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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Insulinrezeptor und -signalweg

Der Lipid- und Glukosestoffwechsel wird maf3geblich durch Insulin reguliert: Insulin
fordert die Glukoseaufnahme in Muskel- und Fettzellen und steigert dort zugleich die
Lipogenese. In der Leber bewirkt das Hormon eine gesteigerte Glykogensynthese,
wahrend Glykogenolyse und Glukoneogenese gehemmt werden. All diese
Mechanismen gehen primar vom Insulinrezeptor aus [1].

Der Insulinrezeptor gehort zur Gruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren und beinhaltet
den Insulin-like growth factor (IGF) Rezeptor und den Insulin receptor related (IRR)
Rezeptor mit jeweils einer a- und einer [3-Untereinheit. Wenn Insulin an die a-
Untereinheit bindet, findet eine Autophosphorylierung der [-Untereinheit statt,
wodurch wiederum intrazellulare Substrate phosphoryliert und aktiviert werden
(Insulin receptor substrate (IRS) 1-9). Dies bedingt die Aktivierung zweier Kaskaden:
dem Phosphatidylinositol 3,4,5 Triphosphat (PI3) Kinase- und dem Mitogene-
aktivated protein (MAP) Kinase-Signalweg (Abbildung 1).

Vor allem der PI3-Kinase-Weg ist im Lipid- und Glukosestoffwechsel von zentraler
Bedeutung: Er reguliert sowohl die Glukoseaufnahme in die Zelle durch
Translokation des Glucose transporter 4 (GLUT4) in die Plasmamembran als auch
die Glykogen- und Lipidsynthese.

Verschiedene Inhibitoren kénnen an dieser Signalkaskade angreifen (Abbildung 1):
Zu den korpereigenen Inhibitoren zahlen Phosphatase and tensin homologue gene
(PTEN) [2] und SH2-domain containing inositol 5-phosphatase 2 (SHIP2), welche
durch die Dephosphorylierung des Phosphatidylinositol 3,4,5 Triphosphates die
Insulin stimulierte Glukoseaufnahme in die Zelle vermindern.

Neben diesen natlrlichen Inhibitoren gibt es auch pharmakologisch hergestellte
Substanzen, die die Insulinsignaltransduktion hemmen bzw. férdern kdnnen:
Wortmannin und LY29400 inhibieren wie PTEN und SHIP2 die PI3K. Wahrend
Wortmannin die PI3K irreversibel hemmt, greift LY29400 an einer ATP-
Bindungsstelle des Enzyms an, was zu einer reversiblen Hemmung fuhrt.

Auch PD98059 zahlt zu den artifiziellen Inhibitoren der Insulinsignaltransduktion. Er
bindet an die Mitogene-activated protein kinase kinase 1 (MEK-1), was wiederum die
Phosphorylierung und Aktivierung der MAP-Kinase verhindert (Abbildung 1). Auch
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Manumycin, ein Ras-Farnesyltransferase-Inhibitor, hemmt den MAP-Kinase-
Signalweg (Abbildung 1) [3].

Rapamycin inhibiert Molecular target of rapamycin (mTOR), wodurch die
Phosphorylierung der p70 S6 Kinase 1 (S6K1) und somit die Hemmung von IRS
ausbleibt. Es folgt eine Aktivierung des PI3K-Signalwegs. Aul3erdem weist
Rapamycin durch die mTOR-Inhibition immunsuppressive und antikanzerogene
Eigenschaften auf, die man sich sowohl in der Onkologie als auch in der
Transplantationsmedizin zunutze macht [4].

Ein zweiter, von IRS unabhé&ngiger Signalweg Uuber den GLUT4 in die
Plasmamembran transloziert wird, lauft tber Cbl/CAP und sog. “Lipid Rafts*: Durch
die Aktivierung des Insulinrezeptors wird das Protoonkogen Cbl phosphoryliert, das
mit dem Adaptorprotein CAP assoziiert ist. Daraufhin wird der Cbl/CAP-Komplex in
Lipid Raft Domanen der Plasmamembran transloziert. Diese Translokation wird
durch das Protein Flotillin-1 reguliert [5] und bewirkt letztendlich die Translokation

von GLUT 4 in die Plasmamembran.

Q
Glukose Insulin/ IGF-1
Rezeptoren
I
“ I

Ly29400

Wortmannin 5751
PTEN
SHlPZ\,( PTTOTCREEC P RS- 1 )~ P .Grb2 @@ —— Manumycin
P P
PI(3)K
Glukose- ) P<__Rs3__ Pm/ Mtk
LB p p —— PD 980 59
TTACPC | PGl v
/ ¢ \’ MAP kinase
Rapamycin——] p70sk PP1 GSK:@\A / ¢
\ ¢ / Zellwachstum und s generelle
Glukosestoffwechsel - differenzierung enexpression

Glykogen-/ Lipid-/ Protein-Synthese
spezifische Genexpression

Abbildung 1:  Die Insulinsignaltransduktion modifiziert nach Saltiel und Kahn [1]:
Uber die Phosphorylierung von Insulin receptor substrate (IRS) kommt es zur
Aktivierung des PI3-Kinase-Signalwegs und zu einer Induktion des Glukose-
und Lipidstoffwechsels bzw. zur Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs
und einer gesteigerten generellen Genexpression.
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1.2 Der Orale Glukosetoleranztest (OGTT)

Die Effizienz der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Insulin induzierten
Glukoseaufnahme in die Zelle kann durch einen OGTT sehr einfach bestimmt
werden.

Wahrend eines OGTT kommt es durch die Gabe von 75 g Glukose zunachst zu
einem kurzen Anstieg des Blutzuckerspiegels. Beim gesunden Probanden steigt
unmittelbar darauf die Insulinsekretion an, woraufhin der Blutzuckerspiegel durch
eine gesteigerte Glukoseaufnahme in die Zelle wieder abfallt. Liegt bei einem
Patienten eine verminderte Insulinsekretion bzw. eine erhéhte Insulinresistenz im
peripheren Gewebe vor, so kann nach 2 h ein erhéhter Blutzuckerspiegel gemessen
werden. In Tabelle 1 sind die Blutzuckerwerte flr normale und pathologische OGTTs

zusammengestellt.

Befund nichtern nach 2 h
Normalbefund <110 mg/dl < 140 mg/dl
Gestorte Glukosetoleranz 110 — 125 mg/dl | 140-199 mg/dI
Diabetes mellitus Typ Il >126 mg/d| >200 mg/d|

Tabelle 1. Blutzuckergrenzwerte beim OGTT (WHO 1999)

Der Diagnostik eines gestorten Glukosestoffwechsels und eines Diabetes mellitus
Typ 1l stehen verschiedene Parameter zur Verfigung, die sich jedoch in ihrer
Sensitivitat und Spezifitdt deutlich unterscheiden und jeweils in unterschiedlichen
Krankheitsstadien zum Einsatz kommen.

Im Rahmen des Diabetes-Screenings wird vorerst der Nuchternblutglukosewert
bestimmt. Liegt dieser unter 100 mg/dl, kann ein pathologischer Glukosestoffwechsel
weitgehend ausgeschlossen werden. Bei einem Nichternwert Gber 100 mg/dl ist ein
OGTT indiziert, um eine abnorme Glukosetoleranz oder einen manifesten Diabetes
mellitus Typ Il diagnostizieren zu kénnen. Auch bei adip6sen Patienten, positiver
Familienanamnese, Patienten mit koronarer Herzkrankheit oder Glukosurie sollte
trotz normaler Nichternblutglukosewerte ein oraler Glukosetoleranztest durchgefiihrt
werden.

Es kann auch bei Patienten mit einem Nuchternblutzuckerspiegel im Normbereich

eine Glukosestoffwechselstérung vorliegen: 14 % aller Patienten mit normalen
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Nuchternglukosewerten weisen im OGTT eine gestorte Glukosetoleranz bzw. einen
Diabetes mellitus Typ Il auf [6]. Der postprandiale Glukosewert ist demnach
sensitiver als der Nichternglukosewert [7], was auch den haufigen Einsatz eines
OGTT in Studien erklart, wo dieser z.B. zur Einteilung des Probandenkollektivs in

gesunde und glukoseintolerante Versuchsteilnehmer benutzt wird.

1.3 Das Metabolische Syndrom

1.3.1 Definition

Unter dem Begriff ,Metabolisches Syndrom* bzw. ,Syndrom X* werden verschiedene
kardiovaskuléare Risikofaktoren zusammengefasst [8]. Schon 1923 definierte Kylin
Hypertonie, Hyperglykdmie, Hyperurikamie und Adipositas als Syndrom [9].
Schliel3lich wurde 1960 die Definition des Metabolischen Syndroms um die
Dyslipidamie erweitert [10].

Zurzeit existieren mindestens vier unterschiedliche Definitionen des Metabolischen
Syndroms, die sich zum einen durch die Grenzwerte verschiedener Parameter, zum
anderen durch zuséatzliche Kriterien wie Mikroalbuminurie unterscheiden: European
Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) 1999 [11], World Health
Organization (WHO) 1999 [12], National Cholesterol Education Program (NCEP)/
Adult Treatment Panel 11l (ATP III) 2001 [13] und American Association of Clinical
Endocrinologists (AACE) [14]. Gemeinsame Hauptinhalte aller Definitionen sind die
schon genannten Kriterien Hypertonie, Dyslipidamie, Adipositas und Stérungen des
Glukosestoffwechsels (verminderte Glukosetoleranz, Insulinresistenz und Diabetes

mellitus Typ II).

1.3.2 Epidemiologie

Uber die Pravalenz des Metabolischen Syndroms lassen sich keine genauen
Angaben machen. Ursachen hierfir sind zum einen die unterschiedlichen
Definitionen: z.B. liegt die Pravalenz des Metabolischen Syndroms bei Mannern laut
WHO um ca. 50 % héher als laut EGIR [15]. Zum anderen gibt es Unterschiede
hinsichtlich des Alters, des Geschlechts und der Rasse.

Mit zunehmendem Alter steigt die Wahrscheinlichkeit, an einem Metabolischen
Syndrom zu leiden. Jedoch beobachtet man in den letzten Jahren eine steigende

Anzahl dieser Patienten auch in der jungeren Bevolkerung [16, 17], was auf die
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veranderte Lebenssituation (schlechte Ernahrung, wenig Bewegung) einhergehend
mit Ubergewicht zurtickzufiihren ist.

Die Pravalenzunterschiede zwischen verschiedenen Rassen und ethnischen
Gruppen ist enorm und wird in vielen Studien belegt [18].

In der deutschen Bevdlkerung sind gemald einer Studie, die anhand der ATP Ill —
Kriterien das Vorhandensein eines Metabolischen Syndroms definiert, Uber 20 %
betroffen [19].

1.3.3 Metabolisches Syndrom und Hyperglykamie

Der gestorte Glukosestoffwechsel ist wohl der komplexeste Faktor im Metabolischen
Syndrom. Das erste Anzeichen eines gestorten Glukosehaushaltes ist eine
verminderte Glukosetoleranz, die jedoch im klinischen Alltag meist zu spat erkannt
wird. So weisen ca. 60 % aller Patienten bereits funf Jahre vor der Erstdiagnose
eines Diabetes mellitus Typ Il eine verminderte Glukosetoleranz (Impaired glucose
tolerance, IGT) bzw. einen erhdhten Nuchternblutzuckerspiegel (Impaired fasting
glucose, IFG) auf [20].

Da schon postprandiale hyperglykamische Phasen durch die Entstehung freier
Radikale zu Kkardiovaskularen Komplikationen fuhren konnen [21], ist die
Friherkennung einer verminderten Glukosetoleranz durch einen OGTT unbedingt

erforderlich.

1.4 Die Rolle des Blutmonozyten in der Pathophysiol ogie des

Metabolischen Syndroms

Die Monozyten machen 2-8 % aller Leukozyten aus. Mit einem Durchmesser von ca.
25 pum zadhlen diese Zellen zu den groRten humanen Blutzellen. Monozyten
entwickeln sich aus einer myeloiden Vorlauferzelle und kénnen zu Makrophagen
differenzieren, die eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Arteriosklerose
und des Diabetes mellitus Typ Il spielen. Zudem sind Monozyten zelluléare

Mediatoren bei Entztindungen.

1.4.1 Monozyten und Entziindung bei Adipositas

Die Adipositas, ein mal3geblicher Faktor im Metabolischen Syndrom, ist mit einer

leichten chronischen Entziindung assoziiert.
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Unter normalen Bedingungen dbernehmen Adipozyten Lipidspeicher- und
Stoffwechselfunktionen, wahrend Monozyten an der immunologischen Antwort
beteiligt sind. Beide Zelltypen haben jedoch die Kapazitat, die jeweils anderen
Aufgaben zu Ubernehmen: So konnen Makrophagen Lipide einlagern und
Adipozyten-spezifische Produkte wie den Peroxisome proliferator-activator receptor
gamma (PPARy) exprimieren, wahrend Praadipozyten Makrophagen-spezifische
Antigene exprimieren, phagozytotische Aktivitditen entwickeln und Zytokine
produzieren kdénnen [22].

Bei Ubergewicht kommt es zu einer leichten Entziindung, die vor allem im
Fettgewebe ablauft: Zum einen wandern Monozyten in das Fettgewebe ein, um dort
zu Makrophagen zu differenzieren und proinflammatorische Zytokine wie Tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) und Interleukin 6 (IL-6) zu sezernieren [22, 23]. Zum
anderen produzieren die Adipozyten selbst ebenfalls inflammatorische Zytokine [22].
Es wird sogar eine Differenzierung vom Praadipozyten zum Makrophagen diskutiert
[24].

AulRerdem sind bei Adipositas sowie bei Infektionen und anderen inflammatorischen
Prozessen die Plasmalipidwerte erhoht, was wiederum zu Insulinresistenz und
Arteriosklerose fuhrt [22].

1.4.2 Monozyten und Arteriosklerose

Monozyten bzw. Makrophagen spielen in jeder Phase der Arteriosklerose eine
zentrale Rolle [25]: In der frihen Phase der Arteriosklerose dringen Lipoproteine in
die Intima der GefaBe ein und werden dort oxidiert. Dadurch exprimieren
Endothelzellen Adhasionsmolekuile wie Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1),
Intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) und E-Selektin, woraufhin Monozyten in
den subendothelialen Raum einwandern [26]. Auch andere Mediatoren wie Monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1) (entspricht CC chemokine ligand 2 (CCL2))
spielen hierbei eine wesentliche Rolle [27].

In der GefalRwand differenzieren die Monozyten zu Makrophagen, nehmen Uber
Scavenger-Rezeptoren modifiziertes low-density Lipoprotein (LDL) auf und
transformieren zu Schaumzellen. Diese sezernieren verschiedene Mediatoren wie
den Transforming growth factor beta (TGF-3) oder den Platelet-derived growth factor
(PDGF), die eine Proliferation der glatten Muskelzellen und deren Migration von der
Media in die Intima bewirken [28].
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AulRerdem produzieren Makrophagen neben den bereits genannten Faktoren TGF-3
PDGF Zytokine  (TNF-a, IL-1),

(Metalloproteinasen) und Wachstumsfaktoren (IGF-1), die in den einzelnen Phasen

und andere proteolytische  Enzyme
der Arteriosklerose jeweils eine tragende Rolle spielen [25].

Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, dass postprandiale Hyperglykdmien
mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko assoziiert sind [29, 30]. So ist ICAM-1
unter akuter Hyperglykamie sowohl bei gesunden Probanden als auch bei
Diabetikern im Serum erhoht [31, 32]. ICAM-1 bindet an das auf Monozyten
exprimierte CD11a/CD11b, was zur Adhasion von Monozyten an Endothelzellen fuhrt
und deren Migration in den subendothelialen Raum fordert (s. oben). Auch die
postprandial erhéhte Oxidation von LDL soll mit der Glukosekonzentration im Plasma

assoziiert sein [33].

Immunzelle

(Monozyt) ans Endothel
y adharierender ’0@
Monoyzt 3 7
- Y Gefaly %, %
( S O
; ) %
4 einwandernder - 1L
i . Monozyt Endothel
4
differenzierter Monozyt
é (Makrophage)
v aktivierte
=~ Schaumzelle/
»
Adhasions- Makrophage
molekiile \ :\ - reaktive
\ X —
- - 4 5 Sauerstoff-
\ ,{j( » { \ ' D »  spezies
\“‘ ) : A J f
\ o A
N ' TNF-a
Chemokine

TNF-« )
reaktive

Sauerstoffspezies

Abbildung 2: Die Rolle des Monozyten
modifiziert nach Kiemer, Diesel [34].

143 Monozyten und Insulinresistenz

Die Entstehung von Insulinresistenz hangt u.a.

Q) :

modifiziertes
LDL an
Scavenger-
Rezeptor

im Pathomechanismus der Arteriosklerose,

mit einem Signalweg

Makrophagen und Adipozyten zusammen, der durch Bakterien und deren Produkte
aktiviert wird [35]. Dazu gehdrt Lipopolysaccharid (LPS), das Uber CD14 an die

Zellmembran der Monozyten bindet und dort mit dem LPS-Signalrezeptor Toll-like
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receptor 4 (TLR4) interagiert. Dies fuhrt zur Aktivierung verschiedener Signalwege,
u.a. des Inhibitor of NF-kB Kinase (IKK) - Sighalwegs und des c-Jun N-terminal
Kinase (JNK) - Signalwegs [22].

JNK und IKK inhibieren Uber eine Serin-Phosphorylierung des IRS den Insulin-
Signalweg, was zur Insulinresistenz beitragt.

AulRerdem fuhrt die Phosphorylierung der IKK zur Phosphorylierung und
Ubiquitierung des Inhibitors of NF-kB (IkB) [36], der daraufhin seine Affinitdt zum
Nuclear Factor Kappa B (NF-kB) verliert und im Proteasom abgebaut wird. NF-kB
wird in den Zellkern transloziert und bewirkt dort die Transkription
proinflammatorischer Zytokine (IL-6, TNF-a), die ihrerseits wiederum zur
Insulinresistenz beitragen [22].

