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Einleitung Diabetes mellitus

1 Einleitung

Diabetes mellitus entwickelt sich in der gegenwirtigen Zeit zunehmend zu einer Herausforderung fiir
die globale Gesundheit und gehdrt zu den sich am schnellsten verbreitenden Krankheiten mit
pandemischem AusmalR. Seit 1980 hat sich die Zahl der Betroffenen weltweit von 108 Millionen
(entsprechend 4,7% der erwachsenen Weltbevolkerung) auf 422 Millionen Menschen (8,5%) im Jahr
2014 beinah vervierfacht!. Diabetes mellitus stellt damit die haufigste Stoffwechselerkrankung dar?.
Im Jahr 2012 starben weltweit 1,5 Millionen Menschen als direkte Folge des Diabetes mellitus®. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) prognostiziert, dass bis zum Jahr 2025 ca. 700 Millionen
Menschen (11,6%) an Diabetes mellitus leiden! und Diabetes sich im Jahr 2030 zur siebthéiufigsten
Todesursache weltweit entwickeln wird*. Der Anstieg an Inzidenzen beruht zum groBen Teil (40%)
auf dem Bevolkerungswachstum und der demographischen Altersstruktur. 29% des Anstiegs ist allein
aufgrund der erhdhten Prévalenz an Diabetes mellitus zu erkranken, bedingt. Die restlichen 31% des
Anstiegs sind in beiden Ursachen begriindet!. Seit 1980 ist trotz verbesserter medizinischer

Versorgung und vermehrter Erkenntnisse in keinem Land die Privalenz fiir Diabetes gesunken'.

Wesentliche Relevanz besitzen die mikro- und makroangiopathischen Folgeschiden bzw.
Folgeerkrankungen des Diabetes mellitus®. So ist die Inzidenz von Beinamputationen bei Diabetikern
um ein Vielfaches hoher als bei Nicht-Diabetikern®. Diabetiker haben ein erhdhtes Risiko zu
erblinden’® und leiden hiufiger an Niereninsuffizienz’!®!!. Insbesondere stellt Diabetes mellitus
einen unabhiingigen, bis zu dreifach erhdhten Risikofaktor fiir kardiovaskulire Erkrankungen dar'?,
welche im duBersten Fall in einem Herzinfarkt oder Schlaganfall resultieren. So liegt die Zahl der
jéhrlichen Todesfdlle bei Diabetikern aufgrund kardiovaskuldrer Folgeerkrankungen bei iiber
2 Millionen'? und stellt somit, mit {iber 50% der Fille, die hiufigste Todesursache bei Diabetikern'*
dar. Ischdamische Herzerkrankungen mit 7,4 Millionen und Schlaganfall mit 6,7 Millionen
Todesfillen stellen in der Gesamtpopulation die beiden hiufigsten Todesursachen weltweit dar’.
Neben Diabetes'?, Adipositas'®, Hyperglykémie'® und Insulinresistenz!’ sind andere Risikofaktoren
fiir kardiovaskulire Erkrankungen Dyslipidimie'®, Hypertonie!® und das Rauchen?’. Die
Risikofaktoren abdominale Adipositas, Insulinresistenz, Dyslipiddmie und Hypertonie werden unter

tl 7,21,22

dem Begriff des metabolischen Syndroms zusammengefass , wodurch die Korrelation und

Interaktion zwischen Diabetes, Atherosklerose und kardiovaskulédrer Erkrankungen deutlich wird.



Einleitung Diabetes mellitus

Die sozialpolitisch bedingt, vor allem in #rmeren Lindern und Entwicklungslindern!, gehiufte
Inzidenz und Privalenz an Diabetes mellitus, das gravierende 6konomische*® und medizinische
Ausmal} dieser Erkrankung und ihrer Folgeerkrankungen, aufgrund chronisch erhdhter
Blutglucose-Konzentrationen, erfordern sowohl eine frithere Diagnostik, eine Privention, eine
verbesserte medikamentdse Senkung der Blutglucose-Konzentration als auch vermehrte Erkenntnisse
iiber die Pathophysiologie und den Zusammenhang zwischen Diabetes und kardiovaskuldren

Erkrankungen.

In den Fokus der kardiovaskuldren Forschung riickte dabei in den vergangenen Jahrzehnten, seit der
Entdeckung im Jahr 1992 durch Dr. Patrick Vallance und Kollegen?*, das asymmetrische
Dimethylarginin (ADMA). Erhohte Plasma-ADMA-Konzentrationen wurden bei mehreren
Erkrankungen mit Bezug zum Herzkreislaufsystem festgestellt®. Hohe
Plasma-ADMA-Konzentrationen wurden dabei mit einer Erhohung der Mortalitit bzw.
Verschlechterung der Erkrankung in Verbindung gebracht, so dass ADMA sich als unabhingiger
Marker fiir kardiovaskuldre Ereignisse, wie Herzinfarkte oder Schlaganfille, und Tod etabliert
hat?%?7-28 Beim Diabetes mellitus gab es jedoch bisher widerspriichliche Erhebungen beziiglich der
ADMA-Konzentration und -Wirkung. So existieren Studien, in denen sowohl erhohte

29.3031.32 35 auch erniedrigte Plasma-ADMA-Konzentrationen™ bei

Plasma-ADMA-Konzentrationen
Diabetikern festgestellt wurden. Ungeklért ist ebenfalls, in welcher Weise ADMA sich auf die
Glucosehomdostase und Entwicklung einer Insulinresistenz bei Diabetikern auswirkt®®. In
Betrachtung der Rolle von ADMA in der Entwicklung von GefdBerkrankungen und dem
Zusammenhang dieser mit Diabetes mellitus, ist das Ziel dieser Arbeit, die Erforschung der
biochemischen Auswirkung von ADMA auf den Glucosemetabolismus und auf Insulin im

diabetischen Zustand.

1.1 Diabetes mellitus

Als Diabetes mellitus wird eine Stoffwechselerkrankung bezeichnet, die durch eine gestorte
Glucosehomdostase gekennzeichnet ist?>. Die vom Korper angestrebte Blutglucose-Konzentration
von 55-100 mg/dL (3,05-5,55 mmol/L) wird dabei iiberschritten. Mallgeblich verantwortlich ist
hierbei entweder ein absoluter oder ein relativer Mangel des, den Glucosestoffwechsel regulierenden,
Hormons Insulin??. Neben Somatropin, das die Glucoseaufnahme der Zellen hemmt, Adrenalin und
Glucagon, die die Gluconeogenese und Glucosefreisetzung stimulieren, ist Insulin das wichtigste

Hormon fiir die Regulierung der Glucosehomdostase. Im Gegensatz zu den genannten Hormonen ist
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Insulin auch das einzige, welches die Glucose-Konzentration im Blutkreislauf sinken ldsst. Als
Ursache fiir einen absoluten Insulinmangel wird die Zerstorung der B-Zellen der Langerhans Inseln
des Pankreas und damit die weitgehende Einstellung der Insulinproduktion und -sekretion verstanden.
Von einem relativen Insulinmangel wird gesprochen, wenn die Insulinproduktion bzw. —sekretion,
den Bedingungen entsprechend, nicht mehr ausreicht. Eine verringerte Insulinsensitivitit durch eine
Abschwichung des Insulinrezeptorsignalwegs und damit einer abgeschwichten Wirkung des

Insulins, beschreibt die Bedingung unter welcher der Bedarf an Insulin erhoht ist.

Das Ausbleiben bzw. die verminderte Wirkung des Insulins fiihrt dazu, dass im Fettgewebe und in
der Skelettmuskulatur, die aufgrund ihrer hohen Masse eine wichtige Rolle im Energiechaushalt
einnehmen, die Glucoseaufnahme und damit der Glucosemetabolismus verringert werden. Die in der
Leber durch Glucagon vermittelte Gluconeogenese und Glucosefreisetzung werden trotz der hohen
Blutglucose-Konzentration nicht unterdriickt. Beide Mechanismen tragen zu einer erhdhten
Blutglucose-Konzentration bei. Zu Beginn der Erkrankung &uBlert sich der verringerte
Glucosemetabolismus, insbesondere nach einer erhdhten Glucosezufuhr, in einer postprandialen
Hyperglykdmie, die sich im Verlauf der Erkrankung zu einer chronischen Hyperglykémie entwickelt.
Die Hyperglykdmie spiegelt sich auch im Urin der Betroffenen wider, woher der Name ,,honigsii3er
Durchfluss® (aus dem griech.: Diabetes mellitus) herriihrt. Die schwerste akute Form einer
Stoffwechselentgleisung, die eine gestorte Glucoseverwertung hervorrufen kann, ist das diabetische
Koma. Sowohl das ketoazidotische Koma bei Typ I Diabetikern als auch das hyperosmolare Koma
bei Typ Il Diabetikern konnen lebensbedrohlich sein. Langfristig fiihrt diese charakteristisch hohe
Blutglucose-Konzentration zu Folgeschdden an den Blutgefilen und den dadurch betroffenen

Organen.

Ein wichtiger Aspekt des Diabetes mellitus sind die durch atherosklerotische Mikro- und
Makroangiopathien verursachten vaskuliren Folgeerkrankungen®, als Langzeitfolge des Diabetes.
Als diabetesspezifische Mikroangiopathie wird die durch Mikroaneurysmen und kapillare
GefaBverschliisse beeintrichtigte kapillare Versorgung verschiedener Organe verstanden. Diese kann
sich vor allem als Neuro-, Retino-, und Nephropathie dullern. Diabetes ist dabei sogar einer der
hiufigsten Griinde fiir dialysepflichtige Niereninsuffizienz!!. Als Ursache der Neuropathie sind auch
osmotische Zellschddigungen durch die hohe Glucose-Konzentration von Bedeutung. Zu den
diabetesunspezifischen =~ Makroangiopathien zdhlen periphere, zerebrale und koronare
Durchblutungsstorungen, die wunter dem Begriff der kardiovaskuliren Erkrankungen

zusammengefasst sind und in periphere arterielle Verschlusserkrankungen, dem Schlaganfall und
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koronaren Herzerkrankungen (Herzinfarkt) resultieren. Die Makroangiopathien entsprechen dabei
der Atherosklerose, mit dem typischen Verschluss der versorgenden Arterien durch
atherosklerotische Plaques bei Nicht-Diabetikern, wobei diese beim Diabetiker haufiger, frither und
stirker ausgeprigt sind. Diabetes stellt einen wichtigen Risikofaktor fiir Atherosklerose®> dar und

begiinstigt damit auch kardiovaskuldre Erkrankungen.

Diabetes zeichnet sich nicht nur durch eine Beeintrdchtigung des Glucose- bzw.
Kohlenhydratstoffwechsels aus, sondern bewirkt auch eine Beeintrichtigung des Eiweil- und
Fettstoffwechsels. So wird der Abbau von EiweiBlen und Lipiden kompensatorisch erhoht. Die
gesteigerte Lipolyse und der Anstieg freier Fettsduren im Blut fithren zur Bildung von Plaques in den
Arterien. AuBlerdem ist durch die Begrenzung des Abbaus im Citratzyklus die Bildung von
Ketonkorpern erhdht, wodurch das diabetische Koma initiiert wird. Insgesamt fiihrt die verminderte
Glucoseverwertung zu einer vermehrten Bildung von Lipoproteinen und Triglyceriden, welche die

Entstehung von Atherosklerose weiter begiinstigen.

Laut der Leitlinie der WHO?? sowie in vielen anderen nationalen und internationalen Leitlinien kann
die Diagnose Diabetes mellitus gestellt werden, wenn einem der folgenden Kriterien bei zwei

Messungen entsprochen wird:

e Himoglobin Aic (HbAc): >6,5% (>48 mmol/mol)

e Gelegenheits Plasma-Glucose-Konzentration: >200 mg/dL (>11,1 mmol/L)
e Niichtern Plasma-Glucose-Konzentration: >126 mg/dL (=7,0 mmol/L)
e 2 h-Wert des OGTTs im vendsen Plasma: >200 mg/dL (>11,1 mmol/L)

Je nach Ursache wird Diabetes mellitus seit 1999 in vier Typen klassifiziert®*:

e Diabetes mellitus Typ I

e Diabetes mellitus Typ II

e andere spezifische Diabetestypen

¢ Gestationsdiabetes
Beim Typ I Diabetes, von dem 5-10% der Diabetiker betroffen sind, handelt es sich um ein absolutes
Insulindefizit. Dieses wird hauptsidchlich durch eine T-Zellen vermittelte Autoimmunreaktion
ausgelost und fiihrt zur selektiven Zerstérung der Insulin-produzierenden B-Zellen der Langerhans
Inseln des Pankreas®®. Dieser Diabetestyp manifestiert sich meist schon im jungen Alter und muss,

da in kurzer Zeit keine Insulinproduktion mehr vorhanden ist, mit Insulinsubstitution behandelt

werden.
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Beim Typ II Diabetes, mit dem sich die Forschungsarbeit hauptsichlich befasst, handelt es sich um
eine Insulinresistenz, die mit einer relativen B-Zell Insuffizienz (Insulindefizit) einhergeht und
ca. 80-85% der Diabetiker betrifft. Diese Form ist iberwiegend durch einen ungesunden Lebensstil
mit langjihriger hochkalorischer Nahrungsaufnahme®’ und geringer korperlicher Betitigung’®,
welche zur Adipositas fiihrt, verursacht>*. Die erhdhte Glucosebelastung fiihrt zu einer verminderten
Glucoseverwertung und damit zu einer verminderten Insulinsensitivitit*’. Die Insulinresistenz dufert
sich durch eine verminderte Signaltransduktion der Insulinrezeptoren an den Zielzellen. Der
Krankheitsverlauf ist progredient, aber verlangsamt und entfaltet sich schleichend von einer
Insulinresistenz, in der die insulinsensitiven Zellen (Gewebe: Fett, Muskel, Leber) vermindert auf die
hohe Insulinfreisetzung reagieren*!, iiber eine kompensatorisch erhohte Insulinfreisetzung zu einer
daraus folgenden progredienten Abnahme der B-Zellfunktion, in der sich ein absoluter Insulinmangel
einstellt*. Die Entwicklung der diabetischen Erkrankung verliuft dabei individuell iiber Jahre bis

3 stellt in der

Jahrzehnte. Die Relation zwischen Adipositas und erhdhter Insulinsekretion?
Pathogenese des Diabetes einen wichtigen Schritt dar. Die Behandlung dieses Diabetestyps ist
dementsprechend variabler und beinhaltet neben der Bekdmpfung der Ursachen mit Sport und einer
Nahrungsumstellung, die medikamentose Behandlung mit Arzneimitteln, die die Insulinwirkung
verstdrken oder die Insulinsekretion erh6hen. Wenn sich ein absoluter Insulinmangel bzw. eine starke

B-Zell Insuffizienz eingestellt hat, muss auch der Typ II Diabetes mit Insulinsubstitution behandelt

werden.

Unter anderen spezifischen Diabetestypen werden alle weiteren Formen des Diabetes mit
verschiedenen Ursachen zusammengefasst. Ein beeintrichtigter Glucosestoffwechsel kann unter
anderem durch Erkrankungen des exokrinen Pankreas, wie z. B. Pankreatitis oder zystische Fibrose,
Medikamente, seltene genetische Defekte der B-Zellfunktion (z.B.: verschiedene Formen des

juvenilen Diabetes, der bei Erwachsenen auftritt (aus dem engl.: maturity onset diabetes of the young,

46,47

MODY*#)) oder Insulinwirkung (z.B.: Leprechaunismus oder

Rabson-Mendenhall-Syndrom**7) verursacht werden.

Eine weitere gesonderte Form ist der Gestationsdiabetes, der erstmalig in der Schwangerschaft

auftritt. Bei Patientinnen mit Gestationsdiabetes erhoht sich sowohl das Risiko spéter an einem

49,50

manifesten Diabetestyp zu erkranken als auch das Risiko zu einer Prieklampsie®’. Die

Behandlung von Gestationsdiabetes reduziert die Hiufigkeit perinataler Komplikationen>>3.
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1.1.1 Insulin

Insulin ist ein Polypeptid-Hormon, das in den B-Zellen der Langerhans Inseln des Pankreas gebildet
und von dort in die Blutbahn abgegeben wird. B-Zellen stellen 70% der Langerhans Inseln dar, die
auch 20% a-Zellen besitzen, die Glucagon produzieren, den Antagonisten des Insulins. Insulin hat
eine Molekularmasse von ca. 5 800 Da und besteht aus einer A-Kette mit 21 Aminosduren und einer
B-Kette mit 30 Aminosiuren, die iiber zwei Disulfidbriicken verbunden sind. Die Insulinsekretion
wird durch Inkretine, wie das glucoseabhédngige insulinotrope Peptid (aus dem engl.: gastric
inhibitory polypeptide, GIP) und das glucagonéhnliche Peptid 1 (aus dem engl.: glucagon-like
peptide-1, GLP 1), gesteigert und das ebenfalls in den Langerhans Inseln gebildete Somatostatin

gehemmt.

Insulinsynthese

Zunidchst wird das im Ribosomen der B-Zelle gebildete Priproinsulin im endoplasmatischen
Retikulum zu Proinsulin mit einem C-Peptid und dann im Golgi-Apparat durch Abspalten des
C-Peptids zu Insulin umgewandelt. Insulin wird als Hexamer an Zink gebunden in Vesikeln

gespeichert und durch Exocytose mit dem C-Peptid in die Blutbahn sezerniert.

Insulinsekretion

Freie Fettsduren, bestimmte Aminosduren und vor allem erhohte Blutglucose-Konzentrationen
initiieren eine Insulinfreisetzung, die unter anderem von gastrointestinalen Hormonen (Inkretine)
verstirkt wird. Die erhohte Glucoseoxidation in der [B-Zelle fiihrt dabei zu vermehrter
Adenosintriphosphat (ATP) Bildung und damit zum SchlieBen der ATP-abhingigen Kaliumkanile.
Die Permeabilitit der Zelle fiir Kalium wird dadurch herabgesetzt, welches zu einer Erniedrigung des
Ruhepotentials von -65mV auf -30mV fiihrt. Durch die Depolarisation 6ffnen sich
spannungsabhingige Calciumkanile, die zu einer Erhéhung der Calciumkonzentration in den Zellen

fiihrt, wodurch die Exocytose ausgeldst wird und Insulin aus den Vesikeln freigesetzt wird.

Insulinwirkung/GLUT4

Insulin ist ein anabol und wachstumsfordernd wirkendes Hormon, das die akute Glucoseaufnahme
und Glucoseverwertung der insulinabhéngigen Zellen des Muskel- und Fettgewebes verbessert.

Insulin wirkt an den Zielzellen am membranstiandigen Insulinrezeptor, welcher nach Wechselwirkung
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mit Insulin eine Autophosphorylierung durchfiihrt. Der Rezeptor kann nach Authebung der sterischen
Hemmung der Tyrosinkinasedomdne, durch Konformationsdnderung der cytoplasmatischen
B-Untereinheit, die FEigenschaft einer aktiven Tyrosinkinase erlangen. Dadurch wird die
Tyrosinkinasedoméne des Insulinrezeptorsubstrates 1 bzw. 2 (IRS 1 bzw. IRS 2) phosphoryliert und
aktiviert. IRS 1 aktiviert iiber verschiedene Adapterproteine und Guanosintriphosphatasen (GTPasen)
die Mitogen aktiviertes Protein (MAP) Kinase-Kaskade, wodurch die Genexpression, das Wachstum
und die Differenzierung der Zelle stimuliert werden. In Muskel- und Fettzellen flihrt die Aktivierung
der Tyrosinkinasedoméine des Insulinrezeptors zur Rekrutierung und Translokation von
praformiertem Glucosetransporter 4 (GLUT4) aus den cytoplasmatischen Vesikeln in die
Zellmembran®*, die iiber zwei Signaltransduktionswege erfolgt. Zum einen wird iiber die
Phosphorylierung des Casitas B Lymphomproteins (Cbl) und die Bindung der Adapterproteine CrkII
und Cyanidin-3-glucosid (C3G) die GTPase Tc10 aktiviert, die die erforderlichen Verdnderungen im
Cytoskelett bewirkt. Zum anderen wird aktiviertes IRS 2 an die regulatorische Untereinheit der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) gebunden. Die durch Phosphorylierung aktivierte PI3K
phosphoryliert wiederum Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3). Die phosphatidylinositolabhidngige Proteinkinase (aus
dem engl.: phosphatidylinositol-dependent protein kinase, PDK) bindet wiederum an PIP3 und wird
durch Phosphorylierung aktiviert. Die PDK phosphoryliert die Proteinkinase B (AKT, PKB), die die
Translokation des GLUT4 vermittelt. Dieser GLUT4 ist maligeblich verantwortlich fiir die
Insulin-induzierte Glucoseaufnahme. Neben dem GLUT4 gibt es weitere Glucosetransporter, die
unabhingig vom Insulin, die Glucoseaufnahme in den Zellen regulieren. GLUT4 jedoch verstérkt die

Glucoseaufnahme, so dass eine Senkung der Blutglucose-Konzentration erreicht wird.
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Abbildung 1: Insulinrezeptor und nachgeschaltete Insulinsignalkaskade

Der Insulinrezeptor ist ein Transmembranprotein, bestehend aus zwei o-und zwei B-Untereinheiten, die durch
Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind. Bindet ein Insulinmolekiil an den beiden extrazelluldren a-Untereinheiten,
so wird eine Konformationsidnderung der beiden transmembranen B-Untereinheiten induziert. Die cytoplasmatische
Tyrosinkinasedomidne der [-Untereinheiten phosphoryliert (P) dabei die Tyrosingruppen der jeweiligen
gegeniiberliegenden -Untereinheit, wodurch die Tyrosinkinaseaktivitét gesteigert wird. Des Weiteren werden durch die
Konformationsédnderung spezifische Bindungsstellen fiir die Adapterproteine IRS 1 und IRS 2 gebildet. Die
Insulinrezeptorsubstrate werden an den Insulinrezeptor gekoppelt und von der Tyrosinkinasedoméne phosphoryliert.
PI3K koppelt an phosphoryliertes IRS 2, wird dadurch aktiviert und phosphoryliert PIP2 der inneren
Plasmamembranschicht zu PIP3. PIP3 verbleibt in der Plasmamembran, bindet und aktiviert die PDK, die wiederum die
Akt/PKB und Proteinkinase C (PKC) durch Phosphorylierung der Seringruppe aktiviert. Die Aktivierung der Akt/PKB
vermittelt die gesteigerte Translokation vom GLUT4 in die Plasmamembran, wodurch sich die Glucoseaufnahme der
Zelle steigert. Die Translokation vom GLUT4 bedarf jedoch der zusétzlichen Aktivierung durch die GTPase Tcl0, die
die erforderliche Anderung im Cytoskelett bewirkt. Dieser Signalweg wird infolge der Phosphorylierung vom Cbl durch
die Tyrosinkinasedoméne des Insulinrezeptors initiiert. Cbl bindet dabei nicht selbst an den Insulinrezeptor und wird
daher vom Cbl-bindenden Protein (aus dem engl.: Cbl associated protein, CAP) an den Insulinrezeptor dirigiert. Cbl
aktiviert tiber die Zwischenschaltung von den Adapterproteinen CrkII und C3G das Rohprotein Tc10.

Die Aktivierung von Akt/PKB und PKC bewirkt durch Aktivierung weiterer cytoplasmatischer Stoffwechselenzyme auch
eine Anpassung des Kohlenhydrat-, Lipid-, und Eiweillstoffwechsels. Das phosphorylierte IRS 1 aktiviert iiber das
Wachstumsfaktorrezeptor-gebundene Protein 2 (aus dem engl.: growth factor receptor bound protein 2, Grb2) und dem
Guaninnukleotid Austauschfaktor Sos (aus dem engl.: son of sevenless, Sos) das Guaninnukleotid-bindende Protein des
Rattensarkomavirus (RAS) und somit iiber die Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade die Genexpression. Beide
Mechanismen stimulieren zusitzlich Zellwachstum und Differenzierung.

Spezifische Phosphotyrosin-Phosphatasen (PTP) dephosphorylieren sowohl den Insulinrezeptor als auch die IRS und
vermindern damit die Wirkung von Insulin.

Quelle: Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie; K. Aktories, U. Forstermann, F. B. Hofmann, K.
Starke; 11. Auflage: 2013
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Die Insulinrezeptoren an den Zielzellen sind im gesunden Zustand im Uberschuss vorhanden. Ein
Uberangebot an Insulin kann zu einer regulatorischen Erniedrigung der nachgeschalteten
Signalkaskade fiihren. Dieser Mechanismus beschreibt die Insulinresistenz, die bei Adipositas zu

beobachten ist.

Des Weiteren steigert Insulin die oxidative Glucoseverwertung, stimuliert die Bildung von Fetten aus
Glucose und hemmt die Umwandlung von Eiweillen zu Glucose in Leber und Muskel. In der
Leberzelle fiihrt Insulin zu vermehrter Glycogenbildung und verringertem Glycogenabbau und somit
zur Bildung eines Glucosedepots. Im Fettgewebe wird durch Aktivierung plasmatischer
Lipoproteinlipasen die Aufnahme freier Fettsduren erhoht. Diese Fettsduren werden in Triglyceride
umgewandelt und im Fettdepot gespeichert. Dabei wird der Abbau von Glucose zu
Acetyl-Coenzym A und die Umwandlung zu Triglyceriden vermehrt. Somit wird die Lipolyse und
damit der Fettabbau und -mobilisierung sowohl im Fettgewebe als auch in der Leber gehemmt. Auch
die Aufnahme von Aminosduren in den Zellen wird durch Insulin verbessert. Durch jeden dieser
genannten Mechanismen wird die Blutglucose-Konzentration erniedrigt und das Energiedepot

aufgeladen.

1.2 Atherosklerose

Als Atherosklerose wird die morphologische Verdnderung der Intima von Arterien bezeichnet, bei
der die Arterien durch Ablagerung und inflammatorischen Reaktionen ihre Funktionalitét verlieren.
Das Endothel, als innerste Schicht der Arterien, verliert dabei die Fiahigkeit sich dem verldngerten
Kontakt mit Leukozyten und Monozyten zu widersetzen. Dadurch kommt es zur vermehrten
Adhision, wobei die Monozyten in die Endothelschicht penetrieren und dort die Eigenschaft von
Makrophagen annehmen. Oxidierte und glycolisierte Lipoproteine im Blut werden durch die
Makrophagen internalisiert, wodurch es zur Bildung von Schaumzellen kommt. Dieser Vorgang wird
durch eine verstiarkte Immunreaktion und oxidativem Stress weiter begiinstigt, so dass die Bildung
sogenannter Plaques in den BlutgefiBBen gefordert wird. Weitere zelluldre Bestandteile binden an
diese, womit nicht nur die Funktion des Endothels gehemmt, sondern die Durchblutung der Arterien

gestort wird, welches sich bis zum akuten Gefaflverschluss entwickeln kann.

Atherosklerose stellt somit das primdre Stadium kardiovaskuldrer Erkrankungen dar. Je nach
Lokalisation kann dieses langfristig zu einem breiten Spektrum von peripheren, zerebralen und

koronaren Durchblutungsstérungen fiihren. Primaér ist dabei die Sauerstoffversorgung der betroffenen
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Organe, wie das Gehirn und das Herz, gestort. Die verminderte Versorgung der Herzmuskulatur
resultiert langfristig in einer Herzinsuffizienz. Ein akuter Verschluss der koronaren Gefafle dullert
sich in einem Herzinfarkt und der der gehirnversorgenden Blutgefile in einem Schlaganfall. Die
beiden hiufigsten Todesursachen der Welt?, ischiimische Erkrankungen am Herzen und Schlaganfall,

stellen solche Durchblutungsstérungen dar.

1.2.1 Die Rolle von Stickstoffmonoxid (NO)

Der durch Prof. Dr. Salvador Moncada und Prof. Dr. Louis J. Ignarro als Stickstoffmonoxid (NO)

identifizierte>>°

endothelabhédngiger Gefal-relaxierender Faktor (aus dem engl. endothelium derived
relaxing factor, EDRF) ist besonders im Gefdflsystem von Bedeutung, da NO dort ein wichtiger
endogener Mediator der vaskulidren Homdostase®® mit multiplen antiatherogenen Eigenschaften ist.
So konnte schon 1980 durch Prof. Dr. Robert F. Furchgott und Kollegen gezeigt werden, dass der
damalige EDRF bzw. NO die Erweiterung der Gefile vermittelt>’. In der folgenden Zeit konnte
gezeigt werden, dass NO die Aggregation von Thrombozyten>®, die Adhision von Monozyten®, die
Proliferation der glatten Muskelzellen® und die Oxidation von Lipoproteinen niederer Dichte (aus
dem engl.: low density lipoprotein, LDL)®' verhindert. AuBerdem besteht eine Interaktion mit
reaktiven Sauerstoffspezies (aus dem engl.: reactive oxygen species, ROS)®?. Eine verminderte
Bildung und Wirkung von NO im Endothel wird als endotheliale Dysfunktion bezeichnet, die durch
die verringerten vasodilatierenden, antiinflammatorischen und antithrombotischen Eigenschaften des
NOs eine negative Auswirkung auf die Pathogenese der Atherosklerose besitzt®3. Anderseits kann

NO als Mediator inflammatorischer Reaktionen®* auch schidliche Eigenschaften besitzen®. So wird

eine schidliche Rolle von NO bei einer Sepsis diskutiert®.
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Abbildung 2: Eigenschaften vom Stickstoffmonoxid im Endothel

NO besitzt multiple protektive Eigenschaften im vaskuldren System, wie die Dilatation der Gefdfle und die Hemmung
der Aggregation von Blutplittchen, der Adhésion von Monozyten, der Proliferation glatter Muskelzellen und der
Oxidation von LDL. Zusitzlich werden die positiven Eigenschaften einer Interaktion mit ROS diskutiert (gestrichelter
Pfeil).

1: Stimulierung, : Inhibition

Quelle: The emerging role of asymmetric dimethylarginine as a novel cardiovascular risk factor; R. H. Boger;
Cardiovascular Research 59: 2003

NO wird unter Abspaltung von L-Citrullin und H>O durch die NO-Synthase (NOS) aus der
Aminoséure L-Arginin freigesetzt®”%. L-Arginin wird dabei durch verschiedene Kationentransporter
(y" Transporter), wie SLC7al und SLC7a2 in die Zelle aufgenommen®. Bislang sind drei
verschiedene Isoforme der NOS mit unterschiedlichen Expressionsmustern in verschiedenen
Geweben bekannt. Die konstitutiv exprimierte, endotheliale NO-Synthase (eNOS) kommt dabei im
namensgebenden Endothel vor. Die ebenfalls konstitutiv exprimierte, neuronale NO-Synthase
(nNOS) wird vor allem im Nervengewebe gefunden. Die induzierbare NO-Synthase (iNOS) wird in
den Zellen des Immunsystems, wie Makrophagen exprimiert und kann im Zuge einer Immunreaktion
auch in anderen Geweben induziert werden. Dadurch kann NO auch eine Cytotoxizitit aufweisen,
die durch Bildung exzessiver Mengen durch die iNOS verursacht ist’’. Die NO-Synthese wird mittels
der  Cofaktoren  Nicotinamidadenindinukleotid = (NADH), Tetrahydrobiopterin  (BHa),

Flavinadenindinukleotid, Flavinmononukleotid und Calmodulin vermittelt’'.
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Abbildung 3: Transport und enzymatische Umsetzung von L-Arginin in der Endothelzelle (EZ)

L-Arginin wird durch y* Transporter in die Endothelzelle aufgenommen, wo es durch das Enzym eNOS zu L-Citrullin
und NO umgesetzt wird.

Die vasodilatierende und relaxierende Wirkung von NO im Endothel ist durch einen Anstieg der
cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP) Konzentration vermittelt’>’?. Dieser Anstieg verursacht

eine Aktivierung der cGMP-abhingigen Signaltransduktion, die zur Vasodilatation fiihrt.

NO
Guanylylcyclase Vasodilatation
cGTP l cGMP 4} Proteinkinase G
glatte Muskelzelle

Abbildung 4: NO-vermittelte Vasodilatation in der glatten Muskelzelle

Nach der Diffusion in die Zelle der glatten Muskulatur aktiviert NO das Enzym Guanylylcyclase, welches die Umsetzung
vom cyclischen Guanosintriphosphat (cGTP) zu cGMP katalysiert. Das cGMP aktiviert die Proteinkinase G, die iiber eine
Signaltransduktion die Vasodilatation stimuliert.
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1.2.2 Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA)

ADMA ist ein im Korper gebildetes Derivat der Aminoséiure L-Arginin. Aufgrund seiner Ahnlichkeit
mit L-Arginin interagiert ADMA mit dem Transport und der enzymatischen Umsetzung von
L-Arginin. Derivate des L-Arginins, wie ADMA und Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA), kdnnen

2474 und somit auch den Verlauf von

als kompetitive Inhibitoren der NOS die NO-Synthese hemmen
atherosklerotischen Erkrankungen beeinflussen. Auflerdem kann ADMA sowie das symmetrische
Dimethylarginin (SDMA) durch eine Inhibition der Kationentransporter die zelluldre
L-Argininaufnahme vermindern”. Durch die kompetitive Inhibition der NOS kann ADMA die

Menge an freigesetztem NO deutlich reduzieren und so zur endothelialen Dysfunktion fiihren.

o
e —
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y~ Transporter —.—l L-Arginin
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r
%
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Abbildung 5: Interaktion zwischen ADMA und dem L-Argininstoffwechsel

ADMA hemmt sowohl den Transport von L-Arginin in die Endothelzelle als auch die enzymatische Umsetzung vom
L-Arginin iiber die eNOS.

ADMA entsteht durch Methylierung von Protein gebundenem L-Arginin durch Enzyme aus der
Familie der Protein-L-Arginin-Methyltransferasen (PRMTs)’®. Nach der Proteolyse zirkuliert freies
ADMA im Korper. ADMA wird enzymatisch durch die Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
(DDAH)"778 abgebaut oder direkt renal eliminiert**. Von der DDAH sind bislang zwei Isoformen

bekannt.
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Abbildung 6: Biosynthese und enzymatische Umsetzung von ADMA

An Protein gebundenes L-Arginin wird durch die Enzyme PRMT methyliert, so dass bei der Proteolyse des Proteins
ADMA freigesetzt wird. ADMA wird durch die Enzyme DDAH zu L-Citrullin metabolisiert oder renal ausgeschieden.

Klinische Studien haben gezeigt, dass eine hohe ADMA-Konzentration im Plasma auch mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit kardiovaskulidrer Ereignisse und Mortalitit assoziiert ist?>. Erhohte

ADMA-Konzentrationen wurden in verschiedenen pathologischen Zustinden, wie unter anderem

79,80,81 82,83 84,85

chronisches Nierenversagen®*, Hypercholesterolamie Herzinsuffizienz Hypertonie
9 9 9 b

koronare Herzerkrankungen®®, Schlaganfall®” und Diabetes mellitus vom Typ I1*, beschrieben.

1.3 NO und ADMA beim Diabetes mellitus

Dass erhohte Plasma-ADMA-Konzentrationen von klinischer Bedeutung sind, mit einem erhohten
Risiko fiir die Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen und auch Tod einhergehen, ist durch

klinische Studien fiir viele Patientengruppen bereits gezeigt worden?’.

