Operationsmikroskop wurde nun die Papilla duodeni major mit einer Kantile (0,3
x 12 mm) punktiert und iiber diese 1 ml Collagenase-Losung in das Pankreas injiziert. Dabei
wurde der Ductus choledochus zusétzlich mit einer anatomischen Pinzette proximal der Kanii-
lenoffnung komprimiert. AnschlieBend wurde das infundierte Organ entnommen und in ein
15 ml Falcon-Roéhrchen iiberfiihrt. Der Verdau erfolgte bei 37 °C iiber 7 bis 11 Minuten. Da-
bei wurde das Pankreas erstmals nach finf Minuten fiir wenige Sekunden leicht geschwenkt
und das Schwenken alle zwei Minuten wiederholt. Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurde
der Verdau durch kurzes, kréftiges Schiitteln per Hand (etwa 30 Sekunden) und Auffiillen des
GefidBes mit 14 ml des vorbereiteten, eiskalten RPMI-Mediums abgestoppt. Da die verwende-
te Collagenase P unterschiedliche Aktivitdt aufwies, ergab sich die genaue Dauer der Inkuba-
tion aus den Erfahrungen vorangegangener Versuche.

Das Pankreas wurde anschlieBend zweimal gewaschen, in dem es jeweils zwei Minuten bei
1000 rpm (Raumtemperatur) zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in eiskaltem, vorbereitetem RPMI-Medium resuspendiert.

Nach dem Waschen wurde das angedaute Gewebe in eine Petrischale {iberfiihrt. Unter einem
Stereomikroskop wurden nun die Inseln ziigig herauspipettiert und von noch anhaftendem
Gewebe befreit. Dabei wurden sie dreimal mit eiskaltem, vorbereitetem RPMI-Medium ge-
waschen. Zum Schluss wurde den isolierten Inseln vorbereites RPMI-Medium zugefiigt und

die Inseln 24 Stunden zur Regeneration bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

2.3.5 Exvivo Stimulation der isolierten Pankreasinseln

2.3.5.1 Losungen

A) Krebs-Ringer-Stammlosung (KR-Stammlosung)

120 mM NaCl

4,7 mM KCI

1,2 mM KH,POy4

1,2 mM MgSO, -7H,O

2,9 mM CaCl, 2H,O
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B) Krebs-Ringer-Komplettlosung (KR-Komplettlosung)

250 ml KR-Stammlosung
0,596 g HEPES

0,105 ¢g NaHCO:;

1,25¢ BSA

pH 7,4

C) Krebs-Ringer-Losungen (KR-Losungen)

KR-Komplettlosung + KCl 40 mM
KR-Komplettlosung + Glucose 16,7 mM
KR-Komplettlosung + Glucose 2,8 mM

2.3.5.2 Ex vivo Stimulation

Die ex vivo Stimulation wurde an 16 Wochen alten, normoglykdmischen B6thVB, B6mtAKR,
NODmt""® und NOD Tieren unter fettreicher als auch unter fettarmer Diéit durchgefiihrt.

Die am Vortag isolierten Inseln wurden zundchst zweimal durch 30-mintitige Inkubation in
KR-Komplettlgsung bei 37 °C und 5 % CO, gewaschen. Anschliefend wurden unter einem
Stereomikroskop jeweils 20 Inseln pro Vertiefung in eine 24-Well-Platte pipettiert und die
Inseln wiederum eine Stunde mit KR-Komplettlosung bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Da-
nach wurden die Inseln mit den KR-Losungen zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Inkuba-
tion mit 2,8 mM Glucose diente als substimulatorische Kontrolle. Nach zwei Stunden wurden
die Inseln von der KR-Lésung durch Zentrifugieren getrennt und der Uberstand bis zur weite-
ren Analyse bei -20 °C gelagert. Die Inseln wurden einmal mit KR-Stammlésung gewaschen.
Mit Hilfe von Ultraschall wurden die Zellen zerstort, um in einem weiteren Versuch den Insu-

lingehalt der Zellen zu ermitteln. Anschliefend wurden die Zellen bei -20 °C gelagert.

2.3.5.3 Bestimmung des Insulingehaltes

Die Menge des sezernierten Insulins im Uberstand sowie der Insulingehalt der Zellen wurde
mittels Mouse Insulin-ELISA Kit (Mercodia, Schweden) bestimmt und dabei nach den Anga-
ben des Herstellers verfahren. Die Bestimmung des Insulingehaltes erfolgte mittels der Cubic-

spline Regression des Programms Graph Pad Prism.
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2.3.5.4 Bestimmung des ds-DNA-Gehaltes

Die Bestimmung des ds-DNA-Gehaltes der Inseln erfolgte, um den Insulingehalt des Uber-
standes und der Pankreasinseln direkt vergleichen zu konnen, da die InselgroBe differierte.

Die Bestimmung des ds-DNA-Gehaltes erfolgte mit dem Quant-it Pico Green ds-DNA-Kit
(Invitrogen, Karlsruhe). Die zu untersuchenden Substanzen und Standardlésungen wurden mit
definierter Konzentration auf eine unbeschichtete Mikrotiterplatte aufgetragen. Anschlieend
wurde ein Fluoreszenzfarbstoff (Picogreen) hinzugefiigt, der spezifisch an ds-DNA bindet.
Nach vier Minuten Inkubationszeit wurde die Intensitidt der Fluoreszenz photometrisch ermit-

telt (Anregung bei 485 nm, Emission bei 535 nm).

2.3.6 Histologische Untersuchungen

2.3.6.1 Hdamatoxylin-Eosin-Fdrbung

Losungen

A) Hdmatoxylin-Losung

Hématoxylin wurde 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt.

B) Eosin-Losung

200 ml 0,5 % Eosin-Losung wurden mit 2 bis 3 Tropfen Eisessig versetzt.

C) Salzsaurer Ethanol

200 ml 60 % Ethanol wurden mit 20 Tropfen konzentrierter Salzsdure versetzt.

Hiimatoxylin-Eosin-Firbung

Zur histomorphologischen Beurteilung wurden die formalinfixierten Pankreata in Paraffin
eingebettet, 5 um dicke Schnitte angefertigt und nach Fixation mittels Himatoxylin und Eosin
gefarbt.

Dafiir wurden die Schnitte zundchst mit Roti-Histol (Xylol-Ersatz) entparaffinisiert und in
absteigender Ethanolreihe rehydriert (jeweils fiinf Minuten zweimal 96 % Ethanol, 80 %
Ethanol und 60 % Ethanol). AnschlieBend wurden die Praparate fiinf Minuten in Aqua dest.
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gewaschen und danach fiir 25 Minuten in Himatoxylin-Lésung inkubiert. Nach Ende der In-
kubationszeit wurden die Schnitte in lauwarmem Leitungswasser gespiilt und fiir 30 Minuten
in salzsaurem Ethanol inkubiert. Danach wurden die Schnitte 15 Minuten unter flieBendem
Leitungswasser gewaschen. Es folgte die Dehydrierung in aufsteigender Ethanolreihe bis zum
Roti-Histol. Dafiir wurden die Priparate nur kurz in die unterschiedlich konzentrierten Etha-
nol-Losungen eingetaucht (60 % Ethanol, 80 % Ethanol, zweimal 96 % Ethanol), anschlies-
send in Roti-Histol tiberfiihrt und fiinf Minuten inkubiert. Die Roti-Histol-Inkubation wurde
einmal fiir zehn Minuten wiederholt. Danach wurden die Schnitte mit Roti-Histokitt einge-

deckt.

2.3.6.2 Immunhistochemie

Um zu untersuchen, ob sich unter Lipidbelastung die Morphologie der pankreatischen Inseln
verdndert und, ob sich die fettreiche Didt auf die Auspriagung der Insulitis auswirkt, wurden
immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt.

Dafiir wurden den nach Betdubung durch zervikale Dislokation gettteten Tieren die Pankreata
entnommen und in 4 % Paraformaldehyd fixiert. Anschlieend wurden die Gewebeproben in
Paraffin eingebettet und in 4 — 5 pm diinne Scheiben geschnitten und auf Objekttrager fixiert.
In der Folge wurde die endogene Peroxidase mit 0,3 % H,O, in Methanol blockiert. Zur Ver-
meidung unspezifischer Bindungen mit den Antiseren, wurden die Gewebsschnitte mit
Schweineserum behandelt. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit Meerschweinchen-anti-
Insulin-Antikorper (1:500) als ersten Antikoérper und danach mit Anti-Meerschweinchen-IgG
(1:100) als zweiten Antikorper. Der Komplex aus Biotin und Peroxidase-markierten Strepta-
vidin diente dem Nachweis der spezifischen Antikorperbindung. AnschlieBend wurden die
Peroxidasemolekiile mit Diaminobenzidin und 0,002 % H,0O; in 0,15 M PBS (pH 7,4) geférbt.
Die Zahl der Inseln wurde in randomisiert und blind ausgewéhlten Blickfeldern ermittelt. Die
GroBe der Inseln wurde mit Hilfe /mage J Software gemessen. Es wurden die Pankreata von
normoglykiamischen B6mt™", B6mt***, NODmt™"® und NOD jeweils unter fettreicher als
auch unter fettarmer Diét untersucht. Pro Genotyp und Didt wurden zweimal vier Blickfelder

ausgewertet.
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2.3.6.3 Elektronenmikroskopie

Natrium-Phosphat-Puffer

0,2 M NaH2P04
0,2 M NazHPO4
pH 7,2

Elektronenmikroskopie

Um zu untersuchen, ob sich die Lipidbelastung auf die Morphologie der Mitochondrien im
Pankreas auswirkt, wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt.

Dafiir wurden den nach Betdubung durch zervikale Dislokation gettteten Tieren die Pankreata
entnommen und mit 4 % Glutaraldehyd in 0,1 M Natrium-Phosphat-Puffer fiir eine Stunde
fixiert. AnschlieBend wurden Gewebeblocke préipariert, in PBS gewaschen und in 1 % OsOg4
fiir eine Stunde fixiert. Danach wurden die Praparate mit Alkohol entwéssert und in Araldite
(Epoxidharz) eingebettet. Mit dem Ultramikrotom Ultracut SWS wurden ultradiinne Schnitte
angefertigt. Diese wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat angefdrbt und mit dem Elektronen-
mikroskop EM 902 A untersucht.

In den randomisiert und blind ausgewihlten Blickfeldern mit einer GréBe von 13 um” wurde
die Anzahl der Mitochondrien gezéhlt und die Gré8e mit Image J Software ausgemessen.

Es wurden acht Blickfelder pro Genotyp und Diét (ca. 80 Mitochondrien) analysiert.
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2.4 Auswirkungen des mt" ' °-Hintergrundes auf das Autoimmungesche-

hen der NOD Maus

Fiir diese Studie wurden NOD und NODmt' V2 Tiere iiber einen Zeitraum von 36 Wochen

beobachtet (4. bis 40. Lebenswoche).
2.4.1 Bestimmung der Insulin-Autoantikorper

Alle zwei Wochen wurde Serum von NOD und NODmt"*® auf Insulin-Autoantikdrper unter-
sucht. Dafiir wurden 50 pl Blut aus der Schwanzvene entnommen (s. Kap. 2.3.1.1).
Die Blutentnahme erfolgte zwischen der 12. und 32. Lebenswoche alle zwei Wochen. Das

Serum wurde abzentrifugiert und bis zur spiteren Analyse bei -20 °C gelagert.

2.4.1.1 Substratpuffer

1 mmol/l Diethanolamin
3 mmol/l NaN;
0,5 mmol/l MgCl,

2.4.1.2 Ermittlung des Insulin-Autoantikorper-Gehaltes

Die Bestimmung des Insulin-Autoantikorper-Gehaltes aus dem Serum erfolgte nach der Me-
thode von Bonifacio (Bonifacio ef al. 2001).

Mikrotiterplatten wurden iiber Nacht bei 4 °C mit Schweine-Insulin (1 pg/ml) sowie Be-
schichtungspuffer (0,05 mM NaHCO3/NaCQO,) inkubiert (coating). Nicht gebundene Insulin-
molekiile wurden nach der Inkubation mit PBS-0,05 % Tween ausgewaschen. Anschliefend
wurden die Vertiefungen mit 200 pul PBS-0,05 % Tween gefiillt, um freie Bindungsstellen am
Plattenmaterial zu besetzen (blocking). Wiederum erfolgte nach der Inkubation das Auswa-
schen der nicht gebundenen Substanzen mit PBS-0,05 % Tween. Nun wurden 100 pl der
zehnfach verdiinnten Serumproben in die Vertiefungen pipettiert und fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. So konnten die Insulin-Autoantikorper an den auf der Platte fest
verankerten Insulinmolekiilen binden. Danach wurden die Platten fiinfmal mit PBS-0,05 %
Tween gewaschen. Um die Antikorperkonzentration zu messen, wurde ein mit alkalischer-

Phosphatase-konjugierter Ziege-anti-Maus IgG-Antikorper auf die Mikrotiterplatten aufgetra-
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gen und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten
fiinfmal mit PBS-0,05 % Tween gewaschen. Danach wurde das in Substratpuffer geloste p-
Nitrophenylphosphat-Dinatrium hinzugegeben. Dieses Substrat wurde durch die am zugefiig-
ten Antikorper gebundene alkalische Phosphatase in einer Farbreaktion umgesetzt. Die Platten

wurden photometrisch bei 405 nm analysiert.
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2.5 Untersuchungen der Auswirkungen des mt"'°-Genotyps auf mito-

chondriale Funktionen
2.5.1 Mitochondrien-Isolation aus Leber und Milz

2.5.1.1 Mitochondrien-Isolation aus der Milz

Puffer

A) Isolationspuffer

0,2 mM EDTA

0,25M Sucrose

10 mM Tris-HCI pH 7,8
1 pg/ml Leupeptin

I pg/ml Pepstatin A

0,3 mM PMSF

B) EDTA/MSH-Puffer

210 mM Mannitol
70 mM Sucrose
5mM HEPES

1 mM EDTA

Mitochondrien-Isolation aus der Milz

Fiir die Mitochondrien-Isolation wurden normoglykéimische Bémt""®, B6mt**®, NODmt"®
und NOD Tiere unter Standarddiét verwendet. Jede Gruppe bestand aus 3 bis 6 Tieren.

Nach Betdubung mit einer Narkoselosung (Ketamin 60 % + Xylazin 40 %) erfolgte die T6-
tung des Tieres durch zervikale Dislokation. AnschlieBend wurde die Milz aufgesucht und
herausprépariert.

Die Gewebeproben wurden bis zur weiteren Verwendung in PBS auf Eis gelagert. Ein 10 ml
Potter-Elvehjem wurde auf Eis vorgekiihlt und mit 8 ml Isolationspuffer (ATPase-Aktivitét)
bzw. EDTA/MSH-Puffer (H,O,-Produktion) gefiillt. Jeweils maximal 0,5 g der Gewebepro-

ben wurden in kleine Stiicke geschnitten (2 x 2 mm) und mit Hilfe des Potters homogenisiert.
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Das Homogenisat wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und zentrifugiert (10 Minu-
ten, 1000 g, 4 °C). Der Uberstand enthielt die Mitochondrien. Diese wurden in ein neues 1,5
ml Reaktionsgefdl3 iiberfithrt. Die Mitochondrien wurden ein weiteres Mal zentrifugiert (15
Minuten, 12000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet, das nun die Mito-
chondrien enthielt, in dem Isolationspuffer (ATPase-Aktivitit) bzw. EDTA/MSH-Puffer
(H20,-Produktion) resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt. Das Pellet
wurde nun in 100 pl Isolationspuffer (ATPase-Aktivitdt) bzw. EDTA/MSH-Puffer (H,O,-
Produktion) resuspendiert. Alle Mitochondrien einer Gewebeprobe wurden gepoolt und der
Gesamtproteingehalt des Pools ermittelt. Fiir die Bestimmung des Proteingehaltes wurde das
Pierce-BCA-Kit (Pierce, USA) verwendet und nach der Gebrauchsanweisung des Herstellers
vorgegangen. AnschlieBend wurden die Proben mit Isolationspuffer (ATPase-Aktivitit) bzw.
EDTA/MSH-Puffer (H,O,-Produktion) so verdiinnt, dass in allen analysierten Proben die

gleiche Proteinkonzentration enthalten war.

2.5.1.2 Mitochondrien-Isolation aus der Leber

Puffer

Isolationspuffer

0,2 mM EDTA

0,25M Sucrose

10 mM Tris-HCI pH7,8
1 pg/ml Leupeptin

1 pg/ml Pepstatin A

0,3 mM PMSF

Mitochondrien-Isolation aus der Leber

Fiir die Mitochondrien-Isolation wurden normoglykéimische Bémt' >, Bémt***, NODmt"*®
und NOD Tiere unter der Standarddiét verwendet. Jede Gruppe bestand aus 3 bis 6 Tieren.

Nach Betdubung mit einer Narkoselosung (Ketamin 60 % + Xylazin 40 %) erfolgte die To-
tung des Tieres durch zervikale Dislokation. Die Leber wurde aufgesucht und herauspripa-

riert.
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Der weitere Vorgang entsprach dem der Mitochondrienisolation aus der Milz (ATPase-
Aktivitit) mit dem Unterschied, dass das Pellet am Ende des letzten Waschschrittes in 300 pl
Isolationspuffer statt 100 pl resuspendiert wurde. Wie bei den Milz-Mitochondrien beschrie-
ben, wurde der Proteingehalt mit dem Pierce-BCA-Kit ermittelt und der Gesamtproteingehalt
der Proben mit Isolationspuffer verdiinnt, so dass in allen analysierten Proben die gleiche Pro-

teinkonzentration enthalten war.