Im adipésen Ernahrungszustand werden IKK und JNK durch weitere Mechanismen
induziert: Zum einen verursachen Hyperlipidamie und Hyperglykdmie Stress im
Endoplasmatischen Retikulum, was die JNK aktiviert [37]. Zum anderen werden
durch die erhdhte Glukoseaufnahme in die Zelle und den vermehrten Glukoseabbau
im Mitochondrium reaktive Sauerstoffverbindungen freigesetzt [38], die ebenfalls IKK
und JNK induzieren [22].

15 NF-kB regulierte Gene

Der Transkriptionsfaktor NF-kB kommt in allen Zelltypen vor und spielt im Monozyten
eine zentrale Rolle in der Immunantwort und Zellproliferation sowie
-differenzierung. Er wird durch verschiedene Stimuli wie inflammatorische Zytokine
oder oxidativen Stress induziert und reguliert die Expression von Chemokinen,
Immunrezeptoren, Adhasionsmolektlen und Zytokinen [39], von denen wiederum ein
Teil zur Entstehung der Insulinresistenz beitragt (s. oben).

Chronische Entzindung und Insulinresistenz sind oft mit dem Polyzystischen
Ovarialsyndrom (PCOS) vergesellschaftet. Bei PCOS-Patientinnen wird NF-kB
unabhangig vom BMI durch Hyperglykamie induziert und IkB wird supprimiert [40].
Demnach initiiert eine postprandiale Hyperglykdmie inflammatorische Prozesse.
Auch Dhindsa et al. bestatigen eine Induktion von NF-kB nach oraler
Glukoseaufnahme bei gesunden schlanken Erwachsenen, wobei hier auch die
Insulinwerte postprandial ansteigen und somit ebenfalls zur Induktion von NF-kB
fuhren kdnnten [41].
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Andere Publikationen diskutieren einen postprandialen antiinflammatorischen Effekt
von Insulin, der bei Ubergewichtigen Probanden NF-kB in mononuklearen Zellen
inhibieren und IkB stimulieren soll [42].

Zusammenfassend zeigen diese Studien, dass NF-kB durch Hyperglykamien
induziert und durch Insulin supprimiert wird. Bei insulinresistenten Patienten kdnnte
somit eine langere hyperglykdmische Phase die ohnehin schadlichen Auswirkungen
erhohter Glukosespiegel auf die Zelle noch verschlimmern. Bei jungen
insulinsensitiven Probanden kénnten jedoch die antiinflammatorischen Effekte des

Insulins die proinflammatorischen Effekte der Glukose tUberwiegen.

1.6 Adipozytokine

Alle vom Fettgewebe sezernierten Proteine werden unter dem Begriff
LAdipozytokine” zusammengefasst. Dazu zahlen u.a. Leptin, Adiponektin, Resistin,
CORS-26 und Omentin. Einige dieser Proteine beeinflussen neben der
Insulinsensitivitdt auch den Glukosestoffwechsel und kénnen mal3geblich zur
Entstehung einer Insulinresistenz beitragen [43].

Leptin reguliert im Hypothalamus die Nahrungsaufnahme und beeinflusst
dementsprechend verschiedene periphere Zellen und Organe: Es ist sowohl an der
Regulation von Immunzellen, pankreatischer beta-Zellen und Adipozyten als auch an
der Regulation von Insulinsensitivitat in Leber und Muskel beteiligt [44].

Wahrend Leptin proportional zum Body-Mass-Index (BMI) steigt, werden die
systemischen Adiponektinspiegel erniedrigt [45] und steigen erst bei
Gewichtsreduktion wieder an. Adiponektin erhéht die Insulinsensitivitdt und weist
eine antiinflammatorische Wirkung auf, wobei auch proinflammatorische Effekte des
Adiponektins beschrieben wurden [45-47]. Adiponektin liegt im Blut als Trimer,
Hexamer und HMW (high molecular weight) - Komplex vor [45], wobei der HMW-
Komplex nach neueren Studien die aktive Form des Adiponektins darstellt [48].
CORS-26 (collagenous repeat-containing sequence of 26 kDa protein), ein
Strukturhomologes des Adiponektins, wird sowohl von Adipozyten als auch von
Monozyten produziert und weist antiinflammatorische Eigenschaften auf [49]. Obwohl
in vitro Versuche darauf hinweisen, dass CORS-26 sezerniert wird [49], wurde

CORS-26 bhisher noch nicht im humanen Plasma analysiert.
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Resistin ist mit der Entstehung der Insulinresistenz beim Diabetes mellitus Typ I
ebenfalls assoziiert [50]. Die Rolle von Resistin bei der Entstehung der
Insulinresistenz  im Menschen ist unklar. Wahrend einige Studien erhdhte
Resistinspiegel bei Typ Il Diabetikern zeigen, konnten andere Untersuchungen dies
nicht bestatigen. Obwohl Resistin die Glukose- und Lipidhomé&ostase der Maus stort,
bleibt seine Rolle beim Menschen weiterhin unbekannt [51]. Wahrend Resistin im
Fett von Nagetieren nachgewiesen wurde, ist im Menschen bisher unklar, ob
humane Adipozyten Resistin herstellen. Es konnte jedoch eine hohe Sekretion von
Resistin im humanen Monozyten gezeigt werden, die durch proinflammatorische
Stimuli erhdht wird.

Omentin wird v.a. vom viszeralen bzw. omentalen Fett sezerniert und konnte bereits
mit Hilfe von Immunoblots im humanen Serum detektiert werden [52].
Rekombinantes Omentin foérdert die insulinabhangige Glukoseaufnahme am
Adipozyten [52], wobei bisher noch nicht untersucht wurde, ob akute Hyperglykamien
das systemische Omentin beeinflussen. Das systemische Omentin ist bei Frauen

erhoht, wahrend es bei Gbergewichtigen Spendern erniedrigt ist [53].
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1.7 Aufgabenstellung

In dieser Arbeit sollen die Auswirkungen postprandialer Hyperglykamie und
gesteigerter Insulinsekretion in jungen, gesunden Probanden analysiert werden. Dies
beinhaltet sowohl die systemischen Mengen der Adipozytokine Adiponektin, Leptin,
Omentin, CORS-26 und Resistin als auch die Gen- und Proteinexpression in
Blutmonozyten. Hier wurden neben NF-kB regulierten Genen auch Gene des
Insulinsignalwegs und Mediatoren im Glukose- und Lipidstoffwechsel untersucht.

Da die bisher publizierten Daten zu diesem Thema vor allem an Patienten mit einer
Insulinresistenz bzw. einem Diabetes mellitus Typ Il und/oder oft an é&lteren
Personen, deren Glukosetoleranz ebenfalls erniedrigt ist, durchgefihrt wurden, war
es Inhalt dieser Dissertation, den Einfluss von oraler Glukoseaufnahme in

insulinsensitiven und jungen Probanden zu analysieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Agarosegelkammer (12 x 14 cm) und Zubehor
Analysenwaage BP 221 S

Analysenwaage PT-1200

Autoklav Varioklav Dampfsterilisator
Automixer Il Plus

Blockthermostat BT 100
Blutzuckermessgerat ACCU-Chek® Comfort
CCD-Kamera

Drucker fur Geldokumentation DGP UP-D890
Drucker am Photometer DPU-414 Thermal Printer
Eismaschine ZBE 150

ELISA-Reader

Entwickler M35 X-Omat Prozessor
Erdgasbrenner

Geldokumentation

Inkubationsschrank 37<C, 5% CO,
Inkubationsschrank mit Umlaufschittler S150
LightCycler® Real-Time RT-PCR mit Zubehor
MACS MultiStand

Magnetruhrer MR 3000 D
Magnetrthrer/Heizplatte MR 3001 K
MidiMACS™ Separator quadro

Mikroskop und Zubehor

Mikrowellengerat 7015

Milli-Q Biocell

PCR Cycler programmierbar PTC-100
pH-Meter 764 Multi-Calimatic

Pipettensatz

Power Supply E445

Power Supply E835

Peqglab

Sartorius
Sartorius

H+P

Kodak

Kleinfeld Labortechnik
Roche

Rainbow

Sony

Seiko

Ziegra

Molecular Devices
Kodak

Bochem
MWG-Biotech
Heraeus Instruments
Stuart

Roche

Miltenyi Biotec
Heidolph

Heidolph

Miltenyi Biotec
Nikon

Privileg

Millipore

MJ Research, Inc.
Knick

Eppendorf
Consort

Consort
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Power Supply Power Pac 200
Schuttler 3013

SDS-Gelapparatur Minigel und Zubehor
SDS-Gelplatten und Zubehor
Sicherheitswerkbank

Stechhilfe ACCU-Chek® Softclix® Pro
Sterilisator WTC

Thermoblock TB 1

Thermomixer Comfort

Tischzentrifuge 5415C
Tischzentrifuge 5415D
Ultraschallgerat mit Power Supply
UV/Vis Photometer Ultraspec 2000
UV-Flachenstrahler TFX-20 M
Vakuumpumpe

Vortex VF2

Vortex Typ 54117 Reax 1 D R

X-Ray Filmkassette (18 x 24 cm)
Zellzéhlkammer, Tiefe 0,100 mm

Zentrifuge Megafuge 1.0R

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Absaugpipette (5 ml)

Blutzuckerteststreifen ACCU-Chek® Sensor Comfort Glucose

Dextro® O.G.T.-Saft

Dialyseschlauch (29 mm)

ELISA-Platte (96 Loch)

Gel Blotting Papier Whatman®
Hyperfilm ECL™

Immun-Blot™ PVDF Membran (0,2 pum)
Konische Rohrchen (15 ml, 50 ml)
LightCycler® Kapillaren (20 pl)

MACS CD14 Micro Beads

MACS LS magnetische Separationssaulen
Parafilm

Pipettenspitzen

BIORAD

GFL

BIORAD

BIORAD

Heraeus Instruments
Roche

Binder

Biometra
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Bandelin
Pharmacia
MWG-Biotech
KNF Laboport
Janke und Kunkel
Heidolph
Siemens
Neubauer

Heraeus Instruments

BD Falcon®

Roche

Roche

Serva

Corning Costar®
Schleicher & Schuell
Amersham Biosciences
BIORAD

BD Falcon®

Roche

Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec
American National Can™
Sarstedt
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Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2,0 ml)

Serologische Einwegpipetten (5 ml, 10 ml)
Serologische Einwegpipetten (25 ml, 50ml)

Steriflip® (50 ml, 0,22pum Porengrol3e)

Sterile Einmalspritzen

Sterile Filter-Spitzen (10 pl, 200 pl, 2000 pl)

Sterile Kanilen

Sterile Membran-Adapter

Vacutainer® CPT™ (8 ml)

Vacutainer Systems Safety-Lok™ Blood Collection Set
Vacutainer Systems PrecisionGlide™ (0,8 bzw. 0,9 x 38 mm)
Vakuum Sterilfiltrationssystem (500 ml, 1000 ml)

Zell Schaber (16 cm, 25 cm)

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Zellkulturplatten (6-, 24-Loch) Flat Bottom Cell+
Zellkulturplatten (12-Loch) Multiwell™ 12 Well

2.1.3 Chemikalien

Acrylamidlésung (40%)
Ammoniumpersulfat (APS) (10%)
Bicinchoninsdure

Biosafe™ Coomassie
Bisacrylamidldung (2%)
Bromphenolblau

BSA

CaCl,

Chloroform

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktalil
Desoxycholate
Desoxynukleosid-Triphosphat-Set
DNA-Leiter, 1kb

Ethanol

Ethidiumbromid

EDTA

FCS

Full Range Rainbow™ Proteinstandard

Eppendorf

Sarstedt

Corning Costar®
Millipore

BD Falcon®

Biozym Diagnostik

BD Microlance™
Sarstedt

Becton Dickinson (BD)
Becton Dickinson (BD)
Becton Dickinson (BD)
Millipore

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

BD Falcon®

BIORAD
BIORAD
Sigma
BIORAD
BIORAD
Sigma
Biomol
Fluka
Merck
Roche
Sigma
Roche
Invitrogen
Merck
Merck
Merck
Biochrom

Amersham Biosciences
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Glukose

Glyzerin

Glyzin

Igepal

Insulin

Kupfer(ll)sulfat

LPS

Magermilchpulver
B-Mercaptoethanol
Methanol, technisch
TEMED

Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Nukleasefreies Wasser
NuSieve® 3:1 Agarose
PBS

PMA

2-Propanol

RPMI 1640

Salzséure rauchend
Schwefelsdure rauchend
SDS

SeaKem® GTG® Agarose

SeaKem® LE Agarose
Softasept® N
Thromborel® S b
Tris-NHs3

Tris-HCI

Trizol

Tween® 20

Xylencyanol

Sigma
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Vitalia
Sigma
Chemikalienausgabe
Merck
Fluka
Merck
Merck
Promega
Cambrex
Gibco
Sigma
Merck
PAN
Merck
Merck
Merck
Cambrex
FMC BioProducts
Braun
Dade Behring
Merck
Merck
Invitrogen
Sigma
Merck
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2.1.4 Antikorper

2.1.4.1 Primare Antikorper

Anti-ABCA1 monoklonaler Antikorper
Anti-Actin monoklonaler Antikdrper
Anti-Apolipoprotein A-I polyklonaler Antikorper
Anti-Apolipoprotein C-1 polyklonaler Antikérper
Anti-Apolipoprotein E polyklonaler Antikérper
Anti-CD163 monoklonaler Antikorper
Anti-Cors26 polyklonaler Antikorper
Anti-Flotillin-1 monoklonaler Antikérper
Anti-Omentin polyklonaler Antikorper

Anti-P13 Kinase p85 polyklonaler Antikdrper
Anti-Superoxide Dismutase Il polyklonaler Antikdrper
Anti-Syntaxin-13 polyklonaler Antikorper

Anti-Syntaxin-6 monoklonaler Antikorper

2.1.4.2 Sekundare Antikorper

Anti-Kaninchen Peroxidase-konjugierter Antikdrper
Anti-Maus Peroxidase-konjugierter Antikorper

Anti-Ziege Peroxidase-konjugierter Antikdrper

2.1.5 Kit-Systeme

Apo E4/Pan-Apo E ELISA Kit

BCA™ Protein Assay Kit

DuoSet® ELISA Development System human Adiponectin
DuoSet® ELISA Development System human CCL4/MIP-1(3
DuoSet® ELISA Development System human IL-6
DuoSet® ELISA Development System human Resistin

Abcam

Sigma

Biodesign
Biodesign
Chemicon®
Serotec

R&D Systems

BD Biosience
Pineda Antikorperservice
Upstate

Lab Frontier
Synaptic Systems
BD Biosience

Jackson Immuno Research
Jackson Immuno Research

Jackson Immuno Research

MBL

Pierce

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
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ECL Plus Western Blotting Detection Reagent Amersham Bioscience
Human IL-8 ELISA Set BD Bioscience
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | Roche

Mercodia Insulin ELISA Mercodia
Quantikine® HS High Sensitivity ELISA Human IL-6 R&D Systems
Reverse Transcription System Promega

RNeasy® Mini Kit Qiagen
Streptavidin-HRP R&D Systems
Substrate Reagent Pack R&D Systems

2.1.6 Puffer und Losungen

Im Folgenden wird die Zusammensetzung aller selbst hergestellten Puffer und
Losungen aufgeflihrt. Die Lagerung erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei

Raumtemperatur.

2.1.6.1 Losungen fur Arbeiten mit DNA

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer), 50-fach:

Tris-NH5 121 g
Essigsaure (99%) 28,6 mi
EDTA, 0,5 M Stammlésung pH 8,0 50 mi

ad 0,5 [ddH,O

Gelladepuffer, 10-fach:

Glyzerin (87 %) 5,8 mi
Bromphenolblau 0,025 ¢
Xylencyanol 0,025 g

ad 10 ml 0,5 M EDTA-Stammlésung pH 8,0

Der Puffer wurde bei 4C aufbewahrt.
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2.1.6.2 Losungen fur Arbeiten mit Proteinen

2.1.6.2.1 Losungen fur die Praparation von Proteine  xtrakten

RIPA-Lysepuffer:

NaCl, 3 M Stammlésung 2,5 mi
Igepal 500 pl
Desoxycholate 0,25 g

SDS, 20%ige Stammldsung 250 pl
Tris, 1 M Stammldsung pH 7,5 2,5 ml

ad 50 ml ddH,O

Vor Gebrauch wurde pro 10 ml RIPA-Puffer eine Tablette Complete Mini
Protease Inhibitor Cocktail frisch zugesetzt. Der Puffer wurde bei 4C hdchstens

zwei Wochen gelagert.

2.1.6.2.2 Losungen fur SDS-PAGE

SDS-Probenpuffer (2 x Lammli), 2-fach:

Glyzerin (87 %) 2 mi
Tris-HCI, 1 M Stamml6sung pH 6,8 120 pl
SDS, 20%ige Stammldsung 2 mi
3-Mercaptoethanol 1 mi
Bromphenolblau 0,025 ¢

ad 10 ml ddH,O

Der SDS-Probenpuffer wurde im Verhdltnis 1:1 mit der jeweiligen Probe

vermischt.

SDS-Gellaufpuffer, 10-fach:

Glyzin 144 g
Tris-NH; 30 g
SDS, 20%ige Stammldsung 50 mi

ad 1 | ddH,O

Losung fur 15%ige Trenngele:

Acrylamid 40% 30,0 mi
Bisacrylamid 2% 34 mi
Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 8,7 10,0 ml
SDS, 20%ige Stammldsung 0,4 ml

ddH,O 32,0 ml
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Losung fur 10%ige Trenngele:

Acrylamid 40%

Bisacrylamid 2%

Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 8,7
SDS, 20%ige Stammldsung
ddH,O

Losung fur 5%ige Sammelgele:

Acrylamid 40%

Bisacrylamid 2%

Tris-HCI, 3 M Stammlésung pH 6,8
SDS, 20%ige Stammldsung
ddH,O

15,0 ml
3,4 ml
7,5 ml
0,3 ml
28,5 ml
50 ml
2,6 ml
5,0 ml
0,2 ml
24,0 ml

Die Acrylamidlésungen wurden bei 4T aufbewahrt. Un mittelbar vor dem

Giel3en des Trenn- bzw. Sammelgels wurde der Acrylamidldsung 10%ige APS-
Ldsung im Verhaltnis 1:167 und TEMED im Verhéltnis 1:334 zugegeben.