Die Bedeutung erhdhter Plasma-ADMA-Konzentrationen ist jedoch bei Patienten mit Diabetes
mellitus nach wie vor ungeklirt. In verschiedenen Studien wurden sowohl erhohte?®3%3132,
unverinderte’® als auch erniedrigte’> ADMA-Konzentrationen bei Diabetikern festgestellt. Die

Assoziation zwischen ADMA und Mortalitit bei Diabetikern ist bisweilen widerspriichlich®**. Zum

14
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einen wurden hohe ADMA-Konzentrationen mit einem erhohten Risiko flir kardiovaskulére
Ereignisse verbunden®. Zum anderen wurde in einer groen populationsbasierten Untersuchung, der
Framingham-Offspring Studie?’, anders als erwartet, gezeigt, dass gerade bei dieser Patientengruppe
der gegenteilige Effekt zu beobachten war. Wéhrend in der Patientengruppe ohne Diabetes das
Mortalititsrisiko mit hoheren ADMA-Konzentrationen stieg, war bei Diabetikern diese Korrelation

aufgehoben. Das Mortalititsrisiko sank tendenziell sogar bei hohen ADMA-Konzentrationen.

Subjects w/o diabetes (N = 2,948) Subjects with diabetes (N = 372)
3.0 — * 3.0 —
2.5 — 2.5 —
L 2.0 — £ 2.0 —
o []
o o
T 1.5 T 15—
g 5
T 1.0 i | T 1.0 l
0.5 — 0.5 — | ‘ |
0.0 0.0
al Q2 Qa3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4
ADMA Quartiles ADMA Quartiles
*p=0.01
vs. 13t quartile

Abbildung 7: Relation zwischen Plasma-ADMA-Konzentrationen und Mortalitét in der Framingham-Offspring Studie

Die Studienteilnehmer wurden in vier Quartile mit steigender Plasma-ADMA -Konzentration unterteilt (Q1-Q4). Wahrend
in der Patientengruppe ohne Diabetes das Quartil mit der hochsten Plasma-ADMA-Konzentration ein hoheres
Mortalitdtsrisiko (Hazard Ratio) aufwies, war in der Patientengruppe mit Diabetes keine gesteigerte Sterblichkeitsrate in
den Quartilen mit hdherer Plasma-ADAM-Konzentration zu verzeichnen.

Quelle: Plasma asymmetric dimethylarginine (ADMA) and incidence of cardiovascular disease and mortality in the
community; R. H. Boger, L. M. Sullivan, E. Schwedhelm et al.; Circulation 199: 2009

Dies fiihrte zu Fragestellungen nach der Bedeutung von ADMA und NO bei Diabetes mellitus.
Einerseits besitzt NO neben den antiatherogenen Eigenschaften einen positiven Einfluss auf die
Glucoseaufnahme in insulinsensitiven Muskelzellen®®. Bestitigt wird dieser Einfluss dadurch, dass
in eNOS™- und nNOS”-Méusen eine Insulinresistenz gezeigt wurde®®. AuBerdem stellt eine hohe
ADMA-Konzentration als Hemmstoff der NO-Produktion einen Risikofaktor fiir kardiovaskuldre
Ereignisse dar, die wiederum im Bezug zu Diabetes stehen. Eine endotheliale Dysfunktion kann die
Entstehung von Insulinresistenz durch eine verschlechterte kapillare Versorgung von

insulinsensitivem Gewebe mit Insulin begiinstigen®'.

Andererseits spiegeln diese Erkenntnisse eine physiologische NO-Produktion wider. Die fiir den

Typ II charakteristische Adipositas und Insulinresistenz gehen mit einer chronisch subklinischen

15
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Inflammation einher®?>. Eine verstiirkte Expression der iNOS und eine exzessive NO-Produktion
konnte bereits in diesem inflammatorischen Zustand bei Diabetikern gezeigt werden®*. Die verstirkte
Expression der iNOS resultierte dabei in einer Schiadigung der Muskelzellen und einer
verschlechterten Insulinsensitivitit. Diese pathologische Menge an NO fiihrt zur Bildung reaktiver
Nitrogenspezies (RNS), die die Entstehung der Atherosklerose begiinstigen®®. Experimentelle
Arbeiten anderer Gruppen konnten bereits zeigen, dass der hierbei entstehende nitrosative Stress auch
zur Nitrosylierung von Proteinen der Insulinrezeptorsignalkaskade, wie Akt/PKB®® oder IRS 1%
fiihrt, wodurch die Insulinresistenz weiter gefordert wird®’. In diesem Zusammenhang wire eine
Inhibition der iNOS durch ADMA eine Moglichkeit den nitrosativen Stress und dessen

Auswirkungen abzuschwéchen.

Des Weiteren konnte die hohe Glucose-Exposition der Endothelzellen im diabetischen Zustand zu
einer Entkopplung der eNOS fiihren?®. Bei der Entkopplung der eNOS ist die Oxidation von
L-Arginin und Sauerstoff zu NO, H,O und L-Citrullin aufgrund eines Mangels an Cofaktoren, wie
BH4 gestort, so dass nur noch Sauerstoff zu Sauerstoffradikalen oxidiert wird®>!%’. Dadurch wird
oxidativer Stress'®! verursacht, welcher wiederum die Atherosklerose begiinstigt. Durch die
Hemmung der DDAH und Steigerung der PRMT beeinflusst oxidativer Stress direkt die
ADMA-Konzentration'”?,  Oxidativer Stress begiinstigt auch die Entwicklung einer
Insulinresistenz'%*!%, Zusitzlich kann das exzessiv freigesetzte NO mit freien Sauerstoffradikalen zu
Peroxinitrit reagieren'®, welches durch nitrosativen Stress eine Zelltoxizitit aufweist'%. Dies fiihrt

195 Hinzu

zu einer verstdrkten Beeintrdchtigung von Proteinen und Enzymen, die nitrolysiert werden
kommt, dass Peroxinitrit einen essentiellen Cofaktor der eNOS, das BHa, oxidiert. Der
Substratmangel und der Mangel an Cofaktoren fithren zur Entkopplung der eNOS'%’. In diesem

Kreislauf wire eine Hemmung der NOS bis zu einem bestimmten Grad vorteilhaft.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Der Zusammenhang zwischen Insulinresistenz, Diabetes und chronischer Inflammation auf der einen
Seite mit dem NO-Stoffwechsel und ADMA auf der anderen Seite ist weitgehend widerspriichlich.
Der zugrundeliegende Mechanismus ist nach wie vor unklar, so dass das Ziel der Forschungsarbeit
war, diesen Zusammenhang genauer zu untersuchen und mogliche biochemische Mechanismen offen
zu legen. Dabei wurde sich primédr mit der Frage beschiftigt, ob und wie die Inhibition der
NO-Synthese durch erhohte Plasma-ADMA-Konzentrationen beim Diabetiker von Vorteil sein

konnte.
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In einem Diit-induzierten Adipositas (DIO) Tiermodell, in dem die fiir die DDAHI1 codierende
Gensequenz ausgeschaltet worden ist, sollte der Einfluss von erhohten ADMA-Konzentrationen auf
die Entwicklung von Adipositas und die Glucosehomdostase bestimmt werden. Dadurch konnte
ermittelt werden, ob ADMA einen direkten Einfluss auf die Entstehung einer Adipositas und die
Entwicklung einer Insulinresistenz besitzt und wie sich dieser auswirkt. Des Weiteren sollten die
Insulinsensitivitidt und die Expression der iNOS in Fett- und Muskelzellen anhand von Gen- und

Proteinexpressionsanalysen bestimmt werden.

Unterstiitzend wurde in in-vitro Untersuchungen der Frage nach der Auswirkung der iNOS-Induktion
und ADMA auf die Glucoseaufnahme und die Insulinrezeptorsignalkaskade insulinsensitiver Zellen
nachgegangen. Die Induktion der iNOS in Fett- und Muskelzellen wird dabei mit einem
Cytokin-Cocktail, bestehend aus fiir die subklinische Inflammation charakteristischen Chemokine,

ermdglicht.

Die Auswirkung der iNOS-Induktion und ADMA wurde auch in Insulin-produzierenden B-Zellen
untersucht. Hierbei wurde der Einfluss auf die Sekretion von Insulin und allgemein auf die Viabilitét

der Zellen untersucht.

Zusammengefasst sollten folgende Fragen beantwortet werden:

Wie beeinflussen hohe ADMA-Konzentrationen die Entwicklung der Adipositas und die Entstehung

der Insulinresistenz?

Wirken sich hohe ADMA-Konzentrationen auf die Glucosehomodostase aus und welcher

Mechanismus liegt zugrunde?

Wie wird die Glucoseverwertung insulinsensitiver Zellen durch eine vermehrte Expression der iNOS

verringert und wird sie durch ADMA beeinflusst?

17
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Substanzen, Reagenzien, Puffer, Losungen, Laborgeréte und

sonstige Materialien sind im Anhang (s. Kapitel 6.1.1: Materialien) detailliert aufgelistet.

2.2 In-vivo Untersuchungen im Tiermodell

2.2.1 Versuchstiere und Genehmigung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um maéannliche C57BL/6-Méuse, bei denen die fiir die
DDAHI1-Expression zustindige Gensequenz ubiquitdr ausgeschaltet wurde. Als Kontrolle dienten
minnliche Wildtyp-Geschwister, bei denen die DDAHI vollstindig exprimiert wurde. Es wurden
ausschlieBlich ménnliche Tiere verwendet, um den Einfluss hormoneller Schwankungen zu
minimieren. Die Tiere wurden in der Versuchstierhaltung des Universititsklinikums
Hamburg-Eppendorf (UKE) geziichtet und dort gehalten. Die Untersuchung der DDAH1”"-Méuse
und die damit zusammenhédngenden Versuche an Wirbeltieren wurden vom Amt flir Gesundheit und

Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg unter der Nummer 15/11 genehmigt.

2.2.2 Die Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase-Knockout
(DDAH1”") Maus

Die im Tiermodell verwendeten DDAHI”-Miuse wurden von der Arbeitsgruppe um
Prof. Dr. YingJie Chen generiert!®. Dafiir wurde zunichst ein pPGEM-Teasy-Vektor (Promega Co.)
der 132 kb gro3en DDAH1-Gensequenz, bei der eine Neomycinresistenz und eine flox-Schnittstelle
im Exon 4 eingefiihrt wurden, mittels homologer Rekombination kloniert. Danach erfolgte durch
Elektroporation in embryonalen Stammzellen das Einbringen des Vektors in die Gensequenz der
Tiere. Durch das Kreuzen der DDAHIM¥* Miuse mit Protamin-Cre transgenen Miusen
(The Jackson Laboratory) wurde der globale Knockout aufgrund der Elimination des Exons 4

wihrend der Spermatogenese ermoglicht. Das Kreuzen dieser Médnnchen mit WT-Weibchen

18



Materialien und Methoden In-vivo Untersuchungen im Tiermodell

ermdglichte die Generierung heterozygoter (het.) globaler DDAH1"

-Méuse. In den homozygoten
DDAHI1”"-Miusen des daraus gebildeten Inzucht-Stamms konnte durch das Fehlen des Exons kein

funktionstiichtiges Protein gebildet werden.

2.2.3 Das Diét-induzierte Adipositas (DIO) Mausmodell

Das in den in-vivo Untersuchungen zum Generieren einer Insulinresistenz und somit auch eines
diabetischen Zustandes verwendete Diét-induzierte Adipositas (aus dem engl.: diet induced obesity,
DIO) Mausmodell, orientierte sich an einem von den Jackson Laboratory etablierten Mausmodell'%.
Die verwendete Didt bestand aus einer erhohten Kalorienzufuhr, die durch Gabe einer
hochkalorischen Nahrung mit 60% Fettanteil erreicht wurde. Die Zusammensetzung des verwendeten
EF R/M Futters (sniff Spezialdidten GmbH) war dem von den Jackson Laboratory verwendeten
D12492 (Research Diets Inc.) nachempfunden, wobei die Versorgung mit essentiellen Vitaminen und
Spurenelementen gewéhrleistet war. Bei der Kontrollgruppe bestand die verwendete Nahrung aus
einem Standardfutter mit 10% Fettanteil. Nachdem die Jungtiere drei Wochen durch das Muttertier
erndhrt wurden, wurden sie direkt der DIO-Gruppe entsprechend mit dem sniff EF R/M Futter bzw.
in der Kontrollgruppe mit dem Standardfutter gefiittert. Um die Manifestation einer Adipositas bzw.
einer Insulinresistenz zu iiberpriifen, wurden in regelméBigen Zeitabstinden das Gewicht und die
Blutglucose-Konzentration der Tiere bestimmt. Des Weiteren wurden gleichzeitig Blutproben
entnommen und in der 17. Woche ein oraler Glucose-Toleranztest (OGTT) durchgefiihrt. Nach einer
einwOchigen Beobachtungsphase erfolgte die Totung der Tiere, um die Organe fiir weitere
Untersuchungen entnehmen zu kénnen und die Funktionalitit des Endothels in einem Organbad der

Aortensegmente zu tiberpriifen.
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Gewicht
Blutzucker Gewicht
Geburt Gewicht Blutentnahme OGTT

1\ Woche 3 Woche 8 Woche 16 Woche 18
| | | |

| | | | >

Woche 0 Woche 4 Woche 12 Woche 17

Start der Diiit Gewicht Gewicht Totung
fiir die DIO-Gruppen Blutzucker Blutzucker Blutentnahme
Blutentnahme Blutentnahme Organentnahme

Organbad der Aorta

Abbildung 8: Zeitplan und Versuchsablauf des DDAH 17--DIO-Mausmodells

Der Zeitplan zeigt von links nach rechts die Reihenfolge der Untersuchungen jeder einzelnen Maus, beginnend mit der
Geburt. Die erfassten Parameter, wie die Bestimmung des Gewichts oder des Blutzuckers, und Interventionen, wie der
Start der Diét, sind mit dem Wochenalter der Tiere dargestellt.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

Bei der Arbeit mit den Versuchstieren wurden die Richtlinien der Gesellschatft fiir Versuchstierkunde
(GV-SOLAS)!'? eingehalten. Alle Teilnehmer der Studie hatten den Felasa B Kurs absolviert. Die
Tiere wurden bis zur 14. Woche hinter einer Barriere in der Tierhaltung des UKEs gehalten. In der

14. Woche erfolgte ein Transfer in die Forschungseinrichtung Campus Forschung des UKEs.
2.2.4.1 Préparation genomischer Desoxyribonukleinsauren (DNA)

Aus Mausschwanzbiopsien

Zur Bestimmung des Genotyps der Tiere und die darauf beruhende Einteilung in die jeweilige
Knockout (KO) oder Wildtyp (WT) Gruppe der tierexperimentellen Untersuchungen, erfolgte zuvor
die Isolierung genomischer Desoxyribonukleinsduren (DNA) aus Biopsien der Mausschwanzspitze

innerhalb der ersten drei Wochen nach der Geburt.

Fir die Genotypisierung wurden zundchst der Tail lII-Puffer und der low
Tris-Ethylendiamintetraessigsdure (lowTE) Puffer angesetzt (fiir die Zusammensetzung
s. Kapitel 6.1.1.2). Um das Gewebe zu 16sen und die Nukleinsduren freizusetzen, wurde die Biopsie
in einem 2mL Mikroreaktionsgefdl in 500 pL des zuvor mit 20 pL 20 mg/uL Proteinase K
versetzten Tail III-Puffers bei 56 °C und 700 rpm iiber Nacht auf einem Orbitalschiittler
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(ThermoMixer® Compact, Eppendorf AG) inkubiert. Nach der Inkubation wurde durch Zugabe von
500 uL DNA-Isolierungsreagenz, die Nukleinsduren isoliert und das Gemisch fiinf Minuten iiber
Kopf invertiert. Die Fillung der DNA erfolgte durch Zugabe von 1 mL absoluten Ethanols,
zehnminiitigem {iber Kopf Invertieren des Gemisches und dreiminiitiger Inkubation bei
Raumtemperatur. Die so gefillte DNA wurde bei 4 °C und 12 000 rpm 15 Minuten zentrifugiert
(5415R, Eppendorf AG), der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 100 pL 70% Ethanol
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation bei 4 °C und 12 000 rpm fiir 15 Minuten wurde der
Uberstand erneut verworfen. Zum Trocknen des DNA-Pellets, wurden die restlichen Ethanol
Riickstinde mit einem Wattestibchen entfernt und durch 15 Minuten iiber Kopf Lagern des
Mikroreaktionsgefdfles bei Raumtemperatur abgedampft, wobei immer darauf geachtet wurde, dass
das DNA-Pellet nicht beriihrt wurde. Das DNA-Pellet wurde in 100 uL lowTE-Puffer resuspendiert
und auf dem Orbitalschiittler bei 37 °C und 700 rpm fiir 30 Minuten wieder geldst. Die Reinheit und
die Konzentration der gelosten DNA konnten mittels eines Mikrovolumenspektralphotometers

(NanoDrop™ ND-1000, Thermo Fisher Scientific Inc.) bestimmt werden.
Aus Gewebeproben

Eine Nachgenotypisierung zur Verifikation des Genotyps der Tiere erfolgte anhand aus
Nierengewebe isolierter genomischer DNA. Dabei erfolgte die Prdparation der DNA aus den
Gewebeproben analog zur Priaparation aus Mausschwanzbiopsien. Da das Gewebe sich schwerer als
die Mausschwanzbiopsie im Tail III-Puffer 16ste, wurde vor der iiber Nacht Inkubation
50 mg Gewebe in einer Kugelmiihle (Qiagen® Tissue Lyser, Retsch GmbH) bei einer Frequenz von

30 Hz zweimal fiir zwei Minuten zerkleinert und homogenisiert.
2.2.4.2 Genotypisierung der Versuchstiere anhand genomischer DNA

Die Bestimmung des Genotyps der Méuse erfolgte in zwei Schritten. Der erste Schritt bestand aus
einer Amplifikation der jeweiligen WT- und KO-Gensequenz der DNA mittels einer Polymerase
Kettenreaktion (PCR). Der zweite Schritt bestand in der Visualisierung dieser Gensequenzen nach

einer den MolekiilgroBen entsprechenden Auftrennung mittels einer Agarosegel-Elektrophorese.

21



Materialien und Methoden In-vivo Untersuchungen im Tiermodell

Polymerase Kettenreaktion

fDDAHI-WT 5-AAT CTG CAC AGA AGG CCC TCA A-3°
rDDAHI1-WT 5-ATT GTT ACA AGC CCT TAA CGC-3’
fDDAHI-KO 5-TGC AGG TCG AGG GAC CTA ATA ACT-3’
rDDAHI-KO 5-AAC CAC ACT GCT CGA TGA AGT TCC-3’

Tabelle 1: Gensequenz der verwendete DDAH1-Primer zur Bestimmung des Genotyps

Fir die WT- bzw. KO-Gensequenzen wurde zunéchst fiir jede Probe je ein Master Mix mit den
spezifischen Primer der Tabelle 2 entsprechend hergestellt, kurz durchmischt und zentrifugiert.
Danach wurden die Master Mixe der Probenmenge entsprechend in 0,2 mL Mikroreaktionsgefif3e
aliquotiert und jeweils 2 uL der Proben-DNA bzw. nH>O als negativ oder eine positiv Probe
dazugegeben. Es wurde nukleasefreies Wasser verwendet, um die von Ribonukleasen verursachte
Spaltung von Einzelstrang-DNA zu unterbinden. Der Polymerase-Puffer ermdglicht eine optimale
Salzkonzentration und pH-Wert Einstellung im Aktivititditsmaximum der thermostabilen
Taq-DNA-Polymerase, die bei 72 °C arbeitet. Die Polymerase ben6tigt fiir ihre Aktivitdit MgCl,, das
zusitzlich die Hybridisierung, die Stabilitdt der Einzelstrang-DNA und die Bildung von

Primer-Dimeren beeinflusst.

Volumen pro Probe [uL]

nH>O 17,4
Tagq-DNA-Polymerase-Puffer 10 x 2,5
MgCl 25 mM 1,5
dNTPs 10 mM 1

Taq-DNA-Polymerase 5 000 U/mL 0,2
forward Primer 0,2
reverse Primer 0,2

Tabelle 2: Zusammensetzung des Master Mixes pro Probe fiir die DNA-Amplifikation

Im Thermozykler (Mastercycler® Epigradient, Eppendorf AG) wurde ein Programm zur
Amplifikation der DNA-Sequenzen entsprechend Tabelle 3 ausgewihlt. Dieses erfolgte in 35 Zyklen
mit drei Phasen, wobei sich die entsprechenden DNA-Abschnitte bei jedem Zyklus theoretisch
duplizierten. In der ersten Phase wurde die Doppelstrang-DNA bei 94 °C denaturiert, das heif3t die
Konformation der Doppelstrang-DNA spaltete sich in Einzelstrang-DNA auf, so dass die Primer sich

in der zweiten Phase, der Hybridisierung, an den komplementiren Zielsequenzen der nun
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Einzelstrang-DNA anlagern konnten. In der dritten Phase, der Elongation, begann die Polymerase
von den Primer-Sequenzen ausgehend, die komplementdre DNA durch Einsetzen der entsprechenden
Nukleotide zu synthetisieren. Durch die Abbriiche an den Primer-Sequenzen wurde vermehrt allein
die Sequenz zwischen den Forward und Reverse Primer dupliziert. Die Amplifikation der
DNA-Gensequenzen konnte somit nach 35facher Wiederholung beendet und diese bei 4 °C gelagert

werden.

Phase Temperatur [°C] Zeit [s] Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94 120

Denaturierung 94 20

Primer-Hybridisierung 54,9 20 35 x
Elongation 72 45

Finale Elongation 72 300

Tabelle 3: Temperaturprogramm der PCR

Agarosegel-Elektrophorese

Fir den zweiten Schritt wurde zunichst ein 2% Agarosegel in
0,5 x Tris-Borat-Ethylendiamintetraessigsdure (TBE) Puffer (fir die Zusammensetzung
s. Kapitel 6.1.1.2) unter Zugabe von Ethidiumbromid hergestellt. Das Agarosegel bildete somit ein
engmaschiges Netz, welches die Wanderung von Molekiilen in Relation zu ihrer Molekiilgrof3e
verlangsamte. Ethidiumbromid dient, wegen der Fdhigkeit sich in die DNA-Doppelstringe zu
interkalieren und dem Absorptionsmaximum im ultravioletten (UV) Bereich, zur Visualisierung der

DNA im Agarosegel.

Dafiir wurde zunichst das Gestell mit einem Kamm aufgebaut um spitere Probentaschen zu
generieren, 3 g Agarose wurde in 150 mL 0,5 x TBE-Puffer gegeben und durch Aufkochen in einer
Mikrowelle gelost. Nach kurzem Abkiihlen auf ca. 50 °C und noch im fliissigen Zustand wurde
7,5 pL Ethidiumbromid zugegeben und die Losung gemischt. Darauthin wurde die Agarose-Losung
in das Gestell gegossen, um dort auszuhidrten. Die amplifizierten Proben wurden wihrenddessen mit
5 uL 6 x Loading Dye beschwert und 5 pl dieser Losung in die Probentaschen des Agarosegels
aufgetragen. Ein Molekulargewichtsmarker mit bekannten DNA-GroBen wurde zusétzlich
aufgetragen und eine elektrische Spannung von 110 V angelegt, um die Proben der Gré8e nach fiir
90 Minuten aufzutrennen. Die Nukleinsduren wanderten dabei aufgrund ihrer negativ geladenen

Phosphatgruppen in Richtung der Anode und wurden aufgrund von der Molekulargréfe abhdngigen
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unterschiedlichen Geschwindigkeit getrennt. Nach der Elektrophorese konnte das interkalierte
Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert und fotografiert (ChemieGenius® Bio Imagining System,
Synoptics Ltd.) und anhand des mitgelaufenen Markers die Molekiilgroe der Gensequenz bestimmt

werden.

2.2.4.3 Blutentnahme

Vor jeder Blutentnahme erhielten die Tiere sechs Stunden keine Nahrung, um die niichternen
Blutglucose- und Plasma-Insulin-Konzentrationen zu erhalten. Die Blutentnahme der Tiere in der 8.,
12. und 16. Woche erfolgte submandibulédr durch Punktion der Vena facialis im Unterkieferbereich
mit einer Lanzette. Die Stauung der Vene erfolgte durch die Fixation am Nacken der Tiere, wodurch
zusitzlich die Gesichtshaut zuriickgezogen und die Einstichstelle 3 mm bis 4 mm dorsokaudal des
Haarwirbels am Unterkiefer freigelegt wurde. Dadurch konnten bis zu 150 pL Vollblut entnommen

werden, das in einem Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Blutentnahmegefil} aufgefangen wurde.

Die finale Blutentnahme erfolgte in Woche 18 unter Narkose mit Isofluran. Unter der Betdubung
wurde die Bauch- und Brusthohle gedffnet und mit einer Spritze eine Punktion des Herzens
durchgefiihrt und das so entnommene Blut in ein EDTA-Blutentnahmegefal3 iiberfiihrt. Der Tod trat

dadurch in der Narkose ein.

2.2.4.4 Bestimmung der Blutglucose-Konzentration

Die Messung der Glucose-Konzentration erfolgte im Vollblut, welches den Tieren entnommen und
in ein EDTA-Blutentnahmegefd3 {iberfiihrt wurde. Dabei wurde ein Teststreifen in ein
Blutzuckermessgerit (Freestyle Lite, Abbott GmbH & Co. KG) eingefiihrt, ca. 0,5 pL des Vollblutes
mittels einer Mikropipette aufgetragen und die Blutglucose-Konzentration konnte direkt am Gerét

abgelesen werden.

2.2.4.5 Gewinnung der Plasmaproben

Die Gewinnung der Plasmaproben aus dem Vollblut erfolgte durch Zentrifugation (5424R,
Eppendorf AG) der Proben bei 4 °C und 5 000 rpm fiir 20 Minuten ziigig nach der Blutentnahme und

der Blutzuckermessung. Der Uberstand wurde mittels einer Mikropipette in ein neues
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1,5 mL Mikroreaktionsgefdl} tiberfiihrt und zur weiteren Untersuchung bei -80 °C gelagert, wiahrend

der Blutkuchen entsorgt wurde.

2.2.4.6 Organentnahme

Bei der Entnahme der Organe erfolgte primér der schnelle Zugriff auf die Aorta, die unbeschadigt
und moglichst als Ganzes entnommen und in einem auf Eis gekiihlten Organbadpuffer gelagert
wurde. Danach wurden Herz, Lunge, Niere, Leber, Pankreas, Muskelgewebe vom Oberschenkel,
epididymales (weilles) Fettpolster und braunes Fettgewebe entnommen. Die Organe wurden alle in
phosphatgepufferter Losung (PBS) gewaschen, in einer Aluminiumfolie eingewickelt und in
fliissigem Stickstoff eingetaucht um einen schnellen Einfrierprozess zu gewdéhrleisten. Nach

Uberfiihrung in ein 2 mL Mikroreaktionsgefd wurde das Gewebe bei -80 °C gelagert.

2.2.4.7 Wigung der Fettpolster

Die Bestimmung des Gewichts der epididymalen Fettpolster erfolgte mittels einer Analysenwaage
(CP 225 D, Sartorius AG). Nach der Entnahme wurden die Fettpolster zweimal in PBS gewaschen
und kurz auf einem Zellstofftuch getrocknet. Ein kleiner Teil der Fettpolster wurde fiir eventuelle
weitere Untersuchungen bei -80 °C eingefroren, wihrend der restliche Anteil in 4% Formaldehyd

konserviert wurde.

2.2.5 Oraler Glucose-Toleranztest (OGTT)

In der 17. Woche wurde bei den Tieren ein oraler Glucose-Toleranztest (OGGT) durchgefiihrt, um
die Reaktion der B-Zellen auf Glucosezufuhr und insbesondere die Insulinsensitivitit zu untersuchen.

"1 wurden die Tiere mindestens sechs Stunden vor der Untersuchung

Bei der verwendeten Methode
niichtern gehalten. Die Tiere wurden gewogen und das Volumen einer 20% Glucose-Losung
errechnet, um eine Dosis von 2 g Glucose pro kg Gewicht zu erreichen. Den Tieren wurde durch
Punktion der Vene am Mausschwanz Blut entnommen, um die basale Glucose-Konzentration mittels
eines Blutzuckermessgerits (Freestyle Lite, Abbott GmbH & Co. KG) zu bestimmen. Mithilfe einer
Magensonde wurde den Tieren das errechnete Volumen der Glucose-Losung verabreicht. Es folgten

weitere Blutzuckermessungen nach 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten durch Punktion der
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Mausschwanzvene. Aus den ermittelten Blutglucose-Werten konnte ein Verlauf erstellt werden,

welcher Riickschliisse auf die Insulinsensitivitit der Tiere ermdglichte.

2.2.6 Untersuchung der Kontraktion und Relaxation von

Aortensegmenten im Organbad

Die Funktionalitdt des Endothels wurde mit einem Organbad der Aortensegmente iiberpriift. Die
priparierten Aorten wurden an einer Apparatur aufgehdngt in ein Bad eingelassen. Die Aorten
kontrahierten durch Zugabe von vasokonstruktivem Prostaglandin F», (PGF2,). Die dabei auf die
Apparatur ausgelibte Zugkraft, konnte mithilfe eines elektrischen Messgerites bestimmt werden.
Durch Zugabe von Acetylcholin (ACh) dilatierten die Aorten und durch die Messung der

Kraftabnahme konnte die endothelabhéngige Vasodilatation gemessen und verglichen werden.

Vor der Untersuchung wurden ein Organbad-Puffer, eine 2 M Kaliumchlorid-Losung, eine
0,01 M Prostaglandin Foo (PGF2,) Losung und eine 0,01 M Acetylcholin-Stammldésung, wie in
Kapitel 6.1.1.2 beschrieben, hergestellt. Nach der Entnahme wurden die Aorten im Organbad-Puffer
gewaschen und in einer Petrischale mit Organbad-Puffer auf Eis iiberfiihrt und préapariert. Die Aorten
wurden mit einer feinen Schere und einer Pinzette vom umliegenden Bindegewebe befreit, wobei
unter Zuhilfenahme einer Lupe darauf geachtet wurde weder das Endothel noch das Muskelgewebe
der Aorten durch starkes Zupfen, Schneiden oder mechanischem Druck zu beschéddigen. Die Aorta
wurde in zwei 4 mm lange Segmente geschnitten und mithilfe einer Insulinspritze und einer Kaniile
durchspiilt, um etwaige Blutreste im Lumen zu entfernen. Zwei zu Triangeln geformte Metalldrihte

wurden vorsichtig durch das Lumen gefiihrt, um damit die Aorten an der Apparatur aufzuhéngen.

Kraftmessgeriit

&
v

Abbildung 9: Aufhingung der Aortensegmente an den Drahttriangeln

Zwei Drahttriangeln wurden durch das Lumen der Aorta gefiihrt und an die Apparatur aufgehingt. Eine Triangel wurde
an eine feste unbewegliche Authdngung montiert, die andere an ein Kraftmessgerit.
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Die Triangeln wurden durch die Apparatur so weit auseinandergezogen, bis sich eine Spannung
aufgebaut hatte. Die Gewichtskraft, die durch die Aorta ausgeilibt wurde, konnte mittels eines
Kraftmessgerdtes (Isometric transducer, Kent Scientific Corporation) gemessen und in diesem
Zustand tariert werden. Die Drahttriangeln wurden unter Beibehaltung der Spannung in 25 mL, auf
37 °C temperiertem, Organbad-Puffer eingetaucht, wobei dem Puffer kontinuierlich Carbongas
(CO2+02) zugefiihrt wurde, um in-vivo Bedingungen zu simulieren. Die ausgeiibte Gewichtskraft
wurde durch weiteres Auseinanderziehen der Triangeln, alle sieben Minuten in 0,2 g Schritten, auf
einen Wert von 1,1 g erhoht. Nach weiteren sieben Minuten wurde durch die Zugabe von
1 mL 2 M Kaliumchlorid-Losung die Aorta zur Kontraktion gebracht. Dadurch erhohte sich die
Spannung und dementsprechend die sich damit auswirkende Gewichtskraft. Wiirden die Aorten unter
Zugabe von Kaliumchlorid nicht kontrahieren, wére dieses ein Indiz fiir eine mechanische
Beschéddigung der Aorten. Jedoch traf dieses bei keiner der Aorten zu. Der Organbad-Puffer wurde
darauthin erncuert und wieder mit Kaliumchlorid versetzt, um die Funktionalitdt der Aorten zu
bestitigen und diese auch ex-vivo zu konditionieren. Das Organbad und damit die Aortensegmente
wurden zweimal mit dem Puffer durchspiilt und wieder in 25 mL Organbad-Puffer eingetaucht. Nach
der Stabilisierung der Spannung bei 1,1 g wurde erneut 1 mL 2 M Kaliumchlorid-Ldsung
dazugegeben und ca. 20 Minuten gewartet, bis sich die Spannung wieder stabilisiert hatte. Dieser
Vorgang wurde wiederholt und wihrenddessen eine Acetylcholin-Verdiinnungsreihe
(s. Kapitel 6.1.1.2) hergestellt. Nach weiteren 20 Minuten wurde 10 uL einer 0,01 M PGF24-Lésung
dazugeben und unter Umstdnden wiederholt, bis eine Gewichtskraft von 2,1 g erreicht wurde. Durch
Zugabe der Acetylcholin-Verdiinnungsreihe nach dem Schema in der Tabelle 4 erfolgte eine
schrittweise Dilatation. Die Konzentration wurde in ca. zwei Minuten Intervallen, genau zu dem
Zeitpunkt, zu dem sich nach dem Spannungsabfall ein Plateau eingestellt hatte, erhoht und die

Gewichtskraft aufgezeichnet.
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Konzentration ACh Losung  Additive Zugabe ACh [pL] Endkonzentration im Organbad [M]

10 25 10
10 50 1083
10 17,5 10°®
107 50 1073
10 17,5 107
10 50 1063
102 17,5 10
107 50 1053

Tabelle 4: Verabreichung der Acetylcholin (ACh) Verdiinnungsreihe im Organbad

Nach zweimaligem Durchspiilen mit dem Puffer, wurden die Aortensegmente wiederum in
25 mL Organbad-Puffer eingetaucht und 20 Minuten bis zur Stabilisierung der Spannung gewartet.
Wihrenddessen wurde eine Nitroglycerin (NTG) Verdiinnungsreihe (s. Kapitel 6.1.1.2) hergestellt.
Nach der erneuten Zugabe von PGF2, bis zum Erreichen einer Gewichtskraft von 2,1 g, wurde die
Nitroglycerin-Verdiinnungsreihe wie in Tabelle 5 beschrieben zugesetzt. Dabei wurden die Messung
und die Zugabe erneut in 2 Minuten Intervallen durchgefiihrt, wenn sich die Gewichtskraft in einem

Plateau befand.