2.5.2 Messung der ATPase-Aktivitit in den Mitochondrien

2.5.2.1 Reaktionsmix

50 mM Tris-HCI pH 8,0

1 mM ATP

0,3 mM NADH

3,3 mM MgCl,

2 ug/ml Antimycin A

1 mM Phosphoenolpyruvat
5 U/ml Laktatdehydrogenase
2,5 U/ml Pyruvatkinase

2.5.2.2 Messung der ATPase-Aktivitdt

In eine 1 ml Kiivette wurden 20 bis 40 pg (10 pl) der frisch isolierten Milz-Mitochondrien
gegeben und in 1 ml Reaktionsmix suspendiert. Zur Hélfte der Proben wurden 30 ul Oligo-
mycin (30 pg/ml) hinzugefiigt. Oligomycin hemmt die ATPase, daher dienten die oligomy-
cinhaltigen Proben als Kontrollen. Die Losungen wurden bei 340 nm photometrisch unter-
sucht und die Extinktionswerte tiber einen Zeitraum von fiinf Minuten alle 30 Sekunden no-

tiert.
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2.5.3 Messung der H,0,-Produktion

2.5.3.1 Analysenpuffer

210 mM Mannitol
70 mM Sucrose
5mM HEPES
0,5 mM KH,PO4
0,1 mg/ml BSA

10 uM Antimycin

2.5.3.2 Messung der H,O,-Produktion

Die frisch isolierten Milz-Mitochondrien wurden ein weiteres Mal zentrifugiert (15 Minuten,
12000 g, 4 °C) und das Pellet in dem Analysenpuffer resuspendiert und auf eine Proteinkon-
zentration von 7 mg/ml verdiinnt. Fiir die Messung der mitochondrialen H,O,-Produktion
wurde das Amplex Red-Kit (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Es wurde eine Standardkurve
erstellt, indem das H,O, auf bestimmte Konzentrationen verdiinnt wurde (10 uM; 5 uM; 2,5
uM; 1,25 uM; 0,625 uM; 0,3125 uM; 0,15625 uM und 0 uM). Die weiteren Schritte entspra-
chen den Angaben des Herstellers. Mit Hilfe eines Photometers wurde die Extinktion zum
Zeitpunkt 0, 10, 20 und 30 Minuten bei 560 nm gemessen. Anhand der Extinktionswerte der

Standardkurve konnte die H,O,-Konzentration in den einzelnen Proben berechnet werden.

2.5.4 Messung des Sauerstoffverbrauches in den Mitochondrien

2.5.4.1 Puffer

A) Waschpuffer

10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA

250 mM Sucrose

4 ng/ml Aprotinin
1 pg/ml Pepstatin

2 pg/ml Leupeptin




2 Materialien und Methoden 34

B) Analysenpuffer

10 mM Tris pH 7,5
10 mM KH,PO4
100 mM KClI

40 mM Glucose

5 mM MgCl,

1 mM EGTA
0,04 % BSA

2.5.4.2 Messung des Sauerstoffverbrauches

Der Sauerstoffverbrauch wurde mit der Oxygraph DW 1 Clark-Elektrode gemessen.

Die frisch isolierten Leber-Mitochondrien wurden auf 20 mg/ml Protein verdiinnt. Die Oxyg-
raph DW 1 Clark-Elektrode wurde nach der Bedienungsanleitung des Herstellers vorbereitet
und fiinfmal mit Waschpuffer gewaschen.

Danach wurden 1250 ul des Analysenpuffers in die Elektrodenkammer gegeben und mit Hilfe
der Oxygraph plus v 1.01 Software der Sauerstoffverbrauch zwei Minuten lang gemessen.
AnschlieBend wurden 50 pl der suspendierten Mitochondrien hinzugefiigt und der Sauerstoft-
verbrauch zwei Minuten gemessen. Nach den zwei Minuten wurden 60 pl Succinat (0,15 M)
in die Elektrodenkammer gegeben und der Sauerstoffverbrauch wiederum zwei Minuten ge-
messen (Zustand 4; FlieBgleichgewicht der Atmungskette). Dann wurden 10 pul ADP (12,6
mM) hinzugefiigt und der Sauerstoffverbrauch fiinf Minuten lang ermittelt (Zustand 3; FlieB3-
gleichgewicht der Atmungskette). Nach den fiinf Minuten wurden erneut 10 ul ADP (12,6
mM) in die Elektrodenkammer pipettiert und die Anderung der Sauerstoffkonzentration fiinf
Minuten lang gemessen.

Die Puffer hatten Raumtemperatur, Succinat und ADP waren eiskalt.

Fiir die Auswertung wurde das Verhiltnis des Sauerstoffverbrauches zwischen Zustand 4 und
Zustand 3 gemessen, da diese die wichtigsten Zustidnde der fiinf FlieBgleichgewichte der At-

mungskette sind.
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2.6  Statistische Auswertung

Soweit nicht anders erwéhnt, erfolgte die Darstellung der Daten als Mittelwert £ SEM. Die
Signifikanz-Priifung erfolgte durch einen Student’s T-Test, bei multiplen Vergleichen durch
einen ANOVA-Test mit anschlieBendem Bonferroni-post-Test.

Berechnungen zur Diabetesinzidenz erfolgten durch einen Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test.
Zum Manifestationsalter erfolgten die Berechnungen mit einen Mann-Whitney-Test.

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Graph Pad Prism Programm (Graph Pad

Inc., USA) durchgefiihrt
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3 Resultate

3.1 Auswirkungen der mitochondrialen Variante des A#p-8-Gens

(mt"®™) auf das Autoimmungeschehen der NOD Maus

Um die Auswirkungen der Mutation des mitochondrialen (mt) A#p-8-Gens auf das Autoim-
mungeschehen der NOD Maus zu untersuchen, wurden NODmt""® und NOD Tiere iiber ei-
nen Zeitraum von 36 Wochen beobachtet (4. bis 40. Lebenswoche).

Es ist bekannt, dass die NOD Maus beziiglich des Diabetes mellitus Typ 1 eine starke
Geschlechtspriferenz zeigt. So erkranken in allen bekannten NOD Stimmen mehr weibliche
als minnliche Tiere. In Vorversuchen stellten wir fest, dass bei den weiblichen NODmt"¥?
Tieren 80 % erkrankten, bei den NOD Tieren waren es nur 55 % (p < 0,05). Bei den
méannlichen Tieren wurde eine Verdnderung des Manifestationsalters beobachtet, jedoch kein
FVB

Tiere

bereits mit 24 Wochen, NOD Tiere erkrankten erst mit 31 Wochen (p < 0,05). Auf Grund

Unterschied beziiglich der kumulativen Diabetesinzidenz. So erkrankten die NODmt

dieser Ergebnisse wurden mannliche und weibliche Tiere getrennt beobachtet.

FVB NOD

%
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Abb. 3.1 Erzeugung conplastischer Mausstimme.

Conplastische Mausstimme wurden erzeugt, indem weibliche Mause des mitochon-
drialen Donorstammes (FVB/N) mit Mannchen des gewihlten Hintergrundstammes
(NOD/Ltj) verpaart wurden.
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3.1.1 Blutglucosekonzentrationen der NODmt""® und NOD Tiere

Der Blutglucosespiegel der NODmt"® und NOD Tiere wurde im Alter von 6 bis 10 Wochen
alle zwei Wochen bestimmt. Ab der 10. bis einschlieBlich der 20. Woche wurden die Blutglu-
cosekonzentrationen wochentlich bestimmt. Nach der 20. Woche erfolgte die Bestimmung der
Blutglucose wieder zweiwochentlich.

Die weiblichen NOD Tiere zeigten zu Beginn des Experimentes signifikant héhere Blutglu-
cosespiegel als die NODmt""® Tiere (NODmt""®: 4,36 + 0,15 mmol/l vs. NOD: 5,85 + 0,28
mmol/l, p <0,001; jeweils 6. Woche). Bei beiden Genotypen stieg die Blutglucose im Verlauf
an. Ab der 20. Woche wiesen die NODmt" " Tiere héhere Blutglucosewerte auf als die NOD
Tiere. In der 26. und in der 40. Woche wurden bei den NODmt""® Tieren signifikant héhere
Blutglucosespiegel gemessen als bei den NOD Tieren (NODmt" ">: 23,44 + 1,5 mmol/l vs.
NOD: 17,88 = 2,3 mmol/l, p < 0,05; jeweils 40. Woche; Abb. 3.1.1 A).

Auch die miannlichen NOD Tiere wiesen zu Beginn des Experimentes signifikant hohere
Blutglucosespiegel auf als die NODmt"'® Tiere (NODmt""2: 5,22 + 0,12 mmol/I vs. NOD:
6,2 + 0,34 mmol/l, p < 0,01; jeweils 6. Woche). Bei beiden Genotypen stieg die Blutglucose
im Verlauf der Studie an. In der 30. Woche wiesen die NODmt"'® Tiere signifikant hohere
Blutglucosekonzentrationen auf als die NOD Tiere (NODmt"'2: 16,43 + 2,67 mmol/l vs.
NOD: 8,15 = 1,54 mmol/l; p <0,01; s. Abb. 3.1.1 B).
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Abb.3.1.1 A Blutglucosespiegel der weiblichen NODmt""® und NOD Tieren.

Die Abbildung zeigt die Blutglucosespiegel der weiblichen NODmt""® und NOD Tie-
re (n = 9 — 43). Die Tiere wurden tiber einen Zeitraum von 36 Wochen beobachtet (4.
— 40. Woche). Ab der 20. Woche wiesen die NODmt""® Tiere héhere Blutglucose-
spiegel auf. In der 26. Woche und in der 40. Woche war dieser Unterschied signifikant
(p <0,05).
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Abb. 3.1.1 B Blutglucosespiegel der miinnlichen NODmt""® und NOD Tiere.

Dargestellt ist der Blutglucosespiegel der miannlichen NODmt"*® und NOD Tiere (n =
10 — 38). Die Tiere wurden tiber einen Zeitraum von 36 Wochen beobachtet (4. — 40.
Woche). Die Blutglucosewerte der NODmt"*® Tiere waren ab der 20. Woche héher
als bei den NOD Tieren und in der 30. Woche signifikant hoher (p <0,01).
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3.1.2 Gewichtsverlauf der NODmt""® und NOD Tiere

Bei den NODmt""® und NOD Tieren wurde von der 4. Woche bis einschlieBlich der 10. Wo-
che das Korpergewicht zweiwochentlich bestimmt. Nach der 10. Woche wurde das Korper-
gewicht der Tiere monatlich bestimmt.

Bei den weiblichen Tieren unterschied sich die Gewichtszunahme der beiden Genotypen nicht
voneinander (NODthVB: 7,63 0,96 g vs. NOD: 7,89 + 0,86 g; s. Abb. 3.1.2 A).

In der ersten Hilfte des Beobachtungszeitraumes waren die mannlichen NODmt" "® Tiere
signifikant schwerer als die NOD Tiere (p < 0,05). Nach der 16. Woche war das Korperge-
wicht der beiden Genotypen vergleichbar. Im Verlauf der Untersuchung war bei den
NODmt""® Tieren eine Gewichtszunahme um 9,95 + 0,82 g zu beobachten und bei den NOD
Tieren eine Gewichtszunahme um 12,54 + 1,23 g (s. Abb. 3.1.2 B).

304 - NODthVB
- NOD

10 20 30 40
Alter (Wochen)

Abb.3.1.2 A Gewichtsverlauf der weiblichen NODmt"¥® und NOD Tiere.

Dargestellt ist das Kérpergewicht der weiblichen NODmt"** und NOD Tiere (n =10 —

38). Die Tiere wurden {iber einen Zeitraum von 36 Wochen beobachtet (4. — 40. Wo-
che).
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Abb. 3.1.2 B Gewichtsverlauf der minnlichen NODmt"*® und NOD Tiere.

Die Darstellung zeigt das Korpergewicht der miannlichen NODmt""® und NOD Tiere
(n =17 — 40). Die Tiere wurden iiber einen Zeitraum von 36 Wochen beobachtet (4. —
40. Woche). Die NODmt""® Tiere wiesen in der ersten Hilfte ein signifikant hoheres
Korpergewicht auf (p < 0,05).

3.1.3 Diabetesinzidenz der NODmt""® und NOD Tiere

Die Bestimmung der Blutglucose erfolgte wie unter 3.1.1 beschrieben.

Bei den weiblichen NODmt"® Tieren war die kumulative Diabetesinzidenz nach der 20.
Woche hoher als bei den NOD Tieren (NODmt""®: 41,03 % vs. NOD: 27,59 %). Diese
Beobachtung setzte sich bis zur 40. Woche fort (NODmtF VB. 85 % vs. NOD: 65 %: p > 0,05;
s. Abb. 3.1.3 A).

Bei den miénnlichen Tieren stieg die kumulative Diabetesinzidenz bei den NODmt"*® Tieren
nach der 20. Woche an. In der 28. und 30. Woche war die Diabetesinzidenz bei den
NODmt""® Tieren signifikant héher als die Inzidenz der NOD Tiere (p < 0,05). In der 40.
Woche unterschieden sich die Diabetesinzidenzen der beiden Genotypen nicht voneinander
(NODmt""®: 36 % vs. NOD: 37,5 %). Die NODmt""® Tiere erkrankten signifikant frither als
die NOD Tiere (NODthVB: 20. Woche vs. NOD: 30. Woche; p < 0,05; s. Abb. 3.1.3. B).
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Abb. 3.1.3 Diabetesinzidenz der weiblichen (A) und ménnlichen (B) NODmt""® und NOD
Tiere.

Die Abbildung zeigt die kumulative Diabetesinzidenz der weiblichen (3.1.3 A;n=9 —
43) und ménnlichen (3.1.3 B; n = 7 — 15) NODmt""® und NOD Tiere. Die Tiere wur-
den tiiber einen Zeitraum von 36 Wochen beobachtet und als diabetisch definiert, wenn
die Blutglucose an zwei aufeinanderfolgenden Messungen mehr als 9 mmol/l betrug.
Die weiblichen NODmt""® Tiere erkrankten hiufiger und friiher als NOD Tiere (p >
0,05). Die minnlichen NODmt""® Tiere erkrankten signifikant frither als die NOD
Tiere (p < 0,05). Am Ende der Untersuchung erkrankten von beiden Genotypen gleich
viele ménnliche Tiere.

3.1.4 Insulin-Autoantikorpergehalt bei NODmt"™"® und NOD Tieren

Die Insulin-Autoantikoérperkonzentrationen wurden im Serum der Tiere bestimmt. Dafiir
wurde den weiblichen Tieren von der 12. bis zur 28. Woche, den minnlichen Tieren von der
12. bis zur 32. Woche, alle zwei Wochen Blut entnommen und auf Insulin-Autoantikorper
(IAA) untersucht. Die [AA wurden mittels ELISA aus dem Serum der Tiere detektiert und die
Extinktion gemessen. Die Extinktion bei 405 nm ist proportional zum I[AA-Spiegel der
Serumproben und so kann von der Extinktion indirekt auf die [AA-Konzentration geschlossen
werden.

Die IAA-Konzentrationen waren bereits in der 12. Woche bei den weiblichen NODmt" *>
Tieren hoher als die der NOD Tiere. In der 20. Woche zeigten sich bei den NODmt"*® Tieren
signifikant hohere IAA-Spiegel (NODmt" *>: 0,16 + 0,02 OD 405 nm vs. NOD: 0,1 + 0,01
OD 405 nm; p <0,05; s. Abb. 3.1.4 A).

FVB ind der NOD Tiere unterschieden sich

FVB

Die IAA-Konzentrationen der minnlichen NODmt
nicht so deutlich wie die der weiblichen Tiere. In der 18. Woche wiesen die NODmt '~ Tiere
signifikant hohere IAA-Spiegel auf (NODmt""?: 0,09 + 0,01 OD 405 nm vs. NOD: 0,06 +

0,01 OD 405 nm; p < 0,05; s. Abb. 3.1.4 B).
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Abb.3.1.4 A

Abb.3.1.4 B
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Insulin-Autoantikpergehalt bei weiblichen NODmt""® und NOD Tieren.

Die Darstellung zeigt die Extinktion der Serumproben von weiblichen NODmt"** und
NOD Tieren (n = 6 — 34) zwischen der 12. und der 28. Lebenswoche. Der Gehalt an
IAA wurde mittels ELISA aus dem Serum der Tiere bestimmt. Die NODmt""® Tiere
wiesen in der 20. Woche einen signifikant hoheren IAA-Spiegel als die NOD Tiere

auf (p <0,05).
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Insulin-Autoantikorpergehalt bei minnlichen NODmt""® und NOD Tieren.

Die Abbildung zeigt die Extinktion der Serumproben der minnlichen NODmt""® und
NOD Tiere (n = 7 — 37). Die IAA-Konzentrationen wurden zwischen der 12. und der
32. Woche bestimmt. In der 18. Woche war die Konzentration der [AA bei den
NODmt"® Tieren signifikant hoher als die der NOD Tiere (p < 0,05).
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3.2 Lipidbelastungsstudie der NODmt""® und NOD Maus

Um zu untersuchen wie NODmt""® und NOD Tiere auf metabolische Belastung reagieren,
wurde eine Lipidbelastungsstudie durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Studie erhielten die Tiere
entweder eine fettreiche Didt (60 % cal aus Fett) oder eine Kontrolldidt (10 % cal aus Fett).
Die Belastungsdauer betrug zwolf Wochen (4. bis 16. Lebenswoche). Es wurden nur

minnliche Tiere untersucht.

3.2.1 Blutglucosespiegel der NODmt"™"® und NOD Tiere unter Sfettreicher und fettarmer
Diiit

Bei den NODmt™® und NOD Tieren wurde die Blutglucosekonzentration wdchentlich
bestimmt. Die Tiere wurden als diabetisch angesehen, wenn die Blutglucosekonzentration an
zwei aufeinanderfolgenden Messungen mehr als 9 mmol/l betrug.

In der 4. Woche war die Blutglucosekonzentration der NOD Tiere unter der fettreichen Diét
signifikant hoher als die Blutglucosekonzentration der NODmt""® Tiere (NODmt""?: 5,53 +
0,23 mmol/l vs. NOD: 7,28 + 0,54 mmol/l; p < 0,01; jeweils 4. Woche). Dieser Sachverhalt
kehrte sich nach der 11. Woche um (p > 0,05).

Bei den NODmt""® Tieren stieg die Blutglucose im Beobachtungszeitraum leicht an, wihrend
sie bei den NOD Tieren leicht abfiel (NODmt" *>: 7,98 + 2,33 mmol/l vs. NOD: 5,66 + 0,29
mmol/l; jeweils 16. Woche)

Zu Beginn der Untersuchung hatten die NOD Tiere unter Kontrolldidt signifikant hohere
Blutglucosewerte als die NODmt" > Tiere (NODmt""®: 6 £ 0,22 mmol/l vs. NOD: 6,85 +
0,22 mmol/l; p < 0,05; jeweils 4. Woche). Unter fettarmer Didt blieb die Blutglucose im
Verlauf des Beobachtungszeitraumes unveréndert (NODthVB: 6,2 =+ 0,39 mmol/l vs. NOD:
6,5 = 0,32 mmol/l; jeweils 16. Woche; s. Abb. 3.2.1).
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Abb. 3.2.1 Blutglucosespiegel der NODmt""® und NOD Tiere unter fettreicher und fettar-
mer Diit.