2.1.6.2.3 Losungen fur Western-Blotting

Tank-Puffer, 10-fach:

Glyzin
Tris-NH5
SDS

Wettransfer-Puffer:

Methanol (technisch)
Tank-Puffer, 10-fach

PBST:
Tween® 20

Blockierlosung:

Magermilchpulver

140 g

30 g

5 g

ad 1 | ddH,O
200 mi

80 mi

ad1 | ddH,O

1 ml
ad 1 | PBS
S g

ad 100 ml PBST

Die Blockierlosung wurde bei 4C aufbewabhrt.
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BSA-PBST:

BSA 7,5 g
Natriumazid 0,5 g
Tween® 20 5,0 ml

ad 0,5 IPBS

Die Losung wurde steril filtriert und bei 4C aufbe wahrt. Die priméren Antikorper
wurden in dieser Losung in der Regel im Verhaltnis 1:1000 verdinnt.

2.1.6.2.4 Losungen fur Adiponektin-, CCL4-, IL-6-, und Resistin-ELISA

Waschpuffer:
Tween® 20 0,5 ml
ad 1 | PBS
Reagent Diluent:
BSA 5 g
ad 0,5 |PBS

Die Losung wurde steril filtriert und bei 4C aufbe wahrt.

Substratlésung:
Die Losungen A und B (Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin) des Substrate

Reagent Pack von R&D Systems wurden im Verhéltnis 1:1 miteinander vermischt.

Stoppldsung:

Schwefelsaure rauchend 9,8 g
ad 50 ml ddH,O

Verdunnung der Antikdrper:
Der Capture Antikérper wurde laut Protokoll in PBS, der Detection Antikorper in

Reagent Diluent verdinnt.

Verdinnung des HRP-Streptavidin-Konjugats:
Das HRP-Streptavidin-Konjugat wurde laut Packungsangabe in Reagent Diluent

verdunnt.
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2.1.6.2.5 Losungen fir IL-8-ELISA

Im Folgenden werden Ldsungen aufgefihrt, die nur fir den IL-8-ELISA bendtigt
wurden. Waschpuffer, Substrat- und Stopplésung wurden wie oben beschrieben

verwendet.

Assay Diluent:

FCS 50 ml
ad 0,5 |IPBS

Coating Buffer:

NaHCO; 840 g
Na,CO; 356 g
adl  lddH.,O

Verdinnung der Antikorper:
Der Capture Antikdrper wurde laut Protokoll in Coating Buffer verdinnt. Der
Detection Antikorper wurde, zusammen mit dem HRP-Streptavidin, laut Protokoll in

Assay Diluent verdinnt.

2.1.6.3 LoOsungen fur die Isolierung primarer humane  r Monozyten

CD14 Beads Puffer:

BSA 0,5 g
EDTA, 0,5 M Stammlésung pH 8,0 2 mi
ad 0,5 IPBS

Der CD14 Beads Puffer wurde steril filtriert und bei 4C aufbewahrt.

2.1.7 Glukoselésung
Zur Durchfihrung eines OGTT wurde der Dextro® O.G.T.-Saft (Roche) verwendet.

Eine Flasche mit 300 ml Saft enthalt ein Mono-/Oligosaccharid-Gemisch (Glukose—
Sirup), das nach enzymatischer Spaltung einer Menge von 75 g wasserfreier
Glukose entspricht, sowie Johannisbeermuttersaft, Kaliumsorbat (Konservierungs-
mittel) und gereinigtes Wasser. Sie enthélt aul3erdem 0,01-0,06 Vol.-% Alkohol.
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2.1.8 Kultivierung humaner Zellen

Die humane monozytare Zelllinie THP-1 (American Type Culture Collection) wurde
bei 37C, 5% CO ,—Gehalt und hoher Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank kultiviert.
Fur die Kultivierung von THP-1 Zellen wurde das Medium RPMI 1640, das mit 10%
FCS versetzt wurde, verwendet. Aul3erdem wurde dem Medium Penicillin (200mU/ml
Medium) und Streptomycin (0,2 mg/ml Medium) als Antibiotika zugesetzt.

Die Kultivierung primarer Monozyten erfolgte ebenfalls mit RPMI 1640. Allerdings
wurde hierbei statt FCS humanes Serum im selben Verhaltnis zugesetzt. Auf

Antibiotika wurde verzichtet.

2.1.9 Primer fur LightCycler-Analysen

Die Primer fur die LightCycler-Expressionsanalysen wahlte man jeweils zu beiden
Seiten eines Introns, um die Amplifizierung genomischer DNA zu vermeiden. Eine
Lange der amplifizierten Fragmente von etwa 300 bp garantierte mdglichst kurze
Elongationszeiten. Aul3erdem wurden die Primer so entworfen, dass die Annealing—
Temperatur etwa 60C betrug. Die Spezifitat der Pri mer konnte durch Sequenzierung

der PCR-Produkte verifiziert werden.

Oligonukleotid Sequenz (5 =2 3)

ABCA 1

ABCA_1luni TCTTTGCCCTTTTGAGAGGA
ABCA_1lrev GGCACAATTCCACAAGAACC
B-Aktin

B-Aktin_uni CCAGGGTGTGATGGTGGGAATG

B-Aktin_rev CGCACGATTTCCCTCTCAGCTC
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Oligonukleotid

Sequenz (5 =2 3)

Adiponektin Rezeptor 1 (Adipo R1)

AdipoR1_uni
AdipoR1_rev

GGGGAATTCTCTTCCCACAAAGGATCTGTGGTG
GGGCTGCAGTTAAGTTTCTGTATGAATGCGGAAGAT

Adiponektin Rezeptor 2 (AdipoR2)

AdipoR2_uni
AdipoR2_rev

Adipophilin
Adipophilin_1156
Adipophilin_1394

Annexin A4
Annexin A4_uni

Annexin A4_rev

ApoE
ApoE_uni
ApoE_rev

Calumenin
Calumenin_uni

Calumenin_rev

CCL2
CCL2_uni
CCL2 _rev

CCL4
CCL4 _uni
CCL4 _rev

CCL5
CCL5_uni
CCL5_rev

CD36
CD36_uni
CD36_rev

GGGGAATTCAACGAGCCAACAGAAAACCGATTG
GGGCTGCAGCTAAATGTTGCCTGTTTCTGTGTGTAT

ACACCCTCCTGTCCAACATC
AAAGGGACCTACCAGCCAGT

TTGGGTGGCTGAACTCTGAT
GGTGCTCTTGTAGGCTGTCC

GGATCCTTGAGTCCTACTCAGC
CTGTCTCCACCGCTTGCT

TGCACCCTGAGGAGTATGAC
TCCTTGTCCATCTTCCCATC

TTCTGT GCCTGC TGC TCAT
CAC CAA TAG GAA GAT CTC AGT GC

CCC AGC CAG CTG TGG TAT
AGG AAC TGC GGA GAG GAG TC

CCT CAT TGC TACTGC CCT CT
ACACACTTGGCGGTTCTTTC

GGTGTGGTGATGTTTGTTGC
CAGGGCCTAGGATTTGTTGA
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Oligonukleotid Sequenz (5 =2 3)

CD86

CD86_uni ACAGCAGAAGCAGCCAAAAT
CD86_rev TCCTGGTCCTGCCAAAATAC
Centaurin

Centaurin_uni ATGGGCTGCAGATCACCTAC
Centaurin_rev CCCAGTCTTTTCCATGAAGC

Collagenous Repeat-Containing Sequence of 26-kDa Pr
CORS-26_436-uni  TTGCATTCATGGCTTCTCTG
CORS-26_649-rev. ACTGTGTTGCCATTGTGCAT

otein (CORS-26)

Flotillin-1

Flotillin-1_uni TTCTAACTCGCCTGCCAGAG
Flotillin-1_rev GGTGGGACCTCACTGTCAAT

IL-6

IL-6_uni GCC CAG CTATGA ACT CCTTCT
IL-6_rev GCG GCTACATCTTTG GAATC
IL-8

IL-8_uni ACCGGAAGGAACCATCTCACTG
IL-8_rev GCATCTGGCAACCCTACAACA
PTEN

PTEN_uni TCCACAAACAGAACAAGATGCT
PTEN_rev CGATTTCTTGATCACATAGACTTCC
Resistin

Resistin_uni TGCAGGATGAAAGCTCTCTG
Resistin_rev AATGCTGCTTATTGCCCTAAAT
SDHC

SDHC_uni GTCCAGACCGGAACCCAAG
SDHC_rev CTTATTCCAGAACCGCTCCA
SOD2

SOD2_uni GTTGGCCAAGGGAGATGTTA

SOD2_rev GCCGTCAGCTTCTCCTTAAA
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2.2 Methoden

2.2.1 Auswahl der Spender

Die Auswahl der 20 Probanden, mit denen ein OGTT durchgefiihrt wurde, erfolgte
nach Alter und BMI (Body-Mass-Index), um ein moéglichst homogenes Kollektiv zu
erhalten: Alle Probanden waren etwa gleichen Alters (22 + 1 Jahre).

Der BMI der Probanden sollte in dem von der WHO definierten Bereich fir

Normalgewicht (20-25 kg/m?) liegen und wurde durch folgende Formel berechnet:

BMI [kg/ m?] = Gewicht [kg] / KérpergroRe? [m?]

Es nahmen 6 Frauen und 14 Manner an der Studie teil, wobei allen Probanden

jeweils eine Nummer von 1-20 zugeteilt wurde.

2.2.2 Durchfuihrung des OGTT

Nach 10-stindigem Fasten wurde den Probanden im nichternen Zustand vendses
Blut durch Punktion einer der Vv. cubitales abgenommen. Den Spendern der RNA-
Gruppe wurden 32 ml (4 Vaccutainer), denen der Protein-Gruppe 48 ml (6
Vaccutainer) Blut abgenommen. Direkt im Anschluss wurden den Spendern jeweils
75 g Glukose p.o. verabreicht. Nach zwei Stunden erfolgte eine weitere
Blutentnahme durch eine erneute Venenpunktion, bei der nochmals 32 bzw. 48 ml
Blut abgenommen wurden. Die Blutzuckermessung geschah jeweils parallel zur

Blutentnahme mit vendsem Vollblut.

2.2.3 Homeostasis Model Assessment Index (HOMA-Inde  Xx)

Aus den wahrend des OGTT bestimmten Konzentrationen fir Insulin und Glukose
lasst sich ein fur jeden Patienten spezifischer Index berechnen, der sogenannte
Homeostasis Model Assessment Index (HOMA-Index) [54].

Durch diesen Index kann sowohl auf die Insulinresistenz als auch auf die beta-Zell-
Funktion geschlossen werden. Im klinischen Alltag werden zur Abschatzung der
Insulinresistenz jedoch bevorzugt HDL- und Triglyzeridwerte verwendet, da diese

leicht zu bestimmen sind und signifikant mit der Insulinresistenz Kkorrelieren.
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Patientinnen mit PCOS und Insulinresistenz weisen signifikant hohere Triglyzerid-
und Gesamtcholesterinwerte und zugleich niedrigere HDL-Werte auf als die
Kontrollgruppe [55].

Die Berechnung des HOMA-Index erfolgte nach folgender Formel:

HOMA-Index = Insulin (nichtern, pU/ml) x Blutzucker (ntichtern, mg/dl) / 405
oder
HOMA-Index = Insulin (nichtern, pU/ml) x Blutzucker (ntchtern, mmol/l) / 22,5.

Die HOMA-Index wurde nach folgendem Schema bewertet:

<1 normal

>2 Hinweis auf eine Insulinresistenz
>25 Insulinresistenz sehr wahrscheinlich
>5,0 Diabetes mellitus Typ Il

2.2.4 Isolierung humaner peripherer Monozyten aus V  ollblut

Die mit jeweils 8 ml Vollblut gefiullten Vaccutainer wurden direkt nach der
Blutentnahme mehrmals invertiert, um das Natriumcitrat im Réhrchen mit dem Blut
zu vermischen und eine Gerinnung zu verhindern. AnschlieRend wurden die
Vaccutainer bei 2900 rpm fur 25 min bei RT zentrifugiert. Durch diesen
Zentrifugationsschritt und das Polyestergel in den Vaccutainern wurden die
Blutbestandteile gemafd ihrer Dichte separiert: Schwere Bestandteile, v.a. aber
Erythrozyten, blieben am Boden des Ro6hrchens zurtck, wahrend leichtere
Bestandteile, wie etwa das Plasma und mononukleare Zellen, sich nun Uber der
Gelschicht befanden. Die Vaccutainer wurden anschlieRend abermals 5-6 mal
invertiert und unter der Sterilbank geo6ffnet. Plasma und mononukledre Zellen eines
Spenders wurden abgenommen und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt.
Dieses wurde anschlieBend bei 1200 rpm fur 15 min bei RT zentrifugiert.
Anschliel3end wurde das Plasma vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 20 ml
PBS gewaschen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (1200 rpm, 10 min, RT).
Das Plasma der OGTT-Teilnehmer wurde jeweils auf vier Eppendorfcups zu je 1 ml
aufgeteilt; der Rest wurde in 15 ml Zentrifugationsrohrchen Uberfihrt. Schlief3lich
wurde das gesamte Plasma bei -20C gelagert. Das Ze llpellet wurde in 2 ml CD14-
Beadspuffer resuspendiert, in ein Eppendorfgefa? tberfihrt und einem weiteren
Zentrifugationsschritt unterzogen (1200 rpm, 10 min, RT). Anschlielend wurde das
Pellet in CD14-Beadspuffer (160 pl pro 6 Vaccutainer) resuspendiert und mit CD14-
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Beads (40 pl pro 6 Vaccutainer) fur 20 min bei 4C inkubiert. Wahrend dieser
Inkubationsphase wurde das Eppendorfcup alle 5 min angeschnippt, um eine gute
Durchmischung von Beads und Zellen zu gewéhrleisten. Dabei konnten sich die an
die magnetischen Beads gekoppelten monoklonalen CD14-Antikrper an das
Oberflachenprotein CD14, das v.a. von Monozyten exprimiert wird, anlagern.

Die so markierten Monozyten konnten nun durch ein magnetisches Feld von anderen
Zellen separiert werden. Hierzu wurde der Zellsuspension nach der Inkubation 1 ml
CD14-Beadspuffer zugegeben und bei 1200 rpm erneut 10 min bei RT zentrifugiert.
Das Pellet wurde schlie3lich in 2 ml CD14-Beadspuffer aufgenommen. In einen
Magneten wurden LS Saulen eingespannt, die mit jeweils 3 ml CD14-Beadspuffer
aquilibriert wurden. Anschlieend wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension auf eine
Séaule gegeben und dreimal mit je 3 ml CD14-Beadspuffer gewaschen. Danach
wurden die Monozyten eluiert: Hierzu wurden die Saulen nacheinander vom
Magneten abgenommen und in ein 15 ml Zentrifugationsrohrchen gestellt. Die
Elution der Monozyten erfolgte mit 5 ml CD14-Beadspuffer. Schlief3lich wurden die
monozytaren Zellen abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min, RT), der Uberstand verworfen
und die Zellen in der fur weitere Schritte benétigten Substanz resuspendiert: Zur
RNA-Isolierung wurden die Monozyten in 300 pl Trizol aufgenommen und schlief3lich
bei -80C gelagert; fir das Arbeiten mit Proteinen wurde das Zellpellet in 50 ul RIPA
resuspendiert und bei -20C aufbewahrt. Eine Resusp ension in RPMI-Medium
erfolgte fur in vitro Versuche, die unabhangig von den OGTT-Versuchen stattfanden
(5 ml Medium pro 6 Vaccutainer); hiervon wurde ein 10 pl Aliquot verwendet, um die
Zellzahl in der Neubauer Zellzahlkammer zu ermitteln. Die Ausbeute lag bei ca. 1-1,5

Millionen Monozyten pro Vaccutainer.
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2.2.5 Herstellen von autologem Serum

Fur die Durchfihrung von in vitro Experimenten mit Monozyten war autologes Serum
erforderlich, das wahrend der Monozyten-Isolation aus Plasma gewonnen wurde (s.
oben).

Vorab wurde PBS auf 4C gekuhlt und Thromborel in 1 0 ml Wasser geldst, welches
dann fur mindestens 30 Minuten bei 37T gelagert wu rde.

Zum Plasma in dem 50 ml Zentrifugenréhrchen wurden schlie3lich sowohl eine
Spatelspitze Calciumchlorid als auch das geloste Thromborel (1%) gegeben. Es
folgte eine Inkubation des Plasmas fir 10 min bei 37C. AnschlieRend wurde mit
einer Pasteurpipette das Gerinnungsprodukt von der Innenwand des
Zentrifugenrohrchens geldst und fir 30 min bei 3500 rpm und 4T zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in einen Dialyseschlauch tberfiihrt und eine Stunde gegen das
gekuhlte PBS dialysiert; nach PBS-Wechsel erfolgte eine weitere Dialyse Uber eine

Stunde. AbschlieRend wurde das so gewonnene Serum steril filtriert.

2.2.6 Kultivierung humaner Zelllinien

Die Kultivierung der humanen Zelllinie THP-1 erfolgte in 75 cm? Zellkulturflaschen fir
semi-adharente Zellen. Die Zellen wurden in 20-30 ml mit FCS supplementierten
RPMI-Medium in einem Brutschrank bei 37C, 5% CO, und wassergesattigter
Atmosphéare vermehrt. Da THP-1 Zellen nicht adhérent sind, erfolgte die Passage der
Zellen alle 4-5 Tage nur durch Absaugen eines Teils der Zellsuspension und Zugabe
von frischem Medium. Zur Differenzierung der THP-1 Zellen in einen Makrophagen
ahnlichen Zustand wurden die Zellkulturflaschen mit jeweils 100 ng/ml PMA versetzt.
Hierdurch erhielt man adharente Zellen, die am Boden der Kulturflasche einen

Monolayer ausbilden.
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2.2.7 Arbeiten mit RNA
2.2.7.1 Isolierung von RNA aus Zellen

2.2.7.1.1 Isolierung von RNA aus THP-1 Zellen

Die Isolation von RNA aus THP-1 Zellen erfolgte mit dem RNeasy Kit von Qiagen.
Die Zellen wurden in RLT-Puffer lysiert. AnschlieBend wurde die genomische DNA
durch mehrmaliges Auf- und Abziehen des Lysats durch eine diinne Kantile geschert
und die RNA nach Angaben des Herstellers Uber Saulentechnik isoliert. Die RNA
wurde mit 50 pl nukleasefreiem Wasser (Promega) von dem Saulchen eluiert und bei
-80C aufbewabhrt.