Konzentration NTG Losung [M]  Additive Zugabe NTG [uL]  Endkonzentration im Organbad [M]

10 25 107
10 50 1083
107 17,5 1078
107 50 1073
10 17,5 107
10 50 1003
102 17,5 10
107 50 103
102 17,5 10°
1072 50 1043

Tabelle 5: Verabreichung der Nitroglycerin (NTG) Verdiinnungsreihe im Organbad
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2.2.7 Enzymgekoppelte Immunosorbenz Untersuchung von Insulin

(Insulin-ELISA)

Die Messung der Insulin-Konzentration erfolgte aus den Plasmaproben der Tiere mit einer
kommerziellen, enzymgekoppelten Immunosorbenz Untersuchung von Insulin (aus dem engl.
enzymelinked immunosorbent assay, Insulin-ELISA) der Firma Mercodia AB, nach dessen
Packungsbeilage die Losungen und der Puffer angesetzt wurden und die Untersuchung durchgefiihrt
wurde. Die Plasmaproben wurden dafiir zunidchst mit dem Kalibrator 0 im Verhiltnis 1:1 verdiinnt
und jeweils 10 pL dieser Verdiinnungen in einer Doppelbestimmung auf die mit Insulin-Antikorper
beschichtete Platte vorgelegt. Die Kalibrator-Reagenzien mit den Konzentrationen 0,2 pg/L,
0,5 ng/L, 1,5 pg/L, 3 pg/L und 6,5 pg/L wurden ebenfalls in einer Doppelbestimmung aufgetragen.
Das in den Proben enthaltene Insulin band sich dabei an den fixierten monoklonalen
Insulin-Antikorper. Es wurde pro Well 100 uL Enzymkonjugat hinzugefiigt und die versiegelte Platte
auf einem Orbitalschiittler (MS1 Minishaker, IKA-Werke GmbH & Co. KG) bei 700 rpm zwei
Stunden inkubiert. Wihrend dieser Zeit band ein weiterer mit Meerrettichperoxidase (HRP)
konjugierter monoklonarer Insulin-Antikdrper an einen anderen Epitop des nun fixierten Insulins
(s. Abbildung 10). Nach der Inkubation wurde die Platte sechsmal mit einem Waschautomaten
(MRW AM60, Dynex Technologies GmbH) mit Uberflussfunktion mit 700 uL. Wasch-Puffer
gewaschen und die restliche Fliissigkeit leicht auf einem Papiertuch abgeklopft, um iiberschiissigen
Peroxidase-konjugierten Insulin-Antikorper zZu entfernen. Nach Zugabe von
200 uL 3,3¢,5,5¢-Tetrametyhlbenzidin (TMB) und einer Inkubation bei Raumtemperatur fiir
30 Minuten wurde die Reaktion mit 50 uL Stopp-Reagenz gestoppt. Das TMB diente dabei als
Substrat fiir die Peroxidase, welches zu einem blauen Farbstoff umgesetzt wurde und im Sauren zu

einem gelben Farbstoff konvertierte.
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NH- NH
HsC CH2 H-C CHa
Ox.
> +
HaC CHa HaC CHa
NH, HRP NH

3.3".5.5'-Tetramethylbenzidin 3.3'.5.5"-Tetramethylbenzidin Diimin

1. Antikérper Insulm 2. Antikérper

Abbildung 10: Insulin-ELISA mit Farbreaktion des TMB-Substrats

Die ELISA-Platte war mit dem ersten Antikorper beschichtet. Insulinmolekiile in den Proben banden an diesen
Antikorper. Nach einem Waschschritt wurde ein zweiter HRP-konjugierter Antikorper dazugegeben, welcher an ein
anderes Epitop des Insulins band. Nach Zugabe des Substrats TMB setzte die Peroxidase das TMB zum farbigen Diimin
um.

Nach einer kurzen Durchmischung auf dem Orbitalschiittler konnte die Absorption bei 450 nm am
Photometer (Safire’™, Tecan Deutschland GmbH) innerhalb von 30 Minuten bestimmt und, durch
die mittels polynomale Regression erstellte Kalibriergrade, die Insulin-Konzentrationen der Proben

errechnet werden.
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2.2.8 Hochdruckfliissigkeitschromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS) Messung der

Argininderivate in den Plasmaproben

Die Arginin-, ADMA-, und SDMA-Konzentration der Plasmaproben wurden nach einer
chromatographischen Trennung mit einem Massenspektrometer gemessen. Dabei wurde eine an
Dr. Edzard Schwedhelm und Kollegen'!? angelehnte etablierte Methode verwendet. Interner
Standard, Kalibrier-Losung, Qualitdtskontrolle, 1 N butanolische Salzsdure, Proben-Puffer und
0,1 % Ameisensdure-Losung wurden wie in Kapitel 6.1.1.2 beschrieben angesetzt. Zur Aufbereitung
der Proben wurden je 100 puL eines methanolischen internen Standards in einer 96-Well-Filterplatte
mit darunter positionierter 96-Well-Mikrotiterplatte vorgelegt. 25 uL der Plasmaproben wurden in
einer Doppelbestimmung und 25 pL Kalibrier-Losungen oder Qualitdtskontrollen wurden in einer
Dreifachbestimmung hinzu pipettiert und die Platte auf einem Orbitalschiittler (MS1 Minishaker,
IKA-Werke GmbH & Co. KG) bei Raumtemperatur 15 Minuten geschiittelt. Dadurch wurden die
enthaltenen Proteine durch Methanol gefillt. Danach erfolgte eine Zentrifugation (5415R,
Eppendorf AG) bei 4 °C und 2 000 rpm fiir 10 Minuten. Die methanolische Phase wurde dabei eluiert
und anschlieBend auf einem Heizblock (Dry Bath FB 15103, Thermo Fisher Scientific Germany
BV & Co. KG) bei 75°C vollstindig abgedampft. Der Riickstand wurde wieder in
100 pL 1 N butanolischer Salzsdure gelost und unter einer Abdeckmatte bei 65 °C fiir 30 Minuten
inkubiert, wodurch die Aminosduren zu Butylestern umgesetzt wurden und somit eine verbesserte
chromatographische Retention der Analyten ermdglicht wurde. Die Platte wurde bei 4 °C und
2 500 rpm zentrifugiert und die restliche butanolische Salzsdure wurde auf dem Heizblock bei 75 °C
eine Stunde lang abgedampft. Der Riickstand wurde dann in 100 pL Proben-Puffer aufgenommen,
durch eine Klebefolie abgedeckt und auf dem Orbitalschiittler bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten
gelost. Nach Uberfiihrung der Proben auf eine 96-Well-Filterplatte mit untergelagerter
96-Well-Mikrotitierplatte wurden die Proben erneut durch Zentrifugation bei 4 °C und 2 000 rpm fiir
5 Minuten filtriert, womit die Probenaufarbeitung abgeschlossen war und 12 pL des Filtrates injiziert

werden konnte.

Bei der Fliissigchromatographie erfolgte die Trennung der Molekiile durch ihre unterschiedlichen
Retentionszeiten, die sich aufgrund der Polaritdt der Polaris C18-Ether-Trennsédule ergaben. Die

Argininderivate wurden dabei untereinander und von der biologischen Matrix getrennt.
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Autosampler Palo Alto, CA USA

HPLC System Prostar Model 210

Trennséule Polaris C18-Ether (50 mm x 2,0 mm)
Mobile Phase A: Acetonitril

B: Ameisensdure 0,1 %

0:00 Minute: 95/5
0:30 Minute: 95/5
Flussmittelgradient 2:00 Minute: 50/50
2:20 Minute: 95/5
4:00 Minute: 95/5

Flussmittelgeschwindigkeit 0,3 mL/Minute
Messzeit 4 Minuten

Injektionsvolumen 12 uL

Tabelle 6: Chromatographische Parameter

Die Tandem-Massenspektrometrie (1200L Triple Quadrupole MS, Agilent Technologies Inc.)
ermoglichte die Identifizierung und Quantifizierung der spezifischen Argininderivate. Nach der
chromatographischen Trennung der Proben wurden diese durch einen Elektrospray-Interface (ESI)

1onisiert.

System Varian L1200 MS/MS
Software Varian MS Workstation 6.9
lonisierung ESI positiver Modus (ESI+)

Kollisionsgas Argon: 2Pa
Tragergas Stickstoff: 90L/h

Tabelle 7: Parameter der Massenspektrometrie
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Die zu bestimmenden Vorlduferionen wurden protoniert und im ersten Massenfilter (Quadrupol)
selektiert. In einer StoBzelle kollidierten diese Ionen mit Argonmolekiilen, welche zu einer
Fragmentierung fiihrte. Die Stirke der Fragmentierung der Ionen wurde dabei von der
Kollisionsenergie beeinflusst. Im zweiten Massenfilter wurden dann bestimmte Fragmente erneut

selektiert, welche dann im Detektor erfasst werden konnten.

Derivat Vorlduferion [m/Z] Kollisionsenergie [eV] Produktion [m/Z] Messzeit [s]
L-Arginin 231,1 -22 70,0 0,02
L-[?H7]-Arginin 238,1 -22 77,0 0,02
ADMA 259,1 -16 214,1 0,35
SDMA 259,1 -14 228,1 0,35
[’Hs]-ADMA 265,1 -16 220,1 0,35

Tabelle 8: Masseniibergéinge von Vorldufer- zum Produktion der Molekiile zur Identifizierung und Quantifizierung

Die Konzentration von Arginin, ADMA und SDMA in den Plasmaproben konnte anhand der

Standardkurve durch das Peakflichenverhiltnis mit dem internen Standard ermittelt werden.
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2.3 In-vitro Untersuchungen in der Zellkultur

Alle Zelllinien wurden, wenn nicht anders angegeben, in sterilen Brutschrinken
(Heracell™ B 5050E, Heraeus Holding GmbH) bei 37°C und 5% CO;-Gehalt kultiviert. Die
Untersuchungen der Siugetier-Zelllinien''® wurden unter aseptischen Bedingungen!!'* unter einer
sterilen Werkbank durchgefiihrt. Bei allen Zelllinien handelt es sich um adhirente und fortlaufend
gefiihrte Zelllinien. Die Zellen wurden in 75cm?-Zellkulturflaschen kultiviert und je nach
Zellteilungsrate der Zelllinie regelméfBig passagiert. Fiir die Versuche wurden die Zellen in
Zellkulturplatten iiberfiihrt. Allen Medien wurden 100 U/mL Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin
zugesetzt und bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert, um jegliche Kontamination zu verhindern. Alle
Zusitze und Puffer wurden je nach Thermostabilitdt steril filtriert oder autoklaviert. Vor Gabe der
Medien zu den Zellen, wurden alle Medien, wenn nicht anders angegeben, in einem Warmeschrank

auf 37 °C aufgewirmt.

2.3.1 3T3-L1-Adipozyten

Bei den 3T3-L1-Zellen handelt es sich um eine Subzelllinie der 3T3-Fibroblasten von Swiss Albino
Mausen, die erstmalig 1974 von Prof. Dr. Howard Green und Prof. Dr. Mark Meuth isoliert wurden.
Diese Zellen differenzieren bei Zell zu Zell Kontakt zu insulinsensitiven Adipozyten, die sich unter
anderem durch Akkumulation von Lipiden kennzeichnen!!'>. Zellen aus dem Fettgewebe, wie die
3T3-L1-Zellen, nehmen eine wichtige Funktion im Energiehaushalt des Korpers ein. Aus diesem
Grund ist diese Zelllinie geeignet fiir die Untersuchungen in dieser Forschungsarbeit. Die
Differenzierung der Zellen wird durch Zugabe von Insulin, Dexamethason und
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) und einem hohen Serumgehalt im Medium beschleunigt und

optimiert!'®.

Durch das Einsetzen der Differenzierung der Zellen bei interzelluldarem Kontakt, wurden die Zellen
nur bis maximal 60% Konfluenz im Kulturmedium (Dulbeccos modified eagle Medium mit
4,5 g/L Glucose (HG DMEM), 10% Kalberserum (CS) und
1 M 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsdure (HEPES)) kultiviert und vor Erreichen
dieser Konfluenz geteilt. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage, wobei in der Regel bei
jedem zweiten Mediumwechsel die Zellen im Verhiltnis 1:4 geteilt wurden. Fiir die Versuche wurden

150 000 Zellen in 6-Well-Zellkulturplatten ausgesit und bis zur Konfluenz gehalten. Zwei Tage nach
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Erreichen von 80% bis 100% Konfluenz, wurde das Medium fiir vier Tage auf das
Differenzierungsmedium A (HG DMEM mit 10% fetalem Kélberserum (FCS), 1 M HEPES und dem
Zusatz von I pug/mL (~172 uM) Insulin, 0,25 uM Dexamethason, 0,5 mM IBMX,
252 uM Ascorbinsdure, 1 pM Biotin und 17 uM Pantothensdure aus den zuvor angesetzten
Losungen (fiir die Zusammensetzung s. Kapitel 6.1.1.2)) gedndert und alle zwei Tage gewechselt. Ab
dem vierten Tag bis zur vollstindigen Differenzierung am siebten Tag wurde das
Differenzierungsmedium B (HG DMEM mit 10% FCS, 1 M HEPES, 1 pg/mL (~172 uM) Insulin,
252 uM Ascorbinsdure, 1 uM Biotin und 17 pM Pantothensdure) verwendet und alle zwei Tage
gewechselt. Differenzierte Zellen wurden im Versuchsmedium (Dulbeccos modified eagle Medium
mit 1 g/L Glucose (LG DMEM) und 10% FCS) fiir einen Tag niichtern gehalten, ehe mit den

Untersuchungen begonnen wurde.

Kultivierung in Differenzierungs- Differenzierungs-
Zellkulturplatten medium A medium B Versuchsmedium
A Tag -2 A Tag 2 A Tag 6 A Tag §
>
v Tag 0 \ Tag 4 Tag 7 \ 4
80%-100% Mediumwechsel Mediumwechsel Experiment
Konfluenz

Abbildung 11: Zeitplan und Differenzierungsprotokoll der 3T3-L1-Adipozyten

Der Zeitplan zeigt von links nach rechts das Differenzierungsprotokoll der 3T3-L1-Zellen. Die Zellen wurden bis zur
80% bis 100% Konfluenz auf Zellkulturplatten kultiviert. Die anschlieBenden Anderungen der Medien und Zusitze zur
optimalen Differenzierung sind mit den Zeitpunkten dargestellt. Das Differenzierungsmedium A bestand aus HG DMEM
mit 1 M HEPES, 1 pg/mL Insulin, 0,25 uM Dexamethason, 0,5 mM IBMX, 252 uM Ascorbinsdure, 1 uM Biotin und
17 uM Pantothensdure. Das Differenzierungsmedium B setzte sich aus HG DMEM und den Zusatz von 1 M HEPES,
1 pg/mL Insulin, 252 uM Ascorbinsdure, 1 uM Biotin und 17 uM Pantothenséure zusammen. Als Versuchsmedium
wurde LG DMEM mit dem Zusatz von 10% FCS verwendet.

2.3.2 C2C12-Myozyten

Die C2C12-Zelllinie wurde erstmals 1977 von Dr. David Yaffe und Dr. Ora Saxel!!” beschrieben.
Die Myoblasten entstammen urspriinglich C3H-Mausen und differenzieren bei Zell zu Zell Kontakt
iiber Myotuben zu Myozyten. Diese Muskelzellen verhalten sich wie die Adipozyten insulinsensitiv

und eignen sich dadurch fiir Untersuchungen in Hinsicht auf die Rolle von Insulin.
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Durch die Differenzierung der Zellen bei Zellkontakt wurden sie auch nur bis maximal 60%
Konfluenz im Kulturmedium (HG DMEM mit 20% FCS) kultiviert und vor Erreichen dieser
Konfluenz geteilt. Die Kultivierung fand bei 8% CO;-Gehalt statt. Ein Mediumwechsel erfolgte alle
zwel bis drei Tage, wobei in der Regel bei jedem zweiten Mediumwechsel die Zellen im Verhéltnis
1:4 geteilt wurden. Fiir die Versuche wurden 100 000 Zellen in 6-Well-Zellkulturplatten ausgesat und
bis zur Konfluenz gehalten. Beim Erreichen der 80% bis 100% Konfluenz wurde das Medium auf
Differenzierungsmedium (HG DMEM mit 2% Pferdeserum (HS) und dem Zusatz von
1 pg/ml Insulin) gedndert und taglich fiir vier Tage bis zur vollstdndigen Differenzierung gewechselt.
Differenzierte Zellen wurden im Versuchsmedium (LG DMEM mit 0,5% Bovines Serum Albumin
(BSA) (Herstellung beschrieben in Kapitel 6.1.1.2)) fiir einen Tag mit geringer

Glucose-Konzentration kultiviert, ehe mit den Untersuchungen begonnen wurde.

2.3.3 HIT-T15-Zellen

Die HIT-T15-Zellen sind eine B-Zelllinie, die von Dr. Robert F. Santerre erstmalig beschrieben
wurde und ihren Ursprung in den pankreatischen Inselzellen des syrischen Goldhamsters hat!'®. Die
Zellen wurden im Kulturmedium (Roswell Park Memorial Institut Medium (RPMI) mit einer
Supplementation von 10% FCS und 5% HS) kultiviert, wobei das Medium alle drei bis vier Tage
gewechselt und die Zellen dabei einmal wochentlich im Verhiltnis 1:5 geteilt wurden. Fiir die
Untersuchungen der Insulinsekretion wurden 1000 000 Zellen in 1,8 mL Kulturmedium in
6-Well-Zellkulturplatten ausgesit und fiir die Untersuchungen der Viabilitdt wurden 60 000 Zellen
in 270pl Kulturmedium in 48-Well-Zellkulturplatten ausgesét. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden im
Kulturmedium gehalten, bevor fiir die Untersuchungen der Insulinsekretion 0,2 mL und fiir die
Untersuchungen der Viabilitdit 30 puL. RPMI mit Cytokin-Cocktail, mit Cytokin-Cocktail und
10mM ADMA, mit 10 mM ADMA alleine oder ohne Zusitze als Kontrolle zugegeben wurde. Der
Cytokin-Cocktail setzte sich dabei aus 100 ng/mL Tumor Nekrose Faktor a (TNF a), 200 ng/mL
Interferony (IFNvy) und 10 ng/mL Interleukin 13 (IL 1B) (Herstellung beschrieben in
Kapitel 6.1.1.2) zusammen, so dass dieselben Endkonzentrationen wie in den Versuchen mit den
C2C12-Zellen (s. Kapitel 3.2.2) erzielt wurden. Bei der Untersuchung der Insulinsekretion und bei
der Untersuchung der Viabilitit wurden die Zellen fiir 48 Stunden unter Versuchsbedingungen

gehalten.
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2.3.4 Zellexperimentelle Untersuchungen

2.3.4.1 Kultivierung der Zellen

Die dauerhafte Aufbewahrung der Zellen erfolgte bei -195 °C in der Gasphase von fliissigem
Stickstoff. Bei dieser Temperatur kommt der Stoffwechsel der Zellen vollstindig zum Erliegen, so
dass diese langfristig gelagert werden konnen. Unter diesen Bedingungen ist die Lebensfahigkeit der
Zellen gewihrleistet und diese konnen nach dem Auftauen wieder vollstindig verwendet werden.
Zum Kultivieren wurde die Zellsuspension ziigig bei 37 °C aufgetaut und in 5 mL des jeweiligen
Kulturmediums tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur und 850 rpm zentrifugiert
(Rotina 35 R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG), der Uberstand abgesaugt, die Zellen in 10 mL des

Kulturmediums resuspendiert und in eine 75 cm?-Zellkulturflasche iiberfiihrt.

2.3.4.2 Kryokonservierung der Zellen

Zur Konservierung der Zellen fiir eine dauerhafte Aufbewahrung wurden diese bei -195 °C
eingefroren. Dafiir wurden die Zellen einer 75 cm?-Zellkulturflasche zunichst mit 10 mL PBS
(Herstellung  beschrieben in  Kapitel 6.1.1.2)  gewaschen und  anschlieBend  mit
5mL 1 x Trypsin/EDTA (fiir die Zusammensetzung s. Kapitel 6.1.1.2) fiir ca. drei Minuten, bis die
Zellen sich vollstdndig vom Flaschenboden abgelost hatten, im Brutschrank inkubiert. Der Verdau
wurde mit mindestens der zweifachen Menge des jeweiligen Kulturmediums gestoppt und die Zellen
bei Raumtemperatur und 850 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die
Zellen wurden erneut in 5 mL Kulturmedium mit 5% Dimethylsulfoxid (DMSO) oder bei den
3T3-L1 Zellen in 4 mL Cryo-SFM resuspendiert und in 1 mL Aliquoten in ein KryogefaB {iberfiihrt.
Es folgte ein langsamer und gleichméBiger Einfrierprozess (1 °C pro Minute) in einem mit
Isopropanol gefiillten Einfrierbehiltnis, in einem -80 °C Gefrierschrank iiber Nacht. AnschlieBend
erfolgte die Uberfiilhrung der KryogefiBie in einen Stickstofftank mit fliissigem Stickstoff zur
dauerhaften Aufbewahrung bei -195 °C.
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2.3.4.3 Subkultivierung der Zellen

Die adhdrenten Zellen teilen sich kontinuierlich und miissen je nach Zelltyp, Zellteilungsrate und
Zellmetabolismus regelméfig subkultiviert werden, um ein optimales Wachstum zu gewihrleisten
und eine Differenzierung wéihrend der Kultivierung zu unterbinden. Fiir die Subkultivierung wurden
die Zellen einer 75 cm?-Zellkulturflasche zunichst mit 10 mL PBS (s. Kapitel 6.1.1.2) gewaschen
und anschlieBend mit 5 mL 1 x Trypsin/EDTA-L6sung (s. Kapitel 6.1.1.2) fiir ca. drei Minuten, bis
sich die Zellen vollstindig vom Flaschenboden abgeldst haben, im Brutschrank inkubiert. Der Verdau
wurde mit mindestens der doppelten Menge des jeweiligen Kulturmediums gestoppt und die Zellen
bei Raumtemperatur und 850 rpm 5 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
die Zellen wieder in 10 mL Kulturmedium resuspendiert. Fiir die weitere Kultivierung wurde die
Zellsuspension mit Kulturmedium verdiinnt und in neue 75 cm?-Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Fiir
fortfiihrende Untersuchungen wurde die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer erfasst und

entsprechend in Zellkulturplatten ausgesiit.

2.3.4.4 Zihlung der Zellzahl in einer Suspension

Die Bestimmung der Konzentration an Zellen in einer Suspension wurde mithilfe eines
Héamocytometers nach Neubauer (Neubauer-Zihlkammer, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG)
durchgefiihrt. Hierzu wurde ein angefeuchtetes Deckglas auf die Neubauer-Zahlkammer gelegt, so
dass sich konzentrische Newtonsche Ringe auf der Beriihrungsflidche bildeten. Anschlieend wurde
10 uL der Zellsuspension an die Kante des Deckglases pipettiert, wobei die Suspension durch die
Kapillarkraft in den Zwischenbereich der Zéhlkammer gesogen worden ist. Die Zellen in der Kammer
wurden unter einem Mikroskop nach einem standardisierten Verfahren gezéhlt und darauf basierend
die Zell-Konzentration der gesamten Suspension errechnet. Fiir die Untersuchungen konnte somit die

erforderliche Zellzahl pro Well in die Platten pipettiert werden.

2.3.4.5 Zellaufschluss

Die Gewinnung der Proteine erfolgte in 6-Well-Zellkulturplatten nach Entnahme des Mediums durch
das zweimalige Waschen der Zellen mit kaltem PBS (s. Kapitel 6.1.1.2). Die weiteren Arbeiten
wurden auf Eis durchgefiihrt, wobei den 3T3-L1- und den C2Cl12-Zellen 80 puL -eiskalter
Lysis-Puffer A (fiir die Zusammensetzung s. Kapitel 6.1.1.2) pro Well und den HIT-T15-Zellen
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100 pL eiskalter Lysis-Puffer B (fiir die Zusammensetzung s. Kapitel 6.1.1.2) pro Well zugegeben
wurde. Im Lysis-Puffer wird die Zellmembran aufgebrochen und die Proteine freigesetzt. Durch
Zugabe eines Proteaseinhibitors wird der Abbau der Proteine verhindert. Nach dem Abldsen der
Zellen vom Plattenboden mit einem Zellschaber wurden diese durch, die mittels zehnmaligem
Aufsaugen und Abgeben der Suspension mit einer Gr. 20 Kaniile an einer 1mL Spritze erzeugten,
Scherkrifte vollstindig lysiert. Nach Uberfiihrung in ein 1,5 mL Mikroreaktionsgefi konnten die
Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 4 °C und 12 000 rpm fiir 15 Minuten (5415R,
Eppendorf AG) von den Proteinen getrennt werden. Die Proteine im Uberstand wurden mittels einer
Mikropipette in ein neues 1,5 mL Mikroreaktionsgefdl3 iiberfithrt, nach der Bestimmung der

Protein-Konzentration aliquotiert und bei -80°C gelagert.
2.3.4.6 Bestimmung der Protein-Konzentration nach Bradford

Die von Dr. Marion M. Bradford entwickelte Methode!' wurde zur Bestimmung der
Protein-Konzentration einer Losung verwendet. Diese Methode beruht auf der Bindung des
Farbstoffes Coomassie-Brillantblau G-250 an die Proteine, wodurch sich das Absorptionsmaximum
von 465 nm nach 595 nm verschiebt. Dafiir wurde das Bradford-Reagenz im Verhéltnis 1:4 mit PBS
und die Proben im Verhiltnis 1:29 ebenfalls mit PBS verdiinnt. Nach der Herstellung einer
I mg/mL Albumin-Ldsung (s. Kapitel 6.1.1.2) wurde die Albumin-Lésung weiter mit PBS verdiinnt,
um eine Standardreihe mit den Konzentrationen 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL,
0,4 mg/mL und 0,5 mg/mL zu erhalten. In einer transparenten 96-Well-Mikrotiterplatte wurden in
einer Doppelbestimmung, pro Probe und Standardreihe, 100 pL des verdiinnten Bradford-Reagenzes
vorgelegt. Durch Zugabe von 10 pL der Proben bzw. der Standardreihe bildete das Reagenz einen
Farbkomplex mit den Proteinen, der bei 595 nm photometrisch detektiert (Safire’™, Tecan
Deutschland GmbH) werden konnte. Anhand der Standardreihe konnte die unbekannte

Protein-Konzentration der Proben ermittelt werden.
2.3.4.7 Farbung von Adipozyten mittels Oil Red O-Reagenz

Um die phénotypischen Verdnderungen der 3T3-L1-Adipozyten wihrend der Differenzierung zu
visualisieren, wurden diese mit dem roten Azofarbstoff Oil Red O nach einem Protokoll von
Dr. Dalei Shao und Dr. Mitchell A. Lazar angefirbt!?°. Oil Red O ist ein lipophiler Farbstoff, welcher
sich in den lipidhaltigen Fetttropfen der differenzierten 3T3-L1-Adipozyten anreichert. Hierfiir wurde
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eine Oil Red O-Stammldsung (fiir die Zusammensetzung s. Kapitel 6.1.1.2) hergestellt und diese im
Verhiltnis 3:2 mit ddH,O verdiinnt. Die Adipozyten wurden dreimal mit PBS gewaschen und nach
einer zweiminiitigen Inkubation mit 2,4 mL 60% Isopropanol mit 2,4 mL 4% Formaldehyd bei
Raumtemperatur fiir eine Stunde fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit
I mL verdiinnter Oil Red O-Ldsung fiir 15 Minuten inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit
ddH>O fiir 15 Minuten, wurde das restliche iiberschiissige Oil Red O durch kurzes Inkubieren mit
60% Isopropanol entfernt, so dass die angefirbten Oltropfen unter dem Mikroskop (ProgRes®
Speed SF Core 5, Jenoptik AG) fotografiert werden konnten.

2.3.5 Analyse der Protein-Expression (Western-Blot)

Die qualitative und quantitative Analyse der Protein-Expression unterteilt sich in drei Schritte. Im
ersten Schritt werden die aus dem Gewebe oder Zellen gewonnenen Proteine auf einem
denaturierenden Polyacrylamidgel elektrophoretisch der MolekulargroBe entsprechend aufgetrennt.
Im zweiten Schritt findet die elektrophoretische Ubertragung der Proteine vom Polyacrylamidgel auf
eine Nitrocellulosemembran statt. Der dritte und letzte Schritt besteht aus einem Immuno-Blot, bei
dem die Proteine iiber eine Immunreaktion mit einem spezifischen Antikérper markiert werden, und
der Detektion der markierten Proteine iiber eine Chemilumineszenzreaktion. Vor Beginn der Analyse
wurden eine 50% Glycerin-Losung, Lower-Tris-Puffer, Upper-Tris-Puffer,
10% Ammoniumperoxodisulfat-Losung (APS), Proben-Puffer, Load-Mix,
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) Elektrophorese-Laufpuffer, Transfer-Puffer,
Ponceau S-Losung, trisgepufferte Losung (TBS), trisgepufferte Tween-Losung (TBST) und eine
Blockier-Losung hergestellt (fiir die Zusammensetzung s. Kapitel 6.1.1.2).

SDS-PAGE-Elektrophorese

Zur Herstellung des denaturierenden Polyacrylamidgels wurden die dafiir benétigten Losungen und
Puffer zunéchst separat auf Eis gelagert und ein Gestell mit einem vertikal angelegten Freiraum
zwischen zwei Glasplatten aufgebaut. Das Polyacrylamidgel bestand aus zwei Komponenten, die
voneinander getrennt in den Freiraum gegossen wurden und zwischen den zwei Glasplatten
polymerisierten. Die untere Komponente war ein 10% Trenngel, welches wie in der Tabelle 9
beschrieben = zuerst  gemischt und  nach  Zugabe der  Polymerisationsstarter
N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED) und 10% APS in den Freiraum gefiillt wurde.

Das Trenngel wurde mit Isopropanol iiberschichtet um eine klare Abgrenzung dieser Phase zu
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erreichen und eine Verdunstung zu vermeiden. Nach ca. 45 Minuten war das Polyacrylamidgel
ausgehértet und der Isopropanoliiberstand konnte abgegossen werden. Darauthin wurde als obere
Komponente das Sammelgel (s. Tabelle 9) zusammengesetzt, gemischt und nach
Polymerisationsstart auf das Trenngel in den Freiraum gegossen. Dabei wurde ein Kamm in die obere
Komponente eingesetzt, um somit Probentaschen zu erhalten. Nach ca. 20 Minuten war das

Polyacrylamidgel vollstindig ausgehértet und der Kamm konnte entfernt werden.

Gelzusammensetzung Sammelgel 4% Trenngel 10%
Glycerin 50% [mL] 1,29 3,1
Acrylamid 40% [mL] 0,2 1,55
Lower-Tris 4x pH 8,8 [mL] 0 1,58
Upper-Tris 4x pH 6,8 [mL] 0,5 0
TEMED [uL] 2 3

APS 10% [uL] 15 32

Tabelle 9: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels

Die Glasplatten mit dem Polyacrylamidgel wurden in die Elektrophoresekammer eingesetzt und diese

mit SDS-PAGE-Elektrophorese-Laufpuffer gefiillt.

Wihrend der Polymerisation wurden die Proben vorbereitet. 5 uLL Probe enthielten 30 ug Protein und
wurden mit 2 pL. Load-Mix und 13 pL Proben-Puffer zusammen pipettiert. Zur Denaturierung wurde
dieses Gemisch fiir fiinf Minuten auf 95 °C erhitzt und danach bei 4 °C und 13 000 rpm 10 Minuten
lang zentrifugiert (5415R, Eppendorf AG). Die Proben und der Molekulargewichtsstandard wurden
in die Probentaschen aufgetragen. Die Elektrophorese wird bei 80 V fiir ca. 15 Minuten gestartet,
damit die Proben in das Sammelgel wandern, um sich dort zu konzentrieren. Die Elektrophorese wird
bei 150 V. 90 Minuten fortgefiihrt, um die Proteine der molekularen GroBe entsprechend

aufzutrennen.

Nasser Transfer der Proteine

Beim Western-Blot wurden die Proteine mittels Elektrophorese vom Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulosemembran  iibertragen. Nach der SDS-PAGE-Elektrophorese wurde das
Polyacrylamidgel von den Glasplatten gelost und das Sammelgel vom Trenngel entfernt. Das
Trenngel wurde zusammen mit den Schwammen, dem Filterpapier und der Nitrocellulosemembran

im Transfer-Puffer dquilibriert und nach dem Schema der Abbildung 12 in einem Transferkifig
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angeordnet. Der Transferkdfig wurde in eine mit kaltem Transfer-Puffer gefiillte und mit einem
Kiihlakku bestlickte Kammer gesteckt. Diese Elektrophorese wurde fiir zwei Stunden bei konstanter

Spannung von 90 V durchgefiihrt, wobei nach einer Stunde der Kiihlakku gewechselt wurde.

Schwamm
3 * Whatman Papier
Polyacrylamidgel
Nitrocellulosemembran
3 * Whatman Papier

Schwamm

Abbildung 12: Anordnung der Komponenten in der Transferkammer fiir den Western-Blot

Die Proteine wandern bei der Elektrophorese von der Kathode zur Anode, so dass sie vom Polyacrylamidgel auf die
Nitrocellulosemembran iibertragen werden.

Der erfolgreiche Transfer konnte anhand des sichtbaren Markers an der Nitrocellulosemembran
verifiziert werden. Die Membran wurde dann fiinf Minuten in ddH>O &dquilibriert. Durch die Farbung
in einer Ponceau S-Losung fiir zehn Minuten und mehreren kurzen Waschschritten in ddH»O, wurden
die Proteine sichtbar. Die Firbung diente auch der Uberpriifung eines gleichmiBigen Transfers. Die
Nitrocellulosemembran wurde dann in einer Weise geschnitten, dass die Bereiche mit den
betreffenden Proteinen isoliert waren. Die mit Ponceau S gefirbte Nitrocellulosemembran wurden

danach in TBST vollstdndig entfarbt.
Immuno-Blot (Western-Blot)

Fiir den Immuno-Blot wurde die Nitrocellulosemembran zuerst in 5% Blockier-Losung auf einem
Wippmischer (Duomax 1030, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG) eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Antikorperbindungsstellen zu blockieren. Die
Nitrocellulosemembran mit dem zu untersuchenden Protein wurde dann in einer
50 mL Zentrifugenflasche mit 5% Blockier-Losung und dem antigenspezifischen priméaren
Antikorper bei 4 °C unter Rotation mit einem Kipp- und Rollmischer (RMS5 V-30, Ingenieurbiiro
CAT GmbH) iiber Nacht inkubiert. Durch dreimaliges Waschen in TBST fiir fiinf Minuten wurde
iiberschiissiger Antikorper entfernt und die Membranen erneut unter Rotation mit dem sekundéren

mit HRP-konjugierten Antikérper bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert. Die nicht
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gebundenen Antikdrper wurden durch zweimaliges Waschen in TBST und einmaligem Waschen in

TBS fiir jeweils fiinf Minuten entfernt.

Die Nitrocellulosemembran wurde auf einem Papiertuch abgetupft und flichendeckend mit einem
zuvor im Verhéltnis 1:1 angesetzten Enhanced Chemielumineszenz-Reagenz (ECL) Gemisch
betrdufelt. Nach drei Minuten Inkubation konnten die Proteine mithilfe eines
Chemilumineszenzdetektors (ChemieGenius® Bio Imagining System, Synoptics Ltd.) visualisiert und

aufgezeichnet werden.