Die Darstellung zeigt den Blutglucosespiegel von NODmt""® und NOD Tieren unter
fettreicher und fettarmer Didt. Die Tiere (n = 8 — 9) erhielten die jeweilige Diit tiber
zwolf Wochen (4. — 16. Woche). Zu Beginn der Untersuchung zeigten sich bei den
NOD Tieren unter beiden Diéten signifikant hohere Blutglucosewerte (p < 0,05). Nach
der 12. Woche zeigten sich bei den NODmt""® Tieren unter fettreicher Diit hohere
Blutglucosewerte als bei den NOD Tieren (p > 0,05).

3.2.2  Gewichtsverlauf der NODmt""® und NOD Tiere unter fettreicher und fettarmer Diiit

Das Kérpergewicht der NODmt' ® und NOD Tiere wurde wochentlich bestimmt.

VB Tiere ein geringeres Korpergewicht auf

Zu Beginn der Lipidbelastung wiesen die NODmt
als die NOD Tiere (NODthVB: 18,84 = 0,79 g vs. NOD: 19,68 = 1,04 g; p > 0,05; jeweils 4.
Woche). Im weiteren Verlauf nahmen beide Genotypen unter der fettreichen Diét in gleichem
MaBe an Gewicht zu (NODmt" '2: 32,23 + 0,5 g vs. NOD: 32,66 + 0,95 g; jeweils 16. Wo-
che).

Die Kontroll-NODmt"*® Tiere wiesen zu Beginn des Experimentes ein signifikant hoheres
Korpergewicht auf als die NOD Tiere (NODmt""®: 21,21 + 0,44 g vs. NOD: 19,2 + 0,47 g; p
< 0,01; jeweils 4. Woche). Im Verlauf der Untersuchung stieg bei beiden Genotypen das Ge-
wicht gleich stark an (NODthVB: 30,09 £ 1,02 g vs. NOD: 30,7 + 0,44 g; jeweils 16. Woche;

s. Abb. 3.2.2).
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Abb. 3.2.2 Gewichtsverlauf der NODmt™® und NOD Tiere unter fettreicher und fettarmer
Diiit.

Die Abbildung zeigt das Kérpergewicht der NODmt"® und NOD Tiere unter fettrei-
cher Didt und Kontrolldidt. Die Tiere (n = 8 — 10) erhielten die jeweilige Diét tiber
zwoOlf Wochen (4. — 16. Woche). Die Tiere unter Kontrolldiédt zeigten zu Beginn der
Studie ein signifikant unterschiedliches Ausgangsgewicht (p < 0,01), wobei die
NODmt""® Tiere deutlich schwerer waren.

3.2.3 Seruminsulinspiegel der NODmt"™"® und NOD Tiere unter fettreicher und fettarmer
Diiit

FVB

Die Seruminsulinspiegel der NODmt "~ und NOD Tiere unter Lipidbelastung wurden im

Alter von acht Wochen bestimmt.

Unter der fettreichen Diit konnte bei den NODmt" ' Tieren ein hoherer Seruminsulinspiegel
als bei den NOD Tieren festgestellt werden (NODmt"?: 0,05 + 0,03 pg/l vs. NOD: 0,04 +
0,04 pg/l; p>0,05).

Unter der Kontrolldidt wurden bei den NOD Tieren hohere Seruminsulinspiegel gemessen als
bei den NODmt""® Tieren (NODmt""®: 0,06 + 0,03 pg/l vs. NOD: 0,14 + 0,07 pg/l; p > 0,05;
s. Abb. 3.2.3).
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Abb. 3.2.3 Seruminsulinspiegel der NODmt""® und NOD Tiere unter fettreicher und fettar-
mer Diéit im Alter von acht Wochen.

Die Abbildung zeigt den Seruminsulinspiegel von NODmt"® und NOD Tieren (n = 8
— 10) im Alter von acht Wochen. Die Tiere erhielten die jeweilige Diét {iber einen
Zeitraum von zwOlf Wochen (4. — 16. Woche). Die Insulinkonzentration im Serum
wurde mittels ELISA bestimmt. Unter fettreicher Diit zeigten sich bei den NODmt""®
Tieren hohere Seruminsulinkonzentrationen als bei den NOD Tieren (p > 0,05). Unter
der Kontrolldidt wurden bei den NOD Tieren hohere Insulinspiegel im Serum als bei
den NODmt""® Tieren gemessen (p > 0,05).

3.2.4 Glucosestimulierte Insulinsekretion (GSIS) ex vivo aus pankreatischen f-Zellen von

NODmt"™"® und NOD Tieren unter fettreicher und fettarmer Diiit

Die isolierten pankreatischen Inseln von 16 Wochen alten Tieren wurden mit verschiedenen
Krebs-Ringer-Puffern (KR-Puffer) inkubiert. Dabei dienten die KR-Puffer mit 40 mM KCl
und 16,7 mM Glucose als Stimulationsreiz fiir die Insulinsekretion, wiahrend der KR-Puffer
mit 2,8 mM Glucose als substimulatorische Kontrolle diente.

Die Inseln der Tiere unter der fettreichen Didt sezernierten bei allen KR-Puffern weniger In-
sulin als die pankreatischen Inseln der Tiere, die die Kontrolldiit erhielten (p > 0,05).

FVB Tiere nach der Stimulation mit

Unter fettreicher Diit sezernierten die Inseln der NODmt
40 mM KCI weniger Insulin als die NOD Tiere (NODmt" *>: 0,27 + 0,06 ng Insulin pro pg
DNA vs. NOD: 0,31 + 0,02 ng Insulin pro ug DNA; p > 0,05). Nach der Stimulation mit 16,7

FVB Tiere mehr Insulin als die NOD Tiere

mM Glucose sezernierten die Inseln der NODmt
(NODmt""®: 0,41 + 0,09 ng Insulin pro pg DNA vs. NOD: 0,19 + 0,06 ng Insulin pro pg
DNA; p > 0,05). Nach der Inkubation mit 2,8 mM Glucose sezernierten die Inseln der
NODmt""® Tiere weniger Insulin als die NOD Tiere (NODmt *®: 0,02 + 0,02 ng Insulin pro

pg DNA vs. NOD: 0,05 £+ 0,01 ng Insulin pro pg DNA; p > 0,05).
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FVB Tiere nach der Stimulation mit 40

Unter Kontrolldidt sezernierten die Inseln der NODmt
mM KCI mehr Insulin als die NOD Tiere (NODmt > 0,92 + 0,45 ng vs. NOD: 0,57 = 0,35
ng Insulin pro pg DNA; p > 0,05). Nach der Stimulation mit 16,7 mM Glucose sezernierten
die Inseln der NODmt" ® Tiere mehr Insulin als die NOD Tiere (NODmt""®: 0,74 + 0,26 ng
Insulin pro pg DNA vs. NOD: 0,48 + 0,22 ng Insulin pro pg DNA; p > 0,05). Nach der Inku-

FVB . . .
Tiere weniger Insulin als

bation mit 2,8 mM Glucose sezernierten die Inseln der NODmt
die Inseln Tiere (NODmt""®: 0,05 + 0,20 ng Insulin pro pg DNA vs. NOD: 0,14 + 0,09 ng

Insulin pro pg DNA; p > 0,05; s. Abb. 3.2.4.)
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Abb. 3.2.4 Glucosestimulierte Insulinsekretion (GSIS) ex vivo.

Dargestellt ist die GSIS ex vivo aus pankreatischen Inseln von NODmt""® und NOD
Tieren unter fettreicher und fettarmer Didt im Alter von 16 Wochen. Die Tiere erhiel-
ten die jeweilige Didt {iber einen Zeitraum von zwolf Wochen (4. — 16. Woche). Die
Inseln wurden mit KR-Puffern inkubiert, die 40 mM KCI, 16,7 mM Glucose oder 2,8
mM Glucose enthielten. Es wurden vier unabhéngige Experimente durchgefiihrt. Bei
dem Stimulationsreiz mit 16,7 mM Glucose sezernierten die Inseln der NODmt"®
Tiere mehr Insulin als die Inseln der NOD Tiere (p > 0,05). Die Inseln der Kontrolltie-
re sezernierten sowohl unter 40 mM KCl als auch unter 16,7 mM Glucose als Stimula-
tionsreiz mehr Insulin als die Inseln der Tiere unter fettreicher Diét (p > 0,05).

3.2.5 Insulitis-Raten bei NODmt""® und NOD Tieren unter Sfettreicher und fettarmer Diiit

Histologische Pankreaspraparate wurden auf lymphozytdre Infiltrationen untersucht. Die Insu-
litis-Rate ergab sich, indem die Anzahl der lymphozytar infiltrierten Inseln durch die Gesamt-

anzahl der Inseln des Priaparates dividiert wurde.
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Es wurde festgestellt, dass die durchschnittliche Insulitis-Rate durch die fettreiche Diét an-
stieg (p > 0,05). Die Insulitis-Raten beider Genotypen waren dhnlich (NODmt"*>: 1,82 + 1,74
vs. NOD: 2,02 + 1,09).

In den Kontrollgruppen unterschieden sich die Insulitis-Raten nicht voneinander (NODmt" *®:

0,68 £ 0,68 vs. NOD: 0,78 + 0,78; s. Abb. 3.2.5).
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Abb. 3.2.5 Insulitis-Raten von NODmt""® und NOD Tieren unter fettreicher und fettarmer
Diiit.

Dargestellt sind die durchschnittlichen Insulitis-Raten von NODmt""® und NOD Tie-
ren (n = 2 — 3). Es wurden histologische Pankreaspréiparate angefertigt, die immun-
histochemisch mit Insulin-Antikdrpern angeférbt wurden und auf lymphozytire Infilt-
rationen untersucht wurden. Pro Tier wurden 15 — 34 Langerhanssche Inseln unter-
sucht. Die Insulitis-Raten zwischen den NODmt""® und NOD Tieren waren #hnlich.
Es war zu beobachten, dass die Insulitis-Raten unter der fettreichen Diét bei beiden
Genotypen anstiegen.

3.2.6 Groffe und Anzahl der Langerhansschen Inseln in Pankreaspriparaten von

NODmt"™"® und NOD Tieren unter fettreicher und fettarmer Diiit

Die GroBe und die Anzahl der Langerhansschen Inseln wurden in histologischen Pridparaten
von NODmt""® und NOD Tieren unter fettarmer und fettreicher Diit gemessen.

Bei beiden Genotypen wurden unter der fettreichen Diét groflere Langerhanssche Inseln beo-
bachtet als unter der fettarmen Diét (NODmt""®: 7.801 + 1.742 Pixel vs. NOD: 6.497 + 1.400
Pixel; p > 0,05).

FVB

Unter der fettarmen Diét wiesen die NOD Tiere groflere Inseln auf als die NODmt "~ Tiere

(NODmt"v®: 3.361 + 501 Pixel vs. NOD: 5.049 + 2.082 Pixel; p > 0,05; s. Abb. 3.2.6).
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Die Pankreaspriiparate der NODmt" *"

Tiere wiesen unter fettreicher Diét signifikant mehr
Inseln auf als die Pankreaspriparate von NOD Tieren (NODmt""®: 3,83 + 0,88 Inseln pro
Blickfeld vs. NOD: 1,83 £ 0,46 Inseln pro Blickfeld; p < 0,05).

Unter Kontrolldiit wiesen die NOD Tiere signifikant mehr Inseln auf als die NODmt""® Tiere
(NODmt"®: 2,17 + 0,20 Inseln pro Blickfeld vs. NOD: 4,67 + 0,30 Inseln pro Blickfeld; p <

0,01; s. Abb. 3.2.6 B).
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Abb. 3.2.6 Grofie (A) und Anzahl (B) der Langerhansschen Inseln in histologischen Pank-
reaspriparaten.

Dargestellt ist die Grofle (3.2.6 A) und Anzahl (3.2.6 B) der Langerhansschen Inseln
bei NODmt""® und NOD Tieren unter fettreicher und fettarmer Dit (4. — 16. Lebens-
woche). Es wurden Pankreaspréparate angefertigt und immunhistologisch gegen Insu-
lin gefirbt. Es wurden zwolf unabhingige Versuche durchgefiihrt. Unter der fettrei-
chen Diit waren die Inseln der NODmt"*® Tiere groBer als die Inseln der NOD Tiere
(p > 0,05). AuBerdem wiesen die NODmt " Tiere signifikant mehr Inseln auf (p <
0,05). Unter der fettarmen Didt konnten bei den NOD Tieren im Vergleich zu den
NODmt"® Tieren groBere Inseln beobachtet werden (p > 0,05). Desweiteren wurde
bei den NOD Tieren eine signifikant hohere Anzahl an Inseln gezéhlt (p < 0,01).
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3.3 Lipidbelastungsstudie der B6mt™® und B6mt*** Maus

B und B6mt**® Tiere ohne autoreaktiven Hintergrund auf

Um zu untersuchen wie Bémt' "
metabolische Belastung reagieren, wurde eine Lipidbelastungsstudie durchgefiihrt. Dabei er-
hielten die Tiere iiber einen Zeitraum von zwdolf Wochen (4. bis 16. Woche) entweder eine
fettreiche Didt (60 % cal aus Fett) oder eine Kontrolldiét (10 % cal aus Fett). Fiir diese Studie
wurden nur ménnliche Tiere untersucht.
FVB

3.3.1 Blutglucosespiegel der B6mt
Diiit

und Bémt*™® Tiere unter fettreicher und fettarmer

Die Bestimmung der Blutglucose erfolgte wie bereits unter 3.2.1 beschrieben.

Unter fettreicher Didt war die Blutglucose beider Genotypen wihrend des Beobachtungszeit-
raumes konstant. In der 11. Woche war die Blutglucosekonzentration der Bémt**® Tiere sig-
nifikant héher als bei den B6mt""® Tieren (Bémt™ *>: 6,9 + 0,4 mmol/l vs. B6mt***: 8,6 + 0.4
mmol/l; p <0,01).

Auch unter fettarmer Didt dnderte sich die Blutglucose der beiden Genotypen im Verlauf der

Messungen nicht (s. Abb. 3.3.1).
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Abb. 3.3.1 Blutglucosespiegel der Bomt""® und B6mt**® Tiere unter fettreicher und fettar-
mer Diiit.

Die Abbildung zeigt die Blutglucosespiegel von Bémt""® und B6mt**® Tieren unter
fettreicher und fettarmer Diit. Die Tiere (n = 8) erhielten die jeweilige Diét tiber einen
Zeitraum von zwolf Wochen (4. — 16. Woche). In der 11. Woche war die Blutglucose-
konzentration der B6mt™*® Tiere unter fettreicher Diit signifikant hoher als die Blut-
glucosekonzentration der Bémt" " ° Tiere (p < 0,01).

3.3.2 Gewichtsverlauf der B6mt™"® und Bémt*™® Tiere unter fettreicher Didt und fett-

armer Diit

Das Gewicht wurde wochentlich gemessen. Die Tiere, die die fettreiche Diét erhielten, nah-
men signifikant stdrker an Gewicht zu als die Tiere, die die fettarme Diét erhielten (p < 0,05).
Unter fettreicher Diét zeigte sich bei beiden Genotypen eine vergleichbare Gewichtszunahme
B6mt"™VP: 21,4+ 2,1 g vs. Bomt* *: 20,2 + 2,3 g).

Auch bei den Tieren, die die Kontrolldiét erhielten, war die Gewichtszunahme vergleichbar

Bomt"™?: 12,5+ 2,3 g vs. Bomt* ®: 13,2 £2,5 g; s. Abb. 3.3.2).
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Abb. 3.3.2 Gewichtsverlauf der Bémt'*® und B6mt**® Tiere unter fettreicher und fettarmer

Diit.

Die Darstellung zeigt den wochentlichen Gewichtsverlauf von Bémt™"® und Bémt***
Tieren unter fettreicher und fettarmer Diét. Die Tiere (n = 8) erhielten die jeweilige
Diit tiber zwolf Wochen (4. — 16. Woche). Die Tiere unter der fettreichen Didt waren
signifikant schwerer (p < 0,05).

3.3.3 Seruminsulinspiegel von Bémt""® und B6mt™® Tieren unter fettreicher und fett-

armer Diit

Die Bestimmung der Seruminsulinspiegel bei B6mt"*® und Bémt**® Tieren unter fettreicher
und fettarmer Diét erfolgte in der 8. und 16. Woche.

In der 8. Woche unterschieden sich die Seruminsulinspiegel der beiden Genotypen unter fett-
reicher Diit nicht (Bémt™ *>: 0,13 + 0,08 pg/l vs. B6mt***: 0,13 + 0,08 pg/l).

FVB

Unter fettarmer Didt wiesen die Bomt™ "~ Tiere in der 8. Woche signifikant héhere Seruminsu-

linspiegel auf als die Bomt"*® Tiere (B6mt™ ®: 0,5 + 0,14 pg/l vs. Bémt***: 0,05 £ 0,07 pg/l;
p <0,05;s. Abb. 3.3.3 A).

Unter fettreicher Diét zeigte sich im Vergleich der 8. und 16. Woche vor allem bei den
B6mt**® Tieren ein Anstieg der Seruminsulinkonzentration (p > 0,05).

In der 16. Woche wiesen diec Bémt" "B

Tiere niedrigere Seruminsulinspiegel auf als die
B6mt**® Tiere (B6mt""®: 0,16 + 0,07 pg/l vs. B6mt™*: 0,56 + 0,35 pg/l; p > 0,05). Bei den

Kontroll-B6mt"'® Tieren zeigten sich niedrigere Seruminsulinkonzentrationen als bei den
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B6mt™*® Tieren (B6mt""®: 0,03 + 0,01pg/l vs. B6mt™**: 0,22 + 0,13 pg/l; p > 0,05; s. Abb.
3.3.3 B).
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Abb. 3.3.3 Seruminsulinspiegel im Alter von 8 (A) und 16 (B) Wochen.