2.2.7.1.2 Isolierung von RNA aus Monozyten

Die Isolation von RNA aus Monozyten erfolgte nach der Trizol-Methode: Die
Monozyten in 300 ul Trizol (s. 2.2.4) wurden aufgetaut, mit jeweils 1/5 Volumen
Chloroform versetzt (60 pl) und das Gefal3 4-5 mal invertiert. Nach einer Inkubation
Uber 2 min bei RT wurde der Ansatz fir 15 min bei 12000 g zentrifugiert. Die so
entstandene klare obere Schicht wurde abgezogen, in ein anderes Eppendorfcup
Uberfihrt und wiederum mit 1/5 Volumen Chloroform versetzt. Nach Wiederholung
aller bisherigen Schritte wurde zu der klaren Losung Isopropanol (0,7 Vol.) gegeben,
das zum Ausféllen der RNA fuhrt, und mehrmals invertiert. Es folgte eine Inkubation
Uber 10 min auf Eis und eine anschlieRende Zentrifugation fir 30 min bei 12000 g
und 4. Der Uberstand wurde verworfen und das Pell et vorsichtig mit vorgekiihltem
70%igem Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation tber 15 min bei
12000 g wurde der Ethanol vorsichtig abgenommen und das Pellet getrocknet. Die
so gewonnene RNA wurde in 40 ul nukleasefreiem Wasser (Promega)

aufgenommen und bei -80C aufbewabhrt.

2.2.7.2 Konzentrationsbestimmung von RNA

Zur Konzentrationsbestimmung von RNA wurde eine 1:100-Verdinnung mit RNAse
freiem Wasser hergestellt. Die Extinktion dieser Losung wurde in einer Quarzkivette
mit der Schichtdicke von 1 cm bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Als

Referenz diente Wasser.
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Unter Bericksichtigung des Verdunnungsfaktors (V), der jeweils gemessenen
Extinktion bei 260 nm (E2gp) und des fiir RNA spezifischen Extinktionsfaktors (erna )
von 40 pg-mlt konnte mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes die RNA-

Konzentration berechnet werden:

Crna = Eo60 €rna V

CRNA: Konzentration der RNA in der Lésung [pg-ml™]
Eso: Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm
€RNA Extinktionskoeffizient von RNA, gleich 40 pg-ml™
V: Verdinnungsfaktor, hier 100

Uber die Reinheit der RNA konnte durch zuséatzliche Messungen der Extinktion bei
280 nm (Proteine) und 320 nm (organische Reste) eine Angabe gemacht werden.
Bei reiner, nicht degradierter RNA liegt das Verhaltnis von Ezgp zu Ezgp zwischen 1,5
und 2,0.

2.2.7.3 Reverse Transkription

Um PCR-Reaktionen, wie z.B. eine Real-Time RT-PCR, durchfihren zu konnen,
wurde die RNA in einzelstrdngige cDNA umgeschrieben. Dies geschah mit dem
Reverse Transcription System von Promega, wobei als Primer die Random Hexamer
Primer eingesetzt wurden. Der Reaktionsansatz setzte sich, wie vom Hersteller

vorgeschrieben, aus folgenden Komponenten zusammen:

MgCl,, 25 mM 8 ul
RT-Puffer, 10 x 4 I
dNTP-Mix, 10 mM 4 ul
Random Hexamer Primer, 0,5 pg/pl 1 i

RNasin Ribonuklease-Inhibitor, 40 U/ul 1 i
AMV-Reverse Transkriptase, 25 U/yl 1,2l
RNA (2 pg) in nukleasefreiem Wasser 20,8 pl

Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 42T inkubiert. A nschlie3end wurde die Reaktion
abgestoppt, indem die Reverse Transkriptase bei 95°C hitzeinaktiviert wurde. Die

cDNA wurde anschlieRend bei -20C gelagert.
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2.2.8 Arbeiten mit DNA

2.2.8.1 Real-Time RT-PCR

Mit Hilfe der Real-Time RT-PCR konnen Nukleinsauren schnell und sensitiv
quantifiziert werden. Durch die Kombination aus Thermocycler und Fluorimeter kann
die Amplifikation von PCR-Produkten schnell analysiert und wahrend des gesamten
Reaktionsverlaufs verfolgt werden. Durch die Real-Time RT-PCR konnte die
Genexpression sowohl in priméren Monozyten als auch in THP-1 Zellen untersucht
werden. Dazu wurde die RNA genannter Zellen in einzelstrangige cDNA Uberfihrt,
welche in der Real-Time RT-PCR eingesetzt werden konnte. Zur Detektion wurde in
allen Experimenten auf den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | zurlckgegriffen; es
wurde der LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | Kit (Roche) verwendet.
Zuerst wurde ein Master-Mix hergestellt, der bereits alle nétigen Reagenzien enthielt
und dem nur noch die cDNA zugesetzt werden musste. Ein Master-Mix setzte sich

wie folgt zusammen:

Reaktionsmix (Roche) 2 pl
MgCl,, 25 mM 24 ul
universe Primer, 5 pmol/ul 1 ul
reverse Primer, 5 pmol/pl 1 pl
ddH,0O 11,6 pl

Der Master-Mix wurde nun zu je 18 pul auf dinne Glaskapillaren aufgeteilt. SYBR
Green |, Reaktionspuffer, dNTPs und HotStart Tag-Polymerase waren im
Reaktionsmix (Roche) bereits enthalten. Nach der Zugabe von 2 pl der jeweiligen
cDNA bzw. 2 ul Wasser fur die Wasserkontrolle wurden die Kapillaren kurz bei 2000
rpm zentrifugiert. Daraufhin konnte die Reaktion in der Tiefe der Glaskapillaren
ablaufen. Dazu wurden die Kapillaren in ein Karussell eingespannt, um so im
LightCycler fur 10 min auf 95T erhitzt zu werden. Dabei wurde die Tag-Polymerase
aktiviert, die die Amplifizierung des jeweiligen Genproduktes einleitete. Es erfolgten
insgesamt 45 Amplifizierungszyklen, wobei sich jeder Zyklus aus 15 s
Denaturierungsphase bei 95T, 10 s Annealingphase b ei etwa 60C (spezifisch fur
die jeweiligen Primer) und 10 s Elongationsphase bei 72T zusammensetzte.

Nach Abschluss der Elongationsphase wurde in jedem Amplifikationszyklus die
Konzentration an cDNA bestimmt. Dies geschah durch die Bestimmung der

Fluoreszenz bei einer fir das PCR-Produkt geeigneten Temperatur (75-85C). Da
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sich das SYBR Green | in doppelstrangige DNA einlagert, verhalt sich die
gemessene Fluoreszenz proportional zum Reaktionsprodukt der amplifizierten DNA
(Abbildung 3). Durch die Fluoreszenz war es mdoglich, die Amplifikationszyklen
standig zu verfolgen.

Fir jede Probe wurde ein spezifischer Crossingpoint (Cp) bestimmt, indem in einem
Graphen die Fluoreszenzmesswerte gegen die Zyklenzahl aufgetragen wurden. Der
Cp beschreibt den Reaktionszyklus, in dem die gemessene Fluoreszenz einen
deutlich positiven Wert annimmt. Aul3erdem ist der Cp umgekehrt proportional zur
Ausgangskonzentration der cDNA. Verschiedene Proben bendtigen demnach in
Abhangigkeit ihrer Ausgangskonzentration eine unterschiedliche Anzahl an
Amplifikationszyklen, um den Cp zu erreichen.

Damit nun verschiedene PCR-Reaktionen unterschiedlicher Effizienz miteinander
verglichen werden konnten, bediente man sich einem relativen Standard: Hierzu
wurde jeweils eine 1:1-Verdinnungsreine der betreffenden cDNA hergestellt
(Monozyten-cDNA oder THP-1-cDNA) und jedem der vier Standardproben ein
definierter Wert zugewiesen (50, 25, 12,5 und 6,25 ng). Durch die Auftragung der
Cp-Werte der Standardproben gegen den Logarithmus der jeweiligen Konzentration
entstand eine Standardkurve, die jedem Cp eine definierte relative Konzentration
zuordnete.

Um eine Aussage Uber die Regulation eines bestimmten Zielgens treffen zu kénnen,
wurde zusatzlich von jeder Probe die cDNA-Konzentration eines sog. Housekeeping
Gens (hier B-Aktin) bestimmt, das durch die jeweilige Stimulation bzw. den OGTT
nicht reguliert wurde. Der Quotient aus den cDNA-Konzentrationen des Zielgens und
des B-Aktins ergibt einen zum Houskeeping Gen normalisierten Wert, der hinsichtlich
Qualitats- und Quantitatsunterschiede in der Probenvorbereitung korrigiert ist.
Schlie3lich wurde ein Quotient aus den normalisierten Werten der stimulierten
Proben und der Kontrollen (THP-1) bzw. der 2 h- und der O h-Proben (OGTT)
gebildet. Dieser erméglichte es, eine Aussage uUber die Expression des Zielgens in
Abhangigkeit der Stimulation zu treffen.

Die Spezifitat der PCR-Produkte wurde nach der Amplifikationsphase durch eine
Schmelzkurve Uberprift: Dazu wurde die cDNA langsam (0,1C/s) von 60C auf
95T erhitzt und analog die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Da jede
spezifische Reaktion auch nur ein spezifisches Produkt bildet, das bei einer

bestimmten Temperatur schmilzt, nimmt am Schmelzpunkt die Fluoreszenz plétzlich
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stark ab. Entstehen jedoch durch unspezifische Reaktionen mehrere Produkte, so

kommt es zu einer unscharfen Abnahme der Fluoreszenz, u.U. tiber mehrere Stufen.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines PCR-Zyklus bei Verwendung von SYBR
Green | (A) Denaturierung, (B) Annealing, (C) Elongation, (D) PCR-Produkt
[56].

2.29 Arbeiten mit Proteinen

2.2.9.1 Praparation von Gesamtzellextrakten

Zur Praparation von Gesamtzellextrakten aus Saugerzellen wurde zuerst der
Uberstand abgenommen. Die adharenten THP-1 Zellen bzw. die priméaren
Monozyten wurden anschlie3end mit einem Schaber vom Boden der Zellkulturplatten
geldést und mit PBS, das mit einem Proteaseinhibitor versetzt war, gewaschen.
Schliellich wurden die Zellen abzentrifugiert und das Pellet im gleichen Volumen
vorgekihlten  RIPA-Zelllysepuffer ~ mit  Proteaseinhibitoren  aufgenommen.
Abschliel3end wurden mit Ultraschall sowohl die Zellen mechanisch lysiert als auch

die genomische DNA geschert. Die Proben wurden bei -20C aufbewahrt.

2.2.9.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach der Bicinchoninsaure
(BCA) - Methode [57]. Dazu wurden die Proben 1:10 in PBS verdinnt. Davon wurden

wiederum 10 pl mit 200 pl der Reaktionslésung versetzt. Letztere bestand aus einem
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Gemisch aus Bicinchoninsaure und 4%iger Kupfer-II-Sulfatiésung im Verhéltnis 1:50.
Der Reaktionsansatz wurde anschlieRend fur 30 min bei 37T inkubiert. Hierbei
reduzieren die Proteine die Cu?-lonen zu Cu'*-lonen, die wiederum mit der
Bicinchoninsaure einen violetten BCA-Cu*-Komplex bilden. SchlieRlich konnte die
Extinktion bei 562 nm bestimmt werden und Uber eine BSA-Standardkurve auf die
Proteinmenge geschlossen werden, die proportional zur Produktbildung ist.

2.2.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PA GE)

Mit Hilfe der SDS-PAGE koénnen Proteine gemdald ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. Hierzu wurden die Proteine mit einem 2x SDS-Probenpuffer im
Verhéltnis 1:1 versetzt und ftr 10 min bei 60C erhitzt. Das p-Mercaptoethanol des
Puffers denaturierte die Proteine; zudem lagert sich das negativ geladene SDS des
Probenpuffers gleichmaldig an die aufgefalteten Proteine an und Uberdeckt so die
Eigenladung. So entsteht eine konstant negative Ladung pro Masseneinheit Protein,
die es ermdoglicht, die einzelnen Proteinfragmente ausschlie3lich nach ihrer Grofie
und ihrem Gewicht aufzutrennen.

Alle Gele wurden kurz vor Gebrauch frisch gegossen und bestanden jeweils aus
einem Sammel- und einem Trenngel. Zuerst wurden Trenngele hergestellt: fur
Proteine bis 80 kDa wurden 15%ige, fur Proteine Uber 80 kDa 10%ige Trenngele
verwendet. Hierzu versetzte man die jeweilige Stammlosung (s. 2.1.6.2.2) kurz zuvor
mit den entsprechenden Mengen an 10%igem APS und TEMED. Zwischen zwei
Glasplatten gegossen konnte das Gel nun auspolymerisieren, wobei die Oberfache
des Gels mit Wasser Uberschichtet wurde, um eine glatte Begrenzung zu erhalten.
Anschliel3end konnte auf das Trenngel ein 5%iges Sammelgel gegossen werden, in
dessen Taschen die Proteinlésung pipettiert wird. Im Sammelgel werden die Proben
vor dem Eintritt in das Trenngel aufkonzentriert. Die so hergestellten Gele wurden
schlie3lich in eine Gelelektrophoreseapparatur eingespannt und vollstandig mit 1x
SDS-Gellaufpuffer bedeckt. Nun konnten sowohl die vorbehandelten Proben als
auch ein Proteinstandard aufgetragen werden. Als Standard diente der Full-Range
Rainbow Molecular Weight Marker, mit dessen Hilfe die Grbél3e der aufgetrennten
Proteine abgeschatzt werden konnte. Zur Elektrophorese wurde fur ca. 90 min eine

Stromstarke von 25 mA pro Gel angelegt.
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2.2.9.4 Western-Blotting

Unter Western-Blotting versteht man den Transfer von Proteinen eines Gels auf eine
Tragermembran und die anschlieende immunchemische Detektion auf der
Membran [58].

In dieser Arbeit nutzte man hierzu v.a die Wettransfer-Methode: Nach der SDS-
PAGE wurden die Gele kurz in Wettransfer-Puffer gelegt. Als Tragermembran diente
eine PVDF-Membran, die zuerst zugeschnitten und somit an die GelgrofRe angepasst
wurde, kurz in Methanol gelegt und schlie3lich in Wettransfer-Puffer &aquilibriert
wurde. Auch die Schwammchen und die Whatman-Filterkartons wurden mit
Wettransfer-Puffer benetzt. Anschlieend wurde der Blot aufgebaut: Die Basis
bildete ein Schwammchen, auf das zwei Filterpapiere in der Gro3e des Gels gelegt
wurden. Darauf platzierte man nun mittig die PVDF-Membran, auf die wiederum das
Gel gelegt wurde. Uberdeckt wurde das Ganze erneut von zwei Whatman-Filtern und
einem Schwammchen. Nach jeder Schicht wurde mit einem Plastikréhrchen
mehrmals Uber die Oberflache gerollt, um Luftblasen zu entfernen, die den
Blotvorgang stbren. Das so entstandene Paket wurde schliel3lich zwischen eine
Klemme gelegt und so in eine Blotkammer eingespannt, dass die Membran zur
Anode, das Gel zur Kathode zeigte. Die Kammer wurde nun vollstdndig mit
Wettransfer-Puffer gefillt und zusétzlich mit einer Durchlaufkiihlung bzw. einem
Eisblock versehen. Es wurde fur 90 min eine konstante Spannung von 80 V
angelegt, bei der der Transfer der Proteine auf die Membran stattfand.

Im Anschluss daran konnte die Detektion spezifischer Proteine auf der Membran
erfolgen. Hierzu wurde die Membran nach dem Blotvorgang fir eine Stunde in
Blockierlésung gelegt, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken. Nach kurzem
Waschen mit PBST konnte der in BSA-PBST verdinnte primare Antikérper auf die
Membran gegeben werden. Dieser konnte Uber Nacht bei 4C spezifisch an das
Protein binden. Am nachsten Tag wurde die Membran eine weitere Stunde bei RT
mit dem primaren Antikdrper inkubiert und anschlielend dreimal mit PBST
gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikérper zu entfernen. Es folgte eine
einstindige Inkubation der Membran mit dem jeweiligen sekundéaren Antikdrper bei
RT. Dieser mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierte Antikorper
wurde zuvor 1:5000 in Blockierlosung verdinnt und konnte nun an den primaren
Antikérper binden. Nach dieser Inkubation wurde die Membran nochmals eine

Stunde in PBST und anschliel3end kurz in PBS gewaschen, bevor die Detektion der
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HRP mit ECL Plus Western Blotting Detection Reagent (Amersham Bioscience)
erfolgen konnte. Dazu wurde 1 ml des Reagenz A mit 25 pl des Reagenz B versetzt
und die Membran mit diesem Gemisch fir 5 min bei RT zwischen zwei Folien
inkubiert. Dabei kommt es in der ECL-L6sung, katalysiert durch die HRP, zu einer
Reaktion, die zur Freisetzung von Chemilumineszenz fuhrt, die wiederum durch
einen Autoradiographie detektiert werden kann (Abbildung 4). Die Membran wurde
dazu in einer Filmkassette zwischen zwei Folien platziert und in der Dunkelkammer
ein Hyperfilm ECL™ aufgelegt. Je nach Intensitét des Signals belieR man den Film
fur wenige Sekunden bis zu einer Stunde auf der Membran. Nach der Entwicklung

des Films stellten sich die durch die Antikorper markierten Proteine als schwarze

Banden dar.
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Abbildung 4: Western-Blotting in schematischer Darstellung [59].