Antikorper Losungsmittel ~ Verdiinnung AK [uL] LM [mL] 2. Antikdrper MG [kDa]
Primédrer Antikorper
GLUT4 Blockier-Losung 1:200 25 5 Rabbit 50-63
GAPDH Blockier-Losung 1:1000 5 5 Rabbit 37
Sekundérer Antikorper
Anti-Rabbit Blockier-Losung 1:1000 5 5

Tabelle 10: Verwendete Antikorper und Konzentrationen

2.3.6 Fluorometrische Messung der Nitrit-Konzentration im Uberstand

Die Untersuchung der NO-Produktion der Zellen erfolgte indirekt iiber die Bestimmung der
Nitrit-Konzentration im Zelliiberstand. Aufgrund seiner reaktiven Eigenschaft ist NO nur kurz
bestindig, reagiert groftenteils zu Nitrit und Nitrat und ist daher nicht direkt messbar. Die
Nitrit-Bestimmung 1dsst somit einen Riickschluss auf die NO-Konzentration zu und erfolgt im

Uberstand mithilfe eines modifizierten Griess Assays'?!.

Dafiir wurden die eingefrorenen Proben auf Eis aufgetaut und kurz mit dem Vortexmischer
geschiittelt. Eine 10 mM Natriumnitrit-Stammlosung (fiir die Zusammensetzung s. Kapitel 6.1.1.2)
wurde zundchst im Verhiltnis 1:99 mit dem jeweiligen Versuchsmedium verdiinnt, um eine
100 uM Losung zu erhalten. Eine Standardreihe wurde durch das weitere Verdiinnen dieser
100 uM Natriumnitrit-Lésung immer im Verhéltnis 1:1 mit dem Versuchsmedium bis zur
Konzentration von 1,56 uM  erhalten. Die 100 mM Diaminonaphthalin-Stammldsung
(s. Kapitel 6.1.1.2) wurde unter Zusatz von Salzsiure, zu einer 1% Endkonzentration, mit ddH>O im
Verhiltnis 1:9 versetzt. In einer Doppelbestimmung wurden jeweils 100 uL der Proben und der

Standardreihe in einer schwarzen 96-Well-Mikrotiterplatte vorgelegt. Jeweils 100 uL der
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Reagenz-Losung wurden den Proben und der Standardreihe zugegeben und fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 100 pL einer
2 N NaOH-Losung gestoppt und die Fluoreszenz mithilfe eines Fluorometers (Safire’™, Tecan
Deutschland GmbH) bei 355 nm Exzitation und 460 nm Emission gemessen. Anhand der

Standardreihe konnten die Nitrit-Konzentrationen im Uberstand errechnet werden.

NH N
+ NOJ \N
—_—
(HCI) /
2,3-Diaminonaphthalin 1-(H)-Naphthotriazol

Abbildung 13: Reaktion von Nitrit mit Diaminonaphthalin

Das Substrat 2,3-Diaminonaphthalin reagiert mit dem Nitrit in den Proben zu fluoreszierendem 1-(H)-Naphthotriazol.

2.3.7 Untersuchung der *H-Deoxy-D-Glucoseaufnahme

Die Untersuchung der Insulinsensitivitit der Zellen erfolgte durch die Bestimmung der durch Insulin
induzierten Aufnahme von >H-Deoxy-D-Glucose in die Zelle nach einem Protokoll von

Dr. Norio Yamamoto und Kollegen'??

. Deoxy-Glucose wurde dabei anstelle von Glucose verwendet,
da es aufgrund der fehlenden Hydroxylgruppe nach der Aufnahme in die Zelle nicht weiter

verstoffwechselt wird und daher detektiert werden kann.

Fiir die Untersuchung wurde zunichst das Inkubationsmedium, die 1 M Glucose-Losung, die
I mg/mL Insulin-Loésung und eine 100 mM Deoxy-Glucose-Losung hergestellt (fiir die
Zusammensetzung s. Kapitel 6.1.1.2). Die Zellen wurden mindestens vier Stunden vor Beginn der
Untersuchungen im Hungermedium, bestehend aus LG-DMEM unter Zusatz von 0,5% BSA
(s. Kapitel 6.1.1.2), inkubiert. Nach der Abnahme des Uberstands wurden die Zellen dreimal mit
500 pL Inkubationsmedium gewaschen. Darauf folgte eine Vorinkubation der Zellen mit
975 uL Inkubationsmedium mit und ohne Zusatz von 100 nM Insulin bei 37 °C und 5% CO;-Gehalt
fiir 15 Minuten. Die Vorinkubation wurde nach Zugabe von 25 pL einer sterilen 1 M Glucose-Losung
fiir weitere 45 Minuten fortgesetzt, so dass sich die Glucose-Konzentration auf 25 mM erhohte. Nach
der Vorinkubation wurden die Zellen wiederum dreimal mit 500 uL Inkubationsmedium gewaschen.
Die Hauptinkubation erfolgte darauf mit 1 mL Inkubationsmedium unter dem Zusatz von

0,5 pL 3H-Deoxy-D-Glucose und 1 pL 100 mM Deoxy-Glucose-Ldsung genau 5 Minuten lang bei
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37 °C und 5% CO»-Gehalt. Zum Verlangsamen jeglicher Zellaktivitdt wurden die Zellen dann auf Eis
gestellt und dreimal mit 500 uL PBS gewaschen. Die Zellen wurden nach dem letzten griindlichen
Absaugen von PBS mit 1 mL 0,2 mM NaOH-Losung fiir 40 Minuten bei 37 °C lysiert und
anschlieBend mit einem Zellschaber vom Plattenboden abgeschabt. Das Lysat wurde mit einer Pipette
auf und ab pipettiert, in einem Mikroreaktionsgefal} iiberfiihrt, mit einem Vortexmischer gemischt

und bei Raumtemperatur und 12 000 rpm zentrifugiert (5415D, Eppendorf AG).

800 uL des Uberstands wurden in ein Szintillationsbehiltnis mit 3 mL vorgelegtem
Szintillationslosungsmittel iiberfithrt und der Cherenkov-Zerfall in einem Szintillationsdetektor
(Packard Tri-Carb 2900 TR, Perkin Elmer Inc.) gemessen. Die so erhaltenen Werte entsprachen der

von den Zellen aufgenommenen Menge an *H-Deoxy-D-Glucose.

2.3.8 Insulin-ELISA

Die Messung des sezernierten Insulins im Uberstand der HIT-T15-Zellen erfolgte entsprechend der
Insulinmessung aus den Plasmaproben im Tierversuch (s. Kapitel 2.2.7), wobei ein ultrasensitives
Insulin-ELISA verwendet wurde. Um Konzentrationen im Messbereich der Kalibrierung zu erheben,
wurden die Proben dementsprechend im Verhéltnis 1:49 verdiinnt. Zusitzlich war ein Volumen von
25 uL anstelle von 10 uL pro Probe und Kalibrator-Reagenz notig. Die Kalibrator-Reagenzien
deckten die Konzentrationen von 0,025 pg/L, 0,075 pg/L, 0,2 pg/L, 0,5 pg/L bis 1,5 pg/L ab. Die
Insulin-Konzentration im Uberstand der Zellen wurden ins Verhiltnis zur Protein-Konzentration der

Zellen gesetzt.

2.3.9 Untersuchung der Viabilitit

Um einen Riickschluss auf die toxische Wirkung des Cytokin-Cocktails bzw. den Anteil an lebenden
Zellen wihrend der Exposition mit den Cytokinen zu ziehen, wurde die Untersuchung der Viabilitit
mittels 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Reagenz
durchgefiihrt'?*. Dafiir wurde die MTT-Stammldsung (s. Kapitel 6.1.1.2) im Verhiltnis 1:9 mit
serumfreiem Medium verdiinnt und auf 37 °C aufgewédrmt. Nach Abnahme des Versuchsmediums
wurden die Zellen mit 250 unL MTT-Reagenz versetztem Medium fiir zwei Stunden bei 37 °C und
5% CO2—Gehalt inkubiert. Wahrend dieser Zeit wird das gelbe MTT hauptsédchlich von Enzymen des

endoplasmatischen Retikulums und von mitochondrialen Reduktasen in Abhédngigkeit der Cofaktoren
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Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) und Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) zum
violetten Formazan reduziert'?*. Die umgesetzte Menge des Farbstoffes korreliert dabei sowohl mit
der Aktivitit der mitochondrialen Dehydrogenase und damit der Atmungskette als auch der

Glycolyserate!'?® der Zelle und damit der Viabilitit der Zellen.

Enzyme des ER.
mitochondriale Dehydrogenase

NAD(P)H NAD(P)*

Ry T

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 5-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan

Abbildung 14: Reaktion vom gelben 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zum violetten
Formazan

Das gelbe MTT reagiert mittels Enzymen der mitochondrialen Dehydrogenase zum violetten Formazan.

Anschliefend wurde den Zellen 250 pL-Lysis-Puffer C (Fiir die Zusammensetzung
s. Kapitel 6.1.1.2) zugegeben, womit die Farbe geldst wurde und die Absorption bei 540 nm mit der
Referenz bei 620 nm mittels eines Photometers (Safire’™, Tecan Deutschland GmbH) gemessen

werden konnte.

2.4 Statistische Auswertung

Die graphische Darstellung und die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgten mit der Prism
GraphPad Software. In den Graphiken wurde stets der arithmetische Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes (MW=SEM) abgebildet. Der statistischen Auswertung zwischen unabhingig
voneinander erhoben Werten zweier Gruppen ging ein Kolgomorov-Smirnov-Test auf
Normalverteilung voraus. Bei einer Normalverteilung wurde der zweiseitige t-Test zur statistischen
Auswertung herangezogen. Konnte den statistischen Massen keine Gaullsche Normalverteilung
konstatiert werden, wurde der zweiseitige Mann-Whitney-Test zur Auswertung ausgewihlt. Die
statistische Auswertung zwischen mehreren Gruppen in Abhédngigkeit von der Zeit wurde, wenn nicht

anders angegeben, mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (aus dem engl.: analysis of variance,
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2way-ANOVA) erhoben und ein Bonferroni-Post-Test unter den einzelnen Gruppen angeschlossen.
Von einer 2way-ANOVA wurde abgesehen und ein Mann-Whitney-Test durchgefiihrt, wenn eine
Durchfiihrung der Analyse aufgrund von fehlenden Daten nicht mdglich war. Fiir alle Analysen

wurde ein Konfidenzintervall von 95% gewdhlt.
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3 Ergebnisse

3.1 In-vivo Untersuchungen im Tiermodell

3.1.1 Genotypische und phinotypische Charakterisierung der
DDAHI1-defizienten Méuse

Die Bestimmung des Genotyps der Tiere anhand aus der Mausschwanzspitze isolierter genomischer
DNA diente der Zuordnung der Tiere in die entsprechende WT- bzw. KO-Gruppe. Darauf folgte eine
weiterfilhrende randomisierte Unterteilung der Tiere in die DIO- bzw. Non-DIO-Gruppe
(Kontrollgruppe) des jeweiligen Genotyps.

3
300bp

-

100bp

Abbildung 15: Exemplarische Aufnahme des Agarosegels zur Bestimmung des Genotyps

Nach Amplifikation der genomischen DNA-Proben mit den DDAHI1-WT- bzw. DDAHI1-KO-Primer, wurden die
PCR-Produkte auf ein 2% Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Unter UV-Beleuchtung und anhand
des mitgelaufenen Markers war die WT-Gensequenz bei 270 bp bzw. die KO-Gensequenz bei 110 bp zu erkennen.

Die DDAH1”--Méuse wurden chronologisch nummeriert (Eine Zahl entspricht somit einem Tier.) und die PCR-Produkte
der Amplifikation mit der WT-Gensequenz und KO-Gensequenz der ménnlichen Tiere auf das Agarosegel aufgetragen.
Die Bestimmung des Genotyps ist anhand der Pfeile zu erkennen: WT=DDAH1**, het=DDAH1*-, KO=DDAH1".
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Erfolgte bei einer DNA-Probe ausschlieflich die Amplifizierung einer 270 bp langen
WT-Gensequenz, so wurde das Tier der WT-Gruppe zugeordnet. Aquivalent dazu wurde das Tier der
KO-Gruppe zugeordnet, wenn ausschlieSlich die Amplifikation der 110 bp langen KO-Gensequenz
zu detektieren war. Heterozygote Tiere, bei denen die Amplifikation beider Gensequenzen zu
beobachten war, wurden genauso wie weibliche Tiere fiir die weiteren Untersuchungen nicht
beriicksichtigt. So ergab sich nach der randomisierten Unterteilung in die DIO- bzw.

Non-DIO-Gruppe folgende Einteilung der Tiere:

DDAHI1-WT DDAH1-KO
DIO-Gruppe Non-DIO-Gruppe DIO-Gruppe Non-DIO-Gruppe
DDAH1-WT-DIO DDAH1-WT-Non-DIO DDAH1-KO-DIO DDAH1-KO-Non-DIO

(WT+DIO) (WT-DIO) (KO+DIO) (KO-DIO)
226 445 215 396
230 (453) 216 408
232 455 (227) 444
287 560 231 446
398 (561) 280 457
409 574 282 570

283 585
295 586

Tabelle 11: Einteilung der Tiere in zu untersuchenden Kohorten

Die Tiere wurden dem Genotyp entsprechend eingeteilt und weiterfilhrend randomisiert der DIO-Gruppe oder der
Kontrollgruppe zugewiesen. Jede Nummer entspricht einer Maus, die zur Identifikation chronologisch zugewiesen wurde.
Bei den Tieren handelt es sich ausschlielich um méinnliche DDAH1-WT- bzw. DDAH1-KO-Ma4use. Tiere die aufgrund
der Nachgenotypisierung von der Untersuchung ausgeschlossenen wurden, sind in Klammern gesetzt.

Die Nachgenotypisierung anhand genomischer DNA der Niere diente zur Uberpriifung der
Zuordnung der Tiere. Der Genotyp der Tiere mit den Nummern 227, 453 und 561 konnte nicht

bestitigt werden. Diese Tiere wurden deshalb ebenfalls von den Untersuchungen ausgeschlossen.

Um die Auswirkung der DDAHI1-Defizienz auf die Metabolisierung von ADMA zu {iberpriifen,
wurde die Plasma-ADMA-Konzentration der Tiere erhoben. Bei der Beurteilung der Auswirkungen
des Genotyps konnte somit auch ein Bezug zu den tatsédchlichen ADMA-Konzentrationen ermoglicht

werden und nicht nur auf der Annahme, dass ADMA durch die DDAH1 abgebaut wird.
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Die erfassten Plasma-ADMA-Konzentrationen der Tiere beider KO-Gruppen waren iiber die gesamte
Zeit der Untersuchungen mit ca. 2 uM doppelt so hoch wie bei den WT-Gruppen mit ca. 1 uM
(s. Abbildung 16). Eine signifikante Steigerung der ADMA-Konzentration war bei der
KO+DIO-Gruppe im Vergleich zur WT+DIO-Gruppe ab der Woche 12 zu beobachten. Bei der
KO-DIO-Gruppe stellte sich in der Woche 16 und 18 eine signifikante Steigerung der
ADMA-Konzentration gegeniiber der WT-DIO-Gruppe ein. AuBlergewohnlich ist jedoch, dass
innerhalb der KO+DIO-Gruppe die ADMA-Konzentration iiber die Zeit stieg. In der 18. Woche war
mit 3 uM eine um mehr als 50% hohere ADMA-Konzentration (p<0,05) als in der Woche 8,
Woche 12 und Woche 16 zu beobachten. In der Woche 18 war die Plasma-ADMA-Konzentration der
KO+DIO-Gruppe auch im Vergleich zur KO-DIO-Gruppe erhdht.

4- ~~
*

Z . ;
3 | ~ &
2 2 g5 - = WT+DIO
= = KO+DIO
g 17 ——rr—" -+ WT-DIO
=~ KO-DIO

0+— T T 1

0 8 12 16 20

Zeit [Wochen]

Abbildung 16: Plasma-ADMA-Konzentration der Versuchstiere

Dargestellt sind die mittels LC-MS/MS erhobenen Plasma-ADMA-Konzentrationen der Tiere iiber die Dauer der
Untersuchungen.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Méuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méuse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8);
~KO+DIO vs. WT+DIO:  p<0,05;  § KO-DIO vs. WT-DIO:  p<0,05; * KO+DIO vs. KO-DIO:  p<0,05;
Mann-Whitney-Test
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Die Plasma-Arginin-Konzentration und Plasma-SDMA-Konzentration wurden ebenfalls gemessen,
um mogliche Auswirkungen des DDAH1”" bzw. der hohen ADMA-Konzentration auf Arginin und
andere Arginin-Derivate, die eine wichtige Rolle im NO-Stoffwechsel einnehmen, zu untersuchen.
Weder Genotyp noch DIO-Diit zeigten einen Einfluss auf die Plasma-Arginin- (s. Abbildung 17)
oder Plasma-SDMA-Konzentration (s. Abbildung 18). FEine mogliche kompensatorische
Hochregulierung bzw. Runterregulierung dieser Argininderivate und damit eine Kaschierung

moglicher Effekte konnte somit ausgeschlossen werden.
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=
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Abbildung 17: Plasma-Arginin-Konzentration der Versuchstiere

Abgebildet ist die durch die LC-MS/MS-Messung bestimmte Plasma-Arginin-Konzentration der Versuchstiere fiir die
Zeit der gesamten Untersuchungen.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Maéduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Méause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8);
Mann-Whitney-Test
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Abbildung 18: Plasma-SDMA-Konzentration der Versuchstiere

Abgebildet sind die Plasma-SDMA-Konzentrationen der Tiere {iber die Zeit der gesamten Untersuchungen.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8);
Mann-Whitney-Test
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3.1.2 Manifestation einer Adipositas

Zur Beurteilung der Auswirkung und zur Bestitigung des Erfolgs der Diét diente unter anderem das
Gesamtgewicht als MaB fiir Adipositas. Wie in der Abbildung 19 zu erkennen ist, erreichten die Tiere
der KO+DIO-Gruppe aufgrund der DIO-Didt mit 34,1+1,6 g in der Woche 17 ein hoheres Gewicht
als die Tiere der KO-DIO-Gruppe mit 28,8+1g. Die hoheren Gewichte der Tiere der
KO+DIO-Gruppe waren auch in der Woche 16 signifikant. Hierbei ist zu beobachten, dass die
WT+DIO-Méause mit 32,5+0,9 g in der Woche 17 im Vergleich zu den WT-DIO-Méusen mit
28+0,7 g tendenziell erhohte Gewichte hatten, diese aber aufgrund der geringen Tierzahl nicht
signifikant unterschiedlich waren. In den Untersuchungen wurden tendenziell erh6hte, jedoch nicht
signifikante Gewichte bei beiden KO-Gruppen im Vergleich zu den korrespondierenden
WT-Gruppen ab den ersten Wochen nach der Geburt beobachtet. Da diese Beobachtung auch in
fritheren Untersuchungen der Tiere gemacht wurde, konnte eine eventuelle Auswirkung der

DDAHI1-Defizienz auf das Gesamtgewicht der Tiere nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 19: Gesamtgewicht der Versuchstiere

Die Gewichte der Tiere iiber die Zeit der gesamten Untersuchungen.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Maéduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW#SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8);
* KO+DIO vs. KO-DIO: p<0,05; 2way-ANOVA

Eine Korrelationsanalyse (Daten nicht abgebildet) zeigt, dass die Gewichte der Tiere mit den
Plasma-ADMA-Konzentrationen stiegen (r>=0,068; p=0,032). Betrachtet man jedoch die Gruppen
einzeln, so ergab sich nur in der KO+DIO-Gruppe eine Korrelation (1°=0,202; p=0,041) zwischen

Gewicht und Plasma-ADMA-Konzentration.

Um den Erfolg der DIO-Didt jedoch unabhingig von individuellen Gewichtsunterschieden und
eventuellen genotypischen Gewichtsunterschieden zu beurteilen, wurde die Gewichtszunahme der
Tiere in Relation zum Gesamtgewicht in der achten Woche erhoben. Das Gewicht in der achten
Woche wurde als Kontrolle verwendet, da der Einfluss des Alters auf das Gewicht geringer war, als
in der vierten Woche, in der die Tiere 3,5 bis 4,5 Wochen alt waren. Aullerdem ist zu erkennen, dass
sich zu dieser Zeit noch keine merkbaren Einfliisse der Diédt auf das Gewicht (s. Abbildung 19)
ausgewirkt hatten. Bei der absoluten und relativen Gewichtszunahme stellte sich teilweise ab der
zwolften Woche bereits ein Unterschied zwischen den DIO-Gruppen und der korrespondierenden
Non-DIO-Gruppe ein. In der Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen sich bereits in der Woche 12
eine hohere Gewichtszunahme der Tiere in der WT+DIO-Gruppe mit 6,0+0,6 g bzw. 1264+3% als in
der WT-DIO-Gruppe mit 2,5+0,7 g bzw. 110+£3%. Bis zur Woche 17 blieb die erhohte
Gewichtszunahme der Tiere der WT+DIO-Gruppe mit 9,2+1 g bzw. 140+5% im Vergleich zur
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WT-DIO-Gruppe mit 4,2+1,2 g bzw. 118+6% bestehen. Die Tiere der KO+DIO-Gruppe erreichten
in der Woche 17 mit 8,4+1,1 g bzw. 132+4% eine hohere Gewichtszunahme gegeniiber den Tieren
der KO-DIO-Gruppe mit 4,24+0,7 g bzw. 117£3%. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
etablierte sich erst ab der 16. Woche. Am Ende der Diit hatten die WT-Méuse mit der DIO-Diét 5 g
bzw. 22% und die KO-Méuse 4 g bzw. 15% mehr Gewicht zugenommen als die dazugehdrigen
Kontrollen. Ein Einfluss der DDAH1-Defizienz auf die Gewichtszunahme war zwischen den beiden
Non-DIO-Gruppen nicht zu verzeichnen. Die Tiere der WT-DIO-Gruppe und KO-DIO-Gruppe
wiesen mit ca. 4,2 g bzw. 117% eine identische Zunahme an Gewicht auf. Bei den DIO-Gruppen
wiesen die Tiere der KO+DIO-Gruppe tendenziell eine geringere Zunahme an Gewicht als die Tiere

der WT+DIO-Gruppe auf, die jedoch nicht signifikant war.
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Abbildung 20: Absolute Zunahme an Gewicht der Versuchstiere

Die Gewichtzunahme der Versuchstiere wurde aus der Differenz zwischen dem Gewicht zum Messzeitpunkt und dem
Gewicht desselben Tieres in der Woche 8 ermittelt.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW#SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8);
# WT+DIO vs. WT-DIO: p<0,05; * KO+DIO vs. KO DIO: p<0,05; 2way-ANOVA
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Abbildung 21: Relative Zunahme an Gewicht der Versuchstiere

Die Darstellung zeigt die Gewichtszunahme der DDAH 1-defizienten Miuse und ihrer WT-Geschwister in Relation zum
Gewicht in der achten Woche iiber die Zeit.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Méuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méuse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8);
# WT+DIO vs. WT-DIO: p<0,05; * KO+DIO vs. KO DIO: p<0,05; 2way-ANOV A

Sowohl die absolute (1?=0,270; p=0,016) als auch die relative (r*=0,284; p=0,013) Zunahme des
Gewichtes korrelierte bei der KO+DIO-Gruppe mit der Plasma-ADMA-Konzentration (Daten nicht

abgebildet), wiahrend sich in den weiteren Gruppen keine Korrelation ergab.

56



Ergebnisse In-vivo Untersuchungen im Tiermodell

Ein weiteres Charakteristikum fiir Adipositas ist die gesteigerte Speicherung von Triglyceriden im
Fettgewebe, was letztendlich bei einer hochkalorischen Didt zu vergrofBertem Fettgewebe fiihrt. Im
Mausmodell diente das Gewicht der epididymalen Fettpolster, aufgrund seiner leichten
Identifizierung und Isolierung vom Restgewebe, als weiterer Marker fiir die Adipositas. Das in der
Abbildung 22 dargestellte Gewicht der Fettpolster war durch die Didt sowohl bei der
WT+DIO-Gruppe mit 1670+£81 mg, als auch bei der KO+DIO-Gruppe mit 1540£118 mg im
Vergleich zu der WT-DIO-Gruppe mit 505£82 mg bzw. zu der KO-DIO-Gruppe mit 310+51 mg

gestiegen.
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Abbildung 22: Absolutes Gewicht der Fettpolster

Die durchschnittlichen Gewichte der Fettpolster der jeweiligen Kohorte sind gegeneinander aufgetragen.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Méause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW=SEM; WT+DIO (n=5), KO+DIO (n=6), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=5); *: p<0,05;
Mann-Whitney-Test
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Die Betrachtung des relativen Gewichts der Fettpolster zum Gesamtgewicht der Tiere in der
Abbildung 23 zeigt, dass sich auch der Fettpolsteranteil der WT+DIO-Gruppe mit 5,0+0,3% bzw. der
KO+DIO-Gruppe mit 4,4+0,2% gegeniiber der jeweiligen Kontrolle, der WT-DIO-Gruppe mit
1,8+0,3% bzw. der KO-DIO-Gruppe mit 1,1+£0,1%, erhdhte. Dadurch wurde sichergestellt, dass

individuelle Gewichtsunterschiede beriicksichtigt wurden.
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Abbildung 23: Relatives Gewicht der Fettpolster

Das Gewicht der Fettpolster der Versuchstiere wurde in Relation zum Gesamtgewicht desselben Versuchstiers gesetzt.
WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Méuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méuse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Méause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW=+SEM; WT+DIO (n=5), KO+DIO (n=6), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=5); *: p<0,05;
Mann-Whitney-Test
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3.1.3 Insulinsensitivitat und Glucosehomoostase

Die Entwicklung eines adipdsen Stadiums ist ein Schritt in der Entstehung des Typ II Diabetes. Ein

weiterer maflgebender Schritt, der sich dem anschlief}t, ist die Manifestation einer Insulinresistenz.

Ein Indikator, welcher fiir die Beurteilung der Insulinsensitivitit herangezogen wurde, war die
niichterne Blutglucose-Konzentration. Hohere Glucose-Konzentrationen iiber einen Wert von
7 mmol/L weisen dabei auf eine gestorte Glucoseverwertung hin und lassen einen Riickschluss auf
eine Insulinresistenz zu. Bereits in der achten Woche war bei der WT+DIO-Gruppe mit
7,58+0,41 mmol/L eine erhdhte Glucose-Konzentration zu erkennen (s. Abbildung 24). Uber die
gesamte Dauer der Untersuchungen war eine Tendenz fiir hohere Glucose-Konzentrationen in den
DIO-Gruppen zu beobachten. Diese manifestierte sich jedoch erst in der 16. Woche sowohl in der
WT+DIO-Gruppe mit 8,15+0,59 mmol/L gegeniiber der WT-DIO-Gruppe mit 4,95+0,78 mmol/L,
als auch in der KO+DIO-Gruppe mit 7,61+0,61 mmol/L. gegeniiber der KO+DIO-Gruppe mit
5,63+0,56 mmol/L.
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Abbildung 24:Blutglucose-Konzentration der Versuchstiere

Die niichterne Blutglucose-Konzentration der Tiere wurde nach 6 Stunden Fasten aus dem Vollblut bestimmt.
WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW#SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8);
# WT+DIO vs. WT-DIO: p<0,05; * KO+DIO vs. KO DIO: p<0,05; 2way-ANOVA
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In der WT-DIO-Gruppe korrelierten héhere Blutglucose-Konzentrationen (12=0,628; p=0,004) mit
niedrigeren Plasma-ADMA-Konzentrationen (Daten nicht abgebildet), wahrend sich in den weiteren

Gruppen keine Korrelationen ergaben.

Das zirkulierende Plasma-Insulin wird durch die Insulinausschiittung beeinflusst und konnte somit
als ein weiterer Marker fiir die Insulinsensitivitét betrachtet werden. Bei einer Insulinresistenz ist die
Wirkung von Insulin abgeschwicht, welche kompensatorisch zu einer gesteigerten Bildung und
Sekretion von Insulin fithrt. Dementsprechend weisen hohere Plasma-Insulin-Konzentrationen auf
eine Insulinresistenz hin. Eine signifikante Erhéhung der Plasma-Insulin-Konzentration gegeniiber
der Kontrollgruppe mit 69+9 pmol/L war ausschlieBlich bei der WT+DIO-Gruppe mit
197446 pmol/L in der 16. Woche zu beobachten. Die KO+DIO-Gruppe zeigte mit 379+171 pmol/L
im Vergleich zu der KO-DIO-Gruppe mit 74426 pmol/L eine tendenziell erhohte
Plasma-Insulin-Konzentration, die jedoch aufgrund der hohen Varianz nicht signifikant war

(s. Abbildung 25).
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Abbildung 25: Plasma-Insulin-Konzentration der Versuchstiere

Die Insulin-Konzentration der Versuchstiere wurde nach 6 Stunden Fasten mit einem kommerziellen Insulin-ELISA
anhand 10 uL verdiinntem Plasma bestimmt.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Méause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WTDIO (n=4), KO-DIO (n=8);
# WT+DIO vs. WT-DIO: p<0,05; Mann-Whitney-Test

Eine Korrelation zwischen den Plasma-Insulin-Konzentrationen und den

Plasma-ADMA-Konzentrationen bestand nicht (Daten nicht abgebildet).
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Die homoostatische Bewertungsmethode (aus dem engl.: homeostatic model assessment, HOMA)
mittels des HOMA-Index stellt einen weiteren diagnostischen Messwert fiir die Insulinresistenz dar,
der die Insulin- und Glucose-Konzentration gleichermallen beriicksichtigt. Der HOMA-Index wird
aus dem Produkt von Blutglucose- und Plasma-Insulin-Konzentration gebildet.

) ) U )
Insulin-Konzentration (%) x Glucose-Konzentration (

22,5

mmol)

HOMA = L

In der Abbildung 26 ist zu erkennen, dass in der 16. Woche sowohl die WT+DIO-Gruppe mit
11,68+2,51 gegeniiber 2,63+0,63 der WT-DIO-Gruppe, als auch die KO+DIO-Gruppe mit 21,0449,3
im Vergleich zur KO-DIO-Gruppe mit 2,90+0,92 einen hoheren HOMA-Index entwickelten.
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Abbildung 26: Errechneter HOMA-Index der Versuchstiere

Der HOMA-Index errechnet sich aus dem Produkt der Glucose- und Insulin-Konzentration der Versuchstiere nach
6 Stunden Fasten.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Méuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méuse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8);
# WT+DIO vs. WT-DIO: p<0,05; * KO+DIO vs. KO DIO: p<0,05; Mann-Whitney-Test

In keiner Gruppe korrelierte der HOMA-Index mit der Plasma-ADMA-Konzentration (Daten nicht
abgebildet).
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Als relevanteste und aussagekréftigste diagnostische Methode zur Beurteilung der Insulinsensitivitét
wurde indes der OGTT herangezogen. Die Insulinausschiittung und —wirkung als biochemische
Reaktion des Korpers auf eine Glucosezufuhr wurde anhand der Glucose-Konzentration bewertet.
Die Glucosezufuhr imitierte dabei die physiologischen Bedingungen unter Nahrungsaufnahme. Hier
machte sich hingegen in keiner der Gruppen ein Unterschied bemerkbar. Wie zu erwarten war, stiegen
die Glucose-Konzentrationen aller Gruppen innerhalb der ersten 30 Minuten nach der Glucosegabe
an. Nach zwei Stunden erreichten die Blutglucose-Konzentrationen aller Gruppen wieder die basale
Konzentration vor der Glucosegabe, womit keine Storung der Insulinwirkung bzw. Insulinsensitivitét
festgestellt werden konnte (s. Abbildung 27). Bei einer Insulinresistenz wiirden die gestiegenen
Blutglucose-Konzentrationen nach der Glucosegabe innerhalb der zwei Stunden nicht erneut bis zur

basalen Konzentration sinken.
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Abbildung 27: OGTT der Versuchstiere in der Woche 17

Die Abbildung zeigt die Blutglucose-Konzentration der Versuchstiere iiber zwei Stunden nach einer oralen Glucosegabe
von 2 mg/kg. Die Glucose-Konzentrationen wurden mittels eines Blutzuckermessgerdts anhand aus der
Mausschwanzvene durch Punktion erhaltene Vollbluttropfen bestimmt.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8); 2way-ANOVA
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Eine andere Moglichkeit Konzentrations-Zeit-Kurven auszuwerten, ist die Bestimmung der Flache
unterhalb der Kurve (aus dem engl.: area under the curve; AUC). Die AUC entspricht bei
pharmakokinetischen Untersuchungen der Bioverfligbarkeit eines Arzneistoffes, in diesem Fall der
Glucose, und stellt eine Grofe fiir die Verwertung bzw. Metabolisierung der Glucose dar. Bei der
Bestimmung der AUC des OGTTs waren ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Gruppen bei

der Verstoffwechselung von Glucose zu registrieren (s. Abbildung 28).
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Abbildung 28: AUC des OGTTs in der Woche 17

Die AUC berechnet sich aus der Flache unterhalb der Kurve des OGTTs (s. Abbildung 27) und entspricht der mittleren
Verweildauer der Glucose im Korper.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Méuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méuse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW#SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=7), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=8);
Mann-Whitney-Test

3.1.4 Funktionalitidt des Endothels

Ein weiterer zu beachtender Aspekt der DDAH1-Defizienz auf die Gesundheit der Tiere war die
Auswirkung der hoheren Plasma-ADMA-Konzentration und der DIO-Diét auf die Funktionalitét des
Endothels der Aorten bzw. der Gefile. Eventuelle positive Auswirkungen hoher
Plasma-ADMA-Konzentrationen auf die Insulinresistenz konnten somit der Beeintrdachtigung der
Endothelfunktion durch diese hohen ADMA-Konzentrationen gegeniibergestellt werden. Hierzu
wurde nach der Totung der Tiere ein Organbad der Aortensegmente, zur Erfassung des

Dilatationsvermogens der Aorten, in den Laboren von der Arbeitsgruppe um
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Prof. Dr. Stephan Baldus (Universitires Herzzentrum (UHZ), Hamburg; jetzt: Herzzentrum, Kdln)
durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde die Gewichtskraft der maximalen Relaxationsfdhigkeit,
entsprechend der Kraft vor Zugabe der PGF,-Losung, von der Gewichtskraft der minimalen
Relaxationsfihigkeit nach Zugabe der PGFy.-LOsung abgezogen und die Gewichtskraft der
Relaxation durch die Zugabe von Acetylcholin bzw. Nitroglycerin in Relation dazu gesetzt. So ergab
sich ein Verlauf der Relaxation in Abhéngigkeit von der Acetylcholin- bzw.