Dargestellt ist der Seruminsulingehalt (ELISA) von B6mt"™""® und B6mt*** Tieren im
Alter von 8 (3.3.3 A) und 16 Wochen (3.3.3 B) unter fettreicher und fettarmer Diét (n
=5 — 10). Unter der fettarmen Diiit wiesen die Bémt" > Tiere im Alter von 8 Wochen
signifikant hohere Seruminsulinwerte auf (p < 0,05). Die B6mt""® Tiere im Alter von
16 Wochen zeigten sowohl unter fettreicher als auch unter fettarmer Didt niedrigere
Seruminsulinspiegel als die B6mt**® Tiere (p > 0,05).

FVB
t

3.3.4 Glucosetoleranz von Bém und Bémt*™® Tieren unter fettreicher und fettarmer

Diiit

Der intraperitoneale Glucosetoleranztest wurde bei B6mt™ " und B6mt**® Tieren unter fett-
reicher und fettarmer Diét in der 16. Woche durchgefiihrt. Den Tieren wurde fiir 4 bis 6 Stun-
den das Futter entzogen und anschlieBend 1,5 mg Glucose pro Gramm Korpergewicht 1. p.
injiziert.

Die Blutglucose beider Genotypen unter fettreicher Diét fiel nach der Glucose-Injektion lang-
samer ab als die Blutglucose der Tiere unter fettarmer Didt (p < 0,05).

FVB

Die Blutglucosewerte der Bémt "~ Tiere unter fettreicher Didt waren nach der Glucose-

Injektion signifikant hoher als der Blutglucosespiegel der Bémt™® Tiere (p < 0,05). Die

FVB

Blutglucose der Bémt "~ Tiere erreichte 45 Minuten nach der Glucose-Injektion den Maxi-

malwert (27,2 £ 0,78 mmol/l) und fiel danach auf 25,1 + 2,27 mmol/l (90 Minuten nach der

Glucose-Injektion). Bei den Bémt™**®

Tieren stieg die Blutglucose nach 15 Minuten auf den
Maximalwert (20 = 1,49 mmol/l) und blieb konstant (19,2 £ 1,35 mmol/l, 90 Minuten nach

der Injektion).
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Unter fettarmer Didt zeigten die Blutglucoseverldufe der beiden Genotypen einen vergleich-
baren Verlauf. Die Blutglucose stieg 15 Minuten nach der Glucose-Injektion auf den Maxi-
malwert (B6thVB: 20 + 1,6 mmol/l vs. B6mt™**®: 19,7 + 1,78 mmol/l) und sank bis zum Ende
der Messungen wieder ab (B6thVB: 12,1 + 0,83 mmol/l vs. Bomt™*®: 13,8 + 2,41 mmol/l ab;
s. Abb. 3.3.4).
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Abb. 3.3.4 Glucosetoleranztest der B6mt"*® und Bé6mt**® Tiere unter fettreicher und fett-

armer Diit.

Dargestellt ist der intraperitoneale Glucosetoleranztest bei B6mt' " " und B6mt**® Tie-
ren (n = 4) unter fettreicher und fettarmer Diit. Die Glucosetoleranz der Bémt""” Tie-
re unter fettreicher Didt war 30 — 60 Minuten nach der Glucose-Injektion signifikant
schlechter als bei den B6mt™*® Tieren (p < 0,05). Insgesamt verschlechterte sich die
Glucosetoleranz durch eine fettreiche Didt bei beiden Genotypen signifikant (p <
0,05).

3.3.5 Insulinsensitivitit bei Bémt''®

Diiit

und B6mt™® Tieren unter fettreicher und fettarmer

Die Insulinsensitivitit wurde bei Bémt™® und B6mt**® Tieren unter fettreicher und fettarmer
Didt im Alter von 16 Wochen untersucht. Den Tieren wurden 0,8 U Insulin pro Gramm Kor-
pergewicht i. p. injiziert.

Unter fettreicher Diit fiel die Blutglucose nach der Insulin-Injektion signifikant weniger ab,
als unter fettarmer Didt (p < 0,05).

Unter fettreicher Dit sank die Blutglucose bei den Bémt""® auf 8 + 1,18 mmol/I (45 Minuten
nach Insulin-Injektion) und stieg anschliefend wieder an (10,1 £ 2,02 mmol/l, 120 Minuten

nach der Injektion). Bei den Bémt"*® Tieren sank die Blutglucose auf 8 + 0,66 mmol/l (75
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Minuten nach der Injektion) und stieg anschlieBend auf 9,3 + 1,6 mmol/l (120 Minuten nach
der Injektion).
Die Blutglucosewerte beider Genotypen unter der fettarmen Diit zeigten nach der Insulin-

FVB Tieren sank

Injektion einen vergleichbaren Verlauf und fielen deutlich ab. Bei den Bo6mt
die Blutglucosekonzentration auf 1,4 + 0,23 mmol/l (90 Minuten nach der Injektion) und stieg
danach auf 2 + 0,74 mmol/l (120 Minuten nach der Injektion). Bei den B6mt™*® Tieren fiel

die Blutglucosekonzentration auf 1 mmol/l (120 Minuten nach der Injektion; s. Abb. 3.3.5).

é -~ Bemt™ VB fettr. Dit
c - Bemt KR fettr. Diat
o -0 Bemt™ VB Kontrolle
§ -8- Bemt*KR Kontrolle
2 *p < 0,05

m

Minuten
Abb. 3.3.5 Insulinsensitivitit der Bomt"™ ® und B6mt**® Tiere unter fettreicher und fettar-

mer Diiit.

Dargestellt ist die Insulinsensitivitidt von B6mt"™ " und B6mt**® Tieren (n = 4) unter
fettreicher und fettarmer Diét. Die Tiere, die eine fettreiche Diét erhielten, zeigten eine
deutlich schlechtere Insulinsensitivitit als die Tiere unter Kontrolldidt. Die Insulinsen-
sitivitdt verschlechterte sich unter fettreicher Diét bei beiden Genotypen signifikant (p
<0,05).

3.3.6 Glucosestimulierte Insulinsekretion (GSIS) ex vivo aus pankreatischen f-Zellen von

B6mt""® und Bé6mt*™® Tieren unter fettreicher und fettarmer Diiit

Die isolierten pankreatischen Inseln von 16 Wochen alten Tieren wurden mit zwei verschie-
denen Krebs-Ringer-Puffern (KR-Puffer) inkubiert. Dabei diente der KR-Puffer mit 16,7 mM
Glucose als Stimulationsreiz und der KR-Puffer mit 2,8 mM Glucose als substimulatorische
Kontrolle.

Unter fettreicher Diit sezernierten die Inseln der B6mt' 2

Tiere nach der Stimulation mit 16,7
mM Glucose weniger Insulin als die Bémt"*® Tiere (B6mt" "> 12,6 + 0,17 ng/ml Insulin pro
10 Inseln vs. Bémt™*® 18,1 + 1,8 ng/ml Insulin pro 10 Inseln; p > 0,05). Bei der Inkubation

mit 2,8 mM Glucose sezernierten die Inseln der Bémt'® Tiere mehr Insulin als die B6mt**}
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Tiere (B6mt" >: 6,8 + 3,9 ng/ml Insulin pro 10 Inseln vs. Bémt"*: 3 + 0,78 ng/ml Insulin pro

10 Inseln; p > 0,05).

Unter Kontrolldiiit sezernierten die Inseln der Bémt ' 2

Tiere nach der Stimulation mit 16,7
mM Glucose weniger Insulin als die Bémt"*® Tiere (B6mt" >: 31,8 + 13,7 ng/ml Insulin pro
10 Inseln vs. Bémt**®: 43,1 + 4,3 ng/ml Insulin pro 10 Inseln). Bei der Inkubation der Inseln
beider Genotypen mit 2,8 mM Glucose sezernierten die Inseln der Bémt**® Tiere mehr Insu-
lin als die Bémt""® Tiere (B6thVB: 3,9 £ 1,32 ng/ml Insulin pro 10 Inseln vs. Bomt <R 11,5

ng/ml Insulin pro 10 Inseln; p > 0,05; s. Abb. 3.3.6).
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Abb. 3.3.6 Glucosestimulierte Insulinsekretion ex vivo.

Die Darstellung zeigt die GSIS ex vivo der isolierten Pankreasinseln von B6mt" "> und

B6mt**® Tieren unter fettreicher und fettarmer Diit im Alter von 16 Wochen. Es wur-
den vier unabhiingige Experimente durchgefiihrt. Die Inseln von Bémt""® Tieren se-
zernierten bei einem Stimulationsreiz von 16,7 mM jeweils weniger Insulin pro 10 In-
seln als die Inseln von B6mt*** Tieren (p > 0,05).

3.3.7 Groffe und Anzahl der Langerhansschen Inseln in Pankreaspriparaten von

B6mt™"® und B6mt™® Tieren unter fettreicher und fettarmer Diiit

Die Anzahl und die GréBe der Langerhansschen Inseln wurden in histologischen Pankreaspra-

paraten gezéhlt bzw. gemessen.

FVB

In den Pankreaspriparaten waren die Inseln der Bomt™ "~ Tiere unter fettreicher Didt grofer

als die Inseln der B6mt"*® Tiere (Bémt""®: 11.400 + 1.400 Pixel vs. Bomt™**: 7.200 + 1.250
Pixel; p > 0,05). Die Inseln der B6mt""® und B6mt**® Tiere unter fettarmer Diiit zeigten kei-
ne GroBenunterschiede (Bémt™ *>: 2.800 + 350 Pixel vs. B6mt***: 3.800 + 550 Pixel; s. Abb.
33.7A,C,D).

FVB

In den Pankreaspriaparaten der Bomt "~ Tiere unter fettreicher Didt wurden signifikant mehr

Inseln pro Blickfeld gezihlt als bei den B6mt**® Tieren (B6mt™ >: 9,8 + 0,9 Inseln pro Blick-
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feld vs. Bomt"**: 3,5 + 0,8 Inseln pro Blickfeld; p < 0,001). Unter der fettarmen Diét zeigten
sich in der Anzahl der Inseln keine Unterschiede zwischen den beiden Genotypen (B6mt" " >:
5,1 = 1,2 Inseln pro Blickfeld vs. Bomt**®: 4,7 + 0,7 Inseln pro Blickfeld; s. Abb. 3.3.7 B -

D).
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Abb. 3.3.7 Grofie (A) und Anzahl (B) der Langerhansschen Inseln in histologischen Pankre-
aspriparaten.

Diese Darstellung zeigt die Grofe (3.3.7 A) und Anzahl (3.3.7 B) der Langerhans-
schen Inseln in histologischen Pankreaspriparaten von Bémt""® und B6mt*** Tieren
unter fettreicher und fettarmer Diit (n = 8). Unter fettreicher Diit wiesen die Bémt" ">
Tiere im Gegensatz zu den B6mt"*® Tieren signifikant mehr Inseln auf (p < 0,001).
Desweiteren waren die pankreatischen Inseln der Bémt™® Tieren groBer als die der
B6mt**® Tiere (p > 0,05).

Abb. 3.3.7 C+D Histologische Pankreaspriparate mit einer immunhistologischen Insulinfér-
bung.

Die Darstellung zeigt exemplarisch eine immunhistologische Insulinfirbung von
B6mt"'® Tieren unter fettreicher Diiit (3.3.7 C) und fettarmer Diit (3.3.7 D). Im Ge-
gensatz zu den B6mt**® Tieren zeigten sich bei den B6mt""® Tieren deutlich groBere
und signifikant mehr Inseln (Pfeile) in den Pankreasschnitten (p < 0,001).
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3.3.8 Grifie und Anzahl der Mitochondrien in pankreatischen p-Zellen von Bémt""* und

B6mt™® Tieren unter fettreicher und fettarmer Diiit

Um die GroBBe und die Anzahl der Mitochondrien in pankreatischen B-Zellen zu ermitteln,
wurden Pankreaspriparate angefertigt und mit Hilfe eines Elektronenmikroskops untersucht.
Unter der fettreichen Diit wiesen die p-Zellen der Bémt**® Tiere signifikant groBere Mito-
chondrien auf als die B-Zellen der Bémt""® Tiere (B6mt""®: 90.664 + 6.241 nm? vs. B6mt**®;
186.477 + 27.898 nm*; p < 0,001). Unter der fettarmen Diit waren die Mitochondrien der
B6mt"™"® Tiere signifikant groBer als die Mitochondrien der B6mt**® Tiere (B6mt"":
144.809 + 10.562 nm® vs. B6mt**®: 107.406 + 8.006 nm?; p < 0,01; s. Abb. 3.3.8 A, Abb.
3.3.9).

Unter der fettreichen Didt wiesen die B-Zellen der Bémt
tochondrien auf als die B-Zellen der B6mt**® Tiere (B6mt""®: 8,07 + 1,36 Mitochondrien pro
Blickfeld vs. B6mt**®: 7 + 2 Mitochondrien pro Blickfeld; p > 0,05). Die Anzahl der Mito-

FVB Tiere eine hohere Anzahl an Mi-

chondrien in den B-Zellen von Bémt" > und B6mt**® Tieren unter fettarmer Diéit unterschied
sich zwischen den beiden Genotypen nicht (Bémt""®: 6,31 + 0,78 Mitochondrien pro Blick-
feld vs. B6mt"*®: 6,64 + 1,05 Mitochondrien pro Blickfeld; s. Abb. 3.3.8 B, Abb. 3.3.9).
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Abb. 3.3.8 Grofle (A) und Anzahl (B) der Mitochondrien in pankreatischen p-Zellen.

Die Abbildung zeigt die GroBe (3.3.8 A) und Anzahl (3.3.8 B) der Mitochondrien in
pankreatischen B-Zellen von Bémt™"® und B6mt*** Tieren unter fettreicher und fett-
armer Didt. Es wurden acht unabhingige Experimente durchgefiihrt. Unter der fettrei-
chen Diit waren die Mitochondrien der B6mt™"® Tiere signifikant kleiner als die der
B6mt**® Tiere (p < 0,001). Die B6mt™"® Tiere wiesen im Gegensatz zu den B6mt"*®
Tieren eine hohere Anzahl an Mitochondrien auf (p > 0,05). Unter der fettarmen Diit
waren die Mitochondrien der Bémt""® Tiere signifikant groBer als die der B6mt™®
Tiere (p <0,01).
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C D

Abb. 3.3.9 A-D Elektronenmikroskopische Aufnahmen von pankreatischen p-Zellen.

Die Abbildungen zeigen exemplarisch elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Mitochondrien (Pfeile) aus pankreatischen p-Zellen von Bémt™® Tieren unter fett-
reicher Diit (3.3.9 A) und Kontrolldiit (3.3.9 C) sowie von B6mt**® Tieren unter
fettreicher Diit (3.3.9 B) und Kontrolldiit (3.3.9 D). Die B6mt"'® Tiere unter fettrei-
cher Diit wiesen im Gegensatz zu den B6mt**® Tieren kleinere Mitochondrien auf.
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3.4 Untersuchungen der Auswirkungen des mt" ®"-Genotyps auf mito-

chondriale Funktionen

Die FVB-Mutation weist eine Variation im mt-A#p-8-Gen auf, das fiir eine Untereinheit der
ATPase im Komplex V der Atmungskette kodiert. Um den Einfluss dieser Mutation genauer
zu untersuchen, wurden Versuche an isolierten Mitochondrien durchgefiihrt. Es wurden fiir
die Versuche Mitochondrien aus Milz und Leber verwendet, da die Mitochondrien-Isolation

aus B-Zellen keine ausreichende Menge fiir Untersuchungen ergab.

3.4.1 Aktivitit des ATPase-Komplexes in isolierten Mitochondrien von NODmt""® und

NOD Tieren sowie von B6mt"™"® und B6mt'™® Tieren

In der Atmungskette wird NADH zu NAD oxidiert. NADH hat im Gegensatz zu NAD bei
340 nm ein Extinktionsmaximum. Wird NADH zu NAD oxidiert, nimmt folglich die Extink-
tion ab. So lasst das Ausmal} der Extinktionsdnderung einen Riickschluss auf die Enzymakti-
vitdt der ATP-Synthase (ATPase) zu. Zur Beurteilung der ATPase-Aktivitdt wurde die Ex-
tinktionsdnderung von isolierten Mitochondrien unter Zugabe von NADH gemessen.

Bei den Mitochondrien der NODmt""® Tiere nahm die Extinktion signifikant stirker ab, als
bei den Mitochondrien der NOD Tiere (NODthVB: 46,5-fach vs. NOD: 42,7-tach; p < 0,05;
s. Abb. 3.4.1 A).

Bei den Mitochondrien der Bémt
chondrien der B6mt™*® Tieren (Bémt" '®: 46-fach vs. B6mt"**®: 41,9-fach; p > 0,05; s. Abb.
3.4.1 B).

VB Tiere nahm die Extinktion stirker ab, als bei den Mito-
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Abb.3.4.1 A
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Aktivitit des ATPase-Komplexes in isolierten Mitochondrien von NODmt""® und

NOD Tieren.

Dargestellt ist die Aktivitit des ATPase-Komplexes in isolierten Milz-Mitochondrien
von NODmt""® und NOD Tieren (n = 9). Bei den NODmt""® Tieren nahm die Extink-
tion stirker ab als bei den NOD Tieren (p < 0,05). Im Vergleich mit den NOD Tieren
war die Aktivitit der ATPase bei den NODmt" ' Tieren gesteigert.
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Abb.3.4.1 B  Aktivitit des ATPase-Komplexes in isolierten Mitochondrien von Bémt""® und

B6émt**® Tieren.

Die Darstellung zeigt die Aktivitit des ATPase-Komplexes in isolierten Milz-
Mitochondrien von Bémt""® und B6mt**® Tieren (n = 10 — 11). Die Extinktion nahm
bei den Mitochondrien der B6mt""® Tiere stirker ab als bei den B6mt*** Tieren (p >
0,05). Im Vergleich mit den B6mt**® Tieren war die Aktivitit der ATPase bei den
B6mt"'® Tieren gesteigert.
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3.4.2 H,0,-Produktion in isolierten Mitochondrien von NODmt™® und NOD Tieren so-

wie von Bé6mt""® und B6mt'™® Tieren

Mitochondrien sind Produzenten reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), werden aber auch durch
ROS geschidigt. Die FVB-Mutation fiithrt dazu, dass in isolierten Mitochondrien die Konzen-
tration von ROS, z. B. H,0, ansteigt.

Fiir die Messung der H,O,-Produktion wurde das Amplex-Red-Kit verwendet.