2.2.9.5 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ahnlich wie beim Western-Blotting kdnnen auch beim ELISA geldste Proteine durch
eine Antikorper gekoppelte Farbreaktion nachgewiesen werden. Man machte sich
hierzu die Methode des sogenannten Sandwich-ELISAs zunutze, bei der das Protein
zuerst durch einen Capture Antikdrper immobilisiert und anschlieRend durch einen
zweiten Antikdrper, dem Detection Antikorper, detektiert wird. An den zweiten
Antikorper wird ein Enzym gekoppelt, das ein farbloses Substrat in ein farbiges
umwandelt, welches im Anschluss photometrisch nachgewiesen werden kann. Da
das farbige Produkt proportional zur Proteinmenge gebunden wird, kann tber eine

Standardkurve der Proteingehalt bestimmt werden.
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In dieser Arbeit wurden hauptséachlich ELISA-Kits der DuoSet® Reihe (R&D
Systems) verwendet. Der Capture Antikorper wurde laut Protokoll in PBS verdinnt,
auf einer 96-Loch-Platte zu je 100 ul pro Well verteilt und Uber Nacht bei RT
inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Platte mit jeweils 300 pl Waschpuffer
dreimal gewaschen, bevor sie mit Reagent Diluent fir eine Stunde blockiert wurde.
Anschlieliend wurde die Platte erneut dreimal gewaschen. Nun konnten sowohl der
Standard als auch die Proben pipettiert werden. Der Standard wurde laut Hersteller
in Reagent Diluent verdinnt. Die Proben wurden je nach der zu erwartenden Menge
des zu bestimmenden Proteins ebenfalls in Reagent Diluent, der auch als Leerwert
diente, verdunnt. Es folgte eine weitere Inkubation mit den Proben fir 2 h bei RT.
Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Platte 2 h mit dem biotinylierten
Detection Antikdrper inkubiert und wiederum dreimal gewaschen. Es folgte eine 20-
minutige Inkubation mit HRP-Streptavidin, das tUber das Streptavidin spezifisch an
das Biotin des sekundaren Antikorpers bindet. Nach einem letzten Waschschritt
wurde die Platte mit einer Substratlosung aus Wasserstoffperoxid und
Tetramethylbenzidin inkubiert, in der die HRP die Bildung eines blauen Farbstoffs
unterstitzt. Nach 20 min wurde die Reaktion durch die Zugabe einer Stopplésung
beendet, wodurch die Farbe von blau nach gelb umschlug. Die Intensitat dieser
Gelbfarbung wurde im Anschluss mit einem ELISA-Reader bei einer Wellenlange
von 450 nm bestimmt. Eine Korrektur dieser Werte erfolgte durch Subtraktion der
jeweiligen Intensitaten bei 540 nm, dem unspezifischen Hintergrundsignal.

Der IL-8-ELISA (BD Bioscience) war nach demselben Prinzip aufgebaut. Der einzig
nennenswerte Unterschied lag in der Inkubation mit dem Detection Antikdrper und
dem HRP-Streptavidin, die hier gleichzeitig erfolgte.

Auch der Insulin-ELISA (Mercodia), der ApoE-ELISA (MBL) sowie der Quantikine®
HS Human-IL-6-ELISA (R&D Systems) waren nach dem Sandwich-Prinzip aufgebaut
und wurden laut Protokoll durchgefuhrt.

2.2.9.6 Coomassie-Farbung

Nach dem Westen-Blotting und der Antikdrper-Reaktion konnten mit Hilfe der
Coomassie-Farbung die aufgetrennten Proteine auf der Membran sichtbar gemacht
werden. Durch die unspezifische Bindung des Coomassie an alle Proteine auf der
Membran entsteht ein blauer Farbstoff.

Die Membran wurde zuerst kurz in Wasser gewaschen und im Anschluss in

Biosafe™ Coomassie (BIORAD) inkubiert, bis sich die gewiinschte Farbintensitat
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eingestellt hat. Danach wurde die Membran erneut in Wasser gewaschen und auf
einem Tuch bei RT getrocknet.

2.2.10 Stimulierung von THP-1 Zellen und primaren M onozyten

Um die Ergebnisse der OGTT-Versuche mdoglicherweise durch eine in vitro
Stimulation mit Insulin bzw. Glukose simulieren zu kénnen, wurden in vitro
Experimente sowohl mit THP-1 Zellen als auch mit primdren Monozyten
durchgefihrt. Nach der Stimulation der Zellen wurden Analysen auf mRNA Ebene
durchgeflihrt. Des Weiteren wurden Untersuchungen mit Hilfe der zellularen als auch
der sezernierten Proteine gemacht.

Zur Stimulierung der Zellen wurde jeweils eine definierte Anzahl an Zellen pro Well
auf die Zellkulturplatte ausgesat. Diese wurden zuvor in RPMI 1640-Medium
aufgenommen, das jeweils mit 10% Serum versetzt war. THP-1 Zellen wurden mit
FCS, primare Monozyten mit autologem Serum inkubiert. Die THP-1 Zellen konnten
im direkten Anschluss stimuliert werden. Die primaren Monozyten hingegen wurden
Uber Nacht im Brutschrank bei 37C und 5% CO , inkubiert; am nachsten Morgen
erfolgte ein Mediumwechsel und eine weitere Inkubation im Brutschrank tber 2 h.

Die Zellen wurden mit Insulin (1 uM), Glukose (50 mM) oder Insulin und Glukose
(1 uM und 50 mM) stimuliert. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrollgruppe. Nach
einer erneuten Inkubation im Brutschrank Uber eine, zwei oder drei Stunden wurden
sowohl die Zellen als auch die Uberstande abgenommen. Die Zelliiberstande wurden
kurz abzentrifugiert (2000 rpm, 5 min) und bei -20°C aufbewahrt. Die Zellen wurden
mit PBS gewaschen und anschlieend in PBS vom Plattenboden abgeschabt.
SchlieB3lich wurden auch diese bei 2000 rpm fur 5 min zentrifugiert. Zellen, aus
denen ein Proteinextrakt hergestellt werden sollte, wurden in einer entsprechenden
Menge RIPA-Puffer (ca. 40 pl) aufgenommen. Die Proben wurden bei -20C

aufbewahrt. Zur RNA-Isolation wurden THP-1 Zellen in RLT-Puffer aufgenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Anthropometrische Daten und Laborwerte der Prob  anden

Die Probanden, die am OGTT teilnahmen, wurden nach strengen Kriterien
ausgewahlt, um ein mdglichst homogenes Kollektiv hinsichtlich Alter und BMI zu
erhalten. Alle Probanden waren zum Zeitpunkt des OGTT zwischen 21 und 23 Jahre
alt; das Durchschnittsalter betrug 22 + 1 Jahre. Der durchschnittliche BMI lag bei
22.2 + 2 kg/m?, das Gewicht zwischen 55 und 90 kg.

Alle Probanden wiesen Blutzuckerwerte im Normbereich auf. Der Nichternblutzucker
betrug im Durchschnitt 88 + 7 mg/dl, der Blutzucker nach 2 h 79 + 14 mg/dl
(Referenzwerte s. Tabelle 1). Dies lasst die Aussage zu, dass bei keinem der
Teilnehmer eine Insulinresistenz oder eine verminderte Insulinsekretion vorlag. Die
meisten der Probanden wiesen sogar einen erniedrigten Blutzuckerspiegel 2 h nach
oraler Glukoseaufnahme auf.

Neben dem Glukosespiegel wurden auch die Insulinkonzentrationen im Plasma
bestimmt. Gemal3 dem im Normbereich liegenden Blutzucker stieg die
Insulinkonzentration im OGTT signifikant an. Der Nuchterninsulinspiegel lag im
Durchschnitt bei 2,4 + 1 muU/l, die Insulinkonzentration 2 h nach oraler
Glukosebelastung bei 7,4 = 3,7 mU/l (p < 0,000001) (Abbildung 5).

Die HOMA-Indices der Probanden lagen zwischen 0,27 und 0,98 und somit im
Normbereich. Der durchschnittliche HOMA-Index betrug 0,5 + 0,2, was fir eine hohe
Insulinsensitivitat aller Spender spricht.

In Tabelle 2 wurden die Probandendaten nochmals zusammengefasst.
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Abbildung 5: Graphische Darstellung der Insulinkonzentration im Plasma vor und 2 h nach
oraler Glukosebelastung.

Probanden | Gewicht| GroBRe| BMI [Glc 0 h|Glc_ 2 h|Ins_0 h|Ins_2 h| HOMA| Geschlecht
(kg) (m) [(kg/m?)| (mg/dl)| (mg/dl) | (mU/l) [ (mU/) (M/W)
1 55 1,67 | 19,7 90 104 4,4 12,1 0,98 W
2 72 1,83 | 21,5 88 74 1,5 7,4 0,33 M
3 62 1,75 | 20,2 81 71 3,7 10,6 | 0,73 M
4 81 1,85 | 23,7 83 64 2,1 6,1 0,43 M
5 90 1,87 | 25,7 93 90 3,56 4,5 0,80 M
6 65 1,75 | 21,2 80 54 3l 10,5 [ 0,73 w
7 75 1,82 | 24,2 97 89 1,7 4,2 0,41 M
8 80 1,73 | 251 101 88 1,9 5,1 0,47 M
9 55 1,72 | 18,6 81 61 2,0 11,5 | 0,40 w
10 55 1,63 | 20,7 75 71 1,4 75 0,27 w
11 70 1,75 | 22,9 94 86 1,3 6,4 0,30 M
12 49 1,61 18,9 93 98 37 13,3 | 0,84 w
13 86 1,89 | 241 97 87 1,9 4,7 0,45 M
14 80 1,80 | 24,7 87 69 1,4 1,6 0,30 M
15 75 1,80 | 231 87 79 1,5 4,3 0,31 M
16 83 1,92 | 22,5 83 55 1,5 2,3 0,31 M
17 69 1,71 23,6 90 74 1,8 11,5 | 0,40 w
18 70 1,79 | 21,8 91 98 2,7 71 0,61 M
19 71,5 1,76 | 23,1 80 91 2,5 13,6 | 0,49 M
20 75 1,77 | 23,9 90 78 3,4 3,5 0,76 M
Mittelwerte | 70,93 1,77 | 22,5 88 79 2,4 7,4 0,52
*SD 11 0,08 2 7 14 1,0 3,8 0,22

Tabelle 2: Anthropometrische Daten und Laborparameter der Probanden in der Ubersicht
(SD = Standardabweichung, M = mannlich, W = weiblich, Glc = Glukose, Ins =
Insulin).
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3.2 Der Einfluss oraler Glukosebelastung auf humane Monozyten

Von 20 Probanden wurden Monozyten vor und 2 h nach oraler Glukoseaufnahme
isoliert, welche sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene hinsichtlich
verschiedener Gene bzw. Proteine analysiert wurden. Da die Monozytenanzahl
limitiert war, konnte fur jeden Probanden entweder mRNA oder Protein isoliert

werden, d.h. es lagen insgesamt zehn mRNA- und zehn Proteinproben vor.

3.2.1 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf NF- kB regulierte Gene im

Monozyten
3.2.1.1 Das Chemokin IL-8 (CXCL38)

3.2.1.1.1 Analyse der Monozyten ex vivo

Die relative IL-8 Genexpression wurde mittels LightCycler bestimmt und nahm nach
oraler Glukoseaufnahme bei den Probanden signifikant zu. Bei einem 0 h Wert von
17,1 = 7,3 betrug der Wert 2 h nach oraler Glukosebelastung 46,4 £ 44,2 (p = 0,03)
(Abbildung 6 A). Alle LightCycler Werte wurden gegen einen Housekeeper (B-Aktin)
normalisiert.

Die IL-8 Konzentrationen in den Proteinproben wurden mittels ELISA gemessen.
Dem Nuchternwert von 24,9 + 19,7 ng IL-8/mg Gesamtprotein stand ein 2 h Wert von
27,2 £ 16,6 ng/mg gegeniber (p = 0,35) (Abbildung 6 B).
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Abbildung 6: 1L-8 mMRNA und IL-8 Proteinkonzentration in Monozyten isoliert aus
Probanden nach 12-stindigem Fasten (0 h) und 2 h nach oraler
Glukosebelastung.

3.2.1.1.2 In vitro Untersuchungen

Daraufhin wurden weitere in vitro Versuche durchgefiihrt. Primare Monozyten
wurden jeweils 2 h mit Glukose bzw. Insulin stimuliert und anschliel3end wurden die
IL-8 Konzentration in den Uberstanden gemessen. Wahrend die Glukosestimulation
die IL-8 Sekretion nicht beeinflusste, stieg sie unter Insulinstimulation ausgehend von
einem Kontrollwert von 100 % auf 128 + 11 % an (p = 0,02). Auch bei funf weiteren
Spendern ergab sich nach der in vitro Stimulation mit Insulin eine signifikant héhere
IL-8 Sekretion (14,1 + 3,8 ng/ml) im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollproben
(8,1 £0,65 ng/ml) (p = 0,03).

Zusatzlich wurde die intrazellulare IL-8 Konzentration in diesen Monozyten bestimmt,
die sich nach Insulinstimulation (47,7 £ 10,1 ng/ml) verglichen mit den Kontrollen
(35,4 £ 15,7 ng/ml) nicht signifikant anderte (p = 0,24).

Hingegen stieg die relative mRNA Expression von 11,3 + 1,9 in den unstimulierten
Kontrollen durch die Insulininkubation auf 24,4 + 4,5 an (p < 0,001).

3.2.1.1.3 Der Einfluss von Inhibitoren auf die Insu  lin vermittelte IL-8 Induktion

Um die an der Induktion von IL-8 beteiligten Signalwege zu identifizieren, wurden
verschiedene Inhibitoren eingesetzt (s. auch Abbildung 1). Die primaren Monozyten

dreier Spender wurden mit Insulin, Wortmannin (100 nM) und Rapamycin (10 nM)
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stimuliert. Die Ansétze wurden wie folgt inkubiert: unstimuliert (ohne Insulin), mit
Insulin (2 h), mit Wortmannin (3 h), mit Rapamycin (3 h) oder mit Insulin fir 2 h nach
einer einstiindigen Vorinkubation mit dem jeweiligen Inhibitor.

Die IL-8 Konzentration in den Uberstanden wurde mittels ELISA bestimmt. In den
unstimulierten Kontrollen ergab sich eine IL-8 Konzentration von 6,8 + 1,8 ng/ml, in
den Insulin stimulierten Proben von 12,3 + 3,7 ng/ml (p = 0,001). Die IL-8 Sekretion
stieg weder in den mit Wortmannin (6,7 £ 3,8 ng/ml), noch in den mit Rapamycin
behandelten Monozyten (6,6 + 1,8 ng/ml) an. Hingegen konnte ein deutlicher Anstieg
der IL-8 Konzentrationen in den Uberstanden nach simultaner Inkubation der Proben
mit Insulin und Wortmannin (12,1 £ 1,6 ng/ml) bzw. Insulin und Rapamycin (11,5 £
0,8 ng/ml) festgestellt werden, der sich vom Anstieg in den nur mit Insulin
stimulierten Proben nicht signifikant unterschied (Abbildung 7 A).

Des Weiteren erfolgte eine Stimulation mit Insulin, PD98059 (50 uM) (Mechanismus
s. Abbildung 1) und mit beiden Substanzen nach einer einstindigen Vorinkubation
mit PD98059 fiur jeweils zwei Stunden. Auch hier stieg die IL-8 Konzentration in den
Uberstanden durch die Insulinstimulation verglichen mit einem Kontrollwert von 8,4 +
2,1 ng/ml auf 24,4 + 4,5 ng/ml signifikant an. Durch eine Inkubation mit PD98059
wurde die basale IL-8 Sekretion nicht beeinflusst, die Insulin stimulierte Sekretion
wurde jedoch auf 14,4 £ 63 ng/ml supprimiert und war somit nicht mehr signifikant
gegen die Kontrollen erhdht (Abbildung 7 B).
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der IL-8 Konzentrationen in den Uberstanden in vitro
stimulierter primarer Monozyten (unstimulierte Kontrollen = K).
(A) Monozyten stimuliert mit Insulin (1), Wortmannin (W), Insulin und
Wortmannin (WI) bzw. mit Rapamycin (R) sowie Insulin und Rapamycin (RI).
(B) Monozyten stimuliert mit Insulin (I), PD98059 (PD), sowie mit Insulin und
PD98059 (PDI).
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3.2.1.2 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf da s Zytokin IL-6 in

Monozyten ex vivo und in vitro

Nach oraler Glukosebelastung ergab sich keine Anderung in der IL-6 Genexpression
in Monozyten ex vivo. Wahrend die relative mRNA Menge nichtern bei 0,37 + 0,47
lag, ergab sich 2 h nach oraler Glukosebelastung ein Wert von 0,64 + 0,50. Die
LightCycler Werte wurden gegen einen Housekeeper (B-Aktin) normalisiert.

Bei der in vitro Stimulation von Monozyten mit Glukose bzw. Insulin fir jeweils 2 h
(Spender wie bei IL-8 in vitro Versuchen) konnte mittels ELISA keine signifikante
Anderung der IL-6 Konzentration in den Uberstanden festgestellt werden: Ausgehend
von einem Kontrollwert von 100 % wurde 2 h nach Insulinstimulation ein Wert von
112 £ 31 % bestimmt (p = 0,13).

Auch die relative mRNA Expression in den in vitro stimulierten Monozyten blieb
konstant: Im Vergleich zum Kontrollwert von 1,8 + 0,9 wiesen die mit Insulin
behandelten Monozyten einen Wert von 2,3 = 0,7 auf (p = 0,5). Auch diese Werte
wurden gegen einen Housekeeper (3-Aktin) normalisiert.

3.2.1.3 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf di e Superoxide Dismutase 2

(SOD2) in Monozyten ex vivo und in vitro

Auch die SOD2 mRNA wurde durch Real-Time RT-PCR quantifiziert. Bei einem 0 h
Wert von 5,5 + 2,6 ergab sich ein 2 h Wert von 7,6 + 2,5 und somit ein signifikanter
Anstieg der SOD2 mRNA in Monozyten von Personen 2 h nach oraler
Glukoseaufnahme (p = 0,02) (Abbildung 8 A). Auch diese Werte wurden gegen einen
Housekeeper (3-Aktin) normalisiert.