Nitroglycerin-Konzentration in Relation zum Gesamtrelaxationsvermdgen.
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Die Messung der Relaxation mit Acetylcholin im Organbad entsprach dabei der endothelabhéngigen
Relaxation der Aorta. Die endothelunabhédngige Relaxation der Aorta konnte mittels Nitroglycerin
erfasst werden. Dieses diente primir dazu, dass andere Griinde auBer der Funktionalitit des Endothels
bei eventuellen Unterschieden in der endothelabhdngigen Relaxation auszuschliefen waren.
Beschiddigungen im Muskelgewebe hétten bereits bei der Erfassung der endothelunabhingigen
Relaxation zu einem Unterschied gefiihrt, die sich auch bei der Beurteilung der endothelabhingigen
Relaxation niedergeschlagen hitte. Wie die Abbildung 29 zeigt, ergaben sich keine Unterschiede in
der Wirkung von Nitroglycerin auf das Relaxationsvermdgen, so dass eventuelle Unterschiede bei
der Messung der endothelabhédngigen Relaxation mit Acetylcholin ausschlielich auf Abweichungen

der Funktionalitit des Endothels zurickzufiihren waren.
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Abbildung 29: Relaxationsvermdgen der Aorten durch die Zugabe von Nitroglycerin

Die Dosis-Wirkungskurve zeigt die Relaxation der Aorten in Abhédngigkeit von einer exponierten
Nitroglycerin-Konzentration von 10 M bis 10 M. Die Relaxation steht im Bezug zur maximal moglichen Relaxation,
die vor Zugabe von Prostaglandin F2a erfasst wurde.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Méuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méuse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=6), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=6); 2way-ANOVA
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Die endothelabhingige Relaxation wurde im  Organbad durch  Zugabe einer
Acetylcholin-Verdiinnungsreihe ermittelt (s. Abbildung 30). Der Verlauf der endothelabhidngigen
Relaxation war in allen Gruppen identisch, womit weder Genotyp noch DIO-Diit einen merkbaren

Einfluss auf die Endothelfunktion ausiibten.
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Abbildung 30: Relaxationsvermdgen der Aorten durch die Zugabe von Acetylcholin

Die Dosis-Wirkungskurve zeigt die Relaxation der Aorten in Abhéingigkeit von einer exponierten
Acetylcholin-Konzentration von 10 M bis 10> M. Die Relaxation steht im Bezug zur maximal mdglichen Relaxation,
die vor Zugabe von Prostaglandin F2a erfasst wurde.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Méause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=6), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=6); 2way-ANOV A
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Etwaige bei der Dosis-Wirkungskurve unberiicksichtigte Auswirkungen konnten durch Ermittlung
des ECso-Werts, der Konzentration an Acetylcholin bzw. Nitroglycerin, bei der die Halfte des
maximalen Effekts (Relaxation) erreicht wurde, kenntlich gemacht werden. Das Erreichen der ECso
bei niedrigeren Konzentrationen, konnte auf eine verbesserte Empfindlichkeit gegeniiber
vasodilativer Substanzen gedeutet werden. Hier konnte bei der endothelabhidngigen Relaxation
sowohl ein Unterschied zwischen der WT+DIO-Gruppe mit einem ECso-Wert von 107-13+10%07 M
und der KO+DIO-Gruppe mit 1074+10%% M, als auch zwischen der WT+DIO-Gruppe und der
WT-DIO-Gruppe mit einem ECso-Wert von 107°*£10%22 M festgestellt werden (s. Abbildung 31).
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Abbildung 31: ECso-Werte der Relaxation mit Acetylcholin im Organbad der Aorta

Die ECso-Werte wurden mit der Prism GraphPad Software aus dem Relaxationsverlauf der Aorten durch Zugabe der
Acetylcholin-Verdiinnungsreihe errechnet.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Mause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW=SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=6), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=6); *: p<0,05;
Mann-Whitney-Test
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Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren jedoch auch in der endothelunabhidngigen
Vasodilatation zu beobachten (s. Abbildung 32). Hier zeigen die ECso-Werte auch, dass die
WT+DIO-Gruppe mit 107%£10%!1® erst bei einer hdheren Nitroglycerin-Konzentration als die
WT-DIO-Gruppe mit 10°7*1+10!¢ und die KO+DIO Gruppe mit 107-*6+10% 50% der maximalen
Relaxation erreichten. Somit konnten auch andere Faktoren, wie z. B. physikalische Gewebeschéden
bei der Aortenpréiparation, als die Funktionalitdt des Endothels fiir diese Unterschiede verantwortlich
sein. Dadurch wies weder der Genotyp noch die DIO-Diét einen Einfluss auf die Funktionalitit des

Endothels auf.
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Abbildung 32: ECso-Werte der Relaxation mit Nitroglycerin im Organbad der Aorta

Anhand der Relaxation der Aorten im Organbad unter Zugabe einer Nitroglycerin-Verdiinnungsreihe wurden die
ECso-Werte mit der Prism GraphPad Software errechnet.

WT+DIO: DDAHI1-Wildtyp Maéuse mit hochkalorischer Nahrung, KO+DIO: DDAHI-defiziente Méduse mit
hochkalorischer Nahrung, WT-DIO: DDAH1-Wildtyp Méause mit Standardfutter, KO-DIO: DDAH1-defiziente Mause
mit Standardfutter

Daten sind abgebildet als MW+SEM; WT+DIO (n=6), KO+DIO (n=6), WT-DIO (n=4), KO-DIO (n=6); *: p<0,05;
Mann-Whitney-Test
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3.2 In-vitro Untersuchungen in der Zellkultur

3.2.1 Charakterisierung der Zelllinien

Ein wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung der Untersuchungen war die reproduzierbare
Differenzierung der verwendeten 3T3-L1-Adipozyten sowie der C2C12-Myozyten. Bei der
Differenzierung vollzog sich sowohl eine phénotypische als auch eine genotypische Entwicklung.
Wichtig fiir die weiteren Untersuchungen war die Expression des Glucosetransporters Typ 4, dem
insulinabhéngigen Glucosetransporter, welcher eine zentrale Rolle in der durch Insulin-vermittelten
Glucoseaufnahme der Zellen einnimmt. Die HIT-T15-Zellen durchgingen keinen
Differenzierungsprozess, womit keine Charakterisierung der Zelllinie als Bestdtigung der

erfolgreichen Differenzierung notig war.
373-L1-Adipozyten

Bei dieser Zelllinie werden Fibroblasten zu Adipozyten differenziert, die im differenzierten Zustand
Fetttropfen bilden. Diese Fetttropfen konnen mit einem lipophilen Farbstoff angefirbt werden.
Aufgrund geringer Differenzierung der Zellen, wurde ein neues Batch an 3T3-L1-Adipozyten, die
von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stephan Herzig (Deutsches Krebsforschungszentrum, DKFZ;
Heidelberg) zur Verfiigung gestellt wurden, differenziert.
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Die durch das Differenzierungsmedium initiierten phénotypischen Verdanderungen sind leicht unter
dem Mikroskop zu erkennen. Die anfanglichen Fibroblasten wuchsen wéhrend der Differenzierung
zusammen und zeigten sieben Tage nach Beginn der Differenzierung die phénotypischen Merkmale
von Adipozyten mit den gebildeten intrazelluldren Fetttropfen. Diese sind in den Bildern als weile

Punkte zu erkennen (s. Abbildung 33).

Abbildung 33:Mikroskopische Aufnahmen der 3T3-L1-Zellen wihrend der Differenzierung

Die Bilder zeigen die 3T3-L1-Zellen nach 0(A), 2(B), 4(C) und 7 (D) Tagen Differenzierung in einer
10 x VergrofBerung. Der Balken entspricht 0,08 mm. Die Zellen wurden zwei Tage nach Erreichen von 80% bis 100%
Konfluenz mit dem Differenzierungsmedium A (HG DMEM mit 10% FCS, 1M HEPES, 1 pg/mL Insulin,
0,25 uM Dexamethason, 0,5 mM IBMX, 252 uM Ascorbinsdure, 1 pM Biotin und 17 pM Pantothensdure) und nach
weiteren vier Tagen mit dem Differenzierungsmedium B (HG DMEM mit 10% FCS, 1 M HEPES, 1 pg/mL Insulin,
252 uM Ascorbinsdure, 1 uM Biotin und 17 uM Pantothenséure) inkubiert, wobei das Medium alle zwei Tage
gewechselt wurde.
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Die Identifizierung der Fetttropfen erfolgte nach der Methode von Dr. Dalei Shao und
Dr. Mitchell A. Lazar mit dem lipophilem Farbstoff Oil Red O'?°. In der Abbildung 34 ist die
erfolgreiche Farbung der Fetttropfen zu beobachten, welche auf einen morphologischen
Verianderungsprozess dieser Zellen zuriickzufiihren war. Somit konnte von einer ausreichenden

Differenzierung dieser Zellen ausgegangen werden.

Abbildung 34: Mikroskopische Aufnahmen der Farbung der differenzierten 3T3-L1-Adipozyten mittels Oil Red O nach
Dr. Dalei Shao und Dr. Mitchell A. Lazar

Die spezifische Farbung der Lipidtropfen ist in der 20 x (C, Balken entspricht 0,04 mm) und 40 x (D, Balken entspricht
0,02 mm) Vergroflerung genauso zu erkennen, wie die umfangreiche Auspriagung der Fetttropfen in den Zellen in der
2,5 x (A, Balken entspricht 0,3 mm) und 10 X (B, Balken entspricht 0,08 mm) VergroB3erung. Die Zellen wurden zwei
Tage nach Erreichen von 80% bis 100% Konfluenz mit dem Differenzierungsmedium A (HG DMEM mit 10% FCS,
1 M HEPES, 1 pg/mL Insulin, 0,25 pM Dexamethason, 0,5 mM IBMX, 252 uM Ascorbinsdure, 1 uM Biotin und
17 uM Pantothensédure) und nach weiteren vier Tagen fiir drei Tage mit dem Differenzierungsmedium B (HG DMEM
mit 10% FCS, 1 M HEPES, 1 ug/mL Insulin, 252 uM Ascorbinsdure, 1 uM Biotin und 17 pM Pantothenséure) inkubiert,
wobei das Medium alle zwei Tage gewechselt wurde. Fiir die Farbung wurden die Zellen in 0,5% Oil Red O-Lsung fiir
15 Minuten inkubiert.
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C2C12 Myozyten

Bei dieser Zelllinie differenzieren die trapezféormigen Myoblasten zu ldnglichen Myotuben, die dann
zu mehrkernigen spindelformigen Myozyten verschmelzen. Der Differenzierungsprozess ist auch bei
diesen Zelltypen unter dem Mikroskop leicht nachzuverfolgen. Die anfianglichen Myoblasten

wuchsen zusammen und bildeten nach fiinf Tagen die spiralformigen Myozyten (s. Abbildung 35).
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Abbildung 35: Mikroskopische Aufnahmen der C2C12-Zellen wihrend der Differenzierung

Die Bilder zeigen die C2Cl12-Zellen 2(A) und 1(B) Tage vor Beginn der Differenzierung, beim
Differenzierungsbeginn (C) und nach 1 (D), 2 (E), 3 (F) und 4 (G) Tagen Differenzierung in einer 10 x Vergroerung
(Balken entspricht 0,08 mm). Die 20 x (H) VergroBerung (Balken entspricht 0,04 mm) verdeutlicht die phénotypischen
Merkmale der Muskelfaser. Bis zum Differenzierungsbeginn wurden die Zellen mit Kulturmedium (HG DMEM mit
20% FCS) und danach mit Differenzierungsmedium (HG DMEM mit 2% HS und 1 pg/ml Insulin) inkubiert. Ein
Mediumwechsel erfolgte vor Differenzierungsbeginn alle zwei bis drei Tage und danach téglich.
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Im Prozess der Differenzierung durchlaufen die Zellen nicht nur phénotypische sondern auch
genotypische Verdnderungen, die auch zu einer verdnderten Protein-Expression fiihren. Das
wichtigste Protein fiir die weiterfiihrenden Untersuchungen stellte der insulinabhdngige GLUT4 dar.
Die Untersuchung der Protein-Expression des GLUT4, erfolgte durch die Analyse der Proteine im

Zellaufschluss der differenzierten Zellen.
373-L1 Adipozyten

Der Immuno-Blot (Abbildung 36) zeigt, dass die Zellen trotz phinotypischer Verdnderungen zu
keiner Zeit der Differenzierung das GLUT4 exprimierten. Somit konnten die 3T3-L1-Zellen nicht fiir
die Auswirkung eines Cytokin-Cocktails und ADMA auf die Insulin-vermittelte Glucoseaufnahme

herangezogen werden.

Gewichts-
neg. K. marker vor der Diff. pos. K. Tag 8

GLUT4 L

Tag 14 pos. K. Tag38

GLUTA4 -—

GarpH D W -

Abbildung 36: Analyse der GLUT4-Expression der 3T3-L1-Adipozyten

Der Immuno-Blot zeigt die Expression des GLUT4 1 Tag vor, 8 und 14 Tage nach Beginn der Differenzierung.

Auf ein 10% SDS-PAGE wurden 20 pg Protein aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Als negativ Kontrolle
(neg. K.) diente ein Zellaufschluss von HEK-293-Zellen und als positiv Kontrolle (pos. K.) ein Zellaufschluss aus dem
Muskelgewebe der DDAH1”--Maus.
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C2C12-Myozyten

Die Proteinanalyse der C2C12-Myozyten in der Abbildung 37 zeigt, dass bereits nach drei Tagen
eine Expression vom GLUT4 vorliegt. Nach vier Tagen ist die Protein-Expression am stérksten

ausgepragt, um die insulinabhingige Glucoseaufnahme zu untersuchen.

vor der Diff. Tag 1 Tag 3

GLUT4

GAPDH S

Abbildung 37: Analyse der GLUT4-Expression der C2C12-Myozyten

Der Immuno-Blot zeigt die Expression des GLUT4 vor, 1, 3, 4 und 6 Tage nach Beginn der Differenzierung.

Auf ein 10% SDS-PAGE wurden 20 pg Protein aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Als negativ Kontrolle
(neg. K.) dienten aus HEK-293-Zellen gewonnene Proteine und als positiv Kontrolle (pos. K.) Proteine aus dem
Muskelgewebe der DDAH1”--Maus.
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3.2.2 Induktion der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)

In den Untersuchungen mit den insulinsensitiven C2C12-Zellen wurde der Zustand der chronischen,
subklinischen Inflammation der Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il durch Zugabe eines
Cytokin-Cocktails simuliert. In diesem Zustand weist die iNOS eine erhohte Aktivitidt bzw. eine

vermehrte Expression auf!?®

. Das Produkt der iNOS, exzessive Mengen an NO, kann sich negativ auf
die Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme auswirken. In diesem Zusammenhang kann eine protektive
Eigenschaft hoher ADMA-Konzentrationen mit ihrer inhibitorischen Wirkung auf die iNOS erklart
werden. Die erfolgreiche Wirkung des Cytokin-Cocktails auf die iNOS konnte mit dem
Konzentrationsanstieg dessen Produkts und die Hemmung durch ADMA mit der Abnahme des
Produkts gemessen werden. Die Messung der Nitrit-Konzentration im Uberstand der Zellen diente

daher als Verfahren zur Beurteilung der iNOS-Induktion.

Zuerst wurde eine geeignete Zusammensetzung der Cytokine flir den Cocktail gesucht, die die
Inflammation beim Diabetes mellitus pragen. Dabei wurde sich an einem zur iNOS-Induktion
etablierten Cytokin-Cocktail aus 10 ng/mL TNF a, 20 ng/mL IFN y und
10 ug/mL Lipopolysaccharide (LPS) orientiert'?’, in welchem die Zellen fiir 24 Stunden inkubiert
wurden. Aufgrund der verwendeten LPS, war dieser Cocktail eher fiir Untersuchungen beziiglich
einer Fragestellung zum Thema Infektion anstatt zum Diabetes mellitus geeignet. Dieser
Cytokin-Cocktail wurde jedoch als Grundlage fiir eine neue Cytokin-Kombination und als positiv
Kontrolle benutzt. Fiir die Uberpriifung der geeigneten Zusammensetzung des Cytokin-Cocktails
wurde jede Kombination aus 10 ng/mL TNF o, 20 ng/mL IFNy und als Ersatz fiir die LPS
10 ng/mL IL 1B verwendet.
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Die Zellen, die mit den verschiedenen Cytokin-Kombinationen behandelt wurden, wiesen, wie die
Abbildung 38 zeigt, alle eine um ein Vielfaches héhere Nitrit-Konzentration im Uberstand auf als die
Kontrolle mit 5,3+0,3 uM (p<0,05). Aus den verschiedenen Cytokin-Kombinationen hob sich die
Kombination aus allen drei Cytokinen mit 43,5+0,3 uM ab, die &quivalent zu der
Referenz-Kombination mit 42,3+0,5 uM zu hoheren Nitrit-Konzentrationen fiihrte, als alle
Kombinationen aus jeweils zwei Cytokinen. Die Inkubation mit der Kombination aus TNF a und
IFN v resultierte zwar in hohere Nitrit-Konzentrationen als bei den anderen Kombinationen mit
ausschlieBlich zwei Cytokinen, jedoch war die Nitrit-Konzentration im Uberstand immer noch
niedriger als bei der Referenz-Kombination und der Kombination aus allen drei Cytokinen. Fiir die
weiteren Untersuchungen wurde daher die Kombination aus den drei Cytokinen TNF o, IFN y und

IL 1B verwendet.
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Abbildung 38: Auswirkung der Cytokin-Kombination auf die Nitrit-Konzentration nach 24 Stunden

Nitrit-Konzentrationen im Uberstand der C2C12-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit den verschiedenen
Cytokin-Cocktails. Die Endkonzentration vom TNF o im Uberstand betrug immer 10 ng/mL, die von IFN y 20 ng/mL,
die vom LPS 10 pg/mL und die von IL 1B 10 ng/mL. Die Nitrit-Konzentrationen im Uberstand wurden anhand eines
modifizierten Griess Assays bestimmt.

Daten sind abgebildet als MW+SEM; n=6; *: p<0,05; t-Test
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Darauf aufbauend wurde die geeignete Konzentration an IL 18 zur optimalen Erhéhung der
iINOS-Aktivitit ermittelt. Die Behandlung der Zellen mit den Cytokin-Cocktails mit verschiedenen
IL 1B-Konzentrationen resultierten alle in einer hoheren Nitrit-Konzentration im Uberstand als in der
Kontrolle mit 9,6+0,5 uM (s Abbildung 39) (p<0,05). Unter den Cytokin-Cocktails war die
Nitrit-Konzentration im Uberstand lediglich bei der mit 3 ng/mL IL 1P niedriger als bei den anderen.
Dies sollte keine weitere Beachtung finden, da kein Konzentrations-Wirkungs-Effekt zu erkennen
war und die Nitrit-Konzentration im Uberstand dem der anderen Cytokin-Cocktails dhnelte. Da mit
1 ng/mL IL 1P eine Nitrit-Konzentration von 52,4+0,6 mM und damit schon der maximale Effekt
von 53,840,6 mM  der Referenz-Kombination erreicht wurde, und durch eine
Konzentrationserhohung des IL I die Nitrit-Konzentration nicht weiter stieg, wurde diese

Konzentration weiterhin verwendet.
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Abbildung 39: Auswirkung der IL 1B-Konzentration auf die Nitrit-Konzentration nach 24 Stunden

Die Darstellung zeigt die Nitrit-Konzentrationen im Uberstand der C2C12-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit den
verschiedenen Cytokin-Cocktails. Die Endkonzentration vom TNF a im Uberstand betrug immer 10 ng/mL, die von
IFNy 20 ng/mL, die vom LPS 10 pg/mL und die von IL 1B variierte wie angegeben. Zur Bestimmung der
Nitrit-Konzentrationen im Uberstand wurden ein modifizierter Griess Assay verwendet.

Daten sind abgebildet als MW+SEM; n=6; *: p<0,05; t-Test
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Die weitere Optimierung bestand darin, den geeigneten Expositionszeitraum fiir die Induktion der
INOS zu ermitteln. Dafiir wurde die Nitrit-Konzentration nach 6, 12 und 24 Stunden Inkubation mit
dem Cytokin-Cocktail ermittelt. Schon nach 6 Stunden ist in der Abbildung 40 eine Steigerung der
Nitrit-Konzentration mit 6,7+0,3 uM im Uberstand zu erkennen, der nach 12 Stunden weiter auf
14,9+0,2 uM und nach 24 Stunden auf 25,1+0,1 uM steigt. Die Kontrolle ohne Gabe von Cytokinen
erreichte nach 24 Stunden eine Nitrit-Konzentration von 4,8+0,3 uM. Die Steigerung der
Expositionszeit trug jedes Mal auch zur Steigerung der Nitrit-Konzentration (p<0,05) bei. Die
Nitritproduktion wurde durch die gleichzeitige Zugabe von 0,1 M ADMA erst nach 12 Stunden mit
einer Nitrit-Konzentration von 12,7+0,2 uM bzw. nach 24 Stunden mit 19,1+0,5 uM gehemmt.
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Abbildung 40: Auswirkung der Expositionszeit auf die Nitrit-Konzentration

Die Nitrit-Konzentrationen im Uberstand der C2C12-Zellen nach verschiedenen Expositionszeiten mit dem
Cytokin-Cocktail aus 10 ng/mL TNF a, 20 ng/mL IFNy und 1ng/mL IL 1B. Den Zellen wurde, wie angegeben
gleichzeitig 0,1 mM ADMA zugesetzt. Die Bestimmung der Nitrit-Konzentrationen im Uberstand erfolgte anhand eines
modifizierten Griess Assays.

Daten sind abgebildet als MW+SEM; n=6; # vs. Kontrolle: p<0,05; *: p<0,050; Mann-Whitney-Test

Um eine ausreichende Inhibierung der NO-Produktion zu ermoéglichen, wurde in einer
Konzentrationsreihe von ADMA die optimale Konzentration bestimmt, um die induzierte iNOS zu
hemmen ohne sich schidlich auf die Zellen auszuwirken. Abbildung 41 zeigt die Erhohung der
Nitrit-Konzentration (p<0,05) von 2,0+0,2 uM auf 34,6+0,5 uM. Durch gleichzeitige Zugabe vom
Cytokin-Cocktail und 0,1 mM ADMA stieg die Nitrit-Konzentration nur auf 28,9+0,5 uM. Die

Erhohung der Nitrit-Konzentration wurde durch die gleichzeitige Zugabe von 1 mM ADMA auf
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19,7+0,6 uM und von gleichzeitiger Zugabe von 10 mM ADMA auf 4,5+0,4 uM verringert. Eine
Erhohung der ADMA-Konzentration fiihrte zu einer Verringerung der Nitritproduktion. Die alleinige
Gabe von 0,1 mM ADMA und 1 mM ADMA hatte keine Auswirkung auf die Nitritproduktion,
wihrend die Gabe von 10 mM ADMA eine geringe Erhohung der Nitrit-Konzentration mit
2,6£0,1 uM aufwies. Daher wurde eine 1 mM ADMA-Konzentration fiir die weiteren
Untersuchungen verwendet. So setzte sich der Cytokin-Cocktail fiir die weiteren Untersuchungen aus
10 ng/mL TNF a, 20 ng/mL IFN y und 1 ng/ml IL 1B zusammen und die ADMA-Konzentration zur
Hemmung der iNOS lag bei 1 mM.
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Abbildung 41: Auswirkung der ADMA-Konzentrationsreihe auf die Nitrit Konzentration nach 24 Stunden

Abgebildet sind die Nitrit-Konzentrationen im Uberstand der C2C12-Zellen nach 24 Stunden Expositionszeit mit dem
Cytokin-Cocktail aus 10 ng/mL TNF a, 20 ng/mL IFNy und 1 ng/mL IL 1B. Den Zellen wurden, wie angegeben
gleichzeitig verschiedene Konzentrationen an ADMA zugesetzt. Die Bestimmung der Nitrit-Konzentrationen im
Uberstand erfolgte anhand eines modifizierten Griess Assays.

Daten sind abgebildet als MW=SEM; Kontrolle (n=10), Cytokine (n=10), Cytokine+1 mM ADMA (n=10),
Cytokine+10 mM ADMA (n=10), Cytokine+0,1 mM ADMA (n=4), 0, mM ADMA (n=4), 1 mM ADMA (n=4),
10 mM ADMA (n=4); # vs. Cytokine: p<0,05; ~ vs. Kontrolle: p<0,05; *: p<0,05; Mann-Whitney-Test

3.2.3 Einfluss von NO auf die insulinabhidngige Glucoseaufnahme

Zur Bestimmung des Einflusses des NO-Stoffwechsels auf die Insulinsensitivitit wurde die

Insulin-induzierte Aufnahme von isotopenmarkierter Deoxy-Glucose in die C2C12-Zelle untersucht.
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Dabei wurde die aufgenommene Menge an *H-Deoxy-D-Glucose unter Einfluss von Insulin in

Relation zur aufgenommenen *H-Deoxy-D-Glucose ohne Insulin gesetzt.

Die Insulin-vermittelte Glucoseaufnahme in Bezug zur basalen Glucoseaufnahme senkte sich durch
die Gabe von Cytokinen von 148+3% auf 118+5% (s. Abbildung 42). Unter gleichzeitiger Zugabe
von ADMA konnte die Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme nicht wieder erhéht werden (p=0,5377)
und blieb mit 1114+11% im Vergleich zur Kontrolle niedriger. ADMA alleine hatte mit 138+6% keine
Auswirkung auf die Insulin-induzierte Glucoseaufnahme, die im Vergleich mit der Gabe vom

Cytokin-Cocktail erhoht war.

*
< 20- * *

s & 1501 ql?, d
s 2 & ° %
Lg 3 § ° 83 o )
522 1004 e o
= i °
Q.2 5
BE 2 501
-

8 A
Q G L) L) L) L)
2 3
’6’0\\ \SQQ Q@Y’ ng
%'OQ Cﬁ X?V Yv
&
&
S
O

Abbildung 42: Insulin-induzierte *H-Deoxy-D-Glucoseaufnahme der C2C12-Myozyten unter Cytokin-Exposition

Die Insulin-induzierte Glucoseaufnahme der C2C12-Zellen wurde nach 24 Stunden Expositionszeit mit dem
Cytokin-Cocktail aus 10 ng/mL TNF o, 20 ng/mL IFNy und 1ng/mLIL 1B und der gleichzeitigen Zugabe von
1 mM ADMA bestimmt. Die Aufnahme von *H-Deoxy-Glucose mit dem Zusatz von 100 nM Insulin wurde dabei in
Relation zur Aufnahme von *H-Deoxy-Glucose ohne dem Zusatz von Insulin gesetzt.

Daten sind abgebildet als MW=SEM; Kontrolle (n=13), Cytokine (n=13), CytokinetADMA (n=8), ADMA (n=8);
*: p<0,05; t-Test

Die Nitrit-Konzentrationen der Uberstinde dieser Zellen zeigten durch Gabe von Cytokinen eine
Erhohung um 8,8+1,6 uM gegeniiber der Kontrolle (s. Abbildung 43). Durch die gleichzeitige
Zugabe von Cytokinen und ADMA steigerte sich die Nitrit-Konzentration nur noch um 2,5+1,1 uM

und durch die alleinige Gabe von ADMA um 1,4+1,5 uM. Zwar war die Nitrit-Konzentration der
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gleichzeitigen Zugabe von Cytokinen und ADMA gegeniiber der Kontrolle erhoht, jedoch gegeniiber

der alleinigen Gabe von Cytokinen erniedrigt.
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Abbildung 43: Differenz der Nitrit-Konzentrationen im Uberstand der C2C12 unter Cytokin-Exposition

In der Abbildung sind die Nitrit-Konzentrationen im Uberstand der C2C12-Zellen nach 24 Stunden Expositionszeit mit
dem Cytokin-Cocktail aus 10 ng/mL TNF a, 20 ng/mL IFN v und 1 ng/mL IL 1 dargestellt. Den Zellen wurde, wie
angegeben gleichzeitig 1 mM ADMA zugesetzt. Die Bestimmung der Nitrit-Konzentrationen im Uberstand erfolgte
anhand eines modifizierten Griess Assays.

Daten sind abgebildet als MW+SEM; Kontrolle (n=30), Cytokine (n=30), Cytokine+tADMA (n=24), ADMA (n=24);
*: p<0,05; Mann-Whitney-Test

3.2.4 Einfluss von NO auf die Insulinsekretion und Viabilitat

Insulin-produzierender B-Zellen

Ein weiterer moglicher Aspekt der Wirkung des NO-Stoffwechsels auf den Diabetes mellitus, der
untersucht wurde, war der Einfluss auf die Insulin-produzierenden B-Zellen. Dafiir wurde zunachst
die glucoseunabhédngige und die Glucose-vermittelte Insulinsekretion durch Messung der
Insulin-Konzentration im Uberstand bestimmt. Die auf den Proteingehalt normalisierte

Insulinsekretion wurde fiir die Auswertung im Verhéltnis zur glucoseunabhingigen Insulinsekretion
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der Kontrolle gesetzt. Zur Auswertung der Viabilitit wurden die gemessenen Absorptionen in

Relation zur Absorption der Kontrolle gesetzt.

Die Insulinsekretion wird durch die Gabe von Cytokinen sowohl basal mit 0,4 mM Glucose von
100% auf 82+3% als auch Glucose-stimuliert mit 20 mM Glucose von 186+9% auf 126+7%
verringert. Jedoch wird die Verringerung weder basal mit 86+7% noch Glucose-stimuliert mit
139+8% durch die gleichzeitige Zugabe von ADMA verhindert. Eine Verringerung der
Glucose-stimulierten Insulinsekretion ist durch die gleichzeitige Zugabe von ADMA in Bezug zur
Kontrolle zu erkennen. Die alleinige Gabe von ADMA hatte keine Auswirkung im Vergleich zur
Kontrolle und ist sowohl basal mit 110+8% (p=0,0055) als auch Glucose-stimuliert mit 176+15%
(p=0,0099) hoher als die bei der Exposition mit Cytokinen. Die basale Insulinsekretion mit Cytokinen
und ADMA ist gegeniiber ADMA alleine erniedrigt (p=0,0391).
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Abbildung 44: Insulinsekretion der HIT-T15-B-Zellen unter Cytokin-Exposition

Die Insulinsekretion der HIT-T15-Zellen wurde entweder mit 0,4 mM Glucose oder mit 20 mM Glucose fiir zwei Stunden
stimuliert und die Insulin-Konzentration im Uberstand bestimmt. Die Insulin-Konzentrationen wurden auf die
Gesamtproteinmenge normalisiert und in Relation zur basalen Insulinsekretion der Kontrolle gesetzt. Die Zellen wurden
48 Stunden ohne Zusitze, mit einem Cytokin-Cocktail, mit einem Cytokin-Cocktail und 1 mM ADMA oder
1 mM ADMA alleine behandelt. Der Cytokin-Cocktail bestand aus 10 ng/mL TNF o, 20 ng/mL IFNy und
1 ng/mL IL 1.

Daten sind abgebildet als MW+SEM (n=8), * vs. Kontrolle 0,4 mM Glucose: p<0,05;
# vs. Kontrolle 20 mM Glucose: p<0,05; t-Test
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Ein weiterer moglicher Einfluss der verstirkten NO-Produktion war die Beeintrdchtigung der
Viabilitdt der Zellen. Daher wurde untersucht, inwieweit sich der Cocktail cytotoxisch auf die
B-Zellen auswirkte und ob dieser Effekt durch ADMA verhindert werden konnte. In der Abbildung 45
ist dargestellt wie die Viabilitdt der Zellen im Vergleich zur Kontrolle durch die Gabe von Cytokinen
von 100% auf 83+4% gesenkt wurde. Diese wurde jedoch durch gleichzeitige Zugabe von ADMA
wieder auf 120+9% erhoht. Die Viabilitdt war bei der alleinigen Gabe von ADMA mit 110+£7%
ebenfalls gegeniiber der Exposition mit dem Cytokin-Cocktail erhoht.
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Abbildung 45: Viabilitit der HIT-T15-B-Zellen unter Cytokin-Exposition

Die Viabilitat der HIT-T15-Zellen wurde mittels MTT-Reagenz bestimmt und in Relation zur Kontrolle gesetzt. Die
Zellen wurden 48 Stunden ohne Zusitze, mit einem Cytokin-Cocktail, mit einem Cytokin-Cocktail und 1 mM ADMA
oder ]| mM ADMA alleine behandelt. Der Cytokin-Cocktail bestand dabei aus 10 ng/mL TNF a, 20 ng/mL IFN y und
1 ng/mL IL 1.

Daten sind abgebildet als MW+SEM; Kontrolle (n=19), Cytokine (n=22), Cytokine+tADMA (n=24), ADMA (n=24);
*: p<0,05; Mann-Whitney-Test
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4 Diskussion

4.1 In-vivo Untersuchungen im Tiermodell

Fiir die Beurteilung der Zusammenhénge hinsichtlich des NO-Stoffwechsels, der Adipositas und des
Glucosestoffwechsels im Tiermodell ist die Uberpriifung, der durch die Interventionen bedingten
Veranderungen bestimmter Grundparameter Voraussetzung. So ist festzustellen, ob das genetische
Ausschalten der DDAHI1-Expression tatsdchlich zu einem erhéhten Aufkommen von ADMA fiihrt
und auszuschlieen, dass kompensatorische biochemische Mechanismen zu einer Erh6hung bzw.
Erniedrigung weiterer Argininderivate fiihren. Dadurch wird verhindert, dass mogliche Effekte im
Zuge inhibitorischer bzw. kaschierender Einfliisse dieser Argininderivate unberiicksichtigt bleiben.
Ferner ist es wichtig zu beurteilen, ob die hochkalorische DIO-Diét auch tatséchlich zu einer erhdhten
Gewichtszunahme bzw. Adipositas fiihrt und ob sich diese auch in biochemischen Prozessen der
Glucosehomdostase auswirkt. Erst nach der Uberpriifung des Modells, wenn beide angewandte
MaBnahmen auch die erwiinschten Effekte auf die ADMA-Werte und die Insulinsensitivitéit bzw. die
Entwicklung von Adipositas hervorbrachten, konnten auch etwaige Interaktionen und Korrelationen

beurteilt werden.

4.1.1 Einfluss des DDAH1”" auf die Argininderivate

Zur Beurteilung der Auswirkung der DDAHI-Defizienz auf ADMA wurden die
Plasma-ADMA-Konzentrationen der Maiause erhoben. Die Abbildung 16 zeigt, dass die
Plasma-ADMA-Konzentration der WT+DIO-Gruppe und WT-DIO-Gruppe iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum bei ca. 1 uM lagen, wéhrend die KO+DIO-Gruppe und KO-DIO-Gruppe
Plasma-ADMA-Konzentrationen um 2 uM aufwiesen. Lediglich in der 18. Woche stieg die
Plasma-ADMA-Konzentration der KO+DIO-Gruppe auf 3 uM, worauf im Folgenden néher
eingegangen wird (s. Kapitel 4.1.2). Die Plasma-ADMA-Konzentration der KO+DIO-Gruppe
gegeniiber der WT+DIO-Gruppe war jedoch erst ab Woche 12 und der KO-DIO-Gruppe gegeniiber
der WT-DIO-Gruppe ab Woche 16 erhoht. Dieses ist eher der geringen Anzahl an Proben in den
ersten Wochen zuzurechnen, als dass dieser Effekt in der Zeit davor tatsdchlich nicht vorhanden war.
Insgesamt ist in den ersten Wochen das Volumen an entnommen Blut aufgrund der geringeren Grof3e

der Tiere limitiert. Da die Prioritdit auch vielmehr auf die Blutglucose- und
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Plasma-Insulin-Bestimmung gelegt worden ist, reichte bei einigen Tieren die Menge an erhaltenem
Plasma nicht mehr zur Bestimmung der Konzentration der Argininderivate aus. Die sich daraus
ergebende geringe Probenzahl stellt somit ein statistisches Problem dar, womit schon vor Entstehung
der statistischen Signifikanz von der Erh6hung der Plasma-ADMA-Konzentration in den beiden
KO-Gruppen ausgegangen werden darf. Ungeachtet dieser technischen Probleme resultierte das
Ausschalten der DDAHI-Expression auch tatsdchlich in einer Steigerung der

Plasma-ADMA-Konzentrationen der Versuchstiere um ca. 100%.