Die Mitochondrien der NODmt "2 Tiere produzierten signifikant mehr H,O, als die Mito-
chondrien der NOD Tiere (NODmt" *>: 2,51 + 0,31 pM H,0, vs. NOD: 1,61 + 0,22 uM H,0,,
jeweils nach 30 Minuten Inkubation; p < 0,05; s. Abb. 3.4.2 A).

Die Mitochondrien der Bémt""®
Bémt**® Tiere (B6mt""®: 3,76 + 0,49 uM H,0, vs. Bémt***: 2,73 + 0,28 uM H,0,, jeweils
nach 30 Minuten; p < 0,05; s. Abb. 3.4.2 B).

produzierten signifikant mehr ROS als die Mitochondrien der
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Abb.3.42 A H,0,-Produktion in isolierten Mitochondrien von NODmt""” und NOD Tieren.

Dargestellt ist die H,O,-Produktion in isolierten Milz-Mitochondrien von NODmt"v®
und NOD Tieren (n = 6). Die H,O,-Produktion war in den Mitochondrien der
NODmt"™® Tiere signifikant hoher als in den Mitochondrien der NOD Tiere (p <
0,05).
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Abb.3.42B H,0,-Produktion in isolierten Mitochondrien von B6mt"*® und B6mt**® Tieren.

Die Abbildung zeigt die H,O,-Produktion in isolierten Milz-Mitochondrien von
B6mt™® und Bé6mt**® Tieren (n=15 - 6). Die H,O,-Produktion war in den Mitochond-
rien der Bémt""® Tiere signifikant héher als in den Mitochondrien der B6mt**® Tiere
(p <0,05).

3.4.3 Sauerstoffverbrauch von isolierten Mitochondrien von NODmt""® und NOD Tieren

sowie von Bémt""® und B6mt'™® Tieren

Die Zustiande 3 und 4 der Atmungskette stellen die wichtigsten Zustdnde der Atmungskette
dar (s. Kap. 1.2.2). Daher wurden bei den Versuchen zum Sauerstoffverbrauch von isolierten
Mitochondrien die Zustdnde 3 und 4 untersucht.

Bei den NODmt""® Tieren war das Verhiltnis zwischen Zustand 3 und Zustand 4 signifikant
groBer als bei den NOD Tieren (NODthVB: 2,61 £ 0,06 vs. NOD: 2,27 £+ 0,6; p < 0,01). Das
Ergebnis zeigte, dass die oxidative Phosphorylierung gesteigert ablief (s. Abb. 3.2.3 A). Die
Tabelle 3.1 zeigt zusitzlich, dass die NODmt"*®
stoff verbraucht haben, als die Mitochondrien der NOD Tiere (p < 0,05).

Bei den Mitochondrien der Bémt™"® und B6mt**® Tiere wurden keine Unterschiede der Ver-

hiltnisse zwischen Zustand 3 und Zustand 4 festgestellt (B6thVB: 394 £ 0,17 vs. Bomt KR:
3,75+ 0,31; s. Abb. 3.4.3 B).

Tiere im Zustand 3 signifikant mehr Sauer-
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Abb. 3.43 A Sauerstoffverbrauch von isolierten Mitochondrien von NODmt"*® und NOD Tie-

Abb. 3.43 B

ren.

Die Abbildung zeigt den Sauerstoffverbrauch von isolierten Leber-Mitochondrien aus
NODmt"™® und NOD Tieren (n = 3). Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien

wurde mit Hilfe der Oxygraph DW 1 Clark Elektrode gemessen. Das Verhiltnis zwi-
FVB

schen Zustand 3 und 4 war bei den NODmt
NOD Tieren (p <0,01).

Tieren signifikant groBer als bei den

Bl g VB
Bl g KR

Verhéltnis zw. Zustand 3 u. Zustand 4

Sauerstoffverbrauch von isolierten Mitochondrien von Bémt™® und B6émt**®
Tieren.

Dargestellt ist der Sauerstoffverbrauch von isolierten Leber-Mitochondrien von
B6mt""® und B6mt**® Tieren (n = 5). Der Sauerstoffverbrauch wurde mit Hilfe der
Oxygraph DW 1 Clark Elektrode ermittelt. Es wurden keine Unterschiede zwischen
den beiden Genotypen beziiglich des Sauerstoffverbrauches festgestellt.
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Tab. 3.1

Die Tabelle zeigt den Sauerstoffverbrauch von isolierten Leber-Mitochondrien aus NODmt
NOD Tieren unter Zustand 3 und Zustand 4 Bedingungen. Der Sauerstoffverbrauch der NODmt

Sauerstoffverbrauch von NODmt"¥® und NOD Tieren.

Tiere war unter Zustand 3 Bedingungen signifikant gréBer (p < 0,05).

FVB und

FVB

Genotyp O,-Verbrauch Zustand 4 O,-Verbrauch Zustand 3 Verhiltnis 3:4
FVB 5,75+ 0,01 15,04 + 0,46 2,61 +0,08
Eggm‘c 5,65+0,13 12,83 + 0,63 2,27+0,08
p <0,05 p <0,05
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4 Diskussion

Die in den Mitochondrien lokalisierte oxidative Phosphorylierung ist die Hauptenergiequelle
in aeroben Organismen. Daraus folgt, dass verédnderte mitochondriale Eigenschaften, z. B.
verursacht durch Mutationen der mitochondrialen DNA (mtDNA), zu Erkrankungen fiihren
koénnen. Das mitochondriale Genom codiert fiir 37 Gene, darunter auch fiir 13 Untereinheiten
der Komplexe der Atmungskette (u. a. die ATP-8 Untereinheit des Komplexes V), rRNAs
und tRNAs. Defekte der mtDNA fithren daher oftmals zu einer Verdnderung der oxidativen
Phosphorylierung (Wiederkehr & Wollheim 2006). Der Einfluss mitochondrialer DNA-
Mutationen macht sich vor allem in Geweben mit hohem Energiebedarf bemerkbar, z. B.
Nervenzellen, Muskelzellen und pankreatischen -Zellen. Aufgrund der gestorten Energiebe-
reitstellung resultieren bestimmte Erkrankungen, z. B. Myopathie, Demenz oder kardiale
Reizleitungsstorungen (Jacksch-Angerer ef al. 1999). In den B-Zellen des Pankreas besitzen
die Mitochondrien eine Schliisselrolle bei der glucosestimulierten Insulinsekretion (GSIS),
indem sie das fiir die GSIS essentielle ATP synthetisieren (Wiederkehr & Wollheim 2006).
Der ATP-Synthase Komplex besteht aus zwei Komponenten: dem Fo-Teil, der als Protonen-
kanal dient und in der inneren Mitochondrienmembran verankert ist, sowie dem F;-Teil, der
in den Matrixraum hineinragt und das katalytische Zentrum darstellt. Nur beide Anteile zu-
sammen sind in der Lage ATP zu synthetisieren (Loffler ef al. 2006). Das mt-A#p-8-Gen ko-
diert fiir eine Untereinheit im Fo-Anteil (da Fonseca et al. 2008). Untersuchungen an Hefen
haben gezeigt, dass die ATP-8 Untereinheit fiir den Aufbau und die Funktion des Fo-Anteils
essentiell ist (Devenish ef al. 2000). Die korrekte Assemblierung ist somit fiir die ATP-
Synthese unabdingbar. ATP dient als universeller Energielieferant fiir alle Zellen des Orga-
nismus und wird fiir viele physiologische Prozesse benétigt, unter anderem fiir die Insulinsek-
retion. Bei der Insulinsekretion fithrt ATP zur Inhibition von ATP-abhéngigen Kaliumkanélen
der B-Zelle, wodurch die Insulinsekretion stimuliert wird (Langin 2001).

Beim Menschen sind Krankheiten bekannt, die auf mitochondriale Mutationen zuriickzufiih-
ren sind. Die bekannteste humane Mutation ist die ,, Common Deletion “, die mit einer Lange
von 5000 Basenpaaren ein Drittel des gesamten mitochondrialen Genoms betrifft. Sie fiihrt zu
einem Verlust von Genen, die fiir Untereinheiten der Komplexe I, IV und V sowie flinf
tRNAs kodieren. Phinotypisch fiihrt sie je nach Organmanifestation zur chronisch progre-
dienten externen Ophthalmoplegie, zum Kearns-Sayre-Syndrom oder zum Pearson-Syndrom

(Jacksch-Angerer et al. 1999). Dariiber hinaus sind beim Menschen eine Vielzahl weiterer
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Mutationen bekannt, darunter auch Mutationen im mt-4A7P-8-Gen, die z. B. zu schwerer
Leukodystrophie und hypertropher Kardiomyopathie fiihren (Mkaouar-Rebai ez al. 2010).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss einer Variante des mitochondrialen A#p-§-
Gens (mt-Atp-8) auf mitochondriale Grundfunktionen pankreatischer B-Zellen sowie deren
Verdnderungen unter metabolischer Belastung zu untersuchen. Um diese Mutation isoliert
betrachten zu konnen, wurde die Mutation des mt-Azp-8-Gens auf den genetischen Hinter-

grund der NOD und B6 Maéuse iibertragen.
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4.1 Auswirkungen der mitochondrialen Variante des A#p-8-Gens

(mt""®™) auf das Autoimmungeschehen der NOD Maus

Das mitochondriale Genom des NOD Stammes ist gegeniiber NODmt" "> an drei Stellen po-
lymorph: neben dem mt-A#p-8-Gen auch im mt-Cox-I//-Gen sowie in einem Bereich der mt-#-
rna™® (Yu et al. 2009a).

Es konnte gezeigt werden, dass die Mutation des mt-A#p-8-Gens zu vermehrtem Auftreten
von Autoimmunkrankheiten fiihrt, z. B. Collagen-induzierte Arthritis, Nephritis und Autoim-
munpankreatitis (Yu ef al. 2009b). Diese Beobachtung konnte in der vorliegenden Arbeit fiir
den Diabetes mellitus Typ 1 (T1DM) der NOD Maus bestétigt werden. Fiir die Erhchung der
Suszeptibilitdt gegeniiber dem T1DM spielt im NOD Modell offensichtlich nur die Mutation
im mt-Atp-8-Gen eine Rolle, wihrend Variationen im mt-Cox-/[I-Gen und in einem Bereich
der mt-r-rna™* die Suszeptibilitit fiir TIDM nicht erhéhen (Mathews ez al. 2005).

Im Serum der NODmt""® Tiere wurden zu einem friiheren Zeitpunkt héhere Insulin-Auto-
antikorper (IAA)-Konzentrationen gemessen als bei den NOD Tieren. Ebenso zeigte sich bei
den NODmt""® Tieren nach der 20. Woche eine erhéhte kumulative Diabetesinzidenz. Von
den NODmt""® Tieren erkrankten mehr Tiere und vor allem bei den minnlichen Tieren war
das Manifestationsalter signifikant niedriger als bei den NOD Tieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Mutation des mt-A#p-8-Gens zu einer vermehr-
ten Synthese reaktiver Sauerstoffmetabolite (ROS) in isolierten Mitochondrien von Leber-
und Milzzellen fiihrt (Yu et al. 2009b). ROS entstehen in den Mitochondrien als Nebenpro-
dukte der Atmungskette. Anstelle der Reduktion des molekularen Sauerstoffes zu H,O, kon-
nen einige Elektronen die innere Mitochondrienmembran passieren und reagieren im mito-
chondrialen Matrixraum als Superoxid (0O,) zu Wasserstoffperoxid (H,O;) oder
Hydroxylradikalen (OH-) (Wiederkehr & Wollheim 2006). Vor allem im Matrixraum sind die
Mitochondrien sehr vulnerabel gegeniiber ROS, da sich dort unter anderem mtDNA, mtRNA
und Enzyme der f-Oxidation sowie des Citrat-Zyklus befinden. Zusétzlich spielen ROS auf-
grund ihrer Fahigkeit Lipide, Proteine und Nukleinsduren zu schiadigen (Robertson 2006) eine
wichtige Rolle bei der autoimmunen Schiddigung der f-Zellen. Die durch ROS geschédigten
Zellen setzen Proteine als Antigene frei, die zur Entstehung neuer immunogener Epitope an
der Zelloberfliache fiihren, die als Autoantigen T-Lymphozyten und Makrophagen aktivieren.
SchlieBlich kommt es zur autoreaktiven Schidigung der B-Zelle (Trigwell ez al. 2001).

In der Pathogenese des TIDM spielen Autoantikdrper eine wichtige Rolle. Die héufigsten

Autoantikorper, die beim T1DM nachgewiesen werden, sind gegen Glutamatdecarboxylase
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(GAD), Tyrosinphosphatase und Insulin gerichtet (Pirot ef al. 2008). Die Arbeitsgruppe von
S. Trigwell konnte nachweisen, dass ROS zu einer Modifikation der GAD fiihren. Dabei wur-
de gezeigt, dass in vitro durch die Fenton-Reaktion generierte ROS zu einem héheren Mole-
kulargewicht der GAD fiihrten. Interessanterweise wurden in Seren von T1DM Patienten vor
allem Antikorper gegen GAD mit dieser spezifischen Verdnderung des Molekulargewichts
gefunden (Trigwell ez al. 2001).

Erhohter oxidativer Stress, ausgelost durch ein Ungleichgewicht zwischen ROS-Produktion
und Verfiigbarkeit antioxidativer Systeme, ist mit vermehrter Lipid-Peroxidation assoziiert
(Kurien & Scofield 2008). Durch Lipid-Peroxidation kommt es zur Freisetzung von 4-
Hydroxy-2-Alkenen, die wiederum zur Bildung von Addukten mit Aminogruppen von Lysin
und anderen Aminosduren fithren. Diese durch Adduktbildung verdnderten Proteine sind sehr
immunogen und konnen zur Formierung von Autoantikoérpern fithren (Kurien & Scofield
2008). Auch beim systemischen Lupus erythematodes (SLE), dessen Pathomechanismus unter
anderem auf Autoantikorper gegen nukledre Bestandteile beruht, wurde der Einfluss von ROS
auf die Synthese von Autoantikorper beschrieben. Das 60-kDa-Ro ist ein Ziel der Autoanti-
korper beim SLE und wird durch HNE, einem 4-Hydroxy-2-Alken, so modifiziert, dass es zur
Bildung von chemischen Addukten kommt, die als Neoantigene dienen konnen. Das durch
ROS modifizierte 60-kDa-Ro wird von den antigen-prdsentierenden Zellen leichter endo-
zytiert, als das native 60-kDa-Ro, so dass es zu einer schnelleren und massiveren Generierung
von Autoantikdrpern gegen 60-kDa-Ro kommt (Newsholme et al. 2006).

Die B-Zell-Destruktion beim T1DM wird durch T-Lymphozyten und Makrophagen verursacht
sowie durch zirkulierende Autoantikorper, die fiir die Aktivierung der T-Lymphozyten ver-
antwortlich sind. Es gibt Hinweise, dass diese Autoantikorper bereits zu einem frithen Zeit-
punkt auftreten, ohne dass es sofort zu Insulitis und TIDM kommt. Das spricht dafiir, dass der
Pool autoreaktiver T-Zellen zunéchst ausreichend vom Immunsystem kontrolliert wird. Erst
durch bestimmte Ausléser kommt es zur Aktivierung und zur Ausdehnung der autoreaktiven
T-Zellpopulation mit Insulitis, B-Zell-Untergang und T1IDM (In't Veld et al. 2007). Es werden
viele verschiedene Faktoren diskutiert, die zur Aktivierung autoreaktiver Immunzellen fiihren,
wie Virusinfektionen, Impfungen, Erndhrungsgewohnheiten im Kleinkindalter und viele an-
dere mehr (Pirot ef al. 2008). Zu diesen Faktoren konnte auch eine gesteigerte mitochondriale
ROS-Produktion gehéren, die bei den NODmt"*® Tieren zu einer gesteigerten Inzidenz und

fritheren Manifestation des T1DM fiihrt.
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4.2 Lipidbelastungsstudie der NODmt" """ und NOD Maus

Um den Einfluss der Mutation im mt-A#p-8-Gen auf metabolische Belastungen zu untersu-

FVB

chen, erhielten NODmt "~ und NOD Tiere iiber einen Zeitraum von zwolf Wochen entweder

eine fettreiche (60 % cal aus Fett) oder eine fettarme Diét (10 % cal aus Fett).

Es wurde festgestellt, dass unter fettreicher Diit die NODmt" ¥ >

Tiere signifikant groBere und
mehr Langerhanssche Inseln aufwiesen als die NOD Tiere. Unter Kontrolldidt wurden bei den
NODmt""® Tieren signifikant kleinere Inseln beobachtet. Demnach nahm die InselgroBe bei
den NODmt""® Tieren durch die Lipidbelastung zu.

Der TIDM resultiert durch eine autoimmune Zerstorung der insulinproduzierenden B-Zellen.
Das klinische Vollbild des TIDM manifestiert sich nicht mit dem Beginn der autoimmunen
Destruktion, sondern erst wenn 80 % der B-Zellen zerstort sind (Gillespie 2006). Solange
nicht mehr als 80 % der B-Zellen untergegangen sind, kénnen die verbleibenden B-Zellen den
Insulinmangel ausgleichen. Gleiches gilt fiir durch fettreiche Diét induzierte Insulinresistenz,
die ebenfalls zu einem Insulinmangel fiihrt (siche unten). Die Kompensation geschieht zum
einen durch vermehrte Insulinsekretion, zum anderen durch VergroBerung der B-Zellmasse
(Kubota et al. 2000). Die B-Zellmasse kann durch Replikation, Hypertrophie oder Formation
neuer Langerhansscher Inseln erfolgen, wobei bei Nagetieren scheinbar die Replikation do-
miniert (Bonner-Weir 2000). Der genaue Mechanismus, der zur VergroBerung der [-
Zellmasse fiihrt, ist bisher unklar. Eine wichtige Komponente konnte die Glucokinase darstel-
len (Weir & Bonner-Weir 2007). Die Glucokinase ist eine Hexokinase, die in den B-Zellen
vorkommt und als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym die erste Reaktion der Glucose-
oxidation katalysiert (Loffler ef al. 2006). Welche Rolle die Glucokinase bei der Zunahme der
Menge an insulinproduzierenden Geweben einnimmit, ist unklar. Es konnten jedoch an einem
glucokinase-defizienten Tiermodell unter metabolischer Belastung, im Gegensatz zur Kont-
rollgruppe, kein Zuwachs der B-Zellmasse beobachtet werden (Terauchi et al. 2007).