Das Protein SOD2 wurde durch Immunoblots in acht verschiedenen Spendern
untersucht. Im Gegensatz zur mRNA konnte kein signifikanter Anstieg der SOD2 in
den Proteinproben bzw. den Monozyten der OGTT-Teilnehmer festgestellt werden
(Abbildung 8 B).

Bei in vitro Versuchen mit THP-1 Zellen und Monozyten wurde durch Insulin- bzw.
Glukosestimulation weder die SOD2 mRNA, noch das Protein induziert (Abbildung
8 C).
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Abbildung 8: (A) Graphische Darstellung der relativen mRNA Expression von SOD2 in
Monozyten von Spendern vor und 2 h nach oraler Glukosebelastung.
(B) und (C) Western Blots mit Anti-SOD 2 Antikdrper.
(B) Monozyten von Spendern (Probanden 7 bis 10) vor und 2 h nach oraler
Glukosebelastung.
(C) in vitro Stimulation von THP-1 Zellen bzw. Monozyten mit Glukose (Glc)
und Insulin (Ins) (K = unstimuliert).

3.2.1.4 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf Re  sistin

3.2.1.4.1 Analyse der Monozyten ex vivo

Die Resistin mRNA in Monozyten von Spendern vor und 2 h nach oraler
Glukosebelastung wurde mittels LightCycler bestimmt. Bei einem relativen 0 h Wert
von 1,53 = 0,40 ergab sich ein 2 h Wert von 1,42 + 0,53 (p = 0,13). Alle Werte
wurden gegen einen Housekeeper (B-Aktin) normalisiert. Die Resistin mMRNA wurde
folglich durch orale Glukoseaufnahme nicht signifikant beeinflusst.

Die Resistinkonzentration in den Proteinproben wurde mit Hilfe eines ELISAs
bestimmt. Nuchtern betrug die Resistinkonzentration im Monozyten 14,5 + 4.8 ng/mg
Gesamtprotein, wahrend sie 2 h nach der Glukoseaufnahme signifikant auf 19,6 +
6,4 ng/mg anstieg (p = 0,001) (Abbildung 9 A).

3.2.1.4.2 In vitro Untersuchungen

Um zu untersuchen, ob der erhodhte Insulinspiegel fur den intrazellularen
Resistinanstieg verantwortlich ist, wurden weitere Versuche mit THP-1 Zellen
durchgeflihrt. Es erfolgte eine Stimulation der Zellen mit Insulin in 10 % FCS Uber

2 h. Wahrend die mRNA durch Insulin nicht beeinflusst wurde (nicht gezeigt), stieg



3 Ergebnisse 46

die intrazellulare Resistinkonzentration von 69,9 + 7 pg/mg auf 111 + 19 pg/mg in mit
Insulin stimulierten Zellen an (p = 0,01). Die Resistinkonzentration in den
Uberstanden der Kontrollen, als auch die in den Uberstanden der stimulierten Zellen
blieb konstant. Daraufhin wurden primare Monozyten von drei verschiedenen
Spendern Uber 2 h mit Glukose und/oder Insulin inkubiert. Weder die Stimulation mit
Insulin (1uM), noch mit Glukose (50mM) oder beidem fiihrte zu einem Anstieg der
Resistinfreisetzung nach 2 h.

Daher wurden in weiteren in vitro Versuchen THP-1 Zellen jeweils 3 bzw. 6 h mit
Insulin  bzw. TNF-a (10 ng/ml) als Positivkontrolle  stimuliert.  Die
Resistinkonzentrationen in Zellen und Uberstanden wurden anschlieRend mittels
ELISA bestimmt. Wahrend die 3 h Inkubation &hnliche Ergebnisse lieferte wie die
Stimulation mit Insulin Gber 2 h (s. oben), stieg die Resistinkonzentration nach 6 h in
den Uberstanden der Insulin stimulierten Zellen stark an: Bei einem Kontrollwert von
2,4 + 1 pg/mg ergab sich fur die Insulin stimulierten Zellen ein 6 h Wert von 5,7 + 0,4
pg/mg (p = 0,001 verglichen mit den unstimulierten Kontrollen), fir die mit TNF-a
stimulierten Zellen sogar ein 6 h Wert von 9 = 0,2 pg/mg (p = 0,00005 verglichen mit
den unstimulierten  Kontrollen)  (Abbildung 9 B). Die intrazellulare
Resistinkonzentration war nach 6 h in Kontrollen und stimulierten Zellen (Insulin und
TNF-a) gleich.
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Abbildung 9: (A) Graphische Darstellung der Resistinkonzentration in Monozyten von
Spendern vor und 2 h nach oraler Glukosebelastung.
(B) Graphische Darstellung der Resistinkonzentration in Uberstanden von
THP-1 Zellen nach 6 h (K = unstimulierte Kontrollen, Ins = mit Insulin
stimuliert, TNF = mit TNF- a stimuliert).
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3.2.2 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf Gene des Lipid- und
Glukosestoffwechsels

3.2.2.1 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf da s Apolipoprotein E (ApoE)

in Monozyten ex vivo und in vitro

Im LightCycler konnte eine signifikante Induktion der ApoE mRNA in primaren
Monozyten 2 h nach oraler Glukosebelastung der Probanden gemessen werden.
Dem 0 h Wert von 3,0 + 1,8 stand ein 2 h Wert von 5,0 = 4,2 gegeniber (p = 0,03).
Diese Werte wurden mit einem Housekeeper (3-Aktin) zuvor normalisiert.

Der ApoE Gehalt in den OGTT-Proteinproben wurde mittels Western Blotting
detektiert. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 0 h und 2 h festgestellt
werden.

Auch bei einer in vitro Stimulation humaner Monozyten schienen weder Insulin, noch
Glukose oder beide Substanzen gemeinsam Uber einen Zeitraum von 2 h die

Proteinmenge an ApoE signifikant zu beeinflussen (nicht gezeigt).

3.2.2.2 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf FI  otillin-1 in Monozyten ex

vivo und in vitro

Die Flotillin-1 Menge in den Proteinproben wurde durch Immunoblots analysiert.
Wahrend bei vier der zehn Probanden die intrazellulare Menge an Flotillin-1 abnahm
(Probanden 7, 8, 10 und 16), nahm sie bei funf Probanden zu (Probanden 9 und 17
bis 20). Bei einem Spender konnte kein Flotillin-1 detektiert werden (Proband 15)
(Abbildung 10).

Die Messung der Genexpression der Flotillin-1 mRNA erfolgte mittels Real-Time RT-
PCR. Alle Werte wurden mit einem Housekeeper ([3-Aktin) normalisiert. Der relative
Nuchternwert von 7,2 + 2,1 fiel 2 h nach oraler Glukosebelastung bei 9 Probanden
auf 6,1 + 1,6 signifikant ab (p = 0,003) (Abbildung 11). Einzig bei Proband 3 wurde
die Flotillin-1 Genexpression nach 2 h leicht induziert. Schlie3t man auch diese
Werte in die Berechnung ein, zeigt sich ebenfalls eine signifikante Suppression der
Flotillin-1 mRNA (p = 0,019).
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Abbildung 10: Western Blots mit Anti-Flotillin-1 Antikérper und Anti-SOD2 Antikdrper zur
Ladungskontrolle. Monozyten von den Probanden 7 bis 10 und 15 bis 20
jeweils vor und 2 h nach oraler Glukosebelastung.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der relativen Flotillin-1 mRNA Expression in
Monozyten von Spendern vor und 2 h nach oraler Glukosebelastung.

Bei der in vitro Stimulation primarer Monozyten mit Glukose und/oder Insulin Gber 2 h
konnte hinsichtlich der intrazellularen Proteinkonzentration im Western Blot kein

Unterschied detektiert werden.
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THP-1 Zellen wurden ebenfalls mit Glukose und Insulin stimuliert und anschliel3end
die Proteinmenge mittels Immuno Blot bzw. die mRNA mittels LightCycler analysiert.
Die mRNA Expression sank hier nach 1 bzw. 2 h leicht ab (jeweils p = 0,02),

wahrend die Proteinkonzentration konstant blieb.

3.2.2.3 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf di e Adiponektin
Rezeptoren 1 (AdipoR1) und 2 (AdipoR2) in Monozyten ex vivo und
in vitro
Die AdipoR1 bzw. die AdipoR2 mRNA aus den Monozyten der OGTT-Teilnehmer
wurde ebenfalls mittels LightCycler vermessen. Hinsichtlich der AdipoR1 Expression
ergab sich ein leichter Anstieg des Oh Wertes von 0,90 + 0,15 auf 1,01 + 0,20 2 h
nach Glukosebelastung (p = 0,03). Die AdipoR2 Genexpression wurde durch die
orale Glukoseaufnahme nicht beeinflusst. Einem 0 h Wert von 0,88 + 0,23 stand ein
2 h Wert von 0,90 £ 0,22 gegentber (p = 0,38) (Abbildung 12).
Daraufhin wurde die AdipoR1 Genexpression in vitro untersucht: THP-1 Zellen
wurden Uber 2 h mit Insulin stimuliert. Anschliel3end folgte eine Analyse sowohl der
relativen mRNA- als auch der Proteinmengen. Es ergaben sich jedoch in beiden
Fallen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kontrollen und den

stimulierten Zellen.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der relativen mRNA Expression von AdipoR1 und R2
in Monozyten von Spendern vor und 2 h nach oraler Glukosebelastung.
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3.2.3 Der Einfluss oraler Glukosebelastung auf die MRNA Expression

weiterer Gene im humanen Monozyten

Die folgende Tabelle listet weitere LightCycler-Daten auf. Diese beziehen sich
ausschlie8lich auf mRNA, die im Rahmen des OGTT aus primaren Monozyten
gewonnen wurde. Somit wurden jeweils zehn Proben untersucht. Da diese Gene
weder auf Proteinebene, noch durch in vitro Versuche weiter analysiert wurden,
werden deren mRNA Daten hier kurz zusammengefasst. Wie oben schon
beschrieben, wurden auch diese Werte jeweils mit dem Housekeeper B-Aktin

normalisiert.

Untersuchtes Gen Wert 0 h Wert 2 h t-test
Lipidstoffwechsel

ABCA 1 0,06 £ 0,02 0,08 £ 0,03 p = 0,005
Adipophilin 0,04 + 0,02 0,04 £ 0,02 p=0,36
CD36 1,52 £0,53 1,45+£0,42 p=0,19
SDHC 0,27 £0,05 0,24 £0,04 p =0,04
Chemokine

CCL2 (107 0,97 +£0,33 1,06 £0,73 p=0,32
CCL4 (107 0,36 + 0,39 0,11 +0,12 p =0,03
CCL5 0,16 £ 0,06 0,13 +£0,05 p =0,09
Insulinsignalweg

PTEN 0,50+0,11 0,59+0,12 p =0,03
Sonstige

Annexin A4 0,94 +0,10 0,90+0,14 p=0,16
Calumenin 0,21 +0,03 0,21 +0,02 p=0,48
CD86 10,6 £ 2,07 10,2 +2,19 p=0,31
Centaurin 1,64 £0,21 1,69 £0,15 p =0,26
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3.3 Die Plasmakonzentrationen von Adipokinen und Zy  tokinen wé&hrend
eines OGTT

3.3.1 Die Plasmakonzentration von Leptin vor (0 h) und 2 h nach oraler

Glukosebelastung

Bei den 20 Probanden zeigte sich im OGTT eine signifikante Reduktion der
Leptinkonzentration im Plasma (p = 0,0003) (Abbildung 13). Die Bestimmung erfolgte
mittels ELISA.

Wahrend die Leptinkonzentration niichtern bei 3,0 £ 2,8 ng/ml lag, betrug sie 2 h
nach Glukoseaufnahme nur noch 2,5 £ 2,5 ng/ml (Abbildung 13). Bei den weiblichen
Probanden betrug die Leptinkonzentration nichtern 6,7 + 2,1 ng/ml, nach 2 h 5,7
1,9 ng/ml und war somit nach 2 h signifikant niedriger (p = 0,0006). Auch bei den
mannlichen Studienteilnehmern konnte dieser Effekt gezeigt werden: Wahrend der
Leptinspiegel niichtern noch bei 1,3 £ 0,5 ng/ml lag, sank er nach 2 h signifikant auf
1,1 £ 0,6 ng/ml ab (p = 0,0005). AulRerdem konnte durch diese Messung bestatigt
werden, dass der Plasmaleptinspiegel bei Frauen hoher ist als bei Mannern (p <
0,0001).
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Leptinkonzentration im Plasma der 20 Probanden
vor (0 h) und 2 h nach oraler Glukosebelastung.
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3.3.2 Die Plasmakonzentration von Adiponektin vor (0 h) und 2 h nach

oraler Glukosebelastung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mittels ELISA gezeigt werden, dass sich der
Adiponektinspiegel im Plasma bei jungen, gesunden Probanden wahrend eines
OGTT nicht signifikant verandert (p = 0,27): Der Nuchternwert lag bei 13,5 £ 8,5
pg/ml, der Messwert nach 2h bei 13,1 + 6,7 pg/ml (Abbildung 14 A). Jedoch fand sich
hinsichtlich der Adiponektinspiegel von Mannern und Frauen ein signifikanter
Unterschied: Wahrend die Plasmakonzentration nichtern bei Frauen 21,3 + 11,8
ug/ml betrug, lag sie bei Mannern mit 10,1 = 3,4 pg/ml deutlich niedriger. Neben
diesen Adiponektingesamtkonzentrationen, die mit ELISA-Technik bestimmt wurden,
konnten mit Immunoblot auch die HMW-Adiponektinmengen analysiert werden. Die
Plasmaproben wurden in SDS-Probenpuffer durch SDS-PAGE aufgetrennt. Bei SDS-
Probenpuffer ohne B-Mercaptoethanol findet keine Reduktion der Disulfidbriicken des
Adiponektins statt und das HMW-Adiponektin wurde detektiert. Andererseits wurden
mit SDS-Probenpuffer, der B-Mercaptoethanol enthielt, die Disulfidbriicken im HMW-
Adiponektin gespalten, woraufhin eine Detektion von Adiponektinuntereinheiten
erfolgen konnte (Dimere, ca. 70 kDa (LMW)). Die Menge beider Adiponektinformen
(HMW und LMW) blieb vor und nach Glukoseaufnahme jeweils unverandert
(Abbildung 14 B).
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Abbildung 14: (A) Graphische Darstellung der Adiponektinkonzentration im Plasma vor und
2 h nach oraler Glukosebelastung.
(B) Western Blot mit Anti-Adiponektin Antikdrper. Dargestellt ist jeweils die
HMW- bzw. die LMW-Form des Adiponektins (Probanden 1 bis 4; 0 h und
2 h).
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3.3.3 Die Plasmakonzentration von CORS-26 vor (0 h) und 2 h nach oraler

Glukosebelastung

Die Detektion von CORS-26 im Plasma erfolgte mit Immunoblots und CORS-26
Antikérpern. Die Spezifitat dieser Antikdrper wurde mit Hilfe von rekombinantem
Adiponektin und rekombinantem CORS-26, beides aus Insektenzellen [46, 49], im
Immunoblot sichergestellt: Es wurden jeweils 100 ng beider Proteine in der SDS-
PAGE aufgetrennt. Eine Silberfarbung des Gels zeigte, dass jeweils gleiche Mengen
Protein aufgetragen worden waren (Abbildung 15 A). Die Membranen wurden
schlie3lich entweder mit Adiponektin- oder mit CORS-26 Antikdrpern inkubiert, wobei
jeweils ein spezifisches Signal entstand (Abbildung 15 A). Im Plasma der OGTT-
Teilnehmer konnten relativ groRe Mengen an CORS-26 detektiert werden.

Wie das Adiponektin wurde auch das CORS-26 sowohl im reduzierten Zustand (mit
B-Mercaptoethanol) als auch im nicht reduzierten Zustand (ohne B-Mercaptoethanol)
analysiert: Nicht reduziert konnte das CORS-26 als HMW-CORS-26 von ca. 180 bis
250 kDa in allen Plasmaproben nachgewiesen werden. Durch die Spaltung der
Disulfidbricken wurde das HMW-CORS-26 in Untereinheiten zu je ca. 50 kDa
umgewandelt, die ebenfalls in allen Plasmaproben nachgewiesen werden konnten. In
beiden Fallen waren die Mengen an CORS-26 vor und nach Glukoseaufnahme etwa
gleich (Abbildung 15 B). Der CORS-26 Plasmaspiegel war bei manchen Probanden
niedriger, was jedoch nicht mit dem Geschlecht assoziiert war.
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Abbildung 15: (A) Western Blots mit Anti-Adiponektin- und Anti-CORS-26 Ak zur Kontrolle
der Spezifitat der Ak. Die Silberfarbung diente als Beladungskontrolle.
(B) Western Blots mit Anti-CORS-26 Ak. Dargestellt ist jeweils die HMW- bzw.
die LMW-Form des CORS-26 (Probanden 1 bis 4; 0 h und 2 h).
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3.34 Die Plasmakonzentration von Resistin vor (0 h ) und 2 h nach oraler
Glukosebelastung

Der Resistinplasmaspiegel blieb wahrend des OGTT konstant: Nuchtern betrug er
1,77 = 0,57 ng/ml, 2 h nach Glukoseaufnahme 1,77 £ 0,59 ng/ml (p = 0,47)
(Abbildung 16). Bei getrennter Betrachtung von Frauen und Méannern verhielt sich die
Resistinkonzentration im Plasma &hnlich und blieb konstant. Auch die basale
Resistinkonzentration im Plasma wies keinen Unterschied zwischen den
Geschlechtern auf (nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der Resistinkonzentration im Plasma vor und 2 h nach
oraler Glukosebelastung.

3.35 Die Plasmakonzentration von Omentin vor (0 h) und 2 h nach oraler

Glukosebelastung

Im Western Blot liel3 sich bei jedem Probanden im Plasma eine relativ grol3e Menge
an Omentin mit einer Grof3e von 30 kDa detektieren. Hinsichtlich der Menge waren
jedoch keine Unterschiede vor und nach Glukoseaufnahme festzustellen (Abbildung
17 A). Mit einer Verdinnungsreihe konnte gezeigt werden, dass im Immunoblot ein
15%iger Unterschied zweier Probenmengen detektiert werden kann.