Die mit der LC-MS/MS-Methode erhobenen Plasma-Arginin-Konzentrationen werden immer in
einer dreifachen Messung bestimmt, womit flir jede Probe 75 uL Plasma erforderlich ist. Wie zuvor
beschrieben, war teilweise nicht genug Plasma (25 pL) vorhanden, um eine Messung durchzufiihren.
Daher musste die Plasma-Arginin-Konzentration anhand einer einfachen Bestimmung ermittelt
werden. Dementsprechend ist die Beurteilung der Plasma-Arginin-Konzentrationen zu relativieren,
da sich dies auch in der breiten Streuung der Werte widerspiegelt (s. Abbildung 17). Die erhobenen
Plasma-Arginin-Konzentrationen weisen auf keinen Einfluss des Knockouts oder der DIO-Diét hin.
Auch die Plasma-SDMA-Konzentrationen der Tiere unterscheiden sich weder durch Genotyp noch
durch DIO-Diit, wie die Abbildung 18 zeigt. Somit konnen fiir die Betrachtung weiterer Daten
Interaktionen bzw. Kaschierungen aufgrund kompensatorischer Einfliisse von L-Arginin oder SDMA

ausgeschlossen werden.

Insgesamt erschwert die geringe Zahl der Proben die Erhebung der Daten und die Ermittlung von
Korrelationen. Das geringe Volumen an gewonnenem Plasma war dafiir verantwortlich, dass bei
einigen Tieren insbesondere in der ersten Erhebung fiir die Plasma-ADMA- und
Plasma-SDMA-Konzentrationen keine Proben vorhanden waren. Hinzu kommt, dass drei Tiere bei
der Nachgenotypisierung von der Auswertung ausgeschlossen worden sind, wodurch sich die Zahl
der Proben verkleinerte. Zusammengefasst kann jedoch von erhohten
Plasma-ADMA-Konzentrationen bei den DDAH1”"-Miusen ausgegangen werden. Des Weiteren ist
die Beeinflussung der Plasma-Arginin- und Plasma-SDMA-Konzentration durch den Knockout oder

die DIO-Diat auszuschlieBen.

4.1.2 Manifestation einer Adipositas

Die Entstehung von Adipositas stellt den initialen und somit einen elementaren Schritt in der

Entwicklung vom Typ II Diabetes dar. Deshalb ist das primére Ziel der DIO-Diét die Manifestation
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von Adipositas bei den Mausen. Bei der Betrachtung der Gewichte (s. Abbildung 19) sieht man, dass
die Tiere der KO+DIO-Gruppe in Woche 16 und Woche 17 mehr wiegen als die Tiere der
KO-DIO-Gruppe. Dieser Effekt ist jedoch nicht zwischen den WT-Gruppen zu beobachten. Auch
hier handelt es sich mehr um ein Problem der geringen Anzahl an Tieren in der WT-DIO-Gruppe mit
vier Tieren als um einen fehlenden Effekt. Wird ein Mann-Whitney-Test anstatt des 2way-ANOVAs
mit Bonferroni-Post-Test zur Beurteilung der Signifikanz angewendet, so ergibt sich sowohl in der
16. Woche (p=0,0325) als auch in der 17. Woche (p=0,0190) ein héheres Gewicht der Tiere in der
WT+DIO-Gruppe im Vergleich zur der WT-DIO-Gruppe.

Aussagekriftiger ist jedoch die Entwicklung der Gewichtszunahme der Tiere. Somit kann eine
Aussage beziiglich der DIO-Diédt getroffen werden, die unabhingig von den individuellen
Gewichtsunterschieden ist. Sowohl die Betrachtung der absoluten (Abbildung 20) als auch der
relativen Gewichtszunahme (Abbildung 21) zeigen im Verlauf der Untersuchungen bei beiden
DIO-Gruppen eine erhohte Gewichtszunahme im Vergleich zu den dazugehoérigen Kontrollen.
Wihrend sich zwischen der WT+DIO-Gruppe und der WT-DIO-Gruppe schon ab der zwdlften
Woche ein differenziertes Bild beziiglich der Gewichtzunahme entwickelte, stellt sich bei der
KO+DIO-Gruppe gegeniiber der KO-DIO-Gruppe eine Erhéhung erst ab der 16. Woche ein. Die
spatere Entstehung von Adipositas konnte ein erster Hinweis eines mdglichen protektiven Effekts
von erhohten Plasma-ADMA-Konzentrationen sein. Wahrend die relative Gewichtzunahme der
WT-DIO-Gruppe und KO-DIO-Gruppe dhnlich verliefen, war bei der WT+DIO-Gruppe zu erkennen,
dass die Versuchstiere tendenziell mehr Gewicht zunahmen als die KO+DIO-Gruppe. Dieser
mogliche Effekt konnte den erhohten Plasma-ADMA-Konzentrationen der KO-Gruppen
zugesprochen werden. Ob ADMA nur das Einsetzen der Adipositas verzogert, wie die Daten nahe
legen, oder auch iiber einen ldngeren Zeitraum die Adipositas abmildert, ist aufgrund der kurzen

Beobachtungsphase nicht weiter zu evaluieren.

Die Rolle von weillem Fettgewebe, woraus das epididymale Fettpolster hauptsichlich besteht, in der
Entwicklung der Insulinresistenz wurde in den letzten Jahrzehnten neu definiert. Weiles Fettgewebe
nimmt mit der Speicherung von Lipiden nicht nur eine wichtige Bedeutung im Energiemetabolismus
des Korpers ein, sondern fungiert durch die Sekretion von Adipokinen auch als endokrines
Organ'?®!2_ Uber 50 solcher Adipokine, die von den Adipozyten freigesetzt werden, wurden bisher

130 Leptin'*! und freien

identifiziert. Bei adipdsen Tier- und Zellmodellen werden neben Adiponektin
Fettsiuren auch Cytokine wie TNF a!*? oder IL 1B durch Adipozyten vermehrt sezerniert. Die

Freisetzung von Adipokinen wird unter anderem durch die Stimulation von IL 1B potenziert'>.
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Zusétzlich sind Makrophagen im Fettgewebe prasent, die durch Ausschiittung weiterer Cytokine die
Freisetzung der Adipokine auch potenzieren konnen. Diese Adipokine wirken systemisch an
verschiedenen Zielorganen und konnen zur chronisch subklinischen Inflammation bei Diabetes und
Adipositas beitragen'3*!3%_ Die chronisch subklinische Inflammation steht wiederum im Bezug zur

136,137

Entwicklung der Insulinresistenz und des metabolischen Syndroms Ein vermehrtes

138 Die Inflammation

Vorkommen von Makrophagen im Fettgewebe tritt im adipdsen Zustand au
durch Makrophagen'*® und Adipozyten'*!*! resultiert in einer verstirkten Expression der iNOS. Eine
Milderung der durch das Fettgewebe bedingten subklinischen Inflammation durch die erhéhten

ADMA-Konzentration der DDAH1-defizienten Mause wire moglich.

Auch der Einfluss der DIO-Diét auf die epididymalen Fettpolster machte sich in héheren Gewichten
dieser (s. Abbildung 22) bemerkbar. Bei der Betrachtung des relativen, vom Gesamtgewicht
unabhingigen Anteils der Fettpolster (s. Abbildung 23) zeigt sich, dass die DIO-Gruppen auch
vermehrt Fett ansetzten. Letztendlich war die DIO-Diét im Bezug zur Adipositas als erfolgreich zu
beurteilen. Sowohl die WT-Gruppe als auch die KO-Gruppe verzeichneten im Zuge der DIO-Diét
eine stirkere Gewichtszunahme und bildeten vermehrt Fettpolster. Der Genotyp hatte keinen

deutlichen Einfluss auf die Gewichte der Fettpolster.

Eine weitere Erkenntnis {iber Adipositas in Bezug auf die Plasma-ADMA-Konzentration ist, dass
sich in der KO+DIO-Gruppe die Plasma-ADMA-Konzentrationen in der Woche 18 erhohten. Dies
lasst einen Einfluss von Adipositas auf den NO-Stoffwechsel vermuten. Die Plasma-ADMA
Konzentration steigerte sich gegeniiber der KO-DIO-Gruppe um 50%. Dieser Effekt war in den
WT-Gruppen nicht zu beobachten. Ein Grund dafiir konnte eine kompensatorisch erhdhte Expression
bzw. Aktivitdt der DDAHI sein, die in den KO-Gruppen ausgeschaltet ist. Dadurch wiirde eine durch
die Didt-induzierte Erh6hung der Plasma-ADMA-Konzentration nicht sichtbar sein. Hier ist die kurze
Beobachtungszeit hinderlich, um die weitere Entwicklung beziiglich der
Plasma-ADMA-Konzentration auszuwerten. Die Korrelationsanalyse ergab hauptsichlich in der
KO+DIO-Gruppe eine positive Assoziation zwischen Plasma-ADMA-Konzentration und
Gesamtgewicht bzw. absoluter oder relativer Gewichtszunahme. Dies spricht dafiir, dass mit
steigendem Gewicht hohere Plasma-ADMA-Konzentrationen auftreten, wenn diesen nicht durch
einen kompensatorisch verstirkten Metabolismus liber die DDAHI entgegen reguliert wird. Dabei
ist zu beriicksichtigen, dass die Assoziation schwach ausgeprigt (1?=0,202-0,284) ist. Ob die
Plasma-ADMA-Konzentration nur durch die Gewichtszunahme oder durch das eventuelle Einsetzen

einer Insulinresistenz bedingt ist, bleibt zu kldaren. Andere Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen,
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dass erhohte ADMA-Konzentrationen bei Insulinresistenz auftreten und durch eine verbesserte
Insulinresistenz wieder sinken!**!# Jedoch k&énnen erhdhte ADMA-Konzentrationen auch durch
eine Gewichtsreduktion sinken'*. Ein direkter Zusammenhang zwischen verbesserter
Glucosehomdostase und ADMA-Konzentrationen wurde bereits in klinischen Studien gezeigt®!-'%’.
Der kausale Zusammenhang zwischen einer verbesserten Glucosehomdostase und erhohter
Plasma-ADMA-Konzentrationen wurde bis jetzt jedoch nicht geklart. Eine Regulierung der DAAHI
und damit die Metabolisierung von ADMA durch Glucose wurde in Erwdgung gezogen und

diskutiert'*®!'#7_ Jedoch kann es bei den DDAH1-defizienten Versuchstieren nicht zutreffen, so dass

andere mogliche Mechanismen in Erwédgung gezogen werden miissen.

Zusammengefasst gibt es zwei Ansatzpunkte fiir einen Zusammenhang zwischen Adipositas und der
Plasma-ADMA-Konzentration. Zum einen erhoht sich bei einer Manifestation von Adipositas die
Plasma-ADMA-Konzentration der Tiere. Andererseits wirkt ein hoher Plasma-ADMA-Spiegel
retardierend und eventuell sogar abmildernd auf die Gewichtszunahme in der Entwicklung von

Adipositas.

4.1.3 Insulinsensitivitit und Glucosehomoostase

Der Typ II Diabetes mellitus geht zusammen mit der Insulinresistenz einher, wenn sich die
gesteigerte Kalorienzufuhr nicht nur auf das Gewicht der Tiere, sondern auch auf die
Glucosehomoostase auswirkt. Die Beurteilung der Insulinsensitivitit erfolgte durch die
Niichtern-Blutglucose-Konzentration, die Niichtern-Plasma-Insulin Konzentration, dem sich daraus

ergebenden HOMA -Index und mafBgeblich durch den OGTT in der 17. Woche.

In der 16. Woche ergaben sich hohere Blutglucose-Konzentrationen in beiden DIO-Gruppen im
Vergleich zu den jeweiligen Non-DIO-Gruppen (s. Abbildung 24), welche auf den Einfluss der
hochkalorischen Nahrung zuriickzufiihren war. Tendenziell sind bei beiden DIO-Gruppen gegeniiber
den Non-DIO-Gruppen iiber den gesamten Beobachtungszeitraum hohere
Blutglucose-Konzentrationen zu verzeichnen. Die WT+DIO-Gruppe zeigte mit 7,58 mmol/L,
6,12 mmol/L und 8,15 mmol/L und die KO+DIO-Gruppe mit 7,15 mmol/L, 6,46 mmol/L. und
7,61 mmol/L meist hohere Konzentrationen als die 7 mmol/L fiir die Diagnose von Diabetes,
wihrend die WT-DIO-Gruppe mit 5,29 mmol/L, 5,50 mmol/L, und 4,95 mmol/L und
KO-DIO-Gruppe mit 6,23 mmol/L, 5,23 mmol/L und 5,63 mmol/L stets unter diesem Wert bleiben.

Die erhohten Blutglucose-Konzentrationen weisen somit auf eine Insulinresistenz hin.
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Erhohte Glucose-Konzentrationen sind ein Indikator fiir eine beeintrichtigte Insulinsensitivitit,
jedoch ist fiir eine fortgeschrittene Insulinresistenz erst eine gleichzeitige Erhdhung der
Plasma-Insulin-Konzentration aussagekriftig, da diese auch ein Symptom von erhdhtem
Insulinbedarf ist. Erhohte Plasma-Insulin-Konzentrationen setzten erst in der Woche 16, und das nur
in der WT+DIO-Gruppe ein (s. Abbildung 25), wihrend sich zwischen der KO+DIO-Gruppe und der
Kontrollgruppe keine Signifikanz einstellte. Als Ursache hierfiir kann einerseits die hohe
Plasma-ADMA-Konzentration in der KO+DIO-Gruppe verantwortlich sein. Andererseits ist eher die
hohe Varianz in den Werten dieser Gruppe ein Grund dafiir, dass keine statistische Signifikanz zu
ermitteln war. Die durchschnittliche Plasma-Insulin-Konzentration war tendenziell sogar hoher als
bei der WT+DIO-Gruppe. Dieser starke Anstieg und die hohe Varianz waren aufgrund zweier Werte
zustande gekommen, die aber keine Ausreiler waren. Somit ist eine erhohte
Plasma-ADMA-Konzentration als Grund fiir die geringe Plasma-Insulin-Konzentration im adipdsem
Zustand und damit auch eine mogliche protektive Eigenschaft von ADMA auf die Entwicklung von
Insulinresistenz ~ unwahrscheinlich.  Zusammengefasst war zwar ein  Anstieg der
Plasma-Insulin-Konzentration iiber die Zeit zu erkennen, jedoch fand relativ spit eine signifikante
Differenzierung statt und diese war auch nur in den WT-Gruppen zu finden. Somit war anhand der
Plasma-Insulin-Konzentrationen ein Einsetzen der Insulinresistenz in der KO+DIO-Gruppe nicht zu

erkennen.

Mit dem HOMA-Index, als Produkt beider Indikatoren, konnen die Ergebnisse beider Methoden
zusammengefasst werden. Wie die Abbildung 26 zeigt, war der HOMA-Index in der Woche 16
sowohl bei der WT+DIO-Gruppe als auch bei der KO+DIO-Gruppe im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle erh6ht. Das spricht erneut fiir eine einsetzende Insulinresistenz in der 16. Woche bei beiden
DIO-Gruppen. Zwar gab es eine negative Korrelation zwischen der Plasma-ADMA-Konzentration
und der Blutglucose-Konzentration innerhalb der WT-DIO-Gruppe, jedoch ist diese aufgrund der
Tierzahl (n=4) in dieser Gruppe differenziert zu beriicksichtigen. Weitere Korrelationen zwischen
den ADMA-Konzentrationen und den Plasma-Insulin-Konzentrationen bzw. dem HOMA-Index

konnten nicht ermittelt werden.

Als letzte und maBigebende Methode zur Bewertung der Insulinsensitivitit wurde ein OGTT
durchgefiihrt. Die erfassten Ergebnisse dariiber zeigen aber keine Anzeichen auf eine, durch die
DIO-Diét verursachte Insulinresistenz. Die Blutglucose-Konzentrationen der DIO-Gruppen blieben
nach Glucosegabe innerhalb von zwei Stunden weder iiber der Basalkonzentration, noch

unterschieden sie sich weiter im Vergleich zu der Kontrollgruppe (s. Abbildung 27). Auch die
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mittlere Verweildauer der zugefiihrten Glucose war in allen Gruppen identisch (s. Abbildung 28).
Dies widerspricht teilweise den Riickschliissen, die durch die Blutglucose- und
Plasma-Insulin-Konzentrationen bezgl. der Insulinsensitivitidt gezogen worden sind. Verschiedene
Griinde konnen hierfiir verantwortlich sein und miissen auch bei der Beurteilung der
Insulinsensitivitit beachtet werden. Zum einen zeigt der OGTT eine Momentaufnahme, wéihrend die
Erhebung der Glucose- und Insulin-Werte iiber den gesamten Verlauf der Untersuchungen erfolgte.
Der OGTT besitzt auch methodische Schwierigkeiten. Die Tiere stehen bei der Untersuchung iiber
einen ldngeren Zeitraum unter einer Stresssituation, in der vermehrt Hormone wie Cortison
ausgeschiittet werden. Cortison zeigt sowohl katabole Eigenschaften als auch eine verstirkende
Eigenschaft des Effekts von Adrenalin und Glucagon auf die Glucosehomoostase. Der durch den
OGTT ausgeloste Stress hat somit unter anderem auch einen Einfluss auf die Insulinsekretion und

spiegelt sich in erhdhten Glucose-Konzentrationen wider!'*,

So waren schon die basalen
Glucose-Konzentrationen der WT+DIO-Gruppe mit 6,72 mmol/L, der KO+DIO-Gruppe mit
9,15 mmol/L, der WT-DIO-Gruppe mit 7,66 mmol/L und der KO-DIO-Gruppe mit 7,39 mmol/L
erhoht. Zuziiglich ist die Messung mit durch Punktion der Mausschwanzvene entnommenen Blutes
durch eventuell austretende Lymphfliissigkeit gestort. Zum anderen ist der OGTT als eine akute
Insulinreaktion auf akute Glucosezufuhr, die geeignetste Methode, um eine Insulinresistenz zu
identifizieren. Die methodischen Schwierigkeiten, die Ausschiittung von Stresshormonen und
Verunreinigung durch Lymphe wirkten sich auf die DIO-Gruppen und die Kontrollgruppen
gleichermallen aus. Dennoch ergab sich kein Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen. Da die
hohe Varianz der Plasma-Insulin-Konzentrationen, die spite Beeintrichtigung der

Glucosehomoostase und vor allem, dass nicht alle Daten eindeutig auf eine gestorte Insulinsensitivitét

deuteten, konnte keine Insulinresistenz oder gestorte Glucosehomdostase geschlussfolgert werden.

Nach Evaluierung aller Daten konnte gezeigt werden, dass die DIO-Diét eine Adipositas induziert
hatte, aber diese nicht in einer gestorten Glucosehomodostase mit eindeutiger Insulinresistenz
resultierte. Dafiir konnen verschiedene Griinde verantwortlich sein. Fiir die Bewertung der
Insulinsensitivitdt mit der Blutglucose-Konzentration war, neben der Erhebung der Daten in der
Woche 8, Woche 12 und Woche 16, auch eine Messung in der Woche 18 vorgesehen. Bei der
Erhebung der Daten fiel mit der Woche 18 ein ganzer Messzeitpunkt weg, da die Blutentnahme in
der Woche 18 nach Betdubung mit Isofluran erfolgte, womit die Messung der Blutglucose- und
Plasma-Insulin-Konzentration beeinflusst'*!*° wurde. Dies war bei der Planung der Untersuchungen
nicht berticksichtigt worden und fiihrte dazu, dass obwohl ein Trend in den ersten Wochen vorhanden

war und eine ausreichende Beobachtungszeit ausgewidhlt wurde, nur bei einem Zeitpunkt, der
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Woche 16, eindeutig erhohte Blutglucose-Konzentrationen messbar waren. Selbige Problematik
zeigte sich auch bei der Erhebung der Plasma-Insulin-Konzentrationen und schlug sich auch bei der
Betrachtung des HOMA-Indexes nieder. In der 16. Woche war eine Steigerung des HOMA-Indexes
bei beiden DIO-Gruppen und der Plasma-Insulin-Konzentration bei der WT+DIO-Gruppe zu
beobachten. Diese Steigerung zeigte, dass eine Verdnderung des biochemischen
Glucosemetabolismus einsetzte. Die Entwicklung einer Insulinresistenz war auch erst ab der zwolften
Woche zu erwarten, jedoch fehlt aufgrund des Wegfallens der Daten in der Woche 18 eine
Bestitigung des Effekts der Diét in der Woche 16, um einerseits die Datenmenge fiir eine statistische
Auswertung zu erhdhen und andererseits eine klare Beurteilung hinsichtlich der Insulinsensitivitdt zu
treffen. Ausschlaggebend jedoch dafiir, dass keine Insulinresistenz diagnostiziert werden konnte, war
der OGTT. Beim OGTT, als relevanteste Methode zur Beurteilung der Insulinresistenz, konnte keine
beeintrachtigte Glucosehomdoostase festgestellt werden. Bei der Beurteilung hétten die methodischen
Schwierigkeiten des OGTTs von Bedeutung sein konnen und zu einer stirkeren Beriicksichtigung
der Blutglucose- und Plasma-Insulin-Konzentration gefiihrt, jedoch nur, wenn bei diesen eine

eindeutige Insulinresistenz {iber einen ldngeren Zeitraum aufgetreten wire.

In einem dhnlichen Modell einer anderen Arbeitsgruppe, in dem C57BL/6J-Méuse eine DIO-Diédt mit
und ohne Supplementation von N(G)-Nitro-L-arginin-methylester (L-NAME) erhielten, konnte eine
Verbesserung der Insulinresistenz gezeigt werden'!. L-NAME ist ein weiteres Argininderivat,
welches die NOS kompetitiv hemmt. Diese Tiere entwickelten mit einer hochkalorischen Nahrung,
mit 80% Fettanteil, eine Insulinresistenz mit erhdhten Gesamtgewichten, vermehrtem Fettgewebe
und Adipozyten, erhohte Blutglucose-Konzentrationen, erhohte Insulin-Konzentrationen und
verschlechterter Glucose-Toleranz. Durch die Zugabe von 100 mg/kg L-NAME pro Tag im
Trinkwasser konnten alle Auswirkungen der DIO-Diit verringert werden. Ahnliche Ergebnisse
resultierten in einem Modell mit iNOS-defizienten Méusen, die vier Monate lang mit einer
hochkalorischen Nahrung mit 55% Fettanteil gefiittert wurden. Die iNOS”-Méuse hatten unter der
DIO-Diét zwar mehr Kalorien zu sich genommen, entwickelten dadurch ein hoheres Gesamtgewicht
und mehr Fettgewebe als ihre WT-Geschwister, jedoch verringerte sich bei ihnen die
Blutglucose-Konzentration und die Insulin-Konzentration. Die Glucose-Toleranz der iNOS™”"-Miuse
war erhoht und die isolierten Muskelzellen zeigten eine verbesserte Insulin-induzierte
Glucoseaufnahme als die WT-Geschwister’’. Die PI3K-Aktivitit und die Phosphorylierung der
Akt/PKB war in den Muskelzellen der WT-Geschwister unter der DIO-Diét erniedrigt und konnte
durch die iNOS-Defizienz wieder hergestellt werden. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die

DIO-Diit in den Miusen zu einer verstiirkten Expression der iNOS im weillen Fettgewebe fiihrte®’.
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Dadurch wird die wichtige Rolle der chronisch subklinischen Inflammation bei Adipositas in der
Entwicklung der Insulinresistenz verdeutlicht. Eine erhohte Gewichtszunahme und groBere
Fettanteile reichten nicht aus, um eine Insulinresistenz zu induzieren. Die erhOhte sekretorische
Eigenschaft des Fettgewebes scheint essentiell fiir eine gestdrte Insulinsensitivitit zu sein. Ein Grund
der unbeeintrichtigten Insulinsensitivitit der DDAH17"-Miuse, trotz erhohter Gewichtzunahmen
unter der DIO-Diit, konnte durch die fehlende Inflammation begriindet sein. In einem weiteren
Tiermodell konnte die Verkniipfung zwischen Adipositas und Insulinresistenz durch gentechnisches

Ausschalten eines inflammatorischen Transkriptionsfaktors aufgehoben werden!*2,

Sowohl die Untersuchung der mit L-NAME supplementierten Tiere als auch der iNOS”"-Miuse sind
starke Indizien dafiir, dass ADMA als ein relevanter Inhibitor der NOS einen positiven Einfluss auf
die Insulinsensitivitit einnehmen konnte. Jedoch bleibt noch zu kldren, welche
Plasma-ADMA-Konzentration fiir eine ausreichende Hemmung der iNOS nétig wére. Die durch die
Supplementation mit L-NAME erreichten L-NAME-Konzentrationen wurden nicht erhoben und
wiren nicht vergleichbar. AuBlerdem sind erhohte Plasma-Konzentrationen von ADMA als relevanter
Marker fiir verschiedene Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems komplexer zu beurteilen.
Eventuelle schiddigende Einfliisse erhohter ADMA-Konzentrationen auf die endotheliale Funktion

missten protektiven Wirkungen auf die Insulinsensitivitit gegeniibergestellt werden.

Die geplante und beantragte Zahl der Versuchstiere war hoher und konnte fiir eine erh6hte Probenzahl
und eine stdrkere statistische Signifikanz ausgelastet werden. So wiirden die zuvor genannten
statistischen Problematiken keine Relevanz haben und auch die drei Tiere, die bei der
Nachgenotypisierung ausgeschlossen wurden, ersetzt werden. Jedoch wurde davon abgesehen, da der
OGTT eindeutig keine Insulinresistenz vermuten lie und sich die Beurteilung durch eine héhere
Tierzahl nicht verdndert hitte. Aulerdem wiren bei mehr Versuchstieren immer noch keine Daten
fiir die 18. Woche zu erheben. Insgesamt scheint die Dauer der DIO-Diét als zu gering, um eine
eindeutige Insulinresistenz zu etablieren, so dass keine weiteren Tiere verwendet wurden. Ein Grund
dafiir, dass die DIO-Diit der Jackson Laboratory beim DDAHI”-Mausmodell zeitlich nicht zur
Entwicklung einer Insulinresistenz ausgereicht hatte, kann eine unterschiedliche genetische
Disposition sein. Zwar handelt es sich um Inzuchtstimme, bei denen die genetische Varianz gerade
deswegen vermieden wird, jedoch kann dieses durch die Zucht und beim Generieren des Knockouts
nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Ein anderer Grund dafiir kdnnte sein, dass die Tiere

teilweise alleine im Kifig gehalten wurden und dadurch weniger Nahrung zu sich genommen hatten.

93



Diskussion In-vivo Untersuchungen im Tiermodell

Letztendlich ist die Dauer der DIO-Diét nicht ausreichend, um eine eindeutige Storung der
Insulinsensitivitit zu induzieren. Aufgrund dessen wurde von den weiteren geplanten
Untersuchungen, wie Genexpressionsanalysen und Analysen der Protein-Expression der

Insulinkaskade abgesehen.

4.1.4 Funktionalitit des Endothels

Da ADMA hauptsichlich eine Rolle in der Funktionalitédt des Endothels spielt und dort unter anderem
die endothelabhingige Vasodilatation hemmt, wurde die Auswirkung der DIO-Diét und des Genotyps
auf die Funktionalitit des Endothels kontrolliert. Bereits zuvor wurde von einer Reduzierung des
Relaxationsvermogens der Aortensegmente um die Hilfte bei heterozygoten DDAH1™-Tieren
berichtet!>>. Um auszuschlieBen, dass etwaige positive Einfliisse der erhdhten Plasma-ADMA
Konzentrationen auf die Insulinsensitivitit nicht mit negativen Auswirkungen auf die
Dilatationsféhigkeit der Blutgefdl3e einhergehen oder um eventuelle negative Einfliisse der DIO-Diét
auf die GefaBaktivitit zu relativieren, wurde ein Organbad der Aortensegmente durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte auf zwei Arten. Bei der ersten Methode wurde der Verlauf der
Relaxationsfihigkeit der Aorten unter Zugabe von Acetylcholin fiir die endothelabhingige
Relaxation und Nitroglycerin fiir die endothelunabhiingige Relaxation ausgewertet. Dabei spielte
auch die maximale Relaxation unter der hochsten Dosis an Acetylcholin bzw. Nitroglycerin eine
Rolle. Die endothelunabhédngige Féhigkeit zur Relaxation diente dabei als Kontrolle, dass keine
anderen Beschiddigungen auBlerhalb des Endothels fiir etwaige Unterschiede in Frage kdmen. Hier
zeigte sich weder in der endothelunabhéngigen noch in der endothelabhédngigen Relaxation eine
Diskrepanz aufgrund der DIO-Diit oder des Genotyps. Als zweite Methode der Auswertung dienten
die ECso-Werte der Untersuchungen der Aortensegmente im Organbad. Die ECso-Werte beschreiben
die Konzentration, bei der die Halfte des maximalen Effekts, in diesem Fall der Relaxation, erreicht
wird und stellt unabhédngig von der maximalen Relaxationsfdhigkeit einen Bezug zum Verlauf der
Acetylcholin- bzw. Nitroglycerin-Konzentration zur Relaxation dar. Da dabei schon bei der
endothelunabhéngigen Relaxation Unterschiede auftraten, sind Unterschiede, die bei der
endothelabhdngigen Konzentration beobachtet wurden, nicht eindeutig der Funktionalitit des
Endothels zu zuschreiben. Zusammengefasst kann man sagen, dass in diesen Untersuchungen weder
Genotyp noch DIO-Diét einen merklichen Einfluss auf die Funktionalitit der Aorta ausiibten. Dies

3

widerspricht den Erkenntnissen'>® aus dem Labor um Dr. James Leiper, die in heterozygoten

DDAHI1""-Miusen ein verschlechtertes Relaxationsvermogen der Aortensegmente zeigten. In einer
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klinischen Studie konnte gezeigt werden, dass genetische Variationen der DDAHI sich zwar in den
ADMA-Konzentrationen widerspiegelten, jedoch nicht die endothelabhingige Vasodilatation

beeinflussten !4,

4.2  In-vitro Untersuchungen in der Zellkultur

Um in den in-vitro Untersuchungen Riickschliisse auf die Auswirkung von ADMA auf eine induzierte
Insulinresistenz zu ziehen, waren Versuche fiir zwei unabhéngige, aber insulinsensitive Zelllinien,
die wichtige Organe représentieren, geplant. Beide Zelllinien, sowohl die 3T3-L1 als auch die C2C12
durchlaufen eine Differenzierung, bei der die Zellen sich phénotypisch und genotypisch verdndern.
Dabei stand vor allem die Expression des GLUT4 im Vordergrund. Bei den 3T3-L1-Zellen war trotz
phénotypischer Differenzierung (s. Abbildung 33, Abbildung 34) die Expression des GLUT4
ausgeblieben (s. Abbildung 36). Fiir die weiteren Untersuchungen bezgl. der Insulinsensitivitat
wurden daher nur die C2C12-Zellen verwendet, die neben der phidnotypischen Charakterisierung

(s. Abbildung 35) auch den GLUT4 exprimierten (s. Abbildung 37).