Durch die fettreiche Didt wurde zusétzlich zur autoimmunen Belastung des NOD Hintergrun-
des eine metabolische Belastung provoziert, die einen erhohten Korperfettgehalt und damit
auch erhohte Fettsdurespiegel im Blut bedingt. Eine erh6hte Serumkonzentration an Fettséu-
ren ist mit einer peripheren Insulinresistenz assoziiert, so dass durch die lipidreiche Didt der
Insulinmangel verstiarkt wurde (Belfort ez al. 2005).

Die bei den NODmt""® Tieren durch fettreiche Diiit hervorgerufene VergroBerung der pan-
kreatischen Inseln konnte als Kompensationsmechanismus aufgefasst werden, der dazu dient,

die Insulinsekretion zu steigern. Unter der Lipidbelastung ist lediglich ein Tier wéhrend des
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Beobachtungszeitraumes diabetisch geworden. Das konnte einerseits an dem Kompensati-
onsmechanismus liegen, der dafiir sorgt, dass ausreichend Insulin sezerniert wird, andererseits
wurden die Tiere nur bis zur 16. Lebenswoche untersucht. Bei der Beobachtung der
NODmt"® und NOD Tiere unter Standarddiit iiber einen lingeren Zeitraum wurde festge-
stellt, dass die Manifestation des TIDM bei den ménnlichen NODmt" "B Tieren erst nach der
16. Woche beginnt (s. Kap. 3.1.1). Daraus lésst sich schlussfolgern, dass die fettreiche Diét
nicht zu einer Beschleunigung der autoimmunen Zerstérung der -Zellen fiihrt. Da die Lipid-
belastung bei beiden Genotypen zu keiner Erh6hung des Seruminsulins gefiihrt hat, ist die
Insulinsekretionsleistung vermutlich bei beiden Genotypen bereits eingeschrinkt. Bei den
NODmt"® Tieren scheint der Insulinmangel bereits so weit fortgeschritten zu sein, dass es
kompensatorisch zur VergroBerung der Langerhansschen Inseln kommt, wéhrend die NOD

Tiere den Insulinbedarf ohne kompensatorische VergroBerung der Inseln decken kénnen.
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4.3 Lipidbelastungsstudie der B6mt™® und B6mt*** Maus

4.3.1 Glucosetoleranz

Den Einfluss der metabolischen Belastung durch eine fettreiche Didt wurde auch bei den
conplastischen Mausstimmen Bémt""® und Bé6mt"*® untersucht. Das FVB-Genom und das
AKR-Genom sind lediglich im mt-A#p-8-Gen polymorph (Yu et al. 2009a). Wie bei den
NODmt"™"? Tieren wurde bei den Bémt""® Tieren eine erhohte ROS-Produktion nachgewie-
sen (s. Kap. 4.4.1).

Unter fettreicher Diét verschlechterte sich die Glucosetoleranz beider Genotypen signifikant.

Zusitzlich zeigten die Bémt™ " ®

Tiere unter Lipidbelastung eine signifikant verminderte Glu-
cosetoleranz gegeniiber den B6mt™** Tieren.

Durch die fettreiche Didt kommt es auch auBlerhalb des Fettgewebes, z. B. in der Muskulatur
oder in B-Zellen zu einer intrazelluldiren Anreicherung von Fettsduren (Fex ef al. 2007). Diese
Fettsduren werden vermehrt in die Mitochondrien transportiert, um dort durch enzymatische
Reaktionen der B-Oxidation metabolisiert zu werden. Dabei werden Reduktionsdquivalente
(FADH, und NADH + H") frei, die in der Atmungskette reoxidiert werden. Somit gehen
Elektronen in die Elektronentransportkette ein und es werden Protonen in den mitochondria-
len Intermembranraum transportiert, so dass ein Protonengradient entsteht. Durch den Proto-
nengradienten, der fiir die ATP-Synthese essentiell ist, entsteht ein Membranpotential an der
inneren Mitochondrienmembran. Wenn durch die f-Oxidation gro3e Mengen an Reduktions-
dquivalenten zur Verfiigung stehen und die Reaktionen der Atmungskette mit hoher Ge-
schwindigkeit ablaufen, werden dementsprechend viele Protonen in den Intermembranraum
gepumpt und es entsteht ein hohes Membranpotential. Je hoher das Membranpotential ist,
desto hoher ist die mitochondriale ROS-Produktion, die sich wiederum schiadigend auf mito-
chondriale Funktionen auswirkt (Krauss ef al. 2003).

Da die B6mt""® Tiere bereits ohne Lipidbelastung eine erhéhte ROS-Synthese in isolierten
Mitochondrien aufwiesen, konnte es durch die fettreiche Diét zu einer massiven Steigerung
der mitochondrialen ROS-Produktion zu kommen, so dass sich deren schidigende Wirkung
potenziert.

Desweiteren kommt es durch den erhohten Fettsduregehalt in den Mitochondrien zur ver-
mehrten Bildung von Lipid-Anionen, fiir die die innere Membran der Mitochondrien nicht
permeabel ist (Ho et al. 2002). Die sich im Matrixraum befindenden Lipid-Anionen sind

durch die dort entstehenden ROS sehr vulnerabel fiir Lipid-Peroxidation und auf diese Weise
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entstehen in der Matrix zusétzliche ROS in Form von Lipid-Radikalen (Schrauwen & Hesse-
link 2004).

Dieses Ergebnis konnte allerdings von der Arbeitsgruppe um P. Moore nicht bestétigt werden,
da die Arbeitsgruppe bei Lipidtoxizitdtsuntersuchungen keine erhohten ROS-Konzentrationen
gemessen hatte (Moore et al. 2004). Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit wurden dort
isolierte Inseln von Wistar-Ratten 24 bis 72 Stunden mit Palmitat oder Oleat inkubiert und
eine Lipidbelastung in vitro geschaffen. In der vorliegenden Arbeit wurde durch die fettreiche
Diidt eine Lipidbelastung in vivo erzeugt. AuBBerdem wurde bei den Untersuchungen von P.
Moore der zellulire Gesamtgehalt von ROS mit dem Farbstoff Carboxy-H,DCFDA quantifi-
ziert. Lediglich der Farbstoff MitoSOX® ist in der Lage mitochondrial erzeugtes ROS zu de-
tektieren. Auch wurde in der vorliegenden Arbeit die ROS-Synthese in isolierten Mitochond-
rien quantifiziert, wiahrend bei P. Moore isolierte -Zellen untersucht wurden. Auf Grund des
unterschiedlichen Versuchsaufbaus lassen sich die unterschiedlichen Ergebnisse erklédren.
Dariiber hinaus konnte in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass eine erhohte ROS-
Produktion Entkoppler der Atmungskette, ,uncoupling proteins“ (UCPs), induziert
(Skulachev 1998; Wiederkehr & Wollheim 2006). UCPs fiihren zu einem Riicktransport der
Protonen vom Intermembranraum des Mitochondriums in die Matrix, ohne dass ATP synthe-
tisiert wird. Durch UCPs wird die Respiration von der ATP-Synthese getrennt und die ATP-
Synthese verringert sich. Die mitochondriale Bereitstellung von ATP ist fiir die Insulinsekre-
tion essentiell. Das UCP 2 der B-Zelle ist homolog mit dem UCP 1 des braunen Fettgewebes.
Die Arbeitsgruppe von B. Lowell hat gezeigt, dass eine vermehrte UCP 2-Expression einen
negativen Einfluss auf die GSIS sowohl in vivo als auch in vitro hat (Lowell & Shulman
2005). Daher konnte eine vermehrte UCP 2-Expression ebenfalls einen Einfluss auf die Glu-
cosetoleranz haben. Die Rolle des UCP 2 wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht un-

tersucht.

4.3.2 Insulinsensitivitit

Die fettreiche Diét fithrte insgesamt zu einer signifikanten Verschlechterung der Insulinsensi-
tivitdt. Zwischen den beiden Genotypen wurden jedoch keine Unterschiede festgestellt.

Der Mechanismus der Insulinresistenz erkldrt sich durch folgende Eigenschaften des Insulin-
rezeptors: Der Insulinrezeptor besteht aus vier Untereinheiten (ayf,). Die a-Untereinheiten

befinden sich an der AuB3enseite der insulinabhidngigen Gewebe (Pessin & Saltiel 2000). An
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diese Untereinheiten bindet das Insulin und es kommt zu einer Konformationsdnderung inner-
halb des Rezeptors, die zu einer Aktivierung des zytosolischen Abschnitts der f-
Untereinheiten flihrt. Dadurch kommt es zu einer ATP-abhidngigen Autophosphorylierung
intrazelluldrer Insulinrezeptorsubstrate (IRS). Die Phosphorylierung der IRS resultiert in der
Aktivierung der Phosphatidylinositolkinase 3 (Sivitz & Yorek 2010). Im Muskel- und Fett-
gewebe fiihrt die Aktivierung der Phosphatidylinositolkinase 3 zur Translokation des Gluco-
setransporters Typ 4 (GLUT 4) in die Zellmembran und damit zu einer stark erhéhten Gluco-
seaufnahme in die Zelle. In der Leber fiihrt die durch Insulin ausgeloste Signalkaskade zur
Hemmung der Gluconeogenese und zur Verringerung der Glucosefreisetzung (Pessin &
Saltiel 2000). Eine Storung dieser Signalkaskade fiihrt unter anderem zu einer mangelhaften
Glucoseaufnahme in Muskel- und Fettgewebe sowie zur Fehlregulierung von Glucose-
stoffwechselprozessen der Leber (Kashyap & Defronzo 2007). Diesen Zustand bezeichnet
man als Insulinresistenz.

In den folgenden Absdtzen werden zwei mogliche Mechanismen erldutert, durch die eine fett-
reiche Diét die Insulinsensitivitét verschlechtern kann.

1.) Die Fettsdureoxidation findet generell im Mitochondrium statt. Sind die Plasmakonzentra-
tionen der Fettsduren iiber einen ldngeren Zeitraum erhoht, z. B. durch fettreiche Diit, kommt
es in Myozyten zu einer vermehrten Fettsdureaufnahme. Die f-Oxidation kann nicht unend-
lich gesteigert werden, so dass bei erhohter intrazelluldrer Fettsdurekonzentration die Fettsédu-
ren akkumulieren. Vor allem der erhohte Gehalt von Diacylglycerin (DAG) ist mit der Ent-
stehung von Insulinresistenz assoziiert. DAG entsteht beim Abbau der Triacylglycerine
(TAGQG), eine Speicherform der Fettsduren, durch die TAG-Lipase unter Abspaltung einer Fett-
sdure. Die TAG-Lipase kommt vor allem im Fettgewebe vor, aber auch im Skelett- und
Herzmuskel (Loffler et al. 2006). DAG fiihrt zu einer Aktivierung der Proteinkinase C, die
wiederum zu einer Aktivierung einer Serinkinase fithrt. Dadurch wird ein Serinrest des IRS-1
phosphoryliert und damit inhibiert. Auf diese Weise wird die Tyrosinkinase-Kaskade des In-
sulinrezeptors und der sich anschlieBende Signalweg des IRS-1 blockiert (Sivitz & Yorek
2010).

2.) Fiir die korrekte Signaliibertragung des Insulins via Insulinrezeptor auf das IRS-1 ist eine
ATP-abhingige Autophosphorylierung notwendig. Folglich kann eine verminderte ATP-
Synthese in den insulinabhéngigen Geweben an der Entwicklung der Insulinresistenz beteiligt
sein. Die Arbeitsgruppe von M. Abdul-Ghani konnte an isolierten Mitochondrien aus Ske-
lettmuskel vom Menschen und von Méusen zeigen, dass Palmitylcarnitin die ATP-Synthese

hemmt. Palmitylcarnitin ist ein Fettsduremetabolit, der zu einer Hemmung des Sauerstoffver-
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brauches in isolierten Mitochondrien fiihrt und dariiber hinaus die Reduktion des Cytochrom
¢, einem wichtigen Bestandteil der Atmungskette, inhibiert (Abdul-Ghani ef al. 2008).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich die Insulinsensitivitdt beider Genotypen unter fett-
reicher Didt deutlich verschlechtert. Da zwischen den beiden Genotypen kein Unterschied
bestand, kann daraus geschlossen werden, dass die Signaltransduktion des Insulinrezeptors
durch die Mutation des mt-A#p-8-Gens nicht gestort ist, so dass die Mutation vor allem zu
einer Beeintrachtigung der Insulinsekretion und weniger der Insulinwirkung fiihrt. Daraus
lasst sich ableiten, dass die Peripherie, d. h. die insulinabhéngigen Gewebe (Muskulatur, Fett-
gewebe, Leber usw.) durch die Mutation des mt-Azp-8-Gens nicht so stark beeintrichtigt sind,

wie die B-Zellen.

4.3.3 Seruminsulinspiegel

Beim Vergleich der Seruminsulinspiegel in der 8. und 16. Woche fiel bei den B6mt**® Tieren
unter Lipidbelastung eine Zunahme des Seruminsulins auf, wihrend sich die Seruminsulin-

FVB Tiere nicht dnderte. Unter 4.3.2 wurde erwihnt, dass sich durch

konzentration der B6mt
die fettreiche Diét die Insulinsensitivitit beider Genotypen signifikant verschlechtert. Betrach-
tet man die Blutglucoseverldufe, fillt auf, dass trotz der verschlechterten Insulinsensitivitat
nur zwei Tiere pathologische Blutglucosewerte entwickelt haben.

Zwischen Insulinsensitivitdt und Insulinsekretion besteht eine Feedbackschleife, so dass Ver-
danderungen der Sensitivitdt von gegenteiligen Verdnderungen der Sekretion begleitet werden
(Bruning ef al. 1997). Das bedeutet, dass eine Verschlechterung der Insulinsensitivitét, die zur
Hyperglykdmie fiihren wiirde, von einer gesteigerten Insulinsekretion kompensiert wird, so
dass eine normoglykédmische Stoffwechsellage erhalten bleibt. Bei einer insuffizienten Hyper-
insulindmie kann der erhohte Glucosespiegel nicht mehr kompensiert werden und es kommt
zum Diabetes mellitus (Reaven 1993). Bei Untersuchungen an einem insulinresistenten Maus-
modell konnte festgestellt werden, dass Insulinresistenz zu einer Steigerung der basalen Insu-
linsekretion fithrt (Asghar ef al. 2006). Dariiber hinaus konnte an Tiermodellen gezeigt wer-
den, dass die Hyperinsulindmie durch Zunahme der Insulinsekretion und durch erhohte [3-
Zellmasse gewdhrleistet wird (Kubota et al. 2000) (s. 4.2 u. 4.3.4).

FVB

Im Gegensatz zu den B6mt AKR

Tieren entwickelten die Bémt Tiere durch die fettreiche

Diét eine deutliche Hyperinsulindmie. Bei den Bémt"'® Tieren konnte diese Adaptation vor
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allem durch eine eingeschrinkte Insulinsekretionsleistung bedingt sein und weniger durch

unzureichende Vergroferung des insulinsezernierenden Gewebes (s. Kap. 4.3.4).

4.3.4 Anzahl und Grofie der Langerhansschen Inseln sowie Grofie der Mitochondrien in

pankreatischen f-Zellen

Wie bereits bei den NODmt" *® und NOD Tieren beobachtet werden konnte, zeigten sich auch

AKR

bei den Bémt" > Tieren unter fettreicher Diiit groBere Inseln als bei den B6mt™*® Tieren. Au-

Berdem wiesen die B6mt' V2

Tiere signifikant mehr Inseln auf. Wie unter 4.2 erldutert, scheint
es sich dabei um einen Kompensationsmechanismus zu handeln. Die durch ROS geschidigten
Zellen sind nur noch eingeschriankt zur GSIS féhig und durch die Abnahme der Insulinsensiti-
vitit besteht ein Insulinmangel. Wie unter 4.3.2 beschrieben, kommt es bei den Bémt" " Tie-
ren unter fettreicher Diét zu einer signifikant verstiarkten Insulinresistenz. Eine Abnahme der
Insulinsensitivitdt geht immer mit einer Hyperinsulindmie einher, so dass eine normoglykami-
sche Stoffwechsellage beibehalten werden kann (Bruning ef al. 1997). Die Arbeitsgruppe von
N. Kubota konnte zeigen, dass der erhohte Seruminsulinspiegel sowohl durch gesteigerte ba-
sale Insulinsekretion als auch durch Zunahme der -Zellmasse erreicht werden kann (Kubota
et al. 2000). Die B-Zellmasse kann durch verschiedene Mechanismen erhoht werden, wie [3-
Zell-Replikation, -Hypertrophie oder Formation neuer Inseln durch Neogenese (Weir & Bon-
ner-Weir 2007). Der genaue Mechanismus ist noch nicht aufgeklért, jedoch scheint das En-
zym Glucokinase eine wichtige Rolle zu spielen (Matschinsky 1996).

Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigte sich, dass die p-Zellen der Bémt" ">
Tiere unter fettreicher Diit signifikant kleinere Mitochondrien aufwiesen als die Bémt**}
Tiere. Unter Kontrolldidt wurde die gegenteilige Beobachtung gemacht: die Mitochondrien

AKR -
KR Tiere.

der B6mt""® Tiere waren signifikant groBer als die Mitochondrien der B6mt
Die Arbeitsgruppe von M. Fex zeigte an weiblichen B6 Méausen, dass die GroB3e der Mito-
chondrien durch fettreiche Didt zunimmt. Diese Arbeitsgruppe stellte diese Beobachtung als
Kompensationsmechanismus dar, wobei die Mitochondrien auf Insulinresistenz mit einer
GroBenzunahme reagieren. Diese Volumenzunahme geht mit einer Steigerung des mitochond-
rialen Stoffwechsels (gesteigerte ATP-Synthese) einher, die letztendlich zu einer Hyperinsuli-

nidmie fiithrt. Durch die vermehrte Insulinsekretion kann trotz einer Insulinresistenz eine nor-

moglykdmische Stoffwechsellage aufrecht erhalten werden (Fex ef al. 2007).
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Eine alternative Erklarung fiir die Volumenzunahme der Mitochondrien ist die Bildung von
Megamitochondrien. Wenn der intrazelluldre ROS-Spiegel die Konzentration iibersteigt, die
die Zelle kompensieren kann, kommt es zur Formierung von Megamitochondrien. In den Me-
gamitochondrien ist der Sauerstoffgehalt geringer und die ATP-Synthese ist vermindert. Da 1
— 2 % des mitochondrialen Sauerstoffverbrauches in der Entstehung von ROS resultieren
(Chance et al. 1979), ist durch einen verminderten Sauerstoffverbrauch folglich die ROS-
Entstehung verringert (Wakabayashi 2002). Die Volumenzunahme konnte einen protektiven
Mechanismus gegeniiber der Bildung von ROS darstellen. Die Arbeitsgruppe von T.
Wakabayashi konnte zeigen, dass die Inhibition der Lipid-Peroxidation, unter anderem mit a-
Tocopherol, auch die Bildung von Megamitochondrien verhindert (Wakabayashi et al. 1997).
Vermutlich kénnen die Mitochondrien der B6mt" > Tiere nicht mit einer Volumenzunahme
auf die Lipidbelastung und den sich einstellenden Insulinmangel reagieren. Die Mutation des
mt-Atp-8-Gens konnte diesen Kompensations- (Fex et al. 2007) oder Schutzmechanismus
(Wakabayashi et al. 1997) storen. Stattdessen kommt es zu einer kompensatorischen Grof3en-
zunahme und zu einer vermehrten Anzahl der Langerhansschen Inseln.