Wie bei CORS-26 lassen sich auch bei den Omentinkonzentrationen Unterschiede
zwischen den Probanden feststellen. Mit Hilfe der OptiQuanti Software konnte
gezeigt werden, dass sich die Omentinplasmaspiegel bis zu einem 54-fachen
unterscheiden. Jedoch war auch hier keine Assoziation zum Geschlecht erkennbar
(Abbildung 17 B).
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Abbildung 17: (A) Western Blot mit Anti-Omentin Antikérper (Probanden 1 bis 4; Plasma vor
(0 h) und 2 h nach oraler Glukosebelastung).
(B) Western Blots mit Anti-Omentin Antikdrper. Plasmaproben von Spendern
unterschiedlichen Geschlechts (M = Méanner, F = Frauen).

3.3.6 Die Plasmakonzentration von ApoE vor (O h) un d 2 h nach oraler
Glukosebelastung

Die Plasmakonzentration von ApoE sank ausgehend von einem Nuchternwert von
532 = 58 ng/ml auf 518 + 66 ng/ml (p = 0,047) (Abbildung 18 A). Wéahrend bei den
weiblichen Probanden keine Abnahme des ApoE Plasmaspiegels zu beobachten
war, nahm die ApoE Konzentration im Plasma bei den mannlichen Probanden
signifikant ab. Sie sank von 535 + 63 ng/ml auf 513 £ 67 ng/ml (p = 0,017) (Abbildung
18 B).
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der ApoE Konzentrationen im Plasma vor (0 h) und
2 h nach oraler Glukosebelastung.
(A) Spender 1-20.
(B) Ménnliche Probanden.

3.3.7 Die Plasmakonzentration von IL-8 vor (O h) un d 2 h nach oraler

Glukosebelastung

Die IL-8 Plasmakonzentration wurde mittels ELISA bestimmt. Es zeigte sich ein
verminderter Plasmaspiegel nach oraler Glukosebelastung: Wahrend die IL-8
Konzentration im Plasma nichtern 7,62 + 1,69 pg/ml betrug, sank sie 2 h nach
Glukosegabe auf 5,97 £ 2,45 pg/ml ab (p = 0,005) (Abbildung 19). Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den mannlichen und den weiblichen Probanden

festgestellt werden.
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der IL-8 Konzentration im Plasma vor (0 h) und 2 h
nach oraler Glukosebelastung.

3.3.8 Die Plasmakonzentration von IL-6 vor (O h) un d 2 h nach oraler

Glukosebelastung

Da die IL-6-Konzentration im Plasma sehr niedrig ist, wurde zur Bestimmung dieser
ein hochsensitiver ELISA verwendet. Der IL-6 Plasmaspiegel sank 2 h nach oraler
Glukosegabe bei 16 Spendern ab, wahrend er bei 4 Spendern konstant blieb: Fir
alle 20 Spender ergab sich neben einem 0 h Wert von 0,60 + 0,68 pg/ml ein 2 h Wert
von 0,45 + 0,68 pg/ml (p = 0,003) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der IL-6 Konzentration im Plasma vor (0 h) und 2 h
nach oraler Glukosebelastung.
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4 Diskussion

4.1 Der Einfluss von oraler Glukosebelastung auf mo  nozytdre NF- kB

regulierte Gene

Humane Blutmonozyten werden bei oraler Glukoseaufnahme aktiviert, woraufhin die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) ansteigt und NF-kB vermehrt in den
Zellkern transloziert wird [38, 41]. Daher wurden in dieser Arbeit die
Genexpressionen der NF-kB regulierten Gene IL-6, IL-8, SOD2 und Resistin in
Monozyten von jungen, insulinsensitiven Probanden vor und 2 h nach einer oralen
Glukosebelastung untersucht.

Die Insulinsensitivitat konnte anhand des HOMA-Indexes quantifiziert werden. Die
HOMA-Indices aller Spender lagen unter 1, was bei keinem der Teilnehmer eine

Insulinresistenz oder eine verminderte Insulinsekretion vermuten lasst.

4.1.1 Das Zytokin IL-6 wird durch orale Glukosebela stung im Plasma

reduziert, wahrend die Sekretion in Monozyten nicht verandert wird

Die mRNA Expression von IL-6 wurde 2 h nach oraler Glukosebelastung in
Monozyten nicht beeinflusst. Dies konnte durch in vitro Versuche bestétigt werden, in
denen weder die Stimulation mit Glukose, noch mit Insulin die IL-6 mMRNA Expression
und die IL-6 Sekretion in Monozyten induzierte bzw. supprimierte.

Hingegen sank die IL-6 Plasmakonzentration 2 h nach oraler Glukosebelastung
signifikant ab. Die Reduktion an proinflammatorischem IL-6 im Plasma 2 h nach
oraler Glukoseaufnahme konnte die These unterstitzen, dass Insulin
antiinflammatorische Effekte aufweist [42]. Die mRNA von IL-6 wird aber nicht
reguliert, was gegen einen Einfluss von Glukose oder Insulin auf NF-kB spricht. Die
Reduktion des IL-6 im Plasma ist jedoch nicht auf eine veranderte Synthese in den
Monozyten zurtckzufuhren.

Denkbar waren eine verringerte Synthese bzw. ein erhdhter Abbau des Plasma IL-6.
Da jedoch IL-6 von vielen Geweben freigesetzt wird, ist es zum jetzigen Zeitpunkt

nicht moglich, genauere Aussagen zu machen.
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4.1.2 Orale Glukoseaufnahme induziert die SOD2 mRNA , wahrend das

intrazellulare Protein nicht reguliert wird

Wahrend die SOD2 Genexpression in Monozyten im OGTT induziert wurde, blieb die
SOD2 Proteinkonzentration 2 h nach oraler Glukoseaufnahme unveréndert. Auch die
Stimulation primarer Monozyten oder THP-1 Zellen mit Glukose und Insulin in vitro
Uber 2 h fihrte zu keiner Veranderung der intrazellularen Konzentration von SOD2.

Postprandiale Hyperglykdmien fihren nachweislich zu einer vermehrten Produktion
an ROS in der Zelle [60], was wiederum die SOD2 stimuliert, die die Zelle vor
oxidativem Stress schitzt [61]. In dieser Arbeit konnte somit bestatigt werden, dass
die Genexpression an SOD2 durch orale Glukosebelastung bzw. postprandiale

Hyperglykamien induziert wird, wobei dies nicht zu einer Induktion des Proteins fihrt.

41.3 Das Chemokin IL-8

4.1.3.1 Insulin stimuliert das Chemokin IL-8 (CXCL8 ) in humanen Monozyten
Uber den MAP-Kinase-Signalweg

Die IL-8 mRNA Expression in Monozyten insulinsensitiver Probanden wurde 2 h
nach oraler Glukoseaufnahme induziert. Die intrazellulare IL-8 Konzentration
primarer Monozyten war jedoch nach 2 h im OGTT unverandert. Um die
verschiedenen Effekte von Glukose und Insulin differenzieren zu kdénnen, wurden
Monozyten in vitro mit Glukose und/oder Insulin stimuliert. Wahrend unter
Glukosestimulation keine Verdnderungen eintraten, wurde nach einer 2-stiindigen
Inkubation mit Insulin sowohl die IL-8 mMRNA als auch die IL-8 Sekretion in die
Uberstande induziert.

Chronisch erhdhte Glukosespiegel von bis zu 25 mM erhéhen beim Diabetiker die
IL-8 Konzentration im Plasma und die Monozytenadhasion an Endothelzellen [62,
63]. Jedoch liegen bisher noch keine Studien Uber den Einfluss oraler
Glukoseaufnahme auf IL-8 im Monozyten vor. In dieser Arbeit wurden die Monozyten
fur in vitro Untersuchungen mit 5 mM Glukose stimuliert, was dem Blutzuckerspiegel
insulinsensitiver Probanden entspricht [64]. Nach einer Inkubation Uber 2 h konnte
keine veradnderte IL-8 Konzentration festgestellt werde. Hingegen induzierte Insulin,
das antiinflammatorisch wirken sollte [65], die IL-8 Sekretion humaner Monozyten in

vitro.
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Neben der oben erwdhnten Monozytenadhadsion an Endothelzellen induziert IL-8
auch die Chemotaxis von Neutrophilen zum Entziindungsherd [66]. In jungen,
insulinsensitiven Probanden erhohte sich 2 h nach oraler Glukoseaufnahme die
Anzahl neutrophiler Granulozyten um 28 % [67].

Um den Signalweg zu identifizieren, tber den Insulin IL-8 und dessen Sekretion
induziert, wurden priméare Monozyten mit Insulin und verschiedenen Inhibitoren des
Insulinsignalwegs stimuliert. Wahrend sowohl unter dem PI3-Kinase-Inhibitor
Wortmannin als auch unter dem mTOR-Inhibitor Rapamycin die durch Insulin
stimulierte IL-8 Induktion anhielt, hob der MEK-Inhibitor PD98059 diese auf. In
Monozyten insulinsensitiver Probanden stimuliert demnach Insulin das Chemokin

IL-8 Uber den MAP-Kinase-Signalweg.

4.1.3.2 Die orale Glukoseaufnahme reduziert die IL- 8 Plasmakonzentration in

insulinsensitiven Probanden

Obwohl die intrazellulare IL-8 Konzentration in Monozyten nach oraler
Glukosebelastung anstieg und die IL-8 Sekretion humaner Monozyten durch Insulin
in vitro stimuliert wurde, fand man im OGTT nach 2 h erniedrigte IL-8 Plasmawerte.
Dies stimmt mit der Studie von Oostrom et al. Uberein, in der die IL-8
Konzentrationen 1 h nach Glukoseaufnahme zwar ansteigen, 2 h danach jedoch
wieder abnehmen [67].

Jedoch konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass in Ubergewichtigen
Probanden mit gestorter Glukosetoleranz (IGT), deren systemische IL-8
Konzentrationen im Vergleich zu Normalgewichtigen bereits erhdht sind, nach oraler
Glukosebelastung das IL-8 im Plasma weiter ansteigt [64, 68]. Auch bei
insulinsensitiven Probanden steigt die IL-8 Sekretion postprandial an, jedoch
geringer als bei Patienten mit herabgesetzter Glukosetoleranz (IGT). Diese IL-8
Induktion durch postprandial erhdhtes Insulin bei Patienten mit IGT konnte Uber den
MAP-Kinase-Weg ablaufen, der bei eben diesen Patienten noch nicht gestort ist [69].
Sowohl eine Insulin stimulierte Synthese als auch ein verminderter Abbau von IL-8
konnten zum postprandialen Anstieg der IL-8 Plasmakonzentration fihren. Jedoch
kann dadurch noch nicht erklart werden, wodurch der Unterschied zwischen den
verschiedenen Studien zustande kommt: Wé&hrend von Straczkowski et al. eine
Induktion der postprandialen IL-8 Sekretion bei insulinsensitiven Probanden publiziert
wird, sinkt die IL-8 Plasmakonzentration in dieser Arbeit bei jungen, gesunden

Spendern 2 h nach oraler Glukoseaufnahme ab. Eine mdgliche Ursache fir diese
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unterschiedlichen Ergebnisse konnte in den anthropometrischen Daten der
Jnsulinsensitiven Spendergruppen® liegen: Wahrend bei Straczkowski et al. das
Durchschnittsalter der glukosetoleranten Probanden 41 + 12 Jahre betrug und deren
Ernahrungszustand gemaf einem BMI von 34 + 3 bereits als adipds einzustufen war,
waren die Spender in dieser Arbeit mit einem Altersdurchschnitt von 22 + 1
wesentlich jinger und lagen mit einem BMI von 22,5 + 2 im Normbereich. Da IL-8
positiv. mit dem Alter und dem BMI korreliert, kénnten die unterschiedlichen
anthropometrischen Daten zumindest teilweise die Diskrepanz zwischen den
verschiedenen postprandialen IL-8 Konzentrationen erklaren.

Dartber hinaus konnte auch in dieser Arbeit bei zwei der 20 Probanden ein
postprandialer Anstieg der IL-8 Plasmakonzentration beobachtet werden, welcher
jedoch nicht begriindet werden kann, da sich diese Probanden hinsichtlich Alter, BMI

und Insulinsensitivitat nicht vom Rest des Spenderkollektivs unterschieden.

414 Orale Glukoseaufnahme stimuliert intrazellula  res Resistin in humanen

Monozyten, wahrend die Plasmakonzentration unverand  ert bleibt

Die Aktivierung von NF-kB durch Endotoxine und TNF fihrt zu einer Induktion der
Genexpression und der Sekretion von Resistin in humanen Monozyten [70].

2 h nach oraler Glukosebelastung insulinsensitiver Probanden konnte eine erhdhte
intrazellulare Resistinkonzentration im Monozyten festgestellt werden. Durch eine
Insulinstimulation von THP-1 Zellen in vitro wurde ebenfalls eine Induktion des
intrazellularen Resistins hervorgerufen, was vermuten lasst, dass Insulin der Grund
fur den intrazellularen Resistinanstieg im Monozyten ist. Es fiel jedoch auf, dass die
intrazellulare Resistinkonzentration in THP-1 Zellen wesentlich niedriger war als die
im humanen Monozyten.

Hyperresistindmie erhoht bei Mausen sowohl die Blutzucker- als auch die
Insulinspiegel, wahrend man unter Resistinmangel niedrige Glukosekonzentrationen
im Plasma findet [51]. Des Weiteren fuhren erhohte Resistinspiegel in Mausen zu
Dyslipidamie, wozu ein erhohtes Gesamtcholesterin, erhdohte Triglyzeride und
verminderte HDL-Konzentrationen zahlen [71]. Obwohl diese Ergebnisse zeigen,
dass Resistin auf den Glukose- und Lipidstoffwechsel von Nagetieren stérend
einwirkt, bleibt seine Rolle beim Menschen weiterhin unklar. Bisher konnte noch kein
Zusammenhang zwischen dem zirkulierenden Resistin und der humanen

Glukosehomoostase hergestellt werden. Die systemischen Resistinkonzentrationen
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gesunder Kontrollen erwiesen sich sogar signifikant hoher als die von Patienten mit
Diabetes mellitus Typ | bzw. Typ 1l [72]. Jedoch zeigen Patienten im frihen Stadium
der Koronaren Herzkrankheit (KHK) erhéhte systemische Resistinspiegel auf [73].
Die proatherogenen Eigenschaften des Resistins wurden auch von Xu W. et al.
nachgewiesen: So nehmen Makrophagen unter Hyperresistinamie mehr modifiziertes
LDL auf (oxLDL) und exprimieren zugleich vermehrt CD36 mRNA [74]. In dieser
Arbeit konnte 2 h nach oraler Glukosebelastung keine verédnderte CD36
Genexpression im Monozyten festgestellt werden, obwohl die intrazellulare
Resistinkonzentration im OGTT anstieg.

Wahrend 2 h nach oraler Glukoseaufnahme die intrazellulare Resistinkonzentration
in Monozyten gesunder Spender durch Insulin anstieg, wurde die mRNA Expression
nicht induziert. Es liegt daher nahe, dass sich Insulin positiv auf die Resistinsynthese
und/oder —stabilitdt auswirkt. Darliber hinaus konnte eine verminderte Sekretion zu
erhohten intrazellularen Resistinkonzentrationen fihren, was jedoch in dieser Arbeit
nicht bestétigt werden konnte: Weder die Resistinkonzentration im Plasma der
OGTT-Teilnehmer, noch die in den Uberstanden Insulin stimulierter THP-1 Zellen
bzw. Monozyten sank nach 2 h ab, sondern blieb vielmehr konstant. Auch in
Patientinnen mit PCOS konnte 2 h nach oraler Glukosebelastung keine veranderte

Resistinkonzentration im Plasma beobachtet werden [75].
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4.2 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf Gene d es Lipid- und
Glukosestoffwechsels

421 Das Adipozytokin Adiponektin und seine Rezept oren AdipoR1 und
AdipoR2

4.2.1.1 Orale Glukosebelastung induziert die AdipoR 1 Genexpression im

Monozyten, wahrend die AdipoR2 mRNA unverandert ble bt

Adiponektin ist ein antidiabetisch und antiatherogen wirksames Hormon, das von
Adipozyten synthetisiert wird. Es greift an den Adiponektinrezeptoren 1 und 2 an
(AdipoR1 und R2) und erhoht so die Fettsdureoxidation und die Glukoseaufnahme in
peripherem Gewebe [76], indem es die S6K1 vermittelte Serin-Phosphorylierung am
IRS-1 hemmt und somit den Insulinsignalweg induziert [77].

Die mRNA Expression der beiden Adiponektinrezeptoren AdipoR1 und R2 steigt bei
Mausen nach 48-stiindiger Nahrungskarenz in Skelettmuskel- und Leberzellen an
und wird nach erneuter Nahrungsaufnahme inhibiert. Auch in vitro fallt die
Genexpression nach Insulinstimulation ab. Dies weist darauf hin, dass der
postprandiale Adiponektineffekt auf der Rezeptorebene reguliert wird [76].

In dieser Arbeit wurde die Genexpression der Adiponektinrezeptoren 1 und 2 im
Monozyten 2 h nach oraler Glukosebelastung analysiert: Wahrend die AdipoR1
MRNA 2 h nach Glukoseaufnahme induziert wurde, blieb die AdipoR2 mRNA
unverandert. In vitro konnte hingegen bei THP-1 Zellen durch Insulin und/oder
Glukose bei keinem der Rezeptoren eine Induktion der Genexpression beobachtet
werden.

Es ist bereits bekannt, dass die Expression der AdipoR1 mRNA im Makrophagen im
Gegensatz zur AdipoR2 mRNA erhoéht ist [78]. Dies erklart jedoch noch nicht,
weshalb nach oraler Glukosebelastung nur die AdipoR1 mRNA, nicht aber die
AdipoR2 mRNA induziert wird. Es sollten weitere Versuche ex vivo erfolgen, auch

auf Proteinebene, die dies nochmals aufgreifen.
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4.2.1.2 Die Adiponektinkonzentration im Plasma wird durch orale
Glukoseaufnahme nicht beeinflusst

Wahrend das Adiponektin im Plasma bei Patientinnen mit polyzystischen Ovarien
(PCO) im OGTT 2 h nach Glukoseaufnahme signifikant ansteigt [75], bleibt es
sowohl bei gesunden, bei glukoseintoleranten Patienten und auch bei Typ Il
Diabetikern 2 h nach Glukoseaufnahme gleich [75, 79]. In dieser Arbeit wurde das
Plasmaadiponektin und dessen Verlauf im OGTT bei jungen, insulinsensitiven
Probanden bestimmt, wobei auch hier 2 h nach Glukosegabe keine signifikante
Konzentrationséanderung des Adiponektins im Plasma zu beobachten war.