Fiir die Untersuchung in den Zellen wurde zuerst ein geeignetes Modell zur Imitation der chronisch
subklinischen Inflammation bei Diabetikern gesucht. Eine Erhohung fiir typische
Inflammationsmarker, wie TNF o und IFN y wurde bei Diabetikern bereits festgestellt'*®!5, Zudem
ist bekannt, dass diese Cytokine zu einer Erhdhung der iNOS-Expression fiihren!>®. Ein weiteres
Cytokin, das bei diesen Untersuchungen zur Beobachtung kam, war das IL 1. Auch IL 10 spielt eine
wichtige Rolle bei der chronisch subklinischen Inflammation'>’ beim Diabetes mellitus und bei der

Expression der iNOS!¥,

Wie in der Abbildung 38 zu sehen ist, ist die Kombination aus TNF a, IFN y und IL 1P geeignet, um
eine Induktion der iNOS-Expression mit hoheren Nitrit-Konzentrationen zu erreichen, und ist dabei
mit der Wirkung des Kontroll-Cocktails gleichwertig. Die optimale Konzentration an IL 1, bei der
durch eine Erhdhung der Konzentration die NO-Produktion in den Zellen nicht weiter steigt, liegt bei
1 ng/mL (s. Abbildung 39). Die geeignete Expositionszeit, um die Expression der iNOS um ein
Vielfaches zu erhohen, liegt bei 24 Stunden (Abbildung 40). AuBerdem wurde die geeignete
Konzentration an ADMA ermittelt, um die durch die Cytokine hervorgerufene Induktion wieder zu
senken (Abbildung 41). Somit wurde fiir alle weiteren Untersuchungen eine Expositionszeit von
24 Stunden verwendet, der Einsatz an Cytokinen betrug 10 pg/mL an TNF a, 20 pg/mL an IFN y
sowie 1 ng/mL an IL 1B und zur Hemmung der iNOS wurde 1 mM ADMA verwendet.
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4.2.1 Einfluss von NO auf die Insulinsensitivitit

Bei der Beurteilung der Insulinsensitivitit der Zellen, anhand der Aufnahme von isotopenmarkierter
Deoxy-Glucoseaufnahme, wurde zuerst die Zunahme der Nitrit-Konzentration im Uberstand der
Zellen gemessen, um auch einen Bezug zur iNOS-Expression herzustellen. Eine verstirkte
Expression der iNOS resultiert auch in einer verstdrkten Bildung von NO. Da NO reaktiv ist und im
Uberstand zu Nitrit reagiert, konnten erhdhte Nitrit-Konzentrationen auf eine verstirkte Bildung von
NO zuriickgefiihrt werden. Abbildung 43 zeigt, dass bei den Zellen mit denen die
Deoxy-Glucoseaufnahme Untersuchungen durchgefiihrt worden sind, die iNOS-Expression durch
Cytokin-Exposition gesteigert und durch Zugabe von ADMA wieder erniedrigt wurde. ADMA
alleine hatte keine Auswirkung auf die NO-Produktion. Die Insulin-induzierte Glucoseaufnahme der
Zellen hatte sich durch Exposition mit den Cytokinen verschlechtert (Abbildung 42). Dies wurde
schon vorher in einigen Verdffentlichungen fiir C2C12-Zellen'*und anderen Muskelzellen!®
gezeigt. Jedoch konnte diese Cytokin-induzierte Insulinresistenz der Zellen durch gleichzeitige
Exposition mit ADMA nicht unterbunden werden, da auch hier eine verringerte
Deoxy-Glucoseautnahme ermittelt wurde. Dies kann mehrere Griinde haben. Zum einen ist die
Expositionszeit im Zellversuch aussagekriftig fiir eine akute Inflammation. Die chronische
Auswirkung von Cytokinen, die beim Diabetes mit einer subklinischen Inflammation auftritt, und
ADMA kann sich anders verhalten und ist vielmehr im Tiermodell zu untersuchen. So kann es sein,
dass ADMA langfristig einen positiven Einfluss auf die Insulinsensitivitdt besitzt. Zum anderen ist
die in den Zelluntersuchungen verwendete Konzentration an Cytokinen darauf ausgelegt einen
starken Effekt auszuiiben, so dass die Nitrosylierung der Proteine der Insulinrezeptorsignalkaskade
so stark ausgeprigt ist, dass ADMA dies nicht verhindern kann. Bei einer Insulinresistenz kann die
subklinische Inflammation eine Nitrosylierung hervorrufen'®!, die noch von ADMA verhindert
werden kann. Ein weiterer zu beachtender Aspekt ist, dass die Cytokine nicht nur eine verstérkte
Expression der iNOS bewirken, sondern auch weitere inflammatorische Mechanismen aktivieren.
Die Auswirkung der iNOS-Expression alleine und die Inhibition durch ADMA kann daher unter
Umstdnden iiberlagert sein. Letztendlich ist bei den Untersuchungen kein klarer Einfluss von ADMA
auf die durch Cytokine-induzierte Insulinresistenz zu ermitteln, so dass andere eventuelle

Angriffspunkte von ADMA zu erforschen sind.
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4.2.2 Einfluss von NO auf die Insulinsekretion und Viabilitat

Die Entwicklung des Diabetes mellitus Typ II kann in verschiedene Phasen unterteilt werden, in der
sich die biochemischen und pathologischen Zusténde, je nach Phase, stark unterscheiden konnen. Die
Entwicklung des Diabetes unterscheidet sich dabei individuell nach Begleiterkrankungen und
Therapie und kann sich iiber Jahrzehnte erstrecken. Eine Adipositas entsteht primér durch erhohte
Nahrungsaufnahme und mangelnde korperliche Betitigung. Die erhohte Glucosezufuhr zeichnet sich
dabei durch eine postprandiale Hyperglykédmie aus, die sich immer mehr zu einer chronischen
Hyperglykdmie entwickelt, bei der der Korper die Menge an Glucose nicht verwerten kann. Die
erhohte Glucosebelastung fithrt zu einer Insulinresistenz, bei der in den Zielzellen die
Signaltransduktion am Insulinrezeptor und der nachgeschalteten Kaskade abnimmt. Die Wirkung von
Insulin ist in diesem Zustand abgeschwicht und die insulinabhédngige Glucoseaufnahme der Zellen
verringert. Eine kompensatorisch gesteigerte Insulinsekretion soll der Insulinresistenz
entgegenwirken, um die Blutglucose-Konzentration zu senken. Langfristig &u3ert sich die diabetische
Erkrankung in einer progredienten Abnahme der Insulin-produzierenden B-Zellen. Die Apoptose der
B-Zellen ist zu Teilen auch durch eine Inflammation verursacht'®?, die iiber Adipokine vermittelt wird.
Dadurch kénnten die Wirkung von Cytokinen und die Rolle von ADMA in diesen Zellen interessant
sein. Eine durch verstirkte Expression der iNOS erhohte NO-Konzentration kann von Cytokinen
unabhiingig die B-Zell-Apoptose verursachen'®®, wodurch die protektive Eigenschaft von ADMA auf
die Viabilitdt erklért werden konnte. Auch beim Typ I Diabetes ist der Untergang der -Zellen durch
eine Immunreaktion vermittelt. Jedoch ist fiir diese Insulitis vielmehr eine Autoimmunreaktion mit
spezifisch gegen die B-Zellen ausgerichteten Antikorpern verantwortlich. Dadurch erscheint ein
Effekt von ADMA auf diesen Prozess eher fragwiirdig, da die iNOS-vermittelte Inflammation

vielmehr eine allgemeine Immunreaktion vermittelt.

Die Untersuchungen in den Insulin-produzierenden Zellen (s. Abbildung 44) zeigt, dass unter
Einfluss von Cytokinen die glucoseunabhidngige und Glucose-vermittelte Insulinsekretion gehemmt
war, wihrend die gleichzeitige Exposition mit Cytokinen und ADMA keine positive Auswirkung auf
diese Hemmung hatte. ADMA alleine zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine Auswirkung auf die
Insulinsekretion. Die im Uberstand der Zellen gemessenen Insulin-Konzentrationen wurden auf den
gesamten Proteingehalt der Zellen normalisiert, so dass die Insulinsekretion der Zellen unabhingig

von der Viabilitit der Zellen gemessen wurde.
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Um bei einer chronischen Exposition der Insulin-produzierenden Zellen mit Cytokinen deren
Uberlebensfihigkeit und die Wirkung von ADMA zu betrachten, wurde die Viabilitit dieser Zellen
untersucht. Dabei erkennt man, dass die Cytokine die Viabilitit der Zellen beintrachtigen und ADMA
die Cytokin-induzierte Toxizitét verhindert (s. Abbildung 45). Die Viabilitit der B-Zellen hat groflen
Einfluss auf den Verlauf und Ausgang des Diabetes. Die durch Cytokine induzierte Apoptose der
B-Zellen, als Folge chronisch subklinischer Inflammation, wird zu Teilen durch eine iNOS-Induktion
vermittelt. Die positive Auswirkung von ADMA als Inhibitor der iNOS beim Typ II Diabetes konnte

somit mit der verbesserten -Zell-Viabilitét erklart werden.

Eine verringerte p-Zell-Funktion und die Apoptose von B-Zellen tritt beim Typ II Diabetes auf!®4,*2.
Neben den Cytokinen TNF o'®®, IFNy!'% und IL 1B' induzieren auch zirkulierende, freie
Fettsiuren'¢’ die Apoptose der B-Zellen. Die verringerte B-Zell-Funktion durch die Cytokine sowie
Adipokine wird dabei hauptsichlich iiber die induzierte iNOS und NO vermittelt'®®!%®, Ein
Mechanismus der -Zell-Apoptose bei Typ II Diabetikern ist der endoplasmatische Stress'®, der sich
durch eine fehlerhafte Faltung der Proteine im endoplasmatischen Retikulum &uflert. Die
Cytotoxizitdt von NO in insulinsensitiven Zellen ruft unter anderem auch den endoplasmatischen

170

Stress hervor' ™. Der positive Einfluss hoher ADMA-Konzentrationen kénnte durch die Inhibierung

der iNOS erklart werden.

4.3 Ausblick

Das DDAH”-DIO-Mausmodell hat Erkenntnisse iiber den Zusammenhang zwischen Adipositas und
ADMA geliefert. So verzogern hohere ADMA-Konzentrationen bei einer erhohten Kalorienzufuhr
das Einsetzen einer Adipositas. Umgekehrt fiihrten erhohte Gewichte im Tiermodell auch zu héheren
Plasma-ADMA-Konzentrationen. In wie weit sich diese auch in der Entwicklung der Insulinresistenz
bzw. auf die Glucosehomdostase fortsetzt, wire in einem Tiermodell mit einer ldngeren
Beobachtungszeit zu evaluieren. Im Zusammenhang der Erkenntnisse iiber den Einfluss von ADMA
auf die Viabilitdt der B-Zellen, kann die Beobachtungsphase sogar iiber das Auftreten einer
Insulinresistenz hinaus, bis zum Einsetzen der Apoptose der B-Zellen ausgeweitet werden. So kann
auch die Auswirkung von ADMA auf die B-Zellen in einer in-vivo Untersuchung ermittelt werden.
Bei einer verlingerten DIO-Didt konnen nach dem Auftreten einer Insulinresistenz auch
Expressionsanalysen der Insulinsignalkaskade auf mRNA- und Proteinebene durchgefiihrt werden,

um biochemische Prozesse genauer zu untersuchen.
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Obwohl keine Auswirkung von ADMA auf die durch Cytokine-induzierte Senkung der
Glucoseaufnahme festgestellt wurde, kann eine Untersuchung der Insulinsensitivitdt immer noch in
Betracht kommen. Ein Cytokinmodell wurde deshalb ausgewdhlt, um die chronisch subklinische
Inflammation beim Diabetes moglichst genau nachzuempfinden. Das Ausmall des Effekts der
iNOS-Induktion kann jedoch, je nach Inflammation, auch von anderen biochemischen Mechanismen
iiberlagert sein, so dass die Untersuchung der Insulinsensitivitit mit einer iNOS-Induktion
unabhingig von Cytokinen sinnvoll erscheint. Eine gesteigerte Expression der iNOS durch
Transfektion eines Vektors war in den Untersuchungen der Insulinsensitivitit auch geplant. Eine
stabile Transfektion konnte nur in HEK-293-Zellen erfolgreich verwirklicht werden. In den
differenzierten insulinsensitiven C2C12-Zellen konnte kein iNOS-Vektor transfiziert werden. Um
ausschliefllich den direkten Einfluss der iNOS und ADMA auf die Insulinsensitivitit zu kontrollieren,
wire ein Modell mit der Transfektion eines iNOS-Vektors vorteilhaft. Vielversprechend ist die
weitere Erforschung der Erkenntnisse iiber die Cytokin-induzierte Zellapoptose der
Insulin-produzierenden B-Zellen und die protektive Wirkung von ADMA. Zum einen kann auch hier
das Ausmal der Apoptose durch die verstiarkte Expression der iNOS mithilfe einer Transfektion eines
iNOS-Vektors bestimmt werden. Zum anderen konnen die genauen Signalwege der Apoptose
bestimmt werden. Durch die Cytokine wird die extrinsische Signalkaskade gestartet'’!. Welche
zellregulatorischen Mechanismen von Bedeutung sind und an welcher Stelle ADMA eine Funktion

einnimmt, bleibt zu klaren.

Des Weiteren konnte in klinischen Studien im Zusammenhang mit ADMA und Typ II Diabetes der
Fokus auf die Insulinproduktion bzw. -sekretion erweitert werden. Die Erfassung des Grades an
Inflammation der diabetischen Patienten kdnnte eine differenzierte Beurteilung hinsichtlich der Rolle

von ADMA ermoglichen.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

Die erhebliche Rolle von ADMA in Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems bleibt unbestritten.
Das Argininderivat dient, aufgrund der kompetitiven Hemmung der eNOS und den negativen
Prognosen in Bezug zu hohen Plasma-ADMA-Konzentrationen, als unabhingiger Marker fiir
kardiovaskuldre Ereignisse und den Tod. In Bezug auf inflammatorische Erkrankungen, ganz im
Speziellen bei der Sepsis, kann ADMA durch die Inhibition der iNOS jedoch auch einen protektiven
Effekt aufweisen. Eine Erkrankung, bei der sich die Rolle von ADMA widerspriichlich gestaltet, ist
Diabetes mellitus. Bei dieser komplexen Erkrankung, die auch in Zusammenhang mit

kardiovaskuldren Erkrankungen steht, konnten einige positive Effekte von ADMA gezeigt werden.

Die Untersuchungen im Tiermodell zeigen, dass die Entstehung von Adipositas und die damit
verbundene Gewichtszunahme bei hohen ADMA-Werten verzogert sind. Fiir eine weitere
Betrachtung der Auswirkung hoher ADMA-Werte auf die Entwicklung einer Insulinresistenz, war
die ausgewdhlte Beobachtungszeit zu kurz. Erginzend konnte ein Einfluss der DIO-Diédt auf die
Metabolisierung von ADMA erkannt werden. So entwickelten die Tiere nach Auftreten der
Adipositas hohere Plasma-ADMA-Konzentrationen. Hier war die geringe Beobachtungszeit

hinderlich, um den weiteren Verlauf und die Auswirkungen zu liberpriifen.

Weitergehend wurde in den in-vitro Untersuchungen gezeigt, dass die Cytokin-induzierte Hemmung
der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme durch ADMA nicht verhindert werden konnte. Die
protektiven Eigenschaften von ADMA im diabetischen Zustand liegen vielmehr in der Erhaltung der
Viabilitit Insulin-produzierender B-Zellen. Zwar konnte kein akuter Einfluss auf die Insulinsekretion
ermittelt werden, jedoch fiihrt der Schutz vor Cytokin-induzierter Apoptose der Zellen langfristig

auch zwangslédufig zu einer verbesserten Insulinsekretion.
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5.2 Summary

The role of the L-arginine derivative asymmetric dimethylarginine has been an area of intensive
interest in cardiovascular research for the last decades. As a competitive inhibitor of the endothelial
nitric oxide synthase ADMA has evolved as a relevant regulator of nitric oxide formation in the
endothelial cell. It plays a major role in the development of endothelial dysfunction and therefore has
been identified as an independent marker for cardiovascular risk and mortality in different studies.
However, in inflammatory diseases like sepsis ADMA can exhibit a protective role by inhibiting the
inducible isoform of the NOS. Due to its inflammatory aspect and the correlation to cardiovascular
disease, the role of ADMA in diabetic patients has been controversial so far, leading to investigations

for the relationship between ADMA and diabetes.

The in-vivo-studies with the DIO-mouse-model showed, that ADMA affects the weight of the
animals and even delays the onset of obesity. Further observations regarding the development of
insulin resistance and glucose-homeostasis under influence of high ADMA-concentrations could not
be obtained, since the chosen period of the DIO-diet was too short to assess insulin-resistance. The
DIO-diet seemed to affect the metabolism of ADMA, leading to higher ADMA concentrations after
the onset of obesity. Again the short observation period prohibited further investigations regarding

the effect of the diet on the ADMA concentrations and vice versa.

Additionally, the in-vivo-studies showed that cytokine-induced inhibition of insulin-stimulated
glucose-uptake could not be prevented by ADMA. Protective characteristics of ADMA in a diabetic
state is more likely to be in insulin production system rather than in insulin responsive system by
preservation of B-cell viability. Although acute insulin secretion in an inflammatory state is not
affected by ADMA, the prevention of cytokine-induced apoptosis in B-cells leads to a long-term
improvement of insulin secretion. Further investigations into this direction could help to clarify the
biochemical mechanism underlying this observations and explain the outcome of diabetic patients

with high plasma ADMA concentrations.
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6.1 Katalog

6.1.1 Materialien

6 Anhang

6.1.1.1 Substanzen und Reagenzien

Substanz, Reagenz (Abkiirzung) Sicherheitshinweise: Hersteller
H- & P-Siitze (Produktnummer)
(2-Acetoxyethyl)trimethylammonium-  H: 315-319-335 Sigma-Aldrich Chemie

chlorid (Acetylcholin)

(2R,35,4R,5R)-2,3,4,5,6-Pentahydroxy-

hexanal Monohydrat (D-Glucose)

(5R)-5-[(1S)-1,2-Dihydroxyethyl]-
3,4-dihydroxy-5-hydrofuran-2-on
Natriumsalz (Natrium-L-Ascorbat)

(52,90,110,13E,15S)-9,11,15-
Trihydroxyprosta-5,13-dienoicsdure
Tris-Salz (Prostaglandin F»,)

(R)-(+)-N-(2,4-Dihydroxy-3,3-
dimethyl-1-oxobutyl)-B-alanin
Hemicalciumsalz
(Calcium-D-Pantothenat)

(S)-2-Amino-5-guanidinvaleriansdure
Hydrochlorid (L-Arginin)

[1-(4-Chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-
methylindol-3-yl]essigsdure
(Indometacin)

P: 261-305+351+338

v T
~ <

H: 302-360
P: 201-308+313

v T
~ <

g-jgar
~ <

H: 300
P:264-301+310
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GmbH, Steinheim
(A2661)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(49159)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(A4034)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(P5069)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(P5710)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(A5131)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(I7378)
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[*He]-ADMA

1-([4-(Xylylazo)xylyl]azo)-2-naphthol
(Oil Red O)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)
ethansulfonsdure (HEPES)

2-*H-Deoxy-D-Glucose 5-10 Ci/mmol
(*H-DOG)

2,3-Diamononaphthalin

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

3,3,5,5 -Tetrabromphenolsulfon-
Phthalein-Reagenz (Bromphenolblau)

3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenyl-

phenanthridiniumbromid-Reagenz
(Ethidiumbromid)

3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)

4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-
polyethyleneglycol (Triton™ X)

4-Nonylphenylpolyethyleneglycol
(Nonidet® P40)

5-[(3aS,4S,6aR)-2-Oxohexahydro-1H-

v vm YT
L SN

T T
~ <

H: 302-315-319-335-350
P:201-261-305+351+338-
308+313

H: 315-319-335-341
P: 261-281-305+351+338

H:/
P:/

H: 331-341
P: 261-280-304+340+311-
403+233

H: 302
P:/

H: 302-318-411
P: 273-280-305+351+338

H: 302-318-411

P: 280-301+312-305+351+338

H:/

thieno[3,4-d]imidazol-4-yl]pentansdure P:/

(Biotin)
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eigene Herstellung

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(00625)

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (9105)

Perkin Elmer Inc.,
Waltham US
(NET328A)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(D2757)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(M5655)

Merck KGaA, Darmstadt
(108122)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(46067)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(15879)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(X114)

AppliChem GmbH,
Darmstadt (A1694)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(B4639)
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9-Fluor-11B,17,21-trihydroxy-16a-
methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion
(Dexamethason)

Acetonitril

Acetylchlorid

Acrylamid 40%, Rotiphorese®

Agarose, Standard

Albumin Standard 2 mg/mL, Pierce™

Albumin, Kélberserum Fraktion V

(BSA)

Ameisensdure 98-100%

Ammoniumperoxodisulfat

Antikorper Glucosetransporter Typ 4
(GLUTH4), [H61]

H: 315-317-319-334-335

P: 261-280-282-284-304+340-

342+311

H: 225-302+312+332-319
P: 210-240-302+352-305+
351+338-403+233

H: 225-302-314

P: 210-280-305+351+338-310

H: 302+312-315-319-317-340-

350-361£-372

P: 281-302+352-305+351+

338-308+313

v T
~ <

g-jgar
~ <

v T
~ <

H: 226-302-314-331
P: 210-280-301+330+331-

304+340-305+351+338-308+

310

H: 272-302-315-319-334-317-

335
P: 221-210-285-305+351+
338-405-501

H:/
P:/
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Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(D4902)

Merck KGaA, Darmstadt
(100029)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(00990)

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (T802)

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (3810)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (23209)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(05479)

Merck KGaA, Darmstadt
(100264)

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen
(161-0700)

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Dallas US (SC 7938)
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Antikorper H:/ Santa Cruz
Glycerinaldehyd-3-phosphat- P:/ Biotechnology Inc.,
Dehydrogenase (GAPDH), [FL-335] Dallas US (SC25778)
Antikorper Kaninchen IgG, HRP-linked H:/ Cell Signaling
P:/ Technology Inc.,
Danvers US (7074)
Argon N50 H:/ Air Liquide Deutschland
P:/ GmbH, Diisseldorf
(I2167RG)
Borsdure H: 360FD Carl Roth GmbH & Co.

Bradford-Reagenz, protein assay dye
reagent concentrate

Butanol

Calciumchlorid Dihydrat
(CaCl x 2 H20)
Cryo-SFM-Reagenz

D-Deoxy-Glucose

Desoxyribonukleosidtriphosphate
10mM, Invitrogen™ (dNTPs 10mM)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA-Isolierungsreagenz

P: 280-308+313

H: 226-332-314-370

P: 210-303+361+353-305+

351+338-310-405-501

H: 226-302-315-318-335-336

P: 210-280-301+312+330-

304+340+312-305+351+338+

310-403+235

H: 319
P: 305+351+338

T

o/
/

)-U

T

o/
/

)-U

g-jgar
~

T

o/
/

)-U

H: 302-312-332
P: 262
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KG, Karlsruhe (6943)

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen
(500 00006)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(34867)

Merck KGaA, Darmstadt
(102382)

PromoCell GmbH,
Heidelberg (C29910)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(D8375)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (18427)

Merck KGaA, Darmstadt
(102931)

AppliChem GmbH,
Darmstadt (A3418)
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DNA-Loading Dye 6 x

Enhanced

Chemielumineszenz-Reagenz, Pierce™

(ECL)

Essigsdure 100% (Eisessig)

Ethanol, absolut

Ethylen-bis-(oxyethylennitrilo)-

tetraessigsdure (EGTA)

Formaldehyd 4%, Roti®-Histofix

Futter, 60% Fettanteil

Futter, 10% Fettanteil

Glucose 20%

Glycin

HEPES 1 M, Gibco®

Insulin-ELISA

Beschichtete Platte

g-jgar
~ <

Y~ —

H: 226-290-314
P: 210-280-301+330+331-
305+351+338-308+310

H: 225-319
P: 210-240-305+351+338-
403+233

H:/
P:/

H: 302-317-341-350

P: 261-281-302+352-308+313

T

o/
/

o

v T
~ <

T T
~ <

v T
~ <

v T
~ <

v T
~ <

g-jgar
~ <
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Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (R0611)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (32106)

Merck KGaA, Darmstadt
(100063)

Merck KGaA, Darmstadt
(1085430)

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (3054)

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (P087)

sniff Spezialdidten
GmbH, Soest (EF R/M
D12492 mod.)

Bioserv, Flemington US
(F4031)

B. Braun Melsungen
AG, Melsungen
(2356746)

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (3908)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (15630)

Mercodia AB, Uppsala
SE (10-1247)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-3193)
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Enzym Konjugat-Puffer H: 331-311-301-314-317-400- Mercodia AB, Uppsala
410 SE (20-3269)
P:/
Enzym Konjugat 11 x H:/ Mercodia AB, Uppsala
P:/ SE (20-3266)
Kalibrator 0 H: 331-311-301-314-317-400- Mercodia AB, Uppsala
410 SE (20-3262)
P:/
Kalibrator 0,2 pg/L H: 331-311-301-314-317-400- Mercodia AB, Uppsala
410 SE (20-3150)
P:/
Kalibrator 0,5 pg/L H: 331-311-301-314-317-400- Mercodia AB, Uppsala
410 SE (20-3151)
P:/
Kalibrator 1,5 pg/L H: 331-311-301-314-317-400- Mercodia AB, Uppsala
410 SE (20-3152)
P:/
Kalibrator 3 pg/L H: 331-311-301-314-317-400- Mercodia AB, Uppsala
410 SE (20-3153)
P:/
Kalibrator 6,5 pg/L H: 331-311-301-314-317-400- Mercodia AB, Uppsala
410 SE (20-3154)
P:/
Stopp-Reagenz H: 314 Mercodia AB, Uppsala
P:/ SE (20-2693)
TMB-Substrat H:/ Mercodia AB, Uppsala
P:/ SE (20-2629)
Wasch-Puffer 21 x H: 331-311-301-314-317-400- Mercodia AB, Uppsala
410 SE (20-6746)
P:/
Insulin-ELISA, ultrasensitiv H:/ Mercodia AB, Uppsala
P:/ SE (10-1249)
Beschichtete Platte H:/ Mercodia AB, Uppsala
P:/ SE (20-3193)
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Enzym Konjugat-Puffer

Enzym Konjugat 11 x

Kalibrator 0

Kalibrator 0,025 ug/L

Kalibrator 0,075 ug/L

Kalibrator 0,2 pg/L

Kalibrator 0,5 pg/L

Kalibrator 1,5 pg/L

Stopp-Reagenz

TMB-Substrat

Wasch-Puffer 21 x

Insulin 10 mg/mL, human recombinat

H: 331-311-301-314-317-400-
410
P:/

T

o/
/

)-U

H: 331-311-301-314-317-400-

—_—

3
410
P:/

H: 331-311-301-314-317-400-
410
P:/

H: 331-311-301-314-317-400-
410
P:/

H: 331-311-301-314-317-400-
410
P:/

H: 331-311-301-314-317-400-
410
P:/

H: 331-311-301-314-317-400-
410
P:/

H: 314
P:/

T

o/
/

)-U

H: 331-311-301-314-317-400-
0
/

—

4
P:

v T
~ <
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Mercodia AB, Uppsala
SE (20-3249)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-3246)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-3242)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-3148)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-3149)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-3236)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-3237)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-3238)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-2693)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-2629)

Mercodia AB, Uppsala
SE (20-6746)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(19278)
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Isopropanol H: 225-319-336 Carl Roth GmbH & Co.
P: 210-280-305+351+338 KG, Karlsruhe (6752)
Kaliumchlorid (KCI) H:/ Merck KGaA, Darmstadt
P:/ (104933)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) H:/ Merck KGaA, Darmstadt
P:/ (104873)
L-[?H7]-Arginin H: 315-319 Cambridge Isotope
P: 305+351+338 Laboratories Inc.,
Tewksbury US
(DLM-541)
Lipopolysaccharide (LPS) H: 302+312+332 Sigma-Aldrich Chemie
P: 261-301+312+330-302+ GmbH, Steinheim
352+312-304+340+312 (L2630)

Magnesiumchlorid Hexahydrat
(MgCl; x 6 H20)

Magnesiumchlorid 25mM
(MgClz 25 mM)

Magnesiumsulfat Heptahydrat
(MgSO4 x 7 H20)

Marker, GeneRuler low range
DNA-Ladder

Marker, O'RangeRuler
DNA-Ladder 50 bp

Medium, Dulbeccos modified
eagle 1 g/LL Glucose, Gibco®
(LG-DMEM)

Medium, Dulbeccos modified
eagle 4,5 g/L Glucose, Gibco®
(HG-DMEM)

v T
~ <

v T
~ <

¥ T
~ <

g-jgar
~ <

g-jgar
~ <

v T
~ <

v T
~ <
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Merck KGaA, Darmstadt
(105833)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (R0971)

Merck KGaA, Darmstadt
(105886)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (SM1191)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (SM0613)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (21885)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (31966)
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Medium, Roswell Park Memorial
Institut Gibco® (RPMI)

Methanol

Milchpulver

Molekulargewichtsmarker,
PAGE-Ruler™ Western-Blot-Ladder

N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-
diamin (TEMED)

N,N-Dimethyl-L-arginin
Dihydrochlorid (ADMA)

NO NC -Dimethyl-L-arginin
Dihydrochlorid (SDMA)

Natrium-3-Hydroxy-4-(2-sulfo-4-
[4-sulfophenylazo]phenylazo)-2,7-
naphthalenedisulfat, BioReagent
(Ponceau S)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat-Pellets (SDS)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Natriumhydroxid 1 M (NaOH 1 M)

g-jgar
~ <

H: 225-301+311+331-370
P: 210-240-280-302+352-
304+340-308+310-403+233

g-jgar
~ <

g-jgar
~

H: 225-332-302-314
P: 210-233-280-301+330+
331-305+351+338-309+310

g-jgar
~ <

g-jgar
~ <

H: 315-319-335
P: 261-305+351+338

v T
~ <

H: 302-315-318-412
P: 280-301+312-302+352-
305+351+338-332+313

v T
~ <

g-jgar
~
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Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (61870)

Merck KGaA, Darmstadt
(106018)

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (T145)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (26619)

Merck KGaA, Darmstadt
(110732)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(D4268)

Merck KGaA, Darmstadt
(311204)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(P3504)

Avantor Performance
Materials BV, Deventer
NL (3624)

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (CN30)

Merck KGaA, Darmstadt
(106329)

Merck KGaA, Darmstadt
(109141)
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Natriumhydroxid 2 N (NaOH 2 N)

Natriumnitrit (NaNO»)

Nitrolingual akut Spray

Penicillin & Streptomycin-Lésung
10 000 U/mL & 10 000 pg/mL,
Gibco® (PenStrep)

Phosphataseinhibitor, PhosStop

Phosphatgepuffertes Salz, Dulbeccos

Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmono-
laurat, Tween® 20 (Tween)

Primer, DDAH1-Knockout forward
(fDDAH1-KO)

Primer, DDAH1-Knockout reverse
(rDDAH1-KO)

Primer, DDAH1-Wildtyp forward
(fDDAH1-WT)

Primer, DDAH1-Wildtyp reverse
(rDDAH1-WT)

H: 314-290

P: 280-301+330+331-305+

351+338-309+310

H: 272-301-400
P: 273-309+310

H:/
P:/

H: 317-334-360-371
P: 302+352-304+340-201-
260-333+313-261

H:/
P:/

v T
~ <

ages ages gges ages
< < < <

v T
~ <
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Merck KGaA, Darmstadt
(109136)

Merck KGaA, Darmstadt
(106549)

G. Pohl-Boskamp GmbH
& Co. KG,
Hohenlockstedt
(827981)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (15140)

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH,
Mannheim

(04 906 845 001)

Biochrom GmbH, Berlin
(L182)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(P1379)

Eurofins Genomics
GmbH, Ebersberg
(H624)

Eurofins Genomics
GmbH, Ebersberg
(H624)

Eurofins Genomics
GmbH, Ebersberg
(H624)

Eurofins Genomics
GmbH, Ebersberg
(H624)
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Propan-1,2,3-triol (Glycerin)

Proteaseinhibitor, Complete Mini

Proteinase K 20 mg/mL

Rekombinante murine Interferon y

(IFN'v)

Rekombinante murine Interleukin 1§

(IL 1B)

Rekombinante murine Tumor Nekrose
Faktor o (TNF o)

Salzsdure 1 N (HCI 1 N)

Salzsdure 37%, rauchend (HCI 37%)

Serum, fetales Kélberserum Superior
(FCS)

Serum, Kélberserum Gibco® (CS)

Serum, Pferdeserum Gibco® (HS)

Stickstoff, LC-MS/MS

vEm O PE
SN

H: 334-316
P: 304+340-332+313-216-
342+311-284

v T
~ <

g-jgar
~ <

H: 290
P:/

H: 290-314-335

P: 280-304+340-305+351+

338-310

vm YT
SN

YT

Y~ —

g-jger
~ <
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Merck KGaA, Darmstadt
(104093)

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH,
Mannheim

(04 693 159 001)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig
(25530-049)

Peprotech GmbH
Germany, Hamburg
(315-05)

PromoCell GmbH,
Heidelberg (D61122)

ProSpec-Tany
TechnoGene Ltd., Ness-
Ziona IL (Cyt252)

Merck KGaA, Darmstadt
(109057)

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (X942)

Biochrom GmbH, Berlin
(S0615)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (16170)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (16050)

Stickstoffgenerator
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Szintillationslosungsmittel, Rotiszint®

eco plus

Taq-DNA-Polymerase 5 000 U/mL

Taqg-Polymerase-Puffer 10 x

Trinatriumethylendiamintetraacetat

Dihydrat (EDTA)

Trinitrosan

Tris(hydroxymethyl)aminomethan-
hydrochlorid, Trizma® Hydrochlorid

(Tris-HCI)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan,

Trizma® Base (Tris-Base)

Trypsin/EDTA-L6sung 10 %

Wasser, HPLC (HPLC-H»O)

Wasser, nukleasefrei (nH20)

B-Mercaptoethanol

H: 302-315-318-412
P: 273-280-302+352-305+
351+338-310

H:/
P:/

g-jgar
~

H: 319
P: 305+351+338

v
~ <

< =< ~ < ~ <

Y~ —

g-jgar
~

H: 301+331-310-315-317-318-

373-410
P:261-280-301+310+330-

302+352+310-305+351+338+

310-403+233

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe (0016.2)

New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am
Main (M0273L)

New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am
Main (B9014S)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(E6511)

Merck KGaA, Darmstadt
(02334691)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(T3253)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(T1503)

Biochrom GmbH, Berlin
(L2153)

Avantor Performance
Materials BV, Deventer
NL (4218)

Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG,
Braunschweig (R0581)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
(M6250)
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6.1.1.2 Losungen und Puffer

Phosphatgepufferte-Losung (PBS)

9,55¢g phosphatgepuffertes Salz 1 x
1L ddH>O
Lagerung bei 4 °C

Insulin-Losung 1 mg/mL
100 uLL Insulin 10 mg/mL ~172,18 uM
900 uL ddH>O
Lagerung bei 4 °C

D-Glucose-Losung 1 M (Glucose 1 M)
180,15 mg D-Glucose IM
1 mL ddH>O
Sterilfiltration
Lagerung bei -20 °C in Aliquoten

DNA-Priaparation und Genotypisierung

Tail III-Puffer, pH 8,0
788 mg Tris-HCI 50 mM
2,08 g EDTA 50 mM
584,4 mg NacCl 100 mM
500 g SDS 0,5%
100 mL ddH>O
Lagerung bei 4 °C

low Tris-Ethylendiamintetraessigsidure-Puffer (lowTE), pH 7,4
788 mg Tris-HCI 5 mM
208,1 mg EDTA 0,5 mM
1L ddH>O
Lagerung bei 4 °C

Tris-Borat-Ethylendiamintetraessigsdure-Puffer 0,5 x (TBE 0,5 x), pH 8,0
545¢ Tris-Base 45 mM
2,78 g Borséaure 45 mM
416,2 mg EDTA 1 mM
1L ddH>O

Lagerung bei Raumtemperatur
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Organbad der Aortensegmente

Organbad-Puffer, pH 7,35

2922 g NaCl

1,75 ¢ KCl1

1,84 g CaCl; x 2 H20

1,48 g MgSO4 x 7 H20

10,5¢g NaHCO3

0,7¢g KH2PO4

99¢ D-Glucose

15 mL Indometacin-Losung
17,88 mg Indometacin
15 mL NaOH 1M

4985 mL ddH>O

Lagerung bei Raumtemperatur

Kaliumchlorid-Losung 2 M (KCl1 2 M)

149,1 mg KCl
1 mL ddH->O
Sterilfiltration

Lagerung bei -20 °C in Aliquoten

Prostaglandin F2-Losung 0,01 M (PGF2, 102 M)
4,76 mg Prostaglandin Faq
1 mL ddH>O
Lagerung bei -20 °C in Aliquoten

Acetylcholin-Stammldsung 0,01 M (ACh 102 M)
1,8 mg Acetylcholin
1 mL ddH,0O
Lagerung bei -20 °C

Acetylcholin-Verdiinnungsreihe:

102 M:
100 uL ACh 102 M
900 pL ddH,O

104 M:
100 pL ACh 10° M
900 pL ddH>O

107 M:
100 uL ACh 10*M
900 pL ddH,O

10 M:
100 uL ACh 10° M

900 pL ddH,0
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Nitroglycerin-Verdiinnungsreihe:

102 M:
320 uL Trinitrosan 102 M
385 uL ddH.O
107 M:
227 uL Nitrolingual akut Spray 103 M
773 uL ddH>O
10 M:
100 pL NTG 10° M 104 M
900 uL ddH.O
10° M:
100 uL NTG 10*M 10° M
900 puL ddH>O
106 M:
100 pL NTG 10° M 10°M
900 uL ddH>O
LC-MS/MS-Messung
L-Arginin-Lésung 100 mM
42,13 mg L-Arginin 100 mM
2mL ddH>O
Lagerung bei -20 °C
ADMA-Losung 10 mM
5,50 mg ADMA 10 mM
2 mL ddH>O
Lagerung bei -20 °C
SDMA-Losung 10 mM
5,50 mg SDMA 10 mM
2mL ddH>O
Lagerung bei -20 °C
L-Arginin-Lésung 25 mM
0,5 mL L-Arginin-Losung 100 mM 25 mM
1,5mL ddH20
Lagerung bei -20 °C
ADMA-L6sung 100 uM
20 uL ADMA-Losung 10 mM 100 uM
1980 uL ddH>O
Lagerung bei -20 °C
SDMA-L6sung 100 uM
20 uL SDMA-Lo6sung 10 mM 100 pM
1980 uL ddH20