Bei den von T. Wakabayashi beschriebenen Megamitochondrien konnte es sich um Mito-
chondrien handeln, die zu einem Netzwerk fusioniert sind. Die reduzierte Mitochondrien-

groBe der Bomt' " ®

Miuse konnte durch eine Stérung der mitochondrialen Dynamik bedingt
sein, durch die die Mitochondrien nicht mehr in der Lage sind zu fusionieren.

Mitochondrien sind aktive Strukturen, die sich innerhalb der Zelle bewegen und fusionieren,
so dass Netzwerke entstehen und sich auch wieder aus den Netzwerken abspalten oder teilen
(Civitarese & Ravussin 2008). Da fusionierte Mitochondrien gemeinsame Metabolite nutzen
und einen gemeinsamen elektrochemischen Gradienten nutzen, ist die Ausbildung solcher
Netzwerke wichtig fiir die Funktionalitit und Integritdt der Zellen und Mitochondrien
(Skulachev 2001). Dariiber hinaus konnen durch die Fusion Genprodukte ausgetauscht und
mitochondriale Mutationen ausgeglichen werden (Chan 2006). Die Arbeitsgruppe von A. Mo-
lina konnte zeigen, dass eine fett- und glucosereiche Diidt zu einer vermehrten Fragmentierung
mitochondrialer Netzwerke fiihrt. Als mogliche Ursache nannte die Arbeitsgruppe eine Ab-
nahme der Fusionsrate (Molina ef al. 2009).

Durch die bereits schon basal gesteigerte ROS-Synthese kénnten Mitochondrien der B6mt"'®
Tiere sehr anfillig fiir die durch die fettreiche Diét hervorgerufene Fusionsverminderung sein.
Die Fusionsaktivitit der Mitochondrien der B6mt**® Tiere konnte eine lingere und intensive-

re Lipidbelastung tolerieren, so dass die Béomt'V® Tiere kleinere, stirker vereinzelte Mito-

chondrien aufweisen mit geringerer Toleranz gegeniiber ROS.
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4.4 Untersuchungen der Auswirkungen des mt" ®"-Genotyps auf mito-

chondriale Funktionen

4.4.1 H>0-Produktion in isolierten Milz-Mitochondrien

Bei der Quantifizierung der H,O,-Produktion in isolierten Mitochondrien zeigten sich sowohl
beim NOD Stamm als auch bei den B6 Tieren signifikant erhéhte H,O,-Konzentrationen in

FVB . . . . . . .
-Genom. Das ist ein Hinweis dafiir, dass die Mutation

Mitochondrien der Tiere mit dem mt
im mt-A#p-8-Gen, unabhingig vom nukledren Genom, mit einem erhéhten Vorkommen von
ROS assoziiert ist.

ROS rufen nicht immer eine unmittelbare Schidigung der Mitochondrien und/oder Zellen
hervor. Mitochondrien und Zellen besitzen eine Reihe von Mechanismen, um sich vor oxida-
tivem Stress zu schiitzen. Zu den mitochondrialen Schutzmechanismen gehéren das Entkop-
peln der Respiration von der ATP-Synthese durch UCPs sowie der Abbau der ROS durch
enzymatische Reaktionen, z. B. durch die Glutathion-Peroxidase und Peroxiredoxin (Green et
al. 2004). Erst wenn diese Schutzsysteme iiberfordert sind, kommt es zu funktionellen
und/oder strukturellen Einschrinkungen der Zelle bzw. des Mitochondriums. Die Ausstattung
der Zellen mit diesen Schutzmechanismen ist nicht iiberall gleich und so sind einige Gewebe
empfindlicher als andere. Die pankreatischen B-Zellen sind besonders anfillig fiir durch ROS
induzierte Schéaden, da die Expression von antioxidativen Enzymen hier niedrig ist (Lenzen et
al. 1996).

Die Arbeitsgruppen von Pi und Leloup konnten zeigen, dass die mitochondriale Produktion
von ROS fiir die Insulinsekretion bedeutsam ist. Vorriibergehende, leicht erhohte ROS-
Konzentrationen, vor allem in der Form von H,O,, unterstiitzen die GSIS oder sind fiir die
GSIS sogar essentiell (Pi et al. 2007). Als moglicher Mechanismus wird diskutiert, dass H,O»
L-Typ Kalzium-Kanéle in den B-Zellen 6ffnet, so dass es zu einer kurzfristigen Erhhung des
intrazelluldren Kalziumspiegels kommt, der wiederum die Insulinsekretion initiiert (Leloup ef
al. 2009). Aufgrund der Mutation des mt-A¢p-8-Gens kommt es bei den Tieren mit dem

FVB
mt

-Genom statt einer kurzfristigen und vorriibergehenden Erhhung der ROS-Produktion,
zu einer dauerhaft erh6hten ROS-Synthese, so dass die physiologischen ROS-Spiegel (Leloup
et al. 2009) weit und dauerhaft iiberschritten werden. Vermutlich haben daher die erhéhten

FVB Genom keinen sekretionsunterstiitzenden Effekt,

ROS-Spiegel bei den Tieren mit dem mt
sondern eine schiadigende Auswirkung auf zelluldre und mitochondriale Makromolekiile, die

eher zu einer Sekretionsstorung fiihrt. Zusétzlich fithren erhohte ROS-Spiegel, z. B. durch
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gesteigerte Aktivitdt des Transkriptionsfaktors Nrf 2, zu einer vermehrten Expression antioxi-
dativer Enzyme (Nguyen et al. 2003). Durch den Anstieg der antioxidativen Kapazitit wird
die durch ROS vermittelte Signalwirkung, die von Pi und Leloup beschrieben wird, abge-
schwicht und damit auch die GSIS vermindert (Pi ef al. 2007).

Die Arbeitsgruppe von R. Robertson postulierte, dass stark erhohte ROS-Spiegel die Funktion
der B-Zellen durch verminderte Expression der Transkriptionsfaktoren Pdx-1 und MafA ver-
schlechtern konnen (Robertson 2006). Die Transkriptionsfaktoren Pdx-1 und MafA sind fiir
die Expression des /nsulin-Gens wichtig. In ihrer Abwesenheit oder bei Mutationen der Bin-
dungsstellen am /nsulin-Promoter kommt es zu verminderten Insulin-mRNA-Spiegeln, redu-
ziertem Insulingehalt und Verschlechterung der Insulinsekretion (Robertson 2006). AuBlerdem
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit antioxidativ wirkendem N-Acetylcystein in
Situationen, die zu vermehrter ROS-Synthese fiihren, vor verminderter Expression von Pdx-1
und MafA in vitro sowie vor verminderter Expression des Insulin-Gens in vivo schiitzen
(Kaneto et al. 1999).

Wie unter 4.3.1 erwéhnt, konnte eine vermehrte UCP 2-Expression, die durch ROS induziert
wird, einen Schutzmechanismus gegen eine iiberméfige ROS-Produktion darstellen (Krauss
et al. 2003). Durch die Entkopplung kommt es zu einer Senkung des Potentials an der inneren
Mitochondrienmembran und dadurch zu einer Reduktion der ROS-Synthese. Allerdings geht
die UCP 2-Expression auch mit einer Abnahme der GSIS einher (Lowell & Shulman 2005).

4.4.2 Aktivitiit des ATPase-Komplexes in isolierten Milz-Mitochondrien

Sowohl bei den Tieren des NOD Stammes als auch des B6 Stammes zeigte sich bei den Tie-

ren mit mt' ' >

-Genom eine erhohte Aktivitit der ATPase. Daraus ergibt sich, dass die Aktivi-
tdt des Enzyms unabhéngig vom nukledren Genom durch die Mutation des mt-A4#p-8-Gens
nicht eingeschrinkt, sondern eher vermehrt aktiv ist.

Wie bereits erwéhnt, ist die ROS-Entstehung vom Potential der inneren Mitochondrienmem-
bran abhéngig. Je hoher das Membranpotential ist, desto mehr ROS werden generiert. Dem-
entsprechend ist die ROS-Produktion bei einem niedrigeren Membranpotential geringer
(Krauss et al. 2003). Eine M6glichkeit das Membranpotential zu senken, besteht in der Ent-
kopplung der Atmungskette durch UCPs. Dabei gelangen die Protonen ohne ATP-Synthese

von dem Intermembranraum in die mitochondriale Matrix zuriick (Skulachev 1998).
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Eine weitere Moglichkeit das Membranpotential zu senken, ist eine gesteigerte ATP-Synthese
im Komplex V der Atmungskette (Korshunov et al. 1997). Der Protonengradient, der durch
den Protonentransport in den Intermembranraum entstanden ist, wird vom ATPase-Komplex
genutzt, um ATP zu synthetisieren. Der ATPase-Komplex besteht aus zwei Anteilen: dem
membranstidndigen Fo-Teil, der als Protonenkanal dient und dem katalytischen F;-Teil, der in
den mitochondrialen Matrixraum ragt. Beide Anteile bestehen aus mehreren Untereinheiten.
Durch eine Reihe von Konformationsidnderungen ist die Protonenpassage an die ATP-
Synthese gekoppelt (da Fonseca et al. 2008).

Die erhohte Aktivitit der ATPase konnte einen Schutzmechanismus darstellen, wobei das
Mitochondrium versucht durch eine gesteigerte ATP-Synthese das Membranpotential zu sen-
ken und damit die ROS-Entstehung zu reduzieren (Korshunov et al. 1997). Jedoch gelingt
dieser Mechanismus nur teilweise. Durch die gesteigerte ATP-Synthese kann zwar das
Membranpotential gesenkt werden, allerdings fiihrt die erhohte Aktivitit der Atmungskette zu
einem erhohten Sauerstoffverbrauch, durch den wiederum mehr ROS entstehen (s. Kap.
4.4.3). Hier konnte die Ursache fiir das vermehrte ROS-Vorkommen der Tiere mit dem

FVB
mtV

-Genom liegen.

In der pankreatischen p-Zelle ist ATP essentiell fiir die Insulinsekretion. Eine vermehrte ATP-
Synthese konnte daher auch fiir eine vermehrte Insulinsekretion genutzt werden. Das wére vor
allem in Insulin-Mangelzustdnden notwendig, die aus einer Funktionseinschrankung der [-
Zellen und/oder peripherer Insulinresistenz resultieren.

Es muss bedacht werden, dass die ATPase-Aktivitit in Milz-Mitochondrien untersucht wurde,
deren Eigenschaften u. U. nicht vollstindig mit denen der pankreatischen (-Zellen {iberein-

stimmen.

4.4.3 Sauerstoffverbrauch von isolierten Leber-Mitochondrien

Da sich die Mitochondrien in intakten Zellen entweder im Zustand 3 oder 4 der fiinf FlieB3-
gleichgewichte der Atmungskette befinden, wurde in der vorliegenden Arbeit der Sauerstoftf-
verbrauch von isolierten Mitochondrien unter Bedingungen der Zustdnde 3 und 4 gemessen
und der Sauerstoffverbrauch der Zustinde 3 und 4 ins Verhéltnis zueinander gesetzt. Dabei
fiel auf, dass das Verhiltnis Zustand 3 : Zustand 4 bei den NODmt""® Tieren signifikant gro-
Ber war als bei den NOD Tieren. Dieses Ergebnis ist auf einen erhohten Sauerstoffverbrauch

der NODmt™® Tiere im Zustand 3 zuriickzufiihren. Da der mitochondriale Sauerstoffver-



4 Diskussion 81

brauch der NODmt""® Tiere gegeniiber den NOD Tieren erhdht war, leiten sich daraus auch
ein erhohter Substratverbrauch und eine gesteigerte ATP-Synthese in der Atmungskette ab.
Wie unter 4.4.2 beschrieben, konnte es sich bei einer gesteigerten ATP-Synthese, die mit ge-
steigerten Sauerstoff- und Substratverbrauch einhergeht, um einen Schutzmechanismus han-
deln. Durch die verstirkte oxidative Phosphorylierung kommt es zu einer Senkung des
Membranpotentials. Da 1 — 2 % des mitochondrialen Sauerstoffverbrauches nicht zur Ener-
giegewinnung genutzt werden, sondern in die ROS-Produktion eingehen (Chance et al. 1979),
fiihrt ein erhohter Sauerstoffverbrauch auch zu einer gesteigerten Bildung von ROS, was die
erhhte ROS-Konzentration in Mitochondrien des mt" ¥ *-Genoms erkliren konnte.

Ein erhohter ATP-Gehalt in den pankreatischen -Zellen fiihrt unter physiologischen Bedin-
gungen wihrend der GSIS zum Schliefen ATP-abhingiger Kaliumkanéle. Dadurch kommt es
zur Depolarisation der Zellmembran, wodurch sich spannungsabhéngige Kalziumkanile 6ff-
nen. Kalzium stromt in die Zelle und der intrazelluldre Kalziumspiegel erhoht sich rasch. In
erster Linie fithrt der erhohte Kalziumspiegel zur Aktivierung von Proteinkinasen, wodurch es
letztendlich zur Exozytose von Insulin kommt (Newsholme et al. 2006). Eine Unterbrechung
des Kalziumeinstroms in die Zelle ist jedoch wichtig fiir die Funktionsfahigkeit der Zellen, da
ein weiterer Anstieg der intrazelluliren Kalziumkonzentration zur Stimulation der ROS-
Produktion fithren kann (Kruman ez a/. 1998). Kalzium konnte via Proteinkinase C zu einer
Aktivierung der NADPH-Oxidase sowie mitochondrialer Oxidasen fithren und damit die
ROS-Synthese steigern und so zu oxidativem Stress und/oder Apoptose fithren (Newsholme
et al. 2007). Die NADPH-Oxidase ist ein an die Plasmamembran assoziiertes Enzym dessen
Aktivierung zur ROS-Synthese fiihrt. Die NADPH-Oxidase katalysiert die Elektroneniibertra-
gung von NADPH auf Sauerstoff, so dass ein Superoxid (O;") entsteht. Im inaktiven Zustand
befinden sich einige regulatorische Untereinheiten des Enzyms frei im Zytosol. Eine durch
Proteinkinase C aktivierte Signalkaskade fiihrt zur Translokation der Untereinheiten an die
Membran und damit zur Aktivierung der Oxidase und zur ROS-Produktion (Babior 2002).
Die ,klassische® NADPH-Oxidase kommt in phagozytierenden Zellen des Immunsystems vor
in denen ROS vor allem antimikrobielle Funktionen besitzen. Es sind Isoformen der NADPH-
Oxidase bekannt, die auch in anderen Zellen vorkommen, z. B. der pankreatischen B-Zelle
(Newsholme ef al. 2007). So konnte der gesteigerte Sauerstoffverbrauch, der bei den
NODmt""® Mitochondrien beobachtet wurde, zu einer iiberméBigen, durch Kalzium getrig-
gerten, ROS-Produktion fithren. Durch die gesteigerte Aktivitdt der Atmungskette kann ein
erhohter ATP-Spiegel {iber eine ldngere Zeit aufrecht erhalten werden, wodurch die Kalzium-

kanéle langer gedffnet bleiben und letztendlich mehr Kalzium in die B-Zelle stromt.
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Ein anderes Erkldarungsmodell fiir den vermehrten mitochondrialen Sauerstoffverbrauch der
NODmt""® Tiere stellt die Entkopplung der Atmungskette durch UCPs dar. Wie unter 4.3.1
erldutert, fiihren UCPs zu einem Riickstrom der Protonen aus dem Intermembranraum des
Mitochondriums in die Matrix ohne, dass ATP synthetisiert wird. Folglich ist im entkoppelten
Zustand die ATP-Synthese im Verhéltnis zum Sauerstoffverbrauch geringer als im gekoppel-
ten Zustand (Sivitz & Yorek 2010). Da die Insulinsekretion aus den B-Zellen ATP abhéngig
ist, verringert sich durch die Entkopplung der Atmungskette auch die Insulinsekretionsfahig-
keit (Lowell & Shulman 2005). Um diese Sekretionsverminderung auszugleichen, konnten
die Mitochondrien durch eine Steigerung des Sauerstoffverbrauches die ATP-Synthese stimu-
lieren, um so wieder ausreichend ATP fiir den Sekretionsvorgang zu produzieren. Gelingt
diese Adaptation nicht, kommt es zum Insulindefizit.

Fiir die Untersuchung des Sauerstoffverbrauches wurden Leber-Mitochondrien verwendet, da
die Mitochondrienpréparation aus -Zellen unzureichendes Untersuchungsmaterial ergab. Die
Ergebnisse sind daher unter Umstdnden nicht vollstindig auf Mitochondrien aus B-Zellen

iibertragbar.
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4.5 Ausblick

Es ist bekannt, dass sich erhohte ROS-Konzentrationen schiddigend auf B-Zellen auswirken.
Desweiteren stellen ROS einen Hauptfaktor fiir die Manifestation und Entwicklung des
T2DM dar (Newsholme et al. 2007).