Jedoch zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den basalen
Adiponektinspiegeln  von  Mannern und Frauen: Die  durchschittliche
Adiponektinkonzentration im Plasma vor Glukoseaufnahme war bei den weiblichen
Spenderinnen etwa doppelt so hoch als bei den ménnlichen Probanden. Dieses
Ergebnis ist mit anderen Studien vereinbar, in denen dieser geschlechtsspezifische
Unterschied bereits gezeigt wurde [80]. Da Adiponektin sowohl antidiabetische als
auch antiatherogene und antiinflammatorische Effekte aufweist [75], leitet sich daher
womoglich auch das erhohte Risiko von Mannern ab, an Diabetes und

Arteriosklerose zu erkranken.

4.2.2 Orale Glukoseaufnahme supprimiert die Flotill  in-1 Genexpression und

beeinflusst die Flotillin-1 Proteinmenge in humanen Monozyten

Es wurde schon lange vermutet, dass an der Insulin stimulierten Glukoseaufnahme
Uber GLUT4 in die Zelle auch verschiedene Lipide beteiligt sind [81]. Von Baumann
et al. wird ein zum PI3-Kinase-Weg alternativer Signalweg beschrieben, an dem
unter anderem Flotillin-1 und Lipid Rafts beteiligt sein sollen [5] (s. auch Abbildung 1)
und Uber den GLUT4 ebenfalls insulinabhangig transloziert wird.

AulRerdem konnten Lipid Rafts und Flotillin-1 bereits auf monozytaren Zelllinien
(THP-1 Zellen) nachgewiesen werden [82]. Da jedoch bisher noch keine Daten Uber
den Einfluss oraler Glukoseaufnahme auf die Flotillin-1 Expression im humanen
Monozyten publiziert wurden, griff man dies in der vorliegenden Arbeit auf.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von
Flotillin-1 in humanen Monozyten 2 h nach Glukoseaufnahme reduziert ist. Hingegen

verringerte sich die Flotillin-1 Proteinmenge nur bei vier der zehn Spender. Bei funf
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Probanden konnte 2 h nach oraler Glukosebelastung eine grof3ere Proteinmenge an
intrazellularem Flotillin-1 detektiert werden, wahrend bei einem Spender kein
Flotillin-1 nachgewiesen werden konnte. Diese Ergebnisse werfen einige Fragen auf
und sind nur zum Teil mit bereits existenten Studien vereinbar: Fecchi et al.
untersuchten die insulinabhangige Glukoseaufnahme in die Skelettmuskelzelle [83].
Hierbei wurde vermutet, dass die Glukoseaufnahme durch GLUT4 Utber zwei zeitlich
voneinander getrennt ablaufende Signalwege reguliert wird: Dem PI3K-Weg (2 min
nach Insulinstimulation) und dem Weg Uber Lipid Rafts und Flotillin-1 (5 min nach
Insulinstimulation), wobei die intrazellulare Flotillin-1 Menge vor und nach
Insulinstimulation unverandert blieb. Insulin stimulierte die Translokation von
Flotillin-1 von perinuklear zur Plasmamembran, woraus ein relativer Anstieg von
Flotillin-1 an der Plasmamembran und somit am Wirkort resultierte. AufRerdem
wurden von Fecchi et al. nur Daten max. 20 min nach Insulinstimulation erhoben.
Daher sollten weitere Untersuchungen folgen, die die Auswirkungen von Insulin auf
Flotillin-1 nach 2 h sowohl in vitro als auch in vivo naher analysieren.

Durch Flotillin-1 siRNA konnte gezeigt werden, dass die GLUT4 Translokation tber
Lipid Rafts im Muskel unter Flotillin-1 Mangel reduziert ist [83]. Daher sollten auch in
humanen Monozyten Untersuchungen mit Flotillin-1 siRNA durchgefihrt werden, um
die Rolle des Flotillin-1 in der Insulin stimulierten Glukoseaufnahme in den

Monozyten besser einordnen zu kdénnen.

4.2.3 Orale Glukosebelastung induziert die ApoE mRN A im Monozyten und

verringert die ApoE Plasmakonzentration

Apolipoprotein E (ApoE) ist ein multifunktionales Protein, das von der Leber und
anderen peripheren Zellen, u.a. den Makrophagen, produziert wird [84]. Es wirkt
antiatherogen, indem es eine entscheidende Rolle im reversen Cholesterintransport,
im Lipoproteinmetabolismus und in der Immunantwort spielt [84]. ApoE-Knockout-
Méause (ApoE™) weisen bereits nach 10 Wochen schwerwiegende arteriosklerotische
Lasionen auf [85]. Andererseits reduziert die makrophagenspezifische ApoE
Expression arteriosklerotische Herde in ApoE™ Mausen [86]. Die ApoE Expression
aus Makrophagen wird durch verschiedene Faktoren reguliert, wozu auch das Insulin
zahlt: Insulin reduziert sowohl die ApoE mRNA als auch die ApoE Sekretion in
humanen hepatozytaren Zelllinien (HepG2) in vitro. Jedoch wurde der Einfluss von
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Insulin auf die ApoE Expression und Sekretion bisher weder in Adipozyten noch in
Monozyten analysiert.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss oraler Glukoseaufnahme auf die monozytare
ApoE Expression und die Plasmakonzentration an ApoE untersucht: Die
Genexpression von ApoE wurde 2 h nach oraler Glukosebelastung induziert,
wahrend die intrazellulare Proteinmenge sowohl in Monozyten ex vivo als auch in
Monozyten in vitro nach Glukose- bzw. Insulinstimulation im Immunoblot unverandert
blieb.

Die ApoE Plasmakonzentration sank 2 h nach oraler Glukosebelastung ab.
Betrachtet man Manner und Frauen getrennt, so sinkt der ApoE Plasmaspiegel nur
bei Mannern, nicht aber bei den weiblichen Probanden.

Ob nun ApoE aus Monozyten, Adipozyten oder Hepatozyten diesen
geschlechtsspezifischen Effekt im Plasma bedingt, muss in weiteren
Untersuchungen abgeklart werden.

4.2.4 Orale Glukosebelastung induziert die Genexpre  ssion von ATP-binding
cassette transporter A1 (ABCAL)

Wie ApoE, so ist auch der ATP-binding cassette transporter A1 (ABCAl) am
reversen Cholesterintransport beteiligt: ABCA1 wird in der Leber und in
Makrophagen exprimiert und spielt eine Rolle beim Transfer von Cholesterin und
Phospholipiden von peripheren Zellen zum lipidarmen Apolipoprotein Al, was
wiederum zur Bildung von HDL-Partikeln fihrt [87].

In dieser Arbeit wurde ABCA1 im Monozyten auf mMRNA Ebene untersucht: 2 h nach
oraler Glukosebelastung zeigte sich eine signifikante Induktion der ABCALl
Genexpression in humanen Monozyten. Insulin supprimiert hingegen die ABCA1
MRNA sowohl in primaren Hepatozyten der Ratte als auch in HepG2- und THP-1-
Zelllinien in vitro [87].

Es fallt auf, dass Insulin die Genexpression einiger am reversen Cholesterintransport
beteiligter Mediatoren (ApoE, ABCA1) im Monozyten induziert, wahrend es diese in
der Leber supprimiert. Weitere ex vivo Versuche sollten durchgeftihrt werden, um die

Regulation von ApoE und ABCA1 im Monozyten zu Kklaren.
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4.3 Der Einfluss von Glukose und Insulin auf die PI asmakonzentrationen
weiterer Adipozytokine

4.3.1 Die Leptinkonzentration im Plasma sinkt 2 h n ach oraler

Glukosebelastung

Es existieren bereits Studien tber die Plasmakonzentrationen des Leptins wahrend
eines OGTT, wobei sich diese Untersuchungen teilweise widersprechen und es sich
auBerdem um  verschiedene Kollektive handelt: Wahrend sich die
Leptinkonzentration im Plasma bei normalgewichtigen Frauen im OGTT nicht
verandert [88, 89], steigt sie bei Ubergewichtigen Frauen an [88, 89] oder bleibt
gleich [90]. Bei insulinsensitiven Mannern zeigt sich wéhrend des OGTT eine
Reduktion des Leptins sowohl bei schlanken als auch bei Ubergewichtigen
Probanden; bei insulinresistenten Probanden verandert sich die Leptinkonzentration
im Plasma nicht [91].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Leptinplasmaspiegel 2 h nach
oraler Glukosebelastung absinkt, was mit den Ergebnissen von Masuo et al.
Ubereinstimmt [91]. Betrachtet man Manner und Frauen getrennt, so sank die
Leptinkonzentration im Plasma 2 h nach Glukoseaufnahme in beiden Fallen ab,
wobei die basale Leptinkonzentration bei Frauen signifikant hoher war als bei
Mannern. Dieser geschlechtsspezifische Unterschied entspricht den publizierten
Daten von Flanagan et al., die ebenfalls aus einem jungen, gesunden
Spenderkollektiv generiert wurden [92], oder auch den Ergebnissen von Kennedy et
al. [93], die diesen Unterschied sowohl in normal-, als auch in Ubergewichtigen
Probanden bestatigen.

Auch Uber die Beziehung zwischen Insulin, Insulinresistenz und Leptin wurden
unterschiedliche Ergebnisse publiziert: So konnte man bei in vitro Versuchen sowohl
eine erhdhte als auch eine erniedrigte Insulinsekretion durch Leptin beobachten [94].
Bei Hyperinsulinamie wurde die Leptinsekretion aus Adipozyten sowohl stimuliert als
auch inhibiert [94, 95]. Auch die Auswirkungen auf die Insulinsensitivitat wurden
kontrovers diskutiert: Wahrend Leptin die Insulinsensitivitat erhéhen soll, soll es
gleichzeitig eine Insulinresistenz hervorrufen kdnnen [94]. All diese unterschiedlichen
Ergebnisse konnten auf die verschiedenen Patientenkollektive bzw. auf die

verschiedenen Mausmodelle in den einzelnen Studien zurtickzufiihren sein.
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Da Leptin jedoch nicht nur an der Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt ist,
sollten diese sich widersprechenden Daten uberpriuft und durch zusétzliche in vivo
Analysen genauer betrachtet werden. Es sollte nach weiteren Substanzen gesucht

werden, die wie Insulin eine Rolle in der Regulation des Leptinspiegels zeigen.

4.3.2 Die CORS-26 Plasmakonzentration wird durch or ale Glukoseaufnahme

nicht beeinflusst

Obwohl CORS-26 im Plasma von M&ausen nicht nachgewiesen werden kann [96],
konnte es in dieser Arbeit im humanen Plasma junger, insulinsensitiver Probanden
mittels Immunoblot detektiert werden. Dabei lag das CORS-26, wie auch sein
Strukturhomologes Adiponektin, in seiner HMW-Form vor, nach Denaturierung mit
3-Mercaptoethanol in der LMW-Form.

Die CORS-26 Mengen im Plasma waren vor und 2 h nach oraler Glukosebelastung
im Immunoblot etwa gleich, jedoch konnten durch dieses Verfahren lediglich
Unterschiede ab 15 % detektiert werden. Deshalb sollte der Einfluss der oralen
Glukoseaufnahme auf die CORS-26 Plasmakonzentration noch genauer,
maoglicherweise mittels passender ELISA-Kits, untersucht werden.

Auch zwischen den mannlichen und weiblichen Spendern ergab sich kein

Unterschied in der CORS-26 Plasmakonzentration.

433 Die Omentinkonzentration im Plasma  wird durch orale

Glukoseaufnahme nicht beeinflusst

Omentin wird v.a. vom viszeralen bzw. omentalen Fett sezerniert und konnte bereits
mit Hilfe von Immunoblots im humanen Serum detektiert werden [52], wobei sich die
Omentinkonzentrationen im Plasma zwischen den drei Spendern stark unterschieden
[52]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die basale Omentinmenge durch
orale Glukoseaufnahme nicht beeinflusst wurde, wobei die Plasmakonzentrationen
an Omentin auch bei diesen Probanden einen bis zu 50-fachen Unterschied
aufwiesen.

Bisher konnte gezeigt werden, dass Omentin die Insulin stimulierte
Glukoseaufnahme in humane Adipozyten sowohl des subkutanen als auch des
viszeralen Fettgewebes in vitro fordert [52]. Weitere Studien sollten folgen, in denen

der Einfluss des Omentins auf die Glukoseaufnahme in vivo naher analysiert wird.



4 Diskussion 69

Die grof3en Unterschiede in den Plasmakonzentrationen von Omentin zwischen den
einzelnen schlanken Probanden erschweren weitere Untersuchungen, in denen die
Beziehung zwischen Omentin und der Korperfettmasse analysiert werden soll. Erste
Daten weisen bereits auf eine verminderte Omentinexpression in Ubergewichtigen
Spendern hin [53]. Dass Frauen hohere Omentinkonzentrationen im Plasma
aufweisen als Manner [53], konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Auch hier

sollten weitere Untersuchungen mit sensitiveren Methoden durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollten die Auswirkungen postprandialer Hyperglykamie und
gesteigerter Insulinsekretion auf junge, schlanke Probanden analysiert werden.
Hierzu zahlen sowohl die systemischen Konzentrationen verschiedener
Adipozytokine als auch die Gen- und Proteinexpressionen im Blutmonozyten.
Letzteres beinhaltete sowohl NF-kB regulierte Gene, Gene des Insulinsignalwegs als
auch Gene des Lipid- und Glukosestoffwechsels.

Die Plasmakonzentrationen der beiden erst kirzlich identifizierten Adipozytokine
CORS-26 und Omentin blieben 2 h nach oraler Glukosebelastung unverandert, was
jedoch durch andere Methoden wie einem ELISA nochmals untersucht werden sollte.
Andere  Plasmakonzentrationen  wiesen  deutliche  geschlechtsspezifische
Unterschiede auf: So waren die Plasmaspiegel an Leptin und Adiponektin bei Frauen
signifikant hoher als bei Mannern, was Unterschiede in der Pathophysiologie von
Diabetes und Arteriosklerose teilweise erklaren koénnte. Der ApoE Plasmaspiegel
sank nur bei Mannern 2 h nach Glukoseaufnahme ab, wéhrend er bei Frauen
unverandert blieb.

Vermehrte Glukoseaufnahme in den Blutmonozyten fihrt zur Erhhung der ROS und
zu einer verstarkten NF-kB Translokation in den Zellkern. So konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass 2 h nach oraler Glukosebelastung die Genexpression gewisser
NF-kB regulierter Gene wie IL-8 und SOD2 anstieg, wahrend diese bei IL-6 und
Resistin unverandert bleib. Die intrazellulare Proteinmenge dieser Gene verhielt sich
im OGTT wie folgt: Die Proteine SOD2, IL-8 und IL-6 wurden nicht reguliert, wahrend
das intrazellulare Resistin anstieg. Hingegen blieb die Resistinsekretion unverandert,
was die Vermutung zuldsst, dass durch orale Glukosebelastung bzw.
Insulinexposition die Resistinstabilitat bzw. -synthese geférdert wird, wodurch der
intrazellulare Resistinspiegel ansteigt. Des Weiteren sank sowohl die IL-8 als auch
die IL-6 Plasmakonzentration 2 h nach oraler Glukosegabe ab, was auf einen
antiinflammatorischen Effekt des Insulins hinweisen kdnnte. Da Blutmonozyten eine
essentielle Rolle in der innaten Immunabwehr und der Arteriosklerose spielen, wurde
der Einfluss oraler Glukoseaufnahme in diesen Zellen analysiert.

Da der Insulinsignalweg eng mit dem Lipidstoffwechsel in Verbindung steht, wurden
einige dieser Gene untersucht. Adiponektin greift iber seine Rezeptoren stimulierend

am Insulinsignalweg an und es stellte sich heraus, dass die AdipoR1 mRNA induziert
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wird, wéahrend die AdipoR2 mRNA unverandert blieb. Dies lasst eine groRere
Bedeutung von AdipoR1 im Monozyten vermuten. Auch die ApoE mRNA wurde
durch orale Glukoseaufnahme im Monozyten induziert, wahrend die ApoE
Plasmakonzentration bei Mannern sank. Zudem erfolgte eine Induktion der ABCAl
MRNA, was darauf hindeutet, dass orale Glukosebelastung bzw. Insulin den
reversen Cholesterintransport im Monozyten férdert.

Flotillin-1, ein Bestandteil membranstandiger Lipid Rafts, ist an der Insulin
stimulierten Glukoseaufnahme in die Muskelzelle beteiligt [83]. Wéahrend die
Flotillin-1 mRNA 2 h nach oraler Glukosebelastung bei 9 der 10 Probanden
supprimiert wurde, verhielt sich die intrazellulare Proteinkonzentration an Flotillin-1
wie folgt: Wahrend sie bei 5 Probanden abfiel, stieg sie bei 4 Spendern an. Bei
einem Spender konnte kein Flotillin-1 detektiert werden. Dies legt die Vermutung
nahe, dass Flotillin-1 auch im Monozyten an der Glukoseaufnahme beteiligt ist. Die
Rolle des Flotillin-1 in der Insulin stimulierten Glukoseaufnahme scheint jedoch eine
andere zu sein, als in der Skelettmuskelzelle und sollte durch weiterfihrende in vitro
Untersuchungen identifiziert werden.

Da der humane Blutmonozyt an vielen Pathomechanismen wie der Entstehung der
Insulinresistenz und der Arteriosklerose beteiligt ist und diese wiederum eng mit dem
Insulinsignalweg und der Glukoseaufnahme in die Zelle in Verbindung stehen,
konnten Proteinen wie Flotillin-1 in Zukunft eine entscheidende pharmakologische

Bedeutung zukommen.
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