Lagerung bei -20 °C
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Interner Standard

0,53 mg [’Hs]-ADMA
10,89 L-[*H7]-Arginin
1L Methanol

Lagerung bei 4 °C

Kalibrier-Lésung 0

0 uL L-Arginin-Losung 25 mM
0pnL ADMA-L6sung 100uM

0 uL SDMA-Lo6sung 100uM
2000 pL dialysiertes Plasma

Lagerung bei 4 °C

Kalibrier-Losung 1 / Qualititskontrolle 1

4,8 uL L-Arginin-Lésung 25 mM
10 uL ADMA-Losung 100pM
10 uL SDMA-Lésung 100uM
1975,2 pL dialysiertes Plasma

Lagerung bei 4 °C

Kalibrier-Losung 2 / Qualitdtskontrolle 2

9,6 uL L-Arginin-Losung 25 mM
20 uL ADMA-L6sung 100uM
20 uL SDMA-Losung 100uM
1950,4 L dialysiertes Plasma

Lagerung bei 4 °C

Kalibrier-Lésung 3

20 uL L-Arginin-Lésung 25 mM
40 uL ADMA-L6sung 100puM
40 uL SDMA-Losung 100uM
1900 uL dialysiertes Plasma

Lagerung bei 4 °C

Butanolische Salzsdure 1N

100 mL Acetylchlorid
900 mL Butanol
Lichtgeschiitzte Lagerung bei Raumtemperatur

Proben-Puffer, pH 5,0

300 mL Methanol
600 pL Ameisensdure 100%
300 mL HPLC-H0

Lagerung bei Raumtemperatur

Ameisensdure-Losung 0,1%

1 mL Ameisensdure 100%
999 mL HPLC-HO
Lichtgeschiitzte Lagerung bei Raumtemperatur
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Zellkultivierung

Trypsin/EDTA-Losung 1 %
1 mL Trypsin/EDTA-L6sung 10 x 1 x
9 mL PBS
Lagerung bei -20 °C in Aliquoten

Ascorbat-Biotin-Pantothenat-Stammlosung (ABP)

10 mL Ascorbat-Losung 100 mg/mL
lg Natrium-L-Ascorbat 252 mM
10 mL ddH>0O

0,5 mL Biotin-Losung 9,78 mg/mL
4,89 mg Biotin 1 mM
0,5 mL NaOH 1 M

9,5 mL Pantothenat-Losung 8,53 mg/mL
81 mg Calcium-D-Pantothenat 17 mM
9,5ml ddH>O

Zusammenmischen der Losungen, Sterilfiltration
Lagerung bei -20 °C in Aliquoten

Dexamethason-Losung 2,5 mM

0,98 mg Dexamethason 2,5 mM
500 pL Ethanol 50%
500 uL ddH>O

Sterilfiltration

Lagerung bei -20 °C

IBMX-Losung 50 mM

11,1 mg IBMX 50 mM
100 uL NaOH 1 M 0,1 M
900 nL ddH-O

Sterilfiltration

Lagerung bei -20 °C

Oil Red O-Stammldsung
500 mg Oil Red O 0,5%
100 mL Isopropanol
Losung tiber Nacht, Filtration
Lagerung bei 4 °C

Lipopolysaccharide-Losung 10 mg/mL (LPS 10 mg/mL)
10 mg Lipopolysaccharide 10 mg/mL
1 mL ddH>O
Lagerung bei -20 °C in Aliquoten

Interferon y-Losung 0,01 mg/mL (IFN vy 0,01 mg/mL)
20 pg IFN vy 0,01 mg/mL
2 mL ddH>O
Lagerung bei -20 °C in Aliquoten
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Interleukin 1B-Losung 0,01 mg/mL (IL 1B 0,01 mg/mL)

10 ng IL 1B 0,01 mg/mL

1 mL ddH>O

Lagerung bei -20 °C in Aliquoten
Tumor Nekrose Faktor a-Losung 0,1 mg/mL (TNF o 0,1 mg/mL)

20 pg TNF a 0,1 mg/mL

200 uL ddH.O

Lagerung bei -20 °C in Aliquoten

ADMA-Losung 25 mM

6,88 mg ADMA 25 mM
1 mL ddH>O
Sterilfiltration
Lagerung bei -20 °C
ADMA-Losung 150 mM
41,28 mg ADMA 150 mM
1 mL ddH>O
Sterilfiltration
Lagerung bei -20 °C
BSA im Medium 0,5%
250 mg BSA 0,5%
50 mL Medium
Sterilfiltration
Lagerung bei 4 °C
Zellaufschluss und Bestimmung der Protein-Konzentration
EGTA-Lo6sung 10mM, pH 8,0
380,35 mg EGTA 10 mM
100 mL ddH>O
Lagerung bei Raumtemperatur
Nonident® P40-Losung 10% (NP 40 10%)
10 mL Nonident® P40 10%
90 mL ddH>O
Lagerung bei Raumtemperatur
Lysis-Puffer A
20 mg SDS 0,2%
1 Tablette Proteaseinhibitor
10 mL PBS

Lagerung bei 4 °C
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Lysis-Puffer B

87,7 mg NaCl 150 mM
3,05 mg MgCl, 1,5 mM
119 mg HEPES 50 mM
1 mL EGTA 10 mM 1 mM
1 mL Glycerin 10%
0,5 mL NP 40 0,5%
0,1 mL Triton X 1%
1 Tablette Proteaseinhibitor
1 Tablette Phosphataseinhibitor
7,4 mL ddH>O
Lagerung bei 4 °C

Albumin-Losung 1 mg/mL
1 mL Albumin Standard 2 mg/mL 1 mg/mL
1 mL PBS
Lichtgeschiitzte Lagerung bei 4 °C

Analyse der Protein-Expression

Glycerin-Losung 50%
50 mL Glycerin 50%
50 mL ddH>O
Lagerung bei Raumtemperatur

SDS-Losung 20%
20¢g SDS 20%
100 mL ddH>O
Losen iiber Nacht
Lagerung bei Raumtemperatur

Lower-Tris-Puffer 4 x, pH 8,8
18,17 g Tris-Base 1,5M
2 mL SDS 20% 0,4%
98 mL ddH>O
Lagerung bei 4 °C

Upper-Tris-Puffer 4 x, pH 6,8
6,06 g Tris-Base 0,5M
2 mL SDS 20% 0,4%
98 mL ddH>O
Lagerung bei 4 °C

Ammoniumperoxodisulfat-Losung 10% (APS 10%)
100 mg Ammoniumperoxodisulfat 10%
1 mL ddH,O
Lagerung bei 4°C
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Proben-Puffer

2 mL Glycerin 50%
1,5 mL SDS 20%
1,25 mL Upper-Tris
0,5 mL B-Mercaptoethanol
4,75 mL ddH>O
Lagerung bei -20 °C in Aliquoten
Load-Mix
20 mg Bromphenolblau
20 mL Glycerin
20 mL ddH>O

Lagerung bei -20 °C in Aliquoten

Tris-Glycin-Puffer 10 x, pH 8,3

30g Tris-Base
150 g Glycin
1L ddH>O

Lagerung bei 4 °C

SDS-PAGE-Elektrophorese-Laufpuffer

100 mL Tris-Glycin-Puffer 10 x
5mL SDS 20%
895 mL ddH.O

Zur direkten Verwendung hergestellt

Transfer-Puffer

100 mL Tris-Glycin-Puffer 10 x
200 mL Methanol
700 mL ddH.O

Lagerung bei 4 °C

Ponceau S-Losung

lg Ponceau S
50 mL Essigsdure 100%
950 mL ddH>O

Lagerung bei Raumtemperatur

Trisgepufferte Losung (TBS), pH 7,6

242 ¢ Tris-Base
80¢g NacCl
1L ddH>O

Lagerung bei Raumtemperatur

Trisgepufferte Tween-Losung (TBST)
1 mL Tween
999 mL TBS
Lagerung bei Raumtemperatur
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Blockier-Losung

25¢g Milchpulver 5%
50 mL TBST
Losen iiber Nacht
Lagerung bei 4 °C

Bestimmung der Nitrit-Konzentration

Natriumnitrit-Stammlésung 10 mM (NaNO> 10 mM)
13,8 mg NaNO2 10 mM
20 mL ddH>O
Lagerung bei 4 °C

2,3-Diaminonaphthalin-Stamml&sung 100 mM (DAN 100mM)
15,82 mg 2,3-Diaminonaphthalin 100 mM
1 mL DMSO
Lichtgeschiitzte Lagerung bei Raumtemperatur

SH-Deoxy-D-Glucoseaufnahme

Krebs-Ringer-Phosphat-Stammldsung 10 x (KRP 10 x)
397¢g NaCl 1,36 M
175 mg KCl 47 mM
680 mg KH>PO4 100 mM
123 mg MgSO4 x 7 H20O 10 mM
73,5 mg CaCl x 2 H20 10 mM
50 mL ddH>O
Sterilfiltration
Lagerung bei 4 °C

HEPES-Losung 1 M
11,92 ¢ HEPES 1M
50 mL ddH>O
Sterilfiltration
Lagerung bei 4 °C

Inkubationsmedium
10 mL KRP 10 x 1 x
1 mL HEPES 1 M 10 mM
500 mg BSA 0,5%
100 mL ddH>O
Lagerung bei 4 °C

Deoxy-Glucose-Losung 100 mM (DOG 100 mM)
164,16 mg D-Deoxy-Glucose 100 mM
10 mL ddH>O
Sterilfiltration

Lagerung bei -20 °C
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Untersuchung der Viabilitit

MTT-Stammlésung

5 mg MTT
1 mL PBS
Lagerung bei 4 °C

Lysis-Puffer C
lg SDS
60 uL Eisessig
10 mL DMSO

Ldsen tiber Nacht
Lagerung bei Raumtemperatur

12 mM

10%
0,6%

6.1.1.3 Verbrauchsmaterialen und weitere Hilfsmittel

Verbrauchsmaterial

Hersteller (Produktnummer)

Abdeckmatte, MegaBlock® 96-Well
Acetatfolie, 96-Well
Blutzuckerteststreifen, Freestyle Lite

Deckglas

Dialyse Kassette, Slide-A-Lyzer® 10K

Drahttriangeln, stainless steel

EDTA-Blutentnahmegefal,
Microvette® 500 pL K3

Einfrierbehiltnis, Nalgene™ cryo freezing
container

Filterpapier, Whatman™ Grade 3 mm blotting
paper

Filterplatte, Multiscreen 96-Well

Glasplatten Proteinanalyse, Mini-Protean®

Glasware

Insulinspritze, Omnican® 100

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (95.1990.002)
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (82.1586)
Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden (435991)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen (0350000)

Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co.
KG, Braunschweig (66830)

eigene Herstellung

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (02.1341)

Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co.
KG, Braunschweig (5100-0001)

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
(3030-917)

Merck KGaA, Darmstadt (MSGVN2250)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
(1653311)

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
B. Braun Melsungen AG, Melsungen (9151133)
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Kamm Agarosegel, 20-Well

Kamm Polyacrylamidgel, Mini-Protean®
10-Well

Kaniile, Sterican® Gr. 20
Kaniile, Sterican® Gr.12
Kryogefil3, CryoPure 1,6 mL
Kiihlakku

Lanzette, Freestyle

Lupe, Tischlupe

Magensonde, Maus 25 mm

Mikroreaktionsgefdl 8 x Kette, Multiply® Strip
Pro

Mikroreaktionsgefdl3, SafeSeal 1,5 mL
Mikroreaktionsgefidl3, SafeSeal 1,5 mL braun
Mikroreaktionsgefal3, SafeSeal 2 mL
Mikrotiterplatte, 96-Well schwarz

Mikrotiterplatte, 96-Well transparent

Neubauer Zdhlkammer

Nitrocellulosemembran, Whatman™

Protran BAS8S blotting membrane

OP-Besteck
Parafilm, “M*“ 4 in

Pasteurpipette, 23 cm

PCR-Klebefolie, optisch klar

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
(1704447)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
(1653359)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (4657705)
B. Braun Melsungen AG, Melsungen (4657624)
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (72.380.007)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
(1703934)

Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden (365925)

VWR International GmbH, Darmstadt
(630-1059)

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
(18061-22)

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (72.991.002)

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (72.706)
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (72.706.001)
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (72.695.500)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(655090)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(655101)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen (0640130)

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
(10401116)

Karl Hammacher GmbH, Solingen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(P7793)

VWR International GmbH, Darmstadt
(612-1702)

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (95.1994)
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Pipette, serologisch 10 mL

Pipette, serologisch 25 mL

Pipette, serologisch 5 mL

Pipettenspitze, 10 pL

Pipettenspitze, 10/20 uL XL

Pipettenspitze, 100 pl

Pipettenspitze, 1000 uL. XL

Pipettenspitze, 5000 uL

Pipettenspitze, Combitips Advanced® 5 mL
Skalpell, Klinge

Spritze, Injekt® 10 mL

Spritze, Omnifix® F 1 mL

Sterilfilter, Filtropour 500 mL 0,2 pm

Sterilfilter, Spritzenvorsatzfilter 0,2 pm

Stickstofftank, Dewar Transportgefall Typ B

Szintillationsbehéltnis, Mini-Vial 6 mL

Transferkifig

Trennsédule, Polaris C18-Ether
Tupfer, Pur-Zellin®
Wattestdbchen

Zellkulturflasche, Cellstar® 75 cm?

Zellkulturplatte, Cellstar® 48-Well

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(607180)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(760180)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(606180)

Starlab GmbH, Hamburg (1111-3810)

Starlab GmbH, Hamburg (1110-3800)

Starlab GmbH, Hamburg (1111-0816)

Starlab GmbH, Hamburg (1122-1830)
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (70.1183.102)
Eppendorf AG, Hamburg (0030089812)
Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen (19)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
(4606108V)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
(9161406V)

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (83.1823.101)

VWR International GmbH, Darmstadt
(514-0073)

Karlsruher Glastechnisches Werk-Schieder
GmbH, Karlsruhe (1204)

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (73.680)
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
(1703931)

Agilent Technologies Inc., Santa Clara US
(A2021050X020)

Paul Hartman AG, Heidenheim (112317)
Karl Beese GmbH, Barsbiittel (617722)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(658175)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(677-180)
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Zellkulturplatte, Cellstar® TC 6-Well

Zellkulturschale, Petrischale 10 cm
Zellschaber, 16 cm
Zentrifugenflasche, Cellstar® 15 mL

Zentrifugenflasche, Cellstar® 50 mL

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(657-160)

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (83.1802.003)
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht (83.1832)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(188271)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(227261)

6.1.1.4 Laborgerite

Gerit, Bezeichnung

Hersteller

Abzug, Vint Air 9000

Anisthesieverdampfer, SomnoSuite®
Autoklav, Evo® 120

Autosampler, Prostar
Blutzuckermessgerit, Freestyle Lite

Brutschrank, Heracell™ B 5050E

Chemilumineszenzdetektor, ChemieGenius® Bio

Imagining System

Eismaschine, AF 103
Gefrierschrank -20 °C, Premium
Gefriertruhe -80 °C, KLT 4785
Heizblock, Dry Bath FB 15103

Heizblock, Stuart® Block Heater SBH130D/3
HPLC Pumpe, Prostar 210

Kammer Agarosegel, horizontal

Kammer Polyacrylamidgel, vertikal

Kammer, Western-Blot Transfer

Kraftmessgerit, [sometric transducer

Vinitex Laboratoriuminrichtingen BV, Sint
Oedenrode NL

Kent Scientific Corporation, Torrington US
MediTech Service GmbH, Norderstedt
Agilent Technologies Inc., Santa Clara US
Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Synoptics Ltd., Cambridge UK

Scotsman International, Mailand IT
Liebherr GmbH, Biberach
Kryotec-Kryosafe GmbH, Hamburg

Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co.
KG, Braunschweig

Bibby Scientific Limited, Staffordshire UK
Agilent Technologies Inc., Santa Clara US
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Kent Scientific Corporation, Torrington US
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Kugelmiihle, Qiagen® Tissue Lyser
Kiihlschrank 4 °C, Premium

LC-MS/MS, 1200L Triple Quadrupole MS
Lichtmikroskop, Axiovert 25
Magnetriihrer, MR 3002

Mikroskop Kamera, ProgRes® Speed SF Core 5
Mikrotiterplatte Waschautomat, MRW AM60

Mikrovolumenspektralphotometer, NanoDrop™
ND-1000

Mikrowelle, Micromat

Mischer (Mikroreaktionsgefdl3), Vortexmischer
Reax Control

Mischer (Mikrotiterplatte), Wippmischer
Duomax 1030

Mischer (Zentrifugenflasche), Kipp- und
Rollmischer RM5 V-30

Orbitalschiittler (Mikroreaktionsgefaf),
ThermoMixer® Compact

Orbitalschiittler (Mikrotiterplatte),
MS1 Minishaker

Organbadapparatur

pH-Meter, Five Easy™

Photometer, Safire’™

Pipette, Handystep® Multipipette

Pipette, Pipetus Accu-Jet®

Pipette, Research® 8 x Kanal

Mikropipette 300 L.

Pipette, Research® Mikropipette 0,1-2,5 pL.
Pipette, Research® Mikropipette 0,5-10 pLL
Pipette, Research® Mikropipette 100-1000 pnL
Pipette, Research® Mikropipette 10-100 pL.
Pipette, Research® Mikropipette 500-5000 pL

Retsch GmbH, Haan

Liebherr GmbH, Biberach

Agilent Technologies Inc., Santa Clara US
Carl Zeiss AG, Oberkochen

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Jenoptik AG, Jena
Dynex Technologies GmbH, Denkendorf

Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington US

Electrolux Hausgerdte GmbH, Niirnberg

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Ingenieurbiiro CAT GmbH, Staufen

Eppendorf AG, Hamburg

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

eigene Herstellung

Mettler Toledo GmbH, Gieflen

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
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Spannungsversorgungsgerét
(Agarosegel-Elektrophorese), Standard Power
Pack 25

Spannungsversorgungsgerat
(Polyacrylamidgel-Elektrophorese,
Western-Blot Transfer), PowerPac™ Basic

Stickstofftank, stationdr 503-020-RF

Szintillationsdetektor, Packard Tri-Carb
2900 TR

Thermomagnetriihrer, MR Hei-Tec

Thermozykler, Mastercycler® Epigradient
Trockenschrank

Waage, Analysenwaage CP 225 D

Waage, Digitalwaage BP 3100 S
Wasseraufbereitungssystem, Milli-Q®
Wasserbad, Inkubationsbad 1003
Werkbank, HeraSafe™

Zentrifuge (Tischzentrifuge), MC6
Zentrifuge (Zellkulturflasche), Rotina 35 R
Zentrifuge, (Mikroreaktionsgefa3) 5415D
Zentrifuge, (Mikroreaktionsgefdafl) 5415R
Zentrifuge, (Mikroreaktionsgefdfl) 5424R
Zentrifuge, (Mikrotiterplatte) 5810R

Biometra GmbH, Gottingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Taylor-Wharton International LLC, Theodore
uUS

Perkin Elmer Inc., Waltham US

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Eppendorf AG, Hamburg

Eigenbau

Sartorius AG, Gottingen

Sartorius AG, Gottingen

Merck KGaA, Darmstadt

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
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6.1.1.5 Software

Programm

Anwendung

Hersteller

GeneSnap 6.03.01
GeneTools 4.02.03
GraphPad Prism 5.02

Mendeley Desktop 1.16
Nano Drop 1000 3.8.1

Powerlab LabChart 4.0

ProgRes® CapturePro 2.8.8
QuantaSmart 2.01

Safire? Excel-Anwendung

Varian MS Workstation 6.9

Visualisierung: Western-Blot
Auswertung: Western-Blot
Abbildungen und Statistik

Literaturverwaltung
Bestimmung:
DNA-Konzentration
Organbad

Fotographie: Mikroskop

Detektion: Isotopen

Auswertung: Photometer

Auswertung: LC-MS/MS

Synoptics Ltd., Cambridge UK
Synoptics Ltd., Cambridge UK

GraphPad Software Inc., La
Jolla US

Mendeley Ltd., London UK

Thermo Fisher Scientific BV
& Co. KG, Braunschweig

ADInstruments Ltd., Oxford
UK

Jenoptik AG, Jena

Perkin Elmer Inc., Waltham
US (NET328A)

Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim

Agilent Technologies Inc.,
Santa Clara US
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6.1.6 Hazardous und Precautionary (H und P) Sitze

H-Siatze (Hazard Statements)

H 200 Instabil, explosiv.

H 201 Explosiv; Gefahr der Massenexplosion.

H 202 Explosiv; groBe Gefahr durch Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.
H 203 Explosiv; Gefahr durch Feuer, Luftdruck oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.
H 204 Gefahr durch Feuer oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

H 205 Gefahr der Massenexplosion bei Feuer.

H 220 Extrem entziindbares Gas.

H 221 Entziindbares Gas.

H 222 Extrem entziindbares Aerosol.

H 223 Entziindbares Aerosol.

H 224 Fliissigkeit und Dampf extrem entziindbar.

H 225 Fliissigkeit und Dampf leicht entziindbar.

H 226 Fliissigkeit und Dampf entziindbar.

H 228 Entziindbarer Feststoff.

H 229 Behiilter steht unter Druck: kann bei Erwdrmung bersten.

H 230 Kann auch in Abwesenheit von Luft explosionsartig reagieren.
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H 231

H 240
H 241
H 242
H 250
H 251
H 252
H 260

H 261
H 270
H 271
H 272
H 280
H 281

H 290
H 300
H 301
H 302
H 304
H 310
H 311
H312
H314
H315
H317
H318
H 319
H 330
H 331
H 332
H 334

H 335
H 336
H 340

H 341

H 350

Kann auch in Abwesenheit von Luft bei erhohtem Druck und/oder erhohter
Temperatur explosionsartig reagieren.

Erwdrmung kann Explosion verursachen.

Erwarmung kann Brand oder Explosion verursachen.
Erwdrmung kann Brand verursachen.

Entziindet sich in Beriihrung mit Luft von selbst.
Selbsterhitzungsfihig; kann in Brand geraten.

In grofBen Mengen selbsterhitzungsfihig; kann in Brand geraten.

In Beriihrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase, die sich spontan entziinden
konnen.

In Beriihrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase.

Kann Brand verursachen oder verstiarken; Oxidationsmittel.

Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.
Kann Brand verstirken; Oxidationsmittel.

Enthélt Gas unter Druck; kann bei Erwdrmung explodieren.

Enthélt tiefgekiihltes Gas; kann Kélteverbrennungen oder -verletzungen
verursachen.

Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

Lebensgefahr bei Verschlucken.

Giftig bei Verschlucken.

Gesundheitsschédlich bei Verschlucken.

Kann bei Verschlucken und Eindringen in die Atemwege tddlich sein.
Lebensgefahr bei Hautkontakt.

Giftig bei Hautkontakt.

Gesundheitsschidlich bei Hautkontakt.

Verursacht schwere Verdtzungen der Haut und schwere Augenschéden.
Verursacht Hautreizungen.

Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

Verursacht schwere Augenschiaden.

Verursacht schwere Augenreizung.

Lebensgefahr bei Einatmen.

Giftig bei Einatmen.

Gesundheitsschédlich bei Einatmen.

Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden
verursachen.

Kann die Atemwege reizen.
Kann Schlifrigkeit und Benommenheit verursachen.

Kann genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig
belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann vermutlich genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben, sofern
schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass
diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
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H 3501
H 351

H 360

H 360F
H 360D
H 360FD
H 360Fd

H 360Df

H 361

H36l1f
H361d
H3611d

H 362
H 370

H 371

H 372

H 373

H 300+310
H 300+330
H 310+330
H 300+310+330
H301+311
H 301+331
H311+331
H301+311+331
H 302+312
H 302+332

Kann bei Einatmen Krebs erzeugen.

Kann vermutlich Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt
ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann die Fruchtbarkeit beeintridchtigen oder das Kind im Mutterleib schidigen
(konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt) (Expositionsweg angeben, sofern
schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.
Kann das Kind im Mutterleib schadigen.
Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann das Kind im Mutterleib schédigen.

Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann vermutlich das Kind im Mutterleib
schiadigen.

Kann das Kind im Mutterleib schiadigen. Kann vermutlich die Fruchtbarkeit
beeintrichtigen.

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im Mutterleib
schiadigen (konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt) (Expositionsweg angeben,
sofern schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg
besteht).

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.
Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schéidigen.

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann vermutlich das Kind im
Mutterleib schiadigen.

Kann Séuglinge tiber die Muttermilch schidigen.

Schédigt die Organe (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt)
(Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem
anderen Expositionsweg besteht).

Kann die Organe schidigen (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt)
(Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem
anderen Expositionsweg besteht).

Schidigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen) bei langerer oder
wiederholter Exposition (Expositionsweg angeben, wenn schliissig belegt ist, dass
diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann die Organe schéddigen (alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt) bei
langerer oder wiederholter Exposition (Expositionsweg angeben, sofern schliissig
belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Lebensgefahr bei Verschlucken oder Hautkontakt.
Lebensgefahr bei Verschlucken oder Einatmen.
Lebensgefahr bei Hautkontakt oder Einatmen.

Lebensgefahr bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.
Giftig bei Verschlucken oder Hautkontakt.

Giftig bei Verschlucken oder Einatmen.

Giftig bei Hautkontakt oder Einatmen.

Giftig bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.
Gesundheitsschédlich bei Verschlucken oder Hautkontakt.
Gesundheitsschédlich bei Verschlucken oder Einatmen.
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H 312+332 Gesundheitsschidlich bei Hautkontakt oder Einatmen.

H 302+312+332 Gesundheitsschidlich bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.

H 400 Sehr giftig fiir Wasserorganismen.

H 410 Sehr giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

H411 Giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

H412 Schadlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

H 413 Kann fiir Wasserorganismen langfristig schidlich sein.

H 420 Schidigt die 6ffentliche Gesundheit und die Umwelt durch Ozonabbau in der
dulBeren Atmosphére.

P-Siitze (Precautionary Statements)

P 101 Ist drztlicher Rat erforderlich, Verpackung oder Kennzeichnungsetikett bereithalten.

P 102 Darf nicht in die Hinde von Kindern gelangen.

P 103 Vor Gebrauch Kennzeichnungsetikett lesen.

P 201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P 202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.

P 210 Von Hitze, heilen Oberflachen, Funken, offenen Flammen und anderen
Zindquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P 211 Nicht gegen offene Flamme oder andere Ziindquelle spriihen.

P 220 Von Kleidung/.../brennbaren Materialien fernhalten/entfernt aufbewahren.

P 221 Mischen mit brennbaren Stoffen/... unbedingt verhindern.

P 222 Keinen Kontakt mit Luft zulassen.

P 223 Keinen Kontakt mit Wasser zulassen.

P 230 Feucht halten mit ....

P 231 Unter inertem Gas handhaben.

P 232 Vor Feuchtigkeit schiitzen.

P 233 Behilter dicht verschlossen halten.

P 234 Nur im Originalbehélter aufbewahren.

P 235 Kiihl halten.

P 240 Behilter und zu befiillende Anlage erden.

P 241 Explosionsgeschiitzte elektrische Gerite/Liiftungsanlagen/ Beleuchtungsanlagen/...
verwenden.

P 242 Nur funkenfreies Werkzeug verwenden.

P 243 Malnahmen gegen elektrostatische Entladungen treffen.

P 244 Ventile und Ausriistungsteile 61- und fettfrei halten.

P 250 Nicht schleifen/stoBen/.../reiben.

P 251 Nicht durchstechen oder verbrennen, auch nicht nach Gebrauch.

P 260 Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht einatmen.

P 261 Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.

P 262 Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung gelangen lassen.

P 263 Kontakt wihrend der Schwangerschaft/und der Stillzeit vermeiden.

P 264 Nach Gebrauch ... griindlich waschen.

P 270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

153



Anhang

Katalog

P 271
P 272
P 273
P 280
P 282
P 283
P 284
P 231+232
P 235+410
P 301
P 302
P 303
P 304
P 305
P 306
P 308
P 310
P 311
P 312
P 313
P 314
P 315
P 320

P 321
P 330
P 331
P 332
P 333
P 334
P 335
P 336

P 337
P 338

P 340
P 342
P 351
P 352
P 353

Nur im Freien oder in gut beliifteten Riumen verwenden.
Kontaminierte Arbeitskleidung nicht aullerhalb des Arbeitsplatzes tragen.
Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.
Schutzhandschuhe/Gesichtsschild/Augenschutz mit Kélteisolierung tragen.
Schwer entflammbare/flammhemmende Kleidung tragen.

(Bei unzureichender Beliiftung) Atemschutz tragen.

Unter inertem Gas handhaben. Vor Feuchtigkeit schiitzen.

Kiihl halten. Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

Bei Verschlucken:

Bei Beriihrung mit der Haut:

Bei Berilihrung mit der Haut (oder dem Haar):

Bei Einatmen:

Bei Kontakt mit den Augen:

Bei Kontakt mit der Kleidung:

Bei Exposition oder falls betroffen:

Sofort Giftinformationszentrum/Arzt/... anrufen.
Giftinformationszentrum/Arzt/... anrufen.

Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum/Arzt/... anrufen.

Arztlichen Rat einholen/érztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Unwohlsein drztlichen Rat einholen/drztliche Hilfe hinzuziehen.
Sofort drztlichen Rat einholen/érztliche Hilfe hinzuziehen.

Besondere Behandlung dringend erforderlich (siehe ... auf diesem
Kennzeichnungsetikett).

Besondere Behandlung (siche ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).
Mund ausspiilen.

KEIN Erbrechen herbeifiihren.

Bei Hautreizung:

Bei Hautreizung oder -ausschlag:

In kaltes Wasser tauchen/nassen Verband anlegen.

Lose Partikel von der Haut abbiirsten.

Vereiste Bereiche mit lauwarmem Wasser auftauen. Betroffenen Bereich nicht
reiben.

Bei anhaltender Augenreizung:

Eventuell Vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter
ausspiilen.

Die Person an die frische Luft bringen und fiir ungehinderte Atmung sorgen.
Bei Symptomen der Atemwege:

Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspiilen.

Mit viel Wasser/... waschen.

Haut mit Wasser abwaschen/duschen.
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P 360

P 361
P 362
P 363
P 364
P 370
P 371
P 372
P 373

P 374

P 375
P 376
P 377

P 378

P 380

P 381

P 390

P 391

P 301+310

P 301+312

P 301+330+331
P 302+334

P 302+352

P 303+361+353

P 304+340

P 305+351+338

P 306+360

P 308+311
P 308+313

P 332+313
P 333+313

P 335+334

Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit viel Wasser abwaschen und danach
Kleidung ausziehen.

Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.
Kontaminierte Kleidung ausziehen.

Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.
Und vor erneutem Tragen waschen.

Bei Brand:

Bei GroB3brand und grolen Mengen:

Explosionsgefahr bei Brand.

Keine Brandbekdmpfung, wenn das Feuer explosive Stoffe/Gemische/Erzeugnisse
erreicht.

Brandbekédmpfung mit iiblichen Vorsichtsma3inahmen aus angemessener
Entfernung.

Wegen Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung bekdmpfen.
Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos moglich.

Brand von ausstromendem Gas: Nicht 10schen, bis Undichtigkeit gefahrlos beseitigt
werden kann.

... zum Ldschen verwenden.

Umgebung rdumen.

Alle Ziindquellen entfernen, wenn gefahrlos moglich.

Verschiittete Mengen aufnehmen, um Materialschdden zu vermeiden.
Verschiittete Mengen aufnehmen.

Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum/Arzt/... anrufen.

Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum/Arzt/... anrufen.
Bei Verschlucken: Mund ausspiilen. Kein Erbrechen herbeifiihren.

Bei Beriihrung mit der Haut: In kaltes Wasser tauchen/nassen Verband anlegen.
Bei Beriihrung mit der Haut: Mit viel Wasser/... waschen.

Bei Beriihrung mit der Haut (oder dem Haar): Alle kontaminierten Kleidungsstiicke
sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen/duschen.

Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und fiir ungehinderte Atmung
sorgen.

Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen.
Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

Bei Kontakt mit der Kleidung: Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit viel
Wasser abwaschen und danach Kleidung ausziehen.

Bei Exposition oder falls betroffen: Giftinformationszentrum/ Arzt/... anrufen.

Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen/irztliche Hilfe
hinzuziehen.

Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen/drztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen/irztliche Hilfe
hinzuziehen.

Lose Partikel von der Haut abbiirsten. In kaltes Wasser tauchen/ nassen Verband
anlegen.
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P 337+313
P 342+311
P 361+364

P 362+364
P 370+376
P 370+378
P 370+380

P 370+380+375

P 371+380+375

P 401
P 402
P 403
P 404
P 405
P 406

P 407
P 410
P 411
P 412
P 413

P 420
P 422
P 402+404

P 403+233
P 403+235
P 410+403
P 410+412
P 411+235
P 501

P 502

Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen/4rztliche Hilfe hinzuziehen.
Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszentrum/ Arzt/... anrufen.

Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen und vor erneutem Tragen
waschen.

Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.
Bei Brand: Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos moglich.

Bei Brand: ... zum Loschen verwenden.

Bei Brand: Umgebung raumen.

Bei Brand: Umgebung raumen. Wegen Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung
bekdmpfen.

Bei GroB3brand und grolen Mengen: Umgebung rdumen. Wegen Explosionsgefahr
Brand aus der Entfernung bekampfen.

... aufbewahren.

An einem trockenen Ort aufbewahren.

An einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

In einem geschlossenen Behilter aufbewahren.
Unter Verschluss aufbewahren.

In korrosionsbestindigem/... Behilter mit widerstandsfahiger Innenauskleidung
aufbewahren.

Luftspalt zwischen Stapeln/Paletten lassen.

Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

Bei Temperaturen nicht iiber ... °C/... °F aufbewahren.
Nicht Temperaturen iiber als 50 °C/122 °F aussetzen.

Schiittgut in Mengen von mehr als ... kg/... 1bs bei Temperaturen nicht {iber
... °C/... °F autbewahren.

Von anderen Materialien entfernt aufbewahren.
Inhalt in/unter ... aufbewahren.

An einem trockenen Ort aufbewahren. In einem geschlossenen Behélter
aufbewahren.

An einem gut beliifteten Ort aufbewahren. Behélter dicht verschlossen halten.

An einem gut beliifteten Ort aufbewahren. Kiihl halten.

Vor Sonnenbestrahlung schiitzen. An einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

Vor Sonnenbestrahlung schiitzen. Nicht Temperaturen iiber 50 °C/122 °F aussetzen.
Bei Temperaturen nicht iiber ... °C/... °F autbewahren. Kiihl halten.
Inhalt/Behlter ... zufiihren.

Informationen zur Wiederverwendung/Wiederverwertung beim
Hersteller/Lieferanten erfragen.
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