In dieser Arbeit werden zwei Tiermodelle vorgestellt, die es ermdglichen den Einfluss von
mitochondrial gebildeten ROS auf mitochondriale und zelluldre Eigenschaften zu untersu-
chen. Da die NOD Maus ein klassisches Modell fiir den T1DM ist, bietet das conplastische
Mausmodell NODmt"™"® die Mdglichkeit den Einfluss von ROS auf autoimmune Patho-
mechanismen im Hinblick auf den TIDM zu untersuchen. Mit dem conplastischen Mausmo-
dell Bémt""® konnen die durch eine erhdhte Produktion von ROS hervorgerufene Pathome-
chanismen untersucht werden.

Da sich die Mutation des mt-A#p-8-Gens nicht nur in den pankreatischen -Zellen befindet,
ergibt sich zusdtzlich die Moglichkeit die Rolle von ROS bei der Entstehung der Insulinresis-
tenz zu untersuchen ebenso wie den Einfluss von ROS auf Langzeitkomplikationen des Dia-
betes mellitus.

Mit Hilfe dieser beiden conplastischen Tiermodelle kann auBBerdem der Einfluss mitochond-
rialer Funktionen auf die Pathogenese des Diabetes mellitus weiter erforscht werden und so zu
einem besseren Verstdndnis und zur Entwicklung von besseren Therapiemoglichkeiten fiih-
ren. Es konnten Medikamente konzipiert werden, die ithren Wirkmechanismus direkt im Mito-
chondrium entfalten. Ein moglicher Angriffspunkt stellt der Transport antioxidativer Substan-
zen in das Mitochondrium dar, um die antioxidative Abwehr zu steigern. Zusitzlich konnte
die Transkription antioxidativ wirkender Substanzen angeregt werden. Ein weiterer Ansatz
konnte die Stimulation zur Fusion der Mitochondrien sein, so dass Genprodukte besser ausge-
tauscht und Mutationen einzelner Mitochondrien besser ausgeglichen werden konnen.
Dartiber hinaus ldsst sich anhand der hier vorgestellten Tiermodelle die Rolle von Ernédh-
rungsfaktoren auf die Entstehung und Auswirkung von oxidativem Stress sowie deren Wir-

FVB Maus konnte das Zusam-

kung auf die B-Zelle untersuchen. Insbesondere bei der NODmt
menwirken von metabolischer Belastung, oxidativem Stress und Autoimmunitéit dargestellt
werden.

Auf diese Weise wird es moglich neue Therapiekonzepte abzuleiten, die das Zusammenspiel
zelluldrer und mitochondrialer Pathomechanismen positiv beeinflussen, so dass die Progressi-

on des Diabetes mellitus abgeschwécht wird und Langezeitschdden verringert werden.
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5  Zusammenfassung

Mitochondrien spielen im Glucosemetabolismus eine wichtige Rolle, da sie Energie in Form
von ATP erzeugen, die in den pankreatischen B-Zellen fiir die Insulinsekretion essentiell ist.
Veridnderungen der mitochondrialen Funktionsweise kénnen daher zu Stérungen der Insulin-
sekretion fithren und damit zur Verschlechterung des Glucosestoffwechsels bis zum klinisch
manifesten Diabetes mellitus.

In dieser Arbeit werden zwei Tiermodelle vorgestellt, die eine Mutation des mitochondrialen
(mt) Atp-8-Gens aufweisen. Das mitochondriale Genom des FVB Stammes und des NOD
Stammes unterscheiden sich an drei Stellen, wobei vor allem die Variation des mt-A#p-8-Gens
die Diabetes-Suszeptibilitdit zu vermitteln scheint. Das mitochondriale Genom des FVB
Stammes und des AKR Stammes unterscheiden sich lediglich im mt-A#p-8-Gen, so dass hier
eine gezielte Untersuchung der Mutation ermdglicht wird. Die ATP-8 Untereinheit scheint fiir
den Aufbau und damit fiir die korrekte Funktionsweise der ATP-Synthase der Atmungskette
wichtig zu sein.

Die Ziele dieser Arbeit sind (1.) den Einfluss der Mutation des mt-4#p-8-Gens auf die Ent-
stehung des TIDM und (2.) auf mitochondriale Funktionen zu untersuchen sowie (3.), das
Zusammenspiel der Mutation und metabolischer Belastung auf den Glucosestoffwechsel zu
charakterisieren.

Die Blutglucosewerte der NODmt" ¥ >

und NOD Tiere wurden regelmiflig dokumentiert und
die Serumspiegel von Insulin-Autoantikorpern (IAA) wurden bestimmt. Die Blutglucosewerte
der NODmt"® Tiere waren signifikant héher und vor allem bei den ménnlichen Tieren frither
pathologisch. Die IAA-Konzentrationen waren bei den Tieren mit dem mt' ' >-Genom gegen-
iiber den NOD Tieren erhoht.

Fiir Lipotoxizititsuntersuchungen erhielten NODmt""® und NOD Tiere iiber zw6lf Wochen
eine fettreiche Diét (60 % cal aus Fett). Dabei wurden die Blutglucose dokumentiert, die glu-
cosestimulierte Insulinsekretion (GSIS) ermittelt und histologische Untersuchungen durchge-
fiihrt. Dabei wiesen die NODmt" '® Tiere unter fettreicher Diit deutlich mehr pankreatische
Inseln auf als die NOD Tiere. Auch Bémt™"® und Bémt**® Tiere erhielten iiber zwolf Wo-
chen eine fettreiche Didt. Die Blutglucose wurde tiberwacht. Die Glucosetoleranz, die Insulin-
sensitivitit sowie der Seruminsulingehalt wurden tiberpriift und es wurden histologische Un-

FVB

tersuchungen durchgefiihrt. Die fettreiche Diét fithrte bei den Bémt™ "~ Tieren zu einer signi-

fikanten Verschlechterung der Glucosetoleranz und zu vermindertem Seruminsulingehalt. Die
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Blutglucose, das Korpergewicht und die Insulinsensitivitit waren im Vergleich mit den
B6mt**® Tieren nicht verindert.

Die Mitochondrien der NODmt" ' und B6mt" '® Tiere zeigten gegeniiber den jeweiligen Kon-
trollen eine signifikant gesteigerte ROS-Synthese. Die Aktivitit des ATPase-Komplexes war

FVB

bei den Tieren mit dem mt FVB

-Genom gesteigert. Die Mitochondrien der NODmt "~ Tiere
zeigten gegeniiber den NOD Tieren einen erhohten Sauerstoffverbrauch.

Die Mutation des mt-A#p-8-Gens fiihrte zur gesteigerten mitochondrialen ROS-Synthese, oh-
ne die Aktivitdt der Atmungskette einzuschrinken. Das gesteigerte ROS-Vorkommen kann
zur Dysfunktion der pankreatischen B-Zellen fihren und dadurch Stérungen des Glucose-
stoffwechsels hervorrufen. Das schien insbesondere fiir metabolische Belastung zu zutreffen,
wobei die Insulinwirkung in der Peripherie vermutlich nicht verdndert war.

Die Mutation des mt-A#p-8-Gens verstirkte die Autoimmunitit des NOD Stammes, insbeson-
dere durch das vermehrte Auftreten von Autoantikdrpern. Die Ergebnisse sind konform mit
denen aktueller Studien, die ebenfalls zeigen, dass ROS unmittelbar in die Mechanismen von
Insulinsekretion und B-Zellfunktion eingreifen. Somit sind beide Stimme interessante Model-
le, um Mutationen des mitochondrialen Genoms und deren Auswirkungen auf die -

Zellfunktion zu untersuchen.
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3)

4)

5)

6)

Thesen

Diabetes mellitus ist die hdufigste Stoffwechselerkrankung in westlichen Industrielén-
dern, von der ca. 6 — 8 % der Bevolkerung betroffen sind. Dabei erkranken 10 % der Pa-
tienten an einem Typ 1, der sich durch eine Autoimmunzerstdrung der B-Zellen des Pank-
reas mit resultierendem, absoluten Insulinmangel auszeichnet. 90 % der Patienten erkran-
ken an einem Typ 2, dem als pathogenetische Mechanismen eine Insulinresistenz sowie

einer Sekretionsstorung der B-Zellen zugrunde liegen.

Betazellen des Pankreas zeigen eine metabolische Stimulussekretionskopplung, bei der
ATP als Schliisselsignal der Exozytoseauslosung eine zentrale Rolle spielt. Mitochond-
rien generieren als zentrale Drehscheibe des Metabolismus das Signal fiir die Anderung
des ATP/ADP Verhiltnisses. Es war das Ziel der Arbeit, die Bedeutung des ATP-
Synthasekomplexes (mt-Atp-8-Gen) fiir die B-Zellfunktion und die Suszeptibilitit gegen-

iiber Autoimmunzerstorung in conplastischen FVB Mausmodellen zu untersuchen.

Mitochondrien verfiigen liber ein eigenstdndiges Genom, das unter anderem fiir 13
Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe codiert. Das mt-A#p §-Gen spielt eine wich-
tige Rolle fiir die korrekte Assemblierung des ATP-Synthase-Komplexes. Als Modell
wurde das mitochondriale FVB Genom mittels Riickkreuzung auf den nukledren Hinter-

grund der NOD und C57BL6 (B6) Mausstdmme {ibertragen.

FVB 1ind des Stammes NOD unterschei-

Das mitochondriale Genom des Stammes NODmt
det sich an drei Stellen, wobei vor allem die Variation im mt-A#p-8-Gen fiir die erhohte
Diabetes-Suszeptibilitdt verantwortlich zu sein scheint. Der NOD Mausstamm entwickelt

spontan im Alter zwischen 12 und 20 Wochen einen Autoimmundiabetes.

Vom mitochondrialen Genom des Stammes B6mt**® unterscheidet sich das Bémt" " E-
Genom nur durch einen Polymorphismus im mt-A4#p-8-Gen, so dass hier eine gezielte Un-

tersuchung der Auswirkungen dieses Polymorphismus moglich ist.

Die Untersuchung der Stimme NOD und NODmt"*® diente der Charakterisierung der
Auswirkung der Mutation auf die autoimmunen Eigenschaften des Stammes. Dafiir wur-

den die Tiere iiber einen Zeitraum von 36 Wochen untersucht. Dariiber hinaus wurde mit
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7)

8)

9)

Hilfe einer fettreichen Didt (60 % cal aus Fett tiber zwolf Wochen) das Zusammenspiel
von metabolischem Stress und mt-A4#p-8-Gen-Mutation untersucht.

Die Stimme B6mt""® und B6mt**® dienten als Kontrollstamm der keine Autoimmunitit
entwickelt. An beiden Stimmen wurde vor allem die Reaktionen auf metabolische Belas-
tung charakterisiert. Zur Untersuchung des Sauerstoffverbrauches, der Generierung reak-
tiver Sauerstoffspezies (ROS) und der ATP-Spiegel wurden Mitochondrien aller vier Ge-

notypen aus verschiedenen Geweben isoliert.

Sowohl bei den Tieren des Stammes B6 als auch des Stammes NOD erzeugten die iso-

FVB

lierten Mitochondrien mit dem mt ' ~-Genom h6here ROS-Konzentrationen, als die Mi-

tochondrien der Kontrolltiere ohne Mutation des mt-A#p-8-Gens.

Im Zustand 3 der Atmungskette (aktiver Zustand) verbrauchten die isolierten Leber-
Mitochondrien der NODmt""® Tiere mehr Sauerstoff als die Mitochondrien der NOD
Tiere.

Die Aktivitiat der ATPase des Komplexes V war in isolierten Mitochondrien der Milz so-
wohl bei NODmt""® Tieren als auch bei den Bémt' *° Tieren gesteigert. Isolierte Mito-

chondrien mit der mt-A#p-8-Genmutation zeigten eine erhohte ROS-Generierung.

Im Serum der NODmt" *® Tiere wurde zu einem friiheren Zeitpunkt ein signifikant hoher-
er Insulin-Autoantikdrper-Spiegel gemessen als bei den NOD Tieren. Bei den NODmt"*®
Tieren zeigte sich eine erhohte Diabetesinzidenz. Somit bewirkte die Mutation des mt-
Atp-8-Gens eine erhohte Autoimmunitdt auf dem nukledren Hintergrund des NOD

Stammes.

10) Unter metabolischer Belastung durch eine zwolfwochige, fettreiche Didt (60 % cal aus

Fett) wiesen die NODmt"?

Zellmasse auf als die NOD Tiere.

Tiere in der pradiabetischen Phase eine signifikant erhohte -

11) Die Mutation des mt-A#p-8-Gens fithrte vor dem NOD-Hintergrund prinzipiell zu einer

fulminanteren Infiltration von Pankreasinseln durch Immunzellen, die mit einer erhdéhten

Diabetes-Suszeptibilitét einherging.

12) Die Glucosetoleranz der Bémt"™® Tiere war nach metabolischer Belastung durch eine

fettreiche Didt vermindert. Obwohl die fettreiche Diit zu einer Abnahme der Insulinsen-
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13)

14)

sitivitit fithrte, zeigten sich bei den beiden Genotypen Bémt"*® und Bémt"*® keine signi-

fikanten Unterschiede. Im Vergleich zwischen der 8. und 16. Woche wiesen B6mt***

Tiere unter fettreicher Diiit im Gegensatz zu Bémt' '

FVB

Tieren erhohte Seruminsulinspiegel
auf. Desweiteren zeigte sich bei den Bémt™ "~ Tieren unter fettreicher Diét eine signifi-
kant erhohte Dichte von Langerhansschen Inseln im Pankreas als bei den B6mt™*® Tie-
ren. In der morphometrischen Analyse waren die Mitochondrien in B-Zellen von B6mt"""

Tieren deutlich in der Gréf3e vermindert.

Die Mutation des mt-A#p-8-Gens fiihrte vor dem B6-Hintergrund zu einer Verschlechte-
rung der B-Zellfunktion und damit zu einer Einschrinkung der Insulinsekretion. Metabo-
lischer Stress durch eine fettreiche Diit induzierte in B6mt" " ® Tieren eine adaptative Zu-
nahme der B-Zellmasse, die in dem B6mt**® Stamm nicht in diesem AusmaB nachweis-

bar war.

Die Mutation des mt-A#p-8-Gens fiithrte somit in B-Zellen des Pankreas durch gesteigerte
mitochondriale ROS-Generierung zu einer Stérung der metabolischen Insulinsekretions-
kopplung und einer erhohten Suszeptibilitdt gegeniiber Autoimmunzerstorung auf dem

NOD Hintergrund.



Veroffentlichungen

Wester-Rosenloef L, Yu X, Koch C, Weiss H, Tiedge M, Ibrahim S. (2008). Role of
mitochondrial ROS for increased incidence of autoimmune diabetes induced by natural va-

riant of the Fo/F1-ATP synthase (ATPS8). Diabetologia 2008 51:[Suppll1]: S95

Weiss H, Koch C, Wester-Rosenloef L, Ibrahim S, Tiedge M. (2010). Untersuchung der
Auswirkung der mitochondrialen A#zp8-Mutation im NOD und B6 Mausmodell auf Betazell-
funktion und Diabetessuszeptibilitit. Diabetologie und Stoffwechsel 2010 Suppl. 1, S87

Weiss H, Koch C, Wester-Rosenloef L, Ibrahim S, Tiedge M. (2010). The A#p8 mutation of
complex V impairs secretory function of beta cells — role of mitochondrial ROS and ATP in

response to glucose challenge

Diabetologia 2010 53:[Suppl1]: S201



Eidesstattliche Erklirung

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich diese der Medizinischen Fakultit der Universi-
tdt Rostock zur Promotion vorgelegte Arbeit unter Anleitung von Herrn Prof. Dr. M. Tiedge
selbststdndig durchgefiihrt und keine anderen als die in der Dissertationsschrift angefiihrten
Hilfsmittel und Quellen benutzt habe.

Ich habe bisher an keiner in- oder auslandischen Medizinischen Fakultit ein Gesuch um Zu-

lassung zur Promotion eingereicht oder die vorliegende Arbeit als Dissertation vorgelegt.

Rostock, den 17.12.2010

Christiane Koch



Lebenslauf

Personliche Angaben:
Name:

Geburtsdatum:
Geburtsort:

Familienstand:

Schulbildung:
1990 — 1994
1994 — 1996
1996 — 2003

Studium:

10/2004 — 11/2010
09/2006

11/2010

Rostock, den 17.12.2010

Christiane Koch
19. August 1983
Cottbus

ledig

Grundschule Kastanienhof Sarstedt
Orientierungsstufe Sarstedt
Gymnasium Sarstedt

Abschluss mit der Allgemeinen Hochschulreife

Studium der Humanmedizin an der Universitidt Rostock
1. Abschnitt der Arztlichen Priifung
2. Abschnitt der Arztlichen Priifung



Danksagung

Herrn Prof. Dr. Markus Tiedge danke ich fiir die Uberlassung des Themas, seine hilfreiche

Unterstiitzung und sein Interesse am Fortgang der Arbeit.

Frau Dr. Heike Weiss danke ich fiir ihr auBBergewohnliches Engagement, die groBartige Un-
terstiitzung und die unermiidliche Diskussionsbereitschaft, die einen groBen Anteil zum Ge-

lingen der Arbeit beigetragen haben.

Frau Lena Wester-Rosenloef, Ph. D. danke ich fiir freundliche Unterstiitzung, die vielen Tipps

und Tricks beim experimentellen Arbeiten sowie die stindige Diskussionsbereitschaft.

Frau Lisa Heye danke ich fiir die stete Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche sowie die

vielen problemldsenden Ideen.

Frau Dr. Anja Siepert und Frau Annett Kott danke ich fiir das schnelle und unkomplizierte

Einspringen bei personellen Engpéssen.

Den Mitarbeitern, Doktoranden und Diplomanden des Instituts fiir Medizinische Biochemie
und Molekularbiologie danke ich fiir die freundliche Aufnahme und die stéindige Hilfsbereit-
schaft bei der Durchfithrung der Arbeit.

Frau Kathrin Sievert und Frau Ilona Klamfuf3 danke ich fiir die Tierbetreuung und die Einfiih-

rung in spezielle mikrochirurgische Arbeitstechniken.

Meinem Freund Mathias danke ich fiir die vielen computertechnischen Hilfestellungen ohne

die ich bei der Fertigstellung dieser Arbeit viel mehr Zeit gebraucht hitte.

Meinen Eltern danke ich fuir die beispiellose Unterstiitzung in finanzieller wie auch in jegli-

cher anderer Hinsicht. Ohne euch wire das alles niemals moglich gewesen. DANKE